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1 WSTEP

Choroby neurodegeneracyjng wynikiem stopniowego i pogbujagcego zaniku
komorek nerwowych, prowadeego do dysfunkcji centralnego lub obwodowego
uktadu nerwowego. Wspomniany termin obejmuje szerokie spektrum chorob takich jak:
choroba Alzheimera, choroba Huntingtona, choroba Parkinsona, stwardnienie rozsiane
I inne rzadsze jednostki chorobowe [1]. Schorzenia te ¢pygt zarowno w postaci
sporadycznej, jak i rodzinnej, co wskazuje na istnienie genetycznych czynnikow ryzyka,
badz mutacji sprawczych.

Intensywne badania podi@zgenetycznego i molekularnych patomechanizméw
wspomnianej klasy choréb doprowadzity do zidentyfikowania szeregu mutacji
sprawczych, jednak w wkszo&i przypadkéw nie znaleziono zmian warurgayich
w spos6b przyczynowy fenotyp kliniczny. Choroby neurodegeneracyjiveysikiem
wspotwystpowania bardzo wielu genetycznyclirodowiskowych czynnikow, a daz
ich czs$¢ jest wynikiem dziedziczenia wielogenowego. Zzalaci pomiedzy
genotypem a fenotypem klinicznymg sskomplikowane. Wiele mutacji sprawczych
cechuje niepetna penetracjaszaniany przyczynowe w tych samych genach, a nawet
te same mutacje, meglawa rézny obraz kliniczny.

Oprocz mutacji typowo sprawczych w genomie poszukugegenetycznych
wariantow wptywagcych w sposéb statystycznie znagoyg na ryzyko zachorowania,
definiowanych przez raice w rozkladzie estogi konkretnych polimorfizmow DNA
W grupie pacjentow w poréwnaniu z osobami zdrowymi. Wspomniane warianty moga
zaréwno zwegksza jak i zmniejsza ryzyko rozwoju choroby, a takzmodulowa wiek
zachorowania czy przebieg choroby. Przykiadem najsviepi najlepiej poznanego
czynnika ryzyka chordb neurodegeneracyjnych jest alBIOE4. Wystpowanie
wspomnianego allelu w postaci homozygotycznej okoto 10-krotniekzea ryzyko
zachorowania na chorobdlzheimera, podczas gdy allédlPOE2 moze stanowd
czynnik ochronny (protekcyjny) [2,3]. Na petny obraz kliniczny, oprécz czynnikow
dziedzicznych, skfadajsic rowniez czynniki srodowiskowe, ktére mag sprzyj&
badZ powodowa& ujawnienie s§ mutacji patogennej lub modyfikowgej znaczenie

fenotypowe [4].
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Genetyczne badania asocjacyjne pojedynczych polimorfizmow,za taktody
wysokoprzepustowe np. analiza asocjacji w skali calego gen@eunofne - Wide
Association StugyGWAS) g pomocne w identyfikacjidci, ktorych zmiennosévptywa
na ryzyko chordb wyspujacych powszechnie, a ta&kzw poznawaniu czynnikow
modulugcych fenotyp kliniczny. Znajomos@enotypu nie wystarcza do okienia
indywidualnego ryzyka zachorowania w przypadku choréb wieloczynnikowych,
niemniej moz wskazywa na konkretne szlaki biochemiczne isygnatowe,
zaangaowane w patomechanizm choroby. Innym wyzwaniem, ¢rpkim staje
genetyk identyfikujcy nowe warianty genetyczne, jest znajdowanie zrsekwencji
u probandow bez znajomm$éwywiadu rodzinnego choroby lub przy braku dpst
do DNA chorych cztonkéw rodziny. ,Sporadycznbsénoze by zatem falszywa,
np. ze wzgidu na pémy wiek zachorowania lub brak kontaktu ¢aity cztonkami
wielopokoleniowej rodziny. Podobnie goje ,rodzinnog<i” choroby opiera si czesto
na niepewnej i niepetnej wiedzy rodziny, ktéra nie wsparta andiklA innych
cztonkéw rodziny moe by mylagca lub mato przydatna. Ocena wplywu tego typu
wariantow sekwencji jest wt czsto niejednoznaczna i koncowa ocena powinna by
oparta na badaniach funkcjonalnych zmutowanego genu.

W wiekszoci przypadkdbw w ocenie stopnia patogersioswariantu
wykorzystuje s uzgodnione przez ekspertow standardy i protokoferpretacii
wynikow. Przyktadem magby¢ standardy i wskazowki interpretacyjne opracowane
przez American College of Medical GenetiddCMG Standards and Guidelinefs].
Umodiwiajg one klasyfikowanie wariantow sekwencji DNA w &zekategorii,
zaczynajgc od znanych mutacji patogennych, poprzez nowe wgria romym
prawdopodobnym wplywie, za do nowych wariantbw o nie znanej patogermnos
(okreslanych czsto jako "mutacja potencjalnie sprawcza" ze wdglna niskaczestosé
wystepowania). W ocenie stopnia patogergighutacji wykorzystuje sim.in.:

* informacje z istnigcych baz danych sekwencji (np.: Human Genome Mutatio
Database (HGMD) http://www.hgmd.cf.ac.uk; Database of single nucleotide
polymorphisms (dbSNP) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP;
czy Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) http://omim.org/),

e algorytmy i programy przewidage moiiwy wplyw mutacji na produkty
transkrypcji czy translacji zmutowanego genu (np.: PolyPhen
http://coot.embl.de/PolyPhen/;  SIFT  http://blocks.fhcrc.org/sift/SIFT.html;
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Align GVGD http://agvgd.iarc.fr/agvgd_input.php/; NetGene2
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2, ESE Finder
http://rulai.cshl.edu/tools/ESE?2).

 analiz stopnia konserwowania w trakcie ewolucji sekwendjiNA
i/lub odpowiedniego produktu biatkowego (nfonSeq http://conseq.bioinfo,
ConSurf http://consurf.tau.ac.il).

Analize bioinformatyczng funkcjonalnego znaczenia wariantow sekwencji DNA
wspomaga okiganie kosegregacji mutacji z fenotypem choroby wzinie ryzyka,
a takze badanie grup kontrolnych (z tej samej populaggodnych ptc i wiekiem
Z grupg badan). Wskazane & (chocia czesto trudne bdz praktycznie niemdiwe
do przeprowadzenia) badania tkankowo-specyficznych transkryptow oraz strukturalne
I funkcjonalne badania zmutowanych biatek in vitro.

Postp, jaki dokonat si w ostatnich latach w biologii molekularnej i gersgy
klinicznej, sprawit, ze wzrosty oczekiwania dotygze zarOwno poznania zjawisk,
jak 1wptywu uzyskanej wiedzy naycie ludzi. Dlatego te badania biologiczne
w sposob naturalny ewoluujpw kierunku ,medycyny translacyjnej”. Terminem tym
mozna w skrocie okrdi¢ przeniesienie wiedzy o molekularnych poziomach oigeji
biologicznych na specyficzne dziatania pomagajpacjentom, dotygze pojedynczych
jednostek chorobowych, a d3uz moze bardziej zajmuge s¢ konkretnym pacjentem.
Nowoczesna nauka wymaga na poziomie interpretacyjnym uzyskanych wynikow,
ale take wyznaczenia nowych kierunkéw badszerokiego zakresu wiedzy z njzh
dziedzin. Najcgscie] i najtatwiej stan taki maya osigna¢ poprzez tworzenie
interdyscyplinarnych zespotéw, ktére pomagapp. biologom w dostrzeniu
koncowego - praktycznego celu ich badaatomiast klinicystom pomagagrozumie
procesy molekularne (genetyczne, epigenetyczne, biochemiczne itp.). Medycyna
translacyjna dotyczy zaréwno etapu diagnostyki, jak i samego leczenia. Oba dziaty
rozwijaja sk w kierunku medycyny spersonalizowanej. Badania exajg od szukania
zmian w konkretnych genach, w kierunku poznania sekwencji catego eksomu
lub genomuwhole exome/genome sequencMS/WGS) u pacjenta. Podele takie,
majace zastosowanie w diagnostyce molekularnej i farmgeketyce, nasfcza jednak
wielu trudnogi interpretacyjnych. Znageym ograniczeniem dla medycyny

translacyjnej $ nadal istnigjce ograniczenia wiedzy o zafesciach pomgdzy
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genotypem a fenotypem klinicznym. Zidentyfikowano ponad 3 min wariantow
genetycznych, spood ktérych dua cz$¢ moz mig€ zwigzek zryzykiem
zachorowania czy feskutecznogia leczenia. W przypadku ba@lameurogenetycznych
wspotpraca lekarzy, neuropsychologow i biologéw pozwala gopreynajmniej czsé
zaleznosci miedzy pojedynczym genem lub konkretmutacj tego genu a obrazem
klinicznym. Techniki wysokoprzepustowe typu GWAS, WES, WGS dostarczaj
ogromnej iloci informacji o nowych wariantach przy jednoczesnymmaku wiedzy
0 ich znaczeniu Kklinicznym. Nagtujagca potem analiza sekwencji nukleotydowej
upacjentdw ma na celu poznanie zmian w sekwencji DNA, w kolejnym kroku
okreslenie ich ewentualnego wptywu na funkcjonalndsatka, na kogu za& wniosek,
czy zmiana jest patogenna czy nieistotna dla rozwoju choroby. Jak wspomniano,
okreslanie znaczenia fenotypowego nowych wariantow obgjmanaliz in silico,
sprawdzenie kosegregacji zmiany w rodzinnych przypadkach, da bada
funkcjonalnych. Badania funkcjonalne zmian, jakkolwiek w wielu przypadkach
niezbgne i pozwalajce okréli¢ konsekwencje mutacji,gsograniczone zarowno
ze wzgkdu na ich wysokie koszty, jak i czaso- oraz pracowhésc

Ztozonos¢ proceséw neurodegeneracyjnych, jak i podadtieo objawow
klinicznych (zwtaszcza we wczesnych fazach choroby),enpmowadzi do postawienia
btednej diagnozy. Prawidtowe i wczesne rozpoznanie edagk zasadnicze znaczenie
na wszystkich etapach pegbwania z pacjentem: podczas oceny czy choroba
jest dziedziczona, poprzez o#enie rokowania, na waiwym leczeniu konczc.
Pacjenci z agpieniem czotowo-skroniowym, mimo wg dopracowywanych kryteriow
rozpoznania, nadal bywgjdiagnozowani jako zdrowi, ciemgmy na zaburzenia
psychiatryczne [6] lub stawiane jest im rozpoznanie choroby Alzheimera.

Z tych medzy innymi powoddéw skuteczna i szybka diagnostykanicowa
coraz czsciej bazuje na identyfikacji zmutowanych gendéw odalapcych
za dysfunkcje biatek/szlakéw metabolicznych, provgagzh do rozwoju konkretnych
choréb neurodegeneracyjnych. Poznanie padigenetycznego nie tylko utatwia
rozpoznanie, ale przed wszystkim prowadzi do zrozumienia istotnych molekularnych
mechanizméw patologii, nie tylko u pacjentow 2z genetycznym czynnikami
zachorowania, ale teu pacjentow bez wywiadu rodzinnego [7]. Perspektjeeaenia

celowanego, przyczynowego, a tekterapii genowej lub komérkowej - zapewne juz
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w niedalekiej przyszkxi - podobnie wymagaj bardzo precyzyjnego okilenia
genetycznego i molekularnego podhoghoroby.

Badania genetyczne w chorobach neurodegeneracyjnych progezyné sie do
wyjasnienia zjawiska naktadaniagsbbjawdw w roaych jednostkach chorobowych, ale
takze wyjani¢ dlaczego mutacje tych samych gendw mbgé zwigzane z roaymi
fenotypami klinicznymi i dotyk&réznych obszaréw uktadu nerwowego.Na przyktad do
choréb pozornie raiych klinicznie, ktére przynajmniej w niektérych ppadkach
posiadaj to samo podicg patologiczne, natg stwardnienie boczne zanikowe
(Amyotrophic  Lateral Sclerosis ALS) oraz o¢pienie czotowo-skroniowe

(Frontotemporal Dementia, FTD).

11 Otepienie czotowo-skroniowe

1.1.1  Fenotyp kliniczny

Otepienie  czotowo-skroniowe nalg do otpien neurodegeneracyjnych,
charakteryzujcych s¢ Kklinicznie zaburzeniami poznawczymi i funkcjonalnym
wynikajacymi z pos¢pujacego uszkodzenia komérek nerwowych wnygh obszarach
osrodkowego uktadu nerwowego. Wedhie selektywny zanik komérek neuronalnych
w ptatach czotowym i skroniowych, bez gkszych zmian w innych regionach moézgu
jest okrélany neuropatologicznie jako  zwyrodnienie  czolowoeskowe
(frontotemporal lobar degeneration, FTILOFTLD jest trzea po chorobie Alzheimera
(Alzheimer's diseaseAD) i otepieniu z cialami Lewy‘ego przyczyn demenciji.
Wystepuje w postaci trzech zespotdéw klinicznych obepuoygh: wariant czotowy -
otepienie czotowo-skroniowébehavioural variant frontotemporal dementia, bvFTD)
oraz warianty skroniowe: afazpierwotna pos{pujaca (primary progresive aphasia,
PPA) i otpienie semantycznesdmantic dementia, SD). Schematycznie schorzenia
te moma scharakteryzowapoprzez przypisanie im zabufzeFTD - zachowania,

PPA - jezykowych, SD - wiedzy pegiowej.

Otepienie czotowo-skroniowe jest klinicznie i patolagiie bardzo zrGicowanagrup
niealzheimerowskich demencji, a tym samym trudogprecyzyjnego zdiagnozowania.
Ta grupa schorze definiowana jest anatomopatologicznie jako gosgcy zanik
ptatbw czotowych, skroniowych lub obu tych region6éw. Natomiast pod edegh
klinicznym FTD charakteryzajnp. zmiany osobowas$, nieprzestrzeganie noraycia
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spotecznego, zaburzony agos czy te zaburzenie funkcji wykonawczych,
przy wzgkdnie zachowanych podstawowych funkcjach poznawczypjzykowych.

Zaburzenia zachowania mpgrzebiegé bardzo rémie: od pobudzenia do apatii, neoz
cechowd& je brak higieny osobistej, utrata wstydudbawspéiczucia, hiperoralnosé
czy zmiany upodoha zywieniowych [8]. Wkkszos¢ pacjentow (przynajmniej
w pocatkowym etapie choroby) znajduje¢sw dobrej kondycji fizycznej. Objawy
parkinsonowskie moggozwija¢ sie wraz z posfpem choroby, u &&ci pacjentow

(ok.15%) wysgpuja objawy towarzyszce chorobie neuronu ruchowego (MND).

Wspdlne dla choréb psychicznych (schizofrenia, zaburzenie obsesyjno-kompulsywne)
czy innych choréb neurodegeneracyjnych (gmghce poraenie nadjdrowe
(progressive supranuclear palsi?SP), zwyrodnienie korowo-podstawmerticobasal
degeneration CBD), ALS) objawy utrudnagjednoznaczngliagnoz FTD. Na skutek
braku specyficznych biomarkeréw diagnoza opiera sa kryteriach klinicznych.

W 1998 r. zostaly opublikowane przez Neary ego i wsp. kryteria [9], ktére w wyniku
postpu w poznaniu choroby ulegly zasadniczej aktualizam$tatecznie, w roku 2011,
zostaly podane przez International Behavioural Variant FTD Criteria Consortium
(FTDC) [10]. Porownanie diagnozy stawianej na podstawie nowoczesnych kryteriow
klinicznych z pewnymi wynikami histopatologicznymi zweryfikowato czutdiggnozy
klinicznej na 85%, a jej specyficznoda 95%.

Kliniczne kryteria rozpoznania FTD obejmupiedzy innymi:
e Zaburzenia zachowania lub¢hbki deficyt poznawczy w postaci wczesnych
I postpujacych:
- zmian osobowad i zachowania — niewsaiwe dziatania i reakcje,
- zaburzé jezykowych — zaburzenia ekspresji mowy lub trudnas nazywaniem
i rozumieniem stow.
*  Gkeboki deficyt — zaburzagy funkcjonowanie spoteczne i aktywnagéwodovs.
* Powolny pocsatek i postpujacy przebieg.
* Brak innych choréb mogych powodowé powyzsze zaburzenia.

*  Wykluczenie choréb psychicznych.
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1.1.2 Epidemiologia

Wariant behawioralny FTD dotyka niecogéziej mezczyzn ni kobiet [10,11]. Wiek
zachorowania wahagimiedzy 28 a 85 rokientycia, ze szczytem w szoOstej dekadzie.
Mimo ze FTD uznawana jest za wczegasté demencji, wiek zachorowania 20-25%
chorych wynosi powsej 65 lat [12]. Czas trwania choroby od pierwszydijawow
wynosi srednio 6-8 lat (3 w przypadku FTD-MND). Okoto 40-50%pacjentow
ma pozytywny wywiad rodzinny choroby.

Rozpowszechnienie choroby w populacjach jeshedavaha s od 2,7/100 000
w populacji holenderskiej (9,4/100 000 w grupie osOkdzy 60 a 69 rokienzycia,
prowincja Holandia Potudniowa, Holandia) [13] do 15,1/100 000 w grupie dorostych
(45 - 65 rokwzycia) w hrabstwie Cambridge, Wielka Brytania [14pd@nie wydaje 8i
ze rozpowszechnienie na skutek nieprawidtowych diagnest niedoszacowane
i prawdopodobnie wynosi 15-22/100 000 [15].

1.1.3 Cechy neuropatologiczne

Pod wzgédem neuropatologicznym bvFTD obejmuje zanik kory to&motowej,
przedniej czsci zaketu obrczy, czs¢ przedny wyspy, i ptatdbw skroniowych [16].
Techniki neuroobrazowe zazwyczaj ujawaiggmniejszenie metabolizmu, perfuz;ji

i zanik gtdwniew olgbie ptatow czotowych i/lub skroniowych [17]. Zmiang mog

by¢ symetryczne ddzasymetryczne, a zgjie tej samej potkuli ma by
charakterystyczne dla danej rodziny [18]. Wspomniane zmianyazamne §

z selektywnym zanikiem neuronéw wrzecionowatych (neurony von Economo) [19].
W obrazie mikroskopowym widoczne aniki neuronéw piramidowych i rozplem
gleju z mikrowakuolizagy w warstwie Il i lll kory ptatow czotowych i skronmych.
Degeneracji ulega rowniepodkorowa istota biata: wykazuje zanik aksondw, limye

I rozplem gleju [20]. Pod wzgllem histopatologicznym prawie wszystkie przypadki
bvFTD, na podstawie akumulacji wykrywanych immunohistochemicznie
nieprawidtowych zlogow biatkowych, moa przyporzdkowa

do trzech podgrup:

» reaktywne dla tau -FTLD-+ akumulacja agregatdéw biatka tau,
e ubikwityno pozytywne, tau negatywne -FTLD-TDP - akumulacja biatka

TDP43,
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e ubikwityno pozytywne tau negatywne, ale niereaktywne dla TDP43 -
FTLD-FUS- depozyty biatka FUS/TLSfused in sarcoma / translocation
in liposarcoma)[21].

e Ubikwityno pozytywne, nie reaktywne do waémée] wymionionych biatek —
FTLD-UPS (system ubikwityna-proteosom, ubiquitin proteasome sy&i&¥8)

Podziat na powisze grupy pod wzgtlem histopatologicznym pozostaje aktualnyli je
wezmiemy pod uwageprzyczyne nieprawidtowej akumulacji biatka w zitogach,
amianowicie mutacje w aktualnie znanych genachazane przyczynowo z FTD
(Tab. 1).

Tabela 1. Podziat FTD pod wzglem histopatologicznym

Podtyp FTLD-t FTLD-TDP FTLD-FUS | FTLD-UPS
histopatologiczny
Najczstsze MAPT PGRN FUS CHMP2B
przyczyny C90RF72
genetyczne VCP
Fenotypy choroba Pickal FTD ALS FTD
kliniczne FTD CBS FTD
PSP FTD-ALS BIBD*
CBD PPA NIFID*
IBM*-  choroba
Pageta i FTD

*IBM - wtr¢towe zapalenie méni, NIFID - choroba 2z cialami wgtowymi
neurofilamentow, BIBD - choroba wiitow zasadowych.

1.1.4 Genetyka FTD

Wsrdd pacjentow ciergcych na FTD okoto 30-50% to osoby, ktore miaty w @yo
najblizszej rodzinie take przypadki afpienia (rodzinna postaFTD), natomiast u 10%

do 40% obserwuje si autosomalny dominagy typ dziedziczenia [22], za ktory
odpowiedzialne $ mutacje w pojedynczym genie. Do chwili obecnej nigg@kowano
siedem gendwMAPT, PGRN, VCP, CHMP2B, TARDBP, FUS, C9ORF72), ktérych
mutacje § zwigzane z chorobgMutacje trzech genOWMAPT, PGRN C90RF72) s
przyczyrg ponad 80% zachorowawsrod rodzinnych przypadkéw FTD (przyjnmagj

ze "rodzinnos€ oznacza co najmniej trzech chorych zpa¢niem (lub fenotypem
MND, PSP, CBD) w dwdch pokoleniach, a co najmniej jedna ze wspomnianych oséb

jest w pierwszym stopniu spokrewniona z dwiema pozostatymi) [23].
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Gen MAPT zlokalizowany jest w chromosomie 17 (17921) i koduje biatko
towarzysace mikrotubulom &ng. microtubule associated protein tau, MAPT-tau).
Biatko tau uczestniczy w polimeryzacji i stabilizacji mikrotubul, stanowi miejsce
wigzania dla enzyméw oraz umlwia transport komponentéw komorkowych
wewngrz komérek. GeMAPT skitada si z 16 eksondw, ktore ulegaglternatywnemu
sktadaniu pierwotnego transkryptuwaliernative splicing), przy czym w centralnym
uktadzie nerwowym wyspuja izoformy, powstajce na matrycy 11 eksonéw.

Wariant Liczba
transkryptu: aminokwasoéw:

4R/2N =) R B R M 441
4R/IN B B W 412

4R/ON 383

3R/2N Rl B3 M4 410
3R/IN RI BB M4 381
son (R T 352

Ryc. 1 Schematyczna prezentacja ssiae izoform biatka MAPT wykrywanych
w mozgach ludzkich. Pomarezowe prostokty (R1, R2, R3, R4) oznacazajegiony
powtdrzer na koncu karboksylowym biatka. Eksony 2 i 3 przedstawiofimymi
odcieniami zielonego koloru. Ekson 10 koglty R2 zaznaczono kolorem czerwonym.

W moézgu dorostego cztowieka na skutek alternatywnego skiadania eksonow: 2,
3 i 10, powstaje zasadniczo $zdzoform tau (licacych 352- 441 aminokwasow,
ryc. 1). Eksony 9-12 kodyjC-koncows domer wigzania biatka tau z mikrotubulami.
Wspomniana domena obejmuje powtorzenia 31 lub 32 aminokwasow. Na skutek
alternatywnego splicingu eksonu 10 powstaje biatko z trzema (3R) lub czterema (4R)
motywami whzacymi, co ma wptyw na stabilizagjmikrotubul. lzoformy z 4R
stabilizujg mikrotubule wydajniej. Na N—koncu biatka alternatywnemu splicingowi
ulegap eksony 2 i 3, dzki czemu powstaj czgsteczki zawierace 29-aminokwasowe
(IN) lub 58-aminokwasowe (2N) wstawki bogate w aminokwasy kwasowe.
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W mozgu mutacje genMAPT wplywajag na struktug biatka tau lub zmieniaj
proporcje rohaych jego izoform, prowadez do nieprawidtiowej polimeryzacji
mikrotubul, zaburzé transportu aksonalnego oraz wyzwalgjatologiczngagregacj
filamentow tau [24]. Do chwili obecnej zidentyfikowano ponad 40 mutacji 4&sBT
zwigzanych z FTD (por.: Alzheimer Disease & Frontotenapddementia Mutation
Database; http://www.molgen.ua.ac.be [25]). Mutacje zmiany sensu i delecje
w regionach kodugych skutkug zmniejszeniem powinowactwa biatka tau
do mikrotubuli i hamowaniem polimeryzacji. Natomiast mutacje w sekwencjach
uczestnicacych w alternatywnym skitadaniu prowaddo zmiany stosunku izoform
4R/3R. Patologiczne agregaty tapidentyfikowane w mézgach okoto 40% pacjentow
z FTLD, ale mutacje znajdowang s w zalenosci od populacji - u od 2 do 10%
pacjentéw ze sporadyczmu 10-23% z rodzinnpostaci choroby [26].

Kolejnym genem, ktérego mutacje a S przyczyna ofepienia
czotowo-skroniowego, jest gen kodaoy progranuling (PGRN, potoony
w chromosomie (17g21), oddalony o ok. 1,7 Mb od ge@PT [27]. PGRNsktada s}

z 13 eksonow, koduje progranuling sekrecyjnaglikoproteing nalezaca do rodziny
czynnikbw wzrostu. Progranulina jest biatkiem prekursorowym granulin,omiom

z 7,5-tandemowych powtorze silnie konserwowanego dwunasto-cysteinowego
motywu granulin. Odgrywa ona \#ag role m.in.: w rozwoju komaorki, kontroli cyklu
komoérkowego, gojeniu ran czy procesach zapalnych. Udziat progranuliny w procesach
wiodacych do neurodegneracji jest wki mato poznany [28]. Pod wzglem
histopatologicznym pacjenci z mutacjami w ge®&RN nie maj patologii tau,

ade cytoplazmatyczne i wewtrzjgdrowe neuronalne wity zbudowane

z ubikwityno-immunoreaktywnego biatka TDP43. Do chwili obecnej zidentyfikowano
ponad sz&dziesgt mutacji PGRN (por: www.molgen.ua.ac.ce/FTDmutations)
wigzanych przyczynowo z FTD i - szerzej - z FTLD. Prwiszystkie mutacjeGRN
powodujce FTLD g mutacjami catkowicie znogeymi funkcig kodowanego biatka,
czego rezultatem jest haploinsuficjencja. Pozostale mutacje poyvadeprawidtowe
faldowanie domeny granulin, prowadz do niestabilnasi  czsteczki,

jej nieprawidtowej sekrecji i degradacji [29]. Dlagéai mutacji udowodniono wptyw
przyczynowy na rozwoj choroby, a w przypadku pozostatych istnieje wiele danych

wskazugcych na ich patogennasé
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Mutacje PGRN identyfikowane s w Klinicznie rdéanych schorzeniach
neurodegeneracyjnych, w tym w wariancie czotowym FTD, gpagicym poraeniu
nadgdrowym, zwyrodnieniu korowo-podstawnym, jak réwhniestwardnieniu
zanikowym bocznym/chorobie neuronu ruchowego, a dakhorobie Alzheimera
oraz w fenotypach poédnich. Mutacje PGRN powodugce haploinsuficjenej
dwukrotnie zmniejszajpoziom progranuliny w surowicy. Badania na modelafsich
tagczg niski poziom PGRN z obnzonym poziomem patzex neuronalnych [30].
Mutacje te mog mie¢ tez zwigzek z odpowiedai immunologiczng — prowadz
do zaburzé regulacji uktadu odporneiowego [28,31]. Cgstos¢ wystepowania mutaciji
PGRN wynosi 2-11% w przypadku pacjentow z FTD bez udokumentowanych
przypadkdow w rodzinie i wzrasta do 6-25%srdd chorych z rodzinngFTD
[32,33,34,35]. W przypadku AD egtos¢ mutacji PGRN jest niewielka i siga 1,3%
[36], a u pacjentéw chorych na ALS szacujgjgina 0,7-2% [37,38].

Ekspansja szeionukleotydowego (GGGGCC) fragmentu (w literatutakze:
HRE, hexanucleotide repeat expansion, (GGGGCC)n, G4C2) w intronie otwartej
ramki odczytu w ramieniu krotkim chromosomu(@90ORF72)jest zwizana z FTD,
jak i z ALS, a u pacjentow zgtmutacy identyfikuje s¢ rowniez ziogi
ubikwitynowanego biatka TDP43 w modzgu. Funkcja biatka kodowanego przez
CI90RF72, chociajest silnie konserwowane ewolucyjnie i ulega ekspre wielu
tkankach, m.in. w ma¥zku, korze mozgu i rdzeniu éggowym, pozostaje nieznana [39].
Kodowane przez 12 eksonow biatko prawdopodobnie posiada trzy warianty transkryptu
i dwie izoformy. Badania histochemiczne wykazaly rowniev homogenatach
mozgowych 0so6b z mutacHRE obecnoshierozpuszczalnych biatek o wysokiej masie
czasteczkowej, charakteryzigych sé obecnogia dwuaminokwasowych powtorie
(glicyna-prolina) belacych produktem translacji sekwencji powtarzalnej][Badania
immunohistochemiczne  dowiodly rowiie ze biatko to tworzy  wigty
cytoplazmatyczne i wewrkgjagdrowe w neuronach, nie wykryto ich natomiast
w astrocytach i komorkach innych tkanek obwodowych. U ludzi bez sehorze
neurologicznych liczba powtéraewaha st migdzy 1 a 30 (gOrna granica jeszcze
nie zostata ustalona), natomiast patogelicebe powtorzé szacuje si na powyej 50,

najprawdopodobniej powagj 400 powtorze.
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Eksony: 1a 1b 2 3 4 5 6 7 8§ 9 1011

— ] {0 —A — ==

Chromosom 9; lokalizacja 27 546 545-27 573 866; wielkos¢ 27 322 par zasad

Warianty transkryptu:

| ——
2 - a — — D
: — 0 .

- (GGGGCC)n

Ryc. 2 StrukturaCOORF72 i trzech wariantow transkryptu powsgtgch wskutek
alternatywnego skiladania. Biate prosibk oznaczaj eksony nie ulegage translaciji,
zielone — ulegaice translacji. Pozycje regionu z powtorzeniami GG®&GEznaczono
strzatkg Schemat opracowano na podstawie Woollacott @044 [46].

W roznych populacjach zwkszona liczba heksanukleotydowych powtdrze
identyfikowana jest u ok. 5-17% pacjentéw z FTD (21-41% z rodzpossaci) [41].
Ta sama mutacja identyfikowana jest réwnie pacjentow z ALS. W rawch
populacjach odpowiada za 20-50% zachomowaa rodzinng posté ALS [42,43]
i 4-21% u pacjentow ze sporadyczmppstaci [44,45]. Mutacje w COORF72,
w poréwnaniu z innymi czynnikami genetycznymi, wa&ake za najczstsz przyczyre
obu choréb: FTD i ALS. Odpowiadgjtakze za 10-88% ALS-FTD [46]. Oprocz
wymienionych, wspomniane mutacje identyfikowano w pojedynczych przypadkach
innych schorze (AD, rzekome ajpienie w przebiegu depresji, chorobie Parkinsona).
Mutacje w C9ORF72mog; dawa rozny efekt, nawet u czionkéw jednej rodziny,
ktorzy wykazuj typowe FTD, FTD-ALS, ALS-FTD czy klasyczne ALS [47]
Zwiekszongliczbg powtorzéh GGGGCC zidentyfikowano takzw réinych populacjach
w grupie kontrolnych gdzie ¢gtos¢ wynosita 0,15%-0,6% [46].

Mutacje w pozostatych genach wykryware sardzo rzadko. Biatko TDP43
wykrywane jest jako gtéwny sktadnik ztogow w blisko potowie przypadkéow FTD
i w prawie wszystkich przypadkach FTD-ALS. Jest kodowane przez T¢dRDPB

zlokalizowany w chromosomie 1 (1g36). Gen skfadazs6 eksondw, ktére ulegaj
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alternatywnemu sktadaniu pierwotnego transkryptugaddjl izoform biatka. Mutacje
w tym genie zostaty zidentyfikowane u pojedynczych pacjentoéw z FTD [48].

U okoto 5% pacjentéw z FTD badania histochemiczne nie wykasgcnogi
Zlogbw biatka tau ani TDP43 [49]. Za #kiszos¢ wspomnianych przypadkéw
odpowiadag mutacje w genie FUS zlokalizowanym w ramieniu krotkim
chromosomu 16 (16p11). Koduje on biatko zbudowane z 526 aminokwasow. Pacjentow
Zz mutacjami w genidcUS cechuje riszy wiek zachorowaniasrednio ok. 41 lat).
Mutacje FUS s3 odpowiedzialne na catymwiecie za pojedyncze przypadki FTD,
de takze za okolo 4% rodzinnych przypadkow ALS i pojedyncpezypadki
sporadycznej postaci tej choroby [50]. PatadodtUS zaobserwowano réwiie
w chorobie Huntingtona. Oba biatka (TDP43 i FUShayisic z DNA oraz RNA
i uczestnicz w regulacji naprawy DNA, transkrypcji, czy obrobB&NA. Mutacje w
tych genachsgidentyfikowane w pojedynczych przypadkach FTD [51].

1.2 Stwardnienie zanikowe boczne

1.2.1 Fenotyp kliniczny

Stwardnienie zanikowe boczne to choroba nerwowgmowa charakteryzgga sie
neurogennym zanikiem r#ni. Posté klasyczna nosi nazw choroby Charcota.
W Stanach Zjednoczonych nazywana jest éakhorobglLou Gehriga. W literaturze
mozna spotka rowniez okreslenie ,choroba neuronu ruchowegoingtor neuron
disease MND) dla grupy nieklasycznych postaci ALS obejguyjch rzadsze postacie
kliniczne, takie jak pogpujace poraenie opuszkowepfogressive bulbar palsyPBP),
postpujacy zanik mesni (ang. primary muscle atrophyMA) i pierwotne stwardnienie
boczne primary lateral sclerosis, PLS). Najegtsz postaci jest posta klasyczna
i choruje na rj okoto 2/3 pacjentéw z ALS [52]. ALS charakteryzsje postpujacym
i wybiérczym uszkodzeniem neuronéw ruchowych rogéw przednich rdzenia, pnia
mozgu i kory ruchowej. Utrata neurondéw prowadzi do niedowtadu i zanik&nmi
poprzecznie pizkowanych.

We wczesnej fazie stwardnienia zanikowego bocznego dogmilig postacie:
konczynowa kimb onset, stanowica 75% i posia opuszkowa lulbar onsel -
25% zachorowa Niedowtadom konczyn/mini twarzy i gardla w badaniu
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neurologicznym towarzyszy zanik ¢dni, fascykulacje i fibrylacje, wzrost najia
migsniowego, wygorowanie odruchow i objawy patologiczngy. Babhskiego.
W pdmiejszym okresie dochodzi do peemia czterokonczynowego, anartrii, afagii,
aostatecznie niewydolnog oddechowej wymagagge] wentylacji mechanicznej.
U okoto 10% pacjentéw stwierdza sibjawy otpienia czotowo-skroniowego.

Mimo bada, ktore wykazaly obecnosévielu zaburzé w funkcjonowaniu
neuronow ruchowych (np.: ekscytotoksyczeipszaburzenia w produkcji energii,
metabolizmie wapnia, nieprawidtowego fatldowania biatek, zaldurzeansportu
aksonalnego) w ALS i podejrzeniu wptywu mgch czynnikowsrodowiskowych (stres
oksydacyjny, infekcje wirusowe, toksyny, zaburzenia mitochondrialne czy apoptoza)
przyczyna ich obumierania nadal jest nieznana [53]. Wydejeesiprzyczynachoroby

S3 W roznym stopniu czynnikirodowiskowe i genetyczne.
1.2.2  Cechy neuropatologiczne

Badania pasiertne osob z ALS uwidacznigprzede wszystkim rozlegty zanik ¢ani.

Pod wzgkdem neuropatologicznym ALS obejmuje zmiany zwyrodinwe i ubytek
neuronéw w korze ruchowejgdrach ruchowych nerwéw czaszkowych i neuronach
rogéw przednich rdzenia ¢gowego. Ubytek w korze mdzgowej dotyczy komorek
piramidowych warstwy Ill i V oraz komérek Betza. Komorki wykagujgrolize,
obkurczenie nadmierngbarwliwosé, nagromadzenie lipofuscyny [54]. W wielu
przypadkach w cytoplazmie komorek ruchowych stwierdzono obecn@#tego
rodzaju wtetéw (ciat Buniny, wtetow mielinowych iwtetéw zasadochionnych).
Skiadnikiem cytozolowym ubikwitynowanych wtow jest biatko TDP43 (opisane

w poprzednim rozdziale), ktére w warunkach prawidtowych zlokalizowane jest gtownie
w jadrze komérkowym. W olgbie pnia mozgu najwkszy zanik i ubytek wyspuja

w jadrze nerwu Xl oraz gdrze dwuznacznym, w offsie rdzenia kfgowego

w zgrubieniu szyjnym i edzwiowym. W obwodowym ukfadzie nerwowym
zwyrodnienie aksonalne ruchowych widkien nerwowych prowadzi do zaniku komérek

migsni szkieletowych oraz raénia przepony.
1.2.3 Epidemiologia

Choroba najogciej dotyka ludzi w széstej dekadzigcia (szczyt zachorowa

58-63 lata), ché ok. 10% pacjentéw choruje przed 40 rokieytia. Smierc nastpuje
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po 3-5 latach od pojawieniag¢spierwszych objawdw, najegciej w mechanizmie
niewydolno&i oddechowej. Zapadalnosévynosi 1-2.5:100 000, a chorobowosé
4-8:100 000 [55]. Ponad 90% przypadkéw ALS ma charakter sporadyczny, a etiologia
pozostaje nieznana. W tej grupie dostrzegapszewag zachorowalnéci mezczyzn

nad kobietami (1,5:1). W 5-10% choroba wysije rodzinnie (FALS), najeZciej

z autosomalnym dominggym sposobem dziedziczenia. W tej grupie pacjentiuzyd
zachorowa to 47-52 rokzycia, nie dostrzega ijednak przewagi zachorowa
mezczyzn.

Rozpoznanie ALS odbywa¢sina podstawie zmodyfikowanych w 2008 roku
kryteriow EI Escorial, ustalonych przez World Federation of Neurology [56].
Opierap sic one na identyfikacji klinicznej zggia gornego i dolnego neuronu
ruchowego. Zaicie dolnego neuronu ruchowego potwierdza¢ sSbadaniem
elektromigraficznym (EMG). Ocena z@ja gornego neuronu ruchowego jest
przede wszystkim kliniczna, wspierana w ostatnim czasie technikami obrazowymi
(rezonans  magnetyczny,  spektroskopia rezonansu  magnetycznego)  czy
elektrofizjologicznymi (stymulacja magnetyczna). Cechy uszkodzenia gornego i
dolnego neuronu ruchowego obecne razem w dwoch z czterech regionéw OUN (pniu
mozgu, odcinku szyjnym, piersiowym czylbwiowym) pozwalag postawt diagnoz
klinicznie prawdopodobnego, a w trzech z czterech — klinicznie pewnego ALS. Mimo
stosowania tych kryteriow u 5-10% pacjentow z pticawym podejrzeniem ALS
ostateczna diagnoza jest inna. Brak wiedzy na temat patomechanizmu choroby, a w
szczegolnasi  brak jednoznacznych biomarkeréw powodujez postawienie
prawidtowej diagnozy, zwlaszcza w patzowym stadium, jest trudne. DRXi
rozwojowi diagnostyki molekularnej w niektérych przypadkach maojpotwierdz
genetyczne tlo choroby. Spod ponad 20 gendw (http://alsod.iop.kcl.ac.uk)
zwigzanych gtownie z rodzinnpostaci ALS, najczsciej identyfikuje s¢ mutacje w
czterech:C9ORF72(ok. 34% rodzinnych postaci chorob$§OD1 (ok. 20%)TARDPB
(2-6%), FUS (4-8%) [57]. $ one réwnie przyczyngokoto 10% postaci sporadycznej
choroby. U pacjentéw z ALS rzadko identyfikowano mutacje sprawcze w innych
genach, o odmiennym mechanizmie patogennym, powoglnj wigzanie produktow
biatkowych z RNA oraz nieprawidtogvobrébkebiatek ANG, SEXT, TAF15, EWSR1),
ekspang nukleotydow (ATXNZ2), proteostgz (ang. proteostasis) biatekOPTN,
UBQLN2, SQSTM1, VCP, CHMB2P, FI;4kscytotoksycznos€dDAO), zaburzenia
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budowy cytoszkieletu lub transportu komorkowegdAPB, PRPH, DCTN1, NFH,
PFN1) czy o niejasnym patomechanizmd.£2, SPG11) [58].

W réznych populacjach od 10 do 20% rodzinnych (ok. 2%rabycznych)
przypadkow spowodowanych jest mutacjami punktowymi w genie dla cytozolowej
miedziowo-cynkowej dysmutazy ponadtlenkow§OD1) [59]. Gen zbudowany jest
z 5 eksonow kodggych 153-aminokwasowe biatko. Dysmutaza ponadtleakavyest
biatkiem silnie konserwowanym ewolucyjnie, wy@tijacym w cytozolu, gdrze
komorkowym, peroksysomach, przestrzeni edaiybtonowej w mitochondriach
ludzkich. SOD1 zawiera cynk i miediysepujagcym w organizmie w postaci
homodimeru o masie 32 kDa. Gtowifunkcjg SOD1 jest usuwanie wolnych rodnikow.
Do chwili obecnej zidentyfikowano ponad 150 mutacji zlokalizowanych we wszystkich
eksonach SOD1, jednak patogennosédowodniono nie dla wszystkich mutacji.
Wiekszos¢ to mutacje zmiany sensu, kilkacege to mutacje skracgje biatko
(terminacyjne). C&¢ mutacji redukuje aktywnosc¢biatka, natomiast pozostate
nie zmieniag aktywnogi katalitycznej enzymu. Wiek zachorowania i gpsthoroby
zalezy czesto od konkretnej mutacji, jednak nie stwierdzonorasyego zwjzku
migdzy zmianami w aktywna enzymu, a konkretnymi mutacjami.

Istniejg dwie hipotezy dotycgce wptywu zmutowanego biatka na rozwoj ALS.
Pierwsza z nich opieragha zatogniu,ze mutacjeSOD1 powoduj zmiangaktywnogi
enzymatycznej poprzez wptyw na katglimiedzi lub nieprawidtowe wizanie metali.
Druga, obecnie uwana za bardziej prawdopodobngoparta na badaniach
eksperymentalnych z wykorzystaniem modeli zweesch) wskazuje na uzyskanie
cechy toksycznad (toxic gain of function) przez zmutowane biatko 0 niestabilnej
konformac;ji [60].

Najkrétszym czasem przgcia od momentu zachorowania charakteryzsig
pacjenci z mutag A4V. Mutacja D90A jest powszechna w Skandynawii —
2-3% spoteczestwa jest heterozygotycznym nosicielem bez objawdhoraby,

a w postaci homozygotycznej wykazuje powolny ppsfLS (czas przegycia ok. 10
lat). Natomiast pacjenci z heterozygotyczmutacg z innych regionowswiata,
nie mapcy skandynawskich przodkéw, rozwiaklasyczrm postdg ALS z czasem

przezycia 3-5 lat.
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1.3 FTD-ALS

Cechy wspdlne lub pokrywsge sé obu chordb (stwardnienia zanikowego
bocznego i afpienia czotowo-skroniowego) z zakresu objawow kinigch,
neuropatologii czy tta genetycznego skitonity klinicystow oraz naukowcow degadj
prob ich pojczenia w jedngednostkechorobowvg o szerokim spektrum. Obejmowataby
ona ,czysty ALS”, formy pokednie (ALS-FTD, FTD-ALS o raiym stopniu),
do ,czystego FTD”. W rzadkich przypadkach stwardnienie zanikowe boczne
wspotistnieje z FTD (FTD/ALS). Okoto 20% chorych z FTD ma rownabdjawy
choroby neuronu ruchowego. Natomiast u chorych z ALS nierzadko stwierglza si
zaburzenia poznawcze o0 roim stopniu nasilenia, od dyskretnych zabfirhenkciji
wykonawczych wykrywalnych u 20-40% pacjentow; do klinicznego agpienia
czotowo-skroniowego (FTD) [61]. Zaburzenia poznawcze mogaprzedza
lub nasgpowa po ujawnieniu s objawdéw uszkodzenia neuronu ruchowego.
Polagczenie tych dwoch zespotow neavystpowa w postaci zaréwno sporadycznej,
jak i rodzinnej. Oprocz naktadajych s¢ cech klinicznych istnigjtakze wspdlne cechy
obserwowane na poziomie neuropatologicznym. Giownym czynnikigoagdym
obie choroby s ziogi biatka TDP-43 [62] i FUS [63], wygbujace we wtetach
neuronalnych. U pacjentow z FTD ztogi biatka TDP43 znajdiiy w korze mdzgu,

u pacjentow ALS w rdzeniu kgowym, natomiast u pacjentow z FTD-ALS
w obu lokalizacjach [64]. Kolejnym pagdzeniem obu schorge jest wspdine

tto genetyczne. Opisano liczne rodziny z FTD/ALS o dziedziczeniu autosomalnie
dominupcym, prezentuyjce patologg TDP-43 [65]. Ich gtdowng przyczyna jest
ekspansja oméwionych wej heksanukleotydowych powtérzev COORF72,bedaca
gtbwnym wspdllnym genetycznym czynnikiem obu scharza takie ALS/FTD.

U ponad 30% pacjentow z ALS z wspomniamgtacy charakterystyczngechsjest
wspotistnienie FTD i ogste wysgpowanie FTD w rodzinach. Tagzmutacje w innych
genach zwjzanych z patologi TDP43 wystpuja u pacjentow z ALS i FTD. Mutacje

w genieTARDPB kodugcym biatko TDP43 s identyfikowane gtdwnie u pacjentow

z ALS lub ALS-FTD, ale take u pojedynczych osob z FTD bez objawéw uszkodzenia
neuronu ruchowego [66]. Natomiast mutacjeP@RN s3 duzo czstsze u pacjentow
ZFTD, ale take identyfikowane u pojedynczych pacjentdw z ALS. \Ajgd s
natomiast,ze nie ma peaiczenia mgdzy mutacjami w geni€OD1 bedacymi czsty

27



przyczyry ALS a otpieniem, analogicznie nie zidentyfikowano mutacji MAPT
u pacjentow z ALS.

Obecnie przyjmuje gj ze ALS i FTD g chorobami o naktadggych s¢ cechach
klinicznych, patologicznych, ale ta&zo wspdlnych przyczynach genetycznych.
Sugeruje to,ze mog mie¢ wspolny neurodegeneracyjny patomechanizm, a cgra t
idzie, mog by¢ czescig jednej choroby o szerokim spektrum objawow.

Mimo ze zmiany poznawcze i behawioralng gwazane za ox¢ skiadowg
fenotypu ALS, to pod wzgtlem klinicznym pacjenci z ALS (zwtaszcza z nieghaz
deficytem poznawczym) pozosiajie zdiagnozowani pod tym tem. Jedynie pacjenci,
z oczywistymi oznakami demencji, we wczesnej fazie chorofpydiagnozowani
neuropsychologicznie. Standardowe testy pom@gajw diagnozie @pien czesto

nie 3 odpowiednie do badania stanu pacjenta z ALS [67].
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2 CEL PRACY

1) Okrelenie podioa genetycznego (zwlaszcza mutacji sprawczych) u ychor

z rozpoznaniem ALS, FTD i z fenotypami pokrewnymi.

2) Oszacowanie estosi wystpowania mutacji zwszanych przyczynowo z ALS, FTD

i fenotypami pokrewnymi w populacji polskiej.
3) Okrelenie motiwych korelacji medzy rodzajem mutacji a fenotypem klinicznym.

4) Ocena znaczenia fenotypowego wariantow sekwencji DNA zidentyfikowanych

po raz pierwszy w badanych grupach.
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3 PACJENCI, MATERIALY | METODY

3.1 Badane grupy chorych
3.1.1 Pacjenci z fenotypem FTD

Badania prowadzono w grupie chorych z prawdopodobnym rozpoznanigienid
czotowo-skroniowego. Chorzy zostali zakwalifikowani do hagaKlinice Neurologii
Szpitala MSW w Warszawie i Oddzialu Neurologii Szpitala Specjalistycznego
sw. Wojciecha w Gdasku. Diagnoza FTD byla stawiana zgodnie z kryteriaomd —
Manchester (Lund and Manchester Groups). W badaniu wykorzystano DNA od 138
niespokrewnionych ze solmsob z prawdopodobnym rozpoznaniegpagnia czotowo-
skroniowego (grupa dalej zwana FTD) i skladatg gi pacjentébw z ostatecznym
rozpoznaniem: FTD (97 oséb, dalej ok&ana - F1), FTD-MND (7), FTD

z parkinsonizmem (3) oraz 31 pacjentow z podejrzeniem FTD: FTD/AD (24 osoby),
FTD/PSP(3), FTD/Schizofrenia (2), FTD/depresja (2%redni wiek zachorowania
wynosit 56,3 11,8 lat. Kobiety stanowity 45%, ¢aczyzni 55%. W tabeli 2
przedstawiono ogolnacharakterystykegrupy FTD. Wiek wysipienia pierwszych

objawOw uznano za umowny wiek zachorowania.

" Grupa liczyta pocgtkowo 97 0séb z ostatecznym rozpoznaniem FTD, + 2 kolejne osoby z
rozpoznaniem niepewnym (FTD/AD) ze zidentyfikowanymi mutacjami, ktére w trakcie procesu oceny
klinicznej zdiagnozowano ostatecznie jako osoby z FTD
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Tabela 2. Charakterystyka grupy FTD.

n Sredni  wiek| Odchylenie |Kobiety/ Wywiad
zachorowania| standardowe| Mezczyzni | rodzinny
(lata) (lata) dodatni
FTD 138 | 56,3 11,77 62/76 57
F1 97 57,7 11,92 44/53 40
FTD/AD 24 54,4 10,65 12/12 12
FTD-MND 7 57,8 10,51 2/5 1
FTD/depresja 2 53,5 9,5 1/1 1
FTD z 3 51,7 3,85 0/3 1
parkinsonizmem
FTD/Schizofrenia| 2 51,5 25,5 2/0 1
FTD/PSP 3 55,3 2,36 Ya 0
5o 29 2% 2% 2% - FTD
/\‘ - FTD/AD
\ FTD-MND
= FTD/Depr
= FTD/PARK
FTD/Schiz
= FTD/PSP

Ryc. 3 Procentowy udziat pacjentéw z poszczegolnym rozpoznaniem w badanej grupie
pacjentow (FTD)

3.1.2 Pacjenci z fenotypem ALS

Badania przeprowadzono w grupie chorych z rozpoznanym stwardnieniem bocznym
zanikowym. Chorych kwalifikowano do batlav Klinice Neurologii Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego oraz Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego.
Diagnoza ALS stawiana byta zgodnie z kryteriami El Escorial, wszyscy chorzy

witagczeni do badania wyraziliswiadoma zgode Grupa ALS obejmowata 396
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niespokrewnionych ze sebpacjentéw.Sredni wiek zachorowania wynosit 54,8 lat.
Kobiety stanowity 42%. U 89 pacjentow z tej grupy (obepoej przypadki rodzinne
I osoby o wczesnym wieku zachorowankmednia wieku zachorowania 45,6 lat,

17 przypadkow rodzinnych) dokonano analizy sekwenciji kgbjijgenu SD1.
3.1.3 Grupa kontrolna

Grupe kontrolng stanowito 257 zdrowych osob. ¥d nich 101 przebadanych
neurologicznie oséb powgj 65 rokuzycia redni wiek 70,9+5,2 lat; 24% ¢nczyzn |
76% kobiet) oraz 156 osol$rédni wiek 24,1+2,9 lat; 49% ¢nczyzn i 51% kobiet)
(grupa K1), nie skagcych s¢ na zadne dolegliwosi zdrowotne (grupa K2).

Deklaracja etyczna

Od wszystkich os6b chorych (g ich prawnych opiekunéw), a takzod o0séb

zdrowych z grupy kontrolnej, uzyskano pisegragodena badania, zgodnie z deklatacj
helsinska (BMJ 1991; 302:1194). Komisja Etyki i Nadzoru nadd@niami na Ludziach
I Zwierzetach Centralnego Szpitala Klinicznego MSW wyrazigodg (nr 31/2013)

na przeprowadzenie przedstawionych pepbada.

3.2 Zastosowane techniki

Numery sekwencji referencyjnych badanych gendw, ktére byly wykorzystane podczas

bada przedstawia tabela 3.

Tabela 3. Numery sekwencji referencyjnych.

PGRN MAPT SOD1
Sekwencja nukleotydowa geniNG_007886.1f NG_007398/ING_008689.1
Sekwencja cDNA NM_002087.2) BNO0O0503.1 | NM_000454.4
Sekwencja aminokwasowa NP_002078.1 CAG26750.1 NP_000445
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3.2.1 Izolacja DNA oraz RNA

Analize sekwencji nukleotydowej prowadzono z wykorzystanigemomowego DNA
wyizolowanego z leukocytéw krwi obwodowej, z zastosowaniem metody stopniowego
wysalania biatek komérkowych (6M NaCl) wg Millera i wsp. (1988) [68]. Otrzymany
DNA zawieszano w 96% alkoholu etylowym, a rasie w HO i przechowywano

w temperaturze -20°C. €& DNA rozcieaczano do sizenia roboczego 20 ng/ul.
Leukocyty pacjentéw, u ktérych izolowano RNA przed etapem izolacji RNA,
zawieszano w RNRatter (Ambion) i przechowywano w 4°C, a ngshie w -20°C.
Dalsze etapy izolacji RNA przebiegatly zgodnie z protokotem TRI Reagent Solution

(Ambion). RNA zawieszano w 30-100 pub® i przechowywano w -70°C.

3.2.2 Analiza spektrofotometryczna DNA i RNA

llos¢ 1 czystos¢ wyizolowanego DNA i RNA okrdano spektrofotometrycznie
(NanoDrop 2000, Thermo Scientific). Dodatkowo w przypadku RNA jakogparatow

potwierdzano metodelektroforetyczng

3.2.3 Reakcja tancuchowa polimerazy (PCR)

Reakcje tacuchowe polimerazy (PCRpolymerase chain reactionprowadzono
w termocyklerach DNA Engine (BIO-RAD)yaz Applied Biosystems Veriti 96-Well
Thermal Cycler. PCR (oprdcz opisanych pefli prowadzono w kagowej obgtosci

10 pul z wykorzystaniem zestawu Taq PCR Core Kit (Qiagem)d&@zowo stosowano

kontrok negatywngmieszanina reakcyjna bez DNA).

Startery zaprojektowano na podstawie sekwencji zebranych w GeneBank,
z wykorzystaniem programu Primer 3 Input (wersja 0.4.0) [69] tak, aby sekwencje byty

komplementarne do sekwencji flankcych analizowany region.
3.2.3.1 Amplifikacja genu PGRN

Sekweng} starterow zaczerpgto z artykutu Bakera i wsp. (2006) [32] (Tab. S 1
[SUPLEMENT]). Warunki amplifikacji zostaty zmienione. Ponieweksony PGRN
rozdzielone s stosunkowo krotkimi sekwencjami intronowymi, zdeow@no

przeprowad# reakcg PCR w taki sposob, by jeden amplikon obejmowatrgzé&sony
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(wraz z sekwencjami intronowymi) (stosowano startery 1F-45R, 45F-8R i 8F-12R).
W rezultacie trzy zachodee na siebie amplikony pokrywaly gakekwencje genu
(eksony 1-12). W poréwnaniu z pgadakera i wsp. (2006) [32], ze wzglu

na powstawanie dhszych produktéw, wydkono czas elongacji (w pierwszych
pictnastu cyklach: 1min sec i w kolejnych dwudziestklagh - 1:30). Zastosowano
technike touchdown PCR(temperatura przytzania starterow w cyklach 1 i 16

wynosita 58°C, w kolejnych Zsspadata 0 0,1°C na cykl (Tab. S 2).
3.2.3.2 Amplifikacja genu MAPT

Warunki amplifikacji (Tab S 3) i sekwencje starteréw (Tab. S 4) zaczdopniartykutu
Zekanowskiego i wsp. (2003) [70].

3.2.3.3 Amplifikacja genu SOD1

Amplifikacj¢ eksondéw 1-5 wraz z sekwencjami intronowymi prowamdza uiciem
starterow (patrz Tab. S 5) zaprojektowanych z wykorzystaniem programu Primer3

oraz sekwencji referencyjnej NG_008689.1. Warunki reakcji przedstawiono w Tab. S 6.
3.2.4 Rozdziat elektroforetyczny

W celu okrélenia wielkoci uzyskanych fragmentow DNA prowadzono elektroferez
DNA w 0,5-2% zelach agarozowych, zawiegaych bromek etydyny (o koncowym
stezeniu 0,5 pg/ml) oraz bufor 1X TBE (Tris-Borate-EDT/)1]. Jako marker DNA
stosowano 100 bp DNA Ladder (Fermentas). Elektroforggzeprowadzono
przy napeciu 90-130 V, a nagpniezele wizualizowano wwietle UV o diugo¢i fali 4
=312 nm.

3.2.5 Oczyszczanie produktow PCR

Produkty PCR, przed bezpeéinim sekwencjonowaniem fluorescencyjnym,
oczyszczano stosag ExoSAP (USB) lub mieszaningxonuclease | i FastAP

(Fermentas) zgodnie z zaleceniami producenta.
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3.2.6 Bezparednie sekwencjonowanie fluorescencyjne

Do bezpokedniego sekwencjonowania fluorescencyjnego stosowzestawy ABI
PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit v1.1 lub v3.1
(Applied Biosystem). Matrye do reakcji stanowity oczyszczone produkty PCR,
rozcieaczane w zalenosci od wydajnogi PCR 10-20x wodglejonizowang Reakcje
sekwencjonowania prowadzono w koncowej ghogci 10ul, w warunkach zgodnych
z zaleceniami producenta. Do PCR sekwencyjnegpwvano jednego ze starterow
stosowanych do powielania konkretnego eksonu.

Produkty reakcji sekwencjonowania oczyszczano przezearie (EtOH 95%,
3M NaOAc pH 4,6), zliofilizowano, dodawano dejonizowany formamid (10-20pul Hi-Di
Formamide, Applied Biosystems) i przed elektrofgrédenaturowano w temperaturze
95°C. Nas¢pnie produkty reakcji sekwencjonowania rozdzielaretada elektroforezy
kapilarnej w analizatorze kwasow nukleinowych ABI Prism Genetic Analyzer 310
lub 3130 (Applied Biosystems). Anatizwynikédw sekwencjonowania prowadzono
z wykorzystaniem programéw DNA Sequencing Analysis Software v5.1 (Applied
Biosystems) oraz Sequencher Software v4.7 (Gene Codes).

W przypadku zidentyfikowania zmian sekwencji, powtarzano pro¢edur

powielania konkretnego fragmentu genu oraz sekwencjonowanie g&tosyg porci

wyjsciowego genomowego DNA.

3.2.7  Analiza polimorfizmu fragmentow restrykcyjnych

Obecnos¢ wymienionych poniej mutacji sprawdzano w grupie kontrolnej (n=200),
metoda okr&lania polimorfizmu fragmentow restrykcyjnych (RFLP)rzecinajc
produkty PCR enzymem restrykcyjnym, specyficznym do zmutowanej
(badz prawidtowej) sekwencji. Wykorzystano ngstijagce enzymy restrykcyjne: Aval
(Fermentas); mutacRGRNP439_ R440fsX6) — enzym Aval (Fermente&&pD1 D90A

— Bbvl (Fermentas). Reakcje prowadzono zgodnie z zaleceniami producenta, a wynik

sprawdzano elektroforetycznie.

3.2.8 Analiza haplotypu MAPT

Analize haplotypu MAPT przeprowadzonou pacjentki z mutagj G55R oraz jej
4 dorostych synéw. Haplotyp okileno sprawdzagc obecnoéi — lub jej brak - 238
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zasadowej delecji poridzy eksonami 9 i 10, a naphie przypisano do konkretnych
podhaplogrup analizae¢ obecnosépigciu polimorfizmow pojedynczego nukleotydu
(rs2471738, rs1467967, rs7521, rs242557, rs3785883),quoftott z obu stron mutacii.
Startery (Tab. S 7), warunki reakcji oraz podziat na haplotypy H1/H2 i podhaplotypy
zaczerprgto z artykutu Bakera i wsp. (1999) [32]. Do odemia haplotypu niezlatne
okazalo s¢ sprawdzenie pokrewistwa pomgdzy bra&ami (dwoch nosicieli mutacii

i dwoch nie posiadegych mutacji). Analiz przeprowadzono stosig zestaw

do identyfikacji osobniczej AmpFLSTR Identifiler PCR Amplification Kit (Applied

Biosystems) zgodnie z zaleceniami producenta.

3.2.9 Okreslenie genotypu otwartej ramki odczytu ®ORF72

Genotypowanie CO90ORF72 prowadzono zgodnie z  metodgppracowan
przez DeJdesus-Hernandez i wsp. (2011) [45]. W pierwszym etapie probki
genotypowano z wykorzystaniem starterow znakowanych fluorescencyjnie (Tab. S 8),
rozdzielagc powstagce produkty w analizatorze ABI PRISM 3130 Genetitalyzer
(Applied Biosystems); wynik analizowano stagujprogram Gene Mapper (Applied
Biosystems). Nasgpnie probki, w ktorych uzyskano jeden pik (oznagzgjdwie
mozliwosci: albo uktad homozygotyczny, albo drugi allel zazyl do amplifikaciji)
powielano metodgepeated-primer PCRWynik analizowano stosag program Gene
Mapper. Probki, w ktérych uzyskano wynik w postaci charakterystycznego
“grzebienia”, oznaczagego wecej niz 50 powtdrzé (ryc. 13) uznawano za probki

z mutacy sprawca. W kazdej partii analiz jako kontrelpozytywry stosowano reakgj

z DNA pacjenta ze zidentyfikowamautacy.

3.2.10 Genotypowanie locusSOD1

Osiem sekwencji mikrosatelitarnych (D21S263, Hamlet, Macbeth, Shylock, Yorick,
Goneril, D21S223 i D21S63) otaczeych gen SOD1 amplifikowano z ugciem
starterow, z ktérych jeden z kaej pary byt znakowany fluorescencyjnie (Tab. S 9)
I poddawano elektroforezie kapilarnej w ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). Wynik analizowano stoguj program Gene Mapper (Applied
Biosystems). Warunki i startery do genotypowania zaczeipai pracy Partona i wsp.
(2002) [72]. Ze wzgidu na réhnice w wynikach genotypowania, wynikag z uycia
do rozdzialu réanych analizatorow, rezultaty uzyskane w przebadangampach
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- polskiej i wtoskiej - normalizowano, okilajac najbardziej prawdopodobrdfugosé
uzyskanych fragmentow DNA. Dokonano ponownej analizy genotypu 5 pacjentow
z rodzin wioskich razem z cztonkami rodziny polskiej i uzyskane wyniki przeliczono,

stosujc jako odniesienie wartogpodane w pracy Battistini i wsp (2010) [73].

D21S263
Hamlet
Macbeth
Shylock
Yorick
Goneril
D21S223
D21S63

L \" JI lit/

Homo sapiens chromosome 21, GRCh 37p.2
TIAM1 soD1 HUNK

—

0,1 Mb

Ryc. 4 Rozmieszczenie analizowanych polimorfizméw w otoczeniu genu SODL1.

3.2.11 Genotypowanie z zastosowaniem analizy dyskryminacji alleli (sondy
TagMan)

Analize dyskryminacji alleli z zastosowaniem sond TagMan kevgystano

do genotypowania dwoch polimorfizmow w genleGRN (rs850713 i rs5848).

W reakcji zastosowano handlowe zestawy TagMan SNP Genotyping Assay (Applied
Biosystems) (Tab. S.10). Skiad mieszaniny reakcyjnej do przeprowadzenia analizy
dyskryminaciji alleli dla 2 polimorfizméw mtDNA przedstawiono w Tab. S 11. Reakcj
prowadzono w aparacie StepOnePlus (Applied Biosystems) wepoggtych
warunkach:: 30 sekund w 60°C, 10 min w 95°C, 40 cykli (95°C przez 15 sekund i 60°C
przez 1 minuf), 30 sekund w 60°C. Uzyskane dane analizowano veykstupc
oprogramowanie StepOne Software v2.2 (Applied Biosystems).

3.2.12 Analiza ekspresji mMRNA PGRN w leukocytach krwi obwodowej

Z 1ug catkowitego RNA syntetyzowano cDNA z wykorzystaniem zestawu SuperScript
[l First-Strand Synthesis System (Invitrogen) i starteréw oligo(dT). dgast, w celu
usuntcia RNA, dodawano 1 pl RNase H (Invitrogen) i ograeev w 37°C przez

20 min. Reakg kontrolng prowadzono w mieszaninie bez starterow oligo(dakod¢
uzyskanego produktu oceniano poprzez PCR z analaci produktu w czasie

rzeczywistym (RT-qPCR) i zaprojektowane do eksperymentéw startery.
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Do okralenia poziomu ekspresji mMRNA geRGRNu pacjenta z mutagcjP439
R440fsX6 zastosowano metogerownawcg 24t [74] (obliczania wzgldnej ré:micy
poziomu ekspresji badanego genwdzly osobaniosica mutacg, a grup kontrolng).

Analiz¢ prowadzono w aparacie ABI 7500 (Applied Biosystemako fluorochrom
wykorzystano SYBR Green (Applied Biosystems). Z matrycy cDNA i 4 kontroli
amplifikowano fragment PGRN (startery: delCAF-
ATCCAGAGTAAGTGCCTCTCCAA i delCAR -TCACCTCCATGTCACATTTCAC)

[ fragment ACTB (startery: actbF-CCGCAAAGACCTGTACGCCA

i actbR-TGGACTTGGGAGAGGACTGG) jako genu referencyjnego, wedle ktérego
normalizowano poziom ekspresji badanego genu.

Brak zmutowanej kopi mRNA gen®GRN potwierdzono ugwajac PCR
ze specyficznym dla zmutowanego regionu starterem R (startery:
MutF-GTCTGCTGCTCGGACCAC i mutR-GTCACAGCCGATGTCTCG) i matryc
w postaci cDNA pacjenta z mutgcjJako kontrgl pozytywna reakcji stosowano

genomowy DNA tego samego pacjenta.

3.2.13 Analiza statystyczna

Do analizy cestoci wysipowania alleli i genotypow stosowano tesf?
oraz dwustronny doktadny test Fishera. Analibznic liczby powtorzé COORF72
bedacych w zakresie niepatologicznym (<25) przeprowadzdaestem U Manna-

Whitnya. Istotnoséstatystyczngprzyjeto na poziomie p<0,05.

Test réwnowagi Hardy'ego-Weinberga i-analiza haplotypdw tworzonych przez warianty
genow PGRN i MAPT wykonana zostala programem Haploview v4.2
(http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/)79]. Nierownowag sprzzen (linkage
disequilibrium  LD) pomidzy parami alleli polimorfizméw, wytana
wspoéiczynnikiem D’ (tzw. znormalizowany  wspotczynnik  nierébwnowagi,
znormalizowana wartos¢ delta), ktory zostat wyliczony 2z zastosowaniem

wspomnianego programu.
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3.2.14 Zastosowane programy do analizy in silico nowych wariantow w sekwencji
DNA

Do oszacowania stopnia konserwatywaeioewolucyjnej biatek zastosowano program
ConSeq (http://conseq.bioinfo ), ConSurf (http://consurf.tau.ac.il).

Do porownania ze sobgekwencji ugwano programow BLAST Assembled
RefSeq Genomeéhttp://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.qgoraz Clustal X (http://bips.u-
strasbg.fr/fr'Documentation/ClustalX/).

Do analizy prawdopodobnego wptywu mutacji niesynonimicznej na funkcje
biatka umywano programu SIFT  (http://sift.bii.a-star.edu.sg)PolyPhen-2
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/).

Do analizy wptywu mutacji na skladanie pre-mRNA (splicing) zastosowano
Human Splicing Finder v2.4.1 (http://www.umd.be/HSF/) [76] i ESEfinder release 3.0
(http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home).

Do konstrukcji i analizy haplotypdéw wykorzystano program Haploview 4.1
(http://www.broadinstitute.org/haploview/haploview).

3.2.15 Modelowanie zmutowanej struktury biatka SOD1

Analiz¢ struktury zmutowanego biatka SOD1 oraz dlasie potencjalnego wptywu
mutacji na witasnasi tego biatka wykonano w Pracowni Komputerowego elodania
czgsteczek chemicznych Centrum Nauk Biologiczno-Chenyica Uniwersytetu
Warszawskiego, dzki uprzejmogi prof. dr hab. Stawomira Filipka. Punktem w%ora

do modelowania byta struktura dimeru ludzkiego biatka SOD1, oznaczona kodem
2C9V w bazie Protein Data Bank (PDB). Oltemie wptywu mutacji dokonano stogaqj
program Yasara [ver. 14.2, YASARA Biosciences GmbH] wykgougymulacje
petnoatomowej dynamiki molekularnej w polu sitowym YAMBERS3 [77]. Symulacje
miaty na celu dopasowanie zmutowane] reszty i negbgo otoczenia do siebie,
dlatego dtugosétych symulacji wynosita maksymalnie 1 ns. Resztgjdungce s¢ w
dalszej odlegtogi (powyzej 1 nm od zmutowanej reszty) byly zamvog,

tj. nie zmienialy swojego pot@hia, ale oddziatywaly na otacze¢ aminokwasy.
Zamroznie wiekszog&i reszt w biatku miato na celu niedopuszczenieavijania s¢

(unfolding) tego biatka, gadysymulacje byty przeprowadzane w pnaz
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WYNIKI
4.1 Otepienie czotowo-skroniowe (FTD)

W badanej grupie pacjentow z prawdopodobnym rozpoznaniem FTD (n=138)
zidentyfikowano 15 mutacji: 6 WAPT, 4 w PGRN i 5 w COORF72(Tab. 3).
Odpowiedzialne sone za okoto 11% przypadkéw zachorawa grupie FTD (Ryc.5),
natomiast u pacjentow z klinicznym pewnym rozpoznaniem FTD - 15% {n=99
(Ryc. 6). Zidentyfikowano jednmutacg C9ORF72 u pacjenta ze sporadycpastaci
FTD-MND. Mutacje we wspomnianych genach odpowiedzialne  byty
za 23% rodzinnych przypadkéw z grupy FTD (n=57) (Ryc. 3), $& yeezmie sk

pod uwag tylko rodzinne przypadki z pewnym rozpoznaniem FT4a 31% (ryc. 4).

Tabela 4. Zidentyfikowane mutacje u pacjentow z FTD.

FTD/ |FTD- |FTD/ FTD /|FTD [/|FTD/

FTD F1 AD |MND |DEP PD SCHIZ| PSP
Liczebnos¢ 138 97 24 7 2 3 2 3
Rodzinnos¢ 57 40 12 1 1 1 1 0
Wszystkie mutacjg¢15/1F |12/11 | 2/2 | 1/0 0 0 0 0
MAPT 6/6 4/4 22 | 0 0 0 0 0
PGRN 4/4 4/4 0 0 0 0 0 0
CI90ORF72 5/3 4/3 0 1/0 0 0 0 0

DEP-zaburzenia depresyjne, PD- choroba Parkinsona, SCHIZ —schizofreania, zaburzenia psychiczne.
&Liczba pacjentow z mutagjv grupie pacjentéw sporadycznych i rodzinnych/ rodzinnych.

f ostateczna diagnoza dwojga pacjentow z grupy z podejrzeniem FTD to FTD
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Grupa FTD n=138 Grupa FTD rodzinna n=57

6,' 4%; 39 . 6; 11%
55 4% 3;5%
3;5%
MAPT MAPT
PGRN PGRN
C9ORF72 CO9ORF72
ND ND
44;79%%
122;89%%
Ryc. 7 Mutacje we wszystkich przypadkach FTD. Ryc. 5 Mutacje w grupie rodzinnego FTD.
FTD n=99 FTD rodzinne n=43
6;6%,. 40
4; 4/g; so 6; 14%
3; 7%
MAPT MAPT
PGRN PGRN
C9ORF72 COORF72
i 30; 72% oo
Ryc. 8 Mutacje u chorych z ostategatiagnoz FTD (F1.) Ryc. 6 Mutacje w przypadkach rodzinnego FTD (F1).

http://rcin.org.pl



411 GenMAPT

W genMAPT
26 polimorfizmow pojedynczego nukleotydu (Tab. 4), w tym jeden nowy (SnpMAPT7).

analizowanej sekwencji nukleotydowej zidentyfikowano

Sparod  zidentyfikowanych polimorfizmow pojedynczego kieotydu petnascie
to warianty intronowe, jeden zlokalizowany jest w 5'UTR, jeden w sekwencji 3'UTR
oraz dziewg¢ wariantow w sekwencji kodggej biatko, z czego cztery powodog
polimorfizmami ybyt rs2258689

zmiane aminokwasu. Najpowszechniejszymi

I rs41543317.

Tabela 5. Polimorfizmy w genie MAFZIdentyfikowane w badanej grupie FTD.

czestose allelu
numer RS lokalizacja | podstawienierzadszego (MAF) charakter zmiany
rs17650901 | 17:4403969A/G 0,106 (G) Wariant 5UTR
rs75242405| 17:4404932€/T 0,122 (T) Wariant intronowy
rs1800547 | 17:44051846/G 0,094 (G) Wariant intronowy
rs754513 17:44055639/A 0,044 (A) Wariant intronowy
rs754512 17:4405564A/T 0,044 (T) Wariant intronowy
rs62063793 | 17:4406433%/C 0,037 (C) Wariant intronowy
Polimorfizm typu
) zmiany sens
SNpMAPT7 | 17:44067301C/T 0,006 (T) (H414Y)
Polimorfizm typu
I zmiany sens
rs14395688217:44067341C/T 0,006 (T) (S427F)
Polimorfizm typu
) zmiany sens
rs2258689 | 17:44067387/C 0,378 (T) (Y441H)
Polimorfizm typu
) zmiany sens
rs10445337 | 17:44067400/C 0,106 (C) (S447P)
rs79447161| 17:44067508/G 0,072 (G) .
Wariant intronowy
rs17651754 | 17:44067548/C 0,061 (C) Wariant intronowy
) A Polimorfizm
rs1052551 | 17:44068924%G/A 0,111 (A) synonimiczny (P493
162063845 | 17:44071297/C 0,093 (C) Polimorfizm
synonimiczny (T504
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rs62063850 | 17:4407373G/A 0,056 (A) Wariant intronowy
rs1052553 | 17:4407388%/G 0,106 (G) E;rl]m?r?,irznny (A544
rs17652121| 17:44073973/C 0,1 (C) E;rl]lé?ﬁrql.irznny (N572
rs11568305| 17:4407401G/A 0,05 (A) E;r']'g:]?rg'fznny (P587
rs11756218917:44074133G/A 0,028 (A) Wariant intronowy
rs41543317 | 17:44087500/G 0,206 (A) Wariant intronowy
rs11803942517:44087508 G/A 0,011 (A) Wariant intronowy
rs3744460 | 17:4408762T/A 0,006 (A) Wariant intronowy
rs75534191| 17:4409172G/A 0,117 (A) Wariant intronowy
rs66499584 | 17:4409178G/A 0,1 (A) Wariant intronowy
rs9891103 | 17:4409188€/T 0,05 (T) Wariant intronowy
rs9468 17:44101563/C 0,056 (C) Wariant 3'UTR

W sekwencji nukleotydowej genu MAPT zidentyfikowano cztery zmiany uznane
za mutacje patogenne (Tab. 6). Wszystkie mutacje zidentyfikowano u pacjentow
z rodzinngpostaci FTD. Mutacg P301L zidentyfikowano u trzech pacjentéw i jest ona

mutacp wystkpujaca w populacji polskiej najegciej. Wszystkie mutacje, z wytkiem

G55R, byly juz opisywane wczaiej w innych populacjach i zostaty uznane

za patogenne.

Tabela 6. Mutacje genu MAPT zidentyfikowane u pacjentow z grupy FTD.

Nazwa mutacji| Rozpoznanie| Wiek zachorowanidiczba
[lata] pacjentow

G55R FTD 54 1

P301L FTD 49,3* 3

S305N FTD 39 1

IVS10+3G>A | FTD/AD 57 1

* Sredni wiek zachorowania

43




4.1.1.1 Mutacja G55R

U 55-letniej pacjentki z rodzimn postacs FTD zidentyfikowano now
heterozygotyczng mutacg punktows powodujca zmiane glicyny na arginine
w sekwencji aminokwasowe] w pozycji 55 (c.163g>a, G55R) [78]. Wspomniana
mutacja znajduje si w drugim eksonie, ktory ulega alternatywnemu skiéaa
U probandki nie zidentyfikowano mutacji w gend@BEN1, APP, PGRN i C9ORF72.
Ze wzgkdu nabrak materialu od chorych krewnych probandéjca, siostry
I prawdopodobnie te chorego brata) niembwa byla analiza kosegregacji mutacji
z chorobg Mutacg G55R zidentyfikowano talkez u dwoch z czterech dorostych,
zdrowych synow, ktorzy nie agindi wieku modiwego zachorowania. Analiza
materialu genetycznego od synow uniwwita zidentyfikowanie haplotypu HI1x
Zwigzanego z mutagj Mutacja nie zostata znaleziona u 150 os6b z gkgmtrolnej,
co uprawdopodabnia wniosele jest mutagj sprawca.

Mutacja powoduje zmiangiepolarnej alifatycznej glicyny na zasadpargining
w silnie kwasowym regionie biatka. Analizasilico sekwencji przy wciu programow
ConSurf (http://consurf.tau.ac.il), SIFT (http://sift.bii.a-star.edu.sg) i BLAST wykazata,
iz reszta G55 jest silnie konserwowana w ewolucji (Fyc

, G55R

Cztowiek AGHKESPEQTPTEBGSEEPGSETSBAKSTPTAER
Szympans AGHKESPEQTPTEBGSEEPGSETSBAKSTPTAED

Rezus AGEKESPEQTPAEDGSEEEGSETSBAKSTPTAED
Bydio domowe -GEKESPEQTPABBGSEEPGSETSBAKSTPTAED

Mysz domowa -GHKESPPQPPABBGAEEPGSETSBAKSTPTAE -
Zeberkatimorska - - - - - - PEQPVDBGSBEPVMSETSBAKSTPTTED
Jaszczurki KG- - - SPEHEPVBBGSBEPGSBASBAKSTPTMEE

Konsensus XGLKESPXXXPXXDGXXEXXSXXSDAKSTPTXEX

100%

Poziom konserwacji
ewolucyjnej

0%

Ryc. 9 Analiza stopnia zmiennmssekwencji biatka tau w ewolucji. Kolory oznaczaj
natur aminokwasu: czerwony — kwasowy, niebieski - zasadopomaraczowy -
hydrofilowy, zielony - hydrofobowy (wg lyer i wsp 2013).
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4.1.1.2 Mutacja P301L

W badanej grupie pacjentéw z FTD zidentyfikowano mygtacinktowg w eksonie 10,
powodupca zmiangw pozycji 301 proliny w leucyn(g.123790C>T, P301L). Mutagj
zidentyfikowano u 3 pacjentow z grupy badanej¢tozyzni, wiek zachorowania:
pacjent 1-54 lata, 2-50 i 3-44), a rozszegza) chorych cztonkéw rodzin probandéw,

u kolejnych dwdéch chorych oséb (siostra pacjenta 2, wiek zachorowania - 51 lat i brat
pacjenta 3, wiek zachorowania - 48 lat) [79]. Analiza wywiadu rodzinnego
dwoch probandéw (pacjentéow 2 i 3) pozwala przypuszcze mogli mie

w nieodlegtej przeszias wspolnego przodka (aczkolwiek cztonkowie obu indaic

o takim nie wiedz). Mutacja P301L u wszystkich nosicieli jest zmana z haplotypem
H1d. Wspomniana mutacja jest najsisz mutach MAPT powodujca FTD w Polsce,
atakz jednaz czstszych mutacji genMAPT (do chwili obecnej opisana ju ponad

30 rodzin w réaych populacjach). Wspomniana mutacja powoduje ytast zmiang

konformaciji biatka, zwtaszcza motywu PGGG wgile domeny wjzania mikrotubul.
4.1.1.3 Mutacja S305N

U 39-letniego pacjenta z rozpoznaniem FTD/AD zidentyfikowano w eksonie 10 genu
MAPT mutacg typu zmiany sensu, powodgj podstawienie asparaginy w miejsce
seryny w pozycji 305 (g.123802G>A, S305N). Jest to mutacja znana i opisana

jako patogenna, znajdowana do tej pory gtdwnie w populacji japonskiej.
4.1.1.4 Mutacja IVS10+3G>A

Kolejna zidentyfikowana mutacja w genMAPT to substytucja guaniny w adening
wintronie 10 (g.123806G>A, IVS10+3G>A). Heterozygotyczn zmiang
zidentyfikowano u jednego pacjenta z grupy FTD (wiek zachorowania - 57 lat).
Obecnosémutacji potwierdzono talezu siostry pacjenta - chorej z rozpoznaniem FTD

(wiek zachorowania - 59 lat). Mutacja jest gzeana z haplotypem H1s .
4.1.2 Gen PGRN

W analizowanej sekwencji genuPGRN zidentyfikowano 12 wariantéw

polimorficznych, w tym jeden wczsiej nieopisany (SnpPGRNS8) (Tab. 7). Jednym
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z wariantow jest ogmsta insercja 4 nukleotydow w intronie 3, pozostalezmiany
pojedynczego nukleotydu. Zidentyfikowano warianty polimorficzne zlokalizowane
w nastpujacych regionachiPGRN 3‘UTR (jedna zmiana), introny (@ wariantow),
eksony (sz& zmian sekwencji z czego dwie to mutacje zmiany gen¥ajczstsze
zmiany to: rs5848, rs67679017 oraz rs850713. U jednego pacjenta z rozpoznaniem
FTD zidentyfikowano polimorfizm rs60100877, ktérego konsekwgenmjoze by

alternatywne skladanie transkryptu.

Tabela 7. PolimorfizmyPGRNzidentyfikowane u pacjentow z grupy FTD.

Numer rs Lokalizacja | podstawienje ¢smos¢ allelu| charakter zmiany

rzadszego
(MAF)
rs63750742| 17:42426631 C/T 0,01 (T) Polimorfizm
synonimiczny (D33)
rs60100877| 17:42426926 G/A 0,003 (A) |Wariant wptywajcy na
alternatywny splicing
rs9897526 | 17:42426940 GJ/A 0,101 (A) Wariant intronowy

rs67679017| 17: 4242755%sercja 0,208 (GTCA) | Wariant intronowy
-42427551 |GTCA

rs25646 17:42427630 TI/C 0,01 (C) Polimorfizm
synonimiczny (D128)
rs850713 17:42427732 G/A 0,208 (A) Wariant intronowy
rs72824736| 17:42428538 G/A 0,047 (A) |Wariant intronowy
SNpPGRNS8 | 17:42428678 GI/C 0,003 (C) |Wariant intronowy
rs63750142| 17:42428798 G/A 0,003 (C) |Polimorfizm
synonimiczny (S301)
rs63750541| 17:42428954 G/A 0,003 (A) |Polimorfizm typu
zmiany sensu (A324T)
rs36953800017:42429469| C/T 0,003 (T) Polimorfizm
synonimiczny (1422)
rs63750412| 17:42429500 C/T 0,003 (T) |Polimorfizm typu
zmiany sensu (R433W
rs5848 17:42430244 CIT 0,255 (T) Wariant 33 UTR

W badanej grupie pacjentéw ze zdiagnozowanym FTD zidentyfikowano czterg roz
mutacje, spa©dd ktérych 3 zidentyfikowano u pacjentéw z rodzirpastaci choroby
(Tab. 8). Mutacje G35fsX19 i Arg418X zostaly zidentyfikowane woiEg w innych
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populacjach, natomiast mutacje D317fsX12 i P439 R440fsX6 zostaly rozpoznane
po raz pierwszy w badanej grupie.

Tabela 8. Mutacje PGRN pacjentéw z FTD.

Nazwa mutacji | RozpoznanjeNiek Liczba

zachorowania pacjentow

G35fsX19 FTD 57 1
D317fsX11 FTD 65 1
R418X FTD 60 1
P439_R440fsX6 FTD 64 1

4.1.2.1 MutacjaG35fsX19

U 57-letniej pacjentki z rozpoznaniem FTD i dodatnim rodzinnym wywiadem choroby
otepiennej zidentyfikowano delegjjednego nukleotydu w eksonie 1 (g.102delC,
G35fsX19). Mutag} zidentyfikowano take u zdrowej, 29-letniej cérki pacjentki.
Mutacja prowadzi do zmiany ramki odczytu i w rezultacie do wprowadzenia kodonu
stop w eksonie 2. Wspomniana mutacja jest znana i zostata opisana jako mutacja

sprawcza w innych populacjach [33,80,81].
4.1.2.2 MutacjaD317fsX11

U 65-letniego pacjenta z rodzinppstaci FTD zidentyfikowano now delecg dwoch
nukleotydow (Ryc. 10) w eksonie 9 (g. 2402_2403delAC, p.D317fsX12). Mutac]
zidentyfikowano u kolejnych dwoch, rowdiechorych na FTD, cztonkdéw rodziny
pacjenta: siostry (wiek zachorowania: 58 lat) i brata (64 lata). Mutacja powoduje
zmiangramki odczytu w kodonie 317 i wprowadza kodon stopozycji 328. Mutacji

nie zidentyfikowano w grupie pozostatych pacjentéw z FTD.
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Ryc. 10 Elektroforegram przedstawday mutacg g. 2402_2403delAC. Gorna
I srodkowa sekwencja przedstawia wynik sekwencjonowaksonu PGRN pacjenta
z mutacy (sekwencjonowanie z yeiem starteréw: (odpowiednio: 5' i 3). Dolna
sekwencja bez mutaciji.

4.1.2.3 MutacjaR418X

U 60-letniego pacjenta z rozpoznaniem FTD zidentyfikowano podstawienie cytozyny
w tyming w eksonie 10 (g.2923C>T, Arg418X). Jest to mutatjpu nonsens
wprowadzajca kodon stop w pozycji 418. Mutacji nie zidentyfikeno w grupie
pacjentow z FTD i grupie kontrolnej. Mutacja zostata opisana jako mutacja sprawcza
w innych populacjach [32,33,82,83,84].

4.1.2.4 MutacjaP439_R440fsX6

U 64-letniego pacjenta z rodzinhistorg FTD i FTD z chorobgarkinsona, sugerga
dziedziczenie autosomalne domigeg, analiza sekwencji nukleotydowej geRGRN
wykazata now dwunukleotydow delecg (ryc. 22) w eksonie 11 (g.2988 2989delCA,
P439 R440fsX6) [85]. Mutacja ta zostata zidentyfikowana réwniechorego brata
badanego pacjenta (57 lat). Powoduje ona zmiemaki odczytu w kodonie 441

I wprowadza kodon stop w pozycji 444. Mutacja nie zostata zidentyfikowana w grupie
kontrolnej (n=200).
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Ryc.11 Elektroforegram przedstawday heterozygotycznmutacg g.2988_2989delCA
genu PGRN Dolna sekwencja przedstawia wynik sekwencjonowania pacjenta
z zaznaczongmutach. Goérna sekwencja przedstawia wynik sekwencjonowania
badanego fragmentu bez mutacji.

GACAT

C G G C
C G G C

Analiza poziomu ekspresji mRNA genBGRN u pacjenta wykazata dwukrotne

obnizenie ilogi transkryptow w porownaniu z gruggntrolng za amplifikacja PCR

z wykorzystaniem specyficznego dla mutacji startera wykazata brak zmutowanego
cDNA (Ryc. 12).

Ryc. 12Wynik amplifikacji PCR z wykorzystaniem starteréw specyficznych do mutacji
(9.2988 2989delCA). Przedstawiony wynik amplifika€GRN(linia 1 gDNA (153bp);

2 cDNA) i ACTB (4 cDNA (83bp)).3 marker wielkoéi 1000bp (najriszy marker
250 bp).
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4.1.3 GenC90RFT72

U czterech niespokrewnionych pacjentow z FTD (w trzech przypadkach rodzinna
post& choroby oraz jeden przypadek sporadyczny) i jedresggenta z rozpoznaniem
FTD-MND (ujemny wywiad rodzinny) zidentyfikowano zmiangpolegajca

na znacznym (>50x) zwkszeniu liczby powtdrze sekwencji heksanukleotydowej
GGGGCC w 1 intronie C9ORF72 (ryc. 13). Wspomniana zmiana jest uznawana
za mutagj sprawcz w patogenezie FTD. Mutacje WOORF72 odpowiedzialnegs

za okoto 4% choréb w grupie FTD i okoto 7% u pacjentéw z rodzpusiaci choroby.
Mutacji w C9ORF72 nie znaleziono w grupie kontrolnej (n=257).

None ]

200 200 400 500 EO0

200 200 400 500 EO0

Ryc. 13 Przyktadowy wynik analizy elektroforetycznej COORF72. Gorny panel
przedstawia zwkszong(>50) liczb¢powtorzé heksanukleotydowych. Dolny panel
obrazuje p¢¢ powtorzér w uktadzie homozygotycznym.

4.2 Stwardnienie zanikowe boczne (ALS)

W badanej grupie pacjentéw z ALS (n=89, ryc. 14), w sekwencji nukleotydowej genu
SOD1, zidentyfikowano 8 réwych mutacji u 12 niespokrewnionych pacjentow (T3b.

W calej grupie pacjentow z ALS (n=396) =2kszong (>50) liczbe
heksanukleotydowych powtéraezaobserwowano u 17 pacjentow (4,3%). Czworo
ze wspomnianych pacjentéw byto w grupie oséb, u ktérych analizowano tdwnie
SOD1. U czterech pacjentéw zidentyfikowano polimorfizm pojedynczego nukleotydu
w intronie 3 (rs2234694, MAF=0,02 (C)). Mutacje w obu wymienionych genach
zidentyfikowano u 10 spodd 17 pacjentdw z dodatnim wywiadem rodzinnym

(osmiu pacjentéw z mutagjw SOD1 i dwoje z C9ORF72).
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12;13%

1 SOD1 = C90ORF72 = bez mutacji

Ryc. 14 Mutacje w grupie ALS (n=89).

42.1 GenSOD1

Tabela 9. Mutacje SOD1 u pacjentéw z ALS.

Nazwa mutacji| wiek | liczba Wywiad
pacjentéw| rodzinny
K3E 54,3* | 3 +
W32X 44 1 -
G41S 41 1 +
D90A 43 1 Nd
S105L 46 1 Nd
Cl11y 53 1 +
L126X 63 1 Nd
L144S 48,5*| 3 +

*Sredni wiek zachorowania; nd - niepeine dane

4.2.1.1 Mutacja K3E

U trojga pacjentdbw z rodzinngostaca ALS zidentyfikowano now mutacg,
powodupca zmiang lizyny w kwas glutaminowy w kodonie 3 (c.158A>G, KJ
w eksonie 1 [86]. Wspomnianmutacg, przy wspoipracy z zespotem dr. Mitsuya

Mority z Jichi Medical University i prof. Tsuji z Department of Neurology, Graduate
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School of Medicine, University of Tokyaidentyfikowano u kolejnych 2 pacjentow

z Polski ze sporadycznpostaci choroby i 3 pacjentow z postacrodzinng ALS

z populacji japonskiej. Obecnostnutacji potwierdzono (wlicza¢ cztonkéw rodzin
probandow) u 9 chorych pacjentow i 4 os6b zdrowych 7m0 rokuzycia. Wiek
zachorowania u pacjentdw z mutagy populacji polskiej wahat simiedzy 22 a 86 lat
(sredni wiek zachorowania 54,3 lata), w populacji japonskiej - 26-86 lat (60,7 lat).
Mutacji nie zidentyfikowano u 349 polskich pacjentéw z ALS oraz 491 z Japonii,
a takze u 338 0soOb z grupy kontrolnej. Wspomniana mutacjaajczstsza w populacji
polskiej mutacja, powodagga ALS 2% ze wszystkich przypadkéw ALS (n= 395)

i 21% z przypadkow rodzinnych [86].

Analiza sekwencji aminokwasowej SOD1 z wykorzystaniem programow
ConSurf i SIFT wskazuje, zi aminokwas K3 jest konserwowany ewolucyjnie,
asubstytucja K/E jest substytgcjnie tolerowan (damaging, non-tolerated
substitution). Take program PolyPhen-2 przewidujeze substytucja ta jest
prawdopodobnie niszgza z wynikiem 0,818 (czutos®,84, specyficznosé0,93).
Mutacja K3E powoduje zmian@minokwasu zasadowego na kwasowy, analiza
strukturalna modelu biatka SOD1 wykazata zaniangw otoczeniu K3 (3 aminokwasy
o charakterze kwasowym i 3 zasadewd kwasowe i 2 zasadowe).

Analiza haplotypu polskich i japonskich czionkéw rodzin pozwolita pgsaz
okresli¢ haplotyp zwiazany z mutag (tab. 10). Analiza haplotypu wykazata,
ze W polskiej populacji z mutaciK3E zwigzane § cztery rOihe haplotypy, podczas
gdy w populacji japonskiej nosiciele dzigbrawdopodobnie jeden haplotyp. Z powodu
ograniczé zwigzanych z liczbgprébek DNA nie bylo mdiwe petne okrélenie

wspotwystpowania  alleli  tworgcych  haplotyp z mutagj (fazowanie).

* n=395 obejmowato anaizS0D189 pacjentéw badanych przez mnie i 306 przez zespoét dr. Mitsuya
Morita
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Tabela 10. Allele powszane z mutagjK3E u polskich i japonskich nosicieli mutacji.
(Podane liczby to dlugosllelu w parach zasad).

D21S | Hamlet | Macbet| Shylock Goneril | D21S D21s

263 223 63
Rodzina | 172* 146* 238* 137* 176* 83* 103*
A
Rodzina | 177 153 lub 236 129 lub 176 85 lub| 96 Ilub
B 157 137 87 103
Rodzina | 172* 146* 238* 129 lub S 176 83* lub| 101
C lub 153 137* 85 lub

8 103*

Proband | 177/ 157/ 238/ 129/133 1 174/176 | 85/85 95/107
D 195 159 242
Proband | 177/ 155/ 238/ 129/133 K 174/176 | 85/87 97/107
E 195 157 240 3
Proband | 177/ 153/ 238/ 129/133 E 176/176 | 85/87 97/107
F 195 157 242
Japonid | 177 lub| 157 238 129 lub 176 85 107

195 133
Pacjent | 172 lub| 153 lub| 230 lub| 129 Ilub 176 80 lubl 92 lub
G 177 157 238 137 83 103
Pacjent | 177 lub| 153 lub| 236 129 lub 176 83 103
H 197 157 137

*Prawdopodobne wspdlne allele dla rodziny A itAltele wspolne dla pacjentéw z

Japonii (D, Ei F).

4.2.1.2 Mutacja W32X

U pojedynczego pacjenta ze sporadyczpgstacs choroby zidentyfikowano
heterozygotycznssubstytugi guaniny w adeniy) powodugca wprowadzenie kodonu
stop w pozycji 32 (c.246G>A, W32X) eksonu 2. Jest to mutacja zidentyfikowana

po raz pierwszy.
4.2.1.3 Mutacja G41S

Mutacje G41S (c.272G>A) zidentyfikowano u jednego pacjenta z rodzinnym ALS [87].
Zmiana glicyny na serynw kodonie 41 spowodowana substygugpaniny w adenine

w eksonie 2 opisana byta wéneej jako patogenna w populacji wtoskiej [73]. Arzali
rodowodu obejmujcego 79 cztonkdw rodziny w 6 pokoleniach uriwita rozpoznanie
siedmiorga chorych na stwardnienie zanikowe boczne, rédoktorych u trzech
przeprowadzono testy genetyczne i potwierdzono nosicielstwo wspomniane] mutacji.

Wiek zachorowania wahatesimigdzy 40 a 69 rokienrycia (50+£11,6 lat), choroba
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charakteryzowata siszybkim przebiegiem (czas od zachorowaniarderci 15,0 + 3,6
miesiecy). Obecnosimutacji zasadniczo kosegreguje z fenotypem klinjozichoroby,
jednak mutagj cechuje niepetna penetracja, gdgosicielkg mutacji byta rownie

zdrowa matka probanda. Niepetmenetragi odnotowano take dla innych mutacji
0OD1, a zjawisko byto niekiedy ograniczone do matek probandéw.

W celu poréwnania tta genetycznego mutacji dokonano analizy zm@nnos
osmiu wysoce heterogennych markerow paoloych w obgbie i wokot genuSODL1.
Analize prowadzono dla 5 cztonkow polskiej rodziny oraz @laczionkow rodzin
wioskich (zaréwno nosicieli mutacji jak i 0s6b jej nie posiacggh). Wykazano,
ze 3 z 8 markerébw mieszgzych s¢ skrajnie po obu stronach genu maaka samy
post& w rodzinach polskiej i wioskiej. Natomiast 5 pozadgth markeréw, potanych
blizej genu, rémicuje rodzingpolska od wioskich (tab. 10). Wyniki te silnie sugeguj
Iz mutacja w polskie] populacji jest wynikiem niezalego zdarzenia mutacyjnego.

Tabela 11. Allele zwizane z mutagjG41S w polskiej rodzinie i rodzinach wtoskich.

D21s |Hamlet | Macbeth | Shylock |Yorick Goneril D21s | D21s63
263 223
Rodzina |175 |153 pz |237 pz* |139pz |151pz S[185 pz 87 pz | 102 pz
polska |pz O
Rodziny [175 |153pz [235pz |127pz |139pz 1D 175 pz (17381 pz |102 pz
wioskie |pz w  jednegj
rodzinie)

* Wyttuszczonym drukiem wskazano markeryméce s¢ wielkoscia w obu populacjach

4.2.1.4 Pozostate mutacje SOD1

W badanej grupie pacjentow z ALS (n=89) zidentyfikowano ponadto cztery mutacje
uznane za patogenne w innych populacjach. Mgt&90A (c.420A>C, ekson 4)
wykryto u pacjenta ze sporadyezmpostaci choroby. U pojedynczych pacjentow

z rodzinng postaci choroby zidentyfikowano dwie mutacje typu zmianyse S105L
(c.465C>T, ekson 4) oraz C1l11lY (c.483G>A, ekson 4), aetgktlng mutacp
terminacyjng L126X (¢c.528T>A, ekson 5). U trzech nie spokrewmitn pacjentow
zidentyfikowano mutaej L144S (c.582T>C, ekson 5). Wymienionych asy mutacji

nie zaobserwowano u 200 oséb z grupy kontrolnej, ani u pozostatych pacjentow

z grupy ALS.
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4.2.1.5 Analiza wptywu wybranych mutacji na strukturwiasnogci dimeru biatka
SOD1.

Mutacja K3E powoduje zmianeaminokwasu zasadowego na kwasowy; analiza
strukturalna modelu biatka SOD1 wykazata zmiapetencjatu elektrostatycznego
na zewnirz biatka. Powierzchnia dimeru SOD1 jest natadowajeanie, ze wzgdu
na duy nadmiar reszt kwasowych: 42 reszt Asp i Glu wstlisl do 30 reszt Lys i Arg.
Potencjat elektrostatyczny w otoczeniu prawidiowego aminokwasu w pozycji 3
jest neutralny, natomiast mutacja zmienia go na silnie ujemny. Jednm;zeaty
obszar pomydzy resztami K3 i K23 stajecsujemny (Rys. 15), wczapc w to dodatnio
natadowany N-koniec biatka, ktory jednak nie ma wptywu na potencjat z uwagi
na sparowanie fadunku z blisko paodmg reszy Glu21l. Zmiana potencjatu tego obszaru
nie bedzie miata wptywu na trwatosélimeru SOD1, gdy ptaszczyzna oddziatywania
biatko-biatko we wspomnianym dimerze jest tworzona niemal agoeytie
przez oddziatywania hydrofobowe oraz gménia wodorowe poradzy taicuchami
gtbwnymi oddziatugcych monomerow. Wpltyw mutacji bzie s¢ raczej przejawiat
poprzez zmianecharakteru oddziatywania z innymi biatkami, tj. brdopasowania
potencjatéw elektrostatycznych, a w rezultacie ostabienie siyamia.

N term. N term.

WT dimer K3E dimer

Ryc. 15 Rozktad potencjatu elektrostatycznego na powierzchni molekularnej dimeru
SOD1 WT oraz mutanta K3E. Czerwony kolor oznacza potencjat ujemny, natomiast
niebieski — dodatni. Obszar zmian w potencjale elektrostatycznym zaznadctano z
obwddka
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G41S

Symulacja wptywu mutacji G41S na strukiubiatka SOD1 wykazata usztywnienie
peti G37-G41 pomgdzy dwiema B-kartkami. Usztywnienie jest powodowane
moZiwosciag utworzenia wizania wodorowego powruzy taxcuchem bocznym
zmutowanej reszty S41, a gruparbonylowg Glu40 lub Thr39, potainych w tacuchu
gtbwnym. Usztywniona p¢a nie moe akomodowa& zmiany struktury biatka
spowodowanej przez oddziatywanie z innym biatkiem, co ostabia i¢hkgibtka p¢la
G37-G41 zaczyna sii konczy resz glicyny, co wskazujeze jej mobilng¢ i gietkosé¢

ma potencjalnie dwezznaczenie dla funkcji SOD1.

S105L

Reszta aminokwasowa w pozycji 105 jest zlokalizowana w diugitij $202-G114.
Mutacja powoduje utratwigzania wodorowego S105-Q22. ¥danie S105 z resgt
Q22, ktora zlokalizowana jest ng-kartce, powoduje zwkszenie stabilnad
wspomnianej pdi. Podobne znaczenie majnne whpzania wodorowe w tej i
V103(C=0)-H110, L106(N-H)-Q22, S105(C=0)-1112(N-H) oraz C111(C=0)-R115.
Reszta R115 znajdujecsna gsiedniejp-kartce, co dodatkowo usztywniatle Retla
S102-G114 ksztattuje zagienie pomgdzy dwoma monomerami biatka SOD1,
ktGre moe by rozpoznawane przez inne biatka, dlatego usztyweierii moze by
warunkiem niezbgnym do wijzania partneréw biatkowych. Wzrostetkosci petli
wskutek utraty wjzania wodorowego S105-Q22 raczej nie powiniencénvigtywu
na wiasnoéi katalityczne, ze wzgtlu na duzgpdlegtoscwspomnianej gtli do miejsca
aktywnego SOD1.

C111vy

Reszta 111 znajduje¢siv tej samej pidi, co omowiona wyej reszta w pozycji 105.
Zamiana cysteiny na tyrozyrw pozycji 111 biatka SOD1 powoduje znacz zmiang
ksztatltu ptaszczyzny oddziatywania peazy monomerami SOD1, a zatem mutacja
C111Y moz wplyw& na whzanie partneréw biatkowych SOD1. Ponadto
dwie tyrozyny w pozycji 111 zgsiednich monomeréw mogitworzy pofczenie typu
TeTt (Stackingowe face to facg poprzez oddziatywanie ich péereni benzenowych

(Rys. 16), co dodatkowo zmniejsza wielkdstuzdy médzy monomerami, co mez
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utrudnic badz uniemodiwi ¢ wigzanie partneréw biatkowych rozpozgeych ksztait
bruzdy.

Ryc. 16 Mutant C111Y SOD1. Obszar mutacji zaznaczono czerwonym owalem.
Pokazano tale potoznie innych bliskich mutacji tego biatka (K3E, S10&laz G41S).
Kolorem zoltym zaznaczono reszty zmutowane. Reszty przed ajutsgokazano w
kolorze pomaraczowym.

L144S

Reszta 144 znajdujecsblisko powierzchni biatka SODL1 i jest oddalona ¢aspczyzny
oddziatywania dimeru. Otoczenie L144 starngpei wngrze struktury utworzonej
przez zakrzywione [3-kartki jest hydrofobowe (tzw. B-beczka™). Podstawienie
hydrofilowe] seryny w pozycji 144 mez powodowé& zmiang ustawienia dwu
sasiednich zewngznych p¢li migdzy B-nicmi tworzacymi wspomnianastruktug
B-beczki. Ponadto zwkszone oddziatywanie ggteczek wody z tym rejonem nez
w nastpstwie powodowa przesungcie niektérych B-nici i modyfikacg miejsca

katalitycznego, znajdagego s¢ po zewnirznej stronie3-beczki.

4.2.2 GenC90RF72

Spogod 396 pacjentbw z ALS u 17 zidentyfikowano hetggmtyczna zmiane

w C90ORF72, polegafa na znacznym zwkszeniu liczby heksanukleotydowych
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powtorzéh GGGGCC. Mutacja ta, okslana jako najogstsza przyczyna ALS w innych
populacjach, w badanej grupie byla przyczyh 3% przypadkow. Mutacji w genie
C90RF72 nie znaleziono w grupie kontrolnej (n=257).

4.3 Analiza genu CO9ORF72

Grupa kontrolna (n=258) obejmowata dwie podgrupy: gruplzi starszych (powagj
65 rokuzycia), przebadanych neurologicznie (n=101) (K1) ayagp¢miodsz, ztozona
z 0sOb deklarujcych brak jakichkolwiek chordob (n=156) (K2). Analiziiczby
heksanukleotydowych powtonzeCOORF72 w catej grupie kontrolnej wykazata brak
mutacji. Zakres powtordewahat s¢ od 2 do 18;srednia liczba powtorzewynosita
4,16+3,37, z& allelu diuszego 5,59+3,33 (odpowiednio dla podgrup: K1 2-18;
4,29+2,95; 5,83+£3,21 i K2 2-17; 4,07%£2,99; 5,44+3,39)etaci wyskpowania alleli

o roznych diugogiach w grupie kontrolnej przedstawgayc. 17 i ryc. 18.

50
40
R 30
20 W Gr. Kontr
10 -
| L %1 N
K2
=4 Lo
S/ Sfe
=g o
13 14 15 == " Gr.Kontr
18

Allele

Ryc. 17 CzstogLi wystkepowania alleli o roaej diugog€i w grupie kontrolnej
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Ryc. 18 Czstosi wystpowania alleli ,,dtuszych” w grupie kontrolnej

Grupa pacjentéw z FTD

W grupie pacjentow z FTD u gmiorga 0sOb zidentyfikowano zgkiszong liczbe
powtorzehn GGGGCC w genie COORF72. U pozostatych 133 osdGbezagowtorzé
wahat s¢ od 2 do 15; kednia liczba powtorzewynosita 4,08+2,96, Zallelu dluszego
5,56+3,29. W grupie pacjentow (z vggizeniem 0sob ze zekszongliczbg powtorze)
Z ostateczngliagnoz FTD wartogci te wynosity odpowiednio 4,12+2,98 i 5,46+3,39.

Grupa pacjentéw z ALS

Analiza liczby heksanukleotydowych powt6fizEQORF72 w catej grupie pacjentow z
ALS (n=396) pozwolita zidentyfikowa 17 pacjentéw ze znacznie zk$zongliczba
powtdrzer (wynosita ona co najmniej 50). U pozostatych (n33U&zba powtorza
wahata s§ od 2 do 23;srednia liczba powtorze wynosita 4,28+3,22, Zaallelu
diuzszego 5,87+3,58.
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Ryc. 20 Cgstoki wyskpowania alleli (,dhdszych”) ronej wielkogi
w poszczegdlnych grupach badanych. ,Bize” allele — allele z pary alleli o rownej lub
wig¢kszej liczbie heksanukleotydowych powtdize

Analiza statystyczna z zastosowaniem teglunie wykazata raizic w rozkladzie
diugosci alleli miedzy grup FTD i grum kontrolng (wszystkie: p=0,732, dhsze:
p=0,913) oraz grup ALS i grupgkontrolng(p=0,491/ p=0,328).

4.4. Analiza maliwego znaczenia fenotypowego dwodch  wybranych
polimorfizméw genu PGRNw FTD i ALS

4.4.1 Polimorfizm rs850713 (17:42427732G>A) PGRN

Czestoki wystpowania alleli i genotypdéw polimorfizméw rs850713 adanych
grupach FTD i ALS znajdgjsie w rownowadze Hardy'ego i Weinberga (p>0,05),
natomiast w grupie kontrolnej stwierdzono nieznaczne odchylenie od réwnowagi
Hardy’ego i Weinberga (p=0,02), bez wptywu na wyniki dalszych analiz.
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Analiza jednoczynnikowa nie wykazata istotnych statystycznienicd
w czestogi alleli rs850713 (17:42427732G>A) w grupach baddényTD oraz w grupie
ALS w poréwnaniu z kontrgl Natomiast w grupie FTD analiza jednoczynnikowa
wykazata zwiazek genotypu AA (p=0.032) z z8zym ryzykiem FTD. Wspomniany
genotyp jest zwgzany na poziomie trendu (p=0,062) w grupie ALSZzsnym ryzykiem
choroby (Tab.11)
Tabela 11. Zestawienie gto<i genotypéw i alleli rs850713 (9.42427732G>2GRN

w grupach FTD i ALS w porownaniu z grup@ntrolng Analiza statystyczna zostata
wykonana z zastosowaniem tesfulgb dwustronnego doktadnego testu Fishera.

PGRN, rs850713| FTD, n (%) Grupa kontrolna, | ALS, n(%)
G>A n (%)
GG 79 (53,3) 135 (52,5) 211 (53,3)
GA 51 (38,6) 91 (35,4) 153 (38,6)
AA 8 (8,1) 31(12,1) 32(8,1)
2 | Testy? (df=2) p=0,135 p=0,222
2 | GGvs. AA+TT p=0,398 [OR=1,21, 95% CI 0,78-p=0,873 [OR=1,03, 95% CI 0,74-
S 1,87] 1,43]
O [ GAvs.GG+AA | p=0,826 [OR=1,07, 95% CI 0,68-p=0,409 [OR=1,149, 95% CI 0,82-
1,68] 1,61]
AAvs. GG+GA | p=0,032[OR=0,45, 95% CI 0,18} p=0,062 [OR=0,64, 95% CI 0,37}
1,06] 1,11]
G 209 (75,7) 361 (70,2) | 575(72,6)
2 |A 67 (24,3) 153 (29,8) | 217 (27,4
T | Testy? (df=1) p=0,101 I p=0,379

4.4.2 Polimorfizm rs5848 (17:42430244C>T) PGRN

Cz¢stoLi wystepowania genotypow i alleli polimorfizmow rs5848 wdaaych

grupach (FTD, ALS i grupie kontrolnej) znajgusic w rownowadze Hardy'ego

i Weinberga (p>0,05).

Analiza jednoczynnikowa nie wykazata

istotnych  statystycznie nicoz

w czestociach alleli i genotypow rs5848 w grupach badanychDForaz ALS

w poréwnaniu z grupkontrolng(Tab. 12).
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Tabela 12. Zestawienie go&i genotypdw i alleli rs5848 (9.42430244C>TGRN
w grupach FTD i ALS w poréwnaniu z graigontrolng Analiza statystyczna zostata
wykonana z zastosowaniem tesfulgb dwustronnego doktadnego testu Fishera.

PGRN, rs5848c>T | FTD, n (%) Grupa kontrolna, n (%) JALS, n(%)
cc 64 (46,4) 111 (43,2) 168 (42,4)
CT 63 (45,7) 112 (43,6) 174 (43,9)
TT 11 (7,9) 34 (13,2) 54 (13,6)
2 Testy? (df=2) p=0,740 | p=0,978
2 CCvs. TT+CT p=0,595 [OR=1,14, 95% (§ p=0,872 [OR=0,90, 95% CI 0,70-
< 0,74-1,76] 1,35]
o CTvs. CC+TT p=0,750 [OR=1,09, 95% (§p=0,936 [OR=1,015, 95% QI
0,70-1,68] 0,73-1,4]
TT vs. CC+CT p=0,078 [OR=0,568 95% {§ip=0,907 [OR=1,036 95% Q|
0,26-1,21] 0,638-1,685]
C 191 (69,2) | 334(65,0) | 510 (64,4)
g T 85 (30,8) | 180 (35,0 | 282 (35,6)
e Testy? (df=1) p=0,237 p=0,859

4.4.3 Analiza haplotypoéw tworzonych przez polimorfizmy rs580713 i rs5848 w
genie PGRN

Analiza haplotypéw tworzonych przez polimorfizmy rs850713 i rs5848 wykazata,
ze znajduj sie one w nierbwnowadze sgezen (D’'=0,77). Polimorfizmy tworz cztery
mozliwe haplotypy. Najczstszym haplotypem jest ré8s071Crs584¢ Nie wykazano
istotnych statystycznie réic czstoci haplotypéw mgdzy grum FTD i grum ALS
akontrolami (Tab. 13).
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Tabela 13. Zestawienie gzto<i haplotypow tworzonych przez polimorfizmy rs850713
i rs5848 PGRN w grupach FTD i ALS w poréwnaniu z grugpontrolng Analiza
statystyczna zostata wykonana z zastosowaniem t@stu y

Haplotyp | Czestosé haplotypu | Czestosé haplotypu | %2 p

rs850713 | u pacjentéw [%] u kontroli [%]

rs5848
F |GC 65,9 60,1 2,525 0,112
T |AT 21 24,9 1,566 0,211
D |GT 9,8 10,1 0,013 0,907

AC 3,3 4,8 1,018 0,313
A |GC 60,5 60,1 0,024 0,877
L |AT 23,5 24,9 0,312 0,576
S |GT 12,1 10,1 1,167 0,28

AC 3,9 4,9 0,786 0,375

*p — dotyczy roémicy czstogi hapltypow médzy grupami
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5 DYSKUSJA

Znajomos¢ zalezenosci pomedzy genotypem a fenotypem, a takimolekularnych
patomechanizméw choroby bardzo ¢sto umoifiwia diagnostyke roznicows,
wyrOzniajagca podtypy danej jednostki chorobowej wymaga np. odmiennego
postpowania. Odkrycie mutacji sprawczych ger@GRN odpowiedzialnych za rozwoj
FTD wytyczyto nowe kierunki badapodstawowych, a takzmoziwosci poszukiwania
nowych sposobéw leczenia. Poniewmutacje PGRN powoduj obnizenie poziomu
granulin, wskazuje sj ze efekt terapeutyczny mioa uzyska& zapewne poprzez
podwyzszenie ich poziomu u pacjentow [88].

Okreslenie podtoa genetycznego choroby, slie nawet w obecnej chwili
nie prowadzi do zaproponowania skutecznego leczenia, utatwia postawienie pewnej
diagnozy i widciwe pos¢powanie terapeutyczne oraz prowadzenie poradnictwa
genetycznego [15].

W genetycznych badaniach asocjacyjnych kluczowym elementem jest zebranie
odpowiednio duej oraz precyzyjnie okékonej fenotypowo grupy badanej, a takz
odpowiednio licznej grupy kontrolnej dobranej pod vezigim wieku i ptci do grupy
badanej. Zadanie to wymaga wspotdziatania Klinicystow nyoh specjalnas
oraz zastosowania precyzyjnych kryteriow definiowania fenotypu chorobowego.
Poniewa jednak z praktycznych (a takzczsto i zasadniczych) powoddw nie jest
mozliwa bezsprzeczna diagnoza, w sktad grupy badankpdm osoby o niepewnym,
badz blednym rozpoznaniu klinicznym. Ich odsetek wahawgizaleznosci od jednostki
chorobowej, populacji czy sposobu diagnozowania. W przedstawionych w rozprawie
badaniach, na przyktad w przypadku grupy ALS, w wyniku tgesj kilka lat
obserwacji klinicznej pierwotna diagnoza zostala zmieniona u 18 pacjentow
(4,5% grupy badanej). Co yagej: wickszos¢ pacjentdw z ALS nie ma postawionej
peinej diagnozy dotyee] zaburzé poznawczych. Jedynie pacjenci z ewidentnymi
objawami demencji byli poddawani ocenie neuropsychologicznej dgigrzaburzé
poznawczych czy behawioralnych. Z tego powodu udziat pacjentow ALS-FTD
lub FTD-MND w grupach badanych mue: uzné za zantony.

Podobnie pewngrudnos¢ interpretacyjp stanows nowe warianty sekwencji,

zwlaszcza u pojedynczego pacjenta (mutacje prywatne), bez wywiadu rodzinnego
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choroby lub przy braku dagiu do historii rodzinnej. Ocena fenotypowego znaizen
tego typu wariantow jest ¢gto niejednoznaczna, nawet w wypadku przeprowadzenia
bada funkcjonalnych (transkryptéw czy produktow biatkasin).

Nalezy przy tym pamgtac, ze termin "mutacja" oznacza zasadniczo dowpolng
trwala zmiang¢sekwencji nukleotydowej DNA organizmu. Jednak weggoe klinicznej
uzywany jest najogciej dla okrglenia mutacji sprawczych, natomiast dowolna zmiana
sekwencji DNA okrélana jest terminem “wariant". "Wariant genetyczny"
nie powodujcy skutkow fenotypowych, okéany jest mianem polimorfizmu.

W Polsce nie przeprowadzono dotychczas systematycznych n bada
zmierzagcych do poznania €stogi wystpowania mutacji w poszczegoélnych genach
u pacjentow z fenotypem Klinicznym FTD, ALS i fenotypami ngofhimi. Jednak
w swietle powy:szych uwag, wskazagych na wielorakie znaczenie wiedzy o podioz
genetycznym chorob neurodegeneracyjnych, ¢iedjbadania wydaj sie w peni
uzasadnione zaréwno dla nauk podstawowych, jak i praktyki kliniczne;.

Analizujagc sekwencje nukleotydowe badanych gendéw zidentyfédcawzmiany
w zdecydowanej wkszo<i juz znane — polimorfizmy oraz mutacje sprawcze. Niektor
z mutacji MAPT P301L,PGRNR418X, czySOD1 D90A) g czestymi przyczynami
chorob naswiecie, inne byly z kolei identyfikowane w pojedyych rodzinach lub
populacjach MAPT S305N,SOD1 G41S). Przykiadowo z ponad 150 mutacji genu
SOD1 jedynie mutacja D90A jest odpowiedzialna za rozwoj ALS dziedziczonego
w formie autosomalnej domiragej i recesywnej. Okoto 2-3% populacji pétnocnej
Skandynawii to heterozygotyczni nosiciele bez objawéw klinicznych choroby.
W postaci homozygotycznej wspomniana mutacja jest przyczyAdLS
charakteryzujcego s¢ wolnym przebiegiem. Natomiast pacjenci z heterorygoy
mutacp z innych regiondwswiata, nie majcy skandynawskich przodkow, rozwgaj
klasyczne ALS z czasem pezeia 3-5 lat. Sugeruje to istnienie allelu ostadiago
»Site” D90A, silnie sprzzonego z mutagj lub w innym locus w genomie,
ale powszechnego w populacji skandynawskiej [53]. W populacji polskiej najbardziej
prawdopodobnym wydaje ¢sisprawczy wplyw wspomnianej mutacji w postaci
heterozygotycznej.

Trzy mutacje MAPT G55R, PGRN D317fsX11 i P439 R440fsX6,)

i dwa warianty genu MAPT snpMAPT7, PGRN snpPGRN8) u pacjentéow z FTD

oraz dwie mutacjeSOD1, K3E i W32X) zostaty zidentyfikowane po raz pierwszy.
65



Obie wymienione mutacjePGRN powodug zmiane ramki odczytu,
wprowadzajc wczéniej kodon stop. Z pmiennictwa i bad@a wtasnych wynika,
iz mutacje tego typu WPGRN to mutacje catkowicie znogee funkcg kodowanego
biatka, czego rezultatem jest haploinsuficjencja. W przypadku mutacji P439_R440fsX6
potwierdzono immunohistochemicznie patolodFTLD-U z proteinopayi TDP43.
Mimo ze mutacja prowadzi do rozwoju epienia czotowo-skroniowego, przebieg
choroby jest rény u cztonkow tej samej rodziny [85].

MutacjaMAPT G55R jest jedng niewielu identyfikowanych w N-kau biatka
tau, a pierwsz w ulegagcym alternatywnemu sktadaniu eksonie 2. Mimo braku
mozliwosci  sprawdzenia  kosegregacji mutacji z  choroba  bada
immunohistochemicznych analirasilico wptywu mutacji na struktarbiatka, a take
badania funkcjonalne (przeprowadzone we wspoitpracy z zespotem prof. Stuarta
Feinstaina, nie przedstawione w niniejszej rozprawie), pozayvalaa& zmiane G55R
za bardzo prawdopodobnmutacg sprawcz dla FTD (lyer i wsp. 2013). Faktami
wspierajcymi te tez 53 uzyskane wyniki:

— przebieg choroby i autosomalny domigey sposéb dziedziczenia podobny
do innych mutacji MAPT

— zamiana niepolarnej alifatycznej glicyny na zasagloargining w silnie
kwasowym regionie biatka,

— zmiana dotyczy silnie konserwowanej w ewolucji pozycji jak i otoczenia

w biatku,

- mutacja G55R modyfikuje zdolnosc¢biatka tau do zapogikowania

polimeryzacji mikrotubul [85].

Dla rozpoznania molekularnego patomechanizmu mutacji potrzepjesisak dalsze
badania funkcjonalne, prowadzone obecnie we wspoitpracy z prof. Stuartem
Feinsteinem z Neuroscience Research Institute and Department of Molecular, Cellular
and Developmental Biology, University of California Santa Barbara.

Najpowszechniejszmutacy w genieSOD1 w populacji polskiej jest mutacja
K3E. Po raz pierwszy zostata zidentyfikowana i scharakteryzowana w ramach
opisanych wyej bada w populacji polskiej, a pdvej takze w populacji japonskiej
[86]. Mutacg stwierdzono u pacjentow z rodzinng3 w polskiej populacji
i 3 w japonskiej populacji) i sporadycz(3 pacjentéw z Polski) postacALS. Analiza
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wystepowania mutacji u cztonkéw rodzin pacjentow w p@uiil polskiej i japonskiej
wykazata,ze mutacja SOD1BE w petni kosegreguje z chorgh charakteryzuje si
wysoka penetragj. Na niepetngpenetragj mutacji K3E w populacji polskiej wskazuje
identyfikacja u dwoch pacjentow ze sporadycpogtaci ALS. Brak objawdw choroby
u trojga nosicieli (wiek - porej 40 lat) w rodzinach z ALS nigviadczy o obnionej
penetracji, gdy pozostali czionkowie rodzin zachorowali w pégszym wieku.
Niepetna penetracja raych mutacji w genie SODL1 jest zjawiskiem znanynwagz
nie wyjasnionym podtoi [87].

Dalszych badawymaga okréenie patogenna$ takze mutacjiSOD1 W32X.
Opublikowane dotychczas wyniki wskazujze zmutowane biatkdSOD1, poprzez
zmiany konformacji, przechodzi w fogmierozpuszczalng wykrywane jest w postaci
agregatbw w rdzeniu kgowym pacjentow [89]. Uweana za najbardziej
prawdopodobng hipoteza dotycxra patomechanizmu mutacjSBOD1 postuluje,
iz nieprawidtowe biatko nie tylko nabiera toksycznyahasciwosci [90], ale take
wptywa na konformaej prawidtowych kopii biatka i ich konwersji do ,toksgnych”
struktur 6eeding reaction) [91]. Mechanizm ten tlumaczy pewne oidie
W pojawieniu s¢ pierwszych objawdw choroby, a poej gwalttowne przyspieszenie
przebiegu, przypominage namnzanie prionow.

Sprawcze mutacje wprowadze¢ kodon stop zostaly wcHeej
zidentyfikowane w geni&OD1, ale gtdwnie w eksonie 5. Skrocone formy biatkagmaj
krotki czas trwanialife-time) i sklonnos¢do tworzenia agregatow [92]. W przypadku
mutacji SOD1 W32X pozostaje pytanie wymagag dalszych badafunkcjonalnych:
czy tak krotka cgsteczka moe byt przyczynazjawiska rozsiewaniasg¢eding reaction).
Badania z wykorzystaniem modelu zwigtego, posiadagym zmutowangludzka
forme SOD1 wskazwj, ze juz 36-aminokwasowy peptyd powoduje nieprawiddow
agregacg nierozpuszczalnej postaci biatka SOD1 w cytoplazkendrek rdzenia
kregowego, powoduag ich smier¢ [103]. Z drugiej strony, we nie wykluczona jest
hipoteza wptywu utraty funkcji przez biatko SOD1 na rozwdj stwardnienia zanikowego
bocznego, a prawdopodobnym wydaje ¢ siwspétistnienie tych  dwoch
patomechanizméw [60]. Mutacje SOD1 W32X uznano za prawdopodobnie sprawcz
lecz wymaga ona dalszych badazaréwno funkcjonalnych, jak i obejmagjych
identyfikowanie kolejnych pacjentow lub oséb zdrowychgzziniang pozwalagca
okresli¢ jej status.
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Analizain silico fenotypowego znaczenia mutacji poprzez zastosowanie wielu
roznych modeli i algorytmoéw jest o tyle istotnae jak wykazatly badania opisane przez
Moreira i wsp. (2013) jedynie 34,7% mutacji SOD1 zostato $hime jako patogenne
przez wszystkie testowane programy (SNAP, SNPs&GO, SIFT, PolyPhen-2,
nsSNPAnalyzer, PMUT, PhD- SNP) [93]. Zmiany ksztattutlipgworzacych
ptaszczyzne oddziatywania biatko-biatko w dimerze SOD1, a wkpotencjatu
elektrostatycznego na powierzchni biatka (przedstawione wsctzdotyczcej
biomodelowania biatka SOD1) mggmie¢ duze znaczenie przy oddziatywaniach
z innymi lub tym samym biatkiem. Nalg jednake zaznaczy, ze wykonane analizy
in silico g uproszczone i magstuz¢ jedynie jako wskazanie do dalszych hadad
tymi mutacjami. Analiza wptywu wybranych mutacji SOD1 na strukiuwtasnogi
biatka wskazuje na mdivos¢ patogennasi mutacji zidentyfikowanych w populacji
polskiej, co jest szczegdlnie istotne w przypadku mutacji nowych (np. K3E).

W badaniach przedstawionych w niniejszej pracy analizowano jedynie
sekwencje nukleotydowe genow opisanych w literaturze jako ¢iajer zwigzane
z patogeneg chorob. W przypadku FTD byly tMAPT, PGRN i COORF72, a ALS —
SOD1 iC90RF72. Pozostate geny, ktorgidentyfikowane z niskgzestoiia (czgsto
jedynie w pojedynczych rodzinach), w przebadanych populacjach zostaly gemini
Wydaje s¢, ze w momencie wykonywania badach analiza bytaby nieuzasadniona.
W zwigzku z liczbg bada i uzyskiwanych wynikbw prowadzonych przez liczne
zespoly na Swiecie przebadanie wszystkich, a nawet tylkockszoLi gendow
prawdopodobnie lub na pewno zwanych z opisywanymi chorobami, wymagatoby
niewspotmiernego do spodziewanych wynikéw betdz i wkladu pracy. Jednak
uzyskane wyniki sugersj potrzebe szukania innych réwnie egtych genetycznych
przyczyn obu choréb w polskiej populacji. Poréwgwij czstotliwos¢ mutacii
odpowiedzialnych za FTD (w trzech wymienionych gy genach) znanych z danych
literaturowych i przedstawionych w rozprawie mazstwierdz, ze ich czstotliwos¢
jest dos¢ niska. Mutacje w genieMAPT i PGRN powoduj (kazdy osobno)
4-20% wszystkich przypadkéw FTD i 10-23% rodzinnych przypadkéw wnyrcx
populacjach [26], natomiast mutacj€9ORF72 powodyj odpowiednio 5-17%

1 21-41% (w Polsce powsgze proporcje wyghbajg nieco inaczej: dlaVIAPT wynosi
odpowiednio 4% i 11%, dIRGRN3%i 5% i COORF724% i 5%). Wyniki te § zgodne

z rezultatami uzyskanymi w innych populacjach [35,94,95] i potwiegdzajczstos¢
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mutacji w trzech genach u pacjentéw z FTD jest podobnest@& mutacji w genie
MAPT w polskiej populacji jest wgza nk w PGRN co jest prawdopodobnie wynikiem
zidentyfikowania mutacji P301L w trzech rodzinach. Analiza haploMpdPT pozwala
domniemywa, iz wszyscy maj wspolnego przodka bigcego nosicielem mutacji.
Ponadto ze wzgdu na niewielki obszar geograficzny wywodzenia égivéch rodzin,
atakze to samo nazwisko pojawage sé wsrod przodkéw obu rodzin podejrzenia te
sg bardzo uzasadnione.

Wsrdd pacjentéw z ALS wyselekcjonowano grufe=89) ,wyzszego ryzyka”
posiadania mutacji, opartw zasadniczym stopniu na intuicji Klinicystow. Gidym
elementem selekcji byt niski wiek zachorowania i rodzinn@¥dej grupie analizowano
petng sekwengj kodupca (wszystkie eksony wraz z sekwencjami flankyjmi) SOD1.
Mutack zidentyfikowano u 12 pacjentow, co stanowi 14% Io&jlagrupy. W grupie
pacjentow z rodzinndistor choroby (n=17) mutacje \BOD1 odpowiadaty za 47%,
a COORF72 12% przypadkéw. Ponadto w geBBORF72 zidentyfikowano mutacje
u kolejnych trojga chorych. @gtos¢ mutacji w genieSOD1 u pacjentow z Polski
podobna jest wic do czstoLi wyskpowania w innych populacjach. Natomiast
okreslono niska czestos¢ (4%) identyfikacji mutacji WCOORF72w grupie polskich
pacjentow z ALS (n=396), w wkszo<Li populacji uwaanej za gtdwngprzyczyngALS.
Nie wplywa to na zmniejszenie wiarygodids otrzymanych  wynikow,
gdyz zaobserwowano znaczne nige w czstoLi wyskpowania opisywanej mutacji
w populacjach europejskich [96,97], a np. w populacjach azjatyckich nie jest
praktycznie wykrywana (0% - 1,5%) [98,99,100]. Przeprowadzona analiza haplotypu w
otoczeniu COORF72 zwjzanego z ekspansjw pieciu zachodnioeuropejskich
populacjach pozwala podejrzetvaefekt zatoyciela zwpzany z 4§ mutacy [96].
Tlumaczytoby to znaczne rdice w wysépowaniu mutacji w réaych populacjach,
atakz zmniejszanie siczestoLi wraz z oddalaniem gi(nie koniecznie w sensie
czysto geograficznym) od ,zatgeiela”, ktory, wedtug jednej z hipotez, mégt dy
wikingiem [101].

Mutacje w C9ORF72 zidentyfikowano w sumie u 22 pacjentéw: 17 z ALS,
4z FTD i1 z FTD-ALS. Mona stwierdzi, ze znaczne zwkszenie liczby powtorze
GGGGCC wC90RF72moz prowadzi do rozwoju szerokiego spektrum od FTD
poprzez formg posednpg FTD-ALS do ALS, take w populacji polskiej.
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Nie opublikowano dotychczas danych, wskaeygh by rozwdéj poszczegdbinych
postaci choroby czy wiek zachorowania uzaleny byt od liczby powtérze
(oszacowanie liczby powtérze bezsprzecznie patogennych rne jest
z zastosowaniem analizy metodouthern). Analiza estoski liczby powtérzé
w zakresie niepatogennym (<50x) u pacjentow z FTD, ALS i w grupie kontrolnej
nie wykazata wptywu alleli "krotkich" na rozwoj chordb, co pokrywa siwynikami
innych grup badaczy [102]. Bynoz jest takze po przekroczeniu pewnej granicznej
liczby powtérzé sekwencji heksanukleotydowej pojawdiagic objawy Kliniczne
od razu z peingrezentag kliniczng, a zatem maza traktowa wspomnianagmutacg
jako pojedyncz, a nie zespot alleli wielokrotnych. Alternatywniggleznosci pomidzy
diugosciag sekwencji powtarzalnej, a np.¢gkoscia objawdéw mogtyby przejawiasie
dopiero po przekroczeniu ,patogennej” liczby powtdrz@pisano natomiast zaieos¢
pomigdzy ,normalng diugoscia wspomniane] sekwencji a chogpParkinsona [103],
de badania te powinny Bypowtérzone w innych populacjach. Nie wykryto eksgpan
powtOrzeéd u pacjentow z PD [104] lub wykryta jw pojedynczych przypadkach PD
u pacjentow najcgciej mapcych w rodzinie chorych na ALS lub FTD [105].

Jak wspomniano oprécz identyfikowania mutacji sprawczych prowadzpne s
rowniez badania asocjacyjne mag na celu identyfikacje statystycznych czynnikow
ryzyka zachorowania. Wiadomze genetyczne czynniki ryzyka mogaistotny sposéb
wptywaé na przebieg choroby. U pacjentéw z fenotypem ALESD przebadano dwa
polimorfizmy genu PGRN (rs850713 i rs5848).

Polimorfizm rs5848 potoony jest na nie ulegagym translacji koncu '3PGRN
W miejscu przydczania czsteczki mikroRNA (miR-659), mava zatem oczekiwa
funkcjonalnego znaczenia rs5848. Istotnie, analiza asocjacji u pacjentow z patologicznie
potwierdzonym zwyrodnieniem czotowo-skroniowym z ¢tami ubikwitynowymi
(FTLD-U) wykazata,ze genotyp TT zwikszat 3,2x ryzyko zachorowania na FTD
[106]. Badaniain vitro potwierdzag wptyw allelu T na hamowanie translacji genu
[107], a badanian vivo wplyw na poziom PGRN w osoczu [108], co jest spojne
z hipotea, iz spadek liczby kopii genu (biatka) PGRN neoby¢ przyczyng FTD.
Odnotowano take zwhzek wspomnianego polimorfizmu z innymi chorobami
neurodegeneracyjnymi: chorobAlzheimera [109,110] i chorob#arkinsona [111].
W badaniu w polskiej populacji nie stwierdzono zzkiu tego polimorfizmu z ALS,

zaobserwowano jedynie bardzo staby ochronny wptyw (p=0,078) genotypu TT wobec
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FTD. Przyczyn roznic moz by fakt, iz analizowano jedynie DNA uzyskane
od pacjentébw z potwierdzongmeuropatologicznie diagn®zFTLD-U, podczas gdy
w badaniu polskiej populacji znajdupic wszystkie podtypy w nieznanej proporcji,
za$ grupa badana nie jest wystarezaj dua. Wyniki uzyskane w innych populacjach
europejskich rownig nie potwierdzity zwazku polimorfizmu rs5848 ani z FTD
[112,113], ani z PD [114].

Polimorfizm rs850713 jest intronowym wariantem gét@RN (IVS4 24G>A)

i znajduje st w catkowitej nierownowadze sprzen z polimorfizmem rs67679017
(IVS3-47_-46insGTCA) (D’'=1) u pacjentoéw z FTD w populacji polskiej. Wyniki ada
zmienno€i PGRN u pacjentéw z ALS w populacji belgijskidyalenderskiej wykazaty
wptyw polimorfizmu rs850713 na przebieg choroby. W badaniu tym nie stwierdzono
réznic w czstoki wyskpowania alleli czy genotypoéw wdzy pacjentami z ALS
aosobami zdrowymi. Zaobserwowano jednak zabé¢ micdzy czstszym allelem
apdémiejszym wiekiem zachorowania, co sugeruje modydigaj role PGRN

w przebiegu ALS. W populacji holenderskiej polimorfizm IVS3-47-46insGTCA byt
rowniez zwigzany z krotszym czasem pgxeia od momentu zachorowania [38].
Analiza asocjacji opisana w niniejszej rozprawie, w populacji polskiej, wykazata istotny
statystycznie zwizek rzadszego genotypu AA (p=0,032) zzsaym ryzykiem
zachorowania na FTD. Do chwili obecnej nie opisano bergméego wptywu
obu polimorfizméw na biatko PGRN, ta&zbardziej prawdopodobnym jest fakt,
iz wspomniane polimorfizmy (haplotyp)s gedynie markerem zmiany wplywse|

na fenotyp, z ktdr jest sprzzony. Nie g znane wyniki bada asocjacyjnych tego
polimorfizmu u pacjentow z FTD w innych populacjach. Wyniki suggrig nie tylko
mutacje, ale te powszechne warianty genetyczne weblie genuPGRN majg wptyw

na rozwoj i przebieg obu chordb. Jednak badania powindypbwtorzone w innych
populacjach, wskazane bytoby réwhniewickszenie liczby pacjentéw wdzonych

do badania.

Mimo ze mutacje w analizowanych genach odpowiada znaczny procent
przypadkow FTD (11%) i ALS (18%), do petniejszego obrazu wskazane jest
poszukiwanie zmian w innych znanych genach, a stosunkowo rzadkich w innych
populacjach. Pogp dokonany w technikach poznawania sekwencji nuytkmtych,
zwlaszcza technik NGS (andNext-Generation Sequencing) pozwala na badanie

wigckszego panelu genow, calego eksomu, czy nawet cajegomu stosunkowo
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szybko i matym kosztem. Badania takie ngstap jednak kolejnych niedogodnas
zwigzanych z interpretagjogromnej ilo€i danych, a take nie pozwalaj wykryé¢
wszystkich czynnikdw genetycznych, jak chgé¢opisanegoCOORF72. Sg jednak
konieczne do poznania czynnikbw i mechanizméw wplyexagh na rozwdgj
opisywanych choréb, a takzdo wskazywania nowych kierunkéw w poszukiwaniach

skutecznej terapii czy w zapobieganiu rozwojowi wspomnianych schorze
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6 WNIOSKI

Badania wykonane w ramach rozprawy wykazaty istnienie genetycznych czynnikow
patogennych dla stwardnienia zanikowego bocznegepiastia czotowo-skroniowego
w populacji polskiej.

W rezultacie badaustalono, e:

mutacje w trzech genaclPGRN, MAPTI COORF72) zidentyfikowano w 11%

wszystkich przypadkow FTD i 31% przypadkdw rodzinnych,

 mutacje w dwodch genact5QD1 i COORF72) zidentyfikowano w ok. 17%
zachorowa na ALS wrod pacjentdw z rodzinngpostaca i wczesnym
zachorowaniem,

* ekspang heksanukleotydowego motywu (GGGGC@OORF72 powye]
piecdziesieciu powtorzezidentyfikowano w 4.3% przypadkéw ALS oraz 3.6%
FTD

* liczba powtérzé COORF72 belacych w zakresie niepatologicznym (<25)
nie ma wptywu na rozwoéj obu choréb,

* istnieje zwhzek genotypu AA polimorfizmu rs850718GRN z nizszym
ryzykiem FTD,

* polimorfizm rs5848 nie odgrywa znagzj roli w ryzyku zachorowania na FTD

I ALS w populacji polskiej.
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7 STRESZCZENIE

Badania nad genetykréznych chorob neurodegeneracyjnych mogyttumaczy
nie tylko naktadanie sgi objawéw w réinych jednostkach chorobowych, ale takz
wyjasni¢ wspoélne podige genetyczne choréb dotykeych roinych obszaréw uktadu
nerwowego i bardzo rdigcych s¢ fenotypowo np. stwardnienie zanikowe boczne
(ALS) oraz otpienie czotowo-skroniowe (FTD). €dienie czotowo-skroniowe naig

do okpien neurodegeneracyjnych, charakteryeych s klinicznie zaburzeniami
poznawczymi i funkcjonalnymi, wynikagymi z pos¢pujacego uszkodzenia komorek
nerwowych w roaych obszarach oddkowego uktadu nerwowego. Stwardnienie
zanikowe boczne to choroba nerwowoegniowa charakteryzgga sé neruogennym
zanikiem mgsni. ALS charakteryzuje sipostpujacym i wybidrczym uszkodzeniem
neuronoéw ruchowych rogoéw przednich rdzenia, pnia moézgu i kory ruchowej. Obecnie
przyjmuje s¢, ze ALS i FTD g chorobami o nakfadggych s¢ cechach klinicznych,
patologicznych, ale tale o wspolnych przyczynach genetycznych. Sugerujezeo,
moga mie¢ wspolny neurodegeneracyjny patomechanizm, a cgmddzie, mog by¢

czescig jednej choroby o szerokim spektrum objawow.

Do chwili obecnej zidentyfikowano siedem genow, ktdrych mutagjergyczynowo
Zwigzane z FTD, z czego mutacje trzech gen®ART, PGRNi C90ORF72) s
najczstsz  genetycza  przyczyry FTD. Spofdd ponad 20 gendw
(http://alsod.iop.kcl.ac.uk) zwkanych gtéwnie z rodzinnpostacd ALS, najczscie]
identyfikuje s¢ mutacje w cztereclC9ORF72, SOD1, TARDPB, FUS. Opisano liczne
rodziny z FTD/ALS o dziedziczeniu autosomalnie dormgoyin, prezentujce patologs
TDP-43. Ich gtowy przyczyry jest ekspansja heksanukleotydowych powtbrze
w CO9ORF72, bgaca gtdbwnym wspolnym genetycznym czynnikiem obu sodn
atakze réwnie ALS-FTD.

Celem pracy byto okidenie podioa genetycznego (mutacji sprawczych) u chorych
zrozpoznaniem ALS, FTD i z fenotypami pokrewnymi, oszacowaniestagi
wystepowania mutacji zwizanych przyczynowo z ALS, FTD i fenotypami pokrewnym

w populacji polskiej. Ocena znaczenia fenotypowego wariantébw sekwencji DNA
zidentyfikowanych po raz pierwszy w badanych grupach.
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Badania prowadzono w grupie chorych z prawdopodobnym rozpoznanignenid
czotowo-skroniowego (n=138). Grupa ALS obejmowata 396 niespokrewnionych
ze sobg pacjentéw. Grupegkontrolng stanowito 257 zdrowych oso6b. Analizowano
sekwencje nukleotydowe gendWGRN i MAPT u pacjentow z FTD i SOD1

u pacjentow z ALS. W obu grupach analizowano heksanukleotydowe powtérzenia
(GGGGCC)n w pierwszym introni€C9ORF72. Analizowano mbéwe znaczenia
fenotypowego dwoch wybranych polimorfizméw (rs5848 i rs850713) JeGRRN

w FTD i ALS.

W badanej grupie pacjentow z prawdopodobnym rozpoznaniem FTD (n=138)
zidentyfikowano 15 mutacji: 6 WIAPT, 4 wPGRNi 5 w COORF72. Zidentyfikowano
trzy nowe, nieopisane wcgde] mutacje: MAPT G55R, PGRN D317fsX11,
PGRNP439 R440fsX6. Mutacje w trzech genachRGRN MAPT i C90RF72)
odpowiadaj za 11% wszystkich przypadkéw FTD i 31% przypadkawzinnych.
Wsréd pacjentow z ALS u 12 o0sOb zidentyfikowano muacjv SOD1
iul7wC90RF72. Zidentyfikowano dwie nowe, nieopisane wiugg mutacje
SOD1 K3E iSOD1 W32X. Mutacje w dwdch genac®@D1 iC9ORF72) odpowiadaj
za ok. 18% zachorowiana ALS wrod pacjentdw z rodzinngostaci i wczesnym
zachorowaniem. Istnieje zwdek genotypu AA polimorfizmu rs850713 PGRN z
nizszym ryzykiem FTD, polimorfizm rs5848 nie odgrywaazmcej roli w ryzyku

zachorowania na FTD i ALS w populacji polskiej.

Mimo ze mutacje w analizowanych genach odpowiadap znaczny procent
przypadkow FTD (11%) i ALS (17%), do petniejszego obrazu wskazane jest
poszukiwanie zmian w innych znanych genach, a stosunkowo rzadkich w innych
populacjach. Wydaje i wskazane zastosowanie technik NGRext-Generation
Sequencing), ktore pozwajapa badanie wkszego panelu genéw, catego eksomu,

czy nawet catego genomu stosunkowo szybko i matym kosztem.
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8 ABSTRACT

The identification of the causative genes for hereditary neurodegenerative diseases has
accelerated studies on the pathophysiological pathways and the development of disease.
Identifying common genetic causes suggest similar pathophysiological mechanism
with amyotrophic lateral sclerosis (ALS) and frontotemporal dementia (FTD). FTD is
neurodegenerative disorder characterized by behavioral disturbances, language
impairment and deficits in executive function caused by progressive neuronal loss
predominantly involving the frontal and/or temporal lobes. Amyotrophic lateral
sclerosis (ALS) is the most common of motor neuron disease characterized
by progressive neurodegeneration of motoneurons in the brain and spinal cord. Based
on clinical, genetic and epidemiological data it is thought that ALS and FTD, represent

an overlapping continuum of disease.

Among the seven genes known to be linked with FTD the most common genetic cause
are mutations oMAPT, PGRNandC90ORF72. To date more than 20 genes have been
discovered to be associated with ALS, but most common causes of ALS are mutation
in COORF2, SOD1, TARDPB FUS. Pathological presence of TDP-43 positive
inclusions throughout the central nervous system in ALS and FTD patients is mainly
due to exspansion of hexanucleotide repeat in COORF72. A hexanucleotide GGGGCC
repeat expansion in the noncoding region of the C9ORF72 gene is the most common
genetic abnormality in ALS and frontotemporal dementia FTD.

The aim of the study was to establish genetic backgrounds and frequencies of mutation
causing FTD and ALS in the Polish population and to investigate possible correlation
between genotypes and phenotypes. The identification of novel mutations
and/or atypical genotype-phenotype correlations contributes to further characterizing

the disorders.

The study group comprised 138 FTD patients, 395 ALS patients and the control group
consisted of 257 healthy persons. MAPT, PGRN in FTD patients and SOD1 in ALS
patients were analyzed by direct sequencing. C9ORF72 repeat expansion was analyzed
by repeat-primed PCR in FTD and ALS patients. To investigate association between
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the variants of the PGRN gene, and ALS and FTD phenotypes two polymorphism
rs850713 and rs5848 were genotyped.

In group of FTD patients fifteen presumed pathogenic mutations (six MAPT, four
PGRN and five C9ORF72) were identified including three novel mutation: MAPT
G55R, PGRN D317fsX11, PGRN P439 R440fsX6. Mutation in three analyzed genes
are responsible for 11% of all FTD and 31% of familial cases in Polish population.
Analysis of two genes in ALS patients revealed twelve patients with mutation in SOD1
and seventeen in C9O0RF72. The two of SOD1 mutation (K3E and W32X) were novel.
Mutation in analyzed genes are identified in 18% ALS cases with familial history or
early-onset of disease. Genotypes AA of polymorphism rs850713 of the PGRN gene
genotype is associated with a decreased risk of FTD. Variation at PGRN rs5848 is not

associated with a risk of FTD and ALD in Polish population.

Although the mutations in the analyzed genes are responsible for a significant
percentage of cases FTD (11%) and ALS (17%), it is recommended to search for
mutations in other known genes, that are relatively rare in other populations. It seems
reasonable to apply NGS (Next Generation Sequencing) that allow the study of the gene

panels, exome, or whole genome relatively quickly and affordably.
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SUPLEMENT

Tabela S 1. Startery do PCR oraz PCR sekwencyjnych PGRN

Starter Sekwencja startera (5°'3’) Ekson| Wielkos¢
amplikonu (pz)

GRN-1F GGGCTAGGGTACTGAGTGAC 1 368

GRN-1R AGTGTTGTGGGCCATTTG

GRN-2F TGCCCAGATGGTCAGTTC 2 537

GRN-2R GCTGCACCTGATCTTTGG

GRN-3F GGCCACTCCTGCATCTTTAC 3 369

GRN-3R TGAATGAGGGCACAAGGG

GRN-45F TTAGTGTCACCCTCAAACC 4i5 | 587

GRN-45R ACTGGAAGAGGAGCAAAC

GRN-6F GGGCCTCATTGACTCCAAGTGTA| 6 401

GRN-6R GGTCTTTGTCACTTCCAGGCTCA

GRN-7F TCCCTGTGTGCTACTGAG 7 373

GRN-7R AAGCAGAGAGGACAGGTC

GRN-8F TACCCTCCATCTTCAACAC 8 309

GRN-8R TCACAGCACACAGCCTAG

GRN-9F ATACCTGCTGCCGTCTAC 9 457

GRN-9R GAGGGCAGAAAGCAATAG

GRN-10F TGTCCAATCCCAGAGGTATATG |10 616

GRN-10R ACGTTGCAGGTGTAGCCAG

GRN-11F TGGACTGGAGAAGATGCC 11 574

GRN-11R CGATCAGCACAACAGACG

GRN-12F CATGATAACCAGACCTGC 12 387

GRN-12R AGGGAGAATTTGGTTAGG

Tabela S 2. Warunki PCR do amplifikacji wszystkich eksonow PGRN

Warunki reakcji dla par starteréw:

GRN-1F i GRN-45R
GRN-45F i GRN-8R
GRN-8F i GRN-12R

Etapy: T[°C] Czas

Denaturacja wstepna 94°C 2 min 30s

Amplifikacja Denaturacja 94°C 15s

sekwencji przytaczanie 58°C - 0,1°C na 15s

. starterow cykl

(15 cykli) — :
synteza nicif 72°C 1 min
komplementarnej

Amplifikacja denaturacja 94°C 15s

sekwencji przytaczanie 58°C - 0,1°C na 15s

20 cvkii starterow cykl

(20 cykli) synteza nici| 72°C 1min30s
komplementarnej

Koncowa elongacja 72°C 7 min
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Tabela S 3. Warunki PCR do amplifikacji wszystkich eksonow MAPT

Etapy: T [°C] Czas

Denaturacja wsiepna 94°C 2 min

Amplifikacja denaturacja 94°C 15s

sekwenciji przytaczanie 58°C * 15 s
starterow

(33 cykli) synteza nici| 72°C 45 sec
komplementarnej

Koncowa elongacja 72°C 5 min

*Inne temperatury przygtzenia starterow dla par sterteréw do amplifikacji eksonéw: 9 - 59°C, 13 - 54°C

Tabela S 4. Startery do PCR oraz PCR sekwencyjNegeT

Starter Sekwencja startera (5—3’) Ekson | Wielkosé
amplikonu
(pz)

Mapt-1F CCCCCAACACTCCTCAGAACTTATCG 1 383

Mapt-1R CACCGTGTCTGGCCATTATCTCA

Mapt-2F CACAGGGAGCGATTTTCAGC 2 338

Mapt-2R CCACGCTGTCCTGCAAAGC

Mapt-3F GGGCTGCTTTCTGGCATATG 3 297

Mapt-3R CCTCACTTCTGTCACAGGTC

Mapt-4F GGTGCTGTGCCTTTTGTTTAGTGA | 4 491

Mapt-4R | ATGCCTTAGGAATTACCCAGAA

Mapt-5F TCCACCAGACCCAACTAAACAAAC | 5 331

Mapt-5R AAAAGCCTGCCCCAAAATACAAAG

Mapt-6F TTCAACCATTACCTGCCTTATTTA |6 440

Mapt-6R CTATTTTACACGGTGCTTCTATGC

Mapt-7F GTGGGGCTGGTGTTGACTCTTG 7 312

Mapt-7R CAGCTGCCAGGGGTTATTCATTCT

Mapt-8F GCCCTGTTTAAGCCTGATGAT 8 190

Mapt-8R | TCCTCCCGGCTCTAGAAACACAAG

Mapt-9F GAGCGGGTATTGGATGGTGGTTGA|9 704

Mapt-9R | AGAGGGGACTGGGGTGTTATG

Mapt-10F |GCAGCCCTCTATCCCTTCAGC 10 378

Mapt-10R | GTACGCACTCACACCACTTCCTAA

Mapt-11F |AGGGCCTGGGCTTACACA 11 461

Mapt-11R | TGCCTGCCTTATTTCACTTCACT

Mapt-12F | TGGCCCTGGTTCAAGTCCT 12 451

Mapt-12R | GCCCACATCCAGCCAGTCAAC

Mapt-13F |AGTTGGCAGGGCTGGTCTTTC 13 362

Mapt-13R | GGGGGCCGGGTCATTATTC
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Tabela S 5.

Startery do PCR oraz PCR sekwencyjnego SOD1

Starter Sekwencja startera (5—3’) Ekson | Wielkosé¢
amplikonu (pz)

SOD1-1f |GAAGGTTGTTTTCTCCACATTTCG |1 463

SOD1-1r |GACCCGCTCCTAGCAAAGGT

SOD1-2f |TTTTCCACTCCCAAGTCTGG 2 388

SOD1-2r |GGGAGGTCAAGGCTAAGGTC

SOD1-3f |[AAGGTGTTGCTTATCCCAGAAGTC|3 392

SOD1-3r |[CAATTCCTTTAAGCCCAGGAAGTA

SOD1-4f |CGTGAAGCCTTGTTTGAAGA 4 354

SOD1-4r |GAAACCGCGACTAACAATCAA

SOD1-5f |GGGTATTGTTGGGAGGAGGT 5 572

SOD1-5r |[TCTGTTCCACTGAAGCTGTTT

Tabela S 6. Warunki PCR do amplifikacji wszystkich eksonéw genu SOD1

Etapy: T [°C] Czas

Denaturacja wstkepna 94°C 2 min

Amplifikacja denaturacja 94°C 15s

sekwencji przytaczanie 58°C 15 s
starterow

(33 cykli) Synteza nici| 72°C 45 sec
komplementarne]

Koncowa elongacja 72°C 7 min

Tabela S7. Startery do analizy haplotygAPT

Polimorfizm Starter Sekwencja startera (5—3’)
rs2471738 H1-F CTTTTCCTGCTCAGGCATGT
H1-R GAACCGAATGAGGACTGGAA
rs1467967 Hla-f AGGGTACTTTCATGGCGTTG
Hla-r AGGCTGAAATGATCCCTCTG
rs7521 H1b-f ACCTCTGTGCCACCTCTCAC
H1b-r AGGTGAGGCTCTAGGCCAGT
rs242557 MAPh-14F | GAACATGCACATTTCTGCAAC
MAPhO-14r | AATGCTGGGAAGCAAAAGAA
rs3785883 MAPh-17F| CATTGCCATCACCTTGTCAG
MAPh-17r | AGTTTCCTGGAAGCCATGTG
Startery do H1h2F GGAAGACGTTCTCACTGATCTG
deleciji H1h2R AGGAGTCTGGCTTCAGTCTCTC
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Tabela S8. Startery do analizy genotypu C9ORF72

Stater Sekwencja startera (5-3’)
Genotypowa | C9orf72 F FAM-CAAGGAGGGAAACAACCGCAGCC
nie C9orf72 R GCAGGCACCGCAACCGCAG
Repeat MRX-F FAM-
primed PCR TGTAAAACGACGGCCAGTCAAGGAGGGAA
ACAACCGCAGCC

MRX-M13R | CAGGAAACAGCTATGACC

MRX-R1 CAGGAAACAGCTATGACCGGGCCCGLCCC

GACCACGCCCCGGCLCCLLeaEGeeeaa

Tabela S 9. Startery do genotypowania SOD1

Starter Sekwencja startera (5—3) Wielkosé
amplikonu (pz)

D21S263F| TTGGCTTTGGAACCA 170-190
CATCAGCAAGGGTCCTC

Hamlet GAACTGGCTTCACCTGTGA 140-160
CAAGCTATATGTGCTTGCTG

Macbeth GTGGACCTACAGAAACCCTG 220-240
GCTGTACTGAGATTATCAAAGG

Shylock GATTGCGCCACTGCACT 127-140
TGGAAATGTATTCATTCTACTGCAC

Yorick CTGGGCAACAAAGCAAGACT 130-160
TACCCTCTGATGCGGAAATC

Goneril TTGGGAAACTGCTGCC 170-180
CCTGGGCAATGAGAGTGAA

D21S223 | GAAAGAAGCACAGAGGGGT 80-90

CTCACTCACATTTAACTTGGG

D21S63 TCATGACGAGCACAGTAGAGT 90-106
CAGGATTATTTAGGCTAGAAC
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Tabela S 10. Mieszanina reakcyjna do przeprowadzenia analizy dyskryminacji alleli z

zastosowaniem zestawu sond TagMan i starteréw (TagMan SNP Genotyping Assay) dla
polimorfizméw w genie rs850713 i rs5848 PGRN.
Skifad mieszaniny Obgtos¢

TagMan Universal PCR Master Mix 25

20X TagMan SNP Genotyping assay Mi®,125 |

Genomowe DNA 5-20ng/d

H20 Uzupetniano do 10lu

Tabela S 11. Zestawienie stosowanych sond do przeprowadzenia analizy dyskryminaciji
alleli polimorfizméw rs850713 i rs5848 gemGRN W sekwencji sondy w nawiasie
kwadratowym zaznaczono badany polimorfizm. Pierwszy allel jest znakowany
fluorochromem VIC, drugi - FAM.

Polimorfi | Zestaw sond Sonda [VIC/FAM]
zm i starterow
rs850713| C__ 254824 AGGTACAAATCTGGGGGAGATGGGG[A/G]TATGTGGAGGGA
6_10 AGTGGGGGCAGAG

s5848 C 745204 TCTGCTCAGGCCTCCCTAGCACCTC[C/T|ICCCTAACCAAATTC
6 20 TCCCTGGACCC
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