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Streszczenie

Choroba Charcot-Marie-Tooth (CMT) jest genetycznie uwarunkowang neuropatig
ruchowo-czuciowa. Na podstawie badan klinicznych 1 elektrofizjologicznych wyr6zniono
dwa typy polineuropatii — typ demielinizacyjny (CMT1, o obnizonej szybko$ci przewodzenia
w nerwach ruchowych <38 m/s) i typ aksonalny (CMT2, o prawidlowej lub w niewielkim
stopniu obnizonej szybkosci przewodzenia w nerwach ruchowych >38 m/s), gdzie

pierwotnemu uszkodzeniu ulegaja aksony.

W 2001 roku w japonskiej rodzinie z CMT typu 2 (typ aksonalny) stwierdzono
obecnos¢ mutacji GIn98Leu w genie KIF1B, kodujacym biatko motoryczne — kinezyne.
W pracy wykluczono obecnos$¢ tej mutacji w genie KIF1B w grupie 34 oséb za pomoca
analizy SSCP. Dodatkowo stwierdzono wystgpowanie wariantu sekwencji ¢.537C>G

(p-Ala95Ala) o numerze identyfikacyjnym w bazie danych NCBI rs12402052 u 13 oséb.

W 2004 roku odkryto, ze mutacje w genie mitofuzyny 2 (MFN2) powoduja
wystapienie choroby Charcot-Marie-Tooth typu 2. Wkrdtce uznano je za najczestszg
przyczyng zachorowania na CMT2 ze wszystkich innych genéw zwigzanych z neuropatiami

aksonalnymi.

Biatko mitofuzyny 2 jest biatkiem zewngtrznej btony mitochondrialnej 1 jest
kodowane przez genom jadrowy. Biatko to odpowiada za fuzje blon mitochondrialnych,
uczestniczagc w zachowaniu roéwnowagi dynamicznej sieci mitochondrialnej, bierze udziat
W transporcie aksonalnym mitochondridéw wzdluz mikrotubul 1 w polaczeniu mitochondriow
z siateczka $rodplazmatyczng, zapewniajac odpowiedni przepltyw jondw wapnia miedzy tymi

organellami.

W genie mitofuzyny 2 zarejestrowano okoto 100 mutacji patogennych. Wiekszos¢ z
nich znajduje si¢ w regionie genu kodujagcym domen¢ GTPazowga biatka mitofuzyny 2, ktora
odpowiada za hydroliz¢ GTP, co jest niezbedne do fuzji zewngtrznych blon

mitochondrialnych.

Mutacje w genie mitofuzyny 2 dziedziczg si¢ zardowno w sposdb autosomalny
dominujacy, jak réwniez znane sg przypadki dziedziczenia autosomalnego recesywnego,
gdzie chorzy mieli mutacje w genie MFN2 w uktadzie homozygotycznym lub heterozygoty

ztozone;.



Obraz kliniczny chorych z mutacjami w genie mitofuzyny 2 jest bardzo réznorodny.
Obejmuje on klasyczny fenotyp obwodowej neuropatii aksonalnej z ostabieniem i1 zanikiem
miesni odsiebnych konczyn dolnych, rzadziej gérnych i wydrazeniem stop. Poczatek choroby
najczesciej przypada na pierwsza dekade zycia, jednak sg znane przypadki o pdzniejszym
oraz bardzo pdznym poczatku, po 50-tym roku zycia. Przebieg choroby CMT2 moze by¢
bardzo szybko postgpujacy i ciezki, prowadzacy do unieruchomienia, lub tagodny, wolno

postepujacy, korelujacy najczesciej z péznym poczatkiem.

Celem badan byto poszukiwanie mutacji w genie mitofuzyny 2 wsréd pacjentow
Z polineuropatig aksonalng, ktére wedtug obecnego stanu wiedzy stanowia gldwna przyczyne

choroby CMT2.

Badania molekularne przeprowadzono w grupie 69 oséb ze zdiagnozowang chorobg
CMT. Do badan wlaczono chorych o réznorodnym fenotypie choroby, obejmujacym
klasyczng posta¢ neuropatii aksonalnej ruchowo-czuciowej, neuropati¢ ruchows, neuropati¢
czuciowy, neuropati¢ ruchowo-czuciowg z objawami dodatkowymi, jak skolioza, zanik nerwu
wzrokowego, objawy piramidowe, czy zmiany demielinizacyjne w o$rodkowym uktadzie
nerwowym. Grupa badana obejmowata zaréwno przypadki sporadyczne, jak i rodzinne,

0 dziedziczeniu i dominujagcym i recesywnym.

Zidentyfikowano trzy mutacje patogenne genu mitofuzyny 2. Jedna z nich jest mutacja
opisywang w literaturze i znajdujaca si¢ w pozycji hot spot genu. Jest to mutacja p.Arg94Gin,
ktora zidentyfikowano u pacjenta o wczesnym poczatku choroby i1 cigzkim przebiegu.

Mutacja ta nie wystepuje u zdrowych rodzicow chorego.

Druga mutacja (p.Arg274Trp) nie byta do tej pory opisywana, chociaz w danej pozycji
znana jest mutacja zamieniajaca argining na inny aminokwas — glutaming. Powtorzenie si¢
mutacji u chorych o réznym pochodzeniu etnicznym sugeruje jej patogennos¢. Pacjent
wykazuje ci¢zki przebieg choroby CMT2 oraz uposledzenie umystowe w stopniu lekkim.

Mutacji nie wykryto u zdrowych rodzicow pacjenta.

Trzecig mutacj¢ zidentyfikowano u pacjentki o péZnym poczatku zachorowania (po
50-tym roku zycia) i tagodnym przebiegu choroby CMT2. Wykryta mutacja ¢.311+1G>T jest
mutacja splicingowa, powodujacg nieprawidtlowe wycinanie intronéw i1 wyciecie eksonu 4,
co skutkuje przesunigciem ramki odczytu i powstaniem krotkiego, 66-aminokwasowego

biatka ( prawidtowe biatko liczy 757 aminokwasow).



Wsrod pacjentow z grupy badanej zidentyfikowano rowniez 3 warianty
0 niecokreslonym statusie patogennosci. Pierwszy z nich nie byl dotychczas opisywany
w bazach danych ani w literaturze. Wariant ¢.1287+50G>T stwierdzono u jednej pacjentki.
W toku badan okazato si¢, ze pacjentka ma réwniez mutacje w genie LMNA, odpowiedzialng
za dystrofie mig¢sniowg typu Emery-Dreifussa. Nie jest jasne, czy wariant ¢.1287+50G>T
moze by¢ odpowiedzialny za wystgpienie komponenty neuropatii u pacjentki, czy stanowi

modyfikator przebiegu choroby.

Drugim wariantem o nieokreslonym statusie patogennosci jest wariant p.Val7051le,
ktory stwierdzono u dwoch osob w grupie badanej. Wariant ten byt szeroko opisywany
w literaturze. Najpierw uwazano go za mutacj¢ patogenng, nast¢pnie za nieszkodliwy
polimorfizm, a w koncu za mozliwy modyfikator przebiegu choroby u pacjentéw z mutacja

w genie GDAP1.

Kolejnym wariantem o nieokres§lonym statusie patogennosci jest wariant p.Val5731le.
Wariant ten znajduje si¢ w bazie danych NCBI, jednak nie sa dostgpne dane populacyjne

dotyczace czgstosci jego wystepowania.

U pacjentéow stwierdzono réwniez duza liczbg polimorfizméw. W grupie badanej
zidentyfikowano 6 czestych polimorfizméw i 9 rzadkich polimorfizméw, przy czym sa
przypadki w grupie badanej, ze u pojedynczego pacjenta stwierdzono az 9 rdéznych

polimorfizmow.

U 34 os6b z grupy badanej analizie poddano réwniez region promotorowy genu
MFN2, w ktorym zidentyfikowano jeden wariant opisany w bazie danych o numerze
identyfikacyjnym rs2236053 oraz jeden nieznany do tej pory wariant ¢.-9891delT. Znany
wariant opisano, jako nieszkodliwy polimorfizm, natomiast drugi wariant stwierdzono
U 7 osdb i nie ma pewnosci, czy nie jest to wynik poslizgu polimerazy, czy rzeczywisty nowy

wariant sekwencji genu MFN2.

Czgstos¢ wystepowania mutacji patogennych genu MFN2 wsrod pacjentow CMT
z populacji polskiej jest niska (ponizej 5%), co pozostaje w zgodzie z ostatnimi
doniesieniami, np. z Federacji Rosyjskiej, czy Norwegii. Inne badania populacyjne na §wiecie
wskazujg duzo wyzsze czestosci wystepowania mutacji w genie MFN2 u pacjentow z CMT?2,
np. w populacji witoskiej. Wigkszos¢ omawianych w literaturze przypadkéw choroby CMT?2

dotyczy przypadkéw rodzinnych czystej aksonalnej postaci CMT. Do niniejszych badan
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wiaczono pacjentow z szerokim spektrum fenotypu choroby CMT, wykraczajagcym poza
aksonalng posta¢ CMT. Mutacje stwierdzono jedynie u pacjentdéw z czysta postacig
aksonalnej choroby CMT. Ze wzgledu na duza liczbg polimorfizméw u pojedynczego
pacjenta, nie mozna wykluczy¢ ich kumulujacego si¢ wptywu na pojawienie si¢ lub przebieg
choroby CMT.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze gen mitofuzyny 2 powinien by¢ niewatpliwie wiaczony
do diagnostyki CMT, jednak przede wszystkim w przypadkach klasycznej postaci CMT2. Nie
mozna jednak jednoznacznie okresli¢ pozycji genu mitofuzyny 2 w algorytmie

diagnostycznym CMT z powodu nizszej niz oczekiwana czestosci mutacji w badanej grupie.



Abstract

Charcot-Marie-Tooth disease is a hereditary motor-sensory neuropathy. Based on the
clinical and electrophysiological findings, two types of polyneuropathy are distinguished —
demyelinating (CMT1 with a reduced motor neuron conduction velocity <38 m/s) and axonal
(CMT2 with normal or slightly reduced motor neuron conduction velocity >38 m/s), where

the axons are primarily impaired.

In 2001, a novel p.GIn98Leu mutation was identified in the KIF1B gene in a Japanese
CMT?2 family, encoding the motor protein — kinesine. In this work, the mutation in the KIF1B
gene was excluded in a group of 34 patients. Additionally, a sequence variant ¢.567C>G
(p.Ala95Ala) was found in 13 patients with the identification number in the NCBI database
rs12402052.

In 2004, it was discovered that mutations in the mitofusin 2 gene caused the Charcot-
Marie-Tooth disease type 2. Afterwards, this gene was considered as the most frequently

mutated gene in the CMT2 disease.

Mitofusin 2 protein is the mitochondrial outer membrane protein encoded by the
nuclear genome. It is responsible for the mitochondrial membranes fusion, taking part in the
maintenance of the dynamic mitochondrial network balance, and is involved in axonal
transport of mitochondria along microtubules, and in tethering of mitochondria and
endoplasmic reticulum, providing an appropriate flow of calcium ions between these

organelles.

In the mitofusin 2 gene there are about 100 pathogenic mutations. Most of them
localize in the region encoding the GTP-ase domain of the mitofusin 2 protein, which is

responsible for the GTP hydrolysis necessary for the outer mitochondrial membranes fusion.

Mutations in the mitofusin 2 gene are inherited in the autosomal dominant manner, as
well as autosomal recessive, where patients had homozygous or compound heterozygous

mutations in the mitofusin 2 gene.

The patients with mitofusin 2 mutations have a wide spectrum of phenotypes. It
includes the classical phenotype of peripheral axonal neuropathy with weakness and atrophy

of distal muscles in the lower and, sometimes, in the upper limbs and with pes cavus. Onset of
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the disease is mostly in the first decade of life, but there are known cases with late and very
late (over 50 years of life) onset. Clinical course of CMT2 disease can be fast-progressing and
sever, even with the dependence on the wheelchair, and moderate or mild, slowly progressing,

which is the most frequent in case of the late onset of the disease.

The aim of this work is to study the mitofusin 2 mutations’ profile in Polish patients

with CMT2 as the most common cause of CMT2 disease.

The study material was DNA of 69 patients with diagnosed CMT. The study included
patients with a wide spectrum of disease phenotypes: classical form of the axonal motor-
sensory neuropathy, motor neuropathy, sensory neuropathy, motor-sensory neuropathy with
additional symptoms as scoliosis, optic atrophy, pyramidal signs or demyelinating lesions in
central nervous system. The group includes sporadic cases and familial cases of CMT disease

with dominant and recessive inheritance.

Three pathogenic mutations have been identified in the study. One of them is a
recurrent mutation in the hot spot position. It is a p.Arg94GIn mutation in a patient with early
onset of the disease and severe clinical course. The mutation is absent in the parents of the

patient.

The second mutation (p.Arg274Trp) is novel, although there is known mutation in the
same codon, which changes arginine to glutamine. The recurrence of the mutation in the same
codon in patients with different ethnical background indicates the pathogenicity of the
mutation. The patient exhibits severe clinical course of the disease with mild mental

retardation. The mutation was not found in the healthy parents of the patient.

The third mutation was found in a patient with late onset (over 50-year old) and mild
clinical course of CMT2 disease. The ¢.311+1G>T mutation impairs splicing and causes
skipping of the exon 4, which results in the frameshift and generation of the shorter 66 amino
acid protein, in contrast to the native 757 amino acid protein, due to the premature codon stop.

Three sequence variants with an unknown status of pathogenicity have also been
identified. The first one has not been described before in databases and literature. The
€.1287+50G>T sequence variant was found in one patient. During the study, it was found that
the patient also has a mutation in the LMNA gene, which is a causative mutation for Emery-

Dreifuss muscle dystrophy. That is why it is not clear if the ¢.1287+50G>T sequence variant
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could be responsible for the occurrence of the neuropathy component in this patient, or it is a

possible modifier of the course of the disease.

The second variant with an unknown status of pathogenicity is variant p.Val705lle
which was found in two patients of the group. It was widely described in the literature, where
it was first considered as a pathogenic mutation, than a benign polymorphism, and finally as a
possible modifier of the course of the disease in patients with the mutation in the GDAP1

gene.

The next variant with an unknown status of pathogenicity is variant p.Val573lle. It is

shown in the NCBI database, however there are no population data on its frequency.

Among the patients, there are identified a large number of polymorphisms, including 6
common and 9 rare polymorphisms, wherein there are cases with nine different

polymorphisms in a single patient.

In 34 patients from the group, was analyzed the promoter region of the mitofusin 2
gene, where was identified one known sequence variant rs2236053 and one novel sequence
variant ¢.-9891delT. The known rs2236053 variant is described as a benign polymorphism,
whereas the second variant was identified in seven patients, and it is not clear if it is a result

of polymerase sliding or an actual novel MFN2 gene sequence variant.

It appears that the frequency of pathogenic mutations among CMT patients in the
Polish population is low (below 5%) and is consistent with the recent reports, e.g. from the
Russian Federation and Norway. However, other worldwide studies indicate a higher
frequency of mutations in the MFN2 gene among CMT?2 patients, as for example in the
Spanish or Italian populations. Most of the described cases of CMT?2 disease is related to the
familial cases of pure axonal CMT. The analysis included a wide spectrum of phenotypes of
the CMT disease beyond the pure axonal CMT disease. Due to the large number of
polymorphisms in the single patient, there cannot be excluded their cumulative effect on the

occurrence or the course of CMT disease.

Obtained results indicate that the mitofusin 2 gene should remain included in the CMT
diagnostics, but first of all in cases of the classical form of axonal CMT2 disease. However, it
is impossible to determine the position of the mitofusin 2 gene in the CMT diagnostics due to
the lower-than-expected mutation frequency in patients.
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WYKAZ SKROTOW

AD - dziedziczenie autosomalne dominujgce

AR - dziedziczenie autosomalne recesywne

Arg - arginina

Bax/Bak - BCL2-associated X protein/ BCL2-antagonist/killer 1 — biatka proapoptotyczne
Bcl-2 - B-cell CLL/lymphoma 2 — biatko antyapoptotyczne

Bid - BH3 interacting domain death agonist — oddzialujagca domena BH3 agonisty $mierci

komoérkowej, biatko proapoptotyczne

CC - domena coiled coil

CLCNS6 - chloride channel, voltage-sensitive 6 — kanat chlorkowy 6, wrazliwy na napigcie
CMT - Charcot-Marie-Tooth

CMT 1 - Charcot-Marie-Tooth typu 1

CMT 2 - Charcot-Marie-Tooth typu 2

CMT 2A - Charcot-Marie-Tooth typu 2A

DRG - dorsal root ganglion - zwo6j korzenia grzbietowego
EDMD - dystrofia mig$niowa typu Emery-Dreifussa
EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy

ER — endoplasmic reticulum — siateczka $srodplazmatyczna

FBXO?2 - F-box protein 2 — biatko z domeng F-box, posredniczy w ubikwitynacji biatek
przeznaczonych do degradacji w proteasomach

FBXO30 - F-box protein 30 — biatko z domeng F-box, posredniczy w ubikwitynacji biatek
przeznaczonych do degradacji w proteasomach

FBXO6 - F-box protein 6 — biatko z domeng F-box, posredniczy w ubikwitynacji biatek
przeznaczonych do degradacji w proteasomach

13



FRAPL1 - FK506 binding protein 12-rapamycin associated protein 1 — biatko 1 zwigzane
Z rapamycyng-biatko 12 wigzace FK506

GDAP1 - ganglioside induced differentiation associated protein 1 — biatko 1 zwigzane

Z roznicowaniem indukowanym gangliozydem, bierze udziat w podziale mitochondriow
GJBL1 - gap junction protein, beta 1 — biatko koneksyny 32

GlIn - glutamina

GTP - guanozynotrifosforan

His - histydyna

HMN - hereditary motor neuropathy — dziedziczna neuropatia ruchowa

HMSN - hereditary motor-sensory neuropathy — dziedziczna neuropatia ruchowo-czuciowa

HMSN Il — hereditary motor-sensory neuropathy — dziedziczna neuropatia ruchowo-czuciowa

typu aksonalnego
HMSN V - dziedziczna neuropatia ruchowo-czuciowa z objawami piramidowymi
HMSN VI - dziedziczna neuropatia ruchowo-czuciowa z zanikiem nerwu wzrokowego

HNPP - hereditary neuropathy with liability to pressure palsy — dziedziczna neuropatia

Z nadwrazliwo$cig na ucisk

HR - domena heptad repeats — domena powtorzen siedmiu hydrofobowych aminokwasow
HSN - hereditary sensory neuropathy — dziedziczna neuropatia czuciowa

lle - izoleucyna

KIF1B - kinesin family member 1B — biatko 1B nalezace do rodziny kinezyn

Leu - leucyna

MAM - mitochondria associated membranes — btony zwigzane z mitochondriami

MFN2 - mitofuzyna 2

MLPA - Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification — metoda polegajgca

na amplifikacji sond zaleznej od multipleksowej ligacji
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MRI - magnetic resonance imaging - obrazowanie metoda rezonansu magnetycznego

NCBI - National Center for Biotechnology Information - Narodowe Centrum Informacji

Biotechnologicznej

NPPA - natriuretic peptide A - peptyd natriuretyczny A

NPPB - natriuretic peptide B - peptyd natriuretyczny B

OPAL - optic atrophy 1 - biatko zaniku nerwu wzrokowego 1

OXPHOS - fosforylacja oksydacyjna

PEX14 - peroxisomal biogenesis factor 14 - czynnik 14 biogenezy peroksysomow

PMSCL2 - polymyositis/scleroderma autoantigen 2 - autoantygen 2 zapalenia

wielomig$niowego/twardziny skory

RFLP - Restriction Fragments Length Polymorphism - polimorfizm dtugosci fragmentow

restrykcyjnych

TARDBP - transactive response DNA binding protein - biatko wigzace TAR DNA
Thr - treonina

TM - domena przezblonowa

TNFRSF8 - tumor necrosis factor receptor superfamily, member 8 - nadrodzina receptora

czynnika martwicy nowotworu, element 8

Trp - tryptofan

Tyr - tyrozyna

UBE4B - ubiquitination factor E4B - czynnik ubikwitynacji E4B
Val - walina

VPS13D - vacuolar protein sorting 13 homolog D - homolog D wakuolarnego biatka

sortujacego
X - kodon stop

XD - dziedziczenie dominujace sprz¢zone z chromosomem X
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1. WSTEP
1.1 Kalendarium

Niemal dwiescie lat temu (XIX w.) Jean-Martin Charcot, Pierre Marie i Howard Tooth
po raz pierwszy opisali chorobe — polineuropati¢, okreslang potem mianem choroby Charcot-

Marie-Tooth (CMT) lub dziedziczng polineuropatig ruchowo-czuciowg (HMSN) (1).

Wiedza o molekularnym podtozu dziedzicznych polineuropatii ruchowo-czuciowych
wcigz sie zwicksza (Ryc. 1). Odkrycia nowych genow odpowiadajacych za patogeneze tej
grupy chorob utatwity ich diagnostyke i dostepnos¢ do poradnictwa genetycznego.

Na podstawie badan klinicznych i eletrofizjologicznych wyrozniono dwa typy
polineuropatii — typ demielinizacyjny (CMTI1, o obnizonej szybkosci przewodzenia
w nerwach ruchowych <38 m/s) i typ aksonalny (CMT2, o normalnej lub w niewielkim
stopniu obnizonej szybkosci przewodzenia w nerwach ruchowych >38 m/s) (2, 3). W oparciu
o wyniki badan molekularnych i rodzaj dziedziczenia w obrebie kazdej z dwoch grup
glownych wyodrgbniono podtypy, numerowane kolejnymi literami alfabetu (np. CMTL1A,
CMT2M). Za kazdy podtyp odpowiadajg mutacje innego genu. Niektore formy CMT maja

swoje charakterystyczne cechy fenotypowe.

W latach 90-tych ubieglego wieku stwierdzono, ze podtoze genetyczne choroby
CMT1 jest heterogenne. Droga do odkrycia genu odpowiadajacego za polineuropati¢
aksonalng czuciowo-ruchowa (chorobg Charcot-Marie-Tooth typu 2), bedaca przedmiotem
zainteresowania niniejszej pracy, w sposob niejednoznaczny doprowadzita do oczekiwanego
wyniku. Hentati i wsp. (1992) badali podobienstwo podtoza genetycznego obu typow choroby
— CMT1 i CMT2 — za pomocg analizy sprzezen w rodzinach z dziedziczng polineuropatig
aksonalng. Okazato si¢ jednak, ze taki zwigzek nie istnial. Wykluczono sprzezenie genetyczne
choroby CMT2 ze znanymi wowczas loci dla choroby CMT1 (4). Rowniez Loprest i wsp.
W tym samym roku stwierdzili, ze oba typy choroby majg inne podtoze genetyczne (5).
W 1993 roku Ben Othmane zauwazyt heterogenno$¢ genetyczng CMT2. Stwierdzono,
ze choroba CMT charakteryzujaca si¢ pierwotnym uszkodzeniem aksonoéw wiaze si¢ z co
najmniej dwoma genami — r6znymi od genow zwigzanych z CMT1. Wtedy po raz pierwszy
okazato si¢, ze locus choroby, w ktorym mutacje sa odpowiedzialne za zachorowanie,
znajduje si¢ na krotkim ramieniu chromosomu 1 (1p35-p36) i okre$lono, jako CMT2A (6).
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W 1997 roku Saito i wsp. za pomoca analizy sprz¢zen zidentyfikowali w dwoch japonskich
rodzinach region sprzg¢zony z chorobg CMT2A réwniez w locus (1p35-p36) (7). W 2001 roku
ta sama grupa badaczy zidentyfikowala gen, w ktérym stwierdzono mutacje u chorych
w jednej z uprzednio opisywanych japonskich rodzin. Gen ten koduje biatko motoryczne
kinezyne KIF1B i znajduje si¢ w opisywanym wczesniej regionie (1p35-p36) (8). Funkcje
biologiczne biatka KIF1B wskazuja, ze mutacje wyst¢gpujace w genie kodujacym to biatko
mogtyby odpowiada¢ za patogenezg choroby CMT2A.

ICMTZA z objawami piramidowymi

‘Y | CMT2A z zanikiem nerwu wzrokowego
Jean f;luni;1 ("h;u‘cul( |’iL‘;TL‘ .\1:u‘|;- ~ Howard Tooth Stephan Ziichner
1886 1980 1993 2001 2004 2005 2006
\
pierwsze opisy choroby Charcot-Marie-Tooth T
|odkrycie mutacji w genie MFN2 u pacjentow z CMT2A

|mutacja w genie K]FIBI

heterogennos¢ genetyczna CMT2
1p35-p36 - locus dla choroby CMT2A

CMT]1 - szybko$¢ przewodzenia w nerwach <38 m/s
CMT2 - szybko$¢ przewodzenia w nerwach >38 m/s

Rycina 1. Kalendarium — schematyczne przedstawienie najwazniejszych odkry¢ prowadzacych do
obecnego stanu wiedzy na temat mutacji w genie MFN2, powodujgcych chorob¢ CMT2, wraz
z datami.

Badania na modelu mysim wykazaty, ze biatko KIF1B, izoforma KIF1Bf kodowana
przez wariant genu, powstalty w wyniku alternatywnego splicingu, specyficznie wigze si¢
Z pecherzykami zawierajacymi biatka pecherzyka synaptycznego, takie jak synaptogamina,
synaptofizyna i SV2 (8). Jest to bialko motoryczne poruszajace si¢ wzdhuz mikrotubul
w kierunku (+) (9). KIF1B transportuje prekursory pecherzyka synaptycznego w aksonie
od ciata komoérki do synapsy (10). Analiza modelu mysiego pozbawionego genu kiflb

wykazata, ze zwierzeta umieraty przy urodzeniu z powodu bezdechu pojawiajgcego si¢
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W wyniku uszkodzen uktadu nerwowego. U zwierzat tych stwierdzono mniej synaps
I pecherzykow synaptycznych, co potwierdza hipoteze, ze nieprawidlowe biatko KIF1B
u ludzi moze powodowa¢ chorob¢ zwigzang z uszkodzeniami aksonéw. Myszy
z heterozygotyczng delecjag genu Kiflb wykazywaty postepujacg neuropatiec o podobnych
objawach, jakie wystepujg u ludzi z polineuropatig (8).

Zhao i wsp. stwierdzili wystepowanie mutacji w genic KIF1B (p.GIn98Leu)
w japonskiej rodzinie, w ktorej stwierdzono chorob¢ CMT2. Teze, ze mutacja ta odpowiada
za pojawienie si¢ choroby, popierajg szerokie badania funkcjonalne wykonane na hodowlach

komoérkowych i modelu zwierzecym.

Odkrycie zwigzku genu KIF1B z chorobg CMT2 spowodowato, ze badania nad
podtozem genetycznym tej polineuropatii skupity si¢ na badaniu wspomnianego genu,
zatrzymujac w ten sposob dalsze poszukiwania. Oprocz wymienianej japonskiej grupy
nikomu, jak dotad, nie udato si¢ zidentyfikowaé¢ mutacji w genie KIF1B u chorych na CMT2.
Pojawiaty si¢ prace sugerujace zaangazowanie innego genu w wystgpowanie choroby CMT2
(11). Dodatkowo z ustnych przekazéw wiadomo, ze po dzi§ dzien nie udostepniono DNA

rodziny japonskiej innym grupom badawczym.

W 2004 roku zespdt Stephana Ziichnera podjal si¢ zbadania az siedmiu
wielopokoleniowych rodzin, w ktorych zdiagnozowano chorobg CMT2A. W zadnej z nich nie
stwierdzono mutacji w genie kodujgcym kinezyne KIF1B. Wykluczono réwniez
wystepowanie mutacji w 14 innych genach, znajdujacych si¢ w obrgbie regionu chromosomu
zwigzanego z CMT2A, o ktéorych wiadomo, ze ulegaja ekspresji w uktadzie nerwowym
(UBE4B, PEX14, TARDBP, PMSCL2, FRAP1, KIAA1337, FBXO2, FBX30, FBXO6, CLCNS,
NPPA, NPPB, TNFRSF8 i VPS13D) (12). We wszystkich siedmiu rodzinach zidentyfikowano
natomiast mutacje zmiany sensu (ang. missense) w genie kodujacym biatko zewngtrznej
btony mitochondrialnej — mitofuzyng 2 (MFN2). Dr Vance, jeden z najwybitniejszych
znawcOw genetycznie uwarunkowanych polineuropatii, miat nawet powiedzie¢: ,,No-one has
really looked at this gene in people and certainly not in the nervous system so this was an
unexpected finding” (w The Lancet Neurology, tom 3 czerwiec 2004, w artykule autorstwa
Jane Bradbury). Poza tym w 36 rodzinach, w ktérych wystepowala polineuropatia
genetycznie uwarunkowana, zidentyfikowano dodatkowych siedmiu chorych z mutacjami
w genie MFN2. Autorzy postulowali wtedy, ze to mutacje w genie mitofuzyny 2 sg pierwotng

przyczyng zachorowania na CMT2A, 1 ze wiedza ta pozwoli na poznanie patofizjologii
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choroby. Praca grupy Ziichnera byla przetomowa dla badan nad CMT2, poniewaz mimo
wiedzy na temat tej choroby, dopiero od jej ukazania si¢ mozliwe bylo podjecie diagnostyki
genetycznej chorych, a zatem takze okreslenie fenotypu tej choroby. Od tamtego czasu wcigz
pojawiajg si¢ nowe doniesienia o mutacjach w genie kodujgcym biatko mitofuzyny 2 i nadal

rozszerza si¢ zakres fenotypow z nimi zwigzanych.

1.2 Fenotyp choroby CMT2

Choroba Charcot-Marie-Tooth (CMT) jest polineuropatia obwodowa, w ktorej
rozrozniono dwa typy ze wzgledu na typ uszkodzenia. Wyr6znia si¢ demielinizacyjny typ
choroby okre§lany mianem choroby Charcot-Marie-Tooth typu 1, gdzie pierwotnemu
uszkodzeniu ulega ostonka mielinowa komodrki nerwowej i aksonalny typ choroby okres§lany
mianem choroby Charcot-Marie-Tooth typu 2, gdzie pierwotnym uszkodzeniem jest zanik
aksonoéw. Choroby kregu Charcot-Marie-Tooth zaliczaja si¢ do dziedzicznych neuropatii
ruchowo-czuciowych — HMSN (ang. hereditary motor-sensory neuropathy), ktore to pojecie
W niniejszej pracy jest stosowane zamiennie z pojeciem choroby CMT. HMSN II oznacza
chorobe HMSN z pierwotnym uszkodzeniem aksonow, odpowiadajaca pojeciu choroby
CMT?2. Fenotyp charakterystyczny dla aksonalnej postaci choroby Charcot-Marie-Tooth 2A
jest klasycznym fenotypem CMT2. Do gltownych objawow zalicza si¢ zanik i1 oslabienie
odsiebnych migéni konczyn dolnych, rzadziej géornych. U chorych wystgpuja réwniez

zaburzenia czucia.

U wigkszosci chorych poczatek choroby przypada na pierwsza lub druga dekade zycia.
Przebieg choroby w tej formie CMT zwykle jest cigzki lub umiarkowany i koreluje z wiekiem
wystgpienia pierwszych objawdw. Wczesny poczatek zwykle laczy sie z wigkszym
nasileniem objawow klinicznych i szybszym postgpem choroby (13). Z kolei pézny poczatek
obserwowany jest raczej u chorych z tagodnym przebiegiem i wolng progresja objawow.
Wsrod chorych z CMT2A dominuje jednak ciezszy fenotyp. W literaturze opisano bardzo
niewielu pacjentow z CMT2 ze stwierdzonymi mutacjami mitofuzyny 2 z pdznym

poczatkiem objawow, przypadajacym w piatej lub szdstej dekadzie zycia (14).

Wsréd pacjentow z CMT2 ze zidentyfikowanymi mutacjami w genie mitofuzyny 2
sg rowniez chorzy z objawami nietypowymi dla CMT, jak objawy piramidowe (HMSN V)
w przypadku mutacji ¢.493C>G (15) i zanik nerwu wzrokowego (HMSN V1) w przypadku

19



mutacji ¢.280C>T (p.Arg94Trp), c.617C>T (p.Thr206lle), c.827A>G (p.GIn276Arg,
€.1081C>T (p.His361Tyr), ¢.1090C>T (p.Arg364Trp) i ¢.1252C>T (p.Arg418X) (16). Znane
sg rowniez przypadki, w ktorych mutacje w genie mitofuzyny 2 odpowiadaja za neuropati¢
aksonalng z niedostuchem (mutacja ¢.617C>T; p.Thr206Ile) (16). Dodatkowo wraz z CMT2
i mutacjami w genie MFN2 stwierdzano takie objawy dodatkowe, jak chrypka, skolioza,
drzenie. U niektorych chorych stwierdzono zmiany demielinizacyjne (MRI) w osrodkowym

uktadzie nerwowym (17).

W wigkszos$ci przypadkow choroba dziedziczy si¢ w sposob autosomalny dominujacy.
Istnieja jednak nieliczne rodziny, gdzie stwierdzono dziedziczenie autosomalne recesywne
oraz rdbwnoczesne wystgpowanie mutacji w genie mitofuzyny 2 w dwoch loci oraz innym

genie, jak gen GDAP1 i OPAL (18-20).

1.3 Gen mitofuzyny 2 — obecny stan badan

Od odkrycia Stephana Ziichnera (12) kilka oSrodkéw na $wiecie zaj¢to si¢ badaniem
genu mitofuzyny 2 wsrod pacjentéw z dziedziczng neuropatig czuciowo-ruchowa (Ryc. 2).
W ostatnich latach ukazaty si¢ prace omawiajace badania populacyjne dotyczace mutacji
W genie kodujagcym mitofuzyng 2 wsrod pacjentow z CMT2. Juz w 2006 roku pojawito sie¢
opracowanie dotyczace dystrybucji mutacji w genie kodujagcym biatko mitofuzyny 2 oparte
0 badania rodzin o réznym pochodzeniu etnicznym. Praca powstala we wspolpracy
z o$rodkami z Niemiec, Belgii, Bultgarii, Czech, Austrii, Izraela, Serbii, Portugalii, Panamy,
Stanow Zjednoczonych i Polski (13). To w tej pracy przedstawiono badania pilotazowe
poszukiwania mutacji w genie kodujagcym biatko mitofuzyny 2 wsrdd polskich pacjentow
Z chorobg CMT2 prowadzone przez Zespdt Nerwowo-Migsniowy Instytutu Medycyny
Dos$wiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN w Warszawie. W grupie 20
chorych stwierdzono 2 mutacje w genie MFN2 u pacjentow z jednej rodziny, co bylo
obiecujacym wynikiem dla pdzniejszych badan populacyjnych 1 stato si¢ przyczyng dalszych

badan omawianych w niniejszym opracowaniu.
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Rycina 2. Mapa konturowa $wiata z zaznaczonymi na czerwono o$rodkami naukowymi zajmujacymi
si¢ badaniem genu mitofuzyny 2 u pacjentéw z chorobg Charcot-Marie-Tooth.

W 2010 roku ukazata si¢ praca przedstawiajaca czestos¢ mutacji w genie MFN2
w norweskiej populacji pacjentow o szerokim fenotypie polineuropatii. Mutacje w genie
mitofuzyny 2 stwierdzono u pacjentdow z demielinizacyjng formg CMT (CMTI1), CMT2,
posrednig demielinizacyjno-aksonalng formg CMT oraz z czysta ruchowa neuropatig

(dHMN)), co dato ogdlng czgstos¢ wystepowania mutacji w genie MFN2 réwnag 3,4% (21).

W 2011 roku Lin i wsp. podjeli badania grupy 36 pacjentow z CMT2 wsrod
Chinczykoéw Han na Tajwanie, uzyskujac 13,9% czesto$¢ wystepowania mutacji w genie

MFN2 (22).

Kolejne doniesienia o badaniach populacyjnych wsrdd pacjentéw z chorobami kregu
Charcot-Marie-Tooth pojawity sie¢ w 2013 roku. Badania z Niemiec wykazaly 8% czestos¢
wystepowania mutacji w genie MFN2 wsrod pacjentow z CMT2 (23), badania hiszpanskie
wykazaly bardzo niska czestos¢ mutacji w genie MFN2 w populacji chorych, réwna 2,5%
(24). Najbardziej interesujace wyniki, ze wzgledu na potozenie geograficzne na wschodzie
Europy, pochodzg z Czech — 7,2% mutacji u pacjentow z chorobg CMT2 (25) oraz z Rosji —
3% mutacji u pacjentow z chorobg CMT?2 (26).

W 2014 roku pojawito si¢ obszerne opracowanie badan populacyjnych wsrod

wloskich pacjentow, gdzie stwierdzono az 28,9% czesto§¢ wystepowania mutacji w genie
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MFN2 u pacjentéw z chorobg CMT2 (27). Podobnie wysoka czestos¢ wystepowania mutacji
w genie MFN2 u pacjentow z CMT2 zanotowano W Korei (28).

1.4 Rozmieszczenie mutacji w genie mitofuzyny 2

Wigkszos¢ mutacji w genie kodujagcym biatko mitofuzyny 2 u pacjentow z dziedziczng
neuropatia czuciowo-ruchowa to mutacje typu zmiany sensu (ang. missense), nieliczne to
delecje nukleotydow, ktorych wg Bergamin (2014) jest 9 (13, 18, 22, 27, 29, 29-32), mutacje
wprowadzajace przedwczesny kodon stop, ktérych wg Bergamin (2014) jest 5 (13, 18, 33, 34)
i 6 mutacji splicingowych (14, 35-39). W literaturze do tej pory opisano tylko jedng rodzine
Z delecja catego eksonu 7 i 8 genu mitofuzyny 2 (18).

Z ponad stu mutacji zidentyfikowanych w genie kodujagcym biatko mitofuzyny 2 az
okoto 40 znajduje si¢ w domenie GTPazowej, a ponad 30 lokalizuje si¢ w regionie

mi¢dzydomenowym biatka, miedzy domeng GTPazowa i domeng CC1 (Ryc. 3).

Wsrdd pozycji, w jakich stwierdzono mutacje w genie mitofuzyny 2 mozna wyrdznic
takie, ktore mozna uzna¢ za tzw. gorace miejsca mutacji (ang. hotspot). Takie gorace regiony
mutacji (ang. hotspot mutation region) wedlug stownika w Genetic Home Reference
[http://ghr.nlm.nih.gov/glossary=hotspotmutationregion z dn. 25.06.2014] oznaczaja regiony
o wysokiej podatno$ci na mutacje, gdzie mutacje wystepuja z wyzsza czestoscia, ze wzgledu
na pewng niestabilno$¢, tendencje do nierdéwnomiernego crossing-over lub szczegdlng
predyspozycje chemiczng do podstawien nukleotydow. Najbardziej prawdopodobnym
hotspotem w genie mitofuzyny 2 jest kodon 94, w ktérym stwierdzono az 37 przypadkow
podstawien nukleotydow, powodujacych zmiang aminokwasu argininy na tryptofan,
glutamine, glicyng, proling, w zaleznosci od danego podstawienia nukleotydowego. Pozycja

ta lokalizuje si¢ tuz przed domeng GTPazowg biatka mitofuzyny 2, na jego N-koncu.

Kolejng bardzo czesto ulegajaca mutacjom pozycja w genie kodujacym biatko
mitofuzyny 2 jest kodon 364 w biatku, gdzie aminokwas argininy zmienia si¢ na tryptofan,
proling i glutamine, w zalezno$ci od podstawienia nukleotydowego. Takich przypadkow
W literaturze zanotowano az 26. Pozycja ta lokalizuje si¢ w regionie mi¢dzydomenowym,

migdzy domeng GTPazowa i domeng CCl1.
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Dos¢ duzg podatnoscig na mutacje charakteryzuje si¢ roéwniez kodon 468 w regionie
mi¢dzydomenowym, mi¢dzy domeng CC1 i domeng przezbtonowa (TM), gdzie az w 11
przypadkach na §wiecie, w wyniku mutacji, w miejsce argininy wstawiana jest histydyna.
Podobnie w pozycji 104 w domenie GTPazowej biatka mitofuzyny, argining w wyniku
mutacji az w 10 przypadkach zastepuje tryptofan. W tej domenie réwniez w 9 przypadkach
stwierdzono podstawienia nukleotydéw, powodujace zamian¢ histydyny 165 na kwas

asparaginowy, tyrozyng, argining (najcze¢sciej, bo 6 razy) i leucyng.

Nr aminokwasu Hot . e
T " ot spoty mutacji
w biatku MFN2 poty
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Rycina 3. Schematyczne przedstawienie biatka mitofuzyny 2 wraz z domenami (GTP-aza — domena
hydrolizujaca GTP, CC1 i CC2 — domeny coiled coil 1 i 2, TM1 i TM2, podzielona na dwie czgsci
domena przezbtonowa (ang. transmembrane domain)) i zaznaczonymi pozycjami aminokwasowymi,
w ktorych znajdujg si¢ tzw. gorace miejsca mutacji (ang. hot spot) w odpowiednich nukleotydach genu
MFN2. Numeracj¢ aminokwaséw odpowiadajacych poszczegdlnym domenom biatka zaczerpnigto ze
strony www.uniprot.org/uniprot/095140 (stan z dn. 17.11.2014).

Oprécz bardzo duzej liczby mutacji stwierdzonych w genie mitofuzyny 2
powodujacych genetycznie uwarunkowane neuropatie czuciowo-ruchowe, w genie
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kodujacym biatko mitofuzyny 2 znajduje si¢ rowniez okoto 1000 wariantow sekwencyjnych
[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp], wsréd ktoérych obecne sg zaréwno czgste polimorfizmy,
jak i rzadkie, oraz warianty o nieznanym statusie patogennosci. Wyniki badan populacyjnych
zalaczanych do bazy danych NCBI uzyskano w wigkszos$ci poprzez poddanie analizie
roznych grup etnicznych, co pozwala na obserwacje réznic w czestosciach wystepowania
poszczegolnych wariantow sekwencji genu MEN2 w zalezno$ci od pochodzenia etnicznego.
Na uwage zastuguja warianty sekwencji genu MFN2 o nieokreslonym statusie patogennosci.
Status patogennos$ci wariantu jest trudny do okreslenia, gdy nie przeprowadzano badan
populacyjnych i nie wiadomo, czy dany wariant wystepuje w grupie osoéb zdrowych i z jaka

czestoscia.

Szczegodlng trudnos¢ dla genetykow stanowia takie wlasnie warianty o nieokres§lonej
patogennosci. Problem z odniesieniem si¢ do wariantu, jako do mutacji patogennej, jest
wazny w kontekscie poradnictwa genetycznego i opracowywania testow diagnostycznych
dla konkretnej jednostki chorobowej. Przypadek genu mitofuzyny 2 jest szczegdlny z tego
wzgledu, ze liczba wariantow sekwencji jest bardzo duza i u poszczegolnych pacjentow
wystepuja zestawy wariantow. Problem stanowia takze warianty, ktore uchodza za mutacje
patogenne, jednak nie wywotlujg objawow choroby. Tak byto w przypadku polskiej rodziny
z pierwszych w Polsce badan nad genem mitofuzyny 2, w ktorej wykryto mutacje
heterozygotyczne p.Arg250Trp u ojca probanta i p.Arg400X u matki probanta, przy czym
oboje rodzice sg zdrowi. Choroba ujawnita si¢ u syna, ktory odziedziczyt oba zmutowane

allele genu MFN2 (13), (Ryc. 4).
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Rycina 4. Rycina przedstawia uproszczony rodowod rodziny polskiej z badan pilotazowych (13),
w ktorej zidentyfikowano mutacje w genie MFN2 (a); widoczny zanik migéni konczyn dolnych
u chorego chtopca z rodziny (II:1) (b).

1.5 Bialko mitofuzyny 2 — lokalizacja komorkowa i funkcje

Gen mitofuzyny 2 lokalizuje si¢ na krotkim ramieniu chromosomu 1 w locus 1p36.22
i sktada si¢ z 19 eksonow, z czego 17 jest kodujacych. Gen ten koduje biatko mitofuzyny 2
(MFN2), ktére zakotwiczone jest w zewngtrznej blonie mitochondrialnej. U ssakow biatko
MEFN?2 liczy 757 aminokwasow. Oba konce biatka mitofuzyny 2, zarowno N-koniec, jak i C-
koniec, zwrécone sg do cytoplazmy. Jest to biatko o aktywnos$ci GTP-azy, a wigc posiada
domen¢ GTP-azowa, dwie domeny coiled-coil (CC1 i CC2, nazywane tez domenami heptad
repeats, odpowiednio, HR1 i HR2, zlozonymi z powtorzen siedmiu aminokwasow
hydrofobowych) i jedng dwuczeSciowg domeng przezblonows, ktora kotwiczy biatko
w dwuwarstwie lipidowej. Domena GTP-azowa odpowiada za hydrolize¢ GTP, co jest
niezbedne do fuzji zewngtrznych bton mitochondrialnych (40). Mitofuzyna 2 moze tworzy¢
homodimery, tj. laczy¢ si¢ z drugim biatkiem mitofuzyny 2 lub tworzy heterodimery

Z biatkiem mitofuzyny 1. Dimeryzacja mitofuzyn pozwala na fuzj¢ bton mitochondrialnych.
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W ten sposob biatko mitofuzyny 2 jest cze$cig mechanizmu utrzymujacego dynamike bton

mitochondrialnych, czyli rownowage migdzy podziatami a fuzjg tych organelli.

Domeny coiled coil (inaczej, heptad repeats) odpowiadaja za tworzenie kompleksow
miedzy mitofuzynami 1 i 2 (kompleksy heterotypowe biatka mitofuzyny 1 i mitofuzyny 2)
i migdzy dwoma biatkami mitofuzyny 2 (kompleksy homotypowe dwoch biatek
mitofuzyny 2) (41).

Okazalo si¢, ze biatko mitofuzyny 2, oprocz udzialu w kontroli dynamiki sieci
mitochondrialnej w komorce, pelni jeszcze inne role (Ryc. 5). Mianowicie, biatko
mitofuzyny 2 lokalizuje si¢ rowniez w blonie siateczki $rodplazmatycznej (ER, ang.
endoplasmic reticulum) 1 jest go wyraznie wigcej w btonach zwigzanych z mitochondriami
(MAM, ang. mitochondria associated membranes), gdzie doprowadza do kontaktu ER
I mitochondrium, kontrolujagc w ten sposob przeptyw jondw wapnia. Ponadto biatko MFN2
wptywa na prawidlowa morfologic ER. Jak dowiedziono poprzez doswiadczenia
na hodowlach mysich fibroblastéw embrionalnych, komoérki pozbawione biatka mitofuzyny 2

wykazywaty nienormalnie napgczniaty siateczke §rodplazmatyczng w formie agregatow (42).
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biatka motoryczne /.
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mikrotubula

Rycina 5. Schematyczne przedstawienie podstawowych funkcji biatka mitofuzyny 2 w komorce
(rycina opublikowana w Kotruchow et al. (2011) Postepy Biochemii 57:283-93)

Mitofuzyna 2 ma rowniez swoj udziat w regulacji apoptozy. Wyciszenie genu MFN2
w komodrkach HeLa powodowalo przyspieszenie uwalniania cytochromu c¢ indukowanego

rekombinowanym bialkiem Bid, ktére jest proapoptotycznym czlonkiem rodziny Bcl-2
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i aktywuje biatka Bax/Bak. Brak ekspresji genu mitofuzyny 2, a zatem zaburzenie rownowagi
podziatu i fuzji mitochondriéw, powoduje podwyzszong czuto$¢ na bodzce proapoptotyczne.
Dokonano takze obserwacji, ze brak ekspresji genu MFN2 powoduje fragmentacje

mitochondriow (43, 44).

Stwierdzono réwniez, ze niezalezng od fuzji bton mitochondrialnych funkcja biatka
mitofuzyny 2 jest regulacja metabolizmu mitochondrialnego. Zaburzenia w biatku
mitofuzyny 2 typu ,,loss-of-function” powodujg w komoérkach mig$niowych zmniejszenie
aktywnos$ci lancucha transportu elektrondéw oraz zmiang¢ ekspresji gendw kodujacych
podjednostki uktadu OXPHOS, ktore sa cze$ciag kompleksu I, II, IIl i V, co prowadzi
do zmniejszonej aktywnosci pewnych sktadnikow wspomnianego uktadu, podczas gdy
nadekspresja genu MFN2 powodowata aktywacj¢ metabolizmu mitochondrialnego
i zwiekszenie ekspresji podjednostek uktadu OXPHOS (45).

W pracy Misko i wsp. (46) przedstawiono dowody, ze biatko mitofuzyny 2 jest
czeScig czasteczkowego kompleksu taczacego mitochondria z biatkami motorycznymi —
kinezynami. Oznacza to, ze biatko mitofuzyny 2 bierze czynny udziat
w transporcie mitochondriow w aksonach wzdluz mikrotubul. Dzieje si¢ tak, poprzez
oddziatywania biatka mitofuzyny 2 z biatkami Miro i OIP106/GRIF1 (46). I chociaz biatka
Miro sa Scisle zwigzane z transportem za pomoca kinezyn, to, podobnie jak przedstawialy si¢
badania nad Drosophila melanogaster, utrata biatka MFN2 lub Miro2 wplywa na transport
mitochondriow, w ktérym posredniczg zarowno kinezyny, jak 1 dyneiny, czyli wptywa
na wewnatrzkomorkowy transport organelli w kierunku konca (+) oraz w kierunku konca (-)
mikrotubul (47). Badania mutantow p.Leu76Pro, p.Arg94Gln, p.Pro251Ala i p.Arg280His
biatka mitofuzyny 2 pokazaly, ze zmutowane biatko powoduje agregacje mitochondriéw
w hodowlach neuronéw DRG (48). Jednak zaburzenia transportu powodowane mutacjami
w genie MFN2, prowadzacymi do polineuropatii obwodowej nie uniemozliwiajg powstania
kompleksu MFN2-Miro-OIP106, ale najprawdopodobniej dzialaja poprzez zmiang regulacji
calego aparatu transportu za pomoca kinezyn poprzez wptyw na wydajno$¢ i przytaczanie do

mikrotubul (46).

Zatem biorac pod uwage réznorodno$¢ funkcji pelnionych przez biatko mitofuzyny 2
w komorkach, mozliwych jest kilka hipotez dotyczacych patogenezy dziedzicznej neuropatii
czuciowo-ruchowej. Misko i wsp. postuluja, ze to raczej zaburzenia w transporcie

mitochondrialnym odpowiadajg za patogencze CMT2A, a nie zaburzenia fuzji blon
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mitochondrialnych (46). Jednak zaburzenia w fuzji blon mitochondrialnych taczg sie
z zaburzeniem calej réwnowagi sieci mitochondrialnych w komorce, ich nienaturalng
fragmentacja i zmiang potencjalu btonowego. Niezaleznie od tego zaburzony metabolizm
energetyczny komorek i1 nieprawidlowosci w budowie tancucha oddechowego moga mied
wplyw na rozwini¢cie choroby, poniewaz zaatakowane w danej chorobie komorki (uktadu
nerwowego 1 tkanki migéniowej) majg szczegdlnie aktywny metabolizm komorkowy, ktérego
jakakolwiek zmiana moze powodowaé zaburzenia chorobotworcze (45). Réwniez zaburzenia
w przeptywie jonéw wapnia migdzy siateczka S$rddplazmatyczng i mitochondrium maja
negatywny wplyw na funkcjonowanie komorki. Dzieje si¢ tak ze wzgledu na to, ze
naruszatoby to tworzenie tzw. mikrodomen wysokiego stezenia Ca®’, co jest kluczowe dla
pobierania jonéw wapnia przez mitochondria (49, 50). Prawidlowy przeptyw jonow wapnia
jest konieczny ze wzgledu na to, ze wapn reguluje aktywno$¢ enzyméw mitochondrialnych,
aktywnos$¢ enzymow kwasow trikarboksylowych, jak dehydrogenaz o-ketoglutaranoweyj,
izocytrynianowej i pirogronianowej oraz reguluje aktywnos¢ tancucha transportu elektronow
(51).

Jednak Zadna z wymienionych powyzej hipotez nie zostata udowodniona, jako Zrodto
patogenezy dla choroby CMT2A 1 jest wysoce prawdopodobne, ze mutacje w genie
mitofuzyny 2 moga jednoczesnie wptywac¢ na wigcej niz jedng z funkcji biatka 1 powodowac

uszkodzenia aksonow poprzez kumulacje efektow danego zaburzenia.
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2. CEL PRACY

Celem pracy byto okreslenie profilu mutacji w genie mitofuzyny 2 wsrod pacjentdow
Z genetycznie uwarunkowang polineuropatig aksonalng. W pracy podjeto probe okreslenia
czestosci mutacji w genie mitofuzyny 2 u pacjentow z CMT2 w populacji polskiej
I identyfikacji wariantow sekwencji genu mitofuzyny 2 u poszczegdlnych pacjentow. Podjeto
rowniez probe odpowiedzi na pytanie, jaki fenotyp chorych z CMT powinno poddawac si¢

badaniu genu MFN2 w pierwszej kolejnosci.

Szczegotowym celem pracy byla analiza regionu kodujacego genu mitofuzyny 2, ztaczy
intron-ekson oraz analiza regionu promotorowego genu mitofuzyny 2 i okreSlenie

wystepowania delecji lub duplikacji fragmentow genu mitofuzyny 2.

Sprawdzono rowniez wystgpowanie pierwszej zidentyfikowanej w regionie 1p35-p36

mutacji w rodzinie CMT2 w genie KIF1B (p.GIn98Leu).
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3. MATERIAL
3.1 Chorzy

Badaniami objgto 69 os6b, u ktorych na podstawie obrazu klinicznego i badania
elektroneurograficznego rozpoznano jedna z nastgpujacych chordb: aksonalng neuropatie
czuciowo-ruchowa, obwodowg neuropati¢ ruchowa, neuropati¢ czuciowg lub posrednia
neuropati¢ demielinizacyjno-aksonalng (Tabela 1). Wszyscy chorzy byli konsultowani
w Zespole Nerwowo-Migéniowym w Instytucie Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im.
M. Mossakowskiego PAN przez konsylium lekarskie pod kier. Prof. Ireny Hausmanowej-
Petrusewicz, skladajace si¢ z lekarzy specjalistow w dziedzinie: neurologii, genetyki
klinicznej 1 laboratoryjnej oraz internisty. Kilku chorych zostalo skierowanych na badania
genetyczne z poradni genetycznych. Wszyscy konsultowani chorzy podpisali $wiadoma
zgode na przeprowadzenie badan genetycznych. W badanych rodzinach zebrano wywiad
i wykre$lono kilkupokoleniowe drzewa rodzinne. Chorym wydano wyniki badania
genetycznego na piSmie. Chorym 1 cztonkom rodzin udzielono porady genetyczne;.
W wyjatkowych i uzasadnionych przypadkach (obtozna choroba, koszty podrézy) wynik
badania genetycznego przestano choremu listem poleconym po uprzednim uzyskaniu
pisemnej prosby chorego, zaw. uzasadnienie rezygnacji z przyjazdu na konsultacjg.
Rodowody zawarte w pracy ulegly nieznacznej zmianie (zachowanie anonimowosci bez
uszczerbku dla warto$ci naukowej). Zdjecia zamieszczone w pracy uniemozliwiaja

identyfikacj¢ chorych.

Tabela 1.
Charakterystyka grupy badanej

Rodzina | Chory Sposéb Rozpoznanie Wiek Przebieg Objawy dodatkowe
/inicjaty/ | dziedziczenia | wstepne zachorowania | kliniczny
w latach choroby

R1 GT sporadyczny HMSN I 13 umiarkowany -

R2 SM AD HMSN V dziecinstwo ciezki -

R3 BK sporadyczny HMSN I 6 umiarkowany skolioza

R4 cpP sporadyczny HMSN I wrodzona ciezki ataksja, zmiany
demielinizacyjne w
OUN w badaniach
obrazowych

R5 CD AD HMSN I 10 umiarkowany dysmorfia twarzy

R5 co AD HMSN I 11 umiarkowany -

R6 SP sporadyczny HMSN I 15 tagodny biopsja nerwu
tydkowego: tagodna
przewlekta
polineuropatia
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mieszana

R7 PN AD/XD CMT 1/2 4 fagodny -
R8 FA AD EDMD/HMSN I 2-ga dekada tagodny EDMD wywotana
zycia mutacja ¢.1130G>A
(p.Arg377His) w genie
LMNA
R9 GJ sporadyczny HMN 4-ta dekada ciezki niedostuch, zajecie
zycia miesni proksymalnych
R10 PW sporadyczny HMN 21 umiarkowany, cechy miopatii
szybko widoczne w EMG,
postepujacy zajecie miesni
proksymalnych
R11 KM Sporadyczny HMSN I b.d. tagodny zywe odruchy
kolanowe
R12 NM AD/XD HMSN I b.d. fagodny dysmorfia twarzy
R13 MK AR HMSN I wrodzona ciezki skolioza, przykurcze w
stawach
miedzypaliczkowych
R14 WR sporadyczny HMN 42 zbyt krétki czas | niedowtad miesni
trwania proksymalnych
choroby, aby
okresli¢
przebieg
kliniczny
R15 RP AD HMSN I b.d. umiarkowany skolioza
R16 KK sporadyczny HMSN I dziecinstwo ciezki skolioza, chéd
spastyczny,
niepetnosprawnosc
intelektualna
R17 SM sporadyczny HMSN I 33 umiarkowany zywe odruchy
gtebokie w
koriczynach gérnych i
dolnych
R18 PT sporadyczny HMSN I 5 ciezki ogniska demielinizacji
w OUN w badaniach
obrazowych,
niepetnosprawnos¢
intelektualna
R19 GM sporadyczny HMSN I 15 ciezki drzenie posturalne
rak, nadwzrocznosé,
niepetnosprawnos¢
intelektualna w
stopniu lekkim
R20 KN sporadyczny HMN 6 fagodny drzenie posturalne rgk
R21 oL sporadyczny CMT 1/2 50 fagodny -
R22 PK sporadyczny HNPP 23 tagodny choroba Hashimoto
R23 MD AR HMSN I wrodzona ciezki -
R24 WM sporadyczny HMN 15 tagodny -
R25 RM sporadyczny HMSN I 8 ciezki niepetnosprawnos¢
intelektualna
R26 KM sporadyczny HMSN I 20 fagodny tuszczyca
R27 CA AR/AD HMSN VI 27 ciezki -
R27 GK AR/AD HMSN V/HMS VI b.d. ciezki -
R28 SJ AD HMN b.d. b.d. b.d.
R29 CM AD/XD HMN 27 b.d. b.d.
R30 WA sporadyczny HMSN I 9 trudny do zywe odruchy, objaw
okreslenia Babinskiego
R31 M) sporadyczny podejrzenie 15 miesigc b.d. b.d.
cytopatii zycia

mitochondrialnej

(rozpoznanie
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trudne do
weryfikacji-braki
w dokumentacji)

R32 MM AD/XD CMT 1/2 5 trudny do -
okreslenia
R33 RJ sporadyczny CMT 1/2 wczesne ciezki -
dziecinstwo
R34 TK sporadyczny HMSN I wrodzona ciezki — liczne wady kostne
uzalezniona od
wozka
inwalidzkiego
R35 KK sporadyczny HMSN I wrodzona ciezki makrocefalia, zanik
korowy w okolicy
czotowe;j
R36 MM sporadyczny HMSN I dziecinstwo trudny do zanik prawego nerwu
okreslenia wzrokowego,
padaczka
R37 ZH AD HMSN |1 50 tagodny -
R38 PM AR HSN b.d. b.d. zespdt mozdzkowy
R39 BS AD HMSN I dziecinstwo fagodny cukrzyca
R40 CK AD/XD HMSN I 13 umiarkowany -
R41 RT AD HMSN I 3-cia dekada fagodny -
zycia
R42 SD sporadyczny HSN wczesnhe Trudny do niepetnosprawnosc
dziecinstwo okreslenia intelektualna
R43 CL AD HMSN V z zywymi | 17 ciezki wady kostne
odruchami
R44 (e]] AD/XD HMSN I 15 umiarkowany -
R45 MM AD HMSN I dziecinstwo ciezki -
R46 Wz AD HMSN 11 7 fagodny -
R47 SG sporadyczny HMSN I 33 ciezki, korzysta | -
z wozka
R48 SK sporadyczny HMSN I 4 trudny do makrocefalia
okreslenia
R49 RB AD/XD HMSN 11 50 fagodny -
R50 WM sporadyczny HMSN I 24 umiarkowany -
R51 PP sporadyczny HMSN I 20 fagodny drzenie palcow
R52 WA sporadyczny HMSN I b.d. umiarkowany - ¥
R53 BK AD HMSN II 13 tagodny -
R54 BG AD HMSN I 39 fagodny trombocytopenia
R55 SN AD HMN 40 fagodny drzenie palcow
R56 SK sporadyczny HMSN I 4 ciezki nadwzroczno$é
R57 WR AD HMSN I 35 fagodny -
R57 WJ AD HMSN I b.d. b.d. b.d.
R58 SA sporadyczny HMSN I 35 trudny do skolioza, zaburzenia
okreslenia depresyjne
R59 PT AR HMSN || b.d. b.d. b.d.
R60 GK sporadyczny HMSN I 9 umiarkowany -
R61 KD sporadyczny HMSN I 4 b.d. b.d.
R62 KW sporadyczny HMSN I b.d. fagodny cukrzyca typu I
R63 LM AD CMT 1/2 25 fagodny -
R64 LB sporadyczny HMSN I dziecinstwo tagodny dysmorfia
niepetnosprawnosc
intelektualna w
stopniu lekkim
R65 RZ sporadyczny HMN 14 fagodny -
R66 HB AD/XD HMN 39 fagodny -

* W trakcie badan wykryto mutacje w genie GDAP1 (dane niepublikowane)




W Tabeli zastosowano nastepujace skroty: AD-dziedziczenie autosomalne dominujace, AD/XD —
dziedziczenie autosomalne dominujgce, bez mozliwosci wykluczenia na podstawie rodowodu
dziedziczenia dominujgcego sprzezonego z picia, AR — dziedziczenie autosomalne recesywne, AR/AD
— dziedziczenie autosomalne recesywne lub autosomalne dominujace, HMSN Il — dziedziczna
neuropatia ruchowo-czuciowa typu Il (ang. hereditary motor-sensory neuropathy type I1), HMN —
dziedziczna neuropatia ruchowa (ang. hereditary motor neuropathy), HSN — dziedziczna neuropatia
czuciowa (ang. hereditary sensory neuropathy), HNPP — dziedziczna neuropatia z nadwrazliwoscig
na ucisk (ang. hereditary neuropathy with liability to pressure palsy), CMT 1/2 — choroba Charcot-
Marie-Tooth typu posredniego demielinizacyjno-aksonalna, EDMD — dystrofia mig$niowa typu
Emery-Dreifussa (ang. Emery-Dreifuss muscular dystrophy), b.d. — brak danych

Wsréd chorych znajduje sie 30 przypadkow rodzinnych 1 37 przypadkéw
sporadycznych. Dla dwoch pacjentow nie byt dostgpny wywiad rodzinny dotyczacy chorob
nerwowo-migsniowych. Rodowody wykres§lono acznie dla 67 os6b (Ryc. 7). Wsérdd chorych
z pozytywnym wywiadem rodzinnym, dotyczacym chordb nerwowo-mig$niowych, znajduja
si¢ przypadki o autosomalnym dominujagcym sposobie dziedziczenia (AD), o autosomalnym
recesywnym sposobie dziedziczenia (AR), o dominujagcym sposobie dziedziczenia,
w przypadku ktérego nie mozna bylo wykluczy¢ sprze¢zenia z chromosomem X. W dwoch
przypadkach (rodzina R27) wywiad rodzinny nie dostarczyt informacji, czy ojciec probantow
chorowal na neuropati¢, dlatego sposob dziedziczenia nie zostal ustalony i jest albo
autosomalny dominujacy, albo autosomalny recesywny, w zalezno$ci od tego, czy

odpowiednio, ojciec probantow choruje.

Liczb¢ chorych z rodzin o okreSlonym sposobie dziedziczenia przedstawiono

na rycinie 6.

Sposdb dziedziczenia polineuropatii w grupie badanej

2\

= sporadyczny = AD = AD/XD AR = AD/AR =

Rycina 6. Sposoby dziedziczenia choroby ws$rdd badanych pacjentéw. Zastosowano nastepujgce
skroty: AD-dziedziczenie autosomalne dominujace, AD/XD — dziedziczenie autosomalne dominujace,
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bez mozliwosci wykluczenia na podstawie rodowodu dziedziczenia dominujacego sprzgzonego z
picig, AR — dziedziczenie autosomalne recesywne, AR/AD — dziedziczenie autosomalne recesywne

lub autosomalne dominujace.
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Rycina 7. Rycina przedstawia wybor rodowodow z grupy badanej o dziedziczeniu dominujgcym (a) i
recesywnym (b). Koétkami oznaczono kobiety, kwadratami oznaczono mgzczyzn, przekreslony symbol
oznacza zmarlego, czarne symbole oznaczajg chorych, strzatka wskazuje probanta. Powyzsze
oznaczenia dotycza wszystkich rodowodow zamieszczonych w pracy.

3.2 Grupa kontrolna

Grupeg kontrolng stanowito DNA od 100 zdrowych oséb (50 kobiet i 50 mezczyzn)
migdzy 20 1 50 rokiem zycia. Probki DNA zdrowych, anonimowych 0so6b uzyskano z Zaktadu
Genetyki Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego (Kierownik Zaktadu: prof. Rafat
Ploski).
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4. METODY
4.1 Izolacja genomowego DNA z limfocytow krwi obwodowej pacjentéow

Krew od pacjentéw pobierano za pomocg strzykawek z EDTA. Izolacj¢ genomowego
DNA z limfocytow krwi obwodowej pacjentow przeprowadzono metoda wysalania (52),
polegajacg na odwodnieniu i wytraceniu biatek komérkowych nasyconym roztworem NacCl.
Wyizolowane DNA zawieszano w buforze TE o pH 8,0 (1M TRIS pH 8,0; 0,5M EDTA pH
8,0; woda).

4.2 1zolacja calkowitego RNA z limfocytow krwi obwodowej pacjentow

Krew od pacjentow pobierano za pomocag strzykawek z EDTA. Izolacjec RNA
Z limfocytow obwodowej krwi pacjentdw przeprowadzano wedlug metody Chomczynskiego
(53) z =zastosowaniem ekstrakcji odczynnikiem TRIZOL, zawierajacym tiocyjanian
guanidyny-fenol-chloroform. Wszystkie procedury wykonywano zgodnie z zasadami pracy
z RNA.

4.3 Pomiar stezenia kwasow nukleinowych

Stezenie kwasow nukleinowych mierzono za pomocg urzadzenia Nano Drop,

a nastepnie rozcienczano do stgzenia 20 ng/ul do dalszych badan.

4.4 Tlosciowa reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (quantitative
Real-time PCR)

Za pomoca gRT-PCR wykluczono w grupie badanej duplikacje/delecje fragmentu
genu PMP22 (17pl11.2-p12.). Zastosowano specyficzne wzgledem sekwencji genu PMP22
sondy TagMan i jako gen referencyjny zastosowano gen kodujgcy biatko albuming surowicy
ludzkiej (HSA). Jako kontrole postuzyly osoby zdrowe (2 probki o prawidlowej liczbie
fragmentow genu PMP22), 3 kontrole pozytywne (2 probki z duplikacja i 1 probka z delecja
fragmentu genu PMP22) oraz probe Slepa (woda). Startery i warunki reakcji opublikowali
Aarskog i Vedeler (54). W niniejszej pracy zastosowano je z modyfikacjami wg Kabiznskiej i

wsp. (55). Startery zastosowane w reakcji przedstawiono w ponizszej Tabeli 2:
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Tabela 2.

Startery zastosowane w reakcji real-time PCR.

Starter Sekwencja (5° = 37)

PMP22_ekson 3_F TCTGTCCAGGCCACCATGA
PMP22_ekson 3_R GAAGAGTTGGCAGAAGAACAGGA
HSA_ekson 22_F TGTTGCATGAGAAAACGCCA
HSA_ekson 22_R GTCGCCTGTTCACCAAGGAT

W przypadku sondy dla genu PMP22 zastosowano barwnik fluorescencyjny FAM,
a w przypadku sondy dla genu HSA zastosowano barwnik fluorescencyjny VIC. W przypadku

sond dla obu genow zastosowano wygaszacz TAMRA.

Sekwencje sond TagMan zastosowanych w reakcji Real-time PCR przedstawiono w ponizszej
Tabeli 3:

Tabela 3:

Sekwencje sond TagMan zastosowanych w reakcji real-time PCR.

Sonda Sekwencja (5° = 3°)

Sonda PMP22_ekson 3 | FAM-CCTGTCGATCATCTTCAGCATTCTGTCTCT-TAMRA

Sonda HSA_ekson 12 VIC-AAGTGACAGAGTCACCAAATGCTGCACAG-TAMRA

Reakcje dla obu fragmentow genéow PMP22 i HSA przeprowadzano w jednej
probowce stosujac metode multipleks PCR. Badany DNA stosowano w stezeniu wynoszacym
20ng/ul. Przylaczanie starterow przeprowadzano w temperaturze 60°C. Na podstawie
krzywych topnienia produktow reakcji real-time PCR okreslono wartosci Ct wskazujace
numer cyklu w reakcji, w ktorym ilo$¢ produktu przekroczy wyznaczong warto$¢ progowa.
Z wartosci Ct obliczono wspotczynnik AACt okres$lajacy wzgledna liczbg kopii genu PMP22.
Warto$ci ustanowione w naszym laboratorium dla populacji polskiej (55) wynosza: 0,700-
1,090 dla prawidlowej liczby kopii fragmentu genu PMP22, 1,176-2,324 dla duplikacji
fragmentu genu PMP22 i 0,359-0,595 dla delecji fragmentu genu PMP22.
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4.5 Reakcja lancuchowa polimerazy (PCR)

Reakcje PCR 0 ponizszym skladzie przeprowadzano w objetosci 12,5 ul (Tabela 4):

Tabela 4.

Sklad mieszaniny reakcyjnej do reakcji PCR.

DNA genomowe 2 ul
Bufor do polimerazy Taq z (NH.,),SO4 bez Mg 1,25 ul
MgCl, 0,75 ul
Mieszanina ANTP (kazdy o st¢zeniu 10 pmoli) 0,25 ul
Starter F (lewy) (10pmoli) 0,20 ul
Starter R (prawy) (10 pmoli) 0,20 ul
Polimeraza Taq 0,1 pul
H.0 7,75 ul
Reakcje PCR przeprowadzano w nastepujacych warunkach temperatury:

Tabela 5.

Warunki temperaturowe reakcji PCR.

Wstepna denaturacja | 95°C 2 min.
Denaturacja 95°C 45 sek.
Przytaczanie starterow | 56-66°C w zaleznosci od pary starterow | 45 sek.
Wydhuzanie 72°C 1 min.
Koncowe wydtuzanie | 72°C 7 min.
Schtodzenie 10°C 20 h

X35

Startery zastosowane do amplifikacji fragmentow genu mitofuzyny 2 oraz temperatury

1 przylaczania do matrycy podczas reakcji PCR przedstawiono w ponizszej Tabeli 6:
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Tabela 6.

Wykaz sekwencji starteréw dla genu MFN2 oraz temperatury przylaczania do

matrycowego DNA podczas reakcji PCR.

Startery Sekwencja (5° =2 37) Temperatura

do reakcji przytaczania

PCR [°C]

3F GGATTGAGTGAGAGCAAGAGAGA | 60 Lawson et al., 2005
3R CAGCCAGAACTAGGCAAAGG 60 Lawson et al., 2005
4F GCTCTGGCCCTTCCAGACTTGG 62 kel

4R CTTGCACAAAGTGCCTCCCTCCC |62

5F ATGTCAGAGGTTTGGGCCT 62

SR TATGAGGAACAGCAGGGTCC 62

6F AGGGTGATATCCGGGAAAGA 60

6R CCAGAGGAAAGCCAAGAGG 60

7-8F AAACACTTTGCCTTGGCTTG 62 Lawson et al., 2005
7-8R AGAACATCCCTCCTGGCTCT 62 Lawson et al., 2005
9-11F CGTGGTAGGTGTCTACAAGAAGC |63 Lawson et al., 2005
9R CAGAAACAACTTGGCAGCAG 63

OF* CTCAAGTGATCCACCTGCCT

10-11F GCATGCCTGAAGGAGGTAAT 62

10-11R TCACCAGGCTGTCTATGTGG 62

12F GGGTCCTCTTCTTACCTGGG 60

12R CTGTGGAGGTCCAGAGGAAA 60

13-14F TAGAGGAGCTGAGGAGGCTG 66

13RN AAATTCCCTTCAGGCCACAT 66

14FN TGATTCAACCCCTGTTGGTC 56

13/14R CCAGAACCTGAAGGTATCGAGT 56

15F TGAGGCATGCTCAGTCTCAC 60

12-14R ACAGCTGCTGACCTTAGGGA 60 Lawson et al., 2005
16F GAAGAGCCACTCTGTGTCCCC 62

16R CAGTGGACTGTGGAGTGTGG 62

17F AGATGGCCCTGGTAGTGATG 63
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17R ACGATGCTTAGGACCCAGTG 63
18F AGCTTGGGCTGTGGATGTAG 65 Lawson et al., 2005
18R GGTCCAAAGAGTGGCAGGTA 65 Lawson et al., 2005
19F ATGGATCAGAGGGTGTCAGC 64 Lawson et al., 2005
19R GCAAAGCAGGATGGAACAGT 64 Lawson et al., 2005
c.2/13F** | CCTTCCTTGAAGACACGTA 65
C.6R** CATTGCTCGTCCGGCCAAA 65

*Starter zastosowany tylko w reakcji sekwencjonowania

**Startery zaprojektowane do sekwencji kodujacej genu mitofuzyny 2 na ztaczu eksonu 2 i 3

(starter prawy) oraz w eksonie 6 (stater lewy)

*#*Puste miejsca w tabeli oznaczaja startery zaprojektowane za pomoca programu Primer3,

nie zaczerpnigte z publikacji

Startery zastosowane do amplifikacji fragmentu regionu promotorowego genu mitofuzyny 2

oraz temperatury przylaczania do matrycy podczas reakcji PCR przedstawiono w ponizszej
tabeli (Tabela 7):

Tabela 7.

Wykaz sekwencji starterow do regionu promotorowego genu MFN2,

Startery do reakcji | Sekwencja (5° =2 37)

Temperatura przylaczania

PCR [°C]
1F GCTACTTGGGAGGCTGAGTG | 70 (-0,5°C na cykl)
1R GGTGGCTCAAGCCTGTAATTC | 70 (-0,5°C na cykl)
2F TTCCTCCCGAGTGCACTATC | 58
2R CCAGTGACTGAACTGCGTCT |58
3F GGTGATCTGGGTAACCATGTG | 58
3R GACGCAGAGGCTCGGACT 58

Startery zastosowane do amplifikacji eksonu 3 genu KIF1B oraz temperature przytaczania do

matrycy podczas reakcji PCR przedstawiono w ponizszej Tabeli 8:
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Tabela 8.

Startery do fragmentu genu KIF1B wraz z temperatura przylaczania do matrycowego
DNA podczas reakcji PCR

Startery do reakcji PCR | Sekwencja (5° = 3°) Temperatura  przylaczania
[°C]
CGAAGATCCCTGTTTTGCAT | 57
R CCCGCATAAATGTTCGCCA | 57

Wszystkie startery, o ile nie zaznaczono inaczej, zaprojektowano z zastosowaniem

programu Primer3 [http://primer3.ut.ee/].

Wszystkie startery syntetyzowano w Pracowni Sekwencjonowania DNA i Syntezy

Oligonukleotydow w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN.

4.6 Rozdzial elektroforetyczny fragmentow amplifikowanych za pomoca reakcji

PCR

Amplifikowane  fragmenty genu  mitofuzyny 2  poddano  rozdzialowi
elektroforetycznemu w 1% zelu agarozowym w buforze TBE (0,5 x TBE). DNA w zelu
wizualizowano za pomoca bromku etydyny interkalujacego do dwuniciowego DNA w swietle
UAVA

4.7 Analiza SSCP

Za pomocg analizy SSCP badano wzory migracji dla fragmentow regionu
promotorowego genu mitofuzyny 2 oraz fragmentu genu KIF1B. Badanie to polega
na denaturacji produktéw PCR i schtodzeniu w celu zapobiezenia renaturacji czasteczek DNA
oraz rozdziale w 6% zelu poliakrylamidowym. Wizualizacje produktéw PCR dokonuje si¢ za

pomocg barwienia DNA azotanem srebra.
4.8 Oczyszczanie probek po reakcji PCR

Po reakcji PCR produkty oczyszczano za pomocg enzyméw egzonukleazy Exo 1
(Thermoscientific) usuwajacej z mieszaniny kwasow nukleinowych jednoniciowy DNA,
posiadajacy grupe hydroksylowa na koncu 3° (degradacja DNA w kierunku 3’->5’)
i fosfatazy alkalicznej FastAP (Thermoscientific), degradujacej nukleotydy poprzez
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katalizowanie uwalniania 3’ 1 5° grup fosforanowych w DNA, RNA i nukleotydach. Enzymy

zastosowano wedhug zalecen producenta.
Probki nastepnie oczyszczono metodg kolumienkowa na ztozu Sephadex G-50.
4.9 Reakcja sekwencjonowania

Reakcje sekwencjonowania przeprowadzono przy uzyciu zestawu Big-Dye Terminator

v.3.1 (Applied Biosystems) oraz Bright-Dye (Nimagen) wedtug zalecen producentow.
Reakcje przeprowadzano w nastgpujacych warunkach temperatury (Tabela 9):

Tabela 9.

Warunki temperatury dla reakcji sekwencjonowania.

Temperatura | Czas
Wstepna denaturacja 96°C 1 min.
Denaturacja 96°C 10 sek.
Przylaczanie startera 50°C 5 sek. X 25
Wydtuzanie 60°C 4 min.

Rozdzialu fragmentow uzyskanych po reakcji sekwencjonowanie dokonywano
naurzadzeniu ABI Prism 373 w Pracowni Sekwencjonowania DNA 1 Syntezy

Oligonukleotydow w Instytucie Biochemii 1 Biofizyki PAN.
4.10 Odwrotna transkrypcja

Odwrotng transkrypcje przeprowadzono za pomoca zestawu RevertAid First Strand
Synthesis Kit (dawniej Fermentas, obecnie Thermoscientific) z zastosowaniem starterow

oligo(d)T na matrycy RNA wedtug zalecen producenta.
4.11 Gene Scan

Analizg¢ Gene Scan wykorzystano w celu doktadnego okre$lenia fragmentu genu
mitofuzyny 2 amplifikowanego za pomoca reakcji PCR przy uzyciu starterow
przedstawionych w ponizszej tabeli wraz z temperaturg ich przytaczania do matrycy podczas

reakcji PCR (Tabela 10):
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Tabela 10.

Sekwencje starteréw zastosowanych w analizie Gene Scan

Starter Sekwencja (5° = 37) Temperatura przylaczania
11F Fam-CATCTCCCAGTCTGCAGTGA 58°C
14R CATGTTTCGACCCAGTCCTT 58°C

Starter 11F znakowano barwnikiem FAM. Rozdziat fragmentéw przeprowadzono
naurzadzeniu ABI Prism 3010 w Pracowni Sekwencjonowania DNA i Syntezy

Oligonukleotydoéw w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN.
4.12 RFLP-PCR

Wsréd 100 os6b zdrowych (200 chromosoméw) wykonano badanie przesiewowe
w kierunku wariantéw ¢.311+1G>T 1 ¢.14569+50G>T za pomoca enzymow restrykeyjnych,
odpowiednio, Mse | i Sch I. U 34 pacjentow i 63 0s6b zdrowych wykonano analizg
wystepowania wariantu rs2236054 (c.-431A>G) z zastosowaniem enzymu restrykcyjnego

Kas I. Reakcje wykonano wedlug zalecen producenta.
4.13 MLPA

W celu wykrycia lub wykluczenia duplikacji 1 delecji fragmentéw genu mitofuzyny 2,
niewykrywalnych przy pomocy sekwencjonowania metodg Sangera, U 10 pacjentéw z grupy
badanej zastosowano zestaw do reakcji MLPA, SALSA MLPA probemix P143-B1 MFN2-
MPZ od MRC-Holland. Otrzymane fragmenty analizowano na urzadzeniu ABI Prism 3010.

4.14 Zastosowane programy bioinformatyczne
Primer3 — projektowanie starterow
FinchTV — analiza chromatograméw po rozdziale sekwencjonowanych fragmentow
BLAST — poréwnanie otrzymanej sekwencji z sekwencja referencyjng

ESEfinder, Human Splicing Finder — poszukiwanie i analiza regionow sekwencji

regulujacych proces wycinania intronéw

Coffalyser.Net — analiza wynikow badania za pomocg MLPA
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5. WYNIKI
5.1 Gen PMP22

We wszystkich probkach DNA (69 chorych oséb) wykluczono duplikacje/delecje
fragmentu genu PMP22.

5.2 Gen KIF1B

U 27 pacjentow (z rodzin R1-R26) oraz u 63 zdrowych osob z grupy kontrolnej
wykluczono wystgpowanie mutacji GIn98Leu w genie KIF1B. Dodatkowo stwierdzono
wystepowanie wariantu sekwencji ¢.537C>G (p.Ala95Ala) o numerze identyfikacyjnym
w bazie danych NCBI rs12402052 u 13 osob (11 w ukladzie heterozygotycznym
I 2 wukladzie homozygotycznym), co daje blisko 50% czgstos¢ wystepowania danego
wariantu w grupie badanej. W grupie kontrolnej (63 osoby) stwierdzono wystepowanie
wariantu u 31 osob (26 w ukladzie heterozygotycznym i 5 w uktadzie homozygotycznym), co

réwniez daje blisko 50% czestosé wystepowania wariantu rs12402052 w grupie kontrolnej.
5.3 Gen mitofuzyny 2 (MFN2)
5.3.1 Promotor genu MFN2

U 34 pacjentéw (z rodzin R1-R32) zanalizowano region promotorowy genu MFN2.
Promotor genu MFN2 podzielono na 3 fragmenty (pierwszy fragment od c¢.-10032 do ¢.-9650,
drugi fragment od ¢.-9795 do ¢.-9307 i trzeci fragment od c.-9417 do ¢.-8957). W przypadku
pierwszego fragmentu stwierdzono 4 wzory migracji prazkow w zelu poliakrylamidowym,
w przypadku drugiego fragmentu stwierdzono tylko jeden wzoér migracji, a w przypadku
trzeciego fragmentu stwierdzono dwa wzory migracji prazkow w zelu poliakrylamidowym

wsrdd grupy badane;.

Analiza SSCP okazata si¢ nie by¢ wiarygodna dla wszystkich fragmentéw promotora
genu MFN2. W grupie 34 badanych pacjentow o roznych wzorach migracji prazkéw
pierwszego fragmentu promotora genu MFN2 w Zelu poliakrylamidowym, u 7 o0s6b

stwierdzono wariant sekwencji ¢.-9891 htz del T, nieobecny w bazie NCBI.

Drugi fragment promotora genu MFN2 w analizie SSCP wykazuje tylko jeden wzor
migracji w zelu poliakrylamidowym. Zgodno$¢ wsrod catej grupy 34 pacjentow potwierdzono
bezposrednim  sekwencjonowaniem, gdzie nie stwierdzono Zadnych  wariantow

sekwencyjnych odbiegajacych od sekwencji referencyjne;.
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W trzecim fragmencie promotora genu mitofuzyny 2 stwierdzono dwa rézne wzory
migracji prazkdow w zelu poliakrylamidowym. Analiza bezposrednia sekwencji czterech
pierwszych pacjentow z listy nie wykazata zwigzku miedzy wzorem migracji prazkow
I wystepowaniem konkretnych wariantow sekwencyjnych. U danych chorych stwierdzono
wystepowanie znanego wariantu sekwencji genu MFN2. U trzech osob stwierdzono

wystepowanie wariantu rs2236053 (c.-9023A>G) w uktadzie heterozygotycznym.
5.3.2 Region genu MFN2 ulegajacy transkrypcji

W pracy sekwencjonowano i przeanalizowano ponad 1000 fragmentow DNA
lokalizujacych si¢ migdzy ztgczem intronu 2 i eksonu 3 a regionem 3’UTR w eksonie 19 genu
mitofuzyny 2. U 10 oséb, u ktorych zastosowano metod¢ MLPA, nie wykryto duplikacji ani
delecji fragmentow genu MFN2.

5.3.2.1 Mutacje patogenne
5.3.2.1.1 Mutacja c.281G>A (p.Arg94GIn)

Mutacj¢ ¢.281G>A zidentyfikowano u pacjenta, u ktorego w wieku 4 lat postawiono
diagnoze genetycznie uwarunkowanej neuropatii czuciowo-ruchowej. Przebieg choroby
U pacjenta jest ciezki, chory wykazuje objaw dodatkowy wzgledem choroby HMSN I, jakim
jest nadwzrocznos¢ (Tabela 1, R56). Zidentyfikowana mutacja jest mutacja typu zmiany
sensu (ang. missense) i zmienia aminokwas argining w pozycji 94 biatka na glutaming

(p-Arg94Gln). Chromatogram i rodowdd chorego przedstawiono na rycinie 8.
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Rycina 8. a) rodowod chorego (R56), oznaczenia zastosowano, jak na rycinie 7, b) chromatogram
przedstawiajgcy zmiang nukleotydowa ¢.281G>A.

Mutacji ¢.281G>A nie zidentyfikowano u zdrowych rodzicéw chorego, co sugeruje,

Ze jest to mutacja powstata de novo. Liczne doniesienia o wystgpowaniu mutacji €.281G>A
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wsrod pacjentow chorych na HMSN II wskazuja, Ze jest to mutacja patogenna, w zwigzku

z czym nie ma potrzeby przeprowadzania badan wystepowania mutacji w grupie kontrolnej.
5.3.2.1.2 Mutacja ¢.821C>T (p.Arg274Trp)

Mutacje ¢.821C>T zidentyfikowano u pacjenta, u ktoérego rozpoznano HMSN Il
w 15 roku zycia. Choroba u badanego pacjenta charakteryzuje si¢ cigzkim przebiegiem oraz
objawami dodatkowymi w stosunku do HMSN Il - drzeniem posturalnym rak,
nadwzroczno$cig i niepetlnosprawnoscia intelektualng w stopniu lekkim (Tabela 1, R19).
Zidentyfikowana mutacja jest mutacjg typu zmiany sensu i zmienia aminokwas argining w
pozycji 274 biatka mitofuzyny 2 na aminokwas tryptofan (p.Arg274Trp). Chromatogram,

zdjecia i rodowod chorego przedstawiono na rycinie 9.
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Rycina 9. a) zdjecia chorego — widoczne zeszczuplenie i zaniki w obrebie dystalnych czgséci konczyn
dolnych i gornych, b) rodowdd chorego (R19), zastosowano oznaczenia, jak dla ryciny 7, trojkat
oznacza poronienie, ¢) chromatogram przedstawiajacy zmiang nukleotydowg ¢.821C>T.

46



Mutacja ¢.821C>T najprawdopodobniej jest mutacja de novo, poniewaz nie
zidentyfikowano u rodzicéw chorego. W literaturze istnieje juz doniesienie o mutacji w danej
pozycji biatka (kodon 274) (12), jednak podstawienie nukleotydu powoduje zmiang
aminokwasu argininy na aminokwas glutaming. Mutacja zidentyfikowana w trakcie badan
w ramach niniejszej pracy do tej pory nie zostala opublikowana przez inne grupy badawcze
na $wiecie. Wedlug programu PolyPhen zmiana argnininy 274 na tryptofan jest

najprawdopodobniej mutacjg patogenna.
5.3.2.1.3 Mutacja ¢.311+1G>T

Mutacje ¢.311+1G>T zidentyfikowano u pacjentki z bardzo pdznym poczatkiem
choroby HMSN 1I. Pierwsze objawy pod postacia opadania stop pojawity si¢ okoto 50-tego
roku zycia. Przebieg choroby w tym przypadku jest powolny i tagodny. W wieku 61 lat
glowne zglaszane przez pacjentke dolegliwosci dotycza niestabilno$ci chodu. W badaniu
zwraca uwage wyrazne zeszczuplenie odsiebnych cze$ci konczyn dolnych, klasyczne dla
HMSN 1l (Ryc. 10). Chora nie wykazuje zadnych objawow dodatkowych wzgledem
klasycznej choroby HMSN Il (Tabela 1, R37).
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Rycina 10. a) Zdjecie odsiebnej czesci konezyn dolnych i gérnych pacjentki (61 lat) (R37). Widoczne
wyrazne wyszczuplenie nog i rak, Swiadczace o zaniku migéni oraz wydrazenie stop; b) rodowod
chorej; zastosowano oznaczenia, jak na rycinie 7.
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Zidentyfikowana mutacja jest tzw. mutacjg splicingowa, poniewaz narusza ona
miejsce splicingowe za eksonem 4 w genie mitofuzyny 2. Analiza cDNA z zastosowaniem
startero0w na ztaczu eksonu 2 i1 3 (starter prawy) i w eksonie 6 (lewy) wykazata obecno$¢
dodatkowego prazka na zelu agarozowym, odpowiadajacego skroconemu transkryptowi.
Sekwencjonowanie obu wyizolowanych z zelu fragmentéw cDNA wykazalo, ze krotszy
transkrypt jest pozbawiony eksonu 4 (Ryc. 11). W wyniku przesuni¢cia ramki odczytu,

po wycigciu eksonu 4-tego, powstaje biatko o dlugosci 66 aminokwasow.
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Rycina 11. a) chromatogram przedstawiajacy zmian¢ nukleotydowa c.311+1G>T z zaznaczonym
koncem eksonu 4, b) schematyczne przedstawienie skutkow mutacji ¢.311+1G>T. W goérnym panelu
przestawiono schemat prawidlowo wycigtych intronow, w srodkowym panelu przedstawiono eksony i
introny, czarne linie symbolizuja prawidlowe wycinanie introndéw, czerwone linie symbolizujg
nieprawidlowe wycinanie introndéw, czerwona kropka zaznaczono mutacje, w dolnym panelu
przedstawiono skutek nieprawidlowego wycinania intronéw, tzw. exon skipping, czego skutkiem jest
wyciecie eksonu 4tego, czerwonym krzyzykiem zaznaczono nowo powstaly przedwczesny kodon
stop. Schemat wykonano na podstawie ryciny opublikowanej w Kotruchow et al., Acta Myol. 2013
Dec;32(3):166-9
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Zidentyfikowana mutacja nie wystepuje w grupie kontrolnej sktadajacej si¢ ze 100

zdrowych 0s6b (200 chromosomow).

5.3.2.2 Warianty sekwencji 0 nieznanym statusie patogennosci

W Tabeli 11 przedstawiono warianty sekwencji genu mitofuzyny 2, ktorych status
patogennosci pozostaje niewyjasniony.

Tabela 11.

Warianty sekwencji o nieokreslonym statusie patogennosci

L.p. Nr Pozycja w sekwencji Srednia Liczba
identyfikacyjny kodujacej heterozygotycznos¢ | pacjentdow w
wg bazy NCBI grupie badanej

z dang zmiang
1 - .1287+50G>T - 1
2 rs142271930 | ¢.2113G>A (p.Val705lle) 0,005 2
3 rs370335693 | ¢.1717G>A (p.Val573lle) b.d. 1

Pierwszy wariant sekwencji genu MFN2 zidentyfikowano u pacjentki, u ktorej
w trakcie badan stwierdzono roéwniez mutacj¢ ¢.1130G>A w genie LMNA i zdiagnozowano
dystrofi¢ migéniowa Emery-Dreifussa. Zidentyfikowany wariant sekwencji genu mitofuzyny
2 jest zlokalizowany 50 nukleotydow za koncem eksonu 12. Za pomocg programu ESEfinder
stwierdzono, ze wariant znajduje si¢ migdzy potencjalnymi miejscami wzmacniajacymi
proces wycinania intronéw. Program Human Spilicing Finder (56) wykazal nastepujace

zmiany dla sekwencji z wariantem 1287+50G>T w stosunku do sekwencji referencyjnej:
— zanik jednego z motywow wigzacych biatko SC35 w sekwencji genu mitofuzyny 2,

— zanik jednego i1 pojawienie si¢ innego nowego przewidywanego oktameru PESE (ang.

putative exonic splicing enhancer) (57),
— zanik dwoch motywdw wyciszajacych,
— pojawienie si¢ nowego miejsca IIE (ang. intron-identity element),

— pojawienie si¢ nowego miejsca regulacyjnego wycinania introndéw (ang. exonic splicing

regulatory sequence).
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W zwigzku z danymi uzyskanymi z analizy in silico, zbadano dlugos$¢ fragmentu
transkryptu obejmujacego dang zmiang. Analiza w zelu agarozowym nie wykazata zadnych
zmian dhugosci cDNA, dlatego w celu doktadnego okreslenia dtugo$ci wykonano analizg
Gene Scan, ktéra rowniez nie wykazata réznic dlugosci fragmentu cDNA obejmujacego
zmian¢ u pacjentki w poréwnaniu z cDNA trzech os6b zdrowych zastosowanych jako
kontrole. Pacjentka wykazuje bardzo lekka komponente polineuropatii obwodowej (Ryc. 12),

dlatego pozostaje pytanie czy zidentyfikowany wariant moze by¢ za nig odpowiedzialny.

a)

Ul s 11}

AGTAGAGT CCA

c)

Rycina 12. a) chromatogram przedstawiajacy zmiang¢ nukleotydowa c.1287+50G>T, b) zdjecie chorej,
c¢) rodowdd chorej (R8), oznaczenia zastosowano, jak na rycinie 7.

Drugi wariant sekwencji genu mitofuzyny 2 ¢.2113G>A (rs142271930) powoduje
zamian¢ aminokwasu waliny w pozycji 705 biatka mitofuzyny 2 na aminokwas izoleucyne
(p.Val7051le). Zidentyfikowano go u dwdch 0sob z grupy badanej: u chorego ze sporadycznag
chorobg HMSN II z makrocefalig oraz u chorej z tagodna, rowniez sporadyczng, neuropatia

ruchowa. Wariant ten opisywano juz w literaturze i w bazie danych NCBI podano $rednig
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heterozygotycznos¢ dla tego wariantu sekwencji wynoszacg 0,005. W niniejszej pracy uznano
te zmiang¢ za wariant o nieznanym statusie patogennosci ze wzgledu na rézny status wariantu
opisany w literaturze (od mutacji patogennej, przez czynnik modulujacy chorobe po czesty
polimorfizm). Wedtug programu PolyPhen dany wariant sekwencji jest wariantem tagodnym,

niepatogennym.

Trzeci wariant sekwencji genu mitofuzyny 2 ¢.1717G>A (rs370335693) powoduje
zamian¢ aminokwasu waliny w pozycji 573 na aminokwas izoleucyne (p.Val5731le).
Zidentyfikowano go u jednej osoby w grupie badanej. Nie istniejag dane populacyjne
dotyczace czestosci wystepowania wariantu wsréd osob zdrowych. Wedhug programu

PolyPhen wariant ten nie jest patogenny, jest catkowicie nieszkodliwy.

5.3.2.3 Rzadkie warianty sekwencji genu mitofuzyny 2

W grupie badanej zidentyfikowano szereg rzadkich wariantéw sekwencji genu
mitofuzyny 2. Za rzadkie warianty w niniejszej pracy uznano warianty sekwencyjne
0 wartosci $redniej heterozygotyczno$ci mniejszej lub rownej 0,1. Zestawienie rzadkich
wariantow sekwencyjnych przedstawiono w Tabeli 12. Cztery z wariantéw nie byty do tej

pory publikowane i nie znajdujg si¢ w bazie danych NCBI.

Tabela 12.

Zestawienie rzadkich wariantow sekwencji genu mitofuzyny 2 zidentyfikowanych
w grupie badanej

L.p. Nr Pozycja w sekwencji Srednia Liczba
identyfikacyjny kodujacej heterozygotycznos¢ | pacjentow w
wg bazy NCBI grupie badanej

z dang zmiang
1 rs41278624 €.600-116G>A b.d. 2
2 rs6680984 ¢.1039-22T>C 0,02 5
3 rs1042837 €.1569C>T; p.Ser523 0,095 7
4 rs2273295 €.1872+63T>C 0,03 6
5 - c.311+101G>A* - 1
6 - €.1160+45A>G* - 1
7 rs181445368 €.1495+184G>T b.d. 1
8 - €.1495+186A>G* - 1
9 - €.2204+15T>C* - 1

* Warianty sekwencji mitofuzyny 2 nie publikowane do tej pory i nieobecne w bazie

danych NCBI
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5.3.2.4 Czeste warianty sekwencji genu mitofuzyny 2

W grupie badanej zidentyfikowano czeste warianty sekwencji o wartosci Sredniej
heterozygotycznosci  wynoszacej powyzej 0,1. Zestawienie czestych  wariantow

przedstawiono w Tabeli 13.

Tabela 13.

Zestawienie czestych wariantow sekwencji genu mitofuzyny 2

L.p. Nr Pozycja w sekwencji Srednia Liczba
identyfikacyjny kodujace;j heterozygotyczno$¢ | pacjentow W
wg bazy NCBI grupie badanej

z dang zmiang
1 rs2236056 c.474+65C>T 0,47 46
2 rs41278626 €.600-25T>C 0,15 5
3 rs2236057 €.1160+45A>G 0,45 35
4 rs11586204 .2069+82C>T 0,5 5
5 rs77262016 €.2024+15T>C 0,24 6
6 rs1042842 C.*58A>G 0,47 37
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6. DYSKUSJA

W pracy przedstawiono analiz¢ genu kodujacego biatko mitofuzyny 2. W toku badan
zidentyfikowano trzy mutacje odpowiedzialne za rozwinigcie choroby HMSN II, sze$¢
czestych wariantow sekwencji genu mitofuzyny 2 o $redniej heterozygotycznosci wynoszacej
powyzej 0,1, dziewi¢¢ rzadkich wariantéw sekwencji genu mitofuzyny 2 o $redniej
heterozygotycznosci wynoszacej ponizej 0,1 1 trzy warianty sekwencji genu mitofuzyny 2
0 nieokreslonym statusie patogennosci oraz dwa warianty w regionie promotorowym genu

mitofuzyny 2, z ktérych jeden nie byt do tej pory opisywany.

Celem pracy byto objecie badaniami grupy pacjentéw o szerokim spektrum fenotypow
neuropatii aksonalnej. W rzeczywistosci wiaczono pacjentow poczawszy od fenotypu
genetycznie uwarunkowanej neuropatii ruchowej (HMN), przez posrednig aksonalno-
demielinizacyjng posta¢ genetycznie uwarunkowanej polineuropatii aksonalnej (CMT 1/2)
i czystej  genetycznie  uwarunkowanej  ruchowo-czuciowej neuropatii  aksonalnej,
az po genetycznie uwarunkowang neuropati¢ czuciowa (HSN). Ponadto do grupy badanej
wlaczono roéwniez pacjentdow z wrodzong neuropatig aksonalng. Grupe badana poszerzono
o fenotypy niecharakterystyczne dla wystepowania mutacji w genie MFN2 z uwagi na ich
identyfikacj¢ u pacjentow prezentujacych wymienione obrazy kliniczne w innym o$rodku
badawczym (21). Ze wzgledu na to, ze we wczesniejszych badaniach mutacje w genie MFN2
zidentyfikowano réwniez w przypadku polineuropatii aksonalnej z zanikiem nerwu
wzrokowego (HMSN V1) (16) i z objawami piramidowymi (HMSN V) (15), takich pacjentow

rowniez wlgczono w zakres badan.

6.1 Mutacja ¢.281G>A (p.Arg94GIn)

W pracy zidentyfikowano mutacje ¢.281G>A (p.Arg94Gln) u 4-letniego pacjenta

z HMSN II. Mutacji nie stwierdzono u rodzicow probanta.

Opublikowano ponad 30 mutacji w kodonie 94 biatka mitofuzyny 2 (27),
zmieniajgcych aminokwas argining na tryptofan (13, 16, 17, 21, 33, 36, 58-62), na glutaming
(12, 13, 21, 33, 60, 62-65), na glicyn¢ (33) i na proling (27). Mutacje te wystepowaly
rodzinnie jak i sporadycznie. Laczyty si¢ zwykle z cigzkim przebiegiem klinicznym choroby.
Wsrod chorych z mutacja w kodonie 94 MFN2 opisywano rowniez fenotyp polineuropatii
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aksonalnej z zanikiem nerwu wzrokowego. Taki obraz kliniczny zaobserwowano np.

U pacjenta z mutacja typu zmiany sensu Arg94Trp (16).

Mutacje p.Arg94Gln stwierdzano u oséb z wczesnym poczatkiem choroby CMT2
(okoto 3 roku zycia) i klasycznym fenotypem obejmujacym bociani chdd, ostabienie mig$ni
odsiebnych konczyn dolnych i gornych, brak odruchéow glgbokich w odsiebnych czgsciach
konczyn dolnych (63, 66). Mutacje te zidentyfikowano réowniez w rodzinnej neuropatii
aksonalnej z zanikiem nerwu wzrokowego. Ojciec wykazywat poczatki choroby w wieku 3
lat, od czterdziestego roku zycia poruszat si¢ na wozku inwalidzkim, po pigédziesiatym roku
zycia zauwazyl problemy z widzeniem. Syn poruszat si¢ samodzielnie. Uwage zwracat
bociani chdd. Okoto 17-tego roku zycia zauwazyl pogorszenie ostro$ci wzroku. U obu
pacjentow stwierdzono mutacj¢ p.Arg94Gln w genie mitofuzyny 2 (64). Najprawdopodobniej
w danej pozycji biatka istnieje tak zwany hot spot mutacji, co potwierdza liczba ponad 30
mutacji w tym kodonie. Mutacja wykryta w badanej rodzinie wydaje si¢ by¢ mutacjg de novo,

gdyz nie zostala wykryta u rodzicéw pacjenta.

6.2 Mutacja ¢.821G>T (p.Arg274Trp)

Zidentyfikowana mutacja ¢.821G>T (p.Arg274Trp) zostata stwierdzona u pacjenta
z chorobg HMSN II o wczesnym poczatku (15 lat) | uposledzeniem umystowym w stopniu
lekkim. Taki dodatkowy wzgledem HMSN II objaw moze sugerowa¢ zaangazowanie
osrodkowego uktadu nerwowego w proces chorobowy. Nie mozna tez wykluczy¢, ze
obserwowany fenotyp jest zespotem naktadania, a wystepujgca u pacjenta niepelnosprawnosé
intelektualna zwigzana jest z innymi, niezaleznymi od HMSN czynnikami, dziedzicznymi
badz nabytymi.. Wedlug piSmiennictwa, u pacjentéw w HMSN II (35), u ktérych stwierdzono
mutacje w genie mitofuzyny 2, obserwuje si¢ réwniez zaburzenia osrodkowego uktadu
nerwowego Istnieje rowniez mozliwos¢, ze zajecie osrodkowego ukladu nerwowego jest
cze$cig wielouktadowego zaburzenia, jakie mogg powodowac¢ mutacje w genie mitofuzyny 2

(42).

Zidentyfikowana w pracy mutacja nie byla do tej pory publikowana w literaturze, ani
w bazie danych NCBI. Jednak w tym samym kodonie stwierdzono mutacj¢ zmieniajacg
aminokwas arginin¢g na aminokwas glutaming u pacjenta z HMSN II, bez dodatkowych

objawow, z poczatkiem choroby w wieku 13 lat (12).
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6.3 Mutacja ¢.311+1G>T

Mutacja ¢.311+1G>T jest mutacja splicingowg zlokalizowang za eksonem 4. Mutacje
te stwierdzono u pacjentki o bardzo p6znym poczatku choroby (6-ta dekada zycia) i powolnie
postepujaca HMSN II. Mutacja ¢.311+1G>T powoduje nieprawidtowe wycinanie introndw
skutkujace zaniknigciem miejsca splicingowego 1 wycieciem catego eksonu 4, co z kolei
prowadzi do przedwczesnego kodonu terminujacego translacje (STOP) w biatku

i powstaniem 66-aminokwasowego polipeptydu.

Zidentyfikowana mutacja jest jedng z pigciu do tej pory opisanych mutacji
splicingowych w genie mitofuzyny 2. Mutacj¢ ¢.1392+2T>C stwierdzono u czterech
cztonkdéw rodziny witoskiej z HMSN 1II z encefalopatia piorunujaca oraz u kobiety bez
objawOw neuropatii, ale z historia 6 niewyjasnionych poronien w pierwszym trymestrze
cigzy. Wart uwagi jest rowniez fakt, ze choroba w rodzinie wtloskiej charakteryzuje si¢
p6znym poczatkiem (od 4-tej dekady zycia). Mutacja ta powodowala u wszystkich chorych
w rodzinie powstanie 4 dodatkowych transkryptow, wynikajacych z zaburzen wycinania
introné6w spowodowanych mutacjag w donorowym miejscu splicingowym za eksonem 13 genu

mitofuzyny 2 (35).

Park i wspotpracownicy zidentyfikowali mutacj¢ splicingowa wystepujaca razem
Z mutacjg typu zmiany sensu (c.[474+4A>G; 668T>A]). Mutacja ta powodowala wyciecie
eksonu 5 1 pojawienie si¢ przedwczesnego kodonu terminujgcego translacj¢ w eksonie 6.
Poczatek choroby HMSN II o raczej tagodnym przebiegu wahat si¢ u tych pacjentow
w zakresie od 12 do 42 lat u chorych z mutacja (c.[474+4A>G; 668T>A]) (38).

Brockmann i wspotpracownicy zidentyfikowali mutacje splicingowa w pigtym
intronie (c.475-1G>C), wplywajaca na akceptorowe miejsce splicingowe u dwoch
spokrewnionych pacjentow. Probant w wieku 14 lat wykazywat leukomalacje ciemieniowo-
potyliczng istoty biatej w MRI, co wskazuje na zajecie osrodkowego uktadu nerwowego (37).
Mutacj¢ te zidentyfikowat rowniez Lin i wspotpracownicy u dwoch spokrewnionych osob
z HMSN II. Mutacja ta powoduje delecj¢ 12 nukleotydow (czterech aminokwasdéw) ze
wzgledu na uvaktywnienie si¢ kryptycznego akceptorowego miejsca splicingowego w eksonie

6 w wyniku zaniku kanonicznego miejsca akceptorowego w intronie 5 (22).

Kolejne doniesienie o mutacji spilicingowej w genie mitofuzyny 2 dotyczy mutacji

¢.708G>A, skutkujacej wycieciem eksonu 7, przesunigciem ramki odczytu, w wyniku ktorego
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powstaje skrocone 207-aminokwasowe biatko. Mutacje stwierdzono u pacjentow w HMSN II

o tagodnym przebiegu (39).

Mutacja ¢.311+1G>T najprawdopodobniej dziata w sposdb negatywnie-dominujacy.
Wykluczy¢ mozna zaangazowanie mechanizmu ,nonsense-mediated decay” (degradacji
mRNA ze wzgledu na pojawienie si¢ przedwczesnego kodonu STOP w transkrypcie) z uwagi
na to, ze po amplifikacji danego fragmentu cDNA zaobserwowano dwa prazki w zelu
agarozowym, odpowiadajace transkryptowi typu dzikiego (niezmutowanemu) i skroconemu

w wyniku mutacji transkryptowi o podobnej intensywnosci.

6.4 Warianty o nieokreslonym statusie patogennosci

Poza wyraznie patogennymi mutacjami, podczas badan zidentyfikowano roéwniez
warianty o nieokre$lonym statusie patogennosci. Jednym z nich jest wariant sekwencji genu
mitofuzyny 2 ¢.1287+50G>T zidentyfikowany u pacjentki chorej na dystrofie¢ migsniowa
Emery-Dreifussa (EDMD) (zidentyfikowana w trakcie badan mutacja w genie LMNA)
Z tagodna komponenta neuropatii aksonalnej. Wariantu tego nie ma w bazie danych NCBI,
nie zidentyfikowano go w 200 chromosomach o0sob zdrowych. Wariant ¢.1287+50G>T
wedhug programu Human Splicing Finder (56) wptywa na potencjalne motywy sekwencyjne
zwigzane z wycinaniem intronéw lub jego regulacjg lub modyfikowaniem. Jednak badania
wykonane na mRNA pacjentki nie wykazuja zadnych zmian zwigzanych ze splicingiem —
fragmenty transkryptow pacjentki i mRNA kontrolnych s3 takiej samej ditugosci. Jest to
prawdopodobnie spowodowane tym, ze kazdy program bioinformatyczny poszukujacy
motywoéw w sekwencji odpowiedzialnych za dang funkcje opiera si¢ na pewnych
sekwencjach konsensusowych, ktore w warunkach naturalnych w genomie niekoniecznie

petnig okreslong funkcje.

Pojawia si¢ pytanie, czy wariant sekwencji genu mitofuzyny 2 ¢.1287+50G>T wraz
ze zidentyfikowana mutacja w genie LMNA jest odpowiedzialny za wystgpienie u pacjentki
zespotu naktadania choroby EDMD 1 CMT2. Z uwagi na to, ze do$wiadczalnie nie wykryto
zadnych zmian w dlugosci transkryptéw, jest mato prawdopodobne, ze sam wariant
c.1287+50G>T powoduje rozwinigcie choroby CMT2. Hipotetycznie, wariant ten moze
modulowaé przebieg choroby, jednak mechanizm taki nie jest znany w przypadku genu

mitofuzyny 2. Wiadomo tez, ze same mutacje w genie LMNA moga powodowaé neuropatig.
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Istnieje wiec prawdopodobienstwo, ze wspotwystepowanie chorob EDMD i CMT2 jest

wynikiem obecnosci mutacji tylko w genie laminy (67).

Drugim zidentyfikowanym wariantem sekwencji genu MFN2 o trudnym
do zakwalifikowania statusie patogennosci jest wariant ¢.2113G>A (p.Val7051le) o numerze
identyfikacyjnym w bazie danych NCBI rs142271930. Obecno$¢ tego wariantu sekwencji
stwierdzono u dwoch o0s6b w grupie badanej. Oba przypadki charakteryzuja si¢
sporadycznym wystgpieniem choroby w rodzinach. Wariant €.2113G>A jest znany
w literaturze i kilka grup badawczych stwierdzalo jego obecnos¢ u chorych z CMT2. Zmiang
€.2113G>A uwazano za patogenng w badaniach niemieckich, gdzie zidentyfikowano go
po raz pierwszy (30) i w badaniach norweskich (21). W pracy niemieckich autoréw zbadano
212 kontrolnych chromosoméw pod wzgledem wystepowania danego wariantu,
nie stwierdzajgc jego obecnosci. Badania segregacji wariantu €.2113G>A nie zostaly jednak
przeprowadzone z powodu, jak podaja autorzy, braku dostepnosci materiatu genetycznego
cztonkéw rodziny. Grupa norweska wariant €.2113G>A roéwniez zakwalifikowata jako
mutacje patogenng i zidentyfikowata go u dwodch niespokrewnionych osob. Jednak
w przeciwienstwie do tych badan ostatnie prace wykazuja, ze wariant sekwencji €.2113G>A
jest niepatogennym wariantem sekwencji genu mitofuzyny 2 (68, 69). Obie grupy wykazaty,
Ze ta zmiana w genie mitofuzyny 2 wystepuje zaréwno u chorych z CMT?2, jak réwniez u ich
zdrowych cztonkéw rodzin oraz jest nieobecna u innych chorych na CMT2 w rodzinie.
Dla potwierdzenia tezy o braku patogennosci wariantu zbadano dodatkowo 57
niespokrewnionych zdrowych osob, jako kontrole i stwierdzono obecno$¢ wariantu
€.2113G>A w stanie heterozygotycznym az u 4,4% oséb z tej grupy. Autorzy zauwazaja
rowniez, ze do tej pory identyfikowano wariant €.2113G>A jedynie w stanie
heterozygotycznym. Nie wiadomo, czy ta zmiana sekwencji genu MFN2 w stanie

homozygotycznym okaze si¢ rownie nieszkodliwa (69).

Ponadto wariant sekwencji genu mitofuzyny 2 ¢.2113G>A zidentyfikowano rowniez
jako wspotistniejacy z mutacja w genie GDAP1, ktéorego mutacje rowniez odpowiadaja
za rozwiniecie choroby CMT o dziedziczeniu autosomalnym dominujagcym. Zauwazono, ze
wspotwystepowanie u pacjentow mutacji w genie GDAP1 i wariantu ¢.2113G>A genu
mitofuzyny 2 powoduje ciezszy fenotyp choroby CMT2, niz wystgpowanie izolowanej
mutacji w genie GDAP1. Nalezy zauwazy¢, ze sam wariant ¢.2113G>A w genie MFN2 nie

powodowat choroby. Dane te pozwolily sadzi¢ autorom, ze wariant ¢.2113G>A (p.Val705lle)
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moze by¢ czynnikiem modyfikujgcym przebieg neuropatii (68). W trakcie badan
zsekwencjonowano rowniez gen GDAPL u pacjentow, u ktoérych zidentyfikowano wariant
€.2113G>A w genie MFN2, jednak nie stwierdzono wspotwystepowania mutacji w genie
GDAPL.

Nie jest to pierwszy przypadek, kiedy uwazany za patogenny wariant sekwencji genu
okazuje si¢ by¢ polimorfizmem. Zjawisko takie miato miejsce w przypadku wariantu
€.-713G>A genu GJB1 kodujacego biatko koneksyny 32. Wariant ten stwierdzono w
chinskiej rodzinie z CMTX (70). Niedtugo potem okazalo sie, ze dana zmiana sekwencji jest
czestym polimorfizmem w populacji niemieckiej, chociaz przeprowadzane tam badania
funkcjonalne wykazaly zmniejszeniec poziomu ekspresji genu GJIB1 w przypadku

wystepowania wariantu sekwencji ¢.-713G>A (71).

Podobna sytuacja miata miejsce w przypadku wariantu p.Glu527del w biatku NF-L,
ktorego mutacje réwniez odpowiadaja za rozwinigcie choroby CMT. Wariant p.Glu527del
stwierdzono w populacji japonskiej zaré6wno u pacjentow z CMT (5 0s6b ze zmiang na 124
badane), jak i w grupie kontrolnej (9 oséb ze zmiang na 248 badanych), co daje podobne
Czestosci wystepowania wariantu w grupie badanej i kontrolnej, wynoszace blisko 2% (72).
Ten sam wariant zidentyfikowano w rodzinie bulgarskiej, w ktorej dokladnie segregowat
zZ chorobg i nie stwierdzono go u 65 zdrowych osob (73). Kolejne doniesienia wskazywaty,
Ze wszyscy japonscy pacjenci z wariantem p.Glu527del prezentowali bardzo szerokie
spektrum objawow klinicznych, €0 sugeruje brak patogennos$ci wariantu. Jego obecnos¢
w rodzinie bulgarskiej moze przemawia¢ za tym, ze jest on jednak zwigzany z fenotypem
CMT, raczej jako modyfikator i wariant wspoélistniejacy z innym wariantem, niz patogenna
mutacja. Dodatkowo zwigzek wariantu p.Glu527del z fenotypem CMT moze potwierdzaé
fakt, ze populacje japonska i1 kaukaska wykazuja zupelnie inne profile polimorficznych
wariantow, a wiec mozliwe jest jego zaangazowanie w chorobe (74). Ponadto warto
zauwazy¢, ze obecno$¢ wariantow sekwencyjnych w réznych populacjach moze si¢ znacznie
rozni¢ (75). Patogenno$¢ danego wariantu sekwencji moze zaleze¢ od pochodzenia

etnicznego pacjentow.

Trzecim wariantem genu mitofuzyny 2 o nieokre§lonym statusie patogennosci jest
wariant ¢.1717G>A (p.Val573lle) o numerze identyfikacyjnym w bazie danych rs370335693.
Wariant ten opisuje si¢ jako polimorfizm, mimo zmiany aminokwasu w pozycji 573 bialka

mitofuzyny 2. Srednia heterozygotycznoéé podawana w bazie NCBI dla wariantu ¢.1717G>A
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wynosi 0,005, a zatem u 0,5% populacji wariant ten wystgpuje w stanie heterozygotycznym.
Jednak analiza w programie PolyPhen potwierdza, ze taka zmiana niepolarnej waliny
na polarng izoleucyng w pozycji 573 jest zmiang tagodng, a wigc najprawdopodobniej

niepatogenna.

6.5 Patogenny mechanizm dzialania mutacji w genie mitofuzyny 2

W finskiej pracy dotyczacej mutacji splicingowej, autorzy twierdza, ze patogenny
mechanizm dziatania mutacji opiera si¢ 0 mechanizm dominujacy-negatywny (ang. dominant-
negative) lub toksycznego uzyskania funkcji (ang. toxic gain-of-function) (39). Jest to zgodne
z obserwacjami dotyczacymi mutacji w genie MFN2. Wydaje si¢, ze zidentyfikowana mutacja
splicingowa ¢.311+1G>T dziala w sposob tagodny negatywny-dominujacy. W badaniach
przeprowadzanych na modelach mysich dowiedziono, ze catkowita utrata funkcji biatka
mitofuzyny 2 w przypadku homozygotycznej mutacji w genie MFN2 prowadzi do $mierci
na wczesnych etapach rozwoju (76, 77). W modelu mutacji w genie MFN2 dziedziczonych
W sposob autosomalny recesywny w danio pregowanym, uwazanym za dobry model
do badania zaburzen neurologicznych, stwierdzono, ze mutacje utraty funkcji (ang. loss-of-
function) nie powodowaty $mierci na etapie ptodowym, lecz zaburzaty funkcjonowanie biatka
mitofuzyny 2, tj. powodowaly postepujaca utrate funkcji motorycznych 1 zaburzaty transport
mitochondriow wzdhuz aksonow (78). Moze to czeSciowo tlumaczyé nierozwigzany
przypadek polskiej rodziny, opisywany w 2006 roku (13), gdzie mutacja p.Arg400Xx
w uktadzie heterozygotycznym nie powodowala objawow choroby HMSN II, podczas gdy
zlozona heterozygota tej mutacji 1 mutacji p.Arg250Trp prowadzi do rozwinigcia choroby

HMSN I1.

Takie stwierdzenie popieraja badania Polke i wspotpracownikéw, gdzie pacjent z tylko
jedng mutacja w genie mitofuzyny 2 nie wykazuje objawow, a zlozona heterozygota
powodowata manifestacje objawow klinicznych. Autorzy sugeruja, ze mitofuzyna 2 nie jest
wrazliwa na haploinsuficjencje, potwierdzajac fakt, ze mutacje typu zmiany sensu w genie
mitofuzyny 2 maja mechanizm negatywny-dominujacy lub toksycznego uzyskania funkcji.
Fakt ten potwierdza, ze mutacje typu nonsense niekoniecznie sg patogenne same w sobie
i zawsze nalezy rozwazy¢ dodatkowe wystepowanie mutacji na innym allelu lub
prawdopodobienstwo wystapienia mechanizmu nonsense-mediated decay. Takie zjawisko

stwierdzono w przypadku mutacji p.Glu308X u matki probanta o tagodnym fenotypie HMSN
59



I, w wyniku czego u probanta ekspresji ulegal tylko allel z mutacjg p.Arg519Pro od
zdrowego ojca. Zaprezentowano réwniez dwie inne rodziny, w ktorych u chorych
identyfikowano dwa zmutowane allele, np. delecja dwoéch eksondow na jednym,
dziedziczonym od zdrowego ojca oraz mutacja punktowa typu zmiany sensu na drugim,
dziedziczonym od zdrowej matki. Dzieci wykazujace i mutacje, i rearanzacj¢ byty chore. W
kolejnej rodzinie choroba rozwija si¢ tylko u dzieci zdrowych rodzicow, ktére maja dwie
mutacje — jedna dziedziczong od matki, a druga prawdopodobnie od ojca, ktérego DNA nie
byto dost¢pne do badania (18). Doniesienia te pokazujg, ze choroba CMT2 dziedziczy si¢ nie

tylko, jak wczedniej si¢ wydawato, w sposob autosomalny dominujacy, ale takze autosomalny

recesywny.

Nicholson i wspotpracownicy badali sposob dziedziczenia w trzech rodzinach
z mutacjami w genie MFN2. Badano pacjentow, bedacych heterozygotami ztozonymi
pod wzgledem mutacji w genie mitofuzyny 2 oraz homozygota pod wzglgdem mutacji
w genie MFN2. Rodzice chorych nie wykazywali zadnych lub bardzo delikatne objawy
choroby CMT?2, chociaz byli nosicielami mutacji (po jednej mutacji u kazdego z rodzicéw
heterozygot ztozonych i ta sama mutacja u obojga rodzicow homozygot pod wzgledem
mutacji w genie MFN2). Taki wynik jasno sugeruje autosomalny recesywny sposob

dziedziczenia mutacji w genie MFN2 (20).

Autosomalny recesywny sposob dziedziczenia stwierdzono rdéwniez u pacjenta
ze zdiagnozowang chorobg CMTI1, u ktorego wykluczono najczestsze geny, w ktorych
mutacje powoduja CMTI1. Zidentyfikowano u niego mutacjc MFN2 w ukladzie
homozygotycznym. Rodzice probanta byli kuzynami. Taka samg mutacje (c.392A>G,
p.Asnl31Ser) w ukladzie homozygotycznym stwierdzono u krewnego probanta,

o0 identycznym fenotypie (79).

6.6 Penetracja mutacji w genie mitofuzyny 2 w rodzinnych przypadkach
HMSN 11

Braku manifestacji objawdw neuropatii u pacjentow ze zidentyfikowang mutacjg w
genie MFN2 moze mie¢ roznorakg przyczyng. Wiadomo, ze pacjenci ze stwierdzong dang
mutacja w genie MFN2 moga wykazywaé zrdznicowane objawy w obrebie jednej rodziny

(80). Autorzy podkreslaja, ze w jednej rodzinie moze pojawic si¢ caly szereg objawow
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o réznym nasileniu. Jak dotagd nie obserwowano jednak charakterystycznego dla zjawiska
antycypacji, pogarszania si¢ przebiegu klinicznego choroby w kolejnych pokoleniach. Ciezko
chorzy pacjenci mogli mie¢ dzieci z lekkimi objawami i odwrotnie. Jest to tez jedno ze
zjawisk, ktoére moze thumaczy¢ nietypowa segregacje mutacji w pierwszej polskiej rodzinie
HMSN Il z mutacjami w genie MFN2, gdzie rodzice probanta, mimo mutacji w genie MFN2,

nie wykazywali zadnych objawow choroby (13).

Juz w 2005 roku zauwazono zjawisko niepelnej penetracji w rodzinach z CMT2
Z mutacjami w genie mitofuzyny 2. Okazato sie, ze 25% 0s6b z mutacjami w genie MFN2 nie
prezentowalo objawdw choroby i miato prawidtowe wyniki badania elektrofizjologicznego,

a dopiero szczegotowe badanie nerwowo-migsniowe wykazywato znamiona choroby (81).

Badania segregacji danego wariantu sekwencyjnego z wystgpowaniem choroby
uzupelniaja badania genetyczne pacjenta, jednak nie zawsze wyjasniaja ostatecznie status
patogennosci zmiany sekwencji genu. Znane sg przypadki, ze zidentyfikowany wariant
sekwencji genu mitofuzyny 2, bedacy mutacja typu zmiany sensu, nie zawsze idealnie
segreguje z wystgpieniem choroby (82). Badania Ostern i wspotpracownikow wykazaty,
ze az 14,6% sposrod chorych krewnych pacjentow, badanych pod wzgledem mutacji
patogennych lub prawdopodobnie patogennych stwierdzonych u pacjentéw z CMT, nie mialo

tych zmian w sekwencji.

Dane te sugeruja, ze do pewnej diagnozy chorego potrzebne jest badanie kliniczne,
elektrofizjologiczne oraz badanie genetyczne probanta oraz zaréwno zdrowych jak i chorych
cztonkéw rodziny. Badania segregacji wariantow sekwencji sa konieczne do przewidywania
ich statusu patogennos$ci. Jednak czgsto problemem staje si¢ brak dostepnosci materiatu
genetycznego do badania oraz wystepowanie mutacji de novo, ktore w przypadku genu

mitofuzyny 2 sg czestym zjawiskiem (21, 82).

Ponadto okazato si¢, ze jednemu fenotypowi nie mozna przypisa¢ jednej tylko
przyczyny, jaka jest mutacja w danym genie. Zhu 1 wspotpracownicy stwierdzili, ze choroba
CMT z objawami piramidowymi, moze mie¢ szersze podloze genetyczne niz tylko mutacje
w genie mitofuzyny 2. Badania tej grupy wykazaty, ze w jednej rodzinie z fenotypem choroby
CMT z objawami piramidowymi wystepuje mutacja ¢.493C>G (p.His165Asp) w genie
MFEN2, ktora segreguje z chorobg, natomiast w drugiej rodzinie z takim samym fenotypem

wystepowanie mutacji w genie MFN2 wykluczono za pomocg analizy sprzgzen (15).
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6.7 Analiza regionu promotorowego genu mitofuzyny 2

W ramach analizy genu mitofuzyny 2, u 32 0so6b z grupy badanej, badaniem objeto
réwniez region promotorowy genu mitofuzyny 2 od pozycji €.-10 032 do c¢.-8 957. Region ten

znajduje si¢ przed niekodujagcym eksonem 1 genu mitofuzyny 2.

W grupie badanej zidentyfikowano 2 warianty, z ktoérych jeden jest znany (rs2236053)
i jeden do tej pory nieopisywany (c.-9891delT). Znany wariant w bazie danych NCBI

funkcjonuje jako nieszkodliwy polimorfizm.

Zmiang ¢.-9891 htz del T stwierdzono u 7 oséb z 34-0sobowej grupy badanej. Zmiana
lokalizuje si¢ w ciggu nukleotydow tyminowych, co utrudnia analiz¢ sekwencji 1 bezbtedne
namnozenie danego fragmentu przez polimeraze, z uwagi na istnienie zjawiska nazywanego
»Slizganiem si¢” polimerazy. Takie ,$lizganie si¢” polimerazy ma miejsce w sekwencjach
bogatych w ciagi polinukleotydowe sktadajace si¢ z tego samego nukleotydu — w tym
przypadku nukleotydu tyminowego. Do namnazania fragmentow DNA zastosowano
polimeraz¢ Taq pochodzaca z bakterii Thermus aquaticus, ktora wprowadza jeden btad
na 9 000 nukleotydow (83), a wigc nie jest, tzw. wierng polimerazg. Stad trudno wysnu¢
wniosek 0 bezsprzecznym istnieniu wariantu ¢.-9891 htz del T, a tym bardziej o jego
ewentualne] patogennosci. Dodatkowo przyjeto numerowanie usunig¢tego nukleotydu
tyminowego, jako pierwszego (najblizej pozycji +1, poczatku translacji) w ciagu nukleotydow
tyminowych. Jednak nie ma mozliwosci sprawdzenia, ktory z nukleotydow ulegt delecji i czy

u kazdego z 7 pacjentow brakuje tego samego nukleotydu tyminowego.

Z dotychczasowej literatury wynika, Zze podobne badania analizy sekwencji promotora
genu MFN2 nie byly wykonywane na $wiecie. Jednak znane sg przypadki, ze stwierdzano
mutacje w genie, w ktérym mutacje odpowiadajg za wystapienie choroby CMT. Przyktadem
mogg by¢ mutacje w regionie promotorowym genu GJB1, w ktéorym mutacje odpowiadaja
za wystapienie polineuropatii sprz¢zonej z chromosomem X (84). Li i wspotpracownicy
zidentyfikowali opisywany juz w niniejszej pracy wariant c.-713G>A bedacy polimorfizmem,
a uwazany uprzednio za mutacj¢ patogenng, oraz wariant c.-459C>T, ktory segregowat
Z chorobg w chinskiej rodzinie z CMTX. Wariant ten opisywano juz w literaturze w rodzinie
wioskiej 1 amerykanskiej (85, 86). Wariant ¢.-459C>T jest w prawdopodobnym miejscu IRES

(ang. internal ribosome entry site), czyli w miejscu, gdzie rekrutowane sa rybosomy
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do zapoczatkowania translacji. Li i wspotpracownicy sugeruja, ze wariant ¢.-459C>T zmienia
strukture drugorzedowa, poprzez co wplywa negatywnie na translacje genu GJB1
w komorkach Schwanna (84). Innym wariantem sekwencji genu zidentyfikowanym
w regionie promotorowym genu GJBL1 jest wariant c.-526G>C, ktory znajduje si¢ w miejscu
wigzania czynnika transkrypcyjnego SOXI10, powodujac zaburzenia jego dziatania.
Dowodem na takg tez¢ byto zmniejszenie lub utrata transkryptu genu GJB1 (87). Rowniez
W miejscu wigzania biatka SOX10 stwierdzono inng mutacje c¢.-529T>C, ktora takze
powoduje zmniejszenie poziomu ekspresji genu GJB1, poprzez obnizenie powinowactwa
miejsca wigzania do biatka SOX10 (88).

6.8 Wykorzystanie przesiewowej metody SSPC

Wyniki analizy promotora genu mitofuzyny 2 pozostajg trudne do interpretacji
Zuwagi na zastosowang metod¢ badania. Na poczatku niniejszych badah nad genem
mitofuzyny 2, w 2009 roku, metoda SSCP byla powszechnie stosowang procedurg
W laboratoriach genetycznych zajmujacych si¢ poszukiwaniem mutacji w genach, poniewaz
jest metoda niedroga i1 pozwala na dos$¢ szybka identyfikacj¢ zmian pojedynczych
nukleotydow w duzej liczbie probek. Jednak czuto$¢ tej metody przesiewowej naturalnie jest
nizsza niz 100% 1 wynosi okoto 80%, poniewaz nie opiera si¢ na bezposredniej obserwacji
sekwencji. Analiz¢ wszystkich trzech fragmentow regionu promotorowego genu
mitofuzyny 2 wykonano przy tych samych parametrach procedury SSCP. Jednak
dla doktadnego ustawienia metody SSCP, dla danych fragmentow sekwencji, do§wiadczalnie
dopasowuje si¢ temperaturg, doktadny sktad buforu oraz napigcie stosowane przy rozdziale
w zelu poliakrylamidowym. Prawdopodobnie jest to powod, dla ktorego jednej zmianie
odpowiadaty rézne wzory migracji fragmentow w zelu poliakrylamidowym i odwrotnie —
wielu wzorom odpowiadala jedna sekwencja, potwierdzona sekwencjonowaniem

bezposrednim metoda Sangera (89).

Jednak przy dostatecznie dobrym dopasowaniu parametréw rozdziatu fragmentow
DNA, za pomoca metody SSCP, mozna uzyska¢ bardziej zadowalajace wyniki. Tak bylo
w przypadku genu KIF1B, w ktorym za pomocg metody SSCP badano obecno$¢ zmiany
p-GIn98Leu. Dla wszystkich badanych chorych (27 0sob) 1 63 0s6b zdrowych stwierdzono
wystepowanie trzech wzordw migracji odpowiadajacych wystgpowaniu polimorfizmu

o numerze identyfikacyjnym w bazie NCBI rs12402052 w uktadzie homozygotycznym
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zgodnym z sekwencja referencyjng, wuktadzie heterozygotycznym 1  ukladzie
homozygotycznym niezgodnym z sekwencja referencyjng, co potwierdzono za pomoca

bezposredniego sekwencjonowania.

6.9 Analiza MLPA

Za pomocg analizy MLPA zbadano, czy pojawiaja si¢ zmiany w liczbie kopii
poszczegblnych fragmentow genu MFN2 oraz genu MPZ (ujety w zestawie odczynnikéw
razem z genem MFNZ2). W badaniach nie zidentyfikowano Zzadnych zmian. Cz¢§¢ autorow
zajmujacych si¢ problematyka neuropatii aksonalnych uwaza badanie MLPA za zbg¢dne
i zwykle nie dajace pozytywnych rezultatow (25). Inng kwestia, ktora przemawia przeciw
wykorzystywaniu metody MLPA w rutynowym badaniu genu MFN2 jest fakt, ze ogromna
wiekszo$¢ mutacji w genie mitofuzyny 2 to mutacje typu zmiany sensu, a mutacje bedace
duplikacjami badz delecjami fragmentow genu stanowiga wyjatki. Tak jak na przyktad
wspomniany juz przypadek delecji eksonow 7 i 8 u dwdjki chorego rodzenstwa zdrowych

rodzicow (18).

6.10 Czestosci wystepowania mutacji w genie mitofuzyny 2 w populacji polskich

pacjentéw z chorobg Charcot-Marie-Tooth typu 2

Niniejsza praca jest pierwsza, ktora dotyczy mutacji w genie mitofuzyny 2
u pacjentow z chorobg HMSN II w uje¢ciu populacyjnym, w populacji polskiej. Badania
pilotazowe wykonano w Instytucie Medycyny Doswiadczalnej 1 Klinicznej w Warszawie
w 2006 roku na grupie 20 polskich pacjentdow ze zdiagnozowang chorobg HMSN II (13).
Wykryto wtedy 2 mutacje, co bylo obiecujgcym wynikiem i zachecito do badan zakrojonych

na szerszg skale.

W grupie badanej w ramach niniejszej pracy, patogenne mutacje genu MFN2
stwierdzono tylko u pacjentow z czystg klasyczng postacig dziedzicznej ruchowo-czuciowej
neuropatii (HMSN II; CMT 2). Czesto$¢ zidentyfikowanych mutacji w calej grupie badanej
wynosi 4,5%. Jednak biorgc pod uwage tylko przypadki czystej choroby HMSN II, czgstosé

ta wzrasta o ponad trzy punkty procentowe, dajac 7,7% czestosci mutacji w genie MFN2
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W polskiej populacji wsrdéd chorych na HMSN II. Wykluczajac pacjentow z chorobg
HMSN II o dziedziczeniu autosomalnym recesywnym, czgstos¢ ta siega az 8,3%.

Wyniki te r6znig si¢ od wynikow uzyskiwanych dla innych populacji na $wiecie,
gdzie czestos¢ mutacji w genie MFN2, biorgc pod uwage przypadki rodzinne dziedzicznej
neuropatii ruchowo-czuciowej wynosi okoto 20% (13). Jednak ostatnie badania wykazaty,
ze czegsto$¢ mutacji w genie mitofuzyny 2 w populacjach europejskich jest bardzo rdzna.
Wyniki naszych badan sg zblizone do wynikéw prac na populacji najblizszych sgsiadow-
Czechow i Niemcow, gdzie czestos¢ mutacji w genie MFN2 w grupach chorych na CMT2
waha si¢ w granicach 7-8%. Czestos¢ ta wydaje si¢ by¢ duzo wyzsza w populacjach basenu
Morza Srédziemnego, wynoszac np. dla populacji wloskiej blisko 30% (27). Niejednoznaczne
dane pochodzg z Hiszpanii. Jedna z prac na tej populacji donosi o czesto$ci mutacji w genie
mitofuzyny 2 wynoszacej 2,5% (24), co pozostaje w catkowitej sprzecznosci z wynikami
poprzednich badan, gdzie uzyskano czestos¢ wystgpowania mutacji w genie MFN2
przekraczajacg 20% (60). Z kolei ostatnie publikowane badania poszukiwania mutacji
w genie MFN2 w rosyjskiej populacji pacjentéw z CMT2 o heterogennym pochodzeniu
etnicznym wykazaly niski procent czestosci mutacji w genie MFN2, bo wynoszacy okoto 3%,

na ktory ztozyly si¢ 4 mutacje patogenne w grupie 170 niespokrewnionych pacjentow (26).

Pozostaje jednak pytanie, dlaczego w populacjach Europy Srodkowo-Wschodnigj
czestos¢ wystepowania mutacji w genie MFN2 jest tak niska. Do grupy badanej w wiekszosci
wlaczono pacjentdéw z fenotypem neuropatii aksonalnej. Jednak poza tym wlaczono takze
szeroki zakres fenotypow, poczawszy od fenotypow neuropatii aksonalnej z objawami
dodatkowymi, jak objawy piramidowe, zanik nerwu wzrokowego, uposledzenie umystowe,
przez neuropatie ruchowe 1 posrednia aksonalno-demielinizacyjng chorobe CMT,
po neuropati¢ czuciowg 1 neuropati¢ z nadwrazliwoscig na ucisk. Decyzja wlaczenia do badan
tylu fenotypoéw ma swoje uzasadnienie w literaturze, gdzie w norweskiej pracy stwierdzano
obecno$¢ mutacji w genie MFN2 w kazdym z powyzej wymienionych fenotypoéw choroby
(21). Wyniki tej grupy badawczej przedstawiaja rowniez niski procent wystgpowania mutacji
w genie MFN2 wsrod pacjentow z wymienianymi fenotypami, co sugerowato wigczenie jak
najwigkszej liczby fenotypéw zwigzanych z chorobami krggu Charcot-Marie-Tooth typu

aksonalnego.

65



W wigkszosci badan na $wiecie analizie genu MFN2 poddawano gidwnie przypadki
rodzinne, podczas gdy w grupie reprezentujacej pacjentow z populacji polskiej przewazaja

przypadki sporadyczne.

6.11 Polimorficzno$¢ genu mitofuzyny 2 wsrod pacjentéow z chorobami kregu

Charcot-Marie-Tooth typu 2 w populacji polskiej

Oprocz mutacji patogennych i wariantdow o nieokres§lonym statusie patogennosci
w toku badan wykryto liczne warianty sekwencyjne genu mitofuzyny 2 okreslane mianem
polimorfizméw. Ws$rdod nich znajduja si¢ warianty czgste (o warto$ci S$redniej
heterozygotycznosci wyzszej niz 0,1) 1 warianty rzadkie (o warto$ci $redniej
heterozygotycznosci nizszej niz 0,1). W grupie 69 chorych stwierdzono zatem obecno$¢ 15
réznych wariantow mitofuzyny 2 (6 czestych polimorfizmoéow 1 9 rzadkich polimorfizméw).
Lacznie u wszystkich chorych w grupie badanej stwierdzono wystgpowanie az 159 wariantow
(Suplement, Tabela 1a i 1b). Czg¢$¢ osdb z grupy badanej wykazuje obecno$¢ az 9
polimorfizmoéw u pojedynczego pacjenta. Dane te daja podstawg do proby utworzenia
korelacji migdzy fenotypem pacjenta a zestawem polimorfizmoéw, jaki dany pacjent posiada.
Jednak w literaturze dane takie nie sg znane i biorgc pod uwage duzg liczbe polimorfizmow w
genie mitofuzyny 2, zaskakujace jest to, ze problem polimorficznos$ci genu MFN2 nie byt do
tej pory poruszany. W dotychczasowej literaturze nie stosuje si¢ ujecia polimorfizmow w
genie MFN2 w haplotypy, dlatego tez w pracy nie dokonano takiej analizy. Autorka uwaza,
ze do rozwigzania tego problemu konieczne byloby zaangazowanie szeregu narzedzi
bioinformatycznych 1 statystycznych. Jest to temat do dalszych badan, poniewaz pozostaje
pytanie, czy poszczegdlne zestawy wariantdow sekwencyjnych, w wiekszosci intronowych,

moga wplywaé na wystapienie i przebieg neuropatii aksonalnej.
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7. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

W pracy zaprezentowano pierwsze badanie genu mitofuzyny 2 wsrod pacjentow
Z polineuropatig aksonalng w polskiej populacji. Czesto§¢ wystepowania mutacji patogennych
genu MFN2 w populacji polskich pacjentow z CMT2 jest niska i wynosi 7,7%. Wynik ten jest

podobny do uzyskanych wynikow z analogicznych badan w populacji rosyjskiej i norweskiej.

Trudno$¢ w badaniach nad genem mitofuzyny 2 stanowi okreslenie, czy nowy wariant
sekwencji typu zmiany sensu jest wariantem patogennym, ze wzgledu na duzg liczbe
polimorfizméw wystepujacych u poszczegdlnego pacjenta. Moze to sugerowal efekt
kumulacyjny wszystkich wariantoéw u jednego chorego. U poszczegolnych chorych w grupie
badanej stwierdzono wystepowanie duzej liczby polimorficznych wariantow sekwencji genu
mitofuzyny 2 1 dalszych badan wymaga ustalenie, czy dane warianty sekwencji moga by¢
modyfikatorami przebiegu choroby CMT2, wywotanej mutacjami w innym genie, czy tez
same ich zestawy moga chorobe CMT2 wywotywaé. Wydaje si¢, ze mozna by¢é pewnym
patogennosci mutacji, jesli zaobserwowano segregacje mutacji z choroba, pelna penetracje
mutacji, nieobecno$¢ w DNA os6b zdrowych 1 jesli mutacja ta jest mutacja powtarzajaca sie,

np. wystepujaca w tzw. pozycji hot spot genu.

Problemem jest niepetna penetracja niektorych mutacji w genie MFN2, a zatem brak
segregacji danego wariantu z chorobg w rodzinie. Dodatkowym utrudnieniem jest fakt, ze ten
sam fenotyp moze wigzaé si¢ z réznymi mutacjami w genie mitofuzyny 2, jak réwniez to,

ze jedna mutacja w genie MFN2 moze odpowiadaé¢ za wystgpowanie roznych fenotypow.

Do badan wilaczono grupe chorych o bardzo szerokim fenotypie choroby CMT:
od czystej postaci aksonalnej neuropatii czuciowo-ruchowej, przez neuropati¢ ruchowa,
neuropati¢ czuciowa, po neuropati¢ aksonalng z objawami dodatkowymi, jak zanik nerwu
wzrokowego, objawy piramidowe, zaburzenia w osrodkowym uktadzie nerwowym. Jednak
mutacje patogenne w niniejszych badaniach stwierdzono tylko u pacjentow z klasyczng
postacig choroby CMT2, jednak o réznym wieku zachorowania (od wczesnego poczatku

choroby, do bardzo p6znego, bo po 50-tym roku zycia).

W dotychczasowych badaniach opisywanych w literaturze wskazaniem do badania genu
mitofuzyny 2 byl rodzinny charakter choroby CMT2. Z niniejszych badan wynika,
ze podstawowym kryterium wilaczenia do badan genu MFN2 powinien by¢ w pierwszej
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kolejnosci fenotyp czystej czuciowo-ruchowej neuropatii aksonalnej. Ponadto, do wynikow
stanowigcych nowe warianty w genie mitofuzyny 2 nalezy podchodzi¢ ze szczeg6lna
ostroznoscig ze wzgledu na rézny sposéb dziedziczenia mozliwy w przypadku mutacji w
genie MFN2 u pacjentow z chorobg CMT2, niepelng penetracje niektorych mutacji i zwigzek
wielu réznych mutacji w genie MFN2 z tym samym fenotypem choroby. Za mutacj¢
patogenng z najwigkszym prawdopodobienstwem mozna uzna¢ mutacj¢ znang i juz
opisywang u pacjentow z CMT2, szczegdlnie wystepujaca w pozycji hot spot. Nie wyklucza
to patogennosci innych wariantow, jednak te nowe warianty zawsze wymagaja bardziej

rozszerzonych badan dotyczacych ich patogennosci.
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SUPLEMENT

Tabela la.

Wyniki zbiorcze, prezentacja wariantow o nieznanym statusie patogennosci i cz¢stych wariantow genu mitofuzyny 2 zidentyfikowanych

w grupie badanej

NI rodziny | Chorzy/inicjaly Warianty sekwencji genu mitofuzyny 2
Warianty o nieznanym statusie patogennosci Czgste warianty

R1 GT - rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - - -

R2 SM - rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - - -

R3 BK - rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 | rs77262016 | rs41278626 | rs11586204
R4 CP - rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - - -

R5 CD - rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - - -

R5 CO - rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - - -

R6 SP - rs2236056 - rs1042842 | rs77262016 | rs41278626 | rs11586204
R7 PN - - - - - - -

R8 FA €.1287+50G>T - rs2236057 | rs1042842 - - -

R9 GJ - rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - - rs11586204
R10 PW - rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - - -

R11 KM - - - - - - -

R12 NM - rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - - -

R13 MK - rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - - -

R14 WR - rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 | rs77262016 | rs41278626 | rs11586204
R15 RP - - - - - -

R16 KK - - rs2236057 - - -

R17 SM - rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - - -

R18 PT - rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - -

R19 GM - rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - -
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R20 KN rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - - -
R21 oL rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - - -
R22 PK rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - - -
R23 MD - - - - - -
R24 WM rs2236056 - - - - -
R25 RM rs2236056 | rs2236057 - - - -
R26 KM rs2236056 | rs2236057 - - - -
R27 CA - - - - - -
R27 GK rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - - -
R28 SJ rs2236056 - rs1042842 - - -
R29 CM rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 | rs77262016 | rs41278626 | rs11586204
R30 WA rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - - -
R31 MJ rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - - -
R32 MM - - - - - -
R33 RJ rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - - -
R34 TK rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 | rs77262016 | rs41278626 -
R35 KK rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - - -
R36 MM rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - - -
R37 ZH rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - - -
R38 PM rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - - -
R39 BS - - - - - -
R40 CK rs2236056 - - - - -
R41 RT rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - - -
R42 SD - - - - - -
R43 CL - - - - - -
R44 0J rs2236056 | rs2236057 - - -
R45 MM rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 | rs77262016 - -
R46 Wz - - - - - -
R47 SG rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - - -
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R48 SK rs142271930 152236056 | rs2236057 | rs1042842 - -
R49 RB - 1s2236056 | rs2236057 | rs1042842 - -
R50 WM - 152236056 - rs1042842 - -
R51 PP - rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - -
R52 WA - 1s2236056 - rs1042842 - -
R53 BK - 152236056 | rs2236057 | rs1042842 - -
R54 BK - 1s2236056 - rs1042842 - -
R55 SN - 152236056 | rs2236057 | rs1042842 - -
R56 SK - rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - -
R57 WR - ] _ ] ] ]
R57 WJ - - - rs1042842 -
R58 SA - 1s2236056 | rs2236057 | rs1042842 - -
R59 PT - 1s2236056 - rs1042842 - -
R60 GK - 152236056 | rs2236057 | rs1042842 - -
R61 KD rs370335693 52236056 - rs1042842 - -
R62 KW - 1s2236056 | rs2236057 | rs1042842 1541278626 | rs11586204
R63 LM - 152236056 | rs2236057 | rs1042842 - -
R64 LB - rs2236056 | rs2236057 | rs1042842 - -
R65 RZ rs142271930 - - rs1042842 - -
R66 HB - 152236056 | rs2236057 | rs1042842 - -
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Tabela 1b

Wyniki zbiorcze, prezentacja mutacji patogennych i rzadkich wariantéw genu mitofuzyny zidentyfikowanych w grupie badanej

NI rodziny Chorzy/inicjal Warianty sekwencji genu mitofuzyny 2
y Rzadkie warianty
R1 GT - - - - - - -
R2 SM - - - - - - -
R3 BK - rs6680984 - - rs1042837 | rs2273295 | rs77262016
R4 CP - - - - - - -
R5 CD - - - - - - -
R5 CO - - - - - - -
R6 SP - rs6680984 - - rs1042837 | rs2273295 | rs77262016
R7 PN - - - - - - -
R8 FA - - - - - - -
R9 GJ - - - - - - -
R10 PW - - - - - - -
R11 KM - - - - - - -
R12 NM - - - - - - -
R13 MK - - - - - - -
R14 WR - rs6680984 - - rs1042837 | rs2273295 | rs77262016
R15 RP - - - - - - -
R16 KK - - - - - - -
R17 SM - - - - - - -
R18 PT - - - - - - -
R19 ov [N - : : : : :
R20 KN - - - - - - -
R21 OL - - - - - - -
R22 PK - - - - - - -
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R23 MD - - - - -
R24 WM - - rs1042837 - -
R25 RM - - - - -
R26 KM - - - - -
R27 CA - - - - -
R27 GK - - - - -
R28 SJ - - - - -
R29 CM rs6680984 - rs1042837 | rs2273295 | rs77262016
R30 WA - - - - -
R31 MJ - - - - -
R32 MM - - - - -
R33 RJ - - - - -
R34 TK rs6680984 - rs1042837 | rs2273295 | rs77262016
R35 KK - - - - -
R36 MM - - - - -
RS7 S - : : : :
R38 PM - - - - -
R39 BS - - - - -
R40 CK - - - - -
R41 RT - - - - -
R42 SD - - - - -
R43 CL - - - - -
R44 0J - rs41278624 - - -
R45 MM rs6680984 - rs1042837 | rs2273295 | rs77262016
R46 wz - - - - -
R47 SG - - - - -
R48 SK - - - - -
R49 RB - - - - -
R50 WM - - - - -
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R51 PP - - -

R52 WA - - -

R53 BK - - -

R54 BK - - -

R55 SN - - -

RS6 SK_ [rs28940001 Argaacin | - - :

R57 WR . ] ]

R57 WJ - - -

R58 SA ] ] ]

R59 PT - c.1160+45A>G

R60 GK - - -

R61 KD - - rs181445368
C.311+101G>A,

R62 KW rs6680984 C.1495+186A>G €.2204+15T>C

R63 LM - - -

R64 LB - - -

R65 RZ - - -

R66 HB - - -
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