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STRESZCZENIE

W ostatnim dziesigcioleciu dokonano spektakularnych odkry¢ w zakresie identyfikacji
nowych loci i genow odpowiedzialnych za powstanie licznych dziedzicznych chordob
neurodegeneracyjnych. Cho¢ identyfikacja nowego genu i mutacji sprawczych pozostaje
kluczowym zadaniem badania nad etiopatogeneza choroby genetycznie uwarunkowane;j,
to jednak w zaden sposob nie pozwala na okreslenie dynamiki procesu chorobowego
i zmienno$ci fenotypowej. Choroba Charcot-Marie-Tooth typu 1A (CMT1A) jest najczestsza
dziedziczng choroba obwodowego uktadu nerwowego cztowieka. Od 1991 r. istnieje
mozliwos¢ identyfikacji gléwnej mutacji sprawczej w CMTIA tj. mikroduplikacji
w regionie 17pl1.2-p12, obejmujacej gen PMP22. Przebieg kliniczny choroby CMT1A
1 blizniaczej (allelicznej) wzglgdem niej dziedzicznej neuropatii z nadwrazliwos$cig na ucisk
(HNPP) bywa bardzo rézny. Chorzy, u ktorych stwierdzono duplikacje genu PMP22
charakteryzuja si¢ duza zmiennoscia objawow klinicznych (zanik migéni odsiebnych, wady
kostne, objawy dodatkowe). Podobnie w neuropatii uciskowej (HNPP) nie sposéb okresli¢
poczatku choroby, liczby, lokalizacji i czestosci epizodow niedowtadu na podstawie wyniku
badania genetycznego. Tak wigc, zarbwno w chorobie CMTI1A jak i HNPP wynik badania
genetycznego nie posiada zadnej wartos$ci rokowniczej. Rodzi si¢ wigc pytanie o rolg
dodatkowych czynnikow genetycznych (modyfikator) w ksztalttowaniu réznorodnosci
fenotypowej chorob CMTI1A/HNPP. Jak dotad, pomimo 22 lat badan nad etiopatogeneza
choré6b CMT1A/HNPP w kilkunastu os$rodkach na §wiecie, nie udato si¢ zidentyfikowaé genu
modyfikatora w chorobach CMT1A/HNPP. Podstawowym problemem w ocenie zmiennosci
fenotypowej chorob CMTI1A/HNPP pozostaje brak powszechnie uznanych kryteriow oceny
fenotypu.

W ostatnich latach probowano wprowadzi¢ skale oceny fenotypu polineuropatii
genetycznie uwarunkowanych, ale ich uzyteczno$¢ jest przedmiotem dyskusji. Oznacza to,
ze obiektywna ocena fenotypu CMTI1A/HNPP (z wyjatkiem przypadkow skrajnych) jest
nadzwyczaj trudna.

W wielu opracowaniach udowodniono, zZe istnieje korelacja pomiedzy ekspresja genu
PMP22 a przebiegiem Klinicznym polineuropatii. W tym ujeciu sekwencja regulatorowa
(promotorowa) genu PMP22 wydaje si¢ odgrywaé wazng role w ksztaltowaniu fenotypu
CMTI1A/HNPP. Nie mozna odrzuci¢ tezy, ze warianty sekwencyjne w obrebie dodatkowej
(trzeciej) kopii genu PMP22 (cze$¢ kodujaca) moga takze wptywaé na przebieg kliniczny
choroby CMT1A.



Genem funkcjonalnie zZwigzanym z PMP22 jest gen LITAF
(Lipopolysaccharide-Induced Tumor Necrosis Factor) bioragcy prawdopodobnie udziat
w degradacji biatka PMP22. Obecnie dyskutowany jest zwigzek funkcjonalny genu LITAF
i genu kodujacego czynnik TNF alfa. Biatko LITAF/SIMPLE prawdopodobnie funkcjonuje
jako czynnik transkrypcyjny dla genu TNF alfa. Wydaje si¢, ze warianty w sekwencji
promotorowej genu TNF alfa moga cho¢ w czgsci odpowiada¢ za wystgpienie komponentu
centralnego i zapalnego w polineuropatiach obwodowych.

Gtownym celem pracy byta préba odpowiedzi na pytanie jaki jest udzial czynnika
genetycznego — genow PMP22, LITAF i TNF alfa w zmiennosci fenotypowej chorob CMT.
Ponadto w pracy podjeto probg przyporzadkowania zidentyfikowanych wariantow
sekwencyjnych w powyzszych genach poszczegdlnym fenotypom choroby.

Badania genetyczne przeprowadzono u 183 oséb; w tym 92 chorych z rozpoznaniem
CMTI1A, 55 chorych z rozpoznaniem HNPP, 15 0s6b z rodzinng polineuropatig genetycznie
uwarunkowang wspotwystepujaca z polineuropatia zapalng oraz w 11-0sobowej grupie
zdrowych cztonkoéw rodzin. Proces gromadzenia dokumentacji medycznej 1 banku probek
DNA chorych z duplikacja/delecja genu PMP22 poprzedzajacy rozpoczecie badan bgdacych
przedmiotem rozprawy doktorskiej trwatl 15 lat. Grupe kontrolng stanowito 100 prébek DNA
(50 kobiet, 50 megzczyzn) uzyskanych z Zakladu Genetyki Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego. Analiz¢ duplikacji/delecji regionu 17pl11.2-p12 wykonano metoda PCR
w czasie rzeczywistym (Real Time PCR). Do analizy produktow reakcji PCR zastosowano
technike bezposredniego sekwencjonowania produktow reakcji PCR oparta na metodzie
Sangera z uzyciem znakowanych dideoksynukleotydow.

W badanych grupach lgcznie stwierdzono 14 wariantow sekwencyjnych. W genie
PMP22 7 wariantow — 1 mutacje, 4 warianty potencjalnie patogenne, 2 warianty
polimorficzne. W genie LITAF zidentyfikowano 6 wariantow - 1 mutacj¢, 1 wariant
patogenny oraz 3 rzadkie warianty sekwencyjne. W promotorze genu TNF alfa
zidentyfikowano 1 polimorficzny wariant sekwencyjny. Zidentyfikowane zmiany w genach
PMP22, LITAF, TNF alfa zostaly poddane analizie statystycznej oraz bioinformatyczne;j.

Wykazano, ze wariant sekwencyjny ¢.274A>G (Ile92Val) w genie LITAF moze by¢
rozpatrywany jako modyfikator zmienno$ci klinicznej chorob CMTI1A/HNPP. Ponadto
warianty SNP w sekwencji kodujacej genu PMP22 istonie wplywaja na przebieg choroby
CMTI1A. Wydaje si¢, ze warianty sekwencyjne w domenie regulatorowej genu PMP22 oraz
w regionie promotorowym genu TNF alfa nie odgrywaja istotnej roli w modulowaniu

zmienno$ci fenotypowej chorob CMT1A/HNPP.



WYKAZ SKROTOW

CAMP - cykliczny adenozynomonofosforan
CdCS - Cri Du Chat Syndrome - zespot kociego ptaczu
CHN - Congenital Herediatry Neuropathy - wrodzona neuropatia hipomielinizacyjna

CIDP - chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy - przewlekta polineuropatia zapalno-
demielinizacyjna

CMAP - (compound muscle action potential) ztozony potencjat czynnosciowy rejestrowany z miesnia
po stymulacji elektrycznej wtokien ruchowych nerwu

CMT - choroba Charcot-Marie-Tooth
CMT1A — choroba Charcot-Marie-Tooth typ 1A

CMTX - choroba Charcot-Marie-Tooth o dziedziczeniu sprz¢zonym z chromosomem X

CNTF - ciliary neurotrophic factor - gen kodujacy rzeskowy czynnik neurotroficzny produkowany
przez komorki Schwanna

Cx32 /GJB1 - Connexin 32 (Gap Junction Protein Beta-1) — koneksyna 32, biatko tworzace kanaty
jonowe

CREB - cAMP-responsive element binding protein — miejsce wigzania dla cyklicznego
adenozynomonofosforanu

dbSNP - single nucleotide polymorphism database - baza polimorfizméw jednonukleotydowych
DSS - Déjerine-Sottasa Syndrome — zespot Déjerine’a-Sottasa

EGR2 - Early Growth Response Gene 2- gen wczesnej odpowiedzi 2 (czynnik transkrypcyjny)
ESE — Exonic Splicing Enhancers — eksonowe sekwencje wzmacniajace sktadanie RNA

ESS - Exonic Splicing Silencer— eksonowe sekwencje wyciszajgce sktadanie RNA

GBS - Guillain-Barré Syndrome - zesp6t Guillaina—Barrego

HNPP - Hereditary Neuropathy with liability to Pressure Palsies — dziedziczna neuropatia
z nadwrazliwoS$cig na ucisk

Krox20 — mysi ortolog ludzkiego genu EGR2

LITAF - Lipopolysaccharide-induced Tumor Necrosis Factor — czynnik transkrypcyjny ludzkiego
promotora genu TNF alfa indukowany lipopolisacharydem

LMSE - late myelination Schwann cell-specific element - element dojrzatych komoérek Schwanna

MAG - Myelin-Associated Glycoprotein — gen kodujacy biatko otoczki mielinowej



MBP - Myelin Basic Protein - gen kodujacy podstawowe biatko otoczki mielinowej
nkkd — niedowtad konczyn dolnych

nkkg — niedowtad konczyn gornych

nt - nukleotyd

OA — odruch ze $ciggna Achillesa

Oct-6 - Octamer Binding Transcription Factor 6 — czynnik transkrypcyjny

OK - odruch kolanowy

OUN - osrodkowy uktad nerwowy

PD - Parkinson disease - choroba Parkinsona

PO/MPZ - protein zero/myelin protein zero — gen kodujacy biatko otoczki mielinowe;j
PMP22 - peripheral myelin protein 22 - gen kodujacy biatko otoczki mielinowe;

PRX - Periaxin — gen periaksyny kodujacy biatko tworzace kompleks dystroglikanowo-
glikoproteinowy

pz — para zasad
SEMAF - semaphorin F - gen kodujacy biatko zwigzane z migracjg neuronow

SIMPLE - Small Integral Membrane Protein Of Lysosome/Late Endosome — gen kodujacy biatko
zlokalizowane w btonie lizosomu/p6znego endosomu

SM - sclerosis multiplex - stwardnienie rozsiane

SMA - spinal muscular atrophy - rdzeniowy zanik mig$ni

SNAP - sensory nerve action potential - czuciowy potencjat czynnosciowy rejestrowany z nerwu,
synonim czuciowego potencjatu wywotanego rejestrowanego w badaniu SCV (sensory conduction
velocity)

SNP - single-nucleotide polymorphism — polimorfizm pojedynczego nukleotydu

SOX10 - SRY-Box 10 — czynnik transkrypcyjny

SREB - sterol regulatory element binding protein — miejsce wigzania dla receptora progesteronu

TNF alfa - tumor necrosis factor alpha - czynnik martwicy nowotwordéw typu alfa

UTR - untranslated region — nieulegajaca translacji czgs¢ mRNA
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1. WSTEP

Choroby kr¢gu Charcot-Marie-Tooth (CMT) to jedne z czgstszych dziedzicznych
schorzen obwodowego uktadu nerwowego. Po raz pierwszy ich opisu dokonano juz w drugiej
potowie XIX wieku. Ponad sto lat pdzniej badania kliniczne, elektrofizjologiczne oraz
morfologiczne pozwolity na wyodrebnienie dwoch gtéwnych grup: CMT typu 1 okreslonego
jako demielinizacyjny oraz aksonalng posta¢ choroby CMT typu 2 (Harding i Thomas 1980).
W roku 1989 w grupie chorych z demielinizacyjng postacia CMT wykazano sprze¢zenie
genetyczne z locus 17p11.2-p12, od tej pory ta forma choroby nosi nazwe¢ choroby CMT typu
1A (Raeymaekers i wsp. 1989). Dwa lata pozniej belgijska grupa badaczy, a nastepnie
amerykanska opisaly pierwsza mutacje w chorobach krggu CMT, ktora byta mikroduplikacja
regionu 17p11.2-p12 obejmujaca 1,5 min pz (Raeymaekers i wsp. 1991, Lupski i wsp. 1991).
W obrgbie zduplikowanego regionu znajduje si¢ ok. 80 gendéw, jednakze wykazano,
ze w patomechanizmie choroby CMTI1A bierze udzial jedynie gen PMP22 (peripherial
myelin protein 22). Za jego patogenng rolag przemawia podobienstwo fenotypow chorych
z duplikacja w regionie 17pl1.2-pl12 z fenotypem chorych, u ktérych zidentyfikowano
mutacje punktowe w genie PMP22 (Roa i wsp. 1993). Dotychczas duplikacja regionu
17p11.2-p12 jest najczesciej wystepujacym defektem skutkujacym fenotypem choroby
CMTI1A. Przyjmuje si¢, ze w populacji europejskiej wystepuje az u 70% chorych z CMT
(Nelis 1 in. 1996). Natomiast w populacji potnocno-amerykanskiej (Stany Zjednoczone)
czestos¢ zachorowania na CMT1 wynosi 1:2500 (Skre 1974). W Tabeli 1 przedstawiono
dotychczas opublikowane dane populacyjne dotyczace czestosci wystepowania duplikacji
regionu 17pl1.2-p12 oraz czgstos¢ mutacji w najczesciej badanych genach wywotujacych

polineuropatie.

Mutacje punktowe
Region Duplikacja
17p11.2-p12 PMP22 GIB1 MPZ Inne geny Pacjenci/Referencje
. 179 rodziny z rozpoznaniem choroby
Polska 28% (51 rodzin) CMT1 (Kabzinska i wsp. 2009)*
819 chorch z CMT1 (nie wszyscy
Europa 71% (579) 3/98 10/36 14/107 pacjencii z wykluczong duplikacja byli
badani w kierunku mutacji
punktowych) (Nelis i wsp. 1996)
2% (1EGR2, | 153 chorych - 141 CMT1, 3 DSS,
Ameryka Pin. 52% (79) 3%(G) | T%(11) | 3%(5) Ol(PRX 1CHN, 6 CMT2, 2 HNPP (Boerkoel i
(gtéwnie USA) INEFL) | wsp. 2002)
Australia 61% (136) 1% (3) 12% (27) 3% (7) - 224 chorych z CMT (Nicholson 1999)
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93 chorych — 68 CMT1, 9 CMTX, 5
Serbia 39% (36) 1% (1) 11% (10) 3% (3) - CMT2, 11 CMT (Keckarevic-Markovic
i wsp. 2009)
. 174 chorych — 108 CMT1, 32 CMT2,
Rosja 33% (58) 1% () 9% (15) 3% (6) 34 CMT E/Mersiyanova i wsp. 2000)
. . 4,5% (6 121 rodzin — 119 z CMT, 2 z HNPP
Stowacja 33% (40 rodzin) rodzin) ) . . (Resko i wsp. 2011)
170 chorych z CMT1 i DSS
Wiochy 58% (98) 1% (2) 7% (12) 2% (4) (Mostacgi’uolo wsp. 2001)
Grecja 26% (63) ) 4,9%(12) | 0,58% (1) ggzlllc;horych z CMT1 (Karadima i wsp.
Finlandia 520 (64) 1%@3) | 10%(12) | 2% (3) \ﬁ; Cfggé‘;h z CMT11iDSS (Silander i
Norwegia 14% (11) ) 6% (5) 1,2% (1) gélclr;orych z CMT1 (Braathen i wsp.
Japonia 31% (40) 5% (6) | 11% (14) | 9% (12) ;ggz")hory”‘ Z CMT (Numakura i wsp.
5% (1EGR2, | 57 chorych — 28 CMT1, 18 CMT2, 4
Korea 26% (15) W@ | %E | %@ |, E\IEFL) DSS, 7 OMT (Choi i wsp. 2004)
Tajwan 58% (33) - - 89% (5) - 57 chorych z CMT1 (Lee i wsp. 2004)

Tabela 1 Czesto$¢ wystepowania duplikacji genu PMP22 oraz mutacji punktowych w genach
wywotujacych polineuropatie w réznych populacjach.

*Badania opublikowane w 2009 roku prowadzone w Zespole Nerwowo-Migéniowym IMDiK PAN
w Warszawie.

U  wigkszosci chorych, u ktorych rozpoznano dziedziczng neuropati¢
z nadwrazliwo$cig na ucisk (HNPP) stwierdzono delecje regionu 17p11.2-p12. Podobnie jak
w przypadku chorych z CMT1A, HNPP moze by¢ takze wywolane przez mutacje punktowe
w genie PMP22 (Chance i wsp. 1993).

Wsrédd chorych z fenotypem CMT1A/HNPP obserwuje si¢ pewng zmienno$¢ kliniczna.
W typowej (,.klasycznej”) postaci CMTIA objawy choroby pojawiaja si¢
w pierwsze] lub drugiej dekadzie zycia. Jednakze okazuje si¢, ze wiek wystgpienia
pierwszych objawow jest bardzo zmiennym parametrem klinicznym (od 1-go roku zycia po
6-ta3 dekadg). Zmienno$¢ kliniczna dotyczy takze takich parametrow jak niedowtad
odsiebnych migéni konczyn dolnych, konczyn goérnych, zaburzenia czucia. W 70%
przypadkéw badania przewodnictwa nerwowego wykazuja obnizenie predkosci przewodzenia
we wtoknach ruchowych nerwu posrodkowego (arbitralnie ustalona wartos¢ 38 m/s). U 75%
chorych obserwuje si¢ wady kostne w postaci wydrazonych stép oraz mtotowate ustawienie
palcéw. Skrzywienie kregostupa obserwuje si¢ u 10% chorych. Okoto 10% pacjentow
pozostaje bezobjawowych klinicznie (Reilly i wsp. 2011, Murphy i wsp. 2012).

Podobnie jak w przypadku chorych z CMT1A fenotyp chorych z HNPP jest niezwykle

zmienny. Zazwyczaj obraz kliniczny chorych z delecja regionu 17p11.2-p12 jest tagodniejszy
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od wywolanego mutacjami punktowymi w genie PMP22 (Chance i wsp. 1993). HNPP
charakteryzuje si¢ nawracajacymi epizodycznymi porazeniami nerwdw obwodowych.
Wydaje si¢, ze ze wzgledu na bardzo duzg zmienno$¢ fenotypowa, HNPP jest rzadziej
rozpoznawana niz wystepuje. Pierwsze objawy choroby, zwykle wywotane poprzez ucisk lub
uraz, pojawiaja si¢ w drugiej lub trzeciej dekadzie zycia. Jednakze podobnie jak w przypadku
chorych z fenotypem CMT1A poczatek choroby odnotowano takze przed 5-tym rokiem Zzycia
jak i w 6- 7-¢j dekadzie. U wigkszo$¢ chorych pierwsze objawy maja ostry, bezbolesny
poczatek, poprzedzony dretwieniem i parestezjami. Zazwyczaj objawy pogarszaja si¢ w ciggu
kilku dni/tygodni i u 50% chorych catkowicie ustgpujg. Wsroéd chorych z HNPP opisuje si¢
przypadki polineuropatii ,,nasladujacej” CMT1 (Martini i Toyka 2004). U niewielkiego
odsetka chorych z ,klasyczng” HNPP obserwuje si¢ deformacje kostne. W HNPP bardzo
rzadko opisuje si¢ zajgcie nerwow czaszkowych, porazenie strun glosowych jak rowniez
wspottowarzyszacy polineuropatii niedostuch (Kabzinska i wsp. 2010). Okoto 25% nosicieli
delecji regionu 17p11.2-p12 pozostaje bezobjawowych (Duborg i wsp. 2000).

Rozwo6j technik molekularnych sprawil, ze mozliwa jest identyfikacja mutacji
sprawczych w chorobach CMT1A 1 HNPP, jednakze wynik badania genetycznego stuzy tylko
do weryfikacji rozpoznania, nie ma natomiast wartosci rokowniczej. Poradnictwo genetyczne
jest zatem ograniczone do okreSlenia ryzyka powtorzenia choroby natomiast nie pozwala
wypowiedzie¢ si¢ na temat jej przebiegu oraz rokowania. Szerokie spektrum fenotypowe
chorob CMTIA/HNPP utrudnia diagnostyke, jak rowniez skfania do poszukiwania
czynnikéw genetycznych 1 srodowiskowych wptywajacych na tak duzg ré6znorodnos¢ wsrod
chorych. Trudno$ci diagnostyczne wynikajg takze z braku jednolitej skali oceny przebiegu
klinicznego 1 stopnia cigzkos$ci polineuropatii, ktora uwzgledniataby wiek wystapienia
pierwszych objawow choroby, hierarchi¢ parametrow elektrofizjologicznych oraz objawy
dodatkowe, w tym komponent zapalny.

Podobnie jak w przypadku innych choréb neurodegeneracyjnych, takze 1 w kregu
chorob CMTIA/HNPP od wielu lat trwajg poszukiwania biomarkera/modyfikatora
zmienno$ci fenotypowej. Nie mozna wykluczy¢, ze czynniki pozagentyczne moga mieé
istotny wplyw na modulowanie fenotypu, jednakze mozliwo$¢ ich badania wydaje si¢ by¢
niezwykle trudna. Proba identyfikacji czynnika genetycznego jest zatem bardziej
prawdopodobna. Proba wyjasnienia roli czynnika genetycznego zostal podjeta m.in.
w stwardnieniu rozsianym. Badania przeprowadzone metoda przeszukiwania catego genomu
(GWAS - genome-wide association study) u trzech par monozygotycznych blizniat,

z ktorych tylko jedno bylo chore nie wykazaty zadnych rd6znic genetycznych,
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epigenetycznych czy transkrypcyjnych migdzy zdrowymi i chorymi osobami (Baranzini
i wsp. 2010). Rdzeniowy zanik migsni (SMA - spinal muscular atrophy) jest chorobg o bardzo
duzej zmiennosci klinicznej. Podstawowym genem biorgcym udzial w patogenezie SMA jest
gen SMN (survival motor nueron) obecny w dwoch kopiach - SMN1 i SMN2. W wyniku
wieloletnich badan nad modyfikatorami genetycznymi SMA wykazano, ze mutacje genu
SMN1 wywotuja objawy choroby, natomiast liczba kopii genu SMN2 warunkuje ich nasilenie
(Harada i wsp. 2002, Helmken 2003, Jedrzejowska i wsp. 2009). W chorobie Alzheimera
udato si¢ dotychczas wykaza¢ szkodliwy wptyw genotypu ApoE-4 (Saunders i wsp. 1993).
W chorobie Parkinsona (PD) wykazano zwiazek genu PRKN (parkin) z wczesnoobjawowa
postacig choroby w populacji europejskiej (Lucking i wsp. 2000). W innym genie zwigzanym
z patomechanizmem choroby Parkinsona - LRRK2 (leucine-rich repeat kinase 2)
zidentyfikowano ponad 100 réznych wariantow sekwencyjnych, ktorych zwiazek z ryzykiem
rozwoju PD jest bardzo rézny. Wérdd tych wariantow istnieje wiele rzadkich potencjalnie
patogennych wykrywanych w bardzo matych rodzinach lub u pojedynczych chorych, jak
rowniez warianty populacyjnie powszechne, mogace prowadzi¢ do podwyzszonego ryzyka
wsrod rodzinnych przypadkow choroby Parkinsona.

W kregu chorob CMT poszukiwanie modyfikatorow przeprowadzone metoda GWAS
nie umozliwilo jednoznacznej identyfikacji czynnikow genetycznych zwigkszajacych ryzyko
zachorowania lub modulujacych przebieg choroby. Fiasko badah na tak duza skale sugeruje,
ze poszukiwania modyfikatora zmiennosci fenotypowej CMT1A/HNPP nalezy przeprowadzi¢
wsrdd genow biorgcych udziat w patogenezie choroby.

Koncentracja badan nad genem PMP22 wigze si¢ przede wszystkim z jego rola
w patomechanizmie chorob CMTI1A i HNPP. Niezwykle istothym zagadnieniem w tym
procesie jest efekt dawki genu PMP22 (gene dosage effect). Efekt dawki genu wyraza si¢
poprzez wzrost ekspresji mMRNA PMP22 u chorych z fenotypem CMT1A (duplikacja regionu
17p11.2-p12) oraz obnizenie ekspresji u chorych z fenotypem HNPP (delecja
regionul7pll.2-p12). Wykazano, ze stopien obnizenia ekspresji genu PMP22 koreluje
z ciezko$cig przebiegu HNPP (Schenone 1 wsp. 1997). W przypadku chorych z fenotypem
CMTI1A, u ktorych zidentyfikowano cztery kopie genu PMP22 nie odnotowano wyrazZnie
ciezszego przebiegu polineuropatii (LeGuern 1 wsp. 1997). Na modelu zwierzecym
wykazano, ze znaczne zwigkszanie liczby kopii genu PMP22 (5-6 kopii) powoduje cigzszy
przebieg choroby, jednakze wprowadzenie dodatkowych kopii (8-9) nie powodowato
dalszego pogorszenia stanu zwierzecia (Suter i Nave 1999). Jednakze w mysim modelu

z 16 kopiami genu PMP22 zwierz¢ta byly prawie pozbawione mieliny obwodowej (Magyar
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1 wsp. 1996). Dotychczasowe wyniki wskazuja, ze ekspresja genu PMP22 jest niezwykle
precyzyjnie kontrolowana, jednakze nie wykazano jakie czynniki moga regulowac efekt
dawki genu PMP22. W tym ujeciu wydaje sie¢, ze sekwencja promotorowa oraz regulatorowa
genu PMP22 ma niezwykle istotne znaczenie w ksztattowaniu fenotypu CMT1A/HNPP.

Efekt dawki genu zostal dobrze udokumentowany z zespole Downa, ktory najczesciej
jest skutkiem trisomii chromosomu 21. Wykazano, ze pomimo trisomii catego chromosomu
(ok. 250 sekwencji kodujacych), krytyczny dla rozwoju fenotypu zespolu Downa jest
dystalny region dilugiego ramienia chromosomu 21 (21g22.3). W regionie 21qg22.3
zlokalizowany jest gen kodujacy enzym dysmutaz¢ ponadtlenkowa — SODI1. Zwigkszenie
dawki genu SOD1 (superoxide dismutase 1) skutkuje zwickszeniem aktywnosci
antyoksydacyjnej dysmutazy ponadtlenkowej. Zaburzenia oksydacyjno - redukcyjne
zwigzane z obecnos$cig dodatkowej dawki genu SOD1 prowadza do zaburzen metabolicznych,
ktore sg jedng ze sktadowych przyczyn zespotu Downa (Gardiner 2004). Obecnie w zespole
Downa postuluje si¢ modulujacy wplyw efektu dawki genu DYRK1A (Dual-Specificity
Tyrosine-Phosphorylated and -Regulated Kinase 1A), ktorego produkt biatkowy bierze udziat
w proliferacji, r6znicowaniu i dojrzewaniu komodrek neuralnych (Dierssen i Lagran 2006, Noll
I wsp. 2012).

W zespole kociego ptaczu (Cri Du Chat Syndrome - CdCS), ktory jest wywotany
delecja o zmiennej wielkosci w obrebie krotkiego ramienia chromosomu 5, rOwniez opisano
efekt dawki genu. W obrebie ramienia 5p wyznaczono dwa krytyczne regiony (5p15.2 oraz
5p15.33) dla rozwoju cech charakterystycznych zespotu CdCS (Overhauser i wsp. 1994).
W obrebie regionu 5pl5.2 zidentyfikowano gen SEMAF (semaphorin F), kodujacy biatko
zwigzane z migracja neurondw w okresie ptodowym oraz gen CTNND2, kodujacy delta-2
katening wplywajaca na ruchliwo$¢ komorek nerwowych we wczesnym okresie Zycia
ptodowego. Postuluje si¢, ze zmniejszenie dawki genu SEMAF oraz CTNND2 odpowiada za
rozwoj takich cech jak uposledzenie umystowe 1 dysmortfia u pacjentéw z CdCS. W regionie
5p15.33 zlokalizowany jest gen hTERT (telomerase reverse transcriptase), kodujacy
odwrotng transkryptaze telomeru, ktéra poprzez zdolno$¢ syntetyzowania telomerdéw
zabezpiecza konce chromosomow przed ich nadmiernym skracaniem si¢ w trakcie podziatow
komorkowych oraz stabilizuje ich strukture. Zmniejszenie dawki genu hTERT wigzane jest
z opdznieniem mowy u chorych z CdCS (Medina 1 wsp. 2000, Zhang i wsp. 2003, Mainardi
2006).

Za patogennym charakterem genu PMP22 przemawiaja takze badania z zastosowaniem

mikromacierzy ¢cDNA w szczurzym modelu choroby CMTI1A, ktore wykazaly zmiany
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ekspresji 213 sekwencji cDNA. Autorzy pracy sposrdd zidentyfikowanych sekwencji
0 zmienionym wzorcu wytypowali 86 genow, ktorych ekspresja ulegta obnizeniu oraz 23
geny, ktérych ekspresja wzrosta (w porownaniu z kontrolg), postulujac generalne obnizenie
ekspresji genow w nerwie obwodowym w wyniku zwigkszenia dawki genu PMP22.
Klasyfikacja zidentyfikowanych 213 genoéw wedtug ich funkcji wykazata przede wszystkim
silnie zredukowang ekspresj¢ genu Cntf (ciliary neurotrophic factor), genéw biorgcych
udziat w regulacji cyklu komoérkowego, kodujacych biatka cytoszkieletu oraz biatka macierzy
zewnatrzkomérowej w odpowiedzi na zwigkszong ekspresj¢ genu PMP22. W nerwie
obwodowym pacjentow z CMTIA wykazano nadrz¢dng rolg genu PMP22 w regulacji
ekspresji CNTF (Nobbio i wsp. 2009).

W genie PMP22 zidentyfikowano takze mutacje punktowe, ktore stanowia rzadsza
przyczyne choréb CMTI1A i HNPP. Dotychczas w genie PMP22 zidentyfikowano 50 mutacji
punktowych. Mutacje typu misssens w genie PMP22 po raz pierwszy opisano na myszach
trembler (Tr) (Glyl50Asp) oraz TrJ (Leul6Pro). Sa one naturalnym modelem zwierzgcej postaci
CMT (Suter i wsp. 1992). W genie PMP22 zidentyfikowano takze kilka mutacji wywotujacych
cigzkie postacie polineuropatii jak DSS oraz CHN. Mutacje typu nonsens, w miejscach
splicingowych oraz zmiany ramki odczytu najczesciej skutkuja fenotypem choroby HNPP,
a przebieg polineuropatii jest cigzszy niz w przypadku delecji regionu 17p11.2-p12. Wigkszos¢
mutacji w genie PMP22 dziedziczy si¢ w sposOb autosomalny dominujacy
w ukladzie heterozygotycznym. Odnotowano rzadkie mutacje dziedziczone w sposob
autosomalny recesywny, np. Argl57Trp oraz Argl57Gly (Roa i wsp.1993, Numakura i wsp.
2000). Dotychczas opisano jedng mutacj¢ punktowag Argl59Cys w genie PMP22 skutkujaca
fenotypem polineuropatii askonalnej (Gess i wsp. 2011). Z fenotypem polineuropatii aksonalnej
powigzano takze substytucj¢ Thrl118Met, ktora zostala zidentyfikowana w uktadzie
homozygotycznym (Shy i wsp. 2006). W uktadzie heterozygotycznym patogenno$é tej zmiany
jest niejasna, gdyz =zostala zidentyfikowana zaréwno w grupach badanych jak
i grupach kontrolnych (Gess i wsp. 2011).

W ostatnich latach postuluje si¢ udzial innych gendéw biorgcych udziat w patogenezie
polineuropatii demielinizacyjnych w modulowaniu fenotypu chorych z CMT1A/HNPP.
W tym ujeciu genem ,,kandydatem” do roli modyfikatora zmiennos$ci wydaje si¢ gen LITAF
(Lipopolysaccharide-Induced Transcription Factor), ktory prawdopodobnie bierze udziat
w degradacji biatka PMP22.

W kregu choréb Charcot-Marie-Tooth mutacje w genie LITAF odpowiedzialne sa

za tagodng posta¢ polineuropatii demielinizacyjnej o autosomalym dominujgcym sposobie
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dziedziczenia — choroba CMT typu 1C (Street i wsp. 2003). Dotychczas zidentyfikowano
dziewig¢ mutacji patogennych w genie LITAF. Fenotyp chorych z mutacjami w genie LITAF
nie zostal dokltadnie opisany, w wigkszosci chorzy reprezentuja fenotyp podobny do
CMTI1A. Pierwsze objawy choroby pod postacig niedowladu odsiebnych migsni konczyn
dolnych (bardzo rzadko dochodzi do ,,zajecia” konczyn gornych) oraz zaburzenia chodu
pojawiaja sic w pierwszej lub drugiej dekadzie Zycia. Srednie wartosci przewodzenia we
wioknach nerwu posrodkowego wynosza 20-30 m/s (Bennett i wsp. 2004, Saifi i wsp. 2005,
Latour 1 wsp. 2006). Opisano jeden rodzinny przypadek, gdzie zaréwno u chorej matki,
jak iu jej syna zaobserwowano ataksj¢ (Gerding i wsp. 2009).

Funkcjonalny zwiazek genu LITAF z promotorem genu TNF alfa moze mie¢ znaczenie
w modulowaniu komponentu zapalnego w polineuropatiach genetycznie uwarunkowanych.
Nie mozna wykluczy¢, ze poza wymienionymi genami rdéwniez inne geny, czynniki
epigenetyczne czy pozagenetyczne mogg mie¢ wpltyw na modulowanie fenotypu chorych

z CMT1A/HNPP (Ryc.1).

Czynniki genetyczne Czynniki sSrodowiskowe

Gen PMP22

Gen LITAF ——»p Zmiennosé

fenotypowa \
Gen TNF alfa /

inne geny

Ryc.1 Modyfikatory zmiennosci fenotypowej chorych z CMT1A/HNPP.

1.1 Charakterystyka genow wybranych do badan nad zmiennoscig fenotypowa chorych
z CMT1A/HNPP

1.2 GEN PMP22

Gen PMP22 po raz pierwszy zostat scharakteryzowany w mysich fibroblastach NIH3T3
jako growth-arrest gene (gas3). Wykazano, ze ekspresja mRNA gas3 w komorkach linii

NIH3T3 jest indukowana, gdy w kulturze wzrost komorek zostat zahamowany poprzez
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usunigcie surowicy lub pozbawienie interakcji migdzykomérkowych. Na podstawie
przeprowadzonych badan pierwsza funkcja jaka przypisano genowi gas3/PMP22 byla
regulacja cyklu komoérkowego, udzial we wzroscie, roéznicowaniu, oraz morfogenezie
komorek Schwanna. (Manfioletti 1 wsp.1991). W kolejnych badaniach wyizolowano z nerwu
kulszowego szczura dwa transkrypty PMP22 — cd25 oraz srl3 charakteryzujace si¢
tkankowo-specyficzng ekspresja. Obecnos¢ dwoch transkryptow wynika z transkrypcji
zachodzgcej z promotora 1 lub promotora 2 genu PMP22 (Suter i wsp. 1994).

1.2.1 Struktura genu PMP22

Gen PMP22 na dlugos¢ 35,549 tysigcy par zasad i sktada si¢ z 5 eksondéw, w tym
czterech kodujacych (2-5 ekson) oraz eksonu pierwszego podzielonego na dwie czesci (1A,
1B), ktory stanowi region 5’UTR (untranslated region) (Ryc.2). Dwa transkrypty mRNA
PMP22 rb6znigce si¢ niekodujagcym regionem 5’ s3 wynikiem obecnosci dwoch
alternatywnych promotoréw zlokalizowanych w obrebie eksonu 1A (promotor 1) i 1B
(promotor 2) (Suter i wsp.1994).

Sekwencja mRNA wariantu 1 PMP22 jest zlozona z 1828 par zasad, a region
kodujacy odpowiada fragmentowi od 209 do 691 nukleotydu. Za kodonem terminacyjnym
(564 nt) znajduje si¢ region 3’UTR, w ktorym zlokalizowany jest sygnat poliadenylacji -
1809-1814 nt oraz miejsce poliadenylacji (1828 nt). Sekwencja mRNA wariantu 2 PMP22
sktada si¢ 1816 par zasad, region kodujacy przypada na fragment nukleotydowy 179-661.
W obrgbie regionu 3’UTR znajduje si¢ sygnal poliadenylacji 1779-1784 nt oraz miejsce
poliadenylacji (1798 nt). Zarowno wariant 1 jak 1 2 genu PMP22 koduja biatko PMP22

(peripheral myelin protein 22) o dlugosci 160 aminokwasow.

1A 1B 2 3 4 5
+1

5 ATG 3

Promotor 1 | Promotor 2 | ] [ ] ||
| |

Ryc.2 Schemat struktury genu PMP22. Kolorem zielonym zaznaczono region kodujacy, kolorem szarym
niekodujacy obszar genu.
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1.2.2 Ekspresja genu PMP22

Ekspresja genu PMP22 jest tkankowo-specyficzna. Promotor 1 genu PMP22 jest tzw.
promotorem nerwowym, ktéry aktywowany jest w obwodowym uktadzie nerwowym, gldwnie
w komorkach Schwanna podczas procesu mielinizacji. Promotor 2 reguluje ekspresje
w tkankach poza uktadem nerwowym, tj. pluca, serce, jelita, endometrium oraz mig¢$nie
szkieletowe (Suter i wsp. 1994, Suter i Snipes 1995). W badaniach na modelu zwierzecym
zlokalizowano transkrypt PMP22 podczas embriogenezy w trakcie rozwoju grzbietowych
zwo0jow nerwowych, nerwow rdzeniowych oraz nerwoéw czaszkowych (Parmantier i wsp. 1997,

Paratore i wsp. 2002).

1.2.3 Sekwencja reqgulatorowa genu PMP22

Dotychczas region 5’UTR genu PMP22 zostal dobrze scharakteryzowany jedynie
u myszy i w niewielkim stopniu u chorych (Hai i wsp. 2001, Saberan-Djoneidi i wsp. 2000.
Nelis i wsp. 1998, Numakura i wsp. 2002). Funkcjonalna analiza promotora genu PMP22
poprzez transfekowanie lini komoérkowej mysich fibroblastow konstruktem zawierajacym
ludzki gen PMP22, umozliwita pelng analiz¢ sekwencji promotorowej. W obrebie promotora
1 (ekson 1A) wykazano obecno$¢ kasety TATA oraz odwrdocong kasete CCAAT - sekwencje
umozliwiajaca wiazanie z czynnikami transkrypcyjnymi C/EBP lub biatkami. Co ciekawe, nie
zidentyfikowano tych dwoch sktadowych w obrebie promotora 2. Ponadto zidentyfikowano
dwa miejsca wigzania dla czynnika transkrypcyjnego NF1 oraz jedno miejsce wigzania dla
czynnika AP-2 oraz Sp-1. Analiza bioinformatyczna wykazata w sekwencji PMP22 motywy
homologiczne migdzy genem PMP22 a innymi genami kodujacymi biatka niezbedne do
tworzenia i utrzymania prawidtowego funkcjonowania mieliny, m in. MPB (myelin basic

protein) czy MPZ (myelin protein zero) (Suter i wsp. 1994).

Podobnie zatem jak w przypadku genow MPB, MPZ czy MAG, PRX, Cx32, bioracych
udzial w formowaniu i funkcjonowaniu ostonki mielinowej, gen PMP22 moze by¢
regulowany przez rézne swoiste czynniki transkrypcyjne. Wykazano, ze gen EGR2/Krox20,
bedacy czynnikiem transkrypcyjnym, ma zdolnos$¢ bezposredniego aktywowania w/w genow.
Bierze udzial w regulacji transkrypcji genéw podczas rozwoju i segmentacji tylomdzgowia
oraz mielinizacji obwodowego uktadu nerwowego (Topilko i wsp. 1994). W trakcie
powstawania ostonki mielinowej na etapie przeksztatcania komorek grzebienia nerwowego

w prekursory komoérek Schwanna, ekspresji ulega gen PMP22 oraz MPZ. Badania na modelu
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zwierzgcym wykazaly, ze w procesie tym dochodzi do aktywacji genu PMP22 poprzez
czynnik transkrypcyjny Sox-10, ktoéry dziata juz na wczesnych etapach migracji komorek
z grzebienia nerwowego. Wraz z Sox-10 gen PMP22 jest aktywowany poprzez czynnik
transkrypcyjny Oct-6/SCIP, ktory odgrywa rol¢ w poOznej embriogenezie oraz okresie
okotourodzeniowym. Ekspresj¢ genu Oct-6 wycisza Krox20, ktory obecny jest w komorkach
Schwanna predestynowanych do mielinizacji (Jessen i wsp. 2002). Niezwykle istotng rolg
genu EGR2/Krox20 potwierdza fakt, iz mutacje punktowe w tym genie sg m.in. przyczyna
jednych z najciezszych form polineuropatii - DSS, CMT1 oraz CHN (Timmerman i
wsp.1999, Warner i wsp. 1998).

W innym badaniu regionu promotorowego genu PMP22, w ktérym analiza obj¢to ekson
1A oraz 6 kpz powyzej wykazano, ze obszar krytyczny wzgledem aktywnos$ci promotora
wynosi 300 pz powyzej eksonu 1A — region wystarczajacy do aktywacji ekspresji genu
reporterowego (Saberan-Djoneidi i wsp. 2000)._Ponadto w regionie 2 kpz powyzej promotora
1 wykazano obecnos$¢ miejsc wigzania dla receptora progesteronu (SREB - sterol regulatory
element binding protein) - oraz cyklicznego adenozynomonofosforanu (cCAMP) (CREB -
cAMP-responsive element binding protein) (Saberan-Djoneidi i wsp. 2000, Hai i wsp. 2001).
Wiadomo, ze progesteron moze by¢ autokrynnie wydzielany przez komorki Schwanna.
Wykazano, ze progesteron wzmaga aktywno$¢ promotora genu PMP22, co mogloby mie¢
implikacje terapeutyczne (Desernaud i wsp. 1998). W szczurzym modelu choroby CMT1A po
podaniu zwierzetom antagonisty receptora progesteronu - onapristonu, odnotowano spadek
ekspresji genu PMP22 oraz poprawe mielinizacji (Sereda i wsp. 2003). Doktadny mechanizm
oddziatywania miedzy progesteronem a promotorem genu PMP22 nie zostal wyjasniony.
Obecnie zastosowanie antagonistOw receptora progesteronu jest na etapie badan klinicznych
(Schenone 1 wsp. 2011). Przeprowadzono takze badania z zastosowaniem kwasu
askorbinowego, ktory obniza stezenie cyklicznego adenozynomonofosforanu - CAMP poprzez
obnizenie ekspresji jednej z izoform cyklazy adenylowej (Kaya i wsp. 2007). Na mysim
modelu choroby CMTI1A zaobserwowano, ze kwas askorbinowy podawany w duzych
dawkach powodowat obnizenie ekspresji genu PMP22. Jednakze te same proby terapeutyczne
z duzymi dawkami witaminy C (1500mg/dobe¢) przeprowadzone wsroéd chorych z CMTI1A

nie odniosty pozadanego rezultatu (Pareyson i wsp. 2011).

W obrebie 2 kpz powyzej eksonu 1A genu PMP22 zidentyfikowano takze trakty
powtdrzen (TC)n oraz (CA)n. Zmienno$¢ w liczbie powtorzen u chorych z CMT1A moze

mie¢ wplyw na strukture tego regionu oraz miejsca wigzania CREB 1 SREB (Sabéran-
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Djoneidi i wsp. 2000). W badaniu 10 kpz sekwencji genu PMP22 powyzej eksonu 2 Maier
1 wsp. wykazali, ze region od -5 kpz do -4 kpz sekwencji regulatorowej jest niezbedny
w prawidtowym procesie regulacji aktywnosci genu PMP22 w péznych etapach mielinizacji.
Obszar ten nosi nazwe LMSE (late myelination Schwann cell-specific element) (Maier i wsp.
2003). Przeprowadzone przez autoréOw pracy analizy bioinformatyczne wykazaty, ze jest to
potencjalnie obszar wigzania wielu waznych czynnikow (Ryc.3).
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Ryc. 3 Schemat sekwencji regulatorowej genu PMP22. Oznaczenia CREB (CAMP-responsive element
binding protein), SREB (serol regulatory element binding protein), PRBS (progesterone receptor
binding site), Brn-2 (brain specific homeobox/POU3F2 POU cd 2), Egr-1 (early growth response
protein 1), Egr-2 (early growth response protein 2), PRAR (peroxisome proliferator-activated
receptor), Oct-6 (Octamer Binding Transcription Factor 6)— potencjalne miejsca wigzania czynnikéw
transkrypcyjych.
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Wsréd chorych z klinicznym rozpoznaniem choroby CMTI1A 1 chorych z fenotypem
HNPP  (potwierdzona duplikacja/delecja  regionu 17pl11.2-p12) dotychczas nie
przeprowadzono badan sekwencji promotorowej i regulatorowej genu PMP22. Nelis i wsp.
zidentyfikowali jeden wariant sekwencyjny w obrgbie eksonu 1A (+67C>G) wsrdd chorych
CMTI1A/HNPP z wykluczong duplikacja/delecja genu PMP22. Zmiana wystgpita u chorego
z fenotypem CMTI1A. Analiza DNA pozostatych chorych 1 zdrowych czlonkéw rodziny
wykazata, ze substytucja nukleotydowa +67C>G nie segreguje z fenotypem choroby (Nelis
1 wsp. 1998). Przeprowadzone badania odnoszg si¢ tylko do obszaru promotora 1, nie mozna
zatem wykluczyé, ze warianty SNP powyzej (5° upstream) przeanalizowanego fragmentu
(>500 pz) moga =zaburza¢ wigzanie czynnikéw transkrypcyjnych, zwigkszajac lub
zmniejszajac efektywnos¢ transkrypcji, wplywa¢ na translacj¢ mRNA oraz jego stabilno$¢.
Ponadto SNP w sekwencji promotorowej wsrdd chorych z duplikacja/delecja regionu
17p11.2-p12 moglyby powodowac nieprawidtowy splicing eksonéw promotorowych (1A

1 1B) lub uzycie nieprawidtowego miejsca startu translacji.
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1.3 Bialko PMP22

Gen PMP22 koduje 160-aminokwasowe biatko PMP (peripheral myelin protein)
o masie czasteczkowej 22 kDa. Biatko PMP22 jest hydrofobowa glikoproteing z czterema
transbtonowymi domenami. Po raz pierwszy zostalo one zidentyfikowane wraz z bialkiem
PO/MPZ (protein zero/myelin protein zero) jako jedn z najwazniejszych komponentow
mieliny obwodowego uktadu nerwowego (Uyemura 1993). Transblonowe biatko PO/MPZ
stanowi ponad 50% biatek ostonki mielinowej. Jego gtowna funkcja jest adhezja blaszek
mieliny niezbedna dla utrzymania integralno$ci warstw ostonki mielinowej. Wykazano,
ze biatko PO/MPZ wchodzi w interakcje z biatkiem PMP22, ktére podobnie moze petnié
funkcje adhezyjne (D’Urso 1 wsp. 1999, Hasse 1 wsp. 2004). Przemawia za tym réwniez fakt,
ze w strukturze biatka PMP22 zidentyfikowano epitop L2/HNKI1, ktéory uwaza si¢
za posredniczacy w procesach adhezyjnych (Snipes i wsp. 1993). Obecnos$¢ epitopu
L2/HNK1  moze takze sugerowal zaangazowanie biatka PMP22 w polineuropatie
o charakterze zapalnym (Suter i Snieps 1995). Co ciekawe, wydaje si¢, ze uktad
immunologiczny moze modulowac przebieg genetycznie uwarunkowanej choroby CMT1A.
Wsrod chorych z fenotypem CMTI1A oraz potwierdzona duplikacja genu PMP22 wykazano
wspolistnienie nabytej polineuropatii zapalnej. W takich przypadkach polineuropatia
genetycznie uwarunkowana miata ciezszy przebieg niz ,.klasyczna” (Desurkar i wsp. 2009,

Marques i wsp 2010).

Biatko PMP22 moze takze petni¢ funkcje w rozwoju, migracji i apoptozie komorek oraz
regulowa¢ cykl komodrkowy (Fabbretti i wsp. 1995, Brancolini 1 wsp. 2000, Roux i wsp.
2005). Wiekszo$¢ informacji na temat funkcjonowania biatka PMP22 w komorkach pochodzi
z analizy jego mutantow. Myszy pozbawione jednej kopii genu PMP22 rozwijaja fenotyp
podobny do chorych z HNPP. Deficyt jednej kopii genu prowadzi do produkcji biatka
w iloSciach niewystarczajacych do zapewnienia prawidlowego funkcjonowania mieliny.
Podobnie jak w przypadku duplikacji genu PMP22, patomechanizm HNPP na poziomie
komoérkowym nie zostal doktadnie wyjasniony (Adlkofer i wsp.1997, Chance 2004).
Nowozsyntetyzowane biatko PMP22 ma bardzo krotki okres pottrwania w mielinizujacych
komorkach Schwanna. Prawie 80% biatka bardzo szybko podlega zaleznej od ubikwityny
degradacji w proteasomach, pozostata czes¢ PMP22 zostaje wbudowana w btone komodrkowa
(Pareek i wsp. 1997, Notterpeak i wsp. 1999, Ryan i wsp. 2002). W degradacje PMP22
najprawdopodobniej zaangazowane jest biatko LITAF/SIMPLE, biorace udzialt w procesach
sortowania 1 degradacji biatek. Doktadna interakcja pomig¢dzy biatkami PMP22 i LITAF nie
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zostala dotychczas opisana (Niemann i wsp. 2006). Postuluje si¢, iz przez funkcjonalny
zwigzek biatka PMP22 z biatkiem LITAF, warianty sekwencyjne w genie LITAF moga
wptywac na przebieg polineuropatii CMT1A/HNPP. W literaturze akcentuje si¢ potencjalng
role substytucji [1e92Val w biatku LITAF w modulowaniu zmiennosci fenotypowej CMT1A
(Meggouh 2005).

Mutacje punktowe w genie PMP22 dziedziczace si¢ w sposdb dominujacy powoduja
zaburzenia w prawidtowym transporcie biatka PMP22. W wigkszosci zbadanych przypadkéw
zmutowane bialtko nie jest w stanie dotrze¢ do btony komorkowej i powraca do retikulum
endoplazmatycznego. Dodatkowo, zarowno zmutowana jak i dzika forma biatka PMP22
moze tworzy¢ kompleksy, ktore zaktdcaja proporcje i transport dzikiej formy biatka poprzez
dominujqgcy efekt negatywny (Naef i Suter 1999, Shames i wsp. 2003). Postuluje sie,
ze zwickszona assocjacja miedzy zmutowang a dzika forma biatka PMP22 w reticulum
endoplazmatycznym  moze prowadzi¢ do uszkodzen bialek  czaperonowych.
W przeciwienstwie do mutacji autosomalnych dominujgcych, mutacje w genie PMP22
dziedziczone w sposdb autosomalny recesywny nie powodujg tworzenia agregatow biatka
1 zarbwno dzika, jak 1 zmutowana forma biatka s3 wbudowane do btony komodrkowe;j

komorek Schwanna (Niemann i wsp. 2006).

1.4 GEN LITAF/SIMPLE

Gen LITAF/SIMPLE po raz pierwszy zostal opisany jako gen PIG-7 (p53 inducible
gene-7) indukujacy apoptoze (Polyak 1 wsp. 1997). Nastgpnie zostal on wyizolowany z linii
ludzkich monocytow THP-1 indukowanych lipopolisacharydem jako czynnik transkrypcyjny
ludzkiego promotora genu TNF alfa (Lipopolysaccharide-Induced Transcription Factor)
(Myokai 1 wsp. 1999, Tang 1 wsp. 2003). Dodatkowo zidentyfikowano produkt biatkowy
kodowany przez ten gen w ludzkich monocytach stymulowanych immunogenng S$ciang
komorkowa Mycobacterium bovis, ktory zostat nazwany SIMPLE (small integral membarane

protein of the lysosome/late endosome) (Moriwiaki i wsp. 2001).

1.4.1 Strukruta genu LITAF/SIMPLE

Gen LITAF/SIMPLE zostal zmapowany w locus 16p13.1-p12.3, jego dtugo$¢ wynosi
39,47 tysiecy par zasad. Gen sktada si¢ z czterech eksonow, w tym trzech stanowigcych
region kodujacy (eksony 2-4) oraz eksonu pierwszego, poprzedzonego promotorem,

stanowigcego region 5’UTR (Ryc.4). Sekwencja mRNA jest zlozona z 2368 nukleotydow
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a region kodujacy odpowiada fragmentowi od 234 do 920 nukleotydu. Za kodonem
terminacyjnym (920 nt) znajduje si¢ niekodujacy region 3’UTR, w ktérym zlokalizowany jest
sygnat poliadenylacji (2333-2338 nt) oraz miejsce poliadenylacji (2356 nt).

1 2 3 4 ;
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Ryc.4 Schemat struktury genu LITAF/SIMPLE. Kolorem zottym zaznaczono region kodujacy,

kolorem niebieskim niekodujacy obszar genu.

1.4.2 Ekspresja genu LITAF/SIMPLE

Gen LITAF ulega ekspresji w réznych tkankach. Obecno$¢ transkryptu LITAF
odnotowano w ukladzie pokarmowym (Zotadek, watroba, trzustka, $ledziona, jelito cienkie,
okreznica), ptciowym (jadro, jajnik, gruczot krokowy), krwiono$nym (migsien sercowy),
wydalniczym (nerka), oddechowym (ptuca), odporno$ciowym (grasica) oraz w limfocytach
krwi obwodowej. Wykazano takze ekspresje LITAF w nerwie kulszowym, mig$niach oraz
w mozgu. W badaniach in vitro wykazano wysoki poziom biatka LITAF w komoérkach
Schwanna (Moriwaki 1 wsp. 2001, Lee 1 wsp. 2011). Wystepuje znaczne zréznicowanie
poziomu ekspresji genu LITAF, najwyzszy jest w limfocytach krwi obwodowej a najnizszy
w moézgu. W badaniach na modelu zwierzgcym potwierdzono ekspresje transkryptu LITAF
w roéznych strukturach centralnego uktadu nerwowego szczura, tj. pien mozgu, rdzen kregowy
oraz mézdzek. Ponadto wykazano, ze poziom ekspresji LITAF jest staly podczas rozwoju
nerwu kulszowego oraz nie stwierdza si¢ zadnych rdznic w poziomie transkrypcji po
indukowanym uszkodzeniu nerwu kulszowego (Street i wsp. 2003).

Ekspresja genu LITAF/SIMPLE zachodzi glownie pod wptywem lipopolisacharydu.
Biatkowy produkt ma zdolno$¢ do translokacji do jadra komorkowego, gdzie moze petnic role
czynnika transkrypcyjnego dla promotora genu TNF alfa (tumor necrosis factor alpha) (Tang
I wsp. 2003, Tang i wsp. 2005).

1.5 Bialko LITAF/SIMPLE

Gen LITAF/SIMPLE koduje 161-aminokwasowe biatko o przewidywanej masie
czasteczkowej 18 kDa (Lee 1 wsp. 2011). Analizy Western blot zlokalizowaty takze biatko
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LITAF na wysokosci odpowiadajacej masie 19 kDa w watrobie i nerkach. Prawdopodobnie
jest to wynik opdznienia migracji biatka spowodowanego fosforylacja bogatego w proling
N-konca (Moriwaki 1 wsp. 2001, Street i wsp. 2003, Lee 1 wsp. 2011). W watrobie oraz
jelitach dodatkowo zidentyfikowano biatkowy produkt genu LITAF o przewidywanej masie
czasteczkowej 17 kDa, ktory jest najprawdopodobniej produktem degradacji (Lee i wsp.
2011). Sekwencja aminokwasowa LITAF na N-koncu zawiera dwa motywy PPXY (PY)
bogate w proling, ktére odpowiadajg za interakcje z domeng WW oksydoreduktazy (WWOX),
zaleznej od ubikwityny ligazy Nedd4 (Neuronally expressed developmentally downregulated
4) oraz z enzymem TSG101 (tumor supressor gene 101) (Jolliffe i wsp. 2000, Ludes-Meyers
I wsp. 2004, Shirk i wsp. 2005). Na C-koncu biatka LITAF znajduje si¢ 68-aminokwasowy
fragment, stanowigcy zmodyfikowang domene RING o strukturze palca cynkowego (pozycja
96-152 aminokwas). W obrgbie domeny RING podobnej, w regionie 91-160 znajduje si¢
domena SLD (SIMPLE-like domain). Wykazano, Ze jest ona silnie konserwowana
migdzygatunkowo (drozdze, ro$liny, owady, zwierz¢ta, ludzie) i najprawdopodobniej
reprezentuje nowa rodzing biatek o nieznanej funkcji. W obrgbie domeny SLD na
karboksylowym koncu zlokalizowana jest sortujaca sekwencja sygnalowa YXX¢ (¢
aminokwas z rozbudowanym tancuchem hydrofobowym) kierujaca do lizosoméw (Moriwiaki
i wsp. 2001, Eaton i wsp. 2011).

Biatko LITAF zostalo zidentyfikowane w btonie lizosomu, pdznego endosomu,
aparacie Golgiego oraz w blonie komoérkowej (Ludes-Meryers i wsp. 2004, Shirk i wsp.
2005). Lee 1 wsp. wykazali takze lokalizacj¢ biatka LITAF w blonie wczesnego endosomu
(Lee 1 wsp. 2011). Roznorodnos¢ lokalizacji nastrecza trudnosci w doktadnym poznaniu
funkcji biatka LITAF. Postuluje si¢ jego udziat w procesie sortowania 1 degradacji biatek
regulowanym ubikwityng, m.in. w degradacji biatka PMP22 (Ryc.5).
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Ryc.5 Schemat wewnatrzkomérkowej lokalizacji i funkcji biatka LITAF (Niemann i wsp. 2006,
modyfikowany).

Przemawia za tym obecno$¢ domeny RING podobnej, ktora wykazuje aktywnos¢ ligazy E3
ubikwityny. Ligaza E3 pelni kluczowa rol¢ w zaleznych od ubikwityny procesach degradacji
biatek, a domena RING jest niezbedna do prawidlowego funkcjonowania enzymu (Eaton
I wsp. 2011).

Dwa motywy PPXY w biatku LITAF sg niezbedne do interakcji z ligazg ubikwitynowa
Nedd4. Ligaza Nedd4 nalezy do rodziny biatek HECT (Homologous to the E6-AP Carboxyl
Terminus), zawierajgcych takze ligazy E3. Bialka te charakteryzujg si¢ podobng strukturg.
Na N-koncu biatka znajduje si¢ domena C2, posiadajg 2-4 domeny WW (domena, ktdra ma
zdolno$¢ do wiazania si¢ z bogatymi w proling ligandami) oraz C-koncowa domene HECT.
Ligaza Nedd4 funkcjonuje w btonie komorkowej oraz aparacie Golgiego, gdzie peini role
W rozpoznawaniu i sprzeganiu biatkowych substratow z ubikwityna, co umozliwia kierowanie
do degradacji w lizosomach (Ingham i wsp. 2004). Prawdopodobnie biatko LITAF moze
odgrywac role tacznika migdzy biatkiem zwigzanym z ubikwityng a klatryng (Sachse i wsp.
2002, Saifi 1 wsp. 2005). Za udziatem biatka LITAF w procesach wewnatrzkomdrkowego
sortowania biatek przemawia takze jego lokalizacja w blonie wczesnego endosomu oraz
podobienstwo do biatka Hrs (Hepatocyte growth regulated tyrosine kinase substrate),
integralnego sktadnika blony wczesnego endosomu (Shekhtman i wsp. 2002, Lee i wsp. 2011).
Dodatkowo biatko LITAF posiada motyw P(S/T)AP, umozliwiajacy wigzanie z enzymem
TSG101, wchodzagcym w skiad endosomalnego kompleksu sortujacego — ESCRT-1
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(Endosomal Sorting Complex Required for Transport), ktory umozliwia wiasciwe
ukierunkowanie na drogg lizosomalnej degradacji (Saifi i wsp. 2005, Eaton i wsp. 2011).

Dwa motywy PPXY w biatku LITAF odpowiadaja takze za interakcje z ligazg Itch,
ktora m.in. bierze udziat w degradacji substratow w proteasomie. Ligaza Itch podobnie jak
Nedd4 nalezy do rodziny bialek HECT. Zostala zlokalizowana w strukturach aparatu
Golgiego oraz w btonie péznego endosomu (Eaton i wsp. 2011). Po raz pierwszy biatko Itch
zostalo opisane u myszy, u ktorych zmiany w genie Itch (Itchy E3 ubiquitin protein ligase
homolog) skutkowaty upo$ledzeniem uktadu immunologicznego (,,itchy mouse”) (Perry
1 wsp. 1998). Itch bierze udziat w odpowiedzi immunologicznej poprzez wigzanie czynnikéw
transkrypcyjnych c-jun i JunB do domen WW powodujac ich ubikwitynacje i degradacje
wplywajac tym samym na proces roznicowania limfocytow T. Dodatkowo Itch reguluje
inaktywacje limfocytow T regulujac tym samym odpowiedZ immunologiczng na specyficzny
antygen (Melino i wsp. 2008, Neesar i wsp. 2011).

Prawdopodobnie biatko LITAF bierze udzial w modulowaniu odpowiedzi
immunologicznej, zardbwno poprzez interakcj¢ z ligaza Itch, jak rowniez poprzez stymulacje
ekspresji genu TNF alfa. Postuluje si¢, ze LITAF moze peti¢ role czynnika
transkrypcyjnego, ktéry ma zdolno$¢ wigzania si¢ do sekwencji CTCC zawartej w sekwencji
promotorowej TNF alfa (Tang i wsp. 2003). Podwyzszony poziom TNF alfa w surowicy
chorych odnotowano w wielu chorobach autoimmunologicznych, schorzeniach uktadu
immunologicznego oraz polineuropatiach immunozaleznych jak réwniez w polineuropatiach
genetycznie uwarunkowanych. W ostatnich latach pojawito si¢ wiele doniesien literaturowych

o roli wariantéw sekwencyjnych w 5’ sekwencji regulatorowej genu TNF alfa.

W regionie promotorowym genu TNF a zidentyfikowano osiem polimorficznych
wariantow sekwencyjnych wplywajacych na regulacj¢ transkrypcji. Rola polimorfizméw
genu TNF alfa w konteksScie ich wplywu na zapadalno$¢ na chorobg oraz wplyu na jej
przebieg zostata zbadana m.in. w stwardnieniu rozsianym, reumatoidalnym zapaleniu stawow,
astmie, tradzie, malarii, wirusowym zapaleniu watroby typu B i C, wstrzasie septycznym,
toczniu rumieniowatym uktadowym (Ramagopalan 1 wsp. 2011, Danis 1 wsp. 1995,
Cvetkovic i wsp. 2002, Witte i wsp. 2002, Roy i wsp. 1997, De Bandt i wsp. 2002, Schroder
I wsp. 1995, Mira i wsp. 1999, Wilson i wsp. 1994). Do najczesciej wystepujacych SNP
w regionie promotorowym genu TNF alfa nalezg -238G>A, -308G>A oraz —863C>A.
Szczegdlng uwage zwrocono na substytucje guaniany w adening w pozycji -308. Wykazano,

ze SNP w pozycji —308 genu TNF alfa moze modulowaé transkrypcje genu. W obrgbie
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sekwencji nukleotydowej otaczajacej pozycje —308 zidentyfikowano szereg miejsc wigzania
czynnikdw transkrypcyjnych. Substytucja guaniny w adening wplywa na zaburzenie
prawidlowego wigzania czynnikow transkrypcyjnych oraz formowanie bitednych miejsc
wigzania, skutkujac zwiekszong ekspresja TNF alfa (Abraham i Kroeger 1999, Hajerr
I Hutchinson 2002).

1.6 Rola ukladu immunologicznego w polineuropatiach genetycznie uwarunkowanych

Wplyw uktadu immunologicznego na przebieg polineuropatii zostat dotychczas dobrze
scharakteryzowany w polineuropatiach zapalnych. Opisano zaledwie kilka przypadkéw
chorych z CMTI1A, u ktérych stwierdzono takze przewlekla polineuropati¢ zapalno-
demielinizacyjng (CIDP - chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy) lub zespot
Guillaina—Barrego (GBS - Guillain-Barré syndrome) (Dyck i wsp. 1982, Mouton i wsp. 1999,
Ginsberg 1 wsp. 2004, Desurkar i wsp. 2009, Marques i wsp. 2010). Scelsa opisal takze
rodzing w ktorej stwierdzono CMTIA wywotang duplikacja regionu 17pl11.2-p12
wspolistniejaca z zespotem Lewisa-Sumnera (Scelsa 2009). Wspotwystgpowanie
polineuropatii genetycznie uwarunkowanej z nabyta polineuropatia zapalng moze by¢
wynikiem dziatania czynnikéw genetycznych, ktore predysponuja do rozwoju polineuropatii
zapalnej na tle choroby CMT.

W ostatnich latach coraz wigcej uwagi poswieca si¢ roli ukladu immunologicznego
w przebiegu polineuropatii genetycznie uwarunkowanych - CMT, gdzie pierwotny defekt
genetyczny jest zwigzany z mutacjami w genach kodujacych biatka strukturalne
1 funkcjonalne mieliny. Okazato si¢ bowiem, ze w pewnych przypadkach okreslenie defektu
genetycznego w pelni nie tlumaczy procesu demielinizacji. W rodzinie z t3 samga mutacja,
pierwsze objawy choroby oraz stopief jej nasilenia moga si¢ znacznie r6zni¢. Choroba moze
przebiega¢ bezobjawowo przez wiele lat poprzedzajacych nagly epizod neuropatii. Sugeruje
to, ze czynniki inne niz mutacje skutkujace fenotypem polineuropatii sg zwigzane
z zapoczatkowaniem choroby. Ocena morfologiczna nerwu chorych z CMT1 wskazuje na to,
ze odpowiedz immunologiczna moze modulowa¢ przebieg polineuropatii, jednakze niejasne
pozostaje czy jest to odpowiedz wrodzona czy nabyta. W biopsjach nerwéw chorych
z CMT1A wielokrotnie odnotowano makrofagi oraz limfocyty T. Morfologiczne obserwacje
sugeruja, ze makrofagi moga inicjowaé procesy uszkadzajace tkanke nerwowa u chorych
z CMTI1, wskazujac na to, ze wrodzona odpowiedZ immunologiczna jest cze$cig

patofizjologii choroby. W innym badaniu wskazano, ze rowniez nabyta odpowiedz
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immunologiczna moze bra¢ udzial w patologii choroby CMTI1A. Ritz i wsp. stwierdzili
u wigkszosci badanych przez nich chorych z CMTIA obecno$¢ przeciwcial anty-PMP22
w surowicy krwi obwodowej, co mogloby odzwierciedla¢ autoimmunologiczng odpowiedz na
zwigkszong produkcje biatka PMP22 wywotang duplikacjg genu PMP22 (Ritz i wsp. 2000).
Co ciekawe u wielu chorych z fenotypem CMT1 z mutacjami w innych genach niz PMP22
oraz wykluczong duplikacjg regionu 17p11.2-p12, jak réwniez u chorych z fenotypem CMT2
stwierdzono obecnos$¢ przeciwciat anty-PMP22 w surowicy krwi obwodowej (Gabriel wsp.
2000, Ritz i wsp. 2000).

Jezeli uktad immunologiczny petni znaczaca rolg w patologii choroby CMT, strategie
terapeutyczne majace na celu modulowanie funkcji komoérek odpornosciowych mogtyby
wspomoéc leczenie pewnych form choroby CMT. Dotychczas opisano klika przypadkéw
chorych z CMT, ktorzy odpowiedzieli pozytywnie na leczenie immunosupresyjne.
Wykazano, ze stosowanie prednisonu u chorych z duplikacja regionu 17pl1.2-p12
spowodowato zlagodzenie objawdéw choroby CMTI1A, jednakze po zaprzestaniu stosowania
leku stan pacjentow ponownie ulegl pogorszeniu (Rajabally i wsp. 2000). Pomimo
zachgcajacych wynikéw stosowania lekow immunosupresyjnych w chorobach krggu CMT
nie przeprowadzono systematycznych badan nad wplywem tych lekow na przebieg
polineuropatii.

Rola uktadu immunologicznego w przebiegu polineuropatii  zostala dobrze
udokumentowana na zwierzecych modelach choroby. W chorobie CMT1A przyktadem moze
by¢ linia myszy C61 charakteryzujaca si¢ niskim poziomem nadekspresji biatka PMP22
(Huxley 1 wsp. 1998). Histopatologiczne badania nerwéw obwodowych myszy z linii C61
wykazaly wysoka liczbe limfocytow CD8+ oraz makrofagéw w nerwach obwodowych,
w ktérych doszto do procesu demielinizacji w przeciwienstwie do nerwoéw nie dotknigtych
tym procesem. Ponadto liczba leukocytow wzrastata wraz z rozwojem choroby (Kobsar
1 wsp. 2005). Pomimo, ze badania te sugeruja, iz w mysim modelu C61 komorki uktadu
immunologicznego moga powodowa¢ demielinizacjg, nie mozna wykluczy¢, ze sg one wtdrng
odpowiedzig na zaistniaty juz proces rozpadu mieliny. W mysim modelu choroby CMTI1A
odnotowano takze interakcje migdzy aksonami dotknigtymi procesem demielinizacji
a makrofagami (Martini i Toyka 2004). Pomimo duzego podobienstwa miedzy choroba
CMTIA u ludzi a jej mysim modelem rola uktadu immunologicznego w modulowaniu
przebiegu CMTI1A jest niejasna, a mechanizmy molekularne i komérkowe lezace u podstaw
rozwoju nabytej polineuropatii zapalnej na tle polineuropatii genetycznie uwarunkowanej

dotychczas nie zostaly wyjasnione.
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2. CEL PRACY

Zatozeniem pracy jest proba odpowiedzi na pytanie jaki udziat w zmiennosci kliniczne;j
choroby Charcot-Marie-Tooth odgrywa czynnik genetyczny. Czy mozliwe jest wyodrebnienie
modyfikatora, ktéry moéglby spetnia¢ role biomarkera choroby CMT? Czy geny PMP22,
LITAF, TNF alfa maja wplyw na zmiennos¢ fenotypowa choroby CMT?

Szczegolowe cele projektu obejmuja:

1. Wplyw polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP) na ekspresje genu PMP22:

1a) Analiza sekwencji regulatorowej 5’UTR oraz promotora genu PMP22 w grupie chorych
z fenotypem CMT1A/HNPP i w grupie kontrolnej.

1b) Analiza sekwencji kodujacej genu PMP22 w grupie chorych z fenotypem
CMT1A/HNPP i w grupie kontrolnej.

2. Analiza sekwencji kodujacej genu LITAF w grupie chorych z fenotypem CMT1A/HNPP
i w grupie kontrolnej.

3. Analiza sekwencji kodujacej genu LITAF w grupie chorych, gdzie w rodzinie
wspotistnieje polineuropatia genetycznie uwarunkowana z przewlekla polineuropatia zapalng
i w grupie kontrolnej.

4. Analiza sekwencji promotorowej genu TNF-alfa w grupie chorych z fenotypem
CMT1A/HNPP, oraz w grupie chorych, gdzie w rodzinie wspotistnieje polineuropatia

genetycznie uwarunkowana z przewlekla polineuropatia zapalng i w grupie kontrolnej.
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3. MATERIAL

3.1 Grupa badana

Grupa badana sktada si¢ z chorych z fenotypem choroby Charcot-Marie-Tooth oraz ich
rodzin, od ktérych uzyskano probki DNA zebrane w ciggu 12 lat badan prowadzonych
w Zespole Chorob Nerwowo-Miegsniowych IMDiK PAN.

W badanej grupie przeprowadzono badania w kierunku duplikacji/delecji genu PMP22
(Tab. 2). We wszystkich rodzinach wykre§lono co najmniej trzypokoleniowy rodowdd.
Wsréd rodowodow mozna wyrdzni¢ przypadki rodzinne choroby CMT (50%), przypadki
sporadyczne (40%) (Ryc.6), w nielicznych rodzinach przypadki ,,pseudorecesywnego”
sposobu dziedziczenia CMT (10%).

A) 00 | B)

(O

] QHU LJ—ULH
T T LT TE B Sk

Ryc. 6 A) Rodzinna posta¢ choroby CMT 1A, b) sporadyczny przypadek choroby HNPP.

Grupe badang stanowilo 182 osoby, pochodzace ze 114 rodzin, od ktorych pobrano
probki DNA. Grupa badana zostata podzielona na trzy podgrupy. Do pierwszej podgrupy
zostalo wlaczonych 109 pacjentow, w tym 72 chorych z rozpoznaniem choroby CMTI1A
i potwierdzong badaniem genetycznym duplikacja genu PMP22 oraz 37 chorych
z HNPP i potwierdzong delecjg genu PMP22 (Tabela 2).

Kolejng podgrupg stanowito 66 oséb z rozpoznaniem polineuropatii demielinizacyjnej
1 odpowiednio wykluczong duplikacja/delecja genu PMP22.

Trzecig podgrupe stanowito 11 zdrowych oséb bedacych czionkami rodzin chorych.
U wszystkich wykluczono duplikacje/delecje genu PMP22 (Tabela 2).

W badanej grupie dla czeSci chorych dysponowano danymi klinicznymi
i elektrofizjologicznymi.

Badanie sekwencji promotorowej i regulatorowej genu PMP22 wykonano u 45 0sob,
sekwencji kodujacej u 111 oséb. Analize sekwencji kodujacej genu LITAF przeprowadzono

u 122 0so6b, natomiast analize¢ sekwencji promotorowej genu TNF alfa u 90 osob.
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Tabela 2 Charakterystyka grupy badanej.

. Nr Wstepne Test dup/del
RREAmE préb Kod rozpoiganie genu PI\aPZZ EEEENE gy
R1 1 |RL.Chl HNPP PMP22, LITAF, TNF alfa
2 |R1.ChS HNPP PMP22, LITAF, TNF alfa
R2 3 |R2.DE CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
4 |R2.DT CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
R3 5 |R3.DE CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
R4 6 |R4.HA CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
7 |R4HI CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
8 |R5.KJ CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
R5 9 |R5KE CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
10 |R5.KT CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
11 |R6.KK CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
R6 12 |R6.KT CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
13 |R6.KTo CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
14 |R7.KA CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
R7 15 |R7.KJ CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
16 |R7.KZ CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
R8 17 |R8.LE HNPP PMP22, LITAF, TNF alfa
18 |R9.MK CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
R 19 |RO.MT CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
20 |R10.SA CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
R10 21 |R10.ST CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
22 |R10.SG CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
R11 23 |R11.8J HNPP PMP22, LITAF, TNF alfa
R12 24 |R12.SE CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
25 |R12.SA CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
R13 26 |R13.MA CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
R14 27 |R14.TJ CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
28 |R15.LB CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
R15 29 |R15.LL CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
30 |R15.LW CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
R16 31 |R16.GA CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
32 |R17KE HNPP PMP22, LITAF, TNF alfa
R17 33 |R17.KW HNPP PMP22, LITAF, TNF alfa
34 |R17.KM HNPP PMP22, LITAF, TNF alfa
R18 35 |R18.SZ HNPP PMP22, LITAF, TNF alfa
R19 36 |R19.MA CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
R20 37 |R20.CM CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
R21 38 |R21.ZK CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
R22 39 |R22.BA CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
40 |R22.BJ CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
41 |R23.TP CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
R23 42 |R23.TS CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
43 |R23.TR CMT1A dup PMP22, LITAF, TNF alfa
44 | R23.TJ zdrowy norma PMP22, LITAF, TNF alfa
R24 45 |[R24.KK CMT1A dup PMP22, LITAF
R25 46 |R25.IK CMT1A dup PMP22, LITAF
R26 47 | R26.AM HNPP LITAF, TNF alfa
48 | R26.AJ HNPP LITAF, TNF alfa
R27 49 |R27.BA CMT1A dup LITAF, TNF alfa
50 [R27.BP CMT1A dup LITAF, TNF alfa
R28 51 [R28.BD HNPP LITAF, TNF alfa
52 | R28.BM HNPP LITAF, TNF alfa
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. Nr Wstepne Test dup/del
ROEAES préb Kod rozpogganie genu PI\aPZZ EERETIE Gy
R29 53 R29.CA CMTI1A dup LITAF, TNF alfa
54 R29.CS CMTI1A dup LITAF, TNF alfa
R30 55 R30.CA CMT1A dup LITAF, TNF alfa
56 R30.Can CMT1A dup LITAF, TNF alfa
R31 57 R31.DT HNPP LITAF, TNF alfa
R32 58 R32.JA CMTI1A dup LITAF, TNF alfa
59 R33.KD HNPP LITAF, TNF alfa
R33 60 R33.KP HNPP LITAF, TNF alfa
61 R33.KPi HNPP LITAF, TNF alfa
62 R33.KS zdrowy norma LITAF, TNF alfa
R34 63 R34.KA HNPP LITAF
64 R34.KL HNPP LITAF
R35 65 R35.KK HNPP LITAF
66 R35.KR HNPP LITAF
67 R36.KK CMT1A dup LITAF
R36 68 R36.KM CMT1A dup LITAF
69 R36.KR CMTI1A dup LITAF
R37 70 K37 KE CMTI1A dup LITAF
71 R37.KS CMT1A dup LITAF
R38 72 R38.KSB CMTI1A dup LITAF
73 R38.KSB CMTI1A dup LITAF
R39 74 R39.ME CMTI1A dup LITAF
75 R39.MM CMTI1A dup LITAF
76 R40.MP CMTI1A dup LITAF
R40 77 R40.Mpa CMT1A dup LITAF
78 R40.MR CMTI1A dup LITAF
R41 79 R41.NH CMTI1A dup LITAF
R42 80 R42.SS HNPP LITAF
R43 81 R43.SK CMT1A dup LITAF
82 R43.SM CMT1A dup LITAF
R44 83 R44.SF HNPP LITAF
R45 84 R45.TK HNPP LITAF
85 R46.ZM CMTI1A dup LITAF
R46 86 R46.ZMi CMT1A dup LITAF
87 R46.ZP CMTI1A dup LITAF
88 R47.KZ CMTI1A dup LITAF, TNF alfa
RA7 89 R47.KSS CMTI1A dup LITAF, TNF alfa
90 R47.KSt CMT1A dup LITAF, TNF alfa
91 R47.KJ CMT1A dup LITAF, TNF alfa
92 R47.KK zdrowy norma LITAF, TNF alfa
R4S 93 R48.KIE CMT1A dup LITAF, TNF alfa
94 R48.1D CMT1A dup LITAF, TNF alfa
95 R49.KP HNPP LITAF, TNF alfa
R49 96 R49.KA HNPP LITAF, TNF alfa
97 R49.KE zdrowy norma LITAF, TNF alfa
98 | R50.WA CMT1A dup LITAF, TNF alfa
99 R50.WH zdrowy norma LITAF, TNF alfa
100 | R50.WT zdrowy norma LITAF, TNF alfa
R50 101 |R50.KT CMT1A nb -
102 | R50.RE CIDP norma LITAF, TNF alfa
103 | R50.WM zdrowy norma LITAF, TNF alfa
104 |R51.RT GBS norma LITAF, TNF alfa
R51 105 |R51.RA CMT1A + CIDP dup LITAF, TNF alfa
106 R51.RR CMT1A dup LITAF, TNF alfa
107 | R51.RM zdrowy norma LITAF, TNF alfa
R52 108 | R52.SA CMT1A dup LITAF, TNF alfa
R53 109 |R53.CD CMT norma PMP22, LITAF, TNF alfa
R54 110 | R54.RA CMT norma PMP22, LITAF
R55 111 |R55.Z2] CMT norma PMP22, LITAF
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. Nr Wstepne Test dup/del
ROEAES préb Kod rozpogganie genu PI\aPZZ EERETIE Gy
R56 112 | R56.HN CMT norma PMP22
R57 113 |R57.ZN CMT norma PMP22
R58 114 | R58.CS CMT norma PMP22
R59 115 | R59.NB CMT norma PMP22
116 | R59.NM CMT norma PMP22
R60 117 | R60.KJ CMT norma PMP22
R61 118 |K61.KB CMT norma PMP22
R62 119 | R62.GM CMT norma PMP22
R63 120 | R63.GP CMT norma PMP22
R64 121 | R64.ST CMT norma PMP22
R65 122 | R65.DP CMT norma PMP22
R66 123 | R66.WM CMT norma PMP22
R67 124 | R67.MB CMT norma PMP22
R68 125 | R68.PK CMT norma PMP22
R69 126 |R69.SD CMT norma PMP22
R70 127 |R70.KG CMT norma PMP22
R71 128 |R71.HD CMT norma PMP22
129 |R72.SA CMT1C norma PMP22, LITAF, TNF alfa
R72 130 R72.SJ CMT1C norma PMP22, LITAF, TNF alfa
131 |R72.SR zdrowy norma PMP22, LITAF, TNF alfa
132 |R72.SF CMT1C norma PMP22, LITAF, TNF alfa
R73 133 |R73.TR CMT norma PMP22, LITAF
R74 134 |R74.TJ CMT norma PMP22
R75 135 | R75.BAB CMT norma PMP22
R76 136 |R76.CP CMT norma PMP22
R77 137 |R77.DM CMT norma PMP22
R78 138 | R78.MJ CMT norma PMP22
R79 139 |R79.0M CMT norma PMP22
R80 140 |R80.SO CMT norma PMP22
R81 141 | R81.SB CMT norma PMP22
R82 142 | R82.KD CMT norma PMP22,LITAF, TNF alfa
R83 142 | R83.GS CMT norma PMP22,LITAF, TNF alfa
R84 143 | R84.MR CMT norma PMP22
144 | R84.MK CMT norma PMP22
R85 145 | R85.KA CMT norma PMP22
R86 146 | R86.WE CMT norma PMP22
R87 147 | R87.RN CMT norma PMP22
R88 148 | R88.LK CMT norma PMP22
R89 149 | R89.PK CMT norma PMP22
R90 150 |R90.Uz CMT norma PMP22
151 |R91.CL CMT norma PMP22
R91 152 | R91.CW CMT norma PMP22
R92 153 | R92.NM CMT norma PMP22
R93 154 | R93.PN CMT norma PMP22
R94 155 | R94.KJ CMT norma PMP22
RO5 156 | R95.SzI HNPP PMP22,LITAF
157 | R95.S5zK HNPP PMP22,LITAF
R96 158 R96.SD HNPP LITAF, TNF alfa
R97 159 |R97.CK HNPP + GBS LITAF, TNF alfa
R98 160 |R98.TR HNPP LITAF, TNF alfa
R99 161 |R99.CP CMT norma PMP22
R100 162 | R100.KM CMT norma PMP22
163 R100.KMa HNPP PMP22,LITAF, TNF alfa
164 R101.DD HNPP LITAF
R101 165 |R101.DM HNPP LITAF
166 |R101.DW HNPP LITAF
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Rodzina | gy, | Kod rozpoenanie | gent PAIP2? Badane geny

R102 167 |R102.CA CMT1A dup LITAF

168 | R102.KE CMT1A dup LITAF
R103 169 |R103.GR HNPP LITAF
R104 170 |R104.Z2D HNPP LITAF
R105 171 | R105.M HNPP LITAF
R106 172 |R106.LK CMT norma PMP22
R107 173 | R107.KK CMT norma PMP22
R108 174 | R108.CW CMT norma PMP22
R109 175 |R109.MA CMT norma PMP22
R110 176 |R110.0M CMT norma PMP22
R111 177 |R111.SA CMT norma PMP22

178 |R111.SP CMT norma PMP22
R112 179 |R112Jz CMT norma PMP22

180 |R112.JP CMT norma PMP22
R113 181 |R113.KR CMT norma PMP22
R114 182 |R114.GW CMT norma PMP22

R1.XY — R1- rodzina numer, XY- inicjaty badanej osoby.
CMT1A - Charcot-Marie-Toot typlA, CMT1C - Charcot-Marie-Toot typlC, HNPP- dziedziczna
neuropatia z nadwrazliwosci na ucisk, CMT — chorzy z polineuropatia demielinizacyjna, u ktérych
wykluczono duplikacj¢/delecje genu PMP22, CIDP - przewlekta zapalna poliradiokuloneuropatia
demielinizacyjna, GBS - zespot Guillain-Barré.

3.2 Grupa kontrolna

Grupe¢ kontrolng stanowito 100 zdrowych osob (50 kobiet, 50 mezczyzn), od ktérych

uzyskano probki DNA. Material pochodzit z Zaktadu Genetyki Warszawskiego Uniwersytetu

Medycznego.

Na wykonanie badan otrzymano zgod¢ Komisji Bioetycznej Nr 120/2008 WUM.

Od kazdego chorego oraz zdrowych cztonkéw rodzin otrzymano uswiadomiong zgode

na przeprowadzenie badan. U wiekszosci chorych udzielono porady genetycznej (zespot:

neurolog, internista, genetyk kliniczny).
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4. METODY

4.1 lzolacja DNA

Preparaty DNA uzyskano z leukocytow krwi obwodowej (10-15 ml). Krew pobierano
za pomoca strzykawek z EDTA S-MMONOVETTE (Sarsted). Izolacja DNA odbywata sig¢
metoda stopniowego wysalania biatek nasyconym roztworem NaCl przy uzyciu proteinazy K
wg Millera i wsp. (1988). Uzyskane DNA zawieszano w 10mM buforze TE (Tris, EDTA)
pH=8 i przechowywano w 4°C lub -20°C. Stezenie DNA oceniano spektrofotomertycznie.

4.2 1zolacja RNA

Preparaty RNA uzyskano z leukocytow krwi obwodowej (10-15 ml). Procedura
pobierania krwi przebiegata jak przy izolacji DNA. Izolacje RNA przeprowadzono wg
modyfikowanej metody Chomczynskiego z zastosowaniem TRIzol Reagent (Invitrogen)
(Chomczynski i Sacchi 1987). Uzyskane RNA zawieszano w koncowej objetosci 20-30 pl
wody traktowanej DEPC (H:Opgpc —  dietylopirowegglan). Stezenie RNA oceniano
spektrofotometrycznie oraz elektroforetycznie.

4.3 Pomiar sperktrofotometryczny

Ilos¢ preparatow DNA 1 RNA sprawdzano spektrofotometrycznie za pomocg urzadzenia
Nano-Drop ND 1000. Dodatkowo jakos$¢ preparatéw RNA sprawdzano elektroforetycznie.
Do dalszych analiz preparaty DNA rozcieniczano do 20 ng/ul.

4.4 Rozdzial elektroforetyczny

Jako§¢ preparatow RNA oraz wielkos¢ fragmentow DNA oceniano technikg
elektroforezy w 1-1,5% zelu agarozowym w buforze 1xTBE (Tris-Borate-EDTA).

Wizualizacj¢ zaamplifikowanych fragmentéw przeprowadzono w $wietle ultrafioletowym.

45 Reakcja lancuchowa polimerazy DNA 2z analiza iloSci produktu w czasie

rzeczywistym (Real-time PCR)

Reakcje (Real-time PCR) zastosowano do wykrywania duplikacji/delecji regionu
17p11.2-p12. W celu okreslenia ilosci kopii genu PMP22 (ekson 3) wykorzystano
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degradujace sondy specyficzne do sekwencji TagMan. Genem badanym byt gen PMP22
natomiast genem referencyjnym, gen albuminy surowicy ludzkiej (HSA).

Startery oraz sondy uzywane do amplifikacji eksonu 3-go genu PMP22 oraz eksonu 12-go
genu HSA oraz warunki reakcji zaprojektowano wg Aarskog i Vedeler (Aarskog i Vedeler
2000) z modyfikacjami (Kabzinska 2009) (Tabela 3, 4).

Gen PMP22
Symbol startera Fragment Sekwencja startera
PMP22-F Ekson 3 5TCTGTCCAGGCCACCATGA 3
PMP22-R 5 GAAGAGTTGGCAGAAGAACAGGA 3
Gen HSA
HSA-F Ekson 12 5TGTTGCATGAGAAAACGCCA 3’
HSA-R 5’GTCGCCTGTTCACCAAGGAT3’

Tabela 3 Sekwencje starterow uzywanych do reakcji Real-time PCR.

Gen PMP22
Symbol sondy Fragment Sekwencja sondy
SPMP22 Ekson 3 FAM-5CCTGTCGATCATCTTCAGCATTCTGTCTCT3-TAMRA
Gen HSA
SHSA Ekson 12 VIC-5’AAGTGACAGAGTCACCAAATGCTGCACAG3-TAMRA

Tabela 4 Sekwencje sond TagMan uzywanych do reakcji Real-time PCR.

Dla genu PMP22 jako reportera uzywano fluorochoromu FAM, a jako wygaszacza
TAMRA. W przypadku genu HSA jako reportera uzywano fluorochoromu VIC, a jako
wygaszacza TAMRA. Reakcje przeprowadzono metoda multipleks PCR, umozliwiajaca
amplifikowanie zaréwno genu PMP22 jak i HSA w jednej reakcji Real-time PCR.

Reakcje przeprowadzono w 96-dotkowych ptytkach, w objetosci 25ul, w trzech
powtdrzeniach dla: 26 chorych 1 cztonkéw ich rodzin, 2 kontroli (osoby zdrowe), 3 prob
pozytywnych (2x duplikacja, 1x delecja), 1 proby wodnej. Reakcje przeprowadzono metoda
multipleks PCR w aparacie ABI 7500 (Applied Biosystems).

Warunki reakcji PCR w czasie rzeczywistym obejmowaty wstepna denaturacje 10 min.
w 95°C, 40 cykli - denaturacja 95°C przez 15sek., przylaczanie starterow 60°C przez 1 min.
Mieszanina reakcyjna zawierata: 1x Taq Man Universal Master Mix, 4500nM startery,
1000 nM oraz DNA w stezeniu 20ng/pl.

Po zakonczeniu wiasciwej amplifikacji przeprowadzono analiz¢ krzywej topnienia produktow

PCR. Relatywna ilo$¢ genu PMP22 opisang jako wspotczynnik AACt obliczono metoda
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porownawczego Cr. Liczba Cr okresla liczbe cykli reakcji PCR, po ktérych poziom
fluorescencji przekroczy zdefiniowany prog, tzw. lini¢ progowa. Cr jest stosowana do
obliczenia wzglednej liczby kopii genu.

Wspoétezynnik AACt dla genu PMP22 w populacji polskiej zostat ustalony wg Kabzinska

I wsp. (2009):

Kontrola 0.700-1.090
CMT1A/duplikacja 1.176-2.324
HNPP/delecja 0.359-0.595

Na podstawie wartosci wspotczynnika AACt dla genu PMP22 i wyliczonego zakresu tego

wspotczynnika dla kontroli okresla si¢ wystgpowanie duplikacji lub delecji genu PMP22.

4.6 Reakcja lancuchowa polimerazy (PCR)

Otrzymane DNA stosowano jako matryce do amplifikacji genow PMP22, LITAF oraz
TNF alfa. Startery uzywane do reakcji PCR zostaly wykonane w Pracowni
Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotydéw Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN.

W sklad mieszaniny reakcyjnej wchodzity odczynniki przedstawione w Tabeli 5.
Najczesciej stosowano protokdt przedstawiony w Tabeli 6, do ktérego w zaleznosci

od rodzaju starterow wprowadzano modyfikacje.

Tabela 5 Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR.

. . . Koncowe stezenie w
Mieszanina reakcyjna ; - -
mieszaninie reakcyjnej

H.O zmienna objetosé
Bufor PCR 10x 1X
MgCl, (25mM) 1,5 mM
dNTP mix (2,5mM) 0,2 mM
Starter F (10uM ) 0,5 uMm
starter R (10uM) 0,5uM
PolimerazaTaq DNA (1U/ul) 0,5U
DNA 80-100 ng/ul
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Tabela 6 Profil termiczny reakcji PCR.

Etap Temperatura Czas
Wstepna denaturacja 95 °C 2min
Denaturacja 95°C 1min
Przytaczanie starterow Zsatlaeritgfésvd zalezny od starterow 30-33 cykle
Synteza 72°C 1 min
Synteza uzupetniajgca 72°C 7 min

4.6.1 Gen PMP22

Zestaw starterow do amplifikacji regionu promotora 1 genu PMP22 pochodzi z pracy
Nelis 1 wsp. (1998). Zestaw starterow do powielania promotora 2 oraz sekwencji
regulatorowej genu PMP22 zostal zaprojektowany przy uzyciu programu Primer3 (9 par
starterow).

Zestaw starterow do amplifikacji sekwencji kodujacej genu PMP22 pochodzi z pracy Roa
1 wsp.(1993). Sekwencje starterow uzywanych do amplifikacji oraz warunki reakcji zostaty

przedstawione w Tabeli | oraz w Tabeli Il (Suplement).

4.6.2 Gen LITAF/SIMPLE

Zestaw starterow do amplifikacji sekwencji kodujacej eksonu 2 i 3 genu LITAF/SIMPLE
wraz z flankujagcymi sekwencjami intronowymi pochodzi z pracy Street i wsp. (2003).
Startery do amplifikacji sekwencji kodujacej eksonu 4 zostaty zaprojektowane przy uzyciu
programu Primer3.

Sekwencje starterow uzywanych do amplifikacji oraz warunki reakcji zostaly

przedstawione w Tabeli 111 (Suplement).

4.6.3 Gen TNF alfa

Zestaw starterow do amplifikacji sekwencji promotorowej genu TNF alfa zostal
zaprojektowany przy uzyciu programu Primer3.
Sekwencje starterow uzywanych do amplifikacji oraz warunki reakcji zostaly przedstawione

w Tabeli IV (Suplement).
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4.7. Oczyszczanie produktow PCR

Produkty reakcji PCR oczyszczano z niewlaczonych nukleotydéw oraz starteréw za
pomoca zestawu enzymoéw ExoSAP (Fermentas) lub metoda kolumienkowsg (Invitrogen)

zgodnie z zaleceniami producenta.

4.8. Sekwencjonowanie produktow PCR

Reakcje sekwencjonowania przeprowadzano zmodyfikowang technika oparta na
metodzie Sangera i wsp. z zastosowaniem terminacji kwasow nukleinowych poprzez
przylaczenie ddNTP (dideoksy) wyznakowanych czterema ré6znymi fluorochromami (Sanger
I wsp. 1977).

Do reakcji zastosowano ABI PRISM BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit (Applied Biosystems). Matryce do reakcji  stanowily oczyszczone
produkty reakcji PCR. Reakcj¢ przeprowadzano w koncowej objetosci 10 ul wg zalecen
producenta. Produkty reakcji PCR oczyszczano za pomoca kolumienek z Sephadexem G-50
(Sigma Aldrich) lub za pomocg BigDye® XTerminator™ Purification Kit (Applied
Biosystems) wg zalecen producenta.

Sekwencjonowanie oczyszczonych produktow PCR wykonano w Pracowni
Sekwencjonowania 1 Syntezy Oligonukleotydow IBB PAN oraz z Zakladzie Genetyki
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego metoda elektroforezy kapilarnej w analizatorze

kwasow nukleinowych ABI Prim Genetic Analyzer 3130.

4.9 Analiza bioinformatyczna

Analiza in silico zostata wykonana przy pomocy nastgpujacych programow:

BLAST http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi - poréwnywanie otrzymanych wynikow
sekwencjonowania z sekwencjami referencyjnymi badanych genow,

NCBI dbSNP http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ - baza polimorfizméw jednonukleotydowych
oraz innych wariantow sekwencyjnych,

Primer3 http://frodo.wi.mit.edu/primer3/ - projektowanie starteréw do reakcji PCR,
IPNMDB http://www.molgen.ua.ac.be/CMTMutations/ - baza danych w ktérej opisano
mutacje w CMT,
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MatlInspector http://www.genomatix.de/matinspector.html - program do analizy regionu
promotorowego,

PESEX http://cubweb.biology.columbia.edu/pesx/ - program do poszukiwania
potencjalnych  elementow  wzmacniajagcych/wyciszajagcych  (Enhancers/Silencers)
transkrypcje,

TFSEARCH http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html - program do poszukiwania
motywow regulujacych transkrypcje,

TESS www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess - program do lokalizacji miejsc wigzania

czynnikow transkrypcyjnych.
Poszukiwanie i analiza sekwencji regulujacych splicing:

ESEfinder http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home poszukiwanie
1 analiza sekwencji regulujacych splicing,

NNsplice www.fruitfly.org/seq_tools/splice.hntml - program do analizy miejsc
splicingowych,

RESCU-ESE http://genes.mit.edu/burgelab/rescue-ese/ - poszukiwanie i analiza sekwencji
regulujacych splicing,

FAS-ESE http://genes.mit.edu/fas-ess/ - poszukiwanie i analiza sekwencji regulujacych
splicing,

Human Splicing Finder Version 2.4.1 http://www.umd.be/HSF/ — analiza sekwencji pod

katem miejsc splicingowych i elementow regulujacych splicing (ESE, ESS, ISE, ISS).

Analiza sekwencji aminokwasowych biatek:

ClustalW http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html — poréwnywanie sekwencji
biatkowych pomigdzy ré6znymi gatunkami.
GeneDoc www.nrbsc.org/gfx/genedoc/ - poréwnywanie sekwencji biatkowych pomiedzy

r6znymi gatunkami, tworzenie alignmentow.
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4.10 Skalowanie polineuropatii CMT1A i HNPP

Skala
Parametry 0 1 2 3 4
zaburzenia czucia zadnych ograniczone do | powyzej palcow | powyzej stawu powyzej stawu
palcow stop stop, moze skokowego, moze | kolanowego
obejmowac staw | obejmowac staw
skokowy kolanowy
deficyt ruchowy zadnych zredukowane | trudnos$ci w chory nie moze zajecie mig$ni
w konczynach do palcow zapinaniu samodzielnie dosiebnych
gornych rak/nog guzikow, pisac, uzywac
zachowana klawiatury
zdolno$¢ do
pisania
deficyt ruchowy zadnych opadanie stopy | orteza operacja stawu wozek inwalidzki
w konczynach (stabilizator) skokowego uzywany przez
dolnych stawu skokowego wiekszos¢ czasu
przynajmniej na
jednej nodze
czucie bolu dotyku norma zredukowane | zredukowane zredukowane zredukowane
do palcow powyzej palcow, | powyzej powyzej stawu
rak/nog moze obejmowaé | nadgarstka/stawu | tokciowego/
nadgarstek/staw | skokowego, moze | kolanowego
skokowy obejmowacé staw
lokciowy/kolano
wy
czucie wibracji norma zredukowane | zredukowane w | zredukowane w | zredukowane
w palcach nadgarstku/stawie | stawie powyzej stawu
rak/nog skokowym tokciowym/kolan | tokciowego/
owym kolanowego
CMAP w nerwie >6 mV 4,0-59 mV 2,0-3,9 mV 0,1-1,9 mVv brak
lokciowym
SNAP w nerwie >0 uv 6,0-8,9 uV 3,0-5,9 uv 0,1-2,9 v brak
lokciowym
niedowtad konczyn norma tagodny $rednio nasilony | 0 znacznym -
dolnych nasileniu
niedowtad konczyn norma tagodny $rednio nasilony | 0 znacznym -
gornych nasileniu
wydrazenie stop norma fagodne nasilone operacyjna -
korekta
deformacji
skolioza norma tagodna $rednio nasilona | 0 znacznym -
nasileniu
odruch kolanowy obecny - - brak -
odruch ze §ciggna obecny - - brak -

Achillesa

Tabela 7 Zmodyfikowana skala polineuropatii Charcot-Marie-Tooth wg skali Haberlovej i Seemana
(Haberlova i Seeman 2010).
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4.11 Analiza statystyczna danych

Analizowane zmienne (parametry kliniczne) nie majg rozkladu normalnego,
jak réwniez stosunkowo mate liczebnosci chorych w grupach ze wzgledu na rzadka jednostke
choroboweg.

Analizie statystycznej poddano wyniki badan molekularnych 87 osob. We wszystkich
przypadkach dysponowano danymi dotyczacymi wieku wystgpienia pierwszych objawow
choroby. Analiza statystyczna chorych, dla ktérych dysponowano pelnym zestawem danych
klinicznych 1 elektrofizjologicznych ~ umozliwaijacym ocen¢ polineuropatii ~ wg
zmodyfikowanej skali Haberlovej i Seemana zostala przeprowadzona dla 60 o0sob,
przydzielonych do grup liczacych od 5 do 16 przypadkéw. Do analizy statystycznej wybrano
metodynieparametryczne.

W analizie zmiennych ilo$ciowych (zmienna wiek w zdefiniowanych grupach
badanych) wyniki przedstawiono jako warto$ci $rednie z odchyleniem standardowym.
W ocenie istotno$ci statystycznej obserwowanych rdéznic pomiedzy grupami uzyto testu
U Manna-Whitneya. W analizie pozostalych zmiennych, ktore sa zmiennymi jakoSciowymi
(przedstawionych jako liczebnosci i/lub procenty) w ocenie istotnosci statystycznej
obserwowanych roznic zastosowano test x> lub jego odpowiednia modyfikacje (dokladny test
Fishera), zgodnie z zaleceniami literaturowymi (Domanski 1990, Luszniewicz 1 Staby 2001).

Analizy przeprowadzono w programie statystycznym STATISTICA wersji 5.0 Polska.
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5. WYNIKI

1. Analiza sekwencji regulatorowej 5’UTR oraz promotora genu PMP22 w grupie
chorych z fenotypem CMT1A/HNPP i w grupie kontrolnej pozwolita na identyfikacje
pieciu wariantow sekwencyjnych tj.: -819C>T, -4210T>C, -4759T>A, -4785G>T
oraz -4800C>T.

2. Analiza sekwencji kodujagcej genu PMP22 w grupie chorych z fenotypem
CMTI1A/HNPP i w grupie kontrolnej pozwolita na identyfikacje wariantu
sekwencyjnego ¢.215C>T (Ser72Leu) oraz ¢.353C>T (Thr118Met).

3. Analiza  sekwencji kodujacej genu LITAF w grupie chorych z fenotypem
CMT1A/HNPP i w grupie kontrolnej pozwolita na identyfikacje pieciu wariantow
sekwencyjnych tj.: ¢.234G>A (Thr78Thr), c¢.274A>G (lle92Val), ¢.333C>T
(Alall1Ala), c.334G>A (Gly112Ser) oraz ¢.585C>T (3°’UTR).

4. Analiza sekwencji kodujacej genu LITAF w grupie chorych, gdzie w rodzinie
wspotistnieje polineuropatia genetycznie uwarunkowana z przewlekla polineuropatia
zapalng i w grupie kontrolnej wykazata obecno$¢ wariantu sekwencyjnego c.274A>G
(lle92Val).

5. Analiza sekwencji promotorowej genu TNF alfa w grupie chorych z fenotypem
CMT1A/HNPP oraz w grupie chorych, gdzie w rodzinie wspotistnieje polineuropatia
genetycznie uwarunkowana z przewlekta polineuropatig zapalng i w grupie kontrolnej

pozwolita na identyfikacje wariantu sekwencyjnego —308G>A.

Wyniki zbiorcze przeprowadzonych analiz genéw PMP22, LITAF/SIMPLE oraz TNF alfa
znajdujg si¢ w Tabeli V (Suplement).
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Tabela 8 Charakterystyka kliniczna chorych ocenianych wg zmodyfikowanej skali Haberlova i Seeman, u ktorych zidentyfikowano zmiany w genach PMP22

i LITAF.
- Wiek def. def. |Czucie . .
Chory/Kod Wiek Test Czucie . Chodzi .
Y badanego poczatek dup/del PMP22 LITAF z.cz. | ruch. | ruch. dot’yku wibracjl CMAP | SNAP [Skolioza| Stopy | nkkg | nkkd OK OA o) Inne/uwagi
choroby w kkg | w kkd | bélu
R11.SJ 72 7 -4210T>C 1 1 1| 2 1 o | o 1 2 | o | o | brak | brak [13mz niedostuch
-4759T>A .
R17.KE 20 13 -4800C>T lle92Vval 0 4 1 0 1 jest jest 12mz
R17.KW 57 57 (bo) 1 0 0 jest jest [12mz
-4759T>A . ; .
R17.KM 31 12 -4800C>T lle92Vval 1 1 0 jest jest [12mz
R12.SA 12 10 dup lleg2val 0 0 0 0 0 2 4 0 1 0 2 | brak | brak |14 mz| PO °';gz|§';ckﬁ"‘°zy"
R12.SE 47 37 dup Thri1l8Met 1 0 0 0 0 1 2 brak | brak | 12mz
wada postawy krotkie
R80.S0O 27 23 norma | Thrll8Met 0 0 0 0 0 0 0 2 1 0 0 jest brak |14 mz | paliczki dystalne w
stopach
R88.LK 4 1,5 norma | Ser72Leu 0 3 4 0 0 0 3 3 3 3 3 brak | brak | 3rz
R30.CA 115 15 dup lleg2val 0 1 1| o 0 2 | 4 1 2 1 | 2 | brak | brak |16mz drenie
R30.CAn 54 54 (bo) dup 0 0 1 0 0 1 4 0 0 1 2 brak | brak | 12mz
R23.TR 58 7 dup lle92Val 0 0 1 0 0 0 2 0 1 0 1 jest jest [12mz
R23.TS 5 1,3 dup lleg2val 0 1 1 0 0 2 1 0 0 1 3 | jest | jest |16mz
R23.TP 33 25 dup lle92Val 0 0 0 0 0 1 4 0 0 0 0 brak | brak | 12mz
R50.WA 16 2 dup lle92Val 0 1 1 0 0 3 3 1 2 brak | brak |20 mz CIDP
R50.RE 28 25 norma Ile92Val 1 0 2 0 0 0 2 0 0 0 3 jest | brak |12mz CIDP
R51.RA 3 3 dup lle92Val 0 1 2 0 0 3 4 0 1 1 2 brak |20 mz
R51.RR 30 30 (bo) dup 0 0 0 0 0 1 4 0 0 0 0 jest jest | 12mz
R97.CK 21 21 lle92Val 0 1 0 0 0 0 3 2 0 1 0 jest jest [12mz GBS
R2.DE 46 dup AlalllAla 4 4 0 2 jest jest [12mz
R2.DT 24 24 dup 1 0 12mz
R4.HJ 27 21 dup 1 1 1 1 brak | brak | 12mz drzenie
R4.HA 56 56 dup AlalllAla 0 0 0 0 12mz
R72.SF 38 bo norma Gly112Ser 0 0 0 0 0 1 3 2 1 0 0 jest | brak |14 mz wada postawy
R72.SJ 59 bo norma Gly112Ser 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 jest | brak [12mz
R72.SA 25 23 norma Gly112Ser 1 1 2 1 1 0 0 0 1 0 2 brak | brak |12 mz | demielinizacjaw OUN

bo — bezobjawowy, z.cz. — zaburzenia czucia, def. ruch. w kkg — deficyt ruchowy w konczynach gornych, def. ruch. w kkd - deficyt ruchowy w koficzynach dolnych,
nkkg — niedowtad konczyn gérnych, nkkd — niedowlad konczyn dolnych, CMAP - ztozony potencjat czynnos$ciowy rejestrowany z miesnia po stymulacji
elektrycznej wiokien ruchowych nerwu, SNAP - czuciowy potencjat czynnosciowy rejestrowany z nerwu OK. — odruch kolanowy, OA — odruch ze $ciegna
Achillesa.
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5.1. Warianty sekwencyjne w regionie requlatorowym i promotorowym genu PMP22

Na podstawie pracy Maier i wsp. oraz przy uzyciu programu ClustalW i VISTA
poréwnano ludzka i mysig sekwencj¢ regulatorowg genu PMP22 (ok.5 kpz). Na podstawie
wykonanej analizy wyznaczono w obu sekwencjach regiony charakteryzujace si¢ ponad 80%
homologia, tacznie 3,6 kpz. Nastgpnie zidentyfikowane regiony zostaly poddane analizie
bioinformatycznej — program TESS oraz Matlnspector, ktora wykazata szereg potencjalnych

miejsc przylaczania czynnikow transkrypeyjnych (Ryc. 7).

1,1 kpz 2,5 kpz 1 kpz
OB @m o m
se peE BE B
Oo = uwo a 6 G 14 B 2 3 4« 5
| " & A A +1 ATG

: Il Prcrnolor1 N Promotor 2
! 9

o] \
‘ -4800C>T | rs231014
353C>T
4785G>T sl las 215C>T e
rs179521 Serrzleu

Ryc.7 Schemat genu PMP22. Kolorem zielonym zaznaczono region kodujacy, kolorem szarym
region nie kodujacy genu PMP22. W obrgbie sekwencji regulatorowej zaznaczono potencjalne
miejsca wigzania czynnikoéw transkrypcyjych CREB, SREB, PRBS, Brn-2, Egr-1, Egr-2, PRAR, Oct-
6. Klamrami zaznaczono wielko$¢ analizowanych fragmentoéw, kolorem czerwonym zidentyfikowane
zmiany.

Analiza sekwencji regulatorowej genu PMP22 wraz z promotorem 1 i promotorem 2
w 45-osobowej grupie chorych z fenotypem CMT1A/HNPP (z odpowiednio potwierdzong
duplikacja/delecja genu PMP22) i 100-osobowej grupie kontrolnej pozwolita na identyfikacje

pieciu wariantow sekwencyjnych (Tab. 9).
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Czestosé wystepowania
W grupie badanej W grupie
Zmiana nukleotydowa | Baza SNP CMT1A HNPP kontrolnej
(n=37) (n=8) (n=100)

htz hz htz hz htz hz
-819C>T rs231014 13 4 1 3 40 8
-4210T>C 0 0 0 1 0 0
-4759T>A 0 0 0 2 0 0
-4785G>T rs179521 12 7 2 3 23 20
-4800C>T 0 0 0 2 0 0

Tabela 9 Wyniki badan dla sekwencji regulatorowej genu PMP22. CMT1A — chorzy z klinicznym
rozpoznaniem choroby Charcot-Marie-Tooth typu 1A i potwierdzong duplikacja genu PMP22, HNPP
- chorzy z klinicznym rozpoznaniem dziedzicznej neuropatii z nadwrazliwosci na ucisk i potwierdzong
delecjg genu PMP22. rsxxXXxXxx — 0znaczenie polimorfizméw na podstawie bazy dbSNP NCBI
(htp://lwww.ncbi.nIm.nih.gov.SNP). Numeracja zmian w sekwencji regulatorowej od pierwszego
nukleotydu eksonu 1A wg Nelis i wsp. (1998), htz — zmiana w uktadzie heterozygotycznym, hz -
zmiana w uktadzie homozygotycznym.

W grupie 45 chorych w regionie promotora 2 genu PMP22 nie zidentyfikowano

wariantow sekwencyjnych.

5.1.1. Warianty sekwencyjne -819C>T i -4785G>T

Dwa warianty sekwencyjne —819C>T i -4785G>T zostaty zidentyfikowane zar6wno
w grupie badanej jak i grupie kontrolnej. Wariant sekwencyjny —-819C>T wystapit ze zblizong
czestoscig zarowno w grupie badanej jak i kontrolnej, odpowiednio 0,46 1 0,48. Uzyskane
wyniki sag podobne do danych z bazy dbSNP NCBI (rs231014) — 0,48. Podobnie wariant
sekwencyjny —4785G>T wystapit z duza czgstoscig zar6wno w grupie badanej jak
1 kontrolnej, odpowiednio 0,53 1 0,43. Uzyskane czgstosci sg zblizone do danych z bazy

dbSNP NCBI (rs179521) — 0,49.

5.1.2. Warianty sekwencyjne -4210T>C, -4759T>A, -4800C>T

Trzy warianty sekwencyjne: -4210T>C, -4759T>A oraz —-4800T>A zostaly
zidentyfikowane wytacznie w grupie chorych.

Wariant sekwencyjny zamiany tyminy w cytozyne w  pozycji -4210
w homozygotycznym uktadzie zostal zidentyfikowany u chorej z rodzinnym niedostuchem
I sporadycznym przypadkiem dziedzicznej neuropatii z nadwrazliwo$ciag na ucisk (R11.SJ)
(Ryc. 8).
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Ryc. 8 A) Rodowdd cztero-pokoleniowej rodziny z niedostuchem i sporadycznym przypadkiem
choroby HNPP (R11). Strzatka wskazuje probanda, gwiazdkami zaznaczono osoby, u ktorych
wykonano badanie sekwencji genu PMP22. B) Fragment sekwencji genu PMP22 ze zmiang
-4210T>C, C) fragment dzikiej sekwencji genu PMP22.

Kolejne dwa warianty sekwencyjne podstawienie tyminy w miejscu adeniny w pozycji
—4759 oraz cytozyny w miejscu tyminy w pozycji -4800C>T zostaly zidentyfikowane
u dwoch chorych (111:2,R17.KM; 111:3,R17.KE) w rodzinie z rozpoznaniem dziedzicznej
neuropatii z nadwrazliwo$ciag na ucisk (Ryc.9). Warianty te wystapity w uktadzie
homozygotycznym. Dodatkowo w rodzinie tej zidentyfikowano polimorficzny wariant
rs179521.
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Ryc. 9 A) Rodowdd cztero-pokoleniowej rodziny z rozpoznaniem choroby HNPP (R17). Strzatka
wskazuje probanda, gwiazdkami zaznaczono osoby, u ktérych wykonano badanie sekwencji genu
PMP22. B) Fragment sekwencji genu PMP22 ze zmiana -4759T>A oraz fragment sekwencji dzikiej.
C) Fragment sekwencji ze zmiang —4785G>T oraz fragment sekwencji dzikiej. D) Fragment sekwencji
ze zmiang —4800C>T oraz fragment sekwencji dzikiej.
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5.1.3. Konserwowanie nukleotydowe wariantow SNP w sekwencji regulatorowej genu

PMP22
-4800C>T -4785G>T
H.sapiens: ....CTGAGGTTTCA.ACTTGATAAGTGGTGCAGGGG.“
M.musculus: ....CTAAGGTTTCAIACTTGAAAAGCAGCCGAGGCT..
R.norvegicus: ....AGTGCCTTTCAIACTCAAAACAGTGCTCCCTCC..
M.malatta: ....CCAACTCTTCA.ACTCACCAAGGGGGGCAGGTT..
P.troglodytes: ....TGATGAAGTCA.ACTGACAAATTCTCACCTTCC.”
G.gallus: ....CACTTTATTCA.ACTGCTTGGATCCATGTAAAG..
-4210T>C

H.sapiens: ...AAAGACTGCTITCCCCCCT ..................
M.musculus: ...GGAGGATGCTITCCCCAAG ..................
R.norvegicus: ...TGTGAGTGCTITCTGGAGA ..................
M.malatta: ...ATTGGATGCTITCCATAAA ..................
P.troglodytes: ...TGAACTGCCHEECCCGTCA. ... ..vuuurnnnn..
G.gallus: ...CTGTCTGTTTITCCCCAGA ..................

-4759T>A

GAARACARCTGETCTCC. . .
.GTGAACAEMCTGGGAAAG. . .
.GTGAACAECTGGGAGAG. . .
.GAARACAJICTGEGACGCT. . .
GAARACABCTGGACACT. ..
.AAACACAECTGETACAG. . .

-819C>T

.. .CTTGATTCGGGCACA. ...
.. .ATCTATTCGGGATGG. . ..
.. .CTTGATTTAAGAAAT. ...
.. .GGAGATTTGGGGTTC. ...
...CCTTATTCGGTGGTA. ...
... TGTGATTTGGCAGCT. ...

Ryc. 10 Konserwowanie migdzygatunkowe wariantow SNP w sekwencji regulatorowej genu PMP22.
Kolorem czerwonym zaznaczono warianty zidentyfikowane wylacznie w grupie chorych, kolorem
z6tym warianty zidentyfikowane w grupie chorych i w grupie kontrolne;j.
H.sapiens — cztowiek, M.musculus — mysz domowa, R.norvegicus — szczur wedrowny, M. Mulatta —

matpa waskonosa,P.troglodytes — szympans, G.galus — kurczak.

Cytozyna w pozycji -4800, tymina w pozycji -4759 oraz -4210 wykazyja wysoki stopien
konserwowania migdzygatunkowego (6/6 analizowanych gatunkoéw).

5.1.4. Analiza in silico wariantéw SNP w sekwencji regulatorowej genu PMP22

Analiza bioinformatyczna pigciu zidentyfikowanych wariantow

sekwencyjnych,

przeprowadzona z wykorzystaniem programow Matlnspector oraz TFSEARCH nie wykazata

wplywu zidentyfikowanych zmian na przylaczanie, powstawanie lub zanik miejsc

przylaczania czynnikow transkrypcyjnych.

Analiza z wykorzystaniem programu PESEX wykazata, ze zmiana —4210T>C wptywa

na powstanie nowego potencjalnego wzmacniacza transkrypcji genu, natomiast zmiana

-4759T>A wpltywa na utrat¢ potencjalnego wzmacniacza transkrypcji genu PMP22.
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5.2. Warianty sekwencyjne w regionie kodujacym genu PMP22

Region kodujacy genu PMP22 wraz z flankujacymi sekwencjami intronowymi
(faczna dlugos¢ ok. 1000 pz) zostal przeanalizowany w 45-0sobowej grupie chorych
z fenotypem CMTI1A/HNPP, u ktorych wczesniej stwierdzono duplikacje Iub delecje genu
PMP22 oraz w 66—-0sobowej grupie chorych z rozpoznaniem polineuropatii demielinizacyjnej
(chorzy oznaczeni w tabeli - CMT) i odpowiednio wykluczong duplikacja i delecjg genu
PMP22. Grup¢ kontrolng stanowito DNA uzyskane od 50 zdrowych oso6b (100
chromosomow).

W grupie chorych zostaty zidentyfikowane dwa warianty sekwencyjne, ktére nie

wystepowaly w grupie kontrolnej (Tab.10).

Czestos¢ wystepowania

W grupie badanej W grupie
Zmiana Zmiana Baza SNP CMTIA ANPP CMT kontrolnej
nukleotydowa | aminokwasowa (n=37) (n=8) (n=66) (n=50)

htz hz htz hz htz hz htz hz

c.215C>T Ser72Leu rs104894621 0 0 0 0 1 0 0 0

€.353C>T Thr118Met rs104894619 1 0 0 0 1 0 0 0

Tabela 10 Wyniki badan dla sekwencji kodujacej genu PMP22. CMT1A — chorzy z klinicznym
rozpoznaniem choroby Charcot-Marie-Tooth typu 1A i potwierdzong duplikacja genu PMP22, HNPP
- chorzy z klinicznym rozpoznaniem dziedzicznej neuropatii z nadwrazliwosci na ucisk i potwierdzong
delecja genu PMP22, CMT — chorzy, u ktorych wykluczono duplikacje/delecje genu PMP22.

5.2.1. Wariant sekwencyjny ¢.215C>T (Ser72L eu)

Zmiana cytozyny w tyming w pozycji 215 skutkuje substytucja seryny w leucyne
w kodonie 72-gim biatka PMP22. Zidentyfikowana zmiana jest mutacjg patogenna trzecia
w populacji polskiej. Mutacja wystgpita w jednej rodzinie (R88), ze sporadycznym
przypadkiem choroby CMT, w ktorej wezesniej wykluczono duplikacje/delecje genu PMP22.
Mutacja ta odpowiada za cigzkg forme choroby Charcot-Marie-Tooth — neuropatie

hipomielinizacyjna.
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Ryc. 11 A) Rodowdd czteropokoleniowej rodziny z rozpoznaniem choroby CMT (R88). Strzatka
wskazuje probanda, gwiazdkami zaznaczono osoby, u ktorych wykonano badanie sekwencji genu
PMP22. B) Fragment dzikiej sekwencji genu PMP22, C) fragment sekwencji genu PMP22 ze zmiang
€.215C>T.

5.2.2. Wariant sekwencyjny ¢.353C>T (Thr118Met)

Kolejny zidentyfikowany wariant sekwencyjny ¢.353C>T skutkuje substytucja treoniny
w metioning w kodonie 118-tym biatka PMP22. Wariant ten zostal zidentyfikowany w dwadch
niespokrewnionych rodzinach (R12, R80). W rodzinie R12 z rozpoznaniem CMT1A
1 stwierdzong duplikacja genu PMP22 zmiana w ukladzie heterozygotycznym zostala
znaleziona u chorego ojca probandki (R12.SE). Zmiany nie zidentyfikowano u chorej
(R12.S.A.), (Ryc.12A). Dodatkowo u chorych przeprowadzono badanie sekwencji genu
LITAF, ktore wykazato obecnos¢ wariantu sekwencyjnego €.234G>A (Thr78Thr) u obojga
chorych oraz wariantu ¢.274A>G (lle92Val) u chorej R12.S.A.

Zmiana Thrl118Met zostala takze w ukladzie heterozygotycznym zidentyfikowana
u chorej R80.SO w rodzinie ze sporadycznym przypadkiem CMT. U chorej wcze$niej
wykluczono duplikacj¢/delecje genu PMP22 (Ryc. 12B).

Zidentyfikowana zmiana nie wystgpowata w 50-0sobowej grupie kontrolnej.
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Ryc. 12 A) Rodowdd czteropokoleniowej rodziny z rozpoznaniem choroby CMTI1A (R12). B)
Rodowod trzypokoleniowej rodziny ze sporadycznym przypadkiem choroby CMT1 (R80). Strzatka

wskazuje probanda, gwiazdkami zaznaczono osoby, u ktorych wykonano badania molekularne.

C)

Fragment sekwencji genu PMP22 ze zmiang ¢.353C>T, D) fragment dzikiej sekwencji genu PMP22.
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5.2.3. Konserwowanie miedzygatunkowe aminokwasow w bialku PMP22.
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Ryc. 13 Konserwowanie miedzygatunkowe dla aminokwaséw biatka PMP22. Kolorem zielonym
zaznaczono analizowane aminokwasy oraz ich pozycje w biatku PMP22.
H.sapiens — cztowiek, P.troglodytes — szympans, B.taurus — bydto domowe, M.musculus — mysz
domowa, R.norvegicus — szczur wedrowny, X.laevis — zaba szponiasta, G.galus — kurczak, D.rerio —

danio pregowany.

Seryna w kodonie 72-gim biatka PMP22 oraz treonina w kodonie 118-tym sa silnie

konserwowane migdzygatunkowo
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5.2.4. Analiza in silico zidentyfikowanych wariantow w genie PMP22 w Kierunku

motywow regsulujacych splicing

Biatka SR
Podstawienie Zmiana
nukleotydowe aminokwasowa SF2/ASF (IgM-
SF2/ASF BRCA1) SC35 SRp SRp55
c.215C>T Ser72Leu l l
¢.353C>T Thri18Met l l T

Tabela 11 Wyniki analizy in silico wariantéw sekwencyjnych w genie PMP22 przeprowadzone
w programie ESEfinder oraz Human Splicing Finder. l— utrata motywu ESE, l spadek

efektywnos$ci wigzania, Tpowstanie nowego motywu ESE, 1zwi(;kszenie efektywnos$ci wigzania.

Analiza potencjalnego wplywu substytucji nukleotydowej ¢.353C>T na splicing
pierwotnego transkryptu PMP22 przeprowadzona w programie ESEfinder oraz w Human
Splicing Finder ujawnita utrat¢ motywu ESE dla bialek SF2/ASF, obnizenie efektywnosci
wigzania z biatkiem SRp40 oraz powstanie dodatkowego motywu dla biatka SRp55. Analiza
przeprowadzona w programie RESCUE-ESE wykazata, ze tymina w pozycji 353 powoduje
powstanie nowego motywu ESE.

Zmiana ¢.215C>T powoduje natomiast utrat¢ motywu ESE dla bialka SF2/ASF oraz
SF2/ASF (IgM-BRCAL1). Analizy przeprowadzone w programie RESCUE-ESE oraz FAS-ESS

nie wykazaly r6zni¢ miedzy sekwencjg dzika a zmutowana.

5.3. Warianty sekwencyjne w regionie kodujacym genu LITAF

Region kodujacy genu LITAF wraz z flankujacymi sekwencjami intronowymi (taczna
dhugo$¢ ok. 650 pz zostal przealizowany w 106-0sobowej grupie chorych z fenotypem
CMT1A/HNPP, 15-osobowej grupie chorych, gdzie w rodzinie wspoétistnieje polineuropatia
genetycznie uwarunkowana z polineuropatia nabyta (CMT/polineuropatia zapalna). Do tej
podgrupy wilaczono takze chorych z rozpoznaniem polineuropatii demielinizacyjnej typu
CMTIC. Sekwencje¢ genu LITAF zbadano takze w 11-osobowej grupie zdrowych czlonkow
rodzin oraz w 50-osobowej grupie kontrolnej. W grupie badanej wcze$niej wykonano analize
duplikacji/delecji genu PMP22.
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Analiza sekwencji kodujacej genu LITAF pozwolita na identyfikacje pigciu wariantow
sekwencyjnych tj.: ¢.234G>A (Thr78Thr), ¢.274A>G (lle92Val), ¢.333C>T (AlalllAla),
¢.334G>A (Gly112Ser) oraz ¢.585C>T (3°UTR) (Tab. 12)

Czestos¢ wystepowania

W grupie badanej W grupie

Zmiana Zmiana Baza SNP CMT/neurop kontrolnej

nukleotydowa | aminokwasowa ?::T;;’?‘ agg% atia zapalna z(ﬂrzolvg (n=50/100)

(n=15)

htz | hz | htz | hz | htz | hz | htz | hz | htz | hz
€.234G>A Thr78Thr rs9282774 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0
C.274A>G lle92val rs4280262 21 13 16 4 4 1 3 0 9 2
€.333C>T AlalllAla rs34448402 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
€.334G>A Gly112Ser 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0

€.585C>T

(3UTR) 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tabela 12 Wyniki badan dla sekwencji kodujacej genu LITAF.

5.3.1. Wariant sekwencyjny c.234 (Thr78Thr)

Wariant sekwencyjny ¢.234G>A (Thr78Thr) zostal zidentyfikowany wylacznie
w grupie badanej. Zmiana c.234G>A (Thr78Thr) w heterozygotycznym uktadzie wystapita
w rodzinie z rozpoznaniem CMT1A (R12) u dwojki chorych (R12.SE, R12.SA). W rodzinie
te] wezesniej zidentyfikowano wariant ¢.215C>T skutkujacy substytucja Thr118Met w biatku
PMP22 (Ryc.12A).

W uktadzie homozygotycznym wariant sekwencyjny c¢.234G>A wystapit u chorego
z CMTIA (R30.CA). Zmiana nie zostata zidentyfikowana u chorego ojca (R30.CAn).
Dodatkowo u chorego z wariantem c.234G>A zidentyfikowano w genie LITAF zmiane
c.274A>G (lle92Val) (Ryc. 14).
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Ryc. 14 Rodowdd trzypokoleniowej rodziny z rozpoznaniem choroby CMTI1A (R30). Strzatka
wskazuje probanda, gwiazdkami zaznaczono osoby, u ktorych wykonano badania sekwencji genu
PMP22, LITAF. B) Fragment sekwencji genu LITAF ze zmiang ¢.234G>A, C) fragment dzikiej
sekwencji genu LITAF.

5.3.2. Wariant sekwencyjny c.274 G>A (11e92Val)

Wariant sekwencyjny c.274A>G w genie LITAF skutkuje substytucjg izoleucyny
w waling w kodonie 92-gim biatka LITAF. Zmiana ta zostata zidentyfikowana u 54 os6b
w grupie chorych z fenotypem CMT1A/HNPP. Ponadto zmiana Ile92Val wystapita u 5
chorych i 3 zdrowych os6b w rodzinach, gdzie polineuropatia genetycznie uwarunkowana
wspotwystepuje z przewleka polineuropatia zapalna oraz u 11 osdb w grupie kontrolnej (Tab.
12). Wariant c.274A>G wystgpowal w uktadzie hetero- 1 homozygotycznym zaréwno u
chorych jak i w grupie kontrolnej. Czesto$¢ wystgpowania substytucji 1le92Val jest wieksza
w grupie badanej niz kontrolne;j.

W przypadku 87 chorych w tym 63 z CMT1A oraz 24 z HNPP dysponowano danymi
dotyczacymi wieku wystgpienia pierwszych objawoéw choroby. Dodatkowo dla 60 chorych
w tym 34 z CMT1A oraz 26 z HNPP dysponowano danymi klinicznymi lub przeprowadzono
dodatkowe badania uwzgledniajagce parametry zawarte w skali Haberlovej i Seemana oceny

polineuropatii Charcot-Marie-Tooth (Tabela VI Suplement).
Chorych do dalszych analiz podzielono na dwie grupy:

1 — chorzy z CMT1A lub HNPP, u ktorych pierwsze objawy choroby wystapily pol0-tym

roku zycia
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2 — chorzy z CMT1A lub HNPP, u ktorych pierwsze objawy choroby wystapity przed 10-tym

rokiem zycia.

Nastepnie wyodrgbniono podgrupy:

la — HNPP >10rz + Ile92Val — chorzy z HNPP, u ktorych pierwsze objawy choroby
wystapily pol0O-tym roku zycia i u ktorych zidentyfikowano substytucje 11e92Val w biatku
LITAF,

1b - HNPP >10rz - chorzy z HNPP, u ktorych pierwsze objawy choroby wystapily po10-tym
roku zycia, bez zmiany [1e92Val w biatku LITAF,

1c — CMT1A >10rz + Ile92Val — chorzy z CMTI1A, u ktorych pierwsze objawy choroby
wystapity polO-tym roku zycia i u ktérych zidentyfikowano substytucje 1le92Val w biatku
LITAF,

1d - CMT1A >10rz — chorzy z CMTI1A, u ktorych pierwsze objawy choroby wystapity po
10-tym roku zycia, bez zmiany [1e92Val w biatku LITAF,

2a - HNPP <10rz + Ile92Val - chorzy z HNPP, u ktérych pierwsze objawy choroby
wystapity przed 10-tym rokiem zycia i1 u ktorych zidentyfikowano substytucje I1e92Val
w biatku LITAF,

2b - HNPP <10rz - chorzy z HNPP, u ktorych pierwsze objawy choroby wystapity przed
10-tym rokiem zycia, bez zmiany [1e92Val w biatku LITAF,

2¢c — CMTI1A <10rz + Ile92Val - chorzy z CMTI1A, u ktorych pierwsze objawy choroby
wystapity przed 10-tym rokiem zycia i u ktdrych zidentyfikowano substytucje I1e92Val
w biatku LITAF,

2d — CMT1A <10rz - chorzy z CMTI1A, u ktorych pierwsze objawy choroby wystapity przed
10-tym rokiem zycia, bez zmiany [1e92Val w biatku LITAF.

Ze wzgledu na zbyt matg liczbe chorych analizy statystyczne w przypadku parametru
jakim byt wiek wystapienia pierwszych objawoéw choroby nie przeprowadzono w grupie
HNPP<10rz +11e92Val oraz HNPP<10rz.

W przypadku pozostalych badanych parametrow, ze wzgledu na zbyt matg liczbe
danych klinicznych, analizie statystycznej poddano nastgpujace grupy chorych: CMT1A>10rz
+I1e92Val, CMT1A>10rz, CMT1A<10rz +1le92Val, oraz CMT1A<10rz.
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5.3.3. Analiza Sredniego wieku wystapienia pierwszych objawow choroby w badanych

grupach.
Wiek wystapienia
Badane grupy chorych Parametry pierwyszych objawoéw p-value
choroby (lata)
Srednia £ SD (n) 1816 (16)
HNPP>10 rz + 192V mediana 17.5
min-max 11-32 0,023
$rednia £ SD (n) 37121 (7)
HNPP>10 rz mediana 36
min-max 14-71
$rednia £ SD (n) 23+10 (15)
CMT1A>10 rz + 192V mediana 20
min-max 11-47 0,005
$rednia £ SD (n) 36+14 (30)
CMT1A>10 rz mediana 355
min-max 13-67
srednia £ SD (n) 4.843.2 (11)
CMT1A<10 rz + 192V mediana 4
min-max 1.3-10 0.963
srednia £ SD (n) 5.4+4.4 (7)
CMT1A<10 rz mediana 3
min-max 1.5-10

Tabela 13 Zalezno$¢ migdzy genotypem a wiekiem wystgpienia pierwszych objawdéw choroby
w badanych grupach chorych.

W grupie chorych z HNPP z poczatkiem choroby po 10-tym roku zycia wykazano, ze
wariant sekwencyjny c.234 G>A (1le92Val) w genie LITAF wplywa na wczesniejszy wiek
wystapienia pierwszych objawow dziedzicznej neuropatii z nadwrazliwo$ciag na ucisk.
Obserwowane réznice miedzy grupa chorych HNPP>10rz + [1e92Val a grupg HNPP>10rz sg
istotne statystycznie (p<0,05).

W grupie chorych z CMT1A oraz poczatkiem choroby po 10-tym roku zycia rowniez
wykazano, ze wariant sekwencyjny c.234 G>A (Ile92Val) w genie LITAF wplywa na
wczesniejszy wiek wystgpienia pierwszych objawow choroby Charcot-Marie-Tooth 1A.
Obserwowane réznice miedzy grupg chorych CMT1A>10rz + [1le92Val a grupg CMT1 >10rz
sg istotne statystycznie (p<0,05).

W przypadku chorych z CMT1A i poczatkiem choroby przed 10-tym rokiem Zycia nie
wykazano wplywu zmiany c.234 G>A (Ile92Val) w genie LITAF na wiek wystapienia

pierwszych objawow choroby.
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Sredni wiek wystapienia pierwszych objawéw choroby CMT1A/HNPP

* sk

=

Badane grupy

HNPP>10 rz +192V HNPP>10 rz CMT1A>10 rz + 192V CMT1A>10 rz CMT1A<10 rz + 192V CMT1A<10rz

Liczebnos$é¢ grup

(n=16) (n=7) (n=15) (n=30) (n=11) (n=7)

Wykres 1 Sredni wiek [+SD] wystapienia pierwszych objawéw choroby w badanych grupach chorych.
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5.3.4. Analiza parametrow klinicznvch w grupie chorvch z CMT1A z poczatkiem

choroby po 10-tym roku zycia

Analiza statystyczna parametréw klinicznych ocenianych wg zmodyfikowanej skali
Haberlovej i Seemana w grupie chorych z CMTI1A z poczatkiem choroby powyzej 10 roku
zycia wykazata pogorszenie takich parametrow klinicznych jak: niedowtad konczyn dolnych,
deformacja stop, odruchy ze S$ciggien Achillesa oraz odruchy kolanowe, jak roéwniez
niedowlad konczyn gérnych w grupie chorych ze zmiang 1le92Val w biatku LITAF (Wykres
2).
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Analiza parametrow klinicznych chorych z CMT1A > 10rz

0%

Parametry

nkkd

deformacja stép

OK

OA

nkkg

Badane
grupy

CMT1A>10rz CMT1A>10rz

+192V

CMT1A>10rz CMT1A>10rz
+192Vv

CMT1A>10rz CMT1A>10rz

+192V

CMT1A>10rz CMT1A>10rz

+92V

CMT1A>10rz CMT1A>10rz

+92V

Liczebnosé¢ grup

(n=8)

(n=14)

(n=9) (n=13)

(n=8)

(n=12)

(n=7)

(n=12)

(n=6)

(n=12)

O 0O .

Wykres 2 Porownanie parametréw klinicznych chorych z CMT1A z poczatkiem choroby po 10-tym roku zycia z/bez zmiany 11e92Val w biatku LITAF.
nkkd — niedowtad konczyn dolnych, OK. — odruch kolanowy, OA — odruch ze $ciggna Achillesa, nkkg — niedowtad konczyn gornych.
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W grupie chorych z CMT1A>10rz + [le92Val obserwuje si¢ wigkszy odsetek chorych
(37%) ze znacznym (w skali Haberlovej i Seemana = 3) niedowladem konczyn dolnych,
ktory w grupie CMT1A>10rz wystapit tylko u 7% chorych. Dodatkowo w grupie chorych ze
zmiang [1e92Val obserwuje si¢ grupe chorych ze silnie zdeformowanymi stopami (korekta
ortopedyczna) (11%), jak rowniez wiekszy jest odsetek chorych ze znacznym wydrazeniem
stop (w skali Haberlovej i Seemana =2). W obu porownywanych grupach odsetek chorych,
u ktorych nie stwierdzono deformacji stop jest zblizony (ok. 36%).

Ponadto u wszystkich chorych w grupie CMT1A>10rz + Ile92Val stwierdzono
zniesienie odruchéw ze S$ciggien Achillesa oraz zniesienie odruchéw kolanowych
w przeciwienstwie do grupy CMT>10rz, w ktdrej odruchy zostaly zachowane odpowiednio
u 50% 1 50% chorych. Obserwowane rdéznice s3 znamienne statystycznie (OA, p=0,0168;
OK, p=0,011).

W grupie chorych CMT1A>10rz + 1le92Val obserwuje si¢ takze wigkszy niedowlad
konczyn gérnych (nkg = 2, 40% chorych). W tej samej grupie nie obserwuje si¢ niedowtadu
na poziomie =1, ktory jest obecny w grupie chorych CMT1A>10rz (25%). Odsetek chorych,
u ktoérych nie stwierdzono niedowladu w konczynach goérnych jest zblizony w obu grupach

(60-679%).

5.3.5. Analiza parametrow klinicznych w grupie chorych z CMTI1A z poczatkiem

choroby ponizej 10 roku zycia

Analiza statystyczna parametrow klinicznych ocenianych wg zmodyfikowanej skali
Haberlovej 1 Seemana w grupie chorych z CMTI1A z poczatkiem choroby ponizej 10 roku
zycia wykazala pogorszenie takich parametréw klinicznych jak: niedowlad konczyn dolnych,
CMAP, skolioza, jak rowniez niedowlad konczyn gérnych w grupie chorych ze zmiang

[1e92Val w biatku LITAF (Wykres 3).
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Analiza parametrow klinicznych chorych z CMT1A < 10rz

100% —
90% —
80% —
70% —
60% —
B =4
50% — | =3
o =2
40% — o =1
0O =0
30% —
20% —
10% —
0%
Parametry nkkd CMAP skolioza nkkg
Badane CMT1A<10rz CMT1A<10rz CMT1A<10rz CMT1A<10rz CMT1A<10rz CMT1A<10rz CMT1A<10rz CMT1A<10rz
grupy +92V +92V +92V +92V
Liczebnosé¢ grup (n=8) (n=14) (n=9) (n=13) (n=8) (n=12) (n=7) (n=12)

Wykres 3 Porownanie parametrow klinicznych chorych z CMT1A z poczatkiem choroby przed 10-tym rokiem zycia z/bez zmiany 11€92Val w biatku LITAF.

nkkd — niedowlad konczyn dolnych, CMAP - ztozony potencjat czynnosciowy rejestrowany z miesnia po stymulacji elektrycznej wiokien ruchowych nerwu,
nkkg — niedowtad konczyn gornych.
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W grupie chorych CMT1A<10rz + [1e92Val obserwuje si¢ odsetek chorych z cigzkim
niedowladem konczyn dolnych (13%). Odsetek chorych z niedowladem konczyn dolnych
w przyjetej skali Haberlovej i Seemana =1 jest zblizony w obu badanych grupach (20-25%).
W grupie chorych ze zmiang I[le92Val obserwujemy takze odsetek chorych (17%),
u ktorych CMAP w skali Haberlovej wynosi 3. Natomiast w przypadku grupy CMT1A<10rz
odnotowuje si¢ wieksza liczbe chorych z CMAP w skali Haberlovej i Seemana rownym 1
(25%) oraz 2 (75%), jak rdwniez nie obserwuje si¢ grupy chorych, w ktdrej nie odnotowano
zmian w CMAP.

Dodatkowo w grupie CMT1A<10rz + 1le92Val obserwujemy pewny odsetek chorych
(25%), u ktorych skolioza w skali Haberlovej i Seemana =3, ktéra w tym stopniu nie
wystepuje w grupie CMT1A<10rz. Natomiast w grupie CMT1A<10rz wigkszy jest odsetek
chorych z tagodng (40%) i $rednio nasilong skoliozg (20%) w skali Haberlovej i Seemana
odpowiednio =11 =2.

W grupie chorych CMT1A<10rz +I1e92Val obserwuje si¢ takze wickszy odsetek (62%)
chorych z niedowladem konczyn gérnych w poréwnaniu do grupy CMT1A<10rz, w ktorej

u wigkszosci chorych nie odnotowano niedowtadu.
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5.3.6. Wariant sekwencyjny ¢.274A>G (11e92Val) w grupie chorych CMT/polineuropatia
zapalna

Substytucja 11e92Val zostala takze zidentyfikowana w 15-0sobowej grupie chorych,
gdzie w rodzinie polineuropatia genetycznie uwarunkowana wspétistnieje z polineuropatig
nabytg (zapalng). U wszystkich chorych w tej grupie przeprowadzono takze analiz¢ sekwencji
promotorowej genu TNF alfa.

W rodzinie z rozpoznaniem CMT1A (R50) oraz wspotistniejagcg w rodzinie przewlekla
polineuropatig zapalng — CIDP zmiana 1le92Val zostata znaleziona u chorej probandki (IV:5,
R50.WA), jej zdrowej matki (111:6) oraz u chorej z CIDP (I11:18, R50.RE). Dodatkowo
analiza sekwencji promotorowej genu TNF alfa pozwolita na identyfikacj¢ substytucji
-308G>A w/w cztonkow rodziny (Ryc.15).

I1:1 :2 LITAF lle92val 113 II:4 LITAF lle92Vval

NF alfa —308G>A | CIDP
i A
O O

N6 0E7 | 08 19 W10 NE1t | 012 113 | 114 115 | 116 1:17 | 018

V7 IV:8 vV:9 V10 vV:11 V12 IVi13

1I:4 11I:5

n:2 13

1V:1

IV:3 IV:4 IV:5_IV:6

Vi dup PMP22
LITAF lle92Val
TNF alfa —308G>A

Ryc. 15 Rodowdd pigciopokoleniowej rodziny z rozpoznaniem CMTI1A (IV:5) oraz CIDP (III:18).
Strzatka wskazuje probanda, gwiazdkami zaznaczono osoby, u ktorych wykonano badanie
sekwencji genu PMP22, LITAF oraz promotora genu TNF alfa

W rodzinie R51 z rozpoznaniem CMTI1A oraz wspolistniejacg w rodzinie nabytg
polineuropatia zapalng (CIDP, GBS) zmiana Ile92Val w genie LITAF zostala wykryta
u chorej probandki (III:1, R51.RA) oraz u jej wuja (II:1, R51.RT), ktory przebyl zespot
Guillain-Barré.

Dodatkowo analiza sekwencji promotorowej genu TNF alfa pozwolita na indentyfikacje
substytucji —308G>A u dwojki w/w cztonkow rodziny (Ryc. 16).
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O O

1:1 1:2 1:3 1:4
A *
1:1 I:2 11:3 11:4 11:5 11:6 :7 11:8
LITAF lle92Val d PMP22
GBS 1nF alfae—30§G> ig |
LITAF lle92Val
TNF alfa =308G>A O
M1 1n:2 1:3 1:4 1:5 1:6 -7
dup PMP22 + CIDP
LITAF lle92Val

TNF alfa —308G>A

Ryc. 16 Rodowod trzypokoleniowej rodziny z rozpoznaniem CMT1A + CIDP (II:1), CMT1A (1I:3)
oraz zespotem Guillain-Barré (II:1). Strzatka wskazuje probanda, gwiazdkami zaznaczono osoby,
u ktorych wykonano badanie sekwencji genu PMP22, LITAF oraz promotora genu TNF alfa.

Substytucja 11e92Val zostata takze zidentyfikowana u chorej z rozpoznaniem choroby
HNPP oraz zespotu Guillain-Barré (111:5, R.97.CK) (Ryc.17). Analiza sekwencji promotorowej

genu TNF alfa nie wykazata u chorej obecno$ci wariantu sekwencyjnego —308G>A.

11 n:2 13

15

/ del PMP22 + GBS
LITAF lle92Val

V1

Ryc. 17 Rodowdd czteropokoleniowej rodziny z rozpoznaniem HNPP oraz zespolem Guillain-Barré
(I1:5). Strzatka wskazuje probanda, gwiazdkami zaznaczono osoby, u ktorych wykonano badanie
sekwencji genu PMP22, LITAF oraz promotora genu TNF alfa.
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5.3.7. Wariant sekwencyjny ¢.333C>T (Alal11Ala)

Wariant sekwencyjny ¢.333C>T (AlalllAla) w genie LITAF w heterozygotycznym
uktadzie zostal zidentyfikowany u dwodch niespokrewnionych chorych (R2.DE, R4.HA)
z rozpoznaniem CMTIA oraz potwierdzona duplikacja genu PMP22. Zmiana nie
segregowala z fenotypem choroby (Ryc. 18). Podobnie jak substytucja ¢.234G>A (Thr78Thr)

wariant ¢.333C>T jest zmiang synonimiczna.

A) (1O C)
1:1 1:2
D—$+ — A CGCTGGT
L]
11:1 20 Pup2d™ II:4 \ *
— L LTAF Ala1rﬁn‘:&-7-
W w2 ws e ns
dup PMP22
B) D_ *dup PMP22 D)
1:1 |:2 LITAF Ala111Ala
CGCCGGT
| %
|
11:1 TR
dup PMP22 AN
1 FXV VIV Y]

Ryc. 18 A), B) Rodowody trzypokoleniowych rodzin z rozpoznaniem choroby CMT1A (R2, R4).
Strzatka wskazuje probanda, gwiazdkami zaznaczono osoby, u ktorych wykonano badanie sekwencji
genu PMP22 i LITAF. C) Fragment sekwencji genu LITAF ze zmiana ¢.333C>T, D) fragment dzikigj
sekwencji genu LITAF.

5.3.8. Wariant sekwencyjny ¢.334 G>A (Gly112Ser)

Analiza sekwencji kodujacej genu LITAF pozwolita na identyfikacj¢ w uktadzie
heterozygotycznym jednego wariantu sekwencyjnego ¢.334G>A (Gly112Ser) u trzech
spokrewnionych chorych.

Zmiana guaniny w adening w pozycji 334 skutkujaca substytucja glicyny w seryn¢
w kodonie 112-gim biatka LITAF jest mutacja patogenng. Mutacja Gly112Ser odpowiada za
fagodng polineuropati¢ demielinizacyjng. Wariant sekwencyjny ¢.334G>A  zostal
zidentyfikowany w rodzinie z rozpoznaniem choroby CMT1C (R72) u trzech jej chorych
cztonkow (R72.SA., R72.SJ, R72.SF). Ponadto u chorej probandki stwierdzono ci¢zka postaé
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demielinizacji w centralnym uktadzie nerwowym. Przeprowadzone badania sekwencji
promotorowej genu TNF alfa pozwolity na zidentyfikowanie u chorej oraz jej ojca wariantu

sekwencyjnego —308G>A w hetrozygotycznym uktadzie (Ryc.19).

A) B) D)
JZF y &, JZF Q GCCAGTG
1:1 1:2 1:3 1:4 ‘
C) E)
I 2 F":fa "64 LITAIESGI 112%6
- >,
BN s GCCGGTG ATGGGGA
*® % ' .
n
a2 3 k A A
LITAF Gly112Ser | |TAF Gly112Ser / \ _‘}

TNF alfa -308 G>A
IV:1 + ciezka demielinizacja
w centralnym uk. nerwowym

Ryc. 19 A) Rodowdd czteropokoleniowej rodziny z rozpoznaniem choroby CMT1C (R72) oraz cigzka
forma demielinizacji w centralnym uktadzie nerwowym (I11:3, R72.SA). Strzatka wskazuje probanda,
gwiazdkami zaznaczono osoby, u ktérych wykonano badanie sekwencji genu LITAF promotora genu
TNF alfa.B) Fragment sekwencji genu LITAF ze zmaing c¢.334 G>A, C) fragment dzikiej sekwencji
genu LITAF. D) Fragement sekwencji promotorowej genu TNF alfa ze zmiang —308G>A, fragment
dzikiej sekwencji genu TNF alfa.

AR

> -
: *.{
o . 9 ‘.‘
@

Ryc. 20 Biopsja nerwu tydkowego chorej 111:3, R72.SA. == wskazuje r6znej wielkosci struktury
cebulopodopne. —gmme- Wskazuje nieliczne wiokna regenerujace.
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5.3.9. Wariant sekwencyjny ¢.585C>T (3’UTR)

Wariant sekwencyjny ¢.585C>T (3’UTR) w heterozygotycznym ukltadzie zostat
zidentyfikowany u jednego chorego (ll1l:1, R23.TS) w rodzinie z rozpoznaniem choroby
CMTI1A. Wariant ten nie wystapil u pozostatych chorych i zdrowych cztonkéw rodziny jak
réwniez nie wystapil w 50-osobowej grupie kontrolnej.

Dodatkowo u wszystkich chorych w rodzinie R23 w sekwencji genu LITAF zidentyfikowano

wariant SNP skutkujacy substytucja [1e92Val (Ryc. 21).

LITAF lle92Val
585C>T (3'UTR)

A) B)
‘-_ O 10 TCATCTC
1:1 1:2 :3 1:4
dup PMP22
LITAF lle92Val
% %
C
O % $ é é )
11:1 11:2 11:3 11:4 11:5 11:6 1:7 _ L .
Moo ;E TCACCTC
*®
N f\
T |||:1\ 111:2 " ﬂ I (]U\ | f\

Ryc. 21 A) Rodowdd trzypokoleniowej rodziny z rozpoznaniem choroby CMTI1A (R23). Strzatka
wskazuje probanda, gwiazdkami zaznaczono osoby, u ktorych wykonano badanie sekwencji genu
PMP22 oraz LITAF. B) Fragment sekwencji genu LITAF ze zmiang ¢.585C>T, C) fragment dzikiej
sekwencji genu LITAF.
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5.3.10 Konserwowanie miedzygatunkowe dla aminokwasow w bialku LITAF/SIMPLE.
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Ryc.22 Konserwowanie mi¢dzygatunkowe dla aminokwasow biatka LITAF. Kolorem zielonym
zaznaczono badane aminokwasy oraz ich pozycje w biatku LITAF.
H.sapiens — cztowiek, P.troglodytes — szympans, B.taurus — bydto domowe, M.musculus — mysz
domowa, R.norvegicus — szczur wedrowny, X.laevis — zaba szponiasta, G.galus — kurczak, D.rerio —

danio pregowany.

Konserwowanie mig¢dzygatunkowe wykazalo wysoki stopien konserwowania treoniny

w kodonie 78 biatka LITAF oraz alaniny w kodonie 111-tym i glicyny w kodonie 112-tym.
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5.3.11 Analiza in silico zidentyfikowanych wariantow w genie LITAF w kierunku

motywow regulujacych splicing

L . Biatka SR
Podstawienie Zmiana
nukleotydowe |aminokwasowa SF2/ASF
SF2/ASF (IgM-BRCA1) SC35 SRp40 | SRp55
c.234G>A Thr78Thr l l
Cc.274A>G lle92Val T l T T
€.333C>T AlalllAla l l l
c.334G>A Gly112Ser l l
¢.585C>T - l T l

Tabela 14 Wyniki analizy in silico wariantow sekwencyjnych w genie LITAF przeprowadzone
w programie ESEfinder oraz Human Splicing Finder. l— utrata motywu ESE, l spadek

efektywnosci wiazania, T powstanie nowego motywu ESE, Tzwi@kszenie efektywnosci wiazania.

Substytucja nukleotydowa c¢.234G>A nie zmienia sensu kodonu 78-go biatka LITAF
jednak analiza jej ewentualnego wptywu na splicing pre-mRNA wykazata utrate motywu ESE
dla biatka SC35 oraz SF2/ASF (IgM-BRCA1) oraz spadek efektywnos$ci wigzania z biatkiem
SF2/ASF.

Analiza in silico wptywu zmiany ¢.274A>G na splicing pierwotnego transkryptu
LITAF ujawnita powstanie motywu ESE dla bialek SF2/ASF i1 SRp55 oraz zwigkszenie
efektywnos$ci wigzania z biatkiem SC35.

Wariant sekwencyjny ¢.333C>T podobnie jak ¢.234G>A nie zmienia sensu kodonu
111-tego jednakze analiza in silico wykazata utrate motywu ESE dla biatka SC35 oraz
SF2/ASF (IgM-BRCA1) oraz spadek efektywno$ci wigzania z biatkiem SF2/ASF.

Substytucja nukleotydowa c¢.334G>A, bedaca mutacjg patogenng powoduje utrate
motywu ESE dla biatka SC35 oraz SRp40 jak réwniez zmniejszenie efektywno$ci wigzania
z biatkiem SF2/ASF.

W przypadku zmiany ¢.585C>T analiza in silico wykazata utratg motywu ESE dla
biatka SF2/ASF oraz SRp40 oraz zwigkszenie efektywnosci wigzania innego motywu ESE
z biatkiem SRp40.
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Analiza w programie NNsplice wszystkich zidentyfikowanych wariantow w genie

LITAF nie wykazata ich ewentualnego wptywu na proces sktadania pre-mRNA podobnie jak

analiza w programie FAS-ESS. Natomiast analiza w programie RESCUE-ESE wykazata dla

wariantu sekwencyjnego ¢.274A>G oraz c.585C>T utrate motywu wzmacniajacego splicing.

5.4. Warianty sekwencyjne w promotorze genu TNF alfa

Czestos¢ wystepowania

W grupie badanej

Zmiana Baza W grupie
nukleotydowa | SNP CMT1A HNPP gt'\i"aT; g‘;‘;gg zdrowy | kontrolnej
(n=45) (n=21) (n=13) (n=11) (n=50)
htz hz | htz | hz | htz hz htz | hz | htz | hz
-308G>A rs1800629 13 1 5 0 5 0 3 0 14 2

Tabela 15 Wyniki badan dla sekwencji promotorowej genu TNF alfa.

Wariant sekwencyjny —308G>A zostat zidentyfikowany zarowno w grupie badanej jak

1 grupie kontrolnej. Wystapit on ze zblizong czesto$cig zarowno w grupie badanej jak

i kontrolnej, odpowiednio 0,30 i 0,32. Uzyskane wyniki sg podobne z danymi z bazy dbSNP

NCBI (rs1800629) — 0,31.
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5.5 PODSUMOWANIE WYNIKOW

Wyniki przeprowadzonych badan sekwencji regulatorowej genu PMP22 wskazuja,
ze jest ona silnie konserwowana, a jej regulacja precyzyjnie kontrolowana. Sekwencja
regulatorowa genu PMP22 jest najprawdopodobniej pozbawiona istotnych dla

regulacji ekspresji genu wariantow sekwencyjnych.

W sekwencji kodujagcej genu PMP22 zidentyfikowano dwa warianty sekwencyjne,

ktéore w mechanizmie dawki genu lub innym nieznanym procesie wplywaja na

przebieg choroby CMT1A.

W sekwencji kodujacej genu LITAF zidentyfikowano 6 wariantow sekwencyjnych.
Szczegdlng uwage zwraca istotna statystycznie korelacja migdzy wiekiem wystapienia
pierwszych objawow choroby CMTI1A/HNPP, a obecnoscig substytucji 1le92Val.
Sugeruje to, ze wariant sekwencyjny ¢.274A>G (Ile92Val) w genie LITAF moze
stanowi¢ modyfikator genetyczny zmiennosci fenotypowej CMT1A/HNPP. Wariant
[1e92Val prawdopodobnie pelni takze wazng role w modyfikacji przebiegu
klinicznego u chorych z CMT1A i komponentem zapalnym.

W sekwencji promotorowej trzeciego badanego genu - TNF alfa nie stwierdzono
wariantow sekwencyjnych istotnych dla przebiegu choroby CMT1A/HNPP. Wydaje
si¢, ze pomimo zwigzku zwigzku pomiedzy genami LITAF i TNF alfa, sekwencja
promotorowa genu TNF alfa nie odgrywa istotnej roli w modyfikacji fenotypu chordob
CMT1A/HNPP.
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6. DYSKUSJA

Juz w pierwszych XIX-wiecznych pracach J. M. Charcota, P. Marie oraz H. H. Tootha
zwrocono uwage na zmienno$¢ przebiegu klinicznego polineuropatii rodzinnych. W wieku
XX réwniez Jule Déjerine i Sottas oraz Gustave Roussy i Emmanuel Levy wskazywali na
zmiennos$¢ fenotypowa chorych z tym samym rozpoznaniem klinicznym. Wprowadzenie
badan molekularynych do diagnostyki chorob kregu CMT, w tym identyfikacja pierwszych
mutacji sprawczych — duplikacji/delecji regionu 17p12.2-p12, pozwolita jedynie na
weryfikacje rozpoznania klinicznego, odpowiednio choroby CMTI1A badz HNPP. Wynik
badania genetycznego w CMT1A/HNPP dla chorych nie stanowi jednak nadal wartosci
rokowniczej. Do dzi$ pytania o wiek wystgpienia pierwszych objawdw choroby, jej przebieg
nastrgczaja wiele trudnosci klinicystom. Trudno$ci diagnostyczne zwigksza takze
obserwowane zjawisko bezobjawowego nosicielstwa duplikacji badz delecji genu PMP22.
Nieznane sg takze mechanizmy zjawiska antycypacji obserwowane wsrod chorych z CMT1A.
Dodatkowo spektrum fenotypowe poszerzaja chorzy, u ktéorych obok polineuropatii
genetycznie uwarunkowanej wspotwystepuje nabyta polineuropatia zapalna.

Dotychczas zidentyfikowano mutacje w 14 genach, ktoére skutkujg fenotypem choroby
CMT1. Wprowadzenie nowych technik, takich jak sekwencjonowanie eksomu pozwala na
jednoczesne zbadanie wielu gendéw, ale ogranicza si¢ gltoéwnie do badania sekwecji
kodujacych nie uwzgledniajac regionéw 5’UTR i1 3’UTR. Dodatkowo bardzo wysokie koszty
takich analiz zmuszajg do prowadzenia badan nad ttem zmiennos$ci fenotypowej ograniczajac
je do genow biorgcych udzial w patomechanizmie choroby oraz gendéw funkcjonalnie z nimi
zwigzanych. Niezwykle trudne jest réwniez wylonienie modyfikatora genetycznego sposrod
setek wariantow sekwencji wykrytych metoda sekwencjonowania eksomu.

Celem pracy byla proba okreslenia udziatu czynnika genetycznego w zmiennoSci
fenotypowej chordéb kregu CMT. Podjeto probe identyfikacji modyfikatora zmiennosSci
fenotypowej wsrdd chorych z CMT1A oraz HNPP, ktory mogltby by¢ biomarkerem majacym
warto$¢ rokowniczag. W tym celu w pierwszym etapie badan przeprowadzono analize
sekwencji promotorowej i regulatorowej genu PMP22. Potencjane zmiany w tych regionach
moglyby wptywac na regulacje transkrypcji genu, a tym samym modulowac¢ efekt dawki genu
PMP22.

Kolejnym etapem badan byla analiza sekwencji kodujacej genu PMP22
przeprowadzona, podobnie jak analiza promotora i regulatora genu PMP22, po raz pierwszy

w grupie chorych CMT1A/HNPP, u ktorych potwierdzono duplikacje/delecje genu PMP22,
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Dodatkowo sekwencj¢ kodujaca zbadano w grupie chorych z CMT1, u ktérych wykluczono
duplikacje badz delecjg¢ genu PMP22. Niezwykle waznym etapem pracy byla analiza genow
funkcjonalnie zwigzanych z genem PMP22.

Do dalszych badan wybrano gen LITAF, ktorego udziat w patomechanizmie chorob
CMTI1A/HNPP dotychczas nie zostat jasno okreslony oraz gen TNF alfa, funkcjonalnie
zwigzany z genem LITAF. Modulujacy wplyw genu LITAF badano przede wszystkim wsrod
chorych, gdzie w rodzinie wspolistnieje polineuropatia genetycznie uwarunkowana
z nabytg polineuropatia zapalng, ale rowniez sprawdzono czestos¢ jego wystepowania

w grupie chorych CMT1A/HNPP.

6.1 Warianty sekwencyjne w regionie requlatorowym genu PMP22

Gen PMP22 jest genem wrazliwym na dawke. Zwigkszenie ekspresji tylko genu
PMP22 w regionie 17p12.2-p12, ktory ulega duplikacji skutkuje fenotypem choroby Charcot-
Marie-Tooth typu 1A. Delecja tego samego regionu, a tym samym obnizenie o polowe ilosci
transkryptu PMP22 skutkuje fenotypem dziedzicznej neuropatii z nadwrazliwoscia na ucisk.
Efekt dawki genu PMP22 wskazuje na precyzyjnie kontrolowang transkrypcje genu.
Kluczowsa role w regulacji transkrypcji genu PMP22 odgrywa promotor rdzeniowy
(proksymalny), w przypadku genu PMP22 jest to obszar eksonu 1A, dodatkowo w jego
regulacje zaangazowane sg sekwencje regulatorowe tzw. wzmacniacze (enhancery) potozone
w znacznej odlegtosci od genu.

W pierwszym etapie badan, w ktorym analiza obj¢to region promotora proksymalnego
(promotor 1), promotora dystalnego (2 kpz powyzej eksonu 1A) oraz region promotora 2
zidentyfikowano jeden wariant SNP (-819C>T). Poszerzenie badan do 5kpz sekwencji
regulatorowej zaowocowalo identyfikacja kolejnych czterech wariantow (-4210T>C,

-4759T>A, -4785G>T, -4800C>T).

6.1.1 Niepatogenne warianty w sekwencji requlatorowej genu PMP22

Dwa ze zidentyfikowanych wariantow -819C>T (rs231014), -4785G>T (rs179521)
naleza do grupy polimorfizméw, ktorych czestos¢ wystgpowania w grupie badanej
1 kontrolnej byta podobna i zblizona do danych z bazy dbSNP. Ze wzgledu na wysoka
czesto$¢ wystepowania i podobne wyniki uzyskane dla grupy badanej i kontrolnej nalezy
wykluczy¢ modulujagcy wptyw wariantow —819C>T oraz -4785G>T na zmienno$¢
fenotypowa chorych CMT1A/HNPP.
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6.1.2 Potencjalnie patogenne warianty w sekwencji regulatorowej genu PMP22

Dwa ze zidentyfikowanych wariantow sekwencyjnych wystapity wylacznie w grupie
chorych.

Wariant -4210T>C wystgpil u chorej ze sporadycznym przypadkiem dziedzicznej
neuropatii z nadwrazliwo$cig na ucisk (potwierdzong delecja genu PMP22) i rodzinnym
niedostuchem. Zidentyfikowany przypadek jest atypowy. Chora do 70 roku zycia nie
przejawiata zadnych objawow polineuropatii, pierwsze objawy zostaty wywotane podczas
rehabilitacji (ucisk na nadgarstek). Stwierdzono u niej nieznaczne zaburzenia czucia dotyku,
bolu, zaburzenia czucia wibracji. Nie odnotowano zmian w CMAP i SNAP (Tabela 8).
Dodatkowo u chorej oraz w jej rodzinie stwierdzono niedostuch.

W  pewnych formach CMT niedostuch jest stala wada wspoOttowarzyszaca
polineuropatii. W genie MPZ czy Cx32 zidentyfikowano mutacje skutkujace fenotypem
polineuropatii, ktorym towarzyszy niedostuch (Kabziniska i wsp. 2007, Seeman i wsp. 2004,
Karadima i wsp. 2004, Casasnovas i wsp. 2006). W genie PMP22 dotychczas
zidentyfikowano 9 mutacji skutkujacych fenotypem choroby CMT, ktorej wspottowarzyszy
niedostuch, w tym mutacj¢ Serl12Arg w populacji polskiej (Kabzinska i wsp. 2010).
Ze wzgledu na brak dostgpnosci do probek DNA od pozostatych cztonkéw rodziny chorej
(odmowa wspoélpracy) 1 brak mozliwo$ci przesledzenia segregacji zmiany nie mozna
jednoznacznie stwierdzi¢, czy niedostuch wystgpujacy u chorej wspottowarzyszy
zidentyfikowanej zmianie w sekwencji regulatorowej genu PMP22.

Zidentyfikowany wariant sekwencyjny —4210T>C moze odpowiada¢ za pdzniejsze
wystapienie objawow 1 wczesniejszy bezobjawowy przebieg choroby. Jednakze brak danych
o innych cztonkach rodziny uniemozliwia analiz¢ ewentualnej segregacji zmiany z choroba.
Ze wzgledu na bardzo niski poziom ekspresji genu PMP22 w leukocytach krwi obwodowej
w celu potwierdzenia modulujacego wptywu wariantu SNP nalezaloby wykonaé biopsje
nerwu tydkowego, aby dokona¢ analizy ekspresji mRNA genu PMP22.

Kolejne dwa warianty sekwencyjne -4759T>A oraz -4800C>T zostaly zidentyfikowane
u dwojga chorych (R17.KM, R17.KE) 1z rozpoznaniem dziedzicznej neuropatii
z nadwrazliwosci na ucisk. Warianty te nie wystapity u chorego ojca, ktory do 4 dekady zycia
pozostawat bezobjawowy. U dwojki chorych chorych dzieci pierwsze objawy choroby
wystapity ok. 10 roku Zycia (dane kliniczne — Tabela 8). Zidentyfikowane warianty mogtyby

zatem odpowiada¢ za wcze$niejszy poczatek choroby i jej ciezszy przebieg. Podobie jak
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w przypadku wariantu —4210T>C, w celu okreslenia modulujacego wplywu nalezatoby

przeprowadzi¢ biopsj¢ nerwu tydkowego celem oceny ekspresji genu PMP22 in situ.

Wykazano, ze krytyczny wzgledem aktywnos$ci promotora 1 region znajduje si¢ ok. 300
pz powyzej eksonu 1A. Jednakze w badaniach z uzyciem konstruktow zawierajacych nawet
do 2 kpz powyzej promotora 1 wykazano, ze region ten jest niewystarczajacy do regulacji
ekspresji w nerwie obwodowym na tym samym poziomie jak w przypadku endogennego
PMP22. Sugeruje to, udziat innych elementéw regulatorowych (Maier i wsp. 2003). W dwoch
niezaleznych badaniach zidentyfikowano regiony powyzej wczesniej analizowanych 2 kpz,
ktore wptywaja na ekspresje PMP22 w komorkach Schwanna (Maier i wsp. 2002, Orfali
i wsp. 2005). Obszar LMSE jest niezb¢dny w prawidtowym procesie regulacji aktywnos$ci
genu w poznych etapach mielinizacji (Maier 1 in. 2003). Region, ktory bierze udziat
w regulacji ekspresji na wezesnych etapach rozwojowych zostal zidentyfikowany w obrebie
najdluzszego intronu genu PMP22, 11 kpz powyzej kodonu startu translacji (Jones 1 wsp.
2011).

Proksymalne elementy regulatorowe, w tym m.in. promotory gendéw, sa W pierwszej
kolejnosci elementami badanymi pod katem regulacji transkrypcji genu. Jednakze istnieje
wiele genow, ktore podlegaja regulacji poprzez wzmacniacze potozone tysigce par zasad
powyzej genu. Analiza CNV (copy number variation) u chorych z fagodnymi postaciami
CMT wykazata duplikacje powyzej genu PMP22, ktére swym zasiggiem jego nie obejmuja
(Weterman 1 wsp. 2010, Zhang 1 wsp. 2010). Zidentyfikowane duplikacje pokrywaja si¢
na odcinku 168 kb. Poniewaz duplikacja tych regionéw skutkuje fenotypem podobnym do
CMTIA wywotanym nadekspresja genu PMP22, jednakze gen ten nie zawiera si¢
w zduplikowanym regionie zaproponowano, ze regiony te zawieraja elementy regulatorowe
genu PMP22 (Weterman i wsp. 2010, Zhang i wsp. 2010). W obrebie regionu LMSE
zidentyfikowano miejsca wigzania dla tak waznych czynnikéw transkrypcyjnych jak EGR2
i SOX10 (Jones i wsp. 2011, Jones i wsp. 2012). Czynnik transkrypcyjny EGR2 jest
kluczowym regulatorem genu PMP22, jak rowniez innych genow kodujacych biatka ostonki
mielinowe] we wczesnych etapach rozwoju (Decker 1 wsp. 2006). SOX10 réwniez bierze
udzial w regulacji ekspresji genu PMP22, ponadto jest on niezbedny na wielu etapach
réznicowania komoérek Schwanna. Wykazano takze, ze EGR2 i SOX10 funkcjonuja
synergistycznie jako aktywatory takich genow jak Cx32, MPZ czy MBP (Denarier i wsp.
2005, Jang i Svaren 2009, Srinivasan i wsp. 2012).

77


http://nar.oxfordjournals.org/search?author1=Rajini+Srinivasan&sortspec=date&submit=Submit

W badaniach z zastosowaniem metody immunoprecypitacji chromatyny (CHIP), ktora
umozliwia badanie oddzialywan DNA-biatko (lub RNA-biatko) w warunkach in vivo
wykazano, ze pomimo zidentyfikowania potencjalnych miejsc wigzania EGR2 i SOX10,
te oddziatywania nie sg tak silne jak w przypadku elementu regulujacego zlokalizowanego
+11 kp. Jednakze wykazano, ze region LMSE jest w obszarze euchromatyny, ktéra jest cecha
charakterystyczng dla wzmacniaczy (Jones i wsp. 2012). Podobny mechanizm dziatania
EGR2 oraz SOX10 w regionie regulatorowym zidentyfikowano w genie Mpz.
Prawdopodobnie miejsca wigzania tych czynnikow transkrypcyjnych wplywaja na
,architekture” chromatyny prowadzac do aktywnosci transkrypcyjnej (Jang i Svaren 2009).

W genie MPZ opisano rzadki wariant zlokalizowany w obrebie sekwencji niekodujace;j
skutkujacy fenotypem choroby Charcot-Marie-Tooth 1B. Wariant ¢.126-1086T>A w intronie
pierwszym, w heterozygotycznym uktadzie zostat zidentyfikowany u jednego chorego
sposrod 192 chorych objetych badaniem (Antonellis i wsp. 2010). W regulacj¢ genu MPZ
podobnie jak PMP22 zaangazowane sg przynajmniej dwa wczesniej opisane elementy
regulacyjne — promotor genu MPZ oraz intronowy element wzmacniajacy transkrypcje.
Elementami wzmacniajagcymi transkrypcje genu MPZ podobnie jak w przypadku genu
PMP22 sa czynniki SOX10 i EGR2 (Jones i wsp. 2007) Wykazano, ze zidentyfikowany
wariant znajduje si¢ w obrgbie miejsca wigzania czynnika transkrypcyjnego SOXI10,
wplywajac na obnizenie poziomu transkrypcji. Za patogennym charakterem wariantu
w regionie niekodujacym przemawia takze jego brak w 257-osobowej grupie kontrolnej oraz
brak informacji na jego temat w bazie dbSNP. Co ciekawe wariant zostat sklasyfikowany jako
patogenny pomimo braku informacji dotyczacych segregacji w rodzinie.

Dwa warianty zidentyfikowane w badaniach wtasnych rowniez nie wystapity w grupie
kontrolnej (200 chromosomow), jak rowniez nie wystgpuja w bazie dbSNP. Podobnie jak
w przypadku wariantu w genie MPZ, zmiany w sekwencji genu PMP22 nie segreguja
z fenotypem choroby. Jednakze za patogennym charakterem zmian przemawia wysoki
stopien konserwowania mig¢dzygatunkowego. Zidentyfikowane zmiany znajdujg si¢
w regionie LMSE, dla ktérego wykazano wysoki stopien homologii mi¢dzy mysia, szczurza
1 ludzka sekwencja.

Zidentyfikowane w pracy zmiany nie znajdujg si¢ bezposrednio w obszarze wigzania
EGR2 czy SOXI10, jednakze przeprowadzone analizy in silico wykazaty, ze wariant
sekwencyjny —4210T>C wplywa na powstanie potencjalnego nowego miegjsca
wzmacniajacego transkrypcje. Zwigkszenie aktywno$ci transkrypcyjnej, a tym samym

zwigkszona produkcja biatka PMP22 mogtaby kompensowaé utrate jednej kopii genu
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PMP22. Nie mozna zatem wykluczy¢ modulujacego wptywu wariantu —4210T>C na przebieg
choroby. Jednakze w celu potwierdzenia tej tezy wskazane bytoby wykonanie biopsji nerwu
lydkowego celem okreslenia poziomu ekspresji genu PMP22 (co jest niemozliwe ze
wzgledow etycznych).

W przypadku wariantu sekwencyjnego -4800C>T analizy in silico wykazaty utratg
potencjalnego miejsca wzmacniajacego transkrypcje. Dodatkowe obnizenie transkrypcji genu
u chorych, u ktérych wczesniej zidentyfikowano delecje genu PMP22 mogtoby wptynaé na
nasilenie 1 wczesniejsze wystgpienie pierwszych objawow choroby. Podobnie jak
w przypadku chorej ze zmiang —4210T>C, w celu potwierdzenia modulujacego efektu
zidentyfikowanej zmiany niezbedne jest wykonanie biopsji nerwu tydkowego.

Zaréwno antagonistom progesteronu jak i kwasu askorbinowego przypisywano rolg
modyfikatorow poziomu ekspresji genu PMP22, skutkujacym tagodniejszym przebiegiem
neuropatii w mysim i szczurzym modelu choroby CMT1A (Sereda i wsp. 2003, Passage wsp.
2004, Kaya i wsp. 2007). Badanie szlakéw bezposredniego oddziatywania kwasu
askorbinowego i jego antagonistow na promotor genu PMP22 poprzez miejsca wigzania
cAMP (CREB) nie przyniosty spodziewanych efektow u chorych. Badania oddzialywania
progesteronu poprzez miejsca wigzania receptora progesteronu do promotora genu PMP22
oraz zastosowanie jego antagonistow sa w fazie badan klinicznych. Nie wykazano
jednoznacznie wptywu kwasu askorbinowego na ekspresj¢ genu EGR2 czy SOX10, jednakze
EGR2 jest indukowany w szlaku cAMP. W przypadku progesteronu wykazano, ze wptywa on
zarowno na ekspresje EGR2 jak i SOX10, a podanie antagonisty powoduje obnizenie poziomu
transkrypcji (Magnaghi 1 wsp. 2007). Identyfikacja wariantow SNP w obrebie wigzania tych

czynnikdw moze zatem modulowac przebieg choroby CMT1A.

6.2. Warianty sekwencyjne w regionie kodujacym genu PMP22

6.2.1. Wariant sekwencyjny ¢.353C>T (Thr118Met)

Badanie sekwencji kodujacej genu PMP22 pozwolilo na zidentyfikowanie u dwéch
niespokrewnionych chorych heterozygotycznej zmiany ¢.353C>T, ktoéra skutkuje substytucja
treoniny w metioning w kodonie 118-tym biatka PMP22.

Patogennos$¢ zidentyfikowanego wariantu jest kontrowersyjna. Na przestrzeni 18 lat
badan substytucja Thr118Met zostata opisana w 17 rodzinach chorych z polineuropatiami

obwodowymi, wspoltowarzyszac fenotypom CMT1, HNPP oraz CMTI1A. Pierwszy opis
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substytucji Thrl118Met dotyczy chorego z cigzka postacia CMT1 oraz potwierdzong delecja
regionu 17p12.2-p12. U dwojki dzieci pacjenta stwierdzono tylko delecje regionu 17p12.2-
pl2 oraz ,klasyczny” fenotyp HNPP, obecnos¢ substytucji Thr118Met wykazano u trzeciego
zdrowego dziecka. Autorzy pracy sugerowali, iz substytucja Thrl18Met jest mutacjg
recesywng (Roa i wsp. 1993). Juz w pierwszej pracy narosty pytania o postawiong w niej teze,
badacze poza przedstawionym dwupokoleniowym rodowodem nie dysponowali pelnymi
danymi Kklinicznymi.

W kolejnych latach wykazano obecno$¢ zmiany Thr118Met w rodzinach z CMTIA
orazpotwierdzong duplikacja regionu 17p12.2-p12. U cze¢$ci rodzin odnotowano tagodniejszy
fenotyp chorych o zlozonym genotypie w poréwnaniu do chorych cztonkéw rodziny,
u ktorych wystepowata tylko duplikacja (Seeman wsp. 1999, Marques 1 wsp. 2003, Shy i wsp.
2006).

Substytucja Thrl1l8Met zostata takze wykryta u chorych z CMT1 oraz wykluczong
duplikacja 1 delecja regionu 17p12.2-p12 oraz dodatkowo wykluczonymi mutacjami
w takich genach jak GJB1, MPZ, EGR2 czy LITAF (Mersiyanova i wsp. 2000, Grskovic
i wsp. 2002, Shy i wsp. 2006, Keckarevic-Markovic i wsp. 2009, Russo i wsp. 2011).
W wiekszo$ci przypadkoéw cechy kliniczne, elektofizjologiczne i morfologiczne chorych byty
zblizone do fenotypu choroby HNPP.

Dotychczas odnotowano jeden przypadek chorej z polineuropatiag aksonalna, u ktorej
zidentyfikowano homozygotyczng zmian¢ ¢.353C>T, wariant ten w ukladzie
heterozygotycznym znaleziono takze u obojga zdrowych rodzicow (Shy 1 wsp. 2006). Chora
charakteryzowalo wczesne wystgpienie pierwszych objawow choroby (5r.z.), do ktorych
nalezalo ostabienie sity migsniowej oraz zaburzony chdéd na palcach 1 pigtach.
W wieku 8 lat stwierdzono deformacj¢ stop - pes cavus z silnym wyszczupleniem pigty
prawej stopy (operowana), zanik odruchow ze $ciggna Achillesa. W wieku lat dziesigciu
ze wzgledu na poglebiajace si¢ problemy z chodzeniem zaczgta uzywacé chodzika. W tym
samym czasie w badaniu EMG wykazano przewlekla, czesciowg denerwacje we wszystkich
badanych mig$niach. Nie wykazano demielinizacji wtokien nerwowych.

Niejednoznaczny jest wptyw zmiany Thr118Met w genie PMP22 na uszkodzenia
aksonow. Najprawdopodobniej zmiana ta oprécz wptywu na prawidlowe funkcjonowanie
mieliny wplywa takze na biologiczne funkcje biata PMP22. Obecnos¢ dwoch kopii
zmutowanego allelu mogtaby prowadzi¢ do zaburzen interakcji aksonéw z komodrkami
Schwanna bez wplywu na prawidlowe formulowanie oslonki mielinowej, tym samym

prowadzac do fenotypu neuropatii aksonalnej. Podobnie w genie MPZ, ktérego mutacje

80



punktowe gltéwnie powigzane sa z demielinizacyjng forma CMT, zidentyfikowano mutacje
punktowe prowadzace do aksonalnej postaci CMT, w ktorej nie obserwowano demielinizacji
(Shy 2005). Nie mozna takze wykluczy¢, ze uszkodzone zmiang biatko PMP22, ktore
najprawdopodobniej jest zaangazowane w prawidtowy przebieg cyklu komérkowego, wplywa
na zaburzenie procesu tworzenia komorek nerwowych, ktory jest niezalezny od procesu
mielinizacji. Przedstawiony przypadek przemawialby za patogennym charakterem zmiany
Thr118Met, gdyz jak dotad mnie wudalo si¢ zidentyfikowaé¢ osoby zdrowej
z homozygotyczng zmiang ¢.353C>T. W zwigzku z tym wysoce prawdopodobne jest
nosicielstwo tej zmiany w uktadzie heterozygotycznym.

W klasycznym ujeciu mutacja patogenna wspolistnieje z wyraznie zdefiniowanym
fenotypem klinicznym, segreguje z fenotypem choroby, nie wystepuje w grupach
kontrolnych, powoduje podstawienie aminokwasowe w regionie biatka o wysokim stopniu
konserwowania miedzygatunkowego co prowadzi do zaburzen  strukturalnych i/lub
funkcjonalnych w biatku. Z danych literaturowych jak i badan wtasnych wynika, ze zmiana
Thr118Met nie segreguje z fenotypem choroby, co kwestionowaloby jej ewentualng
patogennos$¢. Ponadto za polimorficznym charakterem substytucji przemawia jej obecnos¢
w grupach kontrolnych. W szwedzkiej populacji jej czestos¢ w uktadzie heterozygotycznym
wynosi 1,9%, niemieckiej 0,7% , angielskiej 0,5% (Nelis 1 wsp. 1996, Young i wsp. 2000,
Russo 1 wsp. 2011). Wysoka czesto$¢ wystgpowania wariantu sekwencyjnego €.353C>T
w populacji szwedzkiej moze by¢ zwigzana z jej etnicznoscig. W 50-0sobowej polskiej grupie
kontrolnej substytucja Thr118Met nie zostala zidentyfikowana. Podobnie nie znaleziono jej
wsrod 150 zdrowych osdb w populacji brazylijskiej (300 chromosoméw) (Marques i wsp.
2003). Bezobjawowe nosicielstwo heterozygotycznego wariantu ¢.353C>T w rodzinach
chorych oraz jej obecno$¢ w grupach kontrolnych moze by¢ wytlumaczone poprzez
zredukowang penetracje mutacji Thrl18Met (Marques 1 wsp. 2003, Shy i wsp. 2006, Russo
I wsp. 2011).

Za patogennym charakterem zmiany moze przemawia¢ wysoki stopien konserwowania
treoniny w kodonie 118-tym biatka PMP22. Dodatkowo tranzycja ¢.353C>T zlokalizowana
jest w obrgbie dinukleotydow CpG, ktoére bardzo czesto podlegaja zmianom ze wzgledu na
tendencje do metylacji cytozyny i nastepnie jej deaminacji do tyminy. Dinukleotydy CpG
stanowig miejsca predestynowane (,,hotspot”). Dotychczas opisano jeden ,hotspot” dla
seryny w kodonie 72-gim biatka PMP22 (Marques i wsp. 1998).

Przeprowadzone badania funkcjonalne koekspresji 118Met z dzikg forma PMP22
w komorkach NIH-3T3 wykazaty proapoptotyczny charakter zmiany (Fabbretti i wsp. 1995).
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Ekspresja wylacznie zmutowanego PMP22 w komoérkach COS7 wykazata zaburzony
wewnatrzkomorkowy transport biatka PMP22. Wigkszo$¢ formy zmutowanej pozostawatla
uwieziona w retikulum endoplazmatycznym, niewielka cze$¢ byla transportowana do btony
komoérkowe] komoérek Schwanna. Istnieje zatem mozliwo$¢ inkorporacji mniejszej ilosci
prawidtowego biatka PMP22 do mieliny i tym samym jej czg¢sciowego prawidlowego
funkcjonowania. Obserwowane zmiany nie byly tak powazne jak w przypadku innych mutacji
punktowych w genie PMP22, np. His12GIn, Ser72Leu, Ser79Cys oraz LeulO5Arg czy
Leul47Arg (Naef i Suter 1999).

Na podstawie badan in vitro stwierdzono, ze obecnos$¢ jednej kopii zmutowanego allelu
Thr118Met oraz jednej kopii normalnego allelu PMP22 prawdopodobnie moglaby prowadzié
do rozwoju fenotypu podobnego do HNPP. W pracy w grupie badanej zidentyfikowano
heterozygotyczng zmian¢ Thr118Met u chorej z rozpoznaniem HNPP. Pierwsze objawy
choroby wystapity w drugiej dekadzie zycia — epizodyczne opadnigcie stop
i niecatkowita poprawa po lewej stronie. Dotychczas w literaturze opisano 11 pacjentow
z substytucjg Thrl18Met, wykluczong delecja i duplikacjg genu PMP22 oraz wykluczonymi
innymi  mutacjami w genach odpowiedzialnych za polineuropatie demielinizacyjne
(6 przypadkéw z klinicznym rozpoznaniem HNPP oraz 5 przypadkow z klinicznym
rozpoznaniem CMT1). Roéznorodno§¢ opisanych fenotypoéw nastrecza trudnosci
w identyfikacji korelacji genotyp-fenotyp. Wiekszos¢ chorych charakteryzowat tagodny
przebieg polineuropatii. Jednakze opisano chorych, u ktorych stwierdzono objawy dodatkowe
tj. niedostuch, parestezje, obustronne opadanie powiek, ostabienie migéni twarzy, drzenie
miesni policzkowych i ust (Keckarevic-Markovic i wsp. 2009, Russo i wsp. 2011).

Wedlug przeprowadzonych badan in vitro chorzy z potwierdzong delecja regionu
17p11.2-12 oraz zmiang Thrl18Met w rezultacie posiadaliby jeszcze mniejsze iloSci
prawidlowego biatka PMP22, a tym samym cigzszy fenotyp choroby. U chorych
z duplikacjg regionu 17p11.2-12 i wariantem sekwencyjnym ¢.353C>T zaburzony
wewnatrzkomorkowy transport PMP22 moglby prowadzi¢ do obnizenia efektu dawki oraz do
wytworzenia tagodniejszego fenotypu w poroéwnaniu z ,.klasycznym” CMT1A. W badaniach
wlasnych zidentyfikowatam heterozygotyczng zmiange ¢.353C>T u chorego, u ktorego
podobnie jak u jego corki stwierdzono duplikacje regionu 17p12.2-p12. Dotychczas
w literaturze opisano 12 pacjentow o zlozonym genotypie, w tym 10-ciu z duplikacja genu
PMP22 i substytucja Thrl118Met. Wigkszo$¢ chorych prezentowata lagodny przebieg

polineuropatii, u niektdrych nie zanotowano istotnych réznic w poréwnaniu z typowa forma
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CMT1A. Chorego R12.SE charakteryzuje bezobjawowe nosicielstwo duplikacji genu PMP22
w przeciwienstwie do corki, ktora zachorowata w wieku 10 lat (dane kliniczne — Tabela 8).

Ztozony genotyp w CMT w wigkszosci przypadkéw zostal opisany wsrod chorych
posiadajagcych mutacje w réznych genach, ktére zostaly odziedziczone po rodzicach. Tym
samym ci¢zsza posta¢ choroby moglaby by¢ wytlumaczona dysfunkcja wiekszej liczby
genoéw, a mutacje wykazywatyby efekt addytywny. Odnotowano przypadki chorych z mutacja
w genie PMP22 skutkujaca neuropatia Déjerine’a-Sottasa oraz delecjg genu PMP22,
u ktorych przebieg polineuropatii byt bardzo ci¢zki. Jednakze ztozony genotyp nie zawsze
musi prowadzi¢ do ciezszej postaci choroby.

Dodatkowo za patogennos$cig zmiany moga przemawiaé przeprowadzone analizy in
silico, ktore wykazaty utrate motywu ESE dla biatek SF2/ASF, obnizenie efektywnosci
wigzania z biatkiem SRp40 oraz powstanie dodatkowego motywu dla biatka SRp5S.
Przeprowadzone analizy §wiadcza o wptywie wariantu sekwencyjnego ¢.353C>T na splicing
pierwotnego transkryptu PMP22.

W $wietle najnowszych doniesien literaturowych zidentyfikowana przeze mnie zmiana
€.353C>T jest wariantem sekwencji genu PMP22, ktory moze modulowaé przebieg choroby
CMT. Ze wzgledu na funkcjonalne powigzanie biatka PMP22 z LITAF, nie mozna wykluczy¢
wpltywu dodatkowych zmian zidentyfikowanych w genie LITAF. W przypadku chorej
(R12.SA) zidentyfikowano takze warianty Thr78Thr oraz Ile92Val, natomiast w przypadku
ojca chorej (R12.SE) zmian¢ Thr78Thr. Wariant Thr78Thr nalezy do rzadkich wariantow
sekwencyjnych, ktorych patogenno$¢ nie zostala wyjasniona. Natomiast w przypadku
wariantu sekwencyjnego ¢.274A>G (lle92Val) w genie LITAF postuluje si¢ jego modulujacy
wplyw na przebieg kliniczny choroby CMT1A (Meggouh i wsp. 2005).

6.2.2. Wariant sekwencyjny ¢.215C>T (Ser72L eu)

Badanie sekwencji kodujacej genu PMP22 pozwolilo na zidentyfikowanie u jednej
chorej heterozygotycznej zmiany c.215C>T, ktora skutkuje substytucja seryny w leucyne
w kodonie 72-tym biatka PMP22. Wariant ten jest mutacja patogenna.

Mutacje punktowe w genie PMP22 s3 rzadszg przyczyng chorob krggu CMT (1-5%
wszystkich przypadkow CMT). Dotychczas w genie PMP22 zidentyfikowano 61 mutacji
punktowych, 15 delecji oraz dwie insercje w obrebie regionu kodujacego genu PMP22, jedng
translokacj¢ oraz kilka mutacji w miejscach splicingowych jak réniez kilka substytucji

obejmujacych niekodujacy region eksonu 1A oraz 3’UTR. Wigkszo$¢ zidentyfikowanych
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mutacji jest dziedziczona w sposdb autosomalny dominujacy, z wyjatkiem Argl57Trp, ktora
zostala zidentyfikowana w homozygotycznym ukladzie, substytucji Argl57Gly w uktadzie
hemizygotycznym oraz wariantu Thrl18Met, ktory zostat znaleziony zaréwno w uktadzie
heterozygotycznym jak i homozygotycznym (http://www.molgen.ua.ac.be/CMTMutations/).
Fenotypy chorych wynikajace z mutacji punktowych w genie PMP22 sg zazwyczaj ci¢gzsze
niz w przypadku klasycznej duplikacji lub delecji genu PMP22.

Dotychczas w literaturze substytucja Ser72Leu zostata opisana w 14 rodzinach chorych
z fenotypem wrodzonej neuropatii hipomielinizacyjnej oraz neuropatii Déjerine’a-Sottasa
pochodzacych z réznych grup etnicznych — Ameryka, Azja, Europa. Mutacja ta nie zostata
znaleziona w zadnej, tacznie z polskg 50-osobowa, grupie kontrolnej (badania wtasne).

Po raz pierwszy wariant sekwencyjny ¢.215C>T w uktadzie heterozygotycznym zostat
zidentyfikowany u chorej z rozpoznaniem neuropatii Déjerine’a-Sottasa, mutacja wystapila
de novo. Zmiane stwierdzono takze u chorej corki probandki. Jest to jedyny opisany
przypadek transmisji mutacji Ser72Leu (Roa i wsp. 1993). Lacznie opisano siedmiu chorych
z substutucjga Ser72Leu 1 fenotypem neuropatii Déjerine’a-Sottasa. Neuropatia Déjerine’a-
Sottasa okreslana jest mianem neuropatii przerostowej, charakteryzuje ja bardzo wczesny
poczatek choroby. Chorych cechuje niedowtad konczyn dolnych i gornych, opézniony rozwoj
ruchowy, deformacje kostne, znaczacego stopnia zaburzenia czucia, pogrubienie nerwow
stwierdzane palpacyjnie oraz niskie wartosci przewodzenia we wioknach nerwowych.
W plynie moézgowo-rdzeniowym odnotowuje si¢ podwyzszony poziom biatka. W biopsji
nerwu charakterystyczne sa duze, typowe struktury cebulopodobne, skladajace sig
z koncentrycznie utozonych warstw wypustek komorek Schwanna, ktére przedzielone sa
wloknami kolagenowymi. Obserwuje si¢ takze demielinizacj¢ 1 remielinizacj¢ widkien,
ubytek wiokien mielinowych oraz rozpad wtokien kolagenu (Drac 2005).

Neuropati¢ Déjerine’a-Sottasa wywotuja takze inne mutacje punktowe w genie PMP22
oraz w genach MPZ, EGR-2, PRX, GJB1 oraz GDAP1 (http://www.molgen.ua.ac.be/
CMTMutations/). Pomimo heterogennego tla neuropatii Déjerine’a-Sottasa dotychczas
opisani chorzy z mutacja Ser72Leu wykazuja szereg cech wspdlnych. Jest to przede
wszystkim bardzo wczesne wystapienie pierwszych objawow choroby, hypotonia, opézniony
rozw6] ruchowy, skrzywienia kregostupa oraz silnie zredukowane przewodzenie
we witoknach nerwowych. Chorzy nie sg w stanie samodzielnie chodzi¢, a cz¢$¢ z nich
korzysta z wozka inwalidzkiego (Ionasescu i wsp. 1995, Ionasescu i wsp. 1996, Marques

I wsp. 1998, Ceuterick-de Groote i wsp. 2001, Mostacciuolo i wsp. 2001, Marques i wsp.
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2004). Odnotowano takze objawy dodatkowe takie jak niedostuch, oczoplas oraz zapalenie
drog moczowych (Ionasescu i wsp. 1996, Marques i wsp. 1998).

W 1999 roku wtoska grupa badaczy opisata chorego chtopca z wrodzong neuropatia
hipomielinizacyjng, u ktorego zostata zidentyfikowana substytucja Ser72Leu. Pierwsze
objawy choroby pojawity si¢ w pierwszych tygodniach zycia, a neuropatia miala bardzo
cigzki przebieg. U chlopca zaobserwowano opdznienie w rozwoju ruchowym, zaburzony
chdd, obustronne opadanie stop, zanik mig$ni dystalnych i proksymalnych konczyn dolnych
1 gornych, skolioze, zaburzone czucie wibracji. Dodatkowo problemy z przelykaniem oraz
nawracajgce infekcje goérnych drég oddechowych. Wartosci przewodzenia w nerwie
srodkowym w wieku lat czterech wynosity 2,3 m/s, w wieku 7 lat 2 m/s. W biopsji nerwu
zaobserwowano aksony pozbawione mieliny, badZz z bardzo cienka otoczka mielinowa,
struktury cebulopodobne sktadaty si¢ jedynie z warstwy btony podstawnej komoérki Schwanna
(Simonati i wsp. 1999).

Dotychczas w literaturze opisano siedmiu chorych z fenotypem wrodzonej neuropatii
hipomielinizacyjnej oraz zidentyfikowang heterozygotyczng substytucja c¢.215C>T.
W populacji polskiej mutacja Ser72Leu zostata opisana u dwodch niespokrewnionych
chorych (Kochanski i wsp. 2004). W badaniach wlasnych zidentyfikowano trzecig
w populacji polskiej heterozygotyczng zmiang ¢.215C>T u chorej z klinicznym rozpoznaniem
CMTI1 (R88.LK). Chora charakteryzuje bardzo wczesne wystgpienie pierwszych objawow
choroby (okres niemowlegcy), silne opdznienie rozwoju ruchowego, problemy z chodzeniem
(obecnie 5 r.7), skrzywienie kregostupa (dane kliniczne — Tabela 8). Ze wzgledu na znacznag
wiotko$¢ miegsni u chorej podejrzewano rdzeniowy zanik miesni, ktory po przeprowadzeniu
badan genetycznych zostal wykluczony. Badanie ENG wykazato szybko$¢ przewodzenia we
witoknach ruchowych w nerwie tokciowym - 3,6 m/s.

Za wrodzong neuropati¢ hipomielinizacyjng uwaza si¢ przypadki z poczatkiem choroby
przed urodzeniem lub w niemowlectwie. Choroba ta manifestuje si¢ rowniez syndromem
wiotkiego dziecka. Neuropatia ma ci¢zki przebieg kliniczny. Dziedziczona jest autosomalnie
dominujaco lub recesywnie. Najciezsza formg wrodzonej neuropatii z  grupy
hipomielinizacyjnej jest neuropatia amielinizacyjna charakteryzujaca si¢ calkowitym brakiem
zmielinizowanych aksonéw w nerwie. W biopsji nerwu obecne sg duze niezmielinizowane
lub stabo zmielinizowane aksony, nie obserwuje si¢ struktur degradacji/rozpadu mieliny.
Badania ENG chorych wykazuja bardzo niskie wartosci przewodzenia (Boerkoel 1 wsp. 2001,

Drac 2005).
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W przypadkach klinicznie i morfologicznie odpowiadajacych fenotypowi neuropatii
hipomielinizacyjnej oprocz mutacji w genie PMP22 opisano chorych z mutacjami
w genach MPZ, EGR-2, MTMR2 oraz SOX10 (http://www.molgen.ua.ac.be/CMTMutations /).

Ze wzgledu na wspotistnienie substytucji Ser72Leu z fenotypem neuropatii
hipomielinizacyjnej oraz neuropatii Déjerine’a-Sottasa ustalenie korelacji genotyp-fenotyp
bywa trudne. W obu grupach pierwsze objawy choroby moga zacza¢ si¢ bardzo wczesnie
1 mie¢ ciezki przebieg. Wartosci przewodzenia w obu neuropatiach sg bardzo niskie.
W diagnostyce pomocna moze by¢ biopsja nerwu tydkowego, ktora wykazuje podstawowe
réznice miedzy chorobami.

Grupa francuskich badaczy opisala przypadek chorego chtopca, u ktorego
zidentyfikowano substytucj¢ Ser72Leu oraz na podstawie biopsji nerwu tydkowego
przeprowadzonej w  pierwszym  miesigcu  zycia  zdiagnozowano  neuropati¢
hipomielinizacyjng. Biopsja u tego samego pacjenta wykonana w wieku lat 14-stu wykazata
obok stabo zmielinizowanych aksonéw obecne liczne, blisko siebie ulozone struktury
cebulopodobne w swej ultrastrukturze charakterystyczne dla neuropatii Déjerine’a-Sottasa.
Autorzy pracy sugeruja syndrom natozenia dwoéch jednostek chorobowych oraz
heterogenno$¢ neuropatii hipomielinizacyjnej (Planeté-Bordeneuve i wsp. 2001).

Spektrum fenotypowe chorych z mutacjg Ser72Leu poszerza przypadek chorego ojca
i corki, u ktorych substytucja wystepowata w ztozonym genotypie — u obojga stwierdzono
duplikacje regionu 17p12.2-p12 obejmujaca gen PMP22. Polineuropatia miala tagodny
przebieg, charakteryzowata si¢ gtownie uogdlnionym bolem, bez oznak deficytow nerwowo-
czuciowych. Badania ENG wykazaty warto$ci przewodzenia od 26 m/s do 32 m/s. Wartos$ci
te catkowicie odbiegaja od opisanych u chorych ze zidentyfikowanag substytucja Ser72Leu,
natomiast sa blizsze ,klasycznej” postaci CMT1A. Wykorzystujac analiz¢ restrykcyjna
(RFLP) wykazano, ze wariant sekwencyjny c.215C>T wystgpowal tylko w jednej z trzech
kopii genu PMP22 (Gouvea i wsp. 2010). Mozna zatem przypuszczaé, ze zwickszona ilo$¢
biatka PMP22 wywotlana duplikacja genu PMP22 jest kompensowana poprzez mutacje
Ser72Leu, ktéra jak si¢ przypuszcza odpowiada za zahamowanie transportu biatka do btony
komorkowej komodrek Schwanna (Naef 1 Suter 1999). Nie mozna takze wykluczy¢, ze efekt
mutacji Ser72Leu jest kompensowany poprzez duplikacje genu PMP22, gdyz dwie jego kopie
sa nadal aktywne.

Dotychczas nie ustalono jednoznacznie wptywu mutacji Ser72Leu na funkcje biatka
PMP22. Kodon 72-gi w biatku PMP22 wydaje si¢ petni¢ niezwykle istotng rolg,
zidentyfikowane w nim dwie inne mutacje — ¢.214T>C (Ser72Pro) oraz ¢.215C>G (Ser72Trp)
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skutkuja cigzkimi postaciami CMT (Ainsworth 1 wsp. 1998, Ekici 1 wsp. 2001, Tyson i wsp.
1997). Wszystkie opisane substytucje znajduja si¢ w obrgbie dinukleotydow CpG dlatego

zaproponowano miejsce ,,hotspot” dla seryny w kodonie 72-gim (Marques i wsp. 1998).

6.3. Warianty sekwencyjne w genie LITAF

Kolejnym etapem badan byla analiza genu funkcjonalnie zwigzanego z genem PMP22,
ktory mogiby wpltywaé¢ na zmienno$¢ fenotypowa chorych z CMTIA/HNPP. W tym
przypadku badaniem obj¢to gen LITAF, ktorego produkt biatkowy prawdopodobnie bierze
udziat w sortowaniu 1 degradacji biatka PMP22 (Saifi i wsp. 2005). Jednakze
w procesach tych biorg udziat takze inne biatka, nie mozna zatem wykluczy¢, ze roéwniez
inne geny moga by¢ zaangazowane w modulowanie przebiegu choroby.

Ostatnie doniesienia literaturowe wskazuja, ze zaburzenia w prawidlowym
funkcjonowaniu bialek opiekunczych w retikulum endoplazmatycznym, w tym kalneksyny,
kalretikuliny oraz oksydoreduktazy ERp57 moga wptywaé na biologi¢ biatek mieliny (Jung
i wsp. 2011). Kalneksyna i kalretikulina sa chaperonami zaleznymi od wapnia, ktore
wspotdzialaja z biatkiem opiekunczym ERpS57. Tak utworzony kompleks umozliwia
prawidtowe faldowanie biatek (Hubert i Molinari 2007). Wykazano, ze faldowanie biatek
1 wilasciwosci adhezyjne PMP22 i MPZ sa zaklécone w przypadku braku kalneksyny.
Dodatkowo deficyt kalneksyny u myszy prowadzi do demielinizacji o cechach polineuropatii
obwodowej (Kraus i wsp. 2010). Jednakze do dzi$ nie zidentyfikowano Zzadnej mutacji
w genie kalneksyny skutkujacej fenotypem choroby CMT.

W przypadku braku oksydoreduktazy ERp57 dochodzi do nieprawidtowego faldowania
bialka MPZ na skutek zaburzenia struktury mostkow dwusiarczkowych, tym samym
zaktocone zostaja interakcje migdzy PMP22 a MPZ. Ze wzgledu na odmienny fenotyp
chorych z polineuropatia CMT1B, wywotang mutacjami w genie MPZ, w poréwnaniu do
chorych z fenotypem CMTI1A/HNPP, wydaje si¢ malo prawdopodobne, ze warianty SNP
w genie ERp57 czy w genie MPZ moga peti¢ role modyfikatorow zmiennos$ci fenotypowej
chorych z CMT1A/HNPP. W tym ujeciu fenotyp chorych z tagodng postaciag choroby
CMT1A jest bardzo zblizony do fenotypu choroby CMT1C. Dodatkowo biatko PMP22 oraz
LITAF wykazuja cechg wspolng jaka jest tworzenie agresomow. Do tworzenia agresomow
dochodzi, gdy system degradacji na drodze ubikwityna — proteasom jest ,,przeciagzony” (Eaton
i wsp. 2012).
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Decyzja o badaniu genu LITAF wynika takze z jego funkcji jako czynnika
transkrypcyjnego dla genu TNF alfa, a tym samym ewentualnym modyfikowaniu przebiegu
nabytej polineuropatii zapalnej na tle polineuropatii genetycznie uwarunkowane;j.
Za udziatem biatka LITAF w tym procesie przemawia¢ moze takze jego interakcja z ligaza
Itch, bezposrednio biorgcg udziat w modulowaniu odpowiedzi immunologiczne;j.

Analiza sekwencji genu LITAF pozwolita na identyfikacje pigciu wariantow
sekwencyjnych: ¢.234G>A (Thr78Thr), c.274A>G (lle92Val), ¢.333C>T (AlalllAla),
¢.332G>A (Glyl12Ser) oraz ¢.585C>T (3’UTR).

6.3.1. Rzadkie warianty sekwencyjne genu LITAF

W genie LITAF zidentyfikowano w heterozygotycznym uktadzie trzy warianty -
€.234G>A (Thr78Thr), ¢.333C>T (AlalllAla) oraz ¢.585C>T (3°’UTR), ktore wystapity
wylacznie w grupie chorych. Wszystkie trzy zmiany zostaly zidentyfikowane u chorych
z klinicznym rozpoznaniem choroby CMT1A i potwierdzong duplikacja genu PMP22.

Patogenno$¢ w/w zmian jest niejasna. Za ewentualnym patogennym charakterem zmian
przemawia m.in. segregacja z fenotypem choroby oraz wysoki stopien konserwowania
mig¢dzygatunkowego badanych aminokwasow w biatku. W przypadku wariantu
sekwencyjnego ¢.234G>A (Thr78Thr) w jednej z dwoéch rodzin, w ktorych wystapit,
segregowat on z fenotypem choroby (R12.SE, R12.SA). Jednakze w rodzinie tej
zidentyfikowano takze wariant C€.274A>G (11e92Val) w genie LITAF oraz substytucje
Thr118Met w PMP22. W drugiej rodzinie zmiana Thr78Thr wystgpita tylko u chorego ojca
(R30.CAn), nie zostala zidentyfikowana u chorego syna. Dlatego jednoznaczne ustalenie
modulujacego wptywu wariantu Thr78Thr jest niezmiernie trudne.

Za patogennym charakterem zmiany przemawia¢ moze wysoki stopien konserwowania
treoniny w kodonie 78 bialka LITAF, jednak wariant c.234G>A nie zmienia sensu kodonu
78-go. Do okreslenia potencjalnego wplywu zmiany ¢.234G>A na proces sktadania mRNA
przeprowadzono analiz¢ in silico. Wykazata ona utrat¢ motywow wzmacniajacych splicing
dla dwoch biatek SR [SC35, SF2/ASF (IgM-BRCAL1)], a dla jedngo spadek efektywnosci
wigzania (SF2/ASF). Nie mozna wykluczy¢, ze wariant Thr78Thr moze, np. posrednio
wzmacnia¢ lub ostabia¢ efekt wywotany duplikacja lub delecja genu PMP22.

Wariant sekwencyjny c.234G>A w literaturze dotychczas zostat opisany dwukrotnie
wsrod chorych, glownie z fenotypem polineuropatii demielinizacyjnej, u ktorych wcezesniej

wykluczono duplikacje/delecje genu PMP22 (Bennett i wsp. 2004, Latour i wsp. 2006).
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W przypadku pracy Bennett i wsp. nie zostala podana czgsto§ci wystepowania zmiany ani
w grupie badanej ani w grupie kontrolnej oraz status, jaki przypisuja jej autorzy (Bennet i wsp
2004). W przypadku badan Latour i wsp. nie opisano chorych, u ktérych zidentyfikowano
Thr78Thr, jednakze wiadomo, ze wariant ¢.234G>A w grupie kontrolnej wystapit z czgstoscig
0,037. Autorzy zaklasyfikowali zidentyfikowang zmiang¢ do rzadkich wariantow
polimorficznych.

Kolejny ze zidentyfikowanych w badaniach wlasnych wariant sekwencyjny ¢.333C>T
(Alall1Ala) wystgpit w dwodch rodzinach, w zadnej nie segregowat z fenotypem choroby
(R2, R4). Podobnie jak wariant sekwencyjny c¢.234G>A jest zmiang synonimiczng.
Alanina  w kodonie 111-tym wykazuje dos¢ wysoki stopien konserwowania
migdzygatunkowego (5/8 analizowanych gatunkéw). Za patogennym charakterem zmiany
moga przemawia¢ wyniki analizy bioinformatycznej. Wykazaly ona utrat¢ motywu ESE dla
dwoch biatek SR [SC35, SF2/ASF (IgM-BRCAL1)], a z jednym spadek efektywno$ci wigzania
(SF2/ASF). Nie mozna zatem wykluczy¢, ze wariant Alal11Ala podobnie jak Thr78Thr
poprzez zaburzenia w procesie skladania mRNA, moze posrednio modulowaé przebieg
choroby CMT1A/HNPP.

Za patogennym charakterem zmiany przemawia takze jej lokalizacja — klaster o$miu
z dziewigciu dotychczas zidentyfikowanych mutacji w genie LITAF. Kodon 111-ty jest
miejscem, w ktérym znaleziono patogenng mutacje¢ AlalllGly (Latour 1 wsp. 2006).
W kodonie 112-tym zidentyfikowano kolejng mutacje¢ patognng - Gly112Ser (Saifi i wsp.
2005). Obie substytucje nukleotydowe skutkujg fenotypem choroby CMTI1C. Natomiast
w kodonie 110-tym zidentyfikowano rzadki wariant Asnl10Asn o niewyjasnionym statusie
(Brusse i wsp. 2009).

Trzeci ze zidentyfikowanych wariantow sekwencyjnych - ¢.585C>T (3’UTR) wystapit
u jednego chorego (R23.TS), wykluczono jego obecno$¢ u chorego ojca i1 dziadka chtopca.
W tym przypadku réwniez wariant nie segreguje z fenotypem choroby. Dotychczas podobnie
jak wariant Alall1Ala zostal opisany w dwoch badaniach. W pracy Saifi 1 wsp. zostat
zidentyfikowany u pieciu chorych w 192-osobowej grupie badanej. Jednakze autorzy nie
przedstawiaja fenotypu ani danych klinicznych chorych. W tej samej pracy zmiany ¢.585C>T
nie zidentyfikowano w grupie kontrolnej sktadajacej sie z 91 osob (Saifi wsp. 2005). W pracy
Latour 1 wsp. podano tylko czesto$¢ wystepowania wariantu sekwencyjnego c.585C>T
w grupie kontrolnej, ktéra wynosita 0,005 (1 osoba w 200-0sobowej grupie kontrolnej)
(Latour i wsp. 2006). Autorzy prac zaklasyfikowali zmiang c.585C>T (3°’UTR) do rzadkich
wariantow sekwencyjnych, potencjalnie patogennych.
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Za patogennym charakterem zmiany moga przemawia¢ wyniki analizy
bioinformatycznej, ktére wykazaty utrate¢ motywu ESE dla dwoch biatek SR (SF2/ASF,
SRp40) oraz zwickszenie efektywno$ci wigzania innego motywu ESE z biatkiem SRp40.
Dodatkowo analiza innym programem wykazata utrat¢ motywu wzmacniajacego splicing.

Przebieg choroby chtopca, u ktorego zidentyfikowano wariant sekwencyjny ¢.585C>T
charakteryzuje si¢ bardzo wczesnym wystgpieniem pierwszych objawow choroby (15 miesigc
zycia) oraz jej ci¢zszym przebiegiem klinicznym w poréwnaniu do chorego ojca i dziadka
(dane kliniczne Tabela 8). U calej trojki w genie LITAF zidentyfikowano takze wariant
c.274A>G (Ile92Val), ktory moze odpowiadaé za wcze$niejsze wystgpienie pierwszych
objawow choroby réwniez u ojca i dziadka (odpowiednio druga i pierwsza dekada zycia).
Nie mozna wykluczy¢, ze rol¢ modyfikatora fenotypu w tej rodzinie odgrywa tylko
substytucja Ile92Val. Jednakze tak wczesne wystapienie pierwszych objawoéw choroby oraz
ich nasilenie przed ukonczeniem przez chorego chtopca 5 r. z. (pelnoobjawowy) moga by¢
skutkiem addytywnego oddziatywania dwoch zidentyfikowanych zmian w genie LITAF.

Zaliczenie rzadkich wariantow sekwencyjnych do ,niewinnych” polimorfizméw,
potencjalnie patogennych lub zwiekszajacych ryzyko choroby jest bardzo trudne. Za warianty
potencjalnie patogenne uznaje si¢ te, ktorych czgsto$¢ wystgpowania wynosi ponizej 1%.
Jednakze wiele naturalnych wariantéw wystepuje z czestoscig ponizej 1%. Ostatnio
przeprowadzone badania 400 czgstych 1 rzadkich wariantow sekwencyjnych (czgsto$¢
wystepowania ponizej 1%) w genie APP oraz w sekwencji flankujacej wsrdd chorych
z wczesnoobjawowg postacig choroby Alzheimera wykazaty, ze tylko niewielki odsetek
wplywa na ryzyko zachorowania (Hooli 1 wsp. 2012). Istotnym zagadnieniem w celu oceny
patogennosci wariantu jest takze grupa kontrolna, jednakze zwigkszenie liczebno$ci osob
moze zafalszowaé¢ wyniki ze wzgledu na brak wynikéw badan neurologicznych o0sob
zdrowych. O patogennos$ci zmian decyduje tez konserwowanie mi¢dzygatunkowe, im wyzsze
w regionie kodujagcym, tym wigksze prawdopodobienstwo, iz wariant jest mutagenny.
Osobnym zagadnieniem jest homozygotycznos$¢ lub heterozygotycznos¢. Homozygotyczna
zmiana wystepujaca u osoby zdrowej powinna by¢ kryterium wylaczajacym wariant z grupy
zmian patogennych, jednakze to kryterium nie ma zastosowania do recesywnych form
neuropatii.

Brak podstawienia aminokwasowego w biatku LITAF sugeruje, ze substytucje
Thr78Thr, AlallAla oraz wariant ¢.585C>T s3 niemymi polimorfizmami, ktére mozna
zaliczy¢ do grupy rzadkich wariantow sekwencyjnych, potencjalnie patogennych, gdyz nie

zostaly zidentyfikowane u innych 0sob z grupy badanej i kontrolne;.
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6.3.2. Wariant sekwencyjny c.274A>G (11e92Val)

Substytucja 1le92Val zostata po raz pierwszy opisana przez Saifi 1 wsp. jako wariant
polimorficzny, ktory wystepuje zar6wno W grupie badanej (192 chorych) jak
1 kontrolnej, dla ktorych czesto§¢ wystepowania wynosita odpowiednio 46% 1 18% (Saifi
i wsp. 2005). Dotychczas czgstos¢ wystgpowania substytucji [1e92Val zostata opisana
zaledwie w kilku populacji i zazwyczaj wykazywata wigksza czgstos¢ wystepowania
w grupie badanej niz w grupie kontrolnej. W grupie 53 chorych z fenotypem polineuropatii
demicelinizacyjnej, u ktorych wykluczono duplikacj¢/delecje regionu 17p11.2-p12 wykazano,
ze czesto$¢ wystepowania substytucji 1le92Val wynosita 38% i 26% odpowiednio dla grupy
badanej i kontrolnej (Latour i wsp. 2006). W populacji dunskiej czgstos¢ wystepowania
w grupie kontrolnej zostala oszacowana na 16,2%. Autorzy pracy nie podali czgstoSci
wystepowania w grupie chorych (Meggouh i wsp. 2005). Uzyskana w badaniach wtasnych
czestos¢ wariantu sekwencyjnego ¢.274G>A wynosi 50% dla chorych z fenotypem CMTI1A
oraz 70% dla chorych z fenotypem HNPP. Dla porownania w 50-0sobowej grupie kontrolnej
czestos¢ wystepowania wyniosta 24%.

Wigksza czgstos¢ wystepowania wariantu [1e92Val w grupie badanej niz w grupie
kontrolnej, moze by¢ spowodowana tym, ze wariant sekwencyjny ¢.274G>A wystepujacy
w zlozonym genotypie z duplikacja badz delecjg genu PMP22 przestaje by¢ ,,niewinnym”
polimorfizmem, a zaczyna wykazywa¢ modulujacy wptyw na przebieg choroby. W celu
zweryfikowania tej tezy w grupie 87 chorych przeprowadzono analize statystyczng wynikoéw
badan molekularnych z wynikami badan klinicznych, majaca na celu probe okreslenia udziatu
substytucji 11e92Val w biatku LITAF w modyfikowaniu zmienno$¢ fenotypowej wsrod
chorych z CMTIA/HNPP. Dla czeSci chorych dysponowano wynikami badan
neurologicznych lub zostaly one przeprowadzone. W ocenie neuropatii wykorzystano
zmodyfikowang skale Haberolvej i Seemana.

Pierwotnie skala Haberolvej i Seemana dotyczyta oceny neuropatii u dzieci ponizej 10
roku zycia. Modyfikacja skali dotyczyta przede wszystkim jej zastosowania do oceny
chorych, u ktorych pierwsze objawy choroby pojawily przed jak i po 10-tym r.z.

Analizie statystycznej poddano parametry Kliniczne chorych z CMT1A i z HNPP
z poczatkiem choroby przed i po 10 roku Zycia w zalezno$ci od obecnosci lub braku

substytucji [1e92Val w biatku LITAF.
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Pomimo wstepnego podziatu na podgrupy wzgledem wieku wystapienia pierwszych
objawow choroby (arbitralnie przyjeta granica 10-go roku zycia), zbadano czy wariant
[1e92Val wptywa na wiek poczatku choroby. W grupie chorych z CMTIA, u ktérych
zidentyfikowano zmian¢ Ile92Val stwierdzono wczesniejsze wystapienie pierwszych
objawow choroby w poréwnaniu do chorych z CMT1A bez zmiany w genie LITAF. Podobnie
w grupie chorych z HNPP wykazano, ze wariant ¢.274A>G (1le92Val) w genie LITAF
wptywa na wczesniejszy poczatek choroby. Obserwowane roznice sg istotne statystycznie.

W grupie chorych z CMT1A z poczatkiem choroby po 10-tym roku zycia, u chorych
ze zmiang [1e92Val dochodzi do pogorszenia takich parametrow klinicznych jak deformacja
stop, niedowtad konczyn dolnych, odruch ze §ciggna Achillesa, odruch kolanowy, niedowtad
konczyn gornych.

W grupie chorych z CMTI1A z poczatkiem choroby przed 10-tym rokiem zycia
obecno$¢ wariantu I1e92Val w genie LITAF wpltywa na pogorszenie takich parametrow
klinicznych jak niedowtad konczyn dolnych, CMAP, skolioza oraz niedowtad konczyn
gornych.

Dla pozostatych badanych parametrow klinicznych nie uzyskano wyraznych rdznic
mig¢dzy grupami.

Ze wzgledu na zbyt duze réznice w liczebnosci podgrup chorych z HNPP lub zbyt mata
ilo$¢ danych klinicznych nie zostaty one poddane analizie statystycznej. Mala liczebno$¢ grup
jest przede wszystkim wynikiem czesto$ci wystepowania choroby CMTI1A wynoszacym
1:2500, dodatkowo chorzy zostali podzieleni na grupy wzgledem wieku wystapienia
pierwszych objawOw choroby, a nastepnie na podgrupy w zalezno$ci od obecnosci lub braku
zmiany lle92Val.

Zwigkszenie liczebno$ci grup oraz przede wszystkim ich zrownowazenie moze
wykaza¢, czy obserwowane rdznice w badanych grupach sg istotne statystycznie czy s3 to
tendencje. W przypadku chorych z CMT1A z poczatkiem choroby przed 10-tym rokiem zycia
nie mozna wykluczy¢, ze za tak wczesne wystgpienie objawow, oprocz substytucji 1le92Val,
odpowiedzialne s3 rowniez inne czynniki, w tym zmiany w innych genach lub czynniki
pozagenetyczne (Srodowiskowe).

Przeprowadzone badania sugeruja, ze zmiana Ile92Val moze pehi¢ role modyfikatora
genetycznego przebiegu chorob CMT1A/HNPP.

Za patogennym charakterem wariantu sekwencyjnego c.274G>A moga takze
przemawia¢ wyniki analizy bioinformatycznej. Wykazaty one, Ze adenina w pozycji 274

powoduje powstanie dwoch motywow wzmacniajgcych splicing dla dwoch biatek SR
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(SF2/ASF, SRpS55), a z jednym zwieksza efektywnosci wigzania (SC35). Analiza wplywu
wariantu ¢.274G>A na splicing pierwotnego transkryptu LITAF przeprowadzona w innym

programie ujawnita utrate motywu ESE.

6.3.3 Wariant sekwencyjny c.274A>G (11e92Val) w grupie chorych CMT/polineuropatia
zapalna

Analize sekwencji genu LITAF przeprowadzono takze w trzech rodzinach, w ktoérych
polineuropatia genetycznie uwarunkowana wspotwystepuje z nabyta polineuropatig zapalng.
Biorgc pod uwage czgsto§¢ wystgpowania neuropatii CMT1A 1:2500 (Skre 1974) oraz
czestos¢ wystepowania np. CIDP 1:100 000 (Lunn i wsp. 1999), prawdopodobienstwo ich
wystgpienia w jednej rodzinie lub u jednego chorego jest niezwykle mate (1:2,5min).
Jednakze pojawiaja si¢ doniesienia literaturowe o czestszym wspolwystepowaniu neuropatii
genetycznie uwarunkowanych z nabytymi neuropatiami zapalnymi niz wynikatoby to
z danych epidemiologicznych. Niezwykle trudnym zagadnieniem jest proba weryfikacji,
czy wspotwystepowanie CMT 1 neuropatii zapalnej jest wynikiem natozenia si¢ dwoch
jednostek chorobowych, czy moze istnieja czynniki predysponujace do rozwoju
polineuropatii zapalnej na tle polineuropatii genetycznie uwarunkowanej.

Badanie sekwencji genu LITAF w rodzinach z CMT/polineuropatia zapalna wykazato,
obecno$¢ substytucji [le92Val u wszystkich chorych. Wariant ten wystapit u dwojki chorych
z polineuropatiag genetycznie uwarunkowang — CMT1A + CIDP (R.51RA) oraz u chorej
z HNPP + GBS (R97.CK). Dodatkowo zostal on zidentyfikowany u chorej z CIDP (R50.RE)
oraz u chorego z GBS (R51.RT).

W kregu chorych z nabytg polineuropatia zapalng substytucja 1le92Val w biatku LITAF
zostata zidentyfikowana u dwojki chorych z zespotem Lewisa-Sumnera (Scelsa 2010). Jest to
nabyta neuropatia ruchowo-czuciowa charakteryzujaca si¢ niesymetrycznym niedowtadem
konczyn dolnych. U niektorych chorych dochodzi do zajecia nerwoéw czaszkowych. W pracy
wykazano, ze pierwsze objawy choroby oraz jej przebieg sugerowaly polineuropatiec CMT,
dopiero dalsze diagnozowanie pozwolilo na rozpoznanie zespotu Lewisa-Sumnera
z blokiem przewodzenia. W celu potwierdzenia polineuropatii genetycznie uwarunkowanej
wykonano test duplikacji/delecji regionu 17p11.2-p12 oraz zbadano sekwencj¢ genu PMP22,
Cx32, MPZ, EGR2, NEFL, MFN2 oraz LITAF. Oprocz substytucji Ile92Val nie
zidentyfikowano innego wariantu sekwencyjnego. Autorzy pracy sugeruja, ze zmiana ta moze
by¢ modyfikatorem, predysponujacym do rozwoju polineuropatii zapalnej na tle

polineuropatii genetycznie uwarunkowanej (Scelsa 2010).
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Za ewentualnym udzialem biatka LITAF w modulowaniu przebiegu polineuropatii
zapalnej moze przemawiac jego interakcja z ligaza Itch, ktora bierze udziat w odpowiedzi
immunologicznej. Kodon 92-gi jest zlokalizowany w obrebie silnie konserwowanej
miedzygatunkowo domeny SLD, oddzialywujacej z ligaza Itch. Nie mozna wykluczy¢, ze
substytucja [le92Val wptywa na interakcje z ligaza.

SLD

Ryc. 23 Schemat domen i motywoéw w biatku LITAF - N-koniec bogaty w proling (niebieski), silnie
konserwowana miedzygatunkowo domena SLD, w obrebie ktorej znajduje si¢ zmodyfikowana
domena RING (zielony), przedzielona domena hydrofobowa,

Ligazy ubikwityny wchodzg w sktad posttranslacyjnych mechanizméw, ktéore moga
modulowa¢ odpowiedz immunologiczng poprzez aktywacje receptorow TCR (T Cell
Receptor). Wykazano, ze ligazy ubikwityny, w tym Itch, sa kluczowymi modulatorami
odpowiedzi immunologicznej zaréwno w os$rodkowym jak i obwodowym uktadzie
nerwowym (Gomez-Martin i wsp. 2011).

Substytucja Ile92Val oprocz modyfikowania interakcji z ligaza Itch, moze takze
wplywac na funkcjonowanie LITAF jako czynnika transkrypcyjnego dla promotora genu TNF
alfa. W grupie chorych CMT/polineuropatia zapalna przeprowadzono takze analize
sekwencji promotorowej genu TNF alfa, ktora pozwolita na identyfikacje wariantu
sekwencyjnego —308G>A. Jednakze zmiana ta nie u wszystkich chorych wspotwystepowata
wraz z substytucja [1e92Val.

W badaniach wplywu polimorfizméw promotora genu TNF alfa na przebieg nabytych
polineuropatii zapalnych dotychczas wskazano udzial dwoch wariantow sekwencyjnych.
Wariant sekwencyjny —308G>A w homozygotycznym ukladzie (genotyp AA) oraz
polimorfizm -853C>A wplywaja na modulowanie przebiegu GBS (Geleijns i wsp. 2007,
Zhang i wsp. 2007). W badaniach wilasnych nie zidentyfikowano wariantu -853C>A,
a wariant —-308G>A w homozygotycznym uktadzie wystapit u jednego chorego z CMTI1A
oraz potwierdzong duplikacja regionu 17p12.2-p12. Nalezy jednak podkresli¢, ze badania
Geleijns 1 wsp. oraz Zhang i wsp. dotycza populacji kaukaskiej oraz chinskiej oraz zgodnych
etnicznie grup kontrolnych. Wynikow tych nie mozna jednoznacznie odnie$s¢ do populacji

europejskiej/polskiej.
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6.3.4. Wariant sekwencyjny ¢.332G>A (Gly112Ser)

U trojki chorych zidentyfikowano heterozygotyczng zmiane ¢.332G>A, ktora skutkuje
substytucjg glicyny w seryng¢ w kodonie 112-tym biatka LITAF. Wariant ten jest mutacja
patogenng, pierwsza zidentyfikowang w polskiej populacji.

Dotychczas w genie LITAF zidentyfikowano 8 mutacji punktowych, ktoére odpowiedzialne sg
za jedng z najlagodniejszych demiclinizacyjnych form choroby CMT — typ 1C oraz jedng
mutacj¢ Thr49Met, ktora zostata zidentyfikowana u chorego z CMT typu 2-go.

Po raz pierwszy substytucja Glyl12Ser zostata opisana w rodzinie z rozpoznaniem
choroby CMT1C przez Street i wsp. (Street i wsp. 2003). W literaturze opisano 9 rodzin
z heterozygotyczng mutacja Gly112Ser 1 fenotypem choroby CMTI1C. Zidentyfikowano tylko
jeden przypadek sporadyczny choroby CMTIC wywotanej substytucja Glyl12Ser,
w pozostalych przypadkach mutacja segregowata z fenotypem choroby (Saifi i wsp. 2005).
Mutacja ta nie zostata zidentyfikowana w zadnej z badanych grup kontrolnych, tacznie
z polska 50-osobowa grupa kontrolna (Street 1 wsp. 2003, Bennet 1 wsp. 2004, Saifi 1 wsp.
2005, Latour i wsp. 2006, badania wtasne).

Rozpoznanie choroby CMTIC jest trudne, gdyz jest ona podobna do tagodnego
fenotypu chorych z CMT1A wywotanego duplikacjg genu PMP22. Szacuje si¢, ze ok. 0,6%
mutacji w genie LITAF jest odpowiedzialnych za demielinizacyjng forme choroby Charcot-
Marie-Tooth (Latour i wsp. 2006). Pierwsze opisy choroby sugerowaly, ze jej poczatek
przypada na 2-ga dekadg zycia. Dalsze badania wykazaty jednak duza zmienno$¢ w wieku
wystapienia pierwszych objawdw choroby, od pierwszej az po 6-t3 dekade zycia. Chorych
z fenotypem CMT1A cechuje rowniez zmienno$¢ dotyczaca wieku poczatku choroby.
Kolejnymi cechami wspdlnymi dla choroby CMT typu 1C oraz typu 1A jest obraz kliniczny.
W obu przypadkach odnotowuje si¢ ostabienie mie$ni konczyn dolnych, do ktéorych moga
dotaczy¢ migsnie konczyn goérnych, deformacje stop typu pes cavus, ostabienie odruchow
oraz zaburzenia czucia. Odnotowuje si¢ takze obnizone wartos$ci predkos¢ przewodzenia we
wloknach ruchowych rzedu 16-26 m/s. W biopsji nerwu obserwuje si¢ cechy
charakterystyczne dla demielinizacji (Bennett i wsp. 2004).

Mutacja Glyl12Ser zostata takze zidentyfikowana w zlozonym genotypie. U chorego
chlopca stwierdzono duplikacj¢ regionu 17pl12.2-pl12 wspolistniejagca z mutacja G112S
w genie LITAF. U ojca chorego stwierdzono duplikacj¢ genu PMP22 natomiast u matki
substytucje Glyl12Ser. Obecno$¢ mutacji w dwoch réznych genach, ktore biora udziat

w patomechanizmie polineuropatii demielinizacyjnych, wykazujac efekt addytywny
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skutkowaty znacznie ci¢zszym przebiegiem choroby u chtopca w poréwnaniu z rodzicami.
Dodatkowo u chorego oraz jego rodzicéw zidentyfikowano substytucje nukleotydowa
c.274A>G (1le92Val) (Meggouh i wsp. 2005). Biatko LITAF prawdopodobnie bierze udziat
w degradacji biatka PMP22. Nieprawidtowe funkcjonowanie biatka LITAF moze zatem
prowadzi¢ do zaburzen w sortowaniu i degradacji biatek skutkujac zwigkszong akumulacja
biatka PMP22, a tym samym ciezszym fenotypem choroby.

Mutacja Glyl112Ser wraz z mutacjami Alall1Gly, T115N, W116G oraz Leul22Val
tworzy klaster zlokalizowany w obrebie silnie konserwowanej migdzygatunkowo domeny
SLD biatka LITAF. Dodatkowo substytucja Glyl12Ser znajduje si¢ miedzy dwoma
motywami CXXC (X — dowolny aminokwas) wiazacymi jony Zn 2*, ktore flankuja silnie
hydrofobowy 19-aminokwasowy fragment biatka, niezbedny do zakotwiczenia w blonie
komorkowej (Saifi 1 wsp. 2005, Lee i wsp. 2011). Stereochemiczne zaburzenia w tym
regionic moga zatem zaktoca¢ oddzialywanie 19-aminokwasowego fragmentu z btong
komorkowa oraz wptywac na efektywno$¢ wigzania jondw cynku.

Biatko LITAF poprzez motywy PPXY ma zdolno$¢ do interakcji z ligazag Nedd4 oraz
TSG101. W badaniach funkcjonalnych wptywu mutacji Glyl12Ser nie wykazano zaburzen
w w/w interakcjach jak rowniez nie odnotowano zmian w lokalizacji dzikiej i zmutowane;j
formy biatka w takich kompartmentach komorki jak aparat Golgiego oraz blona komoérkowa.
Wskazuje to na inne czynniki/mechanizmy odpowiedzialne za udzial w patomechanizmie
choroby CMTI1C (Shirk 1 wsp. 2005). Badania funkcjonalne Lee 1 wsp. wykazaly, ze biatko
LITAF z mutacjag Glyl12Ser w poréwnaniu do formy dzikiej ulega translokacji z blony
wczesnego endosomu do cytozolu oraz charakteryzuje si¢ mniejsza stabilnoscig (Lee 1 wsp.
2011). Utrata miejsca aktywnos$ci bialka moze by¢ jednym z mechanizméw powstania
polineuropatii na drodze utraty funkcji przez biatko. Biatko LITAF w cytozolu
prawdopodobnie petni funkcje sortujace oraz bierze udzial w procesie degradacji, dotknigte
mutacjg Glyl12Ser, podobnie jak biatko PMP22, ma tendencj¢ do formowania agregatow.
Tworzenie agresomow biatka LITAF moze zaktocac¢ jego interakcje z innymi biatkami oraz
wptywaé na funkcje zwigzane z degradacja (Lee i wsp. 2011). Nieprawidlowe fatdowanie
bialka oraz tworzenie agregatow lezy u podstaw wielu choréb neurologicznych, w tym
choroby Alzheimera czy Parkinsona (Selkoe 2004).

Kodon 112-ty biatka LITAF oraz 111-ty uwaza si¢ za miejsca ,,hot spot”. Sg one
zlokalizowane w obrebie nukeotydéw bogatych w CpG. W kodonie 111-tym zidentyfikowano
oprocz mutacji AlalllGly réwniez rzadki wariant sekwencyjny AlalllAla, ktorego

patogennos¢ jest niejasna. Podobnie jak wariantu w kodonie 110-tym (Asn110Asn) (Saifi
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I wsp. 2005, Brusse i wsp. 2009). Kodon 111-ty oraz 112-ty sg silnie konserwowane
mig¢dzygatunkowo.

W pracy zidentyfikowano heterozygotyczng zmiang ¢.332G>A u trzech chorych
w jednej rodzinie (R72). U wszystkich chorych klinicznie zdiagnozowano chorobe CMTIC.
Dodatkowo u chorej R72.129 stwierdzono ci¢zka demielinizacje w o$rodkowym uktadzie
nerwowym (OUN) o cechach stwardnienia rozsianego. Niektérzy autorzy sugeruja,
ze warianty w sekwencji promotorowej genu TNF alfa mogg zwieksza¢ ryzyko zachorowania
lub modulowa¢ przebieg choroby. Biatko LITAF moze funkcjonowa¢ jako czynnik
transkrypcyjny dla promotora genu TNF alfa, dlatego tez kolejnym etapem badan byta analiza
sekwencji promotora TNF alfa u wszystkich cztonkéw rodziny. Wyniki analizy wykazaly
obecnos¢ heterozygotycznej substytucji nukleotydowej -308G>A u chorej R72.129 oraz jej
zdrowego ojca (R72.131).

W literaturze narosto wiele kontrowersji wokot wariantow sekwencyjnych w obrebie
sekwencji promotorowej genu TNF alfa oraz ich wptywu na przebieg lub predyspozycje do
chordb autoimmunologicznych, m.in. stwardnienia rozsianego (SM — sclerosis multiplex).
W chorobie tej postulowano udziat polimorfizmu G>A w pozycji -308 jako czynnika
predysponujacego do zachorowania lub cigzszego przebiegu choroby.

W kregu choréb CMT wspolistnienie polineuropatii genetycznie uwarunkowanej
z demielinizacja w OUN, w tym ze stwardnieniem rozsianym zostato opisane (Kleopa i wsp.
2006). Wsrod chorych z CMTI1A rowniez odnotowano demielinizacj¢ w osrodkowym
uktadzie nerwowym (Sacco 1 wsp. 2009). Parman 1 wsp. opisali przypadek chorego, u ktorego
w genie Cx32 zidentyfikowano patogenng mutacj¢ R164W skutkujgca fenotypem choroby
CMTX. Dodatkowo u chorego klinicznie zdiagnozowano stwardnienie rozsiane (Parman
i wsp. 2007). Wykazano, ze u myszy pozbawionych zarowno genu Cx32 jak i Cx47 dochodzi
do demielinizacji w OUN (Menichella i wsp. 2003). Dodatkowo proces demielinizacji
W neuropatii typu CMTX oraz w OUN wykazuje cechy wspolne. Zaburzenia
w funkcjonowaniu kanatéw jonowych tworzonych przez koneksyne 32, ktorych ekspresja
zachodzi w komorkach Schwanna jak i1 oligodendrocytach, leza u podstaw mechanizmu
demielinizacji w chorobie CMTX1 oraz OUN.

Ekspresja genu LITAF podobnie jak Cx23 zachodzi takze w mozgu. Nie mozna zatem
wykluczy¢, ze zidentyfikowana mutacja Glyl12Ser poprzez wptyw na ekspresj¢ TNF alfa
moze nasila¢ reakcje zapalng prowadzaca do demielinizacji w o$rodkowym uktadzie
nerwowym. Proces demielinizacji w OUN moze by¢ zatem wynikiem zaburzonej ekspresji

LITAF w mozgu.
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Wariant polimorficzny —308G>A genu TNF alfa zostal dotychczas opisany w kilku
grupach chorych ze stwardnieniem rozszianym i grupach kontrolnych jednak wyniki badan
nie sg jednoznaczne. W populacjach balkanskiej i skandynawskiej (Chorwacja, Stowenia)
wykazano, ze wariant sekwencyjny -308G>A wystepuje czgsciej w grupie chorych z SM
w poréwnaniu z grupa kontrolng jednak nie predysponuje do zachorowania czy ci¢zszegO
przebiegu choroby (Bayley i wsp. 2004). Jednakze wsrdd chorych z SM wykazano, ze zmiana
-308G>A wpltywa na podwyzszony poziom ekspresji mRNA TNF alfa (Ramagopalan i wsp.
2008, Ramagopalan i wsp. 2008a).

W  celu ustalenia ewentualnego wpltywu zmiany -308G>A jako czynnika
predysponujacego do SM nalezy przeprowadzi¢ systematyczne badania w grupie chorych

oraz etnicznie zgodnej grupie kontrolnej.

6.4. Warianty sekwencyje w genie TNF alfa

6.4.1 Wariant sekwencyjny —308G>A w sekwencji promotorowej genu TNF alfa

Sekwencja promotorowa genu TNF alfa zostata takze zbadana w grupie chorych
z fenotypem CMTI1A/HNPP. Uzyskane wyniki wykazaly, ze czgsto$¢ zidentyfikowanego
wariantu sekwencyjnego —308G>A jest podobna w grupie badanej i kontrolnej. Dla chorych
z fenotypem CMTIA wyniosta odpowiednio 0,3, z fenotypem HNPP 0,24, a dla grupy
kontrolnej 0,32. Uzyskana w pracy czestos¢ wystgpowania wariantu sekwencyjnego
-308G>A dla zdrowych cztonkdéw rodzin chorych jest réwniez zblizona 1 wynosi 0,27.
Wyniki badan wlasnych sa zblizone do wartosci podanej w bazie dbSNP, nalezy zatem
wykluczy¢ wpltyw wariantu SNP —308 G>A na zmienno$¢ fenotypowa CMT1A/HNPP.
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7.

WNIOSKI

Podobnie jak w przypadku innych gendéw wrazliwych na efekt dawki, warianty
sekwencyjne w domenie regulatorowej genu PMP22 wydajg si¢ nie odgrywac¢ istotnej

roli w regulacji ekspresji genu PMP22.

W odréznieniu od sekwencji regulatorowej genu PMP22, warianty sekwencyjne

w regionie kodujagcym istotnie wplywaja na przebieg choroby CMTIA.

Wariant sekwencyjny c.274A>G (11e92Val) w genie LITAF wydaje si¢ wplywaé na
przebieg kliniczny chorob CMTI1A/HNPP. Potwierdzenie statusu modyfikatora
genetycznego dla tego wariantu wymaga analizy duzej i zrdznicowanej etnicznie

grupy chorych z genotypem CMT1A/HNPP.

Wydaje si¢, ze w regionie promotora genu TNF alfa nie wystepuja modyfikatory
zmiennosci fenotypowej chorych z CMT1A/HNPP, pomimo funkcjonalnego zwigzku

tego genu z genem LITAF.
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8. SUPLEMENT

Tabela | Sekwencje starterow uzywanych do amplifikacji oraz warunki reakcji dla sekwencji
promotorowej i regulatorowej genu PMP22.

Sekwencja regulatorowa i promotor 1

Sekwencja (5° 3%) Dlugosé Temperatura przylgczania
Starter ! produktu starteréw
PCR (pz)
1F GCTTCAGTTACAGGGAGCACC °
Fragment 1 1R ACATCACCCAGAGGCACAGTT 215 38°C
2F ACACAGGTTGGCACTTCCAGAGAGAA °
Fragment 2 2R AGAGACCCGCAGCCGACAGACTTAG 334 65°C
3F AGACATTTGGCTCACTGCTG 60°C -10 cykli +
Fragment3 3R CTGGAATCAGAAGGGAGA 219 °
56°C -23cykle
4F CATGAAGGTCAGCTTGATTCG °
Fragment 4 4R CTGTGGGAAGGATCTGTGTCT 315 61°C
5F GGAAACTCATGCAATGAAACCA °
Fragment 5 5R GGAAATGTGTTCTTCCGACTCT 297 58°C
6F GTCATTTGCAAAGCTCTTGAGTG °
Fragment 6 6R TAGGTTCTTTGCAGCGTACCAC 409 61°C
TF CATCACAGCCAGTGCCAATAA °
Fragment / 7R CTCCATTTGGGTTCCACAACA 351 58°C
8F AAGACTGTCTGGAGAGGCTG
Fragment 8 243 61°C
8R GTGGAACCCAAATGGAGATG
9F TGCAGAGACATTGCTCAACACA °
Fragment 9 9R GAACAGTGAGCATGGTTTTTGC 505 58°C
10F TTGCAATCCCAAGTACACATCC °
Fragment 10 10R TGGCACAGGACTGTTCCCTAA 308 58°C
11F GGATGTTCACACTTTTCTTTGTT °
Fragment 11 11R GACGCATCATAGTCCCCACA 440 58°C
Promotor 2
Fragment 12 [12F |TTTTTCTTGAGGCGCATTTAAGG 420 56°C
12R TTCTCCTCCATCTCCTTCACTC

Tabela Il Sekwencje starterow uzywanych do amplifikacji oraz warunki reakcji dla sekwencji

kodujacej genu PMP22.

Starter Sekwencja (5’ 3’) gé%iOQE Temperajzzz e[j;zv);iqczania
PCR (pz)
EKSON 2 e scraraccicraecToatcr 215 58°C
Ekson 3 |k Cooeracreonecraarions 202 61°C
EkSON4 |98 aerorreranccacnacs 158 s°C
EKSON5 | [ GracaTAcGeAAGaGAGGAT 261 58°C
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Tabela Il Sekwencje starterow uzywanych do amplifikacji oraz warunki reakcji dla sekwencji
kodujacej genu LITAF/SIMPLE.

Starter Sekwencja (5° 3’) lﬁéu(ﬁjolia T empera;tbg;c; gzgiiqczania
PCR (p2)
EKSON2 o GrnanaCTGERACETACTGS 387 58°C
EksOn 3 | farcaracacricacance 385 64°C
EkSON4 [ 4r | chnrracncosurracoadn 374 60°C

Tabela IV Sekwencje starterow uzywanych do amplifikacji oraz warunki reakcji dla sekwencji
promotorowej genu TNF alfa.

Sekwencia (5’ 3’ Dtugosé Temperatura przylgczania
Starter ja( ) produktu starterow
PCR (pz)
1F TATGAGTCTCCGGGTCAGAAT °
Fragment 1 1R TCTCGGTTTCTTCTCCATCG 580 59°C
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Tabela V Wyniki zbiorcze analizy genéw PMP22, LITAF oraz TNF alfa.

Rodzi Nr Wszepn dJS/Sdtel Sekwencja Sekwencja Sekwgncja Sekwe_ncja Sekwencja
i préb Kod rozpozn genu promotorowa regulatorowa kodujaca kodujaca promotorowa
i PMP22 PMP22 PMP22 PMP22 LITAF TNF alfa
R1 1 R1.Chl HNPP -4785G>T lle92Val
2 R1.ChS HNPP —-308G>A
3 R2.DE CMT1A dup -4785G>T
R2 4 R2.DT CMT1A dup -4785G>T lle92Val
R3 5 R3.DE CMT1A dup -4785G>T
6 R4.HA CMT1A dup -4785G>T
R4 7 R4.HJ CMT1A dup -4785G>T
8 R5.KJ CMT1A dup
R5 9 R5.KE CMT1A dup -4785G>T
10 | R5.KT CMT1A dup
11 | R6.KK CMT1A dup -4785G>T lle92Val -308G>A
R6 12 | R6.KT CMT1A dup lle92Val —-308G>A
13 | R6.KTo CMT1A dup
14 | R7.KA CMT1A dup lle92Val
R7 15 | R7.KJ CMT1A dup Ile92Vval
16 | R7.KZ CMT1A dup
R8 17 |R8.LE HNPP
R9 18 | R9.MK CMT1A dup -4785G>T
19 | RO.MT CMT1A dup -4785G>T —-308G>A
20 |R10.SA CMT1A dup
R10 21 |R10.ST CMT1A dup
22 | R10.SG CMT1A dup
R11 23 |R11.8J HNPP hz -4210C>T lle92Val
24 | R12.SE CMT1A dup -4785G>T Thril8Met Thr78Thr —-308G>A
R12 | 25 |R12.5A CMT1A | dup -4785G>T Tllhergg\IQIr
R13 26 | R13.MA CMT1A dup
R14 27 |R14.TJ CMT1A dup
28 |R15.LB CMT1A dup
R15 29 |R15.LL CMT1A dup -4785G>T -308G>A
30 |R15.LW CMT1A dup -4785G>T
R16 31 |R16.GA CMT1A dup
hz-4759T>A
32 |R17.KE HNPP hz-4785G>T lle92Val
hz-4800C>T
R17 33 | R17.KW HNPP hz-4785G>T -308G>A
hz-4759T>A
34 | R17.KM HNPP hz-4785G>T lle92Val
hz -4800C>T
R18 35 |R18.Sz HNPP lle92Val
R19 36 | R19.MA CMT1A dup lle92Val
R20 37 | R20.CM CMT1A dup -4785G>T
R21 38 | R21.ZK CMT1A dup
R22 39 | R22.BA CMT1A dup -4785G>T
40 | R22.BJ CMT1A dup —308G>A
41 | R23.TP CMT1A dup -4785G>T lle92Val
R23 dup lle92Val
42 | R23.TS CMT1A -4785G>T htz 585C>T
(3UTR)
43 | R23.TR CMT1A dup -4785G>T lle92Val
44 | R23.TJ zdrowy | norma
R24 45 | R24.KK CMT1A dup —-308G>A
R25 46 | R25.IK CMT1A dup lle92Val —-308G>A
rRoe | 4L |R26.AM HNPP lle92val
48 | R26.AJ HNPP lle92Val
R27 49 | R27.BA CMT1A dup lle92Val —-308G>A
50 | R27.BP CMT1A dup lle92Val —-308G>A
R28 51 |R28.BD HNPP
52 | R28.BM HNPP lle92Val
R29 53 |[R29.CA CMT1A dup
54 | R29.CS CMT1A dup lle92Val
Thr78Thr
R30 55 | R30.CA CMT1A dup lle92Val —-308G>A
56 | R30.Can CMT1A dup
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R31 57 | R31.DT HNPP
R32 58 |R32.JA CMT1A dup
59 | R33.KD HNPP lle92Val
R33 60 R33.KP' HNPP
61 | R33.KPi HNPP lle92Val
62 | R33.KS zdrowy | norma
R34 63 | R34.KA HNPP lle92Val
64 | R34.KL HNPP lle92Val
R35 65 | R35.KK HNPP
66 |R35.KR HNPP lle92Val
67 |R36.KK CMT1A dup lle92Val
R36 68 | R36.KM CMT1A dup lle92Val
69 | R36.KR CMT1A dup
R37 70 | K37.KE CMT1A dup
71 | R37.KS CMT1A dup
R38 72 | R38.KSB CMT1A dup
73 | R38.KSB CMT1A dup
R39 74 | R39.ME CMT1A dup
75 | R39.MM CMT1A dup
76 | R40.MP CMT1A dup lle92Val
R40 77 | R40.MPa CMT1A dup lle92Val
78 | R40.MR CMT1A dup lle92Val
R41 79 | R41.NH CMT1A dup
R42 80 | R42.SS HNPP
R43 81 | R43.SK CMT1A dup lle92Val
82 | R43.SM CMT1A dup lle92Val
R44 83 | R44.SF HNPP
R45 84 | R45.TK HNPP lle92Val
85 | R46.ZM CMT1A dup lle92Val
R46 86 | R46.ZMi CMT1A dup lle92Val
87 | R46.ZP CMT1A dup lle92Val
88 | R47.KZ CMT1A dup -308G>A
89 | R47.KSS CMT1A dup lle92Val -308G>A
R47 ™90 [R47.KsSt CMTIA | dup
91 |R47.KJ CMT1A dup Ile92Val
92 | R47.KK zdrowy | norma
R48 93 | R48.KIE CMT1A dup
94 | R48.1ID CMT1A dup Ile92Vval -308G>A
95 | R49.KP HNPP lle92Val
R49 96 | R49.KA HNPP lle92Val
97 | R49.KE zdrowy | norma
98 | R50.WA CMT1A dup lle92Val -308G>A
99 | R50.WH zdrowy norma Ile92Val -308G>A
100 | R50.WT zdrowy | norma
R50 | 101 | R50.KT CMT1A nb
102 | R50.RE CIDP norma lle92Val
103 | R50.WM zdrowy | norma lle92Val -308G>A
104 | R51.RT GBS norma lle92Val -308G>A
R51 | 105 | R5LRA CMILA | dup lle92val -308G>A
+ CIDP
106 | R51.RR CMT1A dup
107 | R51.RM zdrowy | norma lle92Val -308G>A
R52 | 108 | R52.SA CMT1A dup lle92Val -308G>A
R53 | 109 | R53.CD CMT norma Ile92Val -308G>A
R54 | 110 | R54.RA CMT norma
R55 | 111 |R55.Z2J CMT norma
R56 | 112 | R56.HN CMT norma
R57 113 | R57.ZN CMT norma
R58 | 114 | R58.CS CMT norma
R59 115 | R59.NB CMT norma
116 | R59.NM CMT norma
R60 | 117 | R60.KJ CMT norma
R61 | 118 |[K61.KB CMT | norma
R62 | 119 | R62.GM CMT | norma
R63 | 120 | R63.GP CMT | norma
R64 | 121 | R64.ST CMT norma
R65 | 122 | R65.DP CMT norma
R66 | 123 | R66.WM CMT norma
R67 | 124 | R67.MB CMT norma
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R68 125 | R68.PK CMT norma
R69 126 | R69.SD CMT norma
R70 127 | R70.KG CMT norma
R71 128 | R71.HD CMT norma
129 | R72.SA CMT1C | norma Glyl12Ser -308G>A
130 | R72.SJ CMTIC | norma Glyl1l12Ser
R72 131 |R72.SR zdrowy | norma
132 | R72.SF CMT1C | norma Glyl12Ser
R73 133 | R73.TR CMT norma
R74 | 134 |R74.TJ CMT norma
R75 135 | R75.BAB CMT norma
R76 136 | R76.CP CMT norma
R77 137 | R77.DM CMT norma
R78 138 | R78.MJ CMT norma
R79 139 | R79.0M CMT norma
R80 | 140 | R80.SO CMT norma htz Thr118Met
R81 141 | R81.SB CMT norma
R82 142 | R82.KD CMT norma
R83 142 | R83.GS CMT norma -308G>A
143 | R84.MR CMT norma
R84 144 | R84.MK CMT norma
R85 145 | R85.KA CMT norma
R86 146 | R86.WE CMT norma
R87 147 | R87.RN CMT norma
R88 | 148 | R88.LK CMT norma htz Ser72Leu
R89 149 | R89.PK CMT norma
R90 150 | R90.UZ CMT norma
RO1 151 | R91.CL CMT norma
152 | R91.CW CMT norma
R92 153 | R92.NM CMT norma
R93 154 | R93.PN CMT norma
R94 | 155 | R94.KJ CMT norma
RI5 156 | R95.Szl HNPP htz lle92Val -308G>A
157 | R95.S5zK HNPP htz lle92Vval -308G>A
R96 | 158 | R96.SD HNPP htz lle92Val -308G>A
R97 | 159 |R97.CK e htz lle92Val
R98 | 160 | R98.TR HNPP htz lle92Val
R99 161 | R99.CP CMT norma
R100 162 | R100.KM CMT norma
163 | R100.KMa HNPP
164 | R101.DD HNPP
R101| 165 |R101.DM HNPP
166 | R101.DW HNPP htz lle92Val
R102 167 | R102.CA CMT1A dup
168 | R102.KE CMT1A dup htz lle92Vval
R103 | 169 | R103.GR HNPP htz lle92Vval
R104 | 170 | R104.Z2D HNPP htz lle92Val
R105| 171 | R105.M HNPP htz lle92Vval
R106 | 172 | R106.LK CMT norma
R107 | 173 | R107.KK CMT norma
R108 | 174 | R108.CW CMT norma
R109 | 175 | R109.MA CMT norma
R110 | 176 | R110.0M CMT norma
177 | R111.SA CMT norma
R111
178 | R111.SP CMT norma
179 | R112.JZ CMT norma
R112
180 | R112.JP CMT norma
R113 | 181 | R113.KR CMT norma
R114 | 182 |R114.GW CMT norma
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Tabela VI Wyniki skalowania chorych (oceny neuropatii) wg zmodyfikowanej skali Haberlovej i Seemana.

Grupa Lp Chory %L:\%dzezl LITAF v;'g'; .cz. rugt?cf)Wy rucdﬁ;'wy gé?;llﬁ VSiZburZi:ji CMAP SNAP | skolioza| stopy nkkg | nkkd | OK OA Ch:ngi
wkkg | wkkd | POl

HNPP >10rz +lle92val | 1 [R33.Kt 192V 13 0 3 0 0 0 0 3 1 0 3 0 1 1 10
HNPP >10rz +lle92val | 2 |R33.KA 192V 12 0 0 0 0 0 2 3 0 0 0 0 0 12
HNPP >10 rz +lle92Val | 3 [R18.SZ 192V 23 2 2 2 2
HNPP >10rz +lle92Val | 4 |[R32.KD 192V 32 0 0 0 1 0 0 3 0 0 0 0 1 1 12
HNPP >10rz +lle92val | 5 [R97.CK 192V 21 0 1 0 0 0 0 3 2 0 1 0 1 1 12
HNPP >10rz +lle92val | 6 (TR 192V 21 2 1 1 3 0 0 4 0 0 1 1 0 0 12
HNPP >10rz +lle92Val | 7 |R101.DW 192v 17 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 1 1 12
HNPP >10 rz +lle92Val | 8 |R104.ZD 192V 16 0 0 1 0 0 0 2 2 0 1 1 1 12
HNPP >10rz +lle92Val | 9 [R95.SI 192v 15 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 2 1 1 12
HNPP >10 rz +lle92Val | 10 [R96.SD 192V 17 3 0 0 3 0 0 2 1 0 0 0 1 1 12
HNPP >10 rz +lle92val | 11 [R17.KE 192V 13 0 0 0 4 0 1 0 1 1 1
HNPP >10 rz +lle92Val | 12 [R17.KM 192V 1 0 0 1 0 1 1
HNPP >10 rz +lle92Val | 13 (R34.KK 192V 18 1 1 0 2 0 0 1 0 0 0 0
HNPP >10 rz +lle92Val | 14 |R34.KR 192V 2
ANPP =101z Hled2val | 15 \R32 kP 192v 11 3 0 2 0 0 0 1 0 0 0 2 0 0 15
HNPP >10 rz +lle92Val 16 |AM 192V 26
HNPP >10 rz +lle92Val 17 IBM 192V 18
HNPP >10 rz +lle92val | 18 [TK 192V 15
HNPP >10 rz 18 |R49.KP 40 0 2
HNPP >10 rz 19 (R101.DM 25 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 1 1 12
HNPP >10 rz 20 |R17.KW 57 0 0 0 1 0 0 1 1
HNPP >10 rz 21 |R8.LE 17 1 2 2 0 2 0 3 0 1 12
HNPP >10 rz 22 |R32.KE 14 0 0
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23 |BD 36

HNPP >10 rz 24 |R1.ChS 71 0 3

HNPP<10rz +lle92Val | 25 |R49.KA 192V 4 0 0 1 0 0 1 0 0 2 1 1 12
CMTIA =10 12 HlleS2Va | 55 |rs3.5A dup | 192V 11 0 0 3 0 0 1 3 0 | 2 | 0 | 0 | 12
CMT1A >10rz +lle92val| 57 \R35 KK dup 192V 31 0 0 1 1 1 2 2 0 1 0 12
CMITA=I0F2SIIE2Vall o5 \Ro3 TP dup 192V 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 12
CMITA =102 HIe92Val] 59 R24.1) dup 192V 47 0 2 1 2 1 0 1 2 3 0 0 12
CMT1A >10 rz +lle92Val| 35 [R7 KA dup 192V 37 2 2 2 3 0 0 12
CMTIA =102 Hlle2vall 31 |R7.KJ dup | 192V 20 1 0 1 1 0 0

CMT1A =102 +lle%2Val| 37 |R46.K-SS | dup | 192V 25 0 0 0 1 0 0

CMTIA =102 Hlles2Val| 33 |R46.KJ dup | 192V 19 0 1 3 0 0

CMT1A >10 12 +le92Va | 34 |ro DT dup 192V 24 1 0

CMT1A >10 2 +le92Va | 35 |pT dup 192V 20

CMT1A >10 1z +lle92Va | 35 kK dup 192V 14

CMT1A >10 rz +lle92Va 37 [MA dup 192V 33

CMT1A >10 1z +le92Va | 35 |gp dup 192V 27

CMT1A >10 1z +lle92Va | 39 |vip dup 192V 13

CMT1A >10 rz +lle92Va | 4q |gE dup 192V 23

CMT1A >10 1z +lle92Va | 41 |c,g dup 192V 20

CMT1A >10 rz +lle92Val 42 KM dup 192V 12

CMT1A >10 2 43 |R30.CAN dup 54 0 0 1 0 0 0 0 1 2 0 0 12
CMT1A >10 r2 44 |R22.BJ dup

CMT1A >10 rz 45 |R48.KIE dup

CMTIA >10 rz 46 |R21.ZK dup 18 2 0 0 2 2 3 1 0 0 1 1 12
CMTIA >10 rz 47 [R24.KK dup 23 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 12
CMT1A >10 rz 48 |R20.CM dup 26 1 1 1 3 1 1 2 2 1 1 12
CMTIA >10 rz 49 |R12.SE dup 37 0 0 1 0 0 0 1 0 2 0 1 12
CMTIA >10 rz 50 |R51.RR dup 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 12
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CMT1A >10rz

51 [R15.LB dup 43 0 3 3 1 0 1

LTS 52 |R7.KZ dup 57 1 4 1 0 2 0 0

CMT1A >10 rz 53 |R5.DA dup 15 1 3 4 1 1 3 1 0

Sy A 54 |R46.KZ dup 48 2 3 4 2 0 1 1 0
LTS 55 |R46.KSt dup 67 0 1 1 1

CMT1A >10 12 56 |R2.DE dup 4 4 0 2 1 1

Sy A 57 |R4.HJ dup 21 1 1 1 0 0

CMT1A >10r2 58 |DE dup 46

CMT1A >10rz 59 |K-SJ dup 46

CMTIA >10 2 60 IsA dup 31

CMT1A >10 rz 61 IsT dup 47

CMT1A >10rz 62 IsG dup 41

CMT1A >10 12 63 IMA dup 56

CMT1A >10rz 64 |cA dup 21

CMT1A >10rz 65 |cza dup 31

CMT1A >10 12 66 IME dup 36

CMT1A >10 rz 67 IMM dup 13

CMT1A >10 rz 68 INH dup 35

CMT1A >10 rz 69 IKE dup 29

CMT1A >10 r2 70 IKT dup 27

CMT1A >10 12 71 lks dup 16

CMT1A >10 rz 72 |KE dup 35

CMT1A >10 rz 73 lca dup 23

CMT1A >10rz 74 IR4.HA dup 56 0 0 0 12
CMTIA<1072+192V | 75 |Ro3 TR dup 192V 7 0 0 2 1 0 1 1 1 12
CMT1A<10712+192V | 76 |R23.TS dup | 192v 13 0 2 1 0 1 3 1 1 16
CMTIA<1012 +192V | 77 |R30.CA dup 192V 15 0 2 4 2 1 2 0 0 16
CMTIASI012 +192V | 78 |R51.RA dup | 192v 3 0 3 4 1 1 ]2 |00 20
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CMT1A<1012+192V | 79 R50.WA dup | 192v 2 0 1 1 0 0 3 3 1 2

CMT1A<1072 4192V | go R53.CDI dup 192V 6 0 0 1 0 0 0 1 0 1 12
CMTIA<10r2 +192V | 81 R50.WA dup 192V 2 0 1 1 0 0 3 3 1 2

CMT1A<10 rz +192V 82 MP dup 192V 6

CMT1A<10 rz +192V 83 MR dup 192V 4

CMT1A<10 rz +192V 84 KE dup 192V 10

CMT1A<10 rz +92V 85 R12.SA dup 192v 10 0 0 0 0 0 0 1 0 2 14
(A S 86 R14.TJ dup 15 0 2 1 0 0 1 3 1 2 18
AT SO 87 R22.BA dup 3 0 0 1 0 0 1 2 0 1 12
CMT1A <10 rz 88 R15.LL dup 10 1 0 2 2 0 2 1 0 2 12
v Sl 89 RI.MT dup 15 0 0 2 0 0 0 1 0 2 22
CMT1A <10tz 90 BJ dup 10

CMT1A <10rz 91 KK dup 10

(A S 92 R48.ID dup 15 0 0 2 0 0 2 4 0 1 0 2 14

HNPP >10rz + I1e92Val — chorzy z HNPP, u ktérych pierwsze objawy choroby wystapity pol10-tym roku zycia i u ktérych zidentyfikowano substytucje 192V
w biatku LITAF, HNPP >10rz - chorzy z HNPP, u ktoérych pierwsze objawy choroby wystapity polO-tym roku zycia, bez zmiany [92V
w biatku LITAF, HNPP <10rz + I1e92Val - chorzy z HNPP, u ktérych pierwsze objawy choroby wystapity przed 10-tym rokiem zycia i u ktérych
zidentyfikowano substytucje 192V w biatku LITAF, HNPP <10rz - chorzy z HNPP, u ktorych pierwsze objawy choroby wystapity przed 10-tym rokiem
zycia, bez zmiany 192V w biatku LITAF.

CMT1A >10rz + Ile92Val — chorzy z CMT1A, u ktorych pierwsze objawy choroby wystapity pol0-tym roku zycia i u ktorych zidentyfikowano substytucje
192V w biatku LITAF, CMT1A>10rz — chorzy z CMT1A, u ktérych pierwsze objawy choroby wystapily po 10-tym roku Zycia, bez zmiany 192V w biatku
LITAF, CMT1A <10rz + Ile92Val - chorzy z CMTI1A, u ktéorych pierwsze objawy choroby wystapity przed 10-tym rokiem zycia i u ktdérych
zidentyfikowano substytucje 192V w biatku LITAF, CMT1A <10rz - chorzy z CMT1A, u ktorych pierwsze objawy choroby wystgpity przed 10-tym rokiem
zycia, bez zmiany 192V w biatku LITAF.

z.cz. — zaburzenia czucia, def. ruchowy w kkg — deficyt ruchowy w konczynach gérnych, def. ruchowy w kkd - deficyt ruchowy w konczynach dolnych,
CMAP - ziozony potencjat czynnosciowy rejestrowany z migsnia po stymulacji elektrycznej wtokien ruchowych nerwu, SNAP - czuciowy potencjat
czynnosciowy rejestrowany z nerwu, nkkg — niedowtad konczyn gérnych, nkkg — niedowtad konczyn dolnych, OK. — odruch kolanowy, OA — odruch ze
sciggna Achillesa.
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SUMMARY

In the last decade there have been spectacular discoveries in the field of identification
of new loci and genes responsible for development of inherited neurodegenerative diseases.
Although the identification of a new gene or the causative mutation is the main case of the
study of pathogenesis of inherited diseases, it dosen’t specify the dynamics of the disease and
phenotypic variability.

The Charcot-Marie-Tooth disease type 1A (CMT1A) is the most common hereditary
disease of the peripheral nervous system. Since 1991, it is possible to identify the causative
mutation in the CMT1A disease ie mikroduplication in the region 17p11.2-p12, which
includes the PMP22 gene.

The clinical course of the CMT1A disease and the twin (allelic) disorder - hereditary
neuropathy with liability to pressure palsies (HNPP) can be very different. Patients with
duplication of PMP22 gene are characterized by variable clinical symptoms (muscle atrophy,
bone defects, additional symptoms). Similary to CMT1A, on the basis of genetic test result, in
patients with HNPP it is difficult to determine the age of onset or the number, location and
frequency of episodes of paralysis. Thus, both in CMT1A disease and HNPP genetic test has
no prognostic value. This raises the question about the role of additional genetic factors
(modifier) in phenotypic variability of CMT1A/HNPP.

So far, despite of 22 years of research on the pathogenesis of the CMT1A/HNPP
disorders, no one has identified a gene modifier of CMT1A/HNPP diseases. The main
problem in the evaluation of phenotypic variability of CMT1A/HNPP diseases is the lack of
criteria for assessing the severity of the phenotype (age of onset, electrophysiological
parameters, inflammatory component).

Many studies proved that there is a correlation between the expression of PMP22 gene
and the course of polyneuropathy. In this perspective, the regulatory sequence of the PMP22
gene seems to play an important role in the creation of the phenotype CMT1A/HNPP. There
is also the possibility that sequence variants within the extra (third) copy of the PMP22 gene
may also influence the clinical course of the CMT1A disease.

The LITAF (Lipopolysaccharide-Induced Tumor Necrosis Factor) gene is functionally
linked with the PMP22 gene. The LITAF is probably taking part in degradation of PMP22
protein. Currently under discussion is a functional relationship between LITAF gene and the
gene encoding TNF-alpha factor. LITAF/SIMPLE probably acts as a transcription factor for

TNF alpha gene. It seems that the variants in the promoter sequence of the TNF alpha gene

123



may be at least in part responsible for the occurrence of an inflammatory component in the
central and peripheral neuropathies.

The aim of this study was to determinate the influence of genetic factor - the PMP22,
LITAF and TNF-alpha genes on phenotypic variability of CMT disease. In addition, the study
attempts to assign the identified sequence variants in these genes to particular phenotype of
disease.

Genetic testing was performed on 183 individuals, including 92 patients with CMT1A
and 55 patients with HNPP, 15 patients with inherited polyneuropathy coexsisting with
inflammatory polyneuropathy. The control group consisted of 100 DNA samples (50 women,
50 men) obtained from the Department of Genetics, Medical University of Warsaw. Analysis
of duplication/deletion of the 17p11.2-p12 region was determined by real-time PCR (Real
Time PCR). The products of PCR reaction were analysed by direct sequencing based on the
Sanger method using labeled dideoxynucleotide.

In the analyzed groups there were identifited 14 sequence variants. In the PMP22 gene -

1 mutation, 4 potentially pathogenic variants, two SNP variants. In the LITAF gene -
1 mutation, 1 pathogenic and 3 rare sequence variants. In the promoter sequence of TNF
alpha gene there was identified one SNP variant. The identified sequence variants have been
subjected to statistical and bioinformatics analysis .
It has been shown that the sequence variant ¢.274A>G (lle92Val) in the LITAF gene may be
considered as a disease modifier of clinical variability of CMT1A/HNPP. In addition, SNP
variants the coding sequence of the PMP22 gene substantially affect the process of the
CMTL1A disease. It seems that sequence variants in a regulatory domain of PMP22 gene and
the promoter region of TNF-alpha gene do not play an important role in modulating the
phenotypic variability of CMT1A/HNPP diseases.
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