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1. Cel badan/Hipoteza

Obustronne wrodzone wady konczyn (WWK) sa w znacznym odsetku przypadkéw uwarunkowane
genetycznie. Pomimo postepu wiedzy w zakresie genetyki czlowieka oraz ciggltego udoskonalania metod
diagnostyki genetycznej, przyczyna genetyczna wady pozostaje niezidentyfikowana u ok. 40-70% pacjentow
z WWK, zaleznie od typu wady. W niektorych podtypach WWK (np. izolowany rozszczep rak/stop, brak kosci
promieniowych, niedorozw6j kosci tokciowych) uwarunkowanie genetyczne jest nieznane u wigkszosci
pacjentow. Co wazne, wigkszo$¢ opublikowanych w ostatniej dekadzie badan naukowych odkrywajacych
nowe genetyczne przyczyny WWK byla prowadzona z wykorzystaniem metody mikromacierzy CGH (array
CGH) i — jako czynniki sprawcze wady — identyfikowala tzw. warianty liczby kopii (CNVs), tj. mate ubytki
lub naddatki okre§lonych segmentow DNA. Tego rodzaju zmiany, zaburzajac otoczenie regulatorowe genu
lub genow, skutkowaly ich nieprawidlowym dziataniem w trakcie rozwoju zarodkowego. Inne badania
wykonywane w ostatnich latach przy uzyciu sekwencjonowania eksomowego (WES, tj. metody polegajacej
na analizie kodujacych biatka fragmentow materiatu genetycznego) wykazatly ograniczong skuteczno$¢ tego
podejsécia diagnostycznego, sugerujac ze zmiany przyczynowe w WWK zlokalizowane sa prawdopodobnie w
nickodujacym DNA. Calosciowe badania interakcji wewngtrzgenomowych, przeprowadzone z
wykorzystaniem metod uchwycenia konformacji chromosomow (np. Hi-C lub 4C), ujawnity, ze genom ssaczy
podzielony jest na ,,partycje” w postaci tzw. domen topologicznych (tzw. TAD). Uszkodzenie granic TAD-6w
moze zmienia¢ oddziatywania DNA-DNA w danym regionie genomu, prowadzac do zaburzen regulacji genéw
rozwojowych, a w konsekwencji do rozwoju wady. W zwigzku z powyzszym zamierzamy przebada¢ grupe
pacjentow z obustronnymi WWK, u ktorych w kompleksowych badaniach genetycznych wykluczono
wszystkie znane przyczyny wady. Planujemy wykonaé badanie poréwnawczej hybrydyzacji genomowej do
mikromacierzy (array CGH) w potgczeniu z analiza bioinformatyczng i badaniami funkcjonalnymi, po to by:
[A] zidentyfikowa¢ nowe patogenne CNVs zwigzane z wystapieniem WWK u ludzi,

[B] zidentyfikowa¢ nowe sekwencje regulatorowe odpowiedzialne za tworzenie si¢ konczyn,

[C] uzyska¢ wglad w mechanizmy lezace u podtoza prawidtowej 1 zaburzonej morfogenezy konczyn u ludzi.
2. Metoda badawcza

Grupa ok. 150 probandow z WWK (przypadki rodzinne i sporadyczne) zostanie objeta badaniami. Kolejnos¢
diagnostyki bedzie zalezna od fenotypu pacjenta, tj. rozpoczynana od badania genow lub regionéw, w ktérych
obecno$¢ mutacji jest najbardziej prawdopodobna. W ramach projektu, planowane jest wykonanie
sekwencjonowania metoda Sangera oraz analizy liczby kopii metodami MLPA lub qPCR (ilosciowy PCR)
wytypowanych do badan gendéw i regionow. Poniewaz submikroskopowe CNVs odpowiadajg za ok. 10-15%
przypadkow wady, u wszystkich niezdiagnozowanych probandéw wykonane zostanie badanie array CGH (o
rozdzielczosci min. 1M), jako koncowy etap badan genetycznych. Zamierzamy wykorzysta¢ array CGH do
przebadania ok. 100 probandéw i qPCR do badan rodzicow. Nowo zidentyfikowane, potencjalnie patogenne
CNVs zostang poddane analizie bioinformatycznej celem sprawdzenia czy naruszajg one granice TAD-O0w i
zmieniajg otoczenie regulatorowe gendw, co w konsekwencji mogloby prowadzi¢ do zaburzen regulacji
genowej w danym locus poprzez tzw. ,,adopcj¢ enhancera”. W przypadku identyfikacji obiecujacych
kandydatow (genow lub sekwencji regulatorowych), przeprowadzone zostang badania funkcjonalne oraz
odpowiednie badania celowane u pacjentow manifestujacych okreslone, zblizone klinicznie fenotypy. By
udokumentowa¢ zwigzek domniemanych mutacji regulatorowych z obecnoscig wady uzyjemy metody 4C
(ang. circularized chromosome conformation capture), ktora pozwala na identyfikacj¢ zmian oddziatywan
wewnatrzchromosomowych w komorkach pacjentéw (fibroblasy, LCLs) wzgledem komorek zdrowych oséb.
Na koniec planujemy odwzorowywanie CNVs w modelu mysim, wykorzystujac technologi¢ CRISPR-Cas?9.

3. Wplyw rezultatéw

Identyfikacja nowych zmian genetycznych odpowiedzialnych za morfogeneze konczyn bedzie stanowita
istotny wktad w dziedziny genetyki klinicznej, biologii rozwoju i genetyki rozwoju. Uzyskane wyniki poszerza
wiedze o wrodzonych wadach rozwojowych czlowieka, jak rowniez pozwolg uzyskaé wglad w procesy
regulacji gendw rozwojowych oraz mechanizmy embriogenezy konczyn cztowieka i innych krggowcow. Co
wigcej, dzigki wynikom badan, pacjenci z WWK i ich rodziny uzyskajg lepsza opieke medyczng i bardziej
wiarygodne poradnictwo genetyczne. Oczekuje si¢, ze wyniki projektu umozliwig opracowanie i
wprowadzenie nowych, bardziej kompleksowych testow genetycznych (obejmujacych takze niekodujace
fragmenty genomu), co poprawi stan diagnostyki genetycznej i poradnictwa, ktore moze byé w pelni
wiarygodne jedynie wowczas, gdy opiera si¢ na wynikach odpowiednich badan. Dzigki umozliwieniu polskim
pacjentom/rodzinom z WWK dost¢pu do kompleksowej diagnostyki genetycznej, bedziemy mogli osiagnaé
wysoki wskaznik sukcesu diagnostycznego, a w konsekwencji umozliwi¢ przeprowadzenie diagnostyki
prenatalnej lub preimplantacyjnej. Podsumowujac, lepsze zrozumienie etiologii genetycznej WWK, oprocz
istotnego wkladu w rozwdj nauk podstawowych, bez watpienia przyczyni si¢ do poprawy stanu opieki
genetycznej nad chorymi oraz umozliwi skuteczniejszg diagnostyke, prognozowanie, leczenie 1 poradnictwo
genetyczne w tej heterogennej grupie zaburzen rozwojowych.




