INSTYTUT CENTRUM ZDROWIA MATKI POLKI

w Lodzi

mgr Kinga Satacinska

»Badanie podloza genetycznego wrodzonej tamliwosci kosci

z zastosowaniem metody sekwencjonowania nast¢pnej generacji

(NGS)”

Rozprawa na stopien doktora w dziedzinie nauk medycznych

1 nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne

Promotor: dr hab. n. med. Agnieszka Gach, prof. instytutu

Prac¢ wykonano w Zakladzie Genetyki
Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki w Lodzi

1.odz, 2023r.



Sktadam serdeczne podzigkowania

Pani Profesor Agnieszce Gach
za motywacje do podejmowania wyzwan, ogromng zyczliwos¢, poswiecony czas

oraz nieoceniong pomoc okazang na kazdym etapie realizacji niniejszej pracy.

Wszystkim Wspotautorom,
a w szczegolnosci Zespolowi Poradni i Zaktadu Genetyki
za okazang pomoc, wsparcie oraz wktad wlozony w realizacje projektu badawczego,

ktory stal si¢ podstawg do powstania niniejszej pracy.



Spis tresci

. Wykaz stosowanych skrOtOW..........oooiiiiiiiiii e 5
w WKz pUBIIKACT . .ot e 6
A7) 1= o PP 8
3.1. Charakterystyka i opis kliniczny wrodzonej famliwosci kosci...................... 8
3.2. POdI0ZE GENELYCZNG. .. .entieti et 13
3.3. Poszukiwanie korelacji genotypowo-fenotypowej..........ccovvvviiiiiiiinninannn.. 15
3.4. Diagnostyka molekularna choroby...............oooiiiiiiiiiii e 18
R TR 1775, U 22

R O] (- o T P 27
. Material 1 Metody.....oouei i 28
5.1 Grupa badana. .........oeiii 28
5.2. Izolacja materialu genetyCznego. ... ..oovvvuiiriit i 29
5.3. Sekwencjonowanie nastePNe] ZENETACII. ... ..vueenrenrreneenreaneeneeniiiereanaennnns 29
5.4. Analiza bioinformatyczna, filtrowanie i klasyfikacja wariantow.................. 31
5.5. Sekwencjonowanie metoda Sangera..............cooeiuiiiiiiiiiiiiii 32
5.6. Analiza [ICZby KOPIi.....oviniii e 32
5.7. Analiza StatyStyCZNA. .. .....iieiiit it 32
5.8. Analiza ,,regionow letalnych” z wykorzystaniem zasobow bazy OIVD.......... 33

. Omoéwienie wynikoéw przedstawionych w cyklu publikacji...............c.oooiini 34
6.1. Charakterystyka badanej populacji............cooviiiiiiiiiiiii i 34
6.2. Podloze genetyCzne. ..........covviiiiiiii e 35
6.2.1. Charakterystyka podloza genetycznego w badanej grupie pacjentoéw.....35

6.2.2. Analiza zmian zidentyfikowanych w genach kolagenu typuL............. 35

0.2.3. NOWE WaTTANTY . ...\ttt et et e et et et e et e et et e e e eeaeeaeans 37

6.2.4. Analiza zmian zlokalizowanych w ,,regionach letalnych”................... 37

6.2.5. Pacjenci z dwoma wariantami w genach kolagenu typu I................... 37

6.3. Analiza fenotypowa pacjentow z potwierdzong przyczyng choroby.............. 37

6.4. Analiza zmian zlokalizowanych w ,regionach letalnych” zidentyfikowanych

W badanej grupie PaCientOW. .. ....ouuieiiitt et 39
6.4.1. Opis KIINICZNY PaCIENtOW . ...ouveiiii et 39
6.4.2. Charakterystyka i klasyfikacja zidentyfikowanych wariantow............ 40

6.5. Analiza ,,region6éw letalnych” z wykorzystaniem zasobow bazy OIVD.......... 40



10.
11.
12.
13.
14.

6.5.1. Charakterystyka wszystkich wariantébw w  obrebie ,regionow
letalnyCh™. .. 41
6.5.2. Analiza i lokalizacja wszystkich wariantow w genach kolagenu typu I
zwigzanych z wystepowaniem formy letalnej.......................oooeeean. 42

6.6. Zaraportowanie pierwszej substytucji glicyny na tryptofan w genie COL1A41...45

6.6.1. Opis KINICZNY.....ooviiiii i, 45

6.6.2. Charakterystyka zidentyfikowanego wariantu............................... 46
POdSUMOWANIE. ... 47
WOSKI. .. et e 52
PiSMICNNICIWO. ...t 53
Streszczenie w jezyku polskim..... ..o 56
Streszczenie w jezyku angielskim. ... ... 58
Wydrukowane publikacje ..........ooiiuiiiiiiiii e 60
Zgoda Komisji BIOCTYCZNE]....o.viuietiiiit it e eae e 91
OSWIAdCZENIA AULOTOW . ... e ettt et ee e 93



1. Wykaz stosowanych skrotow

ACMG — Amerykanskie Kolegium Genetyki Medycznej i Genomiki (ang. American
College of Medical Genetics and Genomics)

BMD - gestos¢ mineralna kosci (ang. Body Mineral Density)

CNV — zmiana liczby kopii DNA (ang. Copy Number Variation)

DI — grupa uwarunkowanych genetycznie zaburzen rozwoju z¢bow (dentinogenesis
imperfecta)

HGMD - baza wariantow gendw cztowieka (ang. Human Gene Mutation Database)
IGV — program do wizualizacji danych genomowych (ang. Integrative Genomics
Viewer)

LOVD — baza wariantow Uniwersytetu Leiden (ang. Leiden Open Variation Database)
MLBR — glowny region wigzania ligandéw (ang. Major Ligand-Binding Region)
MLPA — multipleksowa zalezna od ligacji amplifikacja sond (ang. Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification)

MSA — poréwnawcza analiza wielosekwencyjna (ang. Multiple Sequence Alignment)
NGS - sekwencjonowanie nastgpnej generacji (ang. Next Generation Sequencing)
NMD — mechanizm usuwania skréconych transkryptéw mRNA (ang. Nonsense-
mediated decay)

OI — wrodzona tamliwos$¢ kosci (osteogenesis imperfecta)

OIVD - baza wariantow zwigzanych z wrodzong tamliwo$cig kosci (ang. Osteogenesis
Imperfecta Variant Database)

OMIM - elektroniczna baza chorob cztowieka uwarunkowanych genetycznie (ang.
Online Mendelian Inheritance in Man)

WES — sekwencjonowanie caloeksomowe (ang. Whole Exome Sequencing)

WGS - sekwencjonowanie catlogenomowe (ang. Whole Genome Sequencing)



2. Wykaz publikacji

Ponizszy cykl publikacji bedacy podstawa postepowania o nadanie stopnia
naukowego doktora sktada si¢ z dwoch oryginalnych artykuléw naukowych oraz jednego
opisu przypadku. Wszystkie prace opublikowano w czasopismach umieszczonych

w wykazie ministerialnym.

Publikacja 1

Salacinska K, Pinkier I, Rutkowska L, Chlebna-Soko6t D, Jakubowska-Pietkiewicz E,
Michatus I, Ke¢pczynski E, Salachna D, Wieczorek-Cichecka N, Piotrowicz M,
Chilarska T, Jamsheer A, Matusik P, Wilk M, Petriczko E, Gizewska M, Stecewicz I,
Walczak M, Rybak-Krzyszkowska M, Lewinski A, Gach A.

NGS analysis of collagen type I genes in Polish patients with Osteogenesis imperfecta:
a nationwide multicenter study.

Front Endocrinol (Lausanne). 2023 Sep 22;14:1149982. PMID: 37810882.

(IF= 5.2, MNiSW=100)

Indywidualny wktad: autor korespondencyjny odpowiedzialny za aspekt molekularny
badan; wiodacy autor koncepcji pracy; pozyskanie dofinansowania na prowadzenie prac
badawczych; zaplanowanie 1 przeprowadzenie wszystkich eksperymentow; uczestnictwo
w wykonaniu prac zwigzanych z zaprojektowaniem, optymalizacja 1 wdroZeniem
autorskiego panelu do sekwencjonowania metodg NGS; interpretacja wynikow;
napisanie finalnej wersji manuskryptu. M¢j udziat w realizacji pracy — 70%.

Publikacja 2

Salacinska K, Pinkier I, Rutkowska L, Chlebna-Soko6t D, Jakubowska-Pietkiewicz E,
Michatus I, Kepczynski L., Salachna D, Jamsheer A, Bukowska-Olech E, Jaszczuk I,
Jakubowski L, Gach A.

Novel Mutations Within Collagen Alphal(l) and Alpha2(l) Ligand-Binding Sites,
Broadening the Spectrum of Osteogenesis Imperfecta - Current Insights Into Collagen
Type I Lethal Regions.

Front Genet. 2021 Jul 9;12:692978. PMID: 34306033.

(IF=4.772, MNiSW=100)

Indywidualny wktad: autor korespondencyjny odpowiedzialny za aspekt molekularny
badan; wiodacy autor koncepcji pracy; pozyskanie dofinansowania na prowadzenie prac
badawczych; zaplanowanie 1 przeprowadzenie wszystkich eksperymentow; analiza
danych; interpretacja wynikow; napisanie finalnej wersji manuskryptu. M§j udziat
w realizacji pracy — 77%.



Publikacja 3

Salacinska K, Michatus I, Pinkier I, Rutkowska L, Chlebna-Soko6t D, Jakubowska-
Pietkiewicz E, Ke¢pczynski L., Salachna D, Gach A.

The first glycine-to-tryptophan substitution in the COLIAI gene identified in a patient
with progressively-deforming Osteogenesis imperfecta.

Mol Genet Genomic Med. 2022 Aug;10(8):¢1996. PMID: 35748117.

(IF=2.0, MNiSW=70)

Indywidualny wktad: autor korespondencyjny odpowiedzialny za aspekt molekularny
badan; wiodacy autor koncepcji pracy; pozyskanie dofinansowania na prowadzenie prac
badawczych; zaplanowanie i przeprowadzenie wszystkich eksperymentéw; napisanie
finalnej wersji manuskryptu. Moj udziat w realizacji pracy — 70%.

Y.aczna punktacja MNiSW cyklu publikacji: 270
Laczny Impact Factor cyklu publikacji: 11,972



3. Wstep

3.1. Charakterystyka i opis kliniczny wrodzonej lamliwosci kosci

Wrodzona tamliwo$¢ kosci (osteogenesis imperfecta, OI) jest dziedziczng
chorobg tkanki tacznej. Szacuje si¢, ze cze¢stos¢ wystepowania wynosi miedzy 1 na 5000,
a 1 na 20000 urodzen, co kwalifikuje ja jako chorobe rzadka. Choroba cechuje si¢ duza
heterogenno$cia zarowno pod wzgledem genetycznym, jak 1 fenotypowym.
Niezaleznie od przyczyny, wrodzona lamliwo$¢ kosci zwigzana jest z zaburzeniami
czasteczek kolagenu typu I, ktory wystepuje w wielu rodzajach tkanek (m.in. ko$ciach,
stawach, skorze wlasciwej, Sciggnach, tkance tacznej, twardowce, wigezadtach, zebinie),
co przeklada si¢ na szerokie spektrum cech klinicznych obserwowanych u pacjentow
(1-3).

Choroba charakteryzuje si¢ niska masa kostna, prowadzac do licznych ztaman
niskoenergetycznych lub ztaman w nietypowych miejscach, takich jak zlamania
kompresyjne  kregow. Lamliwos¢ kosci, powoduje znaczne ograniczenia
z powodu bolu, czy bezruchu, czgsto wykluczajac pacjentow z normalnego
funkcjonowania. Ponadto obserwuje si¢ niedobory wzrostu, dysmorfi¢ twarzoczaszki
(makrocefalia, trojkatny ksztalt twarzy), lukowate wygiecia kosci dlugich, deformacje
klatki piersiowej oraz kregostupa. Wyniki badan radiologicznych wskazuja na osteopeni¢
badz osteoporoze, a takze obnizenie wysokosci kregow. Choroba obejmuje réwniez
cechy pozaszkieletowe, takie jak: niebieskie zabarwienie twardowek, utrata stuchu,
zaburzenia rozwoju z¢bow (dentinogenesis imperfecta, DI), wiotko$¢ stawow,
zmniejszona pojemno$¢ ptuc, czy niedomykalnos¢ zastawek serca. Histomorfometria
bioptatu kosci pacjentow wykazuje matg objetos¢ koSci 1 obnizone parametry
materiatowe kosci beleczkowej, przy jednoczesnym duzym obrocie kostnym (3, 4).

Chorobe cechuje nie tylko szerokie spektrum cech klinicznych, ale réwniez
zmienne nasilenie objawow - od postaci niemal bezobjawowej, az po najciezsza
powodujacg $mier¢ w okresie okotoporodowym. Klasyfikacja kliniczna wrodzonej
famliwosci kosci zostala po raz pierwszy zaproponowana przez Sillence’a
1 wspotpracownikow w 1979 roku. Dokonano wowczas podziatu choroby na cztery typy:

— typ I - tagodna posta¢ niedeformujaca,
— typ II - letalny w okresie okotoporodowym,
— typ III - posta¢ cigzka nieletalna, z post¢pujacymi deformacjami,

— typ IV - o umiarkowanym nasileniu cech klinicznych (5).



Przez lata klasyfikacja ta przechodzita pewne modyfikacje, zaréwno, jesli chodzi
0 nazewnictwo, liczbe typdw, czy sposdb numeracji (poczatkowo byty to cyfry rzymskie,
obecnie cyfry arabskie). Jednakze podziat ten zawsze odpowiadat nasileniu objawow,
w oparciu o cechy kliniczne i radiograficzne, bez uwzglednienia podtoza genetycznego
(1, 5, 6). Zgodnie z aktualng klasyfikacja wrodzona tamliwo$¢ kosci zostata podzielona
na pigc typow:

— typ 1 - niedeformujacy (poprzednio typ I),

typ 2 - letalny w okresie okotoporodowym (poprzednio typ II),

— typ 3 - postepujaco-deformujacy (poprzednio typ III),

— typ 4 - umiarkowany (poprzednio typ IV),

— typ 5 - ze zwapnieniami blon miedzykostnych i/lub tworzeniem

hiperplastycznych zgrubien (7).

W zaleznosci od zrodia, opis kliniczny poszczegélnych typow moze si¢ nieco roznic.
Wynika to zaréwno z wielkosci grupy badanej, wieku pacjentow, czy szczegdlowosci
opisu. Ponizej przedstawiono dokladng charakterystyke pigciu typoéw klinicznych

wrodzonej tamliwos$ci kosci.

Typ 1

Typ 1 wrodzonej tamliwosci ko$ci charakteryzuje si¢ najlagodniejszymi
objawami 1 przebiegiem. Pacjenci najczesciej rodzg si¢ z prawidlowg masag ciata
1 wzrostem. Pierwsze zlamania pojawiaja si¢ w czasie pionizacji lub okresie
przedszkolnym, rzadziej w okresie szkolnym lub podczas porodu. U wigkszosci chorych
wystepuja one z czestotliwoscig od kilku do kilkunastu rocznie, a ich liczba spada
po okresie dojrzewania. Ponowny wzrost liczby ztaman obserwuje si¢ w wieku dorostym,
szczegblnie w okresie pomenopauzalnym u kobiet oraz m¢zczyzn po piatej dekadzie
zycia. W sumie pacjenci mogg doswiadczy¢ od kilku do nawet powyzej 100 ztaman,
jednakze zdarzajg si¢ osoby, ktore nie doznaty zadnego ztamania. U wigkszos$ci chorych
nie obserwuje si¢ niedoborow wzrostu, cho¢ najczesciej sg oni nizsi od pozostatych
cztonkéw rodziny. W zyciu dorostym u 40% pacjentdw wzrost miesci si¢ miedzy 3 a 50
centylem, a u prawie 50% wynosi ponizej 3 centyla. Deformacje konczyn gérnych
1 dolnych dotycza niewielkiego odsetka osob (10-18%), sg to najczesciej lekkie wygiecia,
gléwnie kosci udowych i1 piszczeli. Bardzo rzadko obserwuje si¢ je w okresie
noworodkowym. Zaledwie 20% pacjentéw cierpi na kifozg lub skolioze, u czesci

obserwuje si¢ rowniez wiotko$¢ stawow. U 30% chorych wystepuje trojkatny ksztalt
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twarzy, u 60% wady uzgbienia (raczej w formie przebarwien i przetaré, niz klasycznej
DI), a 75% ma sklonno$¢ do powstawania siniakow. Dla pacjentéw z typem 1
charakterystyczne jest niebieskie zabarwienie twardowek. Wady stuchu odnotowuje si¢
najczesciej w trzeciej dekadzie zycia. U 35% chorych podejrzewa sie lub stwierdza lekkie
wady stuchu, natomiast 40% dorostych wystepuja powazne wady wymagajace uzywania
aparatu stuchowego lub kwalifikujace do operacji. Wiekszos$¢ pacjentdw porusza si¢
samodzielnie 1 nie ma probleméw w wykonywaniu codziennych czynnosci.
U nielicznych pacjentow obserwowane sg zaburzenia chodu, a ograniczenia mobilnosci
zwigzane sg najczesciej z niedawno przebytym urazem. W skrajnych przypadkach chorzy
uzywajg kul lub wozka inwalidzkiego. Z reguty pacjenci nie wymagaja hospitalizacji,

czy wsparcia aparatury podtrzymujacej funkcje zyciowe (1, 5).
Typ 2

Typ 2 jest najcigzsza postacia wrodzonej tamliwosci kosci. W czgsci przypadkow
dochodzi do samoistnych poronien, czgs¢ cigz konczy si¢ martwym urodzeniem
lub $miercig dziecka w okresie okotoporodowym. Niezwykle rzadko dziecko dozywa
roku, jednakze wymaga ono ciagltego wsparcia aparatury podtrzymujacej funkcje
zyciowe. Do $mierci dochodzi najczesciej w wyniku niewydolnosci oddechowe;j
zwigzane] z malg klatkg piersiowa, ztamaniami zZeber lub przyjmowania
niewystarczajacej liczby kalorii. Nieprawidlowosci wskazujace na postaé letalng
sa widoczne juz w okresie okotoporodowym. Wigkszo$¢ dzieci rodzi si¢ przed terminem,
z obnizong masg urodzeniowg 1 dlugoscig ciala w stosunku do wieku.
U wszystkich obserwuje si¢ skrocenie 1 wygigcie konczyn dolnych 1 gornych. Biodra sg
zwykle zgigte 1 odwiedzione. Wyniki badania RTG u pacjentéw z typem 2 wskazuja
na nieprawidtowosci kosci udowych, ztamania i deformacje trzonow kosci konczyn
gornych oraz paciorkowaty ksztalt Zeber. Badania histologiczne pokazuja wyrazng
redukcje kolagenu w beleczkach i kosci korowej. W czesci korowej znajduja si¢ duze
osteocyty, a w czesci beleczkowej duze niedojrzate osteoblasty. Dodatkowo u dzieci
mozna stwierdzi¢ stabe kostnienie ko$ci czaszki oraz nieproporcjonalnie duza glowe
w stosunku do reszty ciala. U niemal wszystkich pacjentow wystepuja niebieskie

twardowki (1, 5).
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Typ 3

Typ 3 jest najciezsza nieletalng forma wrodzonej tamliwosci kosci.
Charakteryzuje si¢ postepujacym wraz z wiekiem nasileniem deformacji kostnych.
Objawy choroby sg najczesciej widoczne juz w okresie noworodkowym, kiedy dochodzi
réwniez do pierwszych niskoenergetycznych zlaman. W czeéci pacjentow liczba
1 rozleglo$¢ ztaman zeber moze doprowadzi¢ do $mierci z powodu niewydolnos$ci
oddechowej w pierwszych tygodniach lub miesigcach zycia, w rzadkich przypadkach
z powodu niewydolnosci serca lub ptuc w dziecinstwie. U niemowlat obserwuje si¢
powickszone ciemigczka, szerokie szwy czaszkowe oraz kosci Wormiana.
Pacjenci z typem 3 cierpig na powazne niedobory wzrostu. U okolo 95% wzrost wynosi
ponize] 3 centyla. Cze$¢ dorostych osigga nie wigcej niz metr wysokosci.
Pierwsze zlamania pojawiaja si¢ najczesSciej w okresie okotoporodowym, rzadziej
w momencie pionizacji lub okresie przedszkolnym. Chorzy do$wiadczaja wielokrotnych
ztaman kosci dlugich i zeber, u pojedynczego pacjenta moze doj$¢ nawet do 200 urazow.
U czg$ci os6b mimo braku ztaman, dochodzi do nasilenia deformacji kostnych.
Deformacje konczyn gérnych 1 dolnych wystepuja w ponad 80% chorych i nasilaja si¢
wraz z wiekiem. Okoto 65% pacjentow wymaga korekty osi konczyn za pomoca pretow.
U 40% os6b rozwija si¢ kifoza, a u 60% skolioza. W przypadku dorostych obserwuje si¢
powazne deformacje krggostupa 1 klatki piersiowej. Niebieskie zabarwienie twardowek
wystepuje u wigkszosci pacjentdéw juz w okresie niemowlecym, jednak cecha czgsto
zanika z wiekiem. Trojkatny ksztatt twarzy obserwuje si¢ u 85% chorych, wiotkos¢
stawOow u 50%, a zaburzenia rozwoju z¢bow u 45%. Siniaczenie skory oraz wady stuchu
sg rzadko obserwowane. Wedlug danych literaturowych u kilku oséb odnotowano
krwotok $rédmozgowy. Wigkszo$¢ pacjentow wymaga pomocy podczas poruszania si¢
ze wzgledu na powazne deformacje konczyn i narazenie na ztamania. Czg$¢ osob uzywa
chodzika, kul lub wozka inwalidzkiego. W skrajnych sytuacjach chorzy wymagaja
wsparcia podczas wykonywania codziennych czynno$ci. Dlugo$¢ zycia pacjentow
z typem 3 moze by¢ skrocona w przypadku cigzkiej kifoskoliozy z towarzyszaca choroba

ptuc, skutkujaca niewydolnoscia serca (1, 5).
Typ 4

Typ 4 jest prawdopodobnie najtrudniejszym do scharakteryzowania typem
wrodzonej tamliwosci ko$ci. Jest on formg mieszczaca si¢ pomigdzy tagodnym typem 1,

a postepujaco-deformujacym typem 3. Pacjenci prezentuja znaczne zrdéznicowanie

11



w wystepowaniu i nasileniu cech. Najczes$ciej obserwuje si¢ niski wzrost, cechy
osteoporozy oraz wady uzgbienia, zarowno w postaci DI, jak tez odbarwien, czy peknigé
szkliwa. Twardowki sg zwykle jasnoniebieskie lub szare, lecz cecha ta szybko zanika
z wiekiem. Wady stuchu sg rzadko opisywane, podobnie jak trojkatny ksztatt twarzy.

Liczba ztaman oraz stopien deformacji kosci jest bardzo zréznicowany (1, 5).
Typ S

Typ 5 charakteryzuje si¢ zwapnieniami bton mi¢dzykostnych w przedramionach
1 konczynach dolnych oraz tworzeniem hiperplastycznych zgrubien po doznanych
urazach. Zwapnienia obserwowane juz w miodym wieku, znacznie ograniczaja
ruchomos$¢ stawdw konczyn. Z kolei zgrubienia powodujg u pacjentow swedzenie
oraz bol. W badaniu histomorfometrycznym mozna dodatkowo zaobserwowac¢ lamelacje
przypominajacg siatke (ang. mesh-like lamellation). Typ 5 zostal po raz pierwszy opisany
na poczatku XX wieku, jednak wyszczeg6lniono go jako odrebny typ kliniczny dopiero
w 2009 roku. W 2012 roku okreslono, ze u podtoza genetycznego wystepowania tych
specyficznych objawow leza patogenne warianty w genie [FITM5. Ogblne nasilenie
1 spektrum cech klinicznych jest zblizone do typu 3 i 4. U pacjentdéw nie wystepuje

niebieskie zabarwienie twardowek, wady uzebienia, czy kosci Wormiana (1, 6).

Oprocz wymienionych wezesniej cech klinicznych, niezaleznie od typu choroby,
u niewielkiego odsetka pacjentow wystepuje zapalenie stawow, bdle stawow 1 bole
migsniowo-powieziowe. Opisano takze zwigkszone ryzyko chordb serca i naczyn,
w tym rozwarstwienie t¢tnicy i aorty, oraz t¢tniaki aorty (1).

Zaproponowana klasyfikacja zapewnia informacje dotyczace prognozy i sposobu
prowadzenia pacjenta, jednakze w przypadku kazdego typu nasilenie 1 wystgpowanie
poszczegodlnych cech stanowi pewne kontinuum. Pozostawia to wrazenie, Ze granice
migdzy typami sg plynne, co w praktyce przeklada si¢ na roznice kliniczne obserwowane
migdzy rodzinami z tym samym typem choroby, a takze miedzy spokrewnionymi
pacjentami majgcymi ten sam wariant sprawczy (1).

Ponadto fenotyp jest wypadkowa wszystkich cech wystepujacych w danym momencie
u chorego, zatem ptyw na oceng kliniczng moze mie¢:
— wiek pacjenta w momencie badania (pojawianie si¢ lub zanik pewnych cech

z wiekiem np. tworzenie hiperplastycznych zgrubien, niebieskie twardowki, DI),

— zmienne nasilenie cech (np. deformacje kosci),
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— dostepnos¢ narzedzi diagnostycznych (np. densytometria, badania histologiczne)
oraz mozliwo$¢ ich zastosowania (trudno$ci w wykonaniu badania u matych
dzieci),

— moment rozpocz¢cia odpowiedniej opieki nad pacjentem (ograniczenie liczby
ztaman),

— wdrozenie 1 skuteczno$¢ leczenia farmakologicznego (mozliwe ztagodzenie
przebiegu choroby) (1, 4, 8, 9).

Ze wzgledu na brak jednoznacznej skali oraz wplyw dodatkowych czynnikow,
ocena kliniczna pacjentow z wrodzong tamliwosciag kosci jest obarczona pewnag
subiektywno$cig. Dlatego bardzo wazne jest doswiadczenie lekarza oraz stosowanie

jednolitego systemu klasyfikacji pacjentow w praktyce klinicznej (1, 4, 9).
3.2. Podloze genetyczne

Najczestsza przyczyng wrodzonej tamliwosci kosci sg heterozygotyczne warianty
zlokalizowane w genach COLIAI i COLIA2, ktore koduja bialka kolagenu typu I
Kazda czasteczka sklada si¢ z 2 tancuchow pro al(I) kodowanych przez gen COLIAI
1 1 tancucha pro a 2(I) kodowanego przez gen COLIA2. Potaczone ze soba tworza
tzw. potrdjna helis¢, w ktorej mozna wyrdzni¢ trzy domeny: N-terminalng, kolagenowa
oraz C-terminalng. Po odcigciu bocznych domen powstaje dojrzata czasteczka kolagenu
sktadajaca si¢ z regionu N- 1 C-terminalnego oraz regionu helikalnego, zbudowanego
ze 1014 aminokwasoéw (Rycina 1). W obu fancuchach aminokwasy tworza 338 powtorzen
motywu Gly-X-Y, gdzie Gly to glicyna, a X 1Y to najczgsciej prolina i hydroksyprolina.
Obecnos¢ glicyny w co trzeciej pozycji jest kluczowa dla utworzenia charakterystycznej

struktury potrdjnej helisy (10).

Rycina 1. Budowa czasteczki kolagenu typu I. Na podstawie publikacji ,,Cardiac fibroblasts, fibrosis and

extracellular matrix remodeling in heart disease”, zmodyfikowano.
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W  zalezno$ci rodzaju wariantu, moze dojs¢ do zaburzen ilosciowych
lub jakosciowych czasteczek kolagenu typu I. Zaburzenia ilo$ciowe sg spowodowane
zainicjowaniem przedwczesnego kodonu terminacyjnego, co prowadzi do skrdcenia
1 zmniejszenia stabilnosci czasteczek mRNA. Niestabilne czgsteczki sg usuwane
w mechanizmie NMD (ang. nonsense-mediated decay). Zmniegjszenie liczby czasteczek
kolagenu powoduje powstawanie mniejszej liczby fibryli kolagenowych. Zaburzenia
jakosciowe wynikaja ze zmiany w strukturze tancucha pro al(I) lub pro o2(]),
ktory zostaje wbudowany w strukture potrdjnej helisy, a nastepnie fibryli kolagenowych.
Prowadzi to do naruszenia integralno$ci strukturalnej macierzy kostnej,
mimo zachowania prawidtowe;j liczby czasteczek kolagenu (1, 3).

W przypadku genow COL1A1 1 COLIA2 penetracja wynosi 100%. Na podstawie
licznych badan okreslono, ze wystepowanie tego samego wariantu u niespokrewnionych
pacjentdw z wrodzong tamliwoscig kosci jest niezwykle rzadkie. Z kolei obserwowane
réznice fenotypowe u 0sob z ta sama mutacja sprawcza mogag by¢ zwigzane ze zmienng
ekspresja (1, 4).

W mniejszym stopniu wystgpienie wrodzonej famliwosci ko$ci jest spowodowane
patogennymi wariantami zlokalizowanymi w tzw. ,genach niekolagenowych”.
Koduja one biatka bioragce udziat m.in. w procesie:

— biosyntezy kolagenu,

— regulacji transkrypcji,

— modyfikacji  kolagenu (tworzenie kompleksu enzymatycznego
inicjujacego taczenie 1 sktadanie kolagenu do struktury potrdjnej helisy,
usuwanie koncow N- i1 C-terminalnych),

— transportu przez btony retikulum endoplazmatycznego i aparat Golgiego,

— faldowania i sieciowania kolagenu (kontrola jakos$ci),

— roznicowania i dojrzewania osteoblastow,

— mineralizacji kos$ci (6).

W oparciu o podloze genetyczne opisano dotad XXII typy choroby, z czego typ
I-IV zwigzany jest z patogennymi wariantami w genach kodujacych kolagen typu I.
Cho¢ kolejne typy wrodzonej tamliwosci kosci roznig si¢ etiologia 1 sposobem
dziedziczenia, klinicznie przypominajg one typy 2-4 (Tabela 1) (7, 12).

Na podstawie rutynowych metod diagnostycznych (wywiad kliniczny, ocena fizykalna,

zdjecia radiologiczne) mozna prawidlowo rozpoznac jedynie typy I-V (6, 13).
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Tabela 1. Podziatl wrodzonej tamliwosci kosci ze wzgledu na podtoze genetyczne, z uwzglednieniem typu
klinicznego i sposobu dziedziczenia. Na podstawie publikacji ,,Nosology of genetic skeletal disorders: 2023

revision”.

Typ OMIM Gen Typ kliniczny Sposéb dziedziczenia
I COLIAl, COLIA2 1 AD
II. COLIAl, COLIA2 2 AD
I11. COLIAI COLIA2 3 AD
Iv. COLIAI COLIA2 4 AD
V. IFITMS5 3,4,5 AD
VI SERPINF1 3 AR
VIIL. CRTAP 2,3,4 AR
VIIIL. P3HI 2,3 AR
IX. PPIB 2,3,4 AR
X. SERPINHI 3 AR
XI. FKBPI0 3,4 AR
XII. SP7 4 AR
XIII. BMPI 3 AR
XIV. TMEM38B 3 AR
XV. WNT1 3,4 AR
XVI. CREB3LI 3 AR
XVIIL SPARC 3 AR
XVIIIL. TENT5A 3 AR
XIX. MBTPS2 3 XL
XX. MESD 3 AR
XXI. KDELR? 3 AR
XXII. CCDC134 3 AR

Przypisy: AD — autosomalnie dominujace, AR — autosomalnie recesywne, XL — zwigzane z chromosomem

X.
3.3. Poszukiwanie korelacji genotypowo-fenotypowej

W wyniku wielu lat badah nad wrodzona famliwoscia kosci zaobserwowano
pewne zalezno$ci miedzy wystepujacym wariantem a obrazem klinicznym pacjenta.
Wsrod czynnikow wplywajacych na nasilenie objawow wymieniano:

— rodzaj wariantu i jego efekt na czasteczki kolagenu,

— gen, w ktorym znajduje si¢ wariant sprawczy,

— lokalizacje w tancuchu,

— aminokwas ulegajacy substytucji w miejsce glicyny (4, 14-17).

Poczatkowo uwazano, ze fenotyp pacjenta zalezy od typu mutacji, a dokladnie
jego wpltywu na liczbe lub jako$¢ czasteczek kolagenu typu I. Zgodnie z tym zatozeniem,
mutacje prowadzace do zmniejszenia liczby prawidtowych czgsteczek prokolagenu typu

I z reguly skutkuja tagodniejszym fenotypem. Naleza do nich mutacje typu: nonsense
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(zmiana aminokwasu na kodon terminacyjny), frameshift (zmiana ramki odczytu
w wyniku delecji/duplikacji nukleotydu niebedacej liczba 3 lub jej wielokrotnoscia),
splicing (zmiana zlokalizowana w regionie niekodujacym). Z kolei mutacje jako$ciowe
prowadza do ciezszej postaci klinicznej (typ 2, 3, 4). Zaburzenie struktury tancucha
pro al(l) Iub pro a2(I) moze by¢ spowodowane mutacjami typu: missense (substytucja
glicyny w domenie helikalnej tancucha), splicing oraz in-frame (delecja/duplikacja trzech
nukleotydow lub ich wielokrotnos$ci niezaburzajaca ramki odczytu) (1, 6, 13).

Za rbéznice obserwowane miedzy pacjentami moze odpowiada¢ takze gen,
w ktérym zlokalizowany jest wariant sprawczy. Warianty w genie COLIAI moga by¢
zwigzane z ci¢zszymi objawami, poniewaz powoduja zaburzenia w trzech czwartych
czasteczek (potowa zawiera jeden nieprawidtowy tancuch pro al(I), a jedna czwarta az
dwa nieprawidlowe tancuchy). Z kolei warianty w genie COLIA2 powoduja zaburzenia
w potowie powstatych czasteczek kolagenu (14).

Kolejnym czynnikiem podejrzewanym o wplyw na nasilenie objawow
jest lokalizacja substytucji glicyny tzw. model gradientowy. Warianty zlokalizowane
blizej konca N-terminalnego moga powodowaé tagodniejszy fenotyp, poniewaz
sktadanie fancuchdéw rozpoczyna si¢ od strony C-terminalnej (14, 16, 18).

Przypuszcza si¢ rowniez, ze wplyw na fenotyp ma aminokwas ulegajacy
substytucji w miejsce glicyny. Zgodnie ze strukturg potrdjnej helisy, w co trzeciej pozycji
znajduje si¢ glicyna bedaca najmniej rozgalezionym aminokwasem. Substytucja
w pierwsze] pozycji kodonu dla glicyny powoduje powstanie: argininy, cysteiny, seryny,
tryptofanu; w drugiej pozycji: alaniny, kwasu asparaginowego, kwasu glutaminowego,
waliny. W zalezno$ci od aminokwasu obserwuje si¢ rozne nasilenie objawow,
co sugeruje zwigzek miedzy jego konformacja przestrzenng, a zachowaniem struktury
potrojnej helisy. Zaklada si¢, ze moze mie¢ to zwigzek z podobienstwem glicyny
do substytuujagcego aminokwasu — im mniejszy fancuch boczny tym fagodniejszy
fenotyp. Z drugiej strony im wigkszy fancuch boczny, tym wigksze zaburzenie struktury
potrdjnej helisy i1 cig¢zsze objawy (4, 16-18). Zgodnie z ta obserwacja aminokwasy
z elektrycznie natadowanym fancuchem bocznym (arginina, kwas asparaginowy, kwas
glutaminowy) oraz z rozgal¢zionym hydrofobowym tancuchem bocznym (walina)
s zwigzane z wystepowaniem cig¢zkiej postaci wrodzonej tamliwosci kosci. Z kolei
aminokwasy z matym lancuchem bocznym (alanina, cysteina, seryna) powoduja tagodny
fenotyp (17). Wystgpowanie aminokwaséw rozgalezionych w czgéci C-terminalnej

1 w dwoch trzecich domeny helikalnej genu COL1A41 warunkuje prawie zawsze letalng
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posta¢ choroby, a w pozostatej czeSci domeny nieletalny, ale wciaz ciezki fenotyp.
W przypadku genu COLIA42 zaleznosci nie sg tak wyrazne, przez co trudniej okresli¢
korelacje genotypowo-fenotypowa. Za potwierdzeniem tej teorii przemawia obserwacja,
ze substytucja glicyny w tym samym loci przez rozne aminokwasy skutkuje
wystepowaniem réznych typéw wrodzonej tamliwosci kosci (18).

Na podstawie podobnych obserwacji zaproponowano tzw. model regionalny,
zgodnie z ktorym w genie COLIAI 1 COLIA2 znajduja si¢ fragmenty zwigzane
z wystepowaniem substytucji glicyny powodujacych niemal wytacznie letalng forme
choroby. Lokalizacja powyzszych regionow odpowiada potozeniu funkcjonalnych
domen kluczowych dla utrzymania interakcji miedzy kolagenem a czasteczkami
pozakomorkowymi. W genie COLIAI wyrdzniono dwa tzw. ,regiony letalne”,
odpowiadajace lokalizacji drugiego i trzeciego gtdéwnego regionu wigzania ligandow
(ang. Major Ligand-Binding Region, MLBR). W genie COL1A42 wyodrgbniono osiem
takich regionéw odpowiadajacych miejscom odgrywajacym wazng role w interakcji

migdzy fibrylami kolagenowymi a proteoglikanami (Rycina 2) (4, 17-18).

Rycina 2. Lokalizacja ,,regiondow letalnych” w genach kolagenu typu I. Niebieskie segmenty reprezentuja
poszczegolne ,,regiony letalne”. Numeracja regiondw odpowiada pozycji biatkowej i helikalnej w tancuchu
al(I) i a2(I). Na podstawie publikacji ,,Novel Mutations Within Collagen Alphal(I) and Alpha2(I) Ligand-
Binding Sites, Broadening the Spectrum of Osteogenesis Imperfecta — Current Insights Into Collagen Type
I Lethal Regions”, zmodyfikowano.
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Mimo wielu lat obserwacji wcigz nie udato si¢ okresli¢ doktadnej korelacji
migdzy genotypem a fenotypem pacjentow z wrodzong tamliwoscig kosci. Jak dotad
najwickszg trudno$¢ sprawiaja  warianty powodujace  substytucje  glicyny.
Ograniczona skuteczno$¢ proponowanych modeli predykcyjnych wskazuje na ztozonos¢
patomechanizmu choroby. By¢ moze przyczyng jest niewystarczajgca liczba znanych
wariantow oraz niezbadany dotad udziat czynnikéw modyfikujacych (2, 18).

Cho¢ nadal trudno jest przewidzie¢ fenotyp zwigzany z wykrytym wariantem,
na podstawie znanych obserwacji oraz opisanych wczesniej przypadkéw mozna dokonaé
pewnej prognozy co do dalszych rokowan i przebiegu choroby. Stad, tak wazne jest
raportowanie wykrytych zmian do ogoélnoswiatowych baz danych, szczegdlnie
w przypadku chorob rzadkich. Poszerzajac wiedze o spektrum wariantdéw zwigzanych
z wrodzong tamliwo$cig kosci, znaczaco zblizamy si¢ do poznania mechanizmu

i korelacji genotypowo-fenotypowej tej heterogennej choroby.
3.4. Diagnostyka molekularna choroby

Diagnostyka molekularna odgrywa bardzo istotng role zaréwno dla postawienia
prawidlowej diagnozy, jak i poradnictwa genetycznego. Moze dostarczy¢ informacji
o przebiegu choroby, pomoc w ustaleniu planu opieki medycznej, okresli¢ szanse
wystapienia choroby u potomstwa pacjenta, ustali¢ status nosicielstwa wsrdd cztonkow
rodziny oraz wplyna¢ na dobor odpowiedniego leczenia farmakologicznego (3).
Zgodnie ze $wiatowymi zaleceniami, diagnostyka wrodzonej tamliwosci kosci powinna
obejmowac analize sekwencji oraz analiz¢ liczby kopii gendw o potwierdzonym zwigzku
z wystepowaniem choroby. W sytuacji kiedy fenotyp pacjenta, historia rodzinna oraz
badania biochemiczne sugeruja wrodzong tamliwo$¢ kosSci, zalecany jest nastepujacy
algorytm diagnostyczny:

1. Analiza sekwencji genéw COLIAI oraz COLIA2

Badania populacyjne wskazujg, ze u 85-95% pacjentow wariant sprawczy

wystepuje w jednym z dwodch genow kodujacych czasteczki kolagenu typu 1.

Ponadto dominujacy odsetek to niewielkie delecje i duplikacje oraz mutacje

punktowe (>95%), wystepujace na catej dlugosci gendéw. Jak dotad nie

zaobserwowano wariantow powtarzajacych si¢ w duzej grupie pacjentow
lub charakterystycznych dla danej populacji (tzw. miejsca hot-spot).

Sekwencjonowanie powinno zatem obejmowaé wszystkie regiony kodujace
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(eksony) oraz przylegajace regiony niekodujace (na granicy intron-ekson).
Analizg sekwencji mozna wykonaé¢ za pomocg tradycyjnego sekwencjonowania
metodg Sangera oraz bardziej nowoczesng metoda sekwencjonowania nastgpne;j
generacji (ang. Next Generation Sequencing, NGS). Identyfikacja patogennego
lub prawdopodobnie patogennego wariantu w jednym allelu genu COLIAI
lub COLIA2 jest wystraczajaca do postawienia rozpoznania molekularnego
choroby oraz zakonczenia diagnostyki u pacjenta.

. Analiza liczby kopii (ang. copy number variation, CNV) genow COLIAI
1COLIA2

Jak wskazuja wyniki badan, u okoto 1-2% pacjentéw przyczyna choroby sa
delecje lub duplikacje w genach COLIAl 1 COLIA2. Pierwotnie metoda
uzupetniajacg algorytm diagnostyczny byta technika MLPA (ang. Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification) bedaca odmiang reakcji tfancuchowej
polimerazy, pozwalajaca na oceng liczby kopii badanego genu. Cho¢ poczatkowo
metoda sekwencjonowania NGS nie umozliwiata wykrycia rozlegtych delecji
1 duplikacji (np. obejmujacych ekson lub caty gen), obecnie analiza CNV staje si¢
rutynowym elementem tego badania. Identyfikacja delecji lub duplikac;ji jednego
eksonu, kilku eksondéw lub catego genu jest wystarczajagca do postawienia
rozpoznania molekularnego choroby oraz zakoficzenia diagnostyki u pacjenta.

. Analiza sekwencji znanych ,,gen6w niekolagenowych”

U okoto 5-15% pacjentow za wystgpienie objawow choroby odpowiadajg geny
zaangazowane w liczne procesy zwigzane m.in. z modyfikacjami czgsteczek
kolagenu, dojrzewaniem osteoblastow czy mineralizacja ko$ci. Charakteryzuja
si¢ réznym sposobem dziedziczenia, dlatego dla cze$ci gendow do postawienia
rozpoznania molekularnego choroby oraz zakonczenia diagnostyki u pacjenta
konieczna bedzie identyfikacja jednego lub dwoch patogennych wariantow.
W przypadku dziedziczenia autosomalnie recesywnego, identyfikacja jednego
wariantu o charakterze patogennym lub prawdopodobnie patogennym, wymaga
uzupehienia diagnostyki o analiz¢ liczby kopii danego genu metoda MLPA (1,
19) (Rycina 3).
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Rycina 3. Uproszczony schemat algorytmu diagnostycznego. Na podstawie ,,EMQN best practice
guidelines for the laboratory diagnosis of osteogenesis imperfecta”, zmodyfikowano.

Obecnie najbardziej optymalng metoda diagnostyczng wrodzonej tamliwosci
kosci wydaje si¢ by¢ technika wysokoprzepustowego sekwencjonowania nast¢pnej
generacji (NGS). W poréwnaniu do poprzednio stosowanej metody sekwencjonowania
metoda Sangera, NGS umozliwia jednoczasowa analiz¢ wielu gendw w duzej grupie
pacjentow, przy jednoczesnym obnizeniu kosztow oraz skroceniu czasu pracy.
Poréwnanie obu metod przedstawiono w tabeli 2. W przypadku paneli projektowanych
na zamoOwienie (ang. custom gene panel), mozliwe jest stworzenie panelu zawierajacego
wszystkie geny o potwierdzonym udziale w patogenezie wrodzonej tamliwosci kosci.
Ponadto odpowiednia obrobka danych NGS 1 zastosowanie dedykowanych narzedzi
diagnostycznych umozliwia analiz¢ rozlegtych delecji 1 duplikacji. W praktyce
umozliwia to wykonanie peilnej diagnostyki pacjenta w ramach jednej procedury.
Mimo wielu zalet technologii NGS, w praktyce laboratoryjnej nadal stosuje si¢ metode
sekwencjonowania Sangera oraz metode MLPA do weryfikacji uzyskanych wynikow.
Stosowanie tradycyjnych metod moze takze wynika¢ z wysokich kosztow zakupu

platform do sekwencjonowania NGS (1, 19).
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Tabela 2. Porownanie metody sekwencjonowania metoda Sangera i metody sekwencjonowania nastepne;j
generacji NGS.

Cecha Metoda sekwencjonowania Metoda sekwencjonowania
Sangera nastepnej generacji NGS*
Zakres badania 1 amplikon 12-12 288 amplikonow**
Liczba badanych pacjentow 1 16-96
Czas trwania 2 dni 5 dni
Ilo$¢ materiatu 1 pl DNA 10 ul DNA

Niewielkie delecje i duplikacje,
mutacje punktowe,
rozlegle delecje i duplikacje***

Niewielkie delecje i duplikacje,

Wykrywane warianty mutacje punktowe

Ograniczenia metody Rozlegte delecje i duplikacje Rozlegte delecje i duplikacje***
Koszt Ok. 350 zt Ok. 1800 zt

*Dane dla technologii TruSeq CustomAmplicon (Illumina, USA). **1 amplikon odpowiada dhugosci
sekwencji do ok. 600 par zasad. Dla poréwnania do analizy sekwencji kodujacych genu COLIA1
potrzebnych jest ok. 35 amplikonéw, a panel wszystkich znanych gendéw zwiazanych
z patogenezg wrodzonej tamliwosci to ok. 500 amplikonow. ***W zaleznosci od sposobu obrobki
i dostepnych narzedzi bioinformatycznych, na bazie danych NGS mozliwa jest analiza rozleglych delecji
i duplikacji.

Zaproponowany w 2012 roku algorytm diagnostyczny wyczerpuje powszechnie dostgpne
narzedzia diagnostyczne w zakresie znanych przyczyn genetycznych wrodzonej
famliwosci kosci. Jezeli wykonanie wszystkich etapow nie umozliwito identyfikacji
wariantu/wariantow sprawczych, nalezy zakonczy¢ proces diagnostyczny. W raporcie
koncowym nalezy zaznaczy¢, iz nie jest mozliwe potwierdzenie klinicznego rozpoznania
wrodzonej tamliwosci kosci (1, 19).

Opierajac si¢ o dane literaturowe, powyzszy algorytm sugeruje przede wszystkim
analiz¢ sekwencji kodujacych oraz przylegajacych sekwencji intronowych. Jednakze,
nie mozna wykluczy¢, Zze u cz¢sci pacjentow wariant sprawczy moze znajdowac si¢
w niebadanym regionie analizowanych genéw np. regionie gleboko intronowym,
czy regionie promotorowym. Ponadto ze wzgledu na wysoce heterogenne podtoze
genetyczne wrodzonej tamliwos$ci kosci, u pewnego odsetka pacjentow przyczyna moze
by¢ zwigzana z genem dotychczas niepodejrzewanym o udziat w patogenezie choroby.
Wykorzystujac obecnie dostepne narzedzia molekularne, mozliwe jest rozszerzenie
poszukiwan przyczyny choroby o metod¢ sekwencjonowania catoeksomowego (ang.
Whole Exome Sequencing, WES) 1 calogenomowego (ang. Whole Genome Sequencing,
WGS). Obie metody opieraja si¢ o technike wysokoprzepustowego sekwencjonowania
nastepnej generacji (NGS), jednakze roznig si¢ zakresem analizy. Metoda WES
umozliwia analize wszystkich sekwencji kodujacych oraz przylegajacych regionow
niekodujacych znanych genow czlowieka. Z kolei metoda WGS obejmuje zarowno

wszystkie  sekwencje  kodujace, jak 1 sekwencje niekodujace  genomu.
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Ze wzgledu na malejace koszty badania catoeksomowego, prawdopodobnie
w najblizszym czasie zastgpi ono panelowy NGS. Dodatkowa korzysciag metody WES
jest mozliwos¢ reanalizy danych pod katem poszukiwania patogennych wariantow
w ,,nowych” genach istotnych w patogenezie choroby. Biorgc pod uwage trudnos¢
w interpretacji danych otrzymanych z sekwencjonowania catogenomowego
oraz stosunkowo wysoki koszt badania, metoda WGS jest traktowana jako narzedzie
naukowe, a nie diagnostyczne (20, 21).

Oprocz trudnosci diagnostycznych zwigzanych ze zréznicowanym fenotypem
w obrebie wrodzonej tamliwo$ci kosci nalezy pamigta¢, ze istnieje wiele chorob,
ktére prezentuja zblizone cechy kliniczne. S3 to m.in. choroby charakteryzujace si¢
obnizong ge¢stoscig kosci: osteoporoza pierwotna (MIM 166710, 300910, 301014,
615220), zesp6t Bruck’a (MIM 259450, MIM 609220), zespot Cole-Carpenter’a (MIM
112240, MIM 616294), ale réwniez hipofosfatazja (MIM 146300), Osteoporosis
Pseudoglioma Syndrome (MIM 259770), zespét Hajdu-Cheney (MIM 102500),
geroderma osteodysplastica (MIM 231070), gnathodiaphyseal dysplasia (MIM 166260)
1 Dentinogenesis imperfecta (MIM 125490) (1, 4, 6, 7). Na etapie prenatalnym,
na podstawie badan ultrasonograficznych, wrodzona tamliwos¢ kosci moze by¢ takze
mylona z cigzka postacig hipofosfatazji (MIM 214500), dysplazja tanatoforyczng (MIM
187600, 187601), achondrogeneza typu 1B (MIM 600972), czy dysplazja
kampomieliczng (MIM 114290) (4, 12, 22). Pomijajac réznice w podlozu genetycznym
1 sposobie dziedziczenia, kazda z chorob cechuje si¢ innym przebiegiem oraz zaleceniami
dotyczacymi leczenia. W przypadku niejasnego fenotypu pacjenta zaleca si¢ wykonanie

badania metoda WES (19).
3.5. Leczenie

Wrodzona tamliwo$¢ kosci jest choroba nieuleczalng, ktéora w zaleznoSci
od nasilenia objawow, stopnia niepelnosprawnosci oraz wieku wymaga indywidualnego
podejécia terapeutycznego. Opieka medyczna skupia si¢ przede wszystkim
na minimalizacji liczby zlaman, poprawie samodzielno$ci i jakosci Zycia pacjentow.
Pacjent moze wymaga¢ wielospecjalistycznej opieki pediatrycznej, ortopedycznej,
okulistycznej, genetycznej, stomatologicznej, rehabilitacyjnej, kardiologicznej
1 psychologicznej, a w ciezszych przypadkach licznych operacji chirurgicznych,

czy podtrzymywania funkcji zyciowych przez aparaturg tlenowa. W leczeniu wrodzonej
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famliwosci kos$ci najczgséceiej stosuje si¢ preparaty z witaming D 1 wapniem, w ci¢zszych
przypadkach wilaczane jest cykliczne leczenie farmakologiczne (1, 4, 13, 23).
Mimo stosowanych terapii, choroba pozostaje obcigzeniem, ktore ogranicza cztowieka
w codziennych czynno$ciach i1 znaczgco obniza jako$¢ zycia. Wcigz brak jest
dedykowanego leku zarejestrowanego do terapii w tej grupie chorych.

Od prawie 30 lat leczenie wrodzonej tamliwosci kosci oparte jest
na bisfosfonianach - lekach antyresorpcyjnych zarejestrowanych dla pierwotnej 1 wtornej
osteoporozy. Do najczesciej stosowanych s$rodkow nalezg pamidronian 1 kwas
zoledronowy (24). Leki te uzywane u pacjentow z wrodzong tamliwoscia kosci skutkuja
zwigkszeniem gestosci mineralnej, co mozna tlumaczy¢ ich dzialaniem na osteoklasty
1 hamowaniem resorpcji kosci. Zgodnie z najnowszymi rekomendacjami, dozylne
podanie bisfosfonianow zaleca si¢ u dzieci i dorostych z cigzka postacig choroby (typ 3)
oraz u dzieci ze ztamaniami kregéw lub w przypadku wystepowania dwoch lub wiecej
ztaman kosci dhugich rocznie. Doustne podanie leku zaleca si¢ u pacjentow z tagodng
oraz umiarkowanie ci¢zka postacig choroby (typ 1, 4) przy jednoczesnym braku ztaman
kregow. Efekt terapii bisfosfonianami na redukcje ztaman i poprawe jakoSci zycia
chorych jest okreslany jako niepewny (25). Ponadto u pacjentow zaobserwowano pewne
efekty uboczne w postaci: goraczki, biegunki, hipokalcemii, hipofosfatemii oraz zaburzen
ze strony uktadu pokarmowego. Mimo relatywnie dlugiego okresu pottrwania,
najwigksza skuteczno$¢ wykazuja w pierwszym roku podazy. Niestety u czesci
pacjentow (z umiarkowanie ci¢zka forma wrodzonej tamliwosci kosci, u ktorych nie
potwierdzono obecno$ci mutacji w genach COL1A1 1 COLIA2), wykazano bardzo stabg
odpowiedz na leczenie bisfosfonianami (26).

Do grupy lekow antyresorpcyjnych nalezy rowniez denosumab - ludzkie
przeciwciato monoklonalne (IgG:) skierowane przeciwko ligandom aktywatora receptora
jadrowego czynnik kappa-B (RANKL) (26). Jego dzialanie opiera si¢ na blokowaniu
interakcji ligandow RANKL z receptorami RANK, co prowadzi do zahamowania
aktywnoS$ci istniejacych osteoklastow oraz powstawania nowych. Z tego powodu
najlepsze efekty powinien wykazywa¢ wsrdd pacjentdéw z patogennymi wariantami
w genie SERPINFI (wrodzona tamliwo$¢ kosci typu VI), skutkujagcymi zwigkszong
aktywnos$cig osteoklastow. Denosumab, zarejestrowany do leczenia osteoporozy
postmenopauzalnej, wykazuje znaczacy wzrost gestosci mineralnej kosci oraz spadek
czestosci wystepowania ztaman (24). Wsrdd skutkéw ubocznych stosowania leku

wymienia si¢: nasilenie objawdw po odstawieniu leku, hiperkalcemi¢ oraz hiperkalciurie
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(26). Badania kliniczne z zastosowaniem denosumabu u dzieci z wrodzong tamliwos$cia
kosci byly prowadzone w latach 2015-2022, w tym rowniez w Polsce. Jednakze ze
wzgledow bezpieczenstwa badanie zostalo przerwane przez sponsora z powodu
hiperkalcemii u uczestnikéw badania (27).

Wsérdéd proponowanych terapii  znalazt si¢ réwniez hormon wzrostu,
ktérego pozytywny wplyw na zwigkszenie wytrzymatosci kosci zaobserwowano u dzieci
z deficytem tego hormonu. Badania z uzyciem teryparatydu (syntetycznego hormonu
przytarczyc) do leczenia osteoporozy postmenopauzalnej wykazaly wzrost ggstosci masy
kostnej u chorych. Cho¢ podobne efekty dziatania leku zaobserwowano w grupie
dorostych pacjentow z wrodzong tamliwoscia kosci, nie podjeto takich badan
na dzieciach ze wzgledu na zwigkszone ryzyko wystapienia kostniakomigsakow
raportowanych w badaniach na zwierzgtach (26).

Kolejna klasa lekow stosowanych w terapii wrodzonej tamliwos$ci kosci opiera si¢
na stymulowaniu kos$ciotworzenia. Jednym z takich preparatéw jest romosozumab -
humanizowane przeciwcialo monoklonalne skierowane przeciw sklerostynie. W wyniku
hamowania jej aktywnos$¢, wspomaga w ten sposob proces tworzenia osteoidu poprzez
aktywacje  osteoklastow 1  rekrutowanie = komorek  osteoprogenitorowych.
Ponadto, romosozumab modyfikuje ekspresj¢ mediatorow aktywacji osteoklastow,
co powoduje takze zmniejszenie resorpcji tkanki kostnej. Rezultatem tego podwdjnego
efektu (aktywacja procesu ko$ciotworzenia i1 zmniejszania resorpcji kosci) jest
obserwowany istotny wzrost masy kostnej, a co za tym idzie poprawa w zakresie
struktury 1 jako$ci kosci. Obecnie lek ten jest zarejestrowany do leczenia osteoporozy
u kobiet w okresie pomenopauzalnym. Do preparatéw z grupy przeciwcial anty-
sklerostynie zalicza si¢ rOwniez blosozumab oraz przeciwcialo BPS804. Liczne badania
dowodza ich korzystny wplyw na poprawe gestosci kosci 1 zmniejszenie liczby ztaman
u pacjentOw z osteoporoza. Randomizowane badanie kliniczne fazy Ila w grupie
pacjentow z typem 4 wrodzonej lamliwosci kosci, dowiodto ze dozylna podaz
przeciwciala BPS804 znaczaco zwigkszyta liczb¢ markerow ko$ciotworzenia, obnizyla
lo§¢ markerow resorpcyjnych i poprawita gesto$¢ kosci w odcinku ledzwiowym (24).
Wyniki badan u o0s6b z pierwotng osteoporoza oraz pacjentek w okresie
postmenopauzalnym, wykazujg zwigkszone wystepowanie zdarzen niepozadanych
ze strony uktadu sercowo-naczyniowego w grupie leczonej romosozumabem (w tym
zawal mig$nia sercowego, udar, niewydolnos¢ serca i zgon) (26). Obecnie prowadzone

sa dwa badania z zastosowaniem preparatu setrusumab (przeciwcialo BPS804)
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u pacjentdw z wrodzong tamliwos$cig kosci, pierwsze — otwarte, randomizowane badanie
fazy 3 poréwnujace dziatanie setrusumabu z bisfosfonianami (An Open-label,
Randomized, Active-Controlled, Phase 3 Study of Setrusumab Compared With
Bisphosphonates in Pediatric Subjects With Osteogenesis Imperfecta Types I, III or IV),
oraz drugie — randomizowane badanie fazy 2/3 majace na celu ustalenie dawki,
skuteczno$ci oraz bezpieczenstwa stosowania setrusumabu (An Operationally Seamless,
Randomized Phase 2/3 Study Consisting of a Phase 2 Single-Blind, Dose-Evaluation
Phase and a Phase 3 Double-Blind, Placebo-Controlled Phase to Assess the Efficacy and
Safety of Setrusumab in Subjects With Osteogenesis Imperfecta). W Polsce rozpoczyna
si¢ takze badanie kliniczne pt. ,, Wieloosrodkowe, randomizowane badanie kliniczne fazy
3, prowadzone metoda otwartej proby, majace na celu ocen¢ skutecznosci
1 bezpieczenstwa terapii romosozumabem w porownaniu do terapii bisfosfonianami
u dzieci 1 mlodziezy z wrodzong tamliwoscia kosci” (27).

Kilka obiecujacych metod leczenia wrodzonej tamliwosci kosci znajduje si¢
obecnie w fazie eksperymentalnej. Jedng z nich jest zastosowanie przeciwcial przeciwko
transformujacemu czynnikowi wzrostu B (tzw. anty-TGF-B), ktory odgrywa kluczowa
role w przebudowie kosci poprzez sprzgganie procesu resorpcji kosci 1 kosciotworzenia.
Zahamowanie dzialania czynnika TGF-3 moze doprowadzi¢ do przyrostu masy kostnej,
wplywajac tym samym na wzrost wytrzymato$ci kosci oraz zmniejszenie liczby ztaman
(26). Badania z zastosowaniem przeciwcial TGF-f wykazaly wzrost masy kostnej
na poszczegolnych modelach mysich (tj. dla wrodzonej tfamliwosci kos$ci wigzanych
z mutacjami w genie COLIA2 1 CRTAP, cechujacych si¢ zwigkszong aktywnoS$ciag
czynnika TGF-B). Powyzsze dane wskazuja, ze sygnalizacja TGF- moze by¢ jednym
z mechanizmoéw lezacych u podioza choroby, a tym samym moze stanowi¢ nowy cel
leczenia. Niemniej jednak wydaje si¢, ze skuteczno$¢ przeciwciat anty-TGF-B moze
rozni¢ si¢ w zalezno$ci od podioza genetycznego choroby. Bezpieczenstwo stosowania
fresolimumabu (przeciwciata anty-TGF-p), jest obecnie testowane w grupie pacjentow
z typem 3 14 (z substytucja glicyny w genie COLIAI lub COL1A2 oraz z patogennymi
wariantami w genach CRTAP, PPIB oraz P3HI) (24). Preparat ten byl dotychczas
uzywany w leczeniu nowotworow (26).

Kolejna proponowana terapia opiera si¢ o przeszczep mezenchymalnych komoérek
macierzystych, ze wzgledu na ich zdolno$¢ do roéznicowania w rézne typy komorek.
Dotychczasowe badania przeprowadzone u pacjentow z ciezka postacia wrodzonej

famliwosci kosci wykazaty poprawe wzrostu kosci, zwigkszenie zawarto$ci mineralnej
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oraz spadek liczby ztaman. Skuteczno$¢ przeszczepu ludzkich ptodowych
mezenchymalnych komoérek macierzystych wykazano u pacjentow pediatrycznych,
zarOwno na etapie prenatalnym jak 1 postnatalnym. Mimo obiecujacych efektow,
szczegOlnie mozliwosci formowania prawidtowej budowy kosci u najmtodszych
pacjentow, terapia wymaga przeprowadzenia badan na wigkszej grupie pacjentéw (26).

Szeroka grupe stanowig rowniez terapie wykorzystujace metody inzynierii
genetycznej, oparte na przeprogramowaniu komorek somatycznych w indukowane
pluripotencjalne komodrki macierzyste oraz skierowane na przeciwdziatanie stresowi
komoérkowemu (ang. ER stress). Dotychczas potencjalne korzysci z ich zastosowania
obserwowano glownie na modelach komorkowych lub zwierzecych. Mozliwosé
wprowadzenia ich do leczenia pacjentow z wrodzong tamliwo$cig kosci wymaga
zwigkszenia liczby badan z udziatem ludzi oraz wyeliminowania potencjalnych skutkow

ubocznych (23, 26).
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4. Cele pracy

Sformutowano nastepujace cele badawcze:

1.

Okreslenie podtoza genetycznego w grupie polskich pacjentéw z wrodzong
famliwoscig kosci.

Poszukiwanie zmiennos$ci genetycznej w genach kolagenu typu I.

Ustalenie zwigzku genotypu z obserwowanym efektem fenotypowym
u pacjentow z potwierdzeniem molekularnym choroby.

Ocena skutecznosci metody sekwencjonowania nastgpnej generacji

w diagnostyce wrodzonej tamliwos$ci kosci.
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5. Material i metody

Przedtozony cykl publikacji jest efektem prowadzonego w latach 2016-2021
grantu mtodego naukowca pt. ”Genetyczne uwarunkowania wrodzonej famliwosci kosci”
finansowanego ze §rodkéw Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki nr 2016/IV/57-MN
(kierownik projektu: mgr Kinga Satacinska) oraz czgsciowo finansowany z grantu OPUS
2014/13/B/NZ5/03102 ze $srodkéw NCN (kierownik projektu: dr hab. n. med. Agnieszka
Gach, prof. instytutu).

Projekt uzyskat zgode Komisji Bioetycznej przy Instytucie Centrum Zdrowia Matki Polki
w Lodzi numer 108/2015.

5.1. Grupa badana

Grup¢ badang stanowito 197 pacjentow (180 rodzin) z podejrzeniem wrodzonej
famliwosci, ko$ci rekrutowanych przez sze$¢ jednostek medycznych w latach 2016-2022:
— Instytut Centrum Zdrowia Matki Polki w £.odzi, Poradnia Genetyczna, £.6dz,

— Centralny Szpital Kliniczny im. M. Konopnickiej w £odzi, Klinika
Propedeutyki Pediatrii i Chorob Metabolicznych Kosci, £0dZ,

—  Gérnoslaskie Centrum Zdrowia Dziecka im. Sw. Jana Pawta II, Samodzielny
Publiczny Szpital Kliniczny nr 6 Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w
Katowicach, Oddziat Pediatrii 1 Endokrynologii Dziecigcej z Pododdziatem
Zaburzen Rozwoju Plci, Katowice,

— Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie, Klinika Pediatrii,
Endokrynologii, Diabetologii, Choréb Metabolicznych i Kardiologii Wieku
Rozwojowego, Szczecin,

— Szpital Uniwersytecki w Krakowie, Oddzial Kliniczny Potoznictwa i
Perinatologii, Krakoéw

— Uniwersytet Medyczny w Poznaniu, Katedra i Zaktad Genetyki Medycznej,
Poznan.

Badaniem obj¢to material pochodzacy od dwoch ptodow oraz 137 pacjentow
pediatrycznych 1 50 dorostych, w wieku od 3 miesigcy do 46 lat. Pacjenci pochodzenia
kaukaskiego prezentowali zroznicowane nasilenie cech klinicznych. Do oceny
fenotypowej zastosowano klasyfikacje Sillence’a. Dane kliniczne pochodzily z kart

medycznych pacjentdw oraz z ankiet przygotowanych na potrzeby projektu.
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Materiat genetyczny w postaci genomowego DNA postuzyt do wykonania
badania metoda NGS u wszystkich 197 pacjentéw. Po przeprowadzeniu analizy
bioinformatycznej uzyskanych danych oraz klasyfikacji wariantoéw, wytypowano zmiany
mogace mie¢ zwigzek z wystgpieniem objawdéw choroby. Obecnos¢ powyzszych
wariantoéw potwierdzono metoda sekwencjonowania Sangera. Pacjenci, u ktorych nie
wykryto wariantow sprawczych, mieli dodatkowo wykonane badanie metoda MLPA

w celu identyfikacji delecji lub duplikacji w obrebie gendw kolagenu typu 1.
5.2. Izolacja materialu genetycznego

Material wyj$ciowy do wykonania wszystkich badan molekularnych stanowit
genomowy DNA. W przypadku pacjentéw postnatalnych, izolacji dokonano z krwi
obwodowej pobranej do probowek z antykoagulantem EDTA, o objetoSci minimum
0,5mL. Genomowe DNA zostalo automatycznie wyizolowane z wykorzystaniem
komercyjnie dostgpnego zestawu MagCore Genomic DNA Whole Blood Kit (RBC
Bioscience, Taiwan). Do izolacji DNA pacjentow prenatalnych wykorzystano plyn
owodniowy lub fragment sznura pgpowinowego. Ekstrakcji dokonano przy uzyciu

manualnego zestawu Sherlock AX kit (A&A Biotechnology, Polska).
5.3. Sekwencjonowanie nastepnej generacji

Do okreslenia podloza genetycznego wrodzonej tamliwosci kosci w badane;j
grupie pacjentdéw zastosowano metode sekwencjonowania nastgpnej generacji (NGS).
W tym celu, korzystajac z programu Illumina Design Studio, zaprojektowano autorski
panel genow, w odniesieniu do sekwencji referencyjnej genomu ludzkiego GenBank
GRCh37. Lista gendw powstala na podstawie danych pochodzacych z bazy OMIM (ang.
Online Mendelian Inheritance in Man) oraz danych literaturowych. Ze wzgledu
na zmiany technologiczne wprowadzone przez producenta, w badaniu zastosowano dwa
rézne panele, oba umozliwiajace analiz¢ genéw COLIAI 1 COLIA2 w takim samym
zakresie. Pierwszy panel, oparty o technologi¢ TruSeq Custom Amplicon (Illumina,
USA), obejmowal geny o potwierdzonym (typ I[-XVII) 1 prawdopodobnym udziale
w patogenezie wrodzonej famliwosci kosci oraz geny zwigzane z chorobami o zblizonym
fenotypie (COLIAI, COLIA2, IFITM5, SERPINFI, CRTAP, P3HI, PPIB, SERPINH],
FKBP10, SP7, BMP1, TMEM38B, WNT1, CREB3L1, SPARC, PLS3, SEC24D, P4HB,
PLOD2, TNFSF11, LRPS5, DKKI1, RANKL, XYLT2, BMP2, BMP3, BMP4, BMPS5, BMP6,
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BMP7, OPG, SOST, IL6, IGF1). Z jego uzyciem wykonano badanie u 166 pacjentow.
Drugi panel, oparty o technologic AmpliSeq DNA On-Demand (Illumina, USA),
zostal nieco zmodyfikowany oraz zaktualizowany. Lista obejmowala geny zwigzane
z typami [-XIX wrodzonej tamliwosci ko$ci oraz geny zwigzane z chorobami
o zblizonym fenotypie (COLIAI, COL1A2, IFITM5, SERPINF1, CRTAP, P3HI, PPIB,
SERPINHI, FKBPI10, SP7, BMP1, TMEM38B, WNTI1, CREB3LI, SPARC, TENTS5A,
MBTPS2, MESD, KDELR2, SEC24D, P4HB, PLOD2, PLS3, LRPS5). Z jego uzyciem
wykonano badanie u 31 pacjentow. W obu przypadkach zakres sekwencjonowania
obejmowat regiony kodujace oraz przylegajace sekwencje intronowe.

Przed przystapieniem do procedury sekwencjonowania, przeprowadzono wstgpna
oceng jakosci 1 stgzenia wyizolowanego DNA metoda spektrofotometryczng przy uzyciu
aparatu NanoDrop (Thermo Scientific, USA). Pomiar stezenia DNA wykonano réwniez
druga, bardziej czutg metoda fluorymetryczng przy uzyciu urzadzenia Quantus (Promega,
USA) stosujac komercyjnie dostepny zestaw QuantiFluor dsSDNA ONE (Promega, USA).
Probki  pacjentdow  zostaly przygotowane w  sposob  manualny, zgodnie
z protokotem producenta. Procedura sktadata si¢ z dziewigciu etapow:

1. Pomiar i rozcienczenie DNA
Amplifikacja
Czesciowe trawienie amplikonow
Ligacja indeksow
Pierwsze oczyszczanie biblioteki
Amplifikacja biblioteki

Drugie oczyszczanie biblioteki

Sl o R

Kontrola jako$ci bibliotek
9. Rozcienczanie bibliotek

Etap kontroli jakosci bibliotek wykonano przy uzyciu komercyjnie dostepnych
odczynnikow High Sensitivity D1000 ScreenTape (Agilent, USA). Pomiaru st¢zenia
1 wielkosci bibliotek dokonano na aparacie TapeStation 4150 (Agilent, USA).
Jednorazowo procedurg prowadzono dla grupy od 16 do 48 probek. Efektem koncowym
bylo polaczenie rozcienczonych bibliotek oraz ich denaturacja. Sekwencjonowanie
przeprowadzono na platformie MiniSeq (Illumina, USA) z uzyciem dwoch typow

kartridzy (Mid Output i High Output Kit, 300 cycles; [llumina, USA).
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5.4. Analiza bioinformatyczna, filtrowanie i klasyfikacja wariantow

Dane uzyskane w wyniku sekwencjonowania zostaty poddane pierwszorzedowe;j
analizie z uzyciem wewngtrznego oprogramowania urzadzenia MiniSeq oraz aplikacji
Local Run Manager (uszeregowanie odczytow, mapowanie, ocena jakoSci,
przekonwertowanie plikoéw do formatu .bam i .vcf).

Analize wykrytych wariantow przeprowadzono z pomocg programu Variant Studio
(Illumina, USA) przyrownujac je do sekwencji referencyjnej genomu ludzkiego GenBank
GRCh37. Do wizualizacji odczytow zastosowano program IGV (ang. Integrative
Genomics Viewer, https://igv.org/) Filtrowanie przeprowadzono na podstawie
przygotowanego algorytmu postepowania, gdzie oceniano warianty pod wzgledem:
— wplywu na struktur¢ 1 funkcje genu/biatka (analiza wariantow typu
missense, nonsens, frameshift, splicing),
— czegstosci wystepowania w populacji  (czgstos¢ <2% dla populacji
europejskiej nie-finskiej, bazy: gnomAD Exomes, gnomAD Genomes),
— informacji zawartych w bazach danych wariantow (dbSNP, ClinVar,
HGMD, LOVD),
— przewidywanego efektu na podstawie algorytmow in-silico
(m.in. MutationTaster, Revel, SIFT, PolyPhen, FATHMM, DANN,
SpliceAl),
— informacji zawartych w dostepne;j literaturze.
Nieopisane w bazach danych warianty oceniano dodatkowo pod katem stopnia
konserwacji  ewolucyjnej, stosujac  narzedzie do  porOwnawcze]  analizy
wielosekwencyjnej (ang. Multiple Sequence Alignment, MSA). Analizy dokonano
porownujac wybrany fragment sekwencji referencyjnej genomu cztowieka oraz pieciu
innych ssakow. Do tego celu wykorzystano oprogramowanie Clustal Omega 1.2.4
iJalview 2.11.0.
Klasyfikacji wariantéw dokonano z pomocg programu Varsome (https://varsome.com/)
zgodnie z rekomendacjami Amerykanskiego Kolegium Genetyki Medycznej 1 Genomiki
(ang. American College of Medical Genetics and Genomics, ACMG). Na tej podstawie
do dalszej analizy wytypowano warianty o charakterze patogennym, prawdopodobnie

patogennym oraz o nieznanym znaczeniu klinicznym.
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Nieopisane dotad warianty patogenne oraz prawdopodobnie patogenne, wykryte
w badanej grupie pacjentdéw, zostaty zgloszone do ogdlnoswiatowej bazy wariantow

ClinVar pod afiliacjg Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki.
5.5. Sekwencjonowanie metoda Sangera

Obecno$¢ zidentyfikowanych w badaniu NGS wariantow weryfikowano za
pomoca sekwencjonowania metoda Sangera. Metod¢ wykorzystano rowniez do
przeprowadzenia analizy segregacji wariantow w rodzinie. Dla kazdego wariantu
zaprojektowano specyficzng parg starterow z wykorzystaniem programu Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), Primer3web (https://primer3.ut.ce/)
oraz UCSC In-Silico PCR (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr).
Dla wariantow zlokalizowanych w genie COLIA1 1 COLIA2 zastosowano odpowiednio
sekwencj¢ referencyjng NM 000088.4 oraz NM 000089.4. Reakcje amplifikacji
wybranych sekwencji (ang. Polymerase Chain Reaction, PCR) przeprowadzono
z uzyciem polimerazy GoTaq Master Mix (Promega, USA). Uzyskane produkty PCR
nastepnie oczyszczono (ExoSAP-IT, Applied Biosystems, USA) i wyznakowano
(BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit; Applied Biosystems, USA).
Sekwencjonowanie probek przeprowadzono na aparacie 3500 Genetic Analyser (Applied
Biosystems, USA). Uzyskane wyniki analizowano z uzyciem programu Mutation

Surveyor V5.1.0 software (SoftGenetics, USA).
5.6. Analiza liczby kopii

Genomowe DNA pacjentéw, u ktorych nie wykryto wariantow sprawczych,
poddano analizie metoda MLPA (ang. Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification) w celu identyfikacji delecji lub duplikacji w obrebie genéw kolagenu typu
1. Procedur¢ przeprowadzono z uzyciem komercyjnych zestawoéw dla gendw COLIAI

1 COLIA2 (SALSA MLPA P271 1 P272 kit, MRC Holland, The Netherlands).
5.7. Analiza statystyczna

Istotno$¢ wystepowania poszczegolnych cech klinicznych zostata oceniona przy
uzyciu testu y2 Cochrane-Armitage dla trendu z korekcja Bonferroniego-Hochberga

dla poréwnan wielokrotnych. Za istotne statystycznie uznano cechy, dla ktérych warto$¢
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,»p~ wyniosta <0,05. Analizg statystyczng przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania

The R Project for Statistical Computing v4.2.1.
5.8. Analiza ,,regionéw letalnych” z wykorzystaniem zasobéw bazy OIVD

Zawarta w pracy analiza wariantow zlokalizowanych w ,regionach letalnych”
gendw COLIAI 1 COLIA2 oraz wariantow zwigzanych z wystgpowaniem typu 2
wrodzonej tamliwo$ci kosci opierata si¢ na analizie ponad trzech tysiecy wariantow
zgloszonych do bazy wariantow zwigzanych z wrodzong tamliwoscig kosci (ang.
Osteogenesis Imperfecta Variant Database, OIVD) do stycznia 2020 roku. Na podstawie
danych literaturowych okre§lono lokalizacje na poziomie nukleotydowym
oraz aminokwasowym dwodch ,regionow letalnych” w genie COLIAI oraz o$miu
»regionow letalnych” w genie COL1A2. Nastgpnie obliczono stosunek liczby wariantow
zwigzanych z wystepowaniem formy letalnej oraz form nieletalnych dla kazdego regionu
oraz aminokwasu. Dodatkowo, przeanalizowano lokalizacj¢ wszystkich zmian
zwigzanych z typem 2 wrodzonej famliwosci kosci zaraportowanych w genach kolagenu
typu 1 oraz proporcj¢ liczby wariantow zwigzanych z wystepowaniem formy letalnej
oraz form nieletalnych dla kazdego aminokwasu. Oblicze dokonano na podstawie
pozycji biatkowej wariantéw. Jezeli pojedyncza zmiana spowodowata wigcej niz jeden
typ choroby, kazdy typ byt liczony jako osobny wariant. Analizowano wylacznie rekordy
powodujace substytucje glicyny o potwierdzonej patogenno$ci oraz okreslonym typie

choroby (typ 1, 2, 3 14 oraz typy posrednie).
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6. Omowienie wynikow przedstawionych w cyklu publikacji

Publikacja 1

Salacinska K, Pinkier I, Rutkowska L, Chlebna-Soké6t D, Jakubowska-Pietkiewicz E,
Michatus I, Kepczynski L, Salachna D, Wieczorek-Cichecka N, Piotrowicz M,
Chilarska T, Jamsheer A, Matusik P, Wilk M, Petriczko E, Gizewska M, Stecewicz I,
Walczak M, Rybak-Krzyszkowska M, Lewinski A, Gach A.

NGS analysis of collagen type I genes in Polish patients with Osteogenesis imperfecta:
a nationwide multicenter study.

Front Endocrinol (Lausanne). 2023 Sep 22;14:1149982. PMID: 37810882.

Cykl publikacji otwiera praca opisujagca wyniki analizy wariantow w genach
kolagenu typu I w grupie polskich pacjentéw z wrodzong lamliwoscia kos$ci
z zastosowaniem metody NGS. Jest to praca podsumowujgca projekt naukowy
2016/IV/57-MN pt. ”Genetyczne uwarunkowania wrodzonej tamliwosci kosci”,
realizowany w latach 2016-2021.

W pracy przedstawiono wyniki pierwszego badania nad podtozem genetycznym
wrodzonej tamliwos$ci kosci u polskich pacjentéw. Grupe badang stanowito 197 polskich
pacjentow (180 rodzin) z podejrzeniem wrodzonej tamliwo$ci kosci, rekrutowanych
przez szes$¢ jednostek medycznych w latach 2016-2022. Na tle innych opublikowanych
wynikow, badana kohorta stanowi druga najliczniejsza grupe wsrdd populacji
europejskich (Wtochy 295, Szwecja 164, Ukraina 94, Finlandia 54, Estonia 30 rodzin).
Uzyskane wyniki podzielono na 3 glowne sekcje: charakterystyke badanej populacji,
analize podloza genetycznego oraz analize cech fenotypowych pacjentéw

z potwierdzong przyczyng choroby.
6.1. Charakterystyka badanej populacji

Po wykonaniu badania technikag NGS u wszystkich 197 pacjentéw skierowanych
do projektu, w wyniku reanalizy danych klinicznych, odrzucono o$mioro pacjentow.
Wsrdd nich znalazta si¢ 4 miesigczna dziewczynka z obcigzonym wywiadem rodzinnym,
dwoje bezobjawowych rodzicow dzieci z ciezka postacig choroby oraz pigcioro
pacjentow z niewystarczajagcymi wskazaniami, niejednoznacznym fenotypem
lub wymagajacych diagnostyki réznicowej. Ostatecznie do dalszych analiz
zakwalifikowano 189 pacjentow (175 rodzin): dwa ptody, 137 dzieci i 50 dorostych
w wieku od 3 miesiecy do 46 lat w momencie zgloszenia do badania. Na podstawie

dostepnych danych klinicznych okreslono, iz 107 pacjentow prezentowato tagodny typ 1
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wrodzonej tamliwosci kos$ci, 34 umiarkowany typ 4, 45 postepujaco-deformujacy typ 3,

trzech letalny typ 2.
6.2. Podloze genetyczne

Podrozdziat podzielono na pi¢¢ odrgbnych zagadnien: charakterystyka podtoza
genetycznego w badanej grupie polskich pacjentéw, analiza zidentyfikowanych
wariantoéw, nowe warianty, analiza zmian zlokalizowanych w ,regionach letalnych”

oraz pacjenci z dwoma wariantami w genach kolagenu typu I.
6.2.1. Charakterystyka podloza genetycznego w badanej grupie pacjentow

Warianty sprawcze zidentyfikowano u 108 badanych rodzin (119 pacjentow):

metoda NGS w 106, metoda MLPA w dwoéch przypadkach. U czterech pacjentow
zidentyfikowano po dwa potencjalnie patogenne warianty w genach kolagenu typu I;
ostatecznie, dla kazdego z pacjentow wytypowano po jednym wariancie sprawczym.
Wisrdd pacjentdw z potwierdzeniem genetycznym choroby, dominujacg grupe stanowity
osoby z tagodnym typem 1, nastepnie z postepujaco-deformujacym typem 3,
umiarkowanym typem 4 i letalnym typem 2.
Patogenne zmiany w genie COLIAI zidentyfikowano w 76 rodzinach (85 pacjentéw),
a w genie COLIA2 w 32 (34 pacjentow). Jedynie dziewie¢ wariantow wystapito
niezaleznie w przynajmniej dwoch niespokrewnionych rodzinach. Nie wykryto
obecnos$ci zmian sprawczych w genach COLIAI oraz COLIA2 u 70 pacjentow
(67 rodzin) (Tabela 3).

Tabela 3. Charakterystyka podloza genetycznego badanej grupy 175 rodzin z uwzglednieniem
poszczegblnych typow wrodzonej tamliwosei kosci (OI).

Liczba rodzin Liczba rodzin Liczba rodzin Liczba rodzin bez
Typ OI Z mutacja w genie z mutacja w genie  z mutacja w genach mutacji w genach Suma
COLIAI COL1A2 kolagenu typu I kolagenu typu I
1 40 5 45 (42%) 51 96 (55%)
2 3 0 3 (3%) 0 3 (1%)
3 25 13 38 (35%) 6 44 (26%)
4 8 14 22 (20%) 10 32 (18%)
Suma 76 32 108 67 175

6.2.2. Analiza zmian zidentyfikowanych w genach kolagenu typu I

W badanej grupie pacjentow wykryto 97 rdéznych wariantéw sprawczych:

68 w genie COLIAI (70%), 29 w genie COLIA2 (30%). Przy uzyciu metody MLPA
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zidentyfikowano dwie duze rearanzacje w postaci delecji 25 eksonéw genu COLIAI
oraz delecji 6 eksonéw genu COLIA2. Dzigki zastosowaniu techniki NGS wykryto:
53 substytucje glicyny (ang. missense), 14 delecji pojedynczego nukleotydu
zaburzajacych ramke odczytu (ang. frameshift), 13 substytucji nukleotydu w regionach
splicingowych (ang. splicing), 10 wariantéw wprowadzajacych przedwczesng terminacje
fancucha biatkowego (ang. nonsense), jedng delecje¢ niezaburzajaca ramki odczytu (ang.
in-frame deletion) oraz jedng insercj¢ niezaburzajacg ramki odczytu (ang. in-frame
insertion). Wigkszo§¢ zmian zidentyfikowanych metoda NGS byla zlokalizowana
w regionach helikalnych obu genow. Jedynie trzy warianty znajdowaty si¢ w regonie
N-terminalnym i trzy w regionie C-terminalnym genu COLIAI. Zgodnie z efektem
wywieranym przez poszczegdlne mutacje na czasteczki kolagenu typu I okreslono,
1z 65% wykrytych wariantéw powoduje zmiang¢ jakosciowa, a 35% zmiang iloSciowa.
W ramach analizy poszczegélnych grup mutacji okreslono zwigzany z nimi fenotyp:
warianty typu frameshift oraz nonsense zidentyfikowano u pacjentow z typem 1,
mutacje splicingowe wykryto u pacjentow prezentujacych wszystkie trzy nieletalne typy
choroby, z kolei delecje 1 duplikacje niezaburzajaca ramki odczytu odpowiednio
u pacjentéw z typem 3 1 4. Najczesciej raportowane mutacje missense byly odnotowane
u pacjentdw ze wszystkimi czterema typami choroby (Tabela 4). Dla kazdego z siedmiu
aminokwasoéw powodujacych substytucje glicyny okre§lono liczbe wykrytych wariantow
oraz zwigzany z nimi typ choroby.

Tabela 4. Liczba zmian zidentyfikowanych w genie COLIAI i COLIA2 z podzialem na grupy wariantow,
z uwzglednieniem poszczegdlnych typéw wrodzonej tamliwosci kosci (OI).

COLIAI
Ol'l 012 013 O14 Suma
Frameshift 15 - - - 15
Nonsense 10 - - - 10
Splicing 9 - 3 1 13
Missense 1 3 20 6 30
Suma 35 (52%) 3 (4%) 23 (34%) 7 (10%) 68
COL1A2
OlI'l 012 013 O14 Suma
Frameshift - - - 1 1
Splicing - - 1 2 3
In-frame deletion - - 1 - 1
In-frame insertion - - - 1 1
Missense 3 - 10 10 23
Suma 3 (10%) 0 (0%) 12 (42%) 14 (48%) 29
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6.2.3. Nowe warianty

Wsérdéd 97 roéznych wariantdow opisanych w publikacji, 38 stanowily nowe,
nieraportowane wczesniej zmiany: 24 w genie COLIAI, 14 w genie COLIA2.
Najliczniejszg grupa byly substytucje (n=19), nastgpnie delecje (n=10), warianty
splicingowe (n=6), warianty nonsense (n=2), insercje (n=1). Sposrod siedmiu
aminokwaséw  powodujacych  zmiang glicyny w  tancuchu  biatkowym,

zidentyfikowaliSmy pierwszg substytucje glicyny na tryptofan w genie COLIA1.
6.2.4. Analiza zmian zlokalizowanych w ,,regionach letalnych”

W badanej populacji zidentyfikowano siedem réznych zmian zlokalizowanych
w ,,regionach letalnych” genow kolagenu typu I. Cho¢ sg one zwigzane z wystepowaniem
najci¢zszej - letalnej formy wrodzonej tamliwosci ko$ci, zaden z o$miu pacjentow,
u ktérych zaraportowano powyzsze zmiany, nie prezentowal typu 2. Powyzszemu
zagadnieniu zostala w caloSci poswigcona publikacja nr. 2 wchodzaca w sktad

prezentowanego cyklu.
6.2.5. Pacjenci zdwoma wariantami w genach kolagenu typu I

Na etapie analizy bioinformatycznej, u czterech pacjentow odnotowano po dwie
zmiany zlokalizowane w genach kolagenu typu I potencjalnie zwigzane z wystgpieniem
objawéw choroby. Byly to potaczenia wariantéw klasy 1 lub 2 (wariant patogenny,
wariant prawdopodobnie patogenny) z wariantami klasy 2 lub 3 (wariant
prawdopodobnie patogenny, wariant o nieznanym znaczeniu klinicznym). W kazdym
z czterech przypadkow, wariantem klasy 2 lub 3 byla zmiana typu missense, jednakze
wprowadzajaca substytucje aminokwasu innego niz glicyna. Na podstawie dokladne;j
analizy informacji dostgpnych w bazach danych, literaturze oraz po wykonaniu badan
genetycznych u czlonkéw rodziny, ostatecznie dla kazdego z pacjentow wytypowano
po jednej zmianie sprawczej, co pozostaje w zgodnosci z autosomalnie dominujacym
sposobem dziedziczenia w tych genach w odniesieniu do wrodzonej famliwosci kosci.
Z kolei obecnos$¢ drugiej zmiany - substytucji ,,nie-glicyny” - nalezy potraktowac jako
ewentualny czynnik modyfikujacy lub dokona¢ reklasyfikacji wariantu na klase 4 lub 5

(wariant prawdopodobnie tagodny, wariant fagodny).
6.3. Analiza fenotypowa pacjentoéw z potwierdzong przyczyna choroby

W oparciu o grupe pacjentéw z potwierdzong przyczyng genetyczng wrodzonej

tamliwosci ko$ci, wykonano analize cech fenotypowych. Grupa ta liczyta 55 pacjentow
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z typem 1, 23 z typem 4, 38 z typem 3 oraz trzech z typem 2, jednakze ze wzgledu
na niewielkg reprezentacj¢ nie uwzgledniono jej na dalszym etapie oceny.
Na podstawie danych klinicznych dla kazdej z trzech grup okreslono: liczbe pacjentow
ptci meskiej 1 zenskiej, wiek pacjentow w momencie rekrutacji, wzrost w centylach,
liczbe ztaman oraz liczbg ztaman na rok. Porownano rowniez czesto§¢ wystepowania
poszczegblnych cech pomigdzy pacjentami z typem 1, 3 1 4 z okre§leniem istotnosci
statystycznej. Deformacje obecne w okresie prenatalnym, zlamania kregéw, trojkatny
ksztatt twarzy, Dentinogenesis imperfecta, ograniczenia mobilnosci, deformacje klatki
piersiowej oraz kosci dhugich wystgpowaty znacznie czegsciej w konkretnych grupach
pacjentdw, przez co moga by¢ uznane za charakterystyczne dla poszczegdlnych typow
choroby. Z wyjatkiem zlaman kregdw, czestoS¢ wystepowania pozostalych
wymienionych wyzej cech rosta wraz z nasileniem objawow choroby. Z kolei niebieskie
twardowki, wady stuchu i1 osteoporoza byly w niemal réwnym stopniu obserwowane
wsrod pacjentéw reprezentujacych wszystkie trzy typy choroby, przez co nie moga by¢
uznane za charakterystyczne (nie wykazaty istotnosci statystycznej).

Na przyktadzie badanej grupy pacjentéw uzyskane wyniki wykazaly, ze metoda
NGS jest najbardziej kompleksowym narzgdziem w diagnostyce wrodzonej tamliwosci
kosci wsrdd polskich pacjentow. Identyfikacja nowych wariantow w genach kolagenu
typu I przyczynita si¢ do powigkszenia spektrum zmian zwigzanych z patogeneza
wrodzonej tamliwosci kosci. Z kolei upowszechnienie wynikow w zakresie znanych
wariantow w potaczeniu z danymi klinicznymi, moze przyczyni¢ si¢ w przysztosci do
utworzenia modelu predykcyjnego okreslajacego korelacje genotyp-fenotyp, a takze do

opracowania skutecznego leczenia.
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Publikacja 2

Salacinska K, Pinkier I, Rutkowska L, Chlebna-Soko6t D, Jakubowska-Pietkiewicz E,
Michatus I, Kepczynski L, Salachna D, Jamsheer A, Bukowska-Olech E, Jaszczuk I,
Jakubowski L, Gach A.

Novel Mutations Within Collagen Alphal(l) and Alpha2(l) Ligand-Binding Sites,
Broadening the Spectrum of Osteogenesis Imperfecta - Current Insights Into Collagen
Type I Lethal Regions.

Front Genet. 2021 Jul 9;12:692978. PMID: 34306033.

W drugiej publikacji przedstawiono grup¢ siedmiu pacjentow z patogennymi
wariantami zlokalizowanymi w ,regionach letalnych” gendéw kolagenu typu I,
opisywanych dotychczas jako miejsca zwigzane z wystepowaniem najci¢zszej postaci
wrodzonej tamliwos$ci kosci typu 2 (dotyczy wylacznie zmian powodujacych substytucje
glicyny). Ze wzgledu na fenotyp prezentowany przez pacjentow w badanej populacji
polskiej — od formy tagodnej, poprzez posta¢ o umiarkowanym nasileniu cech, po forme¢
postepujaco-deformujacg — analiz¢ poszerzono o dane pochodzace z réznych populacji
dostepne w bazie OIVD.

Uzyskane wyniki zostaly podzielone na cztery glowne sekcje: opis kliniczny
pacjentow, charakterystyka i klasyfikacja zidentyfikowanych wariantow, charakterystyka
wszystkich wariantow skutkujacych substytucja glicyny w obrebie ,,regionow letalnych”,
analiza 1 lokalizacja wszystkich wariantow skutkujacych substytucjg glicyny zwigzanych

z wystepowaniem formy letalnej w genach COL1A1 1 COLIA2.

6.4. Analiza zmian zlokalizowanych w ,,regionach letalnych” zidentyfikowanych

w badanej grupie pacjentow

W wyniku badania metodg NGS w populacji 166 0s6b z podejrzeniem wrodzone;j
famliwosci kosci, wyodrebniono grupe siedmiu pacjentow z patogennymi wariantami
zlokalizowanymi w ,,regionach letalnych” gendéw kolagenu typu I. Mutacje sprawcze
wyloniono na podstawie analizy bioinformatycznej, a ich obecno$¢ potwierdzono metoda
sekwencjonowania Sangera. Pacjenci w wieku od 3 do 25 lat prezentowali objawy
kliniczne o zrdéznicowanym nasileniu odpowiadajace wszystkim trzem nieletalnym

typom wrodzonej tamliwos$ci kosci (typ 1, 3, 4).
6.4.1. Opis kliniczny pacjentow

W badanej grupie pacjentow zidentyfikowano siedem osob, u ktoérych wykryta

mutacja sprawcza byta zlokalizowana w obrebie ,,regionow letalnych” gendéw kolagenu
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typu L. Piecioro pacjentéw prezentowalo forme postepujaco-deformujaca (typ 3),
jeden posta¢ o umiarkowanym nasileniu cech (typ 4) oraz jeden pacjent fagodny typ

wrodzonej tamliwosci kosci (typ 1).
6.4.2. Charakterystyka i klasyfikacja zidentyfikowanych wariantow

Wsérdd szesciu roéznych wariantéw zaraportowanych w powyzszej grupie,
dwa byty zlokalizowane w 1 ,,regionie letalnym” genu COL1A1 i skutkowaly substytucja
glicyny w alaning (p.Gly995Ala, p.Gly998Ala). Pozostate cztery znajdowaty si¢
w regionie 2, 6, 7 oraz 8 genu COLIA2 i powodowaly substytucj¢ glicyny w seryne
oraz waline (p.Gly556Val, p.Gly847Ser, p.Gly949Ser, p.Gly1072Val).

Zgodnie z danymi zrédtowymi, wariant p.Gly847Ser byt juz opisany u trzech pacjentow
z typem 1 oraz 4, z kolei zmiana p.Gly949Ser zostata odnotowana u dziewigciu 0sob
z typem 3, 2 oraz posrednim typem 2/3. Pozostale cztery mutacje nie byly wczedniej
raportowane (p.Gly995Ala, p.Gly998Ala, p.Gly556Val, p.Gly1072Val). Na podstawie
analizy bioinformatycznej, baz danych, literatury oraz zgodnie z klasyfikacja ACMG,
charakter powyzszych wariantow zostat okreslony jako patogenny lub prawdopodobnie

patogenny.
6.5. Analiza ,,regionéw letalnych” z wykorzystaniem zasobéw bazy OIVD

Druga cze$¢ pracy opierala si¢ na analizie ponad trzech tysigcy wariantow
zgloszonych do bazy OIVD do stycznia 2020 roku. Na podstawie danych literaturowych
okreslono lokalizacje na poziomie nukleotydowym oraz aminokwasowym dwoch
»regionow letalnych” w genie COLIAI oraz o$miu ,regionéw letalnych” w genie
COL1A2. Nastegpnie obliczono stosunek liczby wariantow zwigzanych z wystepowaniem
formy letalnej oraz form nieletalnych dla kazdego regionu oraz aminokwasu. Dodatkowo,
przeanalizowano lokalizacj¢ wszystkich zmian zwigzanych z typem 2 wrodzonej
famliwosci ko$ci zaraportowanych w genach kolagenu typu I oraz proporcje liczby
wariantow zwigzanych z wystepowaniem formy letalnej oraz form nieletalnych
dla kazdego aminokwasu. Obliczeh dokonano na podstawie pozycji biatkowej
wariantow. Jezeli pojedyncza zmiana spowodowata wigcej niz jeden typ choroby,
kazdy typ byt liczony jako osobny wariant. Analizowano wytacznie rekordy powodujace
substytucje glicyny o potwierdzonej patogennosci oraz okres§lonym typie choroby (typ 1,

2, 314 oraz typy posrednie).
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6.5.1. Charakterystyka wszystkich wariantow w obre¢bie ,regionow

letalnych”

W dwoch ,,regionach letalnych” genu COLIA1 zaraportowano tgcznie 33 rdzne
substytucje glicyny u 41 pacjentow, jednakze dwa warianty wigzaty si¢ z dwoma ré6znymi
formami choroby, w zwigzku z tym liczba zmian wzrosta do 36. Z kolei w o$miu
»regionach letalnych” genu COL1A42 odnotowano 109 wariantow u 162 osob, z czego 15
bylo zwigzanych z wigcej niz jedng postacig OI, przez co liczba zmian wzrosta do 126.
Wsréd 36 roznych substytucji glicyny genu COLIAI, 26 (71%) spowodowalo postaé
letalng wrodzonej famliwosci kosci (w regionie 1: 18 z 25 wariantéw, w regionie 2:
8 z 11 wariantow). W genie COLIA2 tacznie 51 (40%) ze 126 wariantdow bylo
zwigzanych z letalng postaciag wrodzonej tamliwosci kos$ci, jednakze roznice miedzy
poszczegdlnymi regionami wynosity od czterech do dziewigciu zmian (28-55%) (Rycina

4).

Rycina 4. Nasilenie cech klinicznych wariantow zlokalizowanych w ,,regionach letalnych” genéw kolagenu
typu I. Kazdy z typéw wrodzonej tamliwosci kosci zostal oznaczony innym kolorem. Wysoko$¢ stupkéw
odpowiada procentowemu udzialowi wariantow zwigzanych z wystepowaniem danego typu choroby.

Szczegolowa analiza wykazata znaczne rdéznice w czesto$ci wystepowania oraz nasileniu
postaci choroby dla poszczegdlnych aminokwasow. W ,regionach letalnych” genu
COLIAI, odnotowano siedem réznych aminokwasoéw podstawiajacych glicyne.
Liczba odnotowanych wariantéw dla pojedynczego aminokwasu wahata si¢ od 1 do 9,
a liczba zmian powodujacych posta¢ letalng od 1 do 8. W obrebie ,,regionow letalnych”

genu COL1A1 kazdy z aminokwasow byt zwigzany z przynajmniej jednym przypadkiem
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letalnym. Wszystkie warianty powodujace substytucj¢ glicyny na argining, cysteing
oraz waling skutkowaly najciezsza formg wrodzonej tamliwosci kosci. Z kolei
substytucje na seryn¢ i kwas asparaginowy byty zwigzane z tg formg choroby w okoto
75%, kwas glutaminowy w 50%, a alaning w 25%. W ,regionach letalnych” genu
COLIA42, odnotowano osiem rdéznych aminokwasoéw podstawiajacych glicyne.
Liczba roznych wariantow dla pojedynczego aminokwasu wahata si¢ od 1 do 38, a liczba
zmian powodujacych postac letalng od 1 do 18. W obrebie o$miu ,,regionow letalnych”
genu COLIA2 wytacznie fenyloalanina byta zwigzana tylko z forma letalng choroby,
jednakze dla tego aminokwasu odnotowano zaledwie jeden wariant. Substytucje
na argining, kwas asparaginowy, cysteing, kwas glutaminowy oraz waling skutkowaty
niemal roéwng liczbg zmian letalnych i nieletalnych. Tylko jedna czwarta wariantow
zwigzanych z seryna warunkowala najci¢zsza posta¢ choroby. Jedynie substytucje

glicyny na alaning nie byly zwigzane z typem 2 wrodzonej tamliwos$ci kosci.

6.5.2. Analiza i lokalizacja wszystkich wariantow w genach kolagenu typu I

zwiazanych z wystepowaniem formy letalnej

Na podstawie analizy dostgpnych danych, okreslono iz 34% wariantow
skutkujacych substytucjg glicyny w genie COLIAI 1 17% w genie COLIA2 byto
zwigzanych z wystgpowaniem letalnej postaci wrodzonej tamliwosci kosci. Warianty
te byly zlokalizowane odpowiednio w 38 1 30 z 52 eksondéw powyzszych genow, jednakze
ich rozklad w sekwencji gen6w nie byt regularny.

W genie COLIAI najwyzsza liczbe wariantow letalnych zaraportowano
w eksonach potozonych poza ,regionami letalnymi”. Najwiecej zmian odnotowano
w eksonie 37 (n=15), 25 (n=9) i1 32 (n=9). Wsrod eksonow odpowiadajacych lokalizacji
»regiondw letalnych” najwiecej - 6 wariantéw odnotowano w eksonie 46. W genie
COLI1A?2 eksony z najwyzsza liczba wariantow letalnych korespondowaly z potozeniem
,regionow letalnych”. Najwiecej takich zmian zaraportowano w eksonie 39 (n=6),
natomiast w eksonach potozonych poza ,,regionami letalnymi” odnotowano maksymalnie

3 rézne substytucje skutkujace typem 2 wrodzonej tamliwosci kosci (Rycina 5).
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Rycina 5. Liczba i lokalizacja wariantow zwigzanych z wystepowaniem letalnej postaci wrodzonej
tamliwosci kosci w genie COLIAI i COLIA2. O Y wskazuje liczbe wariantow, o§ X wskazuje kolejne
eksony genu. Wysokos¢ stupkéw odpowiada liczbie wariantow zwigzanych z typem 2 odnotowanych w
danym eksonie. Szare stupki odpowiadaja wariantom potozonym poza “regionami letalnymi”, niebieskie
stupki odpowiadajg wariantom potozonym w obrgbie ,,regionow letalnych”. ,,Regiony letalne” nie zawsze
obejmuja caty ekson.

Podobnie jak miato to miejsce dla ,,regionow letalnych”, szczegétowa analiza wykazata
znaczne roznice W czestosci wystepowania oraz nasileniu postaci choroby
dla poszczego6lnych aminokwasow w zaleznosci od genu.

Laczna liczba réznych wariantow dla pojedynczego aminokwasu w genie COLIAI
wahata si¢ od 16 do 152, a liczba zmian powodujacych posta¢ letalng od 5 do 34.
Biorac pod uwage stosunek liczby wariantéw letalnych do nie-letalnych, najwigcej zmian
powodujacych typ 2 bylo zwigzanych z substytucjg glicyny na hydrofobowa waling
(64%). Dla aminokwaséw z naladowanym tancuchem bocznym (kwas asparaginowy,
kwas glutaminowy, arginina) odnotowano niemal réwng liczb¢ wariantow letalnych
1 nieletalnych, z kolei okoto jednej trzeciej wariantow nalezacych do grupy matych
aminokwasow (cysteina, seryna, alanina) skutkowata najci¢zsza postacig choroby.
Laczna liczba odnotowanych wariantow dla pojedynczego aminokwasu w genie COLIA2
wahata si¢ od 1 do 121, a liczba zmian powodujacych posta¢ letalng od 0 do 25.

Biorac pod uwagg stosunek liczby zmian letalnych do nieletalnych, wylacznie substytucje
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glicyny przez aminokwasy hydrofobowe (leucyna, fenyloalanina) byty zwiazane tylko
z formg letalng choroby, jednakze dla tych aminokwaséw odnotowano zaledwie
po jednym wariancie. Substytucje spowodowane przez aminokwasy o charakterze
kwasowym (kwas asparaginowy, kwas glutaminowy) i hydrofobowa waling okazatly si¢
letalne w %, z kolei male aminokwasy (cysteina, seryna) oraz arginina w 15%.
Podobnie jak miato to miejsce w ,;regionach letalnych”, jedynie substytucje glicyny
na alaning nie byty zwigzane z typem 2 wrodzonej tamliwosci kosci.

Identyfikacja wariantow zlokalizowanych w ,,regionach letalnych”, u pacjentow
prezentujacych nieletalne formy choroby, przyczynita si¢ do podjgcia szerszej analizy
korelacji genotypowo-fenotypowej. W jej wyniku ustalono aktualng liczbe wariantow
odpowiedzialnych za wystapienie letalnej postaci wrodzonej tamliwos$ci kosci w obrebie
»regionow letalnych”. By¢ moze uzyskane wyniki pomoga w okre§leniu nowych

czynnikow powodujacych wystepowanie najci¢zszej formy choroby.
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Publikacja 3

Salacinska K, Michatus I, Pinkier I, Rutkowska L, Chlebna-Soko6t D, Jakubowska-
Pietkiewicz E, Kepczynski L, Salachna D, Gach A.

The first glycine-to-tryptophan substitution in the COLIAIl gene identified in a patient
with progressively-deforming Osteogenesis imperfecta.

Mol Genet Genomic Med. 2022 Aug;10(8):¢1996. PMID: 35748117.

W ostatniej zalaczonej publikacji opisano pierwsza substytucje glicyny
na tryptofan zlokalizowang w genie COLIAI, u pacjentki z postepujaco-deformujaca
postacig wrodzonej lamliwosci kosci. Cho¢ praca ma charakter opisu przypadku,
w $wietle ogolnoswiatowych badan nad korelacja genotypowo-fenotypowa u pacjentow
z wrodzong tamliwos$cig kosci, opisany w niej wariant dostarcza nowych istotnych

informacji na temat wplywu danego typu aminokwasu na obraz kliniczny pacjenta.
6.6. Zaraportowanie pierwszej substytucji glicyny na tryptofan w genie COL1A41

6.6.1. Opis kliniczny

Pacjentka z cechami wrodzonej famliwos$ci kosci typu 3 zostala zakwalifikowana
do projektu naukowego w wieku 11 lat. Wstgpne rozpoznanie choroby postawiono
w okresie niemowlecym, kiedy doszto do pierwszego zlamania kosci udowe;,
potwierdzonego w badaniu ,,Babygram”. Wtedy roéwniez zaobserwowano trojkatny
ksztatt twarzy oraz migkkie ko$ci czaszki. Pacjentka doznata okoto 20 ztaman konczyn
gornych i1 dolnych, z czego ostatnie nastgpito w wieku 13 lat. Waga 1 wzrost znajduja si¢
ponizej 3 centyla. U pacjentki zaobserwowano szereg deformacji kostnych w postaci
wygietych 1 skréconych konczyn dolnych, beczkowatej klatki piersiowej oraz skrdcenia
odcinka piersiowo-ledzwiowego. Ponadto pacjentka cierpi na przykurcze w stawach
kolanowych i lokciowych. Dodatkowo stwierdzono niebieskie zabarwienie twardowek,
Dentinogenesis imperfecta oraz wydatne czoto. Ostatnie badania densytometryczne
z 2016 roku wykazaty znacznie obnizong gg¢stos¢ mineralng kosci (ang. Body Mineral
Density, BMD). Pacjentka przeszta dwie operacje chirurgiczne, otrzymata 31 cykli
leczenia bisfosfonianami, obecnie porusza si¢ na wozku inwalidzkim lub przy pomocy
dodatkowej asekuracji. Pacjentka jest drugim dzieckiem niespokrewnionej pary.
Zarowno rodzice, jak 1 starszy brat nie maja cech wrodzonej tamliwosci kosci.
Ze wzgledu na brak mozliwosci wykonania badan genetycznych u zdrowych rodzicow,

nalezy zatozy¢ Ze wariant jest pochodzenia de novo.
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6.6.2. Charakterystyka zidentyfikowanego wariantu

U pacjentki wykonano badanie metoda NGS z uzyciem autorskiego panelu
genow. Na podstawie analizy bioinformatycznej wytypowano wariant sprawczy, ktorego
obecnos¢ potwierdzono metodg sekwencjonowania Sangera. Wykryty wariant ¢.733G>T
jest zlokalizowany w eksonie 10 genu COLIAI i skutkuje substytucja glicyny na
tryptofan w pozycji p.245 tancucha biatkowego. Zgodnie z klasyfikacja ACMG zmiana
ma charakter prawdopodobnie patogenny. Wariant nie zostal odnotowany
w populacyjnych bazach danych, a programy predykcyjne potwierdzaja jego szkodliwy
wptyw na gen/produkt genu. Dzieki zastosowaniu narz¢dzia do poréwnawczej analizy
wielosekwencyjnej (MSA) potwierdzono konserwatywnos¢ ewolucyjna wykrytego
wariantu. Ponadto mutacje wprowadzajace substytucj¢ glicyny sa znanym mechanizmem
zwigzanym z patogeneza wrodzonej famliwosci kosci.

Dotychczas w literaturze opisano zaledwie trzy przypadki substytucji glicyny
na tryptofan, jednakze wszystkie dotycza genu COL1A42. Cho¢ caly czas raportowane sg
nowe warianty w genach kolagenu typu I, mozna powiedzie¢, ze opisana zmiana nalezy
do grupy unikatowych. Wynika to z faktu, ze w genie COLI1A 1 wystgpuje jedynie 10 loci,
w ktorych moze dojs¢ do podobnej substytucji. Zgodnie z proponowanym zatozeniem,
nasilenie objawOw choroby zalezy od podobienstwa miedzy czasteczka glicyny
a podstawiajacym ja aminokwasem. Ma to zwigzek z ograniczeniami przestrzennymi
potrojnej helisy, gdzie co trzecim aminokwasem jest niewielka glicyna. Jako, Ze tryptofan
jest aminokwasem obojetnym elektrycznie, ale posiadajagcym duzy tancuch boczny

w postaci indolu, opisany powyzej przypadek potwierdza te zaleznosc.
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7. Podsumowanie

Wrodzona tamliwo$¢ kosSci jest genetyczng choroba tkanki lacznej nalezaca
do grupy choréb rzadkich. Niezaleznie od przyczyny, choroba zwigzana jest
z zaburzeniami czgsteczek kolagenu typu I, ktory wystepuje w wielu rodzajach tkanek,
co przektada si¢ na szerokie spektrum cech klinicznych obserwowanych u pacjentow.
Do najbardziej charakterystycznych objawdw naleza: liczne ztamania, deformacje kosci,
niski wzrost, trojkatny ksztatt twarzy, osteoporoza, niebieskie zabarwienie twardéwek
1 wady uzebienia. Choroba cechuje si¢ zmiennym nasileniem objawow, od postaci niemal
bezobjawowej, az do letalnej. Roznice kliniczne obserwowane sg migdzy rodzinami
z tym samym typem choroby, a takze miedzy spokrewnionymi pacjentami majacymi ten
sam wariant sprawczy. Szacuje si¢, ze u 85-90% chorych za wystapienie wrodzonej
famliwosci ko$ci odpowiadaja geny COLIAI oraz COLIA2 kodujace czasteczki
kolagenu typu I. Wsrdd pozostatych 5-15% o0s6b, patogeneza choroby zwigzana
jest z licznymi ,,genami niekolagenowymi”, ktérych produkty biatkowe zaangazowane
sa w zlozone procesy wplywajace m.in. na modyfikacje i faldowanie kolagenu,
czy réznicowanie osteoblastow.

Mimo wielu lat badan, istotne zagadnienia, takie jak patogeneza choroby,
okreslenie korelacji genotypowo-fenotypowej, czy opracowanie skutecznego leczenia,
wymagaja dalszych prac badawczych. Wyzwaniem 1 nadzieja dla lepszego poznania
wrodzonej tamliwosci kosci wydaje si¢ by¢ nowoczesna, wysokoprzepustowa analiza
genomowego DNA u pacjentéw z klinicznymi objawami tej rzadkiej choroby.
W ostatnich latach badania molekularne pozwolity na identyfikacj¢ nowych czynnikow
genetycznych oraz kolejnych wariantéw w genach o potwierdzonym zwigzku z wrodzong
tamliwoscig kosci. Rozbudowanie bazy wariantow genetycznych, w potaczeniu z wiedza
o spektrum 1 nasileniu objawdéw klinicznych pacjenta, daje mozliwo$¢ okreslenia
zaleznosci genotypowo-fenotypowej, istotnej z punktu widzenia opieki medycznej
1 poradnictwa genetycznego. Co wigcej, to wlasnie spersonalizowana terapia oparta
o diagnoz¢ molekularng moze by¢ kluczem do opracowania skutecznego leczenia
pacjentéw z wrodzong tamliwoscig kosci.

Celem przedstawionej pracy bylo okreslenie podioza genetycznego w grupie
polskich pacjentow z wrodzong tamliwosciga kosci oraz poszukiwanie zmienno$ci

genetycznej w genach kolagenu typu 1. Ponadto zaplanowano ustalenie zwigzku genotypu
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z obserwowanym efektem fenotypowym oraz okreslenie skuteczno$ci metody
sekwencjonowania nast¢pnej generacji w diagnostyce wrodzonej famliwosci kosci.

Przedstawiony cykl publikacji jest wynikiem badan prowadzonych w latach 2016-
2021 w ramach projektu naukowego. Grupg badang stanowito 197 polskich pacjentow
z podejrzeniem wrodzonej tamliwo$ci kosci. Badaniem objeto materiat pochodzacy
od dwoch ptodow oraz 137 pacjentéw pediatrycznych i 50 dorostych, w wieku od 3
miesigcy do 46 lat. Pacjenci pochodzenia kaukaskiego prezentowali zréznicowane
nasilenie cech klinicznych. U wszystkich pacjentow wiaczonych do projektu wykonano
badanie metodg sekwencjonowania nastgpnej generacji (NGS) z uzyciem autorskiego
panelu genow. W oparciu o analiz¢ uzyskanych danych, wytypowano warianty mogace
mie¢ zwigzek z wystapieniem objawOw choroby. Obecno$¢ powyzszych zmian
potwierdzono metoda sekwencjonowania Sangera. Genomowe DNA pacjentow,
u ktorych nie wykryto wariantow sprawczych, poddano analizie metoda MLPA w celu
identyfikacji delecji lub duplikacji w obrgbie gendéw kolagenu typu 1. Badania
obejmowaly réwniez porOwnanie czgstosci wystepowania poszczegélnych cech
klinicznych pomiedzy pacjentami z typem 1, 3 1 4 z okre$leniem istotnosci statystyczne;.
Ponadto wykonano analiz¢ danych dostepnych w bazie OIVD, w celu oceny letalnosci
wariantow odnotowanych dotad w obszarze ,regionow letalnych” oraz analize
wszystkich wariantow zwigzanych z typem 2 wrodzonej tamliwo$ci kosci w genach
kolagenu typu I, z uwzglednieniem ich lokalizacji oraz w odniesieniu do poszczeg6lnych
aminokwasow.

Efektem prowadzonych badan byto scharakteryzowanie podtoza genetycznego
w badanej grupie polskich pacjentow z wrodzong tamliwosciag kosci. W wyniku analizy
genow kolagenu typu I okreslono, iz 98% zidentyfikowanych zmian stanowity mutacje
punktowe, natomiast 2% rozlegle rearanzacje. Analiza lokalizacji wariantow sprawczych
wykazata, ze 70% zmian znajdowalo si¢ w genie COLIAI, a 30% w genie COLIA2.
Zmiany punktowe byly =zlokalizowane niemal na catej dlugosci obu genow.
Nie zidentyfikowano regiondw typu hot-spot lub zmian charakterystycznych dla badanej
grupy pacjentow. W analizowanej grupie badawczej 82% rodzin posiadato
»indywidualng” mutacj¢ sprawcza (ang. private mutation). Ustalono, 1z warianty
powodujace zmiany jakos$ciowe czasteczek kolagenu typu I stanowig 65% wykrytych
zmian, a warianty powodujace zmiany iloSciowe 35%. Na etapie analizy
bioinformatycznej, u czterech pacjentow odnotowano po dwie zmiany polozone

w genach kolagenu typu I potencjalnie zwigzane z wystapieniem objawdéw choroby.
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Na podstawie doktadnej analizy informacji dostepnych w bazach danych, literaturze
oraz po wykonaniu badan genetycznych u cztonkéw rodziny, ostatecznie dla kazdego
Z pacjentdw wytypowano po jednej zmianie sprawcze;j.

Na podstawie analizy podioza genetycznego wrodzonej tamliwosci kosci
w badanej grupie pacjentow wykryto 97 réznych wariantow sprawczych
zlokalizowanych w genach kolagenu typu I. Dwie zmiany stanowity duze rearanzacje w
postaci delecji 25 eksondéw genu COLIA1 oraz delecji 6 eksondéw genu COLIA2. Wsrod
95 mutacji punktowych wyro6zniono nast¢pujace typy wariantow: 53 substytucje glicyny
(ang. missense), 14 delecji pojedynczego nukleotydu zaburzajacych ramke odczytu (ang.
frameshift), 13 substytucji nukleotydu w regionach splicingowych (ang. splicing),
10 wariantow wprowadzajacych przedwczesng terminacj¢ tancucha biatkowego (ang.
nonsense), jedng delecj¢ niezaburzajaca ramki odczytu (ang. in-frame deletion) oraz
jedna insercj¢ niezaburzajaca ramki odczytu (ang. in-frame insertion). Na poziomie
bialkowym, najliczniejsza grupa wariantdéw typu zmiany sensu, byla zwigzana
z substytucjami glicyny na siedem r6znych aminokwaséw. W oparciu o dostgpne bazy
wariantow, zidentyfikowano lacznie 38 nowych zmian, z czego 24 bylo zlokalizowanych
w genie COLIAI, a 14 w genie COLI1A2. Wsrdd wykrytych wariantow zidentyfikowano
roOwniez pierwszg na swiecie substytucje glicyny w tryptofan w genie COLIAI.

Odnoszac si¢ do opisanych w literaturze zaleznos$ci genotypowo-fenotypowych,
okreslono wplyw zidentyfikowanych wariantéw na nasilenie objawdw klinicznych
obserwowanych u pacjentow. Biorgc pod uwage wptyw wariantu na czasteczki kolagenu
typu I, zmiany powodujace zaburzenia iloSciowe byly zwigzane z tagodnym typem 1.
Z kolei warianty wprowadzajace zmiany strukturalne, u wigkszos$ci pacjentow
skutkowaly wystapieniem ci¢zszych postaci choroby (typ 2, 3, 4). Nawigzujac do modelu
gradientowego (ang. gradient model), tylko cze$¢ zidentyfikowanych wariantéw
zatozeniu o rosngcym nasileniu objawow zaleznym od potozenia wzgledem konca
C-terminalnego. Na postawie zalozen modelu regionalnego (ang. regional model)
okreslono, iz siedem wariantow jest zlokalizowanych si¢ w regionach zwigzanych
z letalng postacig choroby. Jednakze grupa o$miu pacjentéw, u ktérych zidentyfikowano
powyzsze warianty, prezentowata cechy odpowiadajace nieletalnym formom wrodzone;j
famliwosci kosci. Co wigcej analiza ponad trzech tysiecy wariantow zaraportowanych
dotad w bazie OIVD wykazata, ze 71% 1 40% substytucji glicyny zlokalizowanych
w ,regionach letalnych” genu COLIAI i COLIA2 odpowiada za wystapienie letalnej

postaci wrodzonej tamliwosci kosci. Odnoszac si¢ do zalezno$ci miedzy strukturg
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aminokwasu powodujacego substytucje glicyny zaobserwowano, ze wickszos¢
aminokwasoéw z elektrycznie natadowanym tancuchem bocznym (arginina, kwas
asparaginowy, kwas glutaminowy) oraz z rozgatezionym hydrofobowym tancuchem
bocznym (walina) wigze si¢ z wystepowaniem ci¢zkiej postaci wrodzonej tamliwosci
kosci. Podobnie, zaraportowana po raz pierwszy substytucja glicyny w tryptofan w genie
COLI1A1, zostata zidentyfikowana u pacjentki z postepujaco-deformujaca forma choroby.
Z kolei aminokwasy z matym lancuchem bocznym (alanina, cysteina, seryna),
korelowane dotychczas z tagodnym fenotypem, w badanej grupie pacjentow
spowodowaty wystgpienie typu 3 i 4.

Na podstawie uzyskanych wynikow, skuteczno$¢ metody sekwencjonowania
nastepnej generacji w diagnostyce wrodzonej tamliwosci kosci w badanej grupie
pacjentow w zakresie analizy gendw kolagenu typu I wyniosta miedzy 47%, a 100%.

Podsumowujac, wyniki uzyskane w niniejszym badaniu stanowig unikatowe
zrédto informacji o podlozu genetycznym wrodzonej tamliwosci kosci w grupie polskich
pacjentow. Cho¢ na tle innych badan przeprowadzonych w populacjach europejskich,
zebrana grupa pacjentoOw jest jedng z najliczniejszych, stanowi ona jedynie grupe
reprezentatywnga. Biorgc pod uwage czestos¢ wystepowania wrodzonej famliwosci kosci,
szacunkowa liczba pacjentow w populacji polskiej wynosi migdzy dwa, a cztery tysiace
osOb. Zatem dla pelnego okre$lenia podioza genetycznego choroby wsrod polskich
pacjentow, potrzebna jest kontynuacja badan. Dodatkowo, praca ogranicza si¢ wytacznie
do analizy wariantéw wystepujacych w genach kolagenu typu I. Petlne okreslenie podtoza
genetycznego w badanej grupie pacjentdw wymaga przeprowadzenia dalszych analiz.
Wsrod 38% rodzin bez zidentyfikowanej mutacji sprawczej w genach kolagenu typu I,
12 wymaga potwierdzenia patogennego charakteru zmian zidentyfikowanych w ,,genach
niekolagenowych”. U kilku pacjentéw planowane jest takze rozszerzenie diagnostyki
o metode WES lub WGS. Nie mozna rowniez wykluczy¢, Zze cze¢$¢ pacjentow z bardzo
fagodnymi objawami ma izolowang osteoporoze¢ i prawdopodobnie nie powinna zostac¢
wlaczona do powyzszego badania.

Mimo pewnych ograniczen, uzyskane wyniki moga przyczyni¢ si¢ do pogltebienia
wiedzy na temat tej rzadkiej choroby. Nieopisane dotad 38 warianty wykryte w badanej
grupie pacjentow zostaly zgloszone do ogolnoswiatowe] bazy wariantow ClinVar
pod afiliacjg Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki, powigkszajac tym samym spektrum
zmian zwigzanych z patogeneza wrodzonej famliwosci kosci. Upowszechnienie wynikow

w zakresie znanych wariantdow w potaczeniu z danymi klinicznymi, moze przyczynic si¢
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w przysztosci do utworzenia modelu predykcyjnego okreslajacego korelacje genotyp-
fenotyp. By¢ moze w dalszej perspektywie uzyskane wyniki przyczynig si¢ réwniez
do opracowania skutecznego leczenia dedykowanego pacjentom z wrodzong famliwos$cia
kosci.

Jak wskazujg liczne badania, potwierdzenie choroby na poziomie molekularnym
umozliwia indywidualizacje postgpowania klinicznego w  aspekcie dziatan
terapeutycznych oraz poradnictwa genetycznego. Pomimo zréznicowanej skutecznosci
uzyskane wyniki wskazuja, ze metoda NGS jest najbardziej kompleksowym narzedziem
w diagnostyce wrodzonej tamliwosci kosci rowniez wsrdod polskich pacjentow.
Gdyby w tej samej grupie 0sob wykonaé najczesciej zlecane badanie sekwencjonowania
wybranych eksondw metoda Sangera, identyfikacja mutacji sprawczej bylaby mozliwa

maksymalnie u 23% pacjentow.
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8. Wnhnioski

Wyniki uzyskane w ramach przeprowadzonych badan umozliwily na sformutowanie

nastepujacych wnioskow:

1.

Podtoze genetyczne wrodzonej tamliwosci kosci w badanej grupie polskich
pacjentdéw wykazuje znaczne podobienstwa do innych populacji europejskich
w zakresie udziatu genow kolagenowych w patogenezie choroby.

Mimo wielu lat badan nad zmienno$cig gendw kolagenu typu I, ponad jedna
trzecig zidentyfikowanych w populacji polskiej zmian stanowily nowe
nieopisane wczesniej warianty, co wskazuje na niezwykla polimorficzno$é
gendw COLI1A1 1 COLIA2.

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze wplyw wariantu na zmiang¢ liczby
lub struktury czasteczek kolagenu typu I ma zwigzek z nasileniem objawow
klinicznych obserwowanych u pacjenta, ale utworzenie skutecznego modelu
predykcyjnego, opartego 0 korelacje genotypowo-fenotypowa
dla poszczeg6lnych wariantow wymaga dalszych badan.

Uzyskane wyniki nie potwierdzaja teorii modelu regionalnego, a tylko czgsé
zidentyfikowanych wariantéw wpisuje si¢ w zatozenia modelu gradientowego,
dlatego zaproponowane przed wielu laty modele warto podda¢ weryfikacji
na podstawie wynikéw w wigkszej grupie badanej i innych populacjach.

Ze wzgledu na duza zmienno$¢ genetyczng i niewielka powtarzalno$¢ wariantow
sprawczych miedzy niespokrewnionymi rodzinami metoda sekwencjonowania
nastgpnej generacji jest najbardziej skutecznym narzedziem w diagnostyce

wrodzonej tamliwosci kosci w populacji polskie;.
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10. Streszczenie w jezyku polskim

Wrodzona tamliwo$¢ ko$ci jest genetyczng choroba tkanki tacznej, zwigzang
z zaburzeniami czgsteczek kolagenu typu I. Choroba charakteryzuje si¢ szerokim
spektrum cech klinicznych oraz zmiennym nasileniem objawéw, od postaci tagodnej
po letalng. U podloza wrodzonej tamliwosci kosci leza liczne patogenne warianty
zlokalizowane w wielu genach wptywajacych bezposrednio lub posrednio na czasteczki
kolagenu typu I. Mimo wielu lat badan, istotne zagadnienia takie jak patogeneza choroby,
okreslenie korelacji genotypowo-fenotypowej, czy opracowanie skutecznego leczenia,
wymagaja dalszych badan. Biorac pod uwage rosnace znaczenie badan molekularnych
w wymienionych aspektach, nadziejg dla petnego poznania wrodzonej tamliwos$ci kosci
wydaje si¢ by¢ nowoczesna, wysokoprzepustowa analiza genomowego DNA.

Celem pracy badania bylo okreslenie podtoza genetycznego w grupie polskich
pacjentdow z wrodzong tamliwoscig kosci oraz poszukiwanie zmienno$ci genetycznej
w genach o potwierdzonym udziale w patogenezie choroby. Ponadto planowano ustalié
zwigzek genotypu z obserwowanym efektem fenotypowym oraz okresli¢ skutecznosé
metody sekwencjonowania nast¢pnej generacji w diagnostyce wrodzonej tamliwos$ci
kosci.

Badanie przeprowadzono w grupie 197 polskich pacjentéw z podejrzeniem
wrodzonej tamliwosci kosci, prezentujacych zréznicowane nasilenie cech klinicznych.
Grupa pacjentdéw obejmowata zaréwno przypadki prenatalne, jak i postnatalne w wieku
od 3 miesigcy do 46 lat. U wszystkich pacjentéw wykonano badanie metoda NGS
z uzyciem autorskiego panelu genow. Obecnos¢ patogennych wariantow, wyltonionych
na podstawie analizy danych bioinformatycznych, zostala potwierdzona metoda
sekwencjonowania Sangera. Genomowe DNA pacjentéw, u ktérych nie wykryto
wariantow sprawczych, poddano analizie metoda MLPA w celu identyfikacji delecji lub
duplikacji w obrebie genéw kolagenu typu 1. Badania obejmowaty réwniez poréwnanie
czesto$ci wystepowania poszczegolnych cech klinicznych z okresleniem istotnosci
statystycznej. Ponadto wykonano analiz¢ danych dostgpnych w bazie OIVD, w celu
oceny letalno$ci wariantow odnotowanych dotad w obszarze ,regionéow letalnych”
oraz analize wszystkich wariantow zwigzanych z typem 2 wrodzonej tamliwosci kosci
w genach kolagenu typu L.

Uzyskane wyniki badan zostaty opublikowane w formie trzech odrgbnych

publikacji. W pierwsze] publikacji przedstawiono wyniki pierwszego badania nad

56



podtozem genetycznym wrodzonej tamliwosci kosci w grupie polskich pacjentow.
Uzyskane wyniki podzielono na 3 glowne sekcje: charakterystyke badanej populacji,
analize podloza genetycznego oraz analizg cech fenotypowych pacjentow z potwierdzong
przyczyng choroby. Do najwazniejszych wynikow opisanych w publikacji nalezy
identyfikacja 97 r6znych zmian potozonych w genach kolagenu typu I, w tym wykrycie
38 nowych wariantow. Okreslono rowniez wplyw zidentyfikowanych wariantéw
na nasilenie objawow klinicznych oraz istotno$¢ statystyczng wystepowania
poszczegbdlnych cech klinicznych pomigdzy pacjentami z typem 1, 3 1 4.
W drugiej publikacji przedstawiono grupe siedmiu pacjentdw z patogennymi wariantami
potozonymi w ,regionach letalnych” gendéw kolagenu typu I. Wbrew pierwotnym
zatozeniom, wykryte warianty byly zwigzane z wystgpowaniem nieletalnych form
choroby. Analiza wszystkich substytucji glicyny zaraportowanych dotad w bazie OIVD
wykazala, ze 71% 1 40% zmian zlokalizowanych w ,,regionach letalnych” genu COLIA1
1 COL1A42 odpowiada za wystapienie letalnej postaci wrodzonej tamliwosci kosci. Z kolei
analiza wszystkich wariantow typu missense zwigzanych z typem 2 wykazata, iz 17%
zmian w genie COLIAI 1 64% w genie COLIA2 odpowiada lokalizacji ,,regionéw
letalnych”. W ostatniej publikacji opisano pierwsza na §wiecie substytucje glicyny
na tryptofan zlokalizowang w genie COL1A1 zidentyfikowang u pacjentki z postepujaco-
deformujaca postacig wrodzonej famliwosci kosci.

Uzyskane wyniki badan moga przyczyni¢ si¢ do poglgbienia wiedzy na temat
rzadkiej choroby jaka jest wrodzona tamliwos¢ ko$ci. Nieopisane dotad warianty wykryte
w badanej grupie pacjentow powickszaja spektrum zmian zwigzanych z patogeneza
choroby. Upowszechnienie wynikow w zakresie znanych wariantow w potaczeniu
z danymi klinicznymi, moze réwniez pomdéc w utworzeniu modelu predykcyjnego
okreslajacego korelacje genotyp-fenotyp. By¢ moze w przysziosci uzyskane wyniki
pomogg w opracowaniu skutecznego leczenia dedykowanego pacjentom z wrodzong

famliwoscig kosci.
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11. Streszczenie w jezyku angielskim

Osteogenesis imperfecta is a genetic disorder of connective tissue, caused by
factors associated with collagen type I molecules disruption. The disease is characterised
by a wide spectrum of clinical features and variable severity of symptoms, ranging from
mild to lethal. The genetic background is correlated with presence of numerous
pathogenic variants located in several genes that directly or indirectly affect type I
collagen molecules. Despite many years of research, important issues such as the
pathogenesis of the disease, the genotype-phenotype correlation, and the development of
an effective treatment require further research. Taking into account the growing
importance of molecular research in the above-mentioned aspects, the chance for a full
understanding of osteogenesis imperfecta is to be found in modern, high-throughput
genomic DNA analysis.

The aim of the study was to determine the genetic background in a group of Polish
patients with osteogenesis imperfecta and to search for genetic variability in genes with
a confirmed involvement in the pathogenesis of the disease. Additionally, it was planned
to establish the relationship between the genotype and the observed phenotypic effect and
to determine the effectiveness of the next-generation sequencing method in the
diagnostics of osteogenesis imperfecta.

The next generation sequencing analysis, using custom designed gene panel,
was performed in a group of 197 Polish patients suspected with osteogenesis imperfecta.
The study group included both prenatal and postnatal cases, ranging from 3 months to 46
years. Patients presented variable degree of clinical features. Based on the analysis
of bioinformatics data, the presence of selected pathogenic variants was confirmed by
Sanger sequencing. The genomic DNA of patients who tested negative was analyzed
using the MLPA method to identify deletions or duplications within the type I collagen
genes. The study also included a comparison of the prevalence of particular clinical
features using statistical tools. Additionally, an analysis of the data retrieved from the
OIVD database to assess the lethality of variants recorded in the "lethal regions" and an
analysis of all variants associated with type 2 osteogenesis imperfecta in the type I
collagen genes were performed.

The distinct aspects of obtained results were reported in three separate
publications. The first publication presents the results of the first study on the genetic

basis of osteogenesis imperfecta in a group of Polish patients. The obtained results were
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described in three main sections: characteristics of the studied population, analysis of the
genetic background and phenotypic characteristics of patients with a confirmed cause
of the disease. The most important results include the identification of 97 variants located
in the type I collagen genes, among them 38 were novel. The genotype-phenotype
correlation and the statistical significance of the occurrence of particular clinical features
between patients with types 1, 3 and 4 were also determined. The second publication
reports seven patients with pathogenic variants located in the "lethal regions" of type I
collagen genes. Contrary to the original assumptions, the detected variants were
associated with the occurrence of non-lethal forms of the disease. The review of all
glycine substitutions annotated in the OIVD database showed that 71% and 40%
of changes located in the "lethal regions" of COLIA1 and COLIA2 genes are responsible
for the occurrence of OI type 2. In turn, the analysis of all missense variants leading to
fatal outcome showed that 17% of changes reported in the COL1A41 gene and 64% in the
COL1A2 gene correspond to the location of "lethal regions". The last publication
describes the first glycine-to-tryptophan substitution located in the COLIAI gene,
identified in a patient with a progressive-deforming form of osteogenesis imperfecta.
The presented results may contribute to broadening knowledge about this rare
disease. Previously undescribed variants detected in the studied group expand
the spectrum of changes related to the pathogenesis of the disease. Dissemination of
results regarding known variants, combined with clinical data, may also contribute
towards creating a predictive model determining the genotype-phenotype correlation.
Perhaps in the long term, the results obtained will help in developing an effective

treatment dedicated to patients with osteogenesis imperfecta.
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eksperymentu medycznego, przeanalizowata wniosek, wystuchata opinii recenzenta o przedstawionym
projekcie i wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz tajnego gtosowania, po rozwazeniu kryteriéw etycznych oraz
celowosci i wykonalnosci projektu pozytywnie zaopiniowata projekt eksperymentu medycznego.
Uchwate podjeto jednogtosnie.
Uchwate podjeto przy sprzeciwie ...-.....
Przewodniczaca:

Dr hab. med. Iwona Maroszynska, prof. ICZMP
Zastepca Przewodniczacej:

Prof. dr hab. n. farm. Daria Orszulak-Michalak
Cztonkowie:

Mec. Michat Araszkiewicz

Prof. dr hab. n. med. Tadeusz Biegariski

Dr n. med. Pawet Czekalski

Mgr Grazyna Korybut

Prof. dr hab. med. Jerzy Niedzielski

Prof. dr hab. med. Jacek Rysz

Prof. dr hab. med. Krzysztof Szaflik

Dr n. filozofii Wojciech Sztombka

Prof. dr n. med. Krzysztof Szytto

Ks. dr hab. Jan Wolski

Prof. dr hab. n. med. Krzysztof Zeman
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14. Oswiadczenia autorow
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(dane osobowe)
Do loobew med

v

OSWIADCZENIE

Jako wspdlautor publikaciji-

“NGS analysis of collagen pyre | genes in Polish patients with Osteagenesis imperfecta
a nation-wide mudticenter study ™

Oswiadezam, iz w wyzej wymienionc] pracy maj whlad w powstanie publikacji polegal ma.
zebraniu materiaby badawczcgo.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanic w'w pracy przediozonei przez mer Kingg
Salacifska. juko cz¢sci eyklu publikacii do przeprowadsenia przewodu doktorskiego.

#rof, ¢r het . med
(2anuta CHLEBNA-SONH
Specisfsta Chorst Dzecl
| Madycyny Winky Rozwoloweso
4008427
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(dane osobo

OSWIADCZENIE

Jako wspoétautor publikacji:
“NGS analysis of collagen type I genes in Polish patients with Osteogenesis imperfecta:
a nation-wide multicenter study”

Oswiadczam, iz w wyzej wymienionej pracy méj wklad w powstanie publikacji polegat na:
zebraniu materiatu badawczego i wykonaniu obliczen statystycznych.

Jednoczesnie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy przedtozonej przez mgr Kinge
Sataciriska, jako czesci cyklu publikacji do przeprowadzenia przewodu doktorskiego.
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...... 02 an 02.44.2003,

(dane osobowe)

OSWIADCZENIE

Jako wspolautor publikacji:

“NGS analysis of collagen type I genes in Polish patients with Osteogenesis imperfecta:
a nation-wide multicenter study”

Os$wiadczam, iz w wyzej wymienionej pracy méj wktad w powstanie publikacji polegat na:
zebraniu materiatu badawczego.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy przedtozonej przez mgr Kingg
Satacifiskg, jako czg$ci cyklu publikacji do przeprowadzenia przewodu doktorskiego.

Wiecroml- Cnedle Mo
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do ok w. weed|
...... 0. Goewdio.

(dane osobowe)

OSWIADCZENIE

Jako wspélautor publikacji:
“NGS analysis of collagen type I genes in Polish patients with Osteogenesis imperfecta:
a nation-wide multicenter study"

Oswiadczam, iz w wyZej wymienionej pracy moj wklad w powstanie publikacji polegat na:
zebraniu materiatu badawczego.

Jednoczesnie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy przedtozonej przez mgr Kinge
Sataciriska, jako czgsci cyklu publikacji do przeprowadzenia przewodu doktorskiego.

prol. dr hab. mad. MARIA GIZEWSKA
» dz

W G(L
r

specialisia ghorén dz
Ipedialri ifatolics
lol, 60

105



Rt dn 05 4. 2023,
AR O & STECE W Lsa

(dane osobowe)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor publikacji: I
“NGS analysis of collagen type I genes in Polish patients with Osteogenesis imperfecta:
a nation-wide multicenter study”

Oswiadczam, iz w wyzej wymienionej pracy méj wkiad w powstanie publikacji polegat
na: zebraniu materiatu badawczego.

Jednoczesnie wyrazam zgodg na wykorzystanic w/w pracy przediozonej przez mgr Kingg
Salaciriska, jako czgéci cyklu publikacji do przeprowadzenia przewodu doktorskiego.

podpis, »yicz
irn. msd.l";’ o 'ﬁ}
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(dane osobowe)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor publikacji:

» Novel Mutations Within Collagen Alphal(l) and Alpha2(1) Ligand-Binding Sites,

Broadening the Spectrum of Osteogenesis Imperfecta - Current Insights Int

o Collagen Type
I Lethal Regions”

Os$wiadczam, iz w Wyzej wymienionej pracy mdj wkiad w powstanie publikacji polegat na:
wykonaniu czesci laboratoryjnej.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy przediozonej przez mgr Kinge
Sataciniska, jako czeéci cyklu publikacji do przeprowadzenia przewodu doKtorskiego.
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(dane osobowe)

e b el

OSWIADCZENIE

Juko wapolautor publikacii:

“Novel Mutatians Within Collagen Alphaldd) and Alpha2il) Ligand-Bindmg Sues,
Broadening the Specirim of Osteogenesis Imperfecta - Current Insights nto Colfogen Type
! Leshad Regions ™

Oswiadezam, iz w wyze] wymicnionej pracy mo) wklsd w powstanie publikacji polegal na:
zebraniu materialu badawczego.

Jednoczeinie wyrazam zgode na wykorzystanic wiw prcy przediozone) przez megr Kinge
Salacifiska, jako czedci cyklu publikicyi do preeprowadzenia przewodu doktorskicgo.

Prof. dr hab n. med
Ownute CHLEBNA-SOXDL

Specialists Choroo Czied
| Madycyry Wieku Roswojowsjo
4008427
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(danc osobowe)

OSWIADCZENIE

Jako wspdlautor publikacji:

“Novel Mutations Within Collagen Alphal(l) and Alpha2(I) Ligand-Binding Sites,
Broadening the Spectrum of Osteogenesis Imperfecta - Current Insights Into Collagen
Type I Lethal Regions ™

Oswiadczam, iz w wyzej wymienionej pracy moj wkiad w powstanic publikacji polegal
na: zcbraniu materialu badawczego.

Jednoczesnic wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy przediozonej przez mer Kinge
Salacinska, jako cz¢sci cyklu publikacji do przeprowadzenia przewodu doktorskiego.

podpis

i bur. n. med.

1zabela Michatug

Ipecjalista pediatrij i ngonatologii
1896973
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(dane osobowe

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor publikacji:

“Novel Mutations Within Collagen Alphal(l) and Alpha2(I) Ligand-Binding Sites,
Broadening the Spectrum of Osteogenesis Imperfecta - Current Insights Into Collagen Type
I Lethal Regions™

Oswiadczam, iz w wyzej wymienionej pracy moj wkiad w powstanie publikacji polegat na:
zebraniu materiatu badawczego.

Jednoczednie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy przedtozonej przez mgr Kinge
Sataciniska, jako czgsci cyklu publikacji do przeprowadzenia przewodu doktorskiego.
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Poznan, dn. 31.10.2023

dr hab. n. med. Ewelina Bukowsks-Olech
Katedra 1 Zaklad Genetyki Medyczne)
Uniwersytet Medycany

un. K. Marcinkowskiego w Poznaniu

OSWIADCZENIE

Jako wspdlautor publikacji:

“Novel Mutations Within Collagen Alphal(l} and Alpha2(l) Ligand-Binding Sites,
Broadening the Specirum of Osteogenesis Imperfecta « Current Insights into Callagen Tyvpe
I Lethal Regions "

Oswiadczam, 17 w wyze] wymicnione) pracy moj wiiad w powstanie publikacy polegal na:
zebraniu matenalu badawczego.

Jednoczesnic wym#zam zgode nn wykorzystanic w/w pmcy przedlozoncy przez mgr Kingg
Salacinska, jako czgsci cyklu publikacy do przeprowadzemia przewodu doktorskicgo,
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Loédz, dn. 31.10.2023

dr hab. n. med. Lucjusz Jakubowski
94-050 Lodz, Al. Wyszynskiego 89 m 18
(dane osobowe)

OSWIADCZENIE

Jako wspdtautor publikaciji:

“Novel Mutations Within Collagen Alphal(l) and Alpha2(l) Ligand-Binding Sites,
Broadening the Spectrum of Osteogenesis Imperfecta - Current Insights Into Collagen
Type I Lethal Regions”

Oswiadczam, iz w wyzej wymienionej pracy moj wklad w powstanie publikacji polegal
na: opiece merytorycznej nad realizacja badan.

Jednoczesnie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy przedlozonej przez mgr Kinge
Salacinska, jako czesci cyklu publikacji do przeprowadzenia przewodu doktorskiego.

podpi

|
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Agnieszka Gach
95-010 Anielin Swedowski
Ul. Wypoczynkowa 24
Lodz, dn.27.10.2023

(dane osobowe)

OSWIADCZENIE

Jako wspdtautor publikacji:

“Novel Mutations Within Collagen Alphal(l) and Alpha2(l) Ligand-Binding Sites,
Broadening the Spectrum of Osteogenesis Imperfecta - Current Insights Into Collagen Type
I Lethal Regions”

Oswiadczam. iz w wyzej wymienionej pracy moj wklad w powstanie publikacji polegal na:
stworzeniu konceptu pracy. opracowaniu metodologii, pozyskaniu finansowania, zebraniu

materiatu badawczego, korekcie manuskryptu i zaakceptowaniu jego ostatecznej tresci.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy przedlozonej przez mgr Kinge
Satacinska, jako czgsci cyklu publikacji do przeprowadzenia przewodu doktorskiego.
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OSWIADCZENIE

Jako wspolautor publikacji:
“The first glycine-to-trypiophan substitution in the COLIALD gene dentified in @ patien)
with progressively-deforming Osteogenesiy imperfecta”

Oswiadczam, iz w wyzef wymienionej pracy mdj wklad w powstanie publikacji polegal na:
zebeaniu materialu badawesego 1 prayvgotowiniu danyeh kKhinicenych.

Jednoczesaie wyrazam zgode na wy korzystanie wiw pracy preeddozone) przez mgr Kingg
Salacinska, jako creder cyklu publikicii do preeprowadzenia prrewedu doktorskiego.

Prof, ¢ hat n. med.
Osnuca SHLEUNA-SOROL
Seecintals Chorst Dzied
| Madycyny Wlaky Roswolowsgn
4008427
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Agnieszka Gach
95-010 Anielin Swedowski
Ul. Wypoczynkowa 24
Lodz, dn.27.10.2023

(dane osobowe)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor publikacii:
“The first glycine-to-tryptophan substitution in the COLIA] gene identified in a patient
with progressivel y-deforming Osteogenesis imperfecta”

Os$wiadczam, iz w wyzej wymienionej pracy méj wkiad w powstanie publikacji polegal na:
pozyskaniu finansowania, korekcie manuskryptu i zaakceptowaniu jego ostatecznej tresci.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy przedlozonej przez mgr Kinge
Satacinska, jako czesci cyklu publikacji do przeprowadzenia przewodu doktorskiego.
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