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Analysis of new genes involved in Primary Ciliary Dyskinesia (PCD)

Analiza nowych genéw zaangazowanych w patogeneze pierwotnej dyskinezy rzesek

STRESZCZENIE

Pierwotna dyskineza rzesek (Primary Ciliary Dyskinesia, PCD) to choroba heterogenna
genetycznie, dziedziczona autosomalnie recesywnie, o czestos$ci wystepowania 1:16 000 zywych
urodzen (MIM244400). Choroba jest powodowana przez niewfasciwg strukture i funkcje rzesek
ruchowych. Defekty genetyczne wptywajgce na ruchliwos¢ rzesek powodujg objawy choroby
takie jak: nawracajace infekcje gornych i dolnych drég oddechowych, przewlekte zapalenie
zatok, rozstrzenie oskrzeli, randomizacja uktadu narzagdéw wewnetrznych i czesto meska
nieptodnos¢. Najczestsze wady struktury rzesek obejmujg zewnetrzne i wewnetrzne ramiona
dyneinowe (ODA i IDA), ktére sg ztozonymi kompleksami sktadajgcymi sie z wielu biatek,

odpowiednio generujacych i regulujgcych ruch rzesek.

Diagnostyka PCD czesto opiera sie na analizie defektow ultrastruktury aksonemy/rzeski, ale
techniki stosowane w analizie ultrastruktury sg trudne, nie sg powszechnie dostepne
a niejednokrotnie dajg niejednoznaczne wyniki. Ponadto istniejg pacjenci z nieprawidtowa
funkcja rzesek, gdzie jednak struktura tych organelli jest prawidtowa. Trudnosci te sg przyczyng
dla ktorej wazne jest poznanie genetycznych podstaw PCD. Do dzi$ znanych jest 29 gendw,
mutacje w ktérych prowadza do PCD, ale wyjasnia to jedynie 50-65% (zaleznie od badanej
populacji) przypadkdéw, dlatego wcigz poszukuje sie nowych gendw i mutacji lezacych u podtoza

PCD.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto badanie genetycznych podstaw pierwotnej dyskinezy

rzesek: poznanie nowych gendéw oraz analiza funkcjonalna nowych mutacji.

Materiat do badai stanowity probki DNA i nabtonka oddechowego pacjentéw z PCD

zgromadzone i przechowywane w Laboratorium Kliniki i Polikliniki Choréb Dzieci i Mtodziezy



w Minster oraz w Zaktadzie Genetyki Molekularnej i Klinicznej Instytutu Genetyki Cztowieka

PAN w Poznaniu.
Metody i techniki uzywane w trakcie realizacji pracy to m.in.:

- bioinformatyczna analiza in silico obejmujgca analize sprzezen i mapowanie
homozygotycznosci, pozwalajgca wytypowaé regiony w obrebie ktdrych nalezatoby spodziewac

sie mutacji sprawczych w genach kandydujgcych w patogenezie PCD,

- ekstrakcja DNA z krwi obwodowej pacjentow, amplifikacia DNA metodg PCR,
sekwencjonowanie metodg Sangera, analiza cDNA z uzyciem enzymoéw restrykcyjnych, bedaca
metoda przesiewowg w poszukiwaniu mutacji hot-spot w genie DNAI1, oraz HRM
(wysokorozdzielcza analiza krzywej topnienia produktu PCR) uzyta jako metoda przesiewowa

w poszukiwaniu mutacji w genie ZMYND10 w obrebie polskiej populacji chorych na PCD,

- analiza danych z transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM), umozliwiajgca ocene
obrazu przekroju poprzecznego rzeski z preparatow tkanki nabtonka oddechowego pacjentéw
z PCD, oraz barwienie immunofluorescencyjne preparatéw tkanki nabtonka oddechowego
z uzyciem specyficznych przeciwciat w celu zobrazowania lokalizacji badanego biatka w obrebie

komorki rzeskowej.

Praca wykonana zostata w ramach projektu Miedzynarodowe Projekty Doktoranckie (MPD);
rozpoczeta w pazdzierniku 2010 roku w Zaktadzie Genetyki Molekularnej i Klinicznej Instytutu
Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu. W okresie od listopada 2011 do pazdziernika 2013, projekt
byt kontynuowany w laboratorium partnera zagranicznego MPD, prof. Heymuta Omrana (Klinika
i Poliklinika Choréb Dzieci i Mtodziezy, Pediatria Ogdlna, Klinika Uniwersytecka, Miunster,

Niemcy).

W ramach projektu doktorskiego dokonano analizy 24 gendéw - kandydatow. tacznie
zidentyfikowano dziesie¢ mutacji w trzech nowych genach (LRRC6, ZMYND10 i CCDC151)

zaangazowanych w patogeneze PCD.



W genie LRRC6 zidentyfikowano siedem nowych mutacji, sposréd ktérych dwie mutacje wykryto
réwniez w innych grupach pacjentéw z PCD (Horani et al, 2013; Kott et al, 2012; Zariwala et al,
2013). Najczesciej obserwowang mutacjg byfta delecja dwdch nukleotydéw w eksonie 5.
(c.598 599delAA), prowadzaca do przedwczesnej terminacji translacji (p.Lys200Glufs*3).

Wysoka czestos¢ mutacji c.598 599delAA wyjasnia zjawisko efektu zatozyciela (Kott et al, 2012).

W genie ZMYND10 znanych jest obecnie 15 réznych mutacji powodujgcych PCD, w tym
zidentyfikowana w trakcie projektu doktorskiego delecja eksonéw 7-12. Ponadto w ramach
pracy doktorskiej zidentyfikowano nowg mutacje w populacji stowianskiej pacjentow z PCD,
c.367delC (p.His123Thrfs*16) u dwdch niespokrewnionych ze sobg pacjentéw. Dane te nie

zostaty jeszcze opublikowane.

W ramach pracy zidentyfikowano réwniez mutacje STOP (c.925G>T, p.E308*) w genie CCDC151
u jednego pacjenta z PCD. Mutacja ta zostata réwniez zidentyfikowana u innego chorego
na PCD, spokrewnionego z analizowanym przypadkiem (wynik uzyskany przez pracownikéw

Laboratorium Kliniki i Polikliniki Choréb Dzieci i Mtodziezy w Miinster).

Analizy z uzyciem technik barwienia immunofluorescencyjnego oraz analizy przekroju
poprzecznego rzeski z transmisyjnego mikroskopu elektronowego u pacjentdw z mutacjami
w kazdym z badanych trzech gendw wskazaty na brak zewnetrznych i wewnetrznych ramion
dyneinowych. Z danych tych w pofgczeniu z danymi z organizméw modelowych wynika,
ze biatka kodowane przez wszystkie trzy nowo zidentyfikowane geny petnig role w procesie
sktadania ramion dyneinowych. U pacjentéw z mutacjami w genie LRRC6, ZMYND10
lub CCDC151 obserwowano defekt zewnetrznych i wewnetrznych ramion dyneinowych
(ODA+IDA defect). Defekt ten jest najczesciej wystepujacg wadg ultrastruktury rzeski
u pacjentow z PCD (Papon et al, 2010; Escudier et al, 2009).

Wyniki uzyskane w toku projektu doktorskiego wnoszg nowe informacje na temat patogenezy
rzesek i roli nowych genéw w wystepowaniu PCD oraz pozwalajg zmniejszyé procent
przypadkéw o niewyjasnionej genetycznej przyczynie PCD. Wyniki badan dostarczajg réwniez

nowych danych na temat rozktadu mutacji wsréd pacjentéw z PCD o pochodzeniu stowianskim



oraz pomagajg okresli¢ rdéznice pomiedzy polskimi pacjentami zPCD a chorymi zinnych

populacji, a takze pozwalajg ustali¢ najczestsze mutacje powodujgce PCD.

Uzyskane dane moggq zosta¢ wykorzystane do poszerzenia testéw diagnostycznych (réwniez tych
dopasowywanych do pochodzenia etnicznego osoby chorej), dzieki czemu mozliwe bedzie
szybsze postawienie trafnej diagnozy, umozliwiajgc rozpoczecie witasciwej terapii we wczesnym

okresie zycia pacjentow.

Kazdy z nowo zidentyfikowanych trzech genéw koduje biatko cytoplazmatyczne, nieobecne
w aksonemie. Tym samym dane uzyskane w trakcie projektu doktorskiego przyczyniajg sie
do gtebszego zrozumienia i wyjasnienia procesu sktadania ramion dyneinowych. Ponadto, biatka
cytoplazmatyczne, ze wzgledu na wiekszg fizyczng dostepno$é w komaorce niz biatka strukturalne
aksonemy, moga by¢ bardziej wrazliwe na dziatanie potencjalnych nowych terapii w leczeniu

PCD. Zwieksza to mozliwosci tworzenia nowych lekéw na PCD.



