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Wykaz skrótów: 

   

AD dziedziczenie autosomalne dominujące autosomal dominant inheritance 

AR dziedziczenie autosomalne recesywne autosomal recessive inheritance 

CK kinaza fosfokreatynowa creatine phosphokinase 

CM miopatie wrodzone congenital myopathies 

CMT choroba Charcot-Marie-Tooth Charcot-Marie-Tooth disease 

CNV wariant zmiany liczby kopii copy number variant 

CPPC  wrodzona zaćma biegunowa tylna congenital posterior pole cataract  

DAPC kompleks białek związanych z dystrofiną dystrophin-associated protein complex 

EDMD dystrofia Emery-Dreifussa Emery-Dreifuss muscular dystrophy 

EMG elektromiografia electromyography 

ExAC  the Exome Aggregation Consortium 

FSHD dystrofia twarzowo-łopatkowo-ramieniowa facioscapulohumeral muscular dystrophy 

HPO  the Human Phenotype Ontology 

KEGG  Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

LGMD dystrofie obręczowo-kończynowe limb-girdle muscular dystrophies  

LOVD  Leiden Open Variation Database 

MAF częstość występowania rzadszego allelu minor allele frequency 

MDDGA dystroglikanopatia typu A  muscular dystrophy-dystroglycanopathy , type A 

MDDGB  dystroklikanopatia typu B muscular dystrophy-dystroglycanopathy , type B 

MFM miopatie miofibrylarne myofibrillar myopathies 

NGS sekwencjonowanie nowej generacji next generation sequencing 

OMIM   Online Mendelian Inheritance in Man 

SCPNK  miopatia łopatkowo-strzałkowa typu Kaisera  scapuloperoneal syndrome neurogenic Kaiser-type  

SNV wariant pojedynczego nukleotydu single nucleotide variant 

STR krótkie powtórzenia tandemowe short tandem repeats 

WES sekwencjonowanie całego eksomu whole exome sequencing 

WGS sekwencjonowanie całego genomu whole genome sequencing 
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1 Wstęp: 

 

1.1 Dystrofie obręczowo-kończynowe i miopatie miofibrylarne  

Miopatie to grupa chorób pierwotnie mięśniowych, charakteryzująca się 

nieprawidłowym funkcjonowaniem włókien mięśniowych i w konsekwencji osłabieniem siły 

mięśni. Należące do miopatii dystrofie obręczowo-kończynowe (ang. limb girdle muscular 

dystrophies, LGMD) oraz miopatie miofibrylarne (ang. myofibrillar myopathies, MFM) 

stanowią heterogenne grupy rzadkich schorzeń o nakładających się fenotypach klinicznych.  

 Badania w Wielkiej Brytanii i Holandii szacują częstość występowania LGMD na 

1/44000 – 1/123000 [1–3]. Częstość zachorowań na MFM jest jeszcze mniejsza, ale nie była 

dotąd dokładnie określona [4]. Klasyfikacja podtypów LGMD wynika bezpośrednio  

z określenia genetycznej przyczyny choroby. Podgrupa LGMD1 obejmuje postaci dziedziczone 

autosomalnie dominująco i składa się z ośmiu podtypów, każdy powodowany mutacją innego 

genu. Zachorowania w podgrupie LGMD2 dziedziczone są autosomalnie recesywnie  

i obejmują 26 podtypów, wyróżnianych na podstawie mutacji przyczynowych w różnych 

genach. Analogicznie, MFM dzielone są na 6 podtypów. Opisana klasyfikacja jest klasyfikacją 

otwartą, i wraz z identyfikowaniem kolejnych genów sprawczych jest powiększana o nowe 

podtypy.  

 Różnicowanie pomiędzy wyżej wymienionymi jednostkami chorobowymi, a zwłaszcza 

między ich podtypami, jedynie na podstawie cech kliniczno-patologicznych, jest niezwykle 

trudne. Wszystkie podtypy posiadają cechy wspólne, choć niektóre objawy są 

charakterystyczne dla tylko kilku z nich. Ponadto zmienność fenotypów obserwuje się nie tylko 

w obrębie poszczególnych podtypów, ale również w przypadkach z tą samą mutacją 

przyczynową, a czasem nawet w obrębie tej samej rodziny. Ponadto mutacje w niektórych 

genach mogą stanowić przyczynę różnych jednostek klinicznych [5]. Na przykład mutacje DES 

czy MYOT, mogą być przyczyną LGMD lub MFM, a mutacje TRIM23 oraz TTN są wiązane 

zarówno z LGMD, jak i z miopatiami wrodzonymi (ang. congenital myopathies, CM). 

Niemniej, identyfikacja mutacji związanych przyczynowo z chorobą (mutacji sprawczych) jest 

uznawana za najbardziej precyzyjną metodę diagnostyczną, sugerującą molekularny 

mechanizm patologii.  

Pomimo badań trwających od blisko dwóch dekad, podłoże genetyczne wspomnianych 

miopatii znane jest jedynie dla części przypadków. Wraz z wprowadzeniem metod 

sekwencjonowania nowej generacji, udział przypadków ze zidentyfikowaną prawdopodobną 

http://rcin.org.pl



8 
 

 

mutacją sprawczą wzrósł z około 20-40% do 40-60% [6]. Oprócz mutacji typowo sprawczych 

u pacjentów znajduje się także zmiany modyfikujące fenotyp kliniczny. Na przykład,  

w dystrofinopatii (chorobie zbliżonej fenotypowo do LGMD) powszechny polimorfizm genu 

LTPB4 jest czynnikiem wpływającym na wiek zachorowania [7]. Co więcej, w niektórych 

przypadkach chorób mięśni, w tym w kalpainopatii (LGMD2A), przyjmuje się istnienie 

dziedziczenia dwugenowego [8]. 

 Zidentyfikowanie mutacji sprawczej może być niezwykle istotne dla zastosowania 

odpowiednich procedur kontroli stanu zdrowia pacjenta. W niektórych podtypach chorób 

mięśni możliwy jest rozwój kardiomiopatii, wystąpienie zaburzeń połykania, czy 

niewydolności oddechowej. Chociaż dotychczas nie opracowano skutecznej terapii, ani 

LGMD, ani MFM, to stosowane są terapie objawowe, paliatywne, dostosowane do 

obserwowanych jak i mogących się pojawić w danym podtypie choroby, objawów. Przy 

kwalifikowaniu do badań klinicznych nowych celowanych terapii wymagana jest jak 

najdokładniejsza informacja o konkretnym podtypie choroby i zidentyfikowanych przyczynach 

genetycznych [9–12]. Poznanie mutacji sprawczych oraz zmienności genetycznej modulującej 

przebieg choroby, a zwłaszcza wariantów zlokalizowanych w genach dotychczas nie 

wiązanych z LGMD, MFM i szerzej - miopatiami, będzie zapewne kluczowe dla wyjaśnienia 

patomechanizmu tej klasy schorzeń mięśni. Określenie funkcjonalnego znaczenia produktów 

białkowych czy efektorowych RNA powstających na matrycach zmutowanych genów wskaże 

na ulegające dysfunkcji szlaki biochemiczne i sygnałowe, czy struktury komórkowe, 

uczestniczące w tworzeniu fenotypu klinicznego. Tym samym stałoby się możliwe 

zaproponowanie "przyczynowej" klasyfikacji miopatii i dystrofii, odwołującej się do zmian na 

poziomie biochemicznym i komórkowym, odmiennie od obecnej, opartej na rodzaju 

uszkodzonego genu oraz na ogólnym obrazie klinicznym. Rezultatem badań podstawowych 

może być też zaproponowanie nowych kierunków badań zmierzających do opracowania 

przyczynowych sposobów leczenia, nakierowanych na konkretne, dysfunkcyjne mechanizmy 

molekularne. 

W rozdziale "Uzupełnienie" przedstawiono klasyfikację dystrofii obręczowo-

kończynowych oraz miopatii miofbrylarnych, wraz z krótką charakterystyką kliniczną 

poszczególnych podtypów. Aktualna klasyfikacja LGMD, z podanymi sposobem dziedziczenia 

oraz mutacjami sprawczymi konkretnych genów przedstawiona jest skrótowo w Tabeli 1. 

Analogicznie poszczególne podtypy MFM przedstawione są w Tabeli 2.  

http://rcin.org.pl



9 
 

 

Tabela 1. Klasyfikacja dystrofii obręczowo-kończynowych. Dodatkowo podano możliwe 

warianty fenotypowe związane z mutacjami konkretnego genu. 

podtyp gen białko fenotypy alternatywne 

LGMD1A MYOT miotylina MFM 

LGMD1B LMNA lamina A/C kardiomiopatia, 

CMT2B1, EDMD2, 

EDMD3, lipodystrofia 

progeria 

LGMD1C CAV3 kaweolina 3 kardiomiopatia. 

Miopatia Tateyama, 

miopatia z falowaniem 

mięśni, zespół długiego 

QT 9 

LGMD1D DES desmina MFM, LGMD2R, 

kardiomiopatia 

LGMD1E DNAJB6 homolog DNAJ/HSP40, podrodzina B, 6. członek 

podrodziny  

 

LGMD1F TNPO3 transportyna 3  

LGMD1G HNRPDL białko podobne do heterogenicznej jądrowej 

rybonukleiny D  

 

LGMD1H nieznany   

LGMD2A CAPN3 kalpaina 3  

LGMD2B DYSF dysferlina miopatia Miyoshi  

LGMD2C SGCG sarkoglikan gamma  

LGMD2D SGCA sarkoglikan alfa  

LGMD2E SGCB sarkoglikan beta  

LGMD2F SGCD sarkoglikan delta kardiomiopatia 

rozstrzeniowa 

LGMD2G TCAP teletonina kardiomiopatia 

rozstrzeniowa 

LGMD2H TRIM32 białko genu 32 z motywem receptora TRIM zespół Bardeta i Biedla 
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LGMD2I FKRP białko podobne do fukutyny  dystrofia wrodzona z 

przerostem mięśni 

LGMD2J TTN  tytyna kardiomiopatia 

rozstrzeniowa / 

przerostowa, dystrofia 

mięśniowa piszczelowa  

LGMD2K POMT1  białkowa o -mannozylotransferaza 1 MDDGA1, MDDGB1, 

zespół Walkera-

Warburga 

LGMD2L ANO5  anoktamina 5 miopatia Miyoshi 

LGMD2M FKTN  fukutyna kardiomiopatia, 

MDDGA4, MDDGB4 

LGMD2N POMT2  białkowa o -mannozylotransferaza 2 MDDGA2, MDDGB2 

LGMD2O POMGNT1  białkowa o-mannozylo beta-1,2-N-

acetyloglukosaminylotransferaza  

 

LGMD2P DAG1  destroglikan  

LGMD2Q PLEC1  plektyna 1 pęcherzowe oddzielanie 

się naskórka 

LGMD2R DES desmina MFM, LGMD1D, 

kardiomiopatia 

LGMD2S TRAPPC11  białkowy kompleks transportujący / segregujący, 

podjednostka 11  

 

LGMD2T GMPPB  beta transferaza guanylylo-mannozo-1-

fosforanowa 

MDDGA14, 

MDDGB14 

LGMD2U ISPD  białko obejmujące domenę syntazy 

izoprenoidowej 

MDDGA7 

LGMD2V GAA  glukozydaza alfa 1-4 choroba spichrzeniowa 

glikogenu II 

LGMD2W LIMS2  LIM i białko podobne do antygenu komórek 

starzejących się 2  

 

LGMD2X BVES  białko nasierdziowych naczyń krwionośnych   

LGMD2Y TOR1AIP1  białko 1 oddziałujące z torsyną A  
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LGMD2Z POGLUT1  o-glukozylotransferaza białkowa choroba Dowlinga - 

Degosa 4 

   

Tabela 2. Klasyfikacja miopatii miofibrylarnych.  

podtyp gen białko Inne fenotypy 

MFM1 DES desmina LGMD1D, LGMD2R, 

kardiomiopatia rozstrzeniowa 

MFM2 CRYAB krystalina Alfa-B kardiomiopatia rozstrzeniowa, 

zaćma, EDMD, lipodystrofia  

MFM3 MYOT miotylina LGMD1A, miopatia ciał 

sferoidalnych 

MFM4 DES desmina MFM, LGMD2R, 

kardiomiopatia, SCPNK 

MFM5 FLNC filamina C kardiomiopatia przerostowa, 

kardiomiopatia restrykcyjna, 

miopatia dystalna 

MFM6 BAG3 białko BAG3, atanogen związany z BCL2 kardiomiopatia rozstrzeniowa 

MFM-

like 

DNAJB6 homolog DNAJ/HSP40, podrodzina B, 6. 

członek podrodziny 

LGMD1E 

MFM-

like 

FHL1 białko czterech i pół domeny LIM EDMD6, miopatia ciał 

zredukowanych, miopatia 

łopatkowo-strzałkowa 

LGMD: dystrofia obręczowo-kończynowa, MFM: miopatia miofibrylarna, CMT: Choroba Charcot-Marie-Tooth, 

MDDGA: dystroglikanopatia typu A, MDDGB: dystroklikanopatia typu B, EDMD: dystrofia Emery-Dreifussa, 

SCPNK: miopatia łopatkowo-strzałkowa typu Kaisera; dodatkowe litery i cyfry oznaczają konkretny podtyp 

choroby  

 

1.2 Diagnostyka różnicowa  

Precyzyjne diagnozowanie LGMD jest często trudne ze względu na heterogenność 

fenotypową tej klasy chorób. Wstępna ocena opiera się na analizie historii choroby oraz 

wywiadu rodzinnego, klinicznym badaniu przedmiotowym, a także na badaniu 

elektromiograficznym. Przydatne bywa oznaczenie poziomu kinazy kreatynowej (CK)  

w surowicy. Określenie konkretnego podtypu choroby wymaga badań biochemicznych 

skrawków mięśni chorego oraz identyfikowania zmienionych wzorów lokalizacji, masy 

molekularnej lub ilości białek (histopatologia, immunohistochemia, Western blot),  

z ostatecznym potwierdzeniem rozpoznania poprzez identyfikację mutacji sprawczej.  
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 W badaniach histopatologicznych oraz immunohistochemicznych można określić brak, 

nadmiar lub nieprawidłową lokalizację charakterystycznych białek mięśniowych, takich jak 

dystrofina, dysferlina czy sarkoglikany, co umożliwia wytypowanie genu lub genów 

należących do tego samego szlaku biochemicznego lub struktury, których mutacja mogła być 

przyczyną zachorowania [13]. Mimo to u większości pacjentów z klinicznie zdiagnozowanym 

LGMD nie udaje się określić genetycznej przyczyny choroby, przede wszystkim ze względu 

na stosowanie w dotychczasowej diagnostyce genetycznej metod klasycznego, 

sekwencjonowania sangerowskiego. Techniczne, ale także czasowe i finansowe ograniczenia 

wspomnianego podejścia powodują, że sekwencjonowanych jest jeden lub maksymalnie kilka 

wybranych genów lub wręcz tylko te ich fragmenty, w których lokują się najbardziej 

powszechnie występujące mutacje. Taki algorytm diagnostyczny wyklucza poszukiwanie 

zmian w wielu genach równocześnie, czy też w genach wiązanych dotychczas z podobnymi 

fenotypami klinicznymi. Tym samym niemożliwe staje się wykrywanie mutacji w genach nie 

wiązanych dotychczas z daną jednostką chorobową, a tym mniej ukazanie pełniejszego podłoża 

genetycznego konkretnego schorzenia.  

 

1.3 Sekwencjonowanie nowej generacji 

Coraz szersze stosowanie wielkoskalowych metod wysokoprzepustowych zmienia 

skuteczność diagnostyki molekularnej. Zastosowanie sekwencjonowania nowej generacji, 

chociażby poprzez analizę panelu genów wiązanych z różnymi miopatiami, umożliwia 

postawienie diagnozy i określenie mutacji sprawczej u 40-60% pacjentów [6]. Stosunkowo 

duża liczba chorych bez określonej mutacji sprawczej, wskazuje jednak na istnienie 

nierozpoznanych dotychczas genetycznych i być może pozagenetycznych przyczyn miopatii, 

które nie mogą być wyjaśnione metodami standardowego poszukiwania mutacji znanych  

i sekwencjonowania pojedynczych genów, czy nawet zestawów genów [14]. Dotyczy to 

zwłaszcza fenotypów łagodnych oraz przypadków o pośrednim, niejednoznacznym obrazie 

klinicznym.  

Sekwencjonowanie nowej generacji polega na masowym, równoległym 

sekwencjonowaniu pofragmentowanego genomowego DNA, generując setki milionów 

odczytów. Aktualnie na rynku dostępnych jest wiele platform sekwencjonowania nowej 

generacji opartych na różnych technologiach, takich jak pirosekwencjonowanie (Roche-454), 

sekwencjonowanie przez ligację (AB SOLiD), sekwencjonowanie z detekcją jonów (Ion 

Torrent), sekwencjonowanie w nanoporach (Nanopore), sekwencjonowanie przez syntezę 

(Illumina i PacBio) [15–17]. Metoda sekwencjonowania przez syntezę na platformie Illumina 
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jest w ostatnich latach wykorzystywana najpowszechniej, ze względu na wysoką wiarygodność 

oraz wydajność i stosunkowo niskie koszty badania. Sekwencjonowanie nowej generacji 

umożliwia wykrywanie wariantów genetycznych w skali całego eksomu lub genomu, w wyniku 

zastosowania sekwencjonowania całego eksomu (ang. whole exome sequencing, WES) lub 

genomu (ang. whole genome sequencing, WGS).  

Wspomniane metody wielkoskalowe wraz z zaawansowaną analizą bioinformatyczną 

przyczyniają się do powolnych, ale zasadniczych zmian koncepcji chorób uwarunkowanych 

genetycznie i - szerzej - klasycznej definicji przyczynowości genetycznej. Dotychczas  

w przypadkach chorób rzadkich, z założenia uznawanych za monogenowe, poszukiwane były 

rzadkie mutacje w konkretnym genie sprawczym, lub kandydującym do tego miana [18]. 

Przekształcanie paradygmatu redukcjonistycznego, w kierunku bardziej pełnego rozumienia 

wpływu mutacji na fenotyp rozpoczęło się jeszcze w "erze sangerowskiej", wraz  

z identyfikowaniem coraz większej liczby mutacji tego samego genu powodujących rozbieżne 

fenotypy kliniczne [19–21]. Mechanizmy tego zjawiska mogą być różne, od wpływu różnych 

mutacji tego samego genu na różne funkcjonalne domeny kodowanego przezeń białka, zmiany 

profili izoform mRNA (powodowane przez zmiany składania genowego –ang. splicingu), po 

szeroki kontekst genomowy modulujący wpływ konkretnych mutacji. Wykorzystanie metod 

sekwencjonowania nowej generacji potwierdza skomplikowaną zależność między genotypem 

a fenotypem klinicznym. Niektóre przypadki badane takimi metodami prezentują rozszerzone 

spektrum objawów mutacji danego genu, ale są też takie pokazujące, że nawet znane patogenne 

mutacje mogą dawać bardzo łagodny, wręcz subkliniczny fenotyp [22–24]. Można oczekiwać, 

że mutacje "dodatkowe", towarzyszące mutacjom uznawanym dotąd za sprawcze, możliwe do 

zidentyfikowania metodami wielkoskalowymi, są zlokalizowane w genach kodujących 

elementy funkcjonalne tego samego procesu biochemicznego lub tej samej struktury 

komórkowej. Mutacje "dodatkowe" należałoby zatem traktować jako składniki większych 

całości genetycznych, tworzących podstawy cech fenotypowych, odpowiedzialnych m.in. za 

heterogenność objawów klinicznych czy zmienną penetrację. W najprostszym ujęciu choroby 

monogenowe można zapewne uznać za choroby oligogenowe lub wręcz poligenowe,  

z zasadniczą mutacją ukierunkowującą oraz zmienną osobniczo konstelacją wariantów 

genetycznych modyfikujących lub wręcz zmieniających fenotyp kliniczny.  
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2 Cele pracy: 

 

Określenie podłoża genetycznego, a w szczególności mutacji sprawczych, w grupie chorych  

z rozpoznaniem MFM, LGMD i klinicznych fenotypów pokrewnych, z populacji polskiej.  

 

Określenie możliwego znaczenia funkcjonalnego zidentyfikowanych wariantów genomowych.  

 

Określenie możliwych korelacji między genotypem, a fenotypem klinicznym.  

 

Wytypowanie genów kandydujących, których mutacje mogą wpływać na wystąpienie i stopień 

nasilenia objawów choroby (geny sprawcze, współsprawcze i modyfikujące fenotyp).  

 

Oszacowanie udziału podtypów LGMD i MFM wśród chorych z miopatiami w populacji 

polskiej.  

 

Zaproponowanie podstaw nowego podziału MFM i LGMD, opartego na wskazaniu nowych 

elementów biochemicznych i strukturalnych, mogących leżeć u podłoża tych chorób.  
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3 Pacjenci, materiały oraz metody:  

 

3.1 Pacjenci 

Badania prowadzono w grupie chorych z klinicznym rozpoznaniem LGMD i MFM, bez 

wcześniej wykrytych mutacji sprawczych. Pacjenci, pochodzący z całej Polski, zostali 

zdiagnozowani w Klinice Neurologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, pełniącej 

rolę nieformalnego krajowego centrum referencyjnego (do roku 2016 Klinika kierowana była 

przez prof. dr hab. Annę Kamińską, a obecnie przez prof. dr hab. Annę Kosterę-Pruszczyk). 

Dzięki uprzejmości prof. Anny Kamińskiej oraz prof. Anny Kostery-Pruszczyk, we współpracy 

z dr Anną Macias oraz dr hab. Anną Potulską-Chromik uzyskano próbki krwi do izolacji DNA 

od 85 pacjentów z 84 rodzin z klinicznym rozpoznaniem dystrofii mięśniowej, oraz od  

20 pacjentów z 11 rodzin z kliniczną diagnozą desminopatii (podtyp MFM). Dodatkowo 

zebrano 16 próbek od zdrowych członków rodzin ryzyka LGMD, oraz 8 próbek od zdrowych 

członków rodzin ryzyka MFM. Jako formę kontroli przy ocenie wyników sekwencjonowania 

wykorzystano wyniki z innych badań sekwencjonowania eksomowego i genomowego  

16 pacjentów bez objawów mięśniowych z chorobą Alzheimera i zespołem Gillesa de la 

Tourette’a. Pacjenci ci zostali zdiagnozowani w Klinice Neurologii szpitala MSWiA, oraz 

Klinice Neurologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Wszyscy wyrazili pisemną 

zgodę na pobranie materiału genetycznego i przeprowadzanie na nim badań naukowych,  

a badania uzyskały akceptację Lokalnej Komisji Bioetycznej.  

Diagnozę kliniczną przeprowadzono w Klinice Neurologii WUM na podstawie 

objawów i oceny biopsji mięśni. LGMD zdefiniowano jako postępujące osłabienie mięśni  

z zanikiem mięśni obręczy barkowej i miednicznej oraz mięśni proksymalnych kończyn, bez 

zajęcia mięśni twarzy. Dołączono dziecięce przypadki asymptomatyczne trwałej hiperCK-emii 

(podwyższonego poziomu kinazy kreatynowej w surowicy) w przypadku, gdy biopsja mięśnia 

wykazywała wyraźne histopatologiczne cechy dystrofii mięśni. Dwa przypadki miopatii 

Miyoshi zostały dołączone ze względu na ich znaczne genetyczne i kliniczne podobieństwo do 

podtypów LGMD2B i 2L. W grupie badanej znalazło się też 12 przypadków z nieklasyczną 

manifestacją choroby mięśni, gdzie LGMD było jednym z rozważanych rozpoznań. 

Rozpoznanie MFM przeprowadzono głównie na podstawie wyników elektromiografii (EMG), 

a ostatecznym potwierdzeniem było wykrycie charakterystycznych ektopowych agregacji 

białkowych w biopsji mięśni. Wśród przypadków z rozpoznaniem MFM do analizy WES 

zakwalifikowano jedynie siedmiu pacjentów: czterech bez wykrytej we wstępnej analizie 
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mutacji w genie kodującym desminę i trzech, u których pomimo wykrycia prawdopodobnie 

sprawczej mutacji w genie DES fenotyp sugerował dodatkowe mutacje modyfikujące. 

 

3.2 Izolacja DNA genomowego 

 W celu izolacji DNA z krwi obwodowej pobierano około 10 ml krwi do probówek  

z 0,5 ml 0.5M roztworu EDTA. Izolację genomowego DNA wykonano standardową metodą 

stopniowego wysalania białek komórkowych (6M NaCl) z enzymatycznym usunięciem 

zanieczyszczeń białkowych proteinazą K [25]. Uzyskany DNA wytrącano i wstępnie 

przechowywano w 96% alkoholu etylowym, a następnie przed pierwszym użyciem 

rozpuszczano w wodzie podwójnie destylowanej i dejonizowanej (DirectQ, Millipore) oraz 

przechowywano w -20ºC. Stężenie oraz stopień czystości wyizolowanego DNA określano 

spektrofotometrycznie (NanoDrop2000, Thermo Scientific). Stężenie DNA w roztworze 

oznaczano zgodnie z prawem Lamberta-Beera, mierząc absorbancję przy długości fali λ = 260 

nm. Stopień zanieczyszczenia preparatu białkami oceniano poprzez porównanie absorbancji 

przy długości fali λ = 260 nm i λ = 280 nm, a stopień zanieczyszczenia rozpuszczalnikami 

organicznymi oceniano poprzez porównanie absorbancji przy długości fali λ = 260 nm  

i λ = 230 nm [26]. Integralność DNA określano oceniając uzyskany prążek po elektroforezie  

w 1.5% żelu agarozowym.  

 

3.3 Sekwencjonowanie eksomowe oraz podstawowa analiza bioinformatyczna 

Sekwencjonowanie eksomowe (WES) wykonano w ramach usługi obcej w BGI Tech 

Solutions (Hong Kong; większość analiz) oraz w Oxford Gene Technologies (Wielka Brytania; 

24 próbki) z wykorzystaniem zestawu do wzbogacania sekwencji eksomowej SureSelect 

Human All Exon v5+UTR (Agilent) na platformie Illumina HiSeq2000. Uzyskane surowe 

dane, to sparowane odczyty 100-nukleotydowe zapisane w postaci plików Fastq. Z surowych 

danych usunięto sekwencje adaptorowe oraz te 100-nukleotydowe pary sekwencji które nie 

przeszły weryfikacji jakości. Średnio uzyskano 240.451.900 sparowanych odczytów o dobrej 

jakości (dla których oceniający jakość współczynnik phred score miał wynik równy lub wyższy 

od 30) na jedną próbkę, które następnie uliniowano (ang. alignment) uporządkowując 

względem genomu referencyjnego hg19 za pomocą programu Burrows-Wheeler Alignment 

(BWA). Średnio 15 Gb uliniowionej sekwencji miało pokrycie 99 odczytów (99x), a 99.6% 

eksomu miało pokrycie przynajmniej 10 odczytów. Pokrycie przynajmniej 10 odczytów  
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w ponad 90% eksonów kończyło się 20 par zasad za sekwencją kodującą, umożliwiając 

wykrycie wariantów intronowych wpływających na splicing. Wyniki były przeglądane  

z wykorzystaniem oprogramowania Integrative Genomics Viewer [27]. Warianty 

jednonukleotydowe (SNP), oraz małe insercje i delecje (in/del) wykrywano za pomocą 

programu GATK Unified Genotyper. Do wstępnej anotacji stosowano program Annovar [28], 

a dla dalszego anotowania, filtrowania oraz analizy wyników (z wykorzystaniem wielu 

programów np. SNPsift, SNPeff) stosowano oprogramowanie dostępne na platformie Galaxy 

(na infrastrukturze PL-Grid) i GeneTraps (Intelliseq).  

 

3.4 Bioinformatyczna analiza wyników sekwencjonowania eksomowego 

Zidentyfikowane podstawową analizą bioinformatyczną (ang. variant calling) listy 

wariantów w eksomach poszczególnych pacjentów analizowano in silico (z wykorzystaniem 

wielu programów i platform, np. SNPsift, SNPeff, Galaxy, Genetraps), eliminując warianty 

najprawdopodobniej niewpływające na fenotyp. Filtrowanie wariantów zostało 

przeprowadzone z zastosowaniem następujących kryteriów:  

- możliwy wpływ wariantu genetycznego na białko. Poszukiwano mutacji zakłócających 

składanie traskryptów (ang. splicing) oraz mutacji zmieniających sekwencje aminokwasów, ze 

szczególnym uwzględnieniem mutacji skracających sekwencje kodowanego białka. 

Ograniczono się zatem do potencjalnie silnie uszkadzających mutacji (typu missense, nonsense, 

frameshift i splice site mutations). Mutacje intronowe niemające wpływu na splicing, oraz 

mutacje synonimiczne odrzucono z dalszych analiz w celu znacznego ograniczenia liczby 

analizowanych wariantów. Do oceny wariantów synonimicznych i intronowych, które przecież 

również mogą wpływać na fenotyp [29] powrócono w przypadkach pacjentów z rodzin  

z dziedziczeniem recesywnym. Poszukiwano w tych przypadkach rzadkich wariantów 

synonimicznych bądź intronowych, zlokalizowanych w genach, w których uprzednio 

wyszukano pojedyncze mutacje zmieniające sekwencję aminokwasową.  

- częstość występowania zmiany w populacji ogólnej wg ogólnie dostępnych baz danych, takich 

jak dbSNP i ExAC. Do dalszej analizy wyznaczano mutacje nie występujące we wspomnianych 

bazach oraz te, których częstość allelu rzadziej występującego (ang. minor allele frequency, 

MAF) wynosiła mniej niż 1%, ze szczególnym uwzględnieniem mutacji bardzo rzadkich 

(MAF<0,1%).  
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- częstość występowania zmiany we wszystkich badanych eksomach. Przyjęto założenie, że 

mutacje występujące u zbyt wielu (arbitralnie przyjęto próg ponad 25%) badanych pacjentów 

są najprawdopodobniej bez znaczenia fenotypowego. 

Zastosowano trzy strategie wyszukiwania wariantów potencjalnie związanych  

z chorobą (Ryc. 1.). Pierwsza polegała na wyszukiwaniu wariantów punktowych (ang. single 

nucleotide variant, SNV) i małych insercji / delecji (ang. indels) na podstawie znanego 

powiązania genów z fenotypem. Druga strategia polegała na wyszukiwaniu wariantów  

w genach ulegających ekspresji w mięśniach, ale nie wiązanych dotychczas z fenotypem 

osłabienia mięśni. Trzecia - na analizowaniu wariantów zmiany liczby kopii (ang. copy numer 

variant, CNV), czyli większych insercji, delecji i duplikacji, które mogłyby wpływać lub być 

powiązane z pojawieniem się choroby.  

 

Ryc. 1 Procedura analizowania wyników sekwencjonowania całego eksomu.  

Podano średnie liczby wariantów u pacjentów po każdym etapie analizy. 
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3.4.1 Analiza korelacji genotypu z fenotypem 

Potencjalny wpływ mutacji konkretnego genu na fenotyp był wstępnie oceniany  

z wykorzystaniem danych z bazy Human Phenotype Ontology. Wyszukiwano mutacje  

w genach wiązanych z takimi fenotypami jak „muscular dystrophy” (dystrofia mięśniowa), 

„myopathy” (miopatia), „muscle weakness” (osłabienie mięśni), „muscle atrophy” (atrofia 

mięśni), „muscular atrophy” (atrofia mięśniowa) i „elevated serum creatine phosphokinase” 

(podwyższone stężenie kinazy fosfokreatynowej w surowicy krwi).  

 Uzyskane listy mutacji analizowano indywidualnie dla każdego pacjenta, we 

współpracy z lekarzem prowadzącym, porównując możliwy efekt wyselekcjonowanych 

mutacji z objawami klinicznymi. Dodatkowo brano pod uwagę sposób dziedziczenia, ocenę 

stopnia patogenności (z wykorzystaniem programów SIFT, PolyPhen, PhastCons, Mutation 

Taster, MutPred i podobnych), częstość występowania mutacji w różnych populacjach  

(z wykorzystaniem różnych baz danych), a także w innych próbkach z grupy badanej. 

Szczególną uwagę przykładano do oceny wariantów w genach już wiązanych z LGMD, MFM, 

bądź innymi, podobnymi chorobami mięśniowymi (np. miopatiami wrodzonymi).  

 Równolegle, mutacje potencjalnie sprawcze wyszukiwano za pomocą programów 

priorytyzujących Exomiser i PhenIX, które wskazują, które warianty mogą być potencjalnie 

związane z badanym fenotypem, lub które geny (z wykrytymi zmianami) należą do interaktomu 

wspólnego z genami już wiązanymi z danym fenotypem.  

 

3.4.2 Poszukiwanie genów kandydujących 

 W celu wytypowania nowych genów potencjalnie wpływających na 

zachorowania wyszukiwano zmiany w genach ulegających ekspresji w mięśniach, a które nie 

były jeszcze wiązane z miopatiami i dystrofiami mięśniowymi. Wykorzystano dane z bazy 

GeneAtlas pozostawiając do dalszej analizy warianty w genach ulegających ekspresji  

w mięśniach u ludzi oraz w genach, których mysie ortologi ulegają ekspresji w mięśniach.  

W celu ograniczenia liczby wariantów wyszukiwano jedynie bardzo rzadko występujące 

warianty (MAF <0,1%). Dalsze ograniczenie liczby zmian polegało na wyszukaniu zmian 

jedynie w tych genach, których produkty białkowe są powiązane z produktami białkowymi 

genów występujących w szlakach i strukturach, które mogą odgrywać rolę w patogenezie 

miopatii. Wybrano warianty genów, których produkty białkowe albo oddziałują ze znanymi 

genami związanymi z LGMD i/lub MFM, albo uczestniczą w tych samych szlakach (wg danych 
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z baz BioGrid oraz KEGG). Ponownie, uzyskane wyniki oceniano w kontekście fenotypu 

klinicznego konkretnych pacjentów. Równolegle, wyszukiwano mutacje w genach 

powiązanych z genami uznawanymi za przyczynowe dla LGMD i/lub MFM za pomocą 

programu priorytyzującego Exome Walker. Program ten ocenia warianty eksomowe na 

podstawie uczestnictwa produktów białkowych w możliwych do powiązania z podanymi 

genami szlakach biochemicznych, sygnałowych, czy elementach strukturalnych (w przypadku 

badanych chorób – zlokalizowanych w tkance mięśniowej). Typując geny kandydujące 

wyszukiwano geny, bądź grupy genów (reprezentujących wspólne szlaki biochemiczne bądź 

powiązane elementy strukturalne), w których potencjalnie patogeniczne mutacje są 

nadreprezentowane wśród chorych, zwłaszcza w grupie w której nie znaleziono znanych 

mutacji przyczynowych.  

 

3.4.3 Analiza wariantów zmiany liczby kopii.  

W surowych wynikach WES wykrywano warianty liczby kopii (CNV) posługując się 

programem CODEX w wersji 1.8 [30]. Wykryte CNV scharakteryzowano posługując się 

częstościami najlepiej dopasowanych CNV z bazy tysiąca genomów [31]. Geny, objęte 

wykrytymi CNV zostały zidentyfikowane przy użyciu danych z bazy Ensembl z wersji 86. 

Geny na które nakładały się zidentyfikowane CNV opisywano przy użyciu terminów 

odnoszących się do chorób i fenotypów z bazy HPO, a także wyników ekspresji tkankowo-

specyficznej posługując się bazą danych GeneAtlas, w celu najpełniejszej oceny i wytypowania 

wariantów, które mogą mieć wpływ na fenotyp kliniczny. 

 

3.5 Procedura oceny patogenności wstępnie przefiltrowanych wariantów 

Ocena patogenności mutacji to zadanie złożone, polegające na łączeniu wyników 

uzyskanych dzięki stosowaniu różnorodnych, przedstawionych pokrótce metod badawczych, 

w kontekście aktualnej wiedzy o produktach białkowych zmutowanych genów, ich 

interaktomów, a także biochemii i fizjologii mięśni.  

W celu stwierdzenia czy mutacje zidentyfikowane w badanej grupie są 

charakterystycznie dla osób chorych (a zatem są najprawdopodobniej sprawcze), sprawdzano 

czy są one obecne w wynikach sekwencjonowania eksomowego i genomowego pacjentów  

z innymi schorzeniami (choroba Alzheimera, zespół Gillesa de la Tourette’a), badanymi 

uprzednio w Pracowni Neurogenetyki IMDiK PAN, a także porównując z danymi 
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zgromadzonymi w ogólnodostępnych bazach (np. ExAC, w której znajdują się dane z około  

60 tysięcy eksomów).  

Dodatkowo brano pod uwagę wyniki analizy znaczenia fenotypowego poszczególnych 

mutacji z wykorzystaniem programów predykcyjnych. Ponieważ specyficzność i czułość 

konkretnych programów tego typu nie jest absolutna [32,33], w analizach wykorzystywano co 

najmniej kilka programów, zarówno tych przeznaczonych bardziej do oceny konserwatywności 

ewolucyjnej sekwencji (Consurf i Phastcons), jak i tych oceniających przede wszystkim 

charakterystykę zmienionych aminokwasów (SIFT, PolyPhen-2, Mutation Taster). Do analizy 

wpływu mutacji na składanie pre-mRNA (ang. splicing) stosowano program Human Splicing 

Finder.  

Zidentyfikowane poprzez WES warianty genomowe, uznane następnie za mutacje 

sprawcze, każdorazowo potwierdzano sekwencjonowaniem sangerowskim, a w przypadku 

posiadania materiału genetycznego osób z rodziny ryzyka analizowano także kosegregację 

mutacji z fenotypem klinicznym.  

Patogenność wybranych wykrytych mutacji uznanych za potencjalnie sprawcze 

sprawdzano za pomocą analiz funkcjonalnych in silico i in vitro, oceniających wpływ mutacji 

na strukturę produktu białkowego oraz jego rozmieszczenie w tkance mięśniowej. 

 

3.5.1 Sekwencjonowanie metodą Sangera 

Reakcję łańcuchową polimerazy (ang. polimerase chain reaction, PCR) prowadzono  

w termocyklerze Veriti 96-well Thermal Cycler (Applied Biosystems), w objętości 10 µl, 

stosując zestaw Taq PCR Core Kit (Qiagen). Startery projektowano za pomocą programu 

Primer 3, wykorzystując sekwencje genów dostępne w bazie GeneBank. Produkty PCR 

oczyszczano od niewłączonych starterów oligonukleotydowych stosując mieszaninę enzymów 

Exonuclease I i FastAP (Fermentas). Reakcję sekwencjonowania prowadzono w objętości  

10 µl, stosując zestawy BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit v3.1 (Applied Biosystems), 

stosując jako matryce oczyszczone produkty PCR. W reakcji sekwencjonowania stosowano 

jeden ze starterów wykorzystywanych w pierwszej reakcji PCR. Produkty sekwencjonowania 

oczyszczano przez wytrącanie z roztworu wodnego mieszaniną alkoholu etylowego i octanu 

sodu (95% EtOH, 3M NaOAc pH 4,6) i liofilizowanie, a następnie dodawano dejonizowany 

formamid i denaturowano w 95ºC. Tak przygotowane produkty sekwencjonowania rozdzielano 

metodą elektroforezy kapilarnej w analizatorze Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems). 
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Analizę wyników bezpośredniego sekwencjonowania fluorescencyjnego prowadzono  

z wykorzystaniem programów DNA Sequencing Analysis Software v5.1 (Applied Biosystems), 

oraz SeqMan (DNAStar).  

 

3.5.2 Określanie wpływu mutacji na strukturę białka 

Analizę struktur trzeciorzędowych wybranych zmutowanych białek (desmina, 

krystalina alfa-B) oraz określenie wpływu wykrytych mutacji na ich własności wykonano  

w Laboratorium BioModelowania Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych Uniwersytetu 

Warszawskiego we współpracy z zespołem prof. Sławomira Filipka. Wyboru tak 

analizowanych przypadków dokonano ze względu na dostępność struktur wyjściowych  

i potrzebę pełniejszego uprawdopodobnienia wpływu wykrytych mutacji na fenotyp kliniczny. 

Punktem wyjścia modelowania były struktury białek uzyskane z bazy Protein Data Bank 

(PDB). Określenia wpływu mutacji dokonano z wykorzystaniem programu Yasara (Yasara 

Biosciences GmbH), wykonując symulacje dynamiki molekularnej.  

 

3.5.3 Ocena zmiany rozmieszczenia zmutowanych białek w strukturze mięśnia 

W wybranych przypadkach do oceny wpływu mutacji na białko wykorzystano wyniki 

analiz immunohistochemicznych wykonanych w Pracowni Molekularnych Podstaw Ruchów 

Komórkowych Instytutu Biologii Doświadczalnej PAN im. M. Nenckiego, we współpracy  

z zespołem prof. Marii Jolanty Rędowicz. Wyboru tak analizowanych przypadków dokonano 

ze względu na dostępność bioptatów mięśni, na dostępność przeciwciał do białek kodowanych 

przez geny z wykrytymi mutacjami i potrzebę pełniejszego uprawdopodobnienia wpływu 

wykrytych mutacji na fenotyp kliniczny. W badaniach wykorzystywano przeciwciała 

skierowane przeciw wybranym białkom związanym z badaną jednostką chorobową (LGMD 

lub MFM), w których wykryto mutacje (desmina, kalpaina 3, anoktamina 5, dysferlina, 

krystalina alfa-B), a także przeciw markerom poszczególnych kompartmentów włókna 

mięśniowego (m-kadheryna, ciężki łańcuch miozyny, alfa aktynina 1, dystrofina). Analizy 

immunohistochemiczne wykonano z użyciem konfokalnej mikroskopii fluorescencyjnej (Leica 

TCS SP8), a półilościową ocenę ekspresji genów na poziomie białkowym przeprowadzono  

z wykorzystaniem homogenatów mięśni, rozdzielonych elektroforetycznie w żelu 

poliakryloamidowym metodą Western blot.  
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Dokładny opis powyższych metod znajduje się w artykułach: Fichna JP et al.: Two 

desmin gene mutations associated with myofibrillar myopathies in Polish families [34], oraz 

Fichna JP et al.: A novel dominant D109A CRYAB mutation in a family with myofibrillar 

myopathy affects αB-crystallin structure [35]. 

 

3.6 Poszukiwanie mutacji w genie DES i identyfikowanie sekwencji mikrosatelitarnych.  

Niezależnie od przeprowadzonego dla wszystkich pacjentów sekwencjonowania 

eksomowego, w początkowym etapie analiz, w podgrupie chorych z rozpoznaniem MFM 

poszukiwano mutacji w genie kodującym desminę (DES) metodą sekwencjonowania 

sangerowskiego.  

W celu potwierdzenia wspólnego pochodzenia mutacji wykrytych w kilku rodzinach 

przeprowadzono analizę długości krótkich tandemowych powtórzeń (ang. short tandem 

repeats, STR) markerów mikrosatelitarnych zlokalizowanych w rejonie genu DES. Sekwencje 

STR wykazują duży polimorfizm umożliwiający wskazanie możliwego pochodzenia 

zmutowanego allelu, sprzężonego z konkretną sekwencją STR. Za pomocą PCR  

z wyznakowanymi fluorescencyjnie starterami, analizowano długości poszczególnych STR 

stosując elektroforezę kapilarną. Określenie długości kilku STR w okolicy badanego fragmentu 

genomu może potwierdzić (w przypadku takich samych długości) lub wykluczyć pochodzenie 

badanego fragmentu od wspólnego przodka. Genotypowanie locus DES prowadzono analizując 

siedem sekwencji mikrosatelitarnych (D2S2382, D2S2248, D2S1338, D2S163, D2S126, 

D2S133, D2S2354) otaczających gen DES. Sekwencje amplifikowano z wykorzystaniem par 

starterów, z których jeden był znakowany fluorescencyjnie, rozdzielano stosując elektroforezę 

kapilarną (Genetic Analyzer 3130, Applied Biosystems), a następie wyniki interpretowano za 

pomocą programu Gene Mapper (Applied Biosystems).  

Dokładny opis stosowanych metod znajduje się w artykułach: Fichna JP et al.: Two 

desmin gene mutations associated with myofibrillar myopathies in Polish families [34]. 
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4 Wyniki: 

 

4.1 Mutacje w genie DES: identyfikacja i kompleksowa charakterystyka  

Analizując sekwencje nukleotydowe genu DES u 24 członków 7 rodzin z klinicznym 

rozpoznaniem miopatii miofibrylarnej zidentyfikowano dwie mutacje: znaną A357_E359del  

(u dwóch rodzin) oraz nieopisaną dotychczas Q348P. Analiza markerów mikrosatelitarnych 

potwierdziła przypuszczenie, że wykryta już u trzech polskich rodzin mutacja A357_E359del 

pochodzi od wspólnego przodka. Ze względu na brak dostępu do odpowiedniej liczby członków 

rodzin nie było możliwe określenie punktu czasowego zdarzenia mutacyjnego. Pełne wyniki 

zostały przedstawione w artykule: Fichna JP et al.: Two desmin gene mutations associated with 

myofibrillar myopathies in Polish families [34]. 

 

4.2 Zastosowanie sekwencjonowania eksomowego do określania genetycznego podłoża 

LGMD i MFM  

4.2.1 Wyniki analizy korelacji genotypu z fenotypem 

We wszystkich badanych wynikach sekwencjonowania eksomowego wykryto 1984 

rzadkie warianty w genach łączonych poprzednio z różnymi objawami mięśniowymi. Średnio 

zidentyfikowano 35,6 takich wariantów w poszczególnych przypadkach oraz 36,7 rzadkich 

wariantów w poszczególnych przypadkach MFM, tymczasem w eksomach kontrolnych 

zidentyfikowano większą liczbę średnio 43,2 takich wariantów. Łącznie u wszystkich  

85 pacjentów z LGMD wyszukano 1880 takich wariantów, i wykrywano je też w pozostałych 

grupach: średnio 20,1 wariantu u poszczególnych pacjentów z MFM i 14,3 wariantu u kontroli. 

Analogicznie u wszystkich 7 pacjentów z MFM wyszukano 164 takie warianty, które 

identyfikowano również wśród pacjentów z LGMD – średnio 6,75 wariantu u pacjenta –  

i wśród kontroli – średnio 4,62 wariantu na kontrolę. 

Wśród wyników dla poszczególnych pacjentów (Tabela 3.) po analizie genetyczno-

klinicznej wytypowano prawdopodobne mutacje sprawcze, współsprawcze i te które 

potencjalnie mogły modyfikować fenotyp pacjenta (Tabela 4 i Tabela 5.) 

 

Tabela 3. Wyniki wyszukiwania wariantów w genach wiązanych z objawami osłabienia 

mięśnia. Przykład pokazuje wyniki u wybranego pacjenta.  

(tabela na następnej stronie) 
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CHR POS ID REF ALT EFF GENE HGVS.p AC CTRL OM HGMD CLINVAR EX_NFE EXAC INH HP _PHEN 

chr5 151666362 rs41290587 C T missense&splice SPARC p.Gly245Arg 4 0       0,00589 4,51E-03 AR muscle weakness 

chr21 46122138 rs141166141 C T missense COL6A2 p.Pro518Ser 4 0     likely benign 0,014855 8,79E-03 AR/AD muscular dystrophy 

chr13 100368479 rs61749895 G T missense PCCA p.Val437Phe 3 0   CM likely benign 0,010621 7,69E-03 AR myopathy 

chr11 121162110 rs142948530 C T missense TECTA p.Ser1671Leu 5 0     likely benign 0,007555 5,05E-03 AD/AR myopathy 

chr17 21703084 . G A missense KCNJ18 p.Val100Ile 6 0             muscle weakness 

chr13 20189473 rs72474224 C T missense GJB2 p.Val37Ile 2 0 OM CM pathogenic 0,001935 6,58E-03 AD/AR myopathy 

chr4 113145905 rs55847200 G T missense ANK2 p.Asp13Tyr 2 2       0,005287 3,71E-03 AD myopathy 

chr11 77199663 rs41298747 C T missense MYO7A p.Thr709Met 11 2   CM likely benign 0,007561 4,55E-03 AD/AR myopathy 

chr8 101664510 . C A missense GRHL2 p.Ser569Arg 16 0           AD/AR myopathy 

chr8 101664509 . G A missense GRHL2 p.Ser569Asn 13 1           AD/AR myopathy 

chr20 58854572 rs61749698 C A missense GNAS p.Pro373Thr 3 1       0,018288 9,57E-03 AD myopathy 

chr2 71602794 rs121908954 A G missense DYSF p.Ile1316Val 5 0 OM CM pathogenic 0,007054 4,51E-03 AR muscular dystrophy 

chr1 1049591 rs111818381 G A missense AGRN p.Ala1376Thr 2 0       0,019069 6,60E-03 AR myopathy 

chr2 178746240 rs72648913 C T missense TTN p.Cys5387Tyr 2 0     likely benign 0,004439 2,91E-03 AD/AR muscular dystrophy 

chr2 178539771 rs72648273 G C missense TTN p.Ala23825Gly 2 0     likely benign 0,004213 2,83E-03 AD/AR muscular dystrophy 

chr2 178589803 rs199895260 C T missense TTN p.Arg11701Gln 2 0     likely benign 0,004197 2,72E-03 AD/AR muscular dystrophy 

chr2 219497059 rs528548877 ATCAACG A inframe_del SPEG p.Asn128_Val129del 1 0       0,011389 8,20E-03 AR myopathy 

chr3 191380871 rs114502673 A G missense CCDC50 p.Lys218Arg 1 0     benign 0,005004 6,39E-03 AD myopathy 

chr1 235414500 rs143886167 A G missense TBCE p.Ile85Val 1 1       0,001102 9,31E-04 AR myopathy 

chr14 45159275 rs144215747 C G missense FANCM p.Leu111Val 1 0       0,001147 8,90E-04 AR myopathy 

chr1 114684234 rs142582318 C T missense AMPD1 p.Gly172Asp 2 0       0,001229 8,40E-04 AR myopathy 

chr5 132370006 rs139203363 G A missense SLC22A5 p.Gly12Ser 1 0 OM     0,000796 6,10E-04 AR myopathy 

chr1 183222127 rs181894078 C T missense LAMC2 p.Pro227Ser 1 0       0,00057 5,27E-04 AR myopathy 

chr18 45901098 rs199811412 G A missense EPG5 p.Thr1515Met 1 0       0,000465 3,31E-04 AR myopathy 

chr17 4901545 rs146931108 A G missense CHRNE p.Ile194Thr 1 0       0,000451 2,88E-04 AD/AR myopathy 

chr19 38506525 rs146793133 A C missense RYR1 p.Lys2891Gln 1 0       0,000031 1,81E-04 AD/AR muscular dystrophy 

chr4 54270646 rs199827643 T G missense PDGFRA p.Leu379Val 1 0       0,000255 1,48E-04 AD myopathy 

chr5 173232601 rs201249977 C A missense NKX2-5 p.Val315Leu 1 0       0,00017 1,07E-04 AD/AR muscle weakness 

chr2 151696656 rs199710125 T C missense NEB p.Asn517Ser 1 0       0,000166 9,93E-05 AR myopathy 

chr7 16258392 rs587777798 AAAC A inframe_del ISPD p. 1 0 OM   pathogenic 0,000113 8,29E-05 AR muscular dystrophy 

chr16 56501370 rs192007013 C T missense BBS2 p.Arg403His 1 0       0,00012 6,59E-05 AR myopathy 

chr20 45420639 rs117616742 A C missense PIGT p.Asn3His 1 0       0,00009 5,77E-05 AD/AR myopathy 

chr10 98429792 rs200119414 G A missense&splice HPS1 p.Thr289Met 1 0       0,000046 4,12E-05 AR myopathy 

chr7 157366556 rs372973038 G A missense DNAJB6 p.Gly77Glu 1 0       0,000015 8,24E-06 AD muscular dystrophy 

chr3 49531747 . G C missense DAG1 p.Glu412Asp 1 0           AR muscular dystrophy 

chr18 21847111 . T A missense MIB1 p.His793Gln 1 0           AD myopathy 

chr6 152284076 . G C missense SYNE1 p.Pro5632Ala 1 0           AD/AR muscular dystrophy 

chr8 101664501 . C A stop_gained GRHL2 p.Tyr566* 7 1           AD/AR myopathy 
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CHROM - chromosom, POS - pozycja nukleotydowa, ID - numer z bazy dbSNP, REF - 

nukleotyd referencyjny, ALT - nukleotyd alternatywny, EFF - typ mutacji, GENE - gen  

w którym wykryto wariant, HGVS.p - zmiana sekwencji aminokwasowej, AC - liczba alleli  

z danym wariantem wśród grupy badanej, CTRL - liczba alleli z danym wariantem wśród 

kontroli, CLINVAR - ocena danego wariantu wg bazy clinvar, EX_NFE - częstość danego 

wariantu w bazie ExAC dla populacji Europejskiej, EXAC - częstość danego wariantu w bazie 

ExAC dla populacji ogólnej, INH - możliwe dziedziczenie, HP_PHEN - fenotyp, ze względu 

na brak miejsca podano tylko czy występuje któreś z haseł wiązanych z chorobami mięśni 

 

W grupie 85 przypadków (86 pacjentów z 85 rodzin) z rozpoznaniem LGMD  

i 6 przypadków (7 pacjentów z 6 rodzin) z rozpoznaniem MFM, metodą sekwencjonowania 

całego eksomu (WES) i po analizie kliniczno-genetycznej zidentyfikowano mutacje 

prawdopodobnie sprawcze w 54 przypadkach z grupy LGMD (63,5%) i 5 przypadkach z grupy 

MFM (83%). Wśród przypadków LGMD 60 różnych mutacji sprawczych wykryto w genach 

ANO5, BAG3, BVES, CAPN3, CAV3, COL6A3, DMD, DYSF, FKRP, FLNC, LDB3/ZASP, 

LMNA, PLEC1, SGCA, SGCB, TCAP oraz TRAPPC11. Spośród nich 35 mutacji 

zidentyfikowano po raz pierwszy, a 19 mutacji nie widnieje w bazach danych zbierających 

wyniki sekwencjonowań eksomowych (ExAC) i genomowych (1000 genomes). Większość 

znanych mutacji opisywano jako sprawcze, natomiast nowo wykryte mutacje w większości 

skracają długość kodowanego białka, co wyraźnie sugeruje ich sprawczy charakter. Wykryto 

również inne mutacje w genach wiązanych z LGMD, MFM, bądź innymi miopatiami (ANO5, 

BAG3, CAPN3, DYSF, PLEC1, POMT1, POMT2, POMGNT2, FKTN, IMS2, ISPD, DES, 

FLNC, LDB3/ZASP, TTN, TMPO, TPM1, SGCA, SGCB, SGCD, SGCG, RYR1, SEPN1, 

B3GALNT2, BIN1, COL6A1, COL6A2, COL6A3, HNRPDL, ITGA7, PTPRN, TRAPPC11, 

OBSCN, LARGE, NEB, NEBL, DMD, DMN, MYBPC1, MYBPC3, MYL5, SYNE1, SYNE2, 

LAMA2, MYH6, MYH3), które mogą wpływać modyfikująco na fenotyp kliniczny.  

 

Tabela 4. Zidentyfikowane mutacje sprawcze oraz mutacje mogące przyczyniać się do 

powstania fenotypu klinicznego lub modyfikować jego charakter, w grupie pacjentów z 

klinicznym rozpoznaniem LGMD.  

p
a

c
je

n
t 

p
łe

ć 

w
ie

k
 początek 

choroby 

C
K

 (
x

 U
N

L
) 

historia 

rodzinna 

dodatkowe cechy 

kliniczne 

gen 

sprawczy genotyp 

inne geny z 

mutacjami 

prawdopodobn

ie 

wpływającymi 

na fenotyp 

20 M 

22 wczesna 

dorosłość 

23 przypadek 

sporadyczny 

 

ANO5 p.D81G / p.R758C NEB, DES, TTN 

10 M 

54 

wczesna 

dorosłość 

19 AR  

ANO5 p.D81G / p.W401X* 

BAG3, FLNC, 

CHRNE, 

CACNA1S, TTN 

x2 
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173a M 

14 

 dzieciństwo 

94 AR  

CAPN3 

c.1193+1G>A (miejsce 

splicingu) / c.598-

612delGTTCTGGAGTGCTCT 

NEB x2, DNM2, 

TTN x2, 

CACNA1S 

424 F 

51 

wiek 

dorastania 

1,7 przypadek 

sporadyczny 

 

CAPN3 

c.598-

612delGTTCTGGAGTGCTCT 

/ p.G221S* 

 COL12A1, PLEC 

, DNM2TTN 

186a M 

40 

wczesna 

dorosłość 

28 AR - 

CAPN3 c.550delA / p.A609E 

LDB3/ZASP x2, 

COL6A2, 

COL6A3, SGCD, 

POMT1, DYSF, 

SYNE2, MYH6, 

B3GALNT2 

175d M 

12 

wczesne 

dzieciństwo 

27 AR łagodne 

osłabienie mięśni 

twarzy CAPN3 

c.550delA / c.598-

612delGTTCTGGAGTGCTCT 

MYOT, SGCB, 

RYR1, NEB, 

SYNE2, TTN 

12 M 

4 

dzieciństwo 

12 przypadek 

sporadyczny 

 

CAPN3 c.550delA / c.550delA 

COL6A3, FLNC, 

NEB,TTN x2  

144 F 
18 wiek 

dorastania 

8 AR  

CAPN3 c.550delA / c.550delA 

DNM2, , 

TMEM5, TTN x2 

212 F 
28 wiek 

dorastania 

4 AR  

CAPN3 c.550delA / c.550delA DYSF, TTN x6 

127 F 
12 wiek 

dorastania 

35 przypadek 

sporadyczny 

 

CAPN3 c.550delA / c.550delA RYR1, FLNC,– 

184a M 
13 wiek 

dorastania 

16 AR  

CAPN3 c.550delA / c.550delA HSPG2, TTN 

6 F 

15 

wiek 

dorastania 

31 AR  

CAPN3 c.550delA / c.550delA 

TRAPPC11, 

RYR1, LAMA2, 

FLNC, NEB, 

PPARGC, TTN, 

MYF6 

764 F 

10 

dzieciństwo 

77 AR  

CAPN3 c.550delA / c.1722delC  

LDB3/ZASP x2, 

POMT1, 

TMEM43  

18 M 

20 

wczesne 

dzieciństwo 

26 przypadek 

sporadyczny 

wczesne 

zachorowanie, 

opadanie stóp 

CAPN3 

MYH7 

c.550delA / p.E566K 

p.R204H 

LDB3/ZASP x2, 

GBE1, TTN x4, 

TO M 

14 

dzieciństwo 

22 AR  

CAPN3 c.550delA / p.G221S* 

TRAPPC11, LIPE, 

GBE1, HSPG2, 

TTN x3 

8 M 

13 

wczesne 

dzieciństwo 

29 przypadek 

sporadyczny; 

wysokie CK u 

ojca 

 

CAPN3 c.550delA / p.P82L 

NEB x2, 

COL6A3, SYNE1 

x2, TTN x5, 

LDB3/ZASP, 

HSPG2 

13 F 4 dzieciństwo 37 AR  CAPN3 c.550delA / p.R147X COL12A1, NEB  

4 F 

11 

dzieciństwo 

42 AR - 

CAPN3 c.550delA / p.R355W 

FLNC, SYNE1, 

DCTN1, TTN x3 

433 F 
13 

dzieciństwo 

9 AR  

CAPN3 c.550delA / p.R448C  

COL6A3, 

TARDBP, TTN x2 

668 M 

38 

dorosłość 

4 AR podostry 

początek 

zachorowania z 

lekkim 
CAPN3 c.550delA / p.T560A 

PLEC x 3, SYNE1 

x2, CCDC78, 

COL9A3, HSPG2 
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osłabieniem 

mięśni kończyn 

górnych 

193a M 

10 

dzieciństwo 

23 AR  

CAPN3 c.550delA / p.W130R* 

COL6A3, NEB, 

HSPG2, TTN x2, 

GNE 

113 M 

32 

dzieciństwo 

2 AR znaczne 

przykurcze 

CAPN3 p.R748X / c.1722delC 

COL6A3, RYR1, 

HSPG2, SYNE1, 

DCTN1, TTN x2 

144a F 

18 

wiek 

dorastania 

No 

data 

AR  

CAPN3 

p.R748X / c.598-

612delGTTCTGGAGTGCTCT 

COL6A1, 

COL6A3, 

HNRNPDL, RYR1 

x2, SYNE1, 

MYH7, TTN x5 

225 F 
12 wczesna 

dorosłość 

42 przypadek 

sporadyczny 

 

CAPN3 p.P102L / p.S606L 

MYH3, SYNE1, 

SYNE2, TTN 

196 M 

14 

wczesne 

dzieciństwo 

3 przypadek 

sporadyczny 

wrodzone 

przykurcze kolan, 

opóźniony rozwój 

ruchowy, 

upośledzenie 

słuchu  COL6A2 p.G277E* 

CAV3, LAMA2, 

ANO5 ITGA7, 

RYR1, SYNE2, 

TTN x3  

901 M 

41 

dorosłość 

1,9 przypadek 

sporadyczny 

łagodne 

osłabienie mięśni 

zewnętrznych 

gałki ocznej, 

osłabienie mięśni 

dystalnych 

kończyn górnych 

COL6A3 

CACNA1S 

p.E1386K / p.R2420W 

p.T349I* NEB), TTN 

7 F 

14 

dzieciństwo 

7 przypadek 

sporadyczny 

 

COL6A3 p.R2142X* / p.K2483E FLNC 

275 M 

16 

wiek 

dorastania 

6 przypadek 

sporadyczny, 

wysokie CK u 

ojca 

opóźnienie 

rozwoju 

ruchowego 

COL6A3 p.T1368M / p.V2398I 

DAG1, NEB, 

SYNE1, TTN 

135 M 

32 

dzieciństwo 

17 przypadek 

sporadyczny 

zespół 

preekscytacji 

serca DMD c.678-681delCTT* 

RYR1, ITGA7, 

DYSF, CCDC78, 

COL9A3 

275B M 

48 

dorosłość 

5 przypadek 

sporadyczny 

podostry 

początek, 

przejściowa 

poprawa po 

podaniu 

kortykosteroidów

,, osłabienie 

mięśni dystalnych DNAJB6 p.G77E 

COL6A2, DAG1, 

DYSF, ISPD, 

NEB, RYR1, 

SYNE1, CHRNE, 

TTN x3 

192 M 

35 

wczesna 

dorosłość 

20 AR; miopatia 

u kilku 

dalszych 

krewnych 

powysiłkowe 

osłabienie mięśni, 

osłabienie mięśni 

dystalnych 

kończyn dolnych DYSF 

c.4821delG* / c.5058-1G>T 

(miejsce splicingu) 

LDB3/ZASP, 

ANO5, PLEC, 

SYNE1, TTN 

16 M 

25 

wczesna 

dorosłość 

24 przypadek 

sporadyczny 

osłabienie mięśni 

dystalnych 

kończyn dolnych 

DYSF 

p.D1876N / p.D1876N / 

c.5179delA* / c.5179delA* 

FLNC, DMD, 

MYH6, COL9A3, 

NIPA1, HSPG2, 

TTN x2 
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219 

M 

28 

wczesna 

dorosłość 

42 AR zanik mięśni 

łydek 

DYSF 

p.D1876N / p.E1763D / 

c.5179delA* 

PLEC x2, 

LDB3/ZASP x2, 

COL6A2, FKRP, 

COL12A1, TTN 

x3 

24 M 

27 wczesna 

dorosłość 

54 AR, brat 

pacjentki nr 3 

fenotyp miopatii 

Miyoshi  DYSF p.Q1323E / c.5237delG* 

COL6A3, MYH3, 

LDB3/ZASP 

3 F  

39 

wczesna 

dorosłość 

22 AR, siostra 

pacjenta nr 

24 

 

DYSF p.Q1323E / c.5237delG* PLEC, COL6A3 

407 

M 

14 

wczesne 

dzieciństwo 

4,5 AD ?  

DYSF 

MYH7 

p.V374I / c.5946G>A 

(miejsce splicingu) 

p.A1487T ANO5, NEB 

15 M 

15 

dzieciństwo 

18 przypadek 

sporadyczny 

opóżnienia 

rozwojowe; 

znaczna atrofia 

mięśni i silne 

przykurcze FKRP 

p.L276I / c.253+2T>C 

(miejsce splicingu) 

PLEC x2, LARGE, 

KBTBD13, 

DCTN1, MYPN, 

TTN x2 

198 

F 

11 

dzieciństwo 

37 przypadek 

sporadyczny 

 

FKRP 

p.L276I / c.975-

882delCGCCCGCTATGTGGT

GGG* 

COL6A3, 

COL4A1, NEB 

x2, TTN 

KW 

F 

4 

wczesne 

dzieciństwo 

39 przypadek 

sporadyczny 

przejściowe 

osłabienia już w 

wieku 

niemowlęcym FKRP p.L276I / p.L276I 

ISPD, DYSF, 

ITGA7, SYNE1, 

TTN x2 

5 F 

11 

dzieciństwo 

30 AR  

FKRP p.L276I / p.L276I 

PLEC x2, 

COL6A3 x2, 

DYSF, 

POMGNT2, 

FLNC, TTN x3  

102 

F 

13 

wiek 

dorastania 

33 AR; 

spokrewnieni 

rodzice 

- 

FKRP p.L276I / p.L276I 

COL12A1, 

MYH2, SYNE2, 

TTN 

84e 
F 

24 wczesne 

dzieciństwo 

 

b.d. 

AR - 

FKRP p.L276I / p.P217Q* 

TCAP, COL6A2, 

TTN x2  

CM 

F 

10 

wczesne 

dzieciństwo 

27 AR opóźnienie 

ruchowe, utrata 

zdolności 

chodzenia w 

pierwszej 

dekadzie życia FKRP p.L93P / p.R270C 

CAPN3, DMD, 

NEB, SYNE1 x2, 

CCDC78, TTN x4  

19 M 

76 

wiek 

dorastania 

7 AR kardiomiopatia z 

arytmią 

LMNA p.G523R 

CAPN3, 

COL6A3, PLEC 

x3, RYR1, 

HSPG2, SYNE1, 

MYH3, LMOD3, 

RBM20, TNNI3K  

21 F 

10 

dzieciństwo 

15 AR  

SGCA 

p.V247M / p.V250L* 

(miejsce splicingu)  

COL6A1, 

COL6A2, MYH2, 

LDB3/ZASP, 

POMT1  

84a 

F 

52 

wiek 

dorastania 

2 AR - 

SGCA 

p.V250L* (miejsce 

splicingu) / p.R284C 

LDB3/ZASP x2, 

RYR1 , COL6A2, 

COL6A3, SYNE1 
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157 

F 

9 

dzieciństwo 

20 przypadek 

sporadyczny 

kardiomiopatia 

SGCB p.S114F / p.I119N* 

PLEC x2, 

TRAPPC11, 

HSPG2 x2, TTN 

201 

F 

12 

dzieciństwo 

36 przypadek 

sporadyczny; 

spokrewnieni 

rodzice 

 

SGCB p.S114F / p.S114F 

PLEC x2, 

TRAPPC11, 

B3GALNT2, 

HSPG2, SYNE1 

270a  F 

17 

wczesne 

dzieciństwo 

1,4 przypadek 

sporadyczny; 

spokrewnieni 

rodzice 

 

TCAP 

c. 358-359delGA* /  

c. 358-359delGA* 

NEB X3, SYNE1, 

BVES, TTN x2 

229a 

F 

6 

dzieciństwo 

19 przypadek 

sporadyczny; 

spokrewnieni 

rodzice 

 

TRAPPC11 p.D26G* / p.D26G* 

NEB, ITGA7, 

POMGNT1 

448a 
F 

56 

dorosłość 

2,5 AR  

    

CAPN3, TTN 

(frameshift) 

179 

F 

57 

wiek 

dorastania 

6 AR  

    

CAPN3, 

COL6A2, DNM2, 

-BVES, TTN x4  

214 

F 

41 

dorosłość 

22 AR  

    

CAPN3, 

COL6A3, 

POMT2, 

COL12A1, TTN 

x2 

191 
M 

35 

dorosłość 

1,5 AR  

    

CAPN3, FKRP, 

TTN x3 

658 
F 

31 wiek 

dorastania 

3 AR  

    

CAPN3, MYPN, 

TARDBP, TTN x2 

752 

F 

56 

dorosłość 

2,5 AR  

    

CAPN3, POMT2, 

FLNC x5, NEB, 

HSPG2, SYNE2, 

TTN 

128a 

F 

10 

dzieciństwo 

81 AR szybki postęp 

choroby, znaczna 

atrofia mięśni     

CAPN3, RYR1 

x2, FLNC 

170 

M 

42 

dorosłość 

4 AR  

    

CAPN3, SGCA, 

RYR1, CACNA1S, 

LDB3/ZASP,  

130a 

M 

15 

wiek 

dorastania 

27 AR - 

   

CAPN3, PLEC x2, 

SYNE1 x2, 

SYNE2, 

CACNA1S, TTN  

250a 

M 

44 

dorosłość 

12 AR zajęte szczególnie 

mięśnie kończyn 

górnych; przerost 

mięśni     

CAPN3, SGCD, 

HSPG2, TTN 

160a F 

16 

wiek 

dorastania 

36 AR - 

  

CAPN3, BAG3, 

DES, NEB x2, 

TTN x2, 

CACNA1S  

592 F 

36 

wiek 

dorastania 

1,4 przypadek 

sporadyczny 

 

  

BAG3, 

TMEM43, TTN 

x3, HSPG2 
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243 F 

41 

dorosłość 

2,4 AD ? osłabienie mięśni 

dystalnych; 

łagodna dysfagia   

BVES x2, SYNE1, 

TTN, HSPG2, 

HACD1 

197 

F 

9 

wczesna 

dorosłość 

20 przypadek 

sporadyczny 

 

    

COL6A3, ANO5, 

NEB, COL12A1, 

MYH3, SYNE1, 

TTN x2, SCN4A, 

LMNB2 

17 M 

34 

wczesna 

dorosłość 

24 przypadek 

sporadyczny 

fenotyp miopatii 

Miyoshi 

    

DMD, PLEC x2, 

LAMA2, ITGA7, 

MYH6, SYNE2, 

CACNA1S, NEB 

195 

M 

17 

wiek 

dorastania 

47 przypadek 

sporadyczny 

silne przykurcze, 

znaczna atrofia 

mięśni     

DNM2, TRIM32, 

POMGNT1, 

FLNC , NEB, ,  

14 F 

8 

dzieciństwo 

80 przypadek 

sporadyczny 

 

    FLNC x2, TTN x2 

1038 F 

77 

późna 

dorosłość 

30 przypadek 

sporadyczny 

przewaga zajęcia 

mięśni kończyn 

górnych; poprawa 

po podaniu 

kortykosteroidów   

DYSF, PLEC, 

SYNE1, SYNE2, 

TTN x2 

9 F 

14 

wczesne 

dzieciństwo 

9 przypadek 

sporadyczny 

Bardzo silne 

przykurcze  

    

RYR1 x2, NEB, 

MYH7, FLNC, 

TTNx2 

155 

F 

3 

wczesne 

dzieciństwo 

18 przypadek 

sporadyczny 

opóźnienie 

rozwoju 

ruchowego 

    

RYR1, ISPD, 

POMGNT2, 

COL6A2 DYSF, 

NEB, MYH3, 

TTN x3 

11 M 

53 

późna 

dorosłość 

44 przypadek 

sporadyczny 

dysfagia, 

dysfonia; 

podostry 

początek     

TRAPPC11, NEB, 

HSPG2 

194 

F 

77 

późna 

dorosłość 

<1 przypadek 

sporadyczny 

dysfagia 

pierwszym 

objawem      HSPG2, TTN 

859 F 

78 późna 

dorosłość 

<1 przypadek 

sporadyczny 

osłabienie mięśni 

dystalnych     CACNA1S 

901B F 

62 

dorosłość 

<1 przypadek 

sporadyczny 

dysfagia, 

osłabienie mięśni 

dystalnych, 

zwłaszcza dłoni 

    

SGCG, NEB, 

CACNA1S, 

HSPG2, SCN4A, 

MYH14,  

TTN X4 

161 F 

41 

dorosłość 

3 przypadek 

sporadyczny 

miopatyczna 

twarz, ptoza, w 

biopsji wakuole 

autofagiczne     

NEB, ALG1, AGL, 

TTN 

667 F 

48 

dzieciństwo 

15 AD ?  

z niepełną 

penetracją 

osłabienie mięśni 

dystalnych; w 

biopsji 

niespecyficzne 

zmiany 

miopatyczne, 

dużo włókien z 

centralnie 
CCDC78 p.R103Q 

SYNE1, MTM,  

NEB x2,  

TTN x2 
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zlokalizowanymi 

jądrami 

komórkowymi 

711 M 

20 

dzieciństwo 

6 dziedziczenie 

wiązane z 

chromosome

m X 

mialgia I 

przykurcze, 

nieznaczne 

osłabienie mięśni DMD c.1601delA 

DYSF, RYR1, 

PLEC x2, 

COL6A2, SCN4A,  

TTN x2 

202 M 

36 

dorosłość 

<1 przypadek 

sporadyczny 

epizody 

rabdomiolizy bez 

stałego osłabienia 

mięśni 

    

DES, TTN x2, 

LDB3/ZASP, 

ANO5, PLEC, 

COL6A1, 

COL4A1, 

AMPD1 

849 F 

57 

późna 

dorosłość 

2 przypadek 

sporadyczny 

ostry początek z 

bólem lędźwi, 

osłabienie mięśni 

dystalnych 

kończyn dolnych    

SYNE2, PLEC 

LARGE, GAA, 

SCN4A, ALDOA 

456 M 

18 

wiek 

dojrzewania 

14 przypadek 

sporadyczny 

wewnątrzjądrowe 

wtręty widoczne 

w biopsji 

sugerujące 

miopatię 

wtrętową SMCHD1 p.R630S* PLEC, TTN x2 

205 F 

41 

dorosłość 

4 przypadek 

sporadyczny 

przejściowe 

problemy z 

oddychaniem po 

znieczuleniu 

ogólnym, bez 

jednoznacznych 

cech dystrofii w 

biopsji 

PHKB 

CHRND 

p.Q657K / N732S 

p.E24K 

MYF6, MYH2 

POMT1 

200a F 

6 

dzieciństwo 

33 przypadek 

sporadyczny 

poprawa po 

podaniu 

kortykosteroidów

; przeciwciała 

anty-Mi2 FLNC p.G54D 

DCTN1,  

NEB x2,  

TTN x2 

362 F 

37 

wczesne 

dzieciństwo 

<1 przypadek 

sporadyczny 

jaskra i zaćma, 

leukoencefalopati

a, przewaga 

zajęcia kończyn 

górnych     

PLEC, SYNE2, 

LARGE, TTN, 

SCN4A 

233 M 

58 

późna 

dorosłość 

1,5 AD ? początek choroby 

z objawem 

opadania stóp     

ITGA7, SYNE2, 

ANG, LDHA, 

MYH3 

277 F 

56 

wiek 

dojrzewania 

<1 przypadek 

sporadyczny 

początkowa 

długotrwała 

poprawa po 

podaniu 

kortykosteroidów     

PLEC, DNM2, 

LDB3/ZASP, 

SYNE1, SCN4A,  

DMD X2 

AR: dziedziczenie autosomalne recesywne, AD: dziedziczenie autosomalne dominujące, dzieciństwo <4 r.ż., 
dzieciństwo 4-11 r.ż., wiek dorastania 12-18 r.ż., wczesna dorosłość 19-29 r.ż., dorosłość 30-50 r.ż., późna 
dorosłość 51-65 r.ż., nazwy mutacji dla transkryptów kanonicznych, * oznacza mutację dotąd nie opisywaną 

 

Tabela 5. Zidentyfikowane mutacje sprawcze oraz mutacje mogące przyczyniać się do 

powstania fenotypu klinicznego lub modyfikować jego charakter, w grupie pacjentów z 

klinicznym rozpoznaniem MFM.  
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historia 

rodzinna 

dodatkowe 

cechy 

kliniczne 

g
e
n

 s
p

r
a

w
c
zy

 

genotyp 

inne geny z 

mutacjami 

prawdopodobnie 

wpływającymi na 

fenotyp 

BS M 

14 

wczesne 

dzieciństwo 

5 przypadek 

sporadyczny 

niewydolność 

oddechowa, 

mikrogyria 

BAG3 p.R284L 

CHRNE, LMOD3, 

RYR1, PLEC, SYNE2, 

MAMLD1, COQ4, TTN 

X2 

2 F 

50 

dorosłość 

2 AD, rodzina 

pacjentki nr 

22 

 

DES c.1069_1077delGCCAGTGAG 

FKRP, COL6A3, 

ITGA7, HSPG2 X3, 

CHKB, FLNC, RBM20, 

TTN x3 

22 F 

56 

dorosłość 

3 AD, rodzina 

pacjentki nr 

2 

 

DES c.1069_1077delGCCAGTGAG 

NEB, RYR1, MYH3, 

COL6A3, HSPG2 X4, 

FLNC, RBM20, TTN 

23 M 

28 

wczesna 

dorosłość  

7 AD, matka 

zachorowała 

w starszym 

wieku 

 

DES p.Q348P* 

DNAJB6, DYSF, 

SYNE1, TMEM43, 

HSPG2 x2, FLNC, TTN 

x2 

827a F 

33 

wczesna 

dorosłość 

3 przypadek 

sporadyczny 

 

FLNC p.R1241C 

COL6A2, KBTBD13, 

SYNE2, POMGNT2, 

SEPN1, SCN4A, TTN 

x3 

931a F 
40 wczesna 

dorosłość 

2,5 AD zaćma, 

kardiomiopatia CRYAB p.D109A* 

SYNE1 x2, HSPG2, 

TTN x2 

940 M 
17 wczesne 

dzieciństwo 

2 przypadek 

sporadyczny 

 

  

NEB, POMGNT2, 

DMD x2, TMPO 

AR: dziedziczenie autosomalne recesywne, AD: dziedziczenie autosomalne dominujące, dzieciństwo <4 r.ż., 
dzieciństwo 4-11 r.ż., wiek dorastania 12-18 r.ż., wczesna dorosłość 19-29 r.ż., dorosłość 30-50 r.ż., późna 
dorosłość 51-65 r.ż., nazwy mutacji dla transkryptów kanonicznych, * oznacza mutację dotąd nie opisywaną 

 

W wybranych przypadkach ocena wpływu mutacji uznanej za sprawczą nie ograniczała się do 

korelacji z fenotypem, a została poparta wynikami analiz in silico oraz in vitro. Modelowanie 

komputerowe zmutowanej desminy i krystaliny alfa-B wykonane w Laboratorium 

BioModelowania Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych Uniwersytetu Warszawskiego we 

współpracy z zespołem prof. Sławomira Filipka wykazało zmiany w strukturze trzeciorzędowej 

tych białek (przykładowy wynik, Ryc. 2 i Ryc. 3). Natomiast w Pracowni Molekularnych 

Podstaw Ruchów Komórkowych Instytutu Biologii Doświadczalnej PAN im. M. Nenckiego 

we współpracy z zespołem prof. Marii Jolanty Rędowicz analizowano obecność, a także 

rozmieszczenie wybranych zmutowanych białek (desmina, kalpaina 3, anoktamina 5, 

dysferlina, krystalina alfa-B) w strukturze mięśnia, wykazując zmiany rozmieszczenia i ilości 

analizowanych białek (przykładowy wynik, Ryc. 4).  
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Ryc. 2 Modelowanie trzeciorzędowej struktury dimeru desminy.  

Na niebiesko zaznaczono strukturę bez mutacji (WT), na fioletowo strukturę z mutacją  

A357-E359del (c.1069_1077delGCCAGTGAG), a na żółto strukturę z mutacją Q348P. 

 

 

Ryc. 3 Histogram możliwego wygięcia helisy w punkcie aminokwasu 348 białka desminy.  

Na czerwono zaznaczono przyjmowane wygięcie dla cząsteczki bez mutacji (WT), na 

ciemnozielono zaznaczono wyniki dla struktury z mutacją A357-E359del 

(c.1069_1077delGCCAGTGAG), a na niebiesko zaznaczono wyniki dla struktury z mutacją 

Q348P. Helisa bez mutacji jest minimalnie zgięta (175°). W przypadku modelu z mutacją 

Q348P zgięcie jest minimalnie większe z maksimum około 172° i większą możliwością 

dalszego wygięcia cząsteczki. Podobną elastyczność struktury wykazuje cząsteczka z mutacją 

A357-E359del. Zmiany te wpływają na zdolność desminy do dimeryzacji i tworzenia włókien.  
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Ryc. 4 Rozmieszczenie desminy w mięśniach z mutacją Q348P.  

Przekroje poprzeczne mięśnia pacjenta wyznakowano przeciwciałami przeciw desminie,  

M-kadherynie, α-aktyninie 1 i przeciw łańcuchowi ciężkiemu miozyny (MHC). Odcinek 

oznacza długość 50 μm. W dolnym panelu, dwukrotne powiększenieobszarów zaznaczonych 

w panelu górnym. Strzałki wskazują centralnie zlokalizowane jądra; gwiazdka - zanikające 

włókno. Widoczna jest ektopowa lokalizacja desminy z charakterystycznymi dla miopatii 

miofibrylarnej punktami agregacji tego białka. Wyniki porównano do wyznakowania tymi 

samymi przeciwciałami mięśni kontrolnych. Pełne wyniki zostały przedstawione w artykule: 

Fichna JP et al.: Two desmin gene mutations associated with myofibrillar myopathies in Polish 

families [34]. 

 

4.2.2 Wyniki wyszukiwania wariantów w genach z ekspresją w mięśniach 

Wyodrębniono 1329 wariantów ultra-rzadkich (<0,1% MAF), silnie uszkadzających 

(wg programów predykcyjnych), w konserwowanych regionach genów, które wg bazy 

GeneAtlas ulegają ekspresji w mięśniach, lub których mysie ortologi ulegają ekspresji  

w mięśniach. Wyłączono z analizy warianty w genach wiązanych z klinicznym fenotypem 

miopatii (warianty te zidentyfikowano i oceniono wcześniej). Warianty poddano następnie 

dalszej analizie w oparciu o ich powiązania z genami wiązanymi z LGMD i MFM wyszukując 

warianty w genach, których produkty białkowe występują w szlakach biochemicznych,  

w których uczestniczą białkowe produkty genów wiązanych z LGMD i MFM. W ten sposób 

zidentyfikowano 106 mutacji występujących w 27 genach (Tabela 6.). Średnio  

u poszczególnego pacjenta występuje od zera do trzech takich mutacji. 
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Tabela 6. Ulegające ekspresji w mięśniach geny, których produkty białkowe są w interakcji  

z produktami genów wiązanych uprzednio z LGMD i MFM, i w których znaleziono rzadkie 

warianty potencjalnie patogenne. 

gen białko 

interakcja z produktami 

białkowymi genów 

AMOT angiomotina BAG3 

ANK1 ankrina 1 TTN, RYR1 

ANKRD2 ankyrin repeat domain 2 TCAP, TTN 

ANKRD23 ankyrin repeat domain 23 TTN 

ASB5 arginine repeat and SOCS box containing 5 CRYAB 

ATP1B4 polipeptyd 4 ATPazy beta POMT1, POMT2 

C1QTNF9 C1q and tumor necrosis factor protein 9 COL6A1, COL6A2 

CASP12 kaspaza 12 CRYAB 

EVC2 Ellis van Creveld gen 2 TOR1AIP1 

FYCO1 FYVE and coiled-coil containing 1 LMNA 

HECW2 

ubikwityna E3 – białkowa ligaza 2, zawierająca 

domeny HECT, C2 i WW  DYSF  

HSPB2 białko szoku cieplnego 2  CRYAB, BAG3, FLNC, TCAP, TTN 

MLIP białko mięśniowe w interakcji z LMNA LMNA 

MYOZ1 miozenina 1 FLNC, TCAP 

MYOZ3 miozenina 3 FLNC, TCAP 

OPRM1 receptor opioidowy mu-1 TNPO3 

PDLIM7 PDZ and LIM domain 7 BAG3, PLEC 

RXRA retinoid x receptor alpha TRIM32 

S100A1 S 100 calcium binding protein a1 BAG3, DES, RYR1 

SIRT2 sirtuin 2 DMD, DNAJB6 

SRRM2 serine/arginine repetitive matrix 2 PLEC, LMNA 

SVIL supervillin LMNA 

SYNM synemin DES 

SYNPO2 synaptopodin 2 FLNC, BAG3 

UBQLN4 ubiquilin 4 TRIM32 

VEGFA vascular endothelial growth factor a CRYAB, VHL 

XIRP1 xin actin-binding repeat containing 1 FLNC 
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4.2.3 Wyniki analizy wariantów zmiany liczby kopii 

Rzadkie warianty liczby kopii w genach związanych z chorobą stwierdzono  

u osiemnastu pacjentów (Tabela 7.). Spośród nich w dziewięciu przypadkach za mutacje 

sprawcze uznano mutacje punktowe znalezione w innych genach wiązanych z LGMD.  

W jednym przypadku z uprzednio wykrytą mutacją punktową genu COL6A3 dodatkowo 

wykryto delecję w obrębie tego genu , jednakże w przypadku tym mutacje punktowe genu 

DYSF dobrze wyjaśniają objawy i zostały ocenione jako główna przyczyna zachorowania. 

Warianty zmiany liczby kopii znajdowano najczęściej w genie kodującym tytynę i często 

towarzyszyły im mutacje punktowe, jednakże nadreprezentacja mutacji TTN jest powszechna, 

ze względu na rozmiar genu (powyżej 300 tysięcy par zasad). Należy w tym miejscu podkreślić, 

że wykrywanie wariantów zmiany liczby kopii z wykorzystaniem danych WES nie jest 

uznawane za w pełni wiarygodne i powinny być potwierdzane metodami cytogenetycznymi lub 

sekwencjonowaniem genomowym. 

 

Tabela 7. Wykryte warianty zmiany liczby kopi (CNV) obejmujące geny wiązane z LGMD  

i MFM.  

pacjent 

typ wykrytych wariantów zmiany 

liczby kopii w obrębie 

następujących genów 

gen 

sprawczy 

inne geny z mutacjami prawdopodobnie 

wpływającymi na fenotyp 

160a 
duplikacje TTN  

 

CAPN3, BAG3, DES, NEB x2, TTN x2, 

CACNA1S  

127 duplikacja TTN  CAPN3 RYR1, FLNC,– 

13 duplikacje TTN  CAPN3 COL12A1, NEB  

4 duplikacje TTN  CAPN3 FLNC, SYNE1, DCTN1, TTN x3 

144a 
delecje TTN 

CAPN3 

COL6A1, COL6A3, HNRNPDL, RYR1 x2, 

SYNE1, MYH7, TTN x5 

7 duplikacje TTN  COL6A3 FLNC 

3 

duplikacja TTN 

delecja COL6A3  

duplikacja DYSF 

duplikacja MYOT  

delecja LDB3  DYSF PLEC, COL6A3 

84e duplikacje i delecje TTN FKRP TCAP, COL6A2, TTN x2  

21 delecje TTN  SGCA COL6A1, COL6A2, MYH2, LDB3/ZASP, POMT1  

270a  duplikacja POMGNT1 TCAP NEB X3, SYNE1, BVES, TTN x2 
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delecja TTN 

duplikacje DYSF 

duplikacja CAV3 

duplikacje FLNC 

duplikacja RYR1 

179 delecje TTN   CAPN3, COL6A2, DNM2, BVES, TTN x4  

214 
duplikacje i delecje TTN  

duplikacja BVES    CAPN3, COL6A3, POMT2, COL12A1, TTN x2 

191 duplikacja TTN    CAPN3, FKRP, TTN x3 

170 duplikacje TTN    CAPN3, SGCA, RYR1, CACNA1S, LDB3/ZASP,  

250a 

duplikacje i delecje TTN  

delecja ISPD  

delecja FKTN  

delecja ANO5    CAPN3, SGCD, HSPG2, TTN 

17 

duplikacja i delecje TTN  

  

DMD, PLEC x2, LAMA2, ITGA7, MYH6, 

SYNE2, CACNA1S, NEB 

14 delecje TTN   FLNC x2, TTN x2 

9 delecje TTN   RYR1 x2, NEB, MYH7, FLNC, TTNx2 
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5 Dyskusja: 

 

5.1 Charakterystyka podłoża genetycznego LGMD i MFM w populacji polskiej 

Przeprowadzone badania są pierwszą kompleksową analizą genetyczną należących do 

populacji polskiej pacjentów z rzadkimi miopatiami i dystrofiami mięśniowymi.  

Wielostronna analiza bioinformatyczna umożliwiła identyfikację średnio 35,6 rzadkich 

wariantów w genach powiązanych z fenotypem osłabienia mięśni u każdego z pacjentów  

z LGMD. Wspomniane warianty znaleziono w genach wiązanych dotychczas z wieloma 

chorobami, nie tylko z dystrofiami obręczowo-kończynowymi, miopatiami miofibrylarnymi, 

czy miopatiami wrodzonymi.  

Mutacje wykryto w genach, które można pogrupować ze względu na funkcjonalne lub 

strukturalne powiązania kodowanych przez nie produktów na wiązane (i) z kompleksem 

glikoprotein związanych z dystrofiną - DAPC (SGCA, SGCB, SGCD, SGCG, DAG1), (ii) ze 

strukturą sarkomerów (TCAP, TTN, PLEC, DES, MYOT) lub ich powstawaniem (CAPN3, 

DNAJB6), (iii) z glikozylacją (FKRP, POMT1, POMT2, POMGNT1, ISPD), (iv) z transdukcją 

sygnału (CAV3, DAG1, BVES), (v) z transportem i segregacją białek (TRAPPC11, CAV3, 

DYSF, BVES), oraz (vi) ze splicingiem (TNPO3, HNRPDL).  

Powyżej zaproponowany podział może stanowić początek próby ustalenia nowego 

sposobu wyróżniania i nowej klasyfikacji podtypów fenotypów obręczowo-kończynowych, 

wskazując nie tyle na uszkodzone mutacją białka, co na defektywne procesy i struktury. 

Klasyfikacja łącząca różnorodne zmutowane geny umożliwi klasyfikowanie przypadków  

o dziedziczeniu wielogenowym.  

Po zestawieniu uzyskanych wyników genetycznych z cechami klinicznymi w 63,5% 

przypadków LGMD zidentyfikowano mutacje, które (na podstawie możliwego wpływu na 

produkty białkowe powiązane z fenotypami klinicznymi) można uznać za główne mutacje 

sprawcze. Uzyskane wyniki pokazują podobną skuteczność diagnostyczną do opublikowanych 

w ostatnich latach wyników badań z zastosowaniem NGS w grupach pacjentów z chorobami 

mięśniowymi, nie badanych wcześniej genetycznie. Na przykład u pacjentów z populacji 

czeskiej zidentyfikowano mutacje uznawane za sprawcze w 47%, w populacji chińskiej w 62%, 

a u pacjentów z Arabii Saudyjskiej w 76% [36–38]. Niższy udział zdiagnozowanych 

przypadków odnotowano w badaniach obejmujących wyłącznie pacjentów nie 

zdiagnozowanych we wstępnych, przesiewowych badaniach genetycznych: 33% w Niemczech, 

40% w USA i 45% w Australii [39–41].  
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Wyniki sekwencjonowania eksomowego przeprowadzonego dla 85 pacjentów 

umożliwiły wstępne określenie częstości występowania mutacji poszczególnych genów. 

Częstość występowania poszczególnych podtypów LGMD była podobna do obserwowanej  

w Niemczech czy we Włoszech [39,42]. Można ocenić, że populacja polska nie odbiega 

znacząco od innych populacji środkowoeuropejskich, charakteryzujących się 

najpowszechniejszymi mutacjami w genie CAPN3 oraz względnie częstymi przypadkami 

występowania mutacji genów FKRP i DYSF.  

Mutacje genu CAPN3 w układzie homozygotycznym, bądź heterozygoty złożonej 

wykryto w 22 rodzinach (26% przypadków LGMD). Dodatkowo w 13 przypadkach wykryto 

jedynie pojedynczą mutację w CAPN3, z tego w trzech przypadkach wykryto mutacje 

prawdopodobnie sprawcze w innych genach, a 10 przypadków pozostawało bez ustalonego 

genu sprawczego. Nadreprezentacja pojedynczych heterozygot genu CAPN3, w porównaniu do 

populacji ogólnej (w której przy 15% nosicieli udział homozygot i heterozygot złożonych 

musiałby wynosić aż 0,6%) oraz w porównaniu z grupą kontrolną w postaci 15 eksomów  

z populacji polskiej, sugeruje związek wspomnianych mutacji z fenotypem. Mutacje CAPN3 

mogą powodować zachorowanie wraz z wykrytymi mutacjami innych genów, lub też  

w połączeniu z drugą niewykrytą mutacją niewykrywalną metodą WES, wpływającą 

jakościowo lub ilościowo na ekspresję CAPN3 (większa delecja nie wykrywana metodą WES 

lub mutacja zlokalizowana poza eksomem, np. w obrębie promotora wpływająca na ekspresję 

białka). Pod względem oceny populacyjnej polskich nosicieli mutacji genu CAPN3 warto 

odnotować duży udział mutacji c.500delA (26/170 alleli) będącej najpowszechniejszą mutacją 

genu CAPN3 w Polsce [43], ale także w innych populacjach zachodniej i środkowej Europy. 

Znacznie bardziej interesująca jest natomiast powszechność występowania mutacji c.598-

612delGTTCTGGAGTGCTCT (8/170 alleli), do tej pory wykrywanej rzadko (jeden przypadek 

w populacji bułgarskiej i jeden w chorwackiej) poza populacją rosyjską [44], co wskazuje na 

efekt założyciela i gradient występowania tej mutacji ze wschodu na zachód Europy.  

Drugą najpowszechniejszą przyczyną zachorowań były mutacje genu FKRP, które są 

najpowszechniejszą przyczyną zachorowania w przypadkach dystrofii obręczowo-

kończynowych w krajach Europy północnej (Wielka Brytania, Norwegia), wraz z wykrywaną 

często w innych populacjach mutacją L276I. Mutacje FKRP były uznane za przyczynowe  

w grupie siedmiu rodzin (8%), a mutacja L276I była wykryta w 10 z 170 analizowanych 

chromosomów u 85 pacjentów z LGMD.  
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Pozostałe geny sprawcze w grupie LGMD (Ryc. 5) to: DYSF (5 przypadków), COL6A3 

(3), SGCA (2), SGCB (2), DMD (2), ANO5 (2) oraz , CAV3, CCDC78, COL6A2, DNAJB6, 

FLNC, LDB3/ZASP, LMNA, PHKB, SMCHD, TCAP, TRAPPC11, (po jednym przypadku).  

 

 

Ryc. 5 Wykryte mutacje uznane za sprawcze w przypadkach LGMD 

 

Należy zwrócić uwagę na aż 11 przypadków z mutacjami w genach nie włączonych do 

aktualnej klasyfikacji LGMD, choć powiązanych z podobnymi chorobami mięśniowymi 

(CCDC78, COL6A2, COL6A3, DMD, FLNC, LDB3/ZASP, PHKB, SMCHD). Wskazuje to 

zarówno na rozszerzające się spektrum fenotypowe mutacji poszczególnych genów, jak na 

przykład w przypadku mutacji COL6A3 opisywanych już w grupach pacjentów z rozpoznaniem 

LGMD, jak i na problemy z jednoznacznym diagnozowaniem miopatii na podstawie objawów 

klinicznych. Nietypowe i niejednoznaczne z punktu klinicznego fenotypy mogą być też 

wynikiem oddziaływań tła genetycznego w postaci mutacji i wariantów modyfikujących.  

W grupie MFM mutacje sprawcze zidentyfikowano w 83% przypadków, z mutacjami 

w genie DES wykrytymi w dwóch przypadkach, oraz pojedynczymi przypadkami z mutacjami 

w genach CRYAB, FLNC i BAG3 (Ryc. 6) 

CAPN3 n=22

FKRP n=7

DYSF n=5

SGCA n=2

SGCB n=2ANO5 n=2
DNAJB6, LMNA, 

TCAP, TRAPP11C -
po 1; n=4

COL6A2/A3 n=4

DMD n=2

nie wykryto n=30
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Ryc. 6 Wykryte mutacje uznane za sprawcze w przypadkach MFM 

 

Wykryte mutacje w poszczególnych podgrupach klinicznych określonych jako 

spełniające pełne kryteria LGMD oraz te z nietypowym fenotypem, w którym jednakże 

głównym objawem było osłabienie mięśni obręczy i kończyn, pokazują trudność w klinicznej 

ocenie podtypu choroby (Tabela 8). Pierwszą różnicą była większa wykrywalność zmian 

prawdopodobnie sprawczych w grupie pacjentów o bardziej typowym obrazie klinicznym. 

Ważniejszą obserwacją był jednak brak w grupie fenotypów nietypowych mutacji genów 

wiązanych z LGMD, które można by uznać za sprawcze.  

 

Tabela 8. Mutacje wykryte w grupach różnego szczegółowego rozpoznania klinicznego wśród 

pacjantów z LGMD  

 pełne kryteria LGMD niepełne kryteria LGMD 

liczebność 73 pacjentów z 72 rodzin 12 pacjentów 

udział wykrytych mutacji sprawczych 68% 42% 

udział genów wiązanych z LGMD 61% 0% 

udział pozostałych genów 7% 42%: 

 

Warto także zwrócić uwagę na częściowo wspólne podłoże genetyczne przypadków 

LGMD i MFM. Co prawda, w grupie chorych z MFM w aż 5 na 6 przypadków zidentyfikowano 

mutację sprawczą wiązaną uprzednio z wspomnianym fenotypem klinicznym (2x DES, 

CRYAB, BAG3, FLNC), a jeden przypadek pozostał bez wskazanej przyczyny genetycznej, 

jednak wśród LGMD w dwóch przypadkach (LDB3/ZASP, FLNC) uznano za sprawcze mutacje 

DES n=2

CRYAB n=1BAG3 n=1

FLNC n=1

nie wykryto n=1
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wiązane zazwyczaj z MFM. Warto też zauważyć że w trzech przypadkach wykrywano mutacje 

w genach (2x DES, DNAJB6) które są wiązane z obydwoma badanymi fenotypami. Jeszcze 

większe "nakładanie się" mutacji wiązanych ze wspomnianymi jednostkami chorobowymi,  

o częściowo nakładających się fenotypach klinicznych, widać wśród mutacji określonych jako 

„potencjalnie modyfikujące”. Także w przypadku wszystkich wariantów wyszukanych metodą 

analizy korelacji genotypu z fenotypem, widać nakładające się podłoże genetyczne LGMD  

i MFM. Mimo większej liczby wykrytych wariantów w genach już wiązanych z różnymi 

fenotypami chorób mięśniowych wśród kontroli (średnio 43,2 wariantu na próbkę), niż wśród 

przypadków LGMD (35,6 wariantu) i MFM (36,7) 

Warianty potencjalnie modyfikujące fenotyp wykrywano w genach opisywanych  

w chorobach mięśni, jednak wątpliwe by to one były zasadniczą przyczyną choroby. Wniosek 

taki wyprowadzono analizując obecność innych mutacji, które w kontekście aktualnej wiedzy 

medycznej i genetycznej lepiej tłumaczyły zachorowanie, a w wielu przypadkach były 

opisywane jako mutacje sprawcze. Wyższa częstość występowania mutacji w bazach danych 

lub w grupie badanej również sugerowała by nie uznawać niektórych zmian za sprawcze, choć 

nie mogło to być podstawą do wykluczenia z grupy zmian potencjalnie dopełniających główne 

mutacje sprawcze.  

W niektórych przypadkach mutacje uznane za przyczynowe wykryto w genach wiązanych  

z innymi chorobami mięśniowymi niż rozpoznane klinicznie, np. w nieuwzględnionych  

w klasyfikacji LGMD lub MFM. Jednakże mutacje niektórych z wspomnianych genów 

(COL6A2, COL6A3 i DMD) były już identyfikowane w badaniach dużych grup pacjentów  

z wykorzystaniem sekwencjonowania nowej generacji [37–39,41]. Fakt ten wskazuje ponownie 

na istnienie spektrum fenotypów klinicznych w chorobach mięśniowych, co sprawia, że 

dokładne rozpoznanie kliniczne jest niekiedy trudne lub nawet niemożliwe. Uzyskane wyniki 

uzasadniają zatem konieczność szerszego spojrzenia na genetyczne przyczyny miopatii  

i dystrofii, wykraczającego poza analizę wyłącznie genów kandydujących.  

Można domniemywać, że obecność dodatkowych wariantów może lepiej tłumaczyć 

różnice fenotypowe pomiędzy pacjentami z mutacjami tego samego genu, często nawet z tą 

samą mutacją sprawczą. Zwłaszcza w przypadku chorych z tej samej rodziny różnice 

manifestacji choroby mogą być wynikiem innego tła genetycznego, w skład którego wchodzą 

np. zaproponowane w tabeli 1 warianty modyfikujące fenotyp. Chociaż związek kodowanych 

przez wspomniane geny białek z konkretnymi objawami klinicznymi nie zawsze był wyraźny, 

to wymienione w Tabeli 4. i Tabeli 5. geny były już wiązane z podobnymi chorobami 

mięśniowymi i można zasadnie przypuszczać, że różne mutacje w ich obrębie mogą 
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powodować niekiedy rozbieżne fenotypy kliniczne, tak jak to jest w przypadkach wielu genów 

wiązanych z LGMD i MFM (Tabela 1. i Tabela 2.).  

Przypadki w których nie udało się wskazać prawdopodobnych mutacji sprawczych 

zostały poddane ponownej ocenie klinicznej, biorąc pod uwagę miopatie nabyte i inne rodzaje 

dystrofii mięśniowych, takie jak FSHD, DM2 lub OPMD, które mogą być powodowane 

mutacjami zmiany liczby kopii (CNV) lub ekspansjami kilkunukleotydowych powtórzeń, które 

nie zawsze są wiarygodnie wykrywane w analizie WES. Z wyjątkiem jednego pacjenta, którego 

stan poprawił się po leczeniu steroidami, co sugeruje miopatię zapalną, kliniczne diagnozy 

(LGMD, MFM) nie uległy zmianie. Warto jednak zaznaczyć, że ze względu na heterogenność 

kliniczną i genetyczną nie można wykluczyć przypadków mieszanych z nakładającymi się 

objawami.  

W przypadkach bez wykrytej mutacji sprawczej mutacje patogenne i warianty liczby 

kopii mogą znajdować się w regionach niekodujących lub głęboko intronowych. Jeśli tak jest 

w istocie, fakt ten może wyjaśniać np. wysoką liczebność chorych posiadających pojedyncze 

mutacje CAPN3 w porównaniu do częstości nosicieli mutacji CAPN3 w populacji ogólnej. 

Jednak wykrycie mutacji zlokalizowanych poza eksomem i bliskimi sekwencjami intronowymi 

oraz bliskimi regulatorowymi wymaga zastosowania sekwencjonowania całego genomu.  

W przypadkach sporadycznych lub przypadkach pierwszych zachorowań w rodzinie 

przyczyną choroby mogą być też mutacje post-zygotyczne, występujące w materiale 

genetycznym zajętych chorobą mięśni, ale niekoniecznie obecne w leukocytach krwi 

obwodowej. Zjawisko takie opisywano uprzednio dla innych jednostek chorobowych [45]. 

W co najmniej czterech przypadkach fenotyp kliniczny pacjenta może być niewątpliwie 

lepiej wyjaśniony mutacjami w więcej niż jednym genie (CAPN3 + MYH7, COL6A3  

+ CACNA1S, DYSF + MYH7 PHKB + CHRND), czyli poprzez zjawisko nazywane double-

trouble. Podobnie w większości przypadków, oprócz wysoce prawdopodobnych patogennych 

mutacji w jednym genie, dodatkowe mutacje innych genów mogą przynajmniej dokładać się 

do obserwowanych objawów. Wytypowanie takich zmian modyfikujących z tysięcy 

nieistotnych wariantów każdego pacjenta stanowi jedno z najnowszych i trudniejszych 

wyzwań, z jakimi borykają się genetycy.  

W każdym przypadku zidentyfikowano nowe i rzadkie warianty w genach związanych 

z LGMD, MFM i innymi miopatiami, jednakże ich prawdziwy wpływ nie może być 

jednoznacznie określony biorąc pod uwagę jedynie fenotyp pacjenta, historię rodzinną oraz 

literaturowy opis znanych mutacji wspomnianych genów. 
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5.2 Algorytmy poszukiwania mutacji sprawczych i modyfikujących fenotyp kliniczny 

Przyjęta pierwotnie strategia identyfikacji wariantów, która wiąże geny z terminami  

z bazy danych HPO, wskazującymi na patologię fizjologii lub struktury mięśni jest 

powszechnie uważana za prawidłową i skuteczną [46,47]. Może jednak prowadzić do 

pominięcia wariantów zlokalizowanych w genach nie wiązanych dotychczas z chorobą mięśni. 

W celu lepszego wykorzystania danych WES nie ograniczających się tylko do wariantów  

w genach wiązanych ze znanymi chorobami, zastosowano strategię poszukiwania zmian we 

wszystkich genach ulegających ekspresji w mięśniach. Oceniając wykryte warianty w genach 

ulegających ekspresji w mięśniach pod kątem interakcji ich produktów białkowych z innymi 

białkami wykrywano u każdego pacjenta od 0 do 3 wariantów powiązanych z genami już 

opisywanymi w przypadkach LGMD i MFM. Ze względu na prawdopodobny sposób 

dziedziczenia i/lub obecność mutacji w grupie kontrolnej i/lub obecność innych wariantów, 

lepiej wyjaśniających fenotyp kliniczny, uznano, że jest mało prawdopodobne, by wspomniane 

mutacje mogły być mutacjami przyczynowymi, czy współprzyczynowymi. Mimo to 

wystąpienie u 18 pacjentów mutacji genu SRRM, w tym jednej delecji zmieniającej ramkę 

odczytu, a także u 13 pacjentów mutacji genu SYNM, w tym jednej mutacji przedłużającej 

otwartą ramkę odczytu (ang. stop lost) wydaje się nie być przypadkowe. Uzyskane wyniki 

sugerują, że we wspomnianej grupie 27 genów mogą występować rzeczywiste warianty 

modyfikujące objawy kliniczne choroby. 

 

Połączenie różnych metod filtrowania wyników WES może pomóc w typowaniu genów 

kandydujących, których mutacje powinny być dokładniej badane w przypadkach chorób 

mięśniowych. Wykaz wybranych genów wcześniej nie związanych z LGMD czy MFM, 

których rzadkie warianty pojawiają się w naszych wynikach i które mogą być związane  

z patofizjologią LGMD i MFM przedstawiono w tabeli 9. 

Wszystkie wymienione w Tabeli 9 geny były rozpatrywane w literaturze przedmiotu  

w kontekście chorób mięśniowych (innych niż LGMD i MFM), albo były uwzględniane  

w opisach struktury i funkcji białek mięśni.  

 

 

Tabela 9. Wybrane geny, których mutację mogą przyczyniać się do wystąpienia 

zachorowania, a które nie były dotychczas wiązane z LGMD lub MFM.  
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gen Białko 

interakcja z 

produktami 

białkowymi genów 

OBSCN obskuryna TTN 

MAP4 białko towarzyszące mikrotubulom 4 BAG3, TARDBP 

MAST2 kinaza 2 serynowo/treoninowa towarzysząca mikrotubulom  DMD 

CACNA1S 

kanał wapniowy, bramkowany napięciem, typ L, podjednostka 

alfa 1S - 

MYH7 łańcuch ciężki miozyny VII TPM2 

 

Na przykład, mutacje genu OBSCN wiązano z kardiomiopatią, jednakże ich możliwy 

wpływ na dystrofię mięśni był również dyskutowany. Mutacje genu TTN wiązane z LGMD 

osłabiają lub uniemożliwiają wiązanie tytyny z obskuryną [48]. W badanej grupie wykryto  

25 rzadkich (<1%) mutacji w OBSCN u 26 pacjentów, w tym dwie powodujące zmianę ramki 

odczytu i jedną mutację wprowadzającą kodon stop. W ośmiu przypadkach wykryto dwie lub 

trzy mutacje heterozygotyczne, co sugeruje że mogą to być heterozygoty złożone, uszkadzające 

obydwa allele.  

Rola produktu białkowego genu MAP4 w sieci mikrotubuli i możliwy udział mutacji 

tego genu w chorobach mięśniowych był również omawiany w literaturze. Jedna z izoform 

MAP4 organizuje sieć mikrotubuli uczestniczącą w różnicowaniu komórek mięśniowych 

[49,50]. W badanej grupie znaleziono 8 rzadkich, pojedynczych, heterozygotycznych mutacji 

MAP4 u 10 pacjentów. 

Podobnie kinaza serynowa/treoninowa 2 wiązana z mikrotubulami (MAST2) jest 

domniemanym łącznikiem pomiędzy siecią dystrofiny/utrofiny (DMD/UTR) a włóknami 

mikrotubuli [51]. Gen MAST2 wraz z OBSCN typowano już jako gen kandydujący  

w miopatiach w innych badaniach wykorzystujących sekwencjonowania nowej generacji 

[52,53]. W naszej grupie zidentyfikowano osiem rzadkich pojedynczych mutacji 

heterozygotycznych u ośmiu pacjentów. 

Mutacje CACNA1S były opisywane w hipokaliemicznym porażeniu okresowym  

i w złośliwej hipertermii, a ostatnio wykryto je w kilku przypadkach autosomalnej recesywnej 

lub dominującej wrodzonej miopatii [54]. Rzadkie mutacje CACNA1S wykryto w ośmiu 

naszych przypadkach, a jedna z nich prawdopodobnie jest odpowiedzialna za niektóre objawy, 

w tym obserwowane w biopsji prawie wyłącznie włókna typu I.  
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Natomiast mutacje MYH7 opisano w kardiomiopatii, ale także w przypadkach 

wrodzonej miopatii bez objawów sercowych [55]. W naszej grupie stwierdzono rzadkie 

mutacje MYH7 u czterech pacjentów. W dwóch przypadkach charakterystyczne cechy, w tym 

wczesny początek zachorowania i opadanie stóp, były charakterystyczne dla miopatii 

wiązanych z MYH7. 

Wiele powszechnie występujących, uwarunkowanych genetycznie chorób mięśni wykazuje 

podobne objawy kliniczne czy charakter zmian mięśni, z LGMD i MFM. Osłabienie siły mięśni 

kończyn jest jednym z typowych objawów. Badania genetyczne wykorzystujące różnorodne 

techniki NGS mogą przyczynić się do precyzyjniejszej diagnozy tej klasy schorzeń [56–59]. 

Dodatkowo wraz z opisem nowych przypadków spektrum objawów klinicznych mutacji 

poszczególnych genów ulega często poszerzeniu. Jednakże szczegółowe wyniki NGS 

wskazują, że podłoże genetyczne chorób mięśniowych jest bardziej złożone niż dotychczas 

sądzono [60,61].  

Zaprezentowane w niniejszej rozprawie podejście metodyczne sugeruje, że nie tylko 

mutacje jednego genu mogą odpowiadać za fenotyp chorób mięśniowych. Biorąc pod uwagę 

zmienność fenotypową w obrębie tego samego podtypu LGMD czy nawet wśród pacjentów  

z tą samą mutacją przyczynową [21,62] możemy oczekiwać silnego wpływu mutacji 

modyfikujących, chociaż w przypadkach LGMD i MFM nie opisano jeszcze żadnego 

konkretnego silnego modyfikatora, ani tym bardziej genów współsprawczych.  

W przedstawionych w rozprawie przypadkach z wykrytymi już opisanymi mutacjami 

przyczynowymi można znaleźć co najmniej kilkanaście mutacji, potencjalnie modyfikujących 

fenotyp kliniczny, biorąc pod uwagę jedynie geny związane z patologią mięśni. Jest zatem 

wysoce prawdopodobne, że spektrum czynników genetycznych wpływających na chorobę jest 

szersze niż dotychczas uznawano. Nie tylko bardzo rzadkie mutacje o uznanym, dużym 

wpływie na fenotyp, ale także mniej rzadkie warianty oraz prawdopodobnie bardziej 

powszechne czynniki ryzyka mogą przyczynić się do patologii. Niedawno wykazano, że 

powszechnie występujący w populacji polimorfizm genu LTPB4 jest czynnikiem 

modyfikującym w przebiegu dystrofinopatii [7]. Co więcej, w niektórych przypadkach mutacje 

w więcej niż jednym genie są uznaną przyczyną choroby. Na przykład dziedziczenie 

dwugenowe (wspomniane zjawisko double-trouble) zostało udowodnione dla podtypu FSHD 

[63], we wrodzonym zespole miastenicznym [64], a w przypadku kalpainopatii było 

sugerowane [8]. W badanej grupie dwa przypadki double trouble, w których wskazano mutacje 

w dwóch genach jako prawdopodobną przyczynę zachorowania, zostały znalezione  

u pacjentów bez rodzinnej historii choroby (Tabela 4.). Również nadmierna reprezentacja 
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pojedynczych heterozygotycznych mutacji CAPN3 w grupie badanej może być wyjaśniona 

przez możliwe dziedziczenie dwugenowe lub oligogenowe (Tabela 4.). Oligo- lub poligenowa 

etiologia może być więc szczególnie wyraźna i łatwiejsza do interpretacji w przypadkach,  

w których nie wskazano mutacji sprawczych, a także w przypadkach sporadycznych. 

Białka komórki mięśniowej stanowią złożoną maszynerię, w której strukturalne lub 

funkcjonalne upośledzenie któregokolwiek z elementów może powodować zaburzenia 

funkcjonowania mięśni i ich degradację. Kumulacja wielu pojedynczo "łagodnych" wariantów 

(ang. mutation burden) może powodować podobny fenotyp, jak mutacja genu o dużym efekcie. 

Różne konfiguracje wariantów w wielu genach mogą też w mniejszym lub większym stopniu 

uwrażliwiać pacjentów na zewnętrzne czynniki ryzyka związane ze stylem życia, aktywnością 

fizyczną czy dietą.  

Z drugiej strony należy pamiętać, że niektóre mutacje opisane jako sprawcze przed 

wprowadzeniem do szerokiego stosowania technik wysokoprzepustowych, mogą wywierać 

wpływ jedynie modyfikujący [21] i wymagają dodatkowych mutacji współsprawczych, by 

spowodować objawy kliniczne. Bardzo możliwe, że w niektórych publikacjach sprzed 

kilkunastu lat opisano jako sprawcze zmiany, które nie mają dużego wpływu na zachorowanie. 

Wyniki różnych strategii filtrowania wyników sekwencjonowania następnej generacji 

udowodniły, że sekwencjonowanie nowej generacji jest nie tylko skuteczną metodą ustalania 

genetycznej diagnozy, ale mają potencjał do wszechstronnego opisu zmian genetycznych 

przyczyniających się do rzeczywistej i heterogennej klinicznej manifestacji choroby.  

Dostępnych jest wiele narzędzi opisujących wyszukane warianty, które stosują różne 

algorytmy i korzystają z różnych baz danych by pomóc lepiej ocenić funkcjonalne efekty 

mutacji. Należy jednak wziąć pod uwagę, że wyniki oceny wariantów mogą się różnić znacznie 

pomiędzy bazami danych i narzędziami przewidującymi patogenność, ponieważ mogą one 

opierać się na różnych aspektach funkcjonalnych i wstępnej wiedzy. W rzeczywistości wiele 

narzędzi do opisu zmian wykorzystuje znajomość wcześniej zidentyfikowanych mutacji 

sprawczych, więc analizy na nich oparte są ograniczone dotychczasową wiedzą.  

Wyższość wieloskalowej analizy bioinformatycznej polega jednak na możliwości 

wykorzystania różnych narzędzi do oceny wyszukanych wariantów, a zwłaszcza na możliwości 

powrotu do analizy istniejących danych. Wprowadzenie do rutynowych badań 

sekwencjonowań całego eksomu i genomu zwiększa liczbę zidentyfikowanych wariantów 

zarówno potencjalnie patogennych, a tym samym wydajność diagnostyczną, jak zwłaszcza 

zmian potencjalnie modyfikujących fenotyp. 
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5.3 Oligogenowe choroby mendlowskie 

Z przedstawionych powyżej badań wynika wniosek, że choroby mięśniowe, takie jak 

LGMD i MFM można lepiej opisywać jako zaburzenia oligogenowe lub nawet poligenowe,  

w których zmienna manifestacja kliniczna może wynikać z połączonego działania mutacji 

wielu genów. Kombinacje wariantów w wielu genach, w różnym stopniu upośledzających lub 

zmieniających funkcję kodowanych białek mogą powodować szerokie spektrum objawów 

klinicznych. Liczba wykrywanych wariantów w genach związanych z różnymi miopatiami 

sugeruje, że oligogenowe dziedziczenie rzadkich wariantów może być istotne także  

u pacjentów z wykrytą pierwotną mutacją patogenną. W tym kontekście zmienność kliniczna 

pomiędzy nosicielami tych samych mutacji sprawczych, a także ta pomiędzy chorymi  

w obrębie rodziny, mogłaby być odbiciem specyficznego tła genetycznego i obecności różnych 

konfiguracji wariantów modyfikujących fenotyp lub nawet współsprawczych. Jednakże, 

identyfikacja wariantów bezdyskusyjnie sprawczych, współsprawczych i modyfikujących 

będzie wymagać kompleksowych bioinformatycznych analiz zestawów szczegółowych danych 

genomowych i klinicznych pochodzących od dużych grup pacjentów [65]. Bazy danych  

z takimi informacjami powinny gromadzić wyniki analiz sekwencjonowań nowej generacji  

z całego świata, ponieważ rzadkie mutacje są znacznie bardziej geograficznie i etnicznie 

rozproszone w porównaniu z wariantami powszechnymi [66]. Takie dokładne badania 

genetyczne powinny być łączone nie tylko z głębokim fenotypowaniem, ale także z kolejnymi 

etapami obejmującymi analizę transkryptomu i analizę ekspresji izoform białkowych. 

Przedstawione wyniki mogą być traktowane jako pierwszy krok w kierunku dokładnego 

poznania czynników genetycznych, a w konsekwencji mechanizmów wpływających na rozwój 

choroby, niezbędnych do wskazywania kierunków w poszukiwaniach terapii.  
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6 Podsumowanie: 

 

Zastosowanie sekwencjonowania nowej generacji do określania podłoża genetycznego 

chorób mięśni, zaowocowało zidentyfikowaniem u każdego z pacjentów dużej liczby 

wariantów o potencjalnym wpływie na fenotyp. Wspomniane odkrycia kwestionują tradycyjne, 

monogenowe postrzeganie chorób dziedzicznych, wynikające z opartej na hipotezach strategii 

sekwencjonowania sangerowskiego. Również dostępność danych z sekwencjonowań całego 

eksomu i genomu w badaniach innych chorób podważa klasyczną definicję jednej mutacji 

sprawczej i pokazuje złożoność ludzkiego genomu [18]. Na podstawie częstości błędów  

w procesie replikacji DNA (1x10-8 / nukleotyd) można obliczyć że każda mejoza wprowadza 

ok. 55 wariantów de novo, które stanowią źródło tła genetycznego złożonego z rzadkich mutacji 

wpływających na różnorodność fenotypową, także w przypadkach chorobowych [67]. 

Przedstawione wyniki wskazują na szereg podobnych choć zróżnicowanych fenotypów 

związanych nie tylko z genami typowymi dla LGMD i MFM, ale także z genami wiązanymi 

dotychczas z podobnymi zaburzeniami mięśni, miopatiami Bethlem, czy dystrofiami 

wrodzonymi, a także genami, których mutacje nie były wcześniej bezpośrednio wiązane  

z fenotypem osłabienia mięśni. Nawet jeśli nie zawsze jest możliwe udowodnienie wpływu 

potencjalnych wariantów modyfikujących fenotyp, to łączna analiza wykrytych mutacji 

sugeruje, że zwykłe obciążenie dużą liczbą mutacji o małym wpływie (ang. mutational burden) 

może przyczynić się do zmienności fenotypowej. 

Na podstawie przedstawionych w rozprawie danych można pokusić się o stwierdzenie, 

że rzadkie dystrofie i miopatie, takie jak LGMD i MFM, lepiej definiować jako zaburzenia 

oligogenowe lub nawet poligenowe, w których zmienna manifestacja fenotypowa może 

wynikać z połączonego działania mutacji w wielu genach. Takie podejście do podłoża 

genetycznego miopatii lepiej wyjaśnia fakt, że metody NGS nie identyfikują pojedynczego 

głównego genu przyczynowego w wielu przypadkach LGMD, ale praktycznie w każdym 

przypadku wskazują na wiele mutacji potencjalnie patogennych i / lub modyfikujących objawy. 

Wielość wariantów genomowych wykrywana jest również w przypadkach, w których dość 

łatwo można wskazać główną mutację sprawczą w pojedynczym genie. W niektórych 

przypadkach także mutacje drugiego genu można łatwo powiązać z jednym lub dwoma 

charakterystycznymi objawami dodatkowymi. Wielogenowe podłoże dziedziczne lepiej 

tłumaczy szerokie spektrum objawów klinicznych, które płynnie przechodzą pomiędzy 

poszczególnymi chorobami mięśniowymi. Lepiej tłumaczy także niejednorodność kliniczną nie 
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tylko wśród LGMD i MFM, nie tylko wśród podtypów tych chorób, ale także wśród osób 

chorych, mających takie same znane mutacje patogenne, w tym w obrębie tej samej rodziny.  

Dalsza i pewna identyfikacja wariantów modyfikujących wymaga kompleksowych 

analiz bioinformatycznych, z wykorzystaniem baz danych integrujących wyniki 

sekwencjonowania nowej generacji z dokładnym opisem klinicznym [65]. 

Można oczekiwać, że wraz ze zwiększaniem ilości dostępnych danych genomowych  

z dużych i zróżnicowanych etnicznie grup pacjentów z różnymi chorobami mięśniowymi, 

podejścia metodyczne analizujące geny ze względu na uczestnictwo w szlakach lub strukturach 

powiązanych z fenotypem klinicznym będą coraz skuteczniejsze. Przejście od stosowanych 

powszechnie sekwencjonowań całego eksomu do sekwencjonowań całego genomu umożliwi 

określenie wpływu licznych wariantów zlokalizowanych w obszarach niekodujących [68]. 

W rezultacie tradycyjna genetyczna klasyfikacja chorób mięśni powinna ewoluować  

w kierunku grupowania podobnych fenotypów klinicznych powodowanych dysfunkcją struktur 

i/lub szlaków biochemicznych, a nie tylko poszczególnych białek kodowanych przez 

pojedyncze geny z wykrytą mutacją uznaną w przeszłości za sprawczą [69]. 
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7 Wnioski: 

 Uzyskane wyniki sugerują, że sekwencjonowanie całego eksomu może być skutecznie 

stosowane jako metoda diagnostyczna w miopatiach. Badanie WES umożliwia szybkie 

wykrywanie mutacji sprawczych w znanych genach u ponad 60% badanych. W innych 

przypadkach może prowadzić do powiązania nowych genów z badaną chorobą.  

Dodatkowo sekwencjonowanie nowej generacji w połączeniu z zaawansowaną analizą 

bioinformatyczną umożliwia pełniejsze przedstawienie podłoża genetycznego choroby  

i wytypowanie mutacji współsprawczych i potencjalnie modyfikujących fenotyp.  

Uzyskane wyniki uzasadniają potrzebę zaproponowania nowego podziału chorób 

mięśniowych (w tym podziału LGMD i MFM), na podstawie powiązania cech klinicznych ze 

szlakami oraz strukturami komórkowymi, które tworzą białka kodowane przez geny  

z wykrytymi mutacjami sprawczymi, współsprawczymi bądź modyfikującymi.  
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8 Streszczenie: 

 

Miopatie to grupa niejednorodnych klinicznie i genetycznie chorób, w których 

zaburzone funkcjonowanie włókien mięśniowych skutkuje osłabieniem siły mięśni. Badania 

podłoża genetycznego różnych chorób mięśniowych przyczyniają się do zrozumienia 

patofizjologii tej klasy chorób, a w konsekwencji do wypracowania przyczynowych form 

leczenia. Miopatie miofibrylarne (ang. myofibrillar myopathies, MFM) oraz dystrofie 

obręczowo-kończynowe (ang. limb girdle muscular dystrophies, LGMD) stanowią heterogenne 

grupy rzadkich dziedzicznych schorzeń mięśniowych o nakładających się fenotypach 

klinicznych. Różnicowanie pomiędzy wyżej wymienionymi jednostkami chorobowymi,  

a zwłaszcza między ich podtypami, jedynie na podstawie cech fenotypowych, kliniczno-

patologicznych, jest niezwykle trudne. Identyfikacja mutacji sprawczych to obecnie najbardziej 

precyzyjna metoda diagnostyczna. Jednakże pomimo trwających od ponad 20 lat badań, 

podłoże genetyczne obu miopatii pozostaje w dużej części nieokreślone.  

Celem pracy było: 

1. poznanie podłoża genetycznego, a w szczególności mutacji sprawczych, MFM, LGMD oraz 

pokrewnych fenotypów klinicznych w populacji polskiej.  

2. wytypowanie nowych genów, których mutacje mogą mieć wpływ na wystąpienie i stopień 

objawów choroby (geny sprawcze, współsprawcze i modyfikujące fenotyp).  

3. oszacowanie udziału podtypów LGMD i MFM wśród chorych z miopatiami  

w populacji polskiej.  

4. wskazanie możliwych elementów nowego podziału MFM i LGMD, opartego  

na wskazaniu nowych elementów biochemicznych i strukturalnych, mogących leżeć  

u podłoża wspomnianych chorób. 

Badaniami objęto 85 chorych z 84 rodzin z klinicznym rozpoznaniem dystrofii 

obręczowo-kończynowej oraz 20 chorych z 11 rodzin z diagnozą miopatii miofibrylarnych. 

Jako kontrolę wykorzystano wyniki badań 16 pacjentów z chorobami neurologicznymi bez 

objawów mięśniowych, a także informacje z ogólnie dostępnych baz danych. Do 

sekwencjonowania eksomowego zakwalifikowano łącznie 92 przypadki dystrofii i miopatii.  

Strategie filtrowania mające na celu zidentyfikowanie wariantów prawdopodobnie 

związanych z chorobą obejmowały: analizę danych WES poprzez powiązanie poszczególnych 

genów z fenotypami osłabienia mięśni, szczegółową analizę wariantów w genach ulegających 
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ekspresji w mięśniach, analizę wariantów w genach, których produkty białkowe należą do 

interaktomu badanych chorób oraz analizę wariantów liczby kopii.  

Wskazanie mutacji sprawczych było możliwe w 63,5% przypadków LGMD i 83% 

przypadków w grupie MFM. Mutacje przeważnie identyfikowano w genach związanych 

dotychczas z LGMD i MFM, ale także w genach niewłączanych do obecnej klasyfikacji 

wspomnianych chorób (DMD, COL6A2 i COL6A3). U czterech chorych za przyczynę choroby 

uznano mutacje w dwóch genach (CAPN3 + MYH7, COL6A3 + CACNA1S, DYSF + MYH7, 

PHKB + CHRND). Ponadto u wszystkich chorych stwierdzono liczne warianty w genach 

powiązanych z różnymi objawami chorób mięśniowych. W grupie LGMD identyfikowano 

średnio 35,6, a w grupie MFM 36,7 tego typu wariantów. Dodatkowo stwierdzono rzadkie 

warianty w obrębie genów niewiązanych wcześniej z chorobami mięśni, ale ulegających 

ekspresji w mięśniach i których produkty białkowe są partnerami produktów białkowych 

genów już wiązanych z LGMD i MFM.  

 Uzyskane wyniki potwierdzają skuteczność metod sekwencjonowania nowej generacji 

w wykrywaniu głównych mutacji sprawczych. Liczba potencjalnych mutacji modyfikujących 

i przypadki w których jako sprawcze uznano mutacje w dwóch genach sugerują bardziej 

skomplikowane podłoże genetyczne chorób mięśniowych.  

Na podstawie uzyskanych danych można zatem uznać, że LGMD i MFM lepiej 

definiować jako zaburzenia oligogenowe lub poligenowe, w których zmienna prezentacja 

kliniczna wynika z połączonych efektów mutacji w wielu genach. W tym kontekście 

obserwowana zmienność między przypadkami z wykrytymi tymi samymi mutacjami 

sprawczymi, nawet w obrębie tej samej rodziny, mogłaby odzwierciedlać specyficzne tło 

genetyczne i obecność różnych zestawów wariantów modyfikujących fenotyp lub wręcz 

wariantów współsprawczych. Jednakże wskazanie wariantów współzależnych  

i modyfikujących będzie wymagało bioinformatycznej analizy połączonych danych 

genomowych i klinicznych dużych grup etnicznie zróżnicowanych pacjentów z różnymi 

chorobami mięśniowymi. Przedstawione wyniki są jednym z pierwszych kroków w tym 

kierunku. 
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9 Abstract: 

 

Myopathies are a group of clinically and genetically heterogeneous diseases in which 

the muscle fibers do not function properly, which results in muscular weakness. Research on 

the genetic background of various diseases of the muscle provide better understanding of the 

molecular mechanisms of the disease and can lead to introduction of novel targeted therapies.  

Myofibrillar myopathies (MFM) and limb girdle muscular dystrophies (LGMD) are 

heterogeneous hereditary rare myopathies with similar clinical symptoms. Due to an overlap of 

symptoms, differential diagnosis between them and between the subtypes of the disease is  

a challenge. Results of genetic testing can provide the most precise diagnosis.  

The aim of the study was to  

1. comprehensively identify the genetic background, of MFM, LGMD, and similar 

phenotypes, in the Polish population.  

2. propose novel causal and co-causal genes and modifiers of the clinical symptoms  

3. assess LGMD and MFM subtypes frequencies  

4. propose a novel classification of MFM and LGMD based on the affected biochemical 

pathways and structures  

The study group comprised 85 LGMD patients from 84 families and 20 MFM patients 

from 11 families. Results obtained from additional 16 neurological patients without muscle 

involvement were used as a control group. Whole exome sequencing was performed in  

92 patients.  

Filtering strategy aimed at identification of variants plausibly related to the disease 

included integrative analysis of WES data and human phenotype ontology (HPO) terms, 

analysis of genes expressed in muscle, analysis of disease-associated interactome and copy 

number variants analysis.  

A reasonably robust genetic diagnosis was possible in 63.5% of LGMD cases and 83% 

of MFM cases. On average 36.3 rare variants in genes previously associated with various 

muscle diseases per patient were found that could relate to the myopathic clinical phenotype. 

The putative causal mutations were mostly in LGMD-associated genes, but also in genes not 

included in the current LGMD classification (DMD, COL6A2, and COL6A3). In four patients 

mutations in two genes were suggested as the joint cause of the disease (CAPN3 + MYH7, 

COL6A3 + CACNA1S, DYSF + MYH7, PHKB + CHRND). Moreover, in all patients a variety 
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of phenotype-modifying variants were postulated in genes previously associated with various 

muscle diseases. On average 35.6 such variants were found in each LGMD patient, and 36.7 in 

each MFM patient. In addition, rare variants were found in genes not associated with muscle 

disease, but expressed in skeletal muscle and in the interactome of the protein products of 

known LGMD and MFM genes.  

The results confirm that next generation sequencing is a suitable method of molecular 

diagnosis and of main causal mutation detection. The number of potentially modifying variants 

and cases with possible digenic inheritance indicate the complexity of muscle disease genetic 

background.  

Based on the obtained data one can propose that LGMD and MFM could be better 

described as a group of oligogenic or even polygenic disorders in which variable clinical 

presentation can result from combined effects of mutations in many genes. In this view, the 

inter-, as well as intrafamilial variability could reflect a specific genetic background and the 

presence of different sets of phenotype-modifying or co-causal variants in genes that either 

interact with the known LGMD-associated genes or are a part of the same pathways. However, 

pinpointing of co-causal and modifying variants will require bioinformatic analysis of 

combined genomic and clinical data on large groups of ethnically diverse patients with various 

muscle diseases and eventually followed by functional in vivo studies. Presented results are the 

first step towards this goal. 
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11 Uzupełnienie: 

LGMD1A jest powodowane przez mutacje miotyliny (MYOT). Cechy kliniczne nakładają się 

z miotilinopatią – miopatią miofibrylarną również powodowaną przez mutację genu MYOT. 

Gen ten posiada 9 eksonów kodujących, w których dotychczas wykryto 16 mutacji zmiany 

sensu zgodnie z informacją w bazie Leiden Open Variants Database (LOVD [70]). Pięć 

przypadków wiązanych jest z fenotypem LGMD1A, natomiast pozostałe mutacje 

dezorganizują strukturę linii Z i powodują miopatie miofibrylarne. Miotylina funkcjonuje jako 

białko stabilizujące linię Z występując obok alfa aktyniny i tytyny.  

LGMD1A charakteryzuje późnym początkiem i powolnym przebiegiem. Objawy obejmują 

osłabienie mięśni pasów biodrowego, a następnie barkowego, a także charakterystyczną 

nosową mowę dyzartryczną. Poziom CK w surowicy jest prawidłowy lub nieznacznie 

podwyższony. W obrazie mikroskopowym można zauważyć zwyrodnienie włókien 

mięśniowych, różnice w rozmiarze włókien, rozszczepianie włókien, centralne położenie jąder 

komórkowych, dużą liczbę autofagicznych pęcherzyków. Mikroskopia elektronowa pokazuje 

też rozmycie linii Z (tzw. Z-line streaming) [71–76]. 

 

LGMD1B jest powodowane mutacjami laminy A/C (LMNA). Główna funkcja laminy A/C, 

tworzącej sieć włókien leżących głównie poniżej wewnętrznej błony jądrowej, jest strukturalna. 

Oprócz łączenia jądra komórkowego z cytoplazmą, odgrywa też rolę w organizacji chromatyny, 

wpływa na transkrypcję i mitozę. Tłumaczy to ilość fenotypów powodowanych różnymi 

mutacjami genu LMNA. Oprócz LGMD1B do spektrum laminopatii zalicza się inne choroby 

mięśniowe (dystrofię Emery-Dreifussa, kardiomiopatię rozstrzeniowa, zespół Holt-Orama 

„serce-ręka”), chorobę Charcot-Marie-Tooth, różne podtypy lipodystrofii (w tym zespół Seipa-

Berardinelliego) i progerii (Hutchinsona-Gilforda, zespół Wernera). Dotychczas wykryto  

72 mutacje wpływające na sekwencję aminokwasów laminy A/C, wszystkie w pierwszych  

11 z 12 eksonów (LOVD). Opisano też jedną mutację synonimiczną, która wpływając na 

splicing powoduje LGMD1B. Pacjenci charakteryzują się wolno postępującym osłabieniem 

mięśni obręczy biodrowej, z późniejszym osłabieniem mięśni ramion. Z wiekiem mogą 

pojawiać się problemy kardiologiczne w węzłem przedsionkowo-komorowym i kardiomiopatia 

rozstrzeniowa. Poziom CK w surowicy pozostaje prawidłowy lub jest łagodnie podwyższony 

[77–85].  

 

LGMD1C jest powodowane mutacjami kaweoliny 3 (CAV3). Kaweolina 3 to mięśniowo 

specyficzne transbłonowe białko z rodziny kaweolin, które odpowiadają za powstawanie  

i utrzymanie kaweoli – małych wgłębień w błonie komórkowej o odmiennym składzie 

lipidowym, gdzie koncentrują się kanały jonowe, kinazy i cząsteczki sygnałowe. Kaweolina 3 

jest też obecna w kanalikach T magazynujących jony wapnia, a więc miejsca kluczowe dla 

inicjowania skurczu. Dodatkowo opisywana interakcja z białkami dysferliny, kompleksu 

sarkoglikanowego, czy receptora rianodynowego może być wytłumaczeniem fenotypów 

związanych z mutacjami CAV3. Dotychczas zidentyfikowano 46 mutacji zmiany sensu, które 

mogą powodować także miopatię z falowaniem mięśni, miopatię dystalną, idiopatyczną 

hiperCK-emię, czy kardiomiopatię przerostową. U pacjentów z LGMD1C zaobserowano 

łagodnie postępujące osłabienie mięśni ud, przerost łydki, objaw Gowersa i 3-40x 

podwyższony poziom CK w surowicy. Mogą łatwiej występować bóle i skurcze mięśni po 

wysiłku. Obecność białka kaweoliny3 w mięśniach jest wyraźnie zmniejszona [86–93]. 

 

U pojedynczej rodziny z LGMD1D i kardiomiopatią rozstrzeniową została zidentyfikowana 

mutacja miejsca splicingowego w genie kodującym desminę (DES). Desmina jest 

specyficznym dla mięśni białkiem strukturalnym, tworzącym sieć oplatającą linie Z, łączącą 
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sąsiednie prążki ze sobą, a także z sarkolemmą, błoną jądrową, kanalikami T, mitochondriami 

i innymi organellami. Sugeruje się że dzięki tworzeniu takiej sieci desmina może bezpośrednio 

lub pośrednio odpowiadać za przesyłanie sygnałów mechanicznych. Mutacje desminy 

powodują zazwyczaj miopatie miofibrylarne, kardiomiopatie, bądź połączenie tych fenotypów. 

W pojedynczych przypadkach mutacje genu DES mogą również powodować fenotyp LGMD  

i mogą być dziedziczone zarówno dominująco (LGMD1D) jak i recesywnie. (LGMD2R) [94]. 

U opisanych chorych postępujące osłabienie mięśni proksymalnych rozpoczynało się  

w drugiej lub trzeciej dekadzie życia. Poziom CK w surowicy był podwyższony 2-4 krotnie, 

zaobserwowano też duszność wysiłkową i problemy z układem bodźcoprzewodzącym serca. 

W obrazie mikroskopowym mięśni zauważono wyraźne okołojądrowe lub usytuowane przy 

sarkolemmie wtrącenia, w których wykryto obecność desminy [94–98]. 

 

LGMD1E jest powodowane mutacjami genu DNAJB6 (DnaJ homolog subfamily B member 

6). Produkt genu należy do rodziny białek regulujących aktywność szaperonów przez 

stymulację aktywności ATPazy. Białko DNAJB6 jest wykrywane między innymi w mięśniach 

przy linii Z, obok kompleksu CASA (Chaperone-Assisted Selective Autophagy), w skład 

którego wchodzi białko BAG3. Mutacje genu kodującego BAG3 powodują miopatie 

miofibrylarne. Prawdopodobny mechanizm choroby LGMD1E polega na utracie funkcji anty 

agregacyjnej białka DNAJB6 co prowadzi do nadmiernej agregacji białek i dezorganizacji linii 

Z. Objawy pojawiają się zazwyczaj w trzeciej dekadzie życia i obejmują osłabienie mięśni 

zaczynające się w pasie biodrowym, a z czasem pojawiające się też przy obręczy barkowej. 

Postęp choroby jest zazwyczaj powolny, niemożność chodzenia pojawia się po 20-30 latach od 

początku choroby. W obrazie mikroskopowym widoczne są zaokrąglone autofagiczne wakuole, 

dezintegracja linii Z oraz inkluzje zawierające białko DNAJB6 wokół wakuoli i przy 

sarkolemmie [99–104]. 

 

LGMD1F jest powodowane mutacjami transportyny 3 (TNPO3). Białko to jest jądrowym 

receptorem odpowiadającym za import białek bogatych w serynę i argininę (S/R-rich proteins) 

do jądra komórkowego. Uczestniczy także w imporcie lentiwirusów, w tym wirusa HIV. 

Początek zachorowania często jest dość wczesny, średnia wieku zachorowania to 16 lat, choć 

zdarzają się przypadki późniejszych zachorowań. Osłabienie początkowo dotyka mięśni ud, 

później także obręczy barkowej i mięśni dystalnych. Najczęściej w drugiej bądź trzeciej 

dekadzie życia pacjenci są już uzależnieni od wózka inwalidzkiego. Osłabienie mięśni 

oddechowych może wystąpić u osób z bardzo wczesnym wiekiem zachorowania. Biopsje 

mięśni ujawniają nietypowy i zróżnicowany rozmiar włókien i zwiększoną obecność tkanki 

łącznej. Poziom CK w połowie przypadków jest normalny a w połowie 2x – 10x podwyższony 

[105–110]. 

 

Dotychczas zdiagnozowano tylko jedną rodzinę z LGMD1G. Locus odpowiedzialne za 

zachorowania w tej rodzinie to 4q21 i dopiero niedawno został wykryty gen powodujący 

chorobę: HNRPDL. Początek choroby następuje w 3-5 dekadzie życia i charakteryzuje się 

skurczami i osłabieniem mięśni nóg. Przykurcze palców u rąk i nóg uniemożliwiają pełne 

zginanie. Poziom CK jest najczęściej lekko podwyższony (do 10 razy), a w obrazie 

mikroskopowym widać zróżnicowane wielkości włókien, włóknienie omięsnej (perimysium)  

i wakuole otoczone sarkoglikanami i dystrofiną. HNRPDL [111,112].   

 

Gen, którego mutacje powodują LGMD1H dnie został jeszcze poznany. Zachorowania te 

wiązane są z locus 3p23-25. Dotychczas zdiagnozowano jedną rodzinę z tym podtypem LGMD. 

Objawy pojawiają się od 16 do 50 roku życia i obejmują: osłabienie mięśni proksymalnych rąk 

i nóg, przerost łydki. Pozimom CK jest podwyższony (do 10 razy), zwłaszcza wśród osób  
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z silniejszymi objawami. Biopsja mięśni ukazuje zróżnicowany rozmiar włókien i włóknienie 

śródmięsnej (endomysium) [113].  

 

LGMD2A jest powodowane mutacjami kalpainy 3 (CAPN3) i stanowi 20-40% wszystkich 

przypadków LGMD. W większości populacji LGMD2A jest najczęstszą postacią LGMD ze 

względu na wysoką powszechność heterozygot (1:100). Dotychczas wykryto 328 mutacji 

zmiany sensu (LOVD), z których część jest na tyle powszechna, że występuje w bazie 

polimorfizmów dbSNP. Gen CAPN3 składa się z 26 eksonów i koduje proteazę cysteinową 

specyficzną dla mięśni, podobną do obecnych w innych tkankach kalpainy 1 i 2.  

W sarkomerach CAPN3 kolokalizuje z tytyną (konektyną) i filaminą C, które są jej substratami. 

Prawdopodobnie proteoliza przeprowadzana przez kalpainę3 prowadzi do adaptacji mięśni 

szkieletowych drogą modyfikacji ich właściwości mechanicznych. LGMD2A diagnozuje się 

najczęściej w wieku 8-15 lat, a postęp choroby zazwyczaj jest łagodny. Charakterystyczne 

objawy to symetryczna atrofia mięśni przywodzących powodująca zeszczuplenie ramion i ud, 

odstawanie łopatek, przykurcze stawów. Poziom CK jest zazwyczaj podwyższony. Często po 

20 latach postępu choroby pacjenci nie są już w stanie chodzić [56,114–118]. 

 

LGMD2B jest powodowane mutacjami dysferliny (DYSF). Jest to zazwyczaj druga pod 

względem częstotliwości występowania postać LGMD (około 15-25% przypadków). 

Dotychczas wykryto 306 mutacji wpływających na sekwencję aminokwasów białka (LOVD). 

Kodowana przez 55 eksonów dysferlina jest białkiem transmembranowym uczestniczącym  

w związanej z wapniem naprawie sarkolemmy. Zaburzenie tej funkcji jest prawdopodobną 

przyczyną choroby. W dysferlinopatiach, ale często i w innych odmianach LGMD 

(kalpainopatie, sarkoglikanopatie, LGMD2I) obserwuje się nagromadzenie dysferliny  

w cytoplazmie. Typowe cechy LGMD2B to wiek zachorowania około 20 roku życia, powolny 

postęp choroby, bardzo wysoki poziom CK, stany zapalne mięśni, niezdolność do stawania na 

palcach związana z osłabieniem mięśni łydek. Mutacje genu DYSF związane są z jednak  

z różnymi obrazami klinicznymi, opisywanymi jako Miopatia Miyoshi, czy miopatia dystalna 

zaczynająca się od mięśnia piszczelowego przedniego (distal myopathy anterior tibial onset, 

DMAT). Nierzadko fenotyp jest mieszany, a różne objawy występują u członków rodziny 

[19,20,114,119,120].  

 

Mutacje w czterech genach kodujących sarkoglikany, gamma, alfa, beta i delta, powodują 

odpowiednio LGMD2C, LGMD2D, LGMD2E i LGMD2F. Najbardziej powszechnym 

podtypem jest LGMD2D, ale łącznie sarkoglikanopatie stanowią około 10-15% wszystkich 

LGMD2. W przypadku podejrzenia sarkoglikanopatii mutacji można się spodziewać nie tylko 

w 29 eksonach kodujących (łącznie dla genów SGCG, SGCA, SGCB i SGCD), w których do tej 

pory wykryto 181 mutacji zmiany sensu (LOVD). Częściej niż w innych genach występują też 

mutacje wpływające na splicing, oraz zmiany liczby kopii. Sarkoglikany są  

N-glikozylowanymi białkami błonowymi, które tworzą kompleks dystrofinowo-

sarkoglikanowy, łączący cytoszkielet z macierzą zewnątrzkomórkową. Mutacje  

w którymkolwiek z sarkoglikanów zazwyczaj często powodują brak, lub mniejszą ilość 

kodowanego białka i w konsekwencji mają destabilizujące skutki dla całego kompleksu. 

Typowa forma ma początek w dzieciństwie, oraz cięższy i szybszy przebieg niż inne postacie 

LGMD. Objawami są osłabienie i zanik mięśni bioder, ud i ramion, coraz większe problemy 

 z chodzeniem, a wraz z postępem choroby kłopoty z sercem i oddychaniem. Mutacje 

sarkoglikanów mogą też powodować nieco inne objawy, podobne do dystrofii mięśniowej 

Duchenne'a [121–124]. 

 

Mutacje genu TCAP powodują LGMD2G, jedną z rzadszych form LGMD. Dotychczas 

zidentyfikowano ją jedynie u kilku rodzin, najczęściej w populacji brazylijskiej. Gen składa się 
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tylko z dwóch małych eksonów, w których opisano 16 mutacji zmiany sensu. Kodowana przez 

TCAP teletonina łączy tytynę i inne białka linii Z. Teletonina podczas miofibrylogenezy jest 

substratem dla domeny tytyny o aktywności kinazy serynowej. Wpływa też na utrzymywanie 

prawidłowej struktury kanalików T, zwłaszcza przy przeciążeniach mechanicznych. U chorych 

we wczesnym okresie dojrzewania zaczyna się osłabienie mięśni bioder i dystalnych mięśni 

nóg. Często obserwowany jest też objaw opadającej stopy, przerost łydki, oraz kardiomiopatia. 

Poziom CK w surowicy jest podwyższony od 3 do 30 razy. W mięśniach nie wykrywa się 

teletoniny. Mutacje genu TCAP są też wiązane z wrodzoną dystrofią mięśniową oraz  

z izolowaną kardiomiopatią [125–130]. 

 

Mutacje w genie TRIM32 są przyczyną LGMD2H. Jest to również forma rzadka, opisywana 

głównie w populacji huterytów w Kanadzie. Gen TRIM32 zawiera tylko jeden duży ekson 

kodujący, w którym znaleziono 8 mutacji zmiany sensu. Białko TRIM32 to ligaza 

ubikwitynowa, należąca do rodziny co najmniej 70 ludzkich białek zawierający motyw TRIM, 

zlokalizowana w pobliżu linii Z gdzie wspomaga degradację dysbindyny. Enzym ten reguluje 

różnicowanie komórek macierzystych mięśni szkieletowych i jest niezbędny dla regeneracji 

mięśni u dorosłych. Przebieg choroby jest względnie łagodny z osłabieniem mięśni, bólem 

pleców, szybszym zmęczeniem. Początek LGMD2H obserwowano między 8 a 27 rokiem 

życia, a zdolność chodzenia utrzymuje się przynajmniej do 50 roku życia. CK w surowicy jest 

zazwyczaj podwyższone (od normalnego do 20 razy powyżej normy), a w obrazie 

mikroskopowym widać włóknienie śródmięsnej, zróżnicowany rozmiar i degenerację włókien. 

Mutacje genu TRIM32 mogą jednak również powodować cięższe objawy nazywane miopatią 

sarkotubularną szybko uniemożliwiającą chodzenie [131–135]. 

 

LGMD2I jest powodowane mutacjami genu FKRP (Fukutin-related protein) i występuje 

powszechniej głównie w Europie północnej, ale jest też obserwowana w Azji, a po raz pierwszy 

opisana została w rodzinie z Tunezji. Białko FKRP występuje powszechnie, ale największą 

ekspresję obserwuje się w mięśniach szkieletowych, mięśniu sercowym i łożysku. Sugeruje się 

że FKRP uczestniczy w glikozylacji dystroglikanu, a jego mutacje powodują nie tylko fenotyp 

LGMD, ale też wrodzone dystrofie mięśniowe, chorobę mięsień-oko-mózg lub zespół Walkera 

– Warburga [136–142]. 

 

LGMD2J jest rozpoznawane w przypadkach ze sprawczymi mutacjami w genie TTN 

kodującym tytynę. Tytyna jest największym znanym białkiem posiadającym, zależnie od 

izoformy, od około 27 do ponad 34 tysięcy aminokwasów. Kodowana jest przez gen 

posiadający 363 eksony. W porównaniu do innych fenotypów powodowanych mutacjami TTN 

w przypadku dystrofii obręczowo-kończynowej początek choroby obserwowany jest już  

w dzieciństwie a jej przebieg jest cięższy i kończy się utratą ambulacji po około 20 latach. 

Poziom CK w surowicy jest wyraźnie podwyższony [143].  

 

LGMD2K jest powodowane mutacjami genu POMT1. Objawy występują już we wczesnym 

dzieciństwie, ale są zazwyczaj relatywnie łagodne ze zwiększoną męczliwością mięśni  

i możliwymi przykurczami. Zajęte są częściej mięśnie proksymalne [144].  

 

LGMD2L jest wynikiem mutacji genu ANO5 kodującego anoktaminę 5. Początek 

zachorowania następuje od 2. do 5. dekady życia i cechuje się relatywnie łagodnym 

przebiegiem. Mutacje genu ANO5 związane są także z miopatią Miyoshi [145].  

  

LGMD2M jest powodowana mutacjami genu FKTN kodującego fukutyną. Osłabienie mięśni 

obserwowane jest już we wczesnym dzieciństwie i charakteryzuje się głównie zajęciem mięśni 
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kończyn dolnych. Do częstych objawów należą przerosty mięśni łydek, ud i tricepsów. Choroba 

postępuje zazwyczaj łagodnie i pacjenci nie muszą korzystać z wózków inwalidzkich [146].  

 

Mutacje genu POMT2 kodowanego przez 21 eksonów powodują LGMD2N. Mutacje POMT2 

zazwyczaj powodują syndrome Walkera-Warburga lub chorobę mięsień-oko-mózg ale były też 

opisywane w LGMD. W przypadkach tych obserwuję się obniżoną glikozylację  

α-dystroglikanu i bardzo podwyższony poziom CK. [147]. 

Również mutacje genu POMGnT1 zazwyczaj powodują cięższe fenotypy niż LGMD2O, takie 

jak zespół Walkera-Warburga [148].  

 

LGMD2P jest spowodowane mutacjami dystroglikanu (DAG1). Dodatkowym objawem w tym 

podtypie bywa upośledzenie funkcji poznawczych [149].  

  

LGMD2Q jest powodowane specyficznymi mutacjami w genie kodującym plektynę (PLEC1). 

Większość patogennych mutacji tego genu powoduję epidermolizę. Przypadki LGDM dotyczą 

do tej pory jedynie homozygotycznych delecji dziewięciu nukleotydów zmieniających 

mięśniową izoformę białka. W przebiegu choroby nie odnotowuje się zmian skórnych 

charakterystycznych dla innych mutacji genu PLEC [150]. 

 

Desmina jest specyficznym dla mięśni białkiem filamentu pośredniego. Gen DES zawiera  

9 egzonów, a jego dominujące mutacje są wiązane z miopatią miofibrylarną. W pojedynczych 

przypadkach mutacje genu DES mogą również powodować fenotyp LGMD i mogą być 

dziedziczone zarówno dominująco (LGMD1D) jak i recesywnie. (LGMD2R) [94].  

 

LGMD2S jest to spowodowane mutacjami w genie kompleksu białka transportowego 11 

(TRAPPC11). Fenotyp LGMD2S obejmuje najczęściej przypadki o wczesnym początku, ale 

powolnej progresji z wysokim CK, ale były też opisane przypadki z dodatkowymi objawami 

neurologicznymi: upośledzeniem umysłowym i ataksją [151].  

 

LGMD2T jest spowodowane przez mutacje w genie małym, kodowanym przez 8 eksonów 

genie GMPPB. Mutacje genu GMPPB były związane z cięższymi wrodzonymi dystrofiami 

mięśniowymi, ale opisano trzy przypadki fenotypu LGMD. U wszystkich 3 pacjentów 

stwierdzono zwiększony poziom CK, a u dwóch dodatkowo mikrocefalię i symptomy 

neurologiczne [152].  

  

Gen ISPD to kolejny z genów których mutacje zazwyczaj powodują zespół Walkera-Warburga, 

jednakże identyfikuje się je jako przyczynowe także w przypadkach LGMD2U. Choroba jest 

podobna do DMD z wczesną utratą możliwości chodzenia. Mogą występować także osłabienia 

mięśni układu oddechowego i serca podobnie jak w inne dystroglikanopatiach [153].  

 

Mutacje GAA zazwyczaj powodują chorobę spichrzeniową glikogenu typu 2 (GSD2)  

z wczesnym początkiem i niewydolnością oddechową. Łagodniejsze objawy bywają podobne 

do dystrofii obręczowo-kończynowych i nazywane są LGMD2V [154].  

 

LGMD2W jest powodowane przez mutacje genu LIMS2/PINCH2 kodowanego przez  

7 eksonów. Pacjenci wykazują początek LGMD w dzieciństwie z przerostem łydki. Rozwijają 

się u nich zaburzenia pracy serca. Cechą charakterystyczną jest szeroki, trójkątny język. [155].  

  

Ostatnio dodanymi do klasyfikacji LGMD podtypami są LGMD2X, LGMD2Y, oraz 

LGMD2Z, a zidentyfikowanymi genami sprawczymi są odpowiednio BVES [156], TOR1AIP1 

[157] i POGLUT1 [158].  
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MFM to grupa chorób o zróżnicowanych cechach klinicznych, podobnych fenotypowo  

i genetycznie do LGMD [4,159–161].Mutacje w genach MYOT i DES mogą powodować 

zarówno LGMD1 jak i MFM. Cechą charakterystyczną dla miopatii miofibrylarnych jest 

ektopowa akumulacja białek strukturalnych w mięśniach i dezorganizacja sarkomeru. Inkluzje 

(nagromadzenia) białek dezorganizuje sieć miofibryli, czasami obserwuje się też obecność 

wakuoli autofagicznych. Dotychczas zidentyfikowano sześć genów których mutacje mogą 

powodować MFM: desminę (DES), AB-krystalinę (CRYAB), myotylinę (MYOT), Z band 

alternatively spliced PDZ motif containing protein (ZASP, znany również jako LDB3), filaminę 

C (FLNC) i Bcl2-associated athanogene (BAG3). Są to geny kodujące białka związane z linią 

Z mięśni poprzecznie prążkowanych. Przypuszcza się, że zmienione białka nie mogą pełnić 

swojej funkcji strukturalnej, a ich nagromadzenie może mieć toksyczny wpływ na mięśnie.  
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