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1 Wstep:

1.1 Dystrofie obreczowo-konczynowe i miopatie miofibrylarne

Miopatie to grupa choréb pierwotnie migsniowych, charakteryzujaca si¢
nieprawidtowym funkcjonowaniem wiokien migéniowych i w konsekwencji ostabieniem sity
miegs$ni. Nalezace do miopatii dystrofie obr¢czowo-konczynowe (ang. limb girdle muscular
dystrophies, LGMD) oraz miopatie miofibrylarne (ang. myofibrillar myopathies, MFM)
stanowig heterogenne grupy rzadkich schorzen o naktadajacych si¢ fenotypach klinicznych.

Badania w Wielkiej Brytanii i Holandii szacuja czesto$¢ wystepowania LGMD na
1/44000 — 1/123000 [1-3]. Czg¢stos¢ zachorowan na MFM jest jeszcze mniejsza, ale nie byta
dotad doktadnie okreslona [4]. Klasyfikacja podtypéw LGMD wynika bezposrednio
z okreslenia genetycznej przyczyny choroby. Podgrupa LGMD1 obejmuje postaci dziedziczone
autosomalnie dominujaco i sktada si¢ z o$miu podtypow, kazdy powodowany mutacja innego
genu. Zachorowania w podgrupie LGMD2 dziedziczone sg autosomalnie recesywnie
I obejmujg 26 podtypow, wyroznianych na podstawie mutacji przyczynowych w réznych
genach. Analogicznie, MFM dzielone sg na 6 podtypoéw. Opisana klasyfikacja jest klasyfikacja
otwartg, i wraz z identyfikowaniem kolejnych genéw sprawczych jest powigkszana o nowe
podtypy.

Roéznicowanie pomigedzy wyzej wymienionymi jednostkami chorobowymi, a zwlaszcza
miedzy ich podtypami, jedynie na podstawie cech kliniczno-patologicznych, jest niezwykle
trudne. Wszystkie podtypy posiadaja cechy wspdlne, cho¢ niektore objawy sa
charakterystyczne dla tylko kilku z nich. Ponadto zmienno$¢ fenotypoéw obserwuje sie nie tylko
w obrebie poszczegdlnych podtypoéw, ale rowniez w przypadkach z ta sama mutacja
przyczynowa, a czasem nawet w obrebie tej samej rodziny. Ponadto mutacje w niektorych
genach mogg stanowi¢ przyczyne roznych jednostek klinicznych [5]. Na przyktad mutacje DES
czy MYOT, moga by¢ przyczyng LGMD lub MFM, a mutacje TRIM23 oraz TTN sg wigzane
zarbwno z LGMD, jak i z miopatiami wrodzonymi (ang. congenital myopathies, CM).
Niemniej, identyfikacja mutacji zwigzanych przyczynowo z choroba (mutacji sprawczych) jest
uznawana za najbardziej precyzyjng metode diagnostyczng, sugerujacg molekularny

mechanizm patologii.

Pomimo badan trwajacych od blisko dwoch dekad, podtoze genetyczne wspomnianych
miopatii znane jest jedynie dla czgsci przypadkow. Wraz z wprowadzeniem metod

sekwencjonowania nowej generacji, udzial przypadkéw ze zidentyfikowang prawdopodobng



mutacjg sprawczg wzrost z okoto 20-40% do 40-60% [6]. Oprocz mutacji typowo sprawczych
u pacjentow znajduje si¢ takze zmiany modyfikujace fenotyp kliniczny. Na przyktad,
w dystrofinopatii (chorobie zblizonej fenotypowo do LGMD) powszechny polimorfizm genu
LTPB4 jest czynnikiem wptywajacym na wiek zachorowania [7]. Co wigcej, w niektorych
przypadkach choréb miegsni, w tym w kalpainopatii (LGMD2A), przyjmuje si¢ istnienie
dziedziczenia dwugenowego [8].

Zidentyfikowanie mutacji sprawczej moze by¢ niezwykle istotne dla zastosowania
odpowiednich procedur kontroli stanu zdrowia pacjenta. W niektoérych podtypach chorob
migsni mozliwy jest rozwdj kardiomiopatii, wystgpienie zaburzen potykania, czy
niewydolnos$ci oddechowej. Chociaz dotychczas nie opracowano skutecznej terapii, ani
LGMD, ani MFM, to stosowane sg terapiec objawowe, paliatywne, dostosowane do
obserwowanych jak i mogacych si¢ pojawi¢ w danym podtypie choroby, objawow. Przy
kwalifikowaniu do badan klinicznych nowych celowanych terapii wymagana jest jak
najdoktadniejsza informacja o konkretnym podtypie choroby i zidentyfikowanych przyczynach
genetycznych [9-12]. Poznanie mutacji sprawczych oraz zmienno$ci genetycznej modulujacej
przebieg choroby, a zwlaszcza wariantow zlokalizowanych w genach dotychczas nie
wigzanych z LGMD, MFM i szerzej - miopatiami, bedzie zapewne kluczowe dla wyjasnienia
patomechanizmu tej klasy schorzen migsni. Okreslenie funkcjonalnego znaczenia produktow
biatkowych czy efektorowych RNA powstajacych na matrycach zmutowanych gendéw wskaze
na ulegajace dysfunkcji szlaki biochemiczne 1 sygnalowe, czy struktury komorkowe,
uczestniczace w tworzeniu fenotypu klinicznego. Tym samym statloby si¢ mozliwe
zaproponowanie "przyczynowej" klasyfikacji miopatii 1 dystrofii, odwolujacej si¢ do zmian na
poziomie biochemicznym 1 komoérkowym, odmiennie od obecnej, opartej na rodzaju
uszkodzonego genu oraz na og6lnym obrazie klinicznym. Rezultatem badan podstawowych
moze by¢ tez zaproponowanie nowych kierunkoéw badah zmierzajacych do opracowania
przyczynowych sposobow leczenia, nakierowanych na konkretne, dysfunkcyjne mechanizmy

molekularne.

W rozdziale "Uzupelienie" przedstawiono klasyfikacje dystrofii obreczowo-
konczynowych oraz miopatii miofbrylarnych, wraz z krotka charakterystyka kliniczng
poszczego6lnych podtypow. Aktualna klasyfikacja LGMD, z podanymi sposobem dziedziczenia
oraz mutacjami sprawczymi konkretnych genow przedstawiona jest skrotowo w Tabeli 1.

Analogicznie poszczegdlne podtypy MFM przedstawione sg w Tabeli 2.



Tabela 1. Klasyfikacja dystrofii obreczowo-konczynowych. Dodatkowo podano mozliwe
warianty fenotypowe zwigzane z mutacjami konkretnego genu.

podtyp gen biatko fenotypy alternatywne

LGMD1A MYOT miotylina MFM

LGMD1B |LMNA lamina A/C kardiomiopatia,
CMT2B1, EDMD2,
EDMD3, lipodystrofia
progeria

LGMDI1C |CAV3 kaweolina 3 kardiomiopatia.
Miopatia Tateyama,
miopatia z falowaniem
migséni, zespot dlugiego
QT 9

LGMD1D DES desmina MFM, LGMD2R,
kardiomiopatia

LGMD1E |DNAJB6 |homolog DNAJ/HSP40, podrodzina B, 6. cztonek

podrodziny
LGMD1F |TNPO3 transportyna 3
LGMD1G |HNRPDL | biatko podobne do heterogenicznej jadrowe;j
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 |biatko genu 32 z motywem receptora TRIM zespot Bardeta i Biedla




LGMD2l |FKRP biatko podobne do fukutyny dystrofia wrodzona z
przerostem migsni
LGMD2) |TTN tytyna kardiomiopatia
rozstrzeniowa /
przerostowa, dystrofia
mig$niowa piszczelowa
LGMD2K |POMT1 biatkowa 0 -mannozylotransferaza 1 MDDGA1, MDDGB]1,
zespot Walkera-
Warburga
LGMD2L |ANOS5S anoktamina 5 miopatia Miyoshi
LGMD2M |FKTN fukutyna kardiomiopatia,
MDDGA4, MDDGB4
LGMD2N |POMT?2 biatkowa 0 -mannozylotransferaza 2 MDDGA2, MDDGB?2
LGMD20O |POMGNT1 biatkowa o-mannozylo beta-1,2-N-
acetyloglukosaminylotransferaza
LGMD2P |DAG1 destroglikan
LGMD2Q |PLEC1 plektyna 1 pecherzowe oddzielanie
si¢ naskorka
LGMD2R | DES desmina MFM, LGMD1D,
kardiomiopatia
LGMD2S |TRAPPCL11 biatkowy kompleks transportujacy / segregujacy,
podjednostka 11
LGMD2T GMPPB beta transferaza guanylylo-mannozo-1- MDDGA14,
fosforanowa MDDGB14
LGMD2U |ISPD biatko obejmujace domene syntazy MDDGA7Y
izoprenoidowej
LGMD2V |GAA glukozydaza alfa 1-4 choroba spichrzeniowa
glikogenu Il
LGMD2W |LIMS2 LIM i biatko podobne do antygenu komorek
starzejacych si¢ 2
LGMD2X |BVES biatko nasierdziowych naczyn krwionosnych
LGMD2Y |TOR1AIP1 |biatko 1 oddzialujace z torsyng A
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LGMD2Z |POGLUT1 |o-glukozylotransferaza biatkowa choroba Dowlinga -

Degosa 4
Tabela 2. Klasyfikacja miopatii miofibrylarnych.
podtyp |gen biatko Inne fenotypy
MFM1 |DES desmina LGMD1D, LGMDZ2R,

kardiomiopatia rozstrzeniowa

MFM2 |CRYAB |krystalina Alfa-B kardiomiopatia rozstrzeniowa,
za¢ma, EDMD, lipodystrofia

MFM3 |MYOT |miotylina LGMD1A, miopatia ciat
sferoidalnych

MFM4 | DES desmina MFM, LGMD2R,
kardiomiopatia, SCPNK

MFM5 |FLNC [filamina C kardiomiopatia przerostowa,
kardiomiopatia restrykcyjna,
miopatia dystalna

MFM6 |BAG3 | biatko BAG3, atanogen zwigzany z BCL2 kardiomiopatia rozstrzeniowa
MFM- DNAJB6 homolog DNAJ/HSP40, podrodzina B, 6. LGMDI1E

like cztonek podrodziny

MFM- FHL1 biatko czterech i pot domeny LIM EDMDG6, miopatia ciat

like zredukowanych, miopatia

lopatkowo-strzatkowa

LGMD: dystrofia obreczowo-konczynowa, MFM: miopatia miofibrylarna, CMT: Choroba Charcot-Marie-Tooth,
MDDGA: dystroglikanopatia typu A, MDDGB: dystroklikanopatia typu B, EDMD: dystrofia Emery-Dreifussa,
SCPNK: miopatia topatkowo-strzatkowa typu Kaisera; dodatkowe litery i cyfry oznaczaja konkretny podtyp
choroby

1.2 Diagnostyka réznicowa

Precyzyjne diagnozowanie LGMD jest czgsto trudne ze wzgledu na heterogennos¢
fenotypowa tej klasy chordb. Wstepna ocena opiera si¢ na analizie historii choroby oraz
wywiadu rodzinnego, Kklinicznym badaniu przedmiotowym, a takze na badaniu
elektromiograficznym. Przydatne bywa oznaczenie poziomu kinazy kreatynowej (CK)
w surowicy. Okreslenie konkretnego podtypu choroby wymaga badan biochemicznych
skrawkow migsni chorego oraz identyfikowania zmienionych wzorow lokalizacji, masy
molekularnej lub ilo$ci biatek (histopatologia, immunohistochemia, Western blot),

z ostatecznym potwierdzeniem rozpoznania poprzez identyfikacje mutacji sprawczej.
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W badaniach histopatologicznych oraz immunohistochemicznych mozna okresli¢ brak,
nadmiar lub nieprawidtowa lokalizacj¢ charakterystycznych biatek migsniowych, takich jak
dystrofina, dysferlina czy sarkoglikany, co umozliwia wytypowanie genu lub genow
nalezacych do tego samego szlaku biochemicznego lub struktury, ktorych mutacja mogta by¢
przyczyna zachorowania [13]. Mimo to u wigkszosci pacjentow z klinicznie zdiagnozowanym
LGMD nie udaje si¢ okresli¢ genetycznej przyczyny choroby, przede wszystkim ze wzgledu
na stosowanie w dotychczasowej diagnostyce genetycznej metod klasycznego,
sekwencjonowania sangerowskiego. Techniczne, ale takze czasowe i finansowe ograniczenia
wspomnianego podejs$cia powoduja, ze sekwencjonowanych jest jeden lub maksymalnie kilka
wybranych gendéw lub wreez tylko te ich fragmenty, w ktorych lokuja si¢ najbardziej
powszechnie wystepujace mutacje. Taki algorytm diagnostyczny wyklucza poszukiwanie
zmian w wielu genach réwnoczesnie, czy tez w genach wigzanych dotychczas z podobnymi
fenotypami klinicznymi. Tym samym niemozliwe staje si¢ wykrywanie mutacji w genach nie
wigzanych dotychczas z dang jednostka chorobows, a tym mniej ukazanie petniejszego podtoza

genetycznego konkretnego schorzenia.

1.3 Sekwencjonowanie nowej generacji

Coraz szersze stosowanie wielkoskalowych metod wysokoprzepustowych zmienia
skutecznos$¢ diagnostyki molekularnej. Zastosowanie sekwencjonowania nowej generacji,
chociazby poprzez analiz¢ panelu genéw wigzanych z réznymi miopatiami, umozliwia
postawienie diagnozy i okreslenie mutacji sprawczej u 40-60% pacjentow [6]. Stosunkowo
duza liczba chorych bez okreslonej mutacji sprawczej, wskazuje jednak na istnienie
nierozpoznanych dotychczas genetycznych i by¢ moze pozagenetycznych przyczyn miopatii,
ktore nie mogg by¢ wyjasnione metodami standardowego poszukiwania mutacji znanych
i sekwencjonowania pojedynczych gendéw, czy nawet zestawow genoéw [14]. Dotyczy to
zwlaszcza fenotypoéw lagodnych oraz przypadkow o posrednim, niejednoznacznym obrazie
Klinicznym.

Sekwencjonowanie nowej generacji polega na masowym, rownoleglym
sekwencjonowaniu pofragmentowanego genomowego DNA, generujac setki milionow
odczytow. Aktualnie na rynku dostepnych jest wiele platform sekwencjonowania nowej
generacji opartych na réznych technologiach, takich jak pirosekwencjonowanie (Roche-454),
sekwencjonowanie przez ligacje (AB SOLIiD), sekwencjonowanie z detekcjg jonoéw (lon
Torrent), sekwencjonowanie w nanoporach (Nanopore), sekwencjonowanie przez synteze

(lMlumina i PacBio) [15-17]. Metoda sekwencjonowania przez synteze na platformie Illumina
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jest w ostatnich latach wykorzystywana najpowszechniej, ze wzgledu na wysokg wiarygodnosé
oraz wydajnos¢ i1 stosunkowo niskie koszty badania. Sekwencjonowanie nowej generacji
umozliwia wykrywanie wariantow genetycznych w skali catego eksomu lub genomu, w wyniku
zastosowania sekwencjonowania catego eksomu (ang. whole exome sequencing, WES) lub
genomu (ang. whole genome sequencing, WGS).

Wspomniane metody wielkoskalowe wraz z zaawansowang analiza bioinformatyczna
przyczyniaja si¢ do powolnych, ale zasadniczych zmian koncepcji chorob uwarunkowanych
genetycznie i - szerzej - klasycznej definicji przyczynowosci genetycznej. Dotychczas
w przypadkach chorob rzadkich, z zatozenia uznawanych za monogenowe, poszukiwane byty
rzadkie mutacje w konkretnym genie sprawczym, lub kandydujacym do tego miana [18].
Przeksztalcanie paradygmatu redukcjonistycznego, w kierunku bardziej pelnego rozumienia
wplywu mutacji na fenotyp rozpoczgto si¢ jeszcze w “erze sangerowskiej”, wraz
z identyfikowaniem coraz wigkszej liczby mutacji tego samego genu powodujacych rozbiezne
fenotypy kliniczne [19-21]. Mechanizmy tego zjawiska moga by¢ rézne, od wptywu réznych
mutacji tego samego genu na rézne funkcjonalne domeny kodowanego przezen biatka, zmiany
profili izoform mRNA (powodowane przez zmiany sktadania genowego —ang. splicingu), po
szeroki kontekst genomowy modulujacy wptyw konkretnych mutacji. Wykorzystanie metod
sekwencjonowania nowej generacji potwierdza skomplikowang zalezno$¢ migdzy genotypem
a fenotypem klinicznym. Niektore przypadki badane takimi metodami prezentujg rozszerzone
spektrum objawow mutacji danego genu, ale sa tez takie pokazujace, ze nawet znane patogenne
mutacje mogg dawac bardzo tagodny, wrecz subkliniczny fenotyp [22—24]. Mozna oczekiwac,
ze mutacje "dodatkowe", towarzyszace mutacjom uznawanym dotad za sprawcze, mozliwe do
zidentyfikowania metodami wielkoskalowymi, sa zlokalizowane w genach kodujacych
elementy funkcjonalne tego samego procesu biochemicznego lub tej samej struktury
komorkowej. Mutacje "dodatkowe" nalezatoby zatem traktowa¢ jako sktadniki wigkszych
catosci genetycznych, tworzacych podstawy cech fenotypowych, odpowiedzialnych m.in. za
heterogenno$¢ objawow klinicznych czy zmienng penetracje. W najprostszym ujeciu choroby
monogenowe mozna zapewne uzna¢ za choroby oligogenowe lub wrecz poligenowe,
z zasadnicza mutacja ukierunkowujaca oraz zmienng osobniczo konstelacja wariantow

genetycznych modyfikujacych lub wrecz zmieniajacych fenotyp kliniczny.
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2 Cele pracy:

Okreslenie podtoza genetycznego, a w szczegdlnosci mutacji sprawczych, w grupie chorych

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

Okreslenie mozliwego znaczenia funkcjonalnego zidentyfikowanych wariantow genomowych.

Okreslenie mozliwych korelacji miedzy genotypem, a fenotypem klinicznym.

Wytypowanie genéw kandydujacych, ktorych mutacje moga wptywaé na wystapienie i stopien

nasilenia objawow choroby (geny sprawcze, wspotsprawcze i modyfikujace fenotyp).

Oszacowanie udziatu podtypéw LGMD 1 MFM wsrdd chorych z miopatiami w populacji
polskiej.

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

elementow biochemicznych i strukturalnych, mogacych leze¢ u podtoza tych choréb.
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3 Pacjenci, materialy oraz metody:

3.1 Pacjenci

Badania prowadzono w grupie chorych z Kklinicznym rozpoznaniem LGMD i MFM, bez
wcezesniej wykrytych mutacji sprawczych. Pacjenci, pochodzacy z catej Polski, zostali
zdiagnozowani w Klinice Neurologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, petnigcej
rol¢ nieformalnego krajowego centrum referencyjnego (do roku 2016 Klinika kierowana byta
przez prof. dr hab. Ann¢ Kaminska, a obecnie przez prof. dr hab. Ann¢ Kostere-Pruszczyk).
Dzigki uprzejmosci prof. Anny Kaminskiej oraz prof. Anny Kostery-Pruszczyk, we wspotpracy
z dr Anng Macias oraz dr hab. Anng Potulska-Chromik uzyskano probki krwi do izolacji DNA
od 85 pacjentow z 84 rodzin z klinicznym rozpoznaniem dystrofii mi¢sniowej, oraz od
20 pacjentow z 11 rodzin z kliniczng diagnoza desminopatii (podtyp MFM). Dodatkowo
zebrano 16 probek od zdrowych cztonkéw rodzin ryzyka LGMD, oraz 8 probek od zdrowych
cztonkoéw rodzin ryzyka MFM. Jako forme kontroli przy ocenie wynikdw sekwencjonowania
wykorzystano wyniki z innych badan sekwencjonowania eksomowego i genomowego
16 pacjentéw bez objawdéw migsniowych z choroba Alzheimera i zespotem Gillesa de la
Tourette’a. Pacjenci ci zostali zdiagnozowani w Klinice Neurologii szpitala MSWiA, oraz
Klinice Neurologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Wszyscy wyrazili pisemng
zgode na pobranie materialu genetycznego i przeprowadzanie na nim badan naukowych,

a badania uzyskaly akceptacj¢ Lokalnej Komisji Bioetycznej.

Diagnoze kliniczng przeprowadzono w Klinice Neurologii WUM na podstawie
objawow 1 oceny biopsji migsni. LGMD zdefiniowano jako postgpujace oslabienie migsni
z zanikiem migéni obrgezy barkowej i miednicznej oraz mig$ni proksymalnych konczyn, bez
zajecia migsni twarzy. Dotaczono dzieciece przypadki asymptomatyczne trwatej hiperCK-emii
(podwyzszonego poziomu kinazy kreatynowej w surowicy) w przypadku, gdy biopsja migénia
wykazywata wyrazne histopatologiczne cechy dystrofii migsni. Dwa przypadki miopatii
Miyoshi zostaty dotaczone ze wzgledu na ich znaczne genetyczne i kliniczne podobienstwo do
podtypow LGMD2B i 2L. W grupie badanej znalazto si¢ tez 12 przypadkéw z nieklasyczng
manifestacja choroby miesni, gdzie LGMD byto jednym z rozwazanych rozpoznan.
Rozpoznanie MFM przeprowadzono gtéwnie na podstawie wynikow elektromiografii (EMQG),
a ostatecznym potwierdzeniem bylo wykrycie charakterystycznych ektopowych agregacji
biatkowych w biopsji miesni. Wsroéd przypadkdéw z rozpoznaniem MFM do analizy WES

zakwalifikowano jedynie siedmiu pacjentdw: czterech bez wykrytej we wstgpnej analizie

15



mutacji w genie kodujacym desming i trzech, u ktorych pomimo wykrycia prawdopodobnie

sprawczej mutacji w genie DES fenotyp sugerowat dodatkowe mutacje modyfikujace.

3.2 l1zolacja DNA genomowego

W celu izolacji DNA z krwi obwodowej pobierano okoto 10 ml krwi do probowek
z 0,5 ml 0.5M roztworu EDTA. 1zolacj¢ genomowego DNA wykonano standardowa metoda
stopniowego wysalania bialek komodrkowych (6M NaCl) z enzymatycznym usuni¢gciem
zanieczyszczen biatkowych proteinaza K [25]. Uzyskany DNA wytragcano i wstepnie
przechowywano w 96% alkoholu etylowym, a nastgpnie przed pierwszym uzyciem
rozpuszczano w wodzie podwdjnie destylowanej i dejonizowanej (DirectQ, Millipore) oraz
przechowywano w -20°C. Stezenie oraz stopien czysto$Ci wyizolowanego DNA okres$lano
spektrofotometrycznie (NanoDrop2000, Thermo Scientific). Stgzenie DNA w roztworze
oznaczano zgodnie z prawem Lamberta-Beera, mierzac absorbancj¢ przy dtugosci fali A = 260
nm. Stopien zanieczyszczenia preparatu biatkami oceniano poprzez pordwnanie absorbancji
przy dtugosci fali A = 260 nm i A = 280 nm, a stopien zanieczyszczenia rozpuszczalnikami
organicznymi oceniano poprzez pordéwnanie absorbancji przy dtugosci fali A = 260 nm
i A =230 nm [26]. Integralno$¢ DNA okreslano oceniajac uzyskany prazek po elektroforezie

w 1.5% zelu agarozowym.

3.3 Sekwencjonowanie eksomowe oraz podstawowa analiza bioinformatyczna

Sekwencjonowanie eksomowe (WES) wykonano w ramach ustugi obcej w BGI Tech
Solutions (Hong Kong; wigkszo$¢ analiz) oraz w Oxford Gene Technologies (Wielka Brytania;
24 probki) z wykorzystaniem zestawu do wzbogacania sekwencji eksomowej SureSelect
Human All Exon v5+UTR (Agilent) na platformie lllumina HiSeq2000. Uzyskane surowe
dane, to sparowane odczyty 100-nukleotydowe zapisane w postaci plikow Fastq. Z surowych
danych usunig¢to sekwencje adaptorowe oraz te 100-nukleotydowe pary sekwencji ktore nie
przeszty weryfikacji jakosci. Srednio uzyskano 240.451.900 sparowanych odczytéw o dobrej
jakosci (dla ktorych oceniajgcy jako$¢ wspotczynnik phred score miat wynik rowny lub wyzszy
od 30) na jedng probke, ktore nastepnie uliniowano (ang. alignment) uporzadkowujac
wzgledem genomu referencyjnego hgl9 za pomoca programu Burrows-Wheeler Alignment
(BWA). Srednio 15 Gb uliniowionej sekwencji miato pokrycie 99 odczytow (99x), a 99.6%

eksomu miato pokrycie przynajmniej 10 odczytéw. Pokrycie przynajmniej 10 odczytow
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w ponad 90% eksondéw konczylo si¢ 20 par zasad za sekwencjg kodujaca, umozliwiajac
wykrycie wariantow intronowych wptywajacych na splicing. Wyniki byly przegladane
z wykorzystaniem oprogramowania Integrative Genomics Viewer [27]. Warianty
jednonukleotydowe (SNP), oraz mate insercje i delecje (in/del) wykrywano za pomoca
programu GATK Unified Genotyper. Do wstgpnej anotacji stosowano program Annovar [28],
a dla dalszego anotowania, filtrowania oraz analizy wynikow (z wykorzystaniem wielu
programow np. SNPsift, SNPeff) stosowano oprogramowanie dostepne na platformie Galaxy

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

3.4 Bioinformatyczna analiza wynikéw sekwencjonowania eksomowego

Zidentyfikowane podstawowa analiza bioinformatyczng (ang. variant calling) listy
wariantow w eksomach poszczegdlnych pacjentow analizowano in silico (z wykorzystaniem
wielu programéw i platform, np. SNPsift, SNPeff, Galaxy, Genetraps), eliminujgc warianty
najprawdopodobniej  niewplywajace na fenotyp. Filtrowanie wariantow  zostato

przeprowadzone z zastosowaniem nastepujacych kryteriow:

- mozliwy wplyw wariantu genetycznego na biatko. Poszukiwano mutacji zaktocajacych
sktadanie traskryptow (ang. splicing) oraz mutacji zmieniajacych sekwencje aminokwasow, ze
szczegdlnym uwzglednieniem mutacji skracajacych sekwencje kodowanego bialka.
Ograniczono si¢ zatem do potencjalnie silnie uszkadzajgcych mutacji (typu missense, nonsense,
frameshift i splice site mutations). Mutacje intronowe niemajace wptywu na splicing, oraz
mutacje synonimiczne odrzucono z dalszych analiz w celu znacznego ograniczenia liczby
analizowanych wariantow. Do oceny wariantdéw synonimicznych i intronowych, ktdre przeciez
roéwniez mogg wpltywacé na fenotyp [29] powrdcono w przypadkach pacjentow z rodzin
z dziedziczeniem recesywnym. Poszukiwano w tych przypadkach rzadkich wariantow
synonimicznych badZz intronowych, zlokalizowanych w genach, w ktorych uprzednio
wyszukano pojedyncze mutacje zmieniajace sekwencje aminokwasowa.

- czgstos¢ wystepowania zmiany w populacji ogolnej wg ogolnie dostepnych baz danych, takich
jak dbSNP 1 ExAC. Do dalszej analizy wyznaczano mutacje nie wystepujace we wspomnianych
bazach oraz te, ktorych czgsto$¢ allelu rzadziej wystepujacego (ang. minor allele frequency,

MAF) wynosita mniej niz 1%, ze szczeg6lnym uwzglednieniem mutacji bardzo rzadkich
(MAF<0,1%).

17



- czgsto$¢ wystgpowania zmiany we wszystkich badanych eksomach. Przyje¢to zatozenie, ze
mutacje wystepujace u zbyt wielu (arbitralnie przyjeto prog ponad 25%) badanych pacjentéw

sa najprawdopodobniej bez znaczenia fenotypowego.

Zastosowano trzy strategie wyszukiwania wariantow potencjalnie zwigzanych
z chorobg (Ryc. 1.). Pierwsza polegata na wyszukiwaniu wariantéw punktowych (ang. single
nucleotide variant, SNV) i matych insercji / delecji (ang. indels) na podstawie znanego
powigzania genow z fenotypem. Druga strategia polegata na wyszukiwaniu wariantow
w genach ulegajacych ekspresji w mig$niach, ale nie wigzanych dotychczas z fenotypem
ostabienia migéni. Trzecia - na analizowaniu wariantow zmiany liczby kopii (ang. copy numer
variant, CNV), czyli wigkszych insercji, delecji i duplikacji, ktore moglyby wplywac lub by¢

powigzane z pojawieniem si¢ choroby.

Ryc. 1 Procedura analizowania wynikow sekwencjonowania catego eksomu.
Podano srednie liczby wariantéw u pacjentdw po kazdym etapie analizy.

[ przygotowanie surowych danych: uliniowienie, wykrywanie wariantdw, ocena jakosci, adnotacje ]
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3.4.1 Analiza korelacji genotypu z fenotypem

Potencjalny wplyw mutacji konkretnego genu na fenotyp byt wstepnie oceniany
z wykorzystaniem danych z bazy Human Phenotype Ontology. Wyszukiwano mutacje
w genach wigzanych z takimi fenotypami jak ,,muscular dystrophy” (dystrofia mi¢$niowa),
,myopathy” (miopatia), ,,muscle weakness” (ostabienie migsni), ,,muscle atrophy” (atrofia
migsni), ,,muscular atrophy” (atrofia mig$niowa) i ,,elevated serum creatine phosphokinase”

(podwyzszone stezenie kinazy fosfokreatynowej w surowicy krwi).

Uzyskane listy mutacji analizowano indywidualnie dla kazdego pacjenta, we
wspotpracy z lekarzem prowadzacym, poréwnujac mozliwy efekt wyselekcjonowanych
mutacji z objawami Klinicznymi. Dodatkowo brano pod uwage sposob dziedziczenia, oceng
stopnia patogennosci (z wykorzystaniem programéw SIFT, PolyPhen, PhastCons, Mutation
Taster, MutPred i podobnych), czgsto§¢ wystgpowania mutacji w réznych populacjach
(z wykorzystaniem réznych baz danych), a takze w innych probkach z grupy badane;.
Szczegdlna uwage przykltadano do oceny wariantow w genach juz wigzanych z LGMD, MFM,
badz innymi, podobnymi chorobami mig¢§niowymi (np. miopatiami wrodzonymi).

Roéwnolegle, mutacje potencjalnie sprawcze wyszukiwano za pomoca programow
priorytyzujacych Exomiser i PhenlX, ktore wskazujg, ktore warianty mogg by¢ potencjalnie
zwigzane z badanym fenotypem, lub ktére geny (z wykrytymi zmianami) naleza do interaktomu

wspodlnego z genami juz wigzanymi z danym fenotypem.

3.4.2 Poszukiwanie genow kandydujacych

W celu wytypowania nowych genow potencjalnie wpltywajacych na
zachorowania wyszukiwano zmiany w genach ulegajacych ekspresji w mig$niach, a ktére nie
byly jeszcze wiazane z miopatiami i dystrofiami mig$niowymi. Wykorzystano dane z bazy
GeneAtlas pozostawiajac do dalszej analizy warianty w genach ulegajacych ekspres;ji
w migsniach U ludzi oraz w genach, ktérych mysie ortologi ulegaja ekspresji w mig$niach.
W celu ograniczenia liczby wariantow wyszukiwano jedynie bardzo rzadko wystepujace
warianty (MAF <0,1%). Dalsze ograniczenie liczby zmian polegato na wyszukaniu zmian
jedynie w tych genach, ktorych produkty biatkowe sa powigzane z produktami biatkowymi
gendw wystepujacych w szlakach i strukturach, ktoére moga odgrywaé role w patogenezie
miopatii. Wybrano warianty gendw, ktorych produkty biatkowe albo oddziatujg ze znanymi

genami zwigzanymi z LGMD i/lub MFM, albo uczestnicza w tych samych szlakach (wg danych
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z baz BioGrid oraz KEGG). Ponownie, uzyskane wyniki oceniano w kontekscie fenotypu
klinicznego konkretnych pacjentow. Rownolegle, wyszukiwano mutacje W genach
powigzanych z genami uznawanymi za przyczynowe dla LGMD i/lub MFM za pomocag
programu priorytyzujagcego Exome Walker. Program ten ocenia warianty eksomowe na
podstawie uczestnictwa produktow biatkowych w mozliwych do powigzania z podanymi
genami szlakach biochemicznych, sygnatowych, czy elementach strukturalnych (w przypadku
badanych chorob — zlokalizowanych w tkance mig¢sniowej). Typujac geny kandydujace
wyszukiwano geny, badz grupy genoéw (reprezentujgcych wspolne szlaki biochemiczne badz
powiazane elementy strukturalne), w ktorych potencjalnie patogeniczne mutacje sa
nadreprezentowane wsrod chorych, zwlaszcza w grupie w ktorej nie znaleziono znanych

mutacji przyczynowych.

3.4.3 Analiza wariantéw zmiany liczby kopii.

W surowych wynikach WES wykrywano warianty liczby kopii (CNV) postugujac si¢
programem CODEX w wersji 1.8 [30]. Wykryte CNV scharakteryzowano postugujac sie
czestosciami najlepiej dopasowanych CNV z bazy tysigca genoméw [31]. Geny, objete
wykrytymi CNV zostaly zidentyfikowane przy uzyciu danych z bazy Ensembl z wersji 86.
Geny na ktore naktadaly si¢ zidentyfikowane CNV opisywano przy uzyciu termindéw
odnoszacych si¢ do choréb i fenotypéw z bazy HPO, a takze wynikow ekspresji tkankowo-
specyficznej postugujac si¢ bazg danych GeneAtlas, w celu najpetniejszej oceny i wytypowania

wariantow, ktore moga mie¢ wplyw na fenotyp kliniczny.

3.5 Procedura oceny patogennosci wstepnie przefiltrowanych wariantow

Ocena patogennosci mutacji to zadanie ztozone, polegajace na laczeniu wynikow
uzyskanych dzigki stosowaniu réznorodnych, przedstawionych pokrotce metod badawczych,
w kontekscie aktualnej wiedzy o produktach biatkowych zmutowanych genéw, ich
interaktomow, a takze biochemii 1 fizjologii migséni.

W celu stwierdzenia czy mutacje zidentyfikowane w badanej grupie s3
charakterystycznie dla 0osob chorych (a zatem sg najprawdopodobniej sprawcze), sprawdzano
czy sa one obecne w wynikach sekwencjonowania eksomowego i genomowego pacjentow
z innymi schorzeniami (choroba Alzheimera, zespdt Gillesa de la Tourette’a), badanymi

uprzednio w Pracowni Neurogenetyki IMDiK PAN, a takze poréwnujac z danymi
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zgromadzonymi w ogdlnodostepnych bazach (np. EXAC, w ktérej znajduja si¢ dane z okoto
60 tysiecy eksomow).

Dodatkowo brano pod uwagg wyniki analizy znaczenia fenotypowego poszczegélnych
mutacji z wykorzystaniem programoéw predykcyjnych. Poniewaz specyficznos¢ i czutosé
konkretnych programéw tego typu nie jest absolutna [32,33], w analizach wykorzystywano co
najmniej kilka programéw, zaréwno tych przeznaczonych bardziej do oceny konserwatywnosci
ewolucyjnej sekwencji (Consurf i Phastcons), jak i tych oceniajacych przede wszystkim
charakterystyke zmienionych aminokwaséw (SIFT, PolyPhen-2, Mutation Taster). Do analizy
wplywu mutacji na sktadanie pre-mRNA (ang. splicing) stosowano program Human Splicing

Finder.

Zidentyfikowane poprzez WES warianty genomowe, uznane nastepnie za mutacje
sprawcze, kazdorazowo potwierdzano sekwencjonowaniem sangerowskim, a w przypadku
posiadania materialu genetycznego osob z rodziny ryzyka analizowano takze kosegregacje

mutacji z fenotypem klinicznym.

Patogenno$¢ wybranych wykrytych mutacji uznanych za potencjalnie sprawcze
sprawdzano za pomocg analiz funkcjonalnych in silico i in vitro, oceniajacych wptyw mutacji

na strukturg produktu biatkowego oraz jego rozmieszczenie w tkance mig§niowe;.

3.5.1 Sekwencjonowanie metodg Sangera

Reakcje tancuchowg polimerazy (ang. polimerase chain reaction, PCR) prowadzono
w termocyklerze Veriti 96-well Thermal Cycler (Applied Biosystems), w objetosci 10 pl,
stosujac zestaw Taq PCR Core Kit (Qiagen). Startery projektowano za pomoca programu
Primer 3, wykorzystujac sekwencje genow dostepne w bazie GeneBank. Produkty PCR
oczyszczano od niewlaczonych starterow oligonukleotydowych stosujac mieszaning enzymow
Exonuclease I i FastAP (Fermentas). Reakcje sekwencjonowania prowadzono w objetosci
10 ul, stosujac zestawy BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit v3.1 (Applied Biosystems),
stosujac jako matryce oczyszczone produkty PCR. W reakcji sekwencjonowania stosowano
jeden ze starterow wykorzystywanych w pierwszej reakcji PCR. Produkty sekwencjonowania
oczyszczano przez wytracanie z roztworu wodnego mieszaning alkoholu etylowego i octanu
sodu (95% EtOH, 3M NaOAc pH 4,6) i liofilizowanie, a nast¢pnie dodawano dejonizowany
formamid i denaturowano w 95°C. Tak przygotowane produkty sekwencjonowania rozdzielano

metodg elektroforezy kapilarnej w analizatorze Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems).
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Analiz¢ wynikow bezposredniego sekwencjonowania fluorescencyjnego prowadzono
z wykorzystaniem programoéw DNA Sequencing Analysis Software v5.1 (Applied Biosystems),
oraz SegMan (DNAStar).

3.5.2 Okres$lanie wptywu mutacji na strukture biatka

Analizg struktur trzeciorzegdowych wybranych zmutowanych biatek (desmina,
krystalina alfa-B) oraz okreslenie wpltywu wykrytych mutacji na ich wlasno$ci wykonano
w Laboratorium BioModelowania Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych Uniwersytetu
Warszawskiego we wspoélpracy z zespolem prof. Stawomira Filipka. Wyboru tak
analizowanych przypadkéw dokonano ze wzgledu na dostgpnos¢ struktur wyjsciowych
i potrzebe petniejszego uprawdopodobnienia wptywu wykrytych mutacji na fenotyp kliniczny.
Punktem wyj$cia modelowania byly struktury biatek uzyskane z bazy Protein Data Bank
(PDB). Okreslenia wptywu mutacji dokonano z wykorzystaniem programu Yasara (Yasara

Biosciences GmbH), wykonujac symulacje dynamiki molekularne;.

3.5.3 Ocena zmiany rozmieszczenia zmutowanych biatek w strukturze migsnia

W wybranych przypadkach do oceny wptywu mutacji na biatko wykorzystano wyniki
analiz immunohistochemicznych wykonanych w Pracowni Molekularnych Podstaw Ruchéw
Komoérkowych Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN im. M. Nenckiego, we wspotpracy
z zespotem prof. Marii Jolanty Redowicz. Wyboru tak analizowanych przypadkéw dokonano
ze wzgledu na dostepnos¢ bioptatdéw miesni, na dostepnos¢ przeciwceial do biatek kodowanych
przez geny z wykrytymi mutacjami i potrzebe pelniejszego uprawdopodobnienia wptywu
wykrytych mutacji na fenotyp kliniczny. W badaniach wykorzystywano przeciwciata
skierowane przeciw wybranym biatkom zwigzanym z badang jednostka chorobowg (LGMD
lub MFM), w ktorych wykryto mutacje (desmina, kalpaina 3, anoktamina 5, dysferlina,
krystalina alfa-B), a takze przeciw markerom poszczegdlnych kompartmentéw wldkna
migsniowego (m-kadheryna, ciezki fancuch miozyny, alfa aktynina 1, dystrofina). Analizy
immunohistochemiczne wykonano z uzyciem konfokalnej mikroskopii fluorescencyjnej (Leica
TCS SP8), a potilosciows oceng ekspresji gendw na poziomie biatkowym przeprowadzono
z wykorzystaniem homogenatow mieg$ni, rozdzielonych elektroforetycznie w zZelu

poliakryloamidowym metoda Western blot.
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Doktadny opis powyzszych metod znajduje si¢ w artykutach: 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 aB-crystallin structure [35].

3.6 Poszukiwanie mutacji w genie DES i identyfikowanie sekwencji mikrosatelitarnych.

Niezaleznie od przeprowadzonego dla wszystkich pacjentow sekwencjonowania
eksomowego, W poczatkowym etapie analiz, w podgrupie chorych z rozpoznaniem MFM
poszukiwano mutacji w genie kodujagcym desming (DES) metoda sekwencjonowania

sangerowskiego.

W celu potwierdzenia wspdlnego pochodzenia mutacji wykrytych w kilku rodzinach
przeprowadzono analize dtugosci krotkich tandemowych powtérzen (ang. short tandem
repeats, STR) markerow mikrosatelitarnych zlokalizowanych w rejonie genu DES. Sekwencje
STR wykazuja duzy polimorfizm umozliwiajacy wskazanie mozliwego pochodzenia
zmutowanego allelu, sprzezonego z konkretng sekwencja STR. Za pomoca PCR
z wyznakowanymi fluorescencyjnie starterami, analizowano dlugosci poszczegdlnych STR
stosujac elektroforez¢ kapilarna. Okreslenie dlugosci kilku STR w okolicy badanego fragmentu
genomu moze potwierdzi¢ (w przypadku takich samych dtugos$ci) lub wykluczy¢ pochodzenie
badanego fragmentu od wspolnego przodka. Genotypowanie locus DES prowadzono analizujgc
siedem sekwencji mikrosatelitarnych (D2S2382, D2S2248, D2S1338, D2S163, D2S126,
D2S133, D2S2354) otaczajacych gen DES. Sekwencje amplifikowano z wykorzystaniem par
starterow, z ktorych jeden byt znakowany fluorescencyjnie, rozdzielano stosujac elektroforeze
kapilarng (Genetic Analyzer 3130, Applied Biosystems), a nastgpie wyniki interpretowano za

pomoca programu Gene Mapper (Applied Biosystems).

Doktadny opis stosowanych metod znajduje si¢ w artykutach: 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

Analizujac sekwencje nukleotydowe genu DES u 24 czlonkéw 7 rodzin z klinicznym
rozpoznaniem miopatii miofibrylarnej zidentyfikowano dwie mutacje: znang A357 E359del
(u dwoch rodzin) oraz nieopisang dotychczas Q348P. Analiza markeréw mikrosatelitarnych
potwierdzita przypuszczenie, ze wykryta juz u trzech polskich rodzin mutacja A357_E359del
pochodzi od wspolnego przodka. Ze wzgledu na brak dostepu do odpowiedniej liczby cztonkow
rodzin nie bylo mozliwe okreslenie punktu czasowego zdarzenia mutacyjnego. Pelne wyniki
zostaly 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 okreslania genetycznego podloza

LGMD i MFM
4.2.1 Wyniki analizy korelacji genotypu z fenotypem

We wszystkich badanych wynikach sekwencjonowania eksomowego wykryto 1984
rzadkie warianty w genach taczonych poprzednio z réznymi objawami migéniowymi. Srednio
zidentyfikowano 35,6 takich wariantow w poszczeg6lnych przypadkach oraz 36,7 rzadkich
wariantow w poszczeg6lnych przypadkach MFM, tymczasem w eksomach kontrolnych
zidentyfikowano wigksza liczbe $rednio 43,2 takich wariantow. Lacznie u wszystkich
85 pacjentow z LGMD wyszukano 1880 takich wariantow, 1 wykrywano je tez w pozostatych
grupach: §rednio 20,1 wariantu u poszczeg6lnych pacjentdéw z MFM i 14,3 wariantu u kontroli.
Analogicznie u wszystkich 7 pacjentow z MFM wyszukano 164 takie warianty, ktore
identyfikowano réwniez wsroéd pacjentow z LGMD — $rednio 6,75 wariantu u pacjenta —

1 wsrod kontroli — Srednio 4,62 wariantu na kontrole.
Wsrod wynikow dla poszczegdlnych pacjentow (Tabela 3.) po analizie genetyczno-
klinicznej wytypowano prawdopodobne mutacje sprawcze, wspoOtsprawcze 1 te ktore

potencjalnie mogly modyfikowac¢ fenotyp pacjenta (Tabela 4 1 Tabela 5.)

Tabela 3. Wyniki wyszukiwania wariantow w genach wigzanych z objawami ostabienia
mig$nia. Przyktad pokazuje wyniki u wybranego pacjenta.

(tabela na nastgpnej stronie)
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chr7
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chré
chr8
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missense
missense
missense
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missense
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missense
missense
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missense
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missense
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MYO7A
GRHL2
GRHL2
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SPEG
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EPG5
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RYR1
PDGFRA
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ISPD
BBS2
PIGT
HPS1
DNAJB6
DAG1
MIB1
SYNE1
GRHL2

HGVS.p
p.Gly245Arg
p.Pro518Ser
p.Val437Phe
p.Serl671Leu
p.Val100lle
p.Val37lle
p.Aspl3Tyr
p.Thr709Met
p.Ser569Arg
p.Ser569Asn
p.Pro373Thr
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p.Cys5387Tyr
p.Ala23825Gly
p.Arg11701GIn
p.Asn128_Val129del
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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 ktorym wykryto wariant, HGVS.p - zmiana sekwencji aminokwasowej, AC - liczba alleli
z danym wariantem ws$rod grupy badanej, CTRL - liczba alleli z danym wariantem ws$rod
kontroli, CLINVAR - ocena danego wariantu wg bazy clinvar, EX_NFE - czestos¢ danego
wariantu w bazie EXAC dla populacji Europejskiej, EXAC - czgstos¢ danego wariantu w bazie
ExAC dla populacji ogélnej, INH - mozliwe dziedziczenie, HP. PHEN - fenotyp, ze wzgledu
na brak miejsca podano tylko czy wystepuje ktores z haset wigzanych z chorobami mig$ni

W grupic 85 przypadkow (86 pacjentow z 85 rodzin) z rozpoznaniem LGMD
1 6 przypadkow (7 pacjentdw z 6 rodzin) z rozpoznaniem MFM, metoda sekwencjonowania
calego 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%). Wsrod przypadkéw LGMD 60 réznych mutacji sprawczych wykryto w genach
ANO5, BAG3, BVES, CAPN3, CAV3, COL6A3, DMD, DYSF, FKRP, FLNC, LDB3/ZASP,
LMNA, PLEC1, SGCA, SGCB, TCAP oraz TRAPPC1l. Sposréd nich 35 mutacji
zidentyfikowano po raz pierwszy, a 19 mutacji nie widnieje w bazach danych zbierajacych
wyniki sekwencjonowan eksomowych (ExAC) i genomowych (1000 genomes). Wigkszo$¢
znanych mutacji opisywano jako sprawcze, natomiast nowo wykryte mutacje w wigkszos$ci
skracajg dlugos$¢ kodowanego biatka, co wyraznie sugeruje ich sprawczy charakter. Wykryto
réwniez inne mutacje w genach wigzanych z LGMD, MFM, badZ innymi miopatiami (ANOS5,
BAG3, CAPN3, DYSF, PLEC1, POMT1, POMT2, POMGNT2, FKTN, IMS2, ISPD, DES,
FLNC, LDB3/ZASP, TTN, TMPO, TPM1, SGCA, SGCB, SGCD, SGCG, RYR1, SEPNI,
B3GALNT2, BIN1, COL6AL, COL6A2, COL6A3, HNRPDL, ITGA7, PTPRN, TRAPPC11,
OBSCN, LARGE, NEB, NEBL, DMD, DMN, MYBPC1, MYBPC3, MYL5, SYNE1, SYNEZ2,
LAMA2, MYH6, MYH3), ktore moga wptywac¢ modyfikujaco na fenotyp kliniczny.

Tabela 4. Zidentyfikowane mutacje sprawcze oraz mutacje mogace przyczyniac si¢ do
powstania fenotypu klinicznego lub modyfikowac¢ jego charakter, w grupie pacjentéw z
klinicznym rozpoznaniem LGMD.

historia dodatkowe cechy inne geny z
rodzinna kliniczne mutacjami
- prawdopodobn
- % ie
-‘i _u ~ | poczatek = gen wplywajacymi
< ] 2 N4
g 2 s choroby 5 sprawczy | genotyp na fenotyp
22 | wczesna 23 przypadek
20 (M dorostosé sporadyczny ANO5 p.D81G / p.R758C NEB, DES, TTN
54 19 |[AR BAG3, FLNC,
CHRNE,
wczesha CACNAI1S, TTN
10 (M dorostos¢ ANOS5 p.D81G / p.W401X* x2




14 94 AR €.1193+1G>A (miejsce NEB x2, DNM2,
173a splicingu) / ¢.598- TTN x2,
dziecinstwo CAPN3 612delGTTCTGGAGTGCTCT | CACNA1S
51 1,7 | przypadek c.598-
424 wiek sporadyczny 612delGTTCTGGAGTGCTCT | COL12A1, PLEC
dorastania CAPN3 / p.G221S* , DNM2TTN
40 28 AR - LDB3/ZASP x2,
COL6A2,
COL6A3, SGCD,
186a POMT1, DYSF,
wczesna SYNE2, MYHe6,
dorostosé CAPN3 ¢.550delA / p.A609E B3GALNT2
12 27 AR tagodne MYOT, SGCB,
175d wczeshe ostabienie migsni c.550delA / c.598- RYR1, NEB,
dziecinstwo twarzy CAPN3 612delGTTCTGGAGTGCTCT | SYNE2, TTN
4 12 przypadek COL6A3, FLNC,
12 dziecinstwo sporadyczny CAPN3 ¢.550delA / c.550delA NEB,TTN x2
144 18 | wiek 8 AR DNM2,,
dorastania CAPN3 ¢.550delA / c.550delA TMEMS5, TTN x2
28 | wiek 4 AR
212 .
dorastania CAPN3 ¢.550delA / ¢.550delA DYSF, TTN x6
127 12 | wiek 35 przypadek
dorastania sporadyczny CAPN3 ¢.550delA / c.550delA RYR1, FLNC,—
184a 13 | wiek 16 AR
dorastania CAPN3 ¢.550delA / c.550delA HSPG2, TTN
15 31 AR TRAPPC11,
RYR1, LAMA2,
FLNC, NEB,
wiek PPARGC, TTN,
6 dorastania CAPN3 ¢.550delA / c.550delA MYF6
10 77 AR LDB3/ZASP x2,
764 POMT1,
dziecifnstwo CAPN3 c.550delA / c.1722delC TMEMA43
20 26 | przypadek | wczesne CAPN3 ¢.550delA / p.E566K
wczeshe sporadyczny | zachorowanie, LDB3/ZASP x2,
18 dziecinstwo opadanie stép MYH7 p.R204H GBE1, TTN x4,
14 22 AR TRAPPC11, LIPE,
TO GBE1, HSPG2,
dziecinstwo CAPN3 ¢.550delA / p.G221S* TTN x3
13 29 przypadek NEB x2,
sporadyczny; COL6A3, SYNE1
wysokie CK u x2, TTN x5,
wczesne ojca LDB3/ZASP,
8 dziecinstwo CAPN3 c.550delA / p.P82L HSPG2
13 4 | dziecinstwo |37 AR CAPN3 c.550delA / p.R147X COL12A1, NEB
11 42 AR - FLNC, SYNE1,
4 dziecinstwo CAPN3 ¢.550delA / p.R355W DCTN1, TTN x3
433 13 9 AR COL6A3,
dziecinstwo CAPN3 ¢.550delA / p.R448C TARDBP, TTN x2
38 4 |AR podostry PLEC x 3, SYNE1
668 poczatek x2, CCDC78,
dorostos¢ zachorowaniaz | capn3 ¢.550delA / p.T560A COL9A3, HSPG2

lekkim
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ostabieniem
miesni koriczyn

gbrnych
10 23 AR COL6A3, NEB,
193a HSPG2, TTN x2,
dziecinstwo CAPN3 ¢.550delA / p.W130R* GNE
32 2 AR zZnaczne COL6A3, RYR1,

113 przykurcze HSPG2, SYNE1,

dziecinstwo CAPN3 p.R748X / c.1722delC DCTN1, TTN x2
18 No |AR COL6AL,
data COL6A3,

144a HNRNPDL, RYR1
wiek p.R748X / c.598- x2, SYNE1,
dorastania CAPN3 612delGTTCTGGAGTGCTCT | MYH7, TTN x5

225 12 | wczesna 42 przypadek MYH3, SYNE],
dorostos¢ sporadyczny CAPN3 p.P102L / p.S606L SYNE2, TTN

14 3 przypadek wrodzone
sporadyczny | przykurcze kolan,

196 opdzniony rozwoj CAV3, LAMA2,

ruchowy, ANO5 ITGA7,
wczeshe uposledzenie RYR1, SYNE2,
dziecinstwo stuchu COL6A2 p.G277E* TTN x3
41 1,9 | przypadek tagodne
sporadyczny | ostabienie migsni
zewnetrznych
901 gatki ocznej,
ostabienie miesni | cor6A3 | p.E1386K / p.R2420W
dystalnych
dorostos¢ korficzyn gornych | CACNA1S | p.T3491* NEB), TTN
14 7 przypadek
7 dziecinstwo sporadyczny COL6A3 p.R2142X* / p.K2483E FLNC
16 6 przypadek opdznienie

275 sporadyczny, | rozwoju
wiek wysokie CK u | ruchowego DAG1, NEB,
dorastania ojca COL6A3 p.T1368M / p.v2398I SYNE1, TTN

32 17 przypadek zespot RYR1, ITGA7,
135 sporadyczny | preekscytacji DYSF, CCDC78,
dziecinstwo serca DMD c.678-681delCTT* COL9A3
48 5 przypadek podostry
sporadyczny | poczatek,
przejsciowa
poprawa po COL6A2, DAGI,
podaniu DYSF, ISPD,
kortykosteroidow NEB, RYR1,
,, ostabienie SYNE1, CHRNE,
2758 dorostos¢ miesni dystalnych | DNAJB6 p.G77E TTN x3
35 20 AR; miopatia | powysitkowe
u kilku ostabienie miesni,

192 dalszych ostabienie migsni LDB3/ZASP,
wczesna krewnych dystalnych c.4821delG* / c.5058-1G>T | ANO5, PLEC,
dorostosé¢ koriczyn dolnych | DYSF (miejsce splicingu) SYNE1, TTN

25 24 przypadek ostabienie migsni FLNC, DMD,
sporadyczny | dystalnych MYH6, COL9A3,
wczesna koriczyn dolnych p.D1876N / p.D1876N / NIPA1, HSPG2,

16 dorostosé DYSF c.5179delA* / c.5179delA* | TTN x2
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28 42 AR zanik miesni PLEC x2,
tydek LDB3/ZASP x2,
219 COL6A2, FKRP,
wczesna p.D1876N / p.E1763D / COL12A1, TTN
dorostosé DYSF c.5179delA* x3
27 | wczesna 54 AR, brat fenotyp miopatii COL6A3, MYH3,
24 dorostosé¢ pacjentki nr 3 | Miyoshi DYSF p.Q1323E / c.5237delG* LDB3/ZASP
39 22 AR, siostra
wczesna pacjenta nr
3 dorostos¢ 24 DYSF p.Q1323E / c.5237delG* PLEC, COL6A3
14 4,5 |AD? p.V374l / c.5946G>A
207 DYSF (miejsce splicingu)
wczesne
dziecinstwo MYH7 p.A1487T ANO5, NEB
15 18 przypadek opdznienia
sporadyczny | rozwojowe; PLEC x2, LARGE,
znaczna atrofia KBTBD13,
miesni i silne p.L2761 / c.253+2T>C DCTN1, MYPN,
15 dziecinstwo przykurcze FKRP (miejsce splicingu) TTN x2
11 37 przypadek p.L2761 / c.975- COL6A3,
198 sporadyczny 882delCGCCCGCTATGTGGT | COL4A1, NEB
dziecinstwo FKRP GGG* x2, TTN
4 39 przypadek przejsciowe
KW sporadyczny | ostabienia juz w ISPD, DYSF,
wczesne wieku ITGA7, SYNE1,
dziecinstwo niemowlecym FKRP p.L2761 / p.L276] TTN x2
11 30 AR PLEC x2,
COL6A3 x2,
DYSF,
POMGNT2,
5 dziecinstwo FKRP p.L2761 / p.L2761 FLNC, TTN x3
13 33 AR; - COL12A1,
102 wiek spokrewnieni MYH2, SYNE2,
dorastania rodzice FKRP p.L2761 / p.L276] TN
84e 24 | wczesne AR - TCAP, COL6A2,
dziecinstwo | b.d. FKRP p.L2761/ p.P217Q* TTN x2
10 27 AR opodznienie
ruchowe, utrata
zdolnosci
M .
chodzenia w CAPN3, DMD,
wczesne pierwszej NEB, SYNE1 x2,
dziecinstwo dekadzie zycia FKRP p.L93P / p.R270C CCDC78, TTN x4
76 7 AR kardiomiopatia z CAPNS3,
arytmia COL6A3, PLEC
x3, RYR1,
HSPG2, SYNE1,
wiek MYH3, LMOD3,
19 dorastania LMNA p.G523R RBM20, TNNI3K
10 15 AR COL6A1,
COL6A2, MYH2,
p.V247M / p.V250L* LDB3/ZASP,
21 dziecinstwo SGCA (miejsce splicingu) POMT1
52 2 AR - LDB3/ZASP x2,
84a wiek p.V250L* (miejsce RYR1, COL6A2,
dorastania SGCA splicingu) / p.R284C COL6A3, SYNE1
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9 20 przypadek kardiomiopatia PLEC x2,
157 sporadyczny TRAPPC11,
dziecinstwo SGCB p.S114F / p.1119N* HSPG2 x2, TTN
12 36 przypadek PLEC x2,
201 sporadyczny; TRAPPC11,
spokrewnieni B3GALNT2,
dziecinstwo rodzice SGCB p.S114F / p.S114F HSPG2, SYNE1
17 1,4 | przypadek
sporadyczny;
wczeshe spokrewnieni c. 358-359delGA* / NEB X3, SYNE1,
270a dziecinstwo rodzice TCAP c. 358-359delGA* BVES, TTN x2
6 19 przypadek
2292 sporadycz.ny;.
spokrewnieni NEB, ITGA7,
dziecinstwo rodzice TRAPPC11 |p.D26G*/p.D26G* POMGNT1
4482 56 - 2,5 |AR CAPN3, 7TN
dorostos¢ (frameshift)
57 6 AR CAPN3,
179 wiek COL6A2, DNM2,
dorastania -BVES, TTN x4
41 22 AR CAPN3,
COL6A3,
214 POMT2,
COL12A1, TTN
dorostos¢ x2
35 1,5 AR CAPN3, FKRP,
191 .
dorostos¢ TTN x3
658 31 | wiek 3 AR CAPN3, MYPN,
dorastania TARDBP, TTN x2
56 2,5 |AR CAPN3, POMT?2,
752 FLNC x5, NEB,
HSPG2, SYNE2,
dorostos¢ TN
10 81 AR szybki postep
128a choroby, znaczna CAPN3, RYR1
dziecinstwo atrofia miesni x2, FLNC
42 4 AR CAPN3, SGCA,
170 RYR1, CACNA1S,
dorostosé LDB3/ZASP,
15 27 AR - CAPN3, PLEC x2,
SYNE1 x2,
130 /
@ wiek SYNEZ,
dorastania CACNA1S, TTN
44 12 AR zajete szczegolnie
250a mllesme koriczyn
gbrnych; przerost CAPN3, SGCD,
dorostosé¢ miesni HSPG2, TTN
16 36 AR - CAPN3, BAG3,
DES, NEB x2,
1
60 wiek TINx2,
dorastania CACNA1S
36 1,4 | przypadek BAG3,
592 wiek sporadyczny TMEMA43, TTN
dorastania x3, HSPG2
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41 2,4 |AD? ostabienie migsni BVES x2, SYNE1,
243 dystalnych; TTN, HSPG2,
dorostosé tagodna dysfagia HACD1
9 20 przypadek COL6A3, ANOS,
sporadyczny NEB, COL12A1,
197 MYH3, SYNE1,
wczesna TTN x2, SCN4A,
dorostosé¢ LMNB2
34 24 przypadek fenotyp miopatii DMD, PLEC x2,
sporadyczny | Miyoshi LAMA2, ITGA7,
wczesna MYH6, SYNE2,
17 dorostosé CACNA1S, NEB
17 47 przypadek silne przykurcze, DNM2, TRIM32,
195 wiek sporadyczny | znaczna atrofia POMGNT1,
dorastania miesni FLNC, NEB,,
8 80 przypadek
14 dziecinstwo sporadyczny FLNC x2, TTN x2
77 30 przypadek przewaga zajecia
sporadyczny | miesni koriczyn
gbrnych; poprawa DYSF, PLEC,
pdzna po podaniu SYNE1, SYNE2,
1038 dorostos¢ kortykosteroidéw TTN x2
14 9 przypadek Bardzo silne RYR1 x2, NEB,
wczesne sporadyczny | przykurcze MYH?7, FLNC,
9 dziecinstwo TTNx2
3 18 przypadek opdinienie RYR1, ISPD,
sporadyczny | rozwoju POMGNT2,
155 ruchowego COL6A2 DYSF,
wczesne NEB, MYH3,
dziecinstwo TTN x3
53 44 przypadek dysfagia,
sporadyczny | dysfonia;
pdina podostry TRAPPC11, NEB,
11 dorostos¢ poczatek HSPG2
77 <1 przypadek dysfagia
194 pdina sporadyczny | pierwszym
dorostosé objawem HSPG2, TTN
78 | poina <1 przypadek ostabienie miesni
859 dorostosé sporadyczny | dystalnych CACNA1S
62 <1 przypadek dysfagia, SGCG, NEB,
sporadyczny | ostabienie miesni CACNAIS,
dystalnych, HSPG2, SCN4A,
zwtaszcza dtoni MYH14,
901B dorostos¢ TTN X4
41 3 przypadek miopatyczna
sporadyczny | twarz, ptoza, w
biopsji wakuole NEB, ALG1, AGL,
161 dorostosé autofagiczne TN
48 15 AD? ostabienie migsni
z niepetna dystalnych; w
penetracja biopsji
niespecyficzne
zmiany SYNE1, MTM,
miopatyczne, NEB x2,
667 dzieciristwo duzowtdkienz | ccpc7g | p.R103Q TTN x2

centralnie
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zlokalizowanymi
jadrami
komadrkowymi
20 6 dziedziczenie | mialgia | DYSF, RYR1,
wigzane z przykurcze, PLEC x2,
chromosome | nieznaczne COL6A2, SCN4A,
711 dziecinstwo m X ostabienie migsni | DMD c.1601delA TTN x2
36 <1 przypadek epizody DES, TTN x2,
sporadyczny | rabdomiolizy bez LDB3/ZASP,
statego ostabienia ANO5, PLEC,
miesni COL6A1,
COL4A1,
202 dorostoé¢ AMPD1
57 2 przypadek ostry poczatek z
sporadyczny | bélem ledzwi,
ostabienie migsni SYNE2, PLEC
pdina dystalnych LARGE, GAA,
849 dorostosé¢ koriczyn dolnych SCN4A, ALDOA
18 14 przypadek wewnatrzjgdrowe
sporadyczny | wtrety widoczne
w biopsji
sugerujace
wiek miopatie
456 dojrzewania wtretowa SMCHD1 | p.R630S* PLEC, TTN x2
41 4 przypadek przejsciowe
sporadyczny | problemy z
oddychaniem po
znieczuleniu
ogolnym, bez
jednoznacznych | pkp p.Q657K / N7325
cech dystrofii w MYF6, MYH2
205 dorostos¢ biopsji CHRND p.E24K POMT1
6 33 przypadek poprawa po
sporadyczny | podaniu
kortykosteroidow DCTN1,
; przeciwciata NEB x2,
200a dziecinstwo anty-Mi2 FLNC p.G54D TTN x2
37 <1 przypadek jaskra i za¢ma,
sporadyczny | leukoencefalopati
a, przewaga PLEC, SYNE2,
wczesne zajecia konczyn LARGE, TTN,
362 dziecinstwo gbrnych SCN4A
58 1,5 |AD? poczatek choroby ITGA7, SYNE2,
pdina z objawem ANG, LDHA,
233 dorostos¢ opadania stép MYH3
56 <1 przypadek poczatkowa
sporadyczny | dtugotrwata PLEC, DNM_2,
poprawa po LDB3/ZASP,
wiek podaniu SYNE1, SCN4A,
277 dojrzewania kortykosteroidow DMD X2

AR: dziedziczenie autosomalne recesywne, AD: dziedziczenie autosomalne dominujgce, dziecinstwo <4 r.z.,
dziecinstwo 4-11 r.z., wiek dorastania 12-18 r.z., wczesna dorostos¢ 19-29 r.z., dorostos¢ 30-50 r.z., pdzna
dorostos$¢ 51-65 r.z., nazwy mutacji dla transkryptow kanonicznych, * oznacza mutacje dotad nie opisywang

Tabela 5. Zidentyfikowane mutacje sprawcze oraz mutacje moggce przyczyniaé si¢ do
powstania fenotypu klinicznego lub modyfikowac jego charakter, w grupie pacjentow z
klinicznym rozpoznaniem MFM.
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historia dodatkowe > inne geny z
— rodzinna cechy S mutacjami
E‘ kliniczne % prawdopodobnie
e poczatek 2 & wplywajacymi na
-§~ 2 5 choroby ;’ g,) genotyp fenotyp
o 2. = (@]
14 5 przypadek niewydolno$¢ CHRNE, LMOD3,
sporadyczny | oddechowa, RYR1, PLEC, SYNE2,
wczesne mikrogyria MAMLD1, COQ4, TTN
BS |M dziecinstwo BAG3 | p.R284L X2
50 2 AD, rodzina FKRP, COL6A3,
pacjentki nr ITGA7, HSPG2 X3,
22 CHKB, FLNC, RBM20,
2 F dorostos¢ DES ¢.1069_1077delGCCAGTGAG | TTN x3
56 3 AD, rodzina NEB, RYR1, MYH3,

22 |F pacjentki nr COL6A3, HSPG2 X4,

dorostos¢ 2 DES ¢.1069_1077delGCCAGTGAG | FLNC, RBM20, TTN
28 7 AD, matka DNAJBG6, DYSF,

23 | M zachorowata SYNE1, TMEMA43,
wczesna w starszym HSPG2 x2, FLNC, TTN
dorostos¢ wieku DES p.Q348P* x2

33 3 przypadek COL6A2, KBTBD13,
827a | sporadyczny SYNE2, POMGNT2,
wczesna SEPN1, SCN4A, TTN
dorostos¢ FLNC |p.R1241C x3
931a | F 40 wczesna 2,5 |AD zaéma, SYNE1 x2, HSPG2,
dorostos¢ kardiomiopatia | CRYAB | p.D109A* TTN x2

940 | M 17 wczesne 2 przypadek NEB, POMGNT2,

dziecinstwo sporadyczny DMD x2, TMPO

AR: dziedziczenie autosomalne recesywne, AD: dziedziczenie autosomalne dominujgce, dziecinstwo <4 r.z.,
dziecinstwo 4-11 r.z., wiek dorastania 12-18 r.z., wczesna dorostos¢ 19-29 r.z., dorostos¢ 30-50 r.z., pdzna
dorostosé 51-65 r.z., nazwy mutacji dla transkryptéw kanonicznych, * oznacza mutacje dotad nie opisywana

W wybranych przypadkach ocena wptywu mutacji uznanej za sprawczg nie ograniczata si¢ do
korelacji z fenotypem, a zostata 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
wspotpracy z zespotem prof. Stawomira Filipka wykazato zmiany w strukturze trzeciorzedowe;
tych biatek (przyktadowy wynik, Ryc. 2 i Ryc. 3). Natomiast w Pracowni Molekularnych
Podstaw Ruchow Komoérkowych Instytutu Biologii Doswiadczalne;] PAN im. M. Nenckiego
we wspotpracy z zespolem prof. Marii Jolanty Redowicz analizowano obecno$¢, a takze
rozmieszczenie wybranych zmutowanych biatek (desmina, kalpaina 3, anoktamina 5,
dysferlina, krystalina alfa-B) w strukturze mig$nia, wykazujac zmiany rozmieszczenia i ilosci

analizowanych biatek (przyktadowy wynik, Ryc. 4).
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Q348P

Res.348 A357-E359del

Ryc. 2 Modelowanie trzeciorzgdowej struktury dimeru desminy.

Na niebiesko zaznaczono strukture bez mutacji (WT), na fioletowo struktur¢ z mutacja
A357-E359del (c.1069_1077del GCCAGTGAG), a na z6tto struktur¢ z mutacjg Q348P.

Toh
o0 -
:
*gm ]
2 A357-E359del —
-
20 Q348pP
- 4:—;
01.40 145 1I50 1-5'_5 165 170 175 180

160
kat wygiecia helisy

Ryc. 3 Histogram mozliwego wygiecia helisy w punkcie aminokwasu 348 biatka desminy.

Na czerwono zaznaczono przyjmowane wygiecie dla czgsteczki bez mutacji (WT), na
ciemnozielono  zaznaczono wyniki dla  struktury <z mutacja A357-E359del
(c.1069_1077del GCCAGTGAG), a na niebiesko zaznaczono wyniki dla struktury z mutacja
Q348P. Helisa bez mutacji jest minimalnie zgieta (175°). W przypadku modelu z mutacja
Q348P zgigcie jest minimalnie wigksze z maksimum okolo 172° 1 wigkszg mozliwoscig
dalszego wygiecia czasteczki. Podobng elastyczno$¢ struktury wykazuje czasteczka z mutacja
A357-E359del. Zmiany te wptywajg na zdolnos¢ desminy do dimeryzacji i tworzenia wiokien.
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tancuch ciezki miozyny alfa-aktynina M-kadheryna desmina

Ryc. 4 Rozmieszczenie desminy w mig$niach z mutacjg Q348P.

Przekroje poprzeczne migénia pacjenta wyznakowano przeciwciatami przeciw desminie,
M-kadherynie, a-aktyninie 1 i przeciw tancuchowi cigzkiemu miozyny (MHC). Odcinek
oznacza dtugo$¢ 50 um. W dolnym panelu, dwukrotne powigkszenieobszaréw zaznaczonych
w panelu gornym. Strzatki wskazuja centralnie zlokalizowane jadra; gwiazdka - zanikajace
wiokno. Widoczna jest ektopowa lokalizacja desminy z charakterystycznymi dla miopatii
miofibrylarnej punktami agregacji tego biatka. Wyniki poréwnano do wyznakowania tymi
samymi przeciwciatami migéni kontrolnych. Pelne wyniki zostaly przedstawione w artykule:
Fichna JP et al.: Two desmin gene mutations associated with myofibrillar myopathies in Polish
families [34].

4.2.2 Wyniki wyszukiwania wariantow w genach z ekspresjag w mig$niach

Wyodrgbniono 1329 wariantow ultra-rzadkich (<0,1% MAF), silnie uszkadzajacych
(wg programow predykcyjnych), w konserwowanych regionach genow, ktére wg bazy
GeneAtlas ulegaja ekspresji w migsniach, lub ktérych mysie ortologi ulegaja ekspresji
w migsniach. Wylaczono z analizy warianty w genach wigzanych z klinicznym fenotypem
miopatii (warianty te zidentyfikowano i oceniono wczesniej). Warianty poddano nastepnie
dalszej analizie w oparciu o ich powigzania z genami wigzanymi z LGMD 1 MFM wyszukujac
warianty w genach, ktorych produkty bialtkowe wystepuja w szlakach biochemicznych,
w ktorych uczestniczg biatkowe produkty gendow wigzanych z LGMD 1 MFM. W ten sposéb
zidentyfikowano 106 mutacji wystepujacych w 27 genach (Tabela 6.). Srednio

u poszczegolnego pacjenta wystepuje od zera do trzech takich mutacji.



Tabela 6. Ulegajace ekspresji w migéniach geny, ktorych produkty biatkowe sg w interakcji
z produktami genéw wigzanych uprzednio z LGMD i MFM, i w ktérych znaleziono rzadkie
warianty potencjalnie patogenne.

interakcja z produktami

gen biatko biatkowymi genow
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 | C1lq and tumor necrosis factor protein 9 COLG6AL, COLBA2
CASP12 |kaspaza 12 CRYAB
EVC2 Ellis van Creveld gen 2 TOR1AIP1
FYCO1 FYVE and coiled-coil containing 1 LMNA

ubikwityna E3 — biatkowa ligaza 2, zawierajgca
HECW2 | domeny HECT, C2 i WW DYSF
HSPB2 biatko szoku cieplnego 2 CRYAB, BAG3, FLNC, TCAP, TTN
MLIP biatko mig$niowe w interakcji z LMNA LMNA
MYOZ1 miozenina 1 FLNC, TCAP
MYOZ3 | miozenina 3 FLNC, TCAP
OPRML1 | 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 al 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 wariantow zmiany liczby kopii

Rzadkie warianty liczby kopii w genach zwigzanych z choroba stwierdzono
u osiemnastu pacjentow (Tabela 7.). Sposrod nich w dziewieciu przypadkach za mutacje
sprawcze uznano mutacje punktowe znalezione w innych genach wigzanych z LGMD.
W jednym przypadku z uprzednio wykryta mutacja punktowa genu COL6A3 dodatkowo
wykryto delecje w obrgbie tego genu , jednakze w przypadku tym mutacje punktowe genu
DYSF dobrze wyjasniajag objawy i zostaly ocenione jako gléwna przyczyna zachorowania.
Warianty zmiany liczby kopii znajdowano najcze$ciej w genie kodujagcym tytyne i czesto
towarzyszyly im mutacje punktowe, jednakze nadreprezentacja mutacji TTN jest powszechna,
ze wzgledu na rozmiar genu (powyzej 300 tysiecy par zasad). Nalezy w tym miejscu podkreslic,
ze wykrywanie wariantow zmiany liczby kopii z wykorzystaniem danych WES nie jest
uznawane za w pelni wiarygodne i powinny by¢ potwierdzane metodami cytogenetycznymi lub

sekwencjonowaniem genomowym.

Tabela 7. Wykryte warianty zmiany liczby kopi (CNV) obejmujace geny wigzane z LGMD
i MFM.

typ wykrytych wariantéw zmiany
liczby kopii w obrebie gen inne geny z mutacjami prawdopodobnie
pacjent |nastepujacych genow sprawczy wplywajacymi na fenotyp
160a duplikacje TTN CAPN3, BAG3, DES, NEB x2, TTN x2,
CACNALS
127 |duplikacja TTN CAPN3 RYR1, FLNC,—-
13 duplikacje TTN CAPN3 COL12A1, NEB
4 duplikacje TTN CAPN3 FLNC, SYNE1, DCTN1, TTN x3
1443 delecje TTN COLG6A1L, COL6A3, HNRNPDL, RYR1 x2,
CAPN3 SYNE1, MYH7, TTN x5
7 duplikacje TTN COLG6A3 FLNC
duplikacja TTN
delecja COL6A3
duplikacja DYSF
duplikacja MYOT
3 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, SYNEL, 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
duplikacje i delecje TTN
214
duplikacja BVES CAPN3, COL6A3, POMT2, COL12A1, TTN x2
191 |duplikacja TTN CAPN3, FKRP, TTN x3
170 |duplikacje TTN CAPN3, SGCA, RYR1, CACNAL1S, LDB3/ZASP,
duplikacje i delecje TTN
delecja ISPD
250a
delecja FKTN
delecja ANO5 CAPN3, SGCD, HSPG2, TTN
duplikacja i delecje TTN DMD, PLEC x2, LAMA2, ITGA7, MYHS,
17 SYNE2, CACNALS, 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 podloza genetycznego LGMD i MFM w populacji polskiej
Przeprowadzone badania sg pierwszg kompleksowg analiza genetyczng nalezacych do
populacji polskiej pacjentow z rzadkimi miopatiami i dystrofiami migsniowymi.
Wielostronna analiza bioinformatyczna umozliwita identyfikacje Srednio 35,6 rzadkich
wariantow w genach powigzanych z fenotypem oslabienia mig$ni u kazdego z pacjentéw
z LGMD. Wspomniane warianty znaleziono w genach wigzanych dotychczas z wieloma
chorobami, nie tylko z dystrofiami obrgczowo-konczynowymi, miopatiami miofibrylarnymi,

czy miopatiami wrodzonymi.

Mutacje wykryto w genach, ktére mozna pogrupowac ze wzgledu na funkcjonalne lub
strukturalne powigzania kodowanych przez nie produktow na wigzane (i) z kompleksem
glikoprotein zwigzanych z dystrofing - DAPC (SGCA, SGCB, SGCD, SGCG, DAG1), (ii) ze
strukturg sarkomeréw (TCAP, TTN, PLEC, DES, MYOT) lub ich powstawaniem (CAPNS3,
DNAJB6), (iii) z glikozylacja (FKRP, POMT1, POMT2, POMGNT1, ISPD), (iv) z transdukcja
sygnatu (CAV3, DAGL, BVES), (v) z transportem i segregacja biatek (TRAPPC11, CAV3,
DYSF, BVES), oraz (vi) ze splicingiem (TNPO3, HNRPDL).

Powyzej zaproponowany podzial moze stanowi¢ poczatek proby ustalenia nowego
sposobu wyrdzniania i nowej klasyfikacji podtypéw fenotypéw obreczowo-konczynowych,
wskazujac nie tyle na uszkodzone mutacja biatka, co na defektywne procesy i struktury.
Klasyfikacja tgczaca roznorodne zmutowane geny umozliwi klasyfikowanie przypadkow

0 dziedziczeniu wielogenowym.

Po zestawieniu uzyskanych wynikow genetycznych z cechami klinicznymi w 63,5%
przypadkéw LGMD zidentyfikowano mutacje, ktore (na podstawie mozliwego wptywu na
produkty biatkowe powigzane z fenotypami klinicznymi) mozna uzna¢ za gléwne mutacje
sprawcze. Uzyskane wyniki pokazuja podobng skuteczno$¢ diagnostyczng do opublikowanych
w ostatnich latach wynikéw badan z zastosowaniem NGS w grupach pacjentéw z chorobami
mig¢$niowymi, nie badanych wczesniej genetycznie. Na przyktad u pacjentow z populacji
czeskiej zidentyfikowano mutacje uznawane za sprawcze w 47%, w populacji chinskiej w 62%,
a u pacjentow z Arabii Saudyjskiej w 76% [36-38]. Nizszy udziat zdiagnozowanych
przypadkow odnotowano w badaniach obejmujacych wylacznie pacjentow nie
zdiagnozowanych we wstepnych, 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 pacjentow
umozliwity wstepne okreslenie czgstoSci wystepowania mutacji poszczegdlnych genow.
Czestos¢ wystepowania poszczegdlnych podtypow LGMD byta podobna do obserwowanej
w Niemczech czy we Wloszech [39,42]. Mozna ocenié, ze populacja polska nie odbiega
znaczagco od innych populacji  $rodkowoeuropejskich, charakteryzujacych  sie¢
najpowszechniejszymi mutacjami w genie CAPN3 oraz wzglednie czestymi przypadkami

wystepowania mutacji genow FKRP i DYSF.

Mutacje genu CAPN3 w ukladzie homozygotycznym, badz heterozygoty ztozonej
wykryto w 22 rodzinach (26% przypadkéw LGMD). Dodatkowo w 13 przypadkach wykryto
jedynie pojedyncza mutacje w CAPN3, z tego w trzech przypadkach wykryto mutacje
prawdopodobnie sprawcze w innych genach, a 10 przypadkéw pozostawalo bez ustalonego
genu sprawczego. Nadreprezentacja pojedynczych heterozygot genu CAPN3, w poréwnaniu do
populacji ogolnej (w ktorej przy 15% nosicieli udzial homozygot i heterozygot ztozonych
musialby wynosi¢ az 0,6%) oraz w poréwnaniu z grupg kontrolng w postaci 15 eksomow
z populacji polskiej, sugeruje zwigzek wspomnianych mutacji z fenotypem. Mutacje CAPN3
moga powodowaé zachorowanie wraz z wykrytymi mutacjami innych genéw, lub tez
w polaczeniu z druga niewykryta mutacja niewykrywalng metoda WES, wplywajaca
jakosciowo lub ilosciowo na ekspresje CAPN3 (wigksza delecja nie wykrywana metodg WES
lub mutacja zlokalizowana poza eksomem, np. w obrgbie promotora wplywajaca na ekspresje
bialka). Pod wzgledem oceny populacyjnej polskich nosicieli mutacji genu CAPN3 warto
odnotowa¢ duzy udziat mutacji ¢.500delA (26/170 alleli) bedacej najpowszechniejsza mutacja
genu CAPN3 w Polsce [43], ale takze w innych populacjach zachodniej i srodkowej Europy.
Znacznie bardziej interesujaca jest natomiast powszechno$¢ wystepowania mutacji ¢.598-
612delGTTCTGGAGTGCTCT (8/170 alleli), do tej pory wykrywanej rzadko (jeden przypadek
w populacji butgarskiej i jeden w chorwackiej) poza populacja rosyjska [44], co wskazuje na

efekt zalozyciela 1 gradient wystepowania tej mutacji ze wschodu na zachdd Europy.

Drugg najpowszechniejszg przyczyna zachorowan byty mutacje genu FKRP, ktore sg
najpowszechniejszg przyczyng zachorowania w przypadkach dystrofii obrgczowo-
konczynowych w krajach Europy potnocnej (Wielka Brytania, Norwegia), wraz z wykrywana
czgsto w innych populacjach mutacjg L2761. Mutacje FKRP byly uznane za przyczynowe
w grupie siedmiu rodzin (8%), a mutacja L2761 byta wykryta w 10 z 170 analizowanych

chromosomoéw u 85 pacjentow z LGMD.
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Pozostate geny sprawcze w grupie LGMD (Ryc. 5) to: DYSF (5 przypadkow), COL6A3
(3), SGCA (2), SGCB (2), DMD (2), ANO5 (2) oraz , CAV3, CCDC78, COL6A2, DNAJBS,
FLNC, LDB3/ZASP, LMNA, PHKB, SMCHD, TCAP, TRAPPC11, (po jednym przypadku).

DMD n=2
COL6A2/A3 n=4

DNAJB6, LMNA,
TCAP, TRAPP11C-  ANO5n=2
po 1; n=4

Ryc. 5 Wykryte mutacje uznane za sprawcze w przypadkach LGMD

Nalezy zwroci¢ uwage na az 11 przypadkoéw z mutacjami w genach nie wtaczonych do
aktualnej klasyfikacji LGMD, cho¢ powigzanych z podobnymi chorobami mig$niowymi
(CCDC78, COL6A2, COL6A3, DMD, FLNC, LDB3/ZASP, PHKB, SMCHD). Wskazuje to
zarOwno na rozszerzajace si¢ spektrum fenotypowe mutacji poszczegélnych gendw, jak na
przyktad w przypadku mutacji COL6A3 opisywanych juz w grupach pacjentdw z rozpoznaniem
LGMD, jak i na problemy z jednoznacznym diagnozowaniem miopatii na podstawie objawow
klinicznych. Nietypowe i niejednoznaczne z punktu klinicznego fenotypy moga by¢ tez
wynikiem oddzialywan tta genetycznego w postaci mutacji 1 wariantow modyfikujacych.

W grupie MFM mutacje sprawcze zidentyfikowano w 83% przypadkow, z mutacjami
w genie DES wykrytymi w dwoch przypadkach, oraz pojedynczymi przypadkami z mutacjami
w genach CRYAB, FLNC i BAG3 (Ryc. 6)
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Ryc. 6 Wykryte mutacje uznane za sprawcze w przypadkach MFM

Wykryte mutacje w poszczegdlnych podgrupach klinicznych okreslonych jako
spelniajace pelne kryteria LGMD oraz te z nietypowym fenotypem, w ktérym jednakze
gléwnym objawem byto ostabienie mi¢$ni obreczy i1 konczyn, pokazujg trudnos¢ w klinicznej
ocenie podtypu choroby (Tabela 8). Pierwszg roznicg byla wigksza wykrywalno$¢ zmian
prawdopodobnie sprawczych w grupie pacjentow o bardziej typowym obrazie klinicznym.
Wazniejsza obserwacja byt jednak brak w grupie fenotypow nietypowych mutacji gendéw

wigzanych z LGMD, ktoére mozna by uzna¢ za sprawcze.

Tabela 8. Mutacje wykryte w grupach réznego szczegotowego rozpoznania klinicznego wsrod
acjantow z LGMD

petne kryteria LGMD niepetne kryteria LGMD
liczebnos¢ 73 pacjentow z 72 rodzin 12 pacjentow
udzial wykrytych mutacji sprawczych |68% 42%
udziat genow wigzanych z LGMD 61% 0%
udzial pozostatych genow % 42%:

Warto takze zwroci¢ uwage na czgsciowo wspdlne podiloze genetyczne przypadkow
LGMD i MFM. Co prawda, w grupie chorych z MFM w az 5 na 6 przypadkow zidentyfikowano
mutacje sprawcza wigzang uprzednio z wspomnianym fenotypem klinicznym (2x DES,
CRYAB, BAG3, FLNC), a jeden przypadek pozostal bez wskazanej przyczyny genetycznej,
jednak wsrod LGMD w dwoch przypadkach (LDB3/ZASP, FLNC) uznano za sprawcze mutacje
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wigzane zazwyczaj z MFM. Warto tez zauwazy¢ ze w trzech przypadkach wykrywano mutacje
w genach (2x DES, DNAJB6) ktore sa wigzane z obydwoma badanymi fenotypami. Jeszcze
wicksze "nakladanie si¢" mutacji wigzanych ze wspomnianymi jednostkami chorobowymi,
o czgéciowo naktadajacych si¢ fenotypach klinicznych, wida¢ wérod mutacji okreslonych jako
»potencjalnie modyfikujace”. Takze w przypadku wszystkich wariantow wyszukanych metoda
analizy korelacji genotypu z fenotypem, wida¢ naktadajace si¢ podloze genetyczne LGMD
1 MFM. Mimo wigkszej liczby wykrytych wariantow w genach juz wigzanych z ré6znymi
fenotypami choréb mig$niowych wsrod kontroli (Srednio 43,2 wariantu na probke), niz wsérod

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

Warianty potencjalnie modyfikujace fenotyp wykrywano w genach opisywanych
w chorobach mig$ni, jednak watpliwe by to one byty zasadniczg przyczyna choroby. Wniosek
taki wyprowadzono analizujgc obecnos$¢ innych mutacji, ktore w konteks$cie aktualnej wiedzy
medycznej 1 genetycznej lepiej tlumaczyly zachorowanie, a w wielu przypadkach byly
opisywane jako mutacje sprawcze. Wyzsza czg¢stos¢ wystepowania mutacji w bazach danych
lub w grupie badanej réwniez sugerowata by nie uznawacé niektdrych zmian za sprawcze, cho¢
nie mogto to by¢ podstawa do wykluczenia z grupy zmian potencjalnie dopetniajagcych gtowne

mutacje sprawcze.

W niektorych przypadkach mutacje uznane za przyczynowe wykryto w genach wigzanych
z innymi chorobami migéniowymi niz rozpoznane klinicznie, np. w nieuwzglednionych
w klasyfikacji LGMD lub MFM. Jednakze mutacje niektorych z wspomnianych genow
(COL6A2, COL6A3 i DMD) byly juz identyfikowane w badaniach duzych grup pacjentow
z wykorzystaniem sekwencjonowania nowej generacji [37—39,41]. Fakt ten wskazuje ponownie
na istnienie spektrum fenotypow klinicznych w chorobach mig$niowych, CO sprawia, ze
doktadne rozpoznanie kliniczne jest niekiedy trudne lub nawet niemozliwe. Uzyskane wyniki
uzasadniajg zatem konieczno$¢ Szerszego spojrzenia na genetyczne przyczyny miopatii
i dystrofii, wykraczajacego poza analiz¢ wytacznie genéw kandydujacych.

Mozna domniemywac, ze Obecno$¢ dodatkowych wariantow moze lepiej thumaczy¢
roznice fenotypowe pomigdzy pacjentami z mutacjami tego samego genu, czgsto nawet z tg
samg mutacja sprawcza. Zwlaszcza w przypadku chorych z tej samej rodziny rdznice
manifestacji choroby moga by¢ wynikiem innego tta genetycznego, w sktad ktorego wchodza
np. zaproponowane w tabeli 1 warianty modyfikujace fenotyp. Chociaz zwigzek kodowanych
przez wspomniane geny biatek z konkretnymi objawami klinicznymi nie zawsze byt wyrazny,
to wymienione w Tabeli 4. i Tabeli 5. geny byly juz wigzane z podobnymi chorobami

migsniowymi 1 mozna zasadnie przypuszcza¢, ze roézne mutacje w ich obrebie moga

43



powodowac niekiedy rozbiezne fenotypy kliniczne, tak jak to jest w przypadkach wielu genow

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

Przypadki w ktorych nie udato si¢ wskaza¢ prawdopodobnych mutacji sprawczych
zostaly poddane ponownej ocenie klinicznej, biorgc pod uwage miopatie nabyte i inne rodzaje
dystrofii mig$niowych, takie jak FSHD, DM2 lub OPMD, ktére moga by¢ powodowane
mutacjami zmiany liczby kopii (CNV) lub ekspansjami kilkunukleotydowych powtorzen, ktore
nie zawsze sg wiarygodnie wykrywane w analizie WES. Z wyjatkiem jednego pacjenta, ktorego
stan poprawit si¢ po leczeniu steroidami, co sugeruje miopati¢ zapalng, kliniczne diagnozy
(LGMD, MFM) nie ulegly zmianie. Warto jednak zaznaczy¢, ze ze wzgledu na heterogennos¢
kliniczng i1 genetyczng nie mozna wykluczy¢ przypadkéw mieszanych z naktadajacymi si¢

objawami.

W przypadkach bez wykrytej mutacji sprawczej mutacje patogenne i warianty liczby
kopii moga znajdowac¢ si¢ w regionach niekodujacych lub glgboko intronowych. Jesli tak jest
w istocie, fakt ten moze wyjasnia¢ np. wysoka liczebnos$¢ chorych posiadajacych pojedyncze
mutacje CAPN3 w poréwnaniu do czestosci nosicieli mutacji CAPN3 w populacji ogolne;j.
Jednak wykrycie mutacji zlokalizowanych poza eksomem i bliskimi sekwencjami intronowymi

oraz bliskimi regulatorowymi wymaga zastosowania sekwencjonowania catego genomu.

W przypadkach sporadycznych lub przypadkach pierwszych zachorowan w rodzinie
przyczyng choroby moga by¢ tez mutacje post-zygotyczne, wystepujace w materiale
genetycznym zajetych choroba migsni, ale niekoniecznie obecne w leukocytach krwi

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

W co najmniej czterech przypadkach fenotyp kliniczny pacjenta moze by¢ niewatpliwie
lepiej wyjasniony mutacjami w wiecej niz jednym genie (CAPN3 + MYH7, COLG6A3
+ CACNALS, DYSF + MYH7 PHKB + CHRND), czyli poprzez zjawisko nazywane double-
trouble. Podobnie w wigkszos$ci przypadkow, oprocz wysoce prawdopodobnych patogennych
mutacji w jednym genie, dodatkowe mutacje innych genéw moga przynajmniej doktadac si¢
do obserwowanych objawow. Wytypowanie takich zmian modyfikujacych z tysigcy
nieistotnych wariantow kazdego pacjenta stanowi jedno z najnowszych i trudniejszych
wyzwan, z jakimi borykaja si¢ genetycy.

W kazdym przypadku zidentyfikowano nowe i rzadkie warianty w genach zwigzanych
z LGMD, MFM i innymi miopatiami, jednakze ich prawdziwy wplyw nie moze by¢
jednoznacznie okreslony biorgc pod uwage jedynie fenotyp pacjenta, histori¢ rodzinng oraz

literaturowy opis znanych mutacji wspomnianych gendw.
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5.2 Algorytmy poszukiwania mutacji sprawczych i modyfikujacych fenotyp kliniczny

Przyjeta pierwotnie strategia identyfikacji wariantow, ktora wigze geny z terminami
z bazy danych HPO, wskazujacymi na patologi¢ fizjologii lub struktury migsni jest
powszechnie uwazana za prawidlowg i1 skuteczng [46,47]. Moze jednak prowadzi¢ do
pomini¢cia wariantoOw zlokalizowanych w genach nie wigzanych dotychczas z chorobg migsni.
W celu lepszego wykorzystania danych WES nie ograniczajacych si¢ tylko do wariantow
w genach wigzanych ze znanymi chorobami, zastosowano strategi¢ poszukiwania zmian we
wszystkich genach ulegajacych ekspresji w migsniach. Oceniajgc wykryte warianty w genach
ulegajacych ekspresji w migsniach pod katem interakcji ich produktow biatkowych z innymi
biatkami wykrywano u kazdego pacjenta od 0 do 3 wariantdow powigzanych z genami juz
opisywanymi w przypadkach LGMD i MFM. Ze wzgledu na prawdopodobny sposob
dziedziczenia 1/lub obecno$¢ mutacji w grupie kontrolnej i/lub obecno$¢ innych wariantéw,
lepiej wyjasniajacych fenotyp kliniczny, uznano, ze jest mato prawdopodobne, by wspomniane
mutacje mogly by¢ mutacjami przyczynowymi, czy wspotprzyczynowymi. Mimo to
wystgpienie u 18 pacjentow mutacji genu SRRM, w tym jednej delecji zmieniajgcej ramke
odczytu, a takze u 13 pacjentow mutacji genu SYNM, w tym jednej mutacji przedtuzajacej
otwartg ramke odczytu (ang. stop lost) wydaje si¢ nie by¢ przypadkowe. Uzyskane wyniki
sugeruja, ze we wspomnianej grupie 27 gendow moga wystepowac rzeczywiste warianty

modyfikujace objawy kliniczne choroby.

Potaczenie roznych metod filtrowania wynikow WES moze pomdc w typowaniu gendw
kandydujacych, ktorych mutacje powinny by¢ doktadniej badane w przypadkach chorob
migsniowych. Wykaz wybranych gendw wczesniej nie zwigzanych z LGMD czy MFM,
ktérych rzadkie warianty pojawiaja si¢ w naszych wynikach i ktore moga by¢ zwigzane
z patofizjologia LGMD i MFM przedstawiono w tabeli 9.

Wszystkie wymienione w Tabeli 9 geny byly rozpatrywane w literaturze przedmiotu
w kontekscie choréb miesniowych (innych niz LGMD 1 MFM), albo byty uwzgledniane

w opisach struktury i funkcji biatek migsni.

Tabela 9. Wybrane geny, ktérych mutacj¢ moga przyczyniac si¢ do wystgpienia
zachorowania, a ktore nie byty dotychczas wigzane z LGMD lub MFM.
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interakcja z

produktami
gen Biatko biatkowymi genow
OBSCN | obskuryna TTN
MAP4 biatko towarzyszace mikrotubulom 4 BAG3, TARDBP

MAST2 kinaza 2 serynowo/treoninowa towarzyszaca mikrotubulom DMD

kanal wapniowy, bramkowany napigciem, typ L, podjednostka
CACNALS | alfa 1S -

MYH7 fancuch ciezki miozyny VII TPM2

Na przyktad, mutacje genu OBSCN wigzano z kardiomiopatia, jednakze ich mozliwy
wplyw na dystrofi¢ migsni byt rowniez dyskutowany. Mutacje genu TTN wigzane z LGMD
ostabiajg lub uniemozliwiajg wigzanie tytyny z obskuryng [48]. W badanej grupie wykryto
25 rzadkich (<1%) mutacji w OBSCN u 26 pacjentéw, w tym dwie powodujgCe zmiang ramki
odczytu i jedng mutacje wprowadzajaca kodon stop. W o$miu przypadkach wykryto dwie lub
trzy mutacje heterozygotyczne, co sugeruje ze moga to by¢ heterozygoty ztozone, uszkadzajace

obydwa allele.

Rola produktu biatkowego genu MAP4 w sieci mikrotubuli i mozliwy udziat mutacji
tego genu w chorobach mig$niowych byl rowniez omawiany w literaturze. Jedna z izoform
MAP4 organizuje sie¢ mikrotubuli uczestniczacg w roznicowaniu komorek mig$niowych
[49,50]. W badanej grupie znaleziono 8 rzadkich, pojedynczych, heterozygotycznych mutacji
MAP4 u 10 pacjentow.

Podobnie kinaza serynowa/treoninowa 2 wigzana z mikrotubulami (MAST2) jest
domniemanym facznikiem pomigdzy siecig dystrofiny/utrofiny (DMD/UTR) a wildknami
mikrotubuli [51]. Gen MAST2 wraz z OBSCN typowano juz jako gen kandydujacy
w miopatiach w innych badaniach wykorzystujacych sekwencjonowania nowej generacji
[52,53]. W naszej grupie zidentyfikowano osiem rzadkich pojedynczych mutacji

heterozygotycznych u o$miu pacjentow.

Mutacje CACNALS byty opisywane w hipokaliemicznym porazeniu okresowym
I w ztosliwej hipertermii, a ostatnio wykryto je w Kilku przypadkach autosomalnej recesywnej
lub dominujacej wrodzonej miopatii [54]. Rzadkie mutacje CACNALS wykryto w osmiu
naszych przypadkach, a jedna z nich prawdopodobnie jest odpowiedzialna za niektére objawy,

w tym obserwowane w biopsji prawie wylacznie widkna typu 1.
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Natomiast mutacje MYH7 opisano w kardiomiopatii, ale takze w przypadkach
wrodzonej miopatii bez objawow sercowych [55]. W naszej grupie stwierdzono rzadkie
mutacje MYH7 u czterech pacjentow. W dwoch przypadkach charakterystyczne cechy, w tym
wczesny poczatek zachorowania i opadanie stop, byly charakterystyczne dla miopatii

wigzanych z MYH7.

Wiele powszechnie wystepujacych, uwarunkowanych genetycznie choréb migsni wykazuje
podobne objawy kliniczne czy charakter zmian mig$ni, Z LGMD i MFM. Ostabienie sity migsni
konczyn jest jednym z typowych objawow. Badania genetyczne wykorzystujace réznorodne
techniki NGS moga przyczyni¢ si¢ do precyzyjniejszej diagnozy tej klasy schorzen [56-59].
Dodatkowo wraz z opisem nowych przypadkow spektrum objawoéw klinicznych mutacji
poszczegdlnych gendéw ulega czgsto poszerzeniu. Jednakze szczegdtowe wyniki NGS
wskazuja, ze podloze genetyczne chorob migsniowych jest bardziej ztozone niz dotychczas
sadzono [60,61].

Zaprezentowane W niniejszej rozprawie podej$cie metodyczne sugeruje, ze nie tylko
mutacje jednego genu moga odpowiadac za fenotyp choréb migsniowych. Biorac pod uwage
zmienno$¢ fenotypowa w obrebie tego samego podtypu LGMD czy nawet wsrod pacjentow
z ta samg mutacja przyczynowa [21,62] mozemy oczekiwaé silnego wpltywu mutacji
modyfikujacych, chociaz w przypadkach LGMD i MFM nie opisano jeszcze zadnego
konkretnego silnego modyfikatora, ani tym bardziej genéw wspotsprawczych.

W przedstawionych w rozprawie przypadkach z wykrytymi juz opisanymi mutacjami
przyczynowymi mozna znalez¢ co najmniej kilkanascie mutacji, potencjalnie modyfikujacych
fenotyp kliniczny, biorgc pod uwage jedynie geny zwigzane z patologia migsni. Jest zatem
wysoce prawdopodobne, ze spektrum czynnikow genetycznych wptywajacych na chorobe jest
szersze niz dotychczas uznawano. Nie tylko bardzo rzadkie mutacje o uznanym, duzym
wplywie na fenotyp, ale takze mniej rzadkie warianty oraz prawdopodobnie bardziej
powszechne czynniki ryzyka moga przyczyni¢ si¢ do patologii. Niedawno wykazano, ze
powszechnie wystepujacy W populacji polimorfizm genu LTPB4 jest czynnikiem
modyfikujacym w przebiegu dystrofinopatii [7]. Co wigcej, w niektorych przypadkach mutacje
w wigcej niz jednym genie s3 uznang przyczyna choroby. Na przyklad dziedziczenie
dwugenowe (wspomniane zjawisko double-trouble) zostatlo udowodnione dla podtypu FSHD
[63], we wrodzonym zespole miastenicznym [64], a w przypadku kalpainopatii byto
sugerowane [8]. W badanej grupie dwa przypadki double trouble, w ktorych wskazano mutacje
w dwoch genach jako prawdopodobng przyczyne zachorowania, zostaly znalezione

u pacjentdow bez rodzinnej historii choroby (Tabela 4.). Rowniez nadmierna reprezentacja
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pojedynczych heterozygotycznych mutacji CAPN3 w grupie badanej moze by¢ wyjasniona
przez mozliwe dziedziczenie dwugenowe lub oligogenowe (Tabela 4.). Oligo- lub poligenowa
etiologia moze by¢ wigc szczegdlnie wyrazna i tatwiejsza do interpretacji w przypadkach,

w ktoérych nie wskazano mutacji sprawczych, a takze w przypadkach sporadycznych.

Biatka komorki migéniowej stanowiag ztozong maszyneri¢, w ktorej strukturalne lub
funkcjonalne uposledzenie ktéregokolwiek z elementow moze powodowaé zaburzenia
funkcjonowania mieéni i ich degradacj¢. Kumulacja wielu pojedynczo "tagodnych" wariantow
(ang. mutation burden) moze powodowa¢ podobny fenotyp, jak mutacja genu o duzym efekcie.
Rézne konfiguracje wariantow w wielu genach moga tez w mniejszym lub wigkszym stopniu
uwrazliwia¢ pacjentdw na zewngtrzne czynniki ryzyka zwigzane ze stylem zycia, aktywnoscia

fizyczng czy dieta.

Z drugiej strony nalezy pamigta¢, ze niektére mutacje opisane jako sprawcze przed
wprowadzeniem do szerokiego stosowania technik wysokoprzepustowych, moga wywieraé
wplyw jedynie modyfikujacy [21] i wymagaja dodatkowych mutacji wspotsprawczych, by
spowodowa¢ objawy kliniczne. Bardzo mozliwe, ze w niektorych publikacjach sprzed

kilkunastu lat opisano jako sprawcze zmiany, ktore nie majg duzego wpltywu na zachorowanie.

Wyniki réznych strategii filtrowania wynikow sekwencjonowania nastgpnej generacji
udowodnity, ze sekwencjonowanie nowej generacji jest nie tylko skuteczng metodg ustalania
genetycznej diagnozy, ale maja potencjal do wszechstronnego opisu zmian genetycznych

przyczyniajacych si¢ do rzeczywistej 1 heterogennej klinicznej manifestacji choroby.

Dostepnych jest wiele narzedzi opisujacych wyszukane warianty, ktore stosuja rozne
algorytmy 1 korzystaja z réznych baz danych by pomoc lepiej oceni¢ funkcjonalne efekty
mutacji. Nalezy jednak wzia¢ pod uwage, ze wyniki oceny wariantOw mogg si¢ r6zni¢ znacznie
pomigdzy bazami danych i narzedziami przewidujagcymi patogenno$é, poniewaz mogg one
opiera¢ si¢ na roznych aspektach funkcjonalnych i wstepnej wiedzy. W rzeczywistosci wiele
narzgdzi do opisu zmian wykorzystuje znajomos$¢ wczesniej zidentyfikowanych mutacji

sprawczych, wigc analizy na nich oparte sg ograniczone dotychczasowg wiedza.

Wyzszos¢ wieloskalowej analizy bioinformatycznej polega jednak na mozliwosci
wykorzystania r6znych narz¢dzi do oceny wyszukanych wariantéw, a zwlaszcza na mozliwosci
powrotu do analizy istniejacych danych. Wprowadzenie do rutynowych badan
sekwencjonowan catego eksomu i genomu zwigksza liczbe zidentyfikowanych wariantow
zarOwno potencjalnie patogennych, a tym samym wydajnos¢ diagnostyczng, jak zwlaszcza

zmian potencjalnie modyfikujacych fenotyp.
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5.3 Oligogenowe choroby mendlowskie

Z przedstawionych powyzej badan wynika wniosek, ze choroby mig$niowe, takie jak
LGMD i MFM mozna lepiej opisywac jako zaburzenia oligogenowe lub nawet poligenowe,
w ktorych zmienna manifestacja kliniczna moze wynika¢ z potaczonego dziatania mutacji
wielu genéw. Kombinacje wariantow w wielu genach, w réznym stopniu uposledzajgcych lub
zmieniajacych funkcje¢ kodowanych biatek moga powodowaé szerokie spektrum objawdw
klinicznych. Liczba wykrywanych wariantow w genach zwigzanych z réznymi miopatiami
sugeruje, ze oligogenowe dziedziczenie rzadkich wariantow moze by¢ istotne takze
u pacjentow z wykryta pierwotng mutacja patogenng. W tym kontekscie zmiennos$¢ kliniczna
pomiedzy nosicielami tych samych mutacji sprawczych, a takze ta pomiedzy chorymi
w obrebie rodziny, moglaby by¢ odbiciem specyficznego tta genetycznego i obecnosci roznych
konfiguracji wariantdéw modyfikujacych fenotyp lub nawet wspotsprawczych. Jednakze,
identyfikacja wariantow bezdyskusyjnie sprawczych, wspotsprawczych i modyfikujacych
bedzie wymagac kompleksowych bioinformatycznych analiz zestawow szczegdtowych danych
genomowych i klinicznych pochodzacych od duzych grup pacjentéw [65]. Bazy danych
z takimi informacjami powinny gromadzi¢ wyniki analiz sekwencjonowan nowej generacji
z calego $wiata, poniewaz rzadkie mutacje sg znacznie bardziej geograficznie i etnicznie
rozproszone w porownaniu z wariantami powszechnymi [66]. Takie dokladne badania
genetyczne powinny by¢ faczone nie tylko z glebokim fenotypowaniem, ale takze z kolejnymi
etapami obejmujacymi analiz¢ transkryptomu i analiz¢ ekspresji izoform biatkowych.
Przedstawione wyniki moga by¢ traktowane jako pierwszy krok w Kierunku doktadnego
poznania czynnikdéw genetycznych, a w konsekwencji mechanizmoéw wplywajacych na rozwoj

choroby, niezb¢dnych do wskazywania kierunkow w poszukiwaniach terapii.
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6 Podsumowanie:

Zastosowanie sekwencjonowania nowej generacji do okreslania podtoza genetycznego
choréb migéni, zaowocowato zidentyfikowaniem u kazdego z pacjentow duzej liczby
wariantow o potencjalnym wplywie na fenotyp. Wspomniane odkrycia kwestionuja tradycyjne,
monogenowe postrzeganie chordb dziedzicznych, wynikajace z opartej na hipotezach strategii
sekwencjonowania sangerowskiego. Réwniez dostepnos¢ danych z sekwencjonowan catego
eksomu i genomu w badaniach innych choréb podwaza klasycznag definicj¢ jednej mutacji
sprawczej 1 pokazuje ztozono$¢ ludzkiego genomu [18]. Na podstawie czgsto$ci bledow
w procesie replikacji DNA (1x10-8 / nukleotyd) mozna obliczy¢ ze kazda mejoza wprowadza
ok. 55 wariantow de novo, ktore stanowig zrodto tta genetycznego ztozonego z rzadkich mutacji

wplywajacych na réznorodno$é fenotypowa, takze w przypadkach chorobowych [67].

Przedstawione wyniki wskazuja na szereg podobnych cho¢ zréznicowanych fenotypow
zwigzanych nie tylko z genami typowymi dla LGMD i MFM, ale takze z genami wigzanymi
dotychczas z podobnymi zaburzeniami migs$ni, miopatiami Bethlem, czy dystrofiami
wrodzonymi, a takze genami, ktorych mutacje nie byly wczesniej bezposrednio wigzane
z fenotypem oslabienia mig$ni. Nawet jesli nie zawsze jest mozliwe udowodnienie wptywu
potencjalnych wariantdow modyfikujacych fenotyp, to taczna analiza wykrytych mutacji
sugeruje, ze zwykle obcigzenie duzg liczbg mutacji o maltym wptywie (ang. mutational burden)
moze przyczyni¢ si¢ do zmiennosci fenotypowe;.

Na podstawie przedstawionych w rozprawie danych mozna pokusi¢ si¢ o stwierdzenie,
ze rzadkie dystrofie i miopatie, takie jak LGMD i MFM, lepiej definiowa¢ jako zaburzenia
oligogenowe lub nawet poligenowe, w ktorych zmienna manifestacja fenotypowa moze
wynika¢ z polaczonego dziatania mutacji w wielu genach. Takie podejscie do podioza
genetycznego miopatii lepiej wyjasnia fakt, ze metody NGS nie identyfikuja pojedynczego
glownego genu przyczynowego w wielu przypadkach LGMD, ale praktycznie w kazdym
przypadku wskazuja na wiele mutacji potencjalnie patogennych i/ lub modyfikujacych objawy.
Wielos¢ wariantow genomowych wykrywana jest rowniez w przypadkach, w ktorych do$¢
fatwo mozna wskaza¢ glowng mutacje sprawcza w pojedynczym genie. W niektorych
przypadkach takze mutacje drugiego genu mozna tatwo powigza¢ z jednym lub dwoma
charakterystycznymi objawami dodatkowymi. Wielogenowe podloze dziedziczne lepiej
thumaczy szerokie spektrum objawow klinicznych, ktére ptynnie przechodza pomiedzy

poszczegdlnymi chorobami migsniowymi. Lepiej thumaczy takze niejednorodnos¢ kliniczng nie
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tylko wérod LGMD 1 MFM, nie tylko w$rod podtypow tych chordb, ale takze wsrdd osob

chorych, majacych takie same znane mutacje patogenne, w tym w obrebie tej samej rodziny.

Dalsza i pewna identyfikacja wariantow modyfikujagcych wymaga kompleksowych
analiz  bioinformatycznych, z wykorzystaniem baz danych integrujagcych wyniki

sekwencjonowania nowej generacji z doktadnym opisem klinicznym [65].

Mozna oczekiwaé, ze wraz ze zwigkszaniem ilo$ci dostepnych danych genomowych
z duzych 1 zréznicowanych etnicznie grup pacjentéw z ré6znymi chorobami mig$niowymi,
podejs$cia metodyczne analizujace geny ze wzgledu na uczestnictwo w szlakach lub strukturach
powigzanych z fenotypem klinicznym bedg coraz skuteczniejsze. Przejscie od stosowanych
powszechnie sekwencjonowan catego eksomu do sekwencjonowan catego genomu umozliwi

okreslenie wptywu licznych wariantéw zlokalizowanych w obszarach nickodujacych [68].

W rezultacie tradycyjna genetyczna klasyfikacja choréb migsni powinna ewoluowaé
w kierunku grupowania podobnych fenotypéw klinicznych powodowanych dysfunkcja struktur
i/lub szlakow biochemicznych, a nie tylko poszczegdlnych biatek kodowanych przez

pojedyncze geny z wykryta mutacja uznang w przesztosci za sprawczg [69].
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7 Whnioski:

Uzyskane wyniki sugeruja, ze sekwencjonowanie catego eksomu moze by¢ skutecznie
stosowane jako metoda diagnostyczna w miopatiach. Badanie WES umozliwia szybkie
wykrywanie mutacji sprawczych w znanych genach u ponad 60% badanych. W innych

przypadkach moze prowadzi¢ do powigzania nowych gendéw z badang choroba.

Dodatkowo sekwencjonowanie nowej generacji w polgczeniu z zaawansowang analizg
bioinformatyczng umozliwia pelniejsze przedstawienie podloza genetycznego choroby

I wytypowanie mutacji wspotsprawczych i potencjalnie modyfikujacych fenotyp.

Uzyskane wyniki uzasadniaja potrzebe zaproponowania nowego podzialu choréb
mig$niowych (w tym podziatu LGMD i MFM), na podstawie powigzania cech klinicznych ze
szlakami oraz strukturami komorkowymi, ktore tworza biatka kodowane przez geny

z wykrytymi mutacjami sprawczymi, wspotsprawczymi badz modyfikujacymi.
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8 Streszczenie:

Miopatie to grupa niejednorodnych klinicznie i genetycznie chordb, w ktérych
zaburzone funkcjonowanie wldkien migsniowych skutkuje ostabieniem sity migs$ni. Badania
podloza genetycznego réznych chorob migsniowych przyczyniaja si¢ do zrozumienia
patofizjologii tej klasy choréb, a w konsekwencji do wypracowania przyczynowych form
leczenia. Miopatie miofibrylarne (ang. myofibrillar myopathies, MFM) oraz dystrofie
obreczowo-konczynowe (ang. limb girdle muscular dystrophies, LGMD) stanowig heterogenne
grupy rzadkich dziedzicznych schorzen mig$niowych o nakladajacych si¢ fenotypach
klinicznych. Roéznicowanie pomiedzy wyzej wymienionymi jednostkami chorobowymi,
a zwlaszcza miedzy ich podtypami, jedynie na podstawie cech fenotypowych, kliniczno-
patologicznych, jest niezwykle trudne. Identyfikacja mutacji sprawczych to obecnie najbardziej
precyzyjna metoda diagnostyczna. Jednakze pomimo trwajacych od ponad 20 lat badan,

podtoze genetyczne obu miopatii pozostaje w duzej czesci nieokreslone.
Celem pracy byto:

1. poznanie podtoza genetycznego, a w szczegdlnosci mutacji sprawczych, MFM, LGMD oraz
pokrewnych fenotypéw klinicznych w populacji polskie;j.

2. wytypowanie nowych genéw, ktérych mutacje moga mie¢ wptyw na wystgpienie i stopien
objawdéw choroby (geny sprawcze, wspotsprawcze 1 modyfikujace fenotyp).

3. oszacowanie udziatlu podtypow LGMD i1 MFM wsérdéd chorych z miopatiami
w populacji polskiej.

4. wskazanie mozliwych elementow nowego podziatu MFM 1 LGMD, opartego
na wskazaniu nowych elementow biochemicznych 1 strukturalnych, mogacych leze¢
u podtoza wspomnianych chordb.

Badaniami objeto 85 chorych z 84 rodzin z klinicznym rozpoznaniem dystrofii
obrgczowo-konczynowej oraz 20 chorych z 11 rodzin z diagnoza miopatii miofibrylarnych.
Jako kontrole wykorzystano wyniki badan 16 pacjentdow z chorobami neurologicznymi bez
objawoéw migsniowych, a takze informacje z ogolnie dostgpnych baz danych. Do

sekwencjonowania eksomowego zakwalifikowano tacznie 92 przypadki dystrofii i miopatii.

Strategie filtrowania majace na celu zidentyfikowanie wariantoéw prawdopodobnie
zwigzanych z chorobg obejmowaty: analiz¢ danych WES poprzez powigzanie poszczegdlnych

genoéw z fenotypami ostabienia migéni, szczegdtowq analize wariantéw w genach ulegajacych

53



ekspresji w migsniach, analize wariantow w genach, ktorych produkty biatkowe naleza do

interaktomu badanych chorob oraz analize¢ wariantow liczby kopii.

Wskazanie mutacji sprawczych bylo mozliwe w 63,5% przypadkéw LGMD i 83%
przypadkéw w grupie MFM. Mutacje przewaznie identyfikowano w genach zwigzanych
dotychczas z LGMD i MFM, ale takze w genach niewlgczanych do obecnej klasyfikacji
wspomnianych choréb (DMD, COL6A2 i COL6A3). U czterech chorych za przyczyne choroby
uznano mutacje w dwoch genach (CAPN3 + MYH7, COL6A3 + CACNALS, DYSF + MYH?7,
PHKB + CHRND). Ponadto u wszystkich chorych stwierdzono liczne warianty w genach
powigzanych z r6znymi objawami chorob migsniowych. W grupie LGMD identyfikowano
srednio 35,6, a w grupie MFM 36,7 tego typu wariantow. Dodatkowo stwierdzono rzadkie
warianty w obrebie gendw niewigzanych wczesniej z chorobami migéni, ale ulegajacych
ekspresji w miesniach i ktorych produkty bialkowe sg partnerami produktow biatkowych
gendw juz wigzanych z LGMD 1 MFM.

Uzyskane wyniki potwierdzaja skutecznos¢ metod sekwencjonowania nowej generacji
w wykrywaniu gtéwnych mutacji sprawczych. Liczba potencjalnych mutacji modyfikujacych
1 przypadki w ktorych jako sprawcze uznano mutacje w dwoch genach sugeruja bardziej

skomplikowane podloze genetyczne chordb migsniowych.

Na podstawie uzyskanych danych mozna zatem uznaé, ze LGMD i1 MFM lepiej
definiowa¢ jako zaburzenia oligogenowe lub poligenowe, w ktorych zmienna prezentacja
kliniczna wynika z polaczonych efektow mutacji w wielu genach. W tym kontekscie
obserwowana zmienno$¢ mie¢dzy przypadkami z wykrytymi tymi samymi mutacjami
sprawczymi, nawet w obrgbie tej samej rodziny, mogtaby odzwierciedla¢ specyficzne tto
genetyczne 1 obecno$¢ réznych zestawdw wariantow modyfikujacych fenotyp lub wrecz
wariantow  wspOtsprawczych.  Jednakze — wskazanie — wariantow  wspotzaleznych
1 modyfikujacych bedzie wymagato bioinformatycznej analizy potaczonych danych
genomowych 1 klinicznych duzych grup etnicznie zréznicowanych pacjentdw z roéznymi
chorobami mig$niowymi. Przedstawione wyniki sa jednym z pierwszych krokéw 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 + MYH?7,
COLG6A3 + CACNALS, 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 Uzupenienie:

LGMDI1A jest powodowane przez mutacje miotyliny (MYOT). Cechy kliniczne naktadajg si¢
z miotilinopatiag — miopatig miofibrylarng rowniez powodowang przez mutacje genu MYOT.
Gen ten posiada 9 eksondéw kodujacych, w ktorych dotychczas wykryto 16 mutacji zmiany
sensu zgodnie z informacja w bazie Leiden Open Variants Database (LOVD [70]). Pig¢
przypadkow wigzanych jest z fenotypem LGMDIA, natomiast pozostate mutacje
dezorganizujg strukture linii Z i powoduja miopatie miofibrylarne. Miotylina funkcjonuje jako
biatko stabilizujace lini¢ Z wystepujac obok alfa aktyniny 1 tytyny.

LGMD1A charakteryzuje poznym poczatkiem i powolnym przebiegiem. Objawy obejmuja
ostabienie migsni pasow biodrowego, a nastepnie barkowego, a takze charakterystyczng
nosowg mowe dyzartryczng. Poziom CK w surowicy jest prawidlowy lub nieznacznie
podwyzszony. W obrazie mikroskopowym mozna zauwazy¢ zwyrodnienie widkien
mig$niowych, roznice W rozmiarze wiokien, rozszczepianie wiokien, centralne potozenie jader
komorkowych, duza liczbe autofagicznych pecherzykow. Mikroskopia elektronowa pokazuje
tez rozmycie linii Z (tzw. Z-line streaming) [71-76].

LGMDI1B jest powodowane mutacjami laminy A/C (LMNA). Gtowna funkcja laminy A/C,
tworzacej sie¢ wlokien lezacych gtdéwnie ponizej wewnetrznej btony jadrowe;j, jest strukturalna.
Oprocz taczenia jadra komorkowedo z cytoplazma, odgrywa tez role w organizacji chromatyny,
wplywa na transkrypcje i1 mitozg. Thumaczy to ilos¢ fenotypow powodowanych réznymi
mutacjami genu LMNA. Oprécz LGMDI1B do spektrum laminopatii zalicza si¢ inne choroby
migsniowe (dystrofi¢ Emery-Dreifussa, kardiomiopati¢ rozstrzeniowa, zespot Holt-Orama
,»serce-reka”), chorobg Charcot-Marie-Tooth, roézne podtypy lipodystrofii (w tym zesp6t Seipa-
Berardinelliego) i progerii (Hutchinsona-Gilforda, zespét Wernera). Dotychczas wykryto
72 mutacje wptywajace na sekwencj¢ aminokwasow laminy A/C, wszystkie w pierwszych
11 z 12 eksonow (LOVD). Opisano tez jedng mutacj¢ synonimiczng, ktora wptywajac na
splicing powoduje LGMD1B. Pacjenci charakteryzujg si¢ wolno post¢pujacym ostabieniem
migsni obrgczy biodrowej, z pdzniejszym oslabieniem migéni ramion. Z wiekiem moga
pojawiac si¢ problemy kardiologiczne w weztem przedsionkowo-komorowym i kardiomiopatia
rozstrzeniowa. Poziom CK w surowicy pozostaje prawidtowy lub jest tagodnie podwyzszony
[77-85].

LGMDI1C jest powodowane mutacjami kaweoliny 3 (CAV3). Kaweolina 3 to mig$niowo
specyficzne transblonowe biatko z rodziny kaweolin, ktore odpowiadaja za powstawanie
i utrzymanie kaweoli — matych wglebien w blonie komodrkowej o odmiennym sktadzie
lipidowym, gdzie koncentruja si¢ kanaty jonowe, kinazy i czasteczki sygnalowe. Kaweolina 3
jest tez obecna w kanalikach T magazynujacych jony wapnia, a wigc miejsca kluczowe dla
inicjowania skurczu. Dodatkowo opisywana interakcja z biatkami dysferliny, kompleksu
sarkoglikanowego, czy receptora rianodynowego moze by¢ wytlumaczeniem fenotypow
zwigzanych z mutacjami CAV3. Dotychczas zidentyfikowano 46 mutacji zmiany sensu, ktore
moga powodowaé takze miopati¢ z falowaniem migsni, miopatie¢ dystalng, idiopatyczng
hiperCK-emig, czy kardiomiopati¢ przerostowg. U pacjentow z LGMDIC zaobserowano
tagodnie postgpujace ostabienie miesni ud, przerost tydki, objaw Gowersa i 3-40X
podwyzszony poziom CK w surowicy. Moga tatwiej wystgpowac boéle i skurcze miesni po
wysitku. Obecnos$¢ biatka kaweoliny3 w mig$niach jest wyraznie zmniejszona [86-93].

U pojedynczej rodziny z LGMDI1D i kardiomiopatig rozstrzeniowg zostata zidentyfikowana

mutacja miejsca splicingowego w genie kodujagcym desming (DES). Desmina jest
specyficznym dla miesni biatkiem strukturalnym, tworzacym sie¢ oplatajacg linie Z, taczacy
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sasiednie prazki ze sobg, a takze z sarkolemma, blong jadrowa, kanalikami T, mitochondriami
1 innymi organellami. Sugeruje si¢ ze dzigki tworzeniu takiej sieci desmina moze bezposrednio
lub posrednio odpowiada¢ za przesylanie sygnatow mechanicznych. Mutacje desminy
powoduja zazwyczaj miopatie miofibrylarne, kardiomiopatie, badz potaczenie tych fenotypow.
W pojedynczych przypadkach mutacje genu DES moga réwniez powodowac fenotyp LGMD
1 mogg by¢ dziedziczone zar6wno dominujaco (LGMD1D) jak i recesywnie. (LGMD2R) [94].
U opisanych chorych postepujace ostabienie mig¢sni proksymalnych rozpoczynato si¢
w drugiej lub trzeciej dekadzie zycia. Poziom CK w surowicy byt podwyzszony 2-4 krotnie,
zaobserwowano tez duszno$¢ wysitkowa i problemy z uktadem bodZcoprzewodzacym serca.
W obrazie mikroskopowym migéni zauwazono wyrazne okotojadrowe lub usytuowane przy
sarkolemmie wtracenia, w ktorych wykryto obecnos¢ desminy [94-98].

LGMDIE jest powodowane mutacjami genu DNAJB6 (DnaJ homolog subfamily B member
6). Produkt genu nalezy do rodziny biatek regulujacych aktywnos$¢ szaperondow przez
stymulacje aktywnosci ATPazy. Biatko DNAJBG jest wykrywane mig¢dzy innymi w mi¢$niach
przy linii Z, obok kompleksu CASA (Chaperone-Assisted Selective Autophagy), w sktad
ktérego wchodzi biatko BAG3. Mutacje genu kodujacego BAG3 powoduja miopatie
miofibrylarne. Prawdopodobny mechanizm choroby LGMD1E polega na utracie funkcji anty
agregacyjnej biatka DNAJB6 co prowadzi do nadmiernej agregacji biatek i dezorganizacji linii
Z. Objawy pojawiaja si¢ zazwyczaj w trzeciej dekadzie zycia i obejmujg ostabienie migéni
zaczynajace si¢ w pasie biodrowym, a z czasem pojawiajace si¢ tez przy obreczy barkowe;.
Postep choroby jest zazwyczaj powolny, niemozno$¢ chodzenia pojawia si¢ po 20-30 latach od
poczatku choroby. W obrazie mikroskopowym widoczne sg zaokraglone autofagiczne wakuole,
dezintegracja linii Z oraz inkluzje zawierajace biatko DNAJB6 wokot wakuoli i przy
sarkolemmie [99-104].

LGMDL1F jest powodowane mutacjami transportyny 3 (TNPO3). Biatko to jest jadrowym
receptorem odpowiadajgcym za import bialek bogatych w seryng i argining (S/R-rich proteins)
do jadra komorkowego. Uczestniczy takze w imporcie lentiwiruséw, w tym wirusa HIV.
Poczatek zachorowania czesto jest dos¢ wezesny, srednia wieku zachorowania to 16 lat, cho¢
zdarzaja si¢ przypadki pdzniejszych zachorowan. Oslabienie poczatkowo dotyka migsni ud,
pézniej takze obreczy barkowej 1 migéni dystalnych. Najczesciej w drugiej badz trzeciej
dekadzie zycia pacjenci sa juz uzaleznieni od woézka inwalidzkiego. Oslabienie migéni
oddechowych moze wystapi¢ u 0s6b z bardzo wczesnym wiekiem zachorowania. Biopsje
migsni ujawniajg nietypowy i zréznicowany rozmiar wiokien i zwigkszong obecnos¢ tkanki
facznej. Poziom CK w potowie przypadkow jest normalny a w polowie 2x — 10x podwyzszony
[105-110].

Dotychczas zdiagnozowano tylko jedna rodzing z LGMD1G. Locus odpowiedzialne za
zachorowania w tej rodzinie to 4921 i dopiero niedawno zostal wykryty gen powodujacy
chorobe: HNRPDL. Poczatek choroby nastgpuje w 3-5 dekadzie zycia i charakteryzuje si¢
skurczami 1 ostabieniem migs$ni ndg. Przykurcze palcow u rgk i ndég uniemozliwiajg petne
zginanie. Poziom CK jest najczesciej lekko podwyzszony (do 10 razy), a w obrazie
mikroskopowym wida¢ zroznicowane wielkosci widkien, widknienie omigsnej (perimysium)
i wakuole otoczone sarkoglikanami i dystrofing. HNRPDL [111,112].

Gen, ktorego mutacje powoduja LGMD1H dnie zostat jeszcze poznany. Zachorowania te
wigzane sg z locus 3p23-25. Dotychczas zdiagnozowano jedng rodzing z tym podtypem LGMD.
Objawy pojawiaja si¢ od 16 do 50 roku zycia i obejmujg: ostabienie migsni proksymalnych rak
1 nog, przerost tydki. Pozimom CK jest podwyzszony (do 10 razy), zwtaszcza wsrdd osob
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Z silniejszymi objawami. Biopsja mig$ni ukazuje zroznicowany rozmiar widkien 1 widknienie
$rédmigsnej (endomysium) [113].

LGMD2A jest powodowane mutacjami kalpainy 3 (CAPN3) i stanowi 20-40% wszystkich
przypadkow LGMD. W wigkszosci populacji LGMD2A jest najczestszg postaciag LGMD ze
wzgledu na wysoka powszechno$¢ heterozygot (1:100). Dotychczas wykryto 328 mutacji
zmiany sensu (LOVD), z ktérych cze$¢ jest na tyle powszechna, ze wystepuje w bazie
polimorfizméw dbSNP. Gen CAPN3 sktada si¢ z 26 eksonow i koduje proteaze cysteinowa
specyficzng dla migéni, podobng do obecnych w innych tkankach kalpainy 1 i 2.
W sarkomerach CAPN3 kolokalizuje z tytyng (konektyna) i filaming C, ktore sg jej substratami.
Prawdopodobnie proteoliza przeprowadzana przez kalpaing3 prowadzi do adaptacji migsni
szkieletowych droga modyfikacji ich wlasciwosci mechanicznych. LGMD2A diagnozuje si¢
najczesciej w wieku 8-15 lat, a postep choroby zazwyczaj jest tagodny. Charakterystyczne
objawy to symetryczna atrofia migs$ni przywodzacych powodujaca zeszczuplenie ramion i ud,
odstawanie topatek, przykurcze stawow. Poziom CK jest zazwyczaj podwyzszony. Czg¢sto po
20 latach postepu choroby pacjenci nie sg juz w stanie chodzi¢ [56,114-118].

LGMD2B jest powodowane mutacjami dysferliny (DYSF). Jest to zazwyczaj druga pod
wzgledem czestotliwo$ci wystepowania posta¢ LGMD (okolo 15-25% przypadkow).
Dotychczas wykryto 306 mutacji wptywajacych na sekwencje aminokwaséw biatka (LOVD).
Kodowana przez 55 eksondéw dysferlina jest biatkiem transmembranowym uczestniczacym
W zwigzanej z wapniem naprawie sarkolemmy. Zaburzenie tej funkcji jest prawdopodobng
przyczyna choroby. W dysferlinopatiach, ale czesto i w innych odmianach LGMD
(kalpainopatie, sarkoglikanopatie, LGMD2l) obserwuje si¢ nagromadzenie dysferliny
w cytoplazmie. Typowe cechy LGMD2B to wiek zachorowania okoto 20 roku zycia, powolny
postep choroby, bardzo wysoki poziom CK, stany zapalne mi¢éni, niezdolno$¢ do stawania na
palcach zwigzana z ostabieniem mieéni tydek. Mutacje genu DYSF zwigzane sg z jednak
z r6znymi obrazami klinicznymi, opisywanymi jako Miopatia Miyoshi, czy miopatia dystalna
zaczynajaca si¢ od migsnia piszczelowego przedniego (distal myopathy anterior tibial onset,
DMAT). Nierzadko fenotyp jest mieszany, a rézne objawy wystepuja u cztonkoéw rodziny
[19,20,114,119,120].

Mutacje w czterech genach kodujacych sarkoglikany, gamma, alfa, beta 1 delta, powoduja
odpowiednio LGMD2C, LGMD2D, LGMD2E i LGMD2F. Najbardziej powszechnym
podtypem jest LGMD2D, ale tacznie sarkoglikanopatie stanowia okoto 10-15% wszystkich
LGMD2. W przypadku podejrzenia sarkoglikanopatii mutacji mozna si¢ spodziewac nie tylko
w 29 eksonach kodujacych (tacznie dla genow SGCG, SGCA, SGCB i SGCD), w ktorych do tej
pory wykryto 181 mutacji zmiany sensu (LOVD). Cze$ciej niz w innych genach wystepuja tez
mutacje wplywajace na splicing, oraz zmiany liczby kopii. Sarkoglikany sa
N-glikozylowanymi bialkami blonowymi, ktore tworzag kompleks dystrofinowo-
sarkoglikanowy, laczacy cytoszkielet z macierza zewnatrzkomorkowa. Mutacje
w ktorymkolwiek z sarkoglikanow zazwyczaj czesto powoduja brak, lub mniejszg ilos¢
kodowanego biatka i w konsekwencji maja destabilizujace skutki dla catego kompleksu.
Typowa forma ma poczatek w dziecinstwie, oraz ci¢zszy 1 szybszy przebieg niz inne postacie
LGMD. Objawami sg ostabienie i zanik mig$ni bioder, ud i ramion, coraz wigksze problemy
z chodzeniem, a wraz z postepem choroby klopoty z sercem i1 oddychaniem. Mutacje
sarkoglikanéw moga tez powodowaé nieco inne objawy, podobne do dystrofii mig$niowe;j
Duchenne'a [121-124].

Mutacje genu TCAP powoduja LGMD2G, jedng z rzadszych form LGMD. Dotychczas
zidentyfikowano ja jedynie u kilku rodzin, najczesciej w populacji brazylijskiej. Gen sklada si¢
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tylko z dwoch matych eksonow, w ktorych opisano 16 mutacji zmiany sensu. Kodowana przez
TCAP teletonina taczy tytyne i inne biatka linii Z. Teletonina podczas miofibrylogenezy jest
substratem dla domeny tytyny o aktywnosci kinazy serynowej. Wptywa tez na utrzymywanie
prawidlowej struktury kanalikow T, zwlaszcza przy przecigzeniach mechanicznych. U chorych
we wczesnym okresie dojrzewania zaczyna si¢ oslabienie migsni bioder 1 dystalnych migsni
noég. Czesto obserwowany jest tez objaw opadajacej stopy, przerost tydki, oraz kardiomiopatia.
Poziom CK w surowicy jest podwyzszony od 3 do 30 razy. W mig¢$niach nie wykrywa si¢
teletoniny. Mutacje genu TCAP sa tez wigzane z wrodzong dystrofia migéniowg oraz
z izolowang kardiomiopatig [125-130].

Mutacje w genie TRIM32 sg przyczyng LGMD2H. Jest to réwniez forma rzadka, opisywana
glownie w populacji huterytow w Kanadzie. Gen TRIM32 zawiera tylko jeden duzy ekson
kodujacy, w ktorym znaleziono 8 mutacji zmiany sensu. Biatko TRIM32 to ligaza
ubikwitynowa, nalezaca do rodziny co najmniej 70 ludzkich biatek zawierajacy motyw TRIM,
zlokalizowana w poblizu linii Z gdzie wspomaga degradacje dysbindyny. Enzym ten reguluje
réznicowanie komorek macierzystych migsni szkieletowych i jest niezbedny dla regeneracji
migsni u dorostych. Przebieg choroby jest wzglednie tagodny z oslabieniem mig$ni, boélem
plecow, szybszym zmeczeniem. Poczatek LGMD2H obserwowano miedzy 8 a 27 rokiem
zycia, a zdolno$¢ chodzenia utrzymuje si¢ przynajmniej do 50 roku zycia. CK w surowicy jest
zazwyczaj podwyzszone (od normalnego do 20 razy powyzej normy), a w obrazie
mikroskopowym wida¢ widknienie srodmigsnej, zroznicowany rozmiar i degeneracj¢ wiokien.
Mutacje genu TRIM32 moga jednak réwniez powodowac cigzsze objawy nazywane miopatig
sarkotubularng szybko uniemozliwiajaca chodzenie [131-135].

LGMD2I jest powodowane mutacjami genu FKRP (Fukutin-related protein) i wystgpuje
powszechniej gtéwnie w Europie pdtnocnej, ale jest tez obserwowana w Azji, a po raz pierwszy
opisana zostata w rodzinie z Tunezji. Biatko FKRP wystepuje powszechnie, ale najwicksza
ekspresje obserwuje si¢ w mig$niach szkieletowych, migsniu sercowym i tozysku. Sugeruje si¢
ze FKRP uczestniczy w glikozylacji dystroglikanu, a jego mutacje powoduja nie tylko fenotyp
LGMD, ale tez wrodzone dystrofie migsniowe, chorobe migsien-oko-mozg lub zespot Walkera
— Warburga [136-142].

LGMD2J jest rozpoznawane w przypadkach ze sprawczymi mutacjami w genie TTN
kodujacym tytyne. Tytyna jest najwiekszym znanym biatkiem posiadajagcym, zaleznie od
izoformy, od okolo 27 do ponad 34 tysigcy aminokwaséw. Kodowana jest przez gen
posiadajacy 363 eksony. W poréwnaniu do innych fenotypéw powodowanych mutacjami TTN
w przypadku dystrofii obrgczowo-konczynowej poczatek choroby obserwowany jest juz
w dziecinstwie a jej przebieg jest ciezszy 1 konczy si¢ utratg ambulacji po okoto 20 latach.
Poziom CK w surowicy jest wyraznie podwyzszony [143].

LGMD2K jest powodowane mutacjami genu POMT1. Objawy wystepuja juz we wczesnym
dziecinstwie, ale sa zazwyczaj relatywnie lagodne ze zwigkszong meczliwo$ciga migsni
1 mozliwymi przykurczami. Zajete sa czg¢$ciej migsnie proksymalne [144].

LGMD2L jest wynikiem mutacji genu ANOS5 kodujacego anoktaming 5. Poczatek
zachorowania nastgpuje od 2. do 5. dekady zycia 1 cechuje si¢ relatywnie lagodnym

przebiegiem. Mutacje genu ANOS5 zwigzane sg takze z miopatiag Miyoshi [145].

LGMD2M jest powodowana mutacjami genu FKTN kodujacego fukutyng. Ostabienie migsni
obserwowane jest juz we wczesnym dziecinstwie 1 charakteryzuje si¢ gtownie zajeciem migsni
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konczyn dolnych. Do czestych objawow naleza przerosty miesni tydek, ud i tricepséw. Choroba
postepuje zazwyczaj tagodnie i pacjenci nie muszg korzysta¢ z wozkow inwalidzkich [146].

Mutacje genu POMT2 kodowanego przez 21 eksonéow powoduja LGMD2N. Mutacje POMT2
zazwyczaj powodujg syndrome Walkera-Warburga lub chorobe migsien-oko-mozg ale byty tez
opisywane w LGMD. W przypadkach tych obserwuje si¢ obnizong glikozylacje
a-dystroglikanu i bardzo podwyzszony poziom CK. [147].

Rowniez mutacje genu POMGNT1 zazwyczaj powoduja cigzsze fenotypy niz LGMD20, takie
jak zespot Walkera-Warburga [148].

LGMDZ2P jest spowodowane mutacjami dystroglikanu (DAG1). Dodatkowym objawem w tym
podtypie bywa uposledzenie funkcji poznawczych [149].

LGMD2Q jest powodowane specyficznymi mutacjami w genie kodujacym plektyng (PLEC1).
Wigkszos$¢ patogennych mutacji tego genu powoduje epidermolize. Przypadki LGDM dotycza
do tej pory jedynie homozygotycznych delecji dziewigciu nukleotydéw zmieniajgcych
mig$niowa izoforme¢ biatka. W przebiegu choroby nie odnotowuje si¢ zmian skornych
charakterystycznych dla innych mutacji genu PLEC [150].

Desmina jest specyficznym dla migéni biatkiem filamentu posredniego. Gen DES zawiera
9 egzondw, a jego dominujgce mutacje sg wigzane z miopatig miofibrylarng. W pojedynczych
przypadkach mutacje genu DES moga réwniez powodowaé fenotyp LGMD i moga by¢
dziedziczone zarowno dominujagco (LGMD1D) jak i recesywnie. (LGMD2R) [94].

LGMD?2S jest to spowodowane mutacjami w genie kompleksu biatka transportowego 11
(TRAPPC11). Fenotyp LGMD2S obejmuje najczesciej przypadki o wezesnym poczatku, ale
powolnej progresji z wysokim CK, ale byty tez opisane przypadki z dodatkowymi objawami
neurologicznymi: uposledzeniem umystowym i ataksjg [151].

LGMD2T jest spowodowane przez mutacje w genie malym, kodowanym przez 8 eksonow
genie GMPPB. Mutacje genu GMPPB byty zwigzane z cigzszymi wrodzonymi dystrofiami
mie$niowymi, ale opisano trzy przypadki fenotypu LGMD. U wszystkich 3 pacjentow
stwierdzono zwigkszony poziom CK, a u dwoch dodatkowo mikrocefalie i symptomy
neurologiczne [152].

Gen ISPD to kolejny z genow ktorych mutacje zazwyczaj powoduja zespot Walkera-Warburga,
jednakze identyfikuje si¢ je jako przyczynowe takze w przypadkach LGMD2U. Choroba jest
podobna do DMD z wczesng utrata mozliwosci chodzenia. Moga wystgpowac takze ostabienia
miesni uktadu oddechowego i serca podobnie jak w inne dystroglikanopatiach [153].

Mutacje GAA zazwyczaj powoduja chorobe spichrzeniowg glikogenu typu 2 (GSD2)
z wezesnym poczatkiem 1 niewydolnoscig oddechowa. Lagodniejsze objawy bywaja podobne
do dystrofii obrgczowo-konczynowych i nazywane sa LGMD2V [154].

LGMD2W jest powodowane przez mutacje genu LIMS2/PINCH2 kodowanego przez
7 eksonéw. Pacjenci wykazuja poczatek LGMD w dziecinstwie z przerostem tydki. Rozwijaja
si¢ u nich zaburzenia pracy serca. Cechg charakterystyczng jest szeroki, trojkatny jezyk. [155].

Ostatnio dodanymi do klasyfikacji LGMD podtypami s3 LGMD2X, LGMD2Y, oraz

LGMD2Z, a zidentyfikowanymi genami sprawczymi sg odpowiednio BVES [156], TOR1AIP1
[157] i POGLUT1 [158].
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MFM to grupa choréb o zréznicowanych cechach klinicznych, podobnych fenotypowo
i genetycznie do LGMD [4,159-161].Mutacje w genach MYOT i DES moga powodowac
zarowno LGMD1 jak i MFM. Cechg charakterystyczng dla miopatii miofibrylarnych jest
ektopowa akumulacja biatek strukturalnych w mieéniach i dezorganizacja sarkomeru. Inkluzje
(nagromadzenia) bialek dezorganizuje sie¢ miofibryli, czasami obserwuje si¢ tez obecno$é
wakuoli autofagicznych. Dotychczas zidentyfikowano sze$¢ genow ktorych mutacje moga
powodowa¢ MFM: desmine (DES), AB-krystaling (CRYAB), myotyling (MYOT), Z band
alternatively spliced PDZ motif containing protein (ZASP, znany rowniez jako LDB3), filamine
C (FLNC) i Bcl2-associated athanogene (BAG3). Sa to geny kodujace biatka zwigzane z linig
7 migsni poprzecznie prgzkowanych. Przypuszcza si¢, ze zmienione biatka nie mogg petnié¢
swojej funkcji strukturalnej, a ich nagromadzenie moze mie¢ toksyczny wptyw na mig¢énie.
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