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GENETYKA DLA NIE-GENETYKOW
,OMIKA” NOWA DZIEDZINA DIAGNOSTYCZNA
Nie tylko choroby rzadkie.

,,Choroby genetycznie uwarunkowane — edukacja i diagnostyka”

Program Operacyjny Wiedza Edukacja Rozwoj — 2019 - 2021
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WSPOLNE DROGI ZABURZEN NEUROROZWOJOWYCH

dr hab. Dorota Hoffman-Zacharska prof. IMiD
Zaktad Genetyki Medycznej IMiD

GENETYKA DLA NIE-GENETYKOW
»OMIKA” NOWA DZIEDZINA DIAGNOSTYCZNA
Nie tylko choroby rzadkie.

Nieodptatne kursy dla lekarzy, diagnostow i technikéw laboratoryjnych, studentéow i innych specjalistow,
w latach 2019 - 2021 w ramach projektu dofinansowanego ze srodkow UE.
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Zaburzenia neurorozwojowe

to szerokie pojecie obejmujace szereg nieprawidtowosci, ktére moga
dotyczy¢ rozwoju ruchowego, intelektualnego lub spotecznego dziecka.
S3g zaliczane do zaburzen psychicznych charakterystycznych dla wieku
rozwojowego.

Zaburzenia neurorozwojowe
DSM 5 (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders wersja 5)

Niepetnosprawnosc¢ intelektualna

Zaburzenia komunikacji

Spektrum zaburzen autystycznych (ASD)

Zespot nadpobudliwosci psychoruchowej (ADHD)
Specyficzne trudnosci w uczeniu sie

Zaburzenia ruchowe

Tiki




Zaburzenia neurorozwojowe

(wiek zachorowania, obraz kliniczny
etiologia — zaburzony rozwo6j OUN)

*Niepetnosprawnosc¢ intelektualna

«Zaburzenia komunikaciji

*Spektrum zaburzen autystycznych (ASD)
«Zespot nadpobudliwosci psychoruchowej(ADHD)
*Specyficzne trudnosci w uczeniu sie

oZaburzenia ruchowe
*Tiki

*Padaczki

*Schizofrenia

-Zburzenia migracji neuronalnej
‘Leukodystrofie




Choroby Neurorozwojowe (NeuroDevelopmental Disorders)

Choroby ze spektrum autyzmu
(Autism Spectrum Disorders)

ASD

Niepetnosprawnos¢ intelektualna/
Padaczka Opodznienie rozowojowe
(Epilepsy) NDD e (Intelectual Disability/

Developmental Delay)

Epilepsy = NDDge ID/DD

NDD,.

Encefalopatie Padaczkowe
NDDg — Zaburzenia Neurorozwojowe + Padaczka
Zaburzenia Neurorozwojowe z padaczka
NDD, — Zaburzenia Neurorozowjowe z Nieokreslong Padaczka




Niepelnosprawnosc¢ intelektualna

,Miedzynarodowa Klasyfikacji Choréb”, dziesigte wydanie (ICD-10)
Amerykanskie Towarzystwo Psychiatryczne ,,Podreczniku Diagnostyki i Statystyki”,
czwarte wydanie (DSM-IV)

yyemm e nnaan i raaan s znacznie nizszy od przecietnego (IQ 70 i ponizej)
ogolny poziom funkcjonowania intelektualnego, ktoremu towarzyszy
istotne ograniczenie funkcjonowania przystosowawczego, co najmniej
w zakresie dwodch, sposréd nastepujacych rodzajow sprawnosci:
porozumiewania sie, troski o siebie, trybu zycia domowego, sprawnosci
spoteczno-interpersonalnych, korzystania ze Srodkéw zabezpieczenia
pracy, sposobow organizowania wolnego czasu (wypoczynku) oraz troski
o zdrowie i bezpieczenstwo.

Poczatek tego stanu musi wystapié przed 18 rokiem zycia”

Fundusze ; Oo . .
Europejskie ngﬁfpf’spm'ta g Instytut Unia Europejska
Wiedza Edukacja Rozwdj - otska Matki i Dziecka Europejski Fundusz Spoteczny
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Zespot Lamliwego Chromosomu X
(ang. Fragile X Syndrome)
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Karyotype: 46,Y.fra(X)[q27.3)




Zespot Downa - 47,XY, + 21

spowodowany trisomig chromosomow 21 pary
95% - regularna trisomia catego chromosomu

5% - translokacja czesci ramion q na chr. 13, 14, 15

(dodatkowa kopia genu dysmutazy nadtlenkwej SOD)

47, XX, +21

Zespot Lamliwego Chromosomu X (ang. Fragile X Syndrome; FXS)
- zespot monogenowy; mutacja genu FMR1, chr.X

CGG repeats
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FMRP

FXS - NI, Autyzm, Padaczka




Hamowanie Pobudzanie

GABA glutaminian
(kw. y-aminomastowy)
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Synapsy hamujace Synapsy pobudzajace

Presynaptic
glutamatergic terminal

Presynaptic
GABAergic terminal ~ | Synaptic cleft
G ) ! Actin

Recycling
endosomes
Microtuble

GABA vesicles - ¢
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Prenatal Infancy

Neuronal complexity through lif n
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Synaptic density

>
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Stages of brain developmen e of onset of mental disorder
Neuronal migration L Schizophrenias
Axonal and dendritic growth
Programmed cell death
Synaptogenesis [ Impulse-control disorders 1
Myelination
Process modeling/synaptic refinement

Architektura dorostego moézgu powstaje juz podczas formowania uktadu
nerwowego.

Pierwszymi procesami komérkowymi zachodzacymi w moézgu s3:
neurogeneza, migracja komérek, réznicowanie komoérek, synaptogeneza,
apoptoza neuronéw i przegrupowanie synaptyczne.

Na kazdym z tych etapoéw dochodzi do tworzenia i rearanzacji obwodow

i sieci neuronalnych, ktérych dalszy rozwéj w okresie postnatalnym jest
ksztaltowany dodatkowo przez interakcje mézg-srodowisko.




Synapsa GLU
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Zespot tamliwego Chromosomu - FMR1

zaburzenie poziomu syntezy biatek regulowanych przez FMRP

zaburzenie morfologii neuronéw
nierdwnowaga transmisji szlakow pobudzajacych i hamujacych

synapse
signalling

(Typical brain network) (Fragile X network)




Tuberous Sclerosis Fragile X Syndrome

%

Angelman Syndrome Down Syndrome




Zespot Retta

Zespot Retta (ang. Rett syndrome, Rett's disorder, RTT)

=, najczestsza przyczyna NI u dziewczynek

czesto$¢é wystepowania 1/10 000 - 1/23 000 dziewczynek

Zespot Retta to choroba neurorozwojowa o podiozu
genetycznym

Mutacje genu MECP2, chromosom X

Biatko MECP2 — MEthyl-CpG-Binding Protein 2

Dziewczynki rodzq sie zdrowe po 12-18 miesigcach
pozornie prawidtowego rozwoju psychoruchowego
nastepuje regres

NI

Zaburzenia mowy (utrata zadolnosci méwienia)

Utrata zadonosci manualnych, stereotypowe ruchy ragk
Brak koordynacji,

Atrofia konczyn dolnych, problemy z chodzeniem
Matogtowie (wtérne)

Padaczka (81%)

Problemy jelitowo-zotagdkowe, odechowe

Skrzywienie kregostupa

Przykurcze miesniowe




MECP2

- MECP2, biatko o nie do konca poznanej funkcji (MEthyl CpG binding Protein 2)
- regulacja ekspresji innych genéw (represor lub aktywator ekspresiji)
- réznicowanie komoérek nerwowych, synaptogeneza

Rett neuron

Normal neuron
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mMRNA protein

mMRNA protein

ogdlne zaburzenie transkrypcji i translacji neuronalnej




MECP2 - Related Disorders

1.Klasyczny zespét Retta

2.Zespot duplikacji MECP2 — NI, napady padaczkowe, zwiekszona
podatnosé na infekcje

3. Ciezka Encefalopatia noworodkowa zw. z MECP2
(MECP2-Related Severe Neonatal Encephalopathy, SNE)
chiopcy, ciezkie uszkodzenie mézgu, przezycie do 2 lat

4. Zespot psychozy-maniakalno depresyjnej, z objawami piramidowymi,
parkinsonizmem, makroorchiodyzm (PPM-X)
u wiekszosci mezczyzn NI

u kobiet nosicielek (rzadko) obserwuje sie NI w stopniu umiarkowanym

MECP2 - NI, Padaczka, Autyzm

Fundusze 3 Oo . ,
Europejskie ggf;g“m“ta g Instytut Unia Europejska
Wiedza Edukacja Rozwoj -

Muiki i D Zi ECkCI Europejski Fundusz Spoteczny




Zespot Retta

(99% mutacje de novo,
rodzinne przypadki mozaikowos¢)

-1 -2

. O

-1 -2 m-3 -4

Fundusze : Oo . .
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Zespot Retta jest czesto mylnie
diagnozowany jako autyzm, dzieciece
porazenie mozgowe baqdz niezbyt konkretnie
okreslone opoznienie rozwoju.

Wiekszos¢ dziewczynek wykazuje bardzo
intensywnq chec komunikowania sie
poprzez zachowanie spofeczne, oczy, gesty
i mowe ciafa, ale zawsze istnieje opoZnienie
w reakcyji.

Do chorych z Zespofem Retta nalezy mowic
Jak do osoby inteligentnej, pomimo czesto
wyraZnego braku reakcji z ich strony. Nie
bedac w stanie mowié, nie oznacza to, Ze nie
majq one nic do powiedzenia.

Fundusze
Europejskie
Wiedza Edukacja Rozwdj

Rzeczpospolita .% Instytut Unia Europejska
Polska Matkii Dziecka Europeiski Fundusz Spoteczny




PERVASIVE DEVELOPMENTAL DISORDERS
(AUTISM SPECTRUM DISORDERS)

Zaburzenia autystyczne

_ |

: |
AUTISTIC
DISORDER |
y | .
ASPERGER’S v CHILDHOOD
DISORDER DISINTEGRATIVE

PDD-NOS DISORDER
AUTYZM
ATYPOWY

Dzieciece Zaburzenie Dezintegracyjne
Po6zny poczatek >3 r.z.

utrata umiejetnosci

jezykowych, spotecznych, motorycznych
halucynacje

dyspraksja-niezdolnosci do planowania sekwencji ruchu i wszelkich dziatan, czesto wigze sie z problemami percepciji, jezyka i mysli
apraksja-niezdolnosci do wykonywania ztozonych i wczesniej wyuczonych precyzyjnych i zamierzonych ruchéw czy gestéw

Fundusze : @e ¢ .
Europejskie ngﬁfpmpm'te g Instytut Unia Europejska
Wiedza Edukacja Rozwéj - olska Matki i Dziecka Europejski Fundusz Spoteczny




Spektrum Zaburzen Autystycznych:

Choroba Autystyczna (forma klasyczna tzw. Autyzm)
opodznienie rozwoju mozliwosci jezykowych,
deficyty funkcjonowania spotecznego
nietypowe zachowania i zainteresowania
czesto niepetnosprawnos¢ intelektualna

Zespot Aspergera tagodniejsze objawy autyzmu
deficyty funkcjonowania spotecznego,
nietypowe zachowania i zainteresowania
zazwyczaj bez zaburzen jezykowych i niepetnosprawnosci intelektualnej

Calosciowe Zaburzenie Rozwoju nie zdiagnozowane inaczej, (autyzm atypowy)
objawy nie spetniajace wszystkich kryteriéw ani dla autyzmu, ani zespotu
Aspergera chorzy maja trudnosci w komunikaciji i funkcjonowaniu
spotecznym




,2Autyzm jest frustrujacy nie tylko dla rodzicow.
Jest frustrujacy takze dla naukowcéw”

Jest oczywistym, ze autyzm ma komponente genetyczna.

-choroba wystepuje rodzinnie

-wysoka zgodnosé (56-95%, 76-98% odziedziczalnosci) u bliznigt
monozygotycznych

-Populacyjnie szacowane ryzyko wystepienia ASD u rodzenstwa chorego
dziecka 2 -6%, jezeli nie mamy do czynienia z dziedziczeniem
monogenowym




GLU

GLU - Kwas glutaminowy (pobudzanie)

synapse
ynap GABA - Kwas y-aminomastowy (hamowanie)

z6lty — obroét pecharzykami synaptycznymi

zielony - formowanie i utrzymywanie synaps

czerwony - pobudliwos¢ neuronalna i przekazywanie sygnatu
fioletowy - receptory glutaminowe (Sciezki sygnatowe)




Analiza liczby kopii genu ILIRAPLI - NI w stopniu umiarkowanym

3__@ 3—_@ Pacjent z delecja fragmentu genu ILTRAPL1
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aCGH (oligo) u pacjenta z delecja fragmentu genu ILTRAPL1



ILIRAPLI

Biatko IL1RAPL1 posredniczy w formowaniu synaps poprzez trans-synaptyczne
oddziatywania z biatkiem PTPd

Synapse
Neuronal network  presynaptic terminal

:

¢

-
X

L. )

PTP3

: § ILIRAPL1
!

N\

post"synaptic terminal
IL1IRAPL1-PTP®
— indukuje réznicowanie pre- i postsynaptyczne

IL1RAPLA1
- selektywnie indukuje formowanie synaps pobudzajacych ( IL]RAPL] - NI Aufyzm
L (niektore formy)




Zaburzona réwnowaga

utworzenie zbyt utworzenie zbyt matej pomiedzy drogami
wielu liczby potaczen pobudzajacymi
potaczen synaptycznych i hamujacymi
synaptycznych .

N

\ %

. pobudzajace . hamujgce




MECP2 - Related Disorders

1. Klasyczny zespét Retta

Analiza morfologii tkanek mézgu post mortem pacjentéw z zespotem Retta wykazuje 12-34%
redukcje objetosci i masy mézgu.

Zmniejszenie gestosci kolcéw dendrytycznych i rozgatezien dendrytycznych

2. Zespot duplikacji MECP2 - NI, napady padaczkowe, zwiekszona
podatno$¢ na infekcje

Zespot rzadki mato dostepnych danych
Analiza morfologii tkanek mézgu post mortem sugeruje wystepowanie u pacjentow
makrocefalii + zwiekszona liczbe potgczen synaptycznych (synapsy pobudzajgce)

{ MECP2 — NI, Padaczka, Autyzm ]




Choroby Neurorozwojowe (NeuroDevelopmental Disorders)

Choroby ze spektrum autyzmu
(Autism Spectrum Disorders)

ASD

Niepetnosprawnos¢ intelektualna/
Padaczka Opodznienie rozowojowe
(Epilepsy) NDD e (Intelectual Disability/

Developmental Delay)

Epilepsy = NDDge ID/DD

NDD,.

Encefalopatie Padaczkowe
NDDgg — Zaburzenia Neurorozwojowe + Padaczka
Zaburzenia Neurorozwojowe z padaczka
NDD, — Zaburzenia Neurorozowjowe z Nieokreslong Padaczka




GENETYCZNE

Padaczka to wynik znanego defektu genetycznego.
Napady sa podstawowym objawem choroby.
[udowodnione badaniami molekularnymi i/lub o charakterze rodzinnym

czynniki genetyczne nie wykluczaja udziatu czynnikéw srodowiskowych]

choroby monogenowe, ktérych padaczka jest gtéwnym lub jedynym
objawem stanowia niewielki odsetek zespotéw padaczkowych (~10%)

STRUKTURALNO- METABOLICZNE

Padaczka zwigzana z wystepowaniem innego zaburzenia strukturalnego
(zaburzenia rozwojowe kory mézgowej, stwardnienie guzowate) lub
metabolicznego

padaczka jako jeden z wspotwystepujacych objawéw choroby
opisywana jest w ponad 200 chorobach o dziedziczeniu mendlowskim

O NIEZNANYM PODLOZVU

Padaczki, ktérych przyczynal/podioze nie zostato jeszcze poznane




Zespoty padaczkowe o wczesnym wieku zachorowania ?

Zespoty, ktérych objawy wystgpity <12 miesigca zycia chorego

Etiologia zespolty padaczkowych o weczesnym wieku zachorowania ?

Zaburzenia strukturalne, neurodegeneracyjne, metaboliczne
czynniki genetyczne (monogenowe i poligenowe/wieloczynnikowe).
Mutacje dziedziczne lub de novo

Encefalopatie padaczkowe




wczesnhodzieciece encefalopatie padaczkowe

wiekowo specyficzne zespoly katastroficznej padaczki,

o0 szczegolnie niekorzystnym rokowaniu charakteryzujgce sie
postepujacymi zaburzeniami funkcji poznawczych,
czuciowych i/lub motorycznych, wystepujagcymi
u poczatkowo prawidtowo rozwijajacych sie dzieci.

Objawy encefalopatii padaczkowych sg skutkiem napadow
padaczkowych oraz podklinicznych wytadowan, ktére uwaza
sie za czynnik uszkadzajgcy rozwijajacy sie mozg.

Fundusze ; Oo . .
Europejskie EZ‘—‘CZWSW‘*B g Instytut Unia Europejska
Wiedza Edukacja Rozwdj - olska Matki i Dziecka Europejski Fundusz Spoteczny




Mutacja genu Mutacja genu

l \

Zespot Objawy
padaczkowy Padaczka / napady | — wspétwystepujace

Padaczka / napady Encefalopatia z padaczkq
l objawy wspdiwystepujace i padaczka
Objawy y smzatlein.e ‘
. : objawy wspdtwystepujace nie sq
wspotwystepujace determinowane napadami

napady moga pogtebiaé objawy wspéiwyst.

Encefalopatia padaczkowa

objawy wspdiwystepujace
determinowane sq
czestoscia napadéw
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Mutacje dominujace de novo

analiza riosow

warianty
heterozygotyczne
nie wystepujace u rodzicow

Strategia identyfikacji podioza
w sporadycznych przypadkach NI

Wykluczenie patogennych CNV oraz zespotu kruchego chr. X

WES
mapowanie odczytow, 21755
identyfikacja wariantow

Filter 1

wykluczenie wariantéw nieistotnych
(synonimiczne) 5 640

1 .

—_—

Filter 2

wykluczenie wariantéw czestych 143

I

—— >

Filter 3

wykluczenie wariantow 5
odziedziczonych

v




Choroby monogenowe

Mutacje dominujace
de novo

1l




Podtoze padaczki - ewolucja koncepcji

Padaczki

genetycznie
uwarunkowane

padaczki
monogenowe

Idiopatyczne

Padaczki
padaczki nabyte
dziedziczeniu
poligenowym

v

Padaczki
objawowe

(niedotlenienie, trauma,

urazy, malformacje
naczyn)

wg. Helbig I Beyond the ion channel; ILAE Blog 2014




Mutacje dominujace de novo

analiza #riosow

Follow-up
T N\ ~Strategia wspolnych wariantow”
[ !
l ,
I 4 ‘S\‘I 4 -\.Ih
l S _,/" w— \ J‘I

warianty
heterozygotyczne
nie wystepujace u rodzicow

wspolne warianty

. . . . heterozygotyczne
Kazda osoba, chora czy zdrowa jest nosicielem

4-5 eksonowych mutacji de novo




vezesna ) Zespol Dravet
encefalopatia miokloniczna SCN1A

PIGA, SETBP1, SIK1, SLC25A22 (GABRA1, GABRG2, HCN1, KCNA2

SCN1B, STXBP1, PCDH19) Padaczka z napadami

miokloniczno-atonicznymi
Encefalopatie SLC2A1, SLC6A1
: C i GABRA1,GBRG2,SCN1A,SCN2A,
padaczkowe o wezesnyp Padaczka z napadami zgigciowymi
poczatku CDKL5
KCN§2c CNA2D2 SCN2A ALG13, DNM1, FOXG1 duplications, GABRA1,
AARS, CACNA2D
’ ’ STXBP1,GNAO1 \ GABRB3, GRIN1, GRIN2A, GRIN2B, IQSEC2, KCNT1, .
NECAP1, PIGA, ARX, DOCK7,  |MAGI2, MEF2C, NEDDL4, NDP, NRXN1, PIGA, PLCB1, Zesp6t Lennoxa-Gastaut
QARS, SCN8A SLC25A22, PTEN, SCA2,SCN1A, SCN2A, SCN8A, SETBP1, SIK1,
SLC35A2, SLC25A22, SLC35A2, SPTAN1, ST3GALS3, ALG1,DNM1,FLNA, GABRB3,GLI3
WWOX STXBP1, TBC1D24, TCF4 HNRNPU,SCN1A,SCN2A,

SCNB8A, STXBP1
Zespot Ohtahara

KCNQ2
KCNT1, PIGQ

Padaczka z migrujacymi
napadami ogniskowymi u niemowlat

KCNT1, SCN2A, SCN1A Spektrum padaczki
PLCB1, QARS, SCN8A, SLC25A22, TBC1D24, z afazja

SLC12A5 GRIN2A

nne zespoly — gtéwnie padaczki miokloniczne

wiek zach. <1 r. EEF1,MEF2C, SCN1A, SLC2A1, SPTAN1, SYNGAP1, TBC1D24
wiek zach. >1 r. CHD2, MEF2C, SYNGAP1, UBE3A

nne zespoty — gtéwnie padaczki wieloogniskowe

wiek zach. < 6 m. ARHGEF9, DEPDC5, SCN1A, TBC1D24, PNKP1, SLC2A1
wiek zach. 6 — 12 m. ARHGEF9, DEPDC5, FOXG1 mut., MBDS, PIGO, SLC13A5
wiek zach. >1r. ARHGEF9, DEPDC5, MBD5, PCDH19, POLG, TNK2, ZEB2

0 miesiecy 3 miesigce 6 miesiecy 1rok 2 lata 4 lata
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o spec;:“‘?:: oY "ﬁﬂ",.f,'z",i"kf,',fcz choroby neurologiczne choroby neurologiczne
(podmeme mutacji oL o heferogennym o niespecyficznym
w konkretnym genie) podiozu genetycznym obrazie klinicznym
Neuropathy Epilepsy

il

Congenital Motor neuron  Ataxias Spasticity
-— myasthenia
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,Geny zespotu Dravet”

PCDH(19
(EIEEY)

GABRAI

(515519)

Zespo6t Dravet
(fenotyp)

SCNEA
(EIEES8)

(EIEES)




Genetic testing in diverse mendelian neurologic disorders

] Targeted panels and
Congenital candidate genes
AR [] Whole exome or
“ whole genome
eriodic
paralysis

Developmental




Standardowe postepowanie diagnostyczne EIEEs

Dane kliniczne Dane genetyczne
wydajnos¢ AR IR
diagnostyczna 2019 e & 0
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EEG Niska 4% Kariotyp |.. o« . o ™

Metabolity 5% <16% Array

MRI Niska Niska

20 — 30% Panel

>30% -50% WES e
(WES Trio) = E===




Whole-genome sequencing Whole-exome sequencing Targeted-panel sequencing
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DNA sequencing

Cluster generation

— AGGTCGTTACGTA Data
— GACCTACAT@AGT analysis
I B GCATGACAAAGCT

wariantow

)

Czy zidentyfikowany konkretny
-1 wariant/mutacja w konkretnym
genie odpowiada za chorobe

pacjenta




