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Zastosowali$my macierzowg poréwnawczg hybrydyzacje genomowa, aby zmapowac zmiany liczby kopii DNA u 94
pacjentéw z zespotem cri du chat, ktérzy zostali doktadnie zbadani pod katem obecnosci charakterystycznego ptaczu,
opé6znienia mowy, dysmorfologii twarzy i poziomu uposledzenia umystowego (MR). Wiekszos¢ badanych miata proste
delecje obejmujace 5p (67 terminalnych i 12 Sr6dmigzszowych). Korelacje genotyp-fenotyp zlokalizowaty region zwigzany z
ptaczem do 1,5 Mb w dystalnym 5p15.31, pomiedzy sztucznymi chromosomami bakteryjnymi (BAC) zawierajagcymi markery
D552054orazD55676,0p6znienie mowy do 3,2 Mb w 5p15.32-15.33, miedzy chromosomami BAC zawierajacymiD55417oraz
D55635;a region zwiazany z dysmorfologia twarzy do 2,4 Mb w 5p15.2-15.31, miedzy BAC zawierajgcymiD55208orazD552887.
Wyniki te pokrywajg sie i udoskonalaja wyniki zgtoszone w poprzednich publikacjach. MR zalezato w przyblizeniu od
wielkosci i lokalizacji delecji 5p, ale byto wiele przypadkow, w ktérych opéznienie byto nieproporcjonalnie powazne, biorac
pod uwage delecje 5p. We wszystkich 15 z tych przypadkow, okoto dwdch trzecich pacjentéw z ciezkim op6znieniem,
stwierdzono, oprécz delecji 5p, aberracje liczby kopii. Ograniczenie rozwazan do pacjentéw z tylko delecjami 5p wyjasnito
wplyw takich delecji i zasugerowato obecnos¢ trzech regionéw, MRI-III, o r6znym wplywie na opdznienie. Delecje
obejmujace MRI, obszar 1,2 Mb naktadajacy sie na wczesniej zdefiniowany region krytyczny cri du chat, ale nie obejmujacy
MRII i MRIII, spowodowaty umiarkowany poziom opéznienia. Delecje ograniczone do MRII, zlokalizowane tuz obok MRI,
powodowaty tagodniejszy poziom opdznienia, podczas gdy delecje ograniczone do jeszcze bardziej proksymalnego MRIII nie
powodowaty dostrzegalnego fenotypu. Jednak MR zwiekszyt sie, gdy delecje, ktére obejmowaty MRI, rozszerzyly sie
stopniowo na MRII i MRIII, a MR stat sie gtebszy, gdy wszystkie trzy regiony zostaty usuniete.

Wstep

Delecje na chromosomie 5p prowadzg do réznych wad
rozwojowych, przy czym wiekszo$¢ przypadkow jest
klasyfikowana jako zespét cri du chat (MIM 123450) (Niebuhr
19784). Te delecje moga by¢ terminalne lub srédmiagzszowe i
czasami wystepujg w kontekscie ztozonego cytogenetycznie
kariotypu (Sreekantaiah i wsp. 1999). Zesp6t Cri du Chat ma
kilka elementéw fenotypowych, w tym charakterystyczny
ptacz, ktéry nadaje zespotowi nazwe, dysmorfologie twarzy,
opdznienie mowy i opdznienie umystowe (MR). Kilka
wczesniejszych badan powigzato zasieg usunietego
segmentu w 5p z fenotypem (Overhauser i wsp. 1994;
Church i wsp. 1997; Marinescu i wsp. 1999g; Mainardi i in.
2001). Jednak badania te przyniosty nieco niespojne wyniki i
sub-
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kontrowersje dotyczgce zwigzku MR z usunietym regionem.
Réznice w wynikach sg prawdopodobnie spowodowane
kombinacjg czynnikéw, w tym niespdjng oceng fenotypu
przez wielu obserwatoréw, brakiem uwzglednienia
zaleznosci od wieku znaczenia niektérych cech
fenotypowych oraz ograniczeniami technik analitycznych
stosowanych do oceny genotypu (Wilkins i wsp. 1983;
Church i wsp. 1995; Marinescu i wsp. 1999g; Johnson i in.
2000). W niniejszym opracowaniu zajmujemy sie wszystkimi
tymi potencjalnymi problemami.

Wczesdniejsze analizy genotypowe wykorzystywaty
konwencjonalng cytogenetyke, FISH, markery polimorficzne,
a ostatnio takze poréwnawczg hybrydyzacje genomowg
opartg na chromosomach (CGH) (Marinescu i wsp. 19995;
Levy i in. 2002) wykrywanie i okreslanie charakteru aberracji.
Konwencjonalna analiza cytogenetyczna zapewnia przeglad
catego genomu, ale ma ograniczong rozdzielczo$¢. W
zwigzku z tym granice aberracji moga by¢ niedoktadnie
ustalone, mate usuniecia mogg zostac przeoczone, a ztozone
aberracje niewtasciwie zidentyfikowane. FISH i markery
polimorficzne umozliwiajg doktadng ocene aberracji i
mapowanie aberracji w stosunku do sekwencji genomu, ale
wymagajg znacznego wysitku, poniewaz
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sondy muszg by¢ oceniane indywidualnie lub w matych
grupach. Tak wiec badania duzej liczby loci i prébek sg
bardzo pracochtonne. Chociaz chromosom CGH jest w
stanie przeszukiwac caty genom pod katem zmian liczby
kopii DNA w pojedynczej hybrydyzacji, jego rozdzielczos¢
jest ograniczona do~5-10 Mb, a wynikéw nie mozna
mapowacd bezposrednio na sekwencje genomu.

Ostatnio wraz z innymi opracowali$my metody wykonywania
CGH na mikromacierzach (Solinas-Toldo i wsp. 1997; Pinkel i
wsp. 1998; Pollack i wsp. 1999; Snijders i wsp. 2001; Fiegler i
wsp. 2003). Nasze macierze wykorzystujg elementy macierzy
wykonane z klonéw genomowych o duzej wstawce, takich jak
BACS i PACS, i majg wystarczajgcg precyzje pomiaru, aby
umozliwi¢ niezawodne wykrywanie aberracji pojedynczej kopii
wplywajacych na poszczegoélne klony. Lokalizacja kazdego klonu
w sekwencji genomu jest okre$lana przy uzyciu znacznika
sekwencji, takiego jak STS lub sekwencja koricowa.
Rozdzielczo$¢ uzyskana z takg macierzg jest okreslona przez
odstepy genomowe miedzy klonami i dlugo$¢ klonu.
Rozdzielenie utamka dtugosci BAC mozna uzyska¢ przy uzyciu
naktadajacych sie klonéw (Albertson i wsp. 2000).

W niniejszym badaniu zastosowaliSmy macierzowg
CGH do analizy genomowego DNA 94 pacjentéw, u
ktorych wiekszos$¢, za pomocg konwencjonalnej
cytogenetyki i FISH, wykazata delecje w 5p. Te okazy
zostaty wybrane ze zbioru przypadkéw z delecjami 5p,
ktére zostaty poddane szczegdtowej ocenie
fenotypowej ze spéjnymi kryteriami (Niebuhr 19785;
niepublikowanych wynikéw autoréw), przed naszg
analizg. Oceny przeprowadzono w r6znym wieku dla
wiekszosci pacjentéw, tak aby fenotyp mozna byto
ustali¢ na etapie rozwoju, w ktérym jest najlepiej
oceniany. Podzbiory tych przypadkow zostaty
uwzglednione we wczesniejszych badaniach korelacji
genotyp-fenotyp z efektem delecji 5p (Overhauser i
wsp. 1990, 1994; Church i wsp. 1995, 1997). Nasze
wyniki pokazujg warto$¢ macierzy CGH w ocenie tych
pacjentéw i pozwalajg nam wyjasni¢ i udoskonali¢
korelacje genotyp-fenotyp dla MR, opdznienia mowy,
dysmorfologii twarzy i ptaczu w zespole cri du chat.

Metody

Pacjenci z zespotem Cri du Chat

Badani zostali wybrani z grupy1150 pacjentéw z delecjami 5p,
ktérzy byli intensywnie badani przez jednego z nas (EN) w ciggu
ostatnich kilkudziesieciu lat. Badani byli wtgczani, jesli dostepne
byty szczegétowe dane kliniczne i genomowe DNA. Aby utatwié
dodatkowe badania, przeanalizowalis$my tylko te osoby, ktérym
wczesniejsze badania dostarczyty wiedzy o rodzicielskim
pochodzeniu aberracyjnego chromosomu i hybrydach komérek
somatycznych z nieprawidtowym chromosomem 5 i dla ktérych
dostepny byt rodzinny genomowy DNA. W przypadku wiekszosci
przedmiotéw wyniki zjazdu
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dostepne byty analizy cytogenetyczne. Tabela 1
zawiera liste 94 kwalifikujgcych sie oséb i obejmuje
ocene fenotypowg, konwencjonalng ocene
cytogenetyczng oraz wyniki macierzy. (Tabela AT w
dodatku A [tylko online] zawiera elektroniczng wersje
tabeli 1; mozna jg otworzy¢ w programie Microsoft
Excel w celu manipulacji danymi i wykreslania.)
Numery pacjentéw 1-69 odnoszg sie do kolejnych (w
momencie diagnozy) rodzin dunskich. Osoby z
numerami -100 pochodza z innych krajéw — pacjenci
100-117 z Norwegii, pacjenci 201-256 z Anglii,
pacjenci 300 z Czechostowacji i pacjenci 402 z Australii
— i zostali skierowani do bardziej szczeg6towej oceny
klinicznej i cytogenetycznej. Tak wiec te przypadki
reprezentujg quasi-losowg prébe oséb z delecjami 5p.

Cechy fenotypowe zostaty ocenione przez jednego
obserwatora (EN), tak aby kryteria klasyfikacji byty
stosowane jednolicie. Poniewaz aspekty fenotypu moga sie
zmienia¢ podczas rozwoju, wiekszos¢ pacjentédw oceniano w
wieku <5 lat i ponownie w wieku15 lat. Obecnos¢ lub brak
cechy fenotypowej oznaczono odpowiednio ,Y” lub ,N" w
tabeli 1. Brak danych oznaczono literg ,ND". Poniewaz cechy
fenotypowe mogga zaleze¢ od wieku, obecnos¢ Y dla kazdej
grupy wiekowej klasyfikowata badanego jako pozytywne dla
tej cechy fenotypowej. Na przyktad ptacz i dysmorfologia
twarzy sg najbardziej wyrazne, gdy pacjenci sg mtodzi, wiec
utrata tych fenotypow w starszej grupie nie zostata uznana
za znaczaca. Kilku pacjentéw nie wykazywato okreslonego
fenotypu w jednym przedziale wiekowym (nieobecnos¢
oznaczona jako ,N"), a dane nie byty dostepne w drugim, co
powodowato niepewnosc¢ co do ich statusu fenotypowego.
Takie przypadki zostaty wytgczone z ustalen dotyczgcych
zwigzku tej cechy z genotypem. Tak wiec pacjenci 18, 45, 56,
112, 1117 nie wykorzystano do okreslenia regionu ptaczu, a
pacjentéw 56 i 112 nie wykorzystano do okre$lenia regionu
genomowego zwigzanego z dysmorfologig twarzy. Do
ustalenia regionu opdznienia mowy nie brano udziatu
pacjentéw z najpowazniejszymi wadami psychicznymi,
poniewaz ich zdolnos¢ méwienia mogta by¢ uposledzona z
innych powoddw. Tak wiec pacjent 45 nie zostat
wykorzystany do zlokalizowania komponentu mowy
fenotypu.

Oceny rozwoju psychomotorycznego okreslajgce nasilenie
MR byty oparte na osobistych obserwacjach (wedtug EN),
informacjach pisemnych, testach psychologicznych,
informacjach o wynikach w szkole itp. MR jest trudna do oceny u
matych dzieci, wiec tylko pacjenci z danymi w wieku1Do korelacji
MR z delecjg wykorzystano 5 lat. Tak wiec pacjenci 22, 225 i 231
zostali wykluczeni z tej analizy. Stopiert MR wskazywany byt za
pomoca skali numerycznej, ktéra wahata sie od 0 (bez zmian) do
7 (w duzym stopniu
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dotkniety). Ogolne kryteria dla kazdej klasyfikacji sg
wymienione w tabeli 2. Niepewnos¢ tych ocen jest
szacowana na zakres od -0,5 na dolnym koncu skali
do -1,0 na gérnym koncu.

Tablice. —Tablice do analizy 5p w wysokiej rozdzielczosci
zawieraty elementy wytworzone z klonéw BAC, P1 i PAC, ktére
zostaty wyselekcjonowane za pomocg genetycznie
zmapowanych markeréw STS (Hudson i wsp. 1995; Peterson i
wsp. 1999), a takze zmienna liczbe klonéw zlokalizowanych na
inne chromosomy, ktére zostaty uzyte do normalizacji i do
wykrywania innych aberracji. Lokalizacje wszystkich klonéw sg
oparte na zamrozeniu ludzkiego genomu przez Uniwersytet
Kalifornijski w Santa Cruz (UCSC) z lipca 2003 roku. Gestos¢
zasiegu w 5p byta najwyzsza w regionach wczesniej
zdefiniowanych jako wazne w zespole cri du chat. 55 klonéw,
ktére obejmowaty wszystkie aberracje 5p stwierdzone u tych
pacjentdéw, wymieniono w tabeli 3. (Tabela A2 w dodatku A
[tylko online] zawiera elektroniczng wersje tej tabeli; mozna ja
otworzy¢ w programie Microsoft Excel w celu manipulacji
danymi i wykre$lania . ) Po ukoriczeniu sekwencji genomu
byliSmy w stanie doktadnie odwzorowa¢ wiekszos¢ klonéw.
Jednak pozycje sekwencji kilku musiaty by¢ interpolowane na
podstawie informacji z mapy genetycznej. Wszystkich pacjentéw
analizowano na macierzach, ktére zawieraty 55 klonéw w 5p
oraz dodatkowe 100-300 klonéw w innych lokalizacjach.
Trzydziestu siedmiu pacjentéw zostato réwniez
przeanalizowanych na réznych wersjach tablic, ktére zawieraty:
~1750-2000 klonéw rozmieszczonych w catym genomie
(Snijders i wsp. 2001), aby ustali¢, czy wystapity aberracje
dotyczace innych chromosoméw. Niektére z tych wiekszych
macierzy nie zawieraty petnego zestawu klonéw 5p.

DNA dla elementéw macierzy izolowano z klonéw i
amplifikowano przez PCR tgcznik-adapter. Produkty PCR
zawieszono w 20% dimetylosulfotlenku w wodzie o stezeniu~0,8
mg/ml (Snijders et al. 2001) i zostaty naniesione na szkietka
powlekane chromem za pomocg zbudowanej na zamdéwienie
drukarki wykorzystujacej szpilki do drukowania z rurka
kapilarng (materiat niepublikowany autoréw). Dla kazdego
klonu wydrukowano trzykrotne sgsiednie plamki. W przypadku
mniejszych tablic wydrukowano dwa zestawy trzech
egzemplarzy w szeroko oddzielonych miejscach tablicy.

Hybrydyzacja i analiza macierzy CGH. —Cate genomowe DNA
wyizolowano z krwi obwodowej pacjentéw i osobnikéw
kontrolnych przy uzyciu standardowych technik. DNA
znakowano za pomocg translacji nick (1mg) (Pinkel i wsp. 1998)
lub losowe wydtuzenie startera (0,5mg) (Snijders i wsp. 2001).
Do znakowania zastosowano fluorochromy bezpos$rednio
sprzezone z dCTP. Niektére pomiary wykorzystywaty
fluoresceine i czerwien teksanska (lub Alexa 594), podczas gdy
inne wykorzystywaty Cy3 i Cy5 do oznaczenia odpowiednio
genomu testowego i referencyjnego.

Oznaczone testowe i referencyjne genomowe DNA wraz z 50mg DNA
Cot-1, dotgczonego w celu zahamowania hybrydyzacji powtarzajacych sie
sekwencji, wytrgcono etanolem i ponownie zawieszono w mieszaninie
hybrydyzacyjnej do ostatecznej mieszaniny
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50% formamidu/10% siarczanu dekstranu/2# SSC/1%-4% (v/v)
SDS do catkowitej objetosci~50ml. Mieszanina hybrydyzacyjna
zostata podgrzana do 70 °C w celu denaturacji DNA, a
temperatura zostata obnizona do 37 °C przez ~1 godz., aby
umozliwi¢ reasocjacje powtarzajgcych sie sekwencji. W celu
hybrydyzacji wokét matrycy utworzono niskg bariere wykonang
z cementu kauczukowego. Mieszanina hybrydyzacyjna zostata
nastepnie natozona na macierz i macierz zostata umieszczona w
szczelnie zamknietej komorze, ktéra pozostawiata gérna
powierzchnie ptynu wolng. Hybrydyzacja przebiegata przez 16-
48 godzin na wolno kotyszacym sie stole w temperaturze 37 C
(Pinkel i wsp. 1998). Po hybrydyzacji macierze szybko przemyto
strumieniem buforu PN (0,1 M fosforan sodu; 0,1% nonidet P40;
pH 8) w celu usuniecia wiekszosci roztworu hybrydyzacyjnego;
nastepnie zanurzono je w 50% formamidzie/2# SSC w 45°C na
15 min, po czym przeprowadzono koricowe ptukanie w buforze
PN o temperaturze pokojowej przez 15 min. Po przemyciu
macierzy roztwér 90% glicerolu i 10% buforu fosforanowego, pH
9, zawierajacy TmM barwnika DNA DAPI (4-,6-diamidyno-2-
fenyloindol) natozono na kazdg macierz i dodano szkietko
nakrywkowe. DAPI zabarwit plamki w macierzy, czyniac je
widocznymi niezaleznie od sygnatéw hybrydyzacji.

Macierze zostaty zobrazowane w niestandardowym
systemie obrazowania CCD (Pinkel et al. 1998;
niepublikowane dane autoréw). OtrzymaliSmy obrazy DAPI
plus Cy3 i Cy5 lub obrazy fluoresceinowe i teksarisko-
czerwone, w zaleznosci od tego, ktéra para barwnikéw
zostata uzyta do oznaczenia genomu testowego i
referencyjnego. Cata macierz byta zawarta w jednym obrazie
CCD. Do wiekszosci analiz wykorzystano oprogramowanie
do analizy obrazu UCSF SPOT (Jain i wsp. 2002). Program ten
okreslit potozenie plamek tablicy za pomocg obrazu DAPI i
obliczyt intensywnos¢ testu i odniesienia kazdego piksela w
kazdym miejscu, po odjeciu lokalnego tta. Stosujemy
stosunek catkowitej (odjetej od tta) intensywnosci testu do
catkowitej (odjetej od tta) intensywnosci referencyjnej jako
miare wzglednej liczby kopii dla kazdego miejsca i
usredniamy stosunki powtdrzen. Nie dokonano zadnych
korekt obliczeniowych (np. korekcji cieniowania, normalizacji
najnizszej, normalizacji zaleznej przestrzennie i normalizacji
specyficznej dla klonu) ani w obrazach, ani w danych
proporgji. Kryteria jakosci, w tym korelacja sygnatow
testowych i referencyjnych w miejscu, zostaty zastosowane
do rozpoznania sygnatéw problematycznych. Ogélnie plamy
z korelacjgr0,8 zostaty odrzucone. Klony z SD1Z analizy
usunieto 0,2 dla powtoérzen. W wiekszosci przypadkéw SD
powtdérzonych miejsc wynosito !0,02. Odrzucono réwniez
pomiary klonéw z tylko jednym z powtdrzen, ktére
przetrwaty kontrole jakosci. Zastosowano ogdlny
wspoétczynnik normalizacji, tak aby mediana logzstosunki lub
mediana liniowego stosunku elementéw tablicy w dwéch
kopiach na komoérke ustawiono odpowiednio na 0 lub 1.



Tabela 1

Podsumowanie danych pierwotnych dla 94 oséb z zespotem Cri du Chat

BGODZINA
PHENOTYP PAN (Mb/klon nr.b)

PATIENT Plakac. Dysmorfologia twarzy. Opéznienie mowy LEVEL CKONWENCJONALNECYTOGENETYKAa Proksymalnas dystalna

1 T/T T/T Y 5 46,XY,del(5)(p14.3)* 20,837/39

3 T/T T/T Y 6,5 46,XY,del(5)(p13.3)* 30,726/51

4 T/T T/T Y 6 46,XY,der(5)t(5;22)(p14.2;p13)p 30.022/44

5 /T T/T Y 55 46,XY,del(5)(p14.3)* 17.500/37

6 T/T T/T Y 6 46,XX,del(5)(p14.1)* 23.276/41

8 T/T T/T Y 6 46,XY,del(5)(p14.1)* 25,841/42

9 /T T/T Y 7 45,XX,dic(5;13)(p13.3;p12)* 31.942/45

10 T/T T/T Y 55 46,XX,del(5)(p14.2)* 21.797/40

11 ND/Y T/T Y 55 46,XX,del(5)(p14.1)* 30.022/44

12 ND/Y T/T Y 55 46,XX,del(5)(p14.3)* 18,336/38

13 T/T T/T Y 6 46,XX,del(5)(p13.3)* 33.428/49

14 T/T T/T Y 6 46,XY,del(5)(p13.3)* 30.022/44

15 T/T T/T Y 5 46,XX,del(5)(p14.3)* 20,837/39

16 T/T tak/nie Y 6,5 46,XX,der(5)t(5;8)(p14.1;p22)* 31,751/46

17 T/T T/T Y 6 46,XX,del(5)(p14.1)* 25,841/42

18 ND/N taknie N 6 46,XY,del(5)(p14.1p15.31)*IN 30.022/44 8.021/15
20 T/T T/T Y 6 46,XX,del(5)(p14.1)* 31,751/46

21 T/T T/T Y 55 46,XX,del(5)(p14.3)* 18,336/38

22 T/ND T/ND Y NAmi 46,XX,dodaj(5)(p14.3)* 21.797/40

23 T/T T/T Y 6 46,XY,del(5)(p14.1)* 30.022/44

24 T/T takinie Y 7 46,XX,dodaj(5)(p14.1)mat 21.797/40

25 T/T taknie Y 7 46,XX,dodaj(5)(p14.2)* 18,336/38

26 T/T T/T Y 6 46,XY,del(5)(p14.1)* 31,751/46

27 T T Y 6 46,XY,del(5)(p13.3)* 33.428/49

28 T/T T/T Y 5 46,XX,del(5)(p14.3)* 20,837/39

30 T/T T/T Y 55 46,XX,del(5)(p14.3)* 20,837/39

31 T/T T/T Y 6 46,XX,del(5)(p13.3)* 31.942/45

35 T/ND T/ND Y 6,5 45,XY,der(5)t(5;,14)(p14.2;912),-14,mat 23.276/41

36 T/T T/T Y 6 46,XX,del(5)(p14.1)* 30.022/44

37 T/T T/T Y 6 46,XX,del(5)(p14.1)* 30.022/44

38 T/T T/T Y 5 46,XX,del(5)(p15.1)* 18,336/38

39 /T T/T Y 6 46,XX,del(5)(p14.1)* 30.022/44

40 T/T T/T Y 5 46,XY,del(5)(p15.1)* 16.684/33

42 T/T T/ND Y 3 46,XX,del(5)(p15.2)* 11.035/28

44 /T T/ND Y 3 46,XX,del(5)(p15.2)* 11.035/28 1.207/1
45 ND/N N/N Y 7 46,XY,der(14)t(5;14)(q11;p13) del(5)(p14.3p15.31)* 17.500/37  14.929/30
48 tak/nie tak/nie Y 6,5 46,XY,dodaj(5)(p14.2)* 16.684/33

49 T/T T/T N 5 46,XX,der(5) ins(15;5)(q22;p14.3p15.31)mat 26.794/43 5,945/12
50 T/T T/T Y 6 46,XX,del(5)(p14.1)* 31.942/45

51 N/N N/N N 0 46,XX,del(5)(p13.3p14.1)mat 31.942/45  18,336/38
52 T/T T/T Y 6,5 46,XY,del(5)(p13.3)* 31,751/46

54 T/T T/T Y 5 46,XX,del(5)(p15.1)* 16.684/33

55 T/T T/T Y 5,5 46,XX,der(5)t(5;13)(p14.3;p12)mat 20,837/39

56 ND/N ND/N ND 6 46,XY,der(5)t(5;7)(p14.1p21)? del(5)(p14.1p15.1)?del(7)* 26.794/43 8.021/15
58 T/T T/T Y 6 46,XX,del(5)(p14.1)* 30.022/44

59 /T T/T Y 5 46,XX,del(5)(p14.3)* 23.276/41

60 T/T T/T Y 5 46,XY,del(5)(p14.2)* 20,837/39

63 T/T T/T Y 5 46,XX,rec(5)del(5)(p14.2) inv(5)(p14.1p15.1)mat 21.797/40

66 T/T T/T Y 6 46,XX,del(5)(p14.2)* 23.276/41

68 T/T T/T Y 6 46,XY,del(5)(p14.1)* 25,841/42

101 T/T T/ND Y 2,5 46,XX,del(5)(p15.2)* 11.035/28

102 T/T T/T Y 5 46,XX,del(5)(p14.2p15.33)* 23.276/41 3.174/4
104 T/T T/T Y 6,5 46,XY,del(5)(p13.3)* 32.162/48

105 T/T T/T Y 5 46,XX,del(5)(p14.3)* 17.224/36

107 T/T T/T Y 6 46,XY,del(5)(p13.3)* 33.428/49

109 T/T T/T Y 55 mos 46,XX,del(5)(p14.1)/del(5)(p15.2)* 25,841/42

110 T/T T/T Y 6,5 46,XX,del(5)(p13.3)* 30,726/51

1M1 T/T T/T Y 6 46,XY,del(5)(p14.1)* 25,841/42

112 ND/N ND/N N 1 46,XX,del(5)(p14.2p15.2)* 23.276/41 11.435/27
113 /T T/T Y 5 46,XX,del(5)(p14.1)* 23.276/41

114 N/N N/N N 2 46,XY,del(5)(p14.2p15.2)* 23.276/41 11.360/26
115 T/T T/T Y 5 46,XX,del(5)(p15.2)* 11.035/28

117 ND/N N/N Y 3,5 46,XY,del(5)(p15.31)* 9.288/18

201 T/T taknie Y 7 46,XY,dodaj(5)(p14.3)* 17.224/36

202 T/T T/ND Y 2,5 46,XY,del(5)(p15.2)* 11.435/27

(nieprzerwany)
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BGODZINA
PHENOTYP PAN (Mb/klon nr.»)
PATIENT Plakac. Dysmorfologia twarzy: Opdznienie mowy LEVEL CKONWENCJONALNECYTOGENETYKAa Proksymalnas dystalna
203 /T T/T Y 6 46,XY,del(5)(p13.3)* 30.022/44
205 /T T/T Y 5 46,XY,del(5)(p14.2)* 21.797/40
206 /T T/ND Y 7 46,XX,dodaj(5)(p14.3)pat 18,336/38
209 /T T/T Y 6 46,XX,del(5)(p13.3)* 31,751/46
210 /T T/T Y 7 46,XX,del(5)(p14.1)pat 25,841/42
212 /T T/T Y 6,5 46,XY,del(5)(p14.1)* 30.022/44
213 /T T/T Y 5 46,XX,del(5)(p14.2)* 20,837/39
214 T T/T Y 5 46,XX,del(5)(p14.2)* 17.224/36
215 T/T taknie Y 7 46,XX,der(5)t(4;5)(q32;p14.3)* 14.929/30
216 /T T/T Y 5 46,XX,del(5)(p14.2)* 20,837/39
218 /T T/T Y 6,5 46,XX,dodaj(5)(p14.3)pat 17.500/37¢
219 T/T T/T Y 6,5 46,XY,del(5)(p14.1)* 25,841/42 1.207/1
221 /T T/T Y 5 46,XX,del(5)(p14.2)* 18,336/38
222 T/T T/T Y 6 46,XY,del(5)(p14.1)* 26.794/43
223 /T T/T Y 6 46,XX,del(5)(p13.3)* 33.428/49
225 T/ND T/ND Y 44 46,XY,del(5)(p14.3p15.31)* 21.797/40 3.174/4
228 /T T/T Y 6 46,XY,add(5)(p15.2)pat 11.035/28
229 /T T/T Y 7 45,XX,dic(5;22)(p13.2 p12)* 33.428/49
231 T/ND T/ND Y 3,5¢ 46,XX,del(5)(p15.1)* 15.679/31
232 /T T/T Y 6,5 46,XX,del(5)(p13.3)* 31.942/45
250 /T T/T Y 5 46,XX,del(5)(p14.1)* 26.794/43
251 /T T/T Y 6,5 46,XX,del(5)(p13.3)* 30.022/44
252 N/N N/N N 5 46,XY,del(5)(p15.1p15.31)* 15,872/32 6.365/13
253 /T T/T Y 5 46,XY,r(5)(14,3935,3)* 20,837/39
254 /T T/T Y 5 46,XY,del(5)(p14.3)* 20,837/39
255 /T T/T Y 6,5 46,XY,dodaj(5)(p14.2)* 20,837/39
256 /T T/T Y 55 46,XX,del(5)(p13.3)* 30.022/44
300 /T T/T Y 5 46,XY,del(5)(p14.1)* 25,841/42
402 /T T/ND Y 3 46,XY,del(5)(p15.2)* 11.035/28

NoTe.—Ypobecny fenotyp. Npbrak fenotypu. NDpniezdeterminowany.

aGwiazdka (*) wskazuje przypadki de novo (tacznie 83; 78% ze strony ojca, 22% ze strony matki). Pozostate 11 przypadkéw to przypadki rodzinne.

sNumer klonu pochodzi z tabeli 3.

<Obecnos¢ lub nieobecnos$¢ w wieku >5 lat/obecnos¢ lub nieobecno$¢ w wieku pacjentat5s lat.
dNieusuniety klon na granicy usuniecia 5p. Jesli wystepuje delecja Srédmigzszowa, wskazane sg proksymalne i dystalne granice delecji. Klony graniczne moga mie¢
podwyzszong liczbe kopii, poniewaz na granicach delecji wystepuja pewne duplikacje (tabela 4).

miPacjent nie zyje; Poziom MR niedostepny (NA).

iGtosna prébka. Wielokrotne hybrydyzacje wskazuja, ze granica moze by¢ klonem 36 lub 37.

gOcena pacjentédw 225 i 231 byta w wieku odpowiednio 3,5 i 3 lata.

Wyniki

Macierzowe pomiary CGH

Reprezentatywne profile liczby kopii dla chromosomu 5
skan catego genomu pokazano na rycinie 1. Idealnie bytoby,
gdyby delecje i przyrosty pojedynczej kopii w jednorodnej
prébce mialy logzproporcje odpowiednio -1,0i-0,58. W
praktyce wspétczynniki skreslerh miescity sie w przedziale
-1 do -0,7, z odchyleniami od ideatu przypuszczalnie z powodu
niecatkowitego tlumienia sygnatéw z bardzo powtarzajgcych sie
sekwencji, hybrydyzacji krzyzowej, niedoskonatej definicji
poziomow tta, itp. Z tg prawie ilosciowa relacjg stosunku do
liczby kopii i poziomoéw szumu (wskazane na rys. 1) delecje
mozna byto wykry¢ z bardzo duzg niezawodnoscig za pomocg
prostego progu ustawionego na logzstosunek réwny -0,4. W
wiekszosci przypadkéw precyzja wystarczajgca do ustalenia
jednego lub obu usunie¢

granice odstepu miedzy dwoma klonami macierzy uzyskano
w pojedynczej hybrydyzacji. Jesli poczagtkowy pomiar
zawierat zbyt duzo szumu, aby zidentyfikowa¢ klony
flankujgce granice delecji, pomiar byt powtarzany. Nie
przeprowadzono pomiaréw z odwréceniem barwnika,
poniewaz nie dostarczyty one wiecej informacji niz
rehybrydyzacja. Czasami okazywato sie, ze ponowne
oczyszczanie DNA prébki poprawito jako$¢ danych, co
wskazuje, ze nieznane zanieczyszczenia w niektérych
prébkach wptynety na zdolnos¢ do spojnego znakowania lub
hybrydyzacji genomowego DNA.

Tabela 1 podsumowuje dane dotyczgce delecji,
konwencjonalng analize cytogenetyczng i charakterystyke
fenotypowa dla 94 pacjentéw. Pacjenci sg wymienieni w
kolejnosdci numerycznej, odpowiadajacej poprzedniej numeracji
(Niebuhr 19784; niepublikowane materiaty autoréw). Delecje u
82 0s6b byty nieuleczalne, podczas gdy u 12 usuniecia byty
Srédmigzszowe, tacznie 106 granic delecji
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Tabela 2

Klasyfikacja MR

Jestem. J. Hum. Genet. 76:312-326, 2005

PAN PHENOTYP

LEVEL Deskrveca(ILORAZ INTELIGENC]T) Dorosty Dziecko

0 Normalna Brak MR Brak MR

1 Granica (170) Uczgszcza do standardowej szkoly przez wiele lat; Normalne etapy rozwoju; drobny
wymaga niewielkiego/powaznego wsparcia opdznienie widoczne w pierwszych latach szkolnych

2 Bardzo tagodny (165) Uczeszcza do standardowej szkoty przez kilka lat; wymaga Normalne etapy rozwoju w pierwszych latach
duze wsparcie; ma proste czytanie, pisanie i zycie; niewielkie opdznienie widoczne w wieku 2-3 lat
matematyke

3 tagodny (!50) Rozumie WSZyStkO, tacznie z dlugimi zdaniami; Kamienie milowe w rozwoju opdznity sie o kilka miesiecy; opéznienie
ma bardzo prosta umiejgtnos¢ czytania, pisania i oczywiste od 1 do 2 lat

4 Umiarkowane (!35) matematyki Rozumie prawie wszystko; wykorzystuje mate Kamienie milowe rozwoju opdznity sie o kilka miesigcy; opdznienie
zdania i mnéstwo znakéw oczywiste od 1 roku zycia

5 Ciezkie (120) Rozumie proste, codzienne zdania i pojedyncze Kamienie milowe w rozwoju zostaty opéznione o kilka miesiecy do 1 roku;
stowa; uzywa zdan sktadajacych sig z 2-3 stéw i wielu znakéw; MR oczywiste przed ukoriczeniem 1 roku zycia
spacery

6 Bardzo ciezki (110) Rozumie kilka stéw; zwykle idzie chwiejnie, Kamienie milowe rozwoju opéznione o kilka lat; MR obvi-
jesli jest obstugiwany; nie ma jezyka lub zawiera tylko kilka stéw Pokazuje y przed ukorczeniem 6 miesiecy Nie mozna

7 Gleboki niewielkg odpowied? lub brak odpowiedzi; moze siedziec i sta¢ siedzie¢ samodzielnie w wieku 5 lat

autokefaliczny; chodzenie jest rzadkie

na 5p. Jak oméwiono bardziej szczegétowo ponizej, 15
0s6b miato aberracje liczby kopii oprécz delecji 5p.
Trzy z tych aberracji byty duplikacjami sekwencji 5p
sgsiadujacych z granicg delecji, podczas gdy inne
aberracje dotyczyty regionéw genomu innych niz 5p,
jak pokazano w tabeli 4.

Na podstawie naszych pomiaréw znaleziono dwa
wskazania interesujgcych cech sekwencji DNA. Po
pierwsze, wykryto znaczacy klaster punktéw przerwania.
Wszystkie ze 106 granic delecji stwierdzonych u tych
pacjentéw wystgpity w obrebie dystalnej~33 Mb
chromosomu, co daje $rednig gestos¢ okoto trzech
granic na megazasade. Sposrod 94 przypadkow 9 miato
granice dystalne lub proksymalne w~Region o wielkosci
0,5 Mb klonéw 26, 27 i 28 w 5p15.2, co daje gesto$¢~18
granic na megabaze. Ponadto, jesli klony w tym regionie
sg uporzadkowane, jak wskazano w zamrozeniu
sekwencji z lipca 2003, wowczas granice delecji wydajg
sie ztozone, z oscylacjami w stosunku sasiednich klonéw
na granicach. Zmiana kolejnosci klonéw upraszcza
widoczng strukture granicy delecji we wszystkich
przypadkach. W tabeli 3 wymieniamy klony w naszej
zmienionej kolejnosci, ale wskazujemy pozycje sekwencji
W oparciu o ztozenie genom-sekwencja. Wyniki te
sugeruja, ze w tym regionie mogg wystepowac pewne
motywy sekwencji, ktére utatwiajg tworzenie aberracji i
komplikuja prawidtowe sktadanie sekwencji genomu.
Alternatywnie, jesli ztozenie sekwencji jest prawidtowe,
woéwczas klaster granic delecji w tym regionie ma
powtarzalng ztozong strukture liczby kopii, ktéra
odzwierciedla cechy sekwencji lokalnej.

Druga cecha sekwencji, ktéra znalezliSmy, byt region
duplikacji sekwencji na 5p w normalnym ludzkim genomie.
Dane dla 58 przypadkéw (np. rys. 1A4i 1B) wskazane

ten klon 39 miat logzstosunek-0,4, posrednig miedzy
oczekiwang dla normalnego regionu a delecja, gdy
otaczajgce klony zostaty wyraznie usuniete. Jednakze,
jesli delecja rozszerzyta sie proksymalnie obejmujgc
region klonéw 51 i 52, wtedy stosunek w klonie 39
spadt do wartosci oczekiwanej. Sugeruje to, ze
znaczna czes¢ sekwencji klonu 39 zostata
zduplikowana w 5p pomiedzy klonami 51 i 52, tak ze
delecje obejmujgce tylko klon 39 oznaczatyby zmiane
z czterech kopii do trzech (logarytm:[3/4]-0,4). Analiza
FISH z tym BAC jako sondg potwierdzita to
przypuszczenie, z odkryciem dwoch blisko oddalonych
od siebie sygnatéw na 5p. Niektére zamrazanie
(czerwiec 2002, listopad 2002 i kwiecier 2003)
sekwencji ludzkiego genomu wykazato obecnosc tej
duplikacji, lokalizujgc marker w tym BAC zaréwno przy
20,791 Mb, jak i 34,070 Mb (kwiecier 2003).
Wykorzystane przez nas zamrozenie z lipca 2003 r. nie
wskazuje na duplikacje. Duze duplikacje tego typu
wystepujg czesto w genomie (Lupski i wsp. 1996;
Eichler 2001). W tym zestawie prébek nie stwierdzono
polimorfizmu w liczbie kopii DNA (Albertson i Pinkel
2003; Iafrate i wsp. 2004; Sebat i wsp. 2004), ktory
dotyczyt klonu 39.

Zaleznos¢ MR od skresleri

Rysunek 2Apokazuje zwigzek delecji w 5p ze stanem
MR pacjentéw, przy czym pacjenci uporzagdkowani
wedtug rosngcego stopnia op6znienia. Zwigzek
wydaje sie ztozony i nieco ktopotliwy. Widoczny jest
wyrazny wzrost nasilenia op6znienia z nie-



Tabela 3

Klony tablicy do analizy 5p

MARKER PpozycA
CSAMOTNY Sekwencja Genetyczny
NUMBRA Symbol Nazwa Cytogenetyczne, (Mb)a (cm)o CsamoTNYNAME
1 D551981 AFMa217zh1 5p15,33 1.207 1 CTC-326E20
2 D552005 AFMBO002xc1 5p15,33 1,395 0 RP11-94)21
3 D551970 AFMa183wh5 5p15,33 2,497 5 CTB-116F8
4 D55417 AFM205wh8 5p15,33 3.174 6 RP11-20B3
5 D551980 AFMA217yh1 5p15,33 3.449 7 RP11-82M24
6 D55675 AFM336tcT 5p15,33 3,998 9 RP11-103L11
7 D551906 WI-2725 5p15,33 4.258 CTB-27023
8 D55405 AFM154xa3 5p15,33 3,995 9 RP11-227M19
9 D55406 AFM154xg3 5p15,32 5.047 12 RP11-58A5
10 D551921 WI-2897 5p15,32 5.200 CTC-263B18
11 D55464 AFM112xe3 5p15,32 5,890 15 CTC-24804
12 D552054 AFMB355wb1 5p15,32 5,945 RP11-53K22
13 D55635 AFM276yb9 5p15.32/15.31 6.365 16 RP11-36H5
14 D55676 AFM347yg9 5p15,31 7,492 18 RP11-46023
15 D5518 5p15,31 8.021 CTB-16G3
16 D551957 AFMa124wg5 5p15,31 8.550 20 CTB-2719
17 D55208 5p15,31 9,039 21 DPA-896A3
18 D55744 5p15,31 9,288 DPA-671G7
19 D55630 AFM268zd9 5p15,31 9,614 21 DPA-255H3
20 D55759 AFM204zel 5p15.31/15.2 10.100 DPA-1398C5
21 D551850 wiez22 5p15.2 10.328 DPA-1104F2
22 D552 3mi 5p15.2 10.364 DPA-1349G2
23 AFMO42xall 5p15.2 10.403 23 RP11-145B1
24 D552480 wi7320 5p15.2 10.732 DPA-941C2
25 D55432 AFM255xb9 5p15.2 10.746 RP11-72C10
26 D55117 5p15.2 11.360 DPB-70G7
27 D552887 AFMa240xf9 5p15.2 11.435 25 RP11-29N3
28 D55478¢ AFM179xd10 5p15.2 11.035 24 CTC-305H11
29 D552081 AFM347ta5 5p15.2 13.530 26 CTC-305H17
30 D551991 AFMa282wa5 5p15.2/15.1 14.929 29 RP11-5N8
31 D551989 AFMa247wcl 5p15.1 15.679 30 RP11-135M13
32 D551954 AFMAT14xf9 5p15.1 15,872 30 RP11-261B20
33 D551963 AFMA140vd1 5p15.1 16,684 31 RP11-269014
34 D55416 AFM205wh10 5p15.1 16,723 31 RP11-260E18
35 D552114 AFMa090yh5 5p15.1 16.949 32 CTB-28D11
36 D55486 AFM206zc1 5p15.1 17,224 34 CTB-33B3
37 D552096 AFM105xg1 5p15.1 17.500 35 RP11-88L18
38 WI-4804 5p15.1/14,3 18,336 CTB-34B4
39 D552419, WI-10830 5p14.3 20.837 CTC-253L1
40 D55411 AFM193xel1 5p14.3 21.797 39 CTB-55P22
41 D551868 WI-9400 5p14.3/14,2 23,276 CTB-115E13
42 D55648 AFM292yg5 5p14.1 25.841 42 CTB-100A5
43 D55627 AFM217yel 5p14.1 26,794 43 CTC-296N5
44 D55661/D552061 AFMCO11xb1 5p14/13 30.022 44 CTB-161H9
45 D55477 AFM177xb4 5p13.3 31,942 49
46 D551993 AFMaZ286ya9 5p13.3 31,751 48 CTB-13021
47 D551986 AFMA238za9 5p13.3 31,776 49 RP11-5N11
48 D551996 AFM297wa5 5p13.3 32,162 51 RP11-67P13
49 D55651 AFM302wd5 5p13.3 33.428 51 CTC-221E3
50 D552062 AFM277yh9 5p13.3 33.806 55 RP11-94E6
51 D5S395¢ AFM284vci 5p13.3 30,726 CTB-62F24
52 D551506 GATA63c02 5p13.3 33.873 CTB-38G24
53 D55395 AFMO063yb6 5p13.2 35.843 57 RP11-85N3
54 D552025 AFMb297za5 5p13.2 36,018 57 CTB-107L17
55 D551994 AFMa286ze9 5p13.2 36,465 56 CTB-18017

Norte.—Elektroniczna wersja tej tabeli (tabela A2) jest dostepna w dodatku A (tylko online).

aPozycja jest oparta na sekwencji UCSC z lipca 2003 roku.

»Pozycja jest oparta na opartej na STS mapie ludzkiego genomu (Hudson i wsp. 1995).

dnterpolacja miedzy D556760razD551957.

dInterpolacja miedzy D55208oraz D55630.

milnterpolacja miedzyD55718500razafm042xail.

Pozycja opiera sie na zaméwieniu poprzez usuniecie danych. Kolejnos¢ nie zgadza sig z sekwencjg genomu.

sNasze dane wskazujg, ze ta sekwencja jest zduplikowana w genomie. Zamrozenie z lipca 2003 nie pokazuje duplikacji; Kwiecier
2003 wskazuje drugi egzemplarz znajdujacy sie w~34.070 Mb.
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Rysunek 2 Zalezno$¢ poziomu MR od delecji 5p.A,Dane od wszystkich 91 pacjentéw, dla ktérych dostepna byta ocena opdznienia. Sczerniaty

czesci stupkdw wskazujg region(y) chromosoméw, ktére sg zachowywane w kazdym przypadku, wykreslone w funkgji fizycznej pozycji od Spter.
Centromer znajduje sie tuz ponizej dolnej czeSci wykresu. Zalezno$¢ poziomu opéznienia od delecji jest oczywista, ale istnieje wiele przypadkéw delecji,
ktére wydaja sie zbyt mate dla ogdlnego trendu. Dla poziomu MR -5 dane sg wykres$lane w kolejnosci od proksymalnej granicy usuniecia na kazdym
poziomie. Szacuje sig, ze niepewno$¢ przypisania do poziomu MR fenotypu opéznienia u tych pacjentéw z ciezkim i gtebokim schorzeniem wynosi -0,5-
1.8 Ten sam wykres dla pacjentéw, u ktérych wykryliémy tylko delecje 5p. Nalezy zauwazy¢, ze wiekszo$¢ pacjentéw z ciezkim opdznieniem nie jest juz
obecna, poniewaz maja dodatkowe aberracje (ryc. 2A). Zalezno$¢ opdznienia od delecji 5p jest znacznie bardziej spéjna. Wskazano trzy regiony 5p —
MRI, MRII i MRIII — o zréznicowanym wptywie na opdznienie. Regiony te zostaty oméwione w tekscie.
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Rysunek 3

Podsumowanie danych pacjentéw, ktére lokalizujg regiony 5p odpowiedzialne za ptacz, dysmorfologie twarzy i cechy opéznienia mowy

fenotypu. Zaczernione czesci stupkéw wskazujg zatrzymane regiony chromosomu. Zaznaczono zatrzymane klony na granicach (patrz tabela
3). ,Y" wskazuje, ze u pacjenta wystepowata cecha fenotypowa, a ,N” oznacza jej brak. Zaczernione kwadraty wskazuja, ze odpowiednie
informacje nie byly dostepne dla tego pacjenta. Zakreslone litery wskazujg tych pacjentéw, ktérzy dostarczajg najwiecej informacji na temat
lokalizacji cze$ci chromosomu odpowiedzialnej za te ceche. Zacieniowane ,,N” dla pacjenta 252 wskazuje, ze delecja tego pacjenta powinna

wytworzy¢ fenotyp przez nie.

powiekszajacy sie zakres usuwania, ale istniejg pewne znaczace
wyjatki. Na przyktad, niektérzy pacjenci z delecjami
$rédmigzszowymi w 5p sg albo bez zmian, albo w minimalnym
stopniu opdznieni, podczas gdy inni z mniejszymi delecjami w
tym samym regionie sg gteboko opdznieni.

Konwencjonalne analizy cytogenetyczne i analizy FISH zostaty
wczesniej przeprowadzone na tych podmiotach i wykazaty, ze
aberracje chromosomowe u niektérych pacjentéw byty ztozone,
obejmujac rearanzacje chromosomdw oprécz chromosomu 5.
Dlatego przeanalizowali$my 37 pacjentdw, uzywajac macierzy,
ktére dostarczyty dane dotyczace catego genomu. Przypadki te
obejmowaty wszystkie te, ktorych delecje 5p wydawaty sie zbyt
mate, aby wyjasni¢ ich poziom op6zZnienia w poréwnaniu z
0gdlnga tendencjg (pokazang na rys. 2).A) plus w przyblizeniu
réwna liczba pasujgca do trendu. Stwierdzono, ze wszyscy
pacjenci z ciezkim op6znieniem i matymi delecjami 5p mieli
dodatkowe zyski lub straty (np. pacjent 45 [pokazano naryc. 1C
1). Zadnych réznicowych efektéw fenotypowych nie mozna byto
konkretnie przypisa¢ zadnej z tych dodatkowych aberracji.
Szczegébtowe informacje o osobach z dodatkowymi aberracjami
wymieniono w tabeli 4. Poniewaz do pomiaréw wykorzystano
macierze z ewoluujgcym sktadem klonéw, doktadnos¢, z jaka

granice dodatkowych aberracji sg okreslone jako
zmienne. Jednak jasne jest, ze te aberracje zazwyczaj
obejmuja co najmniej kilka sgsiadujacych elementéw
tablicy, co czyni je znacznie wiekszymi pod wzgledem
zakresu niz polimorfizmy liczby kopii u 0séb zdrowych
(Albertson i Pinkel 2003; Iafrate i wsp. 2004; Sebat i wsp.
2004). . Niektére z tych ztozonych przypadkéw obejmujg
dodatkowe aberracje dotyczgce chromosomu 5, w tym
kilka z duplikacjami materiatu w poblizu granicy delecji.
Rysunek 2 Bpokazuje zwigzek miedzy delecjg a poziomem
MR dla wszystkich pacjentéw z delecjami 5p i bez innych
wykrytych aberracji. Zwigzek miedzy dotkliwoscig MR a
rozmiarem i lokalizacjg usuniecia jest teraz znacznie
bardziej spojny.

Regiony chromosomalne wpftywajgce na pfacz, opdznienie
mowy i dysmorfologie twarzy

Regiony chromosomalne wptywajgce na ptacz, mowe i
rysy twarzy zostaty wczesniej zmapowane do dystalnej
czesci 5p (Overhauser i wsp. 1994; Gersh i wsp. 1995, 1997).
Rysunek 3 pokazuje nasze dane dla podmiotéw z granicami
usuniecia, ktére dostarczajg informacji na temat tych
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Speech
(no detailed data)
1 Cry (~5.1 to 5.7 Mb)

| cdcer (9.0 to 10.7 Mb) 1 Cry (~9.4 to 10.1 Mb)

Face (no detailed data)
CdCCR (11.0 to 15.0 Mb)

| Mild MR (no detailed data)

No symptoms
(no detailed data)

Severe/moderate MR
Microencephaly
(no detailed data)

Overhauser et al. 1994
Gersh et al 1995
Peterson et al. 1999

Church et al. 1995; 1997
Mainardi et al. 2001

Podsumowanie relacji genotyp-fenotyp na podstawie naszych danych i danych z poprzednich publikacji. Wskazane sg pasma chromosoméw

wzgledem mapy fizycznej z zamrozenia sekwencji ludzkiego genomu w lipcu 2003 roku.

relacje notyp-fenotyp. Klony na granicach sg wskazane dla
kazdego przypadku. Region, ktéry wptywa na
charakterystyczny ptacz, jest najwezszy zdefiniowany przez
roznice u pacjentow 49 i 252, z ktérych obaj maja delecje
srodmigzszowa. U pacjenta 49, ktéry ma krzyk, delecja
zaczyna sie w poblizu klonu 12, podczas gdy u pacjenta 252,
ktéry nie ma krzyku, delecja moze zachowa¢ sekwencje do
klonu 14. W ten sposob zlokalizowany jest region
chromosomalny odpowiedzialny za ten fenotyp w regionie
1,5 Mb miedzy tymi klonami.

Region majacy wptyw na charakterystyczne rysy twarzy
jest najwezszy zdefiniowany przez pacjentéw 117, 202 i 114.
Pacjent 117 ma koncowg delecje rozpoczynajaca sie miedzy
klonami 17 i 18 i nie ma fenotypu twarzy. Zatem wazny
region musi leze¢ w poblizu klonu 17, poniewaz materiat
moze by¢ zatrzymany az do tej pozycji. Pacjent 202 ma
wiekszg delecje korcowa, z granicg miedzy klonami 26 i 27, i
ma fenotyp. Definiuje to region o wielkosci 2,4 Mb miedzy
klonami 17 i 27 jako region odpowiedzialny za rysy twarzy.
Pacjent 114 popiera proksymalng granice tego regionu.
Pacjent 114 ma delecje sSrédmigzszowa, z dalszg granica
miedzy klonami 26 i 27, i nie ma fenotypu, co stawia
krytyczne potozenie dla tego fenotypu dystalnie do klonu

27. Zauwazamy, ze pacjent 252, ktéry ma delecje
obejmujacg ten proponowany region krytyczny, jest
niezgodny, poniewaz pacjent nie ma fenotypu.
Region chromosomalny odpowiedzialny za opdznienie
mowy najlepiej okreslaja dane od pacjentéw 102, 225 i 49,
ktérzy majg delecje Sr6dmigzszowa. U pacjentéw 102 i
225, ktérzy maja fenotyp, delecja jest proksymalna do
klonu 4. U pacjenta 49, ktéry nie ma fenotypu,
dystalna cze$¢ chromosomu moze pozosta¢ do klonu
13. Tak wiec op6Znienie mowy jest spowodowane
delecjg w Region 3,2 MB miedzy klonami 4i 13.

Dyskusja

Ustalenie zwigzku miedzy genotypem a fenotypem pacjenta
w zespotach rozwojowych jest pierwszym krokiem w
kierunku odkrycia mechanizméw genetycznych
odpowiedzialnych za objawy i stanowi podstawe klinicznego
postepowania z chorobg u pacjentéw. Liczne wczes$niejsze
badania aberracji chromosomowych, ktére prowadza do
zespotu cri du chat, ustality zarys tego zwigzku, jak
podsumowano na rycinie 4. Kilka regionéw na chromosomie
5p, ktére oddzielnie wptywajg na rézne komponenty
klasycznego fenotypu, zostaty
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zdefiniowany, w tym jeden w 5p15.2, ktéry ma silny wptyw
na MR, okres$lany jako ,region krytyczny cri du chat” (CACCR)
i inne zwigzane z charakterystycznym ptaczem, opéznieniem
mowy i rysami twarzy. Jednak istniejg znaczne rozbieznosci
miedzy réznymi badaniami, w tym kontrowersje dotyczace
zwigzku miedzy MR a delecja. Nasze badanie, w ktérym
wykorzystano macierzowg CGH, aby zapewni¢ wydajna
analize zmian liczby kopii DNA w wysokiej rozdzielczosci w
grupie pacjentéw, ktérych fenotypy zostaty doktadnie
ocenione, dostarczyto doktadniejszych informacji na temat
okreslonych aspektéw fenotypu i wyjasnito niektére
kontrowersyjne kwestie.

Zwigzek wielkosci i lokalizacji delecji z MR byt trudny do
ustalenia; niektére badania wykazaty stopniowy wzrost
nasilenia efektu wraz ze wzrostem wielkosci delecji
(Mainardi i wsp. 2001), podczas gdy inne nie wykazaty
takiego zwigzku (Marinescu i wsp. 19994). W naszym
badaniu przeanalizowali$my grupe pacjentéw, ktorzy byli
oceniani pod katem stanu MR w skali numerycznej - w
spojny sposob przez jednego obserwatora (EN) - wiele lat
przed naszymi pomiarami (Niebuhr 19783,19785b;
Overhauser i in. 1990; Kjaera i Niebuhra 1999). Poniewaz
ocena opdznienia moze zaleze¢ od wieku pacjenta,
uwzglednilismy tylko pacjentow, dla ktérych ocena zostata
przeprowadzona w wieku15 lat. Wszystkie analizy
wykorzystywaty DNA wyizolowane z krwi obwodowej, a nie z
linii komdrkowych transformowanych wirusem Epsteina-
Barra, tak wiec aberracje wywotane transformacjg nie
zaburzaty naszych wynikéw.

Rysunek 2Apokazuje zwigzek delecji na poziomie 5p z
poziomem MR. Oczywiste jest, ze pacjenci z poziomem
MR ~3 maja mniejsze delecje niz te z poziomem MR
15, ale zalezno$¢ opdznienia od wielkosci delecji wydaje sie
staba. Na przyktad dla pozioméw MR15, zakresy delecji
pokrywaja sie prawie catkowicie na réznych poziomach
opdznienia, tak ze wielu pacjentéw z MR na poziomie 5 ma
delecje 5p podobne do pacjentéw z MR na poziomie 7.
Ponadto istniejg pewne uderzajace pozorne niezgodnosci.
Pacjenci 112 i 114 majg ~Delecje sSrodmigzszowe o wielkosci
10 MB, przy poziomach MR 1-2, podczas gdy gteboko
dotkniety pacjent 45 ma znacznie mniejszg delecje
Srodmigzszowag w tym samym regionie.

Analizy cytogenetyczne wykazaty wczesniej, ze
niektdérzy pacjenci z zespotem cri du chat majg ztozone
rearanzacje chromosomoéw, z aberracjami liczby kopii
obejmujgcymi inne regiony genomu. W zwigzku z tym
wykonali§my CGH dla catego genomu u 37 pacjentow, w
tym u wszystkich tych, u ktérych delecja 5p wydawata sie
zbyt mata, aby wyjasnic ich poziom opéznienia. Aberracje
oprocz delecji 5p wykryto u 15 z tych pacjentéw, jak
wida¢ w tabeli 4. Nasze wyniki wskazujg, ze wiekszos¢
(14/22) pacjentéw gteboko opdznionych ma aberracje
oprocz delecji 5p. Jesli ograniczy sie uwage do tych
podmiotow, u ktérych jedynymi wykrytymi przez nas
aberracjami byty delecje w 5p, de-

Jestem. J. Hum. Genet. 76:312-326, 2005

zalezno$¢ opdznienia od wielkosci i lokalizacji usuniecia staje sie
znacznie wyrazniejsza. Rysunek 2 Bpokazuje, ze dla pozioméw
opdznienial3,5, opdznienie wzrasta monotonicznie wraz ze
wzrostem wielkosci delecji. Niewielkie odstepstwa od tego
ogodlnego zachowania mogga by¢ spowodowane modyfikacja
czynnikdw genetycznych u pacjentéw, niepewnoscig w
okresleniu poziomu MR lub niewykrytymi matymi aberracjami w
innym miejscu genomu. Zauwazamy, ze klarowno$¢ zwigzku MR
z delecja, jak pokazano na rycinie 2 Bpotwierdza doktadno$¢
oceny fenotypowej pacjentéw, poniewaz jest wysoce
nieprawdopodobne, aby mogto to nastapi¢ przypadkowo. Brak
pacjentéw z granicami delecji bardziej proksymalnymi niz 33 Mb
od 5pter moze wskazywag, ze takie delecje sg Smiertelne
podczas rozwoju.

Array CGH zapewnia petniejszg ocene genomu niz
standardowa cytogenetyka. Ogdlnie rzecz biorac,
stwierdzamy, ze~16% naszych badanych miato ztozone
aberracje, nieco wigksze niz 12%-13% we wczesniejszych
badaniach (Niebuhr 19784, Mainardi i in. 2001). Wielu - ale
nie wszyscy - z dodatkowymi aberracjami dawkowania
wykrytymi przez CGH macierzowg (np. pacjent 206) wykryto
cytogenetycznie aberracje strukturalne dotyczace
chromosomu 5 i innych chromosomoéw (tabela 1).
Odwrotnie, niektorzy pacjenci z miedzychromosomalng
aberracja cytogenetyczng nie mieli zmian liczby kopii poza
chromosomem 5p (np. pacjenci 4 i 49). W zwigzku z tym
wyzsza rozdzielczos¢ i skutecznos¢ macierzy CGH ma istotne
zalety w ocenie nieprawidtowosci dawkowania w zespole cri
du chat i powinna przynosi¢ znaczne korzysci diagnostyczne,
zwtaszcza w przypadku pacjentdw o znacznym opdznieniu w
rozwoju, z ktérych okoto dwie trzecie ma niewielkie delecje
5p i dodatkowe aberracje. .

Zaleznos¢ MR od delecji 5p, jak pokazano na rycinie 25,
sugeruje obecnos¢ trzech regiondw chromosomalnych,
ktére w rézny sposdb wptywaja na ten fenotyp. Pierwszy,
MRI, jest uwzgledniony w delecjach wszystkich pacjentéw z
poziomem opdzZnienia12.5. Wyniki dla pacjentéw 117i 56
wskazuja, ze MRI moze by¢ ograniczony do regionu 1,2 Mb
miedzy klonami 15 i 18 w 5p15.31, ktéry znajduje sie na
dystalnym koricu CdCCR w 5p15.2, jak zdefiniowano w
innym miejscu (Overhauser i in. 1994; Mainardi i wsp. 2001).
Nie jest jasne, ile krytycznych gendéw moze by¢ zawartych w
MR, ale jego ograniczona wielko$¢ sugeruje, ze moze to by¢
bardzo mata liczba.

Pozostate dwa regiony, MRII i MRIII, sg zlokalizowane
bezposrednio proksymalnie do MRI, jak pokazano na rycinie
2.B. Delecje ograniczone do MRII majg tagodny wptyw,
podczas gdy te dotyczace tylko MRIII (np. u pacjenta 51) nie
daja dostrzegalnego fenotypu. Jednak pacjenci z delecjami
obejmujacymi MRI majg coraz wieksze op6znienie,
poniewaz delecja rozcigga sie na MRIL i MRIIL. Wydaje sie
zatem, ze szereg gendéw w obrebie MRII i MRIII przyczynia
sie do fenotypu, prawdopodobnie poprzez modyfikacje
wptywu genéw w MRI.

Definiowanie tych granic jest oczywiscie tematem
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do pewnej niepewnosci i zalezy od przyjetego modelu, w
jaki sposéb delecje wptywajg na MR. Nasz model
zasadniczo przypisuje dominujacg role MRI, z
dodatkowymi aberracjami w MRII i MRIII stuzgcymi do
dramatycznego zwiekszenia nasilenia fenotypu. Dalsza
granice MRI wyznacza fakt, ze delecja lub zatrzymanie
genoéw dystalnych do klonu 15 nie ma znaczacego
wplywu na poziom MR u naszych pacjentéw. Jednak w
naszym zestawie nie ma pacjentéw z delecjami
ograniczonymi do regionu dystalnego od MRI, wiec nie
mozna tego catkowicie potwierdzi¢. Brak delecji moze
wskazywac na brak stwierdzenia ze wzgledu na brak
fenotypu MR, ale mozna by oczekiwac, ze takie osoby
maja inne cechy zespotu cri du chat.

Wyznaczenie proksymalnej granicy rezonansu
magnetycznego jest bardziej problematyczne. Powyzej
wskazali$my wybér najmniejszego mozliwego regionu
zgodnego z danymi, wykorzystujgc granice pacjenta 117. Jednak
inni badani, ktérzy majg zaréwno mniej ciezkie, jak i
powazniejsze poziomy opdznienia, maja nieco wieksze delecje, z
granicami w region klastra punktu przerwania w poblizu klonéw
26-28. Zatem pacjent 117 moze by¢ nieco anomalny, tak ze MRI
moze rozciggac sie dystalnie o dodatkowe 2 Mb do klonu 28.
Analiza duzej liczby dodatkowych przypadkéw z dobrze
scharakteryzowanymi fenotypami bedzie wymagana w celu
lepszego zdefiniowania tego regionu.

Delecje ograniczone do MRII i MRIII prowadza do
tagodnie dotknietych lub fenotypowo normalnych
osobnikéw. Jednak ich wzglednie normalne stany
fenotypowe wydajg sie ,kruche”, poniewaz dodatkowe
aberracje prowadzg do ciezkich fenotypow. Te
dodatkowe aberracje mogg obejmowac delecje MRI, jak
omowiono powyzej, i/lub zyski lub straty w innym
miejscu na chromosomie 5 (dla pacjentéw 25, 48, 104,
201 i 251) lub na innych chromosomach (tabela 4). Na
przyktad, gteboko opézniony pacjent 45 ma tylko
niewielkg delecje w MRII na 5p, co powinno powodowac
bardzo tagodne opdznienie. Tak wiec dodatkowa delecja
na 6q (ryc. 1C) przypuszczalnie skutkuje bardzo ciezkim
fenotypem MR. Zauwazamy, ze zyski w MRII i MRIII
moga wptywac na fenotyp. Pacjent 48, z poziomem MR
6,5, ma delecje MRI i cze$¢ MRII, co jest zgodne z
poziomami opdznienia 4-5. Zatem jego duplikacja (na
granicy delecji) czesSci MRII i MRIII ma silne efekty.

Na kruchos¢ normalnego fenotypu u oséb z delecjami
w MRIII wskazuja réwniez dane rodzinne. Na przyktad
delecja u pacjenta 51 wystepuje u matki i dziadka, a
wszyscy trzej pozostajg nienaruszeni. Istniejg jednak
doniesienia, ze rodzice bez delecji w MRIII mogg miec
chore dziecko, ktére odziedziczyto delecje (Hand i wsp.
2000; Johnson i wsp. 2000). Ta zmiana w fenotypie moze
wskazywag, ze Srodowiskowe lub dziedziczne czynniki
modyfikujace, ktdre nie wptywajg niekorzystnie na osoby
z normalnymi genomami, maja znaczgce konsekwencje
dla oséb z delecjg MRIIL. Glin-
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alternatywnie, dzieci dotkniete chorobg mogg mie¢ dodatkowe
aberracje, ktére nie zostaty wykryte za pomoca technik
zastosowanych w tych badaniach. CGH z matryca
petnogenomowg o wysokiej rozdzielczosci moze wykry¢ takie
aberracje i wyjasnic¢ status genotypowy takich dzieci.

Nasze pomiary zapewnity réwniez lepszg lokalizacje
regiondéw na chromosomie 5p, ktore wptywajg na
charakterystyczny ptacz, rysy twarzy i opéznienie mowy. Dla
regionu ptaczu, usuniecie tylko jednego klonu wyrézniato
pacjentéw z fenotypem i bez fenotypu. To umieszcza
mozliwe wazne geny miedzy dwoma klonami flankujacymi
(zawierajacymi markery)D552054oraz D55676,0dpowiednio)
w tablicy. Zatem analiza tych dwéch przypadkéw o wyzszej
rozdzielczosci pozwolitaby na umieszczenie bardziej
rygorystycznych limitéw w obszarze krytycznym. Analiza
biezacych przypadkédw w wyzszej rozdzielczosci nie poprawi
w znacznym stopniu obszaréw opdéznienia mowy lub twarzy,
poniewaz zawierajg one klony z wieloma macierzami.
Poréwnanie naszych wynikdw dotyczacych relacji genotyp-
fenotyp z wynikami poprzednich publikacji przedstawiono
na rycinie 4.

Podsumowujac, zmapowalidmy aberracje u 94
pacjentow z delecjg 5p, uzywajac macierzy CGH w celu
lepszego zrozumienia zwigzku miedzy genotypem a
fenotypem. Wykazaliémy, ze istniejg trzy regiony
chromosomu, ktére majg zréznicowany wptyw na
poziom MR pacjentéw. Delecje obejmujgce wszystkie
lub czesci tych trzech regionéw, w potgczeniu z innymi
aberracjami w genomie, oddziatuja, tworzac petny
fenotyp MR. Wreszcie, nasze dane o wysokiej
rozdzielczosci umozliwity udoskonalenie lokalizacji
genoéw zaangazowanych w typowy ptacz, rysy twarzy i
opdznienie mowy w zespole cri du chat.
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