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Gtebokie fenotypowanie i genetyka
Charakterystyka kohorty 70 oséb

Osoby z zespotem 5p minus
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Zesp6t chromosomu 5p minus (5p-Sd, OMIM #123450), znany wczesniej jako zesp6t Cri
du Chat, wynika z utraty materiatu genetycznego w dystalnym regionie krétkiego
ramienia chromosomu 5. Jest to zaburzenie neurorozwojowe o podtozu genetycznym.
Do tej pory na catym Swiecie zgtoszono okoto 400 pacjentéw. Osoby dotkniete tym
zespotem majg duza heterogenicznos¢ fenotypowa. Jednak pojawit sie specyficzny
fenotyp obejmujacy globalne opdznienie rozwojowe, matogtowie, op6ézniong mowe,
pewne cechy dysmorficzne oraz charakterystyczny i monochromatyczny wysoki gtos,
przypominajacy ptacz kota. Opisujemy tutaj kohorte 70 pacjentéw z cechami klinicznymi
5p-Sd scharakteryzowanych za pomocg gtebokiego fenotypowania, macierzy SNP i
innych podejs¢ genetycznych. Osoby majg duza heterogeniczno$¢ kliniczng i molekularng,
co mozna czesciowo wyttumaczy¢ istnieniem dodatkowych znaczgcych rearanzacji
genomowych w okoto 39% przypadkéw. Zatem nasze dane wykazaty znaczace réznice
statystyczne miedzy subpopulacjami (proste delecje 5p w poréwnaniu z delecjami 5p

plus dodatkowe rearanzacje) kohorty. Ustalilismy rowniez znaczace ,funkcjonalne”
réznice miedzy osobnikami ptci meskiej i zenskiej.

Stowa kluczowe: zesp6t 5p-minus, niepetnosprawnos¢ intelektualna, Cri du chat, delecja subtelomeryczna, problemy z zachowaniem

WSTEP

Zespot 5p- (5p-Sd) jest spowodowany czesciowg delecjg krétkiego ramienia chromosomu 5.

Rozmiar delecji jest zmienny w zakresie od 500 kb lub mniej do 45 Mb (Simmons i in., 1995; Gu i

in., 2013; Elmakky i in., 2014). Zespét ten jest rzadkg chorobg chromosomalng, wystepujaca z

czestoscig od 1 na 15 000 do 1 na 50 000 zywych urodzen (Niebuhr, 1978; Higurashi i in., 1990;

Cerruti Mainardi, 2006). Czestos¢ wystepowania jest wyzsza wsréd kobiet (66%) niz mezczyzn, ale powdd

1 lipiec 2021 | Tom 12 | Artykut 645595


https://orcid.org/0000-0001-5611-2659
https://www.frontiersin.org/journals/genetics#editorial-board
https://www.frontiersin.org/journals/genetics#editorial-board
https://orcid.org/0000-0003-1078-2328
https://orcid.org/0000-0002-6324-4825
https://www.frontiersin.org/journals/genetics
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/genetics#articles
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fgene.2021.645595/full
https://doi.org/10.3389/fgene.2021.645595

Machine Translated by Google

Nevado i in.

Syndrom 5p minus u 0séb z Hiszpanii

jest niejasny. Nie stwierdzono réznic w czestosci wystepowania
miedzy rasami lub obszarami geograficznymi ani zwigzanych z
wydarzeniami prenatalnymi lub wiekiem rodzicéw. Szacuje sie, ze
w Hiszpanii jest okoto 500-700 pacjentéw (Rodriguez-Caballero i in.,
2012 oraz niepublikowane dane ze stowarzyszen pacjentow).
Sugerowano, ze duza zmiennos¢ fenotypowa obserwowana wsréd
0s6b z tym zespotem jest zwigzana zaréwno z rozmiarem, jak i
lokalizacjg delecji (miedzy prazkami 5p15.3 i 5p15.2), poniewaz jest
to region chromosomalny o duzej zawartosci genéw (Nguyeniin.,
2015; Correaiin., 2019).

Dziewiecdziesigt procent przypadkoéw jest de novo, a 10% jest
dziedziczonych z powodu rearanzacji u rodzicéw (niezréwnowazona
segregacja translokacji lub rekombinacja obejmujgca inwersje
pericentryczng, rzadko mozaicyzm rodzicielski lub odziedziczong
delecje koricowg). W przypadkach de novo od 80% do 90% jest
pochodzenia ojcowskiego, prawdopodobnie z powodu pekniecia

chromosomu podczas tworzenia meskich gamet (Cerruti Mainardi i ‘”"@r%%

Rozpoznanie prenatalne w 5p-Sd (w 12-16 tygodniu cigzy) jest
powszechne, poniewaz ptody czesto wykazujg nieprawidtowe
objawy ultrasonograficzne (~65-90%), w tym nieprawidtowosci
moézgowe, hipoplazje mézdzku, brak/hipoplastyczng kos¢ nosowa,
obrzek ptodu, wodobrzusze lub przepukline mézgowa spodziectwo,
dysplazja ptuc, IUGR, matogtowie i mikro/retrognatia (Mak i in.,
2019; Suiiin., 2019; Peng i in., 2020).

W ciggu ostatniej dekady doktadnos$¢ diagnostyki genetycznej i
postep technik analitycznych pozwolity na poszerzenie informacji
genetycznej zwigzanej z krotkim ramieniem chromosomu 5. Jednak
petna mapa gendéw zaangazowanych w ten zespét nie jest w petni
ustalona, ani konsekwencje ich haploisufficiency dla oséb z 5p-Sd.
W tym sensie Nguyen i in. (2015) ustalili role 11 genéw wrazliwych
na dawke w ramieniu 5p. W pigciu z nich straty moga prowadzi¢ do
haploinsuficjencji (TERT, SEMAS5A, MARCH6, CTNND2 i NPR3), aw

pozostatych szedciu genach ich haploinsuficjencja jest uwarunkowana

dodatkowym czynnikiem Srodowiskowym (SLC6A3, CDH18, CDH12,
CDH10, CDH9 i CDH6). Ponadto zasugerowano, ze dwa dodatkowe
geny majg dziatanie haploletalne (RICTOR i DAB2).

Opisujemy tutaj dane kliniczne i molekularne kohorty 70

niespokrewnionych pacjentéw z rozpoznaniem cytogenetycznym i/
lub molekularnym 5p-Sd. U wiekszosci pacjentéw zastosowano
techniki polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP) o wysokiej
rozdzielczosci, techniki cytogenetyczne, fluorescencyjnej hybrydyzacji
in situ (FISH) i amplifikacji multipleksowej sondy (MLPA) w celu
okreslenia wielkosci, zasiegu, zawartosci gendw, i dodatkowe
przerébki. Ustalono réwniez analizy zaleznosci genotyp-fenotyp.
Omoéwiono réwniez poréwnanie cech klinicznych z pacjentami
opublikowanymi w piSmiennictwie oraz istotne ustalenia wspélne

dla wszystkich pacjentéw w tej serii.

MATERIALY I METODY

Pacjenci W

latach 2017-2020 w naszym osrodku zrekrutowano do tego badania
okoto 100 pacjentdw z zespotem 5p minus, wcze$niej nazywanym
zespotem Cri du chat (CDCS). W tym
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chwili okoto 30 przypadkdéw miato niekompletne dane kliniczne lub
molekularne i ostatecznie nie zostato uwzglednionych w tym
badaniu. Ostateczna kohorta sktada sie z 70 oséb (patrz ryc. 1i
dane uzupetniajace). Wiekszo$¢ probek DNA od tych pacjentéw
zostata wyekstrahowana i przeanalizowana za pomocg macierzy
SNP w INGEMM (Madryt, Hiszpania), a standardowe badania
cytogenetyczne przeprowadzono w hiszpanskim Centrum
Wrodzonych Wad rozwojowych (ECEMC) i INGEMM. Informacje
kliniczne o pacjentach uzyskano od lekarzy kierujacych za pomoca
dwéch wystandaryzowanych kwestionariuszy (INGEMM i ECEMC),

uzupetnionych danymi z raportéw lekarskich oraz wywiadéw z wiekszoscig rodz

Rodzice lub opiekunowie wyrazili Swiadomg zgode, a instytucjonalna
komisja rewizyjna naszego szpitala zatwierdzita badanie (HULP,
Madryt, Hiszpania).

Metody

ypowanie i FISH

Analizy cytogenetyczne przeprowadzono na metafazach z prgzkami
GTG w rozdzielczosci okoto 550 prazkéw zgodnie ze standardowym
protokotem laboratoryjnym przy uzyciu zestawu Chromosome Kit

P (Euroclone, Siziano PV, Wtochy). FISH przeprowadzono zgodnie
ze standardowymi protokotami laboratoryjnymi przy uzyciu
komercyjnych subtelomerowych sond 5pter, LPU 013SA
(obejmujgcych CTNND2, 5p15.2 i UBE2QL1, 5p15.31, z kontrolg przy
5qg35) i sondy FLJ25076 (CytoCell Ltd., Tarrytown, NY, Stany
Zjednoczone) i sonda CTNND2 (z Kreatech, Leica, Wetzlar, Niemcy).

Multipleksowa amplifikacja sondy ligacyjnej (MLPA)
UzyliSmy zestawéw MLPA Salsa P036 i PO70 (subtelomerowe sondy
dla wszystkich chromosoméw) i/lub P096 i P358 (specyficzne
telomerowe sondy dla ramienia 5p) do scharakteryzowania
pacjentéw z 5p-Sd (MRC Holland, Amsterdam, Holandia). Analizy
danych przeprowadzono zgodnie z protokotami dostarczonymi
przez dostawce, definiujgcymi wzgledne sygnaty sondy przez
podzielenie kazdego zmierzonego obszaru piku przez sume
wszystkich obszaréw pikéw sond kontrolnych tej prébki. Stosunek
wzglednej powierzchni sondy kazdego piku poréwnano nastepnie

z kontrolng prébka DNA (Promega, Wielka Brytania), stosujac Coffalyser v.9.4 (M

Analiza SNP-Array

Skanowanie catego genomu 850 000 znacznikéw SNP (Infinium
CytoSNP 850k BeadChip, Illumina, San Diego, Kalifornia, Stany
Zjednoczone) przeprowadzono w INGEMM u wiekszosci pacjentéw,
ale u trzech (przeanalizowano za pomocg array-CGH w ECEMC).
Analizowano je za pomocg narzedzia Chromosome Viewer
zawartego w pakiecie Genome Studio (Illumina). W przegladarce
Chromosome Viewer wyniki wywotan genéw <0,15 w dowolnym
locus uznano za ,brak potgczen”. Ponadto zastosowano analize
czestosci alleli dla wszystkich SNP. Wszystkie pozycje genomowe
ustalono zgodnie z wersjg 19 ludzkiego genomu z 2009 r. (GRCh37/
NCBI, wersja 37.1). Rozmiary delecji wykre$lono w przegladarce
genomu (ryc. 2 i dane uzupetniajace) przy uzyciu przegladarki
genomu Uniwersytetu Kalifornijskiego w Santa Cruz1 .

Thttp://genom.ucsc.edu/; Kent i in., 2002.
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RYSUNEK 1 | (A) Rysy twarzy pacjenta z zespotem 5p minus w wieku 6 dni, 7 lat, 11 lat i 21 lat. (B) Szczegdty r6znych zmian w uchu.
(C) Szczegdty kilku anomalii dentystycznych i szerokich ust. (D) Szczeg6ty niektérych anomalii dtoni i palcéw. (E) Szczegdty kilku anomalii stép i palcéw.

Whole cohort, n=70 Kendall’stau_b analysis (P<0.001)

Comorbidity

items

Behavior

Comorbidity
N
. ' \‘{.\ Limb anomalies [+
v 4 spinal anomalies [+] Behavior anomalies
Mild > coverein Aggressive and selimutilations [+]
Uncontrolled laughsi+!
- 4 Use alternative comm. Tocls [+]
microcephal Can read/write (-} Cognitive items
4
Moderate
o)

RYSUNEK 2 | Schematyczne przedstawienie bardzo istotnej (P

0, 01) korelacji miedzy matogtowiem a innymi zmiennymi kategorialnymi (przeprowadzono analize
tau_b Kendalla).
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TABELA 1 | Statystyki opisowe dla zmiennych ciggtych w catej kohorcie.

N Mieé na mysi Odchylenie standardowe Mediana Zakres
Wiek w momencie oceny (lata) 70 8,99 8,94 7.00 0,1-45
Wiek cigzowy w chwili urodzenia (tygodnie) 68 38.29 2,59 39.00 30-42
Waga przy urodzeniu (g) 68 2602,13 677,55 2600,00 1170-4500
OFC pray urodzeniu (cm) 68 32.20 2.42 32.00 27-37
Wzrost przy urodzeniu (cm) 68 45,89 3,90 46,75 32-52
Liczba operacji 70 0,71 1.37 0,0001 0-7
Rozmiar usuniecia (Mb) 70 20.22 9.29 22.55 0,62-35,01

N, liczba ocenianych pacjentéw.
Walidacja Globalnej Oceny Funkcjonalnej Pacjentéw (GFAP)

Oszacowalismy indywidualng ocene funkcjonalng w naszej kohorcie za pomocg

réznych cech zaczerpnietych z kwestionariuszy i zwazyliSmy je wedtug
czestotliwosci terminéw Human Phenotype Ontology (HPO) w skali
numerycznej pieciu elementéw ,jagdrowych” w zespole, w oparciu o nasze
doswiadczenie kliniczne. Ostateczna ocena pacjenta (GFAP) zostata
skonstruowana przez podsumowanie pozycji ,(i) do (v)", jak wskazano w tabeli
dodatkowej 1, a jej walidacja zostata wyjasniona w sekcji , Wyniki”.

Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg SPSS wersja 25
(IBM Corporation, Stany Zjednoczone). Analiza opisowa obejmowata
$rednig + SD dla zmiennych ciggltych oraz tabele czestosci dla
zmiennych kategorycznych. Te zmienne kategoryczne zostaty
wyrazone jako 1 lub 0, w rzeczywisto$ci pogrupowane jako
.kiedykolwiek” z danym schorzeniem w poréwnaniu z ,,nigdy” z tym
schorzeniem, wziete z dwoch kwestionariuszy i wyselekcjonowane
z dokumentacji medycznej. Powigzania korelacyjne obliczono za
pomocg wspoétczynnika korelacji liniowej Pearsona (zmienne ciagte)
lub Rho Spearmana i tau_b Kendalla (zmienne kategoryczne).
Poréwnania miedzy dwiema grupami (oparte na pfci lub z
dodatkowymi przegrupowaniami) przeprowadzono za pomocg
testu t-Studenta (dla zmiennych ciggtych) lub testéw chi-kwadrat
(dla zmiennych kategorycznych). Dla wiecej niz dwéch grup
przeprowadzono analize ANOVA (i testy post hoc Bonferroniego)
dla zmiennych ciggtych oraz testy z miedzy proporcjami
kolumnowymi dla zmiennych kategorycznych. PCA (analiza

opisane kohorty, a wiek wahat si¢ od urodzenia do 45 lat (patrz tabela
uzupetniajaca 2). Najwiekszg liczbe os6b z 5p-Sd w naszej kohorcie stanowig
osoby w wieku pediatrycznym (od 0 do 12 lat, 77,23%). Statystyki opisowe (dla
zmiennych ciggtych) i czestosci (dla pozycji kategorycznych) przedstawiono
odpowiednio w tabelach 1 i 2. Srednia i mediana wieku w chwili oceny wynosity
odpowiednio 8 lat i 9 miesiecy oraz 7 lat (Tabela 1).

Dane okotoporodowe i noworodkowe

Jesli chodzi o dane dotyczace noworodkéw, Sredni wiek cigzowy w naszej
kohorcie wynosit 38,28 + 2,59 tygodnia (Tabela 1). W sumie 53% (37 oséb)
urodzito sie miedzy 39 a 40 tygodniem. Dziewietnascie osobnikéw urodzito sie
przed 38 tygodniem cigzy, trzy z nich ponizej 32 tygodnia, a 27 po 40 tygodniu.
Srednia masa urodzeniowa wynosi 2602,13 + 677,50 g (centyl ponizej 5%;
Marinescu i in., 2000), co odpowiada $redniej masie noworodka w wieku 35-
36 tygodni (przy centylu 50%) i Sredniej dtugosci 45,89 + 3,90 cm (centyl
ponizej 5%; Marinescu i in., 2000). Ostatecznie $redni obwdéd gtowy (OFC) przy
urodzeniu wynosit 32,20 + 2,42 cm (centyl ponizej 5%; Marinescu i in., 2000).
Ponad jedna trzecia badanych byta hospitalizowana po urodzeniu.

Gtéwnymi przyczynami byty wczesniactwo, niska waga i podejrzenie
nieprawidtowosci chromosomalnych. W pierwszych miesigcach zycia kilka
osobnikéw miato réwniez trudnosci z karmieniem.

Wyniki badan klinicznych po urodzeniu

Czestos$¢ wystepowania cech klinicznych obserwowanych w tej kohorcie

zostata zarejestrowana przy uzyciu terminéw HPO i zostata wymieniona w Tabeli 3.
W Tabeli 3 wymieniliSmy réwniez dane z wczesdniej opublikowanych serii
osobnikéw 5p-Sd (Cerruti Mainardi i in., 2006; Van Buggenhout i in., 2000;

gtéwnych sktadnikéw) zostata wykorzystana do walidacji naszego kons%JA(tu GFéPbaq'?ewieraj%%@pi@&% Kaisera- 196'3"’;"%5;@% itest Barletta.

Kryterium stosowanym w hierarchicznej analizie skupier byta metoda
minimalnej wariancji Warda, a do wyboru liczby skupien zastosowano
Bayesowskie kryterium informacyjne (BIC) lub kryterium informacyjne Akaike

(AIC). Uznano, ze warto$¢ P (obserwowany poziom istotnosci) nizsza niz 0,05
lub 0,01 wskazuje odpowiednio na statystycznie istotng lub bardzo istotng

réznice.

WYNIKI

Wyniki kliniczne Oceniamy 70

niezgtoszonych osoéb. Wszyscy oprécz trzech pochodzili z Hiszpanii (patrz ryc.
1idane uzupetniajace). Stosunek kobiet do mezczyzn (2,04:1; 47/23) byt
bardzo podobny do poprzedniego

Granice w genetyce | www.frontiersin.org

riguez-Ca e
Medeiros, 2017; Honjo i in., 2018; Chehimi i in., 2020). Rycina 1A pokazuje, ze

rysy twarzy nie zawsze sg typowe dla tego zespotu i ze nie zawsze wystepuje

rotin:, olimn.,

okreslony gestalt. Niemniej jednak obecne byly mikrocefalia, duzy grzbiet
nosa, fatdy nakatne, hiperteloryzm, wysokie wysklepienie podniebienia,
opadajace kaciki ust, okragta twarz, anomalie uszu (ryc. 1B), zmiany zebowe
(ryc . u okoto lub wiecej niz 60% pacjentéw. Nalezy wzig¢ pod uwage, oproécz
hipotonii, typowy ptacz/ostry gtos, problemy z oddychaniem i anomalie
zachowania, jako najczestsze cechy tego zespotu (Tabela 3). Z drugiej strony,
zmiany w dfoniach lub stopach (patrz ryc. 1D, E), nadmierna wiotko$¢, zez
rozbiezny/zbiezny, sko$ne opadanie
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TABELA 2 | Czestosci wystepowania zmiennych kategorialnych w catej kohorcie.

Zmienne kategorialne Kobieta Mezczyzna
Pte¢ 47 (67,1%) 23(32,9%)
0/,nigdy”/warunek nie wystepuje 1/,zawsze"/stan obecny

IUGR 43 (61,4%) 27 (38,6%)
Zaburzenia wzrostu poporodowego 37 (52,9%) 33 (47,1%)
matogtowie 11 (15,7%) 59 (84,3%)
Asymetria twarzy 61 (87,1%) 99 (12,9%)
Okragta twarz 38 (54,3%) 32 (45,7%)
Powiekszona twarz 47 (67,1%) 23(32,9%)
Problemy ze stuchem 40 (57,1%) 30 (42,9%)
Zmiany w uchu 32 (45,7%) 38 (54,3%)
Epikant 37 (52,9%) 33 (47,1%)
Anomalie okulistyczne 38 (54,3%) 32 (45,7%)
Wyrazne tuki brwiowe 65 (92,9%) 5(7,1%)

Skosne szpary powiekowe 56 (80,0%) 14 (20,0%)
hiperteloryzm 29 (41,4%) 41 (58,6%)
Anomalie wielkosci szpar powiekowych 64 (91,4%) 6 (8,6%)

Wady nosa 56 (80,0%) 14 (20,0%)
Waski grzbiet nosa 26 (37,1%) 44 (62,9%)
Krétka rynienka 60 (85,7%) 10 (14,3%)
Opuszczone kaciki ust 62 (88,6%) 8(11,4%)
Anomalie warg i podniebienia 63 (90,0%) 7 (10,0%)
mikrognatia 40 (57,1%) 30 (42,9%)
Gruba dolna warga 54 (77,1%) 16 (22,9%)
Duze usta 52 (74,3%) 18 (25,7%)
Zmiany w zgbach 36 (51,4%) 34 (48,6%)
Anomalie szyi 57 (81,4%) 13 (18,6%)
Pojedyncza fatda dtoniowa 58 (82,9%) 12(17,1%)
Problemy z oddychaniem 43 (61,4%) 27 (38,6%)
Anomalie serca 46 (65,7%) 24 (34,3%)
Trudne do karmienia 42 (60,0%) 28 (40,0%)
Zmiany krtani i nagto$ni 47 (67,1%) 23(32,9%)
Anomalie zotgdkowo-jelitowe 31 (44,3%) 39 (55,7%)
Anomalie nerek 61(87,1%) 9 (12,9%)
Anomalie narzadéw piciowych 54 (77,1%) 16 (22,9%)
Anomalie analne 65 (92,9%) 5(7,1%)

Anomalie koriczyn 62 (88,6%) 8(11,4%)
Zmiany w dtoniach lub stopach 39 (55,7%) 31 (44,3%)
Anomalie kregostupa 52 (74,3%) 18 (25,7%)
Skolioza 45 (64,3%) 25 (35,7%)
Zwichniecie stawu obejmuje biodro 55 (78,6%) 15(21,4%)
Wiotkos¢ stawdw 39 (55,7%) 31 (44,3%)
Pes cavus 57 (81,4%) 13 (18,6%)
Obrazy MRI 18 (25,7%) 52 (74,3%)
Anomalie w obrazach MRI 32(61,5%) 20 (38,5%)
Hipotonia 21 (30,0%) 49 (70,0%)
Hipertonia 63 (90,0%) 7(10,0%)
drgawki 66 (94,3%) 4(5,7%)

Opoznienie rozwoju 4(5,7%) 66 (94,3%)
agodny enytater 62 (88,6%) 8(11,4%)
Umiarkowany identyfikator 56 (80,0%) 14 (20,0%)
Powsiny denythator 39 (55,7%) 31 (44,3%)

(Nieprzerwany)
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TABELA 2 | Nieprzerwany

Zmienne kategorialne Kobieta Mezczyzna
Anomalie zachowania 50 (71,4%) 20 (28,6%)
Autyzm (ASD) 61(87,1%) 9(12,9%)
Nadpobudliwos¢ 53 (75,7%) 17 (24,3%)
Agresywny i samookaleczajgcy sie 43 (61,4%) 27 (38,6%)
Stereotypy i powtarzajgce sig ruchy 39 (55,7%) 31 (44,3%)
Nietolerancja frustracji 44 (62,9%) 26 (37,1%)
Niekontrolowane $miechy 50 (71,4%) 20 (28,6%)
Problemy ze snem 32(45,7%) 38 (54,3%)
Wsparcie glowy 19(27,1%) 51(72,9%)
Mozliwos¢ pozostania w pozycii siedzacej 22 (31,4%) 48 (68,6%)
Potrafi utrzyma¢ pozycje siedzaca bez pomocy 24(34,3%) 29 46 (65,7%) 41
Mozliwos¢ chodzenia bez pomocy (41,4%) (58,6%)
Mozliwos¢ chodzenia z pomoca 23(32,9%) 47 (67,1%)
Uzywaj pieluch 38(55,7%) 31 (44,3%)
Wejdz w interakcje z otoczeniem 20 (28,6%) 50 (71,4%)
Potrafi czyta¢/pisa¢ 56 (83,4%) 12(17,6%)
Korzystaj z alternatywnych narzedzi komunikacyjnych 39 (55,7%) 29 (41,4%)
Brak stow 44 (65,7%) 26 (34,3%)
Uzyj mniej niz 10 stow 43(63,3%) 25 (36,7%)
Krotkie zrozumiate zdania 52 (76,5%) 16 (23,5%)
Krzyk wysoki lub konny 31 (44,3%) 39 (55,7%)
Ptacz bez dzwieku 68 (97,2%) 2(2,8%)
Cztonek rodziny nie pracuje juz jako opiekun 38 (54,3%) 32 (45,7%)
Chirurgia 46 (67,1%) 24 (32,9%)
Podejrzenie patologii przed postawieniem diagnozy 48 (68,6%) 54 22(31,4%) 16
Normalny elektroencefalogram (77,1%) (22,9%)
Normalne badanie metaboliczne 53 (75,7%) 17 (24,3%)
Dodatkowe duplikaty 43 (61,4%) 27 (38,6%)

1" oznacza ,zawsze" z danym schorzeniem w poréwnaniu z 0, ,nigdy” z danym schorzeniem, wzigte z jednego z naszych dwéch kwestionariuszy i wyselekcjonowane z dokumentacji medycznej.

szpary powiekowe, stereotypie, anomalie zotadkowo-jelitowe, krétka (40/56; ~71,50%). W rzeczywistosci 30,35% pacjentéw (17/56) w ogodle
szyja, skolioza, wady serca i opéznienie mowy wystepowaty w 25-59% nie moéwito, 41,07% (23/56) miato podstawowe stownictwo sktadajgce
przypadkow i nalezy je uznac za czeste zmiany w zespole (tab. 3) . sie z 10 stéw lub mniej, a 28,57% (16/56) miato tagodne stownictwo
oraz umiejetnos$¢ postugiwania sie ograniczonymi zwrotami w celu
Godne uwagi jest to, ze wiele z tych zwanych ,jadrowymi cechami prowadzenia krétkiej i zrozumiatej rozmowy (tabele 2, 3).
klinicznymi” (najczestsze odkrycia) wydawato sie by¢ ze sobg Jako przyktady choréb wspétistniejgcych prawie 33% kohorty
powigzanych. Rzeczywiécie, wykazano miedzy nimi znaczacg dodatnig poddato sie co najmniej jednej operacji (od jednego do siedmiu, tab. 1)
korelacje, gdy przeprowadzono analize tau_b Kendalla. i obejmowato ubytek przegrody miedzykomorowej (VSD), przezskérne
Na przyktad mikrocefalia wystepujaca w ponad 65% przypadkow zamkniecie przetrwatego przewodu tetniczego, zamknigcie otwartego

korelowata z epikantem, waskim grzbietem nosa lub zmianami w uchu.  otworu owalnego, dwunastnicy atrezja, zez i przepuklina pachwinowa
Jako przyktad, Rycina 2 podsumowuje niektére z tych bardzo znaczacych (najczesciej).
korelacji wewnetrznych (P 0,01), np. matogtowie.
Rozszerzone analizy tych korelacji podsumowano w tabeli uzupetniajacej
3. Wyniki genetyczne Analiza

Badania MRI mézgu przeprowadzono u prawie 75% oséb, chociaz danych punktu przerwania
tylko u 28,6% stwierdzono pewne zmiany (tabela 2), w tym przepukline  Analize SNP-macierzy przeprowadzono w wigkszosci przypadkéw z
ciata migdatowatego mézdzku, nieprawidtowosci ciata modzelowatego  wyjatkiem trzech pacjentéw, ktérzy mieli poréwnawczg hybrydyzacje
(od wychudzenia do agenezji), ektazje rogéw czotowych, pnia mézgu genomowg (macierz CGH). Wspoétrzedne genomowe dla mikrodelecji
hipoplazja, rozszerzony uktad komorowy, torbiele lub wodogtowie. wptywajacych na krétkie ramie chromosomu 5 i inne rearanzacje

genomowe wymieniono w Tabeli 4. Graficzne przedstawienie delecji

Elektroencefalogramy wykazaty prawidtowe wyniki tylko u zmniejszonej pokazano na dodatkowej rycinie 2. W skrécie, Srednia wielko$¢ strat

liczby 0séb (12/70, 22,90%) (Tabela 2). wynosita 20, 21 £+ 9, 28 Mb (zakres 0, 62 -35,01 MB). Macierze SNP
Zdolno$¢ mowy (oceniona tylko u pacjentéw w wieku 3 lat; n = ustality istnienie innych klinicznie istotnych rearanzacji genomowych u
56) wykazata powazne nieprawidtowosci u wiekszosci pacjentow prawie 39% pacjentéw (Tabela 4);

Granice w genetyce | www.frontiersin.org 6 lipiec 2021 | Tom 12 | Artykut 645595


https://www.frontiersin.org/journals/genetics#articles
https://www.frontiersin.org/journals/genetics
https://www.frontiersin.org/

Machine Translated by Google

|
TABELA 3 | Fenotyp, choroby wspétistniejgce i globalne cechy rozwojowe naszej kohorty w poréwnaniu z poprzednimi opublikowanymig
Rzeczy To badanie Cerruti Espirito
Mainardi Santo in
iin., 2006 iin, 2016
N N=70 N =220 N=6
Zakres wieku 0,1-45 lat 0,8~ 6-38 lat 17-23 lata
61 lat 40 lat
Sredni wiek 8,80 lat 16,80 lat 13,80 lat 13,30 lat 19,66 lat 14.65£10.19 12,32 lat
lata

Opéznienie rozwojowe (HP:0001263) 91,40 100,00 100,00 100,00 89,47 95.11
Hipotonia (HP:0003808) 70.00 72,20 100,00 100,00 87,50 99,38
Mikrognatia (HP:0000347) 42,90 96,70 100,00 71.00 100,00 90,62 84,26
Fatdy nakatne (HP:0000286) 47.10 90,20 83.30 85,71 100,00 93,75 81,67
Duzy mostek na nos (HP:0000446) 62,90 87,20 100,00 57.00 71,42 100,00 93,75 81,78
Typowy ptacz/ostry gtos (HP:0200046) 55,70 95,90 100,00 94,40 93.00 33.33 93,75 88,25
Hiperteloryzm (HP:0000316) 58,60 81.40 83.30 71.00 57.14 100,00 93,75 77.16
Agresywny i samookaleczenia (HP:0000718) 84,60 65,63 78,65
Anomalie w zachowaniu (HP:0012433) 71,40 68,75 70,57
Okragta twarz (HP:0000311) 45,70 83,50 100,00 29.00 100,00 25.00 68,62
Podniebienie wysoko wysklepione (HP:0000218) 10.00 83,80 100,00 64.00 29.16 (56.17) 65,58

‘ Samodzielne chodzenie 58,60 72,20 65,54
Nisko osadzone uszy (HP:0000369) 54.30 69,80 33.30 14.28 100,00 78.12 65.20
Matogtowie (HP:0000252) 84.30 66,70 91.00 85,71 6.25 64,93
Uzywaj pieluch 44.30 84.00 64,56
Trudne do karmienia (HP:0011968) 40.00 60.00 80.30 71,87 62,55
Opuszczone kaciki ust (HP:0002714) 11.40 81.00 64.20
Anomalie dentystyczne (HP:0000164) 48,60 75.00 100,00 23.13(56,52) 58.30
Krétka rynienka podnosowa (HP:0000322) 14.30 60,50 86.00 96,87 55.40
Nadpobudliwos¢ (HP:0002761) 44.30 78.12 54,91
Opadajace szczeliny powiekowe (HP:0200005) 20.00 56,90 83.30 48,71
Zez rozbiezny/zbiezny (HP:0000486) 45,70 47,50 100,00 42,86 17/31 (54,83) 48,67
Krétka szyja (HP:0000470) 18.60 100,00 47.38
Stereotypy (HP:0000733) (HP:0008762) 42.25
Brak stow (HP:0001344)
Nadpobudliwo$¢ (HP:0000752)
Skolioza (HP:0002944)
Problemy z oddychaniem (HP:0002098)
Anomalie serca (HP:0115080)
Anomalie zotgdkowo-jelitowe (HP:0011024)
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wiekszos$€ z nich nie zostata wczesniej wykryta w badaniach
cytogenetycznych (patrz Tabela 4 i dane uzupetniajace). Wiekszos¢
pacjentéw miata delecje koncowe (65/70, 92,85%), a pie¢ oséb
miato delecje sSrodmigzszowe (przedstawione na dodatkowym
rysunku 2B). Wéréd delecji koncowych 16 z nich (22,85%) miato
dodatkowa duplikacje kohcowa w innym chromosomie, co mogto
wynika¢ z mozliwej translokacji (de novo lub odziedziczonej).
Analiza cytogenetyczna rodzicéw pozwolita nam ustali¢, czy
rearanzacje byty znajome (6 przypadkéw), czy de novo (10
przypadkéw). W jednym przypadku delecja 5p zostata odziedziczona
po matczynym mozaicyzmie (6,5% komédrek we krwi), nieznanym
do momentu rozpoznania dziecka. Znalezlismy pacjentéw z
dodatkowymi delecjami korcowymi w innych chromosomach
(dwa przypadki, 2,85%) i dodatkowymi rearanzacjami na
chromosomie 5 w poblizu delecji (siedem przypadkéw, 10%).

Wreszcie troje dzieci odziedziczyto po swoich matkach prosta,
izolowang terminalng delecje.

,Funkcjonalne” wyniki

poszczegélnych GFAP Duza

heterogeniczno$¢ obserwowana u pacjentéw z tym zespotem
wraz z duzg liczbg innych znaczacych rearanzacji genomowych
(oprocz delecji 5p) rodzita pytanie, czy obecnos$¢ tych dodatkowych
rearanzacji moze modulowa¢ funkcjonalnie cechy kliniczne tego
zespotu oraz wyjasni¢ wysoka zmienno$¢ wewnatrzkohortowa.
Zaproponowali$my stopniowanie indywidualnej globalnej oceny
funkcjonalnosci (GFAP), konstruujac jedng zmienng ciggta, w
oparciu o czestosc¢ réznych ,jadrowych” pozycji klinicznych (od i
do v, patrz rozdziat ,Materiaty i metody”) oraz nasze doswiadczenie
kliniczne w syndromie.

Aby zweryfikowac te konstrukcje skali GFAP, przeprowadzono
potgczong analize statystyczng testu Kaisera-Meyera-Olkina,
Bartletta i analizy gtéwnych sktadowych (PCA) w celu wykrycia
najlepszego sposobu powigzania miedzy tymi zgrupowanymi
cechami klinicznymi. Rzeczywiscie, pierwszy gtéwny sktadnik (PCA
1) z PCA wazyt gtéwny wynik wariancji, potwierdzajac, ze PCA1
mozna zapisac jako $rednig wazong pieciu oryginalnych
zmiennych. Ostatecznie analiza korelacji Pearsona wykazata, ze
PCA1 i pozycja GFAP sg bardzo istotnie skorelowane (wartos¢
korelacji Pearsona = 0,846; P = 0,001). Wykres dyspersji pokazuje
silng korelacje liniowag miedzy nimi, a zatem uzasadnia GFAP jako
wazny konstrukt (ryc. 3).

Tabela 5 przedstawia wartosci mediany i $redniej + SD dla GFAP
i jej posrednie sktadowe ,funkcjonalne” dla catej kohorty i obu
subpopulacji: prostych delecji (47 przypadkéw) oraz pacjentéw z
delecjami i dodatkowymi rearanzacjami (gtéwnie duplikacje, 23
przypadki).

Analiza poréwnawcza

Wsréd subpopulacji z dodatkowymi i bez
Przegrupowania

Przeprowadzono test chi-kwadrat w celu poréwnania zmiennych
kategorycznych w obu grupach: prostych (izolowanych) delecji 5p
oraz obejmujacych delecje 5p i dodatkowe przegrupowania

lipiec 2021 | Tom 12 | Artykut 645595


https://www.frontiersin.org/journals/genetics#articles
https://www.frontiersin.org/journals/genetics
https://www.frontiersin.org/

Machine Translated by Google

Nevado i in. Syndrom 5p minus u oséb z Hiszpanii

TABELA 4 | Wspotrzedne genomowe ze wszystkich rearanzacji (GRCh37, hg19).

Usuniecia Duplikaty
Indywidualny Chromosom Wspétrzedne Wspétrzedne Rozmiar (MB) Chromosom Poczatek wspétrzednych Koordynaty sie kofcza Rozmiar (MB)
poczatek koniec
1 5p15.33-p15.1 25328 17981563 17,98 Xp22.33 169805 2123990 212
2 5p15.33-p14.3 25328 22446214 22.44 10025.3-926.3 115402474 135434319 20.08
3 5p15.33-p15.2 25328 12995938 12,99
4 5p15.33-p14.1 25328 28779357 28.77
5 5p15.33-p14.3 25328 22956970 22.95
6 5p15.33-s15.31 25328 9438756 9.43 Xq28 154933691 155236712 3.72
7 5p15.33-513.2 25328 34602269 34,60
5p13.2%* 34602654 36816661 2.21
8 5p15.33-513.3 25328 31853346 31.85
9 5p15.33-513.2 25328 35015297 35.02
10 5p15.33-p14.1 25328 25290077 25.30
1m* 5p15.32-p15.1 4928318 15418957 10.49
12 5p15.33-p14.2 25328 24430251 24.43
13 5p15.33-p14.1 25328 28783716 28.78
14 5p15.33-515.32 25328 4938756 4,94
15 5p15.33-513.3 25328 34986724 34,98
16 5p15.33-p15.1 25328 17665529 17.60 12p11.21 32875287 33056330 0,18
17 5p15.33-p14.1 25328 25027051 25.02
18 5p15.33-p15.1 25328 15913112 15.91 8p23.3p-23.1 176617 11860710 11.86
19 5p15.33-p14.1 25328 25396006 25.40 5p14.1 25409917 28435493 3.025
20 5p15.33-p15.1 25328 15808138 15.81
21 5p15.33-p15.2 25328 12978580 12,98 100-26.11-926.3 121556072 135425341 13.87
22 5p15.33-p15.2 25328 11037420 11.037
23 5p15.33-515-32 25328 4356789 4.35 5p15.33-515.32 4355708 4969019 0,60
5p15.31 6325532 6642356 0,30
24 5p15.33-p14.1 25328 27108052 27.10
25 5p15.33-p14.3 25328 21872896 21.88 9p24.3-p22.1 46587 19713500 197
26 5p15.33-p14.3 25328 22658970 22.65 8p23.2-p11.23 2061877 34908297 34,94
27 5p15.33-p15.2 25328 14360436 14.36
28 5p15.33513.3 25328 29485091 29.48
29 5p15.33-s13.3 25328 29292854 29.29 1p13.1512 117594464 117989275 0,38
30 5p15.33-513.3 25328 32130401 3213
31 5p15.33-p14.1 25328 27708038 27.71 18p11.32 13034 2656248 2,65
32 5p15.33-p14.1 25328 28147535 28.15
33 5p15.33-p14.1 25328 26622073 26.62 5p13.3-p13.2 26695268 34019038 7.67
34 5p15.33-p14.1 25328 28796749 28,79
35% 5p15.33-p15.1 560000 17509888 16.95
36 5p15.33-p14.1 25328 25821865 25.82
37 5p15.33-p14.3 25328 21504581 21.50 8p23.3-p23.2 164984 752709 0,75
22q11.21 25661725 25914593 0,25
38 5p15.33-515.32 25328 4610206 4.61 5q35.1 169708691 169893751 0,18
5q35.1-935.3 171656863 180693344 9.03
39 5p15.33-p15.1 25328 15922302 15.92
40 5p15.33-p14.2 25328 24438467 24.43
41 5p15.33-p14.1 25328 25135494 25.13 11q22.1 100578089 100870339 0,29
42 5p15.33-p15.1 25328 15022112 15.02 9p24.3-p21.3 162931 23232287 23.24
43 5p15.33-p14.1 25328 28464893 28.46 18p11.32-511.31 141896 6785383 6,78
44 5p15.33-p14.2 25328 24247673 24.24
45 5p15.33-p15.1 25328 17704161 17.70 5p14.3 19970119 20370847 0,4

(Nieprzerwany)
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TABELA 4 | Nieprzerwany

Usuniecia Duplikaty
Indywidualny Chromosom Wspotrzedne Wspétrzedne Rozmiar (Mb) Poczatek wsp6trzednych chromosomu Wspétrzedne koniec Rozmiar (Mb)
poczatek koniec
46 5p15.33-s13.2 25328 28929082 28,92 5p13.3-p13.2 28968268 34497445 5.53
47 5p15.33-p15.1 25328 16410000 16.41
48 5p15.33-s13.3 25328 31131409 31.13
49 5p15.33-p15.2 25328 14270500 14.27
50 5p15.33-p15.2 25328 14061184 14.06 7p22.3-p11.3 44935- 11857504 11.86
51 5p15.33-p15.1 25328 16661282 16.67
52 5p15,33 25328 618586 0,62 2036.3-2927.3 22990625 243048760 13.14
2q36.3 228782976~ 229669531 0,89
53 5p15.33-515.31 25328 7125022 712
54 5p15.33-515.31 25328 7125022 7.12
55 5p15.33-513.3 25328 30210500 30.21
56 5p15.33-15.32 25328 4610206 4.61 2p15.3-p25.2 14238 4698068 4,68
57* 5p15.1-p13.3 17509888 32677299 15.17
58 5p15.33-513.3 25328 34119847 34.11 Xp22.31 6447911- 8135053
59 5p15.33-513.3 25328 30480030 30.48
60 NA NA NA NA
61 5p15.33-p15.1 25328 15652433 15.65 11p15.5-p15.4 75328- 10525251 10,5
62 NA NA NA NA
63 5p15.33-p15.13.3 25328 30445734 30.44
64 5p15.33-515.32 25328 4610206 4.61 2p15.3-p25.2 14238 4698068 4,68
65 5p15.33-515.32 25328 4610206 4.61 2p15.3-p25.2 14238 4698068 4,68
66* 5p142-513.2 23383424- 36609355 13.22
67 5p15.33-515.31 25328 7125022 712
68%** 5p15.33513.3 25328 29292854 29.29
69 5p15.33-515.32 25328 5014883 5.01
70% 5p15.2-p13.3 9860050 33760050 23.09

*QOznacza przypadki srédmigzszowe. **Oznacza mozaiki.

(gtéwnie duplikaty). Co ciekawe, obecnos$¢ dodatkowych rearanzacji moze
wywierac znaczace réznice w wynikach prenatalnych i postnatalnych
opdznien wzrostu, anomalii sercowych i zdolnosci mowy w jezyku

0,05, przy CI 95%).

Co godne uwagi, inne ustalenia staty sie istotne przy 90% CI, takie jak

ekspresyjnym (Tabela 6, P

rozszczep wargi/podniebienia, anomalie nerek, zaburzenia ze spektrum
autystycznego (ASD) lub trudnosci w oddychaniu (Tabela 6).

Analiza skupier oddziatéw pozwolita nam poréwnac¢ czestosci
wystepowania tych zmiennych w obu subpopulacjach.
Zaznaczamy, ze lepsze liczby (niskie wartosci procentowe) byty bardziej
reprezentowane w prostej grupie delecji 5p, ale z elementami motorycznymi,
nieco lepiej niz w grupie z dodatkowymi przegrupowaniami ( tabela 5 i dane
uzupetniajgce). Chociaz grupa prostych delecji miata srednio wiekszy rozmiar
delecji 5p (patrz tabela uzupetniajaca 5), nie mozna byto zaobserwowac
statystycznie istotnych réznic miedzy dwiema réznymi subpopulacjami (test
t Studenta, patrz ryc . 4).

Przeprowadzilismy réwniez analize asocjacji miedzy zmiennymi
kategorialnymi w obu subpopulacjach za pomocg analizy tau_b Kendalla
(rozszerzona analiza dla catej kohorty i podgrup zostata przedstawiona w
tabeli dodatkowej 3). Co ciekawe, niektére z
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zaobserwowane korelacje w grupie z prostg delecjg 5p zniknety w grupie z
dodatkowymi rearanzacjami (ryc. 5). Bardziej szczegétowy przyktad trzech z
tych zmiennych kategorialnych przedstawiono na dodatkowym rysunku 3.

Korelacje miedzy genotypem a fenotypem

Przeprowadziliémy hierarchiczng analize skupienh Warda, uzywajgc pozycji
,rozmiar delecji” jako unikalnej zmiennej, w celu zweryfikowania, jak osoby
(poczatkowo z catej kohorty) grupuja sie wedtug wielkosci delecji. Na koniec
osobniki pogrupowano w cztery skupienia (liczbe ustalono algorytmami BIC
i AIC), w nastepujgcy sposéb: 4,97 + 1,83 Mb, 14,64 + 2,31 Mb, 24,01 + 1,38
Mb oraz 29,95 + 2,93 Mb (ryc. 6A, B). Analiza ANOVA odrzucita istotng
korelacje migdzy wielkoscig delecji a elementem funkcjonalnym, GFAP lub
ktérymkolwiek z jego produktéw posrednich (P = 0,07 przy CI 95%, dane nie
pokazane). Jednak analiza ANOVA dla zmiennych ciggtych lub test chi-kwadrat
dla zmiennych kategorialnych pokazuje istnienie istotnych réznic miedzy
klastrami w kilku zmiennych, gtéwnie zwigzanych z parametrami
okotoporodowymi, niektérymi cechami dysmorficznymi, zachowaniem i
cechami poznawczymi (ryc. 6C ) . Ponadto testy Bonferroniego i Z dla
poprzednich istotnych zmiennych ujawnity, ze skupienie 3
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RYSUNEK 3 | Walidacja konstruktu GFAP metodg statystyczng PCA (analiza gléwnych sktadnikéw). Wartos$¢ korelacji Pearsona = 0,846; P = 0,001.

TABELA 5 | $rednia (+SD) i mediana GFAP (Globalna Ocena Funkcjonalna Pacjenta) i jej wartosci posrednie (pozycje od ,i” do ,v*) z catej kohorty i subpopulacji 5p- osobnikéw.

Cata kohorta Pojedyncze delecje 5p

Delecje 5p plus dodatkowe

rearanzacje

Zmienna ,funkcjonalna”. Mediana Srednia + SD Mediana Srednia + SD Mediana Srednia + SD
GFAP 387,60 388,40 + 100,00 361,50 362,89 + 98,50 404,00 398,70 + 92,00
(i) Elementy opdznienia rozwojowego skorygowane wedtug wieku 251,00 244,60 + 66,40 228,50 233,80 + 59,50 249,00 229,10 £ 73,00
(i) Elementy zmiany zachowania 7.50 13.40 + 15.40 7.00 10.80 + 12.10 7.00 15.00 + 19.60
(i) Przedmioty dysmorficzne 24.00 21.10 £ 11.60 24.00 20.30 £ 11.80 24.00 19,00 + 0,60
(iv) Umiejetnosci komunikacyjne 48.00 54,10 + 25,80 45.00 50,50 + 25,80 60.00 58,20 + 23,80
(V) Pozycje chordb wspéfistniejacych 47.00 55,20 +47,00 47.00 48,80 + 38,80 67.00 61,50 + 37,50
Wartosci sa wyrazone w dowolnych jednostkach. Wyzsze wartosci wigzg sie z gorszym rokowaniem funkcjonalnym.
TABELA 6 | Poréwnanie subpopulacji u osobnikéw 5p- pod katem przyjetych zmiennych kategorycznych.
Test chi-kwadrat

Proste delle 5 penséw N = 47 Sp dels + addt przegrupowanie N = 23 Wartos¢ df sygn. asymptotyczny (dwustronny)
IUGR 14 13 1.701 1 0,019*
Zaburzenia wzrostu poporodowego 16 17 3.716 1 0,036*
Anomalie serca 10 14 6.020 1 0,014*
Krétkie zrozumiate zdania 14 2 5.299 1 0,021*
Anomalie rozszczepu wargi i podniebienia 2 5 3.543 1 0,060 $
Anomalie nerek 3 6 3.441 1 0,064 $
ASD 3 6 3.441 1 0,064 $
Wyrazne tuki brwiowe 5 0 3.381 1 0,066 $
Problemy z oddychaniem 13 14 3.272 1 0,070 $
Brak stow 10 11 3.187 1 0,074 %
Wejdz w interakcje z otoczeniem 34 16 3.189 1 0,074 $

*$ oznacza istotng wartosc¢ p

Granice w genetyce | www.frontiersin.org

0,05; oznacza mozliwg tendencje, istotng przy CI 90% (dane nie pokazane). N to liczba ocenianych pacjentéw.
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RYSUNEK 4 | Schematyczne przedstawienie poréwnania miedzy subpopulacjami osobnikéw 5p (delecje 5p vs. delecja 5p plus dodatkowe rearanzacje) w ,funkcjonalnej”
konstruowanej GFAP (Globalna ocena funkcjonalna pacjenta) i jej pétproduktach (pozycje opéZznienia rozwojowego skorygowane o wiek, pozycje behawioralne , elementy
dysmorficzne, umiejetnosci komunikacyjne i elementy wspétistniejace). Przeprowadzono test t-Studenta.

(rozmiar 24,01 + 1,38 Mb; 5p15.1 - p14.1) jest najbardziej znaczace roznice miedzy klastrami A" i ,B” (obecnie klaster ,A"
reprezentowany wsréd par klastréw z istotnymi réznicami miedzy nimi  agreguje klastry 1i 2 oraz klastry ,B" 3 i 4, rysunek dodatkowy 4B).
(ryc. 6C).

Kiedy klastry Warda zostaty podzielone wedtug czestosci pozycji (w Ostatecznie analiza korelacji Pearsona wykazata, ze wielko$¢ delecji
procentach), wydawato sie, ze wyzsze wartosci procentowe (zwykle odwrotnie korelowata z niektérymi parametrami noworodkéw, takimi
zwigzane z gorszym rokowaniem) zostaty zmapowane, réwniez w jak waga lub OFC (P 0,001) i prawie z dtugos$cig urodzeniowga (P =
klastrze 3 (tabela 6 i dane uzupetniajgce). Jednak ekspresyjny jezyk 0,061). Jednak najbardziej znaczaca korelacje genotyp/fenotyp
(nastepnie pozycja, umiejetnos¢ tworzenia krétkich zdan) lub zaobserwowano miedzy wielkoscig delecji a ptcig (mezczyzni, 15,79 +
umiejetno$¢ pisania lub czytania byta kojarzona preferencyjnie ze 8,79 vs. kobiety, 22,38 + 8,84. Test t-Studenta, P = 0,004).

skupieniami 12 (11/16 os6b, 69%). Rycina 7 pokazuje, w jaki sposéb

cztery klastry integrujg sie z sugerowanymi obszarami funkcjonalnymi

chromosomu-5p z kilku wczesniej opublikowanych danych. Analiza poréwnawcza mezczyzn i kobiet Test chi-

Zaobserwowali$my kilka istotnych wynikéw mapowania, takich jak kwadrat przeprowadzono dla catej kohorty i dwdch subpopulacji.

opdznienie mowy elementu, ktére zostato zmapowane na poczatku telomdfabela 7i pokazuje statystycznie istotne réznice miedzy mezczyznami i
Nastepnie przeanalizowali$my te mozliwe réznice miedzy klastrami ~ kobietami w catej kohorcie.

(wedtug wielkosci delecji) w dwéch subpopulacjach osobnikéw 5p-Sd Réznice te dotyczyly gtéwnie opdznienia wzrostu (prenatalnego i
(proste, izolowane delecje 5p vs. delecje 5p plus dodatkowe rearanzacje), postnatalnego), cech dysmorficznych, niektérych choréb

stosujgc to samo podejscie statystyczne przedstawione powyze;. wspétistniejgcych kregostupa oraz aspektéw behawioralnych i
Uzupetniajacy rysunek 4A pokazat podobny wynik dla prostych delecji. poznawczych. Ponadto analiza klastréw Ward miedzy mezczyznami i
ZnalezliSmy réwniez istotne réznice wewnatrz klastréw dla niektérych kobietami wykazata najgorsze czestotliwosci (w procentach) u kobiet (tabela 7 i dan
zmiennych, przy czym klaster 3 ponownie jest najbardziej Zgodnie z oczekiwaniami, dane noworodkéw przy urodzeniu wykazaty
reprezentatywnym skupiskiem dla znaczacych réznic w parach réwniez istotne réznice miedzy ptcig i masg ciata oraz OFC (odpowiednio
poréwnan klastréow (rysunek 4A i dane uzupetniajace). P 0,01iP 0,05, testt-Studenta) lub dtugoscig po urodzeniu (P =

Co ciekawe, jedng z tych zmiennych, ktéra wykazata réznice miedzy 0, 074, test t-Studenta). Co najbardziej godne uwagi, wystapity réwniez
klastrami, byt GFAP. Do analizy grupy z dodatkowymi przegrupowaniami znaczace réznice w funkcjonalnym GFAP (P = 0,05, test t-Studenta).
wygenerowaliémy tylko dwa skupienia do poréwnania (ze wzgledu na Réznice te wykazaty wyzsze wartosci czgstosci (gtdwnie gorsze

liczbe osobnikéw), ale réwniez oznaczylismy rokowanie) u kobiet. Podobnie my
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RYSUNEK 5 | Schematyczne przedstawienie poréwnania miedzy subpopulacjami osobnikéw 5p (delecje 5p vs. delecje 5p plus dodatkowe rearanzacje) w zmiennych
kategorycznych przy uzyciu analizy statystycznej tau_b Kendalla. Bardzo istotne réznice (P
zmiennymi obserwowanymi w grupie z delecjg 5p i nieobecnymi w grupie z delecjg 5p + dodatkowe przegrupowanie.

0,01) zaznaczono pogrubiong czcionka. Kétka oznaczajq istotne réznice miedzy

pordéwnali znaczace réznice miedzy mezczyznami a kobietami dla
wszystkich zmiennych kategorialnych (zaréwno w pojedynczych
delecjach, jak i delecjach + dodatkowe przegrupowania) (tabele 7ii,
iii). Stwierdzono istotne korelacje miedzy ptciami, niezaleznie od
grupy. Jedyng istotng wspdélna réznica byto opdznienie wzrostu
wewngtrzmacicznego (IUGR). Ponownie, najbardziej niezwyktym
odkryciem ze znaczgcymi réznicami w grupie z prostg delecjg 5p byt
GFAP (Tabela 7ii), ale nie w grupie z dodatkowymi rearanzacjami
(Tabela 7iii). Z drugiej strony pacjenci z dodatkowymi rearanzacjami
wykazywali réwniez znaczace réznice w danych dotyczacych
noworodkdw, takich jak waga lub OFC przy urodzeniu, ponownie
jako cata kohorta, wykazujac lepsze liczby u mezczyzn niz u kobiet.

heterogenicznos¢ genetyczna. W rzeczywistosci osoby z zespotem 5p
nie zawsze majg pojedyncze przegrupowanie. W naszej kohorcie
okoto 39% os6b wykazato dodatkowg klinicznie istotng rearanzacje
genomu, gtéwnie duplikacje w innych chromosomach. W innych
przypadkach dodatkowe delecje i duplikacje mozna zaobserwowac
w poblizu gtéwnej delecji 5p (siedem przypadkéw), prawdopodobnie
w wyniku ztozonej rearanzacji, jak sugerowano wczesniej (Gu i in.,
2013) . Te dodatkowe rearanzacje postawity pytanie, czy dodatkowe
rearanzacje genomowe mogga odgrywac role w zespole, a zatem
moga wyjasniac czes$¢ jego zmiennosci, czy tez osoby z dodatkowymi
rearanzacjami nalezy uznac za majace zespét 5p minus.

Rozszerzong analize testu t-Studenta przedstawiono w tabeli dodatkowej 8.

DYSKUSJA

W tej pracy opisujemy najwiekszg kohorte hiszpanskich pacjentéw z
5p-Sd i jedna z najwiekszych jak dotad serii tych pacjentéw,
scharakteryzowang za pomocg CMA i innych podej$¢ genetycznych,
takich jak cytogenetyka, MLPA i FISH. Chociaz czestos¢ jej
wystepowania jest wcigz nieznana, oszacowano jg na okoto 1:15 000-
50 000 (Niebuhr, 1978; Higurashi i in., 1990; Cerruti Mainardi i in.,
2006). Nasze dane pokazaty, ze osobniki 5p- mogg mie¢ wysoka
zmienno$¢ kliniczng, ktérej towarzyszy réwniez wysoka

Granice w genetyce | www.frontiersin.org

OpisaliSmy i poréwnali$émy naszg kohorte z innymi wczesniej
zgtoszonymi seriami pod wzgledem cech klinicznych. Pewne
ograniczenia tego badania wynikajg z informacji zaczerpnietych z
kwestionariuszy wypetnianych przez rodzicéw lub opiekunéw. To
moze wyjasniac cze$¢ tych réznic miedzy badanymi. Zdecydowanie

zalecamy systematyczng kodyfikacje cech klinicznych za pomoca systemu HPO.

Sadzimy, ze terminy HPO wazone czestoscig zgrupowane w pieciu
gtéwnych cechach jadrowych zespotu pomoga klinicystom opisac
pacjentéw z 5p-Sd (Tabela 3). Zbudowalismy skale wycen o nazwie
GFAP (patrz rozdziaty ,Materiaty i metody” oraz , Wyniki").
Poréwnalismy ten ,funkcjonalny”

GFAP i jego elementy posrednie w celu ustalenia
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RYSUNEK 6 | (A) Hierarchiczna klastra Warda catej kohorty wedtug wielkosci usuniec. BIC i AIC zostaty zgrupowane wedtug czterech klastréw. ( B ) Segregacja dziatek
uporzadkowana wedtug rozmiaru usuniecia w Mb. Kazdy klaster pokazywat warto$¢ GFAP. (C) Przeprowadzono analize ANOVA dla zmiennych ciggtych lub test chi-kwadrat
dla zmiennych kategorialnych w celu ustalenia istnienia istotnych réznic miedzy skupieniami. Ponadto test Bonferroniego i test z dla poprzednich znaczacych zmiennych
ujawnity pary skupien z istotnymi réznicami miedzy nimi.

domniemane istotne réznice miedzy obiema subpopulacjami: proste,
izolowane delecje 5p i delecje 5p z dodatkowymi rearanzacjami.
Jednak nie mozna byto zaobserwowac statystycznie istotnych réznic
(test t Studenta) miedzy dwiema réznymi subpopulacjami dla zmiennej
GFAP, chociaz mozna byto wskazac kilka znaczacych réznic wsréd

innych cech klinicznych. Najbardziej istotne byty anomalie serca i
opdznienie mowy oraz obecno$¢ dodatkowych rearanzacji.

Jesli chodzi o aspekty behawioralne, istniaty znaczace réznice miedzy
subpopulacjami pod wzgledem probleméw ze snem, zachowania
stereotypowego lub agresywnego oraz liczby problemoéw
behawioralnych, ktére wystepowaty czesciej w grupie z dodatkowg
rearanzacja genomowa. Tak wiec ten ostatni wykazat lepsze liczby w
niektérych elementach poznawczych niz proste delecje 5p. W sumie i
na podstawie analizy statystycznej obecnos¢ dodatkowych duplikacji
nie miata istotnego wplywu na caty fenotyp pacjenta 5p, ale mogta
miec okreslony udziat w niektérych objawach klinicznych, takich jak
opdznienie wzrostu (prenatalne lub postnatalne), jak rowniez jako
wady serca.

Korelacje genotyp-fenotyp Niektérzy autorzy stwierdzili
wczesniej, ze ciezkos¢ fenotypu i opdznienie poznawcze 5p-Sd byty
zwigzane ze zwiekszonym rozmiarem delecji na chromosomie 5p

(Wilkins i in., 1983; Cornish i in., 1999; Cerruti Mainardi i in., 2001).

Jednak fakt ten nie zostat potwierdzony przez innych (Marinescu

Granice w genetyce | www.frontiersin.org

iin., 1999; Espirito Santo i in., 2016). Dlatego ten aspekt jest nadal
kontrowersyjny. Uzyliémy naszego ,funkcjonalnego” konstruktu GFAP do
zweryfikowac te hipoteze. Nasze dane potwierdzity te korelacje
genotypowo-fenotypowe tylko w prostych delecjach. Poniewaz istnieje
niewielka liczba publikacji na temat tego zespotu zawierajacych dane
z mikromacierzy, nie mozna dyskutowac, czy ten fakt wystapit w
innych kohortach. Na przyktad Cerruti Mainardi i in. (2006)
przeanalizowali korelacje genotyp-fenotyp, ale tylko u pacjentéw z
izolowanymi delecjami koncowymi 5p (151/185 przypadkoéw).
Ponadto, jesli cze$¢ ogromnej zmiennosci fenotypowej
obserwowanej wsréd osobnikéw 5p nie byta zwigzana z rozmiarem
delecji, inng mozliwo$¢ mozna ustali¢ na podstawie lokalizacji delecji,
poniewaz jest to region chromosomalny z wazng zawartoscig genéw.
Nasze dane potwierdzity, ze okreslone regiony na chromosomie 5p
moga odgrywac bardziej znaczgca rolg w zespole niz inne. Nasza
analiza klastréw (wedtug wielkosci delecji) wykazata, ze klaster 3 byt
najbardziej odpowiedni sposrod par klastrow ze statystycznie
istotnymi réznicami, zaréwno w catej kohorcie, jak iw grupach
subpopulacji. W rzeczywistosci najgorsze czestotliwosci wiekszosci
pozycji kategorycznych, jak réwniez GFAP i jego pétprodukty w
skupieniu 3, wydajg sie potwierdzac te obserwacje. Klaster 3
zmapowany na 18-25 Mb z telomeru (prazki chromosomalne 5p15.1-
5p14.1). Wéréd genédw mapowanych w tym obszarze znajdowat sie
klaster kadheryny (CDH), w tym CDH10, CDH9, CDH12, CDH18 i CDH6,
silnie zwigzany z tym zespotem. Opisano, ze ten klaster CDH jest
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(10) Barber et al., 2012; Kepplen et al., 1992
(11) Cerruti-Mainardietal., 2001
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niepetnosprawnos¢ intelektualna.

RYSUNEK 7 | Mapa integracyjna dla klastréw pokazana na rycinie 6. Poréwnania z wczesniej zgtoszonymi regionami krytycznymi dla fenotypéw w zespole 5 p minus (odnosniki
odnosza si¢ do objawdw klinicznych zgtaszanych w poszczegdlnych rodzinach z delecjami srédmigzszowymi w réznych zgtoszonych pracach). Okregi reprezentujg obszary zmapowane dla

réznych klastréw uzyskanych w analizie Warda. Gtéwne ustalenia zaobserwowane w naszym badaniu zaznaczono kursywa. Prazki chromosomowe sg zgtaszane zgodnie z ISCN. ID,

warunkowo haploniewystarczajace i zalezg od innych czynnikéw

1995; Zhang i in., 2005). Wysokie czestotliwosci dla wiekszosci wynikéw

genetycznych lub srodowiskowych prowadzacych do nieprawidtowego fenotgpbawioralnych wydawaty sie by¢ zwigzane z klastrami 3 i 4 w analizie

Jest to interesujacy fakt i moze réwniez wyjasnia¢ cze$¢ zmiennosci
obserwowanej w 5p-Sd. Inne geny w tym regionie to FBXL7, MARCH11,
FAM134B, MYO10, DROSHA, PDZD2, GOLPH3, MTMR12, ZFR, SUB1, NPR3
i TARS. Wszystkie geny majg znaczny poziom haploinsufficiency (patrz
tabela uzupetniajgca 9). Nie mozemy jednak wykluczy¢ roli innych genéw,

takich jak CTNND2, TERT i MED10, czesto usuwanych w 5p-Sd i zwigzanych

z rozwojem/funkcjg neurondéw i $miercig komérkowa. Najmniejszy region
naktadajgcych sie pacjentéw z delecjami Srédmigzszowymi wskazywat na
dwa potencjalne regiony, jeden mapujacy te geny, a drugi w klastrze
kadheryny. Potrzebne sg dodatkowe przypadki Srédmigzszowe i testy
funkcjonalne, aby odkry¢ role wszystkich tych genéw.

Umiejetnosci mowy (ocenione tylko u pacjentéw w wieku >3 lat)
wykazaty, ze potencjalnie dotkniety region znajduje sie blisko telomeru
(5p15.33-5p15.31), co potwierdza wczeéniejsze ustalenia (Church iin.,

Granice w genetyce | www.frontiersin.org

klastrow naszego Warda i wspieraty wczedniejsze badania ich
hipotetycznego mapowania (Barber i in., 2011). Z drugiej strony nasze
dane wykazaty réwniez pewne rozbieznosci z poprzednimi badaniami. W
naszym badaniu piskliwy krzyk wydawat sie mapowac na pasmach p14.3
- p13.2 w poréwnaniu z pasmami p15.33 - p15.31 (Overhauser i in., 1994;
Gershiin., 1995; Cerruti Mainardi i in., 2001), p15.31 (Zhang i in., 2005),
p15.31 - p15.2 (Church iin., 1995) lub p15.2 (Wu i in., 2005) w innych
wczesniejszych raportach.

Pte¢ jako czynnik réznicujacy: korelacje zalezne od ptci

Rodzice, opiekunowie i kilku specjalistéw klinicznych

nieustannie sugerowato nam podejrzenie domniemanych réznic
poznawczych i ,funkcjonalnych” miedzy pacjentami ptci meskiej i zenskiej.
Jest to pierwszy raport pokazujgcy ,funkcjonalne”
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TABELA 7 | Poréwnanie miedzy osobnikami meskimi i zefskimi 5p-, w odniesieniu do zmiennych kategorycznych i ciggtych pobranych odpowiednio za pomoca testu chi-kwadrat i testu t-Studenta, w (i) catej

kohorcie, (ii) prostych delecjach 5p oraz (iii) 5p delecje plus dodatkowe rearanzacje.

(i) Cata kohorta

Chi-kwadrat
Mezczyzna Kobieta Wartos¢ df sygn. asymptotyczny (dwustronny)
IUGR 3 27 9.42 1 0,002%*
Zaburzenia wzrostu poporodowego 7 26 3.838 1 0,050*
Okragta twarz 6 26 5318 1 0,021*
Powigkszona twarz 12 n 5.794 1 0,016*
Anomalie szyi 1 12 4.583 1 0,032*
Zmiany palcéw u rak i nég 6 25 4.598 1 0,032*
Anomalie kregostupa 2 16 5.194 1 0,023*
Skolioza 4 21 5.009 1 0,035*
Powany identyfikator 5 26 7.058 1 0,008**
Agresywny i samookaleczajacy sie 4 23 6.486 1 0,011*
Problemy ze snem 8 30 5.255 1 0,022*
Potrafi czyta¢/pisac 7 5 3.911 1 0,048*
Krétkie zrozumiate zdania 9 7 4.701 1 0,030*
[ 5 3 3.598 1 0,058 $
uczen T
Mezczyzna Kobieta sygn.
Waga przy urodzeniu (g) 2925,91 689,24 2447,28 621,33 0,006%*
OFC pray urodzeniu (cm) 33.17 227 31.74 237 0,021*
GFAP 358,87 73.39 402,94 108,60 0,050*
Wzrost przy urodzeniu (cm) 47.11 3,79 45.31 3,86 0,074 $
(ii) Proste delecje 5p
Chi-kwadrat
Mezczyzna Kobieta Wartos¢ df sygn. asymptotyczny (dwustronny)
IUGR 2 12 4.669 1 0,0031%*
Niepowadzenie w rozwoju 3 13 3.716 1 0,054
Zmiany krtani i nagtosni 1 10 5.002 1 0,025%
Powazny identyfikator 3 14 4.605 1 0,032*
Agresywny i samookaleczajacy sie 3 14 4.605 1 0,032*
Problemy ze snem 4 16 4.740 1 0,029*
Anomalie kregostupa 1 8 3318 1 0,069 $
uczen T
Mezczyzna Kobieta sygn.
GFAP 336,31 61.36 396,37 123.10 0,040*
Pozycja behawioralna jako sktadnik GFAP 7.73 .72 22.63 13.77 0,063 $
(iii) delecje 5p + dodatkowe przegrupowania
Chi-kwadrat
Mezczyzna Kobieta Warto$¢ df sygn. asymptotyczny (dwustronny)
IUGR 1 12 4.34 1 0,037*
Okragta twarz 1 12 1,73 1 0,037*
Powigkszona twarz 6 4 9.60 1 0,002**

(Nieprzerwany)
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TABELA 7 | Nieprzerwany

(iii) delecje 5p + dodatkowe przegrupowania

Chi-kwadrat
Mezczyzna Kobieta Wartos¢ df sygn. asymptotyczny (dwustronny)

Anomalie okulistyczne 1 12 4.34 1 0,037*
Krotkie zrozumiate zdania 2 0 5,59 1 0,018*
Problemy stuchowe 5 6 3,68 1 0,055 %
uczen T

Mezczy: Kobieta sygn.
Waga przy urodzeniu (g) 3314.29 686,24 2469,60 586,85 0,004%%
OFC przy urodzeniu (cm) 34,79 1,55 31.44 2.1 0,001%#*
Rozmiar usunigc 10.25 6.81 21.60 8,69 0,004**

* ok

oznacza znaczacg wartos¢ p - 0,05. oznacza znaczgcg wartosé p

réznice miedzy samcami i samicami u osobnikéw 5p-Sd.
Stwierdziliémy, Ze niektére z analizowanych cech klinicznych
wykazaty statystycznie istotne réznice miedzy mezczyznami i
kobietami, na przyktad w zmiennej GFAP. W ten sposéb
oznaczylismy gorsze wyniki funkcjonalne i wieksze rozmiary delecji
u kobiet niz u mezczyzn, stosujac analize skupien Warda. Nalezy
podja¢ dodatkowe wysitki z systematycznymi ocenami poznawczo-
behawioralnymi pacjentéw, aby przypisa¢ doktadniejsze réznice.

Powdd, dla ktérego stosunek kobiet do mezczyzn wynosi 2: 1, jest nadal nieznany.
Jedng z najbardziej istotnych réznic miedzy ptciami jest Srednia
wartos¢ wielkosci delecji. Co ciekawe, analiza klastrow Warda
pozwolita nam zaobserwowac, w jaki sposéb stosunek kobiet do
mezczyzn byt modulowany przez rézne rozmiary delecji w klastrach
(tabele 5, 7 i dane uzupetniajace). Liczba samcéw w tych klastrach
drastycznie spadta, gdy rozmiar delecji wzrést powyzej 15 Mb. Fakt
ten moze sugerowac inny, by¢ moze Smiertelny efekt delecji
powyzej 15 Mb u mezczyzn i moze wyjasniac réznice w stosunku
kobiet do mezczyzn w tym zespole.

W rzeczywistosci poronienia sg czeste w tym zespole. Nie jest to
niezwykty efekt, poniewaz sugerowano, ze inne geny w 5p13.1,
takie jak RICTOR i DAB2, s haploletalami (Peng i in., 2020) i moga
wyjasnia¢, w jaki sposéb delecje nie powiekszajg sie o wiecej niz
39 Mb od telomer. Nie mozemy jednak wykluczy¢ zadnego innego
dodatkowego efektu genetycznego lub epigenetycznego u
mezczyzn, wptywajgcego na pasma chromosomalne 5p15.1 -
p13.2. W rzeczywistosci sugerowano juz nieprawidtowa metylacje
DNA w zespole Cri du chat zwigzang z warunkami rozwoju
(Naumonova iin., 2018).

WNIOSEK

Podsumowujac, opisujemy tutaj duzg grupe pacjentéw z zespotem
5p minus, podkreslajac niektére korelacje fenotyp-genotyp. Co
ciekawe, znalezlismy statystycznie istotne réznice ,funkcjonalne”
miedzy mezczyznami i kobietami. Przeanalizowalismy réwniez
subpopulacje w 5p-Sd w oparciu o obecno$¢/nieobecnos¢ istotnych
klinicznie dodatkowych rearanzacji, oprocz strat w
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0,01. $ oznacza mozliwg tendencje, istotng przy CI 90% (dane nie pokazane).

ramie 5p. Obecnos¢ tych dodatkowych rearanzacji moze odgrywac
role modulujaca cze$¢ fenotypu w zespole.

Na koniec zalecamy potgczenie typowego kariotypowania z
CMA jako ostateczng metodg precyzyjnej diagnozy 5p Sd, w celu

zapewnienia doktadniejszego poradnictwa genetycznego dla tych
rodzin.

OSWIADCZENIE O DOSTEPNOSCI DANYCH

Oryginalne artykuty przedstawione w badaniu sg publicznie
dostepne. Dane te mozna znalez¢ w bazie danych DECIPHER
(https://www.deciphergenomics.org/) z nastepujgcymi numerami
dostepu: 436269 do 436336 odpowiadajgcymi przypadkom
5pIMGO1-5pIMG70.

OSWIADCZENIE ETYCZNE

Badania z udziatem ludzi zostaty zweryfikowane i zatwierdzone
przez Institutional Review Board Hospital la Paz. Pisemng
$wiadomg zgode na udziat w tym badaniu wyrazit opiekun prawny/
najblizszy krewny uczestnikdéw. Uzyskano pisemng Swiadoma
zgode od osoby (oséb) na publikacje wszelkich potencjalnie
identyfikowalnych obrazéw lub danych zawartych w tym artykule.

AUTORSKIE WKEADY

JN wpadt na przedstawiony pomyst, zakonczyt analize danych i
napisat manuskrypt. Badanie zaprojektowali JN i PL. JN koordynowat
gromadzenie danych i zbierat dane z drugich kwestionariuszy. AS-

T stworzyt i zarzadzat bazg danych Final 5p. PL, AH, CB-L i BS-R
pomagaty w zarzgdzaniu danymi i statystykach. CB-L przeanalizowat
profile przewodzenia i poznawcze pacjentéw. N, PB i MM-A
zarzadzali mikromacierzami SNP i CGH w INGEMM. EM, 1V i FG-S
dostarczyty badania FISH i kariotypowania w INGEMM.

FS-S i PL dostarczyli i zbadali kilku pacjentéw w INGEMM.
MM-Fr i MM-Fe stworzyty pierwszy kwestionariusz i zarzgdzaty nim
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niektére analizy cytogenetyczne pacjentéw. Wszyscy autorzy przyczynili
sie do powstania artykutu i zatwierdzili przestang wersje.
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