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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Zespot Gillesa de 1a Tourette’a (GTS) jest ztozonym, heterogennym, uwarunkowanym genetycznie
schorzeniem. W rodzinach z GTS zidentyfikowano prawie 20 rearanzacji chromosomowych (m.in.:
7q22-q31, 8q13-q22 oraz 18q22), ktére wskazaty regiony w genomie zwigzane z etiologia schorze-
nia. Ponadto wykryto mutacje patogenne w genach: SLITRKI i Dekarboksylazy L-histydynowej
(HDC) odpowiedzialne za rozwdj GTS. Mutacja W317X w genie HDC wskazala na mozliwg rolg
procesow neurotransmisji z udziatem uktadu histaminergicznego w powstawaniu i modulacji cho-
roby tikéw. Z uzyciem metody analizy asocjacji genetycznych testowano rozktad polimorfizméw
pojedynczych nukleotydéw (SNP) w co najmniej 14 genach kandydujacych (DRDI, DRD2, DRD3,
DRDA4, DATI, MAOA, SHTR2A, SHTR3A, TDO2, CNRI1, HL-DRB, ILIRA, MOG oraz SGCE).
Jednak wciaz nie uzyskano jednoznacznych i powtarzalnych wynikéw. Niedawno u chorych wy-
kryto wystgpowanie rzadkich wariantéw strukturalnych genéw zwiazanych z rozwojem uktadu
nerwowego uwarunkowanych zmiennoscia liczby kopii okreslonych sekwencji DNA (CNVs).

chromosomowe rearanzacje ¢ polimorfizm pojedynczych nukleotydow ¢ zmiennosé liczby kopii

Summary

Gilles de la Tourette syndrome (GTS) is a complex, heterozygous genetic disorder. Twenty chromo-
somal rearrangements (7q22-q31, 8q13-q22, and 18q22) indicating genomic regions which may be
involved in the etiology of the disorder have been reported in families with GTS. Moreover, patho-
genic mutations responsible for GTS were found in the SLITRK and the L-histidine decarboxylase
(HDC) genes. The W317X mutation in the HDC gene points to a possible role for histaminergic
neurotransmission in the mechanism and modulation of tic disorder. The distribution of single
nucleotide polymorphisms (SNPs) was examined in at least 14 candidate genes (DRD1, DRD2,
DRD3, DRD4, DATI, MAOA, SHTR2A, SHTR3A, TDO2, CNRI, HLA-DRB, ILIRA, MOG, and
SGCE) using a case-control genetic association analysis. Still, a lack of replicated and consistent
results was observed. Recently, rare structural variants of different genes involved in neurode-
velopment determined by recurrent exonic copy number variations (CNVs) have been found in
a subset of patients suffering from GTS.
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1. REARANZACIE CHROMOSOMOWE ORAZ ZMIENNOSG LICZBY KOPII
WYBRANYCH SEKWENCJI DNA

Jedna z mozliwosci poznawania genetycznych uwarunko-
wan danego fenotypu klinicznego schorzenia jest wspot-
wystgpowanie zmian na poziomie klinicznym ze zmianami
chromosomowymi w kariotypie. Badania te sa prowadzone
z zastosowaniem zaréwno klasycznych metod cytogenetycz-
nych wykorzystujacych analiz¢ chromosoméw w stadium
pro- i metafazy barwionych metoda GTG (prazki G) oraz
RBG (prazki R), jak i metod cytogenetyki molekularne;j
z wykorzystaniem reakcji hybrydyzacji in situ z uzyciem
sond znakowanych fluorescencyjnie (FISH). Zmiany moga
mieé¢ charakter cytogenetycznie zréwnowazony i jesli sa
patogenne, to mozemy podejrzewacé obecnos$¢ zmian sub-
mikroskopowych albo dziatania tzw. efektu pozycji gendw.
Zmiany w potozeniu genéw w genomie wskutek rearanza-
¢ji chromosomowych moga uniemozliwiaé wtasciwy spo-
s6b regulacji ich ekspresji. Po ztamaniu chromosomu moga
tez tworzy¢ si¢ geny fuzyjne kodujace biatka o zmienionej
funkcji. Niezréwnowazony zas kariotyp moze wskazywac
na utrat¢ genéw, w tym na utrat¢ genéw istotnych w etio-
patogenezie schorzenia.

Ciekawe sa badania nad pierwszym regionem krytycznym,
ktérego utrata moze by¢ jednym z powodow wystgpowa-
nia GTS. Badania Commingsa i wsp. wskazaty na zwigzek
migdzy obecnoscia fenotypu GTS a wystgpowaniem zréw-
nowazonej translokacji chromosomowej zinterpretowane;j
woéwezas jako t(7;18)(q22;q22.1) [10]. Bardziej szczegbto-
we badania tej translokacji chromosomowej przeprowadzo-
ne 10 lat péZniej z wykorzystaniem bardziej precyzyjnych
metod wykazaty, ze punkt ztamania lezy pomigdzy 7q22
a 7q31 i jest potaczony z wystapieniem delecji submikro-
skopowej [4]. Kolejne niezalezne doniesienie o duplikacji
de novo tego regionu potwierdzily zaangazowanie tego re-
gionu [35], a dalsze badania tej grupy doprecyzowaty, ze
duplikacja byla potaczona z inwersja, wskazujac na znacze-
nie locus w pozycji 7q31, jako miejsce genu kandydujace-
go. W dalszych badaniach wykryto przerwanie w wyniku
przegrupowania nieznanego wczesniej genu, a mianowicie
genu IMMP2L [44]. W ubieglym roku pojawita si¢ publi-
kacja o t(2;7)(p24.2;q31) de novo dostarczajaca kolejne-
go przyktadu translokacji z zaangazowaniem locus 7q31.1
w punkcie ztamania translokacji. Wsp6twystepowanie de-
lecji submikroskopowej w regionie 7q31.1-7q31.2 wielkosci
7,2Mb pozwolito wykazac utrate obejmujaca gen IMMP2L
wraz z innymi genami, w tym z genem FOXP2 zwanym

.genem gramatyki” odpowiedzialnym za powstawanie za-
burzen komunikacji werbalnej [42].

Pé6zniej w rodzinach z GTS zidentyfikowano kolejne zmia-
ny cytogenetyczne, ktére ujawnity umiejscowienie co naj-
mniej kilku genéw kandydujacych, ktérych mutacje moga
by¢ zwigzane z wystapieniem GTS. Poza opisanym wcze-
$niej genem IMMP2L obecnos¢ przegrupowania chro-
mosomowego obejmujacego dtugie rami¢ chromosomu
7 der(7)ins(7;2)(q35-q36;p213p23) moze wskazywaé na
gen CNTNAP2, ktérego dziatanie jest regulowane réw-
niez przez biatko kodowane przez gen FOXP2 [55]. W in-
nej rodzinie obecno$¢ inwersji w obrgbie chromosomu 13:
inv(13)(q31.1;q33.1) wskazywata na zwigzek GTS z ge-
nem SLITRK-1 ze wspélistniejacymi objawami trichoti-
lomanii [1]. Mutacje wykryte w obrebie genu SLITRK-1
u 0s6b z GTS bez zmian chromosomowych potwierdzity, ze
przegrupowanie chromosomowe prowadzace do zaburzen
funkcji tego genu miato zwiazek z powstatym fenotypem.
Ponadto badania przeprowadzone przez Matsumoto i wsp.
u chorego bedacego nosicielem translokacji 1;8 wskazaty
na mozliwy zwiazek GTS z genem CBFA2T] zlokalizo-
wanym na chromosomie 8 w pozycji q22 [37]. Dotychczas
wykryto prawie 20 réznych rearanzacji chromosomowych,
gtéwnie translokacji i delecji (rzadziej inwersji i duplika-
¢ji) duzych fragmentéw chromosoméw (tabela 1) [5,6,15,
17,19,24,35,37,42,44,46,49,50,54,55].

W genomie oprécz duzych, ale stosunkowo rzadkich aber-
racji chromosomowych (zwykle obejmujacych fragmen-
ty genomu o dlugosci ponad 5 megapar zasad), znacznie
czgsciej wystgpuja mniejsze, nieuchwytne w rutynowym
kariotypowaniu, strukturalne rearanzacje genomu znane
jako zmiennos$¢ liczby kopii okreslonej sekwencji DNA
(CNV: copy number variation) [38]. Zmiana liczby ko-
pii powstaje w wyniku delecji lub duplikacji fragmentu
DNA o dilugosci od kilku tysiecy do kilkuset tysigcy par
zasad. Okreslenie profilu CNV w genomie chorego wy-
maga zastosowania najnowoczesniejszych metod analizy
molekularnej, tj.: mikromacierze chromosomowe, tech-
niki sekwencjonowania DNA nowej generacji z uzyciem
wielu sekwencji starterowych jednoczesnie (MLPA: mul-
tiple ligation-dependent probe amplification), iloscio-
wy PCR w czasie rzeczywistym z zastosowaniem prime-
row przygotowanych w technologii TagMan [38]. Zmiany
w rozkladzie CNV w obrgbie genéw zwiagzanych z rozwo-
jem uktadu nerwowego wykryto w wielu chorobach OUN
[25]. Warianty strukturalne genéw CNTNAP2 i IMMP2L

90



Kowalska A. i wsp. - W poszukiwaniu genu zespotu Tourette'a. CzeS¢ 2...

Tabela 1. Aberracje chromosomowe wykryte w rodzinach z GTS

Chromosom Region Rearanzacja chromosomowa Pismiennictwo
Chromosom 1 1q21.1 t(1;8)(921.1-922.1) [37]
Chromosom 2 2p12 t(2;,18)(p12;q22) [17]

2p23 ins(2)(p23q22) [55]

Chromosom 3 3p21.3 1(3;8)(p21.3-q24.1) [6]
Chromosom 6 6q21 t(6;17)(q21p11) [19]
Chromosom 7 7922-q31 t(7;18)(q22-31;422) 4]
7q22-q31 dupl(7)(q22-931) [35]

7922-¢31 dupl(7)(q22.1-931.1) [44]

7q31.1-q31.2 del (7)(31.1-g31.2) [42]

7935 ins(7;2)(q35-936;p21p23) [55]

Chromosom 8 8q13-8¢q22 t(1;8)(q21,22) [15]
Chromosom 9 9% del 9p [54]
Chromosom 13 13¢31.1-33.1 inv(13)(q31.1;433.1) M
Chromosom 14 14¢31.1 analiza sprzezen [5]
Chromosom 17 17p11.2 del17p11.2 [49]
17q11.2 1(6;17)(q21;p11) [19]

Chromosom 18 18922 del 18q22 [24]
inv (18)(q21-22) [50]

Chromosom 22 22q11 del 22911 [46]

uwarunkowane CNV znaleziono u chorych zaréwno z ze-
spotem Tourette’a jak i z ADHD, autyzmem czy schizo-
frenia [30]. Analiza CNV, w przeciwienistwie do badania
sprzgzen genetycznych, nie wymaga duzych rodowodéw
i moze by¢ wykorzystana w poszukiwaniu zmian w ge-
nomie chorych z postacia sporadycznag GTS. Niedawno
opublikowano wyniki badan nad profilem rozktadu CNV
w grupie 111 chorych z GTS wykonanych przez Sundarama
i wsp. [52]. U 10 chorych wykryto 5 rzadkich powtarza-
jacych sig zmian typu delecja (u 9 chorych) i duplikacja
(u 1 chorego) o rozmiarach 31-445 kilopar zasad, ktére nie
wystgpowaly w réwnolegle analizowanej grupie kontrol-
nej 73 zdrowych oséb. Wytonione delecje byty umiejsco-
wione w sekwencjach kodujacych nastgpujacych genéw:
NRXNI1,AADAC, CTNNA3 oraz FSCB. Pojedyncza dupli-
kacje¢ znaleziono tylko u jednego chorego w regionie obej-
mujacym geny: KCHE], KCHE?2 oraz RCANI (tabela 2).

2. MUuTACJE PATOGENNE WARUNKUJACE ZESPOL TOURETTE'A

Dotychczas petne potwierdzenie zwiazku z GTS uzyska-
no dla regionu chromosomu 13q31.1, w ktérym najpierw
wykryto inwersje inv(13)(q31.1;q33.1) w kilku rodzinach
z GTS, a péZniej zidentyfikowano mutacje patogenne w ob-
rebie genu SLITRK [1]. Dalsze badania wykazaly obecnos¢
klasteru 6 genéw SLITRK na chromosomie 13 wyznaczajac
region krytyczny zespotu GTS [2]. Gen SLITRKI koduje
biatko btonowe o szczeg6lnym znaczeniu dla funkcjono-
wania i rozwoju wypustek nerwowych neuronéw (dendry-
tow); w hodowlach komérkowych wspomaga ich wzrost.

Podobnie inne geny z rodziny SLITRK koduja biatka btono-
we zawierajace domeny bogate w leucyng oraz region homo-
logiczny do neurotrofinowej kinazy tyrozynowej (NTRK).

Niedawno potwierdzono wysoki poziom ekspresji genu

SLITRKI w dotknigtych zmianami regionach kory mo-

zgowej chorych z GTS [51]. W 2005 r. opisano pierwsze

dwie patogenne mutacje w genie SLITRKI:

* delecje pojedynczego nukleotydu w sekwencji koduja-
cej biatko oraz

* pojedyncza substytucje nukleotydowa w regione nieko-
dujacym 3’UTR warunkujaca powstanie wariantu genu
SLITRK] (var321) [1].

Pierwsza mutacja zmieniata rame¢ odczytu w procesie trans-
lacji w wyniku czego powstawato biatko o catkowicie zmie-
nionej strukturze drugo- i trzeciorzgdowej. Druga zmiana
wystgpowata w sekwencji o potencjalnych wtasciwosciach
regulatorowych rozpoznawanej przez czasteczki mikroR-
NA (miR-189). Wykryta mutacja zaburzata interakcje cza-
steczki mRNA wariantu genu SLITRKI (var321) z miR-
189, co prowadzito do zmian w metabolizmie biatka [1].
Obie mutacje zidentyfikowano w duzej kohorcie chorych
obejmujacej 174 osoby z GTS z réznych grup etnicznych.
W pézniejszych badaniach populacyjnych u kilku chorych
znaleziono tez inne pojedyncze zmiany w sekwencji DNA
genu SLITRKI, m.in.: ¢.3225 T>C; 708 C>T (1le236lle);
3383 G>A [57]. Natomiast zadnych mutacji nie wykryto
u chorych z Austrii (n=92), Wtoch (n=15), USA (n=82)
i Tajwanu (n=160) [9,20,27,39]. Z danych tych wynika, iz:
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Tabela 2: Zmiany w sekwencji DNA wykryte w genomie chorych z GTS

Lp. Gen Umiejscowienie badanej zmiany p.. ..
Symbol Nazwa (wj. ang.) Chromosom W genomie

1. MUTACJE PATOGENNE WARUNKUJACE ROZWOJ GTS

1. SLITRK1 Slit and Trk like family member 1 13¢31.1 delecja 1 nukleotydu: C: C [1
2. SLITRK1 Slit and Trk like family member 1 13311 region 3'UTR: var 321 [1]

3 HDC L-Histidine Decarboxylase 15q21-g22 ekson 9:¢.951G>A [26]

I1. POLIMORFIZMY DNA ROZWAZANE JAKO CZYNNIKI RYZYKA

Szlak dopaminergiczny

1. DRD1 Dopamine Receptor D1 5q35.1 -48,A>G [9]

2. DRD2 Dopamine Receptor D2 11923 313C>T [13,21,36]
3. DRD3 Dopamine Receptor D3 3q13.3 Eksxon 1 (MscIRFLP) [12,32]
4. DRD4 Dopamine Receptor D4 1p15.5 Ekson 3: 48 pz VNTR [16,22]
5. DATT (SLC6A3) Dopamine Active Transporter 5p15.3 Region 3'UTR: 40 pz VNTR [47,53,56]
6. MAO-A Monoamine Oxidase A Xp11.3 Promotor: 30 pzVNTR [28]

Szlak serotoninergiczny

7. 5HTR2A 5- Hydroxytryptamine 2a Receptor 13 q14-g21 Badano caty gen [23,34]
8. SHTR3A 5- Hydroxytryptamine 3a Receptor 11q23.1 Badano caty gen [40]
9. TD02 Tryptophan 2, 3- Dioxygenase 4931-q32 Intron 6:G>T [11]

Inne geny

10. CNR1 Cannabinoid receptor 1 6q14-q15 13267 > A, 1359G > A, 1419 +1G6 > C. [29]

11. HLA-DRB Major histocompatibility complex, class I, DR beta 6p21.3 [48]

12. ILTRA Interleukin 1 Receptor Antagonist 2q14.2 Intron 2: 86 pz VNTR [7]

13. MoG Myelin oligodendrocyte glycoprotein 6p22.1 ¢.511G > (Val142Leu [33]

14. SGCE Epsilon-sarcoglycan gene 70213 Intron [18]

11l. GENY “KANDYDUJACE” WYLONIONE W ANALIZIE CNV

1. CNTNAP2 Contactin Associated Protein-Like 2 7935 [3,45]
2. IMMP2L Inner mitochondrial membrane peptidase 2 - like 7931 [43]
3. NRXN1 Neurexin 1 2p16.3 Del. 260 110 pz [52]
4. AADAC Arylacetamide deacetylase 3921.3-g25.1  Del.31451pz [52]
5. CTNNA3 Alpha T cathenin 10q22.2 Del. 177 985 pz [52]
6. FSCB Fibrous sheath CABYR binding protein 14921.2 Del. 444764 pz [52]
7. KCNE1 Voltage-gated potassium channel 1 20q13.2 Dup.178 968 pz [52]
8. KCNE2 Voltage-gated potassium channel 2 8q13.2 Dup.178 968 pz [52]

9 RCANT Regulator of calcineurin 1 21922.12 Dup.178 968 pz [52]

rozpowszechnienie mutacji w genie SLITRKI w popu-

lacji chorych jest bardzo mate,

W 2010 r. w jednej z rodzin z GTS wykryto mutacje pa-

rola zaréwno biatka slitrk1, jak i opisanych mutacji
w rozwoju GTS pozostaje wcigz niewyjasniona.

togenna W317X w genie Dekarboksylazy L-histydynowej
(HDC) enzymu odpowiedzialnego za gtéwna w syntezie hi-
staminy reakcj¢ dekarboksylacji L-histydyny [26]. Tranzycja
G na A w pozycji 951 eksonu 9 genu HDC generowata po-
wstanie kodonu stop zamiast kodonu kodujacego tryptofan.
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Mutacja uniemozliwia syntezg czasteczki Dekarboksylazy
L-histydynowej, co prowadzi do zahamowania wytwarza-
nia histaminy. Identyfikacja zmiany w kodonie 317 genu
HDC rzucita nowe $wiatlo na role receptoréw histamino-
wych w rozwoju choroby. Przypuszczenie, iz zaburzony
metabolizm histaminy i nieprawidtowe funkcjonowanie
uktadu histaminergicznego ma zwiazek z GTS moze by¢
impulsem do poszukiwan nowych rozwiazan terapeutycz-
nych. Niestety bardzo mato wiadomo na temat ztozonych
mechanizméw wzajemnych oddziatywan receptoréw hi-
staminowych z innymi czasteczkami regulatorowymi (in-
terakcje histamina-dopamina-kwas glutaminowy) [31].

3. PoLiMoRFIzmMY PoJEDYNCZYCH NUKLEOTYDOW (SNP)

W poszukiwaniach czynnikéw ryzyka genetycznego w cho-
robach uwarunkowanych wieloczynnikowo nadal powszech-
nie stosowana metoda jest analiza asocjacji genetycznych
(case-control studies). Badania polegaja na znalezieniu
statystycznie istotnych réznic w rozktadzie czg¢stosci okre-
Slonych polimorfizméw DNA, najcze¢sciej SNP, w grupach
chorych i osobnikéw kontrolnych. Asocjacja istotna staty-
stycznie migdzy okreslonym polimorfizmem DNA a cho-
roba, o ile nie jest przypadkowa, wystepuje wtedy gdy:
e dany polimorfizm ma rzeczywisty wptyw na ryzyko
choroby badz
e dany polimorfizm jest w nieréwnowadze sprz¢zen (lin-
kage disequilibrium) z ,,prawdziwym” polimorfizmem
powodujacym chorobe.

Badania asocjacji genetycznych w zespole Tourette’a nie wy-
tonity dotad genu, ktéry mégtby zostaé powszechnie uznanym
czynnikiem ryzyka. Przebadano kilkadziesiat r6znych genéw
zwiazanych gtéwnie z procesami neurotransmisji z udzia-
fem receptoréw dopaminowych i serotoninowych (tabela 2).
Uzyskane wyniki pozostaja wciaz niejednoznaczne. Wykryte
asocjacje nie znalazlty pelnego potwierdzenia w kohortach
chorych z r6znych grup etnicznych [8,12,16,21,34,41,53].

PismiennicTwo

W analizie asocjacji genetycznych istnieje wiele trudnosci
interpretacyjnych prowadzacych do braku powtarzalnosci
1 sprzecznosci uzyskiwanych wynikéw. Badania z wyko-
rzystaniem analizy asocjacji genetycznych sa niedoskona-
te z kilku powoddéw: niewystarczajaco doktadnych testéw
statystycznych, braku zwiazanych z choroba biochemicz-
nych odpowiednikéw genotypowanych polimorfizméw oraz
nierzadko takze niezgodnosci w diagnozach klinicznych.
Czesto interpretacja wynikéw jest bardzo trudna, zwlasz-
cza wtedy, gdy doktadne zasady, takie jak: odpowiednia
wielkos$¢ préby czy wilasciwa obrébka danych genetycz-
nych i statystycznych nie sa rzetelnie przestrzegane. Mimo
wszystkich tych probleméw, metodyka badan jest na tyle
nieskomplikowana i niewymagajaca duzych naktadéw fi-
nansowych, ze wciaz zachgca do kontynuacji poszukiwan.

Duze nadzieje na wykrycie nowych czynnikow ryzyka ge-
netycznego w GTS wiaze si¢ ze strategia GWAS (genome
wide association studies) pozwalajaca za pomoca mikroma-
cierzy na poznanie rozktadu setek tysigcy polimorfizméw
pojedynczych nukleotydéw (SNP — single nucleotide poly-
morphism) w calym genomie chorego [14]. Badania z wy-
korzystaniem GWAS powinny zaowocowac w najblizszej
przysztosci identyfikacja swoistych haplotypdw/genotypow
predysponujacych do rozwoju choroby. Okreslenie struk-
tury haplotypéw/genotypow i czgstosci ich wystgpowania
w populacji chorych umozliwi tez poznanie podioza mo-
lekularnego réznorodnosci klinicznej GTS. Znajomos¢ ha-
plotypu (rozktad SNP-6w wystepujacych w danym chro-
mosomie) lub genotypu (rozktad SNP-6w wystepujacych
w calym genomie) chorego uzupeiniona danymi z anali-
zy ekspresji genéw (profil transkryptomu) i biatek (profil
proteomu) bedzie najprawdopodobniej stanowié w przy-
szlosci podstawe precyzyjnej diagnostyki i identyfikacji
poszczegdlnych endofenotypéw choroby.
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