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FRAGILE X SYNDROME AND FMR1-DEPENDENT DISEASES
— DIAGNOSTIC SCHEME BASED ON OWN EXPERIENCE

Zaklad Genetyki Medycznej, Instytut Matki i Dziecka, Warszawa, Polska

Streszczenie

Obecnos¢ mutacji dynamicznej w genie FMR1 zlokalizowanym na chromosomie X (Xq28) stanowi
gféwnq przyczyne wystgpienia zespotu tamliwego chromosomu X. Ze wzgledu na fakt, Ze jest to jedna
z czesciej identyfikowanych chordb, w ktdrych przebiegu stwierdza sie niepetnosprawnos¢ intelektualng
i zaburzenia ze spektrum autyzmu, badanie w kierunku tej choroby jest elementem rutynowej
diagnostyki genetycznej u pacjentéw z tego typu zaburzeniami. W chwili obecnej standardem
diagnostycznym sq badania molekularne oparte o technike PCR umoZliwiajqce identyfikacje alleli
z zakresu prawidtowego (do 54 powtdrzert CGG, w tym alleli z zakresu tzw. ,szarej strefy” — 45-54
powtdrzenia CGG), premutadji (55-200 powtdrzeri CGG) i petnej mutacji (>200 powtérzeri CGG).

W artykule przedstawiono podstawowe metody stosowane w diagnostyce molekularnej zespotu
tamliwego chromosomu X i innych choréb FMR1-zaleznych, tj. test przesiewowy z analizq GeneScan,
test TP-PCR oraz metody wykorzystywane do analizy metylacji. Omdwiono zalety i ograniczenia
poszczegdlnych technik oraz sposéb interpretacji uzyskiwanych wynikdw. Przedstawiono takze
schemat postepowania diagnostycznego stosowany w Zaktadzie Genetyki Medycznej IMiD, zgodny
z zaleceniami European Molecular Genetics Quality Network.

Stowa kluczowe: FMR1, PCR, TP-PCR, MS-MLPA, mutacja dynamiczna

Abstract

The presence of dynamic mutation in the FMR1 gene localized on the X chromosome (Xq28) is the major
cause of Fragile X syndrome. As this syndrome is quite frequently diagnosed in patients with intellectual
disability and autism spectrum disorders, the genetic testing of the FMR1 gene is a routine procedure
performed in these patients. Molecular methods based on the PCR technique are used commonly, as
they allow to identify normal (up to 54 CGG repeats, including grey zone alleles — 45-54 CGG repeats),
premutation (55-200 CGG repeats) and full mutation (>200 CGG repeats) alleles.

The article presents the basic methods used in the molecular diagnosis of Fragile X syndrome and other
FMR1-related disorders. The following methods are presented: a screening test with GeneScan analysis,
TP-PCR based tests and methods used for methylation analysis. Their pros and cons, as well as the
resulting interpretation are discussed. Moreover, there is a presentation of the molecular diagnostic
scheme following European Molecular Genetics Quality Network guidelines used in the Department of
Medical Genetics.
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*Prace naukowe dotyczace niepelnosprawnosci intelektualnej sprz¢zonej z chromosomem X byty mozliwe m.in. dzieki finansowaniu z Narodowego Centrum
Nauki (nr grantu: 2012/07/B/NZ4/01764).
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Zespol tamliwego chromosomu X (FXS) jest okreslany
mianem modelowej choroby genetycznie uwarunkowane;. Jest
to choroba sprzezona z plcia — gen FMRI, ktdrego mutacje
identyfikowane s u pacjentéw z FXS, zlokalizowany jest
na chromosomie X (Xq28). Ponadto u wiekszosci (>99%)
chorych stwierdza si¢ mutacje dynamiczng - zwielokrotnienie
powtdrzen trzynukleotydowej sekwencji CGG do zakresu
powyzej 200 powtdrzen. Duze nagromadzenie powtorzen
CGG jest sygnalem do metylacji regionu 5’UTR genu FMRI,
co blokuje ekspresje genu, skutkujac brakiem bialka FMRP
w komérkach rozwijajacego si¢ organizmu [1, 2]. Jedna
zhipotez sugeruje, ze sygnatem do zablokowania ekspresji
genu jest obecno$¢ krotkich niekodujacych fragmentow
RNA, powstalych w wyniku degradacji transkryptu FMRI
zawierajacego liczne powtdrzenia CGG i tworzacego specy-
ficzne struktury przestrzenne, okreslane mianem ,,szpilki do
wloséw”. Fragmenty RNA rozpoznawane sg przez zalezny
od RNA inicjator represji gendw, ktéry przemieszcza si¢
w region zawierajacy gen FMRI i inicjuje procesy hamujace
jego ekspresje poprzez aktywacje specyficznych bialek (np.
metylotranferazy DNA) [3].

Mutacja dynamiczna w genie FMRI powstaje w wy-
niku znacznego zwielokrotnienia powtérzen CGG (tzw.
ekspansja) w trakcie procesu replikacji DNA w komor-
kach rozrodczych. Ryzyko takiej ekspansji wzrasta wraz ze
wzrostem liczby powtdrzen CGG urodzica i jest znaczaco
wyzsze dla alleli z zakresu premutaciji (liczba powtdrzen
CGG: 55-200). W przypadku alleli zawierajacych mniej niz
55 powtorzen sekwencji CGG nigdy nie odnotowano ich
zwiekszenia do zakresu pelnej mutacji w jednym pokoleniu,
nawet w przypadku alleli z zakresu tzw. ,,szarej strefy” (45-54
powtorzenia CGG). Dla stabilnoéci liczby powtorzen ma
réwniez znaczenie obecno$¢ w obrebie powtdrzenn CGG
stabilizujacych sekwencji AGG. Wykazano, ze im wigksza
liczba powtdrzen AGG tym bardziej stabilne jest przekazy-
wanie pomiedzy pokoleniami alleli o okreslonej dtugosci.
W allelach z zakresu premutacji/pelnej mutacji rzadko
kiedy stwierdza si¢ obecno$¢ sekwencji AGG [4-8].

Zespot tamliwego chromosomu X jest jedna z gtéwnych
genetycznych przyczyn wystapienia niepelnosprawnosci
intelektualnej (NI) i autyzmu, za$ badanie molekularne
w kierunku identyfikacji mutacji dynamicznej w genie
FMRI jest zlecane jako jedno z pierwszych badan diagno-
stycznych w przypadkach stwierdzenia NI, opdznienia
rozwoju psychoruchowego czy zaburzen zachowania.
Potwierdzenie rozpoznania klinicznego FXS jest podstawa
do wdrozenia odpowiedniego postepowania terapeu-
tycznego, ktére w przyszlosci wraz z rozwojem nowych
sposobdw leczenia moze mie¢ charakter spersonalizo-
wany. Identyfikacja mutacji dynamicznej u probanta jest
podstawa do objecia pacjenta i jego rodziny opieka przez
poradnie genetyczng. Osoby z premutacja w genie FMRI
- nosiciele zespotu tamliwego chromosomu X, sg poten-
cjalnymi pacjentami poradni ginekologicznej i poradni
neurologicznej, ze wzgledu na ryzyko wystapienia u nich
zespolu przedwczesnego wygasania czynnosci jajnikow
oraz zespotu drzenia i ataksji zwigzanego z zespolem FXS
(odpowiednio, FXPOI - Fragile X-associated primary
ovarian insufficiency i FXTAS - Fragile X-associated tre-
mor/ ataxia syndrome).[9] Stad tez istotne jest wdrozenie
jak najbardziej optymalnych procedur diagnostycznych,

ktére w sposdb wiarygodny potwierdza badz wyklucza
rozpoznanie zespotu tamliwego chromosomu X i innych
choréb FMR1-zaleznych.

Zaklad Genetyki Medycznej Instytutu Matki i Dziecka
jako pierwszy wprowadzit metody umozliwiajace identy-
fikacje mutacji dynamicznej w genie FMR1 w rodzinach
z zespofem tamliwego chromosomu X. W latach 80-tych
XX w. diagnostyka tej choroby opierata si¢ na badaniach
cytogenetycznych oraz analizie RFLP. Opisanie w 1991 r.
mutacji dynamicznej w genie FMRI bylto poczatkiem
rozwoju technik umozliwiajacych identyfikacje alleli
o okreslonej wielkosci, poczawszy od opracowania te-
stu z wykorzystaniem hybrydyzacji genomowej typu
Southern, przez metody oparte o technike PCR, TP-PCR,
skonczywszy na doktadnym okresleniu liczby powtérzen
z wykorzystaniem sekwencjonowania nastepnej generacji
(NGS, PacBio; Tabela I). Wszystkie te metody (z wyjatkiem
NGS) byly stopniowo wdrazane w Zakladzie Genetyki
Medycznej IMiD do rutynowej diagnostyki zespotu
tamliwego chromosomu X, uwzgledniajacej réwniez
diagnostyke prenatalng choroby [10-14]. Artykul ma na
celu przyblizenie technik molekularnych stosowanych
w diagnostyce zespotu famliwego chromosomu X oraz
choréb FMR1-zaleznych oraz przedstawienie aktualnego
schematu postepowania diagnostycznego.

1. MATERIAt DO BADAN
DIAGNOSTYCZNYCH W KIERUNKU
ZESPOtU tAMLIWEGO CHROMOSOMU X

Podstawowym i jednocze$nie najlepszym materialem
do wykonania postnatalnej analizy molekularnej w kie-
runku zespofu tamliwego chromosomu X oraz choréb
zwiazanych z obecnoscia premutacji w genie FMRI jest
krew obwodowa pobrana na antykoagulant, najczesciej
EDTA, z ktérej izoluje si¢ genomowy DNA. Pobrany
material moze by¢ przechowywany przez kroétki czas
w temperaturze +4°C i w przeciagu 48 godzin powinien
trafi¢ do laboratorium diagnostycznego. Zgodnie z roz-
porzadzeniem Ministra Zdrowia z dn. 19/08/2015 (poz.
1372)" material do badan powinien zosta¢ przestany do
laboratorium diagnostycznego wraz z odpowiednia kartg
skierowania na badanie molekularne i podpisang przez
pacjenta lub jego opiekuna prawnego, deklaracjg swia-
domej zgody na wykonanie badan molekularnych.

Krew obwodowa od pacjenta skierowanego na badanie
genetyczne, w tym na badanie molekularne w kierun-
ku FXS i choréb FMRI-zaleznych, moze by¢ pobrana
o kazdej porze dnia, bez wczesniejszego przygotowania
pacjenta. Wazne jest, aby w przypadku osob po transfuzji
preparatu pelnej krwi, material do badan nie byl pobrany
wczesniej niz 2 miesigce po wykonanym zabiegu. Wynika
to z tego, ze w pobranym materiale mogg znalez¢ si¢

'Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 19 sierpnia 2015 r. zmie-
niajgce rozporzadzenie w sprawie standardéw jako$ci dla medycz-
nych laboratoriéw diagnostycznych i mikrobiologicznych (Dz. U.
2006, Nr 61, poz. 435 oraz z 2009 r. Nr 22, poz. 128); Zalacznik
1. Standardy jakosci dla laboratorium w zakresie czynnosci labo-
ratoryjnej genetyki medycznej oraz laboratoryjnej interpretacji i
autoryzacji wyniku badan.
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NGS (PacBio)
NGS
(PacBio)
>1.2ug

komorki dawcy, co zafalszuje wynik analizy moleku-
larnej. Podobnie jest w przypadku osob, ktdre przeszty
+ | o~ allogeniczny przeszczep szpiku. U 0séb tych, zrédlem
materialu do badan molekularnych moga by¢ fibroblasty
skory czy wymaz materialu z jamy ustnej [2].

PCR-HRM
PCR-HRM
100ng

Procedura izolacji DNA zalezy od laboratorium i moze
odbywac si¢ w sposob konwencjonalny z wykorzystaniem
' ' metody wysalania DNA czy ekstrakcji w ukladzie fenol/
chloroform lub z wykorzystaniem metod opracowanych
przez firmy biotechnologiczne. Metody te znacznie skra-

MS-TP-PCR
MS-TP-PCR
160 ng
+ (<200)

cajg czas potrzebny na izolacje DNA i mogg by¢ oparte
o system kolumn zawierajacych odpowiednie zloze (np.
+ + kolumny z membranami krzemionkowymi lub ztozami
jonowymiennymi) czy system automatycznej ekstrakcji
oparty na czastkach magnetycznych.

MS-MLPA
MS-MLPA
50-200ng

W przypadku badan prenatalnych jako zZrédlo DNA
wykorzystuje sie komorki ptodu znajdujace si¢ w ptynie
owodniowym, pobranym pomiedzy 14 a 20 tygodniem
cigzy lub komorki trofoblastu, ktérego biopsje wykonuje
sie miedzy 11 a 14 tygodniem ciazy [5].

TP-PCR
TP-PCR
20-80ng
+(<200)

2. TECHNIKI MOLEKULARNE
STOSOWANE PRZY IDENTYFIKACII
MUTACJI DYNAMICZNEJ W GENIE FMR1

Hybrydyzacja
Hybridization
10ug

Identyfikacja mutacji dynamicznej w genie FMRI
jako przyczyny wystapienia zespolu famliwego chro-
mosomu X jest kluczowa dla diagnostyki tej choroby.
Poczatkowo podstawowa metodg byta analiza kariotypu
pacjenta, w trakcie, ktdorej poszukiwano charakterystycz-

PCR+GeneScan
PCR+GeneScan
min. 50ng
+(<130)

nego przewezenia w rejonie Xq27.3 na dtugim ramieniu
chromosomu X. [15] Obecnie, analiza kariotypu zostata
zastgpiona bardziej czulymi i specyficznymi badaniami
molekularnymi, ktore zalecane sg przez EMQN w dia-
gnostyce molekularnej FXS, FEXTAS i FXPOI. Wiekszo$¢
stosowanych metod umozliwia jedynie identyfikacje
mutacji dynamicznej w genie FMRI. Identyfikacja re-

PCR
PCR
min. 50ng

aranzacji chromosomowych np. rozleglych delecji obej-
mujgcych gen FMRI czy mutacji punktowych wymaga
zastosowania dodatkowych metod m.in. poréwnawczej
hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy czy sekwen-
cjonowania genu metoda Sangera. Dlatego tez metody

Metoda
Technique
llos¢ DNA
DNA amount
Metoda przesiewowa
Pre-screening test
Analiza metylacji
Methylation analysis
Oznaczenie liczby przerw AGG
The number of AGG breaks
Analiza mozaikowos$ci somatycznej

Doktadne okreslenie liczby powtérzen CGG
Assessment of CGG repeat number

Tabela I. Podsumowanie metod molekularnych stosowanych w diagnostyce zespotu tamliwego chromosomu X.

Table I. The summary of molecular methods used in Fragile X syndrome molecular diagnosis.

te wykorzystywane sg w dalszych etapach procedury
diagnostycznej [16].

2.1. Test przesiewowy PCR z analizg GeneScan

Metoda, ktéra znacznie ulatwila diagnostyke zespotu
tamliwego chromosomu jest technika tancuchowej re-
akcji polimerazy (PCR, ang. polymerase chain reaction),
ktora niewatpliwie zrewolucjonizowala calg genetyke.
Metoda opracowana w latach 80-tych przez K. Mullisa
i wsp. umozliwia wykladnicze powielenie wybranego
fragmentu genu, dzieki cyklicznej reakcji syntezy nici
DNA. W trakcie jednego cyklu reakcji PCR okreslony
fragment DNA jest kopiowany i staje si¢ w kolejnym
cyklu matryca do syntezy nowej nici DNA. Jak fatwo
obliczy¢ w reakcji sktadajacej si¢ z 35 cykli pojedynczy
fragment DNA daje 2*° kopii. Kazdy cykl w reakcji PCR
sklada si¢ z trzech etapdéw: denaturacji (rozdzielenie
podwojnej nici DNA na dwie pojedyncze), przytaczania

Analysis of somatic mosaicism
Analiza mozaikowosci metylacyjnej
Analysis of methylation mosaicism
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Ryc. 1. Analiza molekularna genu FMR1 pod katem obecnosci mutacji dynamicznej z wykorzystaniem testu przesiewowe-

Fig. 1.

go.

Test przesiewowy wykonywany jest w oparciu o technike PCR z wykorzystaniem starteréw fluorescencyjnych (a).
Produkty amplifikacji rozdzielane sa w zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny (b) lub w sekwenatorze
kapilarnym (c). Technika umozliwia identyfikacje alleli z zakresu prawidtowego oraz premutacji (do 130 powtérzen
CGG). Razem z probkami badanymi (1-8) amplifikowane sg kontrole (K1 — petna mutacja, K2 — kontrola prawidtowa,
zenska, 20 i 30 powtdrzen CGG, K3 — kontrola, allel z zakresu ,,szarej strefy” meska (46 powtdrzen CGG).
Oznaczenia: Wz — marker wielkosci 1kb (ThermoFisher), ,-” —allel z zakresu prawidtowego, p — allel z zakresu pre-
mutacji, m — allel z zakresu petnej mutacji, M — pte¢ meska, K — pte¢ zeniska. Na rycinie podano liczbe powtdérzen
CGG.

Molecular analysis of dynamic mutation in the FMR1 gene with pre-screening PCR test. The pre-screening test is
performed with PCR technique and fluorescently labeled primers (a). The amplification products are resolved in
agarose gels with ethidium bromide (b) or by capillary electrophoresis (c). The pre-screening test allows to identify
normal or low (up to 130 CGG repeats) premutation alleles. Together with patient samples (1-8), the appropriate
controls are amplified (K1 — full mutation, K2 — normal female control with 20 and 30 CGG repeats, K3 — “grey zone”
(46 CGG repeats) male control).

Legend: Wz — size marker 1kb (ThermoFisher), ,-” — normal allele, p — premutation allele, m — full mutation allele,
M —male, K — female. The number of CGG repeats is shown.

specyficznych starteréw do nici DNA oraz syntezy nowe;j
nici DNA. Kazdy z tych etapéw odbywa si¢ w okreslonej
temperaturze (denaturacja — 95°C, przylaczanie starte-
réw - temperatura specyficzna dla reakeji, zazwyczaj
w zakresie 50-60°C i synteza — zazwyczaj 72°C), w zwigz-
ku, z czym wymaga uzycia termocykleréw — urzadzen,
ktére w sposob cykliczny generujg zmiany w zakresie
temperatur.

Produkt reakcji PCR staje si¢ przedmiotem dalszych
analiz, zaréwno jako$ciowych (np. analiza sekwencji
powielonego fragmentu), jak i ilo$ciowych (ocena ilosci
produktu PCR np. ilosciowy PCR w czasie rzeczywi-
stym).

Amplifikacja fragmentu genu FMRI zawierajacego
powtorzenia CGG jest podstawowym badaniem w dia-
gnostyce zespotu tamliwego chromosomu X, okreslanym
czesto jako badanie przesiewowe (Rycina 1a). Nalezy
wspomnie(, ze powielenie ciagu jednakowych powtdrzen
jest stosunkowo trudne - polimeraza stosowana w re-
akcjach PCR moze ,,$lizgac si¢” po matrycy, w zwigzku,
z czym nie kazdy powstaly fragment jest doktadna kopia
sekwencji DNA. Istnieje rowniez pewien pulap liczby
powtdrzen, ktory ogranicza mozliwos¢ powstania pro-
duktu - w przypadku sekwencji (CGG)_jest to okolo
130 powtdrzen. Dodatkowa trudnoscig w tej analizie
jest fakt, ze powielany fragment jest bogaty w pary GC,
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Ryc. 2. Metody wykorzystywane w diagnostyce zespotu tamliwego chromosomu X uwzgledniajgce analize metylacji

Fig. 2.

w badanym regionie: hybrydyzacja typu Southern (A) i MS-MLPA (B).

A) DNA trawione jest enzymami restrykcyjnymi (EcoRl i wrazliwy na metylacje Nrul) i rozdzielane w zelu agarozo-
wym. Rozdzielony DNA przenoszony jest na membrane nitrocelulozowg (transfer), a nastepnie prowadzona jest
hybrydyzacja z sondg specyficzng dla locus FMR1. Kolejnym etapem jest detekcja sondy zwigzanej z DNA i analiza
wzoru prazkéw. Na obrazie wida¢ dwa zakresy fragmentow DNA: pierwszy o wielkosci >2,8kpz odpowiadajgcy
sekwencjom niemetylowanym (allele prawidtowe i z zakresu premutacji) oraz drugi >5,2kpz odpowiadajgcy sekwen-
cjom metylowanym (allele z zakresu mutacji, u kobiet dodatkowo fragmenty odpowiadajgce allelom znajdujgcym
sie na inaktywowanym chromosomie X).

Oznaczenia: ,,-” — allel z zakresu prawidtowego, p — allel z zakresu premutacji, m — allel z zakresu petnej mutacji,
M — pte¢ meska, K — pte¢ zenska.

B) Metoda MS-MLPA jako modyfikacja klasycznej metody MLPA, umozliwia jednoczesng ocene liczby kopii badanego
regionu i analize metylacji; technika wykorzystuje dziatanie metylowrazliwego enzymu restrykcyjnego Hhal — se-
kwencje niemetylowane sg trawione enzymem restrykcyjnym, co uniemozliwia ligacje sond specyficznych wzgledem
badanego regionu i skutkuje brakiem produktu amplifikacji. Badanie, wiarygodne jedynie w przypadku pacjentéw
ptci meskiej, prowadzone jest z wykorzystaniem zestawu ME029 zawierajgcego m.in. sondy specyficzne dla genu
FMR1. U 0sdb ptci meskiej z prawidtowym allelem (kontrola), gen FMR1 jest niemetylowany co jest rGwnoznaczne
z brakiem sygnatu dla wybranych sond (strzatki). U pacjentow z petng mutacja, gen jest metylowany, w zwigzku z
czym obserwuje sie sygnat dla sond specyficznych wzgledem genu FMR1 (w tym przypadku mamy do czynienia z
mozaikg metylacyjng — metylowanych jest ok. 50% alleli)

Techniques used in the molecular diagnosis based on the methylation analysis of the examined region: Southern
blotting (A) and MS-MLPA (B).

A) DNA is digested with restriction enzymes (EcoRIl and methylation-sensitive Nrul), resolved in agarose gel and then
transferred to the nitrocellulose membrane. Next the hybridization is performed with probe specific for FMR1 locus.
Finally, the probe detection, visualization and analysis of band pattern are performed. The hybridization signals
two ranges of DNA fragments are present: first >2,8kbp that corresponds to unmethylated sequences (normal and
premutation alleles) and second >5.2kbp that corresponds to methylated sequences (full mutation alleles, in females
DNA fragments that match to alleles on inactivated X chromosome).

Legend: ,,-” — normal allele, p — premutation allele, m — full mutation allele, M — male, K — female.

B) MS-MLPA analysis as a modification of classic MLPA technique allows to identify copy number variation and
methylation defects in single reaction; this technique uses Hhal —a methyl-sensitive restriction enzyme that digests
unmethylated DNA. Therefore, the probes specific for the examined region cannot bind to their target sequences
and be amplified. The analysis with MS-MLPA and MEQ29 kit, that contains probes specific for FMIR1 gene, is only
reliable in male patients. In male patients with normal allele (control), the FMR1 gene is unmethylated therefore
there is no amplification for probes specific to methylated FMR1 sequences (indicated by arrows). In patients with
full mutation, the FMR1 gene is usually methylated, so amplification of specific probes is present. In presented case,
the methylation mosaicism is present (about 50% of methylated alleles).
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co zmniejsza wydajnos¢ reakcji PCR. Stosuje sie, za-
tem odpowiednio diugi czas denaturacji, jak réwniez
zwiazki ulatwiajace dzialanie polimerazy (np. betaina
lub DMSO) [2, 5].

Uzyskany produkt reakcji PCR rozdzielany jest w ze-
lach agarozowych z dodatkiem bromku etydyny (Rycina
1b) lub w sekwenatorach kapilarnych, jesli do amplifika-
cji wykorzystano startery znakowane fluorescencyjnie
(Rycina Ic).

Podstawowg wada rozdziatu produktéw w zelach
agarozowych jest brak mozliwosci jednoznacznego
okreslenia wielkosci alleli. Staje si¢ to problematyczne,
zwlaszcza w przypadku uzyskania produktéw o wigkszej
diugosci niz stosowane kontrole o znanej liczbie powto-
rzen CGG (np. allele z zakresu szarej strefy), pojawie-
nia si¢ rozmytych prazkéw na zelu, co moze §wiadczy¢
o0 obecnosci mutacji badz uzyskanie tylko jednego prazka
podczas analizy materialu pochodzacego od kobiet. Stad
tez jako uzupelnienie takiej analizy stosuje si¢ rozdzial
fragmentéw DNA w sekwenatorze kapilarnym (metoda
GeneScan), co umozliwia dokladna ocene liczby powto-
rzen CGG z dokladnoscig, co do jednego powtorzenia
w zakresie alleli prawidlowych oraz niskich premuta-
cji. Wielko$¢ fragmentdw szacowana jest na podstawie
markera wielkosci (np. GeneScan 500 ROX Dye Size
Standard, Thermofisher Scientific), ktérego zadaniem
jest umozliwienie automatycznej analizy danych oraz
precyzyjnego poréwnania wielkosci fragmentow DNA
powstatych w trakcie reakcji PCR [5].

Test przesiewowy umozliwia identyfikacje prawi-
dlowych alleli genu FMRI i niskich premutacji (<130).
Dla mezczyzn posiadajacych prawidlowy allel i kobiet
heterozygot pod wzgledem alleli prawidlowych po prze-
prowadzeniu analizy wydawany jest wynik informacyjny,
prawidlowy. Wyklucza on rozpoznanie zespotu tamliwego
chromosomu X w wigkszosci przypadkow ze wzgledu na
niskie prawdopodobienstwo wystapienia mozaikowatosci
komorkowej (somatycznej) lub innych mutacji w genie
FMRI, ktérych identyfikacja nie jest mozliwa ta technika
ze wzgledu na ograniczenia procedury diagnostyczne;j.
Jesli istnieje silne podejrzenie zespotu FXS u pacjenta,
badanie nalezy rozszerzy¢ pod katem identyfikacji po-
tencjalnej mozaikowosci (badanie z wykorzystaniem
technik umozliwiajacych identyfikacje mutacji, badanie
réznych tkanek) lub obecnosci innych zmian w genie
FMRI [2, 5].

Test przesiewowy nie umozliwia identyfikacji alleli
z zakresu mutacji i wysokich (>130) premutacji, jak réw-
niez nie pozwala na jednoznaczng interpretacje wyniku
w przypadku kobiet homozygot pod wzgledem alleli
z zakresu prawidlowego. Stwierdzenie braku produktu
amplifikacji genu FMRI u mezczyzn lub obecnosci tylko
jednego, prawidiowego allela u kobiet stanowi podstawe
do wydania wyniku nieinformacyjnego i jest wskazaniem
do rozszerzania diagnostyki z wykorzystaniem innych,
bardziej czutych metod.

2.2. Hybrydyzacja genomowa metodg Southerna

Opisujac techniki stosowane w diagnostyce zespolu
famliwego chromosomu X nalezy wspomnie¢ o coraz
rzadziej stosowanej technice hybrydyzacji genomowej

metoda Southerna. Technika zostala opracowana w 1975
r. i przez diugi czas stanowita podstawe analiz moleku-
larnych w chorobach FMRI - zaleznych?*[2].

Hybrydyzacja genomowa typu Southern umozliwiata
nie tylko identyfikacje wysokich premutacji, pelnych mu-
tacji i mozaikowatosci, lecz réwniez, dzigki zastosowaniu
metylowrazliwego enzymu restrykcyjnego, pozwalala na
okreslenie statusu metylacji w locus FMR1. Informacja
o statusie metylacji byla szczegolnie przydatna w sytuacj,
gdy trzeba bylo rozrozni¢ wysoka premutacje i petng
mutacje z zakresu ok. 200 powtérzen CGG [2].

Mimo tego, ze metoda wydaje si¢ by¢ odpowiednia do
kompleksowej diagnostyki zespotu tamliwego chromo-
somu X, to ma ona swoje ograniczenia, przez co zostata
wyparta przez nowoczesniejsze metody molekularne.
Gléwna wada metody jest duza ilos¢ (10 pg) wysoko-
czasteczkowego DNA o wysokiej jakosci, niezbednego
do przeprowadzenia badania. W badaniach wlasnych
w okolo 5% przypadkéow odstepowano od wykonania
diagnostyki ze wzgledu na brak odpowiedniej ilosci
DNA, do czasu ponownego pobrania materiatu od osoby
badanej. Ponadto metoda jest pracochfonna i dtugo-
trwala - cala procedura od trawienia DNA enzymami
restrykcyjnymi do momentu wizualizacji wynikow trwa
okoto 5 dni roboczych (Rycina 2a) [17].

2.3. Triplet-Primed PCR (TP-PCR)

Jedna z metod, ktére wyparty hybrydyzacje genomowa
typu Southern jest metoda TP-PCR (ang. tripled-primed
PCR) opracowana do analiz wykonywanych pod katem
obecnosci mutacji dynamicznych. Znalazla ona zastosowa-
nie nie tylko w diagnostyce zespotu famliwego chromosomu
X, lecz réwniez innych choréb zwigzanych z obecnoscia
mutacji dynamicznej, takich jak: dystrofia miotoniczna,
choroba Huntingtona czy choroba Friedricha. Metoda ta
zostala opracowana przez Warnera i wspdtpracownikow
w 1996 roku w celu analizy ekspansji sekwencji CAG
w genie DMPK, ktérego mutacja jest odpowiedzialna za
wystapienie dystrofii miotonicznej typu 1. Pierwszy test
tego typu dedykowany dla genu FMRI zostal opisany
w 2006 roku przez firme Abbott [18].

Metoda TP-PCR umozliwia rozwigzanie wielu proble-
mow technicznych ograniczajacych dotychczas mozliwosé
dokladnej oceny liczby powtorzen CGG przy zastosowaniu
standardowej reakcji amplifikacji i analizy GeneScan.
Podstawg metody jest zastosowanie dodatkowego, poza
starterami obejmujgcymi sekwencje CGG, specyficznego
startera, ktory jest komplementarny do regionu CGG
i moze przylaczy¢ sie w dowolnym miejscu ciggu powtd-
rzen tréjki nukleotydowej (Rycina 3). Startery stosowane
w reakeji sa wyznakowane fluorescencyjnie, dzieki czemu
mozliwy jest rozdzial produktéw reakeji w sekwenatorze
kapilarnym [19]. W wyniku reakcji otrzymuje si¢ spe-
cyficzny produkt odpowiadajgcy amplifikacji fragmentu
zawierajacego powtdrzenia CGG z zastosowaniem stan-

*W Zakladzie Genetyki Medycznej IMiD, ktdry jest laboratorium
referencyjnym w zakresie diagnostyki zespotu tamliwego chromo-
somu X, metoda hybrydyzacji genomowej zostata w 2014 zastgpio-
na testem wykonywanym metoda Triplet-Primed PCR. Tabela I.
Podsumowanie metod molekularnych stosowanych w diagnostyce
zespotu famliwego chromosomu X.
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Ryc. 3. Analiza molekularna genu FMR1 z wykorzystaniem metody TP-PCR: schemat reakcji i przyktadowe wyniki analizy.

Jako kontrola wykorzystywana jest mieszania fragmentéw odpowiadajgcych allelom z zakresu prawidtowego (18,
30i 32 powtdrzenia CGG), premutacji (56, 86 i 116 powtdrzen CGG) i petnej mutacji. Oznaczenia: K — ptec¢ zenska,

M — pte¢ meska

Fig. 3. Molecular analysis of FMR1 gene with TP-PCR method: the reaction scheme and examples of analysis results. As a
control, a mixture of fragments corresponding to normal (18, 30 and 32 CGG repeats), premutation (56, 86 and 116
CGG repeats) and full mutation alleles. Legend: K — female, M — male

dardowych starteréw oraz amplikony o réznej dtugosci
pochodzace z amplifikacji z wykorzystaniem startera
specyficznego wzgledem sekwencji CGG®. W reakcji
wykorzystuje sie specjalng mieszanke polimeraz, ktora
umozliwia identyfikacje pelnego zakresu alleli genu,
z dokladng oceng liczby powtdrzen CGG w zakresie
do 200, a takze amplifikacje mutacji. Metoda umozli-
wia takze analize powtérzen w genie FMRI pod katem
obecnosci sekwencji przerywajacej AGG, co moze mie¢
znaczenie w ocenie ryzyka ekspansji niestabilnych po-
wtorzen [20, 21].

*Metoda wykorzystywana jest w zestawach: FMR1 TP-PCR and Sizing
PCR (Abbott),FragilEase™ PCR assay (Perkin-Elmer), FastFraX FMR1
Identification Kit and FastFraX FMRI Sizing Kit (TNR Diagnostics)
i AmplideX® PCR/CE FMR1 Kit (Asuragen).

Z danych literaturowych wynika, ze metoda TP-PCR
jest technikg o wysokiej czulosci i specyficznosci, kto-
ra w sposdb powtarzalny umozliwia zidentyfikowanie
mutacji o duzej liczbie powtdrzen CGG i wykazuje wy-
soka zgodnos¢ z metoda hybrydyzacji genomowej typu
Southerna. Wysoka czutos¢ metody pozwala takze na
identyfikacje mozaikowosci somatycznej (od ok. 10%)
oraz potwierdzenie homozygotycznosci u kobiet posia-
dajacych allele z zakresu prawidtowego [22].

2.4. Metylo-specyficzna multipleksowa
amplifikacja sond zalezna od ligacji (MS-MLPA)
Technika MS-MLPA (ang. Methylation-Specific
Multiplex-Ligation-dependent Probe Amplification) jest
metoda potilosciows i stanowi modyfikacje klasycznej
metody MLPA. Metoda, poza oceng liczby kopii w ba-
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danym regionie chromosomowym (analiza copy numer
variation, CNV), umozliwia takze analiz¢ statusu metylacji
w okreslonych loci, dzigki zastosowaniu metylowrazliwego
enzymu restrykcyjnego Hhal (Rycina 2b) [23].

Metoda MS-MLPA zostata opracowana przez firme
MRC-Holland, ktéra jest rowniez wytacznym dystrybu-
torem swoich odczynnikéw. Zestaw do analizy metylacji
FMRI (zestaw ME029) umozliwia tylko analize metylacji
i CNV, nie pozwala natomiast na okreslenie wielkosci
allelu/alleli i liczby powtdrzen CGG w badanym regionie.
Ograniczeniem metody jest rowniez fakt, ze jest ona de-
dykowana wylacznie do analizy materiatu od pacjentow
plci meskiej. Wynika to z faktu, ze u kobiet dochodzi
do nielosowej inaktywacji chromosomu X zwigzanej
zjego metylacja. Powoduje to, ze analiza metylacji genow
zlokalizowanych na chromosomie X daje w przypadku
probek od oséb plci zenskiej niejednoznaczne i trudne
do wiasciwej interpretacji wyniki.

Zaletg metody, podobnie jak w przypadku TP-PCR,
jest niewielka ilo§¢ DNA potrzebna do wykonania badania
molekularnego (50-250 ng). W odréznieniu od alterna-
tywnych technik stosowanych w analizie metylacji (np.
MS-PCR), reakcja MS-MLPA nie wymaga modyfikacji
DNA kwasnym dwusiarczynem sodowym, co znacznie
skraca czas badania. Analizy wykonywane z wykorzysta-
niem metody MLPA i jej modyfikacje sg stosunkowo fatwe
do przeprowadzenia, jak réwniez umozliwiajg szybkie
otrzymanie wynikéw (do 48 h). W literaturze nauko-
wej jest wiele publikacji, ktére potwierdzajg skutecznos¢
i uzytecznos¢ techniki MS-MLPA w okreslaniu statusu
metylacji réznych genéw zwigzanych zaréwno z choro-
bami typowo genetycznymi np. FXS, zesp6t Angelmana
czy Pradera-Williego jak i licznymi chorobami nowo-
tworowymi [24].

2.5. Alternatywne techniki stosowane w analizie
choréb FMR1-zaleznych

Na potrzeby analizy metylacji genu FMRI opracowano
modyfikacje techniki TP-PCR lub PCR. Pierwsza z nich*
wykorzystuje modyfikacje DNA genomowego wodorosiar-
czynem sodu, w trakcie, ktdrej niemetylowane cytozyny
przeksztalcane sg w uracyl. Dzigki temu zastosowanie
starterow specyficznych wzgledem sekwencji metylowa-
nych i niemetylowanych umozliwia identyfikacje petnego
zakresu alleli w genie FMRI [25]. W drugim przypadku®
wykorzystywany jest metylowrazliwy enzym restrykcyjny
Hpall, ktérym trawiony jest DNA pacjenta. Nastepnie
jednoczesnie na probce trawionej enzymem Hpall i nie-
trawionej prowadzona jest reakcja PCR z zastosowaniem
starteréw fluorescencyjnych. W obydwu przypadkach,
wyniki dwdch reakcji PCR poréwnywane sg do siebie, na
podstawie czego mozna ocenic¢ ktory allel i w jakim stopniu
ulega metylacji. W przeciwienstwie do metody MS-MLPA,
obydwie te techniki umozliwiaja réwniez analiz¢ probek
pochodzacych od 0séb plci zenskiej [26].

Podjeto takze proby wykorzystania krzywych topnienia
produktow reakeji TP-PCR do oceny metylacji i zakresu

*Wykorzystywana w zestawie FastFraX™ FMR1 Methylation Status
Kit (TNR Diagnostics).
*Wykorzystywana w zestawie AmplideX® mPCR FMR1 (Asuragen).

alleli w genie FMR1. Reakcja amplifikacji przeprowadzana
jest w termocyklerze z opcja monitorowania fluorescencji
w czasie rzeczywistym (np. LightCycler Real-Time PCR
System, Roche Applied Science) z wykorzystaniem bar-
wnika SYBRGreen. Produkt reakcji PCR jest stopniowo
denaturowany poprzez powolny wzrost temperatury od
60 do 95°C z jednoczesnym monitorowaniem spadku
fluorescencji wskutek uwalniania barwnika SYBRGreen
z dwuniciowych fragmentéw DNA. Krzywe topnienia
réznia si¢ miedzy sobg, w zaleznosci od liczby powtdrzen
CGG, co umozliwia odréznienie alleli prawidtowych od
tych z premutacjq i pelng mutacja. Zalozeniem twoércow
metody byla mozliwos¢ jej wykorzystania jako testu prze-
siewowego, dlatego nie nadaje si¢ ona do dokladnej oceny
liczby powtoérzenn CGG w genie FMR1, a jedynie pozwala
na predykcje obecnodci alleli nieprawidlowych [27].

Ograniczeniem wszystkich powyzej zaprezentowa-
nych metod stosowanych w diagnostyce chorob FMRI-
zaleznych jest brak mozliwosci oceny dokladnej liczby
powtorzen w allelach z zakresu pelnej mutacji. W du-
zym przyblizeniu pozwalala na to metoda hybrydyzacji
typu Southern, jednak jest ona stopniowo wypierana
przez szybsze i mniej wymagajace metody molekularne.
Doktadng oceng liczby powtérzen w przypadku pelnej
mutacji umozliwilo dopiero wprowadzenie technologii
sekwencjonowania nastepnej generacji, zwlaszcza tech-
nologii SMRT (ang. single-molecule real-time), ktéra nie
wymaga wczesniejszej amplifikacji materialu do sekwen-
cjonowania. Sekwencjonowanie pojedynczej czasteczki
DNA jest mozliwe dzigki unieruchomieniu pojedynczych
czasteczek polimerazy na specjalnie przygotowanych
plytkach reakcyjnych (ang. zero-mode waveguide ZMW)
pozwalajacych na dokladny odczyt nowo zsyntetyzowanej
nici kwasu nukleinowego. Dlugos¢ sekwencji, ktérych
odczyt jest mozliwy dzigki tej technice, wynosi do 60
tysiecy par zasad ($rednia dlugos¢ 10kb), podczas gdy
w przypadku technologii Illumina najdtuzsze odczyty
maja do 600pz. W przypadku genu FMR1 mozliwy byt
odczyt sekwencji zawierajacych ponad 750 powtdrzen
CGG (>2,25 kb) oraz dokladne okreslenie polozenia
sekwencji AGG. Sugeruje si¢, ze w przyszlosci technika ta
umozliwi réwniez analize metylacji w obrebie sekwencji
powtdrzonych [28].

3. SCHEMAT POSTEPOWANIA
DIAGNOSTYCZNEGO W ZAKtADZIE
GENETYKI MEDYCZNEJ IMID

Jak wspominano wczesniej, badania molekularne w kie-
runku zespotu tfamliwego chromosomu X s3 jednymi
z czedciej zlecanych badan diagnostycznych nie tylko
w przypadku stwierdzenia NI, lecz réwniez u pacjentéw
z opdznieniem rozwoju psychoruchowego, opdznionym
rozwojem mowy czy zaburzeniami zachowania, w tym
zaburzeniami ze spektrum autyzmu. Zdarzaja si¢ pacjenci,
u ktorych zespét tamliwego chromosomu X zostaje po-
twierdzony, jeszcze przed rozwinieciem pelnego obrazu
klinicznego choroby. Istotne jest wdrozenie do codziennej
praktyki laboratoriéw zajmujacych si¢ diagnostyka mole-
kularna doktadnych i efektywnych metod umozliwiajacych
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szybka i wiarygodna analize w kierunku FXS oraz choréb
FMRI1-zaleznych.

W Zakladzie Genetyki Medycznej, w przypadku pacjen-
tow z objawami sugerujacymi mozliwos¢ wystapienia zespotu
famliwego chromosomu X, pierwszym wykonywanym
badaniem jest test przesiewowy PCR z analiza GeneScan
(Rycina 4). Prawidlowy wynik tego testu (allel z zakresu
prawidlowego u 0séb plci meskiej, dwa prawidlowe allele
u 0s6b plci zenskiej) jest podstawa do wykluczenia zespotu
famliwego chromosomu X w wigkszosci przypadkow.
W sytuacji, gdy pacjent z ewidentnymi cechami zespo-
tu FXS ma prawidlowy wynik badania przesiewowego,
nalezy rozwazy¢ mozliwo$¢ wykonania dalszych analiz
genu FMRI pod katem obecnosci delecji obejmujacych
fragment genu FMRI (np. technika MLPA, poréwnawcza
hybrydyzacja genomowa do mikromacierzy, aCGH) lub
mutacji punktowych (technika sekwencjonowania metoda
Sangera). Jesli test byt wykonany w celu wykluczenia zespotu
famliwego chromosomu X, dalsze procedury diagnostyczne
beda zaleze¢ od objawdéw klinicznych obserwowanych
u Badanego i w zaleznosci od tego moze zosta¢ podjeta
decyzja o analizie celowanej na konkretne rozpoznanie
kliniczne lub analizie wysokoprzepustowej (technika aCGH,
sekwencjonowanie nastepnej generacji).

W przypadku identyfikacji u objawowego pacjenta
allela z zakresu ,szarej strefy”, wskazane jest wykonanie
badania molekularnego u jego najblizszych krewnych,
w celu oceny czy transmisja tego allela w rodzinie bada-
nego ma charakter stabilny. W przypadkach, ktére zostaty
zidentyfikowane w Zakladzie Genetyki Medycznej allele
z zakresu szarej strefy mialy przynajmniej 2 powtérzenia
AGG i byly stabilnie przekazywane przez przynajmniej
3 pokolenia.

Nieinformacyjny wynik testu przesiewowego (brak pra-
widlowego allela u 0s6b plci meskiej, tylko jeden prawidlo-
wy allel u 0séb plci zenskiej) jest zawsze wskazaniem do
rozszerzenia badan molekularnych. W naszym przypadku
jako technika umozliwiajaca identyfikacje alleli z zakresu
premutacji/pelnej mutacji stosowana jest metoda TP-PCR
wdrozona po okresie jej walidacji wzgledem techniki hy-
brydyzacji genomowej typu Southern. Identyfikacja mutacji
w genie FMRI bedzie stanowi¢ potwierdzenie rozpoznania
klinicznego zespotu famliwego chromosomu X, zas$ pre-
mutacji potwierdzenie nosicielstwa zespotu FXS. Badanie
zwykorzystaniem techniki TP-PCR jest réwniez zalecane
w przypadku badania 0s6b z rodziny pacjenta oraz w przy-
padku diagnostyki prenatalnej, gdyz umozliwia wykluczenie
obecnosci ewentualnej mozaikowosci somatycznej.

Kliniczne podejrzenie FXS/FXTAS/FXPOI
Clinical suspicion of FXS/FXTAS/FXPOI

Badanie przesiewowe—PCR i GeneScan
Pre-screening test — PCR & GeneScan

/\

wynik informacyjny, prawidtowy (do 54 powtérzen CGG)
- 1allel; ¥ -2 allele o réznejliczbie powtdrzern CGG
Informative, normal result (up to 54 CGG repeats,
< - 1 allele; © - 2 alleles with different number of CGG repeats

wynik nieinformacyjny

7 - brakallela prawidlowego; = - 1 allel prawidtowy
Uninformative result
< - no normal allele; < - only one normal allele

\ 4

|

Weryfikacja wyniku nieinformacyjnego
TP-PCR / hybrydyzacja / MS-MLPA/MS-TP-PCR/NGS
Verification of the uninformative result
TP-PCR / hybridization / MS-MLPA/MS-TP-PCR/NGS

Wykluczenie FXS/FXTAS/FXPOI

! -genotyp (-) = - genotyp(-/-)
FXS/FXTAS/FXPOI exclusion
2 -genotype (-) < -genotype (-/-)

Potwierdzenie FXS: (7 - mutacja; = - mutacja/-
Potwierdzenie FXTAS: -7 - premutacja; = - premutacja/-
Potwierdzenie FXPOI: - - premutacja/-
Wykluczenie FXTAS/FXPOI/FXS: = (-/-) 7 (-)
Confirmed FXS: = - mutation; © - mutation/-
Confirmed FXTAS: = - premutation; 2 - premutation/-
Confirmed FXPOI: © - premutation/-

Exclusion of FXTAS/FXPOI/FXS: < (-/-) 2 (-)

Ryc. 4. Schemat postepowania diagnostycznego w przypadku podejrzenia FXS, FXTAS lub FXPOI.
Fig. 4. The diagnostic workflow in case of clinical suspicion of FXS, FXTAS or FXPOI.
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W przypadku koniecznosci analizy metylacji DNA
w locus FMRI stosowane s3 techniki MS-MLPA (osoby
plci meskiej) lub MS-TP-PCR (osoby pici zeniskiej). Nalezy
jednak pamigtac o tym, ze status metylacji DNA w krwi
obwodowej (zazwyczaj na tym materiale wykonywane
jest badanie) nie musi odpowiada¢ statusowi metylacji
genu FMR1 w ukladzie nerwowym, wiec ewentualna in-
terpretacja wyniku badania w kontekscie obserwowanych
objawdw klinicznych bedzie trudna.

Specyficzng sytuacja jest identyfikacja u pacjentéw ob-
jawowych allela z zakresu premutacji — w literaturze nie ma
doniesien o zwigzku premutacji w genie FMRI z rozwojem
niepelnosprawnosci intelektualnej. Zgodnie z wytycznymi
EMQN, w takiej sytuacji nie mozna wykluczy¢ obecnosci
mozaikowosci somatycznej — obecnosci alleli z zakresu
pelnej mutacji w tkankach innych niz badane. Warto wtedy
wykona¢ badanie molekularne stosujgc DNA wyizolowany
z tkanki wywodzacej si¢ z innego listka zarodkowego niz krew
(np. fibroblastach skory). Nasze doswiadczenia wskazujg
jednak, ze w przypadku niskich premutacji (<70 powtorzen
CGG), wynik badania materiatu z fibroblastow jest rowniez
prawidlowy, za$ u jednego pacjenta, po wykonaniu analizy
eksomu, stwierdzono obecno$¢ mutacji patogennej w in-
nym genie zwigzanym z patogeneza niepelnosprawnosci
intelektualnej (dane wlasne IMiD). W przypadku wysokich
premutacji (>180 powtorzen CGG) warto jest rozwazy¢
wykonanie analizy metylacji, gdyz obecnos¢ objawow kli-
nicznych moze réwniez wynika¢ z inaktywacji genu FMRI
poprzez metylacje.

W przypadku pacjentéw z podejrzeniem FXTAS i EXPOI
stosowany jest podobny schemat postepowania diagno-
stycznego (test przesiewowy, test TP-PCR w przypadku
wyniku nieinformacyjnego). Aby skroci¢ czas oczeki-
wania na wynik informacyjny, analiza moze zosta¢ wy-
konana od razu technikg TP-PCR - zalezy to od decyzji
lekarza kierujgcego/pacjenta. Wazne jest natomiast, aby
w przypadku decyzji o zleceniu badania przesiewowego,
poinformowac pacjenta o mozliwosci uzyskania wyniku
nieinformacyjnego i koniecznosci wykonania dodatkowych
badan molekularnych w takim przypadku.

Przedstawiony powyzej schemat postepowania diagno-
stycznego w przypadku podejrzenia zespotu tamliwego
chromosomu X i innych choréb FMRI-zaleznych ma jedynie
charakter informacyjny. Jest on jednak zgodny z zaleceniami
European Molecular Genetics Quality Network (EMQN).
Odzwierciedleniem tego s3 pozytywne wyniki Zaktadu
Genetyki Medycznej w testach kontroli jako$ci organizo-
wanych przez EMQN, jak réwniez fakt ze przez wiele lat
Zaklad pozostawal osrodkiem referencyjnym w zakresie
diagnostyki zespotu famliwego chromosomu X.

Podziekowania

Pragniemy serdecznie podzigkowa¢ Pracownikom Zaktadu
Genetyki Medycznej IMiD, ktérzy uczestniczyli w diagno-
styce i badaniach naukowych nad zespotem tamliwego
chromosomu X oraz innych zaburzen intelektualnych
o podtozu genetycznym, ktérzy nie sq wspotautorami
tej pracy. Prace naukowe dotyczgce niepetnosprawnosci
intelektualnej sprzezonej z chromosomem X byly mozliwe
m.in. dzieki finansowaniu z Narodowego Centrum Nauki
(nr grantu: 2012/07/B/NZ4/01764).
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