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Summary

Premutation in the FMR1 gene occur in the general population with an estimated prevalence
1 in 130-260 females and 1 in 250-810 males. Carriers of premutation are at risk of devel-
opment of spectrum of neurological, psychiatric and immunological disorders in adulthood.
Fragile X-associated disease caused by dynamic mutation (expansion of CGG repeats) can
be divided into three disorders: FXS — Fragile X syndrome, FXPOI — Fragile X-associated
primary ovarian insufficiency, FXTAS — Fragile X-associated tremor/ataxia syndrome, which
can be present in few generations of one family. Immuno-mediated disorders are more com-
mon in premutation carriers as compared to control group, especially hypothyroidism and
fibromyalgia. Although FMR 1-associated conditions are not curable, timely diagnosis through
genetic testing is important as it can lead to implementation of treatment strategies and be-
havioral interventions considered to improve symptoms. Knowledge of expanded allele status
for females helps them to make more informed reproductive decisions.
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Wstep

Zespot tamliwego chromosomu X (FRAXA, FXS) (OMIM # 300624), zespot
Martina—Bell, zespot Escalante’a, stanowi najczgstszg rodzinng postac¢ niepetno-
sprawnosci intelektualnej [1]. Czestos¢ wystepowania choroby szacowana jest
na 1 na 4000 do 1 na 6000 urodzen dzieci ptci meskiej oraz 1 na 5000-8000 ptci
zenskiej. Nosicielstwo premutacji dotyczy 1 na 130-260 kobiet oraz 1 na 250-810
mezezyzn. Zespot FXS dziedziczony jest jako cecha dominujaca sprz¢zona z chro-
mosomem X [2].
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Zespot tamliwego chromosomu X charakteryzuje si¢ niezwyktym sposobem dzie-
dziczenia. W dotknietych chorobg rodzinach wystepujg mezezyzni, ktorzy zwykle nie
wykazuja cech klinicznych choroby, ale ktérych corki — takze bez cech klinicznych
choroby — ponosza wysokie ryzyko posiadania dzieci z FXS. Opisany wzorzec dzie-
dziczenia zostat udokumentowany w serii badan epidemiologicznych przez Sherman
i wsp. [3]. Ryzyko wystapienia choroby wzrasta w kolejnych pokoleniach tylko
w przypadku przekazywania genu przez matke (postaé antycypacji). W 1991 roku
sklonowano gen FMR1 odpowiedzialny za FXS [4, 5]. Gen FMR1 zlokalizowany jest
w pozycji Xq27.3 dystalnego odcinka ramienia dlugiego chromosomu X, sktada si¢
z 17 eksonéw, jego mRNA sktada si¢ z okoto 4000 par zasad. Eksony 12, 14, 151 17
mogg ulega¢ alternatywnemu sktadaniu, co prowadzi do powstania r6znych mRNA
oraz w konsekwencji r6znych izoform biatka FMRP. Poznanie struktury genu FMR 1
pozwolito na odkrycie, ze miejsce tamliwe w chromosomie X zawiera sekwencj¢
trojnukleotydowag CGG w regionie 5’ genu. Sekwencja powtarzalna CGG jest zmienna
(polimorficzna) w populacji ogoélnej, tworzy ja od 6 do 54 powtdrzen, zazwyczaj 29-30.

U podtoza choroby lezy zadziwiajacy mechanizm mutacji dynamicznej, ktory
odpowiada za szczeg6lny, opisany powyzej sposob przekazywania choroby [4-6].
Mutacja dynamiczna polega na powieleniu liczby powtoérzen trojnukleotydowych CGG
w promotorowym regionie genu FMR 1. Osoby chore sg nosicielami tzw. pelnej mutacji,
w ktorej liczba powtdrzen CGG wynosi 200 lub wigcej, cytozyny oraz pobliska wyspa
CpG ulegaja metylacji, co prowadzi do braku transkrypcji genu, a w konsekwencji do
braku produktu biatkowego genu FMR 1. Pelna mutacja jest odpowiedzialna za zesp6t
famliwego chromosomu X, chorobe neurorozwojowa bedaca najczestsza przyczyng
rodzinnej postaci niepelnosprawnosci intelektualnej. Prawidlowy zakres liczby powto-
rzen CGG w genie FMR1 wynosi od 6 do 54 (najczesciej 29-30), obejmuje on zakres
posredni (35-44 powtdrzen CGQG) oraz tzw. szarg strefe (45-54 powtdrzen CGG).
Gen z liczbg powtdrzen CGG mieszczacg si¢ w prawidtowym zakresie przekazywany
jest w sposdb stabilny, liczba powtdrzen nie ulega zmianie w czasie mejozy. Warto$ci
posrednie moga by¢ mniej stabilne, liczba powtérzen CGG w czasie mejozy moze
wzrastaé, prowadzac do powstania petnej mutacji u potomstwa. W przypadku premuta-
cji liczba powtdrzen CGG wynosi 55-200 i charakteryzuje si¢ niestabilnoscig w czasie
przekazywania potomstwu przez kobiete [6—8]. Ponad 99% 0sob chorych to nosiciele
tzw. pelnej mutacji, liczba powtdrzen CGG wynosi u nich 200 lub wigcej, cytozyny
oraz pobliska wyspa CpG ulegajg metylacji, co prowadzi do braku transkrypcji genu,
a w konsekwencji do braku produktu biatkowego genu [9-11].

Postawienie rozpoznania FXS jest bardzo wazne nie tylko dla chorego dziecka, ale
takze dla jego rodzenstwa, rodzicéw oraz innych cztonkdéw rodziny, obejmujac wiele
pokolen danej rodziny. Choroby zwigzane z lamliwym chromosomem X, u podtoza
ktérych lezy mutacja dynamiczna (powielenie trojek zasad CGG), mozna podzieli¢ na 3
jednostki chorobowe: FXS, FXPOI, FXTAS. Choroby te moga pojawic si¢ u cztonkoéw
kilku generacji w jednej rodzinie [12].

Premutacja stanowi przyczyne dwoch choréb o niepetnej penetracji. Jedna z nich
to zwigzana z chromosomem X pierwotna niewydolnos¢ jajnikow (FXPOI — Fragile
X-associated primary ovarian insufficiency), charakteryzujaca si¢ szerokim spektrum
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zaburzen funkcji jajnikow z przedwczesng menopauza (przed 40. r.z.). Druga jest
zwigzany z chromosomem X zespot drzenia i ataksji (FXTAS — Fragile X-associated
tremor/ataxia syndrome), choroba neurodegeneracyjna o péznym poczatku, dotyczaca
gléwnie mezczyzn, rzadziej kobiet [12, 13].

Bialko FMRP

Produkt genu FMR1, biatko FMRP, nalezy do grupy biatek selektywnie wigzacych
RNA. FMRP sktada si¢ maksymalnie z 632 aminokwasow i posiada pig¢ dobrze scha-
rakteryzowanych domen, obejmujacych dwie domeny KH (AnRNP K-protein homology)
(KH) w czesci centralnej oraz domeng RGG box zbudowang z reszt argininy i glicyny
(Arg-Gly-Gly) w koncu karboksylowym. FMRP ulega ekspresji w roznych tkankach,
najwyzsze stezenia osigga w mozgu oraz gonadach meskich, co koreluje z objawami
klinicznymi stwierdzanymi u oséb chorych. W mézgu FMRP ulega wylacznej ekspres;ji
w zréznicowanych neuronach, gtéwnie hipokampa oraz warstwy ziarnistej mézdzku
[12, 13]. Ekspresje FMRP mozna wykry¢ takze w synapsach, lecz nie aksonach.

FMRP odgrywa wazna rolg w regulowaniu/repres;ji translacji innych transkryptow
komorkowych. Proces ten okres§lany jest mianem represji translacji. W razie braku
FMRP translacja komérkowych mRNA jest slabo kontrolowana, co prowadzi do
nadmiernej ekspresji biatek [9, 10]. Mutacje w genach kodujacych biatka: neuroligi-
ny, neureksyne 1, PTEN, PSD95, MAPK1, SHANK3 opisano u pacjentow, u ktorych
rozpoznano zaburzenia ze spektrum autyzmu. Molekularne podobienstwo FXS oraz
zaburzen ze spektrum autyzmu moze wynikac z zaburzen regulacji genow zwiazanych
z autyzmem przy braku FMRP [14].

Podloze molekularne choréb zwiazanych z premutacja

U nosicieli premutacji stezenia transkryptow FMR1 mRNA sa znaczaco podwyz-
szone (2-8x) [15]. Podloze patofizjologiczne chordéb zwigzanych z premutacja wydaje
si¢ zwigzane z efektem toksycznym RNA, zyskaniem funkcji przez wzrost st¢zenia
FMR1 mRNA. Rézne interakcje mRNA—biatko prowadza do nieprawidlowej ekspresji
biatek i sekwestracji biatek cytoplazmatycznych, co prowadzi do obnizenia ich zdol-
nos$ci do prawidtowego pehienia funkcji [16]. Sellier i wsp. [17] wykazali, ze biatko
wigzace RNA DGCR8 wiaze si¢ z powielonymi powtoérzeniami CGG, prowadzac do
czesciowej sekwestracji swojego partnera DROSHA w obrebie agregatow CGG-RNA.
W konsekwencji dochodzi do zaburzen regulacji miRNA, obnizenia st¢zen dojrzatego
miRNA w komorkach nerwowych. Nadmierna ekspresja DGCRS chroni komorki
nerwowe przed $miercig indukowang przez powielone powtdrzenia CGG. Chociaz
najwiecej dowodoéw przemawia za modelem sekwestracji bialek zwigzanej z powto-
rzeniami CGG, zaproponowano takze inne modele ttumaczace toksycznos¢ RNA.
RNA zawierajace powtorzenia CGG zapoczatkowuje zmiany konformacyjne jednego
lub kilku biatek, posiadajacych domeny prionopodobne, analogicznie do powstawania
ztogoéw amyloidu w chorobie Alzheimera. Zmienione produkty polipeptydowe moga
ulegac agregacji oraz dziala¢ neurotoksycznie [15].
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Objawy kliniczne u kobiet z FXS

Kobiety nosicielki petnej mutacji z racji posiadania dwoch chromosoméw X,
z ktorych jeden ulega inaktywacji, wykazuja znacznie tagodniejsze objawy choroby
niz me¢zezyzni, u potowy z nich wystgpowaé moga niepelnosprawnos¢ intelektualna
lekkiego stopnia badz trudnoséci w nauce, a takze zaburzenia emocjonalne, depresja,
niepokoj, lek. Cechy fenotypowe sg subtelnie wyrazone w postaci nieznacznie wy-
dhuzonej twarzy oraz powigkszonych matzowin usznych [18].

Objawy Kkliniczne u kobiet nosicielek premutacji

Nosiciele premutacji znajduja si¢ w grupie ryzyka rozwoju spektrum problemow
od tagodnych zaburzen funkcji poznawczych i behawioralnych w dziecinstwie do
chorob neurologicznych, psychiatrycznych oraz immunologicznych w wieku dorostym.

Przed poznaniem podtoza molekularnego zespotu tamliwego chromosomu X, genu
FMR1 (w 1991 roku) uwazano, ze kobiety nosicielki premutacji nie wykazuja cech
klinicznych choroby, natomiast czesciej rodzg dzieci z chorobg genetyczng — zespotem
famliwego chromosomu X. Na krétko przed opisaniem genu FMR1 Cronister i wsp.
[19] zaobserwowali znacznie czgstsze wystepowanie przedwczesnego wygasniecia
funkcji jajnikow (menopauzy przed 40. r.z.) u kobiet nosicielek premutacji (okoto
20%) w poréwnaniu z ogdlng populacja (okoto 1%). Niedobor estrogenow prowadzi
do niskiej gestosci kosci, osteoporozy i ztaman kosci, uposledzonej funkcji srodbtonka
oraz wczesniejszego wystgpienia objawdw choroby wiencowej 1 wzrostu $§miertelnosci
w nastepstwie chorob uktadu sercowo-naczyniowego u nosicielek premutacji w genie
FMR1 [20].

Dodatkowe objawy kliniczne u nosicielek premutacji zidentyfikowano w latach
90. XX wieku. Obejmowaly one problemy psychiatryczne, takie jak depresja oraz
zaburzenia Igkowe [21-25]. Poczatkowo sadzono, ze byly one spowodowane stresem
zwigzanym z wychowywaniem dzieci z zespotem tamliwego chromosomu X. Jednakze
wyniki kolejnych badan wykazaty, ze depresja i zaburzenia lckowe wystepuja u 40%
nosicielek premutacji [23]. Obecnie wiemy juz, ze nosicielki premutacji sg bardziej
podatne na wystgpienie depresji i zaburzenia lekowego, poniewaz problemy te po-
jawiajg si¢ juz przed urodzeniem dziecka z FXS. Wewng¢trzng podatnos¢ dodatkowo
wzmacnia stres zwigzany z opiekowaniem si¢ chorym dzieckiem. Ryzyko problemow
natury emocjonalnej wydaje si¢ zalezne od wystepowania stresujacych czynnikoéw
w zyciu. Funkcjonowanie emocjonalne kobiet nosicielek premutacji nalezy interpre-
towaé w $wietle dodatkowego oddziatywania: gendw potozonych w sgsiedztwie genu
FMR1, stgzen hormonow, satysfakcji ze zwigzku malzenskiego oraz nasilenia proble-
moéw behawioralnych u dziecka z FXS [26]. Ostatnie badania sugeruja, ze premutacja
moze oddzialywa¢ na hipokamp i by¢ zwigzana z symptomatologig psychiatryczng.
Toksyczne dziatanie mRNA na wrazliwe regiony hipokampa moze odpowiada¢ za
problemy z pamigcia oraz objawy psychiatryczne u nosicieli premutacji [26].

Au i wsp. [27] stwierdzili wystgpowanie migren u 54,2% kobiet nosicielek pre-
mutacji, w pordwnaniu z grupg kontrolng (25,3%). Bole glowy czgséciej wystgpowaty
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umatek dzieci z FXS (26,9%) w poréwnaniu z kontrolg (13,6%) [28]. Nie stwierdzono
czestszego wystepowania bolow glowy u nosicieli premutacji z populacji ogoélnej, co
moze wskazywaé na zwigzek wystepowania bolow glowy ze stresem wystepujacym
w rodzinie z FXS [20].

Shelton i wsp. [29] wykazali, ze kobiety nosicielki premutacji moga doswiadczac
zaburzen funkcji wykonawczej, szczegolnie w zakresie uwagi, predkosci przetwarzania,
hamowania odpowiedzi oraz pamigci pracujace;.

Premutacja w genie FMR1 prowadzi do zaburzen regulacji osi podwzgorze—
przysadka—nadnercza, co powoduje wzrost uwalniania hormonu stresu kortyzolu, jak
wykazano w mysim modelu premutacji. Zaburzenia wydzielania kortyzolu i stres moga
prowadzi¢ do stanow zapalnych i aktywacji uktadu odpornosciowego [30].

Choroby immunologiczne czg¢$ciej wystepuja unosicieli premutacji w poréwnaniu
z grupg kontrolng, szczegdlnie dotyczy to niedoczynnosci tarczycy oraz fibromialgii.

Lozano i wsp. [31] wykazali, Ze nosiciele premutacji maja 2,7-3,3 razy wigksze
ryzyko wystapienia zaburzen funkcji tarczycy w porownaniu z grupa kontrolng. Nie-
leczona niedoczynno$¢ tarczycy moze nasila¢ zaburzenia funkcji poznawczych oraz
objawy psychiatryczne — stany Igkowe oraz depresje. W zwiazku z tym zaleca si¢
wykonywanie rutynowych badan przesiewowych w kierunku niedoczynnosci tarczycy
w ramach podstawowej opieki medycznej u kobiet z premutacja w genie FMR1 [32, 33].

Winarni i wsp. [34] analizowali stan zdrowia 344 kobiet nosicielek premutacji
w genie FMR1 1 wykazali, ze 44,77% z nich mialo co najmniej jedna chorobe o pod-
tozu immunologicznym. Najczgstszg byto autoimmunologiczne zapalenie tarczycy
(24,4%), w dalszej kolejnosci fibriomialgia (10,2%), zespdt jelita drazliwego (9,9%),
choroba Raynauda (7,6%), reumatoidalne zapalenie stawdw (3,8%), zespot Sjogrena
(2,6%), toczen uktadowy (2,03%), stwardnienie rozsiane (1,74%).

Chociaz choroby zwigzane z FMR1 nie sg uleczalne, to jednak postawienie diag-
nozy w odpowiednim czasie jest wazne ze wzgledu na mozliwos$¢ wdrozenia strategii
leczenia oraz interwencji behawioralnych majacych na celu tagodzenie objawow.
Wiedza o nosicielstwie allela o powielonej liczbie powtorzen CGG pozwala na po-
dejmowanie §wiadomych decyzji dotyczacych prokreacji i planowania rodziny [35].

Analiza molekularna

Procedura analizy molekularnej obejmuje dwie uzupetniajace si¢ metody: PCR
z primerami flankujgcymi powtorzenia CGG majacy na celu okreslenie liczby po-
wtorzen CGG regionie 5° genu FMR1 oraz Southern blot genomowego DNA w celu
okreslenia metylacji i wielko$ci pelnej mutacji, ktora zwykle stanowi matryce trudng
do amplifikacji PCR. Potgczenie obu metod — Southern blot oraz PCR — w wykrywa-
niu mutacji w genie FMR1 daje czuto§¢ 99%. Pozostaty 1% obejmuje mutacje typu
zmiana sensu oraz czgsciowe lub catkowite delecje genu FMR1 [7].
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Poradnictwo genetyczne

Diagnostyka zespotu tamliwego chromosomu X moze by¢ bardzo trudnym pro-
cesem, poniewaz cechy fizyczne (fenotyp) sg wysoce zmienne, a opdznienie rozwoju
psychoruchowego wystepuje relatywnie czgsto w populacji ogolnej. Zwykle pierwszy
objaw FXS to opdznienie rozwoju psychoruchowego, zaburzenia zachowania, trudnos$ci
w nauce. Choroba zwykle diagnozowana jest, gdy dziecko ma 3 lata, 18 miesiecy po
zauwazeniu przez rodzicoOw pierwszych niepokojacych objawow. Pozne postawienie
rozpoznania nie daje rodzicom mozliwo$ci poznania oraz zrozumienia wielkosci
ryzyka posiadania kolejnego dziecka z choroba, co jest bardzo istotne w przypadku
planowania rodziny. W badaniu rodzin z FXS przeprowadzonym w USA okazato
si¢, ze w przypadku 55% rodzin ich kolejne dziecko urodzito si¢, zanim postawiono
rozpoznanie FXS u pierwszego dziecka [36, 37].

Rozpoznanie zespotu tamliwego chromosomu X wptywa na pacjenta oraz jego
rodzing w bardzo szerokim zakresie. Dlatego rodzing taka nalezy objac jak najszybciej
poradnictwem genetycznym. Osoby z grupy ryzyka odziedziczenia nieprawidtowego
genu powinny zosta¢ poinformowane o mozliwosci wykonania diagnostycznych testow
genetycznych. Nalezy objasni¢ pelne spektrum objawow obserwowanych w zespole
FXS oraz poinformowa¢ o podwyzszonym ryzyku zachorowania lub nosicielstwa
dla cztonkow blizszej i dalszej rodziny chorego. Szczegolnie wazna jest informacja o
mozliwos$ci wykonania testu DNA u rodzenstwa probanda, szczeg6lnie jezeli wykazuje
ono trudno$ci w nauce lub zaburzenia behawioralne, poniewaz moga to by¢ tagodne
objawy zespotu FXS [7].

Przejscie premutacji w pelng mutacje wystepuje tylko po przekazaniu nieprawidto-
wego allela przez matke. Prawdopodobienstwo urodzenia si¢ dziecka z pelng mutacja
w genie FMRI1 zalezy od wielkosci premutacji. Kobieta z premutacjg wielkosci 60
powtorzen CGG ma stosunkowo niskie ryzyko posiadania dziecka z chorobg, podczas
gdy kobieta nosicielka premutacji o wielkosci 90 1 wigcej powtorzen ponosi ryzyko
posiadania dziecka z petng mutacjg siggajace 50% [38]. Mezczyzna nosiciel premu-
tacji przekaze premutacj¢ wszystkim swoim corkom, ktore takze bedac nosicielkami
premutacji, beda obarczone wysokim ryzykiem wystapienia choroby u swoich dzieci.
Przeciwnie, mezczyzni z zespotem tamliwego chromosomu X, petng mutacjg w genie
FMR1 w komorkach somatycznych, beda mie¢ premutacj¢ w plemnikach i jezeli beda
zdolni do posiadania potomstwa, co wystepuje stosunkowo rzadko, bedg mie¢ corki
z premutacja. Jezeli proband jest nosicielem pelnej mutacji, to matka jest nosicielkg
premutacji lub petnej mutacji w genie FMR1. Ryzyko urodzenia kolejnego chorego
dziecka wynosi 50% i jest ono takie samo dla kazdej kolejnej ciazy. Istnieje mozliwosé
diagnostyki przedurodzeniowe;j i okreslenie, ktory z alleli odziedziczyt ptod [38].

Whioski

Istniejag mocne dowody, Ze kobiety nosicielki premutacji w genie FMR1 znajduja
si¢ w grupie podwyzszonego ryzyka wystgpienia licznych zaburzen funkcji rozrod-
czych, immunologicznych, poznawczych oraz psychiatrycznych. Nalezy pamigtac
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o podwyzszonym ryzyku wystgpienia nadcisnienia tetniczego oraz niedoczynnosci
tarczycy. W razie ich rozpoznania nalezy wdrozy¢ leczenie, poniewaz nieleczone noga
nasila¢ zaburzenia ze strony o$rodkowego uktadu nerwowego. W przypadku wyste-
powania zaburzen neurologicznych, takich jak: migreny, neuropatie, bezdech senny,
psychozy, nalezy wdrozy¢ leczenie. Nosicielom premutacji zaleca si¢: aktywno$¢
fizyczna, stosowanie technik redukcji stresu, unikanie toksyn, spozywanie zdrowej
zywnosci [16, 20].
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