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Analiza podloza molekularnego przypadku nieznanej anemii hemolitycznej

z zastosowaniem wysokosprawnych metod sekwencjonowania.

Streszczenie

Anemie hemolityczne sa grupg schorzen, ktore lgczy wspdlny mianownik - szybki,
wewnatrznaczyniowy rozpad erytrocytow spowodowany nieprawidtowag ich budowa.
Najliczniej spotykanymi defektami s3 membranopatie i enzymopatie, charakteryzujace si¢
wystepowaniem odpowiednio zaburzen w organizacji blony erytrocytarnej i deficytami
enzymow, takich jak na przyklad dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa, katalizujaca
pierwsza reakcje w szlaku pentozofosforanowym. Pomimo dobrego poznania podstaw
molekularnych wielu przypadkow wspomnianych powyzej anemii wcigz diagnozowane sa ich
nowe rodzaje, wymagajace dla wlasciwej terapii szczegdtowej diagnostyki genetyczne;j.
W niniejszej pracy podjeto probe okreslenia podioza molekularnego anemii hemolityczne;,

ktérej fenotyp nie odpowiada zadnemu opisanemu do tej pory w literaturze.

Erytrocyty jako komorki pozbawione jadra nie sa dobrym punktem wyjscia do analiz
molekularnych, dlatego wybrano retikulocyty - prekursory erytrocytow, posiadajgce materiat
genetyczny w postaci RNA. Cho¢ istnieje wiele metod izolacji, to nie zapewniaja one
odpowiedniej wydajnosci w przypadku wykorzystania krwi obwodowej osob zdrowych,
charakteryzujacych si¢ niska iloscig krazacych retikulocytow (0,5 - 2,9%). Ponadto dla
analizy transkryptomicznej (RNA-Seq) istotna jest czystos¢ materiatu, w tym przypadku
przektadajaca si¢ na odseparowanie frakcji komodrek jadrzastych, mogacych stanowi¢ zrodio
artefaktow. Wykorzystujac opisane wczesniej techniki podjgto probe opracowania nowej
metody izolacji retikulocytow, opartej kolejno na filtracji leukocytow, separacji w gradientach
Ficoll-paque'u i Percollu oraz separacji immunomagnetycznej z wykorzystaniem systemu
mikrokulek optaszczonych odpowiednimi przeciwcialami. Wyizolowane z tak otrzymanej
puli retikulocytétw RNA (cDNA) byto wolne od transkryptow charakterystycznych dla
komorek jadrzastych, a takze wolne od genomowego DNA. Przeprowadzona w nastgpnym
etapie analiza danych z wysokoprzepustowego sekwencjonowania RNA wykazata obnizenie
ekspresji dziewigciu gendw, jednakze zaden z nich nie okazal si¢ powigzany z fenotypem
anemii hemolitycznej. W zwiazku z tym, ze niemozliwe byto wytypowanie relatywnie matej
puli transkryptéw w celu weryfikacji metodami biologii molekularnej zdecydowano

0 przeprowadzeniu sekwencjonowania catego eksomu (WES) pacjentow N61 1 N62



z nieznang anemig hemolityczng. Uzyskane z wykorzystaniem narz¢dzi bioinformatycznych
dane wykazaly u pacjentow N61 1 N62 heterozygotyczng mutacje o bardzo niskiej
czestotliwosci w populacji w genie NTS5C3A, skutkujaca delecjg reszty fenyloalaniny
w pozycji 149 tancucha aminokwasowego cytozolowej 5'-nukleotydazy 3A, ktéra jest
biatkiem enzymatycznym, zaangazowanym w metabolizm nukleotydow pirymidynowych.
Genotypowanie tej zmiany (c. 444 446delGTT) na poziomie mMRNA/cDNA ujawnito,
ze w sekwencji 4. wariantu transkrypcyjnego, charakterystycznego dla retikulocytow, mutacja
ta wystepuje w postaci homozygotycznej u pacjentOw oraz nie jest wykrywana zaréwno
u asymptomatycznych cztonkoéw rodziny jak i u kontroli, a takze nie jest wykrywany allel
prawidtowy. Przy pomocy techniki Western blot wykazano catkowity brak pasma
charakterystycznego dla cytozolowej 5'-nukleotydazy pirymidynowej 3A w probkach
cytozolu erytrocytarnego pacjentow co znajduje odzwierciedlenie w danych uzyskanych
z pomiarOw aktywnos$ci enzymatycznej (widoczny brak lub minimalna aktywnos¢
katalityczna wobec UMP). Co wigcej, stosunek nukleotydow purynowych do
pirymidynowych jest u nich okoto 2,5-krotnie nizszy niz u asymptomatycznych cztonkow
rodziny i kontroli, co sugeruje catkowite zahamowanie szlaku degradacji pirymidyn oraz ich
akumulacje. Ponadto w obrazie WB zaobserwowano u ojca N91 obnizenie ilosci
analizowanego bialka o okoto 60%, cho¢ aktywno$¢ enzymatyczna pozostaje u niego
w normie, co mozna tlumaczy¢ obecnoscig tylko jednego (prawidlowego) allelu genu
NTSC3A w transkryptomie jego retikulocytow oraz mozliwa nieznang mutacjag w miRNA lub
czynniku transkrypcyjnym, regulujacym ekspresje omawianego genu. Prawdopodobnie ta
sama przyczyna lezy u podstaw obecnosci tylko zmutowanego allelu wykrywanego

w transkryptomie retikulocytéw pacjentow HA.

Przeprowadzone badania nie pozwolity wyjasni¢ obecnosci tylko zmutowanego allelu genu
NT5C3A w transkryptomie retikulocytow pacjentdow N61 i N62, niemniej jednak wykazaty, ze
mutacja skutkujaca delecja F-149 w cytozolowej 5'-nukleotydazie pirymidynowej 3A zdaje
si¢ by¢ bezposrednig przyczyna obserwowanych u pacjentow N61 1 N62 efektow
fenotypowych. Dalsze badania s3 niezbedne, by pozna¢ mechanizm molekularny

obserwowanego zaburzenia ekspresji.



