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1. Wykaz stosowanych skrótów 

ACMG – Amerykańskie Kolegium Genetyki Medycznej i Genomiki (ang. American 

College of Medical Genetics and Genomics)  

APOB – gen apolipoproteiny B (ang. Apolipoprotein B gene) 

ARH – autosomalnie recesywna hipercholesterolemia (ang. Autosomal Recessive 

Hypercholesterolemia) 

CETP – białko transportujące estry cholesterolu (ang. Cholesteryl Ester Transfer Protein) 

CNV – zmiana liczby kopii (ang. Copy Number Variation) 

CVD – choroby sercowo-naczyniowe (ang. Cardiovascular Disease) 

FH  – hipercholesterolemia rodzinna (ang. Familial Hypercholesterolemia) 

FPLD – rodzinna lipodystrofia częściowa (ang. Familial Partial Lipodystrophy) 

GOF – wzmocnienie funkcji (ang. Gain-of-function) 

HDL – cholesterol frakcji lipoprotein o dużej gęstości (ang. High-density Lipoprotein) 

HGMD – baza wariantów genów człowieka (ang. Human Gene Mutation Database) 

HMG-CoA – reduktaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylokoenzymu A 

LDL – cholesterol frakcji lipoprotein o małej gęstości (ang. Low-density Lipoprotein) 

LDLr – białko receptora dla lipoproteiny niskiej gęstości (ang. Low-density Lipoprotein 

Receptor) 

LDLR – gen receptora dla lipoproteiny niskiej gęstości (ang. Low Density Lipoprotein 

Receptor gene) 

LDLRAP1 – białko 1 adaptera receptora LDL (ang. LDLR adaptor protein 1). 

LOVD – baza wariantów Uniwersytetu Leiden (ang. Leiden Open Variation Database) 

MLPA – multipleksowa zależna od ligacji amplifikacja sond (ang. Multiplex 

Ligation-dependent Probe Amplification) 

NCN – Narodowe Centrum Nauki 

NGS – sekwencjonowanie następnej generacji (ang. Next Generation Sequencing) 

OMIM – elektroniczna baza chorób człowieka uwarunkowanych genetycznie (ang. 

Online Mendelian Inheritance in Man) 

PCSK9 – gen proproteinowej konwertazy subtylizyny/keksyny typu 9 (ang. Proprotein 

Convertase Subtilisin/kexin type 9 gene) 

PPARγ – receptor gamma aktywowany przez proliferatory peroksysomów (ang. 

Peroxisome Proliferator-activated Receptor Gamma) 

PTL/KLRWP/PTK/PTDL/PTD/PTNT – Polskie Towarzystwo Lipidologiczne/ 

Kolegium Lekarzy Rodzinnych w Polsce/ Polskie Towarzystwo Kardiologiczne/ Polskie 
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Towarzystwo Diabetologiczne/ Polskie Towarzystwo Diagnostyki Laboratoryjnej/ 

Polskie Towarzystwo Nadciśnienia Tętniczego 

SCORE – skala oceny indywidualnego 10-letniego ryzyka incydentu 

sercowo-naczyniowego zakończonego zgonem (ang. Systematic Coronary Risk 

Evaluation) 

sd-LDL – małe gęste LDL (ang. small dense Low-density Lipoprotein) 

SNV – zmiana pojedynczego nukleotydu (ang. Single Nucleotide Variant) 

TG – trójglicerydy (ang. triglycerides) 

VUS – wariant o niepewnym znaczeniu klinicznym (ang. Variant of Uncertain 

Significance) 

WES – sekwencjonowanie całoeksomowe (ang. Whole Exome Sequencing) 

WGS – sekwencjonowanie całogenomowe (ang. Whole Genome Sequencing) 

5’UTR – region 5′ niepodlegający translacji (ang. 5′ Untranslated Region) 
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2. Wykaz publikacji 

Poniższy cykl publikacji, będący podstawą postępowania o nadanie stopnia naukowego 

doktora, składa się z dwóch oryginalnych artykułów naukowych oraz jednego opisu 

przypadku. Wszystkie prace opublikowano w czasopismach umieszczonych w wykazie 

ministerialnym. 

Publikacja 1. 

Rutkowska L, Sałacińska K, Salachna D, Matusik P, Pinkier I, Kępczyński Ł, Piotrowicz 

M, Starostecka E, Lewiński A, Gach A. Identification of New Genetic Determinants in 

Pediatric Patients with Familial Hypercholesterolemia Using a Custom NGS Panel, 

Genes 2022, 13, 999. https://doi.org/ 10.3390/genes13060999. 

(IF= 3.5, MNiSW=100)  

Indywidualny wkład: autor korespondencyjny odpowiedzialny za aspekt molekularny 

badań; wiodący autor koncepcji pracy; pozyskanie dofinansowania na prowadzenie prac  

badawczych; zaplanowanie i przeprowadzenie eksperymentów; uczestnictwo 

w wykonaniu prac związanych z zaprojektowaniem, optymalizacją i wdrożeniem 

autorskiego panelu do sekwencjonowania metodą NGS; interpretacja wyników; 

napisanie finalnej wersji manuskryptu. 

Mój proporcjonalny udział w realizacji pracy – 70%. 

Publikacja 2. 

Rutkowska L, Pinkier I, Sałacińska K, Kępczyński Ł, Salachna D, Lewek J, Banach M, 

Matusik P, Starostecka E, Lewiński A, Płoski R, Stawiński P, Gach A. Identification of 

New Copy Number Variation and the Evaluation of a CNV Detection Tool for NGS Panel 

Data in Polish Familial Hypercholesterolemia Patients, Genes (Basel). 2022 Aug 

10;13(8):1424. doi: 10.3390/genes13081424. PMID: 36011335; PMCID: PMC9407502. 

(IF= 3.5, MNiSW=100)  

Indywidualny wkład: autor korespondencyjny odpowiedzialny za aspekt molekularny 

badań; wiodący autor koncepcji pracy; pozyskanie dofinansowania na prowadzenie prac  

badawczych; zaplanowanie i przeprowadzenie eksperymentów; interpretacja wyników; 

napisanie finalnej wersji manuskryptu. 

Mój proporcjonalny udział w realizacji pracy – 70%. 
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Publikacja 3. 

Rutkowska L, Salachna D, Lewandowski K, Lewiński A, Gach, A. Familial Partial 

Lipodystrophy—Literature Review and Report of a Novel Variant in PPARG Expanding 

the Spectrum of Disease-Causing Alterations in FPLD3, Diagnostics 2022, 12, 1122. 

doi.org/10.3390/diagnostics12051122. 

(IF= 3.6, MNiSW=70)  

Indywidualny wkład: autor korespondencyjny odpowiedzialny za aspekt molekularny 

badań; wiodący autor koncepcji pracy; pozyskanie dofinansowania na prowadzenie prac  

badawczych; zaplanowanie i przeprowadzenie wszystkich eksperymentów; analiza 

literaturowa; interpretacja wyników; napisanie finalnej wersji manuskryptu. 

Mój proporcjonalny udział w realizacji pracy – 75%. 

 

Łączna punktacja MNiSW cyklu publikacji: 270  

Łączny Impact Factor cyklu publikacji: 10,600 
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3. Wstęp 

3.1. Dyslipidemie 

Dyslipidemie to szeroka grupa zaburzeń charakteryzująca się nieprawidłową gospodarką 

lipidową. Ze względu na źródło występowania dzielimy je na pierwotne, a więc 

uwarunkowane genetycznie i wtórne. Szacuje się, że spośród wszystkich dyslipidemii 

30-40% stanowią te o podłożu wtórnym [1]. Są one wynikiem zaburzeń metabolicznych 

w przebiegu innych chorób, następstwem przyjmowanych leków lub efektem 

oddziaływania czynników środowiskowych. Do chorób indukujących występowanie 

zaburzeń lipidowych zaliczamy m.in. niedoczynność tarczycy, zespół nerczycowy, 

przewlekłą chorobę nerek, pierwotne zapalenie dróg żółciowych, żółtaczkę zastoinową, 

cukrzycę oraz zespół Cushinga. Wśród leków szczególne oddziaływanie na parametry 

lipidowe wykazują diuretyki, β-blokery, steroidy, estrogen, progesteron, leki 

immunosupresyjne, neuroleptyki, retinoidy [1]. Ze względu na odmienną etiologię 

odrębną grupę stanowią dyslipidemie pierwotne, w których to komponenty genetyczne 

warunkują wystąpienie zaburzeń lipidowych. Przedmiotem prowadzonych badań 

naukowych, stanowiących podstawę do przedłożonej rozprawy doktorskiej, były 

dyslipidemie pierwotne. 

Niezależnie od pochodzenia dyslipidemii badaniem podstawowym, identyfikującym 

obecność oraz rodzaj zaburzenia jest profil lipidowy. Na profil lipidowy składają się 

oznaczenia stężenia cholesterolu całkowitego, cholesterolu frakcji LDL (ang. low-density 

lipoprotein), cholesterolu frakcji HDL (ang. high-density lipoprotein) oraz 

trójglicerydów. Wszystkie wymienione parametry oznaczane są metodami 

bezpośrednimi, za wyjątkiem cholesterolu frakcji LDL zazwyczaj wyliczanego 

na podstawie formuły Friedewalda. Wyjątek stanowią pacjenci z bardzo wysokimi 

poziomami trójglicerydów (>400 mg/dl), u których to cholesterol LDL również 

oznaczany jest metodą bezpośrednią [2]. Prawidłowe oznaczenie LDL-c jest niezwykle 

istotne ze względu na jego kluczowy udział w procesach aterogenezy, a osiągnięcie 

określonego stężenia stanowi nadrzędny cel terapeutyczny. Oznaczenie stężenia 

cholesterolu całkowitego służy głównie do stratyfikacji ryzyka sercowo-naczyniowego 

przy użyciu skali SCORE [3]. Skala SCORE (ang. Systematic Coronary Risk Evaluation) 

określa 10-letnie ryzyko incydentu sercowo-naczyniowego zakończonego zgonem 

w zależności od płci, wieku, ciśnienia tętniczego skurczowego, stężenia cholesterolu 

całkowitego i palenia papierosów. Pomiar stężenie trójglicerydów ma szczególne 
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zastosowanie w ocenie ryzyka rezydualnego (resztkowego), ponieważ wysokie stężenie 

TG pomimo prawidłowego stężenia LDL-c, istotnie zwiększa ryzyko 

sercowo-naczyniowe [3]. Oznaczenie stężenia cholesterolu frakcji HDL jest niezbędne 

do wyliczenia stężenia LDL-c, natomiast sam HDL nie jest obecnie rekomendowany jako 

cel leczenia, czynnik predykcyjny czy indykator w monitorowaniu leczenia zaburzeń 

lipidowych [3, 4]. 

Ocena paramentów profilu lipidowego pozwala na określenie konkretnego rodzaju 

zaburzenia. Nieprawidłowości cechujące zwiększenie stężenia jednej bądź kilku frakcji 

lipoprotein we krwi określamy mianem hiperlipidemii. W grupie tej możemy 

wyszczególnić hipercholesterolemię, hipertriglicerydemię oraz hiperlipidemię mieszaną. 

Analogicznie, zaburzenia cechujące spadek stężenia jednej bądź kilku frakcji lipoprotein, 

nazywamy hipolipidemiami. Hipolipidemie są chorobami rzadkimi, w szczególności 

zaś te o podłożu genetycznym. Do hipolipidemii pierwotnych zaliczamy m.in. 

abetalipoproteinemię czy hipobetalipoproteinemię. Za ich wtórne występowanie mogą 

odpowiadać zakażenia ostre i przewlekłe, niedokrwistość, anemia, długotrwałe stany 

zapalne, nowotwory złośliwe, nadczynność tarczycy, przewlekła choroba wątroby czy 

choroba Gauchera [5]. 

Częstość występowania zaburzeń lipidowych w Polsce jest bardzo wysoka [3], a poziom 

ich wykrywalności wciąż niewystarczający. Badanie epidemiologiczne WOBASZ II 

przeprowadzone w latach 2013-2014 wykazało występowanie hipercholesterolemii 

u 70.3% mężczyzn i 64.3% kobiet powyżej 20 roku życia [6]. Jak pokazują dane 

światowe zaburzenia lipidowe i wynikające z nich choroby sercowo-naczyniowe to 

problem globalny. W roku 2019 udokumentowano 523 miliony incydentów 

sercowo-naczyniowych, z czego aż 18.6 miliona zakończyło się zgonem [7]. 

Bezpośrednim i najbardziej rozpowszechnionym następstwem klinicznym dyslipidemii, 

jest zwiększone ryzyko występowania chorób sercowo-naczyniowych (CVD, ang. 

cardiovascular disease) o podłożu miażdżycowym. Są to przewlekle, postępujące 

procesy zapalne charakteryzujące się gromadzeniem lipidów, elementów włóknistych 

i zwapnień w obrębie ścian średnich i dużych tętnic. Jak dowodzą badania, głównym 

sprawcą rozwoju zmian miażdżycowych są lipoproteiny o małej gęstości LDL, a ich 

rozmiar, liczebność oraz modyfikacje stanowią główną determinantę. Najbardziej 

aterogenną frakcją lipoprotein są małe gęste LDL (sd-LDL, ang. small dense low-density 

lipoprotein). Małe gęste LDL są bardziej wrażliwe na oksydację, wykazują wyższą 
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cytotoksyczność względem śródbłonka oraz posiadają zwiększoną zdolność 

przechodzenia przez barierę śródbłonkową, niż pozostałe frakcje [8]. Zmodyfikowane 

cząsteczki LDL, wychwytywane przez receptory zmiatające na makrofagach, generują 

powstawanie komórek piankowatych. Postępujące naciekanie ścian tętnic prowadzi do 

sukcesywnego rozwoju zaawansowanych zmian miażdżycowych [9]. Dowiedziono, że 

grubość kompleksu śródbłonek-błona środkowa tętnicy szyjnej, która stanowi uznany 

marker choroby miażdżycowej, jest zwiększona nie tylko u dorosłych z FH [10], ale także 

u dzieci już w wieku 8 lat. Sugeruje to wysoką progresywność zmian naczyniowych 

w przebiegu FH oraz potrzebę szybkiego wdrożenia leczenia hipolipemizującego, już od 

najmłodszych lat [11]. 

Zgodnie z aktualnymi wytycznymi PTL/KLRWP/PTK/PTDL/PTD/PTNT (Polskie 

Towarzystwo Lipidologiczne/ Kolegium Lekarzy Rodzinnych w Polsce/ Polskie 

Towarzystwo Kardiologiczne/ Polskie Towarzystwo Diabetologiczne/ Polskie 

Towarzystwo Diagnostyki Laboratoryjnej/ Polskie Towarzystwo Nadciśnienia 

Tętniczego) w zakresie leczenia hipolipemizującego, nadrzędny cel terapeutyczny 

stanowi maksymalne, możliwie jak najszybsze oraz długotrwałe obniżenie stężenia LDL 

we krwi pacjenta [3, 12]. Lekami pierwszego rzutu, wykazującymi najlepiej 

udokumentowaną skuteczność w prewencji pierwotnej i wtórnej CVD, są statyny 

(wiodące: atorwastatyna i rosuwastatyna). Mechanizm ich działania polega na 

hamowaniu reduktazy HMG-CoA, enzymu odpowiedzialnego za syntezę cholesterolu 

w hepatocytach. W badaniach porównawczych atorwastatyna i rosuwastatyna w dawce 

10 mg/d. po 6 tygodniach leczenia zmniejszyły stężenie LDL-C odpowiednio o 36,8% 

i 45,8%, w dawce 20 mg/d. o 42% i 52,4%, a w dawce 40 mg/d. o 47,8% i 55% [3]. 

W sytuacji niewystarczającego obniżenia stężenia LDL-c przy maksymalnej tolerowanej 

dawce statyny, kolejny krok stanowi terapia skojarzona z ezetymibem, a jeszcze następny 

włączenie inhibitorów PCSK9, takich jak Alirokumab, Ewolokumab czy Inklisiran [12]. 

Niestety często spotykanym problemem jest pewna zachowawczość wśród klinicystów 

i wybór niedopasowanego schematu leczenia, który uniemożliwia osiągnięcie 

wyznaczonego celu terapeutycznego. Badanie przeprowadzone w Centrum Chorób 

Rzadkich ICZMP na grupie 103 pacjentów z hipercholesterolemią rodzinną (87 dorosłych 

i 16 dzieci) wykazało, że jedynie 50% pacjentów dorosłych osiągnęło zamierzony spadek 

stężenia LDL-c, przy czym żaden z pacjentów pediatrycznych nie osiągnął założonego 
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efektu terapeutycznego. Było to bezpośrednio związane z niedostatecznymi dawkami 

statyn oraz niedopilnowanym schematem leczenia [13]. 

3.2. Klasyfikacja dyslipidemii pierwotnych 

W podziale dyslipidemii wrodzonych nastąpiło pewne odejście od pierwotnie 

opracowanej klasyfikacji Fredricksona, która bazowała jedynie na fenotypach lipidowych 

[14]. Dynamiczny rozwój genetyki i biologii molekularnej pozwolił na wypracowanie 

nowych schematów diagnostycznych. Aktualnie rekomendowanym podziałem, ze 

względu na wysoką przydatność kliniczną, jest ten oparty o zaburzenia kliniczne oraz 

odpowiadające im komponenty genetyczne [15, 16]. Tabela 1 przedstawia wybrane 

dyslipidemia pierwotne oraz geny odpowiedzialne za ich występowanie, a także model 

dziedziczenia oraz numery w bazie OMIM (ang. Online Mendelian Inheritance in Man). 

Trzy z nich dziedziczone są w sposób autosomalnie dominujący; jest to 

hipercholesterolemia rodzinna, rodzinna hiperalfalipoproteinemia oraz rodzinna 

lipodystrofia częściowa. 

Tabela 1. Podział wybranych dyslipidemii wrodzonych z uwzględnieniem podłoża genetycznego 

z przypisaną numeracją bazy OMIM. 

Grupa Zaburzenie 
Geny; model     

dziedziczenia 

Numer 

OMIM 

Hipercholesterolemie 

monogenowe 

Rodzinna 

hipercholesterolemia (FH) 

LDLR 

APOB 

PCSK9 

AD 

143890 

144010 

603776 

Autosomalna recesywna 

hipercholesterolemia 
LDLRAP1 AR 603813 

Sitosterolemia 
ABCG5 

ABCG8 
AR 

210250 

605459 

Niedobór kwaśnej lipazy 

lizosomalnej (LAL-D) 
LIPA AR 278000 

Hiperalfalipoproteinemie 

monogenowe 

Rodzinna 

hiperalfalipoproteinemia/ 

niedobór CETP 

CETP AD 143470 

Niedobór wątrobowej lipazy LIPC AR 614025 

Hipoalfalipoproteinemie 

monogenowe 

Rodzinna 

hipoalfalipoproteinemia 
APOA1 AR 618463 

Choroba tangierska ABCA1 AR 205400 

Niedobór acylotransferazy 

lecytynowo-cholesterolowej 

(LCAT) 

LCAT AR 245900 
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Monogenowe 

hipertriglicerydemie 

Rodzinny zespół 

chylomikronemii 

LPL 

APOC2 

APOA5 

LMF1 

GPIHBP1 

AR 

238600 

207750 

145750 

246650 

612757 

Dysbetalipoproteinemia APOE AR 617347 

Lipodystrofie wrodzone 

Rodzinna lipodystrofia 

częściowa (FPLD) 

LMNA 

PPARG 

PLIN1 

AD 

151660 

604367 

613877 

Lipodystrofia uogólniona 

AGPAT2 

BSCL2 

CAV1 

CAVIN1 

AR 

608594 

269700 

612526 

613327 

3.3. Hipercholesterolemia rodzinna 

Hipercholesterolemia rodzinna (FH, familial hypercholesterolemia) jest chorobą 

monogenową, dziedziczoną w sposób autosomalnie dominujący i jest najczęściej 

występującą dyslipidemią pierwotną. Najnowsze dane wskazują na częstość 

występowania 1:200-250 dla postaci heterozygotycznej [2] i 1:160,000-300,000 dla 

postaci homozygotycznej [17]. Specyficzne cechy fenotypowe, będące bezpośrednim 

następstwem podwyższonego stężenia LDL-c, to tkankowe złogi cholesterolu 

gromadzące się pod postacią żółtaków ścięgien Achillesa, ścięgien prostowników dłoni 

i stóp, rzadziej zmian na powiekach czy obwodzie rogówki [18]. Postępująca uogólniona 

miażdżyca tętnic rozpoczyna się już we wczesnym dzieciństwie mimo, że na tym etapie 

zazwyczaj nie dochodzi do pełnoobjawowej manifestacji choroby. Wyjątkiem są 

przypadki homozygot, u których to już w wieku kilku lat stężenia LDL-c osiągają 

wartości powyżej 500 mg/dl, na skórze pojawiają się żółtaki, a dynamicznie postępujące 

zmiany w układzie sercowo-naczyniowym mogą dawać pierwsze objawy [19]. 

Najczęściej stosowane kryteria diagnostyczne ułatwiające rozpoznanie 

hipercholesterolemii rodzinnej to Dutch Lipid Clinic Network Criteria (Tabela 2) oraz 

Simon Broome Criteria (Tabela 3). Klasyfikacje te oparte są o parametry lipidowe, cechy 

fenotypowe oraz potwierdzone warianty sprawcze, a więc badania molekularne. 

Tabela 2. Kryteria diagnostyczne Dutch Lipid Clinic Network. 

Kryteria Punkty 

Wywiad rodzinny: 

● krewny pierwszego stopnia z rozpoznaną przedwczesną (mężczyźni: 

<55.rż., kobiety: <60. rż.) chorobą wieńcową lub chorobą naczyń bądź 

1 
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krewny pierwszego stopnia, u którego stwierdzono stężenie LDL‑C >95. 

centyla 

● krewny pierwszego stopnia, u którego występują kępki żółte ścięgien 

i/lub starczy rąbek rogówkowy, lub dzieci <18. rż. ze stężeniem LDL‑C 

>95. centyla 

2 

Wywiad kliniczny: 

● pacjent z przedwczesną (mężczyźni: <55. rż., kobiety: <60. rż.) chorobą 

wieńcową 

● pacjent z przedwczesną (mężczyźni: <55. rż., kobiety: <60. rż.) chorobą 

naczyń mózgowych lub obwodowych 

2 

 

1 

Badanie przedmiotowe (maksymalna liczba punktów: 6): 

● kępki żółte ścięgien 

● starczy rąbek rogówkowy u osoby <45. rż. 

 

6 

4 

Stężenie LDL‑C (przed leczeniem): 

● ≥8,5 mmol/l (≥325 mg/dl) 

● 6,5–8,4 mmol/l (251–324 mg/dl) 

● 5,0–6,4 mmol/l (191–250 mg/dl) 

● 4,0–4,9 mmol/l (155–190 mg/dl) 

 

8 

5 

3 

1 

Analiza DNA: 

mutacja czynnościowa w genie LDLR, APOB lub PCSK9 

 

8 

Rozpoznanie FH Suma 

pewne 

prawdopodobne 

możliwe 

>8 pkt. 

6–8 pkt. 

3–5 pkt. 

Tabela 3. Kryteria diagnostyczne Simon Broome Register. 

a 

Cholesterol całkowity 
Dla osób poniżej 16 r.ż. > 6,7 mmol/l (260 mg/dl) 

Dla osób powyżej 16 r.ż. > 7,5 mmol/l (290 mg/dl) 

lub 

LDL-cholesterol 
Dla osób poniżej 16 r.ż. > 4,0 mmol/l (155 mg/dl) 

Dla osób powyżej 16 r.ż. > 4,9 mmol/l (190 mg/dl) 

b Kępki żółte u probanta lub krewnego I° i II° 

c Obecność mutacji w genie LDLR, APOB lub PCSK9 

d Zawał serca u krewnych I° przed 60 r.ż. lub krewnych II° przed 50 r.ż. 
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e 

Stężenie cholesterolu całkowitej powyżej 7,5 mmol/l (290 mg/dl) u dorosłego 

krewnego I° lub II° lub stężenie cholesterolu całkowitego powyżej 6,7 mmol/l 

(260 mg/dl) u rodzeństwa poniżej 16 r.ż.  

Rozpoznanie FH 

pewne Kryteria a i b lub c 

prawdopodobne Kryteria a i d lub a i e 

Podłoże genetyczne FH to głównie mutacje genu receptora LDL (86-88% przypadków 

FH), rzadziej apolipoproteiny B (12%) lub proproteinowej konwertazy 

subtylizyny/keksyny typu 9 (PCSK9, ang. proprotein convertase subtilisin/kexin type 9) 

(<2%).  

Gen LDLR zlokalizowany jest na krótkim ramieniu chromosomu 19 (19p13.1-p13.3), 

obejmuje ok. 45 kb i składa się z 18 eksonów. Ekson 1 genu LDLR zawiera krótki 

fragment 5’UTR oraz sekwencję sygnałową; eksony 2-6 kodują siedem powtórzeń 

w domenie wiążącej ligand; eksony 7-14 kodują domenę homologiczną do prekursora 

EGF; ekson 15 koduje domenę zawierającą cukry związane z białkiem wiązaniem 

O-glikozydowym; ekson 16 oraz fragment 5’ eksonu 17 kodują domenę transbłonową 

receptora; pozostała część eksonu 17 i fragment 5’ ekson 18 kodują domenę 

cytoplazmatyczną. Te pięć wysoce konserwatywnych domen buduje glikoproteinę 

transbłonową jaką jest receptor dla LDL (Ryc.1). 

Rycina 1. Schemat przedstawia orientacyjne położenie 18 eksonów genu LDLR i sześciu 

odpowiadających im domen funkcjonalnych białka receptorowego LDLr. 

Receptory LDL zlokalizowane są głównie w hepatocytach, w dołkach opłaszczonych 

klatryną, a ich liczba zależna jest od zapotrzebowania komórek na cholesterol. 

Cząsteczka LDL jako kluczowy transporter cholesterolu, w obecności apolipoproteiny 

B-100 łączy się z domeną wiążącą receptora LDL. Utworzony kompleks wnika do 

wnętrza komórki, gdzie enzymy lizosomalne rozkładają LDL. Uwolniony receptor 

  

5’ 

Ekson 

                  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112  13 14 15 16 17 18 

3’ 

    Sekwencja 
sygnałowa Domena homologiczna do 

prekursora EGF 
Domena wiążąca 

ligand 

Łańcuch 
cukrowy 

Domena 
transbłonowa 

Domena 

cytoplazmatyczna 



Strona | 15  

 

powraca na powierzchnię hepatocytu. Wysokie stężenie cholesterolu w komórce hamuje 

aktywność reduktazy HMG-CoA, enzymu biorącego udział w syntezie cholesterolu. 

Jeszcze kilka lat temu deklarowano występowanie ponad 2000 wariantów LDLR 

zaburzających prawidłowe funkcjonowanie receptora. Aktualne dane wskazują na ponad 

2600 zaraportowanych zmian, co najlepiej obrazuje złożone podłoże genetyczne choroby 

[20]. Zdecydowaną większość zmian stanowią mutacje punktowe, małe insercje i delecje. 

Duże strukturalne rearanżacje jak zmiany liczby kopii, stanowią ok.10% wariantów.  

W zależności od efektu funkcjonalnego wywieranego na białko receptora, wyróżniono 6 

klas mutacji genu LDLR. Klasa 1 to mutacje typu null, czyli zmiany zaburzające syntezę 

białka, prowadzące do całkowitego jego braku na powierzchni komórki. Klasę 1 

charakteryzuje najcięższy fenotyp, a osiągane wartości stężenia LDL-c są bardzo 

wysokie. Do klasy 2 zaliczamy zmiany, w wyniku których nie obserwuje się obecności 

dojrzałego receptora LDL, bądź obserwowane białko jest nieprawidłowe np. skrócone 

lub niepoprawnie złożone. W obrębie klasy 2 wyróżniamy dwa podtypy (2A i 2B), 

różniące się między sobą ekspozycją receptora na powierzchni komórki. Mutacje klasy 3 

zlokalizowane są w obrębie domeny wiążącej, a tym samym zaburzają lub 

uniemożliwiają przyłączanie ligandów. Mutacje należące do klasy 4 zlokalizowane są 

w obrębie C-końca białka receptorowego i skutkują zaburzeniami w gromadzeniu się 

receptorów wokół dołków opłaszczonych (4A), bądź przedwczesnym uwolnieniem 

receptora tuż po dotarciu na powierzchnię komórki (4B). Klasa 5 to zmiany 

uniemożliwiające powrót receptora na powierzchnię komórki lub indukujące jego 

przedwczesną degradację w endosomie [21]. Klasa 6 mutacji została niedawno dołączona 

i zawiera zmiany zlokalizowane w domenie cytoplazmatycznej białka, w wyniku których 

receptory nie docierają do błony komórkowej wątroby i prawdopodobnie podlegają 

szybkiej degradacji [22]. 

Gen APOB znajduje się na krótkim ramieniu chromosomu 2 (2p24.1), zajmuje 43 kb 

i składa się z 29 eksonów. APOB koduje apolipoproteinę B-100 o długości 4536 

aminokwasów oraz 27-aminokwasową sekwencję sygnałową, ale także apolipoproteinę 

B-48. Ekspresja genu w hepatocytach prowadzi do powstania apoB-100, natomiast 

apoB-48 syntezowane jest w jelicie. Zachodząca deaminacja cytozyny w pozycji 6666 

mRNA, skutkuje powstaniem skróconego transkryptu. W procesie translacji, w tym 

właśnie miejscu, dochodzi do wstawienia kodonu terminacyjnego, a więc zakończenia 
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syntezy białka, co skutkuje powstaniem skróconej formy apolipoproteiny B [23]. 

ApoB-100 jest głównym składnikiem białkowym LDL oraz swoistym ligandem dla 

receptora LDL. Zmiany w obrębie apoB-100 skutkują zmniejszeniem powinowactwa 

apolipoproteiny do LDLr, tym samym zaburzając prawidłowy wychwyt cząsteczek LDL 

i ich degradację. Jak wskazuje baza Varsome, dotychczas sumarycznie w bazach takich 

jak UniProt, ClinVar, LOVD, MitoMap, VarSome & PubMed zaraportowano 143 zmiany 

o charakterze patogennym oraz 59 zmian o charakterze potencjalnie patogennym. 

Przeważająca większość to warianty przesuwające ramkę odczytu oraz warianty 

nonsensowne. Ponadto w bazie znalazło się, aż 2 222 zmian o niepewnym znaczeniu 

klinicznym (VUS), co najlepiej obrazuje ciągłą potrzebę prowadzenia badań naukowych 

w tym zakresie i weryfikowania patogenności wykrywanych wariantów. 

Gen PCSK9 znajduje się na krótkim ramieniu chromosomu 1 (1p32.3), składa się z 12 

eksonów i koduje białko o nazwie proproteinowa konwertaza subtylizyny/keksyny typu 

9. Podstawowym zadaniem białka PCSK9 jest wiązanie receptora LDL oraz jego 

degradacja, co prowadzi do redukcji liczby aktywnych receptorów na powierzchni 

komórek wątrobowych. Konsekwencją tego jest zmniejszenie wychwytu cząsteczek 

LDL, a więc wzrost ich stężenia we krwi. Warianty związane z wystąpieniem 

hipercholesterolemii to zmiany wzmocnienia funkcji (GOF, ang. Gain-of-function) genu 

PCSK9, a więc wzmożenia degradacji receptorów LDL [24]. W bazie Varsome 

dotychczas zaraportowano 28 zmian o charakterze patogennym, 19 o charakterze 

potencjalnie patogennym oraz aż 501 wariantów o niepewnym znaczeniu klinicznym. 

Innym typem hipercholesterolemii monogenowej jest ta dziedziczona w sposób 

autosomalnie recesywny, związana z występowaniem zmian w obrębie genu ARH, 

kodującego białko LDLRAP1 (ang. LDLR adaptor protein 1). 

3.4. Rodzinna hiperalfalipoproteinemia/ Niedobór CETP 

Rodzinna hiperalfalipoproteinemia to choroba dziedziczona w sposób autosomalnie 

dominujący, związana ze zmianami w obrębie genu CETP zlokalizowanego na długim 

ramieniu chromosomu 16 (16q21). CETP jest genem kluczowym warunkującym 

metabolizm cząsteczek HDL, a wszelkie zmiany w jego obrębie manifestują się znacznie 

podwyższonymi stężeniami tej frakcji lipidowej. Kodowane białko CETP jest 

glikoproteiną występującą w osoczu, która pośredniczy w transferze zestryfikowanego 

cholesterolu z HDL na apolipoproteinę B [25]. Niedobór CETP jest chorobą bardzo 
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rzadką, występującą głównie w populacji Japonii, skąd najczęściej raportowane są 

warianty związane z występowaniem choroby [26]. 

3.5. Rodzinna lipodystrofia częściowa (FPLD) 

Lipodystrofie to bardzo rzadka grupa zaburzeń charakteryzująca się rozległą utratą tkanki 

tłuszczowej oraz związanych z tym następstw metabolicznych, takich jak 

insulinooporność, cukrzyca, hipertriglicerydemia czy stłuszczenie wątroby. Istnieje 6 

podtypów rodzinnej lipodystrofii częściowej, w tym dwa o przeważającej częstości 

występowania. Jest to rodzinna lipodystrofia częściowa typu 2 (FPLD2), zwana także 

lipodystrofią Dunningana oraz rodzinna lipodystrofia częściowa typu 3 (FPLD3). FPLD2 

związana jest z mutacjami genu LMNA znajdującego się na długim ramieniu chromosomu 

1 (1q21-q22), kodującego laminę A i C. Gen ten składa się z 12 eksonów, a najczęściej 

raportowaną zmianą jest substytucja argininy tryptofanem w pozycji 482 łańcucha 

białkowego (p.Arg482Trp). Charakterystyczny rozkład tkanki tłuszczowej zazwyczaj 

zaczyna być widoczny w okresie dojrzewania i obejmuje jej zanik w okolicach ramion, 

nóg oraz nadmiar w obrębie szyi, twarzy oraz jamy brzusznej. Wraz z postępującymi 

zmianami fizycznymi, coraz większej manifestacji ulegają również zaburzenia 

metaboliczne, a więc postępująca insulinooporność, cukrzyca, dyslipidemia, 

hepatomegalia czy przedwczesna choroba sercowo-naczyniowa. 

Kolejny typ wrodzonej lipodystrofii częściowej, FPLD3 związany jest ze zmianami 

w obrębie genu PPARG zlokalizowanego na krótkim ramieniu chromosomu 3 (3p25.2). 

PPARγ jest steroidowym receptorem jądrowym regulującym adipogenezę i różnicowanie 

adipocytów [27]. Ze względu na zmienną ekspresję cech fenotypowych obu typów 

lipodystrofii częściowej oraz nakładanie się objawów z innymi jednostkami 

chorobowymi np. zespołem metabolicznym, badania genetyczne często stanowią 

rozstrzygającą determinantę. 

3.6. Rola badań genetycznych 

Dyslipidemie są aktualnie niezwykle dynamicznie rozwijającym się obszarem badań 

naukowych. Zrozumienie ich podłoża genetycznego oraz mechanizmów indukujących 

powstawanie zaburzeń lipidowych, bezpośrednio przekłada się na opracowywane 

nowatorskie narzędzia farmakologiczne. Dobrym przykładem ścisłej korelacji 

i zależności obu dziedzin, są szeroko omawiane przeciwciała monoklonalne skierowane 

przeciwko proproteinowej konwertazie subtylizyny/keksyny typu 9 (PCSK9), stosowane 
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w leczeniu hipercholesterolemii. Fizjologicznie białko PCSK9 wiąże się z fragmentem 

EGF-A LDLr, co prowadzi do zatrzymywania receptora w komórce, gdzie następnie 

ulega on degradacji w lizosomach. Skutkuje to bezpośrednim zmniejszeniem liczby 

dostępnych receptorów na powierzchni hepatocytów oraz w układzie krążenia, a tym 

samym niewystarczającym wychwytem krążącego cholesterolu frakcji LDL. 

U pacjentów cierpiących na hipercholesterolemię spowodowaną zmianą w obrębie genu 

PCSK9 skutkującą jego nadekspresją, dochodzi do spotęgowanej degradacji receptorów, 

co bezpośrednio przekłada się na wysokie stężenia cholesterolu we krwi. Ponadto 

wykazano, że rozwijający się w organizmie stan zapalny powoduje wzrost ekspresji 

PCSK9 w wątrobie, a tym samym indukuje całość procesu prowadzącego do 

powstawania zmian miażdżycowych [28]. Zastosowanie inhibitorów PCSK9 pozwoliło 

znacznie zmniejszyć wiązanie LDLr, a dodatkowe skojarzenie ich z klasycznymi 

statynami może zredukować stężenie cholesterolu frakcji LDL w osoczu nawet o 60% 

[28]. Ze względu na dobrą tolerancję inhibitorów PCSK9 aktualnie trwają intensywne 

badania nad małymi peptydami imitującymi domenę EGF-A na LDLR, której zadaniem 

jest wiązanie PCSK9. Tworzenie kompleksów peptyd-PCSK9 miałoby hamować jego 

przyłączanie do cząsteczki receptora, tym samym blokując jego degradację [28].  
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4. Cel badań 

Dyslipidemie pierwotne to obszerna grupa zaburzeń o wysoce heterogennym podłożu 

genetycznym. Precyzyjna identyfikacja przyczyn choroby przekłada się nie tylko na 

lepsze zrozumienie jej etiologii, ale także możliwość dopasowania schematu leczenia, 

czy zaawansowane poradnictwo genetyczne z szybką identyfikacją pozostałych chorych 

w rodzinie pacjenta. Dynamiczny rozwój biologii molekularnej oraz coraz większa 

dostępność nowych technik opartych o sekwencjonowanie następnej generacji (NGS), 

otworzyła przed nami nowe możliwości diagnostyczne.  

Na tej podstawie postawiono następujące cele badawcze: 

1. Analiza podłoża genetycznego hipercholesterolemii rodzinnej w populacji 

polskiej wśród pacjentów pediatrycznych. 

2. Ocena przydatności metody sekwencjonowania następnej generacji 

w diagnostyce dyslipidemii pierwotnych.  

3. Ocena skuteczności narzędzia bioinformatycznego DECoN do identyfikacji 

zmian liczby kopii (CNV) z danych uzyskanych po NGS. 

4. Charakterystyka porównawcza dwóch najczęstszych typów wrodzonej 

lipodystrofii częściowej (FPLD2 oraz FPLD3) z uwzględnieniem podłoża 

genetycznego oraz następstw metabolicznych. Poszukiwanie nowych wariantów 

patogennych w genach LMNA oraz PPARG.  
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5. Metodyka 

Przedłożony cykl publikacji jest zwieńczeniem prowadzonego w latach 2016-2022 

statutowego zadania badawczego pt. “Genetyczne uwarunkowania dyslipidemii 

pierwotnych” finansowanego ze środków Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki 

nr 2016/X/9-SZB (kierownik projektu: Lena Rutkowska) oraz częściowo finansowany 

z grantu OPUS 2014/13/B/NZ5/03102 ze środków NCN (kierownik projektu: dr hab. n. 

med. Agnieszka Gach, prof. instytutu). 

Projekt badań uzyskał pozytywną opinię Komisji Bioetycznej przy Instytucie Centrum 

Zdrowia Matki Polki w Łodzi- opinia nr 15/2016 wydana dnia 12.01.2016. 

5.1. Grupa badana 

Grupę badaną stanowiło 139 pacjentów (57 pediatrycznych i 82 dorosłych) 

z podejrzeniem występowania dyslipidemii pierwotnej, zrekrutowanych przez pięć 

jednostek medycznych w latach 2016-2022:  

• Poradnia Genetyczna, Instytut Centrum Zdrowia Matki Polki w Łodzi 

• Klinika Endokrynologii i Chorób Metabolicznych, Instytut Centrum Zdrowia 

Matki Polki w Łodzi 

• Klinika Kardiologii i Wad Wrodzonych Dorosłych, Instytut Centrum Zdrowia 

Matki Polki w Łodzi 

• Oddział Kliniczny Pediatrii, Otyłości Dziecięcej i Chorób Metabolicznych Kości, 

Katedra Pediatrii i Medycyny Rodzinnej, Śląski Uniwersytet Medyczny 

w Katowicach 

• Zakład Genetyki Klinicznej, Centralny Szpital Kliniczny Uniwersytetu 

Medycznego w Łodzi 

Pacjentów pediatrycznych rekrutowano zgodnie z kryteriami Simon Broome, natomiast 

pacjentów dorosłych w oparciu o wytyczne Dutch Lipid Clinic Network Criteria. W obu 

grupach rozpoznanie prawdopodobne i pewne stanowiło kryterium włączające do 

badania. Wszyscy zakwalifikowani pacjenci zostali poinformowani o założeniach 

badania i podpisali świadome zgody na udział w nim. 
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5.2. Izolacja materiału genetycznego 

Materiał do badań stanowiło genomowe DNA pozyskane z krwi obwodowej pobranej na 

EDTA. Izolację DNA przeprowadzono na aparacie MagCore (RBC Bioscience, New 

Taipei City, Taiwan) z wykorzystaniem gotowego zestawu do izolacji (nr 101), 

zapewniającego wysokiej jakości parametry ilościowe i jakościowe izolowanego DNA. 

Ocenę stężenia i jakości uzyskanego materiału przeprowadzono na aparacie NanoDrop 

(Thermo Scientific, USA). Wymagane wartości stosunku absorbancji A260/A280 

przyjęto na 1,8-2,0, zaś dla A260/230 na 1,8-2,2. Wartość pierwszego parametru 

świadczy o stopniu czystości wyizolowanego DNA pod kątem białek obecnych w próbce 

krwi; drugi parametr odnosi się do zanieczyszczenia próbki odczynnikami do izolacji 

m.in. EDTA czy etanolem. Celem precyzyjnego określenia stężenia DNA, które stanowi 

element kluczowy dla etapu preparatyki bibliotek, dokonano dodatkowego pomiaru 

z wykorzystaniem czulszej metody fluorymetrycznej. Pomiar fluorymetryczny 

wykonano na aparacie Quantus (Promega, USA) z wykorzystaniem zestawu QuantiFluor 

dsDNA ONE (Promega, USA). 

5.3. Sekwencjonowanie następnej generacji 

Metodykę badania oparto o sekwencjonowanie następnej generacji z wykorzystaniem 

autorskiego panelu genów związanych z zaburzeniami lipidowymi. Projekt panelu 

wykonano przy pomocy narzędzia DesignStudio Illumina i zawarto w nim następujące 

geny: ABCA1, ABCG5, ABCG8, APOA5, APOB, APOC2, APOE, CYP7A1, GPIHBP1, 

LCAT, LDLR, LDLRAP1, LIPA, LMF1, LMNA, LPL, PCSK9, PPARG, SCAP, SREBF2, 

STAP1. Proces sekwencjonowania przeprowadzono na aparacie MiniSeq Illumina 

(Illumina, San Diego, CA, USA) zgodnie z protokołem rekomendowanym przez 

producenta. Długość odczytów, w trybie sparowanych końców, zaprojektowano na 

2×150 par nukleotydów (bp). Zakładane minimalne pokrycie wynosiło 100x, a zakres 

sekwencjonowania obejmował regiony kodujące wybranych genów oraz przylegające 

sekwencje intronowe. 

5.4. Analiza danych 

Uzyskane w procesie sekwencjonowania dane przetworzono w programie VariantStudio 

Illumina, korzystając z sekwencji referencyjnej genomu ludzkiego (GenBank GRCh37). 

Wyselekcjonowane warianty poddano analizie z wykorzystaniem populacyjnych baz 

danych (gnomAD Exomes, gnomAD Genomes), baz danych wariantów (ClinVar, 
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HGMD, dbSNP, Varsome, LOVD), programów predykcyjnych (MutationTaster, SIFT, 

PolyPhen i inne) oraz danych literaturowych. Klasyfikacja wariantów odbyła się zgodnie 

z najnowszymi wytycznymi American College of Medical Genetics and Genomics 

(ACMG) za pomocą programu Varsome (https://varsome.com/). Metodę służącą do 

potwierdzenia występowania poszczególnych zmian stanowiło sekwencjonowanie 

metodą Sangera, przeprowadzane na aparacie 3500 Series Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems, Waltham, MA, USA). Analizę otrzymanych wyników wykonano przy 

użyciu oprogramowania Mutation Surveyor V5.1.0 software (SoftGenetics, State 

College, PA, USA). Wykryte, a niezaraportowane w dostępnych bazach danych, warianty 

potencjalnie patogenne zostały zgłoszone do ogólnoświatowej bazy ClinVar pod afiliacją 

Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki. 

5.5. Analiza liczby kopii 

Analizę liczby kopii genu LDLR wykonano metodą MLPA (ang. Multiplex 

Ligation-dependent Probe Amplification) z użyciem zestawu komercyjnego SALSA 

MLPA P062 (MRC Holland, The Netherlands). Analizą MLPA objęto wybranych 

pacjentów, u których nie wykryto wariantów patogennych w badaniu NGS, a silnie 

zamanifestowany fenotyp wskazywał jednoznacznie na obecność hipercholesterolemii 

rodzinnej. 

Ponadto przeprowadzono analizę bioinformatyczną danych NGS pod kątem 

występowania zmian typu CNV przy użyciu programu DECoN, co zostało szczegółowo 

omówione w publikacji nr 2. Obecność zmian wykrytych przez program potwierdzono 

techniką MLPA.  
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6. Omówienie wyników przedstawionych w cyklu publikacji 

Publikacja 1.  

Rutkowska L, Sałacińska K, Salachna D, Matusik P, Pinkier I, Kępczyński Ł, Piotrowicz 

M, Starostecka E, Lewiński A, Gach A. Identification of New Genetic Determinants in 

Pediatric Patients with Familial Hypercholesterolemia Using a Custom NGS Panel, 

Genes 2022, 13, 999. https://doi.org/ 10.3390/genes13060999. 

 

Cykl publikacji otwiera manuskrypt opisujący podłoże genetyczne hipercholesterolemii 

rodzinnej wśród pacjentów pediatrycznych, w populacji polskiej. Jako metodę 

diagnostyczną zastosowano sekwencjonowanie następnej generacji z wykorzystaniem 

specjalnie do tego celu stworzonego, panelu genowego. 

Podczas rekrutacji kierowano się kryteriami Simon Broome uwzględniającymi stężenie 

cholesterolu całkowitego oraz cholesterolu frakcji LDL, badanie fizykalne oraz wywiad 

rodzinny. Pozwoliło to na zebranie grupy 57 pacjentów pediatrycznych z podejrzeniem 

hipercholesterolemii rodzinnej. Średnia wieku wynosiła 10 lat, z czego najmłodszy 

pacjent miał 2 lata, a najstarszy 17 lat. Badanie przeprowadzono z wykorzystaniem 

autorskiego panelu genów, metodą sekwencjonowania następnej generacji na aparacie 

MiniSeq Illumina. W panelu uwzględniono 21 genów związanych z występowaniem 

dyslipidemii pierwotnych (ABCA1, ABCG5, ABCG8, APOA5, APOB, APOC2, APOE, 

CYP7A1, GPIHBP1, LCAT, LDLR, LDLRAP1, LIPA, LMF1, LMNA, LPL, PCSK9, 

PPARG, SCAP, SREBF2, STAP1). Poszerzenie panelu o geny nie tylko związane 

z hipercholesterolemią rodzinną, ale także innymi pierwotnymi zaburzeniami lipidowymi 

było zabiegiem celowym, pozwalającym na wykorzystanie go również w innych grupach 

badanych. Materiał do badań stanowiło genomowe DNA izolowane z krwi obwodowej.  

Badanie wykazało obecność potencjalnie patogennych wariantów u 33 pacjentów. Wśród 

siedemnastu zaraportowanych zmian dwanaście stanowiły warianty zmiany sensu, trzy 

zmiany skutkujące przesunięciem ramki odczytu oraz dwa warianty splicingowe. 

Dodatkowo wykryto trzy warianty o niepewnym znaczeniu klinicznym i jeden czynnik 

ryzyka. Geny w obrębie, których wykryto zmiany to LDLR, APOB, ABCG5 oraz LPL. 

Najwięcej, bo aż 15 patogennych wariantów zidentyfikowano w genie LDLR w eksonach 

3–6, 8, 10, 12–14, 17. Najczęściej raportowanym wariantem była zamiana pojedynczego 

nukleotydu G na A w pozycji c.1775 w eksonie 12, wykryta u 9 pacjentów. Pokryło się 



Strona | 24  

 

to z doniesieniami z innych badań w obrębie Polski, jak i krajów sąsiadujących, gdzie 

c.1775G>A również należał do najczęstszych SNV (ang. Single Nucleotide Variant). 

Lokalizacja wariantu w obrębie wysoce konserwatywnej domeny homologicznej do 

prekursora EGF, warunkuje jego patogenność. 

W toku analizy zidentyfikowano również obecność nowego, dotychczas 

nieraportowanego wariantu c.373_379delCAGTTCG, skutkującego przesunięciem ramki 

odczytu w eksonie 4 genu LDLR. Analiza in silico wskazywała jednoznacznie na 

patogenność wykrytej zmiany. Również jej kosegregacja z fenotypem 

hipercholesterolemii w rodzinie pacjenta, sugerowała sprawczy charakter wariantu. 

Kolejny interesujący przypadek stanowiła 16-letnia Pacjentka z dwiema potencjalnie 

patogennymi zmianami, w dwóch genach odpowiedzialnych za rozwój FH. Pierwszą 

z nich była jedno-nukleotydowa insercja skutkująca przesunięciem ramki odczytu 

c.2416dupG w eksonie 17 genu LDLR. Druga to wariant zmiany sensu c.10708C>T 

w eksonie 26 genu APOB. Obie zmiany zostały ocenione przez programy predykcyjne 

jako potencjalnie patogenne. Również dane literaturowe wskazywały na sprawczy 

charakter obu zmian. Dopiero wykonanie badań pod kątem występowania obu wariantów 

u pozostałych członków rodziny, pozwoliło zauważyć, że jedynie wariant c.2416dupG 

koreluje z fenotypem hipercholesterolemii rodzinnej.  

W obrębie genu APOB zidentyfikowano wariant patogenny c.10580G>A, występujący 

u 3 pacjentów. Jest to najczęstsza zmiana APOB raportowana w populacji kaukaskiej, 

o potwierdzonym wpływie na wzrost stężenia cholesterolu. Ponadto badanie ujawniło 

występowanie dwóch potencjalnie patogennych wariantów w obrębie genu 

LPL:c.106G>A i c.953A>G. 

Podsumowując, przeprowadzone badanie zidentyfikowało potencjalnie patogenne 

zmiany u 33 z 57 pacjentów pediatrycznych. Zaraportowano 17 różnych wariantów, a ich 

obecność potwierdzono metodą tradycyjną- sekwencjonowaniem Sangera. Otrzymane 

dane transparentnie obrazują heterogenność podłoża genetycznego hipercholesterolemii 

rodzinnej oraz zasadność zastosowania narzędzia wielkoskalowego, jakim jest NGS. 
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Publikacja 2.  

Rutkowska L, Pinkier I, Sałacińska K, Kępczyński Ł, Salachna D, Lewek J, Banach M, 

Matusik P, Starostecka E, Lewiński A, Płoski R, Stawiński P, Gach A. Identification of 

New Copy Number Variation and the Evaluation of a CNV Detection Tool for NGS Panel 

Data in Polish Familial Hypercholesterolemia Patients, Genes (Basel). 2022 Aug 

10;13(8):1424. doi: 10.3390/genes13081424. PMID: 36011335; PMCID: PMC9407502. 

 

Celem kolejnej publikacji była ocena częstości występowania oraz charakterystyka zmian 

typu CNV w grupie pacjentów z hipercholesterolemią rodzinną. Dodatkowo oszacowano 

przydatność danych po NGS do analiz CNV z wykorzystaniem specyficznego narzędzia 

bioinformatycznego (DECoN). 

Grupę badaną stanowiło 136 pacjentów dorosłych oraz pediatrycznych zrekrutowanych 

przez Regionalne Centrum Chorób Rzadkich ICZMP. Kryteria jakimi się posługiwano to 

Simon Broome w odniesieniu do pacjentów pediatrycznych i Dutch Lipid Clinic Network 

Criteria dla pacjentów dorosłych. Pierwotnie przeprowadzona analiza NGS pozwoliła na 

identyfikację potencjalnie patogennych wariantów typu SNV u 57 pacjentów. 

Z pozostałej grupy pacjentów wyselekcjonowano kilkudziesięciu obciążonych 

najcięższym fenotypem i wykonano u nich badanie techniką MLPA. Analiza wykazała 

obecność zmiany patogennej u 10 z nich. Dane genetyczne osób bez zidentyfikowanego 

wariantu sprawczego, zostały następnie przeanalizowanie bioinformatycznie pod kątem 

występowania zmian typu CNV. W tym celu pozyskane wcześniej dane NGS poddano 

reanalizie z wykorzystaniem dedykowanego narzędzia bioinformatycznego (DECoN). 

Algorytm programu, wykorzystując dane dotyczące głębokości pokrycia obszarów 

objętych sekwencjonowaniem, wylicza współczynnik liczby kopii dla danego regionu 

i na tej podstawie szacuje prawdopodobieństwo wystąpienia CNV w jego obszarze. 

W wyniku tak przeprowadzonej analizy udało się zidentyfikować dwóch nowych 

pacjentów, z duplikacją eksonów 4-8 genu LDLR. Występowanie duplikacji 

potwierdzono techniką MLPA. Analizy bioinformatycznej dokonano przy współpracy 

z Zakładem Genetyki Medycznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Spośród 

wszystkich 12 zdiagnozowanych pacjentów, u dziewięciu zidentyfikowano 

heterozygotyczną duplikację eksonów 4-8 genu LDLR, u dwóch heterozygotyczną 

delecję eksonów 6-8 genu LDLR i jednego z heterozygotyczną delecją eksonów 9-10 

genu LDLR. Szczególnie interesujący był przypadek 5-letniej dziewczynki z ekstremalnie 
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wysokimi stężeniami cholesterolu całkowitego sięgającymi 745 mg/dL (19.27 mmol/L) 

oraz cholesterolu frakcji LDL na poziomie 693 mg/dL (17.92 mmol/L). Ponadto 

zaobserwowano u niej występowanie żółtaków powiek, ścięgien Achillesa i zmian 

w okolicy kolan. Tak zaawansowany obraz hipercholesterolemii potwierdziły badania 

genetyczne, gdzie oprócz delecji eksonów 9-10 genu LDLR, wykryto również 

heterozygotyczny wariant c.1747C>T w eksonie 12 tego samego genu. Zgodnie z naszą 

wiedzą, jest to pierwszy taki zaraportowany przypadek. 

Podsumowując, patogenne zmiany liczby kopii wykryto u 8.8% pacjentów. Najczęstszą 

zmianą była duplikacja eksonów 4-8 genu LDLR, co jest zgodne z wynikami uzyskanymi 

w innych badaniach w populacji polskiej. Należy jednak zaznaczyć, że dotychczas 

opublikowano nieliczne badania naukowe raportujące zmiany liczby kopii, co wskazuje 

na dużą potrzebę rozwoju diagnostyki w tym obszarze. Złotym standardem do 

identyfikacji tego typu zmian jest technika MLPA, choć jest to metoda czasochłonna 

i kosztowna. Ogromna potrzeba opracowania metody alternatywnej oraz dynamiczny 

rozwój sekwencjonowania następnej generacji, zaowocowała powstaniem szeregu 

skryptów bioinformatycznych, służących do analizy danych po NGS pod kątem zmian 

typu CNV. Testowany program DECoN spełnił swoje zadanie, jednak nie wszystkie 

uzyskane odczyty były informatywne, a technika MLPA okazała się być niezbędna do 

potwierdzenia występowania wykrytych aberracji. 

 

Publikacja 3.  

Rutkowska L, Salachna D, Lewandowski K, Lewiński A, Gach, A. Familial Partial 

Lipodystrophy—Literature Review and Report of a Novel Variant in PPARG Expanding 

the Spectrum of Disease-Causing Alterations in FPLD3, Diagnostics 2022, 12, 1122. 

doi.org/10.3390/diagnostics12051122. 

 

Cykl publikacji zamyka praca podsumowującą dotychczasową wiedzę na temat 

lipodystrofii wrodzonych, ze szczególnym uwzględnieniem rodzinnej lipodystrofii 

częściowej typu 2 i 3 z prezentacją przypadku klinicznego. 

Lipodystrofie to heterogenna grupa ultra-rzadkich zaburzeń (1.3-4.7 

przypadków/milion), które charakteryzują się zmianami w obrębie tkanki tłuszczowej. 

Ze względu na pochodzenie dzielimy je na wrodzone oraz nabyte, biorąc zaś pod uwagę 
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dystrybucję zmian, na uogólnione i częściowe. Na tej podstawie wyodrębniono cztery 

główne typy lipodystrofii: wrodzona lipodystrofia uogólniona (CGL), rodzinna 

lipodystrofia częściowa (FPLD), nabyta lipodystrofia uogólniona (AGL) oraz nabyta 

lipodystrofia częściowa (APL). Do lipodystrofii pierwotnych należą, wrodzona 

lipodystrofia uogólniona oraz rodzinna lipodystrofia częściowa. Ich częstość 

występowania została określona na 1:10 milionów dla CGL oraz 1:1 miliona dla FPLD, 

choć dane te są zapewne niedoszacowane.  

Rodzinna lipodystrofia częściowa zazwyczaj charakteryzuje się utratą tkanki tłuszczowej 

w obrębie kończyn i pośladków, przy zachowaniu prawidłowej dystrybucji w okolicach 

brzucha. Manifestacja choroby często przypada na okres dojrzewania. Selektywna utrata 

adipocytów bezpośrednio przekłada się na prezentowane zaburzenia metaboliczne, takie 

jak insulinooporność, cukrzyca, dyslipidemia z ciężką hipertriglicerydemią, nadciśnienie 

czy stłuszczenie wątroby. Fenotyp u kobiet często obarczony jest także 

hiperandrogenizmem, hirsutyzmem, zespołem policystycznych jajników czy 

niepłodnością. Wyróżniamy siedem podtypów FPLD, a każdy z nich prezentuje 

odmienne podłoże genetyczne (geny LMNA, PPARG, PLIN1, CIDEC, LIPE, AKT2 oraz 

CAV1). Warianty sprawcze zlokalizowane w genach LMNA oraz PPARG odpowiedzialne 

są za ponad 50% wszystkich przypadków FPLD. Najczęstszą formą FPLD jest rodzinna 

lipodystrofia częściowa typu 2 (Dunnigan type; OMIM #151660) dziedziczona w sposób 

autosomalnie dominujący. U podłoża genetycznego choroby leżą zmiany w obrębie genu 

LMNA kodującego laminy jądrowe, takie jak laminy A/C. Laminy A/C oddziałują 

z cytoszkieletem i zapewniają stabilność strukturalną otoczki jądrowej. Podejrzewa się, 

że u podstaw występowania FPLD2 leży nieprawidłowy podział komórkowy, nasilona 

apoptoza oraz zaburzona integracja lamin z chromatyną. Około 90% zmian 

zlokalizowanych jest w obrębie eksonu 8 genu LMNA, a najczęściej raportowanym 

wariantem jest Arg482Gln. Zmiana ta skutkuje zamianą argininy na glutaminę, 

w regionie wysoce konserwatywnym dla wszystkich gatunków. FPLD2 charakteryzuje 

się utratą podskórnej tkanki tłuszczowej w obrębie kończyn i tułowia oraz jej 

nagromadzeniem wokół szyi, w okolicy podoczodołowej, nadobojczykowej oraz na 

twarzy. Zmianom fizycznym towarzyszą zaburzenia metaboliczne, takie jak 

insulinooporność, hipertriglicerydemia, stłuszczenie wątroby, choroby układu 

sercowo-naczyniowego czy kardiomiopatie. Molekularną podstawą FPLD3 są mutacje 

utraty funkcji w genie PPARG, zlokalizowanym na krótkim ramieniu chromosomu 3 
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(3p25.2). Gen PPARG koduje białko z podrodziny receptorów jądrowych aktywowanych 

przez proliferatory peroksysomów (PPAR). Receptory jądrowe PPAR występują w trzech 

izoformach (PPARα, PPARδ i PPARγ) o różnej dystrybucji tkankowej i funkcjach 

biologicznych. Receptor gamma aktywowany przez proliferatory peroksysomów 

(PPARγ) jest kluczowym regulatorem różnicowania, dystrybucji i funkcji adipocytów, 

pośredniczy w gliceroneogenezie, lipolizie, wychwycie, syntezie i magazynowaniu 

lipidów. Zmutowany PPARγ najprawdopodobniej hamuje różnicowanie adipocytów 

zachodzące podczas adipogenezy, co w rezultacie zaburza prawidłowe funkcjonowanie 

tkanki tłuszczowej. Cechy kliniczne lipodystrofii typu 3 są podobne do typu 2, choć 

bywają mniej transparentne. Pacjenci z FPLD3 częściej wykazują utratę podskórnej 

tkanki tłuszczowej w kończynach dolnych i dystalnych kończynach górnych. Ponadto 

FPLD3 charakteryzuje się nadciśnieniem tętniczym o wczesnym początku, co może 

odróżniać FPLD3 od FPLD2. 

Opisywanym przypadkiem klinicznym była 29-letnia Pacjentka z charakterystycznymi 

objawami lipodystrofii częściowej. Fenotypowo obecne złogi tłuszczowe na twarzy, szyi 

i tułowiu, zanik tkanki tłuszczowej połączony z przerostem mięśni kończyn dolnych 

i hirsutyzmem. Opisywane cechy ujawniły się w okresie dojrzewania. W wieku 18 lat, 

gdy Pacjentka była hospitalizowana, stężenie trójglicerydów wynosiło 1700 mg/dl, 

a cholesterolu całkowitego 400 mg/dl. Wdrożone leczenie preparatami Lipanthyl (nazwa 

generyczna - fenofibrat) i Roswera (nazwa generyczna - rosuwastatyna) nie przyniosło 

oczekiwanego obniżenia parametrów lipidowych. W związku z tym pacjentka zaprzestała 

przyjmowania leków. Późniejsze badania laboratoryjne potwierdziły występowanie 

hiperlipidemii mieszanej. W wywiadzie rodzinnym zaobserwowano podobne cechy 

fizykalne u matki, babki oraz ciotki Pacjentki. Wysunięto podejrzenie występowania 

lipodystrofii częściowej, nieznanego typu. Pacjentkę skierowano na badania genetyczne, 

celem weryfikacji etiologii choroby. Diagnostykę genetyczną rozpoczęto u 26-letniej 

Pacjentki. Przeprowadzone sekwencjonowanie panelowe wykazało obecność 

heterozygotycznego wariantu c.443G>A w eksonie 4 genu PPARG. Zmiana ta prowadzi 

do substytucji glicyny kwasem glutaminowym w pozycji 148 łańcucha 

aminokwasowego. Obecność tego samego wariantu zidentyfikowano również u syna oraz 

matki Pacjentki. Badania laboratoryjne 3-letniego syna Pacjentki wykazały obecność 

hipertriglicerydemii (360 mg/dl). Wykryta zmiana nie była wcześniej raportowana 

w ogólnodostępnych bazach danych, takich jak HGMD (ang. Human Gene Mutation 
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Database), ClinVar czy LOVD (ang. Leiden Open Variation Database 3.0), ani w bazach 

populacyjnych. Zgodnie z wytycznymi ACMG-AMP (ang. The American College of 

Medical Genetics and Genomics-Association for Molecular Pathology) wariant 

zaklasyfikowano do grupy czwartej, a więc zmian potencjalnie patogennych. Zmiana 

zlokalizowana jest w wysoce konserwatywnej domenie DBD w obrębie pierwszego 

motywu palca cynkowego, struktury zaangażowanej w wiązanie DNA. Modelowanie 

homologiczne białka uwidoczniło substytucję aminokwasową (G → E), skutkującą 

dołączeniem dodatkowego łańcucha bocznego w pozycji 148 łańcucha białkowego. Do 

oceny stabilności zmutowanego produktu wykorzystano oprogramowanie I-Mutant 2.0. 

Program oszacował, iż zaistniała substytucja aminokwasowa może wpływać na obniżenie 

stabilności strukturalnej białka. W literaturze odnotowano obecność podobnych zmian 

zlokalizowanych w obrębie domeny DBD oraz dowiedziono ich patogenności. Zgodnie 

z posiadaną przez nas wiedzą, zaprezentowany wariant c.443G>A nie był wcześniej 

raportowany. Tym samym wariant został zgłoszony do bazy ClinVar jako potencjalnie 

patogenny i opatrzony numerem VCV001098721.1. Opierając się o programy 

predykcyjne, dane literaturowe oraz kosegregację wariantu w rodzinie, hipoteza o jego 

sprawczości wydaje się być zasadna. Przeprowadzenie badań funkcjonalnych 

stanowiłoby ostateczne potwierdzenie. 
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7. Podsumowanie 

Zaburzenia lipidowe to najczęściej występujący czynnik ryzyka chorób 

sercowo-naczyniowych w Polsce i na świecie. Niska świadomość społeczna oraz brak 

systemowych badań przesiewowych, bezpośrednio przyczyniają się do wciąż 

niewystarczającego poziomu wykrywalności choroby. Niezwykle istotnym jest dokładne 

poznanie podłoża genetycznego choroby, a tym samym lepsze zrozumienie korelacji 

genotypowo-fenotypowych. 

Prowadzone badania obejmowały grupę 139 pacjentów dorosłych i pediatrycznych 

z podejrzeniem występowania pierwotnych zaburzeń lipidowych. W przeważającej 

większości byli to pacjenci z hipercholesterolemią rodzinną, jednak trafili do nas również 

chorzy z innymi zaburzeniami, jak np. opisana w publikacji nr 3 rodzinna lipodystrofia 

częściowa. Ze względu na heterogenną grupę badaną jako metodę badawczą wybrano 

sekwencjonowanie następnej generacji, w technologii TruSeq Custom Amplicon. 

Stworzenie autorskiego panelu genowego pozwoliło na wybór interesujących nas 

regionów genomu, a więc genów o znanym i domniemanym wpływie na rozwój 

wybranych zaburzeń lipidowych. Ze względu na przeważającą większość pacjentów 

z wstępnym rozpoznaniem hipercholesterolemii, większa część panelu obejmowała geny 

z nią związane. Wybrana technologia okazała się być skutecznym narzędziem 

diagnostycznym do detekcji zmian typu SNV w prezentowanej grupie badanej. 

Sekwencjonowanie panelowe jest techniką umożliwiającą analizę niewielkich grup 

pacjentów oraz manualną preparatykę bibliotek przez 1-2 osoby, co znacznie upraszcza 

metodykę badania oraz redukuje jej koszty. Wybór regionów podlegających 

sekwencjonowaniu, a więc ograniczenie zakresu danych uzyskanych po NGS, 

bezpośrednio przyczynia się do skrócenia czasu analizy oraz umożliwia postawienia 

szybkiego rozpoznania. Metody oparte o sekwencjonowanie całoeksomowe czy 

całogenomowe dostarczają gigabajty danych wymagających specjalistycznej obróbki 

bioinformatycznej i zaawansowanych narzędzi analitycznych, co bezpośrednio przekłada 

się na wydłużony czas oczekiwania na wynik. 

W wyniku analizy NGS potencjalnie patogenne zmiany zidentyfikowano u 33 pacjentów 

pediatrycznych ze wstępnym podejrzeniem FH. Dodatkowo wykryto trzy warianty 

o niepewnym znaczeniu klinicznym i jeden czynnik ryzyka. Geny w obrębie, których 

wykryto zmiany to LDLR, APOB, ABCG5 oraz LPL. Najwięcej wariantów sprawczych 

zidentyfikowano w genie LDLR, a najczęściej raportowaną zmianą była zamiana 
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pojedynczego nukleotydu c.1775G>A. W toku analizy zidentyfikowano obecność 

nowego, dotychczas nieraportowanego wariantu c.373_379delCAGTTCG w eksonie 4 

genu LDLR. Analiza in silico oraz kosegregacja z fenotypem hipercholesterolemii 

w rodzinie Pacjenta, wskazywała na sprawczy charakter wariantu. Istnieją liczne hipotezy 

badawcze tłumaczące proces powstawania tego typu mikrodelecji, jednak jedna z nich 

wydaje się być wysoce korespondująca z opisywanym przypadkiem. Jest to ang. slipped 

mispairing hypothesis związany z występowaniem krótkich, 2-8-nukleotydowych 

powtórzeń, zlokalizowanych blisko siebie na komplementarnych niciach DNA. 

Nieprawidłowe parowanie skutkuje powstaniem pętli z pojedynczej nici, która 

w kolejnych etapach ulega degradacji przez enzymy naprawcze, a to prowadzi 

do powstania mikrodelecji na tym fragmencie nici. Takie trzy-nukleotydowe powtórzenie 

występuje w miejscu wykrytej w badaniu mikrodelecji, co może sugerować wyżej 

opisany mechanizm jej powstania. Aspekt ten szczegółowo omówiono w publikacji nr 1. 

W pracy opisano także interesujący przypadek 16-letniej Pacjentki z dwiema potencjalnie 

patogennymi zmianami, w dwóch genach odpowiedzialnych za rozwój FH. Pierwszą 

z nich była jedno-nukleotydowa insercja skutkująca przesunięciem ramki odczytu 

c.2416dupG w eksonie 17 genu LDLR. Druga to wariant zmiany sensu c.10708C>T 

w eksonie 26 genu APOB. Dopiero wykonanie badań pod kątem występowania obu 

wariantów u pozostałych członków rodziny pozwoliło zauważyć, że jedynie wariant 

c.2416dupG koreluje z fenotypem hipercholesterolemii rodzinnej. Badania rodzinne 

w aspekcie chorób genetycznych są niezwykle cennym źródłem informacji zarówno dla 

pacjentów i ich dalszego poradnictwa genetycznego, jak i lekarzy i diagnostów. Mimo 

istnienia obszernych baz danych wariantów, niejednokrotnie prześledzenie rodowodu 

rodziny w połączeniu z diagnostyką molekularną daje pełen obraz etiologii choroby. 

Celem poszerzenia zakresu diagnostyki, szczególnie w przypadku pacjentów 

obciążonych najcięższym fenotypem bez zmian typu SNV, do obszaru badań dołączono 

analizę bioinformatyczną danych NGS pod kątem występowania zmian liczby kopii. 

Jednoczasowo wykonano badanie techniką MLPA. Pozwoliło to zidentyfikować zmiany 

patogenne w genie LDLR u 10 pacjentów (siedmiu z duplikacją eksonów 4-8, dwóch 

z delecją eksonów 6-8 oraz jednego z delecją eksonów 9-10). Algorytm programu 

DECoN, wykorzystując dane dotyczące głębokości pokrycia obszarów objętych 

sekwencjonowaniem, wykrył dwóch nowych pacjentów z duplikacją eksonów 4-8 genu 

LDLR. Otrzymane wyniki wydają się potwierdzać ogromny potencjał analiz 
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bioinformatycznych, które zapewne stanowią narzędzie przyszłości w diagnostyce 

molekularnej. Niestety dane panelowe ze względu na specyficzny format uzyskiwanych 

odczytów, są szczególnie problematyczne do tego typu analiz. Warunkuje to potrzebę 

ciągłego testowania i parowania konkretnego oprogramowania z posiadanymi danymi po 

NGS. 

W trakcie prowadzenia projektu naukowego, do analizy NGS włączono także niewielką 

grupę pacjentów z podejrzeniem występowania bardzo rzadkiej grupy zaburzeń, jakim są 

lipodystrofie częściowe. Szczególnie ciekawy okazał się przypadek 29-letniej Pacjentki 

manifestującej charakterystyczny rozkład tkanki tłuszczowej oraz specyficzne zaburzenia 

metaboliczne. Pozwoliło to na wysunięcie przypuszczenia o obecności rodzinnej 

lipodystrofii częściowej typu 2 lub 3. Ze względu na odmienne podłoże genetyczne obu 

typów lipodystrofii, jako metodę diagnostyczną wybrano sekwencjonowanie następnej 

generacji. Badanie wykazało obecność nowego, heterozygotycznego wariantu c.443G>A 

w eksonie 4 genu PPARG. Wykryta zmiana nie była wcześniej raportowana 

w ogólnodostępnych bazach danych. Lokalizacja wariantu w wysoce konserwatywnej 

domenie DBD, jednoznaczne wskazania programów predykcyjnych, dane literaturowe 

oraz kosegregacja wariantu z fenotypem w rodzinie Pacjentki, wskazywały na patogenny 

charakter zmiany. Badania funkcjonalne stanowiłyby ostateczne potwierdzenie 

wysuniętej tezy. 

Podsumowując, zakres prowadzonych badań pozwolił poszerzyć wiedzę na temat 

podłoża genetycznego hipercholesterolemii rodzinnej oraz rodzinnej lipodystrofii 

częściowej, z identyfikacją kilku nieraportowanych dotychczas wariantów patogennych. 

Wybrana do tego celu technologia sekwencjonowania następnej generacji okazała się być 

skutecznym narzędziem diagnostycznym. Można przypuszczać, że poszerzenie grupy 

badanej pozwoliłoby zidentyfikować zmiany w genach kandydackich zawartych 

w panelu, co może stanowić przedmiot dalszych badań. Testowane narzędzie 

bioinformatyczne, do wykrycia zmian liczby kopii z danych uzyskanych w wyniku 

sekwencjonowania, spełniło założone zadanie i wydaje się być obiecującym narzędziem 

do przyszłych analiz. Nawiązana współpraca międzyośrodkowa pozwoliła na dotarcie do 

wielu ciekawych przypadków i poszerzyła wiedzę na temat etiologii zaburzeń lipidowych 

w populacji polskiej. 
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8. Wnioski 

1. Podłoże genetyczne hipercholesterolemii rodzinnej w grupie pacjentów 

pediatrycznych wykazuje znaczną heterogenność, przy czym przeważająca 

większość wariantów patogennych lokalizuje się w genie LDLR. 

2. Zastosowana metoda sekwencjonowania następnej generacji z wykorzystaniem 

dedykowanego panelu genowego okazała się dobrze zaprojektowanym 

narzędziem diagnostycznym, umożliwiającym szybką oraz precyzyjną 

identyfikację podłoża genetycznego choroby. 

3. Wykorzystanie danych uzyskanych z panelowego NGS do oceny zmian liczby 

kopii z zastosowaniem specjalistycznych narzędzi bioinformatycznych jest 

możliwe, jednak taka strategia analizy CNV wymaga potwierdzenia inną metodą. 

4. Cechy fenotypowe lipodystrofii częściowej nie pozwalają na postawienie 

jednoznacznego rozpoznania klinicznego z uwzględnieniem podtypu choroby, 

dlatego molekularne badanie genetyczne jest niezbędnym elementem 

postępowania diagnostycznego. 

5. Identyfikacja nieopisanego wcześniej wariantu w genie PPARG poszerza 

dotychczasową wiedzę na temat podłoża genetycznego rodzinnej lipodystrofii 

częściowej. Uzasadnia to również wybór sekwencjonowania następnej generacji 

jako kompleksowego narzędzia diagnostycznego, do identyfikacji zmian typu 

SNV u pacjentów z lipodystrofią wrodzoną. 
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10. Streszczenie w języku polskim 

Dyslipidemie pierwotne to szeroka grupa zaburzeń o podłożu genetycznym, 

charakteryzująca się nieprawidłową gospodarką lipidową. W grupie tej możemy 

wyróżnić m.in. hipercholesterolemie monogenowe, hiperalfalipoproteinemie 

monogenowe, hipoalfalipoproteinemie monogenowe, hipertriglicerydemie monogenowe 

oraz lipodystrofie wrodzone. Najczęstszą z nich jest hipercholesterolemia rodzinna (FH) 

dziedziczona w sposób autosomalnie dominujący, o częstości występowania 1:200-250 

dla postaci heterozygotycznej i 1:160,000-300,000 dla postaci homozygotycznej. 

Specyficzne cechy fenotypowe, będące bezpośrednim następstwem podwyższonego 

stężenia LDL-c, to tkankowe złogi cholesterolu gromadzące się pod postacią żółtaków 

ścięgien Achillesa, ścięgien prostowników dłoni i stóp, rzadziej zmian na powiekach czy 

obwodzie rogówki. Postępująca uogólniona miażdżyca tętnic leży u podłoża 

występujących nagłych incydentów sercowo-naczyniowych. Wczesne rozpoznanie 

choroby, szybka diagnostyka oraz niezwłoczne wdrożenie farmakoterapii stanowią 

jedyny sposób na efektywne zahamowanie postępujących zmian miażdżycowych. 

Najczęściej stosowane kryteria diagnostyczne ułatwiające rozpoznanie FH to Dutch Lipid 

Clinic Network Criteria oraz Simon Broome Criteria. Klasyfikacje te oparte są 

o parametry lipidowe, cechy fenotypowe oraz potwierdzone warianty sprawcze w genach 

LDLR, APOB lub PCSK9. Poznane dotąd podłoże genetyczne FH to głównie mutacje 

genu receptora LDL (86-88% przypadków FH), rzadziej apolipoproteiny B (12%) lub 

proproteinowej konwertazy subtylizyny/keksyny typu 9 (<2%). Ze względu na 

heterogenne podłoże FH i wciąż znaczny odsetek pacjentów niezdiagnozowanych, 

istnieje duża potrzeba badań genetycznych, zarówno w zakresie zmian w obrębie trzech 

głównych genów, jak i poszukiwania wariantów w genach kandydackich. Jednym 

z celów prowadzonych badań była analiza podłoża genetycznego hipercholesterolemii 

rodzinnej u pacjentów pediatrycznych, z poszukiwaniem nowych wariantów 

patogennych w genach znanych i kandydackich. W tym celu zastosowano 

sekwencjonowanie następnej generacji z wykorzystaniem autorskiego panelu genowego. 

Pozwoliło to na zidentyfikowanie wariantów patogennych u 33 spośród 57 

zrekrutowanych pacjentów pediatrycznych. Wśród siedemnastu zaraportowanych zmian 

dwanaście stanowiły warianty zmiany sensu, trzy zmiany skutkujące przesunięciem 

ramki odczytu oraz dwa warianty splicingowe. Wykryto także trzy warianty o niepewnym 

znaczeniu klinicznym i jeden czynnik ryzyka. Geny w obrębie, których wykryto zmiany 
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to LDLR, APOB, ABCG5 oraz LPL. W toku analizy zidentyfikowano również obecność 

nowego, dotychczas nieraportowanego wariantu c.373_379delCAGTTCG, skutkującego 

przesunięciem ramki odczytu w eksonie 4 genu LDLR (Publikacja nr 1). Kolejnym 

zakładanym celem badań była ocena częstości występowania oraz charakterystyka zmian 

typu CNV z wykorzystaniem specyficznego narzędzia bioinformatycznego (DECoN) 

umożliwiającego analizę danych po NGS. Grupę badaną stanowiło 136 pacjentów 

dorosłych oraz pediatrycznych. Z grupy tej wyselekcjonowano kilkudziesięciu pacjentów 

obciążonych najcięższym fenotypem, bez zidentyfikowanych zmian typu SNV w badaniu 

NGS i niezwłocznie wykonano u nich badanie techniką MLPA. Dane pozostałych 

pacjentów uzyskane w wyniku sekwencjonowania poddano reanalizie w programie 

DECoN. Pozwoliło to zidentyfikować dwóch dodatkowych pacjentów obarczonych 

duplikacją eksonów 4-8 genu LDLR (Publikacja nr 2). 

W trakcie prowadzenia projektu naukowego, do analizy NGS włączono także niewielką 

grupę pacjentów z podejrzeniem występowania, bardzo rzadkiej grupy zaburzeń 

lipidowych, jakim są lipodystrofie częściowe. W toku analizy wykryto nowy, 

heterozygotyczny wariant c.443G>A w eksonie 4 genu PPARG u pacjentki 

z hipertriglicerydemią i cechami fenotypowymi lipodystrofii częściowej. 

Zidentyfikowanie zmiany pozwoliło postawić diagnozę rodzinnej lipodystrofii 

częściowej typu 3 (Publikacja nr 3).  

Uzyskane wyniki stanowią zwieńczenie badań prowadzonych w latach 2016-2022 

w ramach projektu naukowego, przyczyniając się do lepszego poznania podłoża 

genetycznego hipercholesterolemii rodzinnej i rodzinnej lipodystrofii częściowej. 

Ponadto, pozwoliły one ocenić skuteczność panelowego sekwencjonowania następnej 

generacji w diagnostyce zaburzeń lipidowych oraz możliwości wykorzystania danych po 

NGS, do analizy CNV z użyciem nowatorskich narzędzi bioinformatycznych. 
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11. Streszczenie w języku angielskim 

Primary dyslipidemias are a group of genetic disorders characterized by abnormal lipid 

metabolism. This group includes monogenic hypercholesterolemia, monogenic 

hyperalphalipoproteinemia, monogenic hypoalphalipoproteinemia, monogenic 

hypertriglyceridemia, and congenital lipodystrophies. Familial hypercholesterolemia 

(FH) constitutes the most common form of inherited dyslipidemia, inherited in an 

autosomal dominant manner. The prevalence of the heterozygous form (HeFH) is 

estimated to be 1:200-250, while the homozygous form (HoFH) is estimated at 

1:160,000–300,000. Elevated LDL-c leads to specific phenotypic features, such as tissue 

cholesterol deposits that accumulate in the form of xanthelasma in the Achilles tendons, 

extensor tendons of the hands and feet, and less commonly, eyelid or corneal peripheral 

lesions. Sudden cardiovascular incidents are often caused by progressive generalized 

arteriosclerosis. Early diagnosis and prompt implementation of pharmacotherapy are 

crucial in inhibiting progressive atherosclerotic lesions. The Dutch Lipid Clinic Network 

Criteria and the Simon Broome Criteria are the most commonly used diagnostic criteria 

for FH. They are based on lipid parameters, phenotypic features, and confirmed causative 

variants in the LDLR, APOB or PCSK9 genes. The genetic basis of familial 

hypercholesterolemia (FH) is mainly attributed to mutations in the LDL receptor gene, 

accounting for 86-88% of FH cases. Less frequently, mutations in apolipoprotein B (12%) 

or proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (<2%) are responsible. To address the 

heterogeneous nature of FH and the significant proportion of undiagnosed patients, 

genetic studies are crucial. The aim of the study was to identify potentially pathogenic 

FH-related variants in known and candidate genes in pediatric patients, using customized 

next generation sequencing (NGS). Sequencing data analysis revealed possibly 

pathogenic variants in 33 out of 57 pediatric cases. Among the seventeen presumed 

pathogenic variants, twelve were missense, three frameshift and two splice site mutations. 

In addition, three variants of uncertain significance and one risk factor were also detected. 

The affected genes were LDLR, APOB, ABCG5 and LPL. NGS analysis revealed the 

presence of a novel 7bp frameshift deletion c.373_379delCAGTTCG in the exon 4 of the 

LDLR gene (Publication 1). The second aim of the study was to identify novel CNV 

changes in FH patients using targeted sequencing and evaluation of CNV calling tool 

(DECoN) working on gene panel NGS data. A group of 136 adult and child patients were 

recruited for the study. A few patients with the most severe phenotype, who did not have 
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any SNV alterations identified by NGS, were immediately tested using the MLPA 

technique. The sequencing data of the remaining patients were reanalyzed using DECoN, 

which led to the identification of two more patients with duplication of exons 4-8 of the 

LDLR gene (Publication 2). 

Additionally, a small group of patients with suspected partial lipodystrophies, a rare group 

of lipid disorders, were included in the NGS analysis. A novel missense heterozygous 

variant c.443G>A in exon 4 of the PPARG gene was detected in the affected patient. The 

patient presents phenotypic features of partial lipodystrophy, accompanied by severe 

hypertriglyceridemia. The identification of the variation enabled the diagnosis of familial 

partial lipodystrophy type 3 to be made (Publication 3). 

The results of this study, conducted between 2016 and 2022, have contributed to a better 

understanding of the genetic background of familial hypercholesterolemia and familial 

partial lipodystrophy. Furthermore, this study enabled us to evaluate the efficacy of 

panel-based next-generation sequencing in diagnosing lipid disorders and the potential 

for utilizing post-NGS data for CNV analysis with innovative bioinformatics tools. 
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12. Zgoda Komisji Bioetycznej. 

 


