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1. Wykaz stosowanych skrótów 

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

College of Medical Genetics and Genomics) 

BMD – gęstość mineralna kości (ang. Body Mineral Density) 

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

DI – grupa uwarunkowanych genetycznie zaburzeń rozwoju zębów (dentinogenesis 

imperfecta) 

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

IGV – program do wizualizacji danych genomowych (ang. Integrative Genomics 

Viewer) 

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

MLBR – główny region wiązania ligandów (ang. Major Ligand-Binding Region) 

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

dependent Probe Amplification) 

MSA – porównawcza analiza wielosekwencyjna (ang. Multiple Sequence Alignment) 

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

NMD – mechanizm usuwania skróconych transkryptów mRNA (ang. Nonsense-

mediated decay) 

OI – wrodzona łamliwość kości (osteogenesis imperfecta) 

OIVD – baza wariantów związanych z wrodzoną łamliwością kości (ang. Osteogenesis 

Imperfecta Variant Database) 

OMIM – elektroniczna baza chorób człowieka uwarunkowanych genetycznie (ang. 

Online Mendelian Inheritance in Man) 

WES – sekwencjonowanie całoeksomowe (ang. Whole Exome Sequencing) 

WGS – sekwencjonowanie całogenomowe (ang. Whole Genome Sequencing) 
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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 

 

Sałacińska K, Pinkier I, Rutkowska L, Chlebna-Sokół D, Jakubowska-Pietkiewicz E, 

Michałus I, Kępczyński Ł, Salachna D, Wieczorek-Cichecka N, Piotrowicz M,  

Chilarska T, Jamsheer A, Matusik P, Wilk M, Petriczko E, Giżewska M, Stecewicz I, 
Walczak M, Rybak-Krzyszkowska M, Lewiński A, Gach A. 
NGS analysis of collagen type I genes in Polish patients with Osteogenesis imperfecta:  

a nationwide multicenter study.  

Front Endocrinol (Lausanne). 2023 Sep 22;14:1149982. PMID: 37810882. 

(IF= 5.2, MNiSW=100) 

Indywidualny wkład: autor korespondencyjny odpowiedzialny za aspekt molekularny 
badań; wiodący autor koncepcji pracy; pozyskanie dofinansowania na prowadzenie prac 

badawczych; zaplanowanie i przeprowadzenie wszystkich eksperymentów; uczestnictwo 

w wykonaniu prac związanych z zaprojektowaniem, optymalizacją i wdrożeniem 
autorskiego panelu do sekwencjonowania metodą NGS; interpretacja wyników; 
napisanie finalnej wersji manuskryptu. Mój udział w realizacji pracy – 70%. 

 

 

Publikacja 2 

 

Sałacińska K, Pinkier I, Rutkowska L, Chlebna-Sokół D, Jakubowska-Pietkiewicz E, 

Michałus I, Kępczyński Ł, Salachna D, Jamsheer A, Bukowska-Olech E, Jaszczuk I, 

Jakubowski L, Gach A.  

Novel Mutations Within Collagen Alpha1(I) and Alpha2(I) Ligand-Binding Sites, 

Broadening the Spectrum of Osteogenesis Imperfecta - Current Insights Into Collagen 

Type I Lethal Regions.  

Front Genet. 2021 Jul 9;12:692978. PMID: 34306033. 

(IF=4.772, MNiSW=100) 

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 
danych; interpretacja wyników; napisanie finalnej wersji manuskryptu. Mój udział  
w realizacji pracy – 77%. 
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Publikacja 3 

 

Sałacińska K, Michałus I, Pinkier I, Rutkowska L, Chlebna-Sokół D, Jakubowska-

Pietkiewicz E, Kępczyński Ł, Salachna D, Gach A.  
The first glycine-to-tryptophan substitution in the COL1A1 gene identified in a patient 

with progressively-deforming Osteogenesis imperfecta.  

Mol Genet Genomic Med. 2022 Aug;10(8):e1996. PMID: 35748117. 

(IF=2.0, 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; napisanie 
finalnej wersji manuskryptu. Mój udział w realizacji pracy – 70%. 

 

 

Łączna punktacja MNiSW cyklu publikacji: 270 

Łączny Impact Factor cyklu publikacji: 11,972 
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3. Wstęp 

3.1. Charakterystyka i opis kliniczny wrodzonej łamliwości kości 

Wrodzona łamliwość kości (osteogenesis imperfecta, OI) jest dziedziczną 

chorobą tkanki łącznej. Szacuje się, że częstość występowania wynosi między 1 na 5000, 

a 1 na 20000 urodzeń, co kwalifikuje ją jako chorobę rzadką. Choroba cechuje się dużą 

heterogennością zarówno pod względem genetycznym, jak i fenotypowym.  

Niezależnie od przyczyny, wrodzona łamliwość kości związana jest z zaburzeniami 

cząsteczek kolagenu typu I, który występuje w wielu rodzajach tkanek (m.in. kościach, 

stawach, skórze właściwej, ścięgnach, tkance łącznej, twardówce, więzadłach, zębinie),  

co przekłada się na szerokie spektrum cech klinicznych obserwowanych u pacjentów  

(1-3). 

Choroba charakteryzuje się niską masą kostną, prowadząc do licznych złamań 

niskoenergetycznych lub złamań w nietypowych miejscach, takich jak złamania 

kompresyjne kręgów. Łamliwość kości, powoduje znaczne ograniczenia  

z powodu bólu, czy bezruchu, często wykluczając pacjentów z normalnego 

funkcjonowania. Ponadto obserwuje się niedobory wzrostu, dysmorfię twarzoczaszki 

(makrocefalia, trójkątny kształt twarzy), łukowate wygięcia kości długich, deformacje 

klatki piersiowej oraz kręgosłupa. Wyniki badań radiologicznych wskazują na osteopenię 

bądź osteoporozę, a także obniżenie wysokości kręgów. Choroba obejmuje również 

cechy pozaszkieletowe, takie jak: niebieskie zabarwienie twardówek, utrata słuchu, 

zaburzenia rozwoju zębów (dentinogenesis imperfecta, DI), wiotkość stawów, 

zmniejszona pojemność płuc, czy niedomykalność zastawek serca. Histomorfometria 

bioptatu kości pacjentów wykazuje małą objętość kości i obniżone parametry 

materiałowe kości beleczkowej, przy jednoczesnym dużym obrocie kostnym (3, 4).  

Chorobę cechuje nie tylko szerokie spektrum cech klinicznych, ale również 

zmienne nasilenie objawów - od postaci niemal bezobjawowej, aż po najcięższą 

powodującą śmierć w okresie okołoporodowym. Klasyfikacja kliniczna wrodzonej 

łamliwości kości została po raz pierwszy zaproponowana przez Sillence’a  

i współpracowników w 1979 roku. Dokonano wówczas podziału choroby na cztery typy:  

 typ I - łagodna postać niedeformująca, 

 typ II - letalny w okresie okołoporodowym, 

 typ III - postać ciężka nieletalna, z postępującymi deformacjami, 

 typ IV - o umiarkowanym nasileniu cech klinicznych (5). 
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Przez lata klasyfikacja ta przechodziła pewne modyfikacje, zarówno, jeśli chodzi 

o nazewnictwo, liczbę typów, czy sposób numeracji (początkowo były to cyfry rzymskie, 

obecnie cyfry arabskie). Jednakże podział ten zawsze odpowiadał nasileniu objawów,  

w oparciu o cechy kliniczne i radiograficzne, bez uwzględnienia podłoża genetycznego  

(1, 5, 6). Zgodnie z aktualną klasyfikacją wrodzona łamliwość kości została podzielona 

na pięć typów: 

 typ 1 - niedeformujący (poprzednio typ I), 

 typ 2 - letalny w okresie okołoporodowym (poprzednio typ II), 

 typ 3 - postępująco-deformujący (poprzednio typ III), 

 typ 4 - umiarkowany (poprzednio typ IV), 

 typ 5 - ze zwapnieniami błon międzykostnych i/lub tworzeniem 

hiperplastycznych zgrubień (7). 

W zależności od źródła, opis kliniczny poszczególnych typów może się nieco różnić. 

Wynika to zarówno z wielkości grupy badanej, wieku pacjentów, czy szczegółowości 

opisu. Poniżej przedstawiono dokładną charakterystykę pięciu typów klinicznych 

wrodzonej łamliwości kości. 

Typ 1 

Typ 1 wrodzonej łamliwości kości charakteryzuje się najłagodniejszymi 

objawami i przebiegiem. Pacjenci najczęściej rodzą się z prawidłową masą ciała  

i wzrostem. Pierwsze złamania pojawiają się w czasie pionizacji lub okresie 

przedszkolnym, rzadziej w okresie szkolnym lub podczas porodu. U większości chorych 

występują one z częstotliwością od kilku do kilkunastu rocznie, a ich liczba spada  

po okresie dojrzewania. Ponowny wzrost liczby złamań obserwuje się w wieku dorosłym, 

szczególnie w okresie pomenopauzalnym u kobiet oraz mężczyzn po piątej dekadzie 

życia. W sumie pacjenci mogą doświadczyć od kilku do nawet powyżej 100 złamań, 

jednakże zdarzają się osoby, które nie doznały żadnego złamania. U większości chorych 

nie obserwuje się niedoborów wzrostu, choć najczęściej są oni niżsi od pozostałych 

członków rodziny. W życiu dorosłym u 40% pacjentów wzrost mieści się między 3 a 50 

centylem, a u prawie 50% wynosi poniżej 3 centyla. Deformacje kończyn górnych  

i dolnych dotyczą niewielkiego odsetka osób (10-18%), są to najczęściej lekkie wygięcia, 

głównie kości udowych i piszczeli. Bardzo rzadko obserwuje się je w okresie 

noworodkowym. Zaledwie 20% pacjentów cierpi na kifozę lub skoliozę, u części 

obserwuje się również wiotkość stawów. U 30% chorych występuje trójkątny kształt 
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twarzy, u 60% wady uzębienia (raczej w formie przebarwień i przetarć, niż klasycznej 

DI), a 75% ma skłonność do powstawania siniaków. Dla pacjentów z typem 1 

charakterystyczne jest niebieskie zabarwienie twardówek. Wady słuchu odnotowuje się 

najczęściej w trzeciej dekadzie życia. U 35% chorych podejrzewa się lub stwierdza lekkie 

wady słuchu, natomiast 40% dorosłych występują poważne wady wymagające używania 

aparatu słuchowego lub kwalifikujące do operacji. Większość pacjentów porusza się 

samodzielnie i nie ma problemów w wykonywaniu codziennych czynności.  

U nielicznych pacjentów obserwowane są zaburzenia chodu, a ograniczenia mobilności 

związane są najczęściej z niedawno przebytym urazem. W skrajnych przypadkach chorzy 

używają kul lub wózka inwalidzkiego. Z reguły pacjenci nie wymagają hospitalizacji,  

czy wsparcia aparatury podtrzymującej funkcje życiowe (1, 5). 

Typ 2 

Typ 2 jest najcięższą postacią wrodzonej łamliwości kości. W części przypadków 

dochodzi do samoistnych poronień, część ciąż kończy się martwym urodzeniem  

lub śmiercią dziecka w okresie okołoporodowym. Niezwykle rzadko dziecko dożywa 

roku, jednakże wymaga ono ciągłego wsparcia aparatury podtrzymującej funkcje 

życiowe. Do śmierci dochodzi najczęściej w wyniku niewydolności oddechowej 

związanej z małą klatką piersiową, złamaniami żeber lub przyjmowania 

niewystarczającej liczby kalorii. Nieprawidłowości wskazujące na postać letalną  

są widoczne już w okresie okołoporodowym. Większość dzieci rodzi się przed terminem, 

z obniżoną masą urodzeniową i długością ciała w stosunku do wieku.  

U wszystkich obserwuje się skrócenie i wygięcie kończyn dolnych i górnych. Biodra są 

zwykle zgięte i odwiedzione. Wyniki badania RTG u pacjentów z typem 2 wskazują  

na nieprawidłowości kości udowych, złamania i deformacje trzonów kości kończyn 

górnych oraz paciorkowaty kształt żeber. Badania histologiczne pokazują wyraźną 

redukcję kolagenu w beleczkach i kości korowej. W części korowej znajdują się duże 

osteocyty, a w części beleczkowej duże niedojrzałe osteoblasty. Dodatkowo u dzieci 

można stwierdzić słabe kostnienie kości czaszki oraz nieproporcjonalnie dużą głowę  

w stosunku do reszty ciała. U niemal wszystkich pacjentów występują niebieskie 

twardówki (1, 5). 
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Typ 3 

Typ 3 jest najcięższą nieletalną formą wrodzonej łamliwości kości. 

Charakteryzuje się postępującym wraz z wiekiem nasileniem deformacji kostnych. 

Objawy choroby są najczęściej widoczne już w okresie noworodkowym, kiedy dochodzi 

również do pierwszych niskoenergetycznych złamań. W części pacjentów liczba  

i rozległość złamań żeber może doprowadzić do śmierci z powodu niewydolności 

oddechowej w pierwszych tygodniach lub miesiącach życia, w rzadkich przypadkach  

z powodu niewydolności serca lub płuc w dzieciństwie. U niemowląt obserwuje się 

powiększone ciemiączka, szerokie szwy czaszkowe oraz kości Wormiana.  

Pacjenci z typem 3 cierpią na poważne niedobory wzrostu. U około 95% wzrost wynosi 

poniżej 3 centyla. Część dorosłych osiąga nie więcej niż metr wysokości.  

Pierwsze złamania pojawiają się najczęściej w okresie okołoporodowym, rzadziej  

w momencie pionizacji lub okresie przedszkolnym. Chorzy doświadczają wielokrotnych 

złamań kości długich i żeber, u pojedynczego pacjenta może dojść nawet do 200 urazów. 

U części osób mimo braku złamań, dochodzi do nasilenia deformacji kostnych. 

Deformacje kończyn górnych i dolnych występują w ponad 80% chorych i nasilają się 

wraz z wiekiem. Około 65% pacjentów wymaga korekty osi kończyn za pomocą prętów. 

U 40% osób rozwija się kifoza, a u 60% skolioza. W przypadku dorosłych obserwuje się 

poważne deformacje kręgosłupa i klatki piersiowej. Niebieskie zabarwienie twardówek 

występuje u większości pacjentów już w okresie niemowlęcym, jednak cecha często 

zanika z wiekiem. Trójkątny kształt twarzy obserwuje się u 85% chorych, wiotkość 

stawów u 50%, a zaburzenia rozwoju zębów u 45%. Siniaczenie skóry oraz wady słuchu 

są rzadko obserwowane. Według danych literaturowych u kilku osób odnotowano 

krwotok śródmózgowy. Większość pacjentów wymaga pomocy podczas poruszania się  

ze względu na poważne deformacje kończyn i narażenie na złamania. Część osób używa 

chodzika, kul lub wózka inwalidzkiego. W skrajnych sytuacjach chorzy wymagają 

wsparcia podczas wykonywania codziennych czynności. Długość życia pacjentów  

z typem 3 może być skrócona w przypadku ciężkiej kifoskoliozy z towarzyszącą chorobą 

płuc, skutkującą niewydolnością serca (1, 5). 

Typ 4 

Typ 4 jest prawdopodobnie najtrudniejszym do scharakteryzowania typem 

wrodzonej łamliwości kości. Jest on formą mieszczącą się pomiędzy łagodnym typem 1,  

a postępująco-deformującym typem 3. Pacjenci prezentują znaczne zróżnicowanie  
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w występowaniu i nasileniu cech. Najczęściej obserwuje się niski wzrost, cechy 

osteoporozy oraz wady uzębienia, zarówno w postaci DI, jak też odbarwień, czy pęknięć 

szkliwa. Twardówki są zwykle jasnoniebieskie lub szare, lecz cecha ta szybko zanika  

z wiekiem. Wady słuchu są rzadko opisywane, podobnie jak trójkątny kształt twarzy. 

Liczba złamań oraz stopień deformacji kości jest bardzo zróżnicowany (1, 5). 

Typ 5 

Typ 5 charakteryzuje się zwapnieniami błon międzykostnych w przedramionach  

i kończynach dolnych oraz tworzeniem hiperplastycznych zgrubień po doznanych 

urazach. Zwapnienia obserwowane już w młodym wieku, znacznie ograniczają 

ruchomość stawów kończyn. Z kolei zgrubienia powodują u pacjentów swędzenie  

oraz ból. W badaniu histomorfometrycznym można dodatkowo zaobserwować lamelację 

przypominającą siatkę (ang. mesh-like lamellation). Typ 5 został po raz pierwszy opisany 

na początku XX wieku, jednak wyszczególniono go jako odrębny typ kliniczny dopiero 

w 2009 roku. W 2012 roku określono, że u podłoża genetycznego występowania tych 

specyficznych objawów leżą patogenne warianty w genie IFITM5. Ogólne nasilenie  

i spektrum cech klinicznych jest zbliżone do typu 3 i 4. U pacjentów nie występuje 

niebieskie zabarwienie twardówek, wady uzębienia, czy kości Wormiana (1, 6). 

Oprócz wymienionych wcześniej cech klinicznych, niezależnie od typu choroby, 

u niewielkiego odsetka pacjentów występuje zapalenie stawów, bóle stawów i bóle 

mięśniowo-powięziowe. Opisano także zwiększone ryzyko chorób serca i naczyń,  

w tym rozwarstwienie tętnicy i aorty, oraz tętniaki aorty (1). 

Zaproponowana klasyfikacja zapewnia informacje dotyczące prognozy i sposobu 

prowadzenia pacjenta, jednakże w przypadku każdego typu nasilenie i występowanie 

poszczególnych cech stanowi pewne kontinuum. Pozostawia to wrażenie, że granice 

między typami są płynne, co w praktyce przekłada się na różnice kliniczne obserwowane 

między rodzinami z tym samym typem choroby, a także między spokrewnionymi 

pacjentami mającymi ten sam wariant sprawczy (1). 

Ponadto fenotyp jest wypadkową wszystkich cech występujących w danym momencie  

u chorego, zatem pływ na ocenę kliniczną może mieć: 

 wiek pacjenta w momencie badania (pojawianie się lub zanik pewnych cech  

z wiekiem np. tworzenie hiperplastycznych zgrubień, niebieskie twardówki, DI), 

 zmienne nasilenie cech (np. deformacje kości), 
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 dostępność narzędzi diagnostycznych (np. densytometria, badania histologiczne) 

oraz możliwość ich zastosowania (trudności w wykonaniu badania u małych 

dzieci),  

 moment rozpoczęcia odpowiedniej opieki nad pacjentem (ograniczenie liczby 

złamań),  

 wdrożenie i skuteczność leczenia farmakologicznego (możliwe złagodzenie 

przebiegu choroby) (1, 4, 8, 9). 

Ze względu na brak jednoznacznej skali oraz wpływ dodatkowych czynników,  

ocena kliniczna pacjentów z wrodzoną łamliwością kości jest obarczona pewną 

subiektywnością. Dlatego bardzo ważne jest doświadczenie lekarza oraz stosowanie 

jednolitego systemu klasyfikacji pacjentów w praktyce klinicznej (1, 4, 9). 

3.2.  Podłoże genetyczne 

Najczęstszą przyczyną wrodzonej łamliwości kości są heterozygotyczne warianty 

zlokalizowane w genach COL1A1 i COL1A2, które kodują białka kolagenu typu I.  

Każda cząsteczka składa się z 2 łańcuchów pro α1(I) kodowanych przez gen COL1A1  

i 1 łańcucha pro α 2(I) kodowanego przez gen COL1A2. Połączone ze sobą tworzą  

tzw. potrójną helisę, w której można wyróżnić trzy domeny: N-terminalną, kolagenową 

oraz C-terminalną. Po odcięciu bocznych domen powstaje dojrzała cząsteczka kolagenu 

składająca się z regionu N- i C-terminalnego oraz regionu helikalnego, zbudowanego  

ze 1014 aminokwasów (Rycina 1). W obu łańcuchach aminokwasy tworzą 338 powtórzeń 

motywu Gly-X-Y, gdzie Gly to glicyna, a X i Y to najczęściej prolina i hydroksyprolina. 

Obecność glicyny w co trzeciej pozycji jest kluczowa dla utworzenia charakterystycznej 

struktury potrójnej helisy (10). 

Rycina 1. Budowa cząsteczki kolagenu typu I. Na podstawie publikacji „Cardiac fibroblasts, fibrosis and 

extracellular matrix remodeling in heart disease”, zmodyfikowano. 
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W zależności rodzaju wariantu, może dojść do zaburzeń ilościowych  

lub jakościowych cząsteczek kolagenu typu I. Zaburzenia ilościowe są spowodowane 

zainicjowaniem przedwczesnego kodonu terminacyjnego, co prowadzi do skrócenia  

i zmniejszenia stabilności cząsteczek mRNA. Niestabilne cząsteczki są usuwane  

w mechanizmie NMD (ang. nonsense-mediated decay). Zmniejszenie liczby cząsteczek 

kolagenu powoduje powstawanie mniejszej liczby fibryli kolagenowych. Zaburzenia 

jakościowe wynikają ze zmiany w strukturze łańcucha pro α1(I) lub pro α2(I),  

który zostaje wbudowany w strukturę potrójnej helisy, a następnie fibryli kolagenowych. 

Prowadzi to do naruszenia integralności strukturalnej macierzy kostnej,  

mimo zachowania prawidłowej liczby cząsteczek kolagenu (1, 3). 

W przypadku genów COL1A1 i COL1A2 penetracja wynosi 100%. Na podstawie 

licznych badań określono, że występowanie tego samego wariantu u niespokrewnionych 

pacjentów z wrodzoną łamliwością kości jest niezwykle rzadkie. Z kolei obserwowane 

różnice fenotypowe u osób z tą samą mutacją sprawczą mogą być związane ze zmienną 

ekspresją (1, 4). 

W mniejszym stopniu wystąpienie wrodzonej łamliwości kości jest spowodowane 

patogennymi wariantami zlokalizowanymi w tzw. „genach niekolagenowych”.  

Kodują one białka biorące udział m.in. w procesie: 

 biosyntezy kolagenu,  

 regulacji transkrypcji, 

 modyfikacji kolagenu (tworzenie kompleksu enzymatycznego 

inicjującego łączenie i składanie kolagenu do struktury potrójnej helisy, 

usuwanie końców N- i C-terminalnych), 

 transportu przez błony retikulum endoplazmatycznego i aparat Golgiego, 

 fałdowania i sieciowania kolagenu (kontrola jakości), 

 różnicowania i dojrzewania osteoblastów, 

 mineralizacji kości (6). 

W oparciu o podłoże genetyczne opisano dotąd XXII typy choroby, z czego typ 

I-IV związany jest z patogennymi wariantami w genach kodujących kolagen typu I.  

Choć kolejne typy wrodzonej łamliwości kości różnią się etiologią i sposobem 

dziedziczenia, klinicznie przypominają one typy 2-4 (Tabela 1) (7, 12).  

Na podstawie rutynowych metod diagnostycznych (wywiad kliniczny, ocena fizykalna, 

zdjęcia radiologiczne) można prawidłowo rozpoznać jedynie typy I-V (6, 13). 
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Tabela 1. Podział wrodzonej łamliwości kości ze względu na podłoże genetyczne, z uwzględnieniem typu 
klinicznego i sposobu dziedziczenia. Na podstawie publikacji „Nosology of genetic skeletal disorders: 2023 

revision”.  

Typ OMIM Gen Typ kliniczny Sposób dziedziczenia 

I.  COL1A1, COL1A2 1 AD 

II.  COL1A1, COL1A2 2 AD 

III.  COL1A1, COL1A2 3 AD 

IV.  COL1A1, COL1A2 4 AD 

V.  IFITM5 3, 4, 5 AD 

VI.  SERPINF1 3 AR 

VII.  CRTAP 2, 3, 4 AR 

VIII.  P3H1 2, 3 AR 

IX.  PPIB 2, 3, 4 AR 

X.  SERPINH1 3 AR 

XI.  FKBP10 3, 4 AR 

XII.  SP7 4 AR 

XIII.  BMP1 3 AR 

XIV.  TMEM38B 3 AR 

XV.  WNT1 3, 4 AR 

XVI.  CREB3L1 3 AR 

XVII.  SPARC 3 AR 

XVIII.  TENT5A 3 AR 

XIX.  MBTPS2 3 XL 

XX.  MESD 3 AR 

XXI.  KDELR2 3 AR 

XXII.  CCDC134 3 AR 

Przypisy: AD – autosomalnie dominujące, AR – autosomalnie recesywne, XL – związane z chromosomem 

X. 

3.3. Poszukiwanie korelacji genotypowo-fenotypowej 

W wyniku wielu lat badań nad wrodzoną łamliwością kości zaobserwowano 

pewne zależności między występującym wariantem a obrazem klinicznym pacjenta.  

Wśród czynników wpływających na nasilenie objawów wymieniano:  

 rodzaj wariantu i jego efekt na cząsteczki kolagenu,  

 gen, w którym znajduje się wariant sprawczy,  

 lokalizację w łańcuchu, 

 aminokwas ulegający substytucji w miejsce glicyny (4, 14-17). 

Początkowo uważano, że fenotyp pacjenta zależy od typu mutacji, a dokładnie 

jego wpływu na liczbę lub jakość cząsteczek kolagenu typu I. Zgodnie z tym założeniem, 

mutacje prowadzące do zmniejszenia liczby prawidłowych cząsteczek prokolagenu typu 

I z reguły skutkują łagodniejszym fenotypem. Należą do nich mutacje typu: nonsense 
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(zmiana aminokwasu na kodon terminacyjny), frameshift (zmiana ramki odczytu  

w wyniku delecji/duplikacji nukleotydu niebędącej liczbą 3 lub jej wielokrotnością), 

splicing (zmiana zlokalizowana w regionie niekodującym). Z kolei mutacje jakościowe 

prowadzą do cięższej postaci klinicznej (typ 2, 3, 4). Zaburzenie struktury łańcucha  

pro α1(I) lub pro α2(I) może być spowodowane mutacjami typu: missense (substytucja 

glicyny w domenie helikalnej łańcucha), splicing oraz in-frame (delecja/duplikacja trzech 

nukleotydów lub ich wielokrotności niezaburzająca ramki odczytu) (1, 6, 13). 

Za różnice obserwowane między pacjentami może odpowiadać także gen,  

w którym zlokalizowany jest wariant sprawczy. Warianty w genie COL1A1 mogą być 

związane z cięższymi objawami, ponieważ powodują zaburzenia w trzech czwartych 

cząsteczek (połowa zawiera jeden nieprawidłowy łańcuch pro α1(I), a jedna czwarta aż 

dwa nieprawidłowe łańcuchy). Z kolei warianty w genie COL1A2 powodują zaburzenia 

w połowie powstałych cząsteczek kolagenu (14). 

 Kolejnym czynnikiem podejrzewanym o wpływ na nasilenie objawów  

jest lokalizacja substytucji glicyny tzw. model gradientowy. Warianty zlokalizowane 

bliżej końca N-terminalnego mogą powodować łagodniejszy fenotyp, ponieważ 

składanie łańcuchów rozpoczyna się od strony C-terminalnej (14, 16, 18). 

 Przypuszcza się również, że wpływ na fenotyp ma aminokwas ulegający 

substytucji w miejsce glicyny. Zgodnie ze strukturą potrójnej helisy, w co trzeciej pozycji 

znajduje się glicyna będąca najmniej rozgałęzionym aminokwasem. Substytucja  

w pierwszej pozycji kodonu dla glicyny powoduje powstanie: argininy, cysteiny, seryny, 

tryptofanu; w drugiej pozycji: alaniny, kwasu asparaginowego, kwasu glutaminowego, 

waliny. W zależności od aminokwasu obserwuje się różne nasilenie objawów,  

co sugeruje związek między jego konformacją przestrzenną, a zachowaniem struktury 

potrójnej helisy. Zakłada się, że może mieć to związek z podobieństwem glicyny  

do substytuującego aminokwasu – im mniejszy łańcuch boczny tym łagodniejszy 

fenotyp. Z drugiej strony im większy łańcuch boczny, tym większe zaburzenie struktury 

potrójnej helisy i cięższe objawy (4, 16-18). Zgodnie z tą obserwacją aminokwasy  

z elektrycznie naładowanym łańcuchem bocznym (arginina, kwas asparaginowy, kwas 

glutaminowy) oraz z rozgałęzionym hydrofobowym łańcuchem bocznym (walina)  

są związane z występowaniem ciężkiej postaci wrodzonej łamliwości kości. Z kolei 

aminokwasy z małym łańcuchem bocznym (alanina, cysteina, seryna) powodują łagodny 

fenotyp (17). Występowanie aminokwasów rozgałęzionych w części C-terminalnej  

i w dwóch trzecich domeny helikalnej genu COL1A1 warunkuje prawie zawsze letalną 
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postać choroby, a w pozostałej części domeny nieletalny, ale wciąż ciężki fenotyp.  

W przypadku genu COL1A2 zależności nie są tak wyraźne, przez co trudniej określić 

korelację genotypowo-fenotypową. Za potwierdzeniem tej teorii przemawia obserwacja, 

że substytucja glicyny w tym samym loci przez różne aminokwasy skutkuje 

występowaniem różnych typów wrodzonej łamliwości kości (18). 

Na podstawie podobnych obserwacji zaproponowano tzw. model regionalny, 

zgodnie z którym w genie COL1A1 i COL1A2 znajdują się fragmenty związane  

z występowaniem substytucji glicyny powodujących niemal wyłącznie letalną formę 

choroby. Lokalizacja powyższych regionów odpowiada położeniu funkcjonalnych 

domen kluczowych dla utrzymania interakcji między kolagenem a cząsteczkami 

pozakomórkowymi. W genie COL1A1 wyróżniono dwa tzw. „regiony letalne”, 

odpowiadające lokalizacji drugiego i trzeciego głównego regionu wiązania ligandów 

(ang. Major Ligand-Binding Region, MLBR). W genie COL1A2 wyodrębniono osiem 

takich regionów odpowiadających miejscom odgrywającym ważną rolę w interakcji 

między fibrylami kolagenowymi a proteoglikanami (Rycina 2) (4, 17-18).  

 

Rycina 2. Lokalizacja „regionów letalnych” w genach kolagenu typu I. Niebieskie segmenty reprezentują 
poszczególne „regiony letalne”. Numeracja regionów odpowiada pozycji białkowej i helikalnej w łańcuchu 
α1(I) i α2(I). Na podstawie publikacji „Novel Mutations Within Collagen Alpha1(I) and Alpha2(I) Ligand-

Binding Sites, Broadening the Spectrum of Osteogenesis Imperfecta – Current Insights Into Collagen Type 

I Lethal Regions”, zmodyfikowano. 
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Mimo wielu lat obserwacji wciąż nie udało się określić dokładnej korelacji 

między genotypem a fenotypem pacjentów z wrodzoną łamliwością kości. Jak dotąd 

największą trudność sprawiają warianty powodujące substytucję glicyny.  

Ograniczona skuteczność proponowanych modeli predykcyjnych wskazuje na złożoność 

patomechanizmu choroby. Być może przyczyną jest niewystarczająca liczba znanych 

wariantów oraz niezbadany dotąd udział czynników modyfikujących (2, 18). 

Choć nadal trudno jest przewidzieć fenotyp związany z wykrytym wariantem,  

na podstawie znanych obserwacji oraz opisanych wcześniej przypadków można dokonać 

pewnej prognozy co do dalszych rokowań i przebiegu choroby. Stąd, tak ważne jest 

raportowanie wykrytych zmian do ogólnoświatowych baz danych, szczególnie  

w przypadku chorób rzadkich. Poszerzając wiedzę o spektrum wariantów związanych  

z wrodzoną łamliwością kości, znacząco zbliżamy się do poznania mechanizmu  

i korelacji genotypowo-fenotypowej tej heterogennej choroby. 

3.4. Diagnostyka molekularna choroby 

Diagnostyka molekularna odgrywa bardzo istotną rolę zarówno dla postawienia 

prawidłowej diagnozy, jak i poradnictwa genetycznego. Może dostarczyć informacji  

o przebiegu choroby, pomóc w ustaleniu planu opieki medycznej, określić szanse 

wystąpienia choroby u potomstwa pacjenta, ustalić status nosicielstwa wśród członków 

rodziny oraz wpłynąć na dobór odpowiedniego leczenia farmakologicznego (3). 

Zgodnie ze światowymi zaleceniami, diagnostyka wrodzonej łamliwości kości powinna 

obejmować analizę sekwencji oraz analizę liczby kopii genów o potwierdzonym związku 

z występowaniem choroby. W sytuacji kiedy fenotyp pacjenta, historia rodzinna oraz 

badania biochemiczne sugerują wrodzoną łamliwość kości, zalecany jest następujący 

algorytm diagnostyczny: 

1. Analiza sekwencji genów COL1A1 oraz COL1A2 

Badania populacyjne wskazują, że u 85-95% pacjentów wariant sprawczy 

występuje w jednym z dwóch genów kodujących cząsteczki kolagenu typu I. 

Ponadto dominujący odsetek to niewielkie delecje i duplikacje oraz mutacje 

punktowe (>95%), występujące na całej długości genów. Jak dotąd nie 

zaobserwowano wariantów powtarzających się w dużej grupie pacjentów  

lub charakterystycznych dla danej populacji (tzw. miejsca hot-spot). 

Sekwencjonowanie powinno zatem obejmować wszystkie regiony kodujące 
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(eksony) oraz przylegające regiony niekodujące (na granicy intron-ekson). 

Analizę sekwencji można wykonać za pomocą tradycyjnego sekwencjonowania 

metodą Sangera oraz bardziej nowoczesną metodą sekwencjonowania następnej 

generacji (ang. Next Generation Sequencing, NGS). Identyfikacja patogennego 

lub prawdopodobnie patogennego wariantu w jednym allelu genu COL1A1  

lub COL1A2 jest wystraczająca do postawienia rozpoznania molekularnego 

choroby oraz zakończenia diagnostyki u pacjenta. 

2. Analiza liczby kopii (ang. copy number variation, CNV) genów COL1A1  

i COL1A2 

Jak wskazują wyniki badań, u około 1-2% pacjentów przyczyną choroby są 

delecje lub duplikacje w genach COL1A1 i COL1A2. Pierwotnie metodą 

uzupełniającą algorytm diagnostyczny była technika MLPA (ang. Multiplex 

Ligation-dependent Probe Amplification) będąca odmianą reakcji łańcuchowej 

polimerazy, pozwalająca na ocenę liczby kopii badanego genu. Choć początkowo 

metoda sekwencjonowania NGS nie umożliwiała wykrycia rozległych delecji  

i duplikacji (np. obejmujących ekson lub cały gen), obecnie analiza CNV staje się 

rutynowym elementem tego badania. Identyfikacja delecji lub duplikacji jednego 

eksonu, kilku eksonów lub całego genu jest wystarczająca do postawienia 

rozpoznania molekularnego choroby oraz zakończenia diagnostyki u pacjenta. 

3. Analiza sekwencji znanych „genów niekolagenowych”  

U około 5-15% pacjentów za wystąpienie objawów choroby odpowiadają geny 

zaangażowane w liczne procesy związane m.in. z modyfikacjami cząsteczek 

kolagenu, dojrzewaniem osteoblastów czy mineralizacją kości. Charakteryzują 

się różnym sposobem dziedziczenia, dlatego dla części genów do postawienia 

rozpoznania molekularnego choroby oraz zakończenia diagnostyki u pacjenta 

konieczna będzie identyfikacja jednego lub dwóch patogennych wariantów.  

W przypadku dziedziczenia autosomalnie recesywnego, identyfikacja jednego 

wariantu o charakterze patogennym lub prawdopodobnie patogennym, wymaga 

uzupełnienia diagnostyki o analizę liczby kopii danego genu metodą MLPA (1, 

19) (Rycina 3). 
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Rycina 3. Uproszczony schemat algorytmu diagnostycznego. Na podstawie „EMQN best practice 

guidelines for the laboratory diagnosis of osteogenesis imperfecta”, zmodyfikowano. 
 

Obecnie najbardziej optymalną metodą diagnostyczną wrodzonej łamliwości 

kości wydaje się być technika wysokoprzepustowego sekwencjonowania następnej 

generacji (NGS). W porównaniu do poprzednio stosowanej metody sekwencjonowania 

metodą Sangera, NGS umożliwia jednoczasową analizę wielu genów w dużej grupie 

pacjentów, przy jednoczesnym obniżeniu kosztów oraz skróceniu czasu pracy. 

Porównanie obu metod przedstawiono w tabeli 2. W przypadku paneli projektowanych 

na zamówienie (ang. custom gene panel), możliwe jest stworzenie panelu zawierającego 

wszystkie geny o potwierdzonym udziale w patogenezie wrodzonej łamliwości kości. 

Ponadto odpowiednia obróbka danych NGS i zastosowanie dedykowanych narzędzi 

diagnostycznych umożliwia analizę rozległych delecji i duplikacji. W praktyce 

umożliwia to wykonanie pełnej diagnostyki pacjenta w ramach jednej procedury.  

Mimo wielu zalet technologii NGS, w praktyce laboratoryjnej nadal stosuje się metodę 

sekwencjonowania Sangera oraz metodę MLPA do weryfikacji uzyskanych wyników. 

Stosowanie tradycyjnych metod może także wynikać z wysokich kosztów zakupu 

platform do sekwencjonowania NGS (1, 19). 
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Tabela 2. Porównanie metody sekwencjonowania metodą Sangera i metody sekwencjonowania następnej 
generacji NGS.  

*Dane dla technologii TruSeq CustomAmplicon (Illumina, USA). **1 amplikon odpowiada długości 
sekwencji do ok. 600 par zasad. Dla porównania do analizy sekwencji kodujących genu COL1A1 

potrzebnych jest ok. 35 amplikonów, a panel wszystkich znanych genów związanych  
z patogenezą wrodzonej łamliwości to ok. 500 amplikonów. ***W zależności od sposobu obróbki  
i dostępnych narzędzi bioinformatycznych, na bazie danych NGS możliwa jest analiza rozległych delecji  
i duplikacji. 
 

Zaproponowany w 2012 roku algorytm diagnostyczny wyczerpuje powszechnie dostępne 

narzędzia diagnostyczne w zakresie znanych przyczyn genetycznych wrodzonej 

łamliwości kości. Jeżeli wykonanie wszystkich etapów nie umożliwiło identyfikacji 

wariantu/wariantów sprawczych, należy zakończyć proces diagnostyczny. W raporcie 

końcowym należy zaznaczyć, iż nie jest możliwe potwierdzenie klinicznego rozpoznania 

wrodzonej łamliwości kości (1, 19). 

Opierając się o dane literaturowe, powyższy algorytm sugeruje przede wszystkim 

analizę sekwencji kodujących oraz przylegających sekwencji intronowych. Jednakże,  

nie można wykluczyć, że u części pacjentów wariant sprawczy może znajdować się  

w niebadanym regionie analizowanych genów np. regionie głęboko intronowym,  

czy regionie promotorowym. Ponadto ze względu na wysoce heterogenne podłoże 

genetyczne wrodzonej łamliwości kości, u pewnego odsetka pacjentów przyczyna może 

być związana z genem dotychczas niepodejrzewanym o udział w patogenezie choroby.  

Wykorzystując obecnie dostępne narzędzia molekularne, możliwe jest rozszerzenie 

poszukiwań przyczyny choroby o metodę sekwencjonowania całoeksomowego (ang. 

Whole Exome Sequencing, WES) i całogenomowego (ang. Whole Genome Sequencing, 

WGS). Obie metody opierają się o technikę wysokoprzepustowego sekwencjonowania 

następnej generacji (NGS), jednakże różnią się zakresem analizy. Metoda WES 

umożliwia analizę wszystkich sekwencji kodujących oraz przylegających regionów 

niekodujących znanych genów człowieka. Z kolei metoda WGS obejmuje zarówno 

wszystkie sekwencje kodujące, jak i sekwencje niekodujące genomu.  

Cecha 
Metoda sekwencjonowania 

Sangera 

Metoda sekwencjonowania 

następnej generacji NGS* 

Zakres badania 1 amplikon 12-12 288 amplikonów** 

Liczba badanych pacjentów 1 16-96 

Czas trwania 2 dni 5 dni 

Ilość materiału 1 µl DNA 10 µl DNA 

Wykrywane warianty 
Niewielkie delecje i duplikacje, 

mutacje punktowe 

Niewielkie delecje i duplikacje, 

mutacje punktowe,  

rozległe delecje i duplikacje*** 

Ograniczenia metody Rozległe delecje i duplikacje Rozległe delecje i duplikacje*** 

Koszt Ok. 350 zł Ok. 1800 zł 
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Ze względu na malejące koszty badania całoeksomowego, prawdopodobnie  

w najbliższym czasie zastąpi ono panelowy NGS. Dodatkową korzyścią metody WES 

jest możliwość reanalizy danych pod kątem poszukiwania patogennych wariantów  

w „nowych” genach istotnych w patogenezie choroby. Biorąc pod uwagę trudność  

w interpretacji danych otrzymanych z sekwencjonowania całogenomowego  

oraz stosunkowo wysoki koszt badania, metoda WGS jest traktowana jako narzędzie 

naukowe, a nie diagnostyczne (20, 21). 

Oprócz trudności diagnostycznych związanych ze zróżnicowanym fenotypem  

w obrębie wrodzonej łamliwości kości należy pamiętać, że istnieje wiele chorób,  

które prezentują zbliżone cechy kliniczne. Są to m.in. choroby charakteryzujące się 

obniżoną gęstością kości: osteoporoza pierwotna (MIM 166710, 300910, 301014, 

615220), zespół Bruck’a (MIM 259450, MIM 609220), zespół Cole-Carpenter’a (MIM 

112240, MIM 616294), ale również hipofosfatazja (MIM 146300), Osteoporosis 

Pseudoglioma Syndrome (MIM 259770), zespół Hajdu-Cheney (MIM 102500), 

geroderma osteodysplastica (MIM 231070), gnathodiaphyseal dysplasia (MIM 166260) 

i Dentinogenesis imperfecta (MIM 125490) (1, 4, 6, 7). Na etapie prenatalnym,  

na podstawie badań ultrasonograficznych, wrodzona łamliwość kości może być także 

mylona z ciężką postacią hipofosfatazji (MIM 214500), dysplazją tanatoforyczną (MIM 

187600, 187601), achondrogenezą typu 1B (MIM 600972), czy dysplazją 

kampomieliczną (MIM 114290) (4, 12, 22). Pomijając różnice w podłożu genetycznym  

i sposobie dziedziczenia, każda z chorób cechuje się innym przebiegiem oraz zaleceniami 

dotyczącymi leczenia. W przypadku niejasnego fenotypu pacjenta zaleca się wykonanie 

badania metodą WES (19). 

3.5. Leczenie 

Wrodzona łamliwość kości jest chorobą nieuleczalną, która w zależności  

od nasilenia objawów, stopnia niepełnosprawności oraz wieku wymaga indywidualnego 

podejścia terapeutycznego. Opieka medyczna skupia się przede wszystkim  

na minimalizacji liczby złamań, poprawie samodzielności i jakości życia pacjentów. 

Pacjent może wymagać wielospecjalistycznej opieki pediatrycznej, ortopedycznej, 

okulistycznej, genetycznej, stomatologicznej, rehabilitacyjnej, kardiologicznej  

i psychologicznej, a w cięższych przypadkach licznych operacji chirurgicznych,  

czy podtrzymywania funkcji życiowych przez aparaturę tlenową. W leczeniu wrodzonej 
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łamliwości kości najczęściej stosuje się preparaty z witaminą D i wapniem, w cięższych 

przypadkach włączane jest cykliczne leczenie farmakologiczne (1, 4, 13, 23).  

Mimo stosowanych terapii, choroba pozostaje obciążeniem, które ogranicza człowieka  

w codziennych czynnościach i znacząco obniża jakość życia. Wciąż brak jest 

dedykowanego leku zarejestrowanego do terapii w tej grupie chorych.  

Od prawie 30 lat leczenie wrodzonej łamliwości kości oparte jest  

na bisfosfonianach - lekach antyresorpcyjnych zarejestrowanych dla pierwotnej i wtórnej 

osteoporozy. Do najczęściej stosowanych środków należą pamidronian i kwas 

zoledronowy (24). Leki te używane u pacjentów z wrodzoną łamliwością kości skutkują 

zwiększeniem gęstości mineralnej, co można tłumaczyć ich działaniem na osteoklasty  

i hamowaniem resorpcji kości. Zgodnie z najnowszymi rekomendacjami, dożylne 

podanie bisfosfonianów zaleca się u dzieci i dorosłych z ciężką postacią choroby (typ 3)  

oraz u dzieci ze złamaniami kręgów lub w przypadku występowania dwóch lub więcej 

złamań kości długich rocznie. Doustne podanie leku zaleca się u pacjentów z łagodną 

oraz umiarkowanie ciężką postacią choroby (typ 1, 4) przy jednoczesnym braku złamań 

kręgów. Efekt terapii bisfosfonianami na redukcję złamań i poprawę jakości życia 

chorych jest określany jako niepewny (25). Ponadto u pacjentów zaobserwowano pewne 

efekty uboczne w postaci: gorączki, biegunki, hipokalcemii, hipofosfatemii oraz zaburzeń 

ze strony układu pokarmowego. Mimo relatywnie długiego okresu półtrwania, 

największą skuteczność wykazują w pierwszym roku podaży. Niestety u części 

pacjentów (z umiarkowanie ciężką formą wrodzonej łamliwości kości, u których nie 

potwierdzono obecności mutacji w genach COL1A1 i COL1A2), wykazano bardzo słabą 

odpowiedź na leczenie bisfosfonianami (26). 

Do grupy leków antyresorpcyjnych należy również denosumab - ludzkie 

przeciwciało monoklonalne (IgG2) skierowane przeciwko ligandom aktywatora receptora 

jądrowego czynnik kappa-B (RANKL) (26). Jego działanie opiera się na blokowaniu 

interakcji ligandów RANKL z receptorami RANK, co prowadzi do zahamowania 

aktywności istniejących osteoklastów oraz powstawania nowych. Z tego powodu 

najlepsze efekty powinien wykazywać wśród pacjentów z patogennymi wariantami  

w genie SERPINF1 (wrodzona łamliwość kości typu VI), skutkującymi zwiększoną 

aktywnością osteoklastów. Denosumab, zarejestrowany do leczenia osteoporozy 

postmenopauzalnej, wykazuje znaczący wzrost gęstości mineralnej kości oraz spadek 

częstości występowania złamań (24). Wśród skutków ubocznych stosowania leku 

wymienia się: nasilenie objawów po odstawieniu leku, hiperkalcemię oraz hiperkalciurię 
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(26). Badania kliniczne z zastosowaniem denosumabu u dzieci z wrodzoną łamliwością 

kości były prowadzone w latach 2015-2022, w tym również w Polsce. Jednakże ze 

względów bezpieczeństwa badanie zostało przerwane przez sponsora z powodu 

hiperkalcemii u uczestników badania (27). 

Wśród proponowanych terapii znalazł się również hormon wzrostu,  

którego pozytywny wpływ na zwiększenie wytrzymałości kości zaobserwowano u dzieci 

z deficytem tego hormonu. Badania z użyciem teryparatydu (syntetycznego hormonu 

przytarczyc) do leczenia osteoporozy postmenopauzalnej wykazały wzrost gęstości masy 

kostnej u chorych. Choć podobne efekty działania leku zaobserwowano w grupie 

dorosłych pacjentów z wrodzoną łamliwością kości, nie podjęto takich badań  

na dzieciach ze względu na zwiększone ryzyko wystąpienia kostniakomięsaków 

raportowanych w badaniach na zwierzętach (26). 

Kolejna klasa leków stosowanych w terapii wrodzonej łamliwości kości opiera się  

na stymulowaniu kościotworzenia. Jednym z takich preparatów jest romosozumab - 

humanizowane przeciwciało monoklonalne skierowane przeciw sklerostynie. W wyniku 

hamowania jej aktywność, wspomaga w ten sposób proces tworzenia osteoidu poprzez 

aktywację osteoklastów i rekrutowanie komórek osteoprogenitorowych.  

Ponadto, romosozumab modyfikuje ekspresję mediatorów aktywacji osteoklastów,  

co powoduje także zmniejszenie resorpcji tkanki kostnej. Rezultatem tego podwójnego 

efektu (aktywacja procesu kościotworzenia i zmniejszania resorpcji kości) jest 

obserwowany istotny wzrost masy kostnej, a co za tym idzie poprawa w zakresie 

struktury i jakości kości. Obecnie lek ten jest zarejestrowany do leczenia osteoporozy  

u kobiet w okresie pomenopauzalnym. Do preparatów z grupy przeciwciał anty-

sklerostynie zalicza się również blosozumab oraz przeciwciało BPS804. Liczne badania 

dowodzą ich korzystny wpływ na poprawę gęstości kości i zmniejszenie liczby złamań  

u pacjentów z osteoporozą. Randomizowane badanie kliniczne fazy IIa w grupie 

pacjentów z typem 4 wrodzonej łamliwości kości, dowiodło że dożylna podaż 

przeciwciała BPS804 znacząco zwiększyła liczbę markerów kościotworzenia, obniżyła 

ilość markerów resorpcyjnych i poprawiła gęstość kości w odcinku lędźwiowym (24). 

Wyniki badań u osób z pierwotną osteoporozą oraz pacjentek w okresie 

postmenopauzalnym, wykazują zwiększone występowanie zdarzeń niepożądanych  

ze strony układu sercowo-naczyniowego w grupie leczonej romosozumabem (w tym 

zawał mięśnia sercowego, udar, niewydolność serca i zgon) (26). Obecnie prowadzone 

są dwa badania z zastosowaniem preparatu setrusumab (przeciwciało BPS804)  
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u pacjentów z wrodzoną łamliwością kości, pierwsze – otwarte, randomizowane badanie 

fazy 3 porównujące działanie setrusumabu z bisfosfonianami (An Open-label, 

Randomized, Active-Controlled, Phase 3 Study of Setrusumab Compared With 

Bisphosphonates in Pediatric Subjects With Osteogenesis Imperfecta Types I, III or IV), 

oraz drugie – randomizowane badanie fazy 2/3 mające na celu ustalenie dawki, 

skuteczności oraz bezpieczeństwa stosowania setrusumabu (An Operationally Seamless, 

Randomized Phase 2/3 Study Consisting of a Phase 2 Single-Blind, Dose-Evaluation 

Phase and a Phase 3 Double-Blind, Placebo-Controlled Phase to Assess the Efficacy and 

Safety of Setrusumab in Subjects With Osteogenesis Imperfecta). W Polsce rozpoczyna 

się także badanie kliniczne pt. „Wieloośrodkowe, randomizowane badanie kliniczne fazy 

3, prowadzone metodą otwartej próby, mające na celu ocenę skuteczności  

i bezpieczeństwa terapii romosozumabem w porównaniu do terapii bisfosfonianami  

u dzieci i młodzieży z wrodzoną łamliwością kości” (27). 

Kilka obiecujących metod leczenia wrodzonej łamliwości kości znajduje się 

obecnie w fazie eksperymentalnej. Jedną z nich jest zastosowanie przeciwciał przeciwko 

transformującemu czynnikowi wzrostu β (tzw. anty-TGF-β), który odgrywa kluczową 

rolę w przebudowie kości poprzez sprzęganie procesu resorpcji kości i kościotworzenia. 

Zahamowanie działania czynnika TGF-β może doprowadzić do przyrostu masy kostnej, 

wpływając tym samym na wzrost wytrzymałości kości oraz zmniejszenie liczby złamań 

(26). Badania z zastosowaniem przeciwciał TGF-β wykazały wzrost masy kostnej  

na poszczególnych modelach mysich (tj. dla wrodzonej łamliwości kości wiązanych  

z mutacjami w genie COL1A2 i CRTAP, cechujących się zwiększoną aktywnością 

czynnika TGF-β). Powyższe dane wskazują, że sygnalizacja TGF-β może być jednym  

z mechanizmów leżących u podłoża choroby, a tym samym może stanowić nowy cel 

leczenia. Niemniej jednak wydaje się, że skuteczność przeciwciał anty-TGF-β może 

różnić się w zależności od podłoża genetycznego choroby. Bezpieczeństwo stosowania 

fresolimumabu (przeciwciała anty-TGF-β), jest obecnie testowane w grupie pacjentów  

z typem 3 i 4 (z substytucją glicyny w genie COL1A1 lub COL1A2 oraz z patogennymi 

wariantami w genach CRTAP, PPIB oraz P3H1) (24). Preparat ten był dotychczas 

używany w leczeniu nowotworów (26).  

Kolejna proponowana terapia opiera się o przeszczep mezenchymalnych komórek 

macierzystych, ze względu na ich zdolność do różnicowania w różne typy komórek. 

Dotychczasowe badania przeprowadzone u pacjentów z ciężką postacią wrodzonej 

łamliwości kości wykazały poprawę wzrostu kości, zwiększenie zawartości mineralnej 
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oraz spadek liczby złamań. Skuteczność przeszczepu ludzkich płodowych 

mezenchymalnych komórek macierzystych wykazano u pacjentów pediatrycznych, 

zarówno na etapie prenatalnym jak i postnatalnym. Mimo obiecujących efektów, 

szczególnie możliwości formowania prawidłowej budowy kości u najmłodszych 

pacjentów, terapia wymaga przeprowadzenia badań na większej grupie pacjentów (26). 

Szeroką grupę stanowią również terapie wykorzystujące metody inżynierii 

genetycznej, oparte na przeprogramowaniu komórek somatycznych w indukowane 

pluripotencjalne komórki macierzyste oraz skierowane na przeciwdziałanie stresowi 

komórkowemu (ang. ER stress). Dotychczas potencjalne korzyści z ich zastosowania 

obserwowano głównie na modelach komórkowych lub zwierzęcych. Możliwość 

wprowadzenia ich do leczenia pacjentów z wrodzoną łamliwością kości wymaga 

zwiększenia liczby badań z udziałem ludzi oraz wyeliminowania potencjalnych skutków 

ubocznych (23, 26). 
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4. Cele pracy 

Sformułowano następujące cele badawcze: 

1. Określenie podłoża genetycznego w grupie polskich pacjentów z wrodzoną 

łamliwością kości. 

2. Poszukiwanie zmienności genetycznej w genach kolagenu typu I. 

3. Ustalenie związku genotypu z obserwowanym efektem fenotypowym  

u pacjentów z potwierdzeniem molekularnym choroby. 

4. Ocena skuteczności metody sekwencjonowania następnej generacji  

w diagnostyce wrodzonej łamliwości kości. 
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5. Materiał i metody 

Przedłożony cykl publikacji jest efektem prowadzonego w latach 2016-2021 

grantu młodego naukowca pt. ”Genetyczne uwarunkowania wrodzonej łamliwości kości” 

finansowanego ze środków Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki nr 2016/IV/57-MN 

(kierownik projektu: mgr Kinga Sałacińska) 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 uzyskał zgodę Komisji Bioetycznej przy Instytucie Centrum Zdrowia Matki Polki 

w Łodzi numer 108/2015. 

5.1. Grupa badana 

Grupę badaną stanowiło 197 pacjentów (180 rodzin) z podejrzeniem wrodzonej 

łamliwości, kości rekrutowanych przez sześć jednostek medycznych w latach 2016-2022: 

 Instytut Centrum Zdrowia Matki Polki w Łodzi, Poradnia Genetyczna, Łódź, 

 Centralny Szpital Kliniczny im. M. Konopnickiej w Łodzi, Klinika 

Propedeutyki Pediatrii i Chorób Metabolicznych Kości, Łódź, 

 Górnośląskie Centrum Zdrowia Dziecka im. Św. Jana Pawła II, Samodzielny 

Publiczny Szpital Kliniczny nr 6 Śląskiego Uniwersytetu Medycznego w 

Katowicach, Oddział Pediatrii i Endokrynologii Dziecięcej z Pododdziałem 

Zaburzeń Rozwoju Płci, Katowice, 

 Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie, Klinika Pediatrii, 

Endokrynologii, Diabetologii, Chorób Metabolicznych i Kardiologii Wieku 

Rozwojowego, Szczecin, 

 Szpital Uniwersytecki w Krakowie, Oddział Kliniczny Położnictwa i 

Perinatologii, Kraków 

 Uniwersytet Medyczny w Poznaniu, Katedra i Zakład Genetyki Medycznej, 

Poznań. 

Badaniem objęto materiał pochodzący od dwóch płodów oraz 137 pacjentów 

pediatrycznych i 50 dorosłych, w wieku od 3 miesięcy do 46 lat. Pacjenci pochodzenia 

kaukaskiego prezentowali zróżnicowane nasilenie cech klinicznych. Do oceny 

fenotypowej zastosowano klasyfikację Sillence’a. Dane kliniczne pochodziły z kart 

medycznych pacjentów oraz z ankiet przygotowanych na potrzeby projektu. 
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Materiał genetyczny w postaci genomowego DNA posłużył do wykonania 

badania metodą NGS u wszystkich 197 pacjentów. Po przeprowadzeniu analizy 

bioinformatycznej uzyskanych danych oraz klasyfikacji wariantów, wytypowano zmiany 

mogące mieć związek z wystąpieniem objawów choroby. Obecność powyższych 

wariantów potwierdzono metodą sekwencjonowania Sangera. Pacjenci, u których nie 

wykryto wariantów sprawczych, mieli dodatkowo wykonane badanie metodą MLPA  

w celu identyfikacji delecji lub duplikacji w obrębie genów kolagenu typu 1. 

5.2. Izolacja materiału genetycznego 

Materiał wyjściowy do wykonania wszystkich badań molekularnych stanowił 

genomowy DNA. W przypadku pacjentów postnatalnych, izolacji dokonano z krwi 

obwodowej pobranej do probówek z antykoagulantem EDTA, o objętości minimum 

0,5mL. Genomowe DNA zostało automatycznie wyizolowane z wykorzystaniem 

komercyjnie dostępnego zestawu MagCore Genomic DNA Whole Blood Kit (RBC 

Bioscience, Taiwan). Do izolacji DNA pacjentów prenatalnych wykorzystano płyn 

owodniowy lub fragment sznura pępowinowego. Ekstrakcji dokonano przy użyciu 

manualnego zestawu Sherlock AX kit (A&A Biotechnology, Polska). 

5.3. Sekwencjonowanie następnej generacji 

Do określenia podłoża genetycznego wrodzonej łamliwości kości w badanej 

grupie pacjentów zastosowano metodę sekwencjonowania następnej generacji (NGS).  

W tym celu, korzystając z programu Illumina Design Studio, zaprojektowano autorski 

panel genów, w odniesieniu do sekwencji referencyjnej genomu ludzkiego GenBank 

GRCh37. Lista genów powstała na podstawie danych pochodzących z bazy OMIM (ang. 

Online Mendelian Inheritance in Man) oraz danych literaturowych. Ze względu  

na zmiany technologiczne wprowadzone przez producenta, w badaniu zastosowano dwa 

różne panele, oba umożliwiające analizę genów COL1A1 i COL1A2 w takim samym 

zakresie. Pierwszy panel, oparty o technologię TruSeq Custom Amplicon (Illumina, 

USA), obejmował geny o potwierdzonym (typ I-XVII) i prawdopodobnym udziale  

w patogenezie wrodzonej łamliwości kości oraz geny związane z chorobami o zbliżonym 

fenotypie (COL1A1, COL1A2, IFITM5, SERPINF1, CRTAP, P3H1, PPIB, SERPINH1, 

FKBP10, SP7, BMP1, TMEM38B, WNT1, CREB3L1, SPARC, PLS3, SEC24D, P4HB, 

PLOD2, TNFSF11, LRP5, DKK1, RANKL, XYLT2, BMP2, BMP3, BMP4, BMP5, BMP6, 
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BMP7, OPG, SOST, IL6, IGF1). Z jego użyciem wykonano badanie u 166 pacjentów. 

Drugi panel, oparty o technologię AmpliSeq DNA On-Demand (Illumina, USA),  

został nieco zmodyfikowany oraz zaktualizowany. Lista obejmowała geny związane  

z typami I-XIX wrodzonej łamliwości kości oraz geny związane z chorobami  

o zbliżonym fenotypie (COL1A1, COL1A2, IFITM5, SERPINF1, CRTAP, P3H1, PPIB, 

SERPINH1, FKBP10, SP7, BMP1, TMEM38B, WNT1, CREB3L1, SPARC, TENT5A, 

MBTPS2, MESD, KDELR2, SEC24D, P4HB, PLOD2, PLS3, LRP5). Z jego użyciem 

wykonano badanie u 31 pacjentów. W obu przypadkach zakres sekwencjonowania 

obejmował regiony kodujące oraz przylegające sekwencje intronowe.  

Przed przystąpieniem do procedury sekwencjonowania, przeprowadzono wstępną 

ocenę jakości i stężenia wyizolowanego DNA metodą spektrofotometryczną przy użyciu 

aparatu NanoDrop (Thermo Scientific, USA). Pomiar stężenia DNA wykonano również 

drugą, bardziej czułą metodą fluorymetryczną przy użyciu urządzenia Quantus (Promega, 

USA) stosując komercyjnie dostępny zestaw QuantiFluor dsDNA ONE (Promega, USA). 

Próbki pacjentów zostały przygotowane w sposób manualny, zgodnie  

z protokołem producenta. Procedura składała się z dziewięciu etapów: 

1. Pomiar i rozcieńczenie DNA 

2. Amplifikacja 

3. Częściowe trawienie amplikonów 

4. Ligacja indeksów 

5. Pierwsze oczyszczanie biblioteki 

6. Amplifikacja biblioteki 

7. Drugie oczyszczanie biblioteki 

8. Kontrola jakości bibliotek 

9. Rozcieńczanie bibliotek 

Etap kontroli jakości bibliotek wykonano przy użyciu komercyjnie dostępnych 

odczynników High Sensitivity D1000 ScreenTape (Agilent, USA). Pomiaru stężenia  

i wielkości bibliotek dokonano na aparacie TapeStation 4150 (Agilent, USA). 

Jednorazowo procedurę prowadzono dla grupy od 16 do 48 próbek. Efektem końcowym 

było połączenie rozcieńczonych bibliotek oraz ich denaturacja. Sekwencjonowanie 

przeprowadzono na platformie MiniSeq (Illumina, USA) z użyciem dwóch typów 

kartridży (Mid Output i High Output Kit, 300 cycles; Illumina, USA). 
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5.4. Analiza bioinformatyczna, filtrowanie i klasyfikacja wariantów 

Dane uzyskane w wyniku sekwencjonowania zostały poddane pierwszorzędowej 

analizie z użyciem wewnętrznego oprogramowania urządzenia MiniSeq oraz aplikacji 

Local Run Manager (uszeregowanie odczytów, mapowanie, ocena jakości, 

przekonwertowanie plików do formatu .bam i .vcf). 

Analizę wykrytych wariantów przeprowadzono z pomocą programu Variant Studio 

(Illumina, USA) przyrównując je do sekwencji referencyjnej genomu ludzkiego GenBank 

GRCh37. Do wizualizacji odczytów zastosowano program IGV (ang. Integrative 

Genomics Viewer, https://igv.org/) Filtrowanie przeprowadzono na podstawie 

przygotowanego algorytmu postępowania, gdzie oceniano warianty pod względem: 

 wpływu na strukturę i funkcję genu/białka (analiza wariantów typu 

missense, nonsens, frameshift, splicing), 

 częstości występowania w populacji (częstość <2% dla populacji 

europejskiej nie-fińskiej, bazy: gnomAD Exomes, gnomAD Genomes), 

 informacji zawartych w bazach danych wariantów (dbSNP, ClinVar, 

HGMD, LOVD), 

 przewidywanego efektu na podstawie algorytmów in-silico  

(m.in. MutationTaster, Revel, SIFT, PolyPhen, FATHMM, DANN, 

SpliceAI), 

 informacji zawartych w dostępnej literaturze. 

Nieopisane w bazach danych warianty oceniano dodatkowo pod kątem stopnia 

konserwacji ewolucyjnej, stosując narzędzie do porównawczej analizy 

wielosekwencyjnej (ang. Multiple Sequence Alignment, MSA). Analizy dokonano 

porównując wybrany fragment sekwencji referencyjnej genomu człowieka oraz pięciu 

innych ssaków. Do tego celu wykorzystano oprogramowanie Clustal Omega 1.2.4  

i Jalview 2.11.0. 

Klasyfikacji wariantów dokonano z pomocą programu Varsome (https://varsome.com/) 

zgodnie z rekomendacjami Amerykańskiego Kolegium Genetyki Medycznej i Genomiki 

(ang. American College of Medical Genetics and Genomics, ACMG). Na tej podstawie 

do dalszej analizy wytypowano warianty o charakterze patogennym, prawdopodobnie 

patogennym oraz o nieznanym znaczeniu klinicznym. 
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Nieopisane dotąd warianty patogenne oraz prawdopodobnie patogenne, wykryte  

w badanej grupie pacjentów, zostały zgłoszone do ogólnoświatowej bazy wariantów 

ClinVar pod afiliacją Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki. 

5.5. Sekwencjonowanie metodą Sangera 

Obecność zidentyfikowanych w badaniu NGS wariantów weryfikowano za 

pomocą sekwencjonowania metodą Sangera. Metodę wykorzystano również do 

przeprowadzenia analizy segregacji wariantów w rodzinie. Dla każdego wariantu 

zaprojektowano specyficzną parę starterów z wykorzystaniem programu Primer-BLAST 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), Primer3web (https://primer3.ut.ee/) 

oraz UCSC In-Silico PCR (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr).  

Dla wariantów zlokalizowanych w genie COL1A1 i COL1A2 zastosowano odpowiednio 

sekwencję referencyjną NM_000088.4 oraz NM_000089.4. Reakcję amplifikacji 

wybranych sekwencji (ang. Polymerase Chain Reaction, PCR) przeprowadzono  

z użyciem polimerazy GoTaq Master Mix (Promega, USA). Uzyskane produkty PCR 

następnie oczyszczono (ExoSAP-IT, Applied Biosystems, USA) i wyznakowano 

(BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit; Applied Biosystems, USA). 

Sekwencjonowanie próbek przeprowadzono na aparacie 3500 Genetic Analyser (Applied 

Biosystems, USA). Uzyskane wyniki analizowano z użyciem programu Mutation 

Surveyor V5.1.0 software (SoftGenetics, USA). 

5.6. Analiza liczby kopii 

Genomowe DNA pacjentów, u których nie wykryto wariantów sprawczych, 

poddano analizie metodą MLPA (ang. Multiplex Ligation-dependent Probe 

Amplification) w celu identyfikacji delecji lub duplikacji w obrębie genów kolagenu typu 

1. Procedurę przeprowadzono z użyciem komercyjnych zestawów dla genów COL1A1  

i COL1A2 (SALSA MLPA P271 i P272 kit, MRC Holland, The Netherlands). 

5.7. Analiza statystyczna 

Istotność występowania poszczególnych cech klinicznych została oceniona przy 

użyciu testu χ2 Cochrane-Armitage dla trendu z korekcją Bonferroniego-Hochberga  

dla porównań wielokrotnych. Za istotne statystycznie uznano cechy, dla których wartość 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://primer3.ut.ee/
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr
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„p” wyniosła <0,05. Analizę statystyczną przeprowadzono przy użyciu oprogramowania 

The R Project for Statistical Computing v4.2.1. 

5.8. Analiza „regionów letalnych” z wykorzystaniem zasobów bazy OIVD 

Zawarta w pracy analiza wariantów zlokalizowanych w „regionach letalnych” 

genów COL1A1 i COL1A2 oraz wariantów związanych z występowaniem typu 2 

wrodzonej łamliwości kości opierała się na analizie ponad trzech tysięcy wariantów 

zgłoszonych do bazy wariantów związanych z wrodzoną łamliwością kości (ang. 

Osteogenesis Imperfecta Variant Database, OIVD) do stycznia 2020 roku. Na podstawie 

danych literaturowych określono lokalizację na poziomie nukleotydowym  

oraz aminokwasowym dwóch „regionów letalnych” w genie COL1A1 oraz ośmiu 

„regionów letalnych” w genie COL1A2. Następnie obliczono stosunek liczby wariantów 

związanych z występowaniem formy letalnej oraz form nieletalnych dla każdego regionu 

oraz aminokwasu. Dodatkowo, przeanalizowano lokalizację wszystkich zmian 

związanych z typem 2 wrodzonej łamliwości kości zaraportowanych w genach kolagenu 

typu I oraz proporcję liczby wariantów związanych z występowaniem formy letalnej  

oraz form nieletalnych dla każdego aminokwasu. Obliczeń dokonano na podstawie 

pozycji białkowej wariantów. Jeżeli pojedyncza zmiana spowodowała więcej niż jeden 

typ choroby, każdy typ był liczony jako osobny wariant. Analizowano wyłącznie rekordy 

powodujące substytucję glicyny o potwierdzonej patogenności oraz określonym typie 

choroby (typ 1, 2, 3 i 4 oraz typy pośrednie). 
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6. Omówienie wyników przedstawionych w cyklu publikacji 

Publikacja 1 

Sałacińska K, Pinkier I, Rutkowska L, Chlebna-Sokół D, Jakubowska-Pietkiewicz E, 

Michałus I, Kępczyński Ł, Salachna D, Wieczorek-Cichecka N, Piotrowicz M,  

Chilarska T, Jamsheer A, Matusik P, Wilk M, Petriczko E, Giżewska M, Stecewicz I, 
Walczak M, Rybak-Krzyszkowska M, Lewiński A, Gach A. 
NGS analysis of collagen type I genes in Polish patients with Osteogenesis imperfecta:  

a nationwide multicenter study. 

Front Endocrinol (Lausanne). 2023 Sep 22;14:1149982. PMID: 37810882. 

 

Cykl publikacji otwiera praca opisująca wyniki analizy wariantów w genach 

kolagenu typu I w grupie polskich pacjentów z wrodzoną łamliwością kości  

z zastosowaniem metody NGS. Jest to praca podsumowująca projekt naukowy 

2016/IV/57-MN pt. ”Genetyczne uwarunkowania wrodzonej łamliwości kości”, 

realizowany w latach 2016-2021. 

W pracy przedstawiono wyniki pierwszego badania nad podłożem genetycznym 

wrodzonej łamliwości kości u polskich pacjentów. Grupę badaną stanowiło 197 polskich 

pacjentów (180 rodzin) z podejrzeniem wrodzonej łamliwości kości, rekrutowanych 

przez sześć jednostek medycznych w latach  2016-2022.  Na tle innych opublikowanych 

wyników, badana kohorta stanowi drugą najliczniejszą grupę wśród populacji 

europejskich (Włochy 295, Szwecja 164, Ukraina 94, Finlandia 54, Estonia 30 rodzin). 

Uzyskane wyniki podzielono na 3 główne sekcje: charakterystykę badanej populacji, 

analizę podłoża genetycznego oraz analizę cech fenotypowych pacjentów  

z potwierdzoną przyczyną choroby. 

6.1. Charakterystyka badanej populacji 

Po wykonaniu badania techniką NGS u wszystkich 197 pacjentów skierowanych  

do projektu, w wyniku reanalizy danych klinicznych, odrzucono ośmioro pacjentów. 

Wśród nich znalazła się 4 miesięczna dziewczynka z obciążonym wywiadem rodzinnym, 

dwoje bezobjawowych rodziców dzieci z ciężką postacią choroby oraz pięcioro 

pacjentów z niewystarczającymi wskazaniami, niejednoznacznym fenotypem  

lub wymagających diagnostyki różnicowej. Ostatecznie do dalszych analiz 

zakwalifikowano 189 pacjentów (175 rodzin): dwa płody, 137 dzieci i 50 dorosłych  

w wieku od 3 miesięcy do 46 lat w momencie zgłoszenia do badania. Na podstawie 

dostępnych danych klinicznych określono, iż 107 pacjentów prezentowało łagodny typ 1 
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wrodzonej łamliwości kości, 34 umiarkowany typ 4, 45 postępująco-deformujący typ 3, 

trzech letalny typ 2. 

6.2. Podłoże genetyczne 

Podrozdział podzielono na pięć odrębnych zagadnień: charakterystyka podłoża 

genetycznego w badanej grupie polskich pacjentów, analiza zidentyfikowanych 

wariantów, nowe warianty, analiza zmian zlokalizowanych w „regionach letalnych”  

oraz pacjenci z dwoma wariantami w genach kolagenu typu I. 

6.2.1. Charakterystyka podłoża genetycznego w badanej grupie pacjentów 

Warianty sprawcze zidentyfikowano u 108 badanych rodzin (119 pacjentów): 

metodą NGS w 106, metodą MLPA w dwóch przypadkach. U czterech pacjentów 

zidentyfikowano po dwa potencjalnie patogenne warianty w genach kolagenu typu I; 

ostatecznie, dla każdego z pacjentów wytypowano po jednym wariancie sprawczym. 

Wśród pacjentów z potwierdzeniem genetycznym choroby, dominującą grupę stanowiły 

osoby z łagodnym typem 1, następnie z postępująco-deformującym typem 3, 

umiarkowanym typem 4 i letalnym typem 2. 

Patogenne zmiany w genie COL1A1 zidentyfikowano w 76 rodzinach (85 pacjentów),  

a w genie COL1A2 w 32 (34 pacjentów). Jedynie dziewięć wariantów wystąpiło 

niezależnie w przynajmniej dwóch niespokrewnionych rodzinach. Nie wykryto 

obecności zmian sprawczych w genach COL1A1 oraz COL1A2 u 70 pacjentów  

(67 rodzin) (Tabela 3). 

Tabela 3. Charakterystyka podłoża genetycznego badanej grupy 175 rodzin z uwzględnieniem 
poszczególnych typów wrodzonej łamliwości kości (OI). 
 

 

6.2.2. Analiza zmian zidentyfikowanych w genach kolagenu typu I 

W badanej grupie pacjentów wykryto 97 różnych wariantów sprawczych:  

68 w genie COL1A1 (70%), 29 w genie COL1A2 (30%). Przy użyciu metody MLPA 

Typ OI 

Liczba rodzin  

z mutacją w genie 

COL1A1 

Liczba rodzin  

z mutacją w genie 

COL1A2 

Liczba rodzin  

z mutacją w genach 
kolagenu typu I 

Liczba rodzin bez 

mutacji w genach 

kolagenu typu I 

Suma 

1 40 5 45 (42%) 51 96 (55%) 

2 3 0 3 (3%) 0 3 (1%) 

3 25 13 38 (35%) 6 44 (26%) 

4 8 14 22 (20%) 10 32 (18%) 

Suma 76 32 108 67 175 
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zidentyfikowano dwie duże rearanżacje w postaci delecji 25 eksonów genu COL1A1  

oraz delecji 6 eksonów genu COL1A2. Dzięki zastosowaniu techniki NGS wykryto:  

53 substytucje glicyny (ang. missense), 14 delecji pojedynczego nukleotydu 

zaburzających ramkę odczytu (ang. frameshift), 13 substytucji nukleotydu w regionach 

splicingowych (ang. splicing), 10 wariantów wprowadzających przedwczesną terminację 

łańcucha białkowego (ang. nonsense), jedną delecję niezaburzającą ramki odczytu (ang. 

in-frame deletion) oraz jedną insercję niezaburzającą ramki odczytu (ang. in-frame 

insertion). Większość zmian zidentyfikowanych metodą NGS była zlokalizowana  

w regionach helikalnych obu genów. Jedynie trzy warianty znajdowały się w regonie  

N-terminalnym i trzy w regionie C-terminalnym genu COL1A1. Zgodnie z efektem 

wywieranym przez poszczególne mutacje na cząsteczki kolagenu typu I określono,  

iż 65% wykrytych wariantów powoduje zmianę jakościową, a 35% zmianę ilościową.  

W ramach analizy poszczególnych grup mutacji określono związany z nimi fenotyp: 

warianty typu frameshift oraz nonsense zidentyfikowano u pacjentów z typem 1,  

mutacje splicingowe wykryto u pacjentów prezentujących wszystkie trzy nieletalne typy 

choroby, z kolei delecję i duplikację niezaburzającą ramki odczytu odpowiednio  

u pacjentów z typem 3 i 4. Najczęściej raportowane mutacje missense były odnotowane 

u pacjentów ze wszystkimi czterema typami choroby (Tabela 4). Dla każdego z siedmiu 

aminokwasów powodujących substytucję glicyny określono liczbę wykrytych wariantów 

oraz związany z nimi typ choroby. 

Tabela 4. Liczba zmian zidentyfikowanych w genie COL1A1 i COL1A2 z podziałem na grupy wariantów, 
z uwzględnieniem poszczególnych typów wrodzonej łamliwości kości (OI). 

 COL1A1 

 OI 1 OI 2 OI 3 OI 4 Suma 

Frameshift 15 - - - 15 

Nonsense 10 - - - 10 

Splicing 9 - 3 1 13 

Missense 1 3 20 6 30 

Suma 35 (52%) 3 (4%) 23 (34%) 7 (10%) 68 

 COL1A2 

 OI 1 OI 2 OI 3 OI 4 Suma 

Frameshift - - - 1 1 

Splicing - - 1 2 3 

In-frame deletion - - 1 - 1 

In-frame insertion - - - 1 1 

Missense 3 - 10 10 23 

Suma 3 (10%) 0 (0%) 12 (42%) 14 (48%) 29 
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6.2.3. Nowe warianty 

Wśród 97 różnych wariantów opisanych w publikacji, 38 stanowiły nowe, 

nieraportowane wcześniej zmiany: 24 w genie COL1A1, 14 w genie COL1A2. 

Najliczniejszą grupą były substytucje (n=19), następnie delecje (n=10), warianty 

splicingowe (n=6), warianty nonsense (n=2), insercje (n=1). Spośród siedmiu 

aminokwasów powodujących zmianę glicyny w łańcuchu białkowym, 

zidentyfikowaliśmy pierwszą substytucję glicyny na tryptofan w genie COL1A1. 

6.2.4. Analiza zmian zlokalizowanych w „regionach letalnych” 

W badanej populacji zidentyfikowano siedem różnych zmian zlokalizowanych  

w „regionach letalnych” genów kolagenu typu I. Choć są one związane z występowaniem 

najcięższej - letalnej formy wrodzonej łamliwości kości, żaden z ośmiu pacjentów,  

u których zaraportowano powyższe zmiany, nie prezentował typu 2. Powyższemu 

zagadnieniu została w całości poświęcona publikacja nr. 2 wchodząca w skład 

prezentowanego cyklu. 

6.2.5. Pacjenci z dwoma wariantami w genach kolagenu typu I 

Na etapie analizy bioinformatycznej, u czterech pacjentów odnotowano po dwie 

zmiany zlokalizowane w genach kolagenu typu I potencjalnie związane z wystąpieniem 

objawów choroby. Były to połączenia wariantów klasy 1 lub 2 (wariant patogenny, 

wariant prawdopodobnie patogenny) z wariantami klasy 2 lub 3 (wariant 

prawdopodobnie patogenny, wariant o nieznanym znaczeniu klinicznym). W każdym  

z czterech przypadków, wariantem klasy 2 lub 3 była zmiana typu missense, jednakże 

wprowadzająca substytucję aminokwasu innego niż glicyna. Na podstawie dokładnej 

analizy informacji dostępnych w bazach danych, literaturze oraz po wykonaniu badań 

genetycznych u członków rodziny, ostatecznie dla każdego z pacjentów wytypowano  

po jednej zmianie sprawczej, co pozostaje w zgodności z autosomalnie dominującym 

sposobem dziedziczenia w tych genach w odniesieniu do wrodzonej łamliwości kości.  

Z kolei obecność drugiej zmiany - substytucji „nie-glicyny” - należy potraktować jako 

ewentualny czynnik modyfikujący lub dokonać reklasyfikacji wariantu na klasę 4 lub 5 

(wariant prawdopodobnie łagodny, wariant łagodny). 

6.3. Analiza fenotypowa pacjentów z potwierdzoną przyczyną choroby 

W oparciu o grupę pacjentów z potwierdzoną przyczyną genetyczną wrodzonej 

łamliwości kości, wykonano analizę cech fenotypowych. Grupa ta liczyła 55 pacjentów 
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z typem 1, 23 z typem 4, 38 z typem 3 oraz trzech z typem 2, jednakże ze względu  

na niewielką reprezentację nie uwzględniono jej na dalszym etapie oceny. 

Na podstawie danych klinicznych dla każdej z trzech grup określono: liczbę pacjentów 

płci męskiej i żeńskiej, wiek pacjentów w momencie rekrutacji, wzrost w centylach, 

liczbę złamań oraz liczbę złamań na rok. Porównano również częstość występowania 

poszczególnych cech pomiędzy pacjentami z typem 1, 3 i 4 z określeniem istotności 

statystycznej. Deformacje obecne w okresie prenatalnym, złamania kręgów, trójkątny 

kształt twarzy, Dentinogenesis imperfecta, ograniczenia mobilności, deformacje klatki 

piersiowej oraz kości długich występowały znacznie częściej w konkretnych grupach 

pacjentów, przez co mogą być uznane za charakterystyczne dla poszczególnych typów 

choroby. Z wyjątkiem złamań kręgów, częstość występowania pozostałych 

wymienionych wyżej cech rosła wraz z nasileniem objawów choroby. Z kolei niebieskie 

twardówki, wady słuchu i osteoporoza były w niemal równym stopniu obserwowane 

wśród pacjentów reprezentujących wszystkie trzy typy choroby, przez co nie mogą być 

uznane za charakterystyczne (nie wykazały istotności statystycznej). 

Na przykładzie badanej grupy pacjentów uzyskane wyniki wykazały, że metoda 

NGS jest najbardziej kompleksowym narzędziem w diagnostyce wrodzonej łamliwości 

kości wśród polskich pacjentów. Identyfikacja nowych wariantów w genach kolagenu 

typu I przyczyniła się do powiększenia spektrum zmian związanych z patogenezą 

wrodzonej łamliwości kości. Z kolei upowszechnienie wyników w zakresie znanych 

wariantów w połączeniu z danymi klinicznymi, może przyczynić się w przyszłości do 

utworzenia modelu predykcyjnego określającego korelację genotyp-fenotyp, a także do 

opracowania skutecznego leczenia. 
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W drugiej publikacji przedstawiono grupę siedmiu pacjentów z patogennymi 

wariantami zlokalizowanymi w „regionach letalnych” genów kolagenu typu I, 

opisywanych dotychczas jako miejsca związane z występowaniem najcięższej postaci 

wrodzonej łamliwości kości typu 2 (dotyczy wyłącznie zmian powodujących substytucję 

glicyny). Ze względu na fenotyp prezentowany przez pacjentów w badanej populacji 

polskiej – od formy łagodnej, poprzez postać o umiarkowanym nasileniu cech, po formę 

postępująco-deformującą – analizę poszerzono o dane pochodzące z różnych populacji 

dostępne w bazie OIVD.  

Uzyskane wyniki zostały podzielone na cztery główne sekcje: opis kliniczny 

pacjentów, charakterystyka i klasyfikacja zidentyfikowanych wariantów, charakterystyka 

wszystkich wariantów skutkujących substytucją glicyny w obrębie „regionów letalnych”, 

analiza i lokalizacja wszystkich wariantów skutkujących substytucją glicyny związanych 

z występowaniem formy letalnej w genach COL1A1 i COL1A2. 

6.4. Analiza zmian zlokalizowanych w „regionach letalnych” zidentyfikowanych 

w badanej grupie pacjentów 

 W wyniku badania metodą NGS w populacji 166 osób z podejrzeniem wrodzonej 

łamliwości kości, wyodrębniono grupę siedmiu pacjentów z patogennymi wariantami 

zlokalizowanymi w „regionach letalnych” genów kolagenu typu I. Mutacje sprawcze 

wyłoniono na podstawie analizy bioinformatycznej, a ich obecność potwierdzono metodą 

sekwencjonowania Sangera. Pacjenci w wieku od 3 do 25 lat prezentowali objawy 

kliniczne o zróżnicowanym nasileniu odpowiadające wszystkim trzem nieletalnym 

typom wrodzonej łamliwości kości (typ 1, 3, 4).  

6.4.1. Opis kliniczny pacjentów 

W badanej grupie pacjentów zidentyfikowano siedem osób, u których wykryta 

mutacja sprawcza była zlokalizowana w obrębie „regionów letalnych” genów kolagenu 
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typu I. Pięcioro pacjentów prezentowało formę postępująco-deformującą (typ 3),  

jeden postać o umiarkowanym nasileniu cech (typ 4) oraz jeden pacjent łagodny typ 

wrodzonej łamliwości kości (typ 1).  

6.4.2. Charakterystyka i klasyfikacja zidentyfikowanych wariantów 

Wśród sześciu różnych wariantów zaraportowanych w powyższej grupie,  

dwa były zlokalizowane w 1 „regionie letalnym” genu COL1A1 i skutkowały substytucją 

glicyny w alaninę (p.Gly995Ala, p.Gly998Ala). Pozostałe cztery znajdowały się  

w regionie 2, 6, 7 oraz 8 genu COL1A2 i powodowały substytucję glicyny w serynę  

oraz walinę (p.Gly556Val, p.Gly847Ser, p.Gly949Ser, p.Gly1072Val). 

Zgodnie z danymi źródłowymi, wariant p.Gly847Ser był już opisany u trzech pacjentów 

z typem 1 oraz 4, z kolei zmiana p.Gly949Ser została odnotowana u dziewięciu osób  

z typem 3, 2 oraz pośrednim typem 2/3. Pozostałe cztery mutacje nie były wcześniej 

raportowane (p.Gly995Ala, p.Gly998Ala, p.Gly556Val, p.Gly1072Val). Na podstawie 

analizy bioinformatycznej, baz danych, literatury oraz zgodnie z klasyfikacją ACMG, 

charakter powyższych wariantów został określony jako patogenny lub prawdopodobnie 

patogenny. 

6.5. Analiza „regionów letalnych” z wykorzystaniem zasobów bazy OIVD 

Druga część pracy opierała się na analizie ponad trzech tysięcy wariantów 

zgłoszonych do bazy OIVD do stycznia 2020 roku. Na podstawie danych literaturowych 

określono lokalizację na poziomie nukleotydowym oraz aminokwasowym dwóch 

„regionów letalnych” w genie COL1A1 oraz ośmiu „regionów letalnych” w genie 

COL1A2. Następnie obliczono stosunek liczby wariantów związanych z występowaniem 

formy letalnej oraz form nieletalnych dla każdego regionu oraz aminokwasu. Dodatkowo, 

przeanalizowano lokalizację wszystkich zmian związanych z typem 2 wrodzonej 

łamliwości kości zaraportowanych w genach kolagenu typu I oraz proporcję liczby 

wariantów związanych z występowaniem formy letalnej oraz form nieletalnych  

dla każdego aminokwasu. Obliczeń dokonano na podstawie pozycji białkowej 

wariantów. Jeżeli pojedyncza zmiana spowodowała więcej niż jeden typ choroby,  

każdy typ był liczony jako osobny wariant. Analizowano wyłącznie rekordy powodujące 

substytucję glicyny o potwierdzonej patogenności oraz określonym typie choroby (typ 1, 

2, 3 i 4 oraz typy pośrednie). 
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6.5.1. Charakterystyka wszystkich wariantów w obrębie „regionów 
letalnych” 

W dwóch „regionach letalnych” genu COL1A1 zaraportowano łącznie 33 różne 

substytucje glicyny u 41 pacjentów, jednakże dwa warianty wiązały się z dwoma różnymi 

formami choroby, w związku z tym liczba zmian wzrosła do 36. Z kolei w ośmiu 

„regionach letalnych” genu COL1A2 odnotowano 109 wariantów u 162 osób, z czego 15 

było związanych z więcej niż jedną postacią OI, przez co liczba zmian wzrosła do 126.  

Wśród 36 różnych substytucji glicyny genu COL1A1, 26 (71%) spowodowało postać 

letalną wrodzonej łamliwości kości (w regionie 1: 18 z 25 wariantów, w regionie 2:  

8 z 11 wariantów). W genie COL1A2 łącznie 51 (40%) ze 126 wariantów było 

związanych z letalną postacią wrodzonej łamliwości kości, jednakże różnice między 

poszczególnymi regionami wynosiły od czterech do dziewięciu zmian (28-55%) (Rycina 

4). 

 

Rycina 4. Nasilenie cech klinicznych wariantów zlokalizowanych w „regionach letalnych” genów kolagenu 
typu I. Każdy z typów wrodzonej łamliwości kości został oznaczony innym kolorem. Wysokość słupków 
odpowiada procentowemu udziałowi wariantów związanych z występowaniem danego typu choroby. 

 

Szczegółowa analiza wykazała znaczne różnice w częstości występowania oraz nasileniu 

postaci choroby dla poszczególnych aminokwasów. W „regionach letalnych” genu 

COL1A1, odnotowano siedem różnych aminokwasów podstawiających glicynę.  

Liczba odnotowanych wariantów dla pojedynczego aminokwasu wahała się od 1 do 9,  

a liczba zmian powodujących postać letalną od 1 do 8. W obrębie „regionów letalnych” 

genu COL1A1 każdy z aminokwasów był związany z przynajmniej jednym przypadkiem 
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letalnym. Wszystkie warianty powodujące substytucję glicyny na argininę, cysteinę  

oraz walinę skutkowały najcięższą formą wrodzonej łamliwości kości. Z kolei 

substytucje na serynę i kwas asparaginowy były związane z tą formą choroby w około 

75%, kwas glutaminowy w 50%, a alaninę w 25%. W „regionach letalnych” genu 

COL1A2, odnotowano osiem różnych aminokwasów podstawiających glicynę.  

Liczba różnych wariantów dla pojedynczego aminokwasu wahała się od 1 do 38, a liczba 

zmian powodujących postać letalną od 1 do 18. W obrębie ośmiu „regionów letalnych” 

genu COL1A2 wyłącznie fenyloalanina była związana tylko z formą letalną choroby, 

jednakże dla tego aminokwasu odnotowano zaledwie jeden wariant. Substytucje  

na argininę, kwas asparaginowy, cysteinę, kwas glutaminowy oraz walinę skutkowały 

niemal równą liczbą zmian letalnych i nieletalnych. Tylko jedna czwarta wariantów 

związanych z seryną warunkowała najcięższą postać choroby. Jedynie substytucje 

glicyny na alaninę nie były związane z typem 2 wrodzonej łamliwości kości. 

6.5.2. Analiza i lokalizacja wszystkich wariantów w genach kolagenu typu I 

związanych z występowaniem formy letalnej 

Na podstawie analizy dostępnych danych, określono iż 34% wariantów 

skutkujących substytucją glicyny w genie COL1A1 i 17% w genie COL1A2 było 

związanych z występowaniem letalnej postaci wrodzonej łamliwości kości. Warianty  

te były zlokalizowane odpowiednio w 38 i 30 z 52 eksonów powyższych genów, jednakże 

ich rozkład w sekwencji genów nie był regularny.  

W genie COL1A1 najwyższą liczbę wariantów letalnych zaraportowano  

w eksonach położonych poza „regionami letalnymi”. Najwięcej zmian odnotowano  

w eksonie 37 (n=15), 25 (n=9) i 32 (n=9). Wśród eksonów odpowiadających lokalizacji 

„regionów letalnych” najwięcej - 6 wariantów odnotowano w eksonie 46. W genie 

COL1A2 eksony z najwyższą liczbą wariantów letalnych korespondowały z położeniem 

„regionów letalnych”. Najwięcej takich zmian zaraportowano w eksonie 39 (n=6), 

natomiast w eksonach położonych poza „regionami letalnymi” odnotowano maksymalnie 

3 różne substytucje skutkujące typem 2 wrodzonej łamliwości kości (Rycina 5). 
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Rycina 5. Liczba i lokalizacja wariantów związanych z występowaniem letalnej postaci wrodzonej 
łamliwości kości w genie COL1A1 i COL1A2. Oś Y wskazuje liczbę wariantów, oś X wskazuje kolejne 

eksony genu. Wysokość słupków odpowiada liczbie wariantów związanych z typem 2 odnotowanych w 
danym eksonie. Szare słupki odpowiadają wariantom położonym poza “regionami letalnymi”, niebieskie 
słupki odpowiadają wariantom położonym w obrębie „regionów letalnych”. „Regiony letalne” nie zawsze 
obejmują cały ekson. 
 

Podobnie jak miało to miejsce dla „regionów letalnych”, szczegółowa analiza wykazała 

znaczne różnice w częstości występowania oraz nasileniu postaci choroby  

dla poszczególnych aminokwasów w zależności od genu.  

Łączna liczba różnych wariantów dla pojedynczego aminokwasu w genie COL1A1 

wahała się od 16 do 152, a liczba zmian powodujących postać letalną od 5 do 34.  

Biorąc pod uwagę stosunek liczby wariantów letalnych do nie-letalnych, najwięcej zmian 

powodujących typ 2 było związanych z substytucją glicyny na hydrofobową walinę 

(64%). Dla aminokwasów z naładowanym łańcuchem bocznym (kwas asparaginowy, 

kwas glutaminowy, arginina) odnotowano niemal równą liczbę wariantów letalnych  

i nieletalnych, z kolei około jednej trzeciej wariantów należących do grupy małych 

aminokwasów (cysteina, seryna, alanina) skutkowała najcięższą postacią choroby. 

Łączna liczba odnotowanych wariantów dla pojedynczego aminokwasu w genie COL1A2 

wahała się od 1 do 121, a liczba zmian powodujących postać letalną od 0 do 25.  

Biorąc pod uwagę stosunek liczby zmian letalnych do nieletalnych, wyłącznie substytucje 
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glicyny przez aminokwasy hydrofobowe (leucyna, fenyloalanina) były związane tylko  

z formą letalną choroby, jednakże dla tych aminokwasów odnotowano zaledwie  

po jednym wariancie. Substytucje spowodowane przez aminokwasy o charakterze 

kwasowym (kwas asparaginowy, kwas glutaminowy) i hydrofobową walinę okazały się 

letalne w ¼, z kolei małe aminokwasy (cysteina, seryna) oraz arginina w 15%.  

Podobnie jak miało to miejsce w „regionach letalnych”, jedynie substytucje glicyny  

na alaninę nie były związane z typem 2 wrodzonej łamliwości kości. 

Identyfikacja wariantów zlokalizowanych w „regionach letalnych”, u pacjentów 

prezentujących nieletalne formy choroby, przyczyniła się do podjęcia szerszej analizy 

korelacji genotypowo-fenotypowej. W jej wyniku ustalono aktualną liczbę wariantów 

odpowiedzialnych za wystąpienie letalnej postaci wrodzonej łamliwości kości w obrębie 

„regionów letalnych”. Być może uzyskane wyniki pomogą w określeniu nowych 

czynników powodujących występowanie najcięższej formy choroby. 
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W ostatniej załączonej publikacji opisano pierwszą substytucję glicyny  

na tryptofan zlokalizowaną w genie COL1A1, u pacjentki z postępująco-deformującą 

postacią wrodzonej łamliwości kości. Choć praca ma charakter opisu przypadku,  

w świetle ogólnoświatowych badań nad korelacją genotypowo-fenotypową u pacjentów  

z wrodzoną łamliwością kości, opisany w niej wariant dostarcza nowych istotnych 

informacji na temat wpływu danego typu aminokwasu na obraz kliniczny pacjenta. 

6.6. Zaraportowanie pierwszej substytucji glicyny na tryptofan w genie COL1A1 

6.6.1. Opis kliniczny 

 Pacjentka z cechami wrodzonej łamliwości kości typu 3 została zakwalifikowana 

do projektu naukowego w wieku 11 lat. Wstępne rozpoznanie choroby postawiono  

w okresie niemowlęcym, kiedy doszło do pierwszego złamania kości udowej, 

potwierdzonego w badaniu „Babygram”. Wtedy również zaobserwowano trójkątny 

kształt twarzy oraz miękkie kości czaszki. Pacjentka doznała około 20 złamań kończyn 

górnych i dolnych, z czego ostatnie nastąpiło w wieku 13 lat. Waga i wzrost znajdują się 

poniżej 3 centyla. U pacjentki zaobserwowano szereg deformacji kostnych w postaci 

wygiętych i skróconych kończyn dolnych, beczkowatej klatki piersiowej oraz skrócenia 

odcinka piersiowo-lędźwiowego. Ponadto pacjentka cierpi na przykurcze w stawach 

kolanowych i łokciowych. Dodatkowo stwierdzono niebieskie zabarwienie twardówek, 

Dentinogenesis imperfecta oraz wydatne czoło. Ostatnie badania densytometryczne  

z 2016 roku wykazały znacznie obniżoną gęstość mineralną kości (ang. Body Mineral 

Density, BMD). Pacjentka przeszła dwie operacje chirurgiczne, otrzymała 31 cykli 

leczenia bisfosfonianami, obecnie porusza się na wózku inwalidzkim lub przy pomocy 

dodatkowej asekuracji. Pacjentka jest drugim dzieckiem niespokrewnionej pary. 

Zarówno rodzice, jak i starszy brat nie mają cech wrodzonej łamliwości kości.  

Ze względu na brak możliwości wykonania badań genetycznych u zdrowych rodziców, 

należy założyć że wariant jest pochodzenia de novo. 
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6.6.2. Charakterystyka zidentyfikowanego wariantu 

 U pacjentki wykonano badanie metodą NGS z użyciem autorskiego panelu 

genów. Na podstawie analizy bioinformatycznej wytypowano wariant sprawczy, którego 

obecność potwierdzono metodą sekwencjonowania Sangera. Wykryty wariant c.733G>T 

jest zlokalizowany w eksonie 10 genu COL1A1 i skutkuje substytucją glicyny na 

tryptofan w pozycji p.245 łańcucha białkowego. Zgodnie z klasyfikacją ACMG zmiana 

ma charakter prawdopodobnie patogenny. Wariant nie został odnotowany  

w populacyjnych bazach danych, a programy predykcyjne potwierdzają jego szkodliwy 

wpływ na gen/produkt genu. Dzięki zastosowaniu narzędzia do porównawczej analizy 

wielosekwencyjnej (MSA) potwierdzono konserwatywność ewolucyjną wykrytego 

wariantu. Ponadto mutacje wprowadzające substytucję glicyny są znanym mechanizmem 

związanym z patogenezą wrodzonej łamliwości kości. 

 Dotychczas w literaturze opisano zaledwie trzy przypadki substytucji glicyny  

na tryptofan, jednakże wszystkie dotyczą genu COL1A2. Choć cały czas raportowane są 

nowe warianty w genach kolagenu typu I, można powiedzieć, że opisana zmiana należy 

do grupy unikatowych. Wynika to z faktu, że w genie COL1A1 występuje jedynie 10 loci, 

w których może dojść do podobnej substytucji. Zgodnie z proponowanym założeniem, 

nasilenie objawów choroby zależy od podobieństwa między cząsteczką glicyny  

a podstawiającym ją aminokwasem. Ma to związek z ograniczeniami przestrzennymi 

potrójnej helisy, gdzie co trzecim aminokwasem jest niewielka glicyna. Jako, że tryptofan 

jest aminokwasem obojętnym elektrycznie, ale posiadającym duży łańcuch boczny  

w postaci indolu, opisany powyżej przypadek potwierdza tę zależność. 
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7. Podsumowanie 

Wrodzona łamliwość kości jest genetyczną chorobą tkanki łącznej należącą  

do grupy chorób rzadkich. Niezależnie od przyczyny, choroba związana jest  

z zaburzeniami cząsteczek kolagenu typu I, który występuje w wielu rodzajach tkanek, 

co przekłada się na szerokie spektrum cech klinicznych obserwowanych u pacjentów.  

Do najbardziej charakterystycznych objawów należą: liczne złamania, deformacje kości, 

niski wzrost, trójkątny kształt twarzy, osteoporoza, niebieskie zabarwienie twardówek  

i wady uzębienia. Choroba cechuje się zmiennym nasileniem objawów, od postaci niemal 

bezobjawowej, aż do letalnej. Różnice kliniczne obserwowane są między rodzinami  

z tym samym typem choroby, a także między spokrewnionymi pacjentami mającymi ten 

sam wariant sprawczy. Szacuje się, że u 85-90% chorych za wystąpienie wrodzonej 

łamliwości kości odpowiadają geny COL1A1 oraz COL1A2 kodujące cząsteczki 

kolagenu typu I. Wśród pozostałych 5-15% osób, patogeneza choroby związana  

jest z licznymi „genami niekolagenowymi”, których produkty białkowe zaangażowane 

są w złożone procesy wpływające m.in. na modyfikację i fałdowanie kolagenu,  

czy różnicowanie osteoblastów. 

Mimo wielu lat badań, istotne zagadnienia, takie jak patogeneza choroby, 

określenie korelacji genotypowo-fenotypowej, czy opracowanie skutecznego leczenia, 

wymagają dalszych prac badawczych. Wyzwaniem i nadzieją dla lepszego poznania 

wrodzonej łamliwości kości wydaje się być nowoczesna, wysokoprzepustowa analiza 

genomowego DNA u pacjentów z klinicznymi objawami tej rzadkiej choroby.  

W ostatnich latach badania molekularne pozwoliły na identyfikację nowych czynników 

genetycznych oraz kolejnych wariantów w genach o potwierdzonym związku z wrodzoną 

łamliwością kości. Rozbudowanie bazy wariantów genetycznych, w połączeniu z wiedzą 

o spektrum i nasileniu objawów klinicznych pacjenta, daje możliwość określenia 

zależności genotypowo-fenotypowej, istotnej z punktu widzenia opieki medycznej  

i poradnictwa genetycznego. Co więcej, to właśnie spersonalizowana terapia oparta  

o diagnozę molekularną może być kluczem do opracowania skutecznego leczenia 

pacjentów z wrodzoną łamliwością kości. 

Celem przedstawionej pracy było określenie podłoża genetycznego w grupie 

polskich pacjentów z wrodzoną łamliwością kości oraz poszukiwanie zmienności 

genetycznej w genach kolagenu typu I. Ponadto zaplanowano ustalenie związku genotypu  
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z obserwowanym efektem fenotypowym oraz określenie skuteczności metody 

sekwencjonowania następnej generacji w diagnostyce wrodzonej łamliwości kości. 

Przedstawiony cykl publikacji jest wynikiem badań prowadzonych w latach 2016-

2021 w ramach projektu naukowego. Grupę badaną stanowiło 197 polskich pacjentów  

z podejrzeniem wrodzonej łamliwości kości. Badaniem objęto materiał pochodzący  

od dwóch płodów oraz 137 pacjentów pediatrycznych i 50 dorosłych, w wieku od 3 

miesięcy do 46 lat. Pacjenci pochodzenia kaukaskiego prezentowali zróżnicowane 

nasilenie cech klinicznych. U wszystkich pacjentów włączonych do projektu wykonano 

badanie metodą sekwencjonowania następnej generacji (NGS) z użyciem autorskiego 

panelu genów. W oparciu o analizę uzyskanych danych, wytypowano warianty mogące 

mieć związek z wystąpieniem objawów choroby. Obecność powyższych zmian 

potwierdzono metodą sekwencjonowania Sangera. Genomowe DNA pacjentów,  

u których nie wykryto wariantów sprawczych, poddano analizie metodą MLPA w celu 

identyfikacji delecji lub duplikacji w obrębie genów kolagenu typu 1. Badania 

obejmowały również porównanie częstości występowania poszczególnych cech 

klinicznych pomiędzy pacjentami z typem 1, 3 i 4 z określeniem istotności statystycznej. 

Ponadto wykonano analizę danych dostępnych w bazie OIVD, w celu oceny letalności 

wariantów odnotowanych dotąd w obszarze „regionów letalnych” oraz analizę 

wszystkich wariantów związanych z typem 2 wrodzonej łamliwości kości w genach 

kolagenu typu I, z uwzględnieniem ich lokalizacji oraz w odniesieniu do poszczególnych 

aminokwasów. 

Efektem prowadzonych badań było scharakteryzowanie podłoża genetycznego  

w badanej grupie polskich pacjentów z wrodzoną łamliwością kości. W wyniku analizy 

genów kolagenu typu I określono, iż 98% zidentyfikowanych zmian stanowiły mutacje 

punktowe, natomiast 2% rozległe rearanżacje. Analiza lokalizacji wariantów sprawczych 

wykazała, że 70% zmian znajdowało się w genie COL1A1, a 30% w genie COL1A2. 

Zmiany punktowe były zlokalizowane niemal na całej długości obu genów.  

Nie zidentyfikowano regionów typu hot-spot lub zmian charakterystycznych dla badanej 

grupy pacjentów. W analizowanej grupie badawczej 82% rodzin posiadało 

„indywidualną” mutację sprawczą (ang. private mutation). Ustalono, iż warianty 

powodujące zmiany jakościowe cząsteczek kolagenu typu I stanowią 65% wykrytych 

zmian, a warianty powodujące zmiany ilościowe 35%. Na etapie analizy 

bioinformatycznej, u czterech pacjentów odnotowano po dwie zmiany położone  

w genach kolagenu typu I potencjalnie związane z wystąpieniem objawów choroby.  
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Na podstawie dokładnej analizy informacji dostępnych w bazach danych, literaturze  

oraz po wykonaniu badań genetycznych u członków rodziny, ostatecznie dla każdego  

z pacjentów wytypowano po jednej zmianie sprawczej. 

Na podstawie analizy podłoża genetycznego wrodzonej łamliwości kości  

w badanej grupie pacjentów wykryto 97 różnych wariantów sprawczych 

zlokalizowanych w genach kolagenu typu I. Dwie zmiany stanowiły duże rearanżacje w 

postaci delecji 25 eksonów genu COL1A1 oraz delecji 6 eksonów genu COL1A2. Wśród 

95 mutacji punktowych wyróżniono następujące typy wariantów: 53 substytucje glicyny 

(ang. missense), 14 delecji pojedynczego nukleotydu zaburzających ramkę odczytu (ang. 

frameshift), 13 substytucji nukleotydu w regionach splicingowych (ang. splicing),  

10 wariantów wprowadzających przedwczesną terminację łańcucha białkowego (ang. 

nonsense), jedną delecję niezaburzającą ramki odczytu (ang. in-frame deletion) oraz 

jedną insercję niezaburzającą ramki odczytu (ang. in-frame insertion). Na poziomie 

białkowym, najliczniejsza grupa wariantów typu zmiany sensu, była związana  

z substytucjami glicyny na siedem różnych aminokwasów. W oparciu o dostępne bazy 

wariantów, zidentyfikowano łącznie 38 nowych zmian, z czego 24 było zlokalizowanych 

w genie COL1A1, a 14 w genie COL1A2. Wśród wykrytych wariantów zidentyfikowano 

również pierwszą na świecie substytucję glicyny w tryptofan w genie COL1A1. 

Odnosząc się do opisanych w literaturze zależności genotypowo-fenotypowych, 

określono wpływ zidentyfikowanych wariantów na nasilenie objawów klinicznych 

obserwowanych u pacjentów. Biorąc pod uwagę wpływ wariantu na cząsteczki kolagenu 

typu I, zmiany powodujące zaburzenia ilościowe były związane z łagodnym typem 1.  

Z kolei warianty wprowadzające zmiany strukturalne, u większości pacjentów 

skutkowały wystąpieniem cięższych postaci choroby (typ 2, 3, 4). Nawiązując do modelu 

gradientowego (ang. gradient model), tylko część zidentyfikowanych wariantów 

założeniu o rosnącym nasileniu objawów zależnym od położenia względem końca  

C-terminalnego. Na postawie założeń modelu regionalnego (ang. regional model) 

określono, iż siedem wariantów jest zlokalizowanych się w regionach związanych  

z letalną postacią choroby. Jednakże grupa ośmiu pacjentów, u których zidentyfikowano 

powyższe warianty, prezentowała cechy odpowiadające nieletalnym formom wrodzonej 

łamliwości kości. Co więcej analiza ponad trzech tysięcy wariantów zaraportowanych 

dotąd w bazie OIVD wykazała, że 71% i 40% substytucji glicyny zlokalizowanych  

w „regionach letalnych” genu COL1A1 i COL1A2 odpowiada za wystąpienie letalnej 

postaci wrodzonej łamliwości kości. Odnosząc się do zależności między strukturą 
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aminokwasu powodującego substytucję glicyny zaobserwowano, że większość 

aminokwasów z elektrycznie naładowanym łańcuchem bocznym (arginina, kwas 

asparaginowy, kwas glutaminowy) oraz z rozgałęzionym hydrofobowym łańcuchem 

bocznym (walina) wiąże się z występowaniem ciężkiej postaci wrodzonej łamliwości 

kości. Podobnie, zaraportowana po raz pierwszy substytucja glicyny w tryptofan w genie 

COL1A1, została zidentyfikowana u pacjentki z postępująco-deformującą formą choroby. 

Z kolei aminokwasy z małym łańcuchem bocznym (alanina, cysteina, seryna), 

korelowane dotychczas z łagodnym fenotypem, w badanej grupie pacjentów 

spowodowały wystąpienie typu 3 i 4. 

Na podstawie uzyskanych wyników, skuteczność metody sekwencjonowania 

następnej generacji w diagnostyce wrodzonej łamliwości kości w badanej grupie 

pacjentów w zakresie analizy genów kolagenu typu I wyniosła między 47%, a 100%.  

Podsumowując, wyniki uzyskane w niniejszym badaniu stanowią unikatowe 

źródło informacji o podłożu genetycznym wrodzonej łamliwości kości w grupie polskich 

pacjentów. Choć na tle innych badań przeprowadzonych w populacjach europejskich, 

zebrana grupa pacjentów jest jedną z najliczniejszych, stanowi ona jedynie grupę 

reprezentatywną. Biorąc pod uwagę częstość występowania wrodzonej łamliwości kości, 

szacunkowa liczba pacjentów w populacji polskiej wynosi między dwa, a cztery tysiące 

osób. Zatem dla pełnego określenia podłoża genetycznego choroby wśród polskich 

pacjentów, potrzebna jest kontynuacja badań. Dodatkowo, praca ogranicza się wyłącznie 

do analizy wariantów występujących w genach kolagenu typu I. Pełne określenie podłoża 

genetycznego w badanej grupie pacjentów wymaga przeprowadzenia dalszych analiz. 

Wśród 38% rodzin bez zidentyfikowanej mutacji sprawczej w genach kolagenu typu I, 

12 wymaga potwierdzenia patogennego charakteru zmian zidentyfikowanych w „genach 

niekolagenowych”. U kilku pacjentów planowane jest także rozszerzenie diagnostyki  

o metodę WES lub WGS. Nie można również wykluczyć, że część pacjentów z bardzo 

łagodnymi objawami ma izolowaną osteoporozę i prawdopodobnie nie powinna zostać 

włączona do powyższego badania. 

Mimo pewnych ograniczeń, uzyskane wyniki mogą przyczynić się do pogłębienia 

wiedzy na temat tej rzadkiej choroby. Nieopisane dotąd 38 warianty wykryte w badanej 

grupie pacjentów zostały zgłoszone do ogólnoświatowej bazy wariantów ClinVar  

pod afiliacją Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki, powiększając tym samym spektrum 

zmian związanych z patogenezą wrodzonej łamliwości kości. Upowszechnienie wyników 

w zakresie znanych wariantów w połączeniu z danymi klinicznymi, może przyczynić się 
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w przyszłości do utworzenia modelu predykcyjnego określającego korelację genotyp-

fenotyp. Być może w dalszej perspektywie uzyskane wyniki przyczynią się również  

do opracowania skutecznego leczenia dedykowanego pacjentom z wrodzoną łamliwością 

kości. 

Jak wskazują liczne badania, potwierdzenie choroby na poziomie molekularnym 

umożliwia indywidualizację postępowania klinicznego w aspekcie działań 

terapeutycznych oraz poradnictwa genetycznego. Pomimo zróżnicowanej skuteczności 

uzyskane wyniki wskazują, że metoda NGS jest najbardziej kompleksowym narzędziem 

w diagnostyce wrodzonej łamliwości kości również wśród polskich pacjentów.  

Gdyby w tej samej grupie osób wykonać najczęściej zlecane badanie sekwencjonowania 

wybranych eksonów metodą Sangera, identyfikacja mutacji sprawczej byłaby możliwa 

maksymalnie u 23% pacjentów. 
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8. Wnioski 

Wyniki uzyskane w ramach przeprowadzonych badań umożliwiły na sformułowanie 

następujących wniosków: 

1. Podłoże genetyczne wrodzonej łamliwości kości w badanej grupie polskich 

pacjentów wykazuje znaczne podobieństwa do innych populacji europejskich  

w zakresie udziału genów kolagenowych w patogenezie choroby. 

2. Mimo wielu lat badań nad zmiennością genów kolagenu typu I, ponad jedną 

trzecią zidentyfikowanych w populacji polskiej zmian stanowiły nowe 

nieopisane wcześniej warianty, co wskazuje na niezwykłą polimorficzność 

genów COL1A1 i COL1A2. 

3. Uzyskane wyniki potwierdzają, że wpływ wariantu na zmianę liczby  

lub struktury cząsteczek kolagenu typu I ma związek z nasileniem objawów 

klinicznych obserwowanych u pacjenta, ale utworzenie skutecznego modelu 

predykcyjnego, opartego o korelację genotypowo-fenotypową  

dla poszczególnych wariantów wymaga dalszych badań. 

4. Uzyskane wyniki nie potwierdzają teorii modelu regionalnego, a tylko część 

zidentyfikowanych wariantów wpisuje się w założenia modelu gradientowego, 

dlatego zaproponowane przed wielu laty modele warto poddać weryfikacji  

na podstawie wyników w większej grupie badanej i innych populacjach. 

5. Ze względu na dużą zmienność genetyczną i niewielką powtarzalność wariantów 

sprawczych między niespokrewnionymi rodzinami metoda sekwencjonowania 

następnej generacji jest najbardziej skutecznym narzędziem w diagnostyce 

wrodzonej łamliwości kości w populacji polskiej. 
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10. Streszczenie w języku polskim 

Wrodzona łamliwość kości jest genetyczną chorobą tkanki łącznej, związaną  

z zaburzeniami cząsteczek kolagenu typu I. Choroba charakteryzuje się szerokim 

spektrum cech klinicznych oraz zmiennym nasileniem objawów, od postaci łagodnej  

po letalną. U podłoża wrodzonej łamliwości kości leżą liczne patogenne warianty 

zlokalizowane w wielu genach wpływających bezpośrednio lub pośrednio na cząsteczki 

kolagenu typu I. Mimo wielu lat badań, istotne zagadnienia takie jak patogeneza choroby, 

określenie korelacji genotypowo-fenotypowej, czy opracowanie skutecznego leczenia, 

wymagają dalszych badań. Biorąc pod uwagę rosnące znaczenie badań molekularnych  

w wymienionych aspektach, nadzieją dla pełnego poznania wrodzonej łamliwości kości 

wydaje się być nowoczesna, wysokoprzepustowa analiza genomowego DNA. 

Celem pracy badania było określenie podłoża genetycznego w grupie polskich 

pacjentów z wrodzoną łamliwością kości oraz poszukiwanie zmienności genetycznej  

w genach o potwierdzonym udziale w patogenezie choroby. Ponadto planowano ustalić 

związek genotypu z obserwowanym efektem fenotypowym oraz określić skuteczność 

metody sekwencjonowania następnej generacji w diagnostyce wrodzonej łamliwości 

kości. 

Badanie przeprowadzono w grupie 197 polskich pacjentów z podejrzeniem 

wrodzonej łamliwości kości, prezentujących zróżnicowane nasilenie cech klinicznych. 

Grupa pacjentów obejmowała zarówno przypadki prenatalne, jak i postnatalne w wieku 

od 3 miesięcy do 46 lat. U wszystkich pacjentów wykonano badanie metodą NGS  

z użyciem autorskiego panelu genów. Obecność patogennych wariantów, wyłonionych 

na podstawie analizy danych bioinformatycznych, została potwierdzona metodą 

sekwencjonowania Sangera. Genomowe DNA pacjentów, u których nie wykryto 

wariantów sprawczych, poddano analizie metodą MLPA w celu identyfikacji delecji lub 

duplikacji w obrębie genów kolagenu typu 1. Badania obejmowały również porównanie 

częstości występowania poszczególnych cech klinicznych z określeniem istotności 

statystycznej. Ponadto wykonano analizę danych dostępnych w bazie OIVD, w celu 

oceny letalności wariantów odnotowanych dotąd w obszarze „regionów letalnych”  

oraz analizę wszystkich wariantów związanych z typem 2 wrodzonej łamliwości kości  

w genach kolagenu typu I. 

Uzyskane wyniki badań zostały opublikowane w formie trzech odrębnych 

publikacji. W pierwszej publikacji przedstawiono wyniki pierwszego badania nad 
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podłożem genetycznym wrodzonej łamliwości kości w grupie polskich pacjentów. 

Uzyskane wyniki podzielono na 3 główne sekcje: charakterystykę badanej populacji, 

analizę podłoża genetycznego oraz analizę cech fenotypowych pacjentów z potwierdzoną 

przyczyną choroby. Do najważniejszych wyników opisanych w publikacji należy 

identyfikacja 97 różnych zmian położonych w genach kolagenu typu I, w tym wykrycie 

38 nowych wariantów. Określono również wpływ zidentyfikowanych wariantów  

na nasilenie objawów klinicznych oraz istotność statystyczną występowania 

poszczególnych cech klinicznych pomiędzy pacjentami z typem 1, 3 i 4.  

W drugiej publikacji przedstawiono grupę siedmiu pacjentów z patogennymi wariantami 

położonymi w „regionach letalnych” genów kolagenu typu I. Wbrew pierwotnym 

założeniom, wykryte warianty były związane z występowaniem nieletalnych form 

choroby. Analiza wszystkich substytucji glicyny zaraportowanych dotąd w bazie OIVD 

wykazała, że 71% i 40% zmian zlokalizowanych w „regionach letalnych” genu COL1A1 

i COL1A2 odpowiada za wystąpienie letalnej postaci wrodzonej łamliwości kości. Z kolei 

analiza wszystkich wariantów typu missense związanych z typem 2 wykazała, iż 17% 

zmian w genie COL1A1 i 64% w genie COL1A2 odpowiada lokalizacji „regionów 

letalnych”. W ostatniej publikacji opisano pierwszą na świecie substytucję glicyny  

na tryptofan zlokalizowaną w genie COL1A1 zidentyfikowaną u pacjentki z postępująco-

deformującą postacią wrodzonej łamliwości kości. 

Uzyskane wyniki badań mogą przyczynić się do pogłębienia wiedzy na temat 

rzadkiej choroby jaką jest wrodzona łamliwość kości. Nieopisane dotąd warianty wykryte  

w badanej grupie pacjentów powiększają spektrum zmian związanych z patogenezą 

choroby. Upowszechnienie wyników w zakresie znanych wariantów w połączeniu  

z danymi klinicznymi, może również pomóc w utworzeniu modelu predykcyjnego 

określającego korelację genotyp-fenotyp. Być może w przyszłości uzyskane wyniki 

pomogą w opracowaniu skutecznego leczenia dedykowanego pacjentom z wrodzoną 

łamliwością kości. 
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11. Streszczenie w języku angielskim 

Osteogenesis imperfecta is a genetic disorder of connective tissue, caused by 

factors associated with collagen type I molecules disruption. The disease is characterised 

by a wide spectrum of clinical features and variable severity of symptoms, ranging from 

mild to lethal. The genetic background is correlated with presence of numerous 

pathogenic variants located in several genes that directly or indirectly affect type I 

collagen molecules. Despite many years of research, important issues such as the 

pathogenesis of the disease, the genotype-phenotype correlation, and the development of 

an effective treatment require further research. Taking into account the growing 

importance of molecular research in the above-mentioned aspects, the chance for a full 

understanding of osteogenesis imperfecta is to be found in modern, high-throughput 

genomic DNA analysis.   

The aim of the study was to determine the genetic background in a group of Polish 

patients with osteogenesis imperfecta and to search for genetic variability in genes with 

a confirmed involvement in the pathogenesis of the disease. Additionally, it was planned 

to establish the relationship between the genotype and the observed phenotypic effect and 

to determine the effectiveness of the next-generation sequencing method in the 

diagnostics of osteogenesis imperfecta. 

The next generation sequencing analysis, using custom designed gene panel,  

was performed in a group of 197 Polish patients suspected with osteogenesis imperfecta. 

The study group included both prenatal and postnatal cases, ranging from 3 months to 46 

years. Patients presented variable degree of clinical features. Based on the analysis  

of bioinformatics data, the presence of selected pathogenic variants was confirmed by 

Sanger sequencing. The genomic DNA of patients who tested negative was analyzed 

using the MLPA method to identify deletions or duplications within the type I collagen 

genes. The study also included a comparison of the prevalence of particular clinical 

features using statistical tools. Additionally, an analysis of the data retrieved from the 

OIVD database to assess the lethality of variants recorded in the "lethal regions" and an 

analysis of all variants associated with type 2 osteogenesis imperfecta in the type I 

collagen genes were performed. 

The distinct aspects of obtained results were reported in three separate 

publications. The first publication presents the results of the first study on the genetic 

basis of osteogenesis imperfecta in a group of Polish patients. The obtained results were  
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described in three main sections: characteristics of the studied population, analysis of the 

genetic background and phenotypic characteristics of patients with a confirmed cause  

of the disease. The most important results include the identification of 97 variants located 

in the type I collagen genes, among them 38 were novel. The genotype-phenotype 

correlation and the statistical significance of the occurrence of particular clinical features 

between patients with types 1, 3 and 4 were also determined. The second publication 

reports seven patients with pathogenic variants located in the "lethal regions" of type I 

collagen genes. Contrary to the original assumptions, the detected variants were 

associated with the occurrence of non-lethal forms of the disease. The review of all 

glycine substitutions annotated in the OIVD database showed that 71% and 40%  

of changes located in the "lethal regions" of COL1A1 and COL1A2 genes are responsible 

for the occurrence of OI type 2. In turn, the analysis of all missense variants leading to 

fatal outcome showed that 17% of changes reported in the COL1A1 gene and 64% in the 

COL1A2 gene correspond to the location of "lethal regions". The last publication 

describes the first glycine-to-tryptophan substitution located in the COL1A1 gene, 

identified in a patient with a progressive-deforming form of osteogenesis imperfecta. 

The presented results may contribute to broadening knowledge about this rare 

disease. Previously undescribed variants detected in the studied group expand  

the spectrum of changes related to the pathogenesis of the disease. Dissemination of 

results regarding known variants, combined with clinical data, may also contribute 

towards creating a predictive model determining the genotype-phenotype correlation. 

Perhaps in the long term, the results obtained will help in developing an effective 

treatment dedicated to patients with osteogenesis imperfecta. 
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