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INFORMACJE DOTYCZACE WYNIKOW OPRACOWANIA

Uzyty genom referencyjny: GCF_000001405.39 (GRCh38.p13).

Kryteria okreslajgce jakos¢ uzyskanych wynikéw:

e Warianty uzyskane zostaty poprzez algorytm ktory korzystajac z tzw. ,zlotego
standardu” kwalifikuje warianty w naszej probce jako potencjalnie prawdziwe,
nastepnie dokonano filtrowania tak aby usungC¢ wyniki fatszywie pozytywne. Warto
zaznaczy¢, ze niemozliwe jest petne odfiltrowanie wynikow fatszywie pozytywnych

i powinno to wptywaé na ewentualng interpretacje

o Informacje dotyczgce konsekwencji wariantéw zostaty uzyskane za pomoca VEP
(Variant effect predictor) przy uzyciu baz danych ktére sg dostepne przez portal
ENSEMBL

o Warianty wystepujgce w populacji z czestoscig powyzej 5% prawdopodobnie nalezg
do wariantéw tagodnych. PrawdopodobiehAstwo to rosnie, gdy sa one obecne
w sekwencjach  intronowych  nieodpowiadajgcych  za  regulacie = genodw.

o SIFT score przewiduje, bazujgc na homologii i wlasciwosciach aminokwaséw, w jakim
stopniu wariant wptywa na funkcje biatka. Skala od 0 do 1 (0,0-0,05 szkodliwy, 0,05—
1 fagodny); im blizej skrajnosci tym bardziej prawdopodobne, ze wynik jest precyzyjny.

e PolyPhen score bazujgc na homologii przewiduje wptyw wariantu na strukture biatka.

Skala od 0 do 1(0,908-1 prawdopodobnie szkodliwy, 0,446—0,908 mozliwie
szkodliwy, 0-0,446 tagodny).

o Sekwencjonowanie zostato wykonane przez firme SEQme s.r.o., przy uzyciu

NovaSeq6000.

e Analiza danych przeprowadzona zostata przez Instytut Genomiki i Medycyny
Molekularnej (IGIMM) przy CMS CODE.

e Przeanalizowano warianty sekwencyjne w badanym genomie ponad 250 gendw

zwigzanych z nieptodnos$cig meska (baza gendw zwigzanych z nieptodno$cig meskag
i zenskg opracowana przez IGIMM CMS CODE na podstawie zrodet literaturowych

oraz genomowych baz danych).

e Prezentowany ponizej raport moze zawiera¢ btedy: w wyniku kontaminacji probki,
rzadkiego btedu technicznego lub wystgpienia u pacjenta zmian genetycznych
niemozliwych do wykrycia przy zastosowanej technologii. Raport powinien byé

uznawany jedynie jako jeden z elementow majgcych wptyw na postawienie diagnozy
oraz na przebieg leczenia, ale sam w sobie nie stanowi narzedzia diagnostycznego.

Wynik powinien zosta¢ oméwiony przez lekarza specjaliste lub/i genetyka
klinicznego.



| PODSUMOWANIE WYNIKOW

W wyniku przeprowadzonej analizy eksomowego DNA, po przeanalizowaniu ponad 270 gendéw
zwigzanych z nieptodnoscig meska i odfiltrowaniu wynikéw niepewnych, zidentyfikowano w 6 genach
zmiennosci w zapisie kodu genetycznego, ktére mogg mie¢ zwigzek z zaburzeniami ptodnosci u
badanego pacjenta.

1. Gen: DNAH5

Schorzenia zwigzane z genem: Wykryty wariant polimorficzny:
e Pierwotna dyskineza rzesek (PCD) e pozycja chr5:13824314
o Zespot Kartagenera ¢ heterozygota A/T
e aminokwas Leu2155Glu
eSIFT=0
e Polyphen =1
o Czestosé wystepowania w populaciji:
nieznana

Gen DNAHS5 koduje tancuch ciezki biatka motorycznego dyneiny. Dyneina jest biatkiem
motorycznym odpowiedzialnym za ruch zaréwno rzgsek komorek jak i wici plemnika.

Wykryty u pacjenta wariant polimorficzny genu DNAHS5 nie jest odnotowany w genomowych
bazach danych. Bazujgc na wynikach scoringu SIFT oraz PolyPhen mozemy wnioskowaé, ze
zmiana ta ma znaczacy wptyw zaréwno na strukture jak i wtasciwosci biatka dyneiny
kodowanego przez gen DNAHS5.

Dwa inne znane warianty polimorficzne tego genu, u ktérych zmiany w sekwencji DNA
wystepuja w niewielkiej odlegtosci od zmiany wykrytej w genie badanego pacjenta, kojarzone
sg z wystepowaniem pierwotnej dyskinezy rzesek (PCD)*2.

Schorzenie to moze dotyczy¢ rzesek w obrebie uktadu oddechowego i rzesek innych komorek.
Zaburzenia w budowie dyneiny prowadzg takze do powstawania plemnikow niezdolnych do
zsynchronizowanego i efektywnego ruchu wici.

PCD jest schorzeniem dziedziczonym w sposéb recesywny w odniesieniu do znanych
wariantéw polimorficznych genu DNAHS5. Poniewaz opisany wyzej wariant polimorficzny genu
pacjenta nie jest dotgd odnotowany w dostepnej literaturze naukowej czy genomowych
bazach danych, nie jest wiec tez znany sposdéb jego dziedziczenia. Nie mozna wykluczy¢, ze
ten wiadnie wariant polimorficzny moze nie podlega¢ znanym z wczesniejszych wariantéw
schematom dziedziczenia i wywiera wptyw na konformacje tancucha ciezkiego dyneiny
powodujgc zaburzenia w jej funkcjonowaniu jako biatka motorycznego wici plemnika.

1.Hornef N, Olbrich H, Horvath J, Zariwala MA, Fliegauf M, Loges NT, Wildhaber J, Noone PG, Kennedy M, Antonarakis SE,
Blouin JL, Bartoloni L, Niisslein T, Ahrens P, Griese M, Kuhl H, Sudbrak R, Knowles MR, Reinhardt R, Omran H. DNAH5
mutations are a common cause of primary ciliary dyskinesia with outer dynein arm defects. Am J Respir Crit Care Med. 2006 Jul
15;174(2):120-6. doi: 10.1164/rccm.200601-0840C. Epub 2006 Apr 20. PMID: 16627867; PMCID: PMC2662904.

2.Raidt J, Wallmeier J, Hjeij R, Onnebrink JG, Pennekamp P, Loges NT, Olbrich H, Héffner K, Dougherty GW, Omran H, Werner
C. Ciliary beat pattern and frequency in genetic variants of primary ciliary dyskinesia. Eur Respir J. 2014 Dec;44(6):1579-88. doi:
10.1183/09031936.00052014. Epub 2014 Sep 3. PMID: 25186273.



2. Gen: CFTR

Schorzenia zwigzane z genem: Wykryty wariant polimorficzny:
e Mukowiscydoza ¢ 51800120
¢ heterozygota G/T
e Brak droznosci kanalikow e aminokwas Arg1162Leu
nasiennych e SIFT =0.0

¢ PolyPhen = 0.828
Czestos¢ wystepowania w populacji:
<1%

Wariant wykryty u pacjenta zostat wykryty przez Fanen i wsp. u oséb dotknietych
mukowiscydozg jednakze nie zostat wskazany jako jej przyczyna'. Bazujgc na wynikach z
szeroko zakrojonych badan? wariant ten prowadzit do wystgpienia mukowiscydozy jedynie u
pacjentow u ktérych wystepowaty inne polimorfizmy zwigzane z mukowiscydozg. U pacjenta
posiadajgcego wyzej wymieniony wariant, ktérego przypadek zostat opisany przez Casals T.
i wsp. nie wykazano zwigzku miedzy polimorfizmem, a zaburzeniami ptodnosci®.

1. Fanen, P., Ghanem, N., Vidaud, M., Besmond, C., Martin, J., Costes, B., ... Goossens, M. (1992). Molecular characterization
of cystic fibrosis: 16 Novel mutations identified by analysis of the whole cystic fibrosis conductance transmembrane regulator
(CFTR) coding regions and splice site junctions. Genomics, 13(3), 770-776. doi:10.1016/0888-7543(92)90152-i

2.Claustres M, Théze C, des Georges M, Baux D, Girodon E, Bienvenu T, Audrezet MP, Dugueperoux |, Férec C, Lalau G, Pagin
A, Kitzis A, Thoreau V, Gaston V, Bieth E, Malinge MC, Reboul MP, Fergelot P, Lemonnier L, Mekki C, Fanen P, Bergougnoux A,
Sasorith S, Raynal C, Bareil C. CFTR-France, a national relational patient database for sharing genetic and phenotypic data
associated with rare CFTR variants. Hum Mutat. 2017 Oct;38(10):1297-1315. doi: 10.1002/humu.23276. Epub 2017 Jun 28.
PMID: 28603918.

3. Casals T, Aparisi L, Martinez-Costa C, et al. Different CFTR mutational spectrum in alcoholic and idiopathic chronic pancreatitis?
Pancreas. 2004 May;28(4):374-379. DOI: 10.1097/00006676-200405000-00004. PMID: 15097853.

3. Gen: LRRC56

Schorzenia zwigzane z genem: Wykryty wariant polimorficzny:
e Pierwotna dyskineza rzgsek (PCD) 01510902171
¢ heterozygota G/C
e aminokwas Asp523His
¢ SIFT = 0.01
e Polyphen = 0.615
Czestos¢ wystepowania w populacji: >5%

Gen LRRC56 koduje biatko zawierajgce powtarzajgce sie sekwencje bogate w leucyne, ktore
jest niezbedne do sktadania ramion dyneiny, biatka motorycznego warunkujgcego ruch rzesek
komorek i wici plemnikow. Bierze ono réwniez udziat w wewnatrz wiciowym transporcie
dyneiny poprzez oddziatywanie z biatkiem IFT88.

Zidentyfikowany u pacjenta wariant polimorficzny istnieje w bazie ENSEMBL, ale nie jest
potgczony z zadnym fenotypem. JednakZe inne warianty bialleliczne wystepujgce w tym genie
zostaly powigzane z defektami funkcjonalnymi rzesek w uktadzie oddechowym? co moze mie¢
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przetozenie na dziatanie plemnikéw z racji podobienstwa morfologicznego tych dwdch
struktur.Warianty wymienione w wyzej wspomnianym artykule nie prowadzity do zaburzenia
struktury wici, a jedynie do zaburzen jej funkcji. Z racji swojej heterozygotycznosci oraz
stosunkowo czestego wystepowania w populacji (powyzej 5%) wykryty wariant w genie
LRRC56 ma niskie prawdopodobienstwo bycia decydujgcym czynnikiem w ograniczeniu
ptodnosci.

Z kolei niski parametr SIFT $Swiadczgcy o szkodliwym wptywie potencjalnej zamiany
aminokwasu Asp w pozycji 523 na His oraz parametr PolyPhen pozwalajg kwalifikowac te
zmiane jako "mozliwie szkodliwg" ,a wiec mogacg wywiera¢ niekorzystny wptyw na funkcje
biatka, a tym samym uposledzac¢ funkcjonowanie dyneiny, w wyniku zaburzenia transportu i
sktadania jej ramion.

1. Bonnefoy S, Watson CM, Kernohan KD, Lemos M, Hutchinson S, Poulter JA, Crinnion LA, Berry |, Simmonds J, Vasudevan
P, O'Callaghan C, Hirst RA, Rutman A, Huang L, Hartley T, Grynspan D, Moya E, Li C, Carr IM, Bonthron DT, Leroux M;
Cared4Rare Canada Consortium, Boycott KM, Bastin P, Sheridan EG. Biallelic Mutations in LRRC56, Encoding a Protein
Associated with Intraflagellar Transport, Cause Mucociliary Clearance and Laterality Defects. Am J Hum Genet. 2018 Nov
1;103(5):727-739. doi: 10.1016/j.ajhg.2018.10.003. PMID: 30388400; PMCID: PMC6218757.

4. Gen: FSIP2

Schorzenia zwigzane z genem: Wykryty warianty polimorficzne:
¢ Multiple Morphological
Abnormalities of Sperm Flagella Wariant 1:

(MMAF).
* 5182740901

e heterozygota A/G

e aminokwas Lys2900Glu

¢ SIFT = 0.01

e Polyphen =0

¢ Czestos¢ wystepowania w populacji:
<1%

Wariant 2:

e 1517826534

¢ homozygota A/A

e aminokwas Arg5775GIn

e SIFT =0.02

¢ Polyphen = 0.026

e Czestos¢ wystepowania w populacji: 30%

Gen FSIP2 koduje biatko zwigzane z witdknistg ostonkg plemnika i jest ono niezbedne dla
prawidtowej budowy wici plemnika. Znane warianty tego genu zostaly powigzane z
wystepowaniem zespotu MMAF (ang. Multiple Morphological Abnormalities of Sperm Flagella)
- wielorakie morfologiczne nieprawidtowosci wici plemnika®'. Wedtug autoréw cytowanej pracy
gen FSIP2 jest jednym z gtéwnych gendéw odpowiedzialnych za zespot MMAF.



Wykryte u pacjenta polimorfizmy nie sg niestety opisane w bazach danych ani w cytowanej
ponizej literaturze. Oznacza to, ze ich znaczenie nie jest jeszcze poznane. W przypadku
pierwszego wariantu jego wynik scoringu SIFT oraz niska czestos¢ wystepowania w populacji
wskazujg na patologiczny charakter wykrytej zmiennosci. W drugim wariancie polimorficznym
genu FSIP2 niski scoring SIFT (0,02) wskazuje na szkodliwos$¢ tej homozygotycznej zmiany,
ale wysoka czestos¢ jej wystepowania poddaje w watpliwos¢ rzeczywiste szkodliwe
oddziatywanie tego polimorfizmu na funkcje kodowanego biatka. Tak wiec ewentualnie
negatywne skutki wykrytych w genie FSIP2 u badanego pacjenta mozna przypisa¢ tylko
wariantowi |.

Warto zaznaczy¢ ze u pacjenta w obrebie tego genu wystepuje wiele innych wariantéw, ale
zaden z nich nie wykazuje odpowiednio niskich wynikéw SIFT/Polyphen lub czestosci
wystepowania ponizej 1% aby je tu uwzgledni¢. Jednakze sam fakt wystgpienia 17 mutac;ji
zmiany sensu w obrebie jednego genu wskazuje na potrzebe rozwazenia go jako przyczyny
nieptodnosci.

1. Martinez G, Kherraf ZE, Zouari R, Fourati Ben Mustapha S, Saut A, Pernet-Gallay K, Bertrand A, Bidart M, Hograindleur JP,
Amiri-Yekta A, Kharouf M, Karaouzéne T, Thierry-Mieg N, Dacheux-Deschamps D, Satre V, Bonhivers M, Touré A, Arnoult C,
Ray PF, Coutton C. Whole-exome sequencing identifies mutations in FSIP2 as a recurrent cause of multiple morphological

abnormalities of the sperm flagella. Hum Reprod. 2018 Oct 1;33(10):1973-1984. doi: 10.1093/humrep/dey264. PMID:
30137358.

5. Gen: SOS1

Schorzenie zwigzane z genem:
o Zespdt Noonan

Wykryty wariant polimorficzny:
rs142004123

heterozygota G/T

aminokwas Leu791lle
SIFT=0.14

PolyPhen = 0.699

Czestos¢ wystepowania w populaciji:
<1%

Gen SOS1 koduje biatko bedgce czynnikiem odpowiedzialnym za regulacje dziatania biatek z
rodziny Ras poprzez zamiane GTP na GDP.

W badaniu wariantéw polimorficznych genéw zwigzanych z zespotem Noonan'!, dwdch
pacjentow dotknietych tym schorzeniem posiadato ten wariant, ale bynajmniej nie oznacza to,
ze jest to jakis uznany marker tego zaburzenia. Mezczyzni z zespotem Noonan mogg
wykazywacé podwyzszone stezenie FSH z normalnymi odczytami testosteronu oraz LH. W
niektorych przypadkach moze wystepowac¢ wnetrostowo wraz z towarzyszgcg oligozoo lub
azoospermi.

Wariant wykryty u pacjenta zgodnie z danymi zawartymi w bazach danych jest wariantem o
tagodnym i/lub niepewnym znaczeniu?.

1. Lepri FR, Scavelli R, Digilio MC, et al. Diagnosis of Noonan syndrome and related disorders using target next generation
sequencing. BMC Medical Genetics. 2014 Jan;15:14. DOI: 10.1186/1471-2350-15-14. PMID: 24451042, PMCID: PMC3915031.

2. Elsawi MM, Pryor JP, Klufio G, Barnes C, Patton MA. Genital tract function in men with Noonan syndrome. J Med Genet. 1994
Jun;31(6):468-70. doi: 10.1136/jmg.31.6.468. PMID: 7915331, PMCID: PMC1049925.



3. https://www.nchbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs142004123

6. Gen: NOS3

Schorzenie zwigzane z genem: Wykryty wariant polimorficzny:
e Stres oksydacyjny 051799983
¢ heterozygota T/G
e aminokwas Asp298Glu
oSIFT =1
e Polyphen =0
o Czestos¢ wystepowania w populacji >5%

Gen NOSS3 koduje syntaze tlenku azotu (NO). jego nadekspresja moze prowadzi¢ do stresu
oksydacyjnego.

Wariant wykryty u pacjenta mimo wynikow SIFT oraz Polyphen wskazujgcych na jego
nieszkodliwo$¢, zostat powigzany z syndromem metabolicznym! (na podstawie bazy
ENSEMBL) oraz idiopatyczng nieptodnoscig u mezczyzn?3. Roznice w dotkliwosci tych
schorzen miedzy heterozygotg a homozygotg G/G nie sg dobrze poznane, ale samo
wystgpienie jednej kopii allelu G wedtug niektérych autoréw zdaje sie mieé wplyw na
ostabienie meskiej ptodnosci??.

1.Dupont C, Faure C, Daoud F, Gautier B, Czernichow S, Lévy R; ALIFERT collaborative group. Metabolic syndrome and smoking
are independent risk factors of male idiopathic infertility. Basic Clin Androl. 2019 Jul 1;29:9. doi: 10.1186/s12610-019-0090-x.
PMID: 31304019; PMCID: PMC6600889.

2.Faure C, Leveille P, Dupont C, Julia C, Chavatte-Palmer P; Alifert Group, Sutton A, Levy R. Are superoxide dismutase 2 and
nitric oxide synthase polymorphisms associated with idiopathic infertility? Antioxid Redox Signal. 2014 Aug 1;21(4):565-9. doi:
10.1089/ars.2014.5831. Epub 2014 Feb 25. PMID: 24444339.

3.Chavoshi R, Khalifeh Zadeh Kaleybar SB. Association of nitric oxidesynthase3 gene rs1799983 G/T polymorphism with
idiopathic asthenozoospermia in Iranian Azeri males: a case-control study. Horm Mol Biol Clin Investig. 2020 Jun 29;41(4). doi:
10.1515/hmbci-2020-0014. PMID: 32598309.

Whnioski:

Wykryte warianty polimorficzne 3 genéw (DNAH5, LRRC56, FSIP2 wariant 1) wskazujg na
uwarunkowane genetycznie zaburzenia dotyczace wtasciwosci i funkcji biatek motorycznych
wici plemnikéw (dyneiny, biatka niezbednego do skfadania ramion dyneiny i biorgcego udziat
w wewnatrz wiciowym transporcie dyneiny poprzez oddziatywanie z biatkiem IFT88 oraz
biatka zwigzanego z wtdknistg ostonkg plemnika, ktére jest niezbedne dla prawidtowej budowy
wici plemnika). W efekcie zmiany te mogg skutkowac zaburzeniami w ruchliwo$ci plemnikow,
niekoniecznie objawiajgcymi sie poprzez brak ruchu wici, a na przyklad przez jego



asynchroniczno$¢ co uniemozliwia sprawny ruch w kierunku komoérki jajowej a tym samym
zaptodnienie.

Wariant polimorficzny genu CFTR rs1800120 posiada najnizszy z mozliwych parametr SIFT
(wynoszacy 0,0), co swiadczy o jego szkodliwosci bazujgc na homologii i wlasciwosci
aminokwasow zamienionych aminokwasow wskutek zmiany zapisu genetycznego i ich
wptywu funkcje biatka. Charakteryzuje sig on rowniez niskg, ponizej 1%, czestoscig
wystepowania w populacji, co potwierdza ewentualny szkodliwy charakter tej zmienno$ci

w genie CFTR. Jednakze u pacjentéw u ktérych stwierdzono wystgpienie tego wariantu oraz
mukowiscydoze nie byt on jedynym polimorfizmem w genie CFTR. W przypadku pacjenta
TS nie wykryto innych zmian w obrebie tego genu.

Warianty polimorficzne genow FSIP2 wariant 2, SOS1, NOS3, bazujgc na tacznej analizie
takich parametréw jak czestos¢ wystepowania w populacji, scoringu SIFT i PolyPhen, nie
wydajg sie mie¢ istotnego wptywu na zaburzenie ptodnoséci u badanego pacjenta.

WPLYW POLIMORFIZMOW PACJENTA NA
LECZENIE PRZY POMOCY ZNANYCH LEKOW
STOSOWANYCH W TERAPII LECZENIE
NIEPLODNOSCI

W trakcie analizy nie zostaty znalezione polimorfizmy wptywajgce negatywnie lub pozytywnie
na efektywnosc¢ lekéw odnotowanych w bazie IGIMM CMS CODE.



