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רשימת סמלים וקיצורים   

או פער בין מדידות שונות, טידים וחומצות אמינוחסר נוקליא – ∆  

BSA – Bovine Serum Albumin 

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium  

DMSO – Dimethylsulfoxide 

dNTPs – dATP, dCTP, dGTP, dTTP 

EDTA – Ethylene Diamine Tetra Acetate  

EGTA - Ethylene Glycol Tetra Acetate 

FCS – Fetal Calf Serum 

HEPES - 4-(2-hydroxyethyl)-1-Piperazineethane-Sulfonic acid 

PBS – Phosphate Buffered Saline 

PMSF – Phenyl Methylsulfonyl Fluoride 

SDS – Sodium Dodecyl Sulfate 

SSC – Sodium Chloride Citrate 

TE - Tris (hydroxymethyl) aminomethane and Ethylenediaminetetraacetic acid  

TBS- Tris-Buffered Saline 

TEMED – Tetra- Methyl-Ethylene-Diamine 

 



 

  א  

  תקציר

 מבוא 

 15,000עד  10,000ל  1התפתחותית חמורה ששכיחותה האוניברסלית כ -תסמונת רט היא הפרעה עצבית

 6-18הצורה הקלאסית של תסמונת רט מאופיינת בעיקר באיחור התפתחותי ניכר החל מגיל . לידות של בנות

פיגור , האטה בגדילת הראש, יםבהידרדרות התפתחותית הכוללת איבוד כישורים מוטוריים ותקשורתי, חודשים

ההגדרה המורחבת של תסמונת רט כוללת חמש צורות לא . תנועות ידיים סטריאוטיפיות ופרכוסים, שכלי קשה

, צורה עם דיבור שמור, צורה קלה: עם מאפיינים קלים או קשים לעומת ההגדרה הקלאסית) אטיפיות(טיפוסיות 

מרבית המקרים של תסמונת רט .רה עם פרכוסים מוקדמים צורה מולדת וצו, צורה עם הידרדרות מאוחרת

 methyl CpG binding( MECP2י מוטציות בגן "וחלק מהמקרים האטיפיים נגרמים ע) 85%כ (קלאסית 

protein 2 ( שממוקם בXq28 . התגלתה בגן זה מסגרת קריאה חדשה על בסיס שחבור חליפי של  2004ב

. (MECP2_e2)שונה וארוך יותר מהאיזופורם הישן  Nקצה  (MECP2_e1)לאיזופורם החדש . האקסון השני

MECP2_e2  שכיח יותר מMECP2_e1 של  (99%)רוב המקרים . בדם ההיקפי אך במוח הבוגר היחס הפוך

מתרחשות באלל האבהי  (99%<)חולות רט קלאסיות הם ספוראדיים ומרבית המוטציות הגורמות לתסמונת זו 

  . של הגן

נמצאה עליה בחומרת המופע הפנוטיפי , פנוטיפ בתסמונת רט-אודות הקשר גנוטיפבמרבית המחקרים 

אולם לא נמצאה עקביות בין המחקרים , MECP2ב  (missense)במוטציות קוטעניות לעומת מוטציות חלף 

בין מוטציות חלף נמצאה שונות פנוטיפית ניכרת . ביחס למיקום המוטציות באתרים הפונקציונאליים של הגן

על ) X )XCIהשפעת התפלגות האינאקטיבציה של כרומוזום . זרת כנראה מאופי השינוי ומיקומו הספציפיהנג

הפנוטיפ הודגמה בעיקר במקרים קיצוניים מבחינה פנוטיפית או גנוטיפית כמו נשאיות מוטציות אסימפטומטיות 

אקראית במרבית חולות רט  היא, בדם XCIהתפלגות . וחולות קלאסיות עם מוטציות קוטעניות מוקדמות מאוד

אולם במקרים עם התפלגות נטוייה יש העדפה לאינאקטיבציה של הכרומוזום האבהי שהוא המוטנטי במרבית 

לבין מיקום המופע הקליני על גבי הטווח  XCIבספרות יש מעט עדויות על הקשר בין התפלגות . המקרים

  . תביחס לסוגי מוטציות שונו, הפנוטיפי הרחב של תסמונת רט



 

  ב  

שמהווים חוליה  methylation binding domains (MBD)משתייך למשפחת חלבוני  MECP2החלבון 

כולל שני אזורים תפקודיים  MECP2. רפרסורים-לבין אצטילאזות של היסטונים וקו, DNAמקשרת בין מתילציית 

 TRD )Transcription Repressionממותלים בפרומוטרים ו  CpGשנקשר לדינוקליאוטידים  MBD: עיקריים

Domain (רפרסורים הגורמים לשינוי מבנה הכרומטין דרך דאצטילציה של היסטונים-המגייס קו .  

  מטרות

מטרתנו הראשונית היתה גיבוש ואפיון קליני וגנטי מקיף של עוקבת חולים המתאימים לתסמונת רט בהגדרתה 

על חומרת הפנוטיפ של  XCIספציפיות ודפוס  במטרה ללמוד על השפעת מוטציות. כבסיס להמשך המחקר, המורחבת

חולות תסמונת רט ביצענו מחקר שכלל אפיון פנוטיפי שיטתי של החולות ביחס למוטציות השונות ומיקומן 

ביקשנו לבדוק את השפעתה הפונקציונאלית הביוכימית של מוטציית חלף חדשה ותורשתית , כמו כן. הפונקציונאלי

, המטרה שבה מיקדנו את מירב מאמצנו. TRDביחס למוטציות ידועות ב  in vitroוי במערכות ביט, TRDשגילינו ב 

באמצעות בדיקת רמות הביטוי של גן זה בדם  MECP2היא פיתוח גישה חדשנית לאבחון מוליקולרי של פגיעות ב 

המחקרים הוא כ  על פי רוב, גישה זו רלוונטית במיוחד כמענה לאבחון חולות רט ללא ממצאי מוטציות שחלקן. היקפי

  .מכלל חולות רט הקלאסיות ומרבית מחולות רט האטיפיות 15%

  שיטות

חולות עם  54כללה , MECP2עוקבת החולים עם חשד קליני לתסמונת רט או הפרעות שיכולות להיקשר ב 

כלי חולות וחולים עם אנצפלופתיה קשה או פיגור ש 54חולות עם תסמונת רט אטיפית ו  28, תסמונת רט קלאסית

נעשה באמצעות אנליזות רצף ישירות של מקטעי  MECP2חיפוש מוטציות ב . ותסמינים חלקיים של תסמונת רט

PCR שכיסו בחפיפה את ארבעת האקסונים ובדיקתmultiplex ligation probe amplification (MLPA) 

עברו גם , י מוטציות מקודדותחולי רט ללא ממצא. UTR`3לגילוי חסרים או דופליקציות גדולים באקסונים ואזור 

 2של אינטרון  5'בנוסף ביצענו אנליזת מקטעים של קצה . אנליזות רצף של הפרומוטר ואזורים שמורים באינטרונים

שינויים . בגיבוי של קריאות רצף ישירות DHPLCנסרק בחלק מהחולות בשיטת  UTR'3אזור . עקב רצף חוזרני

או באנליזות רצף  RFLPונסרקו במדגמי ביקורת בשיטת  SNPsשל תורשתיים נבדקו אל מול מאגרי המידע 

  . ישירות



 

  ג  

א גנומי באנזים רגיש "המתבסס על עיכול דנ HUMARAנבדקה באמצעות תבחין XCI התפלגות 

והשוואת עוצמת הסיגנלים של תוצרי ההגברה , Xq11.2הממוקם ב  ARהגברת אתר פולימורפי בגן , למתילציה

לא אקראית נבדק גם אחד ההורים על מנת   XCIבכל המקרים עם התפלגות. ימטיעם ובלי העיכול האנז

  . להתחקות אחר המקור ההורי של כל אחד מהכרומוזומים

פותח סולם חומרת פנוטיפ המתבסס על שבעה מדדים הקשורים , פנוטיפ- לצורך בדיקת הקשר גנוטיפ

על פי חוות דעתם של הרופאים העוקבים אחר  הציונים נקבעו. ומעלה 5לתסמיני המחלה ומתאים לחולות מגיל 

בוצעו באמצעות , ניתוחים סטטיסטיים של הנתונים שהתקבלו. החולות במסגרת מרפאת נוירולוגית ילדים בשיבא

  . .0SPSS 12תוכנת 

חולות  15א כולל שהופקו מדם היקפי של "בדם נעשתה על פי דגימות רנ MECP2בדיקת רמות ביטוי 

 reverseדגימות אלו עברו ריאקציית . מתנדבות נורמאליות 12לות ללא ממצאי מוטציות ו חו 12, עם מוטציות

transcription  ליצירתcDNA  וריאקצייתquantitative Real-Time PCR  לכימות רמות הביטוי של שני

 TaqManבריאקציה זו השתמשנו בגלאי  . RNAasePבאופן יחסי לגן מדווח , MECP2האיזופרמים של 

  . אקסון היחודיים לאיזופורמים השונים- וונים לצמתי אקסוןהמכ

בוצעה באמצעות ביטויה בתרבית תאי  TRD (p.A275V)הערכה תפקודית של מוטציה חדשה שזוהתה ב 

מיצויי . עם מוטציה זו נבדק באנליזה מיקרוסקופית MECP2המיקום התוך תאי של . אוסטאוסרקמה הומניים

, H4ו  H3לשם גילוי רמת האצטילציה של ההיסטונים  westernו עברה אנליזת חלבונים היסטוניים מתרבית ז

תקין או עם  MECP2הממצאים הושוו לאלו שהתקבלו במערכות ביקורת של . באמצעות נוגדנים ספציפיים

  . TRDמוטציות ידועות ב 

  תוצאות

חולות רט  28בין מ 20%וב , 83%גילינו מוטציות בכ , חולות רט קלסיות שנכללו בעוקבה 54מבין 

מצאנו מוטציית חלף נדירה ב , החולים עם פיגור שכלי שאינם מתאימים להגדרת תסמונת רט 54מבין . אטיפיות 

TRD (p.K304E) מהמוטציות שהתגלו היו  65%. בילדה אחת עם הפרעת שפה ואנצפלוגרם לא תקין

hotspots ,8%  היו חסרים קטנים בקצהC  זורים לא מקודדים והתגלו בשיטת חסרים גדולים שכללו א 5%ו

MLPA . בין המוטציות המיוחדות שגילינו נמנות מוטציית חלף ספוראדית חדשה בMBD (p.D151E)  בחולה



 

  ד  

בחולת רט קלאסית עם  (p.E55fs57X)מוטציה קוטענית חדשה מוקדמת מאוד , עם תסמונת רט ודיבור שמור

דירה ספוראדית של חסר אתר שחבור אינטרוני האימהי ומוטצית נ Xאקטיבציה מועדפת של כרומוזום 

(c.62+1delGT) ,פרט למוטציה זו לא נמצאו מוטציות ספוראדיות לא . שהתגלתה בשתי חולות רט קלאסיות

שינויים תורשתיים שחלקם ידועים כפולימורפיזמים  11נמצאו עוד , בנוסף. MECP2מקודדות נוספות ב 

  TRDם החדשים גרם להחלפת חומצה אמינית שמורה באחד השינויים התורשתיי. והאחרים חדשים

(p.V275A) .על רקע דפוסי , ממצא זה התגלה בחולה קלאסית ממוצא אתיופי ובאמהXCI  נטויים בכיוונים

  .כרומוזומים תואמי מוצא 100הפוכים ונשלל ב 

מלחולות עם  פנוטיפ מצאנו שלחולות עם מטציות קוטעניות יש פנוטיפ חמור יותר-בבדיקת הקשר גנוטיפ

לעומת . לא מצאנו הבדלים בין חולות עם מוטציות באתרים התפקודיים השונים של החלבון, אולם. מוטציות חלף

 p.R106W, p.T158Mבעוד המוטציות , נבדלו באופן ניכר אלו מאלו (hotspots)מוטציות חלף שכיחות , זאת

שב  p.R133C מוטציות החלף, ציות עצרהיו קשורות בפנוטיפים חמורים בדומה לממוט MBDשממוקמים ב 

MBD  וp.R306C  בTRD נמצאה , בחולות רט עם אותה מוטציה. היו קשורות בפנוטיפים קלים יחסית

  .לטובת הכרומוזום האימהי תורמת לביטוי פנוטיפי קל יותר Xשאקטיבציה נטויה של כרומוזום 

נמצא , 17-40ים נורמאליות בגילאי נש 12שכללה , בדם היקפי בקבוצת ביקורת MECP2במבחן ביטוי 

נמצאו רמות ביטוי , מבין החולות עם מוטציות, לעומת זאת. טווח ביטוי צר יחסית של שני האיזופורמים

MECP2  ובחולות עם חסרים גדולים הכוללים  1נמוכות בחולות עם חסר אתר השחבור התורם באינטרון

נמצאו רמות נמוכות גבוליות ואילו בחולות עם מוטציות  בחולות עם מוטציות קוטעניות. UTR'3חלקים מאזור 

במספר חולות רט ללא ממצאי . בטווח הנורמאלי MECP2חלף וחסרים לא קוטעניים נמצאו רמות ביטוי 

לא , למרות זאת. מוטציות מקודדות נמצאו רמות ביטוי נמוכות בדומה לחולות עם מוטציות בקרה וחסרים גדולים

  . MECP2ציות באזורים לא מקודדים שמורים ב הצלחנו לזהות בהן מוט

נמצא , רקומביננטי MECP2במערכת ביטוי תאית של  TRDב  (p.V275A)בבדיקת המוטציה החדשה 

מיקום צפוי של התוצר בגרעין אך לא נמצאה השפעה על רמות האצטילציה של ההיסטונים בדומה למה שנראה 

בנוכחות , לעומת זאת. TRDהממוקמת אף היא ב  p.R306Cבמערכת ביטוי של מוטציית החלף הידועה 

  .H3היתה רמת אצטילציה מוגברת של היסטון , TRDהקוטעת את  p.R255Xהמוטציה 



 

  ה  

  סיכום ומסקנות

עוקבת חולות רט הארצית שהוקמה במסגרת זו עברה אבחון מעמיק מבחינה קלינית וגנטית ובכך הונחה 

בקרב , MECP2רמת גילוי מוטציות בגן . וספים בנושא זהתשתית לאבחון גנטי של תסמונת רט ולמחקרים נ

שרובם מהקצה המתון של טווח הפנוטיפים של , מהמקרים האטיפיים 20%וכ  83%החולות הקלאסיות הייתה 

מעבר לטווח הפנוטיפי המוגדר כתסמונת רט יכולות להתגלות . התסמונת כגון חולות בעלות יכולת דיבור שמורה

  .לים שאינם נכללים בהגדרת תסמונת רטמוטציות גם במקרים ק

בבדיקת הקשר בין גנוטיפ לפנוטיפ מצאנו כי מוטציות חלף קשורות בפנוטיפ קל יותר לעומת מוטציות 

כמו כן מצאנו כי מוטציות ספציפיות קשורות בדרגת חומרה פנוטיפית אופיינית ולכן לשם ניבוי . קוטעניות

. XCIס על הפרופיל האופייני לכל מוטציה בשילוב התפלגות מדוייק יותר של חומרת הפנוטיפ יש להתבס

כפי שאכן , ל"לביסוס ממצאים אלו יש צורך בהרחבת המדגם באמצעות שיתופי פעולה עם עוקבות נוספות מחו

  . נעשה במסגרת פרויקט בינלאומי בו אנו לוקחים חלק

נו את רמות אצטילציה מדד TRDעל תפקוד אזור ה  p.V275A, לבדיקת השפעת מוטציית חלף חדשה

במקביל לחלבון תקין או עם מוטציות ידועות ב , בתאים הומניים MECP2של ההיסטונים במערכות ביטוי 

TRD .בדיקה זו הראתה אצטליציה מוגברת שלH3  מכאן שרמות האצטילציה של . כתוצאה ממוטצית עצר בלבד

  .TRDות של מוטציות חלף ב היסטונים אינן רגישות דיין בכדי לשיקף את ההשלכות התפקודי

בדם היקפי של  MECP2תרומתה העיקרית של העבודה הנוכחית היא פיתוח שיטה חדשה לבדיקת ביטוי 

מתוקף זה יש בכוחה של הבדיקה . אשר יכולה להצביע בעקיפין על נוכחות מוטציות עצר או חסרים בגן, חולים

מצאנו כי תוצר השעתוק של , בדם היקפי MECP2בבדיקת ביטוי . לסייע באבחון מוליקולרי של התסמונת

MECP2_e2  יותר מאשר  8רווח פיMECP2_e1 ,באופן המשקף את יחסי הביטוי של התוצרים החלבוניים .

בדם ההיקפי בדומה לזו שנמצאה בחולות  MECP2בחלק מחולות רט ללא ממצאי מוטציות מצאנו ירידה בביטוי 

ממצאים אלו יכולים להעיד על נוכחות מוטציות . UTR`3ם את עם מוטציה באתר שחבור או חסרים הכוללי

באמצעות בדיקה זו נתאפשר לתת תימוכין ברמה . MECP2באתרים המבקרים את השיעתוק והשיחבור של הגן 

אין הבדיקה שוללת את , עם זאת. המוליקולרית לחולות רט שאבחנתן התבססה עד כה על אבחנה קלינית

  .ומקרי רט ללא ממצאי מוטציות נובעים ממעורבותו של גן אחר  MECP2האפשרות כי הפגיעה בביטוי
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        מבואמבואמבואמבוא. . . . אאאא

תוארה לראשונה על ידי רופא הילדים  (Rett syndrome, MIM #312750)ר רט "התסמונת על שם ד

שהציגו , לאחר שהבחין בחדר ההמתנה שלו בשתי ילדות לא קשורות(Rett, 1966) אנדריאס רט  האוסטרי

ר רט "ד. חופפת של פגיעה פסיכומוטורית קשה עם תנועות ידיים סטריאוטיפיות ומיקרוצפליה תמונה קלינית

הגדירו אותה כפרוגרסיבית לאור  (Hagberg et al 1983)והרופאים הראשונים שתארו את התסמונת אחריו 

ובלת כיום ההגדרה המק. ההידרדרות התפקודית והופעת התסמינים במהלך השנה הראשונה והשניה לחיים

התפתחותית היות ותסמיניה מתייצבים ואף משתפרים משהו לאחר שלב -לתסמונת רט היא של הפרעה עצבית

עקב נדירותם הרבה של מקרים  .Xכיוונה את הגנטיקאים לכרומוזום , הופעתה בנקבות הגבלת. ההידרדרות

שתי קבוצות מחקר לא על ידי , שנים מגילוייה 32רק כעבור  Xq28מופתה תסמונת רט לאזור , משפחתיים

 1999ב . מכאן ועד לזיהוי הגן האחראי לא ארכה הדרך. (Xiang et al 1998, Narriani et al 1998)קשורות 

הגילוי הראשוני של מוטציות בגן  -את, פרסמו החוקרת הישראלית רות אמיר ועמיתיה מאוניברסיטת ביילור

Methyl CpG binding protein 2 )MECP2 ( תסמונת רט קלאסיות בחמש חולות)(Amir et al 1999 .

על פי מרבית , 75-85%מגיעות כיום לכדי , רמות גילוי המוטציות בגן זה במקרים הקלאסיים של תסמונת רט

מוטציות נמצאו גם בחלק מהחולים עם וריאנטים של תסמונת רט ברמות גילוי התלויות בסוג . הדיווחים

התפתחותיות אחרות -גם בהפרעות עצביות, נמצאו במידה מועטה MECP2מוטציות או וריאציות בגן . הווריאנט

 .(Shibayama et al 2004, van Esch et al 2005)כגון פיגור שכלי בזכרים ואוטיזם 

MECP2  הוא חלבון נוקליארי שכיח המווסת תהליכים אפיגנטיים החיוניים להתפתחות ותפקוד הנוירונים

פעתו על ההתפתחות המוחית בחולות רט ובהפרעות נאורולוגיות חשיפת הש. במערכת העצבים המרכזית

מעלה את האפשרות של קיום מסלול מוליקולרי התפתחותי מרכזי במוח בבסיס הפרעות , התפתחותיות אחרות

אפיגנטיים ותפקודיים הקשורים ב , מכך נובעות שאלות נוספות רבות לגבי השפעת תהליכים גנטיים. אלו

MECP2 ,התבקשה , מאידך. התפתחותיות בכלל-יני של תסמונת רט בפרט ותסמונות עצביותעל המופע הקל

הוא הגן היחיד הקשור בתסמונת רט ומהו ההסבר הגנטי של חולות רט ללא מוטציות  MECP2השאלה האם הגן 

שהחלה בד בבד עם גילוי , שאלות אלו היוו את התשתית הרעיונית של עבודת מחקר זו. באזור המקודד של הגן

  .הבסיס הגנטי של תסמונת רט
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   (Classical Rett Syndrome)תסמונת רט קלאסית 

כהפרעת  (DSM-IV)התפתחותית הנכללת בספקטרום של אוטיזם -תסמונת רט היא תסמונת עצבית

pervasive developmental disorder (PDD) . בתור הפרעתPDD  היא היחידה עד כה שנקשרה ברובה

ללא הבדלי מוצא וגזע והיא מהווה , לידות בת 1:15,000עד  1:10,000ת התסמונת כ שכיחו. הגדול בגן יחיד

).  (Hagberg et al 1997, Leonard et al 1997הגורם השני לפיגור שכלי בבנות אחרי תסמונת דאון

האבחנה של תסמונת רט היא בבסיסה קלינית ומסתמכת על קריטריונים מוסכמים המותנים בסדר זמנים 

שהוצגו לראשונה על ידי , מקובל לתאר את המהלך הקליני של התסמונת הקלאסית בארבעה שלבים. מוגדר

Hagberg and Witt-Engerstorm )1986 .(ונוסחו מחדש בפאנל מיוחד שלEuropean Paediatric 

Neurology Society meeting (Hagberg et al 2002) 1.כמסוכם בטבלא א .  

, הילדות נולדות עם היקף ראש תקין. חודשים 6-18ורמאלית עד גיל התפתחות איטית אך נ:  Iשלב 

כבר בגיל . ובמהלך השבועות עד חודשים ראשונים לחייהן מראות עיכובים התפתחותיים לא ספציפיים

ההתפתחות הכללית . חודשיים עד ארבעה חודשים חלה האטה בגדילת הראש שניכרת יותר לקראת גיל שנה

  . ורגת מהטווח הנורמאליבשלב זה נתפסת כבלתי ח

נראית נסיגה בתקשורת , בגיל שנה בממוצע. שנים 1-3הידרדרות התפתחותית בגיל  : IIשלב 

במקביל הולכות ומתמעטות . חיוכים וקשר עין, איבוד יכולות שהושגו כגון מלמול או מילים, החברתית

כגון תנועות , פיות ייחודיות לכל ילדההתנועות התפקודיות של הידיים ותחתן מופיעות תנועות ידיים סטריאוטי

. הכנסת כף יד לפה ונשיכתה או נגיעה באיברי גוף, ספירת כסף או מחיאות כף, מעיכה, חיכוך דמויות רחצה

חלק מהחולות . מתפתחות לעיתים תנועות סטריאוטיפיות של הגפיים התחתונות, בחולות קשורות ידיים

התמונה הקלינית . התנשמויות ובכי בלתי נשלט, קה רגשיתעוברות התקפי חרדה המתבטאים בסימני מצו

והאבחנה הקלינית נעשית ודאית רק על פי הופעת השלב  infantile  autismבשלב זה דומה מאוד לזו של 

עם תעייה חסרת ) דיספרקטית(מפתחות הליכה שהופכת להיות לא מאורגנת  (80%)רוב החולות .  הבא

 EEGבכל החולות כמעט נמדד בשלב כלשהו ). אטקסיה(בסיס רחב או הליכה לא יציבה על , תכלית

מהחולות מופיעים  50-80%אך רק בכ  (Glaze et al 2004)אבנורמלי המעיד על פעילות אפילפטיפורמית 

, )50%(אי סדירות נשימתית : קריטריונים תומכים נוספים באבחנת תסמונת רט בשלב זה הם. פרכוסים

לעיתים קרובות מאופיינות החולות בסימנים ). 30%(ועקמת ) 30%(ת שיניים שחיק, )50%(הפרעות שינה 

  .סף כאב גבוה וקצוות גפיים קטנות וקרות, כגון עצירות, של הפרעות בפעילות מערכת העצבים האוטונומית
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בשלב זה נעצרת ההידרדרות קוגניטיבית והחולות . שנים 4-7התייצבות התסמונת החל מגיל  :IIIשלב 

חלקן רוכשות מחדש יכולת תקשורת משמעותית עם . עוניינות יותר באינטראקציה עם סביבתןנראות מ

ומסוגלות ללמוד להביע רצונותיהן גם באמצעות מחוות  (Hagberg et al 2005)מטפליהן באמצעות מבטים 

 EEGלעיתים קרובות ביחס הפוך להפרעות בתרשימי ה , תכיפות הפרכוסים הולכת ויורדת. ראש או יד

עלולות היכולות המוטוריות , בהעדר טיפול תומך אינטנסיבי. (Glaze 2004)שהופכים להיות דרמטיים יותר 

שלב זה בתסמונת יכול . להידרדר ולהגיע לכדי תת אקטיביות חמורה שתמשיך להתקיים בהמשך חייהן

 .  להמשך שנים בודדות עד עשרות שנים

ת זו איטית והרבה פחות דרמטית מההידרדרות הידרדרו. הידרדרות מוטורית מאוחרת :IVשלב 

היא מאופיינת בפגיעה נוספת ביכולות ההליכה והתנועה והופעת הפרעות מוטוריות ). IIשלב (המוקדמת 

רמות התפקוד . ניוון שרירים ודפורמציות של קצות הגפיים, החמרת העקמת, נרחבות הכוללות פרקינסוניזם

 10עד גיל . בתלות באיכות הטיפול ובסוג המוטציה, הן משתנות מאודשל חולות רט בשלב זה וכן תוחלת חיי

אחוזי  35שנים אין הבדל בתוחלת החיים של חולות רט קלאסיות לבין האוכלוסיה הנורמאלית אולם עד גיל 

רוב מקרי המוות בגיל צעיר הם . באוכלוסיה הנורמאלית 2%בחולות רט לעומת  30%התמותה עולים ל 

). Hagbeg et al 2002(מהפרעות קצב הלב או פרכוסים חמורים , מאי תפקוד נשימתי פתאומיים כתוצאה

או חסרים  missense)(חולות רט המבוגרות שדווחו הן בעשור השביעי לחייהן ומאופיינות במוטציות חלף 

  . (Smeets et al 2003)של הגן ' 3בקצה 

 (Hagberg 2002)ם לתסמונת רט קלאסית קריטריונים מוסכמי. 1.טבלא א 1
  

  תסמינים תומכים  תסמינים הכרחיים

  פרכוסים ±אנצפלוגרם לא תקין  מצב מולד תקין

  עקמת  אופטימלית-התפתחות מוקדמת נורמאלית או תת

  ספסטיות וניוון שרירים  .נטאלי-עצירת גדילת הראש בשלב פוסט

  פיגור בגדילה  טת יד ותפיסהאיבוד תנועות ידיים תפקודיות שהושגו כגון הוש

  כפות רגליים וידיים קרות  או חוסר ניידות) דיספרקסיה(פגיעה בארגון תנועות : ליקויי הליכה

  הפרעות נשימה  תנועות ידיים סטריאוטיפיות 
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  וריאנטים אטיפיים של תסמונת רט 

יל התחלת התסמינים עיקריות שהגדרתן מסתמכת על ג(atypical) לתסמונת רט יש חמש צורות אטיפיות 

תסמונת עם , )forme fruste(צורה קלה ; שלוש מהצורות האטיפיות קלות יותר מהתסמונת הקלאסית. וחומרתם

. late regression)(ותסמונת עם הידרדרות מאוחרת  PSV - preserved speech variant)(דיבור שמור 

 ES - early(תסמונת עם פירכוסים מוקדמים ו) (congenital formתסמונת מולדת : הצורות הקשות יותר הן

(onset seizures . וריאנטים רחוקים יותר מבחינה קלינית שקשורים בתסמונת רט על בסיס  גנטי משותף חלקי

-והפרעות עצביות (male-Rett)תסמונת רט בזכרים ,  (Angelman-like)הם וריאנט דמוי תסמונת אנגלמן

ירוט המאפיינים של הצורות האטיפיות של רט והפרעות אחרות הקשורות ב להלן פ. התפתחותיות אחרות בזכרים

MECP2.  

הנסיגה בין גיל שנה לגיל , בינוניבפיגור שכלי  נתמאופיי צורה זו - (Forme fruste)  תסמונת רט קלה

שימוש מכוון בידיים נשמר ותנועות ידיים . מבצורה הקלאסיתכת היא הדרגתית וממוש, שלש שנים

בגיל הצעיר ולפיכך האבחנה הקלינית ניתנת  תסמיני רט פחות בולטים. בהכרחמופיעות לא  ותיסטריאוטיפ

 מוערךחלקה הוריאנטים ו ןמבי ההשכיחצורה אטיפית זו היא . לגיבוש רק בגיל מאוחר יחסית לצורה הקלאסית

  (Hagberg et al 2002, Erlandson and Hagberg 2005).ממקרי תסמונת רט 15%-10%סביבות ב

דומה לצורה הקלה בכך שהנסיגה מתרחשת בגיל מאוחר (late regression)  תסמונת רט עם נסיגה מאוחרת

אך בהבדל מהצורה , שמדובר בפיגור שכלי לא ייחודיראה נשנתיים עד ארבע שנים ובכך שלפני הנסיגה , יחסית

תסמונת רט של תמונה הקלינית ההקלה חולות עם נסיגה מאוחרת מציגות לאחר מכן את מלוא 

  . (Hagberg and Skjeldal 1994)קלאסית

שנרכשה  בתסמונת רט הטיפוסית השפה -  (preserved speech variant)עם דיבור שמורתסמונת רט 

, צירופי מיליםאו אף  מילים עם סוג זה משמרות את היכולת לומר מספרחולות , אבל. נפגעת בשלב הנסיגה

ה ראשונית של אוטיזם שכיחה אבחנ ואלבחולות , על שום כך. הקשר לעיתים בצורה חוזרנית או נטולת

(Hagberg and Skjeldal 1994) . במרבית המקרים של תסמונת רט עם דיבור שמור נמצאה בגןMECP2 

  . pR133C )(Erlandson and Hagberg 2005 -מוטצית חלף ספציפית 

, ראשוןבהתקף כפיון  סוג זה מאופיין - (early onset seizures)  תסמונת עם התקפי כפיון מוקדמים

. במהלך השנה הראשונה לחיים עוד לפני הופעת שלב ההידרדרות, infantile spasmsיכול להתבטא כ ה
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בדרגות חומרה ת ומוטוריות ומגבל שכלי לרוב עם פיגור, מתקבלת תמונה אופיינית לתסמונת רטהחיים בהמשך 

לעומת . MECP2לא נמצאו עד כה מוציות ב , הנמנים על הגדרה זומקרים ב. ות יותר מבתסמונת הקלאסיתקש

) CDKL5 )X-linked cyclin dependent kinase like 5זאת התגלו מוטציות בחלק ממקרים אלו בגן 

 . MECP2 (Tao et al. 2004)ביניהם גם , המקודד חלבון נוקליארי האחראי על זרחון חלבונים

והופעת , המייחד את הווריאנט הזה הוא העדר שלב הנסיגה – (congenital onset)תסמונת רט מולדת 

  . MECP2צורה זו נדירה ביותר וכן נדיר למצוא בה מוטציות בגן . לידהמהאופייניים  תסמיניםה

התפתחותית הקשורה -תסמונת אנגלמן היא תסמונת עצבית - (Angelman like) תסמונת דמויית אנגלמן 

מתבטא רק האלל , ובמצב תקין) (imprintingגן זה עובר החתמה גנומית . 15על כרומוזום  UBE3Aבגן 

 unipaternalלרוב כתוצאה מחסר באלל האימהי או, בתסמונת אנגלמן נפגע תהליך החתמה זה. האימהי שלו

disomy .פיגור שכלי, בשתיהן יש מיקרוצפלי: בין תסמונת אנגלמן ותסמונת רט יש חפיפה קלינית חלקית ,

אפרקסיה ותנועות ידיים סטריאוטיפיות אלא שבתסמונת אנגלמן סימנים אלו מולדים ללא , אטקסיה, פרכוסים

נמצאו במקרים  MECP2מוטציות ב . שאינו אופייני לתסמונת רט, שלב נסיגה ובנוסף יש דיסמורפיזם קל בפנים

  . (Watson et al 2001, Milani et al 2005)בבנות , UBE3Aספורים של תסמונת אנגלמן ללא חסרים בגן 

הביטוי הפנוטיפי של מוטציות ב  -בזכרים  MECP2או מוטציות(male Rett)  זכריםבתסמונת רט 

MECP2 החל מאנצפלופתיה , בזכרים יכול להיות מסווג לשלוש קבוצות המשתרעות על פני טווח חומרה רחב

כרים עם מוטציות קלאסיות של ז. עבור דרך תסמונת רט קלאסית וכלה בפיגור שכלי קל לא ספציפי, מולדת

, (severe neonatal encephalopathy)תסמונת רט מציגים תמונה קלינית של אנצפלופתיה מולדת קשה 

 התקפי כפיון, קשיי האכלה ואי שגשוג, מיקרוצפלי נרכש, היפוטוניה חמורה בלידה ודיסטוניה מגוונת בהמשך

. (Villard et al 2000, Ben Zeev et al 2002)לחייהם המביאים למוות בשנה הראשונה  דום נשימהואירועי 

על רקע  MECP2הופעת תסמונת רט קלאסית בזכרים נדירה ביותר ומופיעה בדרך כלל במצב של מוטציה ב 

אם כי יש דיווחים ספורים    (Naidu et al 2003, Moog et al 2003)או מוזאיקה סומטיתXXY,47 קריוטיפ

. (Masuyama et al 2005, Ravn et al 2003)אסית על רקע קריוטיפ תקין על זכרים עם תסמונת רט קל

 MECP2לא נמצאו עדויות לכך שמוטציות בגן , בניגוד לסברה כי תסמונת רט היא דומיננטית ולתאלית בזכרים

, לפיכך נראה שהסיבה לנדירות זכרים עם מוטציות הגורמות לתסמונת רט. גורמות למוות תוך רחמי של זכרים

בדומה לרוב המוטציות הגורמות להפרעות , יא שמרבית המוטציות מתרחשות באופן ספוראדי באלל האבהיה

במספר מקרים של זכרים הלוקים בפיגור שכלי עם או בלי . (Trappe et al 2001)גנטיות ספוראדיות באדם 

. MECP2של  '3צה נמצאו מוטציות חלף או חסרים קטנים ללא פגיעה במסגרת הקריאה בק, סימנים נוספים
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היו תקינות או , מוטציות אלו לא נקשרו בתסמונת רט קלאסית בבנות וקרובות משפחה נשאיות של זכרים אלו

זכרים  185בסקירת ). Meloni et al 2000, Couvert et al 2001, Zoghbi et al 2003(בעלות ביטוי גבולי 

המתקרבת , 2%וטציות חלף בתדירות של כ נמצאו מ, MECP2עם פיגור שכלי לא ספציפי למוטציות בגן 

מחקרים . (Couvert et al 2001)באוכלוסיה זו  FMR1של התרחבות אזור החזרות בגן  3-4%לתדירות 

 Yntema et al(דומים שבוצעו במדגמים קטנים יותר של זכרים עם פיגור שכלי לא הצליחו לשחזר שכיחות זו 

2002, Mooncla et al 2002, Gomot et al 2003, Yisaukko-Oja et al 2005 .(  

  גנטיים בין תסמונת רט ואוטיזם- קשרים נוירו

כפיגור בנטיה ליחסי ) DSM-IV )2002י "התפתחותית שכיחה שמוגדרת ע- אוטיזם היא הפרעה עצבית

, מצב מולד תקין: לתסמונת רט ולמרבית הפרעות האוטיזם יש מהלך דומה. תקשורת ומשחק, גומלין חברתיים

חלה נסיגה בקשר , בגיל שנה עד שלוש, ות תקינה לכאורה במהלך החודשים הראשונים לחיים ולאחריההתפתח

יש דמיון גם בממצאים , בנוסף. בתקשורת שפתית וחברתית והופעת תנועות סטריאוטיפיות חוזרות, עין

פויות הדנדריטיות הנאורופתולוגיים בקורטקס ובהיפוקמפוס הכוללים גופי תאים קטנים וצפופים וירידה בהסתע

אלא שבעוד תסמונת ,  (Kemper and Bauman 1998; Armstrong et al 1995)של תאי עצב פירמידליים

היקפי הראש האופייניים לטווח האוטיזם גדולים , נטלי-רט מאופיינת בהאטת גדילת הראש בשלב הפוסט

, עקמת, ת בתפקודים המוטורייםבאוטיסטים אין פגיעו. (Zoghbi 2003)חודשים  6-12מהנורמה החל מגיל 

חולשה או עיוותים בקצות הגפיים שנראים לעיתים קרובות בתסמונת רט ולעומת זאת לרוב מוצאים אצלם 

הבדל עקרוני . שאינה נמצאת בחולות רט Mount et al 2003)(משחק סטריאוטיפי והיקשרות עודפת לחפצים 

אוטיזם היא הפרעה הטרוגנית , מוטציות בגן יחידנוסף הוא כי בעוד תסמונת רט נקשרת ברובה הגדול ב

מספר מחקרים שסרקו אוכלוסיות אוטיסטים לא מצאו . (Muhle et al 2004)מולטיגנית ומולטיפקטוריאלית 

אולם בעבודה אחת  MECP2 )(Lobo-Menendez et al 2003, Vourc’h et al 2002מוטציות מקודדות ב 

מקרים לעומת פעם אחת באוכלוסיית ביקורת  24יאציות שחזרו ב שתי ור MECP2של  UTR’3נמצאו באזור 

כולל אזורים שמורים  MECP2של  3’UTR. (Beyer et al 2002; Shibayama et al 2004)תואמת מוצא 

ורק לאחרונה החל )  (Zhao et al 1999הידועים כחיוניים לוויסות תהליכי שעתוק ותרגום ביוקריוטיים

וקשורים בדיכוי התרגום  UTRs’3שנקשרים בעיקר ל  microRNAsווך באמצעות להתברר כי וויסות זה מת

(Yang et al 2005) .מעידים ש , השינויים שנמצאו באזור זה בעיקר באוטיסטיםMECP2  מעורב במסלולים

ההטרוגניות הפנוטיפית הרחבה שנמצאה . התפתחותיים מרכזיים האחראים על כישורים תקשורתיים-עצביים

מעלה את השאלה אלו הפרעות נוספות קשורות במוטציות ב  MECP2חולות עם מוטציות או שינויים ב בחולים ו
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,MECP2 במחקר זה נסרקו האזורים המקודדים של הגן וגם . ומה היקפן באזורים המקודדים או מחוצה להם

  .אזורים לא מקודדים שמורים במדגם רחב היקף מבחינה מספרית ופנוטיפית

  היסטוכימית של מוחות תסמונת רטאנליזה מבנית ו

בנפח ובמשקל   30%הכוללת ירידה של כ , לחולות תסמונת רט יש מורפולוגיה אופיינית מאוד של המוח

הירידה בנפח נובעת מפגיעה בחומר האפור . לעומת מוחות ביקורת אולם מראה גס תקין של המבנים המוחיים

הנוריונים בקורטקס . ים הבזאליים השולטים בתנועותבעיקר באזורים הפרונטליים והטמפורליים ובגרעינ

בגרעינים . (Bauman et al 1995)הצרברלי נראים קטנים ודחוסים יותר ללא עדות לאיבוד תאים או דגנרציה 

בנוירונים הפיראמידליים שיוצאים מהקורטקס המוטורי . הכהים כגון הסובסטנציה ניגרה יש מלנין מופחת

נדריטיות מועטות עם הסתעפויות קצה קצרות יותר מבנוירונים נורמאליים הפרונטלי נצפו שלוחות ד

(Armstrong 2001) .תסמונת , התפתחותיות אחרות כתסמונת דאון- פתולוגיה דומה נמצאה גם בהפרעות נאורו

 תמונה נוירופתולוגית דומה זו מוסיפה נדבך התומך. (Percy et al 2003)השביר ואוטיזם  Xתסמונת ה , אנגלמן

  . התפתחותי משותף בבסיסן של תסמונות אלו-בקיום מסלול עצבי

  ) Methyl CpG binding protein 2  )MECP2הגן

הם ספוראדיים כתוצאה ממוטציות חדשות באלל האבהי  (99%<)מרביתם הגדולה של מקרי תסמונת רט 

ד של הגן מתגלות בכ מוטציות באזור המקוד. MECP2 (Girard et al 2001, Trappe et al 2001)של הגן 

החלק היחסי של . מהחולות עם תסמונת רט קלאסית ובמידה נמוכה יותר בצורות האטיפיות של התסמונת 80%

 (Bourdon et al 2001a, Leeהמקרים עם מוטציות משתנה לפי סוג הוריאנט ולכן קשה יותר לאומדן מדוייק

(et al 2001, Colvin et al 2004, Percy et al 2005 .  

וכולל  76Kbוהוא משתרע על פני כ  Xטלומרי של כרומוזום - בקצה התת Xq28ממוקם ב  MECP2גן ה

והאקסון  2,3,4מורכב רק משלושת האקסונים  MECP2סברו שהחלבון , עד לא מכבר. ארבעה אקסונים

, MECP2דווחו שתי קבוצות מחקר על זיהוי איזופורם חדש של  2004ב . UTR`5הראשון מהווה חלק מ 

שני תוצרי . (Mnatzakanian et al 2004, Kriaucionis & Bird 2004) 1-3-4מורכב מהאקסונים ה

ללא הבדל באזורים , על פי שחבור אלטרנטיבי של האקסון השני, Nהשעתוק האיזופורמיים נבדלים בקצה 

במפגש . )1.תרשים א(transcription repression domain ו  methyl CpG binding domain: התפקודיים

לעומת  MECP2_e1הוחלט לכנות את האיזופורם החדש  MECP2בינלאומי של חוקרי תסמונת רט ו 
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אם כי יש עדיין (על פי האקסון שבו מתחיל תרגומו של כל אחד מהם ,  MECP2_e2האיזופורם הקודם 

כולל את  MECP2_e2תוצר השעתוק ). בהתאמה MECP2Aו  MECP2Bפרסומים המשתמשים בכינויים 

מהווים את  2ורובו של אקסון  1בעוד אקסון , 2ארבעת האקסונים של הגן אולם תרגומו מתחיל מסוף אקסון 

של  (splicing out)יש שחבור אלטרנטיבי והוצאה  MECP2_e1באיזופורם . UTR'5האזור הלא מתורגם 

ורם זה קצר יותר של איזופ' UTR5 כך שאזור  1והתרגום מתחיל בערך מהשליש השני של אקסון , 2אקסון 

 MECP2_e2רמת הביטוי של , בדם. שני האיזופורמים משועתקים ברוב הרקמות בעכבר ובאדם .)1.תרשים א(

גבוהה  MECP2_e1דווקא רמתו של , אולם במוח בוגר של אדם ושל עכבר, MECP2_e1לעומת  8גבוהה פי 

 et alתר מאשר בתאי גליאה פער זה נובע מהפרשי הרמות בתאי העצב יו MECP2_e2לעומת  10-12פי 

2004) (Mnatzakanian.  

קיימים שלושה אתרי פוליאדנילציה אלטרנטיביים , UTR’3)(הלא מתורגם של תוצרי השעתוק ' 3בקצה 

ששכיחותם משתנה על פי סוג   10.1Kbו 1.9Kb, 7.5Kb, היוצרים שלושה תוצרי שעתוק שונים באורכם

ואילו תוצר השיעתוק הקצר ביותר שכיח יותר   10.1Kbתר במוח הואתוצר השיעתוק השכיח ביו. הרקמה והגיל

הוא נדיר  7.5Kbתוצר השיעתוק באורך . הכבד ובטחול, הלב, בכל הרקמות האחרות שנבדקו כגון שרירי השלד

כמו כן נמצא ששכיחות . (Coy et al 1999, Reichwald et al 2000)יותר או שאורך מחצית חייו קצרה יותר 

יתכן לפיכן שהמעבר בין ). (Balmer et al 2003, Pelka et al 2006עתוק הארוך יורדת עם הגיל תוצר השי

של תוצר  UTR'3אזור . עם הגיל MECP2אתרי פולי אדנין אלטרנטיביים קשור בעליה הכללית ברמת 

יחס ב (74%)השכיח במוח הוא ארוך מהרגיל ובעל דרגת שימור אבולוציונית גבוהה  MECP2השיעתוק של 

באמצעות קישור גורמים , כיום הולך ומתברר תפקידו של אזור זה בבקרת התרגום. (Coy et al 1999)לעכבר 

שמשועתק  FMRP associated mRNAריבוזומים או , micro RNAs, המעורבים או מבקרים תהליך זה כגון

  ). de Moor et al 2005(וייחודי למוח   FMR1מהגן 
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באתרי  hotspotsני שלישים מהמקרים הקלאסיים והאטיפיים של תסמונת רט נובעים משמונה מוטציות ש

CpG :R106W, R133C, T158M, R168X, R255X, R270X, R294X, R306C )Amir et al 2000, 

Lee et al 2001, Percy et al 2003 .( מוטציות אלו נובעות מהפיכת ציטוזין לתיאמין כתוצאה מדאמינציה

 Cooper and) (Yussoufianמהמוטציות הנקודתיות בגנום 35%כפי שנכון לגבי , ספונטנית של ציטוזין ממותל

-1050בין הנוקלאוטידים , של הגן Cכעשירית מהמוטציות הגורמות לתסמונת רט הם חסרים בקצה . 1988

מסבירות רק   1-2מוטציות באקסונים. CG (Wan et al 1999)המתאפיין ברצפים חוזרניים עתירי , 1200

 . (Amir et al 2005, Evans et al 2005)מיעוט קטן מהחולים 

 (DHPLC denaturating highבאמצעות , בעולם MECP2ות המקובלות לגילוי מוטציות ב השיט

(performance liquid chromatography) מבוססות על ריאקציות , או קריאות רצף ישירות בלבדPCR 

 הניסיונות לשפר את מידת גילוי המוטציות בחולות. (Buyse et al 2000, Nicolao et al 2000)סטנדרטיות 

 (MLPA multiple ligationעודדו שימוש בטכנולוגיות מוליקולריות מתקדמות כגון , תסמונת רט

amplification (probe dependent  וכימות עותקי הגן באמצעותReal-Time PCR )Nicolao et al 2001, 

Erlandson et al 2003, Raven et al 2005, Laccone et al 2004 .(פו למעשה את טכנולוגיות אלו החלי

בעקבות הכנסת השימוש בשיטות אלו התגלו לאחרונה  .לגילוי חסרים או שינויי סדר גנומיים Southernאנליזת 

  . סטנדרטיות PCRחסרים גדולים ודופליקציות שחמקו מגילוי בשיטות שהתבססו על ריאקציות 

חולות רט ברחבי באוכלוסיית  MECP2על אף המאמצים המושקעים בחיפוש מוטציות וחסרים בגן 

מהמקרים הקלאסיים של תסמונת רט   20%והרחבת השימוש בטכנולוגיות מתקדמות עדיין נותרים כ , העולם

)(Weaving et al 2004; Percy et al 2005 ללא אבחנה גנטית, וחלק גדול הרבה יותר מהמקרים האטיפיים .

 (CDKL5 3X-linked cyclin dependent kinaseתעלומתם נפתרה באופן חלקי ביותר עם גילוי מוטציות ב

like 5   (בחולים אטיפיים עם פרכוסים מוקדמים על רקע ספוראדי או משפחתיTao et al 2004, Scala et) 

(al 2005 . במקרים עם תסמונות רט אטיפיות קלות כגון רט עם ביטוי קל(FF)  או דיבור שמור(PSV) , רמות

על פי חיפוש בספרות ובבמאגר המידע . (Percy et al 2005)יחסית גבוהות  MECP2הגילוי של מוטציות ב 

RettBase  לא דווחו מוטציות באזורים הרגולטוריים שלMECP2 ,לעומת . מחוץ לאקסונים ולאתרי השחבור

במספר גנים אחרים אכן תועדו חסרים ומוטציות אינטרוניות הפוגעות בתהליך השעתוק או השחבור , זאת

, COL4A3 (Knebelmann et al 1995)שקשורה בגן ) (Alportכגון תסמונת אלפורט , וגורמות למחלות

ש טורט שנקשרה "ותסמונת עLmbr1   (Lettice et al 2003)פולידקטיליה שנגרמת על ידי מוטציות בגן

, אחת מהשערות המחקר הנוכחי היא כי מקרי תסמונת רט. SLITRK1 (Abelson et al 2005)לאחרונה בגן 
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יכולים להיות מוסברים באמצעות מוטציות באזורים , MECP2צאי מוטציות באזור המקודד של ללא ממ

לאישוש השערה זו פיתחנו שיטה . הכוללים אתרי קישור לגורמים המווסתים את תהליכי השחבור או השיעתוק

  .הוסקרנו אזורים לא מקודדים המועמדים לכלול רצפי בקר MECP2ייחודית לבדיקת רמת הביטוי של 

    X(XCI) תסמונת רט והתפלגות האינאקטיבציה של כרומוזום

התקבלה , בעוברי עכברים X chromosome inactivation (XCI)על פי מחקרים ראשוניים בנושא 

נקבע בתחילת שלב הגסטרולציה ונשמר קבוע בכל הרקמות שמתפתחות משלושת  XCIהתפיסה כי דגם ה 

במחקר אמפירי שבדק את דפוסי , לעומת זאת. (Monk et al 1992)השכבות העובריות הקיימות בשלב זה 

. עולה באופן מובהק עם הגיל XCI skewedילדות ונשים בגילאים שונים נמצא כי שכיחות  350ב  XCIהתפלגות 

ברקמות שונות הינו גבוה ומובהק אם כי עוצמתו יכולה לרדת מעט עם הגיל   XCIהמתאם של דפוס התפלגות

(Sharp et al 2000) . מכאן שדפוס ההתפלגות של XCI הינו תהליך דינאמי הנמשך לאורך החיים ועשוי להיות

  . נתון ללחצי הישרדות סלקטיביים ברקמות שונות

, על סמך מחקרי תאחיזה במשפחות עם מקרים חוזרים Xq28כבר בשלב שבו מופה הגן של תסמונת רט ל 

אובליגטוריות אינאקטיבציה מועדפת של הכרומוזום שנשא נמצאה בנשאיות , MECP2ובטרם התגלה הקשר לגן 

. ,Wan et al 1999 (Zoghbi et al 1990(ממצאים אלו אושררו לאחר זיהוי הגן . את האללים האחוזים במחלה

לא אקראית   XCIאך בקבוצת המקרים עם נטית , אקראית XCIאמנם ברוב החולות רט הספוראדיות יש התפלגות 

 ,Amir et al, 2000, Weaving et al 2003(האבהי  Xשל אינאקטיבציית כרומוזום נמצאה שכיחות יתר 

Smeets et al 2003 .( ממצאים אלו עולים בקנה אחד עם מחקריהם שלTrappe  ועמיתיו ושלGirade  ועמיתיו

ניתן , לפיכך. מתרחשות בכרומוזום האבהי MECP2מהמוטציות החדשות בגן  99%שהראו כי מעל  (2001)

כתוצאת תהליך סלקציה לטובת , רש את הנטייה להעדפת האינקטיבציה של הכרומוזום האבהי בחולות רטלפ

 . Zoghbi et al 1990, Amir et al 2000, Takagi et al 2001)(התאים התקינים 

נמצאו בעיקר במקרים קיצוניים מבחינה פנוטיפית או , נטויות XCIמסקירת הספרות עולה כי התפלגויות 

מכך התבקשה שאלת . פית כגון נשאיות אסימפטומטיות או חולות קלאסיות עם מוטציות קוטעניות מוקדמותגנוטי

על מנת לענות על שאלה זו כלל מחקר זה הערכות של . על הפנוטיפ בכלל חולות רט XCIההשפעה של דפוס ה 

ן חומרת הפנוטיפ ורמת בדגימות דם היקפי של רוב חולות רט והאינטראקציות בין מדד זה לבי XCIדפוס ה 

  .נבחנו בקרב חולות עם אותה מוטציה או מוטציות דומות mRNAביטוי 
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  בתסמונת רט קלאסית ואטיפית  MECP2הביטוי הקליני של מוטציות ב 

העלו ממצאים לא , המחקרים הראשוניים לגבי היחס בין סוגי מוטציות לבין המופע הקליני של תסמונת רט

גם . מדגמים קטנים או משוני בקטגוריזציה של המוטציות והגדרת המשתנים הקלינייםשנבעו כנראה מ, עקביים

יכולים היו  Xהשוני האנדיוידואלי בהתפתחות התסמינים והשפעת התפלגות האינאקטיבציה של כרומוזום 

בהק לא מצאו קשר מו (Amir et al 2000)רות אמיר ושותפיה . פנוטיפי מובהק-להקשות על זיהוי קשר גנוטיפי

. אלא רק ביחס לשלושה תסמינים ספציפיים, בין סוגי מוטציות לבין הערכה כללית של חומרת התסמונת

מופע חמור יותר ) (nonsenseניכר כי לחולות עם מוטציות עצר , במחקרים שבוצעו במדגמים גדולים יותר

     (Cheadle et al 2000ברוב המדדים הקליניים שנבדקו , (missense)מוטציות חלף  מאשר בחולות עם

(Schanen et al 2004, Monros et al 2001, Huppke et al 2003, Colvin et al 2004  אולם ניכרה

בחולות עם מוטציות קוטעניות מוקדמות נמצא פנוטיפ חמור יותר מבחולות עם . השפעה גם למיקום המוטציות

ממצאים  .C (Cheadle et al 2000, Huppke et al 2003,Charman et al 2005)מוטציות קוטעניות בקצה 

שומר על תפקוד שאריתי המתבטא ברמה ' 3קטוע בקצה  MECP2אלו נתמכו במבחנים מולקולריים שהראו ש 

   .(Kudo et al 2003)מסויימת של דיכוי שעתוק בדרוזופילה 

ת תרגומו ללא קטיע MECP2פנוטיפ במוטציות הגורמות לשינוי רצף -מניתוחי אינטראקציות גנוטיפ

השפעת . ונראה כי קיים קשר בין מוטציות חלף ספציפיות לבין הפנוטיפ הנובע מהן. עולה תמונה מורכבת יותר

שכן אזורים שונים בגן נקשרים לחלבונים או , תלויה במיקומן  in-frame deletion/insertionמוטציות חלף או 

ות האמיניות שמוחלפות יכול להשפיע על חומרת גם אופי החומצ. (Kudo et al 2003)קומפלקסים ספציפיים 

, הן בעלות מבנה ומטען חשמלי דומה מאוד ובהתאמה לכך, החומצות האמיניות ואלין ואלנין לדוגמא. הפנוטיפ

בזכרים עם פיגור שכלי לא  p.A140Vכגון , מוטציות חלף המערבות אותן נמצאו במקרים אטיפיים קלים יחסית

באופן כללי נמצאו בחולות רט עם וריאנטים קלים רק . (Couvert et al 2001, Cohen et al 2002)ספציפי 

 Cאו חסרים קטנים ללא פגיעה במסגרת הקריאה בקצה ) p.R306Cו  p.R133Cבעיקר (מוטציות חלף 

)RettBase .( גם בחולות רט בוגרות עם מוטציותframeshifts  בקצהC הגורמות לחלבון ארוך , של הגן

מהרגיל נמצאה התנהגות אדפטיבית ותקשורת משופרות יחסית לעומת הידרדרות חדה של התפקודים המוטוריים 

(Smeets et al 2005) .מוטציית החלף , מאידךR106W  נקשרה בפנוטיפ קליני ומוליקולרי חמור יותר מאשר

  .  C (Kudo et al 2003, Colvin et al 2004)מוטציות קוטעניות בקצה 
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,  לאור מורכבות הקשר בין גנוטיפ לפנוטיפ תסמונת רט והסתירות עולות בהשוואה בין מחקרים שונים

שיערנו את קיומם של גורמים גנטיים ואפיגנטיים נוספים המשפיעים על יחס ביטוי הגן המוטנטי לעומת הגן 

ביחס למוטציות  MECP2דידת רמת תוצרי שעתוק של לשם בדיקת השערה זו פיתחנו שיטה ייחודית למ. התקין

על רמות ביטוי ועל השונות הפנוטיפית  Xשונות וכן בדקנו את השפעת התפלגות האינאקטיבציה של כרומוזום 

  . בחולות עם אותה מוטציה

  ביטוי ותפקוד , מבנה – MECP2החלבון 

MECP2  הוא חלבון כרומוזומלי שכיח שמשקלו המוליקולרי כKd 75.  איזופורםMECP2_e2  מורכב

שני החלבונים האיזופורמיים הללו נבדלים . א"ח 498כולל  MECP2_e1חומצת אמיניות והאיזופורם  486מ 

החלבונים . עתירת גליצין ואלנין, חומצות אמיניות 21שרשרת בת  MECP2_e1שבו יש באיזופורם  Nבקצה 

אשר מווסתים תהליכי  homeoboxכים לממשפחת היחידים שלהם שרשראות פוליגליצין ופוליאלנין משתיי

 Nנמצאת גם בקצה  MECP2_e1שרשרת זהה לזו של . (Mnatzakanian et al 2004)שעתוק התפתחותיים 

קינאז המקשר בין פעילות פוסט סינפטית לבין  extracellular signal regulated kinase-1  (ERK1) של 

הוא ששניהם מסתמנים בתאי  MECP2_e1ו  ERK1, חלבונים אלומאפיין משותף נוסף לשני . ויסות השעתוק

עשוי לשאת גם  MECP2_e1מאפיינים משותפים אלו מרמזים ש . סינפטיים-העצב  בגרעין וגם במבנים פוסט

  . ERK1 )(Aber et al 2003בדומה ל , בתפקיד התיווך בין פעילות סינפטית לבין וויסות שעתוק

המשך החלבון הכולל את האתרים התפקודיים העיקריים , האיזופורמיםהמבחין בין שני  Nלעומת קצה 

MBD  וTRD ,הינו זהה בשני האיזופורמים .Methyl CpG Binding Domain MBD)(  ממוקם בחומצות

 CpGונקשר לדינוקליאטידים ) MECP2_e1של האיזופורם  93-177או ( MECP2_e2של  78-162אמיניות 

אתר זה הומולוגי לארבעה . (Nan et al 1993)קמים בעיקר בפרומוטרים הממותלים באופן סימטרי וממו

מחקר עדכני . Mbd4  (Hendrich & Bird (1998ו,MeCP1 Mbd2,  Mbd3 :ידועים נוספים MBDחלבוני 

א "ממותלים יחידים אשר בקרבתם יש דנ CpGנוטה להיקשר לדינוקליאוטידים  MECP2של  MBDהראה כי 

אחרים שאינם זקוקים למוטיב זה לצורך  MBDבניגוד לחלבוני , )A/T )[A/T]≥4עתיר בנוקליאוטידים 

יש תפקיד ייחודי שאינו מגובה על  MECP2זהו סימן לכך של . (Klose et al 2005)התקשרותם לכרומטין 

שגורם  histone methyltransferaseקושר אליו  MBDלאחרונה הוכח כי אזור ה . MBDידי יתר חלבוני 

מתילציית היסטונים מאפיינת אזורי הטרוכרומטין קונסטיטוטיביים . H3בהיסטון  9של שייר ליזין  למתילציה

(Fuks et al 2003, Horike et al 2005) .  
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Transcription Repression Domain (TRD)  ממוקם בMECP2_e2  207-310בחומצות אמיניות 

המתווך עם פקטורים מדכאי שעתוק  Sin3Aור רפרס-אתר זה נקשר לקו). MECP2_e1באיזופורם  222-325(

 Silencing mediator(  SMRTהקומפלקס, HDACs)( histon deacetylases  1-2שהעיקריים בהם הינם 

(of retinoic acid and thyroid receptors  ופקטורCo-REST )(RE1 silencing transcription factor 

 (,Stancheva et al 2003בהתמיינות תאי עצב במח המרכזי שאחראיים לבקרת שיעתוק של גנים המעורבים

(Lunyak et al 2002 .HDAC1  בהיסטון  14גורם לדאצטילציה של ליזיןH3  בהיסטון  16ושל ליזיןH4 

(Wan et al 2001). א הטעון "כתוצאה מכך מתגברת האפיניות בין ההיסטונים הטעונים חיובית לבין הדנ

-הפרת האיזון שבין אצטילציה ודה. הכרומטין ולהפחתת נגישותו לגורמי שעתוקשלילית ומביאים להידחסות 

). (Ausio et al 2003התפתחותיות אחרות -אצטליציה של היסטונים נמצאה גם בבסיס הפרעות גנטיות נוירו

, TRDהעבודה הנוכחית כוללת בדיקת רמת האצטליציה של היסטונים במערכת ביטוי של מוטצית חלף חדשה ב 

ממוקם בתוך Nuclear Localization Signal  (NLS)אתר . מנת לברר את השלכותיה על תפקוד אתר זה על

TRD , ב  255-271בין החומצות האמיניותMECP2_e2 . סיגנל זה מזוהה בתא ההומני ומאפשר את העברתם

רונות והוא החומצות האמיניות האח 63מוגדר ב , MECP2של  Cקצה . של חלבונים הנושאים אותו לגרעין

כמו . (Yusufzai and Wolffe 2000)חשוב ליציבותו של החלבון דרך קשירת חלבונים המגנים מפני דגרדציה 

במסגרת העבודה . (Cheadle et al 1999)להטרוכרומטין  MECP2כן הוא תורם לחיזוק ההתקשרות של 

  .י השיעתוקעל רמת תוצר Cהשפעתם של מוטציות חסר בקצה , בין השאר, הנוכחית נבדקה

ברוב הנוירונים אך לא בתאי , קיים בכל הרקמות אולם רמתו גבוהה ביותר במוח בוגר MECP2החלבון 

; נמוך והוא עולה במקביל לסדר הבשלת המבנים המוחיים  MECP2במהלך התפתחות המוח ביטויו של . הגליאה

לנוכחותו לפני מבנים חדשים יותר  הופכים חיוביים, עמוד השדרה וגזע המוח שהינם מבנים מוחיים ראשוניים

עליית רמה זו נמצאה בתיאום זמנים עם שלב היווצרות הסינפסות במבנים חדשים . כגון ההיפוקמפוס והקורטקס

במוח הבשל ונשארת  לשיאה MECP2ובהם מגיעה רמתו של , האחראים בעיקר על תפקודי חשיבה ולמידה, אלו

רמתו של  (Coy et al 1999, LaSalle et al 2001, Kishi et al 2004)כך לאורך כל החיים הבוגרים 

MECP2_e1  בערך מרמת  1210-במוח גבוהה פיMECP2_e2 (Mnatzakanian et al 2004) . ממצאי

וכי פעילותו  MECP2מחקרים אלו תומכים בכך שתאי העצב במוח המרכזי הם מקום הפעילות העיקרי של 

ביחס להתפתחות המוח מרמז גם על  MECP2תזמון הופעת . נפסותיכולה להיות קשורה ביצירת ותפקוד הסי

  .הסבר אפשרי להופעה הפוסטנטאלית המעוכבת של תסמיני רט
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מעורב ביצירת שינויים סינפטיים ארוכי טווח  MeCP2לאחרונה הצטברו ממצאים הממחישים כיצד 

)(synaptic plasticity הדוגמא הבולטת ביותר לכך . יים עצבייםדרך וויסות ביטוי גנים נוירונלים בתגובה לגירו

על פי  2.כפי שמומחש בתרשים א  BDNF )(brain-derived neurotrophic factorהיא וויסות ביטוי הגן  

Klose and Bird  (2005) .כתוצאה מגירויים עצביים הם הביטוי , שינויים ארוכי טווח באופן פעולת הסינפסות

כך שקל לזהות את הקשר בין פגיעה בבקרתם לבין תסמיני רט והפרעות , כרוןהפיזיולוגי של תהליכי למידה וזי

   .MECP2התפתחותיות אחרות הקשורות במוטציות ב - עצביות

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  MeCP2בקרת שיעתוק באמצעות  .2.תרשים א 2

.  Xenopusב  Hairy2aו  בחולדה BDNFבוויסות שיעתוק של הגנים  MeCP2המחשת אופן פעולתו של 

) עיגולים שחורים או שחורים למחצה(ממותלים  CpGנקשר לדינוקליאוטידים  MeCP2בשני המקרים 

במצב מנוחה של תא . א .שנמצאים בפרומוטרים של גנים ספציפיים המעורבים בהתפתחות ותפקוד תאי העצב

ורים שמשנים את מבנה הכרומטין רפרס- ומגייס קו BDNFהממותל של  IIIקשור לפרומוטר  MECP2, עצב

, פולאריזציה של הממברנה-כשתא העצב מעורר ומתרחשת דה. באזור ומפחיתים את נגישות גורמי השיעתוק

עקב .הגורמים להנתקותו מהפרומוטר MeCP2מתילציה של הפרומוטר או פוספורילציה זמנית של - מתרחשת דה

פועל  MeCP2 .ב. ויים ארוכי טווח בפעילות המוחשהופך גירויים עצביים חולפים לשינ BDNFכך מיוצר 

 .,Xenopusבמהלך ההתפתחות מערכת העצבים המרכזית של  Hairy2aבאופן דומה גם בהפעלת הגן 

 p. 794 Klose and Bird. 2003. Science, 302   -התרשים לקוח מאת 

 .א

 .ב
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   חיות מודל לתסמונת רט

, מים פנוטיפים דומים לתסמונת רטמדגי, מוטנטי או חסר MECP2עכברים טרנסגניים עם 

Mecp2 (Mecp2נקבות עכבר הטרוזיגוטיות להעדר . בוריאציות התלויות בזוויג ובאופי הפגיעה
null/X)  

אז הופיעו תסמינים נוירולוגיים שמזכירים את , חודשים בערך 6הציגו התפתחות נורמלית לכאורה עד גיל 

הסימפטומים בגיל זהה להופעתם בחולות רט ולא בשלב הופעת . (Guy et al 2001)אלו של תסמונת רט 

Mecp2(זכרים המיזיגוטיים . יכולה לרמז שהמחלה היא תלויית זמן, התפתחותי מקביל
null/Y ( ונקבות

Mecp2 (Mecp2הומוזיגוטיות להעדר 
null/null)  נראים בריאים בהמלטה ומתחילים לפתח סימפטומים דמויי

רק  null-MECP2עכברים טרנסגניים ל  .ומתים כשבועיים לאחר מכןשבועות  6תסמונת רט אחרי גיל 

בכל  null-MECP2בתאי אב של מערכת העצבים לא הראו פנוטיפ שונה מזה של העכברים הטרנסגניים ל 

בתאי  Mecp2עכברים שבהם נפגע ) 2001(ועמיתיו  Chenבמקביל פיתחו . (Guy et al 2001)תאי גופם 

מחלה  אז החלו לבטא, שבועות בערך 5העכברים נראו נורמאליים עד גיל  .מיטוטיים בלבד-עצב פוסט

בבדיקה פתולוגית והיסטולוגית של מוחות עכברים . שבועות 12עד  6נוירולוגית שהביאה למותם בין גיל 

נראתה הארכיטקטורה הכללית של המוחות תקינה אולם בבחינה מדוקדקת יותר התגלתה ירידה בגודל : אלו

באופן התואם את אשר תואר במוחות של , ועליה בצפיפות הנוירונים בהיפוקמפוס ובקורטקסהנוירונים 

שתי קבוצות חוקרים אלו הדגימו . Armstrong et al 1995, Hendrich et al 1998)(חולות תסמונת רט 

  . MeCP2כי המוח הוא מקום פעולתו החיוני העיקרי של  

נבדקה השאלה האם יש ביניהם שיתוף פעולה , וניםהש MBDלאור הדמיון התפקודי בין חלבוני 

אולם זו לא החמירה  Mbd2פגיעה נוספת ב , MECP2-null MECP2לשם כך הושרתה בעכברי . סינרגי

הפנוטיפ הנוירולוגי . (Guy et al 2001)האחרים היתה לתאלית  Mbdsלעומת זאת פגיעה ב . את הפנוטיפ

מאשש גם הוא את , ורבות ישירה של מערכות אחרותכמעט ללא מע MECP2הבלעדי של מוטציות ב 

. MBDההכרה כי לחלבון זה יש תפקודים ספציפיים בתאי עצב שאינם מתבצעים על ידי שאר חלבוני 

נוצרו עכברי מודל עם מוטציה כזו בעמדה , MECP2ב ) nonsense(במטרה לבדוק השפעת מוטציות עצר 

Mecp2)בעכברים אלו הזכרים ההמיזיגוטיים . 308
308/Y) הם היו , ההציגו הפרעה שדומה לתסמונת רט

בנקבות . קיפוזיס וחוסר תפקוד מוטורי, חודשים אז הסתמנו רעד 4-5אסימפטומטיים  עד גיל 

MECP2)ההטרוזיגוטיות 
308/X)  חודשים בערך והן הראו שונות פנוטיפית  10הופיעה פגיעה מוטורית בגיל

תוצאות מבחני הזיכרון והלמידה שלהן היו , אף על פי כן. Xהתלויה בהתפלגות האינאקטיבציה של ה 

  . (Shabazian et al 2002b)בטווח הנורמה 
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לחיות מודל של   MECP2שתי קבוצות המחקר התמודדו בהמשך עם השאלה האם החזרת ביטוי

 Tucker. יכולה למנוע את התפתחות התסמינים הנוירולוגיים, תסמונת רט בשלבים עובריים

מתחיל להתבטא  Tauחלבון ה . Tauתחת בקרת הפרומוטר של החלבון  MECP2ביטאו   (2001)ועמיתיו

הוא מופיע  10-11מיטוטיים עכבריים בסביבות היום התשיעי להתפתחות העובר וביום ה -בתאי עצב פוסט

לא נבדלו  Tau-MECP2שהוחדר לתוכם  null-MECP2עכברים זכרים עם . בכל מערכת העצבים

התקבלה  בהם הפרעה חמורה  WTאולם כאשר הוחדר טרנסגן זה לעוברי . ם נורמאלייםמעכברים זכרי

 נבדקה שאלת ההצלה במודל עכבר עם , בהמשך לכך.  (Collins et al 2004)בתפקוד המוטורי

MeCP2
308/Y   וטרנסגן שלMECP2 העכברים הטרנסגניים הציגו בתחילת חייהם כישורי למידה . אנושי

ר מכן פיתחו הפרעה נוירולוגית מתקדמת שחריפותה עמדה ביחס ישר לרמות הביטוי משופרים אולם לאח

 .MECP2 (Sweatt et al 2004)של 

עלולות לגרום , בכל כיוון MECP2ממחקרים אלו ניתן ללמוד כי חריגות מנורמת הביטוי של 

רמות הביטוי של  ,נבדקו במסגרת עבודה זו, בהשראת מסקנה זו. להפרעות נוירולוגיות שונות באופיין

עם ובלי מוטציות באזור , בדם היקפי של חולות רט קלאסיות ואטיפיות MECP2תוצרי השעתוק של 

מחזק את ההכרה כי , בהבשלה תפקוד המוח, בהתפתחות, MECP2תפקידו של , כמו כן. המקודד של הגן

לולי ההתפתחות ניתן לראות בתסמונת רט מודל להפרעות פיגור שכלי אחרות החולקות עימה את מס

מחוץ  MECP2הכרה זו הניעה אותנו לחפש מוטציות ב . העצביים הנפגעים ואולי גם את הגורם הגנטי

  .לגבולות האזור המקודד ומעבר להגדרות הקליניות של תסמונת רט

   MECP2הערכת ההשפעה הפונקציונאלית של מוטציות ב 

בחולות רט ביחס לאופי המוטציות נבדקו , MECP2השפעותיהן הפונקציונליות של מוטציות ב 

להערכת השפעותיהן של ) Kudo  ),20002003המדדים התפקודיים שנבחרו על ידי קבוצתו של. ומיקומן

, במערכות ביטוי זמניות היו אופן ההיקשרות להטרוכרומטין ורמות השיעתוק TRDוב   MBDמוטציות ב

ושינו את רמות  MECP2נמוכה של התבטאו ברמה  TRDמוטציות עצר שגורמות להשמטת . בהתאמה

השפעתן של מוטציות חלף . בתאי עכבר ובתאי דרוזופילה MECP2השעתוק במערכות ביטוי זמניות של 

על מנת . MBD (Yusufzi and Wolffe 2000)ניכרה רק לגבי אלו הממוקמות ב , על רמות השעתוק

ועמיתיו   Kudoבדקו, MBDב  להסביר את ההבדלים התפקודיים בין מוטציות חלף שונות הממוקמות

הם מצאו . את השפעתן על רמת ההיקשרות לכרומטין ועל רמת דיכוי השיעתוק בתאי דרוזופילה (2003)

שחיוני לשם היקשרות לציטוזין  MBDכי המוטציות נבדלו בהשפעתן על פי מיקומן ביחס למבנה לולאתי ב 
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או  D156Eו  R106W R106Q-אה כגון למוטציות בשיירים הממוקמים בתוך הלול. ממותל בכרומטין

D156G ,לעומת מוטציות שמחוץ , הייתה השפעה בולטת על מידת השעתוק וההיקשרות להטרוכרומטין

כגון , נמצאה בתבחין זה כבעלת השפעה בינונית ואילו מספר מוטציות p.T158Mהמוטציה . למבנים אלו

p.R133C  שהיאhotspot  של תסמונת רט וp.A140V  לפיגור שכלי בזכרים שגורמת)Couvert et al 

2001, Cohen et al 2002) (חוסר יכולתם של מבחני תפקוד אלו . לא הראו אפקט נבדל מהמצב הנורמלי

שוללת את יכולתם לתת מענה  p.A140Vו , p.R133Cלגלות הפרעה בתפקוד החלבון עם המוטציה 

  . MECP2אמיתי למלוא המורכבות התפקודית של 

הוא רמת האצטילציה , במצב מוטנטי לעומת נורמאליMECP2 ימש להערכת תפקוד מדד נוסף שש

 MECP2של   308בשייר) nonsense(בעכברי מודל זכרים לתסמונת רט עם מוטציית עצר . של היסטונים

על אף , 2-3במוח ובטחול בסדרי גודל של פי  H3 (H3K9)בהיסטון  9נמצאה עליה באצטילציה של ליזין 

 Shahbazian et al 2002b, Young & Zoghbi)להטרוכרומטין  MECP2נה של היקשרות תקי

 .ממצא זה מעיד על מודיפיקציה פתולוגית של הכרומטין ודיסרגולציה של ביטוי גנים ברקמה זו. (2004

) (Wan et al 2001קבוצה אחת , TRDמבין המחקרים שבוצעו בתאים מחולות רט עם מוטציות פסק ב 

לעומת שני מחקרים שלא , בלימפובלסטים משתי חולות H4K16טיבית באצטילציה הדגימה עליה סלק

. (Balmer et al 2002; Kaufmann et al 2005)מדם חולות  Tהדגימו תופעה זו בתרביות לימפוציטים 

המוטנטי על ידי הכרומוזום התקין בתרביות  Xיתכן כי פער זה נובע ממיסוך האפקט של כרומוזום 

עוד שמיסוך זה אינו קיים בעכברים המיזיגוטיים וכן לא בשבטי לימפובלסטים שבהם אותו הלימפוציטים ב

  . הוא האקטיבי בכל התאים Xכרומוזום 

במחקר שהשתמש . זכו להתייחסות מועטת במחקרי פונקציונליות TRDמוטציות חלף באתר 

  R306Cטציית חלףא עם מו"באמצעות הזרקת רנ MECP2כמערכת ביטוי זמנית של  Xenopusבעוברי 

: TRDנבדקה מידת ההיקשרות של קומפלקסים מעכבי שעתוק ל, R168Xומוטציית עצר  TRDבסוף 

HDAC1. Sin3A, SMRT . נמצא כי בעובריXenopus laevis  שביטאוR168X  לא נמדדה כלל

 Stancheva et al)נמצאה היקשרות מופחתת  R306Cהיקשרות לקומפלקסים אלו ואילו בעוברים עם 

קיימת סתירה לכאורה בין ממצאי שתי הקבוצות שלא מצאו עליה ברמות האצטילציה של . (2003

לבין TRD  (Balmer et al 2002, Kaufmann et al 2005)היסטונים כפונקציה של מוטציות פסק ב 

אפילו בנוכחות מוטציית , האחראי לדאצטלציה של ההיסטונים HDAC1הממצא של ירידה בהיקשרות 

במחקר זה שולבה אנליזה של רמת האצטילציה ). (Stancheva et al 2003באותו אזור  p.R306Cחלף 
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עם מוטציות  MECP2_e1של היסטונים בדגימות חלבונים היסטוניים שהופקו ממערכות ביטוי זמניות של 

זהו נסיון ראשון להדגים השפעה של מוטציית חלף על אצטליציה של היסטונים במערכות . TRDחלף ב 

אנליזה זו שימשה גם להערכת השפעתה . תקין ומוטנטי בתרביות תאים הומניים MECP2יטוי זמניות של ב

  . בחולת רט ישראלית, TRDהתפקודית של מוטציית חלף פוטנציאלית חדשה שנמצאה ב 

  סיכום 

. התפתחותיות שונות האחוזות באותו גן ידועה על פי דוגמאות קודמות-התופעה של תסמונות עצביות

תסמונות  5אחראיות ל , ומקודד חלבון המווסת שיעתוק Xq13הממוקם ב , למשל XH2מוטציות בגן 

שממוקם  L1CAMהגן , בדומה לכך, (Gibbons et al 1995) שונות שהמשותף לכולן הוא פיגור שכלי 

הגן . ) (MASA Rosenthal et al 1992אחראי לפיגור שכלי עם הידרוצפלוס וגם לתסמונת , Xq28ב 

UBA3E  אחוזות תסמונת אנגלמן ותסמונת  15האחוז בכרומוזוםPrater-Willie  בהתאם למקור ההורי

 MECP2במוטציות בגן ) מהמקרים הקלאסיים 80%(תסמונת רט נקשרת במידה רבה . של האלל הפגוע

 (Couvert התפתחותיות אחרות כגון פיגור שכלי לא ספציפי-אולם בנוסף לכך נקשרו בגן זה הפרעות נוירו

(et al 2001 , תסמונות פיגור שכלי עם סכיזופרניה וסימנים פיראמידליים(Meloni et al 2000)  או

בעבודה זו נקראו רצפי האקסונים ואתרי השחבור באוכלוסיית חולים . (Shibayama et al 2004)אוטיזם 

מוטציות בגן  רחבה שכללה מלבד תסמונת רט קלאסית ואטיפית גם חולים עם תסמונת אנגלמן ללא

UBA3E ,אוטיסטים ובעלי פיגור שכלי ספציפי או לא ספציפי, זכרים עם אנצפלופתיה מולדת.  

הנהוגות כיום כוללות קריאת רצפי  MECP2שיטות האבחון המולקולרי של מוטציות בגן 

של האקסונים ואתרי השחבור של הגן וכן חיפוש אברציות רחבות היקף במתחם הגן באמצעות כימות יחסי 

מחולות רט הקלאסיות ויותר  %20גם לאחר שימוש משולב בשיטות אלו נותרות כ . MLPAא בשיטת "דנ

היות וכל המוטציות שהתגלו עד היום בחולות רט מביאות . מחולות רט אטיפיות ללא אבחון גנטי 80%מ 

חסרים התבקש אבחון אלטרנטיבי של , ובהנחה שתסמונת רט היא מונוגנית MECP2לירידה בתפקוד 

יכולה לחשוף  MECP2הערכת רמת הביטוי היחסית של תוצרי השעתוק של . MECP2ברמת הביטוי של 

באופן כזה ניתן יהיה . חולים המועדים לשאת מוטציות באזורים רגולטוריים מחוץ לאזור המקודד של הגן

יכרות לפקטורי להשתמש בשיטות האבחון הישירות לחיפוש מושכל של מוטציות באזורים הכוללים אתרי ה

 2ו  1מורכב מהאקסונים  UTR’5היות ו ( UTR’3באינטרונים ובאזור , שיעתוק או שחבור בפרומוטר

  ).בעלי שחבור או תרגום אלטרנטיבי הוא נכלל ממילא בשלב חיפוש מוטציות מקודדות
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 נחקר עד כה תוך, לבין התמונות הקליניות הנגזרות מהןMECP2 הקשר בין סוגי המוטציות בגן 

ללא התחשבות בהשפעות האפיגנטיות של התפלגות , כדי שימוש בקטגוריזציות שונות של שני המשתנים

הממצאים שהתקבלו ממחקרים אלו נתנו . על הביטוי היחסי של האלל המוטנטי Xהאינאקטיבציה של ה 

קרים תמונה מורכבת ולא מספקת להסברת הטווח הפנוטיפי הרחב בין המוטציות השונות ואפילו בין מ

פנוטיפ תוך חלוקת המוטציות לכאלו המביאות -במחקר זה נבדק הקשר גנוטיפ. שונים עם אותה מוטציה

מדידת הפנוטיפ הסתמכה על ציינון רשימת . לקטיעה מוקדמת של התרגום לעומת קטיעה מאוחרת

  .  Xל ה התסמינים המחויבים והתומכים של תסמונת רט תוך בקרת גורם הגיל והתפלגות האינאקטיבציה ש

נמצאו בתסמונות עצביות התפתחותיות שונות  MECP2שינויים אפיגנטיים הקשורים בתפקוד 

ואילו בעכברים שבהם  (Glaze 2004)עצמו MECP2 בלא זיהוי מוטציות בגן , כתסמונת אנגלמן ואוטיזם

ונת רט הופיעו תסמינים נוירולוגיים יחודיים שונים מאלו של תסמ MECP2הושרה ביטוי יתר קל של 

יכולה להיות  MECP2 ניתן ללמוד מממצאים אלו כי דיסרגולציה של. (Sweatt et al 2004)בעכבר 

התפתחותיות שונות מתסמונת רט וכי קיים מנגנון מוליקולרי משותף בבסיסן -מעורבת גם בהפרעות עצביות

מקודד  MECP2גן ה. התפתחותיות הנבדלות הן מבחינה קלינית והן מבחינה גנטית- של הפרעות עצביות

ל . שמווסתים שעתוק באמצעות ארגון מחדש של הכרומטין MBDשני חלבונים איזופורמיים ממשפחת 

MECP2 בשימור ובפלסטיות , הקשור בהיווצרות, תפקיד ייחודי בנוירונים של מערכת העצבים המרכזית

ע באמצעות מתבצ MECP2תפקודו העיקרי של . של סינפסות בעיקר בהיפוקמפוס ובקליפת המוח

, אצטילציה של היסטונים- היקשרות לפרומוטרים ממותלים וגיוס פקטורי דיכוי שעתוק הגורמים לדה

רובן המכריע של המוטציות הפתוגניות הן . הידחסותם וחסימת נגישות הגן הסמוך לפקטורי השיעתוק

, אמת מוצאבמקרה של מוטצית חלף חדשה שהורשה מהאם אך נשללה בקבוצת ביקורת תו. ספוראדיות

מתבקשת שאלת ההבחנה בין פולימורפיזם נדיר לבין מוטציה פתוגנית עם הצלה אפיגנטית בזכות התפלגות 

XCI  פיתחנו מערכת ביטוי זמנית של , לשם כך. נטויה באםMECP2 בתרבית תאים , תקין או מוטנטי

יסטונים בתאי תרבית השפעת המוטציה תוכננה להיבדק באמצעות מדידת רמת האצטילציה של ה. הומניים

שיטת בדיקה זו עשויה לשמש גם לבדיקת הפתוגניות של . שביטאו את החלבון עם המוטציה הנבדקת

  .TRDשינויים אחרים ב 
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   השערה ומטרות המחקר. ב

עבודת המחקר הנוכחית מתמקדת בבסיס הגנטי של תסמונת רט כמודל של תסמונת פיגור שכלי אחוז 

, MECP2קר היא כי שילובים של שונות גנטית כאופי ומיקום המוטציות ב השערת המח. Xבכרומוזום 

יכולים להסביר את הטווח , יחד עם שונות אפיגנטית של התפלגות האינאקטיבציה והשפעה על רמות הביטוי

  .המטרות הספציפיות של העבודה מפורטות להלן. הפנוטיפי הרחב של תסמונת רט

לים ישראלים החשודים לתסמונת רט או הפרעות עצביות ארצית של חו (cohort)הקמת עוקבה  .1

איסוף מפורט של נתוניהם , MECP2התפתחותיות אחרות שיכולות להיות קשורות במוטציות ב 

 . הקליניים ואבחונם המקיף מבחינה גנטית ואפיגנטית

  .בדיקת מתאמים בין גורמים גנטיים ואפיגנטיים לבין המופע הקליני של תסמונת רט .2

 .  MECP2לי לאיבחון חולות עם פגיעה ברמת הביטוי של פיתוח כ .3

 (UTRs)באזורים לא מתורגמים , בפרומוטר, MECP2הקמת מערך סריקת אזורים רגולטוריים בגן  .4

  . במטרה לתת אבחנה גנטית למקרי רט ללא מוטציות באזור המקודד, ובאינטרונים

באמצעות מדידת , TRDבבדיקת ההשלכות המולקולריות הישירות של מוטצית חלף חדשה  .5

לצורך הבחנה בין מוטציה , המודיפיקציות ההיסטוניות במערכת ביטוי זמנית בתרבית תאים הומניים

  .פתוגנית לבין פולימורפיזם באזור זה
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  כלים ושיטות. ג

  נבדקים

שהוקמה במהלך עבודה זו  MECP2למוטציות בגן ה הישראלית של חולים עם חשד קליני עוקבה

חולות עם  שבע, חולות עם תסמונת רט קלאסית 54טרוגני וכלל יה ההרכב העוקבה ה. קיםנבד 136 מנתה

שש חולות עם תסמונת רט , (ES –early onset infantile seizures)וריאנט של התקפי כפיון מוקדמים 

ארבע חולות עם תסמונת רט , (congenital)ארבע חולות עם תסמונת רט מולדת , (forme fruste)קלה 

וריאנט דמוי עם  ושלושה חולים ארבע חולות,  (PSV- preserved speech variant)דיבור שמורו

, )congenital encephalopathy(תשעה זכרים עם אנצפלופתיה קשה מולדת  ,(Ag. like)אנגלמן 

 שלושה זכרים עם פיגור שכלי משפחתי, שמונה זכרים עם פיגור שכלי לא ספציפי או יחד עם סכיזופרניה

 33כמו כן נבדקו . XXY,47ללא אבחנה גנטית וזכר עם תסמיני רט קלאסיים על רקע קריוטיפ   Xאחוז ב 

השביר ולאברציות  Xשרובן נשללו לתסמונת ה , חולות עם פיגור שכלי וחפיפה חלקית לתסמונת רט

אנצפלוגרם פרכוסים או תרשים אלקטרו, מיקרוצפלי: התסמינים הבאיםחלק מוהיו בעלות , כרומוזומיות

. או אטקסיה/תנועות ידיים סטריאוטיפיות ו, אוטיזם, האטה או נסיגה התפתחותית, לא תקין בגיל צעיר

. שנים 1.5-42: שנים וטווח הגילאים 7.4סטיית התקן , שנים 10.8היה , ממוצע גיל החולים בזמן הבדיקה

חלק ממקרי הפיגור השכלי הופנו  ,רוב המקרים הופנו מאת מרפאת נוירולוגיה ילדים במרכז הרפואי שיבא

מאת מחלקת היעוץ הגנטי במכון הגנטי במרכז הרפואי שיבא או מתוך מאגר דגימות של מחקר אחר שנערך 

מספר מקרים של תסמונת . ר אווה גאק לגבי הבסיס הגנטי של פיגור שכלי וסכיזופרניה"במעבדתה של ד

חולות  2מהדסה עין כרם הופנו . אחרים בארץ רט קלאסית או אטיפית הופנו על ידי מרכזים רפואיים

חולות יחידות הופנו גם מבתי החולים סורוקה ברזילי נהריה , מוולפסון הופנו שתי חולות, וחולה זכר

ש "חמש מהחולות שנכללות בעוקבה אובחנו גנטית לראשונה במעבדתו של יובל ירון במכון הגנטי ע. וקפלן

ים החשודים לתסמונת רט התקבלו לרוב יחד עם דגימות דם של האם דגימות של החול. סוראסקי באיכילוב

ר "התסמינים הקליניים של מרבית החולות החשודות לתסמונת רט אובחנו ותועדו על ידי ד. או שני ההורים

שמנהלת את מרפאת רט , פדיאטרית מומחית למחלות נוירולוגיות ופרכוסיות בילדים-נוירו, ברוריה בן זאב

מרפאה זו מרכזת את עוקבת חולי רט הגדולה בארץ ופועלת בשיתוף פעולה . החולים שיבאהפועלת בבית 

במרפאת רט זוכות החולות למעקב . ייעוץ ואבחון טרום לידתי, עם המכון הגנטי בתחום האבחון הגנטי

ל תחומי שמתמחה בטיפו-גסטרואנטרולוגי ותזונתי מאת צוות רב, אורטופדי, וטיפול רב תחומי נאורולוגי

  .בחולות תסמונת רט



 

 22

איסוף המידע הקליני והגנטי ושמירתו וטפסי ההסכמה מדעת אושרו על ידי , אופן גיוס הנבדקים

הורי הנבדקים האפוטרופסים קיבלו הסבר על מטרות המחקר הוחתמו . ועדת הלסינקי לניסויים בבני אדם

א "דגימות הדנ. ת/המטפלה /מאת עורכת המחקר או הרופא, על טפסי הסכמה מדעת להשתתפות במחקר

  . אוחסנו במעבדה המוליקולרית במכון הגנטי בשיבא

 MECP2אנליזת מוטציות בגן . 1

בחפיפה , נעשה כתהליך רב שלבי שכלל קריאת רצפי מקטעים שכיסו MECP2חיפוש מוטציות ב 

 MLPAבחולות עם קריאת רצף תקינה בוצעה בדיקת . את ארבעת האקסונים ואת הפרומוטר, חלקית

בחולות רט קלאסיות ואטיפיות שנותרו שליליות למוטציות גם . לאיתור חסרים או דופליקציות גדולות

, UTR’3לאזור  DHPLCבדיקות , 2של אינטרון  5'לאחר בדיקות אלו בוצעה אנליזת מקטעים לקצה 

. 3 וקריאת רצפי מקטעים מהקצוות השמורים של האינטרונים הגדולים הראשון והשני ומכל אינטרון

וחריגות נבדקו גם , GeneBank Accession # AF030876הממצאים הושוו לרצף הגן התקין על פי 

  .MECP2 )(RettBaseבהורים והושוו לנתונים במאגרי מידע על וריאציות ב 

  גנומי DNAהפקת 

א גנומי גבה "דנ. למניעת קרישה EDTAדגימות דם פריפרי נלקחו מהנבדקים במבחנות המכילות 

פרוטוקול ההפקה . Purigene (Gentra Systems, USA)באמצעות ערכת , ל דם"מ 3לרי הופק מ מוליקו

השקעת חלבונים בנוכחות , דנטורציה של לימפוציטים, מבוסס על ליזיס אוסמוטי של תאי דם אדומים

א גנומי מכל דגימה נקבעה לפי "איכותו של דנ. א באמצעות מלח ואתנול"אצטט והשקעת דנ- אמוניום

על פי ) (GeneQuant Amersham Biosciences, USAידת צפיפותו האופטית בספקטרופוטומטר מד

א "כמות הדנ. 1.75כשהיחס הרצוי גדול מ , nm 280ו  nm 260באורכי הגל  A260/A280יחס הבליעה 

  .4oCא נשמרו ב "דגימות הדנ .µg100-300 שהופקה נעה בסביבות 

   ותת רצף ישירוקריא

מקטעים הכוללים את ארבעת האקסונים של   5של  PCRהגברה בריאקציות א גנומי עבר "דנ

MECP2 בנוסף הוגברו שני מקטעים מאזור הפרומוטר המקיפים בחפיפה אזור בן . אינטרון-וצמתי אקסון

1.5 Kb  רצפי התחלים . של הגן  '5בקצה(primers)  ששימשו להגברת מקטעים מתוך הגןMECP2 

על בסיס כ , µl25נפח סופי : בוצעו בתנאים אחידים  PCRריאקציות . 'אמובאים בנספח , ולקריאתם
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ng200 1, א"דנµM מכל תחל ,DMSO 1.25µl ,12.5µl  תערובת(ABgene, USA) Reddymix 

תנאי הריאקציות . mM 1.5 MgCl2בופר צבע הטענה ו ,   Taq Gold polymerase ,dNTPs, הכוללת

דקה של  ,  95oCדנטורציה בדקת מעגלים של  35, דקות 5שך למ 95oCהיו אקטיבציה של האינזים ב 

הומשכה , בסיום מחזורי הריאקציה. oC 72סינטיזה ב דקה של ו, -60oC 58הקשרות תחלים בטמפרטורת 

ספציפיים התואמים את הגדלים  PCRתוצרי . oC 72דקות ב  7סינטיזה של מקטעים לא מושלמים למשך 

אחר כך , TBEבנוכחות אתידיום ברומיד בבופר  1.5%ל אגרוז בריכוז  'גזוהו באלקטרופורזה ב, המצופים

במקרים של חסרים שהתבטאו בדגם ריצה .  PCR purification kit (Qiagen, USA)נוקו בערכה של 

 HiYieldל בעזרת ערכת 'הופק ונוקה התוצר המוטנטי מהג, ל אגארוז'בג PCRהטרוזיגוטי של תוצר ה 

(UBI, Canada)  כל מקטע . קריאת רצף נפרדת ועברPCR  עבר קריאת רצף משני קצותיו באמצעות

  ABI PRISM dye terminator cycle sequencing ready reaction  (Perkin-Elmer)ערכת 

הערכה פועלת על . ABI Sequencer 310 (Applied Biosystems, USA)במכשיר רצוף אוטומטי 

המסומנים בארבעה צבענים פלורוכרומיים  ddNTPsו  dNTPsהמשתמשת ב  Sangerבסיס שיטת 

קריאות הרצף הראשונות בוצעו באופן עצמי במכון הגנטי ובהמשך נמסרו לקריאה במעבדת שירות . שונים

  AF030876(GenBank(הרצפים שהתקבלו הושוו לרצף הגן המוסכם . Hy-Labsמסחרית של חברת 

כל חריגה מהרצף התקין אוששה  ).blastn )www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seqבעזרת תוכנת 

כונו על פי מספורם  2-4המוטציות באקסונים  . רדתנפ PCRבקריאת רצף בלתי תלויה מתוצר ראקציית 

 ATGנספרו מקודון  1המוטציות באקסון . (GenBank X99686) 2הראשון באקסון  ATGהחל מקודון 

בהתאמה לשיטת המספור המקובלת על פי , (GenBank BX538060)הראשון באקסון זה 

International Rett Syndrome Association (RettBase). מהרצף התקיןזיהוי חריגה רה של במק ,

 א של ההורים"נבדקו הרצפים המקבילים בדגימות דנ, שאושר לפחות בשתי קריאות רצף בלתי תלויות

, MECP2 (RettBase)המוטציות ושינויי הרצף הושוו למאגר המידע של שינויי רצף ב . במידת האפשר

  .ולפרסומים קודמים NCBIב  SNPsלמאגר המידע של 

   Restriction Fragments length polymorphism  (RFLP)וטציות מורשות בשיטת סקירת מ

:  שימשה לסקירת שתי חריגות רצף תורשתיות באוכלוסיית ביקורת תואמת מוצא RFLPשיטת 

 3הממוקם באינטרון ) # AF030876GeneBankלפי ( g.22939delAאו  c.378-19delTהשינוי 

. TRD )(GeneBank # NM_004992.2שממוקמת ב  p.V275Aאו  c.824C>Tומוטציית החלפה 

נשים ממוצא אשכנזי שעברו בדיקות סקר  80שמנתה ביקורת קבוצת נסרק ב c.378-19delהשינוי 
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בדיקות הסקר א של "ממאגר הדנדגימות הדנא נלקחו . הגנטי שיבא לפני או במהלך הריוןבמכון , גנטיות

באמצעות חיתוך סריקת השינוי נעשתה . על פי מין ומוצא ללא התייחסות לגילאים, המכון הגנטישל 

הפעלת האינזים . המזהה את הרצף הוריאנטי בלבד BbsI (New England Biolabs # R0539)באינזים  

 82ו  416גרמה בנוכחות השינוי לקבלת שני מקטעים באורך ) 'נספח א( A4של מקטע  PCRצרי על תו

הכולל  )'נספח א( 9209Rנסקר באוכלוסיית ביקורת באמצעות התחל  c.824T>Cהשינוי . זוגות בסיסים

להגברת מקטע , )'נספח א(  SNPFשהופעל יחד עם התחל, c.828במיקום  dGTPב  dCTPהחלפה של 

 BSiEIאנזים חדש של הנוצר אתר חיתוך  c.824T>Cהכוללים את השינוי  PCRבתוצרי . bp584בן 

(NEB #R0554) הופרדו תוצרי החיתוך . בסיסים 538ו  46להיווצרות שני מקטעים בני גורם ש

 . וזוהו בנוכחות אתידיום ברומיד 1.5%ל אגארוז 'באלטרופוריזה אופקית בג

  שים באמצעים ביואינפורמטייםאנליזת שינויי רצף תורשתיים חד

מיני אורגניזמים שונים  17מוטציות תורשתיות הושוו לרצפי נוקלאוטידים וחומצות אמינו של 

וניתנת לשימוש חופשי באתר של אוניברסיטת  Jim Kentר "י ד"אשר פותחה ע, BLATבאמצעות תוכנת 

בבדיקה זו הוערכה דרגת השימור . /http://www.genome.ucsc.edu); סנטה קרוז קליפורניה

נבדקו באמצעות , (silent mutations)שינויי רצף שקטים . האבולוציוני של הקודון הגנטי במקום השינוי

מזהה רצפי התקשרות של אלמנטים המבקרים את אשר ) ESEfinder )Cartengi et al 2003תוכנת 

במדינת ניו  cold spring harborהיא פותחה במעבדות , באקסונים ו השחבור של הגןהשיעתוק אתהליכי 

הזנת הרצפים התקינים . )/http://exon.cshl.edu/ESE(ב וניתנת לשימוש חופשי ברשת "ארה, יורק

  .שרות אלמנטים רגולטוריים אלו לאזורלעומת החריגים אפשרה לבדוק האם השינויים משפיעים על התק

  נליזת גודל מקטעים  א

עברו , ללא זיהוי מוטציות באזור המקודד, חולות רט קלאסיות וחולה אחת עם צורה מולדתחמש 

הכולל רצף בעל מורכבות נמוכה , של האינטרון השני' 5מקצה  PCRאנליזת מקטעים לבדיקת אורך תוצר 

לפי  .83648-83580g או( c.135+82עד  c.135+13במיקום  Aופולי  Tעתיר בשרשראות פולי 

AF030876(GeneBank  . מקטעיPCR  2זוגות בסיסים יוצרו באמצעות התחל  350באורך צפוי שלF 

תוצרי הראקציות הופרדו ). 'רצפי התחלים מובאים בנספח א( FAMהמסומן ב  2Rוהתחל 

 ROXבהשוואה לסולם גדלים מסומן ב  ABI –Prism 310 (Japan)באלקטרופוריזה קפילרית במערכת 

  .GeneScanונותחו באמצעות תוכנת , ABI (USA)י חברת "המסופק אף הוא ע
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  Dependent Probe Amplification (MLPA)-Multiplex Ligationזיהוי חסרים באמצעות 

אקסונים בגדולים ונועדה לגילוי חסרים או דופליקציות  multiplex PCRתבססת על מ MLPAבדיקת 

. מהולנד MRCהבדיקה בוצעה באמצעות ערכה שפותחה וסופקה על ידי חברת . MECP2של  UTR`3ובאזור 

מתאימים  24מתוכם , )1.טבלא ג(גלאים  28כללה  MECP2ששימשה לבדיקת  P015Cתערובת הגלאים 

שאר הגלאים מתאימים לאזורים . MECP2שמונה ספציפיים לאזורים בתוך שמתוכם  Xלכרומוזום 

בשלב הראשון מבוצעת היברידיציה של הגלאים לגנום ובהמשך . בכרומוזומים אחרים כביקורת לגובה הסיגנלים

  multiplex PCRמתבצעת ריאקציית הגברה, לסיום. חוםליגאציה של גלאים סמוכים באמצעות ליגאז עמיד 

באלקטרופוריזה יוצר מדרג הנחשף בהפרדה  אלו PCRתוצרי אורך . עם תחלים אחידים שמקורם ברצף הגלאים

  . 1.מובא בתרשים ג MLPAהמחשה של עקרון שיטת . אורכם הספציפימזוהים על פי כך שהמקטעים  קפילרית

דקות וקירור ל  5למשך   98oCא גנומי ב "דנ 300ngדנטורציה של כלל , MLPAפרוטוקול בדיקת 

25oC ,95דנטורציה ב , הוספת תערובת הגלאיםoC 60ב היברידיזציה למשך דקה וoC  שעות 16למשך .

. oC 54דקות ב  15תערובת ליגאז עמיד חום לאינקובציה בת  ההוספו  54oCלה טמפרטורשונתה הלאחר מכן 

10µl ציה נלקחו לצורך ריאקציות ריאקציות הליגאמPCR מעגלים של  35: בתנאים של עם תחלים אחידים

. למשך דקה וחצי 72oCלמשך דקה וסינטיזה ב  60oCקשרות תחלים ב יה, למשך דקה 95oCדנטורציה ב 

  . דקות 20למשך  72oC לסיום בוצעה סינטיזה משלימה ב

בנוכחות  Avant Genetic Analyser (ABI, USA) 3100הופרדו במכשיר   1µlבנפח PCRתוצרי 

10µl 0.8פורמאמיד וµl   סולם גודל פנימי המסומן בRox (ROX-500, ABI),  פולימר  :שלבתנאי הפרדה

POP-4 ,ובי ות בעקפילרoC36 , 60טמפרטורת ריצהoC  1.5במתח קבוע שלkV.  מיקומם ועוצמתם של

, א ויעילות הליגאציה"לשם אומדן כמות הדנ. י אותה החברה"שסופקה ע Genescanהפיקים הוערכו בתוכנת 

לשטחו ) שאינם מופיעים בטבלא  64,70,76,82bp(הושוו שטחי פיקים של ארבעה מקטעים לא תלויי ליגאציה 

כל ניסוי כלל . והיו אמורים להיות נמוכים יותר 2q14ליגאציה מכרומוזום -תלוי (92bp)של פיק ביקורת 

נתוני שטחי הפיקים של כל נבדקת הועברו לתוכנת . ות ביקורת נורמאליותהשוואה בין החולות לבין שלוש נקב

excel , באמצעותה חושב שטח הפיק היחסי של כל מקטע)RPA  - (relative peak area . ערך הRPA  חושב

 ,נחשב חריג כאשר נמצאה RPA. באמצעות חלוקת שטח פיק ספציפי לסכום שטחי כל הפיקים באותה דגימה

  . של הביקורות הנורמליותRPA מה  30%סטייה של יותר מ  ,בלתי תלויים בשני ניסויים
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 לגילוי חסרים או דופליקציות MLPAעקרון בדיקת  :1.תרשים ג3

 X ,Yחידים גלאים כאשר כל גלאי מורכב משני אוליגומרים עם תחלים א  28א עובר הקשרות עם"דנ. א

אחד האוליגומרים כולל גם רצף מילוי ). כחול(לאתר המטרה  יםספציפי היברידיזציה פיורצ) צבועים בשחור(

שני  .ג. א"בדנ.שני חלקי הגלאי נקשרים לרצפי היכרות סמוכים. ב). ירוק( M13באורך ייחודי שנגזר מחיתוך 

עם זוג  PCRתוצרי הליגאציה עוברים  .ד. חוםחלקי הגלאי הסמוכים עוברים ליגאציה באמצעות ליגאז עמיד 

מופרדים אלקטרופורטית התוצרים . על פי רצף המילוי, ומתקבלים תוצרי הגברה שונים באורכם  X,Yהתחלים 

  .Automated DNA Sequencerב 

  . א

 . ב

 .ג

 .ד

 Xתחל 
 Yתחל 

 רצף מילוי

 רצף היברידיזציה

 Iאתר מטרה 

 IIאתר מטרה 

 Iאתר מטרה 
 IIאתר מטרה 
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  MECP2של  MLPAהמקטעים המתקבלים באנליזת . 1.טבלא ג2

  

ום כרומוזומימיק (bp)אורך המקטע   MECP2יקום ביחס ל או מ תפקיד 

92  2q14 א"ביקורת כמות דנ  

210 Xp21 ביקורת 

220 Xq28 ביקורת 

229 Xq28  קצהC  

238 Xq12 ביקורת 

247 Xp-PAR ביקורת  

256 Xq28 3'UTR 

265 Xp21 ביקורת 

274 Xq28  קודון העצירה, 4אקסון 

283 11q ביקורת 

292 Xq28  1אקסון 

301 Xq22 ביקורת 

310 12p12 ביקורת 

319 Xq28 L1CAM (0.2Mb centromeric)   

328 Xp21.2 ביקורת  

337 Xq28 TRD 

346 18q21 ביקורת  

355 Xq28  3אקסון  

364 Xp21 ביקורת 

373 Xq28  2אקסון 

382 Xq28 ביקורת 

391 Xq28  1אקסון 

400 Xp21 ביקורת  

409 Xq25 ביקורת 

418 Xq28 IRAK (0.04Mb centromeric)   

427 Xp-PAR ביקורת 

436 17p13 ביקורת 

445 Xp22 ביקורת 

454 Xq28-PAR SYBL1-D02 (0.8Mb telomeric) 
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  denaturing high performance liquid chromatography (DHPLC)אנליזת 

וריכוזי  במדרג טמפרטורות PCRמתבססת על כרומטוגרפיה נוזלית של תוצרי  DHPLCאנליזת 

א דו "והפרדה בקולונה עם אפיניות לדנ רנטורציה, האמפליקונים עוברים דנטורציה. ריאגנטים דנטורטיביים

- בקולונה של כל אמפליקון דו (retention)זמן ההישארות . בטמפרטורת היתוך ספציפית לכל מקטע ,גדילי

יה של אמפליקון הומוזיגוט נוצרים ברנטורצ. גדילי תלוי באורכו ובמידת ההשלמה של הגדילים המתחברים

כאשר האמפליקון כולל מוטציה או שינוי רצף נוצרים גם הטרודופלקסים , לעומת זאת. הומודופלקסים בלבד

וההטרודופלקסים  דופלקסיםזמני ההישארות של ההומוהשוני בין . לימנטריים במקום השינויפשאינם קומ

. סקירת מקטעים מאזור נרחב בפרטים רביםלמתאימה  DHPLCשיטת . כרומטוגרמים בעלי מופע שונהיוצר 

עוברים קריאת רצף ישירה לאיתור , מקטעים עם כרומטוגרם שונה המצביע על אפשרות של הטרודופלקס

   .מוטציות ואשינויי רצף 

חולות רט  12ב  MECP2של  UTR’3שימשה במחקר זה לחיפוש מוטציות באזור  DHPLCאנליזת 

    ישירהאנליזת רצף ת ושנמצאו שליליות למוטציות בשיט, וצא אשכנזי שלם או חלקיקלאסיות ואטיפיות ממ

תוכננו  UTR '3המכסים תוך כדי חפיפה חלקית את כל אזור) 'נספח אראה (זוגות תחלים  MLPA .21ו 

תחלים אלו כיסו את מלוא . Primer Express (Applied Bilogical Industries, USA)באמצעות תוכנת 

בוצעו  PCRריאקציות . kb8.5 (GeneBank # NM_004992)שאורכו  MECP2 ב UTR'3ו של אורכ

. בתנאים המפורטים בסעיף קריאות רצף ישירות 60oCובטמפרטורת היקשרות אחידה של   25µlבנפח

חושבו על פי נוסחה מתימטית לפי , טמפרטורות ההיתוך האופטימליות לרנטורציה חלקית של האמפליקונים

  . WAVE Maker  (Transgenomic, USA)מפליקון בתוכנתרצף הא

. נקבות ביקורת ממוצא אשכנזי 18כוילו על פי  UTR’3המקטעים המכסים את  21דגמי ההפרדה של 

ר דני ברקוביץ ממרכז ידע "במעבדתו של ד WAVE (Transgenomic,USA)האנליזה בוצעה במערכת 

דקות ואז רנטורציה הדרגתית בטמפרטורות  5למשך  ºC95עברו דנטורציה ב  PCRתוצרי ). ל"מיג(גליל 

95-25ºC  מכל תוצר . דקות לשם יצירת הדופלקסים 45במשךPCR  10נלקחוµl  לשם אלוציה בגרדיאנט

 0.1M ( Bובופר ) (A 0.1 Mtriethylammonium acetateבופר  על יחסים משתנים של המבוסס ליניארי

triethylammonium acetate/25% cetonitrile .( דגמי הכרומטוגרמים שנתקבלו בחולות הושוו לדגמים

שלא מקטעים עם דגם הטרודופלקס . שנכללו בכל ריצה, מנשים נורמאליות ביקורתדגימות בעשר שהתקבלו 

  . עברו קריאת רצף ישירה לאיתור מקור השינוי, התקבל בקבוצת הביקורת
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 X ,hromosome inactivation(XCI)_ X cהתפלגות אינאקטיבציה של כרומוזומי ה 

עקרון הבדיקה ).  1992Allen et al(המקובלת  HUMARAמסתמכת על ריאקציית  XCIבדיקת 

-13של אתר פולימורפי עם  PCRריאקצית  מכן ולאחר HpaIIא גנומי באנזים רגיש מתילציה "א עיכול דנוה

  AR (androgen receptor) (GenBank # NM_000044.2)באקסון הראשון של הגן  CAGחזרות  31

אנזים עובר אזור זה מתילציה ועל כן הוא עמיד לחיתוך ב, אינאקטיבי Xבכרומוזום . Xq11.2-12 הממוקם ב

HpaII .א גנומי באנזים זה מותיר רק את האללים הממותלים ומאפשר הגברה מבדלת שלהם "עיכול דנ

מאפשרת להעריך  HpaIIהעיכול ב האללים לפני ואחרי השוואה כמותית של . PCRבריאקציה עוקבת של 

הגברה שונות למקטעים יעילויות הערכה זו כוללת תיקון ל. בין שני הכרומוזומים XCIאת התפלגות ה 

מייצגים את עוצמת הסיגנלים  d2ו  d1כאשר ,  XCI = (d1/u1)/(d1/u1+d2/u2): כדלהלןארוכים וקצרים 

. (Hatakeyama et al 2004)הסיגנלים ללא עיכול  את עוצמת -  u1,u2של שני האללים לאחר עיכול ואילו 

   .75:25נחשבת מובהקת החל מיחס של  (skewed XCI)התפלגות נטויה , על פי המקובל בספרות

 HpaII  )New Englandהאנזים א גנומי באמצעות "דנ 1µgבוצע עיכול של  XCIלבדיקת התפלגות 

(Biolabs, USA # R0171  20בנפחµl בטמפרטורהoC 37  יחידות אנזים 20בנוכחות , שעות 16למשך כ .

  בבוצעה השקעת תוצרי החיתוך  .ללא אנזים, א"מאותו דנ 1µg ות ביקורת שכללומבחנהועמדו במקביל 

50µl 0.3אתנול אבסולוטי עםM  סודיום אצטט (pH=4.8)  20והורחפו בµl  בופרTE 10:0.1.  דגימות

בוצעה  PCRריאקציית . AR1אתר החוזרני הפולימורפי בגן מקטע הכולל את השימשו בסיס להגברת א "הדנ

בצבען  מסומןכשהאחרון  1µMבריכוז ) 'נספח א( AR-Fו  AR-R יםהתחל עם µl 20בנפח סופי של 

בופר תואם , )FB1 )Fisherא פולימראז "יחידות אינזים דנ 0.5 בוצעה עם הריאקציה. FAM פלורוצנטי

X1,MgCl2  2.5 mM , תערובתdNTPs 200יכוז סופי ברµM  הריאקציה שלבי . סטריליים מזוקקיםומים

במשך  72oCשניות ו  30למשך 55oC , שניות 45למשך  95oCמעגלים של  28, דקות 3למשך  95oC: היו

תוצרי האמפליפיקציה של כל . דקות נוספות 4למשך   72oCבסיום המעגלים הושלמה הסינטיזה ב. שניות 45

 Avant Genetic Analyser 3100עברו אלקטרופוריזה קפילרית במכשיר , HpaIIעם ובלי חיתוך , דוגמא

(ABI, USA) .נמדדה באמצעות , זוגות בסיסים 180-201שאורכם הצפוי נע בטווח של , כמות התוצרים

חושבה על פי הנוסחא שתוארה לעיל והתוצאה שוקללה  XCIהתפלגות . יצרןהשל אותו  Genescanתוכנת 

במקרים בהם . 0.1ששונות תוצאותיהם אינה עולה על  ל בשני ניסויים בלתי תלוייםהממוצע שהתקב לפי

  .יםמקור האללי הויזנמצאה התפלגות לא אקראית בחולות נבדקו הוריהן לשם 
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  פנוטיפ בחולות רט-מתאם גנוטיפ. 2

  הערכה קלינית

 הוערך הןי שלמופע הקלינעם מוטציות שהחולות  55בין הגנוטיפ לפנוטיפ נכללו קשר הבדיקת ב

 על פיהציונים ניתנו ). 2.טבלה ג) (2003(ושותפיו  Hupke פי לע, באמצעות סולם בן שבעה מדדים מחדש

ברוריה בן זאב והאורטופד אורי גבעון העוקבים אחר , הנוירולוגיתחוות דעת של וכתובים סיכומים רפואיים 

 שנים 5לאחר גיל  יםמתייצבינים ר והתסממאח .ש ספרא"חולות במסגרת מרפאת רט בבית החולים לילדים עה

, שנים 10והיות ועקמת ואפילפסיה יכולים להופיע עד גיל  ניתנו ציוני פנוטיפ רק לחולות מעל גיל זה, בערך

הציון שנבחר לייצג את , כךבהתאם ל. שנים 10רק החל מגיל ) 1ערך (שליליים עקמת ואפילפסיה  ניתנו ציוני

 . לא סיכומםויוני המדדים חומרת הפנוטיפ הוא ממוצע צ

  שנים ומעלה 5הפנוטיפ של תסמונת רט לחולות בגיל  סולם חומרת .2.ג אטבל 3
  

  ציון  פירוט  מדד
  25גדול מאחוזון שווה או   היקף ראש

  25אחוזון וקטן מ 2גדול מאחוזון 
  2שווה או קטן מאחוזון 

1  
2  
3  

  גם אם פגועה, עצמאית  הליכה
  מיכה או אובדן הליכהבת

  מעולם לא נרכשה

1  
2  
3  

  מילים לפחות 10  דיבור
  ואבדו ברובןמילים  10לפחות הושגו 

  לא נרכש דיבור או היו מילים בודדות שנעלמו

1  
2  
3  

שימוש 
  ידיים

  יש תפיסת פינצטה או תפקוד חלקי ; טוב
  היה ואבד במהלך הרגרסיה

  מעולם לא היה  

1  
2  
3  

 25oמ שווה או נמוכה   עקמת

 50o  ל 25oבין 

 50oשווה או גדול מ 

1 
2 
3  

  ללא  פרכוסים
 נדירים הנשלטים על ידי טיפול תרופתי אירועים
 תכופים ובלתי נשלטים על ידי טיפול תרופתי אירועים

1 
2 
3  

הפרעות 
  נשימה

  ללא
  התנשמויות נדירות שאינן מלוות בשינויי צבע הפנים

  כחלון התנשמויות תכופות עם עצירות נשימה עד

1  
2  
3  
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  פנוטיפ- ששימשו לחישוב הקשר גנוטיפ סטטיסטייםהמבחנים ה

בבחירת המבחנים הסטטיסטיים המתאימים נלקח בחשבון אופי משתני הגנוטיפ והפנוטיפ כפי שהוגדרו 

הערכת הפנוטיפ ). נומינלי(הגנוטיפ הוא משתנה בלתי תלוי קטגוריאלי ומתואר בסולם שמי . במבחן הפנוטיפ

). אורדינלי(מהווים סולם סידורי ) 1-3(ה באופן כמותי ולכן ערכי המדדים של מבחן הפנוטיפ לא נעשת

משתני הגיל ). אינטרבלי(לעומתם הציונים הכוללים של מבחני הפנוטיפ הם כמותיים ומתוארים בסולם רווח 

שונות של המבחנים הסטטיסטיים ששימשו לאנליזות ה). ראציונאלי(הם מסדר יחס  XCIויחס התפלגות 

הקשר בין הגנוטיפ כמשתנה בלתי תלוי לבדיקת , ככלל. הקשר בין גנוטיפ לפנוטיפ מפורטים בגוף התוצאות

-Mann: נים לא פאראמטרייםמבח ובוצע, אורדינלייםלבין ציוני הפנוטיפ כמשתנים תלויים  ,נומינלי

Whitney U  לשתי קטגוריות וKruskall – wallis לבדיקת הקשר . יות גדול יותרלהשוואה בין מספר קטגור

להשוואות  Bonferroniעם תיקון  ANOVA בין קבוצות גנוטיפ לבין הציון הכולל הממוצע בוצע מבחן

סף המובהקות נקבע . מבחני המתאם הותאמו לאופי המשתנים בל מקרה והם מופיעים בגוף התוצאות. מרובות

 SPSS 12.0 forבוצעו באמצעות תוכנת טיסטיים מבחנים הסטהכל . עבור מבחני השערות דו צדדיות 0.05כ 

Windows.   

 בדם MECP2 ביטויבדיקה כמותית של . 3

  איסוף דגימות

 26ממוצע (שנים  17-41טווח מתנדבות שגילאיהן נעו ב 12א של קבוצת הביקורת הופקו מ "דגימות רנ

מתנדבות קבוצת הביקורת הן ממ 8). שנים 17ממוצע (שנים  3-41לעומת גילאי החולות שנעו בטווח , )שנים

התפלגות המוצאים בקבוצת . שלוש מהן ממוצא מזרחי ואחת ממוצא אשכנזי ומזרחי 3, ממוצא אשכנזי

א "דגימות רנ. בערך לטובת המוצא האשכנזי 2:1דהיינו יחס של , הביקורת דומה לזו של החולות הישראליות

תסמונת  עםשאובחנו , ב וקנדה"חולות מארה 3ומ  חולות ישראליות 9הופקו מדם של , עבור קבוצת המחקר

. MLPAוב  1-4מוטציות בקריאות האקסונים ממצאי ללא כל החולות הללו היו . רט קלאסית או אטיפית

הורי החולות הוחתמו  .MECP2ב  חולות עם מוטציות שונות 15א מ "בנוסף לכך נאספו דגימות דם להפקת רנ

  . העליונהשאושר על ידי ועדת האתיקה , על טופס הסכמה מדעת להשתתפות במחקר

ר רות שמר מהמחלקה לביוכימיה של "התקבלו מד, א מתרביות לימפוציטים"חמש דגימות רנ

של חולת רט עם , תרביות הלימפוציטים גודלו מדגימות דם של אשה נורמאלית. האוניברסיטה העברית

מתרבית הלימפוציטים של . c.62+delGTושל שתי החולות עם  c.141insA  (p.55fs57X)המוטציה



 

 32

p.55fs57X  נוצרו שני שבטים(clones)  שבכל אחד יש אקטיבציה של אחד מכרומוזומיX , התקין או

מחולה זו . (Abuhatzira et al 2005)המוטנטי וההבחנה ביניהם נעשתה על פי בדיקת התוצר החלבוני 

  . טיבי מוטנטיאק Xאקטיבי תקין ועם  Xעם , א נפרדות"התקבלו שתי דגימות רנ

  א קומפלימנטרי"א מלא והכנת דנ"הפקת רנ

א מלא בודד "רנ. למניעת קרישה EDTAדגימות דם ורידי נלקחו מהנבדקים במבחנות המכילות 

תהליך . Versagene  (Gentra # VGR-0050B2, USA) ערכת ל דם באמצעות"מ 5מלימפוציטים מ 

 איכות דגימות. DNAseא וטיפול ב "ונות קושרות רנהפרדת ליזאט התאים הלבנים בקולההפקה מבוסס על 

 ההנקי ההרצוי דגימהה. GeneQuant (Amersham Biosciences)א נקבעו בספקטרופוטומטר "הרנ

א המלא שהתקבלו נעו "כמויות הרנ. 2ביחס קרוב ל  A260/A280א נותן צפיפת אופטית ב "מחלבונים ודנ

 RNAse inhibitor (Roche  # 3335 Switzerland)וכחות בנ 20oC-הדגימות נשמרו ב . µg 5-20בטווח 

   .א"רנ gµ1ל  1U ריכוז ב

    PAXgeneא במבחנות מערכת  "ל לצורך הפקת רנ"הגיעו מחו ארבע דגימות דם של חולות רט

(Qiagene, USA, PreAnalytix. # 762174) א לטווח של עד חמישה ימים "רנ מייצבמכילות ה

על ליזיס  הפרוטוקול מבוסס. ראגנטים תואמים מאותה חברהא בוצעה על ידי "הרנהפקת  .בטמפרטורת החדר

הטיפול  .אתנולא ב"והשקעת רנ DNAseטיפול ב , Proteinase Kטיפול ב , של תאי הדם האדומים וסילוקם

א בדגימות "ריכוז רנ.  RNase-Free DNase (Qiagene # 79254) ערכתבוצע באמצעות  DNAse ב

 1st strandליצירת  Reverse Transcriptionריאקציות . ופוטומטר כפי שתואר לעילהוערך בספקטר

cDNA  בוצעו באמצעות ערכתOmniscript Qiagene # 205111)( ,על בסיס , לפי הוראות החברה

ng500 נוקליאוטידים רנדומליים  6א מלא בנוכחות תחלים באורך "רנ)(random hexamers ובתוספת 

RNAse inhibitor  (Roche. # 3335) .  

 TaqManתחלים וגלאים לריאקציות 

צמתי אקסונים על מנת לנטרל להגברת  תוכננו MECP2של  Real-Time PCRתחלים לריאקציות 

אמפליקון בן  ליצירת, 1-3צומת אקסונים על פי וכננו תחלים ת MECP2_e1לזיהוי האיזופורם . א"דנ מיזיהו

bp63 ) באמצעות תוכנת) 'נספח אראה Primer Express (Applied Biosystems) .לגילויMECP2_e2  

תחלים מספר ). (ABI # Hs00172845 2-3 לצומת אקסונים תבחין מסחרי הכולל תחלים וגלאישימש 

בכל  cDNAלשם אומדן הכמות הבסיסית של  (reference)מדווחים  גניםוגלאים נוסו לתפקיד 
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גלאי . )βActin, ODC1  RNaseP, )ABI #. Hs00159739, 4333762T, 4316844:דגימה

TaqMan פלורוכרום מדעיךב ’3בקצה מסומנים(quencher)   מסוגTAMRA )6-carboxy-tetramethyl-

(rhodamin . מסומנים הגלאים של  `5בקצהMECP2s ODC1 וβActin  באמצעות פלורוכרוםFAM  

וגלאי הגן  MECP2י גן המטרה היותם של גלא. VIC מסומן בפלורוכרום RNAasePואילו הגלאי של 

משותפת  Real Time PCRאיפשר לבצע ריאקציית, מסומנים בפלוכרומים שונים RNAasePהמדווח 

(multiplex).   

   Time PCR-Realהרכב ריאקציית 

נוסו עד לקבלת עצמה וספציפיות אופטימליות של  Taqman גלאיושל  cDNAריכוזים שונים של 

תחלים ו  nM300תבחין לקבלת ריכוז סופי של מכל  2µl cDNA ,µl1כלל הרכב הריאקציה . הסיגנלים

nM200  גלאיTaqman ,µl10  תערובתTaqMan universal mastermix  מוכנה(ABI # 4304437) 

 0.025ו  ,Mµ400בריכוז  µM200 ,dUTPבריכוז  dATP, dCTP, dGTPהכוללת את הדינוקלאוטידים 

U/µl א פולימראז "דנGold AmpliTaq, . מים בדרגת טיהורHPLC  שימשו להשלמת נפח הריאקציות

  . 20µlעד

כל .  ABI Prism 700במכשיר  בארות 96 שלבוצעו בפלטות אופטיות  PCR Real Timeריאקציות 

ביקורת ללא בכל פלטה יוחדו בארות . (triplicate)נבדקה בשלוש ריאקציות שהורצו במקביל  cDNAדגימת 

לבקרת  cDNA (-RT)מקום א ב"רנבארו עם ו רמת הרקעאומדן ל (NTC-no template control)מצע 

שימשה נבדקות מקבוצת הביקורת  של חמש  cDNAהורכבה מדגימות ש הקבוע cDNA תדגימ. זיהום גנומי

 2במשך  50oC: היותנאי הריאקציה . בחולות MECP2כביקורת חיצונית לחישוב רמת הביטוי היחסית של 

  .60oCב  ודקה  95oCשניות ב 15של שלביים -דומעגלים  40דקות ו  10למשך  95oC, דקות

 Real Time PCRהביוכימיה של ריאקציית 

המסומן , TaqManנעוץ במבנה הביוכימי של גלאי  Real-Time PCRהעיקרון שבבסיס ריאקציית 

של הגלאי  התקשרותו. בקצהו האחד בפלוכרום שאינו פעיל עקב סמיכות לחומר מדעיך הקשור לקצה השני

כתוצאה מכך משתחרר הגלאי . לאתרי המטרה שלו מופרעת במהלך הפולימריזציה וגורמת להתפרקותו

תרשים (  )ABI PRISM 7000(על ידי מערכת מהשפעת החומר המדעיך ופולט זריחה פלורוצנטית הנמדדת 

המקוריים שהיו  (template)עוצמת הזריחה הפלורוצנטית מייצגת ביחס ישר את מספר עותקי המצע ). 2.ג

  . בדגימה
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דגימת מקור במשקף את מספר העותקים שהיו ב Real-Time PCRימות תוצר ההגברה בריאקציית כ

הוא הרגיש ביותר להבחנה בין כמויות הסובסטרט של הריאקציה והשלב האקספוננציאלי ,  cDNAה

, שלב העליה האקספוננציאליתשנמצא ב (Ct- Cycle threshold)נבחר מעגל סף הגילוי , לפיכך. המקוריות

או באופן ידני אחיד  ABI PRISM 7000אוטומטי על ידי תוכנת נקבע באופן הסף . לייצג כל עקומת ריאקציה

סטיות תקן מעל הרמה הממוצעת של  10 הסף הרצוי הוא מיקום. לכל עקומות הריאקציה של תבחין מסויים

ם קרובים מידי לרעש הרקע הלא נכללו באנליזה שכן  35גדולים או שווים ל מחזור הסף כי רע. זריחת הרקע

. של כל דגימה) טריפליקט(לפחות שלוש ריאקציות חוזרות בניתוח הנתונים הוכללו . ואינם ספציפיים מספיק

היות  כגן מדווחנבחר  RNAasePהגן . כמותיות real time PCRחזרות לפחות של ריאקציות  3דגימות עם 

 MECP2 26)  ≤ (22≤ Ctהסף קרובים לאלו המתקבלים בתבחיני  בעל מעגלי ,single copy gene והוא

שהן חסכוניות ) multiplex(שמאפשר ריאקציות משולבות  MECP2ובעל סימון בפלורוכרום שונה מגלאי 

הפרש מעגלי הסף של ריאקציית גן המטרה וריאקציית הגן . ומראות שונות קטנה יותר בין הטריפליקטים

. כאשר יעילויות הריאקציות של שני הגנים דומות, מבטא את הרמה היחסית של גן המטרה )Ct∆(המדווח 

בדגימה , RNAasePו  MECP2_e2מוצגות עקומות מקוריות של ריאקציות משולבות של  3.בתרשים ג

  .מחולה ובדגימת ביקורת

  

  Real-Time PCRשלבי מעגל ריאקציית  .2.תרשים ג 4

. המדכא את זריחת הפלורוכרום (TAMRA)ובדעכן ) VICאו  FAM(הקשרות גלאי המסומן בפלוכרום . א

הפלוכרום משתחרר , הגלאי מתחיל להתפרק .ג. הפולימריזציה גורמת להחלפת הגלאי בגדיל החדש .ב

  .השלמת הפולימריזציה והתפרקות הגלאי .ד. מהשפעת הדעכן ומתחיל לפלוט אור

.  ב 

.  ד 

. א 
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   .PRNAaseו  MECP2עם גלאי   Real Time PCRעקומות אמפליפיקציה בניסוי  :3.תרשים ג 5

 VIC .RNAsePמסומן ב  RNAsePהגלאי של . FAMמסומן בצבען פלורוצנטי  MECP2_e2הגלאי של 

של עקומת גלאי  בין מעגלי הסף) Ct∆(פער מעגלי הסף . נקבעות ביחס אליו MECP2הוא גן מדווח ורמות 

  ). ב(מאשר בדוגמת מאגר הביקורת ) א(המטרה ועקומת גלאי הדיווח גדול יותר בדוגמת החולה 
  

  עקומות סטנדרט

נעשו על מנת להעריך את יעילותן בנוגע לתבחיני  Real-Time PCRעקומות סטנדרט של ריאקציות 

לשם בניית עקומות . יהםולאפשר השוואה כמותית בינ MECP2_e2, MECP2_e1, RNAasePהגנים 

 lµ4- .(0.125( 2 בהפרשים של פי cDNAמאגר מיהולים סדרתיים של הסטנדרט בוצעו ריאקציות של ששה 

עבור שלושת העקומות   (R2≥0.9879)לבין מעגלי הסף היה מובהק ביותר  cDNAהקשר בין מיהולי ה 

 RNAaseP ,MECP2_e2  ,םבחיניתההראה כי לשלושת  ושהתקבלגרף הרגרסיות ). 4.תרשים ג(שהתקבלו 

 הנוסחחישובי יעילויות הריאקציות לפי ה. 0.05עם סטיית תקן , יעילויות ריאקציה דומותיש  MECP2_e1 ו 

E(efficiency)=10-1/slope  עבור 1.84: את הערכים והעלMECP2_e2,  ,1.86  עבורMECP2_e1,  והם

  . המשךיהם היחסיות כפי שיפורט בכבסיס לחישוב רמותשימשו 

  

  

control pool 

∆Ct 

RNase P 

MECP2_e2 
∆Ct 

 .של דגימת ביקורת Real-Time PCRעקומות  .ב       . של דגימת חולה Real-Time PCRעקומות . א              



 

 36

y = -3.7896x + 27.661

R2 = 0.9925
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  .RNAasePו  e1-MECP2e2, -MECP2ל   TaqManעקומות סטנדרט של תבחיני .4.תרשים ג 6

מייצג  Yציר , ששימשו כבסיס לריאקציות cDNAמייצג לוגריתמים של מיהולים סדרתיים של  Xציר 

באותה ריאקצייה  RNAasePעם ) e2ו א MECP2 )e1הריאקציות בוצעו באופן המשלב . מעגלי סף

(multiplex) . יעילויות הריאקציה)E (  10-1חושבו על פי/STANDARD SLOPE . 

  

 

 חישוב רמות הביטוי היחסיות על בסיס הפרשי מעגלי סף

היא  Eכאשר   E-∆Cבקבוצת הביקורת חושבו על פי הנוסחא  MECP2רמות הביטוי היחסיות של 

, של תבחין הניסוי ותבחין הגן המדווח כפי שחושבה על בסיס עקומות הסטנדרט יעילות הריאקציה הממוצעת

הוא הפער בין מעגל הסף של  Ct∆ו ). 4. תרשים ג( MECP2_e2לגבי  1.88ו   MECP2_e1עבור  1.86

MECP2  ושלRNAaseP  )(∆Ct=CtMECP2-CtRNAseP.  

  

 µlב  cDNAלוגריתמים של נפחי 

סף
י 
גל
מע
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הביקורת מאגר מצאו בדגימה מהושוו לכמויות שנ, בחולות MECP2_e1/_e2הכמויות היחסיות של 

(pooled cDNA) שיטת שימשה , ערכים כמותיים מנורמלים לקבוצת הביקורתלחישוב . בכל ניסוי וניסוי

∆∆Ct ר(כפי שאכן נמצא בעקומות הסטנדרט של התבחינים השונים , המותנית ביעילויות ריאקציה קרובות '

 Eכאשר ,  RQ=Relative Quantity)( RQ=E–∆∆Ct : היא נוסחת החישוב של הכמות היחסית). לעיל

של כל  Ct∆הוא ההפרש בין  Ct∆∆ו  מתייחס ליעילות הממוצעת של כל תבחין מטרה עם תבחין הגן המדווח

 Ct =∆Ctpatient–∆Ctcontrol pool  )Livak & Schmittgenשל דגימת מאגר הביקורת Ct∆חולה לבין 

 RQגה כאשר היתה נמוכה או גבוהה מטווח ערכי הכמות היחסית של נבדקת חולה נחשבה חרי ).2001

  . של דגימת המאגר Ct∆שהתקבלו עבור נבדקות קבוצת הביקורת ביחס ל 

  מבחנים סטטיסטיים

בוצע ביחס , בחולות עם מוטציות MECP2_e1, MECP2_e2ניתוח נתוני הכמויות היחסיות של  

. ב. ללא אתר שחבור תורם באינטרון הראשוןשתי דגימות .א: לארבע קבוצות על פי סוג המוטציות ומיקומן

שש דגימות עם מוטציות קוטעניות מסוג עצר או . ג. שתי דגימות עם חסרים החורגים מגבולות האקסונים

frameshifts  ארבע דגימות עם מוטציות לא קוטעניות מסוג חלף או . דin-frame microdeletions .

, היחסיות של האיזופורמיםכמויות השוואת ה. Spearmanמבחן המתאם בין רמות האיזופורמים בוצעלחישוב 

בוצעה באמצעות מבחן , עם מוטציות שונות לבין קבוצת הביקורת ובינם לבין עצמןחולות ין קבוצות ב

ANOVA  עם תיקוןBonferroni ההסתברויות של תוצאות כל חולה ללא מוטציה. להשוואות מרובות ,

 הנקרא גם (רגרסיה מולטינומינלית ת מקבוצות החולות נבדקו במבחן להשתייך לקבוצת הביקורת או לאח

(polytomous regression . בוצעו באמצעות תוכנת אלו חישוביםSAS 9.1.3 למערכות Unix )SAS 

(institute Inc. Cary, NC .  
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 in vitro במערכת ביטוי זמניתם ייהיסטונאנליזת חלבונים . 4

  יצירת פלסמידים רקומביננטים

באורך  cDNA MECP2_e1הכולל  pcDNA3.1פלסמידים רקומביננטים יוצרו על בסיס פלסמיד 

 c.824T>Aהמוטציה . בטורונטו Sick Children' Hospitalמ  Minassian' מלא שהתקבלו באדיבות פרופ

(p.V275A)  הוחדרה לפלסמיד באמצעות ערכתQuickChang (Stratagene # 200518, USA) . עקרון

בנוכחות תחלים הכוללים את המוטציה המבוקשת  insertשל ערכה זו מבוסס על הגברת הווקטור וה הפעולה 

א ממותל "שספציפי לדנ  Dpn Iועיכול הפלסמידים המקוריים באמצעות, )'רצפיהם מובאים בנספח א(

ית ההגברה כוללת ריאקצי, בנוסף. -dam)ממותלים באדנין   E.coliפלסמידים מקוריים שמגודלים ברוב זני (

הפלסמידים הרקומביננטים החדשים הוחדרו . proofreading '3אמין בעל פעילות Taq Pfuבפולימראז 

מוצק הכולל אמפצילין  LBשהם חלק מהערכה ונזרעו על מצע גידול   XL1-Blueלחיידקים קומפטנטיים

הועברו בנפרד  insertמספר מושבות לבנות שכוללות את ה . למשך הלילה 37oCבאינקובטור ב , וגאלאקטוז

א פלסמידי הופק "דנ. בטלטול במשך לילה 37oCנוזלי הכולל אמפיצילין וגדלו ב  LBל מצע גידול "מ 5לתוך 

 plasmid miniprep high purity Marligen bioscienceבנפרד מכל אחת מהדגימות באמצעות ערכת 

#11449), USA (זת רצף ישירה באמצעות מספר תחליםורצף הנוקליאוטידים של כל פלסמיד נבדק באנלי .

במצע  100mlהכולל את המוטציה הוכנה תרבית בנפח של  insertממושבה אותנטית שהכילה ווקטור תקין ו 

LB א פלסמידי באמצעות ערכת "ממנו הופק דנhigh purity plasmid midiprep )Marligen bioscience 

  . ים כפי שיוסבר להלןשהוחדר למערכות ביטוי של תאים הומני )11451 #

 osteosarcoma  (U2OS)מערכת ביטוי זמנית בתרביות תאי

 10%בתוספת  DMEM (Gibco. # 11320033, USA)תאי אוסטאוסרקומה הומניים גודלו במדיום 

FCS  (Gibco # 16170078)  וU/ml 500 התרביות גודלו בטמפרטורה קבועה של . פניצילין וסטרפטומיצין

37oC  לצורך החדרת . פחמן דו חמצני 5%בנוכחותMECP2 105נזרעו כ , רקומביננטי x4 של בצלחות  תאים

 90%שעות עד לתפוסה של  16-40למשך  oC37ב  ואנטיביוטיקה DMEM, 10% FBSל "מ 15עם מ "ס 10

 Lipofectamine 2000ליפוזומים של בוצעה באמצעות החדרת הפלסמיד הרקומביננטי  .משטח הצלחת

(Invitrogen. # 11668) .µg4  8ורקומביננטי פלסמידµg  ל מדיום"מ 1הורחפו ב  פלסמיד ריק Opti-MEM 

)Invitrogen # 31985 ( והתערובת הודגרה עםLipofectamine  40מהול ביחס שלµl  ל"מ 1ב Opti-

MEM  ב  נשטפוהתאים ש .דקות 20בטמפרטורת החדר למשךPBS ,וה א "תערובת הדנ נוכחותהודגרו ב
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lipofectamine ל "מ 5 בתוספתOpti-MEM  37 של בטמפרטורהoC  תערובת ה . שעות 5למשך

lipofectamine  הורחקה באמצעות שטיפות בPBS  מקורי שלמדיום  ל"מ  10בוהתאים גודלו  DMEMעם      

FCS ב  ואנטיביוטיקהoC37 למשך הלילה .  

   U2OSאנליזה מיקרוסקופית של תאי 

לאחר החדרת . ודלו תרביות תאים על גבי סליידים בתוך צלחות הגידוללצורך אנליזה מקרוסקופית ג

 0.5% טופלו ב , דקות 10פורמאלדהיד למשך  3.7%עם ו התאים קיבוע עבר, הפלסמיד הרקומביננטי

TritonX-100  נשטפו ב , דקות 20למשךPBS  2והודגרו עםMECP-polyclonal rabbit anti (Upstate # 

07-013, USA)  בבופר  1:100במיהולTBS 0.1%הכולל  Tween 20  5%ו skim milk  בטמפרטורת

ועברו הדגרה עם נוגדן שניוני  TBSב נשטפו התאים מספר פעמים , בהמשך. שעהלמשך  בטלטול עדין, החדר

. באותו הבופר למשך חצי שעה בחושך 1:100במיהול  Cy2-anti-rabbit )Upstate # (AP132Jפלורוצנטי 

מהול  diamineo-2-phenylindole  )(DAPI-6,`4ב  גרעיני התאיםנצבעו  TBSספת ב לאחר שטיפה נו

 Zeissהתאים נבדקו וצולמו במיקרוסקופ פלורוצנטי . (Sigma #9546) 1:1000ביחס  antifadeבתמיסת 

Axioskop (Germany)  המצוייד במצלמתCCD (Photometrics Inc., USA)  בהגדלותX40   וX100 

ופילטר  Cy2עבור הסימון ב  524nmופליטה ב  497nmבעל עירור ב   SpectrumGreenטרבנוכחות פיל

 . DAPIעבור  452nmופליטה ב  367nmבעל עירור ב 

  הפקת חלבונים היסטוניים

 TEB (Triton Extraction Buffer)בופר שתמש בהפקת היסטונים נעשתה על פי פרוטוקול המ

 Triton ,2mM , PMSF0.02% 0.05%הכולל   PBSעל בסיס, המשמר את המודיפיקציות ההיסטוניות

NaN3 . תאיU2OS נוכחות נקצרו בהוחדר לתוכם הפלסמיד הרקומביננטי שtrypsin-EDTA (Gibco. # 

25200, USA) , 5ונשטפו פעמיים בmM sodium butyrate  וPBS בופר עברו ליזיס בהתאים . קרTEB 

 שולחנית גרעיני התאים הושקעו בצנטריפוגה. דקות 10קרח במשך  עלל "מ 1בנפח תאים   107ריכוז סופי שלב

Sorvall T6000B (DuPont, USA)  2000ב rpm  4דקות בטמפרטורה  10למשךoC , ב נשטפוTEB 

 למשך  4oCבההיסטונים לתוכם מוצו  HCL  0.2Nהפלט הורחף ב. צנטריפוגה נוספת כמקודםהושקעו שוב ו

ומתוכה הופרד הנוזל  4oCדקות ב  10למשך  שולחניתנטריפוגה בצ 2000rpmהתערובת הושקעה ב . לילהה

  .-oC 20ונשמר ב טמפרטורת  המכיל את ההיסטוניםהעליון 
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  Bradfordמדידת ריכוז החלבונים בשיטת 

  BCA™ Protein Assayהערכבוצע באמצעות ריאקצית צבע בכימות החלבונים מתרביות התאים 

.(Pierce #23227, USA)  סדרת מיהולים שלהוכנה על פי הוראות היצרן , לכןקודםbovine serum 

albumin (BSA)  ה שלפלטב המיהולים הוכנו בדופליקטים .סטנדרטעקומת שמסופק בערכה שימשה ליצירת 

, על פי המלצות היצרן working reagent)(לתוכה הוסף המרכיב הפעיל  Corning (USA)בארות של  96

 Microplateאמצעות המכשירבה מדדעוצמת הצבע נ. דקות 30משך ל 37oCב הפלטה הודגרה 

Luminometer  (Anthos htII, USA) אורך גלבnm 595. עקומת סטנדרט ליניארית מציג  4.תרשים ג

 working reagentדגימות של הפקות חלבונים היסטוניים הוכנו בתוך . ל"כננבנתה על סמך סדרת מיהולים 

נים ריכוזי חלבו .עקומת סטנדרטליקטים ושולבו בתוך הפלטה הכוללת גם את בטריפ, בהתאמה, 8:1ביחס 

  .שנבנתה באותם תנאים עקומת הסטנדרטהיסטוניים נקבעו על פי 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  Bradfordבשיטת לחישוב ריכוזי חלבון עקומת סטנדרט . 4.תרשים ג7

ריכוז החלבונים  595nm.אורך גל ועצמת הצבע נמדדה בBSA עים של העקומה נבנתה על פי מיהולים ידו

  . תהמגמה הליניארימתאים חושבו על פי בדגימות שהופקו 
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   Western blotsו polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)אנליזת חלבונים באמצעות 

עורבבו ביחס ו דקות 10משך ב oC70בטמפרטורה  הודגרו 7µgשל בכמות דגימות חלבונים היסטוניים 

דגימות הוטענו ה. βmercaptoethanol 10% בתוספת Laemmli (Sigma # S3401)עם בופר הטענה  1:1

 (,NuPAGE Novex Bis-Tris  Invitrogenלים מוכנים מסוג'או בג 15%ל פוליאקרילאמיד בריכוז 'בג

(USA  סולם גדלים יחד עם  4-12%במדרג ריכוזים שלPrecision Plus Protein Bio-Rad. # 161-0374, 

USA) .(האלקטרופוריזה בוצעה במערכתXCell Super-Lock  )(Invitrogen  200במתח קבוע שלV .

 smi-dryבאמצעות  Schleicher & Schuell )(USAלממברנת נטרוצלולוז של ל 'גחלבונים הועברו מהה

Blotter (CLP # 77.1010-SD) 150זרם של בmA ) צפיפות זרםmA3  הפרוטוקולים ). ל'ר ג"סמ 1ל

  . 'בבנספח  יםלים והבופרים להרצה אלקטרופורטית ולטרנספר מפורט'להכנת הג

         Ponceau 1%תמיסת אמצעות שטיפה בבצבעו כל החלבונים נ ההעברה לממברנההערכת יעילות ל

P7170) (Sigma #  בופרב בעוקוהממברנות  ,לאחר מכן. במים מזוקקים הפישטו דקות 5למשך TBS המכיל 

skim milk 5%  4בoC פוליקלונליים שיוצרו בארנבת או  הממברנות נחשפו לנוגדנים ראשוניים. למשך הלילה

במיהול  anti-acetyl-histone H4 (Upstate #06-598)ו  anti-MECP2  (Upstate # 07-013)עז של

פנימית כביקורת . 1:10000במיהול  הופעל anti-acetyl-histone H3 (Upstate # 06-599) ו 1:2000

 actin (# sc-1616)ו  1:1000במיהול ) (emerin Santa Cruz Biotec.) #sc-15378 ו החלבוניםשימש

לאחר שטיפות ב . שעה וחצי בטלטול עדין בטמפרטורת החדר תהליך הסימון הראשוני ארך. 1:2000במיהול 

TBS , יםשניוננים עם נוגדהובאו בתגובה הממברנותGoat anti Rabbit   אוRabbit anti goat  מתוצרת

Jackson Immuno Research )111-035-045)  בטלטול , 1:10000במיהול ) בהתאמה-305-005 , 045או

 Amershamמתוצרת  ECL Plus ערכתפותחו באמצעות   (western blots)הממברנות. עדין למשך שעה

Biosciences  # RPN2132, USA)( רטי צילום נחשפו על סוBioMax )(Kodak #868 9358 . החלבונים

=  75Kd  =MeCP2 ,= (13+17)Kd H4 ,17Kd  =H3 ,36Kdכאשר , זוהו על פי משקלם המולקולרי

emerin  43וKd = actin . הממברנה , ים שוניםראשוני ניםאותה ממברנה עם נוגדבהיברידיזציות חוזרות של

 SDS ,0.125M Tris-HCl 1.5%בבופר הדגרהבאמצעות , קודםכלומר סילוק הנוגדן ה, strippingעברה 

(pH=6.8)  37בטלטול עדין בoC  קובעה הממברנה שוב בבופר , לאחר מכן. דקות 30למשךTBS 5%עם   

skim milk  עוצמות הסיגנלים שהתקבלו . ונחשפה לנוגדנים אחרים כמתואר לעילדקות  30למשך בטלטול עדין

שמדדה את צפיפות , ImageJ 1.36b  (http;//rsb.info.nih.gov/ij)ת תוכנתהוערכו חזותית וגם באמצעו

  .הפיקסלים הממוצעת עבור כל סיגנל בתמונות שנסרקו מהפילמים
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  תוצאות. ד

  אנליזת מוטציות. 1

  ממצאי מוטציות 

 MECP2אנליזת המוטציות התבססה על קריאות ישירות של רצף ארבעת האקסונים המקודדים של 

בו . 1.הממצאים האפייניים לאנליזה זו מתוארים בתרשים ד. אינטרוניים הסמוכים אליהם- קסונייםוהצמתים הא

שבו  4במהלך האנליזה של המוטציות הושם דגש ראשוני על אקסון . מתוארות מספר מוטציות חלף וחסר

הרחב  תוכנן להיות Cואת קצה  TRDהמקטע המכסה את , כמו כן. מרוכזות מרבית המוטציות בחולות רט

. על מנת לאפשר זיהוי חסרים באזור זה ולהימנע ממיקום תחלים באתרי חסר, 823bpכ , ביותר בהיקפו

ל אגארוז 'בג PCRזוהו ארבעה חסרים שנראו כבר ברמת ההפרדה של תוצרי , באמצעות השימוש במקטע זה

צפים המקטעים הקצרים הגבולות המדוייקים של החסרים נקבעו באמצעות קריאת ר. 2.כפי שנראים בתרשים ד

  . 3.ל כפי שמודגם בתרשים ד'שהופקו מהג

מוטציות ספוראדיות שונות שזוהו במצב הטרוזיגוטי יחד  26במהלך אנליזת המוטציות בחולות רט התגלו 

כל המוטציות הלא מורשות נמצאו על רקע אבחנות ברורות של תסמונת רט קלאסיות או . עם האלל התקין

בנוסף זוהתה . עם הפרעת שפה כתסמין יחיד 3שנמצאה בילדה בת  c.910A>G, p.K304Eלמעט , אטיפיות

. בחולה אטיפית עם וריאנט דיבור שמור MBDב  ,c.453C>T p.D151Eלאחרונה מוטציית חלף חדשה 

נמצאה בחולת רט , MBDלפני , הגורמת לקיטוע מוקדם מאוד של החלבון c.141insA, מוטציה חדשה נוספת

  . דווחו במספר מועט ביותר של חולות רט עם פנוטיפ קשה במיוחד  Nות קוטעניות בקצהמוטצי. קלאסית

באתר השחבור התורם  c.62+1delGTבשתי חולות מהעוקבה הישראלית התגלתה אותה מוטציית חסר 

המיפוי . Fukuda et al 2005)(מוטציה זו נדירה ביותר ודווחה עד כה במקרה נוסף אחד בלבד . הראשון

נקבע על פי קריאות רצף של שני ) כמו גם של חסרים אחרים(של גבולות החסר של אתר השחבור  המדויק

קריאות חד כיווניות עלולות לשבש את זיהוי צומת החסר עקב נוכחות , מניסיוננו. האללים משני הכיוונים

הן החדרת  ההשלכות הישירות של מוטציית חסר זו). ג.1.תרשים ד(רצפים הומולוגים משני צידי החסר 

בעבודה . האינטרון הראשון לתוך מסגרת הקריאה אך ההשלכות התפקודיות של שיבוש זה אינן ברורות עדיין

  . בדם היקפי MECP2הנוכחית חקרנו את השפעתה של מוטציה זו על ביטוי שני תוצרי השעתוק של 
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   ממצאי מוטציות מקריאות רצף ישירות. 1.תרשים ד 8

.             הגורמת להחלפת חומצה אמינית מגלוטמית לליזין TRDב  304בעמדה  c.910A>Gמוטצית חלף נדירה . א

באקסון השלישי גורמת לשיבוש מסגרת התרגום והופעת קודון סיום , c.141insAהחדרת נוקליאוטיד  .ב

הגורם להחדרת , באינטרון הראשון c.62+1delGTחסר אתר שחבור תורם  .ג .57בעמדת החומצה האמינית 

האינטרון הראשון בכחול והבסיסים , רצף האקסון הראשון רשום בשחור(האינטרון הראשון למסגרת התרגום 

  ).החסרים מודגשים באדום עם קו תחתון

  

MUT – 

WT  -  

forward reverse 

A G G A G A G A C T G A G T G G G A C C G  C C

A G G A G A G A C T G T G A G T G G G A C  C G

G C G G T C C C A C T C A G T C T C T C C T C T

G C G G T C C C A C T C A C A G T C T C T C C C

A G G A G A G A C T G A G T G G G A C C G  C C

A G G A G A G A C T G T G A G T G G G A C  C G

A G G A G A G A C T G A G T G G G A C C G  C C

A G G A G A G A C T G T G A G T G G G A C  C G

G C G G T C C C A C T C A G T C T C T C C T C T

G C G G T C C C A C T C A C A G T C T C T C C C

G C G G T C C C A C T C A G T C T C T C C T C T

G C G G T C C C A C T C A C A G T C T C T C C C

 . א

A>GA>GA>G

 . ב

 . ג

C C A T C A G C C C A G AA G C C C G T G C A    -MUT  

  WT -      A G C C C G T G C A G C C A T C A G C C C A C 
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   Cוקצה  TRDהכוללים חסרים קטנים באזור  PCRהפרדה של תוצרי  .2.דתרשים  9

ובחולות ללא ) 3באר ( c.1080-1161del82bpמחולה עם חסר  1.5%ל אגארוז 'בג  PCRהפרדת תוצרי. א

באר (וחולה ללא חסר ) 3באר . (c.1157-1327del171bpחולה עם חסר  .ב). 2,4בארות (חסר באזור זה 

חולה עם חסר גדול של . ד). 3באר (וחולה ללא חסר ) 2באר (  bp221c.775-995delר  חולה עם חס .ג). 2

). 2-3בארות (וחולות ללא חסר ) 4באר ( c.(378-219) 1164del1018bp 4וחלק גדול מאקסון  3אינטרון 

  ). 2-3בארות (וחולות ללא חסר ) 4באר ( c.908-1201 del 294bpחולה עם חסר . ה
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לזיהוי צמתי חסרים , ל אגארוז'קריאת רצף ישירות של התוצר האללי המכיל חסר שהופק מג. 3.תרשים ד10
  ניכרים

. c.(378-219)_1164 del1018bpרצף חסר גדול . ב. c.775-995del221bpרצף האלל הכולל את החסר . א

אקסון -צומת אינטרון, 4מאקסון  4BRו  3מאינטרון  In3bFבמקטע חדש שיוצר באמצעות התחלים שזוהה 

  . שחור–מסומן בכחול

א

G A GG T G G G G G C A G T G G C A  C G G G G G

221  bp

G A GG T G G G G G C A G T G G C A  C G G G G G

221  bp221  bp∆ 

 .ב

C C C  T  T C  T G T A C C T C C A C C T G A G C C 

1018  bp

C C C  T  T C  T G T A C C T C C A C C T G A G C C 

1018  bp1018  bp∆ 
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   MLPAזיהוי מוטציות חסר בשיטת 

חולות רט אטיפיות ובזכר אחד שנשללו למוטציות  12, חולות רט קלאסיות 7בוצעה ב  MLPAבדיקת 

כאשר , שלוש חולות עם חסרים MLPAלו זוהו באמצעות מבין החולים הא. MECP2באזור המקודד של 

 MLPAמתאר את אנליזת  4.תרשים ד. החסר הרחב ביותר זוהה בחולה קשה ביותר עם צורת רט מולדת

טבלא . בו נראים סיגנלים נמוכים במקטעים ספציפיים המעידים על חסרונו של אלל אחד, ל"בשלוש החולות הנ

שמזוהים עם אותם מקטעים ספציפיים ומביאה את הפענוח של מיקומי  MECP2מציגה את האזורים בגן  1. ד

עם תסמונת מולדת נושאת חסר גדול שמתחיל קרוב לקודון הסיום ' לפיכך הוערך שחולה א. החסר באותן חולות

על פי מיקום הגלאים  4.2Kbכאשר הגודל המינימלי של החסר מוערך ל , UTR'3וממשיך ל  4באקסון 

שלא הצלחנו עדיין לזהות את    4של אקסון  Cקלאסית התגלה חסר קטן יותר בקצה ' ה בבחול). באדום(

קלאסית זוהה חסר באזור המרכזי יותר של הגן ' בחולה ג. גבולותיו המדוייקים באמצעות קריאות רצף

 c.(378-219)ולמטה ממנו ובאמצעות קריאות רצף מוקם במדויק לחסר  TRDמופה ל  MLPAשבאמצעות 

1164del1018bp , ונמשך עד קצה  3שמתחיל באינטרוןC )3.תרשים ד .(  

  
  בשלוש חולות רט   MLPAאיתור אזורי חסר באמצעות שיטת . 1.טבלא ד 4

  . (RPA – relative peak area)המקטעים המודגשים הם אלו עם שטחי פיקים חריגים 
 'חולה ג 'ה בחול  'חולה א תפקיד (bp) ואורך מקטע' מס

 0.82±0.01 0.93±0.05  0.94±0.10 ביקורת 210 .1

 0.97±0.08 1.12±0.02 0.99±0.09 ביקורת 220 .2

 C  0.73±0.05 0.82±0.17 0.52±0.07קצה  229 .3

 0.72±0.02 1.03±0.09 1.03±0.06 ביקורת 238 .4

 0.91±0.09 0.97±0.04 0.99±0.03  ביקורת 247 .5

6. 256 3'UTR 0.55±0.04 1.03±0.06 0.63±0.12 

 1.16±0.03 1.06±0.02 1.01±0.07 ביקורת 265 .7

 1.01±0.13 0.54±0.01 0.55±0.01 קודון סיום 274 .8

 1.27±0.01 0.97±0.04 1.08±0.01 ביקורת 283 .9

 1.01±0.09 1.13±0.13 1.06±0.01 1אקסון  292 .10

 0.87±0.06 1.04±0.09 1.00±0.01 ביקורת 301 .11

 1.26±0.02 1.00±0.02 1.05±0.01 ביקורת 310 .12

 1.32±0.10 1.01±0.04 1.03±0.01  ביקורת 319 .13

 1.29±0.08 1.05±0.02 1.04±0.04  ביקורת 328 .14

15. 337 TRD 1.09±0.05 1.04±0.01 0.41±0.01 

 1.16±0.06 1.15±0.09 0.97±0.11  ביקורת 346 .16

 0.88±0.03 0.99±0.09 1.12±0.05  3אקסון  355 .17

 1.23±0.02 1.04±0.01 1.07±0.06 ביקורת 364 .18

 0.77±0.04 1.15±0.07 1.05±0.01 2אקסון  373 .19

 0.79±0.06 1.12±0.02 1.16±0.16 ביקורת 382 .20

 1.25±0.01 1.02±0.04 1.01±0.01 1אקסון  391 .21

 0.98±0.12 1.06±0.01 1.14±0.03  ביקורת 400 .22

 1.16±0.08 1.03±0.06 1.15±0.13 ביקורת 409 .23

 1.20±0.04 1.26±0.15  1.33±0.14 ביקורת 418 .24

 1.21±0.01 0.98±0.08 1.03±0.01 ביקורת 427 .25

 1.13±0.09 1.08±0.02 1.14±0.03 ביקורת 436 .26

 0.75±0.07 1.20±0.02 1.19±0.13 ביקורת 445 .27

 1.25±0.05 1.20±0.02 1.16±0.08 ביקורת 454 .28
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 .ל שלוש חולות רט עם חסרים גדולים לעומת נבדקת ביקורתש MLPAאנליזת  .4.תרשים ד11

של הסיגנלים התואמים את  RPAבנבדקת נורמאלית על פיה חושבו השטחים היחסיים  MLPAדגם  .א

עם תסמונת מולדת בו נראים סיגנלים נמוכים במקטעים ' של חולה א MLPAדגם . ב .המקטעים השונים

bp256 ,bp274  3המייצגים את אזורי’UTR  דגם . ג .בהתאמה, 4ואקסוןMLPA  של חולה ב עם תסמונת רט

עם ' של חולה ג MLPAדגם  .ד. 4המבטא את סוף אקסון  bp274קלאסית בו נראים סיגנלים נמוכים של מקטע 

, 4באקסון  TRDו  Cהמייצגים את קצה  229bp ,337bpתסמונת רט קלאסית עם ירידה בסיגנלים של 

  . בהתאמה

 

 .א

 .ב

 .ג

 .ד

 256bp  274bp 

274bp 

 229bp 

 256bp 

 337bp 
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  X (XCI) כרמוזום של אקטיבציההאינ תפלגותה

במחקר זה הושם דגש על זיהוי המקור . 75%נטויה מובהקת הוא  XCIהסף המקובל להגדרת התפלגות 

על מנת ללמוד על האפקט האפיגנטי הזה  XCI 75%גם במקרים עם הטיה פחותה מ , Xההורי של כרומוזומי 

 (Trappe et alאים מובהקים מאוד בספרות מסתמכת על ממצ, ההנחה בבסיס מבחן זה. המתווסף למוטציות

(2001, Girard et al 2001  והיא שברובם הגדול של המקרים המוטציות הספונטניות בMECP2  מתרחשות

במקרה אחד הוכחה (האבהי ככרומוזום הנושא את המוטציה  Xלפיכך התייחסנו לכרומוזום . בגמטות האבהיות

בוצעה בדנא לימפוציטי ואינה מייצגת בהכרח את התפלגות  XCIזת אמנם אנלי). 8.ראה תרשים ד -תאחיזה זו

 Sharp et al(בייחוד בגיל צעיר , אך יש סימוכין להתאמה בין התפלגויות אלו ברקמות השונות, זו במוח

  .עם העדפה מובהקת של אינאקטיבציית הכרומוזום האימהי XCIמומחשת אנליזת  5. בתרשים ד). 2000

 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 

  בחולת רט עם תסמונת מולדת ומוטציית חסר  XCIהתפלגות נטויה של  .5.תרשים ד12

,  200bpהמקטעים בגדלים. UTR’3ו  4של חולה עם מוטציית חסר הכוללת אקסון  HUMARAתבחין 

178bp  175וbp  הם תוצרי האללים הפולימורפיים שלAR .החולה לפני חיתוך באנזים דגם אללי של . א

שמעיד על ייצוג יתר של  HpaIIדגם אללי של החולה אחרי החיתוך ב . ב. הרגיש למתילציה HpaIIחיתוך 

דגם . ג ).שעברו מתילציה ולא נחתכו על ידי האינזים(באוכלוסיית האללים האינאקטיביים  178bpהאלל בגודל 

המסקנה מאנליזה זו היא . שאינאקטיבי בחולה 178bpאללי של האם שמעיד על מקורו האימהי של האלל 

  . 80%שלחולה יש אינאקטיבציה מועדפת של הכרומוזום האימהי בסדר גודל של 

 . א

 .ב

 .ג
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חולות עם מוטציות וארבע  48מהן , HUMARAחולות רט שנמצאו אינפורמטיביות בתבחין  51מתוך 

בתשע . 27%חולות שהן כ  14ב  התפלגות נטויה מובהקת נמצאה, חולות קלאסיות ללא ממצאי מוטציות

, על פי רוב הסיכויים, של הכרומוזום האמהי שהוא (75%≤)מחולות אלו היתה אקטיבציה מועדפת מובהקת 

היו מקרים רבים יותר של  (60-74%)לא מובהקות  XCIגם ברמות נטיית . הכרומוזום התקין בחולות רט

של החולות ביחס להתפלגות  XCIראה את התפלגות מ 6. תרשים ד. אקטיבציה מועדפת של הכרומוזום האמהי

במבחן טיב ההתפלגות לא נמצאה , XCIלמרות שהממצאים יכולים להעיד על ייצוג ייתר של הטיית . נורמאלית 

 . (Mean = 56.96, Std. Dev=17.38, Skewness=-0.409)חריגה מובהקת מהתפלגות נורמאלית 

 

  

  

  

  

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

  

  

  

  חולות רט  51ב  XCIהתפלגות : 6.תרשים ד  13

נראית כנורמאלית עם נטיה ימנית  XCIהתפלגות . האימהי Xחושב בהתייחס לאקטיבצייה של כרומוזום  XCIה 

  . האימהי התקין Xבכיוון העדפת אקטיבציה של כרומוזום 
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  בתסמונת רט  MECP2שכיחויות מוטציות ב 

חולות רט אטיפיות שהגיעו  16חולות קלאסיות ו  54גבשה במסגרת מחקר זה מונה עוקבת חולות רט שנת

חולות רט קלאסיות שאינן  11בנוסף לכך ידוע לנו על עוד כ . ברובן דרך מרפאת רט בבית החולים שיבא

ח שיבא מהווים את הגורם "היות ובשנים האחרונות מרפאת רט והמכון הגנטי בבי. כלולות בעוקבה הנוכחית

חולות שגילאיהן נעים בין  80עיקרי לאבחון ומעקב אחר חולות רט בארץ ניתן להעריך כי עד כה ידוע על כ ה

בהסתמך על כך שאוכלוסיית הנשים ). שנים 26בין גיל שנה וחצי עד  95%רווח בר סמך (שנים  40עד  1.5

מרכזית מיליון לפי נתוני הלשכה הסטטיסטית ה 1.5בישראל מונה כ  1980-2004ילידות 

)http://www1.cbs.gov.il( , ניתן להסיק כי שכיחות חולות רט מאובחנות בישראל נכון להיום היא כ

, כמובן שהערכה זו אינה לוקחת בחשבון את החולות שאינן מאובחנות. שנים 26בנות עד גיל  0.53:10,000

  .בפרט אלו בגיל המבוגר

עם הגדרותיהן הקליניות  2.מובאת בטבלא ד MECP2חולות רט שבהן נמצאו מוטציות ב  רשימת

חולות רט מהעוקבה  55זוהו ב  MECP2מוטציות ספוראדיות בגן . Xוהתפלגות האינאקטיבציה של כרומוזום 

 ארבע חולות, )83%(חולות עם תסמונת רט קלאסית שנבדקו  54מתוך  45קבוצה זו מורכבת מ . הישראלית

שתי חולות , )מתוך ארבע שנבדקו(שתי חולות עם צורה מולדת , )מתוך ארבע שנבדקו(עם וריאנט דיבור שמור 

וחולה אחת עם ביטוי קל ביותר שהאבחון שלה נכון לעתה הוא וריאנט ) מתוך שש שנבדקו(עם צורה קלה 

קדמים לא נמצאה אף מתוך שש החולות עם וריאנט פרכוסים מו. רגרסיה מאוחרת עם הפרעת דיבור בלבד

בשמונה אתרי  hotspotsנקשרו במוטציות ) 65%(מרבית החולות עם המוטציות המזוהות . מוטציה ספוראדית

CpG  לאורך הגןMECP2 . המוטציות השכיחות  ביותר היוp.T158M  שנמצאה בתשע חולות וp.R255X 

הגדול באקסונים  4אקסון , מוטציותמבחינת פיזור ה. כולן עם תסמונת רט קלאסית, שנמצאה בשמונה חולות

לא נמצאו מוטציות מלבד  1-2באקסונים . נמצאו בשלושה מקרים 3מוטציות באקסון . מהמוטציות 90%כלל 

מופו גבולותיהם של ארבעה  MECP2של  Cבקצה . שנמצא בשתי חולות 1חסר אתר השחבור של תורם 

שבעת חסרים . MLPAסרים גדולים שזוהו בשיטת חסרים קטנים שזוהו  בקריאות רצף ישירות ועוד שלושה ח

נמצאה התפלגות מובהקת של . מהמוטציות 12%מהווים כ 41bp –294, 1Kb-4.2Kb בטווח הגדלים , אלו

ואילו מוטציות עצר נמצאו  MBDמוטציות נקודתיות לאורך הגן כאשר מרבית המוטציות מסוג חלף נמצאו ב 

התייחסות לתסמינים הקליניים של . TRD-NLS 0.58, df=9, p<0.0001)  =(Pearson χ2בעיקר בתוך 

יתכן שמוטציות אחרות קשורות . גנוטיפ-המוטציות באזורים אלו מובאת בהמשך בפרק האנליזות פנוטיפ

  .בפנוטיפים שאינם מתאימים להגדרת תסמונת רט
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  XCIליניות והתפלגות הגדרותיהן הק, MECP2חולות עם מוטציות ב  .2.טבלא ד 5

. MECP2_e1לפי  c.62+1 del GTלמעט , 2MECP2_eמספור המוטציות נעשה על המיקום באיזופורם  

) 75%≥(נטויה  XCIבמקרים עם התפלגות . בסוגריים מרובעים מופיעים שינויים נוספים למוטציות על אותו אלל

וריאנט  –ש "ד, HUMARAורמטיביות בתבחין  לא אינפ –א "ל .מצוין יחס הכרומוזום האקטיבי ומוצאו ההורי

  .דיבור שמור

  

  חולות ואבחנות  שינוי נוקליאוטידים  שינוי חומצות אמינו  אזור בגן  והכרומוזום הפעיל יותר  XCIהתפלגות 

 קלאסית  c.62+1∆ GT 1   1אינטרון  אקראית

 קלאסית  c.62+1∆GT + 378-19∆T 1    3אינטרון  + 1אינטרון   אבהי 90%

  קלאסית  N  p.E55fs57X c.141 ins A  1קצה   אמהי 80%

  קלאסיות  MBD  p.R106W c.316C>T  2  אמהי 80%אמהי ו  90%

  קלאסית C  c.(378-219)_1164∆1018  1עד קצה  3אינטרון   אמהי 75%

  ש"ד 2, קלאסיות MBD  p.R133C c.397C>T  2  אקראיות 4

  קלאסית MBD  p.S134C c.401C>G  1  אקראית

  ש "ד MBD  p.D151E c.453C>G  1  א"ל

 קלאסית  p.T158M c.[473C>T +378-19∆T]  1  3ואינטרון  MBD אקראית

  קלאסיות MBD  p.T158M c.473C>T  8  א "ל 1, אמהי 75%עם  1, אקראיות 6

  קלאסיות p.R168X c.502C>T  6  בין האזורים התפקודיים  אמהי  75%עם  1, אקראיות 5

 קלאסית TRD p.P225R c.674C>G 1 אקראית

  קלאסית  TRD  p.Q244fs258X c.731ins C  1  אקראית

  קלאסיות TRD-NLS  p.R255X c.763C>T  8  אמהי 80%ו  75%עם  2,אקראיות 6

  קלאסית C  p.A259fs266X c.775_995∆221  1עד קצה  TRD-NLS  אקראית

  קלאסית TRD-NLS  p.G269fs288X c.806∆G  1  אימהי 80%

  קלאסיות   TRD-NLS  p.R270X c.808C>T  2  אימהי 75%, אבהי 75%

 מולדת TRD-NLS p.R270fs288X c.808∆C 1 אקראית

 קלאסית TRD p.R294X c.880C>T 1 אקראית

  קלאסית  C  p.I303_T400∆98 c.908_1201∆294  1עד קצה   TRD  אקראית

  רגרסיה מאוחרת  TRD p.K304E c.910A>G 1  א"ל

 קלה 1, קלאסיות TRD p.R306C c.916C>T 2 אמהי 80%צורה קלה  1, קלאסיות אקראיות 2

  קלאסית  C  p.P360fs365X c.1080_1161∆82  1קצה   אקראית

  קלאסית C p.L386fs486X c.1157_1197∆41  1קצה   אקראית

  קלאסית  C p.L386fs431X c.1157_1327∆171  1קצה   אקראית

  ש "ד C p.L386_S401∆l5insP c.1157_1198∆42  1קצה  אקראית

  קלאסית  UTR  Large ∆ <-4.2Kb  1’3עד  Cקצה   קראיתא

 מולדת  UTR  Large ∆ ≥4.2Kb 1’3עד  Cקצה  אבהי 80%
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   MECP2שינויי רצף תורשתיים ב 

מתוכם חמישה באזור , בנוסף למוטציות הספוראדיות זוהו בעוקבת החולים עשרה שינויי רצף תורשתיים

הם חדשים ללא תקדים , c.753C>T (p.P251P)ו  c.824T>C (p.V275A), שניים מהשנויים. המקודד

 c.824T>C p.V275Aמעניינת במיוחד מוטציית החלף . RettBaseו  NCBIבספרות או במאגרי המידע של 

ונמצאה על רקע תסמונת רט   TRDממוקמת באתר פונקציונלי, היות והיא גורמת לשינוי ממשי ברצף החלבון

הראו שהחומצה האמינית NCBI-Blast ו  USCS-Blatביואינפורמטיות  השוואות באמצעות תוכנות. קלאסית

V275 )המוטציה הזו נמצאה . חיים ודגים- דו, אך לא בעופות, שמורה במספר מינים ממחלקת היונקים) ואלין

בכיוון   (75%)נטויה XCIבחולה נמצאה התפלגות . בחולת רט קלאסית ממוצא אתיופי ובאימה האסימפטומטית

באם הנשאית נמצאה התפלגות של אקטיבציה , לעומת זאת. מועדפת של הכרומוזום האימהי המוטנטיאקטיבציה 

על מנת לבדוק את האפשרות שהשינוי הוא פולימורפיזם אתני . הלא מוטנטי Xשל כרומוזום ) 75%(מועדפת 

גבר או , וסףלא נמצא פרט אסימפטומטי נ. כרומוזומים מפרטים ממוצא אתיופי 100שכיח נערכה סקירה של 

הסתמנה מוטציה זו כבעלת ההסתברות גבוהה לפתוגניות והשפעתה על , על כן; )7.תרשים ד(עם שינוי זה , אשה

  ). להלן 4.פרק ד(נבדקה במערכת ביטוי חלבון  TRDתפקוד 

נמצא בעמדה השלישית המנוונת של קודון החומצה האמינית פרולין כך שאינו גורם  c.753C>Tהשינוי 

פרכוסים נשלטים ללא , אטקסיה, עם אוטיזם 42שינוי זה נמצא בחולה בת ).  (p.P251Pומצה אמיניתלשינוי ח

בעוד שבבת החולה נמצאה ). לפי דווח בתה שפנתה ליעוץ(שינוי זה נמצא גם באם התקינה . מיקרוצפלי

 XCIנמצא דגם באם , האימהי המוטנטי Xבכיוון אקטיבציה של כרומוזום  (85%)נטוי  XCIהמוטציה על רקע 

במשפחה זו ישנה גם אחות הסובלת מסכיזופרניה שאינה נושאת את השינוי ואח עם . (90%)הפוך במובהק 

לא נראה שמדובר ברצף אופייני לאתר   ESEfinderבבדיקת אזור השינוי בתוכנת. פיגור שכלי קל שלא נבדק

  .הוא שינוי פתוגני  c.753C>Tך שלפיכך יש סבירות נמוכה בלבד לכ. התקשרות של אלמנטים רגולטוריים

שנמצא באזור עתיר  c.378-19delT (∆T)שינוי תורשתי מעניין נוסף שהושם עליו דגש בזמנו היה 

שינוי זה נמצא בארבעה חולים מקבוצות אתניות שונות אך . 4אקסון  – 3פירימידינים קרוב לגבול אינטרון 

בשתי חולות קלאסיות נוספות הוא . ויית תסמונת רט מולדתהיווה ממצא יחיד בילד וילדה עם תמונה קלינית דמ

ונמצא כי  T∆בכל המקרים הללו נעשתה סקירה משפחתית למעקב אחר הורשת . נמצא יחד עם מוטציות אחרות

בכל המקרים אותר במשפחה זכר . בחלק מהמקרים הוא הועבר מהצד האמהי ובמקרים אחרים נמצא בצד האבהי

לא  T∆השינוי , למרות זאת. ינוי מה שמעמיד בספק את הקשר של שינוי זה למחלהאסימפטומטי שנושא את הש

  ).  7.תרשים ד(כרומוזומים של נשים ישראליות תקינות ממוצא אשכנזי  152נמצא בסדרה של 
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 MECP2סקר אוכלוסיות לזיהוי פולימורפיזמים אפשריים ב  .7.תרשים ד 14

בוצעה באמצעות  c.824T>Cששימשה לסקר גברים ונשים ממוצא אתיופי לנוכחות שינוי  RFLPאנליזת . א

בתרשים מובאות מספר דגימות של פרטים נורמאליים על פי התוצר הלא ). ראה פרק שיטות( BsiEIהאנזים 

ותוצר מעוכל של  584bpחולת רט הטרוזיגוטית למוטציה על פי תוצר של , )3-4בארות ( 584bpמעוכל בגודל 

538bp ) 2באר ( 50וסולם גדלים במרווחים שלbp ) 1באר .(  

בוצעה באמצעות  378-19delT  (∆T)ששימשה לסקר נשים ממוצא אשכנזי לבדיקת השינוי RFLPאנליזת . ב

בתרשים מובאות מספר דגימות של פרטים נורמאליים על פי התוצר הלא ). ראה פרק שיטות( BbSI האנזים 

, )4באר ( 416bpעל פי התוצר המעוכל של  T∆זכר נורמאלי המיזיגוט ל ). 5-7בארות ( 498bpבגודל  מעוכל

חולה קלאסית , )עיכול חלקי 3באר ( 416bpעל פי תוצר של  T∆זכר עם סימנים קליניים דמויי רט המיזיגוט ל 

 ).1 באר(וסולם גדלים , )2באר ( 498bpו  416bpעל פי התוצרים   T∆הטרוזיגוטית ל
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 p.T158Mידועה  hotspotיחד עם מוטציית  T∆מתאר את אחד המקרים בהם נמצא השינוי  8.תרשים ד

באנליזת רצף נוקליאוטידים של החולה הזו נקראו שני השינויים באותה . בחולה עם תסמונת רט קלאסית 

הוא שינוי  p.T158Mו הוא אבהי  T∆בחקירה המשפחתית נקבע שמקור השינוי ). א.8.תרשים ד(הריאקציה 

והיא נענתה באמצעות אנליזת רצף  transאו ב  cisהשאלה שהועלתה היתה האם שני שינויים מופיעים ב . חדש

אנליזה זו העידה כי לאחר . T∆שחותך את האלל  BbsIנוקלאטידים  נוספת לאחר חיתוך באנזים האנדונוקליאז 

מכאן הוסק ששני השינויים שהמוטציה ). ב.8.תרשים ד( p.T158Mוללא  T∆העיכול נשאר אלל נורמאלי ללא 

T158M  ו∆T   ממוקמים בcis   ומקורם בכרומוזוםX האבהי .  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  בחולת רט קלאסית p.T158Mו  T∆זיהוי השינויים  .8.תרשים ד15

ר אנליזת רצף נוקליאוטידים עם עב 4AFו  4ARשיוצר באמצעות התחלים  MECP2של  4מקטע מאקסון 

, בגדיל המשלים c.473C>T )473A>Gמראה רצף הטרוזיגוטי מבחינת השינוי  .א. בכיוון ההפוך 4ARהתחל 

מראה רצף נוקליאוטידים תקין של אותו המקטע  .ב). ברצף הימני, משלים A∆( T∆והשינוי ) ברצף השמאלי

  . BbsIבאותו כיוון לאחר עיכול מלא באמצעות 
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נמצאו שינויים תורשתיים נוספים שדווחו כפולימורפיזמים במחקרים אחרים , ל"מעבר לשינויים הנ

. מבחינת הביטוי בחלבון (silent)הוא שינוי שקט  c.375C>A  (p.I125I)השינוי. RettBaseובמאגר המידע 

ומופיע גם ב  (2000)ועמיתיו  Buyse, )2000(ועמיתיו  Cheadleשינוי זה מדווח כפולימורפיזם על ידי 

RetBase . השינוי הזה נמצא במחקר הנוכחי בשלושה בנים הסובלים מפיגור שכלי בינוני המלווה בפרכוסים

העובדה שהתפלגות השינוי במשפחה אינה תואמת את התפלגות המחלה תומכת . וגם באחיהם הנורמאלי ובאמם

גורם להחלפת חומצה אמינית באזור שבין  c.602C>T (p.A201V)השינוי . בכך ששינוי זה הוא פולימורפיזם

MBD  לTRD .השוואה ביואינפורמטית בתוכנותUSCS-Blat   ו NCBI-Blastהראתה שהחומצה האמינית 

A201  לעומת זאת שינוי זה דווח בתור . נשמרה במהלך האבולוציה גם במינים אחרים במחלקת היונקים

 Amano et al 2000, Fukuda et(בזכרים אסימפטומטיים פולימורפיזם במחקרים אחרונים מכיוון שנמצא גם 

al 2005 .( במחקר זה נמצא השינוי הזה בחולה עם תסמונת דמויית אנגלמן שנבדקה גם לחסרים בגןUBE3A 

) 70%(של החולה היתה נטויה קלות  XCIהתפלגות . ואותו השינוי נמצא גם באמה האסימפטומטית של החולה

הממצאים האלו . אקראית XCIאך באם נמצאה התפלגות , וזום האימהי הוריאנטילטובת אקטיבציה של הכרומ

 p.R484Tהשינוי , בדומה לכך. מטילים ספק בכך שמדובר במוטציה ומצדדים בכך שמדובר בפולימורפיזם

c.1451C>T האחת עם פרכוסים מוקדמים והשניה עם תסמונת רט , נמצא אצלנו בשתי חולות אטיפיות קשות

למרות שהשינוי . אקראית XCIתו שינוי נמצא גם באמהות התקינות של החולות על רקע התפלגות מולדת ואו

אינם  XCIממצאי , נחשב שמור מבחינה אבולוציונית 484מופיע על רקע פנוטיפ קשה ושהארגינין במיקום 

  .מצדדים בכך שהשינוי קשור במחלה

  חיפוש מוטציות באזורים האחראים על בקרת השיעתוק

ת העבודה הנוכחית נעשה מאמץ לחקור את האזורים המועדים לכלול אתרי בקרת השעתוק של במסגר

MECP2 . ניסינו לאתר חולות רט עם מוטציות שיכולות להיות רגולטוריות באזורים לא מקודדים כמו שתי

ביתר חולות רט ללא מוטציות . c.62+1delGTהחולות עם חסר אתר השחבור תורם באינטרון הראשון 

הוא  MECP2למרות שהרצף המקודד של . UTR`3באינטרונים וב , חיפשנו מוטציות בפרומוטר, ודדותמק

האזור המועמד לפרומוטר הוא גדול : הרצפים הלא מקודדים גדולים ביותר, קצר ונוח ברובו לאנליזת מוטציות

חשב במיקום אתר בהת 8.5Kbיכול להגיע עד  UTR'3ואזור  60Kbהאינטרון השני למשל הוא בן כ , 1Kbמ 

נעשתה אנליזה ביואינפורמטית מקדימה על מנת לזהות אזורים שמורים , אשר על כן. האחרון Aפולי 

אנליזה זו הראתה . שיכולים להוות אתרי בקרת שיעתוק מועמדים UTR'3באבולוציה מתוך רצפי האינטרונים ו 

באותם אזורים ביצענו קריאות רצף . ןאינטרו-ששיאי השימור האבולוציוני ממוקמים בקרבת הגבולות אקסון

  . DHPLCשעברו אנליזת  UTR`3זיהינו אזורים שמורים בקצוות ולאורך ה , בנוסף. בחולות ללא מוטציות



 

 56

  

  
 

  
  
 
 MECP2של  UTR`3שימור אבולוציוני של רצפי האינטרונים ו  :10.תרשים ד16

, מינים ממחלקת היונקים 17הומני הושוו לרצפים מקבילים ב  MECP2של   UTR`3פי האינטרונים ו רצ

היתה רמת  MECP2בשלושת האינטרונים של . UCSבאתר  Blatדו חיים ודגים באמצעות תוכנת , עופות

היו  UTR’3באזור . אינטרון והיא ירדה עם המרחק מהאקסונים-שימור גבוהה יותר בקרבת הגבולות אקסון

מוצגים תוצאות ההשוואה של ) 60Kbשאורכו כ (מהאינטרון השני ). 8.5Kb(אזורים שמורים לכל אורכו 

מוצגים ביחס למלוא  3ו  1ההשוואות של  אינטרון . בהתאמה', 3ו ' 5מקצה  1.5Kbו  2.8Kbמקטעים בגודל 

  .בהתאמה, 760bpו  5.2Kb: אורכם

אתר 
  שחבור  

 2תורם   

אתר 
שחבור 
   2מקבל 

(accept

 רמת שימור הרצף

 רמת שימור הרצף

 רמת שימור הרצף

 רמת שימור הרצף

  2קצוות אינטרון 

  3אינטרון 

3’UTR  

 רמת שימור הרצף

אתר שחבור 
 1 תורם

אתר 
שחבור 
 1מקבל 

אתר שחבור 
 3 תורם

אתר שחבור 
 3מקבל 

, קודון סיום
 4אקסון 

 סיגנל 
Poly A

 1אינטרון 
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-83472(יש אזור עתיר שרשראות פוליפירימידין  2ון בסמוך לאקס, של האינטרון השני `5בקצה 

83648g.  לפיAF030876(GeneBank  אזור זה הינו . שאינו ניתן לקריאת רצף ישירה עקב מבנה שניוני

. יותר ובהיותו סמוך לאקסון השני הנתון לשחבור חליפי עשוי לכלול רצפים חיוניים לבקרת השחבורשמור ב

הושם דגש על בדיקת אזור זה באמצעות אנליזת , לאור סיכון יתר לשינוי במספר החזרות בתוך רצפים חוזרניים

בשש חולות  PCRקטעי על מנת לאתר שינויים אפשריים באזור זה נערכה אנליזה של מ. PCRאורכי מקטעי 

מראה שבכל החולות  11.תרשים ד. חמש קלאסיות ואחת עם צורה מולדת, רט ללא ממצאי מוטצות מקודדות

  . 349bpל נמצא מקטע אחיד בגודל מצופה של "הנ

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    ני של האינטרון הש' 5מקצה  349bpאנליזת מקטע בן . 11.תרשים ד 17
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. לא נמצאה כל חריגה מהרצף הנורמאלי באף אחת מהנבדקות 1.2Kbבקריאת רצפי הפרומוטר של 

: באינטרונים התגלו שלושה שינויים לעומת הרצף התקין אולם כולם התבררו כתורשתיים

נמצא ) MECP2_e1לפי  c.62+197A>G(של האינטרון הראשון  '5שממוקם בקצה   g.88884A>Gהשינוי

של אותו אינטרון               ' 3בקצה  g.84136C>Tבחולה אטיפית נמצא שינוי ,  אסית ובאביהבחולה קל

)c.1-314C>T  לפיMECP2_e2 (שנמצא גם באמה על רקעXCI  נמצא במרבית  3באינטרון , אקראי

כל מכאן הוסק ש. במצב הטרוזיגוטי g.23413G/A (rs2075596)פולימורפיזם ידוע ) 13מתוך  8(הנבדקות 

  .ל הם פולימורפיזמים"השינויים הנ

  DHPLCששימשו לאנליזת bp400-600בגודל  PCRמקטעי  21כוסה באמצעות   UTR'3אזור

האנליזה כללה השוואה לקבוצת ביקורת של ). 'התחלים ששימשו ליצירת כל המקטעים מופיעים בנספח א(

 6(חולות רט  10י ובאותם תנאים עם בו זמנ DHPLCנשים נורמאליות ממוצא אשכנזי שעברו  10דגימות מ 

התאמת המוצא נועדה להימנע משונות בין קבוצת הביקורת לקבוצת . מאותו מוצא) אטיפיות 4 קלאסיות ו

כל מקטע עם דגם כרומטוגרפיה שונה שנמצא בחולה לעומת קבוצת . הניסוי על רקע פולימורפיזמים תלויי מוצא

אצל  U3דגם כרומטוגרפיה חריג כזה התקבל למשל במקטע . ףעבר אנליזה ישירה של קריאת רצ, הביקורת

במיקום  c.1461+905G>Aבקריאת רצף המקטע התגלה השינוי ). 12.תרשים ד(אחת מהחולות הקלאסיות 

באנליזה משפחתית נתגלה אותו שינוי באמה של . mRNA (GeneBank NM_004992.2)מהתחלת  2533

מה , נטויה מובהקת לכיוון אקטיבציה של הכרומוזום האבהי XCIבחולה היתה התפלגות , בנוסף. החולה

בבדיקת רצף של קבוצת ביקורת בת עשרה זכרים תקינים ממוצא . ששולל את הפתוגניות של השינוי זה

, חולות 10(כרומוזומים  50כ נמצא שינוי זה פעמיים מתוך "בסה, כלומר. נמצא שינוי זה פעם נוספת, אשכנזי

שאינו מדווח במאגרי ) c.2533G>Aאו ( c.1461+905G>Aמכאן שהשינוי ). םזכרי 10בריאות ו  10

  . הוא פולימורפיזם שכיח באוכלוסיה, המידע

שנמצא בחולת , 4הקרוב לאקסון  UTR'3הממוקם בקצה של . c.1461+14G>Aבנוסף נתגלה שינוי 

מכאן שמדובר בשינוי שינוי זה נמצא גם באביה של החולה . ב"רט אטיפית שדגימתה הגיעה אלינו מארה

ראה (בדם פריפרי  MECP2א של חולה זו נכללה בבדיקת רמות הביטוי של "דגימת רנ. פולימורפי בלבד

 . שתוארה לעיל נכללה באותה בדיקה  c.1461+905G>Aגם החולה הקלאסית עם השינוי ). להלן
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   UTR`3מתוך  3Uוקריאות רצף נבדלות של מקטע  DHPLCליזת אנ :12.תרשים ד18

. כרומטוגרם של אותו מקטע בנבדקת ביקורת .בכרומטוגרם של חולה קלאסית ללא מוטציות מקודדות  .א

. בחולה c.1461+905G>Aהפאנל התחתון מראה את קריאות הרצף של אותו מקטע וזיהוי השינוי 

G/A  

 .א .ב
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שינויים  10בסך הכל נמצאו . 3.שנמצאו בהן מפורטת בטבלא ד רשימת החולות והשינויים התורשתיים

ידועים , חמישה מהשינויים שנמצאו בתוך האזור המקודד או בסמוך אליו. חולים 11תורשתיים שהופיעו ב 

לגבי שינוי זה יש בסיס לשער כי הוא יכול להיות קשור למחלה מכיון . p.V275Aכפולימורפיזמים מלבד השינוי 

נטוי בכיוון הפוך בחולה ובאם  XCIנמצא בחולת תסמונת קלאסית ודגם , TRDאתר פונקציונלי שהוא נמצא ב

שניים , שגם הם ככל הנראה פולימורפיזמים מדווחים בזאת לראשונה, ארבעה שינויים אחרים. האסימפטומטית

 c.1461+14G>A(  UTR’3ושניים באזור c.62+197A>G, c.1-314C>T)(מהם ממוקמים באינטרון הראשון 

(c.1461+905G>A, . בשלושה מהמקרים הללו הורשו השינויים מהאבות ובמקרה נוסף מאם בעלת התפלגות

XCI מה ששולל את האפשרות שמדובר בשינויים פתוגניים, אקראית.  

  

  שינויים תורשתיים שהתגלו כממצא יחיד בחולות תסמונת רט. 3.טבלא ד 6

 ביחס נעשה הנוקליאוטידים מספור .ההורי ומוצאו האקטיבי הכרומוזום יחס מצוין נטויה XCI גותהתפל עם במקרים

  .MECP2_e1 AY541280)# (GeneBank לפי שממוספר * ב המסומן למעט השינוי MECP2_e2 לאיזופורם

  
  XCIהתפלגות  מקור השינוי  אזור בגן  שינוי מקודד  שינוי נוקלאוטיד  אבחנה קלינית

  הפעיל והכרומוזום

זכר , מקרה משפחתי

  ופרכוסים MRעם 

c.375C>A p.I125I  MBD אם  -  

נקבה עם צורה 

  מולדת

c.378-19delT   -  אקראית  אם  3אינטרון  

נקבה עם צורה 

  מולדת 

c.378-19delT   -  אם  3אינטרון   -  

נקבה עם תסמונת 

  דמויית אנגלמן

c.602C>T  p.A201V אימהי 70%  אם  בין האזורים  

מונת נקבה  עם תס

  קלאסית

c.824T>C p.V275A TRD  אימהי 75%  אם  

נקבה עם פיגור 

  שכלי ופרכוסים

c.753C>T  p.P251P TRD  אימהי 85%  אם  

נקבה עם צורה 

  מולדת 

c.1451G>C  p.R484T  קצהC אקראית  אם  

נקבה עם פרכוסים 

  מוקדמים

c.1451G>C  p.R484T  קצהC אקראית  אם  

נקבה  עם תסמונת 

  קלאסית

c.62+197A>G*+ 

c.1461+905G>A  

ו  1אינטרון  - 

3’UTR 

, מהאב 1באינטרון 

  מהאם UTR’3ב 

  אבהי 90%

נקבה אטיפית 

  )פנוטיפ לא מוגדר(

c.1-314C>T  -  אקראית  אב  1אינטרון  

נקבה עם צורה 

  מולדת

c.1461+14G>A  - 3’UTR אקראית  אב  
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  השפעת סוג המוטציות על הפנוטיפ בחולות תסמונת רט .2

  להערכת הפנוטיפ בחולות רט פיתוח סולם

חולות רט מהעוקבה  54פותח סולם של תסמינים קליניים ששימש להערכה של , במסגרת מחקר זה

כמו כן הוספנו את , (2002)ועמיתיו  Huppkeכבסיס לסולם החדש שימשו הקריטריונים הקליניים של . הישראלית

. את קריטריון הפרכוסים לשלושה מימדים אפשרייםהקריטריון של הפרעות נשימה ששכיחות בחולות רט והרחבנו 

הסולם החדש . החשוב מכל שינינו את שיטת חישוב ציוני הקריטריונים והציון הכולל על מנת לנטרל את גורם הגיל

על פי קשרי הגומלין בין הקריטריונים והקשר שלהם  (internal consistency)הוערך בשיטת העקיבות הפנימית 

באנליזה של ). 2סעיף , פרק שיטות(עבור סולמות רווח   Kendall’s tau-bורך זה שימש מבחן לצ, לציון הכולל

הדיבור והשימוש בידיים , ציוני הקריטריונים הקליניים נתקבלו מתאמים חיוביים מובהקים עבור ציוני יכולת ההליכה

ואפילפסיה כקבוצה שלישית עבור העקמת והפרעות נשימה כקבוצה שניה ועבור השימוש בידיים ; כקבוצה אחת

מה שצפוי מהמהלך האופייני של התסמונת היות , מתאם שלילי יחידי נמצא בין היקף ראש ואפילפסיה). 4.טבלא ד(

 Hagberg et al)והחריגה בהיקף הראש מתגברת במהלך השנים ואילו האפילפסיה מתמתנת אחרי גילאי העשרה 

בסך הכל ניתוח . הראו מתאם חיובי ומובהק עם הציון הכולל, הכולל היקף ראש ואפילפסי, כל המדדים. (2002

  . העקיבות הפנימית העיד שהסולם הוא הומוגני ומודד תכונה מגובשת שמהווה בסיס משותף למדדים השונים

   

   קשרי גומלין בין המדדים הקליניים שנכללו בסולם הפנוטיפי החדש .4.טבלא ד7

בטבלא מודגשים . בין המדדים הקליניים שנכללו בסולם הפנוטיפי  שנים נכללו במבחן מתאם 5ט מעל גיל חולות ר 54

  .Kendall's tau-b)על פי מבחן .(p<0.005 המתאמים המובהקים בין המדדים ובינם לבין הציון הכולל 

  
מדדים 
  קליניים

הפרעות   אפילפסיה  עקמת  שימוש ידיים  דיבור  הליכה  היקף ראש
  נשימה

 r=0.192  הליכה
p=0.137 

-      

 r=0.068  דיבור
p=0.589 

r=0.578 

p=0.0001 
-     

 r=-0.053  שימוש ידיים
p=0.671 

r=0.437 

p=0.0001 
r=0.373 

p=0.002 
-    

 r= 0.065  עקמת
p=0.633 

r=-0.003 
p=0.982 

r=-0.147 
p=0.280 

r=0.155 
p=0.243 

-   

 r=-0.290  אפילפסיה

p=0.028 
r=0.001 
p=0.992 

r=0.141 
p=0.270 

r=0.268 

p=0.032 
r=-0.109 
p=0.414 

-  

פרעות ה
  נשימה

r=-0.237 
p=0.065 

r=0.001 
p=0.992 

r=-0.004 
p=0.972 

r=0.027 
p=0.825 

r=0.405 

p=0.002 
r=0.055 
p=0.658 

 

ציון כולל 
  )ממוצע(

r=0.234 

p=0.040 
r=0.607 

p=0.0001 
r=0.525 

p=0.0001 
r=0.537 

p=0.0001 

r=0.303 

p=0.012 

r=0.209 

p=0.007 
r=0.275 

p=0.001 
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בבניית סולם ההערכה הקלינית החדש הושם דגש מיוחד על השפעה אפשרית של גורם הגיל על ציוני 

 9 וציוני עקמת ואפילפסיה הוערכו מגיל 5פנוטיפ לחולות מעל גיל - הוגבלו מתאמי גנוטיפ, לכן. המדדים השונים

על מנת לבדוק את השפעת גורם הגיל בוצע מבחן מתאם בין ). סעיף הערכה קלינית, רק שיטותפ' ר(שנים ומעלה 

. ;r=-0.17, p=0.901) (Spearmanשהראה כי אין קשר ביניהם , גיל החולות לבין הציון הכולל על פי הסולם

ראש ואפילפסיה  נמצא קשר בין מדדי היקף, לעומת זאת. אנליזה זו סיפקה תמיכה נוספת לתקפות הסולם החדש

וחומרת ) (Spearman; r=0.39, p=0.004כאשר שיעור החריגה בהיקפי ראש עלה עם הגיל , לבין הגיל

  . Spearman; r=-0.341 p=0.018)(האפילפסיה ירדה עם הגיל 

  אפיון גנוטיפי של מדגם החולות

ן הגנוטיפי של חולות אלו האפיו. פנוטיפ-מהחולות שעברו אפיון פנוטיפי נכללו באנליזות הקשר גנוטיפ 51

השפעת המוטציה על התוצר החלבוני דהיינו מוטציות חלף לעומת מוטציות קוטעניות , נעשה בהתחשב בשני גורמים

פנוטיפ בחמש -כמו כן נבדק הקשר גנוטיפ.  NLSאו TRD  ,MBD,ומיקומן באזורים התפקודיים של החלבון

מתארת את מדגם החולות  5.טבלא ד. (hotspots mutations)קבוצות הכוללות מוטציות ספציפיות שכיחות 

מוטציות חלף ב  MBDמוטציות חלף ב , בהתייחס לציון הפנוטיפי הממוצע בארבע קבוצות גנוטיפיות הכוללות

TRD  מוטציות בNLS  וחסרים בקצהC . בקבוצת המוטציות הקוטעניות הכוללות אתNLS  סווגו חולות עם

. NLSהפוגעות בהרכבו של  (frameshifts)ומוטציות הסטה ממסגרת הקריאה  NLSמוטציות עצר לפני או בתוך 

ארבע . היו מוטציות חסר קוטעניות במיקומים שונים Cלחמש החולות שנכללו בקבוצת המוטציות הפוגעות בקצה 

מוטצייה שתי חולות עם ה, חולות לא נכללו בחלוקה זו היות ולא התאימו לאף אחת מהקבוצות הגנוטיפיות שהוגדרו

c.62+1delGT  ושתיים עם מוטציות בTRD  אחריNLS ,p.R294X  וp.I304_T400del98insP .  

  MECP2חלוקת המדגם לארבע קבוצות גנוטיפ לפי סוג ומיקום המוטציות ביחס לאזורים ב  .5.טבלא ד 8

  

  )חולות' מס(קבוצות גנוטיפיות 
 ציון פנוטיפי ממוצע

  תקן טעויות±
  )חולות' מס(סוגי מוטציות 

 MBD)17(  1.97±0.10 מוטציות חלף ב 
(4) R133C, (9) T158M, (2) R106W, 

S134C, D151E  

  )TRD )4(  1.74±0.16 ) R306C, P225R4מוטציות חלף ב 

מוטציות קוטעניות עם השמטה או 
  )NLS )25שיבוש 

2.22±0.07 
(10) R255X, (6) R168X (2) R270X, 

 ם שוניםחסרי) 7(

 חסרים שונים C )5(  2.30±0.18  (5)חסרים בקצה 
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  השפעת אופי ומיקום המוטציות על הביטוי הפנוטיפי 

בוצעה אנליזת , לשם בדיקת השפעת הגנוטיפ מבחינת אופי המוטציות ומיקומן על חומרת הפנוטיפ הקליני

במבחן זה נמצאו ). 5.טבלא ד(וארו לעיל שונות מרובה להשוואת ממוצעי הציונים בארבע הקבוצות הגנוטיפיות שת

אולם תיקון בונפרוני לריבוי השוואות , (ANOVA; p=0.016)הבדלים מובהקים בין ציוני הקבוצות השונות 

 ;NOVA-Bonferroniהתקבל  TRDוב  MBDבהשוואה בין מוטציות חלף ב , למשל(טשטש את ההבדלים הללו 

p=1.00 .(מתרשים , למרות זאת. קטנות עם שונויות פנימיות בלתי מבוטלותמקבוצות , הדבר נובע ככל הנראה

, האחת: ניתן להתרשם כי קיימות לפחות שתי קבוצות עיקריות מבחינת השפעתן על הביטוי הפנוטיפי 13.ד

  . מוטציות חלף והשניה מוטציות קוטעניות וחסרים

 

  

  

  

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

   ציונים פנוטיפיים בקבוצות על פי סוג ומיקום המוטציות :13. תרשים ד 19

נתונים ממוצעי . מייצגים את הציון הממוצע במבחן הפנוטיפ שנמצאים ביחס ישר לחומרת הפנוטיפ Yהערכים בציר 

  . הציון הפנוטיפי וטעויות תקן של כל קבוצה
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c - ter deletions
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 MBDב              TRDב        NLS הפוגעות ב        Cבקצה         
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ם לעומת מוטציות חלף יכולנו להוסיף את בחלוקה של החולות לפי סוג המוטציה במושגי מוטציות קוטעניות וחסרי

בהתאם להתרשמותנו , אכן. שלא נכללו באנליזה הקודמת R294X, I303-T400del98insPהחולות עם מוטציות 

בהשוואת שתי קבוצות אלו התקבל ציון פנוטיפי ממוצע חמור יותר בקבוצה עם , בחלוקה המורכבת הקודמת

העלינו , מעבר לכך. df=51; p<0.002) (T-testלות עם מוטציות החלף המוטציות הקוטעניות והחסרים לעומת החו

 (;Mann-Whitney Uאחוזון היקף הראש  : הבדלים מובהקים בין שתי הקבוצות הללו לגבי המדדים הספציפיים

(p=0.044  , יכולת הדיבור(Mann-Whitney U; p=0.041)  ויכולת שימוש ידייםMann-Whitney U;) 

(p=0.048 .שת מדדים אלו היתה ההערכה הקלינית של חולות עם מוטציות חלף טובה יותר לעומת חולות עם בשלו

        בגילאיהן  וידאנו כי שתי הקבוצות אינן נבדלות, היות והיקף הראש קשור בגיל(מוטציות קוטעניות וחסרים 

(T- test; p=0.884. ו בשתי הקבוצותממחיש את ההבדלים בהתפלגות ציוני מדדים אל 14. תרשים ד.  

  

   

  

  

  

  

  

20  

  ציוני מדדים קליניים בחולות עם מוטציות חלף ומוטציות קוטעניות .14.תרשים ד

 2הכהה מייצג היקף ראש מתחת לאחוזון , בקבוצת מוטציות חלף וקוטעניות:  התפלגות ציוני היקף ראש. א

  .25מעל אחוזון  והבהיר 2-25ביניים באחוזון , באוכלוסיה

והבהיר , מילים שנעלמו 10הביניים היו לפחות , הכהה מייצג מצב של אי השגת דיבור: התפלגות ציוני דיבור. ב

  .מילים לפחות 10מייצג יכולת דיבור של  

והצבע , ביניים מייצג שימוש שהיה ואבד, הצבע הכהה מייצג אי השגת שימוש: התפלגות ציוני שימוש בידיים. ג

  .מיצג יכולת שימוש חלקית שמורההכהה 
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 השפעת מוטציות ספציפיות על הביטוי הפנוטיפי

כפי שבא לידי ביטוי בציון הכללי ובמדדים , ספציפיות על הפנוטיפ hotspotבהמשך נבדקה השפעת מוטציות 

בהשוואת . ותשהופיעו לפחות בשתי נבדק hotspotשנים עם מוטציות  5באנליזה זו נכללו חולות מעל גיל . נפרדים

נמצאה שונות חיצונית מובהקת בין קבוצות החולות , ממוצעי הציון הפנוטיפי הכולל של החולות עם המוטציות הללו

מהשוואת הממוצעים של קבוצות אלו ניכר שהמוטציה ). ANOVA; p=0.003(בעלות מוטציות שונות 

p.T158M ,פנוטיפי למוטצית העצר דומה מבחינת חומרת הביטוי ה, למרות היותה מוטציית חלףpR168X .

הביטוי הפנוטיפי של . קשורות בביטוי פנוטיפי קל יותר p.R306Cו  p.R133Cלעומת זאת מוטציות החלף 

ממחיש הבדלים אלו  15.תרשים ד. לעומת שאר המוטציות השכיחות, היה הקשה ביותר p.R255Xמוטצית העצר 

  . בין חמשת המוטציות הספציפיות הללו

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 ממוצע ציוני הפנוטיפ בחולות עם מוטציות ספציפיות  .15.תרשים ד   21

  .טעות תקן מייצגים ביחס ישר את חומרת הפנוטיפ הכולל± ממוצעי הציון הפנוטיפי 
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ן התפלגויות בוצעה השוואה בי, על מנת לבדוק האם מוטציות ספציפיות קשורות בפרופילים פנוטיפיים ייחודיים

ציוני מדדי סולם הפנוטיפ בחולות עם המוטציות השונות ונמצא הבדל מובהק מבחינת התפלגות ציוני ההליכה 

(Kruskal-wallis; p=0.005) , כאשר החולות עםp.R133C  הראו כולן הליכה עצמאית ואילו בקבוצתR255X 

קיבלו ציוני   R168Xומוטציית עצר  T158Mהחולות עם מוטציית חלף . לא הייתה אף חולה עם יכולת הליכה

יכולה להחשב קלה למרות שאחת מארבע החולות איבדה את יכולת  R306Cמבחינת ציוני הליכה המוטציה . ביניים

ונתוני חולה נוספת התקבלו  R306Cאנו זיהינו שלוש חולות עם מוטצייה (ההליכה במהלך התפתחות המחלה 

  .ממחיש את התפלגות ציוני ההליכה בחולות עם המוטציות השונות 16.תרשים ד). מהמכון הגנטי איכילוב

למוטציות חלף היה באופן כללי פנוטיפ קל . מממצאינו עולה קשר מובהק בין גנוטיפ לבין הפנוטיפ, לסיכום

למוטציות ספציפיות היה ביטוי פנוטיפי אופייני גם מבחינת הציון , בנוסף. יותר מלמוטציות קוטעניות אחרות

נקשרהבפנוטיפ חמור  T158Mהפתיע הממצא שמוטצית החלף . טיפי הכללי וגם במדדים קליניים מסוימיםהפנו

בנוסף להבדלים בין חולות עם מוטציות שונות נמצאה גם שונות . יותר בהשוואה למוטציות חלף אחרות

רמים אחרים המשפיעים שונות פנימית זו מרמזת על גו. אינדיוידואלית בלתי מבוטלת בין חולות עם אותה מוטציה

   XCIאחד הגורמים החשובים שהוצעו בהקשר זה הוא . על הביטוי הפנוטיפי

  

  

  

  

  

 

  

  התפלגות ציוני ההליכה בחולות עם מוטציות ספציפיות . 16.תרשים ד22
בתמיכה או הליכה שאבדה צבע ביניים מייצג הליכה , הצבע הכהה מייצג אי השגת הליכה: התפלגות ציוני הליכה

  והצבע הבהיר מייצג הליכה עצמאית

R133C T158M R306C R168X R255X

0

2

4

6

8

10

ת
לו
חו
ר 
ספ
מ

 

R133C   T158M   R306C   R168X   R255X 



 

 67

1

1.5

2

2.5

3

10 20 30 40 50 60 70 80 90

1

1.5

2

2.5

3

10 20 30 40 50 60 70 80 90

1

1.5

2

2.5

3

10 20 30 40 50 60 70 80 90

1

1.5

2

2.5

3

10 20 30 40 50 60 70 80 90

1

1.5

2

2.5

3

10 20 30 40 50 60 70 80 90

1

1.5

2

2.5

3

10 20 30 40 50 60 70 80 90

  X (XCI)השפעת התפלגות האינאקטיבציה של כרומוזום 

. HUMARAמהן נמצאו אינפורמטיביות לתבחין  47מהחולות שעברו אפיון פנוטיפי ו  50נבדקה ב  XCIהתפלגות 

הנורמאלי (האימהי  Xמועדפת של כרומוזום כאשר בדקנו את המתאם בין ציון הפנוטיפ הכולל לבין האקטיבציה ה

לא נמצאו , כמו כן). Pearson; r=-0.032, p=0.829(לא נמצא קשר מובהק ) במקרים של מוטציות ספוראדיות

לבין חומרת הפנוטיפ בקבוצות הנבדקות עם מוטציות חלף לעומת מוטציות עצר  XCIמתאמים מובהקים בין התפלגות 

על הציון  XCIבדקנו את השפעת , לפיכך. המשלבת את סוג המוטציות ומיקומן 63' או בחלוקה המפורטת בעמ

לבין הציון הפנוטיפי  XCIההבדלים הגנוטיפיים בדקנו את הקשר בין התפלגות . הפנוטיפי בחולות עם אותה מוטציה

עקב מספרן  ,גישה זו היא ניסיונית ולא ברת הסקה סטטיסטית בשלב זה. הכולל בקבוצות חולות עם אותה מוטציה

תוצאות ראשוניות מעידות על מגמה של קשר אפשרי , עם זאת. שונה בכל קבוצה XCIהקטן של החולות עם דפוס 

ממחיש את מגמת הירידה של  17.תרשים ד. בין אקטיבציה מועדפת של הכרומוזום האימהי לבין פנוטיפ קל יותר

יכולה  XCIמכאן שהטיה בהתפלגות . בי בחולההאימהי האקטי Xהציון הפנוטיפי עם עליה ביחס של כרומוזום 

אישית -להשפיע גם על השונות הבין, וכתוצאה מכך MECP2להשפיע על הביטוי הפנוטיפי של המוטציות השונות ב 

  . בחומרת הביטוי הקליני של חולות עם אותה מוטציה

  

  

  

  

  

  

  

  בחולות עם אותה מוטציה  XCIין התפלגות מתאם בין ציון הפנוטיפ לב .17.תרשים ד23

מבטא את ממוצע  Yציר . 10-90האימהי בטווח של  Xמבטאים את יחס האקטיבציה של כרומוזום  Xערכי ציר 

  .R2 0.92 =התקבל מתאם מובהק  p.R255Xלגבי המוטציה . 1-3ציון הפנוטיפ הכולל בטווח שבין 

c.62+1delGT (n=2) p.R133C (n=3) p.R168X (n=6) 

p.R255X (n=8) p.R270X (n=2) p.R306C (n=3) 
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  רט בדם פריפרי של חולות  MECP2רמות ביטוי . 3

בדם פריפרי נועדה לענות על השאלה האם בחולות רט מובהקות ללא  MECP2מדידת רמות הביטוי של 

. חריגות  RNAשיכולות להתבטא ברמות MECP2מוטציות מקודדות יכולות להיות מוטציות באזורי בקרה של הגן 

. ביעת טווח הביטוי הנורמאלימתנדבות נורמאליות לשם ק 12רמות הביטוי של שני האיזופורמים נבדקו במדגם בן 

מדידת רמות הביטוי בחולות עם מוטציות מקודדות ומוטציות רגולטוריות נועדה לבדוק האם ביכולתו של מבחן זה 

  . בייחוד לגבי המוטציות הרגולטוריות, בסוגי מוטציות שונות RNAלהבחין בין רמות ביטוי

  בדם  2e-MECP2ו  e1-MECP2טווח רמות הביטוי הנורמאליות של 

נבדקו דגימות , MECP2במטרה לבדוק את רמות הביטוי היחסיות הנורמאליות של שני האיזופורמים של 

חושבו  MECP2sרמות הביטוי של . מתנדבות נורמאליות ששימשו בהמשך קבוצת ביקורת לחולות רט 12של 

 18.בתרשים ד). שיפרק שיטות חלק שלי' ר( Ct∆בשיטת כימות המבוססת על  RNAasePביחס לגן המדווח 

לבין רמת  MECP2_e2היחס בין רמת . מוצגות רמות הביטוי של שני האיזופורמים בנבדקות קבוצת הביקורת

MECP2_e1  בממוצע  7.8בדם הפריפרי של הביקורות היה)SD=1.08 .( אותה תוצאה נראתה כבר בעקומות

 Ct∆ערכי  בין 4.3בהם נמצא יחס פי  MECP2_e1ושל  MECP2_e2הסטנדרט של של 

∆CtMECP2_e1/∆CtMECP2_e2)) (בהתחשב ביעילויות הריאקציה של ). בפרק השיטות 4.תרשים ג_e1  ו_e2   ניתן

תוצאה דומה כבר דווחה . Ct/1.86-4.3Ct=7.8-1.84לחשב היחס בין רמות שני האיזופורמים בדם הפריפרי כ  

  . MECP2_e1 (Mnatzakanian et al 2004)במחקר שתיאר לראשונה את האיזופורם החדש 

, בנבדקות קבוצת הביקורת MECP2_e2ו  MECP2_e1ניתן לראות כי רמות הביטוי של  18.בתרשים ד

מכאן שהשונות הבינאישית המירבית ברמות הביטוי של . בהתאמה, 0.35-0.68ו  0.06-0.09נמצאות בטווח שבין 

MECP2_e1  וMECP2_e2  ורמלי שולבו בחישובי רמות הביטוי היחסיות נתוני הטווח הנ .בהתאמה 1.9ו  1.5היא

כאשר ערכי הטווח הנורמאלי נורמלו לממוצע של רמת הביטוי של כל , Ct∆∆של שני האיזופורמים בחולות בשיטת 

בחולות עם מוטציות  e1 ,e2מובאים רמות הביטוי היחסיות של  19-20.בתרשימים ד. אחד מהאיזופורמים בהתאמה

  . ל"מצאי מוטציות ביחס לגבולות הטווח הנורמלי שחושבו כנספציפיות ובחולות ללא מ
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  בקבוצת ביקורת MECP2רמות ביטוי יחסיות של האיזופורמים של  .18.תרשים ד24

רמות . RNAasePנמדדו ביחס ל  MECP2_e2ושל  MECP2_e1רמות הביטוי היחסיות של 

(MECP2-RNAseP)זופורמים חושבו על פי  הביטוי של כל אחד מהאי
  RQ=E-∆Ct )RQ=relative 

quantity ,(E=efficiency .צירY   השמאלי מציג את הערכים היחסיים שלMECP2_e1  שמסומן

  .שמסומנים בשחור MECP2_e2הימני מציג את הערכים של  Yבאפור וציר 
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  יות ידועות  בדם פריפרי של חולות רט עם מוטצ MECP2רמות הביטוי של 

נבדקו רמות הביטוי של שני , MECP2על מנת לבדוק אם יש קשר בין סוגי מוטציות לבין רמות ביטוי 

דגימות מקבוצת  4-5הכוללת  poolחולות רט עם מוטציות ידועות בהשוואה לדגימת  15האיזופורמים ב 

ביחס , 19-20.תרשימים דמוצגים ב Ct∆∆חישובי רמות הביטוי של שני האיזופורמים בשיטת . הביקורת

 MECP2_e2ושל  MECP2_e1היתה התאמה בין רמות הביטוי של , באופן כללי. לטווח הביטוי הנורמלי

  . (Pearson; r=0.76, p<0.0001)ובקבוצת הביקורת , בחולות עם מוטציות ידועות

ת באתר מוטציו. I: רמות הביטוי של מוטציות ספציפיות נבדקו בהתאמה לארבע קבוצות מוטציות

חסרים גדולים הכוללים חלקים מאקסון . donor1a and donor1b( ;II( 1חסר של תורם באינטרון , שחבור

מוטציות קוטעניות מסוג עצר               . MLPA (del exon 4a<del exon4b) .IIIשהתגלו בשיטת  UTR’3ו  4

)(R270X, R255X, R294X  וחסרים המסיטים את מסגרת הקריאה(Q244fs, A259fs, P360fs, 

L386fs) ,IV . מוטציות חלף בMBD )R106W, T158M(                 וחסרים שאינם פוגעים במסגרת הקריאה

I303del98, L386del15) .( נמצא שלחולות עם מוטציות שונות היו רמות ביטוי שונות של שני

שהיו להם רמות  IIו   Iבוצה למעט המוטציות מק, (ANOVA; p<0.0001), האיזופורמים בדם הפריפרי

 (ANOVA-Bonferroni; p=0.1353אולי מפאת גודל הקבוצות והשונות הפנימית בתוכן , דומות יחסית

  .MECP2_e2)לגבי  (MECP2_e1 ANOVA-Bonferroni; p=1.000)לגבי 

ות היו קשורות ברמות נמוכ )IIו  Iקבוצות (בסך כל נתקבל שמוטציות שחבור ומוטציות חסר גדולות 

 ;MECP2_e2 )ANOVA-Bonferroniושל  MECP2_e1 (ANOVA-Bonferroni; p<0.0001)של 

p=0.001 .( גם במוטציות הקוטעניות) קבוצהIII(  נמצאה ירידה מובהקת ברמות ביטויMECP2_e1 

(ANOVA-Bonferroni; p<0.0001)  ופחות מובהקת בMECP2_e2 )ANOVA-Bonferroni; 

(p=0.003 .ציות חלף ב מוט, לעומת זאתMBD  ומוטציות חסר ללא פגיעה במסגרת הקריאה נמצאו עם רמות

 ;MECP2_e1 )ANOVA-Bonferroniלגבי , ביטוי דומות לקבוצת הביקורת בשני האיזופורמים

p=1.000 ( ולגביMECP2_e2 (ANOVA-Bonferroi; p=0.1605).  
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  מוטציות ממצאי בחולות רט ללא  MECP2הביטוי של רמות 

יכולות להיות מוטציות אחרות או ") שליליות("בדוק האם בחולות ללא מוטציות מקודדות על מנת ל

בחמש  MECP2נערכה אנליזה השואתית של רמות ביטוי של שני האיזופורמים של , חסרים שלא נתגלו עדיין

 ביחס לרמות הביטוי של, )A1-A7(שליליות  חולות אטיפיות בשבעו) C1-C5(שליליות לאסיות חולות ק

 A4ו  , A3אובחנו עם צורה מולדת A2ו   A1בחולות. חולות עם מוטציות ידועות וביקורות נורמאליות

זוהה פולימורפיזם אינטרוני  A1בחולה . הם וריאנטים לא מוגדרים A5-A7אובחנו עם פרכוסים מוקדמים ו 

c.378-19delT . אים בחולות רט עם מציגים את ממצאי החולות השליליות במקביל לממצ 19-20.דתרשימים

אנליזת רגרסייה הנתונים של החולות השליליות נותחו באמצעות  .מוטציות ספציפיות

)Multinominal/polytomous regression(  על מנת להסיק על דמיון אפשרי לאחת מקבוצות המוטציות או

 ,C2, C4, C5 התמונה הכללית שהתקבלה הראתה שרמות הביטוי של שני האיזופורמים בחולות. הביקורת

A2, A5, A7  היו דומות לחולות עם המוטציות מקבוצהII (polytomous; p(C2)=0.999, p(C4)=0.999, 

p(C5)=1.000, p(A2)=0.919, p(A5)=0.993, (p(A7)=1.000) . בקבוצהII . נכללו כאמור מוטצית שחבור

תרים רגולטוריים האחראים על כאשר האחרונים יכולים להכיל א ,UTR`3הכוללים גם את  '3וחסרים בקצה 

יכולות  מכאן ניתן להסיק שחולות אלו. יציבות תוצר השעתוק ואתרים אחרים המווסתים את יעילות התרגום

שאינן ידועות , MECP2לשאת מוטציות באתרים רגולטוריים האחראים על בקרת השיעתוק והתרגום של 

הכוללת  IIIשני האיזופורמים דומות לאלו שבקבוצה נמצאו רמות ביטוי  A6ו  A3בחולות , לעומת זאת. עדיין

, מכאן. (polytomous; p(A6)=0.919 (polytomous; p(A3)=0.979)מוטציות עצר וחסרים קוטעניים 

יכולים להעיד על קיומן של , בדם של חולות אלו MECP2שהממצאים המסתמכים על רמת הביטוי של 

נמצאו רמות ביטוי  C3בחולה הקלאסית . MLPAות רצף ו מוטציות חסר שלא התגלו עדיין באמצעות קריא

מה שתואם גם את , )polytomous; p=1.000(האיזופורמים של שני האיזופורמים בטוח הנורמאלי 

יתכן שקיימות בחולה זו . הכוללת מוטציות חלף וחסרים ללא פגיעה במסגרת הקריאה IVהמוטציות בקבוצה 

זה מעלה את השאלה האם החולה היא , מאידך. הרבות שנעשו בחולה זומוטציות מסוג זה שחמקו מהאנליזות 

נמצא שרמת הביטוי  A4ו   ,C1, A1בחולות. עדות למעורבות של גן אחר בפנוטיפ הקלאסי של תסמונת רט

 MECP2_e1היתה חריגה ברמת  C1בחולה הקלאסית : של אחד האיזופורמים היא מעל הטווח הנורמאלי

אף אחת מקבוצות תבנית ביטוי זו לא תאמה . MECP2_e2נמצאו חריגות ברמת  A1,A4ובחולות האטיפיות 

  .אין באפשרותנו להסיק מסקנות ישירות מממצאים אלו, על כן, מוטציות שנחקרו קודםה
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 בחולות ללא ממצאי מוטציותבחולות עם מוטציות ידועות ו e1MECP2_ביטוי של רמות .19.תרשים ד 25

 .גבולות הטווח הנורמאלי מסומנים בקו שבור, של ביקורות נורמאליות poolויחסית לרמת הביטוי בדגימת  RNAsePיחסית ל  מחושבת MECP2רמת הביטוי של 

C1-C5  הן חולות קלאסיות וA1-A7 הן חולות אטיפיות .  
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   בחולות עם מוטציות ידועות ובחולות ללא ממצאי מוטציות e2MECP2_רמות ביטוי של. 20.ים דתרש 26

 .גבולות הטווח הנורמאלי מסומנים בקו שבור, של ביקורות נורמאליות poolויחסית לרמת הביטוי בדגימת  RNAsePיחסית ל  מחושבת MECP2רמת הביטוי של 

C1-C5  הן חולות קלאסיות וA1-A7 ת אטיפיותהן חולו .  
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בתרבית  MECP2בדם הפריפרי נבדקה אפשרות מדידת ביטוי  MECP2במקביל לעבודה על רמות 

בתרביות לימפוציטים של חולה עם מוטצייה  MECP2_e2במסגרת זו נבדקה רמת ביטוי . לימפוציטים מחולות

ם אלו נמצאו רמות ובשני מקרי. c.62+delGTושל אחת החולות עם מוטציית השחבור  c.141insAקוטענית 

, יתרה מכך. גבוהות בהשוואה לתרבית לימפוציטים מאשה נורמאלית) RNAasePביחס ל ( MECP2הביטוי של 

אקטיבי מוטנטי  Xשעברה שיבוט שמבחין בין כרומוזום  c.141insAבתרבית לימפוציטים עם המוטציה הקוטענית 

החולה עם . המוטנטי Xבתרבית המבטאת את ה גבוהות דווקא  e2_MECP2נתגלו רמות , הנורמאלי Xלבין ה 

 donor1b(בדם פריפרי  MECP2 mRNAנכללה גם בבדיקת רמות הביטוי של  c.62+delGTהמוטציה 

הבדלים אלו . ובה נמצאה כבעלת רמות ביטוי נמוכות מהטווח הנורמאלי בשני האיזופורמים) 19-20.בתרשימים ד

נראה , לאור הפערים הללו. ער את הוויסות המקורי של ביטוי הגניםיכולים לנבוע מתהליך השיבוט אשר נוטה לער

בלימפוציטים טריים מספק כלי זמין ואותנטי יותר לאבחון והבחנה בין מוטציות שונות  MECP2 mRNAשכימות 

  .לעומת מבחן זה בלימפובלסטים MECP2 ב

   בדם MECP2ביטוי על  XCIהשפעת התפלגות 

בדם הפריפרי  XCIהתפלגות נטויה של . XCIהתפלגות הוא  MECP2יטוי גורם נוסף העשוי להשפיע על ב

חולה עם חסר גדול   , )donor1b(ידועות ובתוכן חולה עם מוטציית שחבור עם מוטציות חולות  חמשנמצאה ב

(del exon4a) ,שתי חולות עם מוטציות עצר(p.R255X, p.R270X)   וחולה עם מוטציית חלף)(p.R106W .

תרשימים (בחולות אלו  MECP2אנליזה של רמות הביטוי של . 2.של חולות אלו מובאת בטבלא ד XCIהתפלגות 

נטוי לטובת אקטיבציית הכרומוזום האבהי המוטנטי היה ביטוי נמוך יותר  XCIמעידה כי בחולות עם ) 19-20.ד

בהקשר זה ניתן . איאקר XCIבהשוואה לחולות עם אותן מוטציות או מוטציות דומות ו , של שני האיזופורמים

, בהתאמה 75% ,80% ,90%אבהי של  XCIעם , donor1b, del exon4a, p.R270Xלהשוות בין הרמות של 

ועם  p.R255Xבחולה עם , לעומת זאת. אקראי XCIעם  donor1a, del exon4b, p.R294Xלבין הרמות של 

XCI  לטובת אקטיבציית ה  80%שלX נמצאו רמות הביטוי של , האימהיMECP2 בהשוואה לחולה , נורמאליות

יכולה להסביר את השונות הפנימית  XCIמכך ניתן להקיש כי התפלגות נטויה של . אקראי XCIו  p.R294Xעם 

  . בין חולות עם אותה מוטציה או מוטציות דומות MECP2של רמות ביטוי 

יה בשתי חולות נטו XCIנמצאה התפלגות , בדם MECP2החולות השליליות שנבדקו לרמות  12מתוך 

האימהי ואילו  Xלטובת ה  80%של  XCIהיה  C4האבהי וב  Xלטובת ה  85%של  XCIנמצא  C2ב , קלאסיות

C1 לא נמצאה אינפורמטיבית .  
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   TRDב  הערכה תפקודית של מוטציית חלף חדשה. 4

אי נבדקה בחמש מערכות ביטוי בת, TRDהממוקמת ב  p.V275Aהערכה תפקודית של המוטציה החדשה 

רקומביננטי הכולל את  pcDNA3.1תאים המבטאים ). ראה שיטות חלק רביעי( U2OSאוסטאוסרקומה הומניים 

; נורמאלי MECP2_e1עם  3.1pcDNAמערכת תאים הכוללת ; MECP2_e1באיזופורם  p.V275Aהמוטציה 

ב  p.R306Cמערכת המבטאת מוטצית חלף ; TRDב  p.R255Xמערכת מקבילה מבטאת את המוטציה הקוטענית 

TRD ;כביקורת שלילית שימשה . שתי האחרונות יוצרו במסגרת התזה לתואר שלישי של התלמידה מנואלה וקסלר

במערכות אלו נבדק מיקום התוצר החלבוני בתוך התאים . MECP2ללא , תרבית תאים עם פלסמידים ריקים

כאשר , western blotבאמצעות  כמו כן נערכה אנליזה כמותית של התוצר. Cבאמצעות נוגדנים כנגד קצה 

, MeCP2מכיוון ש . שימשו כביקורת, שהוא בעיקר גרעיני  emerinשברובו ציטופלסמטי ו actinהחלבונים 

ומתווכים  HDACs (histone deacetylases)הקושר  TRDאחראי לדאצטילציה של היסטונים באמצעות אתר 

 acetylatedהיסטונים אלו במצב . H4ו  H3בפרט , סטוניםנבדקו במערכות הללו גם רמות הביטוי של הי, נוספים

-anti Achו   anti Ach-H4ונוגדנים ספציפיים לשיירים ליזיניים עם אצטיל  western blotsנבדקו באמצעות 

H3 )חלק רביעי, ראה פרק שיטות.(  

   MeCP2אנליזה מיקרוסקופית של התוצר 

בדק באנליזה מיקרוסקופית באמצעות סימון בנוגדן נ MeCP2_e1המיקום התוך תאי של התוצר החלבוני 

מראה שבכל מערכות התאים זוהה  21. תרשים ד. המזהה רק חלבונים שלמים ללא קטיעה מוקדמת, Cכנגד קצה 

המערכות שביטאו . NLSבתוך גרעין התא כפי שמצופה מחלבונים שאינם פגומים באתר  MECP2התוצר 

MECP2  תמונה א(תקין (. חלף או מוטציותp.R306C )ג (. אוp.V275A  חדשה)הראו סימון , .)דMECP2  ב

לא הראתה סימון מה שמראה שבתנאים .) ב( pcDNA3.1המערכת שביטאה את הווקטור . מהגרעינים -70%60

 p.R255Xבמערכת שביטאה את המוטציה הקוטענית . האנדוגני נמצא בכמות נמוכה ביותר MECP2האלו  ה 

הספציפיות של הנוגדן והעדר תגובה שלו עם תוצר מוטציה זו . בלבד.) ה(תאים  20ך נתגלה סימון באחד מתו

  .של מיצויי חלבוני הגרעין ממערכות הביטוי השונות westernנבדקו בהמשך באנליזת 
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 U2OSרקומביננטיים בתאי  MeCP2אנליזה מיקרוסקופית של תוצרי  .21. תרשים ד27

). ירוק( anti Rabbit Cy-2מסומנים באמצעות נוגדן שניוני  MeCP2ותוצרי ) כחול( DAPIגרעיני התאים צבועים ב 

 .ב. WT-MeCP2_e1 .א: מוצגות מערכות תאים המבטאות. X40התמונות צולמו במיקרוסקופ פלורוצנטי בהגדלה 

pcDNA3.1 .ג.MeCP2  הכולל p.R306C .ד. p.V275A .ה. p.R255X.  
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  והיסטונים אצטיליים  MeCP2אנליזה כמותית של 

נערכה אנליזת , H3ו  H4ורמות האצטילציה בהיסטונים  MeCP2על מנת להעריך כמותית את רמת תוצרי 

western  של מיצויי חלבונים גרעיניים שהופקו ממערכות התאים שביטאוMeCP2 רקומביננטי תקין או מוטנטי .

ההיסטונים באמצעות נוגדנים ספציפיים לשיירים , Cוגדן ספציפי כנגד קצה זוהו באמצעות נ MECP2תוצרי 

באמצעות נוגדנים ספציפיים , actinו  emerin, וחלבוני הביקורת, anti Ach-H3, anti Ach-H4אצטיליים 

 V275Aו  TRD ,R306Cתקין או עם מוטציות חלף ב  MeCP2נראה כי מערכות עם  22.בתרשים ד. שלהם

במערכת עם הווקטור ובמערכת המבטאת מוטציה קוטענית , לעומת זאת. ברמה דומה MeCP2או ביט, החדשה

p.R255X . לא נמצא סימון שלMeCP2 . ממצא זה כי מעיד שהנוגדן כנגד קצהC  אינו מזהה את התוצר של

על  מצביע )MECP2שביטאה ווקטור ללא (במערכת ביקורת שלילית  MeCP2העדר תוצרי . המוטציה הקוטענית

. מה שתואם את הממצאים המיקרוסקופיים, אנדוגני MeCP2הרגישה יותר איננה מזהה  westernכך שגם אנליזת 

חזרו על  westernממצאי . יתכן שחשיפות ארוכות יותר של הממברנות היו מאפשרות לראות את התוצר האנדוגני

  . עצמם בשני ניסויים בלתי תלויים

בהשוואה     (Ach-H3, Ach-H4)של ההיסטונים האצטיליים  westernמובאת גם אנליזת  22.בתרשים ד

בהתרשמות חזותית בולטת אצטילציה מוגברת של שני ההיסטונים . באותן מערכת תאים actinו  emerinל 

במערכת המבטאת את החלבון  H3ואצטילציה מופחתת של  p.R255Xבמערכת שמבטאת את המוטציה הקוטענית 

ביטוי של מוטציות החלף והביקורת לא נראים הבדלים כמותיים ברמות האצטילציה של בין מערכות ה. התקין

לבדיקת תקפות חזרתית של ממצאים אלו נערכה אנליזה כמותית . emerinו   actinיחסית ל H4ו  H3היסטונים 

 ImageJ 1.36bשיוצרו בשני ניסויים בלתי תלויים באמצעות תוכנת  western blotsשל עוצמות הסיגנלים ב 

שמבטאת  (Ctrl)במערכת ביקורת שלילית   H3, H4מפתיע הממצא של אצטילציה בהיסטונים). ראה בהמשך(

אנדוגני בתאים  MeCP2הממצא הזה מהווה עדות לפעילות . MeCP2ברמות דומות למערכת המבטאת , ווקטור

ממצא של אצטילציה , בעיקרון .ספציפיים MECP2למרות שלא הצלחנו לזהות אותו ישירות באמצעות נוגדני , אלו

ובאופן עקיף ללמד על ירידה  HDACיכול להעיד על העדר דאצטילציה באמצעות  H3 H4מוגברת בהיסטונים 

יכולה להעיד על . p.R255Xשאצטילציה מוגברת בהיסטונים כפי שנראה במקרה של , מכאן. MECP2בפעילות 

תת אצטילציה שנראית במערכת , מאידך. של מוטציה זו כצפוי על פי אופייה הקוטעני TRDפעילות לקוייה של 

  .אולם ממצא זה לא חזר באנליזה שניה MeCP2עשויה ללמד על פעילות יתר של , ביטוי החלבון התקין
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  והיסטונים אצטיליים במערכות ביטוי שונות MeCP2רמות . 22.תרשים ד28

 MeCP2: במערכות המבטאות actinו   emerinוהיסטונים אצטיליים כנגד MeCP2של רמות  westernאנליזת 

ומערכת  (p.R306C, p.A275A)מערכות עם מוטציות חלף , (Ctrl)ביקורת שלילית עם ווקטור , (WT)תקין 

  .  Ach-H4היו שונים מאלו של  Ach-H3תנאי הסימון וזמן החשיפה של . p.R255Xביטוי המוטציה הקוטענית 

 WT           Ctrl        R306C     V275A      R255X 

MeCP2 
 
 
Ach-H3 
 
 
Ach-H4 
 
 
Emerin 
 
 
Actin 



 

  79

מניסויי  westernנערכה בשתי אנליזות  emerinההשוואה הכמותית של ההיסטונים האצטיליים כנגד 

 ImageJ 1.36b (http:/rsb.info.nih.gov/ij)השתמשנו בתוכנת , לצורך זה. טרנספקציה בלתי תלויים

מהווה חלבון  emerin בהערכה מקדימה התברר ש. המאפשרת אומדן של עוצמת הסיגנלים אחרי סריקת הפילמים

ביקורת אמין מכיון שכמותו היתה אחידה יותר בשני הניסויים ומעצם היותו חלבון גרעיני ספציפי בדומה 

של עוצמת הסיגנלים   (quotient)לכן חושבה הכמות היחסית של ההיסטונים האצטיליים כמנה. להיסטונים

על מנת לבטל את האפקט של , בנוסף. רכת ביטויבכל מע emerinההיסטונים האצטיליים ועוצמת הסיגנלים של 

MeCP2 חולקו הערכים של , אנדוגניH3  וH4 בערכים של מערכת , האצטיליים שנתקבלו ממערכות תאים שונות

על מנת להדגיש את השפעת החלבונים הרקומביננטים השונים ביחס ) אקסוגני MeCP2ללא (הביקורת השלילית 

ניתן  Ach-H3המסכם את ממצאי הניסויים לגבי  23.מתרשים ד. אנדוגני MeCP2לרמת הפעילות הבסיסית של 

בערך , H3היתה אצטילציה מוגברת של היסטון  p.R255Xלהתרשם כי במערכת שביטאה את המוטציה הקוטענית 

נמצא כי במערכות שביטאו מוטציות ' בניסוי א. בשני הניסויים (WT)תקין  MeCP2בהשוואה למערכת עם  3פי 

 WTגבוהות לעומת מערכת ה  H3היו רמות אצטילציה של היסטון , החדשה p.V275Aהידועה ו  p.R306Cחלף 

חזר הדמיון בין שתי מוטציות החלף למערכת הביקורת אולם לא היה הבדל ' בניסוי ב. ודומות למערכת הביקורת

ה יותר בכמויות החלבון היתה שונות רב' הסבר אפשרי לפער זה הוא שבניסוי ב. WTמשמעותי לעומת מערכת ה 

ראה נספח ( Emerinכפי שניכר בעוצמת הסיגנלים של חלבון הביקורת , מכל דגימה westernשהורצו באנליזת 

  . הניב אחידות רבה יותר בסיגנל הביקורת ולפיכך הוא נראה אמין יותר' ניסוי א). ג

 

 

 
 
 
 

  
  
 

  

  
  
  

  בשני ניסויים H3ילציה יחסיות של רמות אצט. 23.תרשים ד 29
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במערכות  H4מראה את הממצאים המקבילים לגבי רמות האצטילציה היחסיות של היסטון  24. תרשים ד

הביא לטשטוש ) ביקורת שלילית(האנדוגני  MeCP2ול  emerinנרמול התוצאות ל , במפתיע. הביטוי השונות

 40%נמצאה עליה של כ ' בניסוי א. ן מערכות הביטוי השונותבי) 22. תרשים ד(ההבדלים שנראו בפילם המקורי 

כנראה , 20%הצטמצם פער זה לכ ' אך בניסוי ב WTלעומת מערכת  p.R255Xבמערכת עם  H4באצטילציה של 

הפער בין . PAGEשגם כאן נעוצה הסיבה לפערים אלו בכימות לא מדוייק של דגימות החלבון שהופרדו בשיטת 

מדגיש חשיבות ההערכה הכמותית האוביקטיבית של ' בניסוי א, בין התוצאה הכמותיתההתרשמות החזותית ל

נמצאו רמות , p.V275Aו  p.R306Cבמערכות ביטוי מוטציות החלף . Westernהסיגנלים המתקבלים באנליזת 

לא  H4לגבי היסטון  TRDמה שיכול להצביע שפעילות , דומות לרמה הנורמאלית H4האצטילציה של היסטון 

לא העלו ולא הורידו באופן עקבי את רמות , הידועה והחדשה כאחת, TRDמוטציות חלף ב. נפגעה באופן משמעותי

ניתן ). רקומביננטי MeCP2ללא ביטוי (והביקורת השלילית  WTלעומת מערכת ה , אצטילציה של שני ההיסטונים

מהוות סמן רגיש יותר , U2OSתאי  רקומביננטי של MeCP2במערכות ביטוי  H3להסיק כי רמות האצטילציה של 

בדיקת רמות האצטילציה של היסטונים במערכות , לעומת זאת. שלם או קטוע TRDלהבחנה בין   H4מאלו של

  .  ביטוי אלו לא הוכחה כמתאימה לאבחן את ההשפעות הפונקציונליות של מוטציות חלף

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   בשני ניסויים H4רמות אצטילציה יחסיות של  .24.תרשים ד 30
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  סיכום ודיון. ה

 Xמטרתנו בעבודת המחקר היתה הבנת הבסיס הגנטי של תסמונת רט כמודל לפיגור שכלי האחוז בכרומוזום 

(XLMR-X Linked Mental Retardation) . על פי העדויות שהגןMECP2  ממלא תפקיד מפתח בהבשלה

שיערנו כי מוטציות בגן זה יכולות להסביר את מרבית המקרים של תסמונת רט והפרעות , וחותפקוד תאי העצב במ

בשילוב השפעה אפיגנטית של  MECP2התפתחותיות אחרות וכי שונות בסוג ומיקום המוטציות ב -נוירו

  .יכולה להסביר טווח פנוטיפי רחב, Xאינאקטיבציה של כרומוזום ה 

   אפיון גנטי של עוקבת החולים. 1

  ממצאי מוטציות מקודדות

חולים עם  28, חולות תסמונת רט קלאסיות 54חולים הכוללת  136במסגרת המחקר הוקמה עוקבה בת 

חולות וחולים עם חפיפה  54ו ) XXY,47הכוללת זכר עם תסמונת רט קלאסית וקריוטיפ (תסמונת רט אטיפית 

, שהפנה את רוב החולים בעוקבה זו, ים שיבאבמרכז הארצי של רט בבית החול. פנוטיפית חלקית לתסמונת רט

מכאן ניתן להעריך את השכיחות . חולות רט עם סימנים קלאסיים ואטיפיים מובהקים 82רשומות בסך הכל 

שהוערכה 0.56/10,000שכיחות זו דומה לזו . 2-26בנות בגילאי  0.55/10,000הארצית של תסמונת רט לכ 

בנות בגיל  0.44/10,000ב דווחה השכיחות הנמוכה ביותר של "ארה בטקסס, (Philippe et al 2006)בצרפת 

 18בנות עד גיל  0.88/10,000ואילו באוסטרליה דווח על של ) Kozinetz et al 1993(שנים  18שנתיים עד 

(Laurvick et al 2006) . הפערים בין שכיחויות אלו נובעים אולי מהבדלים בהגדרה הקלינית של תסמונת רט על

הגיל המירבי , לדוגמא. או מהבדלים במידת המודעות והפניית החולים של המערכת הרפואית/יה השונות וצורות

העדר . (Smeets et al 2003)שנים < 60שנים לעומת דווחים על חולות רט בנות  42בעוקבה הישראלית הוא 

ות לאבחון יכולים להוות היסטוריה התפתחותית מפורטת או מוטיבציה נמוכה של האפוטרופסים להביא את החול

  . בפרט בחולות מבוגרות, קושי ביישום הקריטריונים הקליניים המקובלים לאבחון תסמונת רט

בהתאם , 83%בחולות הקלאסיות עומדת על  MECP2בעוקבה הישראלית נמצא כי רמת גילוי מוטציות ב 

 Neul and Zoghbi 2004, Charman et al 2005, Laurvick et)על פי דיווחים עדכניים 73-90%לטווח של 

al 2006)  . 4מתוך  4(מבין החולות האטיפיות נרשמה אצלנו רמת הגילוי הגבוהה ביותר באלו עם דיבור שמור 

, כמו כן.  (Shahbazian and Zoghbi 2002, Smeets et al 2003)בדומה לממצאי קבוצות אחרות )מקרים
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בדומה . ה קלה ובשתיים מתוך ארבע חולות עם צורה מולדתנמצאו מוטציות בשתיים מתוך שבע חולות עם צור

  .לדיווחים אחרים לא נמצאה מוטציה בחולות עם פרכוסים מוקדמים

ב . שינויים תורשתיים 11ו  MECP2מוטציות ספוראדיות בגן  26התגלו בעוקבה הישראלית , בסך הכל

בהתאם , בעת מדאמינציה של ציטוזיןשנו hotspotsמהמקרים עם מוטציות נמצאה אחת משמונה מוטציות  65%

המוטציה השכיחה ביותר . (Lee et al 2001, Schanen et al 2004)שדווח במחקרים אחרים  -76%65לטווח 

מוטציות אלו , )חולות 8(  p.R255Xואחריה המוטציה ) חולות p.T158M )9היא , בעוקבה הישראלית שנמצאה

 Fukuda et al 2005, Phillipe et al(יקף מארצות אחרות הן המובילות בשכיחותן גם בעוקבות רחבות ה

, )מחולות עם מוטציות 8%(של הגן נמצאו בחמש חולות ישראליות  ’3בקצה ) 41-294bp(חסרים קטנים ). 2005

שכיחות החסרים . RettBaseהן חדשות ואינן מדווחות ב  c.1157_1198∆42)למעט (ארבע ממוטציות החסר 

 Charman et al)מכלל המוטציות בעוקבה הבריטית  4%ה לפי דיווחים הספרות בין נע MECP2של ' 3בקצה 

ריכוז מוטציות . (Laccone et al 2004, Philippe et al 2005)בעוקבות הצרפתית והגרמנית  12%לבין  (2005

, מבינציותשכולל אלמנטים חוזרניים הנוטים לרקו 110bp )(c.1056-1165של הגן נובע מאזור בן  '3חסר בקצה 

נמצאו גם שלושה  Cבקצה , כמו כן. (De Bona et al 2000)כפי שדווח גם בגנים הקשורים במחלות אחרות 

.  MLPAבאמצעות בדיקת , שתי קלאסיות ואחת אטיפית, שאיתרנו בשלוש חולות רט) 1Kbמעל (חסרים גדולים 

נמצא כי הם כוללים נקודות שבירה , גם במחקרים רחבי היקף אחרים שהשתמשו בשיטות לזיהוי חסרים גדולים

 Charman et al 2005, Archer (et al(בשתי העוקבות הבריטיות , מכלל המוטציות 2-7%ומהווים כ  Cבקצה 

הרמה הכללית והשכיחויות היחודיות של מוטציות שונות . Phillipe et al 2005)(ובעוקבה הצרפתית  2006

כך שניתן להסיק שהאבחונים הקליניים והגנטיים , ם עדכניים דומיםבעוקבה הישראלי מתאימים למדווח במחקרי

  . עמדו בסטנדרטים המקובלים בעולם

, Nהיא מוטציה ספוראדית חדשה הגורמת לקטיעת התרגום בקצה  c.141insA (p.E55fs57X)המוטציה 

היות שהן גורמות הסיבה לכך יכולה ל. מוטציות קוטעניות באזור זה נדירות ביותר בחולות רט. MBDלפני ה 

לחולה . ולמופע קליני חמור ביותר שאיננו מוגדר כתסמונת רט, לפחות בחלק מהתאים null-alleleלמצב דמוי 

לטובת אקטיבציה מועדפת של ) 80%(נטויה  XCIהיתה תסמונת קלאסית עם התפלגות , הישראלית עם מוטציה זו

ויכולה  (Amir et al 2000)וטציות קוטעניות מוקדמות התפלגות כזו שכיחה בחולות רט עם מ. הכרומוזום האימהי

  .להסביר את האבחנה הקלאסית בהן

שאינה מדווחת  c.755C>T (p.D151E)שתיים ממוטציות החלף הספוראדיות שראויות לדיון מיוחד הן 

 12המוטציה הראשונה נמצאה בחולה בת . שדווחה שם פעם אחת בלבד c.910A>G (p.K304E)ו   RettBaseב
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מוטצית חלף זו גורמת להחלפת חומצה אמינית אספרטית בחומצה . סובלת מתסמונת רט אטיפית עם דיבור שמורה

 MBDבעמדה שמורה בין מינים שונים ובתוך משפחת חלבוני  MBDב , אשר שתיהן חומציות, גלוטאמית

(NCBI-blastp) .המוטציה השניה ,p.K304E ן לחומצה גלוטאמית גורמת להחלפת החומצה אמינית בסיסית ליזי

, הנקודה המעניינת לגבי מוטציה זו היא המופע הקליני היוצא דופן של החולה בה התגלתה. TRDבעמדה שמורה ב 

ופעילות ) רגון פרטי'למעט ז(מדובר בילדה בת שלוש תקינה מבחינה מוטורית עם תסמין יחיד של העדר שפה 

לקלה מכדי להכלל , תמונה קלינית זו נחשבת בשלב זה. )ללא פרכוסים(אפילפטיפורמית אופיינית לתסמנת רט 

בחולה זו יוצר פתח לחיפוש מוטציות בגן בילדות נוספות עם  MECP2גילוי מוטציה בגן . בהגדרת תסמונת רט

יש בכך תמיכה . איחור התפתחותי ופעילות אפילפטיפורמית אופיינית אף שאינן מתאימות להגדרת תסמונת רט

      MECP2רט היא אחת ממגוון הפרעות התפתחותיות הנובעות ממוטציות שונות בגן בגישה לפיה תסמונת 

(Ham et al 2005) .  

 MBDמוטציות קוטעניות ממוקמות בעיקר במורד הזרם מ , MBDרוב המוטציות מסוג חלף נמצאו ב 

 ,RettBase(ט התפלגות דומה של המוטציות דווחה גם בעוקבות אחרות של חולות ר. רוכזו החסרים  Cובקצה

Lee et al 2001 ( ומכך ניתן להסיק שהגישה המועדפת לחיפוש מוטציות בגןMECP2  צריכה להיות מכוונת

). מכלל המוטציות 2/3כ (הידועות  hotspotsהכוללים את מרבית מוטציות  4ו  3בפרט האקסונים , לאזור המקודד

הבדיקה . השכיחות hotspotsלשמונה מוטציות  המכוונת RFLPלצורך זה יכולה לשמש אנליזת רצף או אנליזת 

המשמשת לגילוי חסרים ודופליקציות  MLPAהיא שיטת , הבאה בסדר חשיבותה מבחינת תרומתה לגילוי מוטציות

המבוססת  Real Time PCRשיטה אחרת שנוסתה בהצלחה למטרה זו היא . מהמוטציות 5%גדולים שמהווים כ 

בהקשר זה )  (UTR Laccone et al 2005`3הפרומוטר ו , ד האקסוניםא באמצעות גלאים כנג"על כימות דנ

   (Amir et al 2005) 1והן נדירות ביותר באקסון  2כי עד היום לא זוהו כלל מוטציות באקסון , חשוב להזכיר

שניים מהשינויים באזור המקודד הם . שינויים תורשתיים שונים 11מצאנו גם  MECP2בסקירת הגן 

, כאשר באם התקינה, כחולת רט קלאסית, עברה בתורשה מאם תקינה לבתה p.V275Aת חלף מוטציי; חדשים

התקין ואילו בבת החולה היתה אקטיבצייה מועדפת של  Xנטויה לטובת כרומוזום  XCIנמצאה התפלגות 

. הוגורם להחלפת ואלין באלנין בעלות מטען חשמלי זה TRDשינוי זה ממוקם ב . הכרומוזום האימהי המוטנטי

האפשרות ששינוי , יתר על כן. למרות זאת ואלין באתר זה היא חומצה אמינית נחשבת שמורה בכל חלקת היונקים

. RFLPבאמצעות , כרומוזומים מקבוצה אתנית תואמת 100זה הוא פולימורפיזם שכיח נשללה בסקירת במדגם בן 

לכותיו הביוכימיות נבדקו במערכת ביטוי לפיכך נבדקה האפשרות ששינוי זה הוא בעל משמעות פונקציונאלית והש

  . in-vitroתאית 
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שנים עם תסמונת רט אטיפית  42נמצא בחולה בת . c.753C>T B(p.P251P)שינוי מקודד חדש נוסף 

נטויה מובהקת בכיוון אקטיבציה מועדפת של  XCIגם במקרה זה נמצאה בחולה התפלגות . ובאמה האסימפטומטית

. נטויה בכיוון ההפוך XCIת השינוי ולעומת זאת באם נמצא השינוי על רקע התפלגות הכרומוזום האימהי הכולל א

פתוגניות של שינויים כגון אלו שאינם משפיעים על הרכב החלבון יכולה לבוא לידי ביטוי ברמת השיעתוק 

 באנליזה, אכן). (Black & Grabowski 2003והשחבור עקב שיבוש רצפי היכרות של גורמי בקרה שונים 

לזיהוי רצפי היכרות של גורמי שחבור ) ESEfinder )Cartegni et al 2003ביואינפורמטית באזור זה בתוכנת 

במיקום סמוך נמצא גם שינוי תורשתי .  SF2/ASFגילינו באותו מקום אתר היכרות של חלבון, ידועים

c.752C>T , שגורם לשינוי חומצה אמיניתp.P251L .פת ובאביה האסימפטומטי בחולה קלאסית עם מוטציה נוס

(Amano et al 2000) . לאור זאת סביר להניח שאף השינויc.753C>T p.P251P  איננו קשור במחלה וככל

תוכל לשפוך אור חדש על , ובעיקר האח עם פיגור שכלי, בדיקת קרובי משפחה נוספים. הנראה הוא פולימורפיזם

  c.375C>A:באזור המקודד וידועים כפולימורפיזמים הם שינויים תורשתיים נוספים שהתגלו. שינוי תורשתי זה

(p.I125I) שמצאנו בארבעה אחים אשר שלושה מהם סובלים מפיגור שכלי ;p.A201V  שנמצאה בחולה אטיפית

שינוי זה נמצא בשתי . שממוקם בסמוך לקודון הסיום p.R484Tדמויית אנגלמן ובאמה האסימפטומטית והשינוי 

  . ות ממוצא שונהחולות ישראליות אטיפי

 (60Kb)האינטרון השני , (1Kb~)כמו למשל הפרומוטר , כולל אזורים לא מקודדים נרחבים MECP2הגן 

בהתחשב במספר המחקרים ). 1.5Kbכ (בעוד שהאזור המקודד הוא ממוצע באורכו , )8.5Kbעד ( UTR’3ואזור 

מפתיעה העובדה שכמעט , המרכזיתהעצבים ' כבעל תפקיד מפתח במע, בשנים האחרונות MECP2העוסקים ב 

 UTR'3אי לכך אין הרבה מידע על רצפים ספציפיים באינטרונים ו . ואין דיווחים על מוטציות בקרה בגן זה

ממש לאחרונה פורסם מחקר המדווח על אתרי בקרה . MECP2שיחבור ותרגום של , ותפקידיהם בתהליכי שעתוק

 cis regulatory)מים המעורבים בשיעתוק ושיחבור הגן הקושרים גור, MECP2באזורים לא מקודדים של 

elements) . באמצעות מבחניluciferase  הוכיחו החוקרים את תפקודם של כמה מרצפים אלו שנמצאים באזור

 MECP2 )Liu and Franckeבמורד הזרם מ  114Kbואף במרחק של  UTR`3האינטרונים ו , הפרומוטר

' 5מקצה  1Kb<ו ) אזור הפרומוטר(במעלה הזרם לאקסון הראשון  1Kb<של בסקירה יסודית של רצפים ). 2006

לא נמצאו שינויים הקשורים במחלה מלבד , של האינטרון הראשון בכל החולות ללא מוטציות מקודדות' 3ומקצה 

בשני קצוות האינטרון הראשון מצאנו רק שינויים תורשתיים שזוהו גם באבות . c.62+1delGTמוטציית שחבור 

של אינטרון ' 5שנמצא בקצה  MECP2_e1)לפי האיזופורם ( c.62+197A>Gכגון , אסימפטומטיים של החולותה

 .של אותו אינטרון' 3בקצה ) MECP2_e2לפי האיזופורם ( c.1-314C>Tוהשינוי  1
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שנמצאה באתר  c.62+1delGTהממצא המשמעותי ביותר מבחינת אתרי בקרה היא מוטציית חסר נדירה 

מוטציה זו היא הראשונה שתוארה באתרי . וזוהתה בשתי חולות רט קלאסיות לא קשורות 1באינטרון  שחבור תורם

 (Amir etשניים מהם על החולות ישראליות , עד כה פורסמו שלושה מאמרים על מוטציה זו. MECP2הבקרה ב 

(al 2005, Abuhatzira et al 2005  ואחד על אותה מוטציה בחולת רט יפנית)Fukuada et al 2005 .(

השלכותיה של מוטציה זו אינן וודאיות אך יש ראיות לכך שהשחבור הלא תקין גורם לתוצר לא יציב שמוריד את 

גם אנחנו מצאנו רמה נמוכה של תוצרי שיעתוק . (Amir et al 2000)רמת התוצרים המתורגמים באופן משמעותי 

בעבודה שבוצעה על ידי קבוצתה . ת עם מוטציה זובדם היקפי של שתי החולו MECP2של שני האיזופורמים של 

הצליחו לראות כי התוצר הספציפי של מוטציה זו , ר רות שמר מהאוניברסיטה העברית בשיתוף פעולה אתנו"של ד

  . (Abuhatzira et al 2005) 4ואולי גם את אקסון  1חסר לפחות את אקסון 

ומכילים אתרי קישור לגורמי  ים לשחבור אלטרנטיבינמצא כי גנים נוירונליים ביונקים נתונ, באופן כללי

 ,Black & Grabowski 2003(בעיקר באזורים השמורים הסמוכים לאקסון החליפי , באינטרונים הארוכים בקרה

(Sorek & Ast 2003, Baek and Green 2005 . במטרה לזהות אתרי קישור פוטנציאליים לגורמי שחבור

ביצענו אנליזה ביואינפורמטית , MECP2שהוא האקסון החליפי ב  2צידי אקסון בפרט ברצפים משני , אלטרנטיבי

אכן נמצאו  2הרצפים האינטרוניים הסמוכים לאקסון . USCSלחיפוש רצפים שמורים באבולוציה באמצעות תוכנת 

אולם , מה שתומך בכך שיכולים להיות שם אתרי בקרה פוטנציאליים, שמורים ביותר ביונקים וגם במחלקות אחרות

  . אנו לא זיהינו שינויים באזורים אלו

זוהה בעוקבה הישראלית בשתי , 4אקסון -3שנמצא סמוך לצומת אינטרון  c.378-19delTהשינוי התורשתי 

אותו שינוי נמצא גם בעוקבות . בחולָה עם צורה מולדת ובחולֶה זכר עם תסמיני רט חלקיים, חולות רט קלאסיות

ודווח גם בחולי רט במאגר המידע . (Couvert et al 2001, Gomot et al 2003)נוספות של חולי רט 

RettBase .גם . היו ספקולציות רבות אודות משמעותו, בגלל סמיכות השינוי לרצף המקודד ושכיחותו בחולי רט

 אנחנו ניסינו להראות שפולימורפיזם זה קשור בתסמונת רט ואינו קיים באוכלוסיה הכללית בסקירה של לפחות

במהלך בעבודה הנוכחית גילינו את אותו השינוי גם בקרובי משפחה זכרים . כרומוזומי ממדגם ביקורת 100

כמו כן . אסימפטומטיים ובנוסף גילינו שבחלק מהחולים הופיעו השינוי עם מוטציות מקודדות שגורמות מחלה

עם שינוי  MECP2המבטא את נראה כי שבט לימפובלסטים , ר רות שמר"בעבודה שבוצעה בשיתוף פעולה עם ד

מכאן ששינוי זה אינו . (Abuhatzira et al 2005)זה מיייצר תוצרים תקינים ברמת השיעתוק וגם ברמת התרגום 

  . משמעותי לגבי תסמונת רט
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הכולל אתרים , MECP2של  UTR’3בעבודה זו הושקע מאמץ רב בחיפוש מוטציות באזור הרחב של 

 Zaho et al)שזוהו באנליזה ביואינפורמטית ובמחקרים מעשיים , ותרגום ידועיםשמורים הקושרים גורמי שיעתוק 

2003, Liu and Francke 2006) .21  3מקטעים חופפים מהאזור’UTR  עברו אנליזתDHPLC  בכל החולות

מאמץ זה הניב שני . ללא מוטציות מקודדות וחלק גדול מהם עבר גם קריאות רצף ישירות בהשוואה למאגר מידע

השינוי . אשר נמצאו גם בהורים האסימפטומטיים c.1461+14G>Aו  c.1461+905G>Aינויים ש

c.1461+905G>A על כן ניתן להתייחס לשני השינויים הללו . נמצא גם באנשים נורמאליים ללא קשר לעוקבה

ומועדפת על  יעילה DHPLCכי לא מצאנו שאנליזת , ראוי לציין בהקשר זה. כפולימורפיזמים שאינם קשורים לרט

  . פני קריאות רצף ישירות מבחינת זמן עבודה ועלות

לגבי תפקוד הגן הומחשה בממצאים שלנו בשני חסרים גדולים הכוללים את  UTR’3חשיבותו של אזור 

בדם ההיקפי  MECP2במחקר על רמת הביטוי של . אזור זה ונמצאו בחולה קלאסית ובחולה עם צורה מולדת

שרמת הביטוי של שני האיזופורמים של הגן היתה נמוכה באופן משמעותי בשתי החולות  הראנו) 3חלק , תוצאות(

הממצאים המועטים שלנו וגם של אחרים לגבי . UTR’3עם חסרים אלות לעומת חולות עם חסרים שלא כללו את 

הם  האם; מעלים מספר שאלות עקרוניות, MECP2מוטציות ואתרי בקרה אפשריים באזורים הלא מקודדים של 

או האם הם יכולים להעיד שמוטציות באתרי בקרה ? נובעים מאוזלת יד של השיטות המולקולריות שהיו בשימוש

על השאלה הראשונה אפשר ? אינם מהווה גורם משמעותי בתסמונת רט בהגדרתה הקלינית המקובלת MECP2של 

על השאלה השניה כרוך בסקירה  אך מענה, לענות באמצעים מולקולריים אחרים מאלו ששימשו בעבודה הנוכחית

אלא אם כן ימצא קריטריון סלקטיבי ייחודי פשוט , מייגעת של רצפים נרחבים בחולים שאינם קשורים בתסמונת רט

שנמצא גם בחולה עם הפרעה , (Glaze 2004)יותר ליישום כגון דגם אנצפלוגרם אופייני לתסמונת רט 

  .אינה מתאימה להגדרת תסמונת רטעל אף ש, p.K304Eהתפתחותית שפתית והמוטציה 
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  X (XCI)התפלגות האינאקטיבציה של כרומוזום 

לבין הביטוי  Xמרבית המחקרים מעידים על אינטראקציה בין התפלגות האינאקטיבציה של כרומוזום 

יש חשיבות , על כן. (Shabazian & Zoghbi 2002)בכלל ותסמונת רט בפרט  Xהפנוטיפי של הפרעות אחוזות ב 

בפרט בעלות מופעים קליניים קיצוניים בהשוואה לתסמונת הקלאסית ומקרים , בחולות רט XCIדיקת התפלגות לב

עם ) 27%(חולות  14נמצאו  HUMARAחולות אינפורמטיביות בתבחין  52מבין . תורשתיים אימהיים

תאם החיובי בין בספרות ישנה אחידות בעדויות לגבי המ. ומעלה 75%אינאקטיבציה נטויה מובהקת ביחס של 

 ,Busque et al 1996, Hatakeyama et al 2004(לבין הגיל באוכלוסיה הכללית  XCIשכיחות הטיה נטיה של 

Knudsen et al 2006 .(על פי  . אולם יש פערים בין הערכת שכיחויות אלו באוכלוסיה הכלליתHatakeyama 

  37%שנים וכ  0-19בגילאים  25%ויותר היא  3:1נטויה ביחס של  XCIביפן שכיחות התפלגות  (2004) ועמיתיו

 9%בכ   XCIנמצאה הטיית בקנדה; מחקרים אחרים מעידים על שיעורים נמוכים יותר. שנים 20-39בגילאי 

במחקר יפני אחר נמצאה , )Busque et al 1996(שנים  28-32מהנשים בגילאי  16%מהיילודים ממין נקבה ובכ  

וגם במחקר עדכני שבוצע בשבדיה עמד יחס  (Sato 2003)שים הטרוזיגוטיות נ 82מתוך  11% כ שכיחות של

, לפיכך). Knudsen et al 2006(נשים  19-63נשים בגילאי  238מתוך  11%האינאקטיבציה הנטויה על 

עוקבת חולות רט הישראלית מתאפיינת בשכיחות יתר של אינאקטיבציה , בהתייחס לממצאי מרבית הסקרים הללו

מצאנו אקטיבציה מועדפת של הכרומוזום ) 14מתוך  9( נטויה XCIרוב קטן מהחולות עם התפלגות ב. נטויה

 Zoghbi et al 2000, Nielsen et al(מגמה זו דווחה גם בעבודות קודמות על עוקבות רט אחרות . האימהי

2001,Weaving et al 2003, Smeeth et al 2003 .(מרבית מקרי , תבדומה למחלות גנטיות ספוראדיות אחרו

אי ). Trappe et al 2000, Girard et al 2001(נגרמים על ידי מוטציות חדשות בכרומוזום האבהי  )99%(רט 

 MeCP2לכך אקטיבציה מועדפת של הכרומוזום האימהי עשויה להצביע על יתרון הישרדותי של תאים שמבטאים 

זה נכונה לגבי הדם ההיקפי ולא מערכת העצבים  שנבדקה במחקר XCIעם זאת יש לסייג ולומר שהתפלגות . תקין

 Sharp et al(הוא אינו מושלם ויורד עם הגיל , ברקמות שונות XCIלמרות שקיים מתאם בין דפוסי . המרכזית

  . כגורם פרוגנוסטי שניתן להקיש ממנו על חומרת הפנוטיפ הקליני אינה וודאית XCIמכאן שחשיבותו של ). 2000

  יות ומיקומן על פנוטיפ החולותהשפעת סוג המוטצ. 2

אחת מתרומות העבודה הנוכחית הוא פיתוח של סולם חדש ששימש לדירוג הפנוטיפ הקליני של החולות 

ייחודו של הסולם החדש הוא בפשטותו היחסית בקביעת ציון הפנוטיפ הכולל . פנוטיפ שלהן-ויושם במבחני גנוטיפ

חסרונו של הסולם בכך שאינו נותן ביטוי לגיל ההתחלה ומשך . ילוהמדדים השונים ובהצלחתו להתגבר על אפקט הג

אנליזת שונות בין . הנסיגה ההתפתחותית וניתן לשפר אותו על ידי הכללת מדדים נוספים שיענו על דרישות אלו
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מסוג חלף או (ממוצעי הציון הפנוטיפי של חולות עם מוטציות קוטעניות ושל כאלו עם מוטציות לא קוטעניות 

הצביעה על קשר אפשרי בין גורמים אלו היות ולחולות עם מוטציות קוטעניות היו ציוני פנוטיפ ) ם קטניםחסרי

גם מחקרים אחרים בעולם הראו בעקביות כי מוטציות . חמורים במובהק מלחולות עם מוטציות לא קוטעניות

 Huppke et al 2002, Smeets et al 2003, Naidu (קשורות בפנוטיפ קליני חמור יותר  MECP2קוטעניות ב 

et al 2003, Schanen et al 2004, Kerr et al 2006 .( יוצאים מכלל זה המקרים עם מוטציות חלף מסוג

p.T158M  וp.R106W  שבהם היתה חומרת הפנוטיפ דומה לזו של מוטציותhotspots  קוטעניותp.R168X, 

p.R270X )תומכים אף הם במגמה זו , בתחום ממצאי אחד המחקרים העדכניים). 15.תרשים ד' ר(Ham et al 

כפי שמוטציות חלף , מכאן ניתן להסיק שלמוטציות ספציפיות יש דרגות חומרה פנוטיפית האופייניות להן. (2005

פוגעות באופן משמעותי בתפקוד החלבון ומתבטאות בבפנוטיפ חמור לעומת מוטציות חלף  p.106ו  .158pבעמדות 

לבין פנוטיפים מתונים יותר נצפה  p.R133Cו  p.R306Cהקשר בין המוטציות . p.306ו  p.133בעמדות 

ואילו הקשר , )Smeets et al 2003, Schanen et al 2004, Ham et al 2005(במדגמים רחבים של חולות רט 

ו לפנוטיפים חמורים יחסית נראה בנוסף גם במחקרים על תפקוד מוטציות אל p.R106W, p.T158Mשל מוטציות 

in vitro )Kudo et al 2003, Buschdorf and Startling 2004 .( בעבודה הנוכחית לא מצאנו הבדל מובהק בין

אולם במספר מחקרים אחרים נמצא שמוטציות . Cאו בקצה  NLSב , MBDמוטציות קוטעניות הפוגעות ב 

 Cעומת אלו שבקצה קשורות בפנוטיפים חמורים יותר ל MBD, NLSקוטעניות באזורים הפונקציונליים 

)Huppke et al 2000, Smeets et al 2003, Schanen et al 2004, Ham et al 2005 .( הבדל זה בין העבודה

הנוכחית לבין המחקרים האחרים יכול לנבוע ממסולמות מדידה שונים או ממספר מקרים גדול יותר מזה שעמד 

 .לרשותנו

מוטציות . לים בין המוטציות במדדים פנוטיפיים ספציפייםמעבר להבדל בציון הפנוטיפי הכולל מצאנו הבד

בדיבור שמור וביכולת שימוש ידיים לעומת , באופן כללי היו קשורות בהיקפי ראש קרובים יותר לנורמה, חלף

גם במחקרים אחרים דווח על . במוטציות ספציפיות נמצאו הבדלים ביכולת ההליכה, בנוסף. מוטציות קוטעניות

 Amir et al 2000, Weaving et(כגון היקפי ראש , מוטציות לגבי מדדים פנוטיפיים ספציפייםהבדלים בין ה

al,2003 ( ויכולת הדיבור(Schanen et al 2004) עקמת , הפרעות נשימה(Amir et al 2000)  והליכה

(Monros et al 2001) .ראשונהאך השפעתן של מוטציות ספציפיות על יכולת שימוש הידיים מדווחת כאן ל.  

מלבד מספרן הקטן של החולות היה השונות , פנוטיפ-אחד הקשיים העיקריים במתאמי גנוטיפ

תופעה זו בלטה במיוחד בשתי החולות עם . האינדיוידואלית בציונים הפנוטיפיים בין החולות עם אותה מוטציה

. Cסרים קטנים בקצה ובחולות עם ח p.R168Xחולות עם מוטציה  8וב  c.62+1delGTאותה מוטציית שחבור 
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כגון גורמים הפועלים , שונות זו יכולה לרמז על קיומם של גורמים נוספים המשפיעים על הביטוי הפנוטיפי

במחקר הנוכחי בחרנו לבדוק את תרומת התפלגות . גורמים אפיגנטיים או סביבתיים, MECP2באינטראקציה עם 

XCI מספר הקטן של החולים עם אותה מוטציה ו עקב ה. נטויה על הביטוי הפנוטיפי של תסמונת רטXCI  נטוי

שנכללו במתאמים אלו לא ניתן היה להוכיח מובהקות סטטיסטית של הקשר בין משתנים אלו אך ניתן היה לזהות 

קשור  (Girard et al 2001, Trappe et al 2001) האבהי המוטנטי Xנטוי לטובת ה  XCIמגמה כללית על פיה 

בספרות . תופעה זו נצפתה גם בעבודה זו לפחות לגבי ארבע מוטציות שכיחות. תר וההיפךבפנוטיפים חמורים יו

עם פנוטיפ חריג  MECP2במקרים נדירים של מוטציות ב  XCIקיימים דיווחים על הקשר בין הפנוטיפ לבין 

(Wan et al 1999, Amir et al 2000, Hoffbuhr et al 2001)  ,ינטקטיבציה וכן עדויות על שכיחות יתר של א

אך מחקר שיטתי שהראה קשר בין ). Knudsen et al 2006(בדומה למה שנמצא אצלנו , נטויה בקרב חולות רט

XCI בעלי מוטציה אחידה ב , לבין חומרת הפנוטיפ פורסם עד כה רק לגבי עכברי מודלMECP2              

(Young & Zoghbi 2004) ,מה שתמך בגישתנו לבדיקת המתאם ביןXCI  גם בחולות רט עם , לבין הפנוטיפ

שיתוף בינלאומי של נתונים קליניים גנטיים ואפיגנטיים של חולות רט אכן נעשה במסגרת . מוטציה משותפת

  .שבו אנו שותפים )InteRett  )http://www.ichr.uwa.edu.au/rett/irsa פרויקט

בחולים עם הפרעות שאינן  MECP2ות הפנוטיפית הגבוהה בקרב חולות רט וזיהוי מוטציות ב השונ

מביאים לידי הכרה שהגבלת חיפוש מוטציות ב , כגון אוטיזם או פיגור שכלי בזכרים, מתאימות להגדרת תסמונת רט

MECP2  בחולות רט בלבד גורם לנטאי(bias)  החורגים מהגדרת ותת אבחנה של חולים עם מופעים קליניים

בהבשלה ותפקוד מערכת העצבים  MECP2תפקודו המרכזי של . (Moretti & Zoghbi 2006)תסמונת זו 

של תסמונת רט  hotspotsבעוד שמונה מהם בלבד מהווים  MECP2מוטביליים בגן   CpGוריבוי אתרי, המרכזית

)(Wan et al 1999 ,בשישה . התפתחותית אחת-מונת נוירומגבירים את סיכוייו להיות אחראי ליותר מאשר תס

שקשורה  p.A140Vכגון המוטציה , נמצאו מוטציות חלף רק במקרים שאינם רט MECP2אחרים ב  CpGאתרי 

וששה  Nעם פוטנציאל למוטציות עצר בקצה  CpGמעבר לזה נותרו עוד חמישה אתרי . בפיגור שכלי בזכרים

במחקר . (Wan et al 1999+RettBase)תרו בחולות רט שטרם או TRDאתרים עם פוטנציאל למוטציות חלף ב 

חולים עם הפרעות החורגות מהגדרת תסמונת רט ומצאנו  54ב  MECP2זה חיפשנו מוטציות באזור המקודד של 

מהווה אולי , איתורה של מוטציה זו. בחולה עם הפרעת שפה TRDב  p.K304Eבמקרה אחד מוטצית חלף נדירה 

על כן . בבנות הנגרמת על ידי מוטציה זו ודומות לה מבחינה פונקציונלית" ר שפההעד"קצה קרחון של הפרעת 

קיים נטאי , מאידך. זיהוי מוטציה זו ראוי לכוון מחקרים עתידיים לסריקת ילדות עם הפרעת שפה על רקע לא ברור

התפתחותיות -ירוהפוך כנגד בדיקת חולים בעלי פנוטיפ קשה מתסמונת רט כגון חולות עם הפרעות סבנטאליות נו

מוטציות כאלו הן . המדמות מצב של אלל חסר Nאשר יכולות לשאת מוטציות קוטעניות בקצה , קשות ואף קטלניות
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נטויה  XCIשנמצאה אצלנו בחולת רט קלאסית עם התפלגות  p.E55fs57Xנדירות ביותר בעוקבת רט והמוטציה 

קיומן של חולות קשות עם מוטציות קוטעניות מוקדמות דהיינו , היא אולי יוצאת מהכלל שמעידה על הכלל, ביותר

לאיתור מוטציות מסוג זה יש לסרוק אוכלוסיית ילדות עם תסמונות עצביות . נטויה XCIבלא מיסוך של התפלגות 

  . התפתחותיות מולדות חמורות מתסמונת רט

   בדם היקפי של חולות רט MECP2ביטוי . 3

 17%גם מחוץ לאזור המקודד נותרו בעוקבה שלנו  MECP2ב  למרות המאמץ שהשקענו בחיפוש מוטציות

בהתבסס על ההשערה שמרבית . תופעה המוכרת גם בעוקבות אחרות, מהחולות קלאסיות ללא ממצאי מוטציות

צריכים  MECP2 העלנו את ההיפותזה כי חלק מהפגמים ב  MECP2המקרים בתסמונת רט נובעים מהפרעות ב 

לצורך זה פיתחנו מבחן ביטוי של שני . וכות של תוצר השיעתוק בדם הפריפרילבוא לידי ביטוי ברמות נמ

היחס בין הרמה המכסימלית (טווח השונות . quantitative Real-Time PCRבשיטת  MECP2האיזופרמים של 

עבור  1.7 5ו MECP2_e1עבור  1.51בדם ההיקפי של נשים נורמאליות נמצא כ  MECP2בביטוי ) והמינימלית

MECP2_e2 . 8.4ל  1.4השונות המירבית של ביטוי גנים הומניים אחרים נעה בין (Morley et al 2004) . כך

נתון  MECP2בפרטים נורמאליים הינה נמוכה יחסית וביטוי שני האיזופורמים של  MECP2ששונות הביטוי של 

 8רמאליות גבוהות פי בדם היקפי של נשים נו MECP2_e2ממצא מעניין נוסף היה שרמות . תחת בקרה הדוקה

שגילו ואפיינו לראשונה , (2004)ועמיתיו   Mnatzakanianממצא זה עולה בקנה אחד עם. MECP_e1מרמות 

בתרביות לימפוציטים לעומת  MECP2_e2ודווחו על הפרשי רמות דומים לטובת  MECP2_e1את האיזופורם 

ת האיזופורמים בנשים נורמאליות קבועות כך היה חשוב להראות שרמו, באופן מעשי. פערים הפוכים במוח בוגר

  . כדגימת ביקורת אחידה לאורך כל הניסויים, שיכולנו להשתמש בדגימת מאגר של מספר דגימות נורמאליות

 Real-Time PCRנבדקה בסדרת ניסויי , בדם ההיקפי MECP2השפעת מוטציות ידועות על ביטוי הגן 

רמות הביטוי הנמוכות . Cמוטציות עצר וחסרים בקצה , מוטציות חלף ,חסרים גדולים, בחולות עם מוטציות שחבור

, c.62+1delGTנמצאו בשתי חולות קלאסיות עם מוטציית שחבור , מהממוצע הנורמאלי 30-50%בטווח , ביותר

מעניין לציין כי באותה . MECP2_e2היתה גדולה יותר מאשר ברמות  MECP2_e1כאשר החריגה ברמות 

המוטציה בחולות אלו וממצא זה היווה עדות ראשונה שמחלתן קשורה בהפרעה בביטוי  לא אובחנה, תקופה

MECP2 . בהסתמך על המחקרים שעבדו באופן ספציפי על מוטציה זו)Amir et al 2005, Abuhatzira et al 

 Nמקצה , מתוצרי השחבור של שני האיזופורמים 1מוטצית השחבור גורמת ככל הנראה להשמטת אקסון ) 2005

בהתאם לכך מוטציה זו היתה קשורה ברמות ). 1.תרשים א( MECP2_e2ב  UTR’5ומאזור  MECP2_e1של 

נמצאה ירידה  UTR`3ו  -Cגם במוטציות חסר גדולות הכוללות חלקים מקצה . ביטוי נמוכות של שני האיזופורמים
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בקרים את יעילות השיעתוק כולל אתרים המ UTR`3ממצאים אלו מתאימים להכרה ש . בביטוי שני האיזופורמים

החסרים הגדולים היו קשורים לירידה בולטת יותר בביטוי ). Zhao et al 1999(ויציבות תוצר השיעתוק 

MECP2_e2 . תצפית זו מבוססת על מספר קטן של מקרים וכדי להעריך את עקביותה יש לחזור על הבדיקה

של חולות עם מוטציות ידועות אין אנו מתיימרים לאור מספרן הקטן , ככלל. בחולות נוספות עם חסרים דומים

לגבי מוטציות קוטעניות נמצאה . לענות על השאלה איך משפיעה מוטציה מסויימת על ביטוי איזופורם ספציפי

 nonsense mediatedממצא זה יכול לנבוע מפעילות מנגנון . ירידה פחותה ברמות הביטוי של שני האיזופורמים

RNA decay לוק תוצרי שיעתוק שגויים האחראי לסי(Zaho et al 1999, Amrani et al 2006) . במוטציות

  .חלף ובחסרים קטנים ללא פגיעה במסגרת הקריאה התקבלו רמות ביטוי נורמאליות של שני האיזופורמים

בדם  MECP2על רמת  XCIממצאי מבחני הביטוי לגבי מוטציות יכולים ללמד על השפעת התפלגות 

נטוי בכיוונים  XCIא הבולטת לכך התקבלה בשתי החולות עם אותה מוטציית שחבור על רקע הדוגמ. ההיקפי

תופעה . נטוי להעדפת של הכרומוזום האבהי המוטנטי נמצאו רמות ביטוי נמוכות יותר XCIבחולה עם . שונים

על . p.R270Xלעומת  p.R255X: דומה נמצאה גם בחולות עם חסרים גדולים ובחולות עם מוטציות קוטעניות

יש צורך להגדיל  MECP2אישיים בביטוי - יכולה להסביר הבדלים בין XCIמנת לבסס את המסקנה כי התפלגות 

מה שקשה ליישום במגבלות , מכסימלית XCIאת מספר החולות הנבדקות בעלות שונות גנוטיפית מינימלית ושונות 

  . הגודל של העוקבה הנוכחית

במרבית . דם ההיקפי הייתה ליישמם בחולות רט ללא ממצאי מוטציותהמטרה העיקרית של מבחני ביטוי ב

הממצא . חריגות לעומת הטווח הנורמאלי MECP2החולות הקלאסיות והאטיפיות הללו שנבדקו זוהו רמות 

 MECP2המשמעותי ביותר אולי הוא שבשלוש חולות קלאסיות ובחולות אטיפיות יש ירידות מובהקות של ביטוי 

מעבר . שיכול להצביע על נוכחות של מוטציות באתרי בקרה או חסרים גדולים שטרם זוהובדם ההיקפי מה 

יש בהם חשיבות לחיזוק הגישה הקושרת את תסמונת , לחשיבות הממצאים הללו כתמיכה באבחנה הקלינית של רט

לגן , טיפייםכולל א, יישום המבחן איפשר לקשור מקרים נוספים. (Zoghbi et al 2005)כגן יחיד  MECP2רט ל 

זה שהוא לכל הפחות הבסיס הגנטי העיקרי לתסמונת רט ובזאת הוא מעודד להמשיך לחפש בו מוטציות הפוגעות 

  .בבקרת ביטויו

קיימת אפשרות של מוטצית חלף או חסר , MECP2בחולה קלאסית אחת עם רמות ביטוי נורמאליות של 

ם לציין בהקשר זה מקרים נדירים של פסיפס אך ניתן ג MECP2קטן שחמקו מאנליזת הרצף הישירה של ב 

(mosaica)  של מוטציה סומטית בMECP2  שנמצאה בשני מקרים של בנות חולות רט קלאסי)Bourdon et al 

(2001b  ובמקרים נוספים של בנים חולים(Ben Zeev et al 2002) . על מנת להתייחס לאפשרות זו צריך יהיה
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לא ניתן לשלול גם את . א שיופקו מרקמות שונות של החולה"א ורנ"בדגימות דנ MECP2לבצע אנליזה של 

האפשרות שהפנוטיפ הקליני של חולה הזו נגרם על ידי פגמים בגן אחר אם כי עד כה לא דווח על מוטציות בגן אחר 

  .הגורמות לתסמונת רט קלאסית

נמוכות מעט  MECP2טוי מבחן הביטוי העלה ממצאים פחות ברורים לגבי שתי חולות אטיפיות עם רמות בי

עם רמות ביטוי גבוהות באופן ניכר לגבי אחד האיזופורמים ) קלאסית אחת ושתי אטיפיות(מהנורמה ושלוש חולות 

בעכברים ובאדם גורם  MeCP2/Mecp2מן הראוי לציין כאן כי ידוע שביטוי יתר של , על כל פנים. בלבד

כי מוטציות , בנוסף ידוע. (Collins et al 2004, van Esch et al 2005)להפרעה נוירולוגית דומה לרט 

 Baek and Green 2005)(אינטרוניות יכולות לגרום להעדפת ביטוי של תוצר שיחבור מסויים על פני אחרים 

  .(Hyman et al 2005)במחלת אלצהיימר  Tauולגרום בכך להפרעות נוירולוגיות כפי שתואר לגבי הגן 

בחולות רט הוא ייחודי בגישתו על רקע המחקרים הרבים שעוסקים  בדם היקפי MECP2מבחן ביטוי 

בראש ובראשונה בגלל שהוא מספק תמיכה נוספת לאבחנה הקלינית של חולות רט , MECP2בחיפוש מוטציות ב 

העובדה שהממצאים הראשוניים מצביעים על כך שמוטציות מסויימות מאופיינות בפרופיל . ללא ממצאי מוטציות

עם הרחבת סקר זה ניתן יהיה . תומכת בתקפותו של מבחן הביטוי בדם כמשקף את השפעות המוטציות, יביטוי ייחוד

. לאשש את הממצאים הללו ואולי לנבא על פי דגם הביטוי נוכחות מוטציות מסויימות בבנות ללא ממצאים קודמים

 MeCP2ת החלבון יש לבדוק את מידת השתקפותם ברמו, לשם תיקוף התוצאות שהתקבלו במבחן הנוכחי

  . בתרביות לימפוציטים מאותן חולות

  TRDעם מוטציית חלף חדשה ב  MECP2הערכה תפקודית של . 4

בחולה עם , TRDהממוקמת באתר  p.V275Aאחד מפירות העבודה בחולים היה גילוי מוטציה חדשה 

על רמות ההיסטוניים השפעת מוטציה זו . נטויה הממסכת אותה XCIפנוטיפ רט קלאסי וגם באם עם התפלגות 

 TRD (p.R306C)נבדקה במערכת ביטוי תאית בהשוואה למוטציית חלף ידועה ב  H4ו  3Hהאצטיליים 

נקשר לפרומוטרים ממותלים באמצעות  MeCP2, על פי המודל המקובל. TRD  (p.R255X)ומוטציית עצר ב

יש  histone deacetylases לאנזימים. TRDומגייס קומפלקסים מעכבי שיעתוק הנקשרים לאתר  MBDאתר 

עקב כך משתנה . H3, H4דרך פעולתם על שיירי ליזין בהיסטונים , תפקיד מכריע בדיכוי השעתוק במסלול זה

  .המבנה הארכיטקטוני של הכרומטין ונחסם שיעתוק הגנים במקום

הביטוי במערכות  MeCP2בחלק הראשון של מחקר זה ניסינו ללמוד על מיקום ורמת הביטוי של החלבון 

שהוא הנוגדן העיקרי והנפוץ , של החלבון Cמגבלת אנליזות אלו קשורה בשימוש בנוגדן כנגד קצה . השונות
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אך איננו עומד בקריטריונים , Bird Adrianי "יוצר ע Nנוגדן כנגד קצה (בשימוש ברוב העבודות מסוג זה 

ה נורמאלית בהשוואה למערכת ברמ MeCP2מערכת התאים שביטאה את המוטציה החדשה ייצרה ). מסחריים

ובמערכת  Cשקוטעת את קצה  p.R255Xבמערכת שביטאה את המוטציה . ביטוי החלבון התקין והביקורת

מכך ניתן להסיק שרמת . בתנאי ההחשיפה בהם נקטנו MeCP2לא התקבל סימון , הביקורת עם ווקטור בלבד

MeCP2 האנדוגני נמוכה מאוד ביחס לMeCP2  האנליזה המיקרוסקופית הראתה , וסף לכךבנ. הרקומביננטי

  .שהתוצר עם המוטציה החדשה הועבר לגרעין התא כצפוי

לא , החדשה p.A275Aבהשוואת רמות האצטילציה ההיסטונית במערכות הביטוי של מוטציות החלף כולל 

כת של במער, לעומת זאת. התקבלו הבדלים לעומת מערכת הביקורת ולעומת מערכת ביטוי בחלבון הנורמאלי

MeCP2  המבטא מוטציה קוטענית בTRD )p.R255X ( הייתה רמת ההיסטון האצטיליH3  גבוהה יותר באופן

ממצא זה מעיד על כך שהאנליזה . TRDמשמעותי כפי שצפוי במצב של ירידה בקשירת היסטון דאצטילאזות ל 

ק לגבי מוטציות קוטעניות הנוכחית המשתמשת בנוגדנים היסטוניים איננה מבדלת לגבי מוטציות חלף אלא ר

אחת הסיבות לכך יכולה להיות שהשפעת מוטציות החלף מתונה מכדי לביות ניכרת על רקע . TRDהפוגעות ב 

לא הצליח לזהות את נוכחות החלבון האנדוגני  MeCP2למרות שנוגדן . אנדוגני MeCP2דאצטילציה הנובעת מ 

טיליים הצליחו להראות באופן עקיף את האפקט של התוצר נוגדנים כנגד היסטונים אצ, במערכת של וקטור בלבד

שכן רמת ההיסטונים האציטיליים במערכת עם הווקטור בלבד היתה דומה לרמתם , האנדוגני באותה מערכת

מספר מחקרים אחרים הראו אף הם כי רמות האצטילציה , בהתאם לממצאנו. נורמאלי MeCP2במערכת עם 

בלימפוציטים מחולות רט עם מוטציות , H4מאשר  MeCP2מוטציות ב  רגישות יותר להשפעת H3בהיסטון 

 (Shabazian et al 2002,Young and Zoghbi 2004, Kaufman et alובעכברי מודל לתסמונת רט, קוטעניות

הראתה דווקא את השפעתן של מוטציות קוטעניות על  MeCP2עבודה מוקדמת על תפקוד , בניגוד לכך. 2005)

נמצאו כרגישות יותר לנוכחות  H3גם מודיפיקציות אחרות בהיסטון ). H4 )Wan et al 2001האצטילציה של 

  . Fuks et al 2003, Young and Zoghbi 2004)( 9כגון מתילציה של ליזין בעמדה , MeCP2מוטציות ב 

מצאנו אנחנו לא , כאמור. על תפקוד החלבון איננה סגורה עדיין TRDסוגיית השפעתן של מוטציות חלף ב 

אחת העבודות המוקדמות ביותר . השפעה של מוטציות אלו מבחינת האצטילציה ההיסטונית במערכות הביטוי שלנו

בבדיקת רמות שיעתוק של . על רמות השיעתוק p.R306Cעל תפקוד מוטנטי לא ראתה השפעה של מוטציית החלף 

על לימפוציטים מחולות רט לא נמצאה גם בעבודה שהוזכרה קודם  (Yusufzai and Wolffe 2000)גנים אחרים 

העבודה היחידה שדיווחה . (Kaufman et al 2005)על אצטילציה של היסטונים  p.R306Cהשפעה של המוטציה 

עם מוטציות  MeCP2כמערכת ביטוי של  xenoupusהשתמשה בעוברי , על השפעה מינורית של מוטצייה זו
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 TRDלרצף ה  Sin3Aו  HDAC1, SMART רסוריםרפ-ובדקה את מידת ההקשרות של קו  TRDשונות ב

 HDAC1ו  Sin3A SMARTעם מוטציה קוטענית אינו נקשר ל  TRDעבודה זו הראתה כי . התקין או המוטנטי

היתה אפיניות נמוכה יחסית לשלושת  p.R306Cעם  TRDהפועלים בשיתוף פעולה אתו לדיכוי שיעתוק וכי גם ל 

רגיש , שבו השתמשו במחקר זה GST-pull downכנראה שמבחן . (Stancheva et al 2003)הפקטורים אלו 

והוא עשוי להתאים  TRDיותר ממבחן רמת האצטילציה של ההיסטונים לזיהוי השפעות של מוטציות חלף ב 

 p.V275Aאפשרות אחרת היא שהמוטציה החדשה . p.V275Aלבדיקת האפקט של מוטציית החלף החדשה 

    YB1בבקרת שחבור של גנים נוירונלייים באינטראקציה עם החלבון , MeCP2משפיעה על תפקיד נוסף של 

)Y box binding protein 1 .( תפקיד זה זוהה אך לאחרונהin vitro  וכעדות חיה לכך הוצגו דוגמאות לאברציות

 אין לשכוח את האפשרות, לבסוף. (Young et al 2005)בשחבורים אלטרנטיביים בעכברי מודל לתסמונת רט 

דווקא משום שמדובר בחולה , הסבירה שמוטצית חלף תורשתית זו אינה הגורם לתסמונת רט בחולה שבה התגלתה

לא נמצאו עד כה כגורמות לתסמונת קלאסית  , קלאסית ומוטציות חלף של אלאנין וואלין שהן חומצות שוות מטען

(RettBase).  

 סיכום ומבט לעתיד

על פי מרבית . להבין את הבסיס המולקולרי של תסמונת רטהעבודה הנוכחית משתלבת במאמץ הכולל 

, בין המקרים האטיפיים. ממקרי רט הקלאסיים 70-85%גורמות לכ  MECP2מוטציות ספוראדיות בגן , המחקרים

 De Bona et al 2000, Zappella et al(ממקרי רט עם דיבור שמור  50%מגיעה רמת גילוי המוטציות עד לכ 

כמו כן רק במיעוט מהמקרים הנדירים של תסמונת רט משפחתית . צורות אטיפיות אחרותופחות מזה ב) 2001

במחקר זה נמצא כי במספר . MECP2 (Wan et al 1999, Villard et al 2001)נמצאו מוטציות מורשות ב 

אלו ממצאים . בדם ההיקפי MECP2יש רמות ביטוי נמוכות יותר של , בחולות רט ללא ממצאי מוטציות מקודדות

למרות . MECP2יכולים להעיד כי מקרים נוספים של רט יכולים להקשר במוטציות באלמנטים הרגולטוריים של 

ניתן לשער כי . האחראי למספר קטן יותר של מקרי תסמונת רט, אין להתעלם מהאפשרות למעורבות גן נוסף, זאת

על , או במורדו, MECP2קר את ביטוי המסלול כמב במעלה, MeCP2הגן הזה פועל במסלול מוליקולרי משותף ל 

  . במוח MeCP2ידי כך שהוא מהווה אולי גן מטרה של 

. בעיקר בתאים הנוירונליים MeCP2בשנים האחרונות חלה התקדמות רבה בהבנה של מנגנון הפעילות של 

 NRSF )RE1 silencingאו  RESTו  MeCP2אחד הגילויים המרכזיים בהקשר הזה הוא האינטראקציה בין 

transcription factor / neuron restrictive silencer factor ( כבעלת תפקיד מרכזי בביטוי גנים נאורונליים

פועלים בשיתוף פעולה בהפעלת ביטויים של גנים נאורונליים  MeCP2וה  RESTה . במהלך התפתחות תאי העצב
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פועל בעיקר על פרומרים  MeCP2ו  RE1פועל דרך אתרי קישור לא ממותלים  RESTכאשר . ספציפיים

-ניכרת בתאי עצב מתפתחים בעוד שבתאי עצב פוסט RESTהשפעתו של . RESTרפרסור של - ממותלים או כקו

החלפת התפקידים בין שני גורמים .  (Ballas and Mandel 2005)מעמד מרכזי MeCP2מיטוטיים בוגרים מקבל 

בשלב שבו מרבית , חודשים 6-18י מחלת רט החל מגיל אלו יכולה אולי להסביר את ההידרדרות הדרמתית בתסמינ

עד . הופך לשחקן הראשי בבקרת שיעתוקם של גנים נוירונליים חיוניים MeCP2תאי העצב מגיעים להבשלה ו 

הוא אחד  REST, בחולי רט אך למרות זאת 12q12הממוקם ב  RESTהיום לא דווח על ממצאי מוטציות בגן 

  .ורב בתסמונת רט קלאסית ואטיפיתהמועמדים האפשריים להיות מע

כמדכא  MeCP2אחת מפריצות הדרך בנסיון למצוא תשובה לשאלה מי הם הגנים הנתונים להשפעתו של 

נתון  BDNF )(brain-derived neurotrophic factorהיתה הגילוי שאחד הפרומוטרים הממותלים של , שיעתוק

 ,Chen et al 2003(פולאריזציה של הממברנה -דה -כפונקציה של פעילות העצב MeCP2לבקרה על ידי 

Martinovich et al 2003.( BDNF  הוא גורם מפתח בהישרדות ויצירת שינויים ארוכי טווח בתפקוד הסינפסות

(synaptic plasticity) .ל הראו במקביל שהפעלת תאי עצב והזרמת יוני סידן לתוך התא "שתי קבוצות המחקר הנ

מה שמשחרר את הפרומוטר , MeCP2ולפוספורילציה של  BDNFשל הפרומוטר של גורמת לירידה במתילציה 

בהמשך התגלו גנים נוירונליים נוספים הנתונים לבקרה של . BDNFומאפשר שיעתוק  MeCP2מהשפעת 

MeCP2  כגוןDLX5 ו DLX6  (Horike et al 2005) ,FMR1 )(Harikrishnan et al 2005  וUBE3A 

מה שמשותף לגנים אלו שהם כולם קשורים בפעילות . (Makedonski et al 2005)הקשור בתסמונת אנגלמן 

בנוסף כולם נתונים לבקרת ביטוי של . מערכת העצבים המרכזית וחלקם קשורים גם בפיגור שכלי באדם

  . פרומוטרים ממותלים

בהעברת מוטנטי נכשלים  Mecp2המחקרים העדכניים ביותר במודל של רט בעכבר הראו כי עכברים עם 

 Asaka et al 2006, Dani et al 2005, Moretti t al 2006, Nelson et al(גירויים מעוררים בסינפסות 

ממצאים אלו יכולים להסביר מדוע יש פעילות נוירונלית מופחתת יחסית באזורי מוח מסויימים של עכברים ). 2006

בעלי  (synaptic plasticity)מוליכות סינפטית  צורות מסויימות של, בנוסף. (Dani et al 2005)מוטנטיים אלו 

 (Moretti et al 2006, Pelka et alמופחתות או אף חסרות בעכברים מוטנטיים, תפקיד מפתח בלמידה וזיכרון

להפרעות קוגניטיביות והתנהגותיות כגון אלו , קרוב לוודאי, פגמים כאלה במוליכות סינפטית מובילים. 2006)

מראים ירידה משמעותית בלמידה וזיכרון  Mecp2כדוגמא לכך עכברים מוטנטיים ב  .הנראות בתסמונת רט

  . במבחנים מסויימים וכן ירידה באינטראקציות חברתיות
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 MECP2במודל העכברי הביאו לניסיונות לתקן את הפגם ב  MeCP2ההכרות החדשות לגבי תפקוד 

 (Mecp2 Chen et alטרנסגניים עם מוטציה ב  אחת הראשונות הייתה באמצעות עכברים. באמצעות מספר גישות

נמצא שביטוי יתר , למורת הרוח. תקין הנמצא תחת בקרה פוסטנטלית MECP2גם , שלתוכם הוחדר בנוסף) 2001

גורם להפרעות עצביות שונות מתסמונת רט אך חמורות לא פחות , 2אפילו ברמה של עד פי  MECP2של 

(Collins et al 2004, Luikenhuis et al 2004) . לאחרונה הוצע להשתמש בהעלאת רמתBDNF  שבהיותו

בעכברים מוטנטיים ב  BDNFנמצא כי השראת ביטוי , אכן. MeCP2עשוי לפצות על חסר של , במורד המסלול

MECP2  גורמת להתחלה מאוחרת והתקדמות מואטת של המחלה(Chang et al 2006) . לפיכך הועלה רעיון

, BDNF (Tsai 2006)כל האפשר בליתיום או תרופות נוגדות דיכאון שמעלות רמות לטפל בחולות רט מוקדם כ

ר "בשיתוף פעולה עם ד, בימים אלו מתוכנן ניסוי קליני ייחודי וחדשני. על מנת להשיג בהן אפקט שיפור דומה

ולות רט המשלב מתן תרופות נוגדות דיכאון ומעקב קליני אחר ח, ברוריה בן זאב ממרפאת נוירולוגית ילדים

  . מהעוקבה הישראלית

חולות רט שאופיינו במסגרת מחקר זה זוכות כיום לטיפול ומעקב רפואי רב תחומי במסגרת המרכז הארצי 

. ש שיבא בשיתוף פעולה עם האגודה הישראלית של משפחות תסמונת רט"לתסמונת רט שפועל במרכז הרפואי ע

פעולת . ת המשפחות לייעוץ גנטי מושכל ולאבחון טרום לידתיזוכו, הודות להישגי העבודה בתחום זיהוי המוטציות

המרכז המשולב והצגת ממצאי עבודה זו בפורומים קליניים וציבוריים הביאו לעליית המודעות לנושא תסמונת רט 

בשנה האחרונה גדל מספר . שהתבטאה בעליה חדה במספר ההפניות במהלך העבודה, בקרב קלינאים ומשפחות

מה שיכול להעיד על עליה במודעות הקלינאים לתסמינים , שנתיים- ת צעירות בגילאי שנההפניות של ילדו

כמו כן עלתה ההכרה הממסדית בחשיבות האבחון הגנטי של . הראשוניים של המחלה ואפשרות הגילוי המוקדם

אנו . החולות החשודות לתסמונת רט ועלה מספר המקרים שבהם נתמכת הבדיקה הגנטית במימון קופות החולים

ויקדם את , יאפשר לייעל את הבדיקה במושגי זמן ועלות, תקווה שישום לקחי מחקר זה בתחום האבחון הגנטי

עשויה העוקבה המאופיינת היטב שנאספה במהלך , מעבר לפאן הטיפולי. הכללת הבדיקה בסל הבריאות הממשלתי

, MECP2יים בתחום תסמונת רט ו להוות מצע לפיתוח מחקרים נוספים בנושאים בסיסיים וישומ, עבודה זו

 .שחלקם כבר מתבצעים בימים אלו
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   'פח אנס

  במחקר זה PCRרשימת התחלים ששימשו לאמפליפיקציות של מקטעי 

Nt position  Product 

(bp) 

Tm 

(oC) 

Sequence (5’ -3’) primer Gene, domain 

664-685 173-201 55 GCG AGC GCA GCA CCT CCC GGC G AR-F AR - Exon 1 

837-812 55 CAG GTA GCC TGT GGG GCC TCT ACG AT AR-R 

89380-89399 415 57 CGT CAA TTG  GCG AGA TTT CC Pro1F MECP2- Promoter  and 

5’UTR 89795-89776 57 GGC AGG CTC GGA TGA AAT AA Pro1R 

 750 57 TTC GGC AGA AGC AGC AGC AAA GT Pro2F 

90438-90418 57 TGA GGG TGA AAA CCA GCA GAT Pro2R 

89544-89520 385 53 GGG TCC ATT AAT CCT TAA CAT TCA A 1F MECP2-Exon 1 

 54 GGC GAG CAC GGG TGA C 1R 

88451-88470 643 57 TTC CTG CTA GAT GGG GAA AG In1aF MECP2-Intron1 

89094-89075 59 AGG AGG AGA GAC TGT GAG TG In1aR 

87979-88000 638 58 CAG AAA CAT TGC CAC TGC CAT A In1bF 

88617-88601 60 GCA CTT CGC CTC CCG TC In1bR 

ומיקום שאר התחלים הוא ביחס לגן  Androgen Receptor   (GeneBank Accession number M23263.1)מיקום זוג התחלים הראשון הוא באקסון הראשון של הגן * 

MECP2  (GeneBank Accession number AF 030876.2)  



 

  

Nt position  Product 

(bp) 

Tm 

(oC) 

Sequence (5’ -3’) primer Gene domain 

87449-87469 661 56 AGC CAT GGA ACC CAA AAT TCT In1cF MECP2- Intron 1 

88110-88073 58 GGG CAA GTT CAT CGC GAC In1cR 

87218-87241 550 58 CAG GCA AGA AAA TAA AAG CAA GTG In1dF 

87768-87747 62 GAC TCA TGG TCA GGC AGA TGT G In1dR 

83843-83863 450 58 CCA GGG CTA TTT GGG ACA TTT In1iF 

84293-84274 58 TGG TTT CCC TTG GTG CTG AT In1iR 

83513-83531 364 52 GTT ATG TCT TTA GTC TTT GC 2F MECP2-Exon 2 

83877-83858 48 TGT GTT TAT CTT CAA AAT GT 2R 

83386-83406 349 61 CCA GTT CCG GCT CTA ATC TGA In2aF MECP2-Intron 2 

83735-83719 54 GTC CCC AGA ATA CAC CTT In2aR 

82949-82971 565 62 AGT CCA CAC AAT GGT GCC AAG T In2bF 

83514-83495 58 ACT GTG CCA AAC TGT GCC AT In2bR 

24563-24581 535 55 TTG CCG CTT TCC AAA CAT G In2hF 

25134-25116 60 CTT TCC AAG CTG CCC CTG T In2hR 



 

  

Nt position  Product 

(bp) 

Tm 

(oC) 

Sequence (5’ -3’) primer Gene domain 

24052-24081 763 68 AAG TAT CAC AGA GAA CAT GCC AGT CTG C In2iF MECP2-Intron 2 

24815-24792 65 AGG CCA TTC CTC ATC AGG GAA CAT In2iR 

24102-24082 458 58 CAT TTT CCT GCT CCA TGA GG 3F MECP2-Exon 3 

23605-23624 60 CCT GCC TCT GCT CAC TTG TT 3R 

23147-23174 604 63 GGC CTG GTA CAG AAG GGT TGT CAG GCT G In3aF MECP2-Intron 3 

23751-23733 60 AAG  GCT GGA CAC GGA AGC T In3aR 

22754-22773 500 58 TGG AGC TTT GGG AGA TTT GG In3bF 

23254-23234 61 TGA GCA CCG TAC CTG AGT TCA In3bR 

23022-23003  58 TTT GTC AGA GCG TTG TCA CC 4AF MECP2-Exon 4 

22432-22451 56 CCT TCA CGG CTT TCT TTT TG 4AR 

22582-22563 60 ACC ACA TCC ACC CAG GTC AT 4BF 

22582-22563 60 ACC ACA TCC ACC CAG GTC AT  4BR 

22312-22293 55 GAG AAG AGC GGG AAA GGA CT 4CF 

21759-21778 60 CAG AGC CCT ACC CAT AAG GA 4CR 



 

  

Nt position  Product 

(bp) 

Tm 

(oC) 

Sequence (5’ -3’) primer Gene domain 

21893-21872 400 62 AAA CAG AGA GGA GCC TGT GGA C U1F MECP2-3’UTR 

 

 

21450-21472 62 AGT GTC CTC TCA ACT GCT CTG TC U1R 

21552-21535 593 63 CTA CTG ACC AGA CAA GCT CTG  U2F 

20959-20983 61 CAG ACT GCT CTG AGT GAT TAG GAA T U2R 

21066-21045 532 64 CTA GAG GCC ATG GAG GCA GTA G U3F 

20532-20555 61 AAG AGA AGG GAT GAA CTA GGA AGG U3R 

20597-20573 471 59 TTC ATT TCA TCC TTT CAC TTC TTT C U4F 

20126-20150 63 TAG ACT CTG GAC TTC TGA GTG AGG T U4R 

20269-20248 496 63 TAC TCT AGA GAA GTG GAC TGG AGG A U5F 

19773-19797 58 CAT CTC TGT AAA CAC AGA AAA GGA T U5R 

19526-19503 498 57 AAC CAT AGT TGA CAG TTC CAA TC U6F 

19028-19049 58 AAG CAG CTC TGG ACA ATG ATT C U6R 

19074-19048 494 58 TTA GTC AAA TGT AAT GTG GCT TCT G U7F 

18580-18601 62 GAC ACA GCT GGT GAG AAT CCT G U7R 

18786-18763 490 58 TTT TCT CTC TAT TTC CCC CTT TCT U8F 

18296-18317 60 CAA TCC CAC TGG CTA TGA CAA G U8R 



 

  

Nt position  Product 

(bp) 

Tm 

(oC) 

Sequence (5’ -3’) primer Gene domain 

18419-18395 536 61 CAC CCT TGT TCC AGT TGT TAG TTA C U9F MECP2, 3’UTR 

17883  -17907 60 GAT TCT GTC AGC TAA AGA AAC TCC T U9R 

17944-17920 498 60 TAA TAA CCA GAC ACA AAC TGC CAA G U10F 

17446-17470 65 GAG CAG AGA GAA GAG TAG GAA GAC C U10R 

17069-17091 474 61 CAG CTCG TTT CTA GAG TTC CTA CCA T U11F 

17543-17524 59 ATA CCA CTC CCA AAA GAC AGG TT U11R 

17181-17157 498 58 TAA AAA TAC TTA GCA CTT GGC CTG A U12F 

16683-16704 55 CAA ATT CCC CAA ATG TTC TTG A U12R 

16230-16254 496 59 CTG GGA GGA AAT CCT ACC TTT GAA T U13F 

16726-16705 61 CCT TGT CCT ATG CTA TGG TTA TCA G U13R 

16294-16268 471 59 GAC CTG TTA AAA TTA TAC CTG TTG CTT U14F 

15823-15844 60 GAC AGA GTG GGA AGG ATG AAA C U14R 

16011-15989 495 62 CTG CTG AAG TCC GGA ACG TAG T U15F 

15516-15533 60 CTC TCT GCT TTG GAA GAA GTT T U15R 

15652-15627 464 53 AAT TGC ATT TGC TTT TGT AAT TCT T U16F 

15188-15211 58 ATT TCA TGT CAG TCA GAA AAC ACG U16R 



 

  

  

  

  

  

  

  

Nt position  Product 

(bp) 

Tm 

(oC) 

Sequence (5’ -3’) primer Gene domain 

15338-15316 455 61 GTT CAG TGT TAG CAG TGG GTC AT U17F 

14839-14861 59 CAA GTA AAG GGC AAA GAA GGA AG  U17R 

14896-14873 477 59 ACA CTG TAA CGT GTG CTG TGT TT U18F 

14419-14441 59 GTT TTG CAG TGA CTT GGA AAG TG U18R 

13992-14014 471 58 AAG CCG AAT AGC TGA TGT GTT G U19F 

14463-14442 62 GTG ACA GCC AAG AGA GTG CAA G U19R 

13550-13575 497 58 CTT CCC AGG GCA ATA AAA TGA C U20F 

14047-14024 56 CAA AAC ACA AAA ACT GAA GGT GAA T U20R 



 

  

  

  

  

  

  

  ) mismatch(תחלים עם אי התאמות נקודתיות 

הממוקם ( c.824T>Cבנוכחות השינוי  BbSIתחל ליצירת אתר חיתוך ספציפי לאינזים הרסטריקציה 

  : פת הבסיס המודגשבאמצעות החל, )לתחל' 3בבסיס הבא במיקום 

5’ - TTT TTT TTG GCT TTC TTT TTG GCC TCG GCG GCA GCG GCT GCG ACC -3’ 

 באמצעות MECP2_e1  בפלסמיד עם) c.863T>C  =)c.824T>C, p.V275Aהמוטציה  ליצירת תחלים

   :המודגש הבסיס החלפת

forward primer: 5'-GAA AGC CGG GGA GTG TGG CGG CAG CCG CTG C -3'       

Tm= 83°C 

reverse primer: 5'-GCA GCG GCT GCC GCC ACA CTC CCC GGC TTT C -3'  

Tm=86.9°C 

 

  
   Real Time PCRבריאקציות  e1MECP2_תחלים לתבחין 

  

forward primer from exon 1: 5'-CGG AGG AGG AGG AGG A-3’ Tm= 56°C 

reverse primer from exon 3: 5'-GGA GGT CCT GGT CTT CTG ACT T-3’ Tm= 64°C 



 

  

  'נספח ב

  
  Polyacrylamide Gel Electrophoresis –PAGEלים להפרדה אלקטרופורטית של חלבונים 'תמיסות ג

  

  :מ"מ 1בעובי , מ"ס 10X8בגודל    15%לים תחתונים בריכוז 'מרכיבים להכנת שני ג

  

ddH2O     3.4 ml 

30% Acrylamide/BIS mix (29:1) 7.5 ml 

1.5M Tris-HCl (pH 8.8)  3.8 ml 

10% SDS    150 µl 

10% ammonium persulfate   150 µl 

TEMED    6 µl 

ל 'מעל תמיסת הג. המותקנות אנכית במתקן ההרצה (Invitrogen)לים מוכנות 'התמיסה נוצקה לתבניות ג

צי שעה בטמפרטורת לאחר הקרשה בת כח. ל וספיחת הבועות'נוספה תמיסת איזובוטנול ליישור פני הג, התחתון

  .ל העליון'נוקזה תמיסת האיזובוטנול ונוצקה תמיסת הג, החדר

  :מ"מ 1מ בעובי "ס 10X8לים עליונים לתבניות 'מרכיבים להכנת שני ג

ddH2O     3.6 ml 

30% Acrylamide/BIS mix (29:1) 1.3 ml 

0.5M Tris-HCl (pH 6.8)  5 ml 

10% SDS    100 µl 

10% ammonium persulfate   50 µl 

TEMED    10 µl 

לאחר הקרשה בת כחצי . ל התחתון עד לקצה התבנית ובתוכו קובעו המסרקים'ל העליון נוצק מעל הג'הג

  .הוצאו המסרקים והבארות נשטפו בבופר הרצה, שעה בטמפרטורת החדר

  

  

  



 

  

  

  

  

  5מרוכז פי  (SDS electrophoresis buffer)הכנת בופר הרצה 

עד  4oCלאחר מכן נשמר בופר ההרצה ב . בו באמצעות סטירר בטמפרטורת החדרהמרכיבים הבאים עורב

  .חודש ימים

 

Tris base   15.1 g  (0.125 M final) 

Glycine   72 g (0.96 M final) 

 20% SDS   25 ml (0.5% final) 

ddH2O    975 ml 

 

 .בהתאמה 4:1של  ביחס SDS electrophoresis buffer X 1/methanolבופר טרנספר הורכב מ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

 

 

  'נספח ג

 

  במערכות ביטוי שונות  Emerinרמות היסטונים אצטיליים לעומת : 'ניסוי ב

כחלבון ביקורת מדגימות חלבונים נוקלאריים שהופקו   emerinשל היסטונים אצטיליים כנגד westernאנליזת 

מערכות עם מוטציות חלף , (Ctrl)ווקטור ביקורת שלילית עם , (WT)תקין  MeCP2: ממערכות ביטוי של

(p.R306C, p.A275A)  ומערכת ביטוי של המוטציה הקוטעניתp.R255X . תוצאות ניסוי זה הינן בלתי

 . 'תלויות באלו של ניסוי א
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ABSTRACT 

Introduction and Objectives 

Rett syndrome is a neurodevelopmental disorder characterized by cognitive 

impairment, communication dysfunction, microcephaly, growth failure and stereotypic hand 

movements, which in most cases become apparent during the first years of life. Rett 

primarily affects females and is sporadic in most cases with worldwide incidence of 

1:10,000-15,000 female births. Atypical forms include forme fruste (FF), preserved speech 

variant (PSV), late regression variant, congenital form and early seizure onset (ES) variants. 

Additional clinical phenotypes have been assigned to MECP2 mutations, among them 

Angelman-like phenotype, familial X-linked mental retardation, and autism in males.  

From the genetic standpoint, Rett is an X-linked dominant disorder associated with 

defects of MECP2 gene on chromosome Xq28. MECP2 mutations were detected in about 

80% of classical cases, most of which (about 65%) involve C>T transitions at specific CpG 

hot-spots and additional 10% involve small deletions at the 3'-end of the gene. The present 

thesis summarizes an ongoing effort of mutational analysis of an Israeli cohort of Rett 

patients exploiting the most updated molecular technologies, such as a complete sequencing 

of the MECP2 gene including exon 1 that was previously considered untranslated, multiple 

ligation-dependent probe amplification (MLPA) for the detection of large rearrangements 

within the MECP2 region and denaturing high-performance liquid chromatography 

(DHPLC) of 3'UTR.  

As MECP2 is located on the X chromosome, another modulator of Rett phenotype is 

X chromosome inactivation (XCI) pattern. Preferential activation of the normal allele is one 

of the possible explanations of asymptomatic female carriers of Rett-causing mutations or 

those suffering from minor learning disabilities. The present thesis also includes 

characterizations of the Israeli patients regarding XCI status. Despite the implementation of 

these advanced approaches, about 15% of classical and more than 50% of atypical Rett 

cases still remained with no molecular indication of MECP2 defect. The present thesis 
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suggests an additional approach to the molecular diagnosis of Rett based on the analysis of 

MECP2 expression levels in patients' peripheral blood. In order to expose possible 

regulatory mutations, we developed a rapid and direct assay providing quantitative estimates 

of expression levels of both MECP2_e1 and _e2 transcription isoforms in peripheral blood, 

using Real-Time PCR and fluorescently labeled isoform-specific TaqMan probes. This 

approach could be potentially diagnostic in patients in whom no MECP2 coding mutations 

have been previously detected. We preferentially implemented MECP2 expression assays in 

a group of Israeli patients and some patients referred from abroad, in whom no MECP2 

mutations have been detected. In addition, MECP2 expression assays were performed in 

some representative cases with MECP2 missense and nonsense mutations, C-terminal 

deletions and large deletions.  

In attempt to learn about the consequences of specific MECP2 mutations, the present 

thesis includes a detailed study of phenotypes of patients with various MECP2 mutations in 

the course of which we suggested an improved scoring scale for Rett phenotype. We also 

studied biochemical consequences of a specific novel missense mutation, p.A275V, located 

in the MECP2 transcription repression domain (TRD). Being a transcriptional repressor, the 

MECP2 gene product is located at the nucleus and has been demonstrated to affect the 

histones H3 and H4 acetylation levels resulting in more condense chromatin structure. We 

thus introduced the p.A275V mutation into transient expression systems in human cell lines 

and analyzed the localization and the amount of the mutated MECP2, and the levels of 

acetylated histones. 

Methods 

The Israeli Rett cohort includes 136 patients of whom 54 patients were diagnosed as 

classical and 28 patients as atypical Rett and 54 patients had partial presentation of Rett 

symptoms. MECP2 mutation analysis was performed by means of direct sequence analysis 

of PCR fragments spanning MECP2 promoter region (1.2kb upstream exon 1) and the entire 

coding region (exons 1-4). MLPA was employed for the detection of large deletions 
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spanning MECP2 exons 1-4. The entire 3'UTR region was screened for the presence of 

possible mutations by means of DHPLC and direct sequencing of selected fragments. 

Inherited variations were ascertained as possible polymorphisms by screening of ethnically 

matched control subsets. Analysis of XCI pattern in peripheral blood was performed using 

the human androgen receptor (HUMARA) assay. Skewed XCI was considered significant as 

equal or higher than 75% in favor of the paternal or maternal X chromosome. Genotype-

phenotype correlation included a phenotypic scale based on seven criteria considering the 

established Rett symptoms in girls above the age of 5 years. Statistical analyses of 

phenotypic scores associated with specific MECP2 mutations were preformed using SPSS 

software.  

MECP2 expression assays were performed on the basis of total RNA extracts from 

peripheral blood samples of 15 patients with known MECP2 mutations, 12 patients with no 

mutation findings and 12 normal female controls. Relative expression levels of MECP2_e1 

and MECP2_e2 transcription isoforms were determined using TaqMan probes specific for 

both MECP2 isoforms and RNAseP reference gene. Relative transcript number in the 

patient samples was determined according to ddCt method comparing between the patient's 

sample and the pooled sample of normal female controls. Functional studies of the novel 

p.A275V mutation were carried out in human osteosarcoma cell lines expressing the normal 

or the mutated MECP2 product. Western analysis was employed in order to determine the 

levels of MECP2 expression and levels of histones H3 and H4 acetylation using specific 

antibodies. 

Results 

Mutation analysis of the Israeli cohort yielded a novel missense mutation p.D151E at 

the methyl binding domain (MBD) and a novel inherited missense mutation p.V275A in the 

TRD that was discovered on the background of a reversely skewed XCI in the mother and 

the affected daughter. A novel p.E55fs57X early truncating mutation was discovered in a 

classical patient with maternally skewed XCI. In addition, we discovered a rare missense 
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p.K304E in a M.R female patient. Another rare GT deletion of intron 1 donor splice-site 

(c.62+1delGT) was detected in two unrelated patients. Our mutation detection rate has been 

estimated as 83% regarding classical cases (54) and 20% regarding atypical cases (28) 

predominantly with milder presentations. Most of the mutations (65%) occurred at the 

known CpG hot-spots, additional 8% consisted of microdeletions at the 3'-end of the gene 

and 5% were large deletions.  

The question of genotype-phenotype correlation has been addressed in further analysis 

of patients with missense and truncating mutations over the age of 5 years, whose clinical 

diagnoses were scored according to the new severity scale. Missense mutations were 

associated with milder Rett phenotypes as compared to MECP2 truncating mutations. 

Notwithstanding, differential analysis of specific MECP2 missense mutations revealed that 

p.R106W and p.T158M were associated with more severe phenotypes than p.R133C and 

p.R306C mutations. Additional contribution of skewed XCI could be suggested, as patients 

with the same mutation and preferential activation of the maternal X, had less severe clinical 

presentations. 

Analyses of quantitative expression of both MECP2 isoforms in the peripheral blood 

indicated that MECP2_e2 is 8 times more abundant than MECP2_e1, which is also 

consistent with other reports. While in the normal female controls MECP2_e1 and _e2 

expression levels were relatively analogous, in patients with specific mutations MECP2_e1 

and _e2 levels were lower. The regulatory mutations were related to significantly lower 

levels of both MECP2 isoforms, large deletions had lower MECP2_e2, the nonsense 

mutations had slightly lower levels of both isoforms and missense mutations were 

comparable to the normal controls. Moreover using quantitative expression assays, we 

obtained evidence of possible MECP2 mutations in patients with no previous mutation 

findings. We detected lower levels of both MECP2 isoforms in three classical and three 

atypical patients, suggesting the presence of regulatory mutations or large deletions. One 

classical patient still had normal MECP2 expression levels suggesting possible involvement 
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of other genes in Rett. Functional analyses of the p.V275A mutation in transient expression 

system indicated that this mutation had no effect on the nuclear localization or the amount 

of MeCP2 protein. We also did not detect any difference in the levels of H3 and H4 histone 

acetylation related to this mutation.  

Discussion  

This thesis presents our experience with molecular diagnosis of the Israeli cohort of 

Rett patients, including various analyses of MECP2 gene on the genomic and expression 

levels. We could provide molecular diagnosis in 83% of the classical Rett cases and all PSV 

patients. Missense mutations in general were related to milder Rett phenotypes than 

truncating mutations. In the same way, skewed XCI in favor of the maternal, presumably 

normal, X chromosome contributed to milder manifestations of Rett. One of the important 

outcomes of this study is the establishment of the Israeli Rett Center where patients attend 

for clinical follow up and families can receive genetic counseling and prenatal diagnosis of 

future pregnancies. The major advance proposed in this thesis is the examination of MECP2 

expression levels in the peripheral blood of Rett patients. Using the quantitative expression 

assays, we could demonstrate that Rett patients with certain MECP2 mutations had MECP2 

expression levels below the normal range, most significantly in the patients with the splicing 

mutation and deletions including 3'UTR. As quantitative expression assays were intended to 

resolve the diagnosis of patients with no previous mutation findings, we could demonstrate 

that in several classical and atypical patients the peripheral MECP2 expression levels were 

consistent with the presence of possible mutations or deletion in the regulatory elements of 

MECP2. We propose that direct estimates of the peripheral MECP2 expression levels could 

provide alternative indicators of the presence of yet unknown mutations in MECP2 or other 

genes that produce MECP2 deficiency.  
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