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Praca poglgdowa

Poszukiwanie zmutowanego genu’

In search of a mutated gene

JANUSZ G. ZIMOWSKI

Z Zakladu Genetyki IPIN w Warszawie

STRESZCZENIE. Genetyka molekularna stwo-
rzyla szereg technik badawczych umozliwiajacych
poszukiwanie nowych gendw, a nastgpnie poznawa-
nie ich budowy. Czesé z owych metod znalazla za-
stosowanie w genetyce medycznej sluzqc wykrywa-
niu podloza molekularnego wielu choréb uwarunko-
wanych genetycznie. Zadaniem coraz liczniejszych
laboratoriéw analizy DNA wspierajgcych poradnic-
two genetyczne jest opracowywanie efektywnych
metod, dzieki ktorym mozliwe jest szybkie i tanie
potwierdzanie rozpoznania klinicznego, ustalanie
nosicielstwa mutacji chorobotworczych i wykonywa-
nie diagnostyki prenatalnej. Dobér technik badaw-
czych nastepuje w oparciu o rodzaj mutacji i sposéb
Jej dziedziczenia. Przedstawiono przykladowe zasto-
sowanie technik hybrydyzacji, PCR, SSCP i sek-
wencjonowania w genetyce medycznej.

SUMMARY. A4 number of laboratory techniques
have been developed in molecular genetics, allow-
ing to look for new genes and then to examine
their structure. Some of these methods are used in
medical genetics to discover molecular properties
underlying many genetically determined diseases.
It is the task of more and more numerous DNA
analysis laboratories supporting genetic counseling
to devise effective methods that would provide
a cheap and fast confirmation of clinical diagnoses,
identify carriers of pathogenic mutations, and per-
form prenatal diagnostics. Examination techniques
are selected on the grounds of both the mutation
type and the way of its inheritance. Examples of
application of hybridization technigues, PCR,
SSCP and sequentioning in medical genetics are
presented in the paper.

Slowa kluczowe: genetyka molekularna [ analiza DNA [ metodyka

Key words:

molecular genetics / DNA analysis / laboratory methods

Ostatnie ¢wieréwiecze to okres gwaltow-
nie rozwijajacej sie genetyki molekularnej,
ktéremu towarzyszy znaczny postep techno-
logiczny. Dla okre$lenia powstalych mozli-
woéci badawczych stworzono termin ,,inZy-
nieria genetyczna”, ktorym objeto wszelkie
metody modyfikacji organizméw na pozio-
mie DNA. Niedawno powstaly dzial biote-
chnologii, wykorzystujacy owe techniki, jest
jedna z najszybciej rozwijajacych si¢ galezi
gospodarki. Analiza DNA znalazla réwniez
zastosowanie w wielu dzialach medycyny.
Stosuje si¢ ja obecnie w genetyce medycznej,

1 Wyktad na V Konferenciji Szkoleniowej Ordyna-
toréw, 25 listopada 1998 r., w CMKP, w Warszawie.

diagnostyce chordb infekcyjnych i pasozyt-
niczych, transplantologii, onkologii i medy-
cynie sadowej. Ostatnie 20 lat to okres zna-
cznego postgpu w poznaniu molekularnych
podstaw wielu choréb uwarunkowanych ge-
netycznie. Niektoére, znane od lat, o ustalo-
nych zasadach dzedziczenia, doczekaly sie
wreszcie wyjasnienia mechanizmu ich po-
wstawania.

MOLEKULARNE PODLOZE
CHOROB DZIEDZICZNYCH

Przyczyna choréb uwarunkowanych ge-
netycznie sa zaburzenia informacji zawar-
tej w DNA, przekazywane z pokolenia na
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pokolenie w postaci zmutowanego genu.
Wyrdznia sie mutacje dominujace, ktérych
obecno$¢ w jednej kopii genu wystarcza do
wywolania choroby i mutacje recesywne,
ktére ujawniaja si¢ dopiero wowczas, gdy
w organizmie zabraknie prawidlowej kopii
genu (dwa zmutowane allele). Szczegdlng
grupe stanowig mutacje recesywne uszkadza-
jace geny chromosomu X. Choroby wywola-
ne nimi dotykaja jedynie mezczyzn, kobiety
za$§ zachowujac jedna prawidlowa kopie genu
sa ich nosicielkami. Wprowadzone w genety-
ce klasycznej pojecie mutacji, oznaczajace
zmiane sekwencji DNA, prowadzaca do za-
burzenia prawidlowego funkcjonowania ge-
nu, zakladalo jej trwalos¢ i niezmiennosé
podczas przekazywania potomstwu, oczywis-
cie z wylaczeniem samego momentu jej po-
wstania czy to na skutek bledéw popelnia-
nych przez polimerazg DNA, czy pod wply-
wem czynnika mutagennego. Ze wzgledu na
wielko$¢ zmian w DNA wyrézniono:

— mutacje punktowe polegajace na zamianie
jednego nukleotydu na inny pociagajace
za soba zamiane aminokwasu w pepty-
dzie (mutacje zmiany sensu) lub powsta-
nie kodonu stop (mutacje nonsensu) oraz

— wicksze rearanzacie DNA, tj. delecje
(ubytek) i duplikacje (powtodrzenia frag-
mentu sekwencji) wywolujace podobne
lub wigcksze zmiany sensu informacji ge-
netycznej (rys. 1).

Dotychczas kazda zmiana sekwencji nu-
kleotydowej byla traktowana jako zdarzenie
niezalezne, nie majace wplywu na inne po-
dobne. Tak rozumiane pojecie mutacji wy-
nikalo z przyjetego zalozenia, ze przygoto-
wujaca si¢ do podziatlu komérka prowadz
proces podwojenia materialu genetycznego
(replikacja DNA) oparty na precyzyjnej
syntezie nowej nici na matrycy nici istnie-
jacej z zachowaniem komplementarnosci
sekwencji (wzajemne dopasowanie).

Ostatnie lata przyniosly odkrycie nowe-
go rodzaju mutacji — mutacji dynamicznej
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(rysunek 1). Stwierdzono, Ze istnieja odcinki
DNA zlozone z wielokrotnych powtdrzen
trojek nukleotydowych, ktoérych dhugosé
ulega pewnym wahaniom (zmienna liczba
powtdrzen mukleotydow). Przekroczenie
granicznej liczby powtdrzeni pociaga za soba
niestabilno$¢ zmiennego odcinka i wydiuze-
nie go do wielkosci wywolujacej chorobo-
tworcza zmiang budowy 1 wlasciwosci bial-
ka [8]. Nie znamy mechanizmu odpowie-
dzialnego za taki przebieg dziedziczenia sek-
wencji zlozonych z trdjnukleotydowych
powtoérzen, wiemy jedynie, ze ich niestabil-
no§¢ (zwiekszenie lub zmniejszenie liczby
powtodrzen) rosnie ze wzrostem ich dhagosci.

POLIMORFIZM DNA

W obrgbie jednego gatunku znajdujemy
naturalnie wystepujaca zmienno$¢, zaréwno
fenotypowa, jak i genotypowa. Przejawia sie
ona na poziomie DNA pewna réznorodnos-
cia sekwencji nukleotydowych, zar6wno od-
cinkéw kodujacych (eksonowych), jak i nie
kodujacych (intronowych). Mozliwo$c¢ zapi-
sania sekwencji aminokwasowe] roznymi
trojkami nukleotydowymi (kilka kodondw
oznacza ten sam aminokwas), dopuszcza
istnienie odmiennych kopii tego samego ge-
nu zawierajacych informacje o tym samym
biatku. Zmiennos$¢ sekwencji w obrebie in-
tronéw jest znacznie wieksza, a jej ograni-
czenie dotyczy jedynie czedci odpowiedzial-
nych za prawidlowy przebieg procesu skla-
dania RNA (ang. splicing), tj. wycinania
i usuwania intronéw z pierwotnego RNA.

We fragmentach niekodujacych — intro-
nach i odcinkach miedzygenowych znajduja
sie liczne sekwencje mikrosatelitarne. Sa to
odcinki DNA zlozone z powtérzen kilkunu-
kleotydowych (2-6 par zasad), ktorych dhu-
gos¢ w poszczegdinych kopiach genu (alle-
lach) moze by¢ roézna. Niektore z nich, jak
wspomniano wyzej, w pewnych warunkach
staja sie sekwencjami niestabilnymi zmie-
niajac swa dlugo$¢ podczas przekazywa-
nia ich organizmowi potomnemu (mutacje
dynamiczne), pozostale dziedziczone sa bez



Poszukiwanie zmutowanego genu

Sekwencja prawidlowa

DNA = ATG GTG CCC GGC TGA —
= TAC CAC GGG CCG ACT =

RNA s> AUG GUG CCC GGC UGA 3
Biatko

Sekwencja z mutacjg zmiany sensu powodujaca zastgpienie proliny histydyna
DNA —ATG GTG CAC GGC TGA —
-~ TAC CAC G CCG ACT =~

RNA 5> AUG GUG CAC GGC UGA =
Biatko 7 ]

!
il

ab DR Iy Stop

Sekwencja z delecjg dwoch nukleotydéw powodujgca przesuniecie ramki odczytu
DNA  —ATG GCC CIGG CTG AGT —
—TAC CGG G{CC GAC TCA =

RNA 5> AUG GCC CGG CUG AGT 3
Biatko

Sekwencja niestabilna — mutacja dynamiczna

Sekwencja prawidlowa

=|CAG CAG)\d h|CAG CAG~
=|GTC GTC||CAG\GTC GTC|—
GTC Osoba zdrowa
Przekroczenie granicy stabilnoSci _B_
=—IGTC GTC/|CAG CAG C\GTC GT(C|l=
|\GTC GTC G ’ Osoba zdrowa
—CAG CAG{ e [CAG CAG~—
==|GTC GTC[|CAG CAG CAG CAG||GTC GTC|=—
(GTC GTC GTC GTC) Osoba chora
Postac¢ wieku sredniego
il . . Antycypacja
=—[CAG CAG| & e JCAG CAG|—
==|GTC GTC[|CAG CAG CAG CAG CAG CAG CAG C||GTC GTC=

|GTC GTC GTC GTC GTC GTC GTC G/

Osoba chora
Posta¢ mlodziencza/dziecieca

Rysunek 1. Rodzaje mutacji
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Rysunek 2. Schemat dziedziczenia sekwencji mikrosatelitarnej zbudowanej
z powtorzen nukleotydow CA

zmian z pokolenia na pokolenie. Przyklad
dziedziczenia sekwencji bedacej wielokrot-
noscia dwunukleotydu CA obrazuje rys. 2.

Czestose z jaka spotyka sie poszczegolne
warianty sekwencji DNA jest bardzo rozna,
od pojedynczych przypadkdéw charaktery-
stycznych dla jednej rodziny do wystepuja-
cych w wielu odmianach sekwencji mikro-
satelitarnych, spotykanych u szeregu nie
spokrewnionych oséb. Te wielopostacio-
wos¢ przyjeto okreSlac mianem polimorfiz-
mu DNA, jednak zarezerwowano ten ter-
min dla sekwencji nukleotydowych odpo-
wiadajacych sobie odcinkdw wystepujacych
w populacji u co najmniej 5% osobnikow.
Dla celéw uzytkowych opisanych ponizej
interesujace sa jedynie te odcinki DNA,
w ktorych czesto$¢ napotkania heterozygot
(dwie rozne sekwencje) jest wysoka — prze-
kracza 30%.

TECHNIKT WYSZUKIWANIA
ZMIAN 1 POLIMORFIZMU W DNA

Hybrydyzacja

DNA wykazuje wlasciwosé odwracalnego
rozdzialu dwu budujacych go nici. Czynnika-
mi umozliwiajacymi zerwanie licznych, acz
stabych wiazan wodorowych (proces denatu-
racji) sa: srodowisko alkaliczne (pH>7) lub
podwyzszona temperatora (powyzej 90°C).
Usunigcie czynnika denaturujacego pozwala
w procesie renaturacji odbudowa¢ strukture
heliksu z zachowaniem komplementarnosci
(dopasowanie sekwencyjne) laczacych sig
nici. Powyzsze wlasciwosci staly sie podstawa

“techniki hybrydyzacji wg Southerna. W ana-

lizie tej wykorzystuje si¢ odcinki DNA o zna-
nej sekwencji bedace fragmentami ludzkiego
genomu, nazwane sondami molekularnymi
(ang. probe), ktorych zadaniem jest odnale-
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zienie i przylaczenie si¢ do poszukiwanej
(sprawdzanej) sekwencji. Badanie sktada si¢
z nastepujacych etapow:

1. pociecie enzymem restrykcyjnym anali-
zowanego DNA na fragmenty rdzinej
wielkoéci (wielkos§¢ uzyskanych fragmen-
tow zalezy od uzytego enzymu i sekwen-
cji trawionego DNA),

2. elektroforetyczny rozdziat otrzymanych

odcink6w DNA w zelu agarozowym,

. alkaliczna denaturacja DNA,

. przeniesienie na filtr trwale wiazacy DNA,

. hybrydyzacja z wyznakowana (np. radio-

aktywnie) i zdenaturowana sonda mole-
kularna komplementarna do analizowa-
nej sekwengji,

6. autoradiograficzna detekcja wyniku hyb-
rydyzacji.

7. odnalezienie zaczernienia na kliszy ozna-
cza wykrycie w badanym DNA sekwen-
cji identycznej z sekwencja uzytej sondy
molekularnej (rys. 3).

R W
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TECHNIKA PCR

Szeroko dzi§ stosowana technika reakcji
laficuchowej polimerazy — PCR (ang. poly-
merase chain reaction) polega na syntezie wy-
branego odcinka DNA ograniczonego starte-
rami. Wykorzystuje sie wlasciwos$¢ enzymu,
ktory syntetyzuje druga ni¢ DNA rozpoczy-
najac tylko od odcinka dwuniciowego (ko-
nieczny starter) i wydluza go w jednym kie-
runku (rys. 4). Do przeprowadzenia reakcji
PCR konieczne sa: badane DNA, zaprojek-
towane 1 zsyntetyzowane startery, polimeraza
DNA wytrzymala na czeste zmiany tempera-
tury, w tym temperature >90°C, wolne deo-
ksytréjfosforany nukleotyddw i urzadzenie,
w ktérym prowadz sig reakcje. Amplifikacje
DNA ugzyskuje si¢ wielokrotnie powtarzajac
(25-30 razy) trzy kolejne etapy reakcji - roz-
dzielenie nici DNA (temp. > 90°C), przyta-
czenie starteréw (temp. 45-60°C) i wlasciwa
syntezg nowych nici DNA (temp. 72°C).
Czas trwania i temperatura poszczeg6lnych
etapéw zaleza od skladu nukleotydowego

Linia startu elektroforezy

Sekwencje
komplementarne
z sekwencjg
sondy

CTGAAAGCTGCTCCCATA
GACTTTCGACGAGGGTAT

Autoradiogram

Strzalka oznacza kierunek migracji rozdzielanych fragmentéw, pocietego enzymem restrykeyjnym,

badanego DNA.

‘Wytluszezonym drukiem zaznaczono nukleotydy zawierajace radioaktywny atom fosforu.

Rysunek 3. Schemat hybrydyzacji radioaktywnej sondy molekularnej z poszukiwana
genomowsq sekwencja. Brak prazka w analizie nr 3 spowodowany jest delecja
fragmentu genu rozpoznawanego przez uzyta sonde
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Al. Denaturacja
Temp. 94°C 1

B1. Przytaczenie starterow —
Temp. 45-60°C

C1. Synteza
Temp. 72°C

S ——— e ——————————————————— A ————
— 5 5 AT LY i R AR P AT

Y a8 M5 X G ) A0 A A L5 A 2 -
e e e e ———

A2, Denaturacja

B2. Przytgczenie starteréw

T
MG EHR
FEEE
Jo—
—
C2. Synteza —— e ey

U AR A IR S—
Im— 3 SR LA T R RN B SO G Rl

G U5 L S A B RS A M s e
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Przytaczenie starteréw L ——————

e e
Synteza

TSI N H AT IR BRI A IHGRURLS MRS S m——
e e et

——— e A ORI
GG B AU B WA S

— TR A SRS T TR AR
L B CARRE HM U TULRY AR DS 0 S LA et

IS 1 BTG LS HIR MRS BT
B e b e

BT L g L P

RN M A RO S 4R i)

25 krotne powtérzenie etapow ABC — U RS TR TN e AT e 4 min kOpll

Rysunek 4. Schemat przebiegu reakcji PCR

i dlugoéci amplifikowanego odcinka DNA  Wykrywanie polimorfizmu konformacyjnego
(dobierane sa eksperymentalnie). Produkty pejedynczych nici (SSCP)

PCR otrzymane w milionowych kopiach wi- Dwuniciowe fragmenty DNA podczas
doczne sa podczas ich elektroforetycznego elektroforezy w zelach agarozowych i polia-
rozdzialu w zelu agarozowym w obecnos$ci  krylamidowych poruszaja si¢ z szybkos-
barwiacego je bromku etydyny. cig zalezng od ich dlugosci a nie od skladu
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[ X}

B Denaturacja

7

&

Elekiroforeza w zelu
poliakrylamidowym

Ryunek 5. Schemat poszukiwania polimorfizmu konformacyjnego
pojedynczych nici DNA - technika SSCP. Zdenaturowana miesza-
nina produktéw PCR zawierajacych jednakowej wielkoSci odcinki
DNA rozniace sie sekwencja nukleotydowa (mutacja punktowa)
poddawana jest elektroforezie w zelu poliakrylamidowym

nukleotydowego. Tym samym, odcinki DNA
otrzymane w reakcji PCR z dwoch réznych
kopii genu wydaja sie identyczne, mimo
nieco odmiennej sekwencji. Rozlaczone po-
jedyncze nici DNA (zdenaturowane) przy-
bierajac charakterystyczna dla siebie, zalezna
od sekwencji strukture przestrzenna (konfor-
macyjna), wykazuja wiasna inna ruchliwosé
elektroforetyczna. Wlasciwos$é ta znalazla za-
stosowanie w technice wykrywania polimor-
fizmu konformacyjnego pojedynczych nici
— SSCP (ang. single strand conformation poly-
morphism), polegajacej na rozdziale w zelu

poliakrylamidowym zdenaturowanych (jedno-
niciowych) produktow PCR (rys. 5). Uwi~
daczniajaca sig¢ inna szybko$¢ migracji frag-
mentu DNA $wiadczy o zmienionej sekwencji
badanego genu, bedace]j przejawem polimor-
fizmu lub mutacji.

Sekwencjonowanie

Poznanie pelnej sekwencji nukleotydowej
badanego odcinka DNA moze dostarczy¢ in-
formacji o naturze mutacji. Stuzy temu tech-
nika sekwencjonowania, czyli ustalania kolej-
nosci poszczegdlnych nukleotydow w obu
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Znakowany starter

5 —
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Jednoniciowy DNA - matryca

3w CGTAGTCGACTAGAT &

B. Przytgczanie startera

53

3 == CGTAGTCGACTAGAT 5'
11 synteza DNA

Cztery rownolegte reakcje syntezy z uzyciem polimerazy DNA, dNTP
i terminujacych analogow dideoksynukieotydow

Terminacja A Terminacja C Terminacja G Terminacja T
= GCA =GC -5 =GCAT
== GCATCA ==GCATC wa GCATCAG =GCATCAGCT
== GCATCAGCTGA ==GCATCAGC ==(GCATCAGCTG  ==GCATCAGCTGAT
== GCATCAGCTGATCTA ==GCATCAGCTGATC == GCATCAGCTGATCT
Elektroforeza
A C T

A
T
Cc
T
A
G
T
Cc
G
A
C
T
A
o]
G
g
Autoradiografia

JCzytanie” sekwencji

5 GCATCAGCTGATCTA 3’

Rysunek 6. Schemat sekwencjonowania metoda Sangera

niciach badanego fragmentu DNA. Najczes$-
ciej stosowana jest metoda opracowana
przez zespO! Sangera polegajaca na analizie
produktow syntezy DNA in vitro, prowa-
dzonej z uzyciem badanego jednoniciowego

odcinka DNA zwanego matryca (rys. 6).
Wykonuje sig rownolegle cztery reakcje roz-
niace si¢ skladem mieszaniny reakcyjnej.
W kazdej znajduja sie ta sama matryca
i odczynniki konieczne do syntezy drugiej
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nici DNA (w tym radioaktywny starter),
a dodatkowo dideoksyfosforan wybranego
nukleotydu (ddATP, ddTTP, ddCTP lub
ddGTP) powodujacy zatrzymywanie syntezy
nowej nici w pozycji jego wbudowania. Pro-
dukty kazdej reakcji syntezy zawieraja szereg
réznej dhigodei odcinkéw nowopowstalej
nici, konczacych sie zawsze wbudowanym
dideoksynukleotydem. Podczas réwnoleglej
elektroforezy produktow wszystkich czterech
reakcji nastepuje ich rozdzial, a autoradio-
graficzna detekcja pozwala na ustalenie ich
wzglednej wielkosci, a tym samym poznanie
sekwengji analizowanej nici. Wykonanie ana-
logicznego badania z uzyciem drugiej kom-
plementarnej nici DNA jest kontrola uzy-
skanych wynikow. Pordéwnanie sekwencji
badanej z sekwencja prawidlowa umozliwia
wykrycie mutacji.

WERYFIKACJA
DIAGNOZY KLINICZNEJ

Wielokrotnie nietypowy obraz choroby
stwarza trudno$ci w ustaleniu wlasciwego
rozpoznania klinicznego. Niekiedy objawy
kilku jednostek chorobowych sa bardzo
podobne i uniemozliwiaja jednoznaczne
postawienie diagnozy. Dzeje si¢ tak m.in.
w przypadku dystrofii migéniowej obreczo-
wo-koficzynowej (ang. limb girdle muscular
dystrophy — LGMD) i dystrofii migénio-
wej Beckera. Podobnie trudne jest réznico-
wanie poszczegdlnych ataksji rdzeniowo-
-mézdzkowych (ang. spinocerebellar ataxia
— SCALl, SCA2, SCA3/MID, SCAS6), a ob-
jawy form dzecigcych chordb zwyrodnie-
niowych uktadu nerwowego znacznie odbie-
gaja od objawéw form dorostych. Istnieje
szereg metod fizykochemicznych wspieraja-
cych diagnostyke kliniczna, jednak najlep-
szym narzedziem badawczym siegajacym do
samego podloza choroby jest analiza DNA.
Rutynowa diagnostyka molekularna staje
sic mozliwa dopiero po wykryciu samego
genu, ktérego uszkodzenia wywoluja cho-
robg?. Konieczne jest wigc poznanie jego
budowy (struktury eksonowej) oraz rodzaju
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i czesto$ci mutacji (mutacje punktowe, dele-
cje, mutacje dynamiczne) pozwalajacych do-
braé najlepsza i najtafisza metode badawcza
o wysokim odsetku wykrywania uszkodzen
genu. Dodatkowa zaleta analizy DNA jest
to, ze moze by¢ ona stosowana w przypad-
kach, w ktorych nieznany jest przebieg cho-
roby na poziomie biochemicznym lub struk-
tur subkomoérkowych, a dostepne metody sa
wysoce inwazyjne.

Znajac podioze molekularne wielu chordb
uwarunkowanych genetycznie opracowano
najefektywniejsze strategie postepowania diag-
nostycznego. Delecje fragmentu genu dystro-
finy polozonego na chromosomie X bedace
przyczyna 60% przypadkow dystrofii mies-
niowej Duchenne’a/Beckera wykrywane sa
z zastosowaniem hybrydyzacji wg Southerna
lub reakcji PCR (brak prazka hybrydyzacyj-
nego, brak produktéw amplifikacji oznacza
wykrycie delecji) [1]. Podobnie, homozygo-
tyczne delecje genu SMNT potozonego na
chromosomie 5 wywolujace 95% przypad-
kow rdzeniowego zaniku miesni (ang. spinal
muscular atrophy, SMA) wykrywane sa z za-
stosowaniem reakcji PCR [6]. Najczestsza
mutacja punktowa (mutacja rodziemnomor-
ska), bedaca podlozem fawizmu, powoduje
zmiang sekwencji i pojawienie si¢ nowego
miejsca restrykcyjnego w polozonym na
chromosomie X genie G6PD. Obecnosé
zmienionej sekwencji stwierdza sie poddajac
zamplifikowany fragment genu trawieniu en-
zymem Mbol G6PD (przeciecie produktu
reakcji PCR oznacza wykrycie mutacji) [5].
W diagnostyce molekularnej neurofibroma-
tozy II (NFII) konieczne jest poszukiwanie
licznych mutacji punktowych rozrzuconych
w wielu miejscach genu. Lokalizuje sie je
stosujac metode SSCP (zmieniona ruchli-
wo$é elektroforetyczna jednoniciowego od-
cinka DNA moze wskazywaé na obecnoéé
mutacji punktowej), a nastgpnie precyzyj-
nie okresla ich charakter, sekwencjonujac

2 Przedstawienie takich badan nie jest jednak te-
matem niniejszego artykutu i zainteresowany czytel-
nik powinien siggnaé do odpowiedniej literatury.
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jedynie wybrany fragment genu [9]. Muta-
cja dynamiczna bedaca przyczyna choroby
Huntingtona (HD) powoduje zmiane dlu-
gosci poczatkowego odcinka genu IT1S.
Wykrywa sie ja amplifikujac 6w fragment
i poddajac produkty reakcji PCR elektro-
forezie w Zelu poliakrylamidowym [4].
Podane przyklady itustruja sposob dobie-
rania metod badawczych, ktorych celem jest
nie tylko rutynowe wykrywanie znanych
mutacji, ale réwniez poszukiwanie korelacji
genotypowo-fenotypowych w badanych jed-
nostkach chorobowych. Delecje wykrywane
w genie dystrofiny u chorych dotknigtych
dystrofia mieSniowa Duchenne’a i Beckera
zaburzajac odczyt sekwencji bialtkowej za
miejscem mutacji, wywoluja ostra postaé
choroby (typ Duchenne’a), pozostawiajac
za$ mozliwo$¢ syntezy biatka za miejscem
uszkodzenia wywoluja lagodng postac cho-
roby (typ Beckera). Precyzyjne okreSlenie
granic delecji pozwala stwierdz¢, czy naru-
sza ona, czy zachowuje tzw. ramke odczytu,
a co za tym idzie, z wysokim prawdopodo-
bienstwem przewidzie¢ dalszy przebieg cho-
roby [7]. Mutacje dynamiczne moga powo-
dowa¢ zwigkszenie liczby powtdrzen trojek
nukleotydowych u potomstwa osoby chore;j,
a tym samym wywolywac wczeSniejsze po-
jawienie sie objawdw i ostrzejszy przebieg
schorzenia. Zjawisko narastania ostrosci
przebiegu choroby w jednej rodzinie nazwa-
ne antycypacja, uwazane do niedawna za
wynik subiektywnego doboru danych klini-
cznych i statystycznych, znalazlo wytluma-
czenie w swym molekularnym podlozu.
Przykladem jego wystapienia jest rodzinny
przebieg dystrofii miotonicznej (MD) — za-
¢ma w pierwszym pokoleniu, klasyczna for-
ma choroby (postgpujace ostabienie i zanik
mieé$ni) w drugim, a wrodzona dystrofia
miotoniczna -z glebokim uposledzeniem
umystowym i zanikiem mie$ni w trzecim [2].
Podobnie paradoks Sherman moéwiacy, zZe
wyzsze jest ryzyko zachorowania wnukow
niz rodzenistwa osoby chorej w rodzinach
obcigzonych zespolem kruchego chromo-
somu X, znalazl w wywolujace] go mutacji
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dynamicznej wythimaczenie molekularnego
podloza tej najczestszej formy dziedzicznego
uposledzenia umystowego [3].

OKRESLANIE NOSICIELSTWA
I DIAGNOSTYKA PRENATALNA

W rodzinach dotknietych chorobami uwa-
runkowanymi genetycznie niezwykle wazne
staje sie rozpoznanie 0s6b bedacych nosiciela-
mi mutacji. W przypadku choréb rozpoczy-
najacych si¢ w wieku dorostym powodo-
wanych mutacjami dominujacymi analiza
DNA wyprzedza wystapienie objawéw i na
wyraZne zyczenie zainteresowanych daje im
informacje o nadchodzacej chorobie. W przy-
padku choréb wywolywanych mutacjami
recesywnymi analiza DNA daje nosicielom
mozliwos¢ wyborn miedzy ryzykiem urodze-
nia chorego dzecka, diagnoza prenatalna lub
$wiadoma rezygnacja z posiadania potom-
stwa. Badania przeprowadzone na poziomie
DNA umozliwiaja rowniez wykluczenie nosi-
cielstwa mutacji, tym samym dostarczaja oso-
bom zainteresowanym komfortu psychiczne-
go 1 czestokro¢ pozwalaja podjaé decyzje
o posiadaniu potomstwa.

Ustalenie nosicielstwa uszkodzonego ge-
nu dla mutacji dominujacej polega na wy-
kryciu jej u osoby zdrowej. Postepuje sie
tak w badaniu przedobjawowym w choro-
bie Huntingtona lub ataksjach rdzeniowo-
moézdzkowych. Okreslanie nosicielstwa mu-
tacji recesywnej mukowiscydozy, najcze-
stszej choroby uwarunkowanej genetycznie,
opiera sie¢ na zaloZeniu, Ze zaréwno ojciec
jak i matka maja w swym genomie po jednej
uszkodzonej kopii genu. W analizie DNA
Sledzi sie dziedziczenie przez rodzenstwo
uszkodzonych genéw (tych, ktore wykryto
u chorego dziecka). W badaniu tym wyko-
rzystuje sie sekwencje polimorficzne, ktore
umozliwiaja rozroznienie u kazdej osoby
dwoch posiadanych alleli (kopii genu)
i przeSledzenie ich dziedziczenia. O bada-
nych sekwencjach mowi sie, Ze sa sprzezone
z mutacja, tzn. wystepuja w jej poblizu.
Analize przeprowadza sig kilkupunktowo
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dla 2-3 sekwencji polimorficznych polozo-
nych po obu stronach genu, aby wykluczyé
mozliwa rekombinacje (skutek wymiany od-
cinkéw DNA podczas procesu crossing-
-over). Osoba, u ktorej stwierdz si¢ obec-
nos$¢ jednej sekwencji polimorficznej, spo-
§réd wykrytych u chorego/chorej, jest nosi-
cielem mutacji.

Inny tryb postepowania musi byé przy-
jety w procesie ustalania nosicielstwa mu-
tacji, ktorej czesto$¢ powstawania de novo
jest wysoka. Nie mozna wowczas zalozy¢,
ze rodzice chorego dziecka sg nosicielami
uszkodzonego alleln, gdyz mutacja powodu-
jaca chorobe mogla mie¢ miejsce w trakcie
procesu oogenezy (lub spermatogenezy).
W dystrofii migéniowej Duchenne’a/Beckera
1/3 matek jedynego chorego chlopca (przy-
padek izolowany) nie jest nosicielkamni mu-
tacji — choroba syna wywolana jest nowo-
powstalym uszkodzeniem genu. Ustalenie
statusu nosicielstwa w rodzinie dotknietej
DMD/BMD polega na wykryciu mutacji
w obrebie genu dystrofiny u zainteresowa-
nych kobiet. Badanie takie jest mozliwe jedy-
nie u czesci rodzin, w ktérych delecja w obre-
bie genu dystrofiny obejmuje sekwencje po-
limorficzne. Wykrycie, ze cérka nie dziedz-
czy sekwencji matczynej (dziedziczy tylko oj-
cowska, a matka wydaje si¢ homozygota)
oznacza, ze w rzeczywistoSci matka jest he-
mizygota i przekazala cdrce delecje (obie sa
nosicielkami delecji obejmujacej analizowany
odcinek genu).

Wykluczenie nosicielstwa mutacji polega
na wykryciu w DNA osoby badanej dwéch
prawidlowych kopii genu. Jest to analiza
bezposrednia, kiedy sprawdzeniu poddaje
sie fragment genu, w ktérym u osoby chorej
wykryto mutacje (choroba Huntingtona)
lub analiza poSrednia, kiedy nie badajac
miejsca samej mutacji stwierdza sie dzie-
dziczenie po rodzcach, a nawet dzad-
kach, prawidlowych alleli znajdowanych
u zdrowych krewnych (dystrofia migsniowa
Duchenne’a/Beckera).

Wykrycie nosicielstwa mutacji recesywnej
nie zamyka drogi do posiadania zdrowego
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potomstwa. Mimo, iz obecnie nie jest jesz-
cze mozliwe leczenie tak ciezkich choréb
jak DMD/BMD czy SMA, a terapia geno-
wa jest we wstepnej fazie rozwoju, moze-
my zainteresowanym rodzinom propono-
wac diagnostyke prenatalna. We wczesnym
okresie ciazy (10-11 tydzen) mozliwe jest
pobranie komorek ptodowych budujacych
tozysko — komorek trofoblastu i po wyizo-
lowaniu z nich DNA wykonanie analizy
majgcej na celu okreSlenie, czy ptdd do-
tkniety bedzie choroba wystepujaca w ro-
dzinie. Badanie polega na poszukiwaniu
mutacji wykrytej wczesniej u osoby chorej.
Wynik badania w wypadku wykrycia mu-
tacji graniczy z pewnoécia.

W krajach wysoko rozwinietych dzialania
majace na celu okreslanie nosicielstwa mu-
tacji najczestszych chorob uwarunkowanych
genetycznie w polaczeniu z diagnostyka pre-
natalna pozwolily zmnigjszy¢ czestodé ich
wystepowania. Swiadczy to, jak niezwykle
wazna jest popularyzacja wiedzy o dostep-
nosci takich badan, zaré6wno wérdd Klinicy-
stéw jak i krewnych os6b chorych.
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