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ozwdj molekularnych technik badawczych umozliwia poznawanie coraz
to nowych gendéw, sposrod 100 tys. gendw skiadajgcych sie na ludzki

genom. Nowe techniki umozliwiajg nie tylko poznanie sekwencji nukleotydéw,

lecz réwniez wprowadzanie genéw do innych komérek w celu poznania ich
funkcji. Bardzo waznym zagadnieniem jest zastosowanie technik biologii mo-
lekularnej w badaniach molekularnego podtoza choréb cztowieka.

Nowsrm, dynamicznie rozwijajgcym sie dzialem medycyny jest diagnostyka
oparta o posrednig lub bezposrednig analize DNA. Najwcze$niej, bo juz w po-
towie lat osiemdziesigtych znalazta ona zastosowanie w genetyce czlowieka.
Ztozylo sie na to wiele czdmnikdéw, przede wszystkim szerokie stosowanie ana-
lizy restrykcyjnej i klonowania DNA (1). Przed wprowadzeniem badarh mole-
kularnych diagnostyka genetycznie uwarunkowanych choréb metabolicznych
polegata gtéwnie na oznaczaniu biochemicznych defektéw stanowigcych pod-
toze danej choroby. Diagnostyka prenatalna byta mozliwa jed}mie w przypad-
kach ekspresji patologicznego genu w fibroblastach ptodowych. Umozliwiato
to rozpoznanie zaledwie 2% ogo6lnej liczby choréb dziedziczonych wg praw
Mendla.

Pionierskimi pracami w badaniach molekularnego podtoza choréb genety-
cznych byly prace z zakresu hemoglobinopatii (2). Wkroétce okazato sie, ze
badania molekularne majg ogromne znaczenie dla catej genetyki cztowieka,
zwlaszcza dla diagnostyki prenatalnej choréb nie poddajacych sie leczeniu.
Zaczeto wykorzystywaé sondy molekularne. Terminem tym okresla sie takie
fragmenty DNA, ktére mogg by¢ zastosowane do wykrycia prawidtowych i zde-
fektowanych genéw. Moga to by¢ naturalne geny zawierajace oprocz sekwencji
kodujacych takze sekwencje flankujace i wtrgcone (introny). Innym rodzajem
sond molekularnych sg syntetyczne geny zawierajgce wylacznie sekwencje
kodujace. Ich naturalnymi odpowiednikami sg sondy cDNA syntetyzowane za
pomocg odwrotnej transkiyptazy na matrycy mRNA. Pewnym ograniczeniem
w stosowaniu sond cDNA byto ich skomplikowane przygotowanie, ktére obej-
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mowato immunoprec}itacje polisoméw syntetyzujacych okreslone biatko, izo-
lacje polisomalnego mRNA oraz synteze cDNA. Obecnie dla gendéw, dla ktérych
poznano chociazby czeSciowo strukture bardzo dogodnym podejsciem badaw-
czym jest uzyskiwanie cDNA drogg odwrotnej transkrypcji potaczonej z re-
akcja tancuchowg potimerazy (PCR) (3,4).

Sondami motekutaruymi moga by¢ réwniez syntetyczne odcinki DNA (naj-
czeSciej 19-nukleotydowe oligomery) stuzace do wykrywania pojedynczych
substytucji nukleotydowych w badanych sekwencjach (5). Zalecane jest sto-
sowanie dwdéch sond rozpoznajacych prawidtowe sekwencje DNA tub sekwen-
cje zawierajace mutacje punktowe. Okazalo sie, ze bezposrednie stosowanie
takich sond molekularnych w badaniach genomowego DNA jest zbyt mato
czute dla wykrywania mutacji. Dlatego technika ta znalazta szersze zastoso-
wanie dopiero po potgczeniu jej z PCR. Obecnie pod nazwg ASO (ang. allele
specific oligonucleotide) stosowana jest w przypadkach, gdzie wystepuje wiele
potimorficznych alleli danego genu. Inny rodzaj sond molekularuych stanowig
sondy genomowe, tzn. odcinki chromosomu, ktére stosuje sie wowczas, gdy
molekularne podtoze choroby nie jest znane, natomiast znany jest region
chromosomu, w ktérym tub, w ktorego poblizu wystepujg mutacje (6).

Do przeprowadzenia badan diagnostycznych z jedng z wymienionych sond
konieczne jest wykonanie analizy technikg blottingu wg Southema. Genomo-
wy DNA, najczesciej 5-10 pg trawiony jest okreslonym enzymem restrykcyj-
nym, a nastepnie rozdzielany elektroforetycznie w zelu agarozowym i przeno-
szony na filtr nitrocelulozowy. Unieruchomiony na filtrze DNA jest poddawany
hybrydyzacji z radioaktywna sondg znakowang 32-P NTP(a) przy udziale po-
limerazy DNA lub znakowanag 32-P dNTP(y) przy udziale kinazy polinukieo-
tydowej T4. W przypadku sond krétkich zalecane jest znakowanie jednego
lub obydwu koricow sondy, natomiast w przypadku sond diuzszych najwy-
dajniejsza metodag znakowania jest metoda typu multiprime. Odcinki, ktore
ulegty hybrydyzacji uwidocznia sie metodg autoradiografii.

Coraz czesciej znakowanie sond molekularnych 32-P dNTP zastepowane
jest znakowaniem nukleotydami zawierajagcymi Ugandy, ktére na etapie detek-
cji rozpoznawane sg swoistymi przeciwciatami. W naszej opinii najwieksze
zastosowanie znajdujg sondy biotynylowane, w ktérych wykrycie ligandu prze-
biega z zastosowaniem reakcji immunochemicznych i kolorymetrii, jak row-
niez sondy, dla ktérych koricowym etapem detekcji jest chemiluminescencja.
W ostatnim czasie najwiekszy postep nastgpit w detekcji metodg chemi-
luminescencyjna, ktorej czuto$¢ dla wielu sond osiggneta juz czuto$¢ uzyski-
wang dla sond radioaktywnych, tzn. ilo§¢ genomowego DNA nie przekracza
kilku pg.

Przetom w diagnostyce motekutamej nastgpit po opublikowaniu doniesien
0 reakcji fancuchowej potimerazy, umozliwiajacej uzyskiwanie milionéw kopii
specyficznego fragmentu DNA poprzez jego enzymatyczng amplifikacje. Od
czasu opublikowania pionierskiej pracy Saiki i wsp. (3) o amplifikacji in vitro
1 analizie genomowych sekwencji (i-globiny, diagnostyka molekularna rozwija
sie bardzo dynamicznie. Technika PCR dokonata wrecz przetomu w diagno-
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styce klinicznej, dlatego ze nie wymaga stosowania radioakt3rwnyeh izotopéw,
a ilos¢ uzyskiwanego DNA jest wystarczajgca do bezposredniej obserwacji
i oceny podczas rozdziatdw elektroforetycznych. W celach diagnostycznych
wykonuje sie przeeietnie 35 cykli PCR. Autorzy niniejszej pracy w tym samym
okresie przeprowadzili amplifikacje in vitro genu insuliny czlowieka (7). Po-
czatkowo stosowano termolabilng polimeraze Klenowa, co wymagato dodawa-
nia Swiezego enzymu kazdorazowo po denaturacji. Czesto w reakcji powsta-
waly niespecyficzne produkty, gdyz temperatura syntezy ograniezona byta do
37°C i dochodzito do niespecyficznego wigzania primeréw (8). Wprowadzenie
termostabilnej polimerazy z bakterii Thermus aquaticus (polimeraza Taq) (9)
w znaczacy sposob uproscito reakcje amplifikacji, obnizyto jej koszty oraz
przyczynito sie do szybkiego zastosowania tej reakcji w biologii i medycynie.
Obecnie na rynku dostepna jest liezna grupa termofilnych polimeraz, nie
zmieniajacych swej aktywnosei w podwyzszonych temperaturach (10). Poja-
wity sie tez termobloki do automatycznego przeprowadzenia reakcji.

Najprostszym zastosowaniem reakcji PCR w diagnostyce medycznej jest
wykazanie obecnosci lub nieobecnosci specyficznego fragmentu DNA. Niezwy-
kle duza czuto$¢ metody powoduje, ze w warunkach suboptymalnych moze
dojs¢ do amptifikacji niespecyficznego fragmentu. Dla uzyskania witasciwego
produktu konieczna jest réwniez $cisle okreslona ilo$¢ poszezegdélnych sub-
stratéw oraz doswiadczalnie ustalone warunki reakcji. Nalezy réwniez pamie-
ta¢ o wiekszej w poréwnaniu z enzymem Klenowa mozliwosci pojawienia sie
btedu replikacji przy zastosowaniu polimerazy Taq (11), dlatego nie mozna
dla celéw diagnostyeznych stosowac zbyt matej itoSci wyjseiowego DNA (12),
chociaz mozliwa jest amplifikacja DNA pojedynczej komérki (13).

Wykazanie obecnosci lub braku produktu PCR znalazto zastosowanie
w wykrywaniu delecji powodujgcyeh wystepowanie chordb dziedzicznych
u hemizygotycznych pacjentéw, np. z dystrofig miesniowg Duchenne'a tub
Beckera (14,15), w lieznych testaeh na obecno$¢ wirusa HfV (16), Hepatitis B,
Papillomavirus, Legionella pneumophila i Trypanosoma cruzi (17). Przy wykry-
waniu nosicielstwa ehordb genetyeznych wytania sie problem pomiaru ilosci
zamplifikowanego DNA. Opisano szereg podejs¢ badawezych, jednak nie wy-
daje sie by znalazly one zastosowanie w rutynowyeh badaniaeh diagnostyez-
nyeh (18,19,20).

Doskonatym przyktadem postepu jaki nastgpit w bezposredniej diagnostyce
DNA za pomocg PCR jest jedna z najczestszych chordb genetycznych —
mukowiscydoza. Stosujac metode PCR, Witliams i wsp. juz w 1988 r. prze-
prowadzili petng diagnostyke tej choroby w ciggu jednego dnia (21). Szybkie
zgromadzenie danych z réznych krajow, o typach i czestoSci mutacji genu
CFTR (genu odpowiedziatnego za wystepowanie mukowiscydozy), wkrétee po
sklonowaniu genu (22), byloby niemoztiwe bez techniki PCR. Obecnie kilkoma
reakcjami PCR mozna wykry¢ zdecydowang wiekszoS¢ mutacji punktowych.

Identyfikacja nie znanych jeszcze mutacji, prowadzacych do stanéw cho-
robowych moze by¢ znaeznie uproszczona przez zastapienie uzywanego do
analizy genomowego DNA przez mRNA. Ukazaly sie juz doniesienia o wykry-
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waniu delecji i ustalaniu nosicielstwa dystrofii miesniowej Duchenne’a po-
przez analizeé mRNA limfocytow krwi obwodowej, z wykorzystaniem zjawiska
nieuprawnionej transkrypcji (ang. illegitimate transcnhption) wykazanej po raz
pierwszy przez Chelly’ego i wsp. (18). Stosujac jako materiat wyjsciowy cal-
kowity RNA limfocytow przeprowadzono synteze cDNA stosujgc primeiy spe-
cyficzne dla genu DMD, a nastepnie dwie reakcje PCR z wewnetrznymi pri-
merami (ang. nested PCR). Ukazato sie juz kilka doniesien o zastosowaniu
tej metody nie tylko do analizy patologicznych transkiyptéw, lecz réwniez do
ustalania nosicielstwa dystrofii (23,24,25,26). Szczeg6lnie cenne jest bezpo-
Srednie ustalanie nosicielstwa, gdyz préby ustalenia nosicielstwa metodg hy-
brydyzacji z sondami cDNA, metodg PCR lub poprzez analize sprzezen nie
dajg infor*matywnych wynikéw u wielu rodzin z ryzykiem DMD. Wykorzystanie
fatwo dostepnych limfocytow z krwi obwodowej jako Zrddia rzadkich trans-
kryptdéw przedstawiono w pracy, w ktdrej transkrypty specyficzne dla sper-
matogenezy u cztowieka wykryto w limfocytach nie tylko mezczyzn, ale i kobiet
(27). Bezposrednia analiza tramskryptéw metodg PCR przyczynita sie réwniez
do wykrycia alternatywnego splicingu genu CFTR (28,29).

Diagnostyka molekularna z zastosowaniem PCR moze by¢ réwniez wyko-
rzystana do wykrywania translokacji specyficznych dla nowotworéw w mRNA
lub genomowym DNA. Najwczes$niej zastosowano PCR w diagnostyce biataczek
limfoblastycznych. Markerem cytogenetycznym tych biataczek jest wystepo-
wanie chromosomu Philadelphia, natomiast na poziomie molekularnym do-
chodzi do fuzji genu BCR na chromosomie 22 z genem ABL na chromosomie
9 i powstawania chimerycznej formy mRNA i biatka. Znaczenie tych badan
wzrosto jeszcze bardziej po wykryciu mRNA BCR-ABL u pacjentéw, ktorych
kariotyp nie wykazywat obecnosci chromosomu Philadelphia (30,31,32).

Metody molekularne stosowane sg coraz czesciej do wykrywania mRNA
specyficznych dla nowotwordw, a takze oceny ich ekspresji i rearanzacji. Ol-
brzymie znaczenie PCR dla oceny leczenia pacjentow wykazano ostatnio w ba-
daniach mutacji genu supresorowego p53 w nowotworach pecherza i drog
moczowych (33) oraz raka sutka. Opisano takze szereg mutacji punktowych
powodujacych alternatywny splicing tego genu w nowotworach pluc (34)
i szyjki macicy (35).

Polimorfizm DNA wykrywany poprzez PCR zastosowano do ustalania no-
sicielstwa zmutowanego genu w rodzinach z ryzykiem wystgpienia najcze-
stszych chordb genetycznych — mukowiscydozy i dystrofii miesniowej.
W przypadku dystrofii mieSniowej wykorzystano naturalny polimorfizm regio-
nu pERT genu DMD, oceniany poprzez trawienie uzyskanych produktéw PCR
endonukleazami Xmn 1, Barn HI i Taq ! (36). Na potrzeby diagnostyki klini-
cznej opracowano wariant PCR umozliwiajacy jednoczesna amplifikacje kilku
fragmentéw DNA. Po raz pierwszy ten wariant PCR (multiplex) zastosowano
w badaniach najwiekszego dotad poznanego genu cztowieka (gen DMD). Au-
torzy niniejszego opracowania metodg PCR-multiplex analizujg 20 regiondw
genu DMD — region promotora i eksony 3, 4, 6, 8, 12, 13, 17, 19, 43, 44,
45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52 i 60, wykonujac 6 reakcji typu multiplex (37).
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Diagnostyka molekularna znajduje szerokie zastosowanie w medycynie sg-
dowej i kiyminalistyce (38,39), zastepujgc badania serologiczne. Umozliwia
ustalanie ojcostwa i identyfikacje $ladéw biologicznych. W tym celu przepro-
wadza sie amplifikacje regionow DNA charakteryzujacych sie w populacji zna-
cznym polimorfizmem (40). Opisano juz kilka regionéw wykazujacych poli-
morfizm dtugosci wynikajacy z zawartosci réznej liczby krétkich, tandemo-
wych powt6rzen (ang. variable number tandem repeats, VNTRA. Znajac czestos¢
wystepowania alleli w populacji mozna obliczy¢ prawdopodobienstwo pokre-
wienstwa, co w zasadniczy sposob rdzni te technike od analizy typu multi-
locus, skladajacej sie na tzw. DNA fingerprinting. Doktadno$¢ oznaczen po-
przez analize VNTR zblizona jest do 100%. Olbrzymie znaczenie ma réwniez
mozliwo$¢ wykonania analizy na materiale czeSciowo zdegradowanym lub do-
stepnym jedynie w $ladowych ilosciach.

W najblizszej przysztosci nalezy oczekiwa¢ dalszego rozwoju diagnostyki
molekularnej i jej bezposredniego zastosowania w wyjasnianiu molekularnego
podioza choréb cziowieka. Wprawdzie badania te zostaly zapoczatkowane
i rozwiniete gltdbwnie w badaniach chorob genetycznych cziowieka, jednak
w ostatnim czasie w)o'aznie wida¢ zastosowanie tych badan w wyjasnianiu
etiopatotogii innych choréb. Przede wszystkim ogromny postep nalezy odno-
towa¢ w wykrywaniu patogenéw — wiruséw, bakterii, pasozytéw i grzybow.
Uzyskane wyniki umozliwiajg identyfikacje typu patogenu co pozostaje w bez-
pos$rednim zwictzku z terapia.

W przypadku zakazen wirusowych diagnostyka molekularna umozliwia wy-
krycie zaledwie kilku czastek wirusa w materiale od oséb seronegatywnych.
Jest to szczegOlnie wazne w zapaleniu watroby wywotanej wirusem Hepati-
tis B, gdyz okoto 10% nosicieli wirusa nie wykazuje obecnosci przeciwciat
w testach immunochemicznych. Réwniez inne choroby rozpowszechnione w
populacji cztowieka sg coraz czesciej diagnozowane poprzez badania moteku-
tame. Duze znaczenie przywigzuje sie do badan zaniku heterozygotycznosci
w procesie nowotworzenia oraz identyfikacji genotypow chorych, u ktérych
wystgpit zawat serca.
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Application of molecular biology techniques in diagnosis
of human genetic diseases

Summary

Following the initial reports of the cloning of a DNA fragment, modem molecular genetics
found immediate practical application in molecular analysis and diagnosis of human diseases.
Genomic DNA, RNA, nucleic acids from archival specimens or cloned DNA may be starting
materials for gene analysis. In extreme cases complete analysis can be performed on the DNA
from a single cell or a few microdissected chromosome fragments, or on RNA from only few
cells. Many variations of the basic analytical procedures have now been described and applied
to a range of medical disciplines. These include, the polymerase chain reaction (PCR), which
has had a major impact on the diagnosis and screening of genetic diseases and cancer, the
rapid detection of fast or slow growing microorganisms and vimses, such as mycobacteria and
HfV, the detection of minimal residual diseases in leukaemia and in HLA typing. The analysis
of archival and forensic material has applications in forensic pathology and evolutionary biology.
PCR technique has also established a central role in the human genome project.
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