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Analizy molekularne DNA i RNA w wy-
Krywaniu dziedzicznych predyspozycji do
nowotworow

W ostatnich latach zidentyfikowano szereg gendwryah mutacje odpowiedzialng ga wy-
soky dziedziczi predyspozye do nowotworow (1).

U nosicieli mutacji tych gendéw ryzyko zachorowani chorok nowotworows moze wynost
nawet 90%. Wybrane geny zwane z predyspozycdo nowotworéw dziedzicznych i najgziej ba-
dane w praktyce lekarskiej zestawiono w tabeli 1.

Tab.1. Geny, ktérych mutacje predyspoagjo nowotworéw dziedzicznych. Zestawienie obejnggay najczsciej badane
w naszym laboratorium.

GEN Predyspozycja PENETRACJA¥ LICZBA EKSONOW
lokalizacja do nowotworow DEUGOSC BIALKA

Rbyy siatkdwczak ok. 90% 27 eksondow

13ql4

BRCAT3, sutek 24 eksony, 2 transkrypty

17q21 jajnik réznigee si¢ pierwszym eksonem
BRCA2 prostata ok. 80% 1 863 aminokwasy

13q jelito grube 27 eksonow

3 418 aminokwasow

VHL naczyniaki mézdzku, ok. 80% 3 eksony
3p25-26 siatkowki, raki nerki, 213 aminokwasow
guzy nadnercza

MSH25, rak jelita grubego, ok. 90% 16 eksondéw

2p22 raki trzonu macicy, dla mezczyzn 934 aminokwasy
MLHI zolgdka, jelita cienkiego ok. 70% 19 eksondéw
3p22-23 nerki i pecherza moczowego, dla kobiet [6] 756 aminokwasow

przewodow zélciowych,
MSH6 jajnikéw 10 eksonéw

2p 16 1 361 aminokwasdw

*prawdopodobieristwo zachorowania w ciggu zycia na nowotwdr u nosiciela mutacji




Opracowano szereg metod molekularnych, ktore pagygvah wykrywanie mutacjiMozna je
podzielc na metody:
| bezpdredniego,
[l posredniego wykrywania mutacji.

Ad. I. Bezpasrednie wykrywanie mutacji jest najbardziej swoistmetod wykrywania zaburze
w obrbie genu. Umgliwia rozpoznanie nosicielstwa mutacji niemal z@%0pewndcia.

Ad. Il. Posrednie wykrywanie mutacji jest metod o nieco mniejszej swoistoi pozwala natomiast
na potwierdzenie lub wykluczenie nosicielstwa mjitacwielu przypadkach, w ktérych nie nmaoa
wykry¢ zmian bezpg&rednio w genach.

Metody wykrywania mutacji klasyfikowane sowniez w zaleznosci od tego, czy sta do dia-
gnozowania mutacji nieznanych czy tenanych i powtarzalnych, ze wedl na zasadnicze adice
w czutasci identyfikowania i efektywngci ekonomiczne;.

Wykrywanie nieznanych mutacji

Zastosowanie technik wchagz/ch w skiad tych metod w odpowiednio dobranych padie-
dem cech rodowodowo-klinicznych przypadkach jesiraktyce lekarskiej uzasadnione mimo tego,
techniki te jak dotychczag gtozone, pracochtonne i kosztowne.

I. Techniki bezpasredniego wykrywania nosicielstwa mutacji
1. Analizy DNA

Zasadnicze rodzaje analiz:
la /izolacja DNA
1b / amplifikacja fragmentow genow, z reguty sekwelkojdupcych
1c / wsigpne wykrywanie zaburaew produktach amplifikacji technikami przesiewowymi
1d / sekwencjonowanie
le / metoda Southerna
1f / zalezna od ligacji multitpleksowa amplifikacja sond

Ad. la Materiat do izolacji DNA stanowina ogot komorki tatwo dogbne, takie jak leukocyty
z krwi obwodowej lub rzadziej bioptaty innych tk&n&V trakcie analiz wykrywana jest mutacja kon-
stytucyjna, a wic obecna we wszystkich komorkach pacjenta. Mateltabadania najlepiej polira
bezpdrednio przed izolagj ale dobre wyniki uzyskujegrowniez po kilkudniowym przechowywaniu
krwi w temperaturze pokojowej lub nawet przez kilsaw temperaturze pargj zera. Jeeli nie dys-
ponujemy tkankamgwiezymi to izolacg DNA mozna wykon& z tkanek utrwalonych w formalinie
I zatopionych w bloczkach parafinowych, chaciezyskanie jednoznacznych wynikow z takiego mate-
riatu jest trudne, niekiedy wez niemaliwe. Izolowanie DNA polega na usggiu biatek z lizatu ko-
moérkowego. Zwykle uzyskuje sto poprzez trawienie proteinaK i ekstrakcji w mieszaninie fenolu

i chloroformu. Z odbiatczonych w ten sposob prékelasy nukleinowe wytica s¢ alkoholami: ety-
lowym lub izopropylowym.

Ad. 1b. W tej analizie powielaneasragmenty badanego DNA za pomaeakcji taicuchowej polime-
ryzacji (PCR) W skifad mieszaniny reakcyjnej wchadmatryca DNA (zwykle genomowi DNA), po-
limeraza DNA, para specyficznych starterQprimers”), trojfosforany deoksyrybonukleotydéw oraz
bufor reakcyjny. Mieszanina ta poddawana jest vejsym termostacie cyklicznym zmianom tempe-
ratury. Kazdy cykl sklada si z trzech etapdw: denaturacji, prayzania starterow i syntezy. Po 22 cy-
klach, przy 100% wydajrsai, liczba kopii powielanego fragmentu zksza s¢ milion razy.



Ad. 1c. Niegdy populara technilka wstepnego wykrywania zaburgev produktach amplifikacji byto

badanie zmian konformacji jednoniciowego DNA
phism)(7).

-SS@gle stranded conformational polymor-

Inne techniki tego rodzaju to analiza heterodkgidey — HET (heteroduplex analysig)8),

chemiczne rozszczepianie niesparoweeterodupleks

ow - CM(chemical mismatch cleavagé€9)

DHPLC (Denaturing High-performance Liquid Chromatograph§10) i elektroforeza naelach z gra-
dientem czynnika denatuagego -DGGHdenaturing gradient gel electrophores(4)L).

SSCP- badanie zmian konformacji jednoniciowego DNA
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chliwos¢ elekroforetycza (ryc. 1 i 2). W ostatnich la-
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sekwencjonowania, analizy heterodupleksow oraz atmrago rozszczepiania niesparoweseterodu-
pleksow. Niedogodrii SSCP to przede wszystkim koniecgh@nalizowania produktéw PCR nie
dtuzszych nk 200-300 pz (par zasad), bowiem przygkgzej dtugéci produktéw spada znagzo czu-
tos¢ wykrywania mutacji. Dlatego by océnsekwena} kodupca duzych gendw trzeba wykokaviele
reakcji PCR. Wielu autoréw podita, ze czutéé SSCP w wykrywaniu mutacji nie przekracza 80%

(12).
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Rare. 3. Powstande heterodupleksdw

HET - analiza heterodupleksow

HET podobnie jak SSCP jest techmikvzglednie
prost. Jezeli sekwencje niezmienione (typu dzikie-
go) oraz sekwencje z mutacg obecne w reakcji
PCR (jako matryce) to produktami tej reakcji s
cztery r@ne dwuniciowe fragmenty DNA (ryc.3).
Dwa z nich to homodupleksy, czyli struktury dwuni-
ciowe w petni komplementarne. Dwa inne to hete-
rodupleksy zawierage miejsca niesparowar(eni-
smatch) Heterodupleksy ze zmiarco najmniej jed-
nej zasady magwykazywa inna w poréwnaniu do
homoduplekséw ruchlingg podczas elektroforezy
na zwyktym poliakrylamidowynvelu. Czutd¢ tej
analizy w wykrywaniu mutacji nie jest dobrze
znana. Szacuje i ze w niektérych ukladach
dodwiadczalnych mge wynos¢ nawet 90% (8).
Wedtug niektorych autorow stogoj HET mana
wykrywa¢ niekiedy zaburzenia gendw, ktore nig s
wykrywane przez SSCP. Ponieiveeakcje PCR do
HET i SSCP s takie same, a #hica w wykonaniu
doswiadczéh pomidzy technikami sprowadza ¢si
jedynie do ranej obrobki produktéw amplifikaciji,
wielu autorow proponuje stosowanie w zégm
przypadku zaréwno HET jak i SSCP celem
zwigkszenia  czuléci  wykrywania  mutacji
stosunkowo niewielkim kosztem (13).



CMC - chemiczne rozszczepianie niesparowicheterodupleksow
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Fye. 4. Zasada CWVIC

Zamiana nukleotydow w wyniku mutacji prowadzi daydgeze heterodupleksy powsiap
w wyniku reakcji PCR maj miejsca niesparowania, w ktorych ztamana jestteege w strukturze
dwuniciowego DNA naprzeciwko C znajduje €6 i tworzy potréjne wjzanie wodorowe, a komple-
mentarnie do A znajdujeesiT tworzac podwdjne wizanie wodorowe. Niesparowane w heteroduplek-
sach zasady C i T ulegaghemicznej modyfikacji, odpowiednio z hydroksylaami czterotlenkiem
osmu. Miejsca wizania tych substancjh<icte z uyciem piperydny. Pogte fragmenty DNA g roz-
dzielane elektroforetycznie (ryc.4). Zalehetody jest niezwykle wysoka cz&tobliska 100%, a tate
mozliwo$¢ wykrywania mutacji w odcinkach DNA diugo 1-2 kpz (tys¢cy par zasad) (12). Gtown



wad techniki jest toksyczrig chemikaliow, jak i wgksza zi@onas¢ procedury w porownaniu z SSCP
czy HET.

DHPLC - wysokosprawna denaturugca chromatografia cieczowa

Najlepsa i coraz cgsciej wywam technilky wskpnego wykrywania zmian jest DHPLC (10, 14, 15,
16, 17). Jest to odmiana HET wykorzystg wysolg rozdzielczé¢ nowoczesnych wypetniekolumn
chromatograficznych. Rozdziat analizowanych fragidenDNA przeprowadzany jest w gradiencie
czynnika denaturggego. W warunkach subdenaturacyjnych heteroduple&azup mniejsze powi-
nowactwo nt homodupleksy do zi@a kolumny i tatwiej ulegaj wymyciu. Caté¢ rozdzialu monito-
rowana jest przez miernik absorbancji mierzoney 280nm. Profil elucji (ryc. 5) jest charaktery-
styczny i powtarzalny dla danej zmiany i pozwalaodai@nienie nowych zmian od wcagej wykry-
tych mutacji adz polimorfizméw.

Z danych literaturowych (18) i baglavtasnych (19) wynikaze DHPLC hczy zalety dotychczas sto-
sowanych metod. Czudé metody siga 100% (10, 16, 17) przy stosunkowo niskich kasrtkoszt
odczynnikow najwyej 20 ztotych na prékfi jest szybka, a przy zastosowaniu ,autosampleoaiva-
la wykona analiz 200 probek na dab
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Ryc. 5. Profil elucji DHPLC charakterystyczny (c&ena przerywana linia) dla mutacji A na G w eksob® geniMLH1

DGGE - elektroforeza nazelach z gradientem czynnika denaturujcego
W trakcie elektroforezy dwuniciowego DNA #elu o wzrastaicym stzeniu zwhzku denaturujcego
(formamid, mocznik) niektore fragmenty DNA ulegapzdzieleniu na pojedyncze nici (denaturacja)
przy nizszym, a inne fragmenty przy wgzym s¢zeniu formamidu.

W momencie rozégia sk na pojedyncze nici ich przemieszczanieelu zostaje gwattownie
przyhamowane. Moment denaturacji DNA zgled jego budowy (skladu zasad i dhigp. Fragmen-
ty zawierajice mutacje ,zatrzymuajsic” w zelu na ogét przy innym &teniu czynnika denaturagego
aneeli prawidtowe. Technikte cechuje bardzo wysoka, ponad 90% cgtieykrywania mutacji (20).
Do wad naley potrzeba elekroforezy w specjalnym aparacie &madeczné¢ syntetyzowania dodat-
kowych starteréw bogatych w sekwencje G&EZ(clamp, co zwkksza znacznie koszty testow.



Ad. 1d. Sewencjonowanie jest najbardziej cztdchnily wykrywania zmian w materiale genetycznym
umazliwiajaca jednoczénie ich pela charakterystyk W ostatnich latach znaczny
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ERye. 6. Obraz zelu selovencyinego - wynik rozdzishy asymetryeznegzo POR (nuldeotyd adenddynowy wyznakowany
fluorochromem zielonym, tyrddynowy 20ltym, guanidynowy rdebieslim, cytyoynowy CIerw onyi)

postp w technologii sekwencjonowania gginicto poprzez wprowadzenie automatycznych aparatow

do sekwencjonowania, ktérych funkcjonowanie opgest o fluorescengjwzbudzan laserem. Kady

z nukleotydéw (A, C, G, T) me by wyznakowany innym fluorochromem (ryc. 6). Najbaejizlo-

godmy techniky jest sekwencjonowanie metod cykliczng (21). W trakcie badania oceniang se-

kwencje produktéw PCR obu nici DNA. Rzeczywista ana w odrénieniu od artefaktow wykrywana

jest w obu niciach (ryc. 7). Procedura sekwencjante sktada siz kilku etapow:

1. preparatywnego PCR - polegeggo na namrmeniu wybranego fragmentu genu przyyciu pary
specyficznych starterow;

2. asymetrycznego PCR - dlazkej probki amplifikacja osobno z kdym ze starterow z zastosowa-
niem dideoksynukleotydow znakowanych barwnikamofescencyjnymi;

3. elekroforezy na denaturgym zelu poliakrylamidowym z rownoczesmletekcy i rejestracj prze-
ptywajacych produktow;

4. analizy otrzymanych wynikdéw przyzyciu pakietu programéw komputerowych.



120 130
GTAAAGAATGCNCTATGTTCTAT T C sekwencja badana
GTAAAGAATGC CTATGTTCTATT A ecinsdskiec
GTAAAGAATGCGCTATGTTCTATT C sekwenja wzorcowa
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R, 7. Wstepna analiza = wykayts mmiang w obrebie eksonng 12 genu MLH]

Podczas asymetrycznego PCR povastegzystkie maliwe, rézniace sé diugascia oligonukle-
otydy komplementarne do matrycy i zawiatg na 3'-kaécu fluorochrom (,zaznaczone kolorem”).
Zostap one rozdzielone podczas elektroforezy od najke@fszoo najdhsszy, a kolejné kolorowych
nukleotydéw odczytana jako sekwencja komplementalmamatrycy. Stwierdzana sekwencja DNA
jest pé&niej poréwnywana z sekwencprawidtows z dosg¢pnych baz danych takich jak GenBank i
EMBL. Przez poréwnanie z sekwencjami prawidtowyrireslany jest doktadnie charakter zmiany
(ryc. 71 8).

Obecnie czotowe firmy ofergjsekwenatory umdiwiajace jednoczesne sekwencjonowanie 96
probek w oparciu o elektroforekapilarra produktow otrzymanych metaaykliczra z uzyciem dide-
oksynukleotydéw znakowanych barwnikami fluorescgmayi. Postp w tej dziedzinie polegat
w ostatnich latach , nie tylko na zkszeniu liczby jednocZeie analizowanych prébek, ale na opra-
cowaniu nowychzeli (umazliwiajacych wielokrotny rozdziat na tym samym wypetnietkapilary)

i ,chemii” (mieszaniny ztaonej z buforéw; substratow, polimerazy i tak zwelmylepszaczy) unie
liwiajacych analiz sekwencji jednego fragmentu dhdgoprawie 1000 zasad.



mapa restrykeyina i kodowana sekwencja aminokwasow przes fmgment niczmicnionezo cksonu 18 MLH |
AAMAGAATGC ATGT
Bca | 1 |
BsaM | 1
Cfo | 1
Hha | 1
HinP1 | 1 I
Uba1382 | 1 I
mapa resirykeyna i sekwencia ammokwasow kodowana prece smutowany Iragment eksonu 18 MLHI
AAMAAGAATGC ATG TGC ATG
BsaM | 1
CviR | 1 I ACG TAC
Uba1382 |
t I Cys Met

R;j.rc. 3 Eﬂﬁ;an;r tapy te StI}?ij.f]ﬂE] i sn.a.lﬁvencji aminolkwasow w biatky sp owodowane mutacrjﬂ w eksonie 18 .genu
MLHIL. Mutacja prowadzi do utraty miejse restrykeyjngrch dla Beal, Cfo [ Hha [ HinP T oraz pojawienda sig miejsca
restivkeyinego dla Cvi R, co tatwo mozna wykorzystad do jef wykeywatda

Oferowane gtez nowe aparat$sSFLX machine 200@parte o rbwnoczesne sekwencjonowanie
W czasie rzeczywistym przez syngemwnoczesa bardzo wielu stosunkowo krotkich fragmentéw
DNA (okoto 200 zasad), wykorzystupirosekwencjonowanie z detekduminescencji powstagej
z rozkladu ATP. Aparaty te pozwadapa analiz 100 min zasad jednego dnRirosekwencjonowanie
(22) jako matrye wykorzystuje jednoniciowy fragment DNA, na ktoryplzeprowadzana jest synteza
nici komplementarnej poprzez dodawanie kolejnorerde réGnych trifosforanéw deoksynukleotydow
(dNTP). Przydczeniu kadej zasady towarzyszy uwalnianie pirofosforanupktostaje przeksztatco-
ny w ATP przy udziale sulfurylazy i obecnego w nzsinie adenozyno-5fosfosiarczanu. Powstaty
ATP wykorzystywany jest przez lucyfekado przeksztatcenia lucyferyny w oksylucyfegyhV reakcji
tej powstajeswiatto w ilosci odpowiadajcej wyprodukowanemu we wcgeejszym etapie pirofosfo-
ranowi. Swiatto to jest rejestrowane przez kam€@CD i przeksztatcane do postaci piku na wykresie.
Ten sam schemat reakcji przeprowadzany jest réwdiae kolejno dodawanych zdych dNTP6w. Je-
zeli dodawany nukleotyd nie jest komplementarny datrgty nie naspuje whczenie go do nowo
syntetyzowanej nici i nie powstaje pirofosforanlkbyobecnéé¢ sygnatuswietinego stanowi postaw
do zapisu w sekwencji kolejnego dodawanego nukézoty

Mutacje w DNA obejmujce miejsca przyczania starterow lub inne odcinki poza regionampldim
kowanymi nie § wykrywane za pomactestow DNA opartych o analizy oméwione pawsy Czs¢
takich zmian to die przemieszczenia.

Ad. le. Jedn z technik, kiedy powszechnie zywam do wykrywanie daych przemieszcze
opart 0 hybrydyzagj jest opisana po raz pierwszy przez E.M. Southerd®75 i odid zwana meto-
da Southerna Gouthern blotingWV tej metodzie genomowe DNA poddaje s8iawieniu enzymami re-
strykcyjnymi by nasgpnie powstate fragmenty, rozdziefprzy pomocy elektroforezy neelu agarozo-
wym. W celu uzyskania formy jednoniciowej poddaieje denaturacji i przenosi na filtr nitrocelulo-



zowy mdz nylonowy. Zwizany z filtrem jednoniciowy DNA hybrydyzuje z DNAy&nakowanym

I komplementarnym do analizowanego fragmentu (spridawersji z tyciem izotopow obraz pg-
kow wywotuje s¢ metody autoradiografii, przyktadag btory fotograficzra do filtra w celu zidentyfi-
kowania pozycji pgzkdw zagtych przez songd(ryc. 9). Due delecje (wypadrcia fragmentu genu),
insercje (wstawienia) oraz inwersje (odwrOceniajizbtranslokacje (przeniesienia) zwykle zmieaiaj
pozycje i intensywn@& prazkow (bo zmieniagj sie odlegtégci pomigdzy miejscami restrykcyjnymi,
a wigc i dilugasci analizowanych fragmentow). Metoda Southerna geaso- i pracochtonna oraz wy-
maga duaych ilosci dobrej jakéci DNA (dlugoczsteczkowego DNA). Doniesienia literaturowe wska-
Zuja ,ze ,Southern” mae by zasgpiony nows technilky opart o multipleks PCR z fluorescencyjnymi
primerami (23).

Zel zawierajgey rozdeiclone
po elekirolorczie fragmenty DNA
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Technika ta polega na rownoczesnej amplifikacfidiowej wielu fragmentéw genu badanego i jedne-
go fragmentu genu odniesienia. Na podstawie znt@suskow ilgciowych poszczegolinych fragmen-
tbw mazna wnioskowa o delecjach 4dz duplikacjach odpowiednich odcinkédw gendéw. Nasze do
Swiadczenia wskazuj ze ilosciowe zmiany cgsto maj w tej technice charakter artefaktéw, wynikaj
np. z r&nego stopnia degradacji prébek DNA.

By, 9 Zasada metody Southerna

Ad. 1f. Zalezna od ligacji multitpleksowa amplifikacja sond

Metodh godry polecenia, ktéra niemal catkowicie zgsta meto@d Southerna. w wykrywania re-
ararracji w genach odpowiedzialnych za dziedziczne ppdyycje do nowotwordow jestalezna od
ligacji multitpleksowa amplifikacja sond (MLPA - multiplex ligation-dependent probe amplifica-
tion) (24). Technika ta w oparciu o reaktigacji specyficznych sond i reakcamplifikacji pozwala na
ocere liczby kopii eksondéw. Na jej podstawie vma wnioskowé o delecjach #dz duplikacjach frag-
mentéw lub catych gendw (geny odniesienia jako kalaj. W technice tej stosujegsiviele par sond.
Sondy zawieraj oprocz sekwencji docelowych komplementarnych dewseacji eksonowych (se-
kwencje ulegajce hybrydyzaciji), sekwencje starterowe, a jednazzld§ pary dodatkowo unikataw
sekwengt wstawki (Ryc. 10)



Syntetyczny oligonukleotyd M13-pochodny oligonukleotyd
50-60 bp 60-450 bp

Sekwencja primerowa X

Sekwencja primerowa Y

\ Wstawka unikatowa

(rozna w kazdej sondzie)

Sekwencja ulegajaca hy- Sekwencja ulegajaca
brydyzaciji hybrydyzaciji

Ryc. 10. Budowa sond w MLPA

Sekwencje hybrydyzage kadej pary sond analizowanego rejonu geawslserowane kom-
plementarnie dossiadupcych ze sobp fragmentow DNA. analizowanego regionu genu i (wtetb-
ze zachod4i ligacja przy w petni komplementarnej hybrydyza¢iRyc. 11)

X
Y / Y
SN S S—
3’ cel A 5 3 cel B 5

Ryc. 11. Hybrydyzacja i ligacja sond

Po przyhczeniu sond do matrycy nagtije ich ligacja, a naghnie denaturacja. Oddysocjowany
zligowany fragment DNA (z kalej pary jeden) zawiergy sekwengj obu starteréw zostaje podda-
ny amplifikacji podczas reakcji PCR. Obeéaadznej diugsci wstawek pozwala na rozndienie
produktow skierowanych nande cele, a il& produktu jest proporcjonalna do dth sekwencji ma-
trycowej. Kady pik odpowiada produktowi amplifikacji zligowgngpecyficznej pary sond (Ryc.
12).
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Ryc. 12. Wynik elektroforezy préby kontrolnej

Rd&znice wzgkdne w wysokéci badz powierzchni piku wskazajna zmiany iléciowe (ladz czasami
jakosciowe) docelowej sekwencji sondy

__ELIIHHHHH“'”""III\I\I\I

A

Ryc. 13. Wynik elektroforezy préby badanej wskazyjna delegj eksonu 13

Zalet tej techniki jest niewielka iké DNA wymagana do przeprowadzenia analizy izlino
wos¢ zastosowania nawet zdegradowanego materiatu geametyo. Najwazniejszymi zaletami metody
Sa prostota wykonania, niska cena i mate wymagamajailasci (20ng genomowego DNA) i jakoi
DNA. Oferowane gotowe zestawy sond dotycajwaniejszych znanych genow silnie predyspanu;j
cych do nowotworow takich jaldTM, BRCA1, BRCA2, CHEK1, MLH1, MSH2, MSH6, PM$ZX; A
FANCA, FANCD2,PTCH, BMPR1A,SMAD4, TP53, CDH1, MENE], NF2, STK11, SMARCB1,
RB1,CDKN2A-CDKN2B, WT1.

2. Analizy RNA

Zalety analiz RNA wynikaj przede wszystkim z nibwosci wykrycia mutacji przy wykonaniu
mniejszej liczby reakcji (co wynika z mniejszej gédci RNA okrelonej liczla zasad w porownaniu
do DNA). Jak dotychczas gtowne wady tych technigjoiuja trudngci w uzyskiwaniu powtarzalnych
wynikow, mniejsz stabilng¢ RNA z niektérymi mutacjami oraz klopoty w interpaeji zwiazane z
wystepowaniem ranych form skltadania RNAaftenartive splicing
Etapy badania obejmuyj
2a / izolacg RNA



2b / amplifikacg czesci kodujpcych gendw
2c / wykrywanie zaburzew produktach amplifikacji

Ad.2a. Izolacja RNA

W wigkszaici pracowni RNA izolowane jest z limfocytow krwi wodowej. 1zolacg RNA
przeprowadza siw podobny sposoéb jak izolacPNA. Ze wzgkdu na wszechobeckdtermostabil-
nych RNaz w tkankach, izolacja RNA wymageakgizej starannei. Powszechnie stosowametod
izolacji jest procedura P. Chomczynskiego (25) gajga na lizie komoérek w roztworze rodanku gu-
anidyny (inhibitor RNaz) i nagpnie ekstrakcji mieszaninfenolu i chloroformu. Lekko kwéay od-
czyn fenolu sprawiaze wytraceniu oprocz biatek ulega rowai®NA, ktéry w tych warunkach jest
praktycznie nierozpuszczalny.

Ad.2b. RT/PCR - Odwrotna transkrypcja z reakcja PCR (reverse transcription PCR)

RNA mazna przepisywana cDNA (komplementarne DNA) za pomaadwrotnej transkrypta-
zy i namnay¢ przy pomocy reakcji PCR. RNA nie zawiera intronaw¢c do powielenia koduagej
czesci wybranego genu wystarcza zwykle zaledwie kil gtarteréw. Ocenigf tak otrzymane cD-
NA na zwyktychzelach agarozowych wykéymazna zaburzenia RNA polegage na delecjach lub in-
sercjach fragmentow o diugm powyzej kilkudziesgciu par zasad.

Ad.2c. Produkt reakcji RT/PCR nie by tez badany wszystkimi wczaiej omowionymi technikami
oraz przy pomocyestu syntezy biatka in vitro - IVTT (In Vitro Transcription Translation Assay)
zwanego réwnig PTT (Protein Truncation T est) (26, 27). RT-PCR jest pierwszym etapem
w PTT. W PTT jeden starter zawiera nie tylko sekeyennicjujace przepisywanie na cDNA, ale do-
datkowo sekwencje inicjage translagj tj. syntez in vitro biatka na bazie cDNA. Po rozdziale elektr
foretycznym i przeniesieniu na bigmitrocelulozow oceniana jest diugé zsyntetyzowanego biatka,
ktora jest zmieniona nie tylko wowczas, gdy welie RNA wystpuja duze delecje lub insercje, ale
rowniez w przypadkach mutacji nawet pojedynczych nukleétycprowadzcych do powstania se-
kwencji typu stop kodon (TGA, TAA lub TAG) lub muda,splicingowych”. Wad, PTT jest niemg-
nos¢ wykrycia mutacji typu zmiany sensu. Szacujg &e nawet przy wykorzystywaniu wszystkich
znanych testow czusé bezpadredniego wykrywania zmian wynosi obecnie okoto 1098, gtéwnie ze
wzgledu na nieménos¢ rozpoznania zaburaen nieznanych sekwencjach regakych funkcjonowa-
nie genow. W zwjzku z tym w badaniach rodzin z dziedzicznymi nowar&mi stosowaneagowniez
techniki pgredniego wykrywania nosicielstwa mutaciji.

[I. Techniki po sredniego wykrywania nosicielstwa mutaciji
Analiza sprzezen (Linkage analysis)

Analiza sprzzen opiera st na tym,ze markery genetyczne znajdcg st na chromosomach
blisko siebie dziedziezsie wspolnie w zalenosci od odlegtéci pomigdzy markerowymi loci - bardzo
mate jest prawdopodohistwo, ze dwa loci DNA potaone blisko siebie zostamozdzielone podczas
mejozy w trakcie ,crossing over”, natomiast lociajujace s¢ na odlegtych kacach chromosoméw
Sa w trakcie mejozy rozdzielane znacznieszej. Jeeli w wielu rodzinach z ok&ona chorola gene-
tyczm wystkpuje ten sam marker oznaczae,lokus genu odpowiedzialnego za cheromarker g
sprzzone. Prawdopodohistwo,ze oceniany marker zlokalizowany jest blisko geraudiinej choroby
okreslane jest za pomaowvartcci zwanej ,lod score” - Z. Z jest log10 prawdopodsistwa,ze marker
i choroba g sprz:zone. Jeeli Z dla sprzzenia badanego markera i choroby wynosi 2, oznam,zzet
prawdopodobigstwo przypadkowsei sprzzenia markera i genu dla choroby wynosi 2:1i) na 1 na
100. Ujemne wartei Z stwierdzanegwowczas, gdy badany marker i gen dla chorebgdslalone na
chromosomach. W opracowaniu Gelehrter i Collong (B8zna znale¢ szczegétowy opis matema-
tycznych obliczé Z. Dzigki analizie sprzzen zlokalizowano geny takie jak BRCAL1, BRCA2, MSH2,



MLH1 czy APC. Niestety petna analiza spren maze by wykorzystana jedynie w wayjkowych sy-
tuacjach, w ktérych dogpbne do badania jest DNA, co najmniej od czteredbatknegtych chorola
oraz rownoczéie od znacznej liczby osob zdrowych z tej samegiry.

W naszej praktyce w ggu ponad 10 lat
funkcjonowania Onkologicznej Poradni Genetycznej
1450/1200 1450/1200 tylko  wyjatkowo mielsmy takie  sytuacje.

O W praktycznym poradnictwie miétny natomiast
niejednokrotnie maiwos¢ wykorzystania niepeinej

S F1‘mmm ana_llz_y sprzzen umaldiwiajacej  wykluczenie

nosicielstwa zmutowanego genu (ryc.14). Przykfady
tego typu bada opisalémy we wczéniejszych
publikacjach (29,30).

Znaczenie bada utraty heterozygotyczndci

' dinecko & sugkdswe ke D divecko sdrowe . . - ,
W guzie w ocenie nosicielstwa zmutowanych genow
Fye. 14 Analiza fragmentow wewnatrzgenowych genu W nowotworach dziedzicznych w guziegsto
Fb. Dzieckn jest homozygota LWL, ajego siostra \\ysepjje  utrata  niezmienionego  allelu  (typu
homozygota 14501450, w mwigzlos = czym nie jest on iKi . ial h K
PRI e R dzikiego) genu odpowiedzialnego za charoffak,

wigC poprzez badanie LOHoEs of heterozygosity)
mozna czasami zidentyfikowawariant markera zwrany z allelem zmutowanym. Uriwia to wy-
kluczanie nosicielstwa mutacji u krewnych osobyrep@ryc.15) oraz ustalanie udziatu wybranych ge-
néw w patogenezie rodzinnych agregacji nowotworow.

[0

genotyp genotyp osoby chorej
145pz / 1450
I norma

142pz / - | 142pz / 148pz

. chor O pddrowa s1ostr

Fsrc. 15, Analiza utraty heterozyzotycznodel markra mikrosatelitarnego w wykluczeniu nosiciela zmutowane go geny
MIEHZ. Biostra osoby z rakiem jelita nie jest nosicielem mnatowane go genw poddanego analizie, potiewas fnie
oddziedziczyla wariantu mikrosatelitarne go AFM3E7vh%% o dhugosei 142 pz (par zasad) zwigzanego ze matowatiym
alleletn.




Wykrywanie znanych mutacji
Coraz wgcej wiadomo o rodzaju i €gtasci mutaciji predysponagych do niektdrych nowotwo-
row dziedzicznych i charakterystycznych dlamgch populacji, w tym o mutacjach powtarzalnych,
czyli wystpujacych w wielu rodzinach danej grupy etnicznej. TE3lYA dotyczce wykrywania zna-
nych mutacji nabierajcoraz wigkszego znaczenia ze wgdl na ich niezwykle wysakefektywnd¢
ekonomiczn. Takie geny jak BRCA1, MLH1 i MSH2 czy VHL doczékasic w Polsce opracowa
populacyjnych (epidemiologicznych), dki ktorym wiadomo, jakich mutacji i w ktérych miegach
genow szuk& (31, 32, 33). Najagciej stosowane testy DNA wykrywgge znane mutacje wykorzystu-
ja techniki:
RFLP/PCR - (restriction fragment-length polymorphism /PCRwvykrywanie mutacji za pomacen-
zymow restrykcyjnych w produktachnleuchowej reakcji polimeryzacji. Enzymy restrykcyjrzgvane
endonukleazami restrykcyjnymi lub krétko restrylda® rozpoznaj specyficzne sekwencje zasad
w dwuniciowym DNA i rozcinagj obie nici doktadnie w ok&onym miejscu. Dlategoaswykorzysty-
wane do wykrywania mutacji punktowych, matych dgled insercji, ktére prowadgdo utraty lub
pojawienia s¢ nowych miejsc restrykcyjnych. Namieny produkt PCR zawiergjy zmiare poddaje
si¢ trawieniu odpowiedni restryktaz, a nasipnie rozdziela przy pomocy elekroforezy iedu agaro-
zowym (przyktad - ryc.16) lub poliakrylamidowym.
ASA - (allele specific amplification) wykrywanie
mutacji przy pomocy specyficznych oligonukleoty-
- dow. W popularnie iywanej wersji tej techniki
246 pr—pe | — z wyciem elektroforezy agarozowej oprocz starteréw
—1 flankujacych stosuje si starter w peini komple-
=—i4p: | Mentarny do allela z mutagjlub startery z ktérych
+ jeden jest w petni komplementarny do allela z matac
a drugi do allela niezmienionego. Przy tym startary
Ryre. 16, Zasada RIFP/PCR. Schematyezny obraz Zelu po tak zlokalizowaneze w wyniku PCR powstaj rozne
elektroforezie - tylko watiant genu zawierajgey G jako produkty (r&niace s¢ dlugascia) w zalenosci od
zasadg produldu PCR podlega trawleniu przez _genotypu uytej prébki DNA (ryc.17). Nowoczesnha
restryktazy Cfo Lw odroinienty od formy zmutowans] — \yersia tej metody wykorzystga krotkie sondy
zawierajgce] w iyt thiejsca & . . . .
fluorescencyjne allelospecyficzne i aparatgg) time
PCR” (34,35) pozwala na bardzo szybkie badanie wielbgk®NA.
Technologé matryc (macierzy) z unieruchomionymi na statejidaaligonukleotydami mina trakto-
wat jako wspotczesnwersg ASA. Niewatpliwa zalet tej technologii jest daleko ada automatyzacja
I mozliwos$¢é rownoczesnego badania nawet kilku ¢ggi znanych mutacji. Dogb do tej technologii
w polskich realiach jest bardzo ograniczony z powjsjl wysokiej ceny.

mutSwi wi/wi
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Rye. 17. Zasada A%A
PCR w czasie rzeczywistym Real Time PCR)

Jedny z najnowszych i coraz exiej stosowanych technik w biologii molekularnegtjeReal -
Time PCR” pozwalajcy na monitorowanie ikei produktu reakcji PCR w kdym jej cyklu. Modyfi-
kacja tej techniki polegaga na zastosowaniu fluorescencyjnie znakowanycl gomplementarnych
do sekwencji badanego fragmentu DNA znalazta swagtosowanie rowniew identyfikacji znanych
zmian genetycznych. Istnieje szereg systemow oglartg tej technice #diacych s¢ typem sondy za-
stosowanym w celu detekcji badanej zmianyrddl nich wyrénia st systemy wykorzystage sondy
typu: HybProbes, TagMan i TagMan Minor Groove Binder, &ullar Beacons, Scorpions czy Sim-
pleProbes.

SondyHybProbes

System ten zaktada jednoczesngaie dwoch znakowanych fluorescencyjnie sond, rpdey
ktorymi dochodzi do przekazania energii. Jednach mnakowana jest za pomdgarwnika petricego
funkcje donora (3’-Fluorescyna) a druga przgyciu barwnika stanowcego funka akceptora (5'-
Red640 lub 5’_Red 705). Akceptor jak i donor nayt w bliskiej odlegtdci - wazne jest, aby sondy
zostaly zaprojektowane tak, aby hybrydyzowaty z ldfitkpwana sekweng w odlegtagci nie wigkszej
niz 1 do 5 nukleotydéw. Podczas trwania reakcji PCRetapie przyczania starteréw dochodzi réw-



niez do hybrydyzacji sond. Jednoczesne prazgenie obu sond powoduje przeniesienie energiicad d
nora do akceptora, co skutkuje powstaniem sygrkdérego poziom jest odczytywany przez fluory-
metr. Podczas etapu wydania sondy goddysocjowane od matrycy DNA, co powoduje zanilofe-
scencji. Natzenie sygnatu fluorescencyjnego na etapie hybrydiygand jest proporcjonalne do sl
kopii badanej sekwencji DNA na kou poprzedniego cyklu reakcji PCR. Analiza kolejmpomiarow
pozwala ndledzenie przyrostu amplifikowanego produktu PCRgzed trwania reakcji.

Sondy TagMan

Stosowana w tym systemie sonda specyficzna dlaiikoplanego fragmentu znakowana jest
na 5 kacu barwnikiem reporterowym: FAM (6-karboksyfluores@), HEX (heksachloro-6-
karboksyfluoresceina), TET (tetrachloro-6-karboksyfesceina), lub JOE (2,7-dimetylo-4,5-dichloro-
6-6-karboksyfluoresceina) a na row 3 barwnikiem tumicym: TAMRA (6-karboksy-
tertrametylorodamina) lub DABCYL (kwas 4-(4’-dimé&gminfenylazo)-benzoesowy). Blisi®
barwnika reporterowego w stosunku do barwnika thaego w obgbie tej samej sondy powodujé, i
fluorescencja jest wygaszana. Podczas reakcji PERtapie przyiczania starterébw wyznakowana
sonda wize skt specyficznie z matrycpomidzy miejscami hybrydyzacji starteréw. Jej 3’ konjest
zablokowany co powodujeg przy nastpnym etapie jakim jest wydkanie stareréw nie nie byt ona
wydtuzana tak jak startery. Zastosowana w tym systemlienpoaza o aktywnei 5’-3’ dobudowujc
ni¢ DNA degraduje song co skutkuje uwolnieniem barwnika reporterowegadbadwnika ttumacego
I wzrost fluorescenciji. Proces ten zachodzi podézadego cyklu powodug narastanie sygnatu flu-
orescencyjnego z poszczegolnych cykli, co gdimea detekcg sygnatu w kadym momencie trwania
reakcji. Sondy stosowane w tym systemie griijigas¢ od 20 do 40 nukleotyddw, liczba par G+C w
ich sekwencji zawiera siw przedziale od 40-60%. Sondy nie powinny zawiqgrawtérzé pojedyn-
czych nukleotydow szczegolnie guaniny. Sekwencjadgmie powinna by tez komplementarna do
sekwencji starterow jak i do sekwencji matrycy wejscu przyaczenia starterow. Wae jest, aby
sonda nie posiadata na 5'#l@u zasady G, poniewgej obecné¢ wygasza fluorescencparwnika re-
porterowego nawet po odseparowaniu go od barwhikaiicego.

Modyfikacja tego systemu jest zastosowanie sondy TagMan tyg& KMinor Groove Binder),
w ktérej do kaica 3’ przyhczona jest rowniegrupa MGB. Jej funkcja polega na stabilizacji pazy
czenia sondy poprzez wpasowani¢ @ kompleksu powstatego z sondy i matrycowego Dhwe-
rakcja grupy MGB z kompleksem sonda-matryca podteraperatug topnienia sondy o 15-30°C, co
pozwala na zastosowanie sond o0 znacznie krotskejeseji (od 14 do 18 nukleotydow). Jest to ko-
rzystne podczas analizy polimorfizméw pojedynczegkleotydu, poniewakrotkie sondy tatwiej ule-
gaja destabilizacji pod wptywem zmian nukleotydow veyatjacych w badanej sekwenciji.
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Ryc.18. Zasada dziatania sondy typagMan(wg Haugland R.P. The handbook of Fluorescent &r@md Research prod-
ucts. Ninth Edition. Molecular Probes. Inc hhttiiw.probes.com )



SondyMolecular Beacons

Wygaszanie fluorescencji m® by spowodowane rownieksztaltem sondy. Kice pojedyn-
czej sondy typMolecular Beaconsa do siebie komplementarne co spraw@w niskich temperatu-
rach hybrydyzuj ze sol nadajc jej charakterystyczny ksztatt spinki do wiosovarBniki zwigzane
z koncami sondy ( na kicu 5’ fluorochrom, na 3’ kicu wygaszasz NFQ — DABCYL) pozostaj
w bliskiej od siebie odlegkei co powoduje wygaszenie sygnatu fluorochroSnedkowa czsé sondy
tworzaca gtle jest komplementarna do badanego fragmentu DNA.Batodci sekwencji komple-
mentarnej jak i pod wptywem odpowiedniej tempenatsonda zmienia ksztaitt i hybrydyzuje do ma-
trycy. Oddzielony od wygaszacza fluorochrom emitwygatto. Na etapie wydtiania sonda jest ogh
czana od sekwencji matrycowej i fluorescencja zanNatzenie emitowanego sygnatu na etapie przy-
taczania sondy jest proporcjonalne ddsdiokopii badanego fragmentu DNA narcu poprzedniego
cyklu reakcji PCR.

Sondy typu Skorpion

Modyfikacja systemu opartego na sondach Molecular Beacons z@stosowanie sondy
w ksztatcie spinki do wioséw w pgdzeniu ze starterem. Zamkty ksztalt sondy powoduje wygasza-
nie fluorescencji barwnikdw umieszczonych na jejdach. Po przyczeniu startera sondy do sekwen-
cji matrycowej a nagpnie jego wydtaaniu, struktura spinki do wioséw ulega otwarciu,olmiony
koniec sondy ulega zagiiu 0 180° i komplementarna do badanego fragmeskweancja sondy hybry-
dyzuje do nowo powstgiej nici DNA. Oddalenie od siebie barwnikéw powaalujzrost fluorescenciji.
Pohczenie sondy ze starterem zapobiega niespecyfiazreyhczeniu sondy z matrycowym DNA
| otwarcia jej struktury przy braku analizowanekwenciji DNA.

Ryc.19. Zasada dziatania sondy typu Skorpion (wgdtend R.P. The handbook of Fluorescent ProbefRasédarch prod-
ucts. Ninth Edition. Molecular Probes. Inc hhttyiw.probes.com )



Simple Probes

W techniceSimpleProbesvykorzystuje si krotki fragment jednoniciowego DNA o diugo
ok. 20-30 nukleotydéw (sonda molekularna) o sekyvdoenplementarnej do badanego DNA zawiera-
jacego zmiag/mutacg, wyznakowany na 5' lub 3' kou barwnikiem fluorescencyjnym (fluorescgin
Technika ta umidiwia zidentyfikowanie heterozygotycznych oraz haygotycznych wariantow
zmiany/mutacji poprzez pomiar wzrostu fluorescengjkonywany w gradiencie temperatury. Tempe-
ratura topnienia (Tm) kompleksu DNA/sonda molekogajest o kilka do kilkunastu stopni wsza,
gdy sekwencja DNA oraz sondy jest zgodna w stosulakaytuacji, gdy zgodné ta jest niepetna (np.
spowodowana wysgpieniem zmiany/mutacji). Odczyt poziomu fluoresgemmodczas podnoszenia
temperatury w zakresie 40st-80°C pozwala na ziddwotyanie konkretnego wariantu badanej zmiany
w DNA.
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Ryc.20. Zasada dziatania sondy typumple Probgwg Haugland R.P. The handbook of Fluorescent Rra@inel Research
products. Ninth Edition. Molecular Probes. Inc phttvwww.probes.com )

Systemy oparte za zastosowaniu komplementarnychakgmvanych fluorescencyjnie sond po-
siadaj szereg zalet. £Snimi: wysoka czuté, krétki czas analizy i peline zautomatyzowanie iagal
oraz zniwelowanie ryzyka kontaminacji poprzez prog@dzenie wszystkich etapow w zangtpch
dotkach ptytki. Wad techniki jest konieczrig projektowania sond dla poszczegolnych sekwerddi, |
i zbyt mata uniwersalrié warunkow déwiadczalnych.



MALDI —TOF ( Matrix Assisted Laser Desorption /I onization Time Of Flight)

MALDI-TOF jest jedry z technik spektrofotometrii masowej, ktdra wyk@tgyvana jest row-
niez w detekcji zmian w olebie badanego fragmentu DNA. Naéziej stosuje sija do analizy poli-
morfizmow pojedynczych nukleotyddw. Analizowane lpydhanoszoneasna ptytki razem z maciegz
a nastpnie poddawane impulsowi laserowemu wzbugtzanu jony. Cata analiza przeprowadzana jest
w warunkach przniowych, przez co ruch jondw nie jest zaktécanyegrzderzenia z ggteczkami ga-
zbw. Zastosowana macierz przejmujeksiza¢ energii lasera zabezpieczajw ten sposob materiat
genetyczny przed uszkodzeniemegdkos¢ przemieszczaniagiwzbudzonych jonéw pochoslzych od
badanych probek analizowana jest przez detektaucpezelotu jonéw. Jony pochage od wekszej
masy docieraj do detektora wolniej nijony pochodzce od mniejszej masy. Rdice nukleotydowe
wystepujace w badanych prébkach wptywapa ich mas, co pozwala na ich rozidienie. Rozdziat
analizowanych csteczek dokonywany jest na podstawie stosunku foagyv do ich tadunku. Tech-
nika ta charakteryzuje swysoka czutcicia i powala na szybkie przeprowadzenie analizy, niemn
wciaz jest rzadko stosowarw laboratoriach ze wzellu na koszt aparatu, w ktorym wykonywana jest
analiza.

Podsumowanie

W niniejszym opracowaniu przedstawiono podstawoestyt DNA i RNA stosowane w wy-
krywaniu mutacji konstytucyjnych u osob z wysgadkziedzicza predyspozye do nowotworéw. Od
poprzedniego wydania monografii ,Nowotwory Dziedzie” mirgto 5 lat. Rozwdj i upowszechnianie
nowych metod molekularnych przebiega tak szybkaozdziat , Analizy molekularne DNA i RNA w
wykrywaniu dziedzicznych predyspozycji do nhowotweravczesniejszego wydania prawie catkowi-
cie stracit swgj aktualnd¢. Mato kto dzisiaj wywa w codziennej pracy do izolacji DNA czasochion-
nej i toksycznej, chbdapcej czyste i nie zdegradowane DNA, metody fenolahimroformowej. Za-
stapity ja inne mniej pracochtonne metody, ktore tatwiej pajedsic procesowi automatyzacji, a s
oparte na wybidrczym wrzaniu DNA z nénikiem (ztaze chromatograficzne filtrdalz kuleczki magne-
tyczne) nasfpnie odmyciu zanieczyszaze uwolnieniu DNA do roztworu. Pojawieniegsw uzyciu
wielofunkcyjnych robotow laboratoryjnych urmovito wykorzystanie ich do izolacji DNA i RNA,
normalizacji stzen (doprowadzenie daadanego i jednakowegoggenia serii probek), rozaiezania
badanych prébek, przygotowania reakcji PCR itp. Rdozesny rozwoj oprogramowania i komputery-
zacja sprawityze dzisiaj istnieje madiwos¢ catkowitej automatyzacji procesu bankowania prakek
testowaniatacznie z transferem danych i wynikow.

W laboratoriach sdywamy coraz mniej oddzielnych probéwek. Na trwate wytku weszty
ptytki 0 96 czy nawet 384 dotkach, bogksza¢ analiz wykonujemy w diych seriach stosag coraz
mniejsze ohjtosci odczynnikdw (miniaturyzacja),zywajac automatycznych dozownikéw, co przekta-
da st na coraz mniejsze koszty analizy jednej prébki.

Do lamusa historii odeszly jeszcze tak nie dawaalibo popularne metody wykrywania nie-
znanych mutacji takie jak SSCP, czy metoda DGGHomNemst na dobre zadomowitag sk naszych
laboratoriach DHPLC sta¢ sk obowhzujacym standardem we wgmym wykrywaniu mutacji. Wy-
pieranie niektorych mniej czutych czy bardziejzinych albo toksycznych metod jest tgpowodo-
wane znacznym pagiem i zwegkszeniem dogpnasci sekwencjonowania. W przypadku analizy diu-
gich fragmentéw (okoto 1000 zasad) begpdnie sekwencjonowanie jest dziajtaisz, najszybsz
I najpewniejsz metody wykrywania nieznanych mutacji. Obecnie czotowenfiroferup sekwenatory
umazliwiajace jednoczesne sekwencjonowanie 96 probek w oparelektroforez kapilarra produk-
tow otrzymanych metedcykliczna z wzyciem dideoksynukleotydow znakowanych barwnikamofe-
scencyjnymi. Pogp w tej dziedzinie polegat, nie tylko na zkszeniu liczby jednocZaie analizowa-



nych prébek, ale na opracowaniu nowyeti (umazliwiajacych wielokrotny rozdziat na tym samym
wypetnieniu kapilary ) i ,chemii” (mieszany ztonej z buforéw; substratow, polimerazy i tak zwa-
nych ,ulepszaczy”) umadiwiajacych analiz sekwencji jednego fragmentu didgoprawie 1000 za-
sad. Oferowaneagez nowe aparaty (GSFLX machine 2007) oparte o rowesioz sekwencjonowanie
w czasie rzeczywistym bardzo wielu stosunkowo koBtkragmentow DNA. Aparaty te pozwalapa
analiz 100 min zasad jednego dnia i pewnig niedtugo znajd zastosowanie do szybkiego sekwen-
cjonowaia indywidualnego genomu ludzkieggbwielu jego rejondéw odpowiedzialnych za ziw
szone predyspozycje do choréb, w tym réveni@wotworowych. Probie czasu nie oparla ASA

w wersji z uyciem elektroforezy agarozowej jest coraz rzadzigjvana. Z trudem broni swojej pozy-
cji RFLP/PCR, ze wzgHu na upowszechnienie mniej pracochtonnejszej metody PCR w czasie
rzeczywistym zwtaszcza zzyciem sondTagMana ktéra pozwala na znacznie szybsze analizowanie
znanych SNP-6w i mutacji w wielu prébkach réwndcie (ptytki na 384 prébek). Dodatkavealet,

tej techniki jest wyeliminowanie nibwosci kontaminacji laboratorium produktami reakcji PCE®
jest niezwykle wane zwiaszcza w laboratoriach diagnostycznych. Nieratkowicie z uycia wyszta
zmudna i pracochtonna metoda Southerna. W wykrywssagaracji w genach odpowiedzialnych za
dziedziczne predyspozycje do nowotworow i innycbréb zastpita ja MLPA. Technika ta w oparciu

o reakcg ligacji specyficznych sond i reakcamplifikacji pozwala na ocerliczby kopii eksonéw. Na
jej podstawie mezna wnioskowa o delecjach #dz duplikacjach fragmentéw lub catych gendw.
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Grzegorz Kurzawski, Janina Suchy, Jan Lubnaski

TestMSH2i1 MLH1

Wykonanie testow DNA jest wskazane w rodzinachrippglcych, co najmniej kryteria podej-
rzenia o0 HNPCC. Po wykluczeniu FAP (wysbwanie cech charakterystycznych dla FAP to: pelipo
watas¢ jelit, przerost nabtonka barwnikowego siatkowkiapkwystpowanie zmian torbielowato-
kostniakowych kéci twarzoczaszki i desmoidow),zei dysponujemy tkankz guza, natey wykona
immunohistochemicznocerg ekspresji biatek MLH1, MSH2, MSH6 w tkance nowotewej, ponie-
waz badanie to mge zawzi¢ dalsze pogpowanie do poszukiwania mutacji w ebie jednego genu
(brak ekspresji - mae wskazywa na zmutowany gen!).

Wieloletnie wielogrodkowe badania doprowadzity do scharakteryzowenjstcsci i rodzajow
wystepujacych w Polsce mutacji genoMSH2i MLH1 (1). Najwaniejsze ustalenia przydatne w opra-
cowaniu testu to:

* najczstsz przyczyra zespotu Lyncha w Polsce snutacje w obgbie MSH2 i MLHL1, ktére
stanows 90% wszystkich mutacji zazanych z tym zespotem

* mutacje wykrywane testem MLPA stanavakoto 10% wszystkich mutaciji

e mutacje powtarzalne wygiuja u ponad 60% wszystkich rodzin z mutacjami.

Biorac pod uwag te wytyczne oraz koszty analiz, w ngmstej kolejndci nalery wykona ba-
danie MLPA dlaMSH2 MLH1. W przypadku wyniku negatywnego ngstym krokiem powinno by
wykonanie badania najegtszych charakterystycznych dla populacji polskiajacji wMSH2i MLH1
w DNA z krwi obwodowej pacjenta. Ostatnim etapem wykainia mutacji jest analiza wszystkich
fragmentow kodujcych gendw za pomacDHPLC (2) i sekwencjonowanie fragmentow, ktorych
chromatogramy wskazapa obecng heterodupleksow.
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Test BRCA1L

Sklonowany w roku 1994 gen BRCAL zlokalizowanyamaomosomie 17921 jest genem bar-
dzo rozlegtym - rozaiga s¢ na prawie 100 kpz genomowego DNA, jego mRNA pasid® kpz dtu-
gosci, 24 eksony, a jego biatko skiada i 1836 aminokwasow (1, 2). Spektrum mutacji BRGésit
bardzo dae i mog one wysgpowa wzdhuz catego genu. Gen BRCAL bardzo rzadko podlega muta-
cjom ,de novo” i to jest najprawdopodobniej jadngtéwnych przyczyn ,efektu zatgciela” powodu-
jacego,ze w populacjach o dym poziomie homogensoi etnicznej zaledwie kilka mutacji stanowi
wigksza¢ obserwowanych uszkodzggenu BRCAL. W Polsce zjawisko to po raz pierwsaglser-
wowano w naszym @odku (3), a niezalaie, jednak nieco piiej i na mniejszym materiale, w Gli-
wicach (4). Mutacje genu BRCA1 w polskich rodzinaghisano réwnig w innych pracach, jednak
z doniesié tych nie wynikatoze zaledwie kilka zmian stanowi zdecydowavigksza¢ zaburzé kon-
stytucyjnych wystpujacych w Polsce (5, 6). W przeprowadzonych w Szczeainlatach 1996-1999
badaniach 66 rodzin z siinagregag rakow piersi/jajnika wykryto 35 mutacji konstytyaych
BRCAL, z ktorych 5382insC, C61G i 4153delA stwienda odpowiednio w 18, 7 i 4 przypadkach (3).
Dalsze badania przeprowadzone na reprezentatyvaeystystkich regionow w Polsce serii 200 ro-
dzin z co najmniej 3 rakami piersi/jajnika wykazatg mutacje konstytucyjne genu BRCA1 (badane
sekwencjonowaniem oraz technikami ,Long PCR” i ,8mun-RFLP”) § przyczyra 64% (128/200)
tych agregacji, a okoto 90% z nich stanowi jedriezeéch mutacji 5382insC, C61G i 4153delA veyst
pujace w stosunku okoto 6:2:1 (7) (tabela 1, 2).

Istniejpca sytuacja powodujee u pacjentow polskiego pochodzenia testowanie lwvagkry-
cia nosicieli mutacji BRCAL jest niezwykle efektyeirOpracowany w naszyms@dku test DNA izo-
lowanego z krwi obwodowej oparty o ,multiplex PCRYkrywa w prosty, szybki i tani sposob (400 zt
wynosi w Polsce cena testu DN4cgnie z porag specjalisty genetyka-onkologa) 90% polskich rodzin
z mutacjami BRCAL zwizanych z wysokim ryzykiem raka piersi/jajnika (opryevanie patentowe nr
P-335917). Specyficzio testu jest praktycznie 100% (brak wynikéw fatszgwdiodatnich i falszywie
ujemnych) zwtaszcza zeli wynik testu oparty jest o anatiz dwoch niezalenych pobré krwi. W ro-
dzinach z co najmniej jedrosol z wykryta mutaci BRCA1 wykluczenie/potwierdzenie nosicielstwa
mutacji mana oceni praktycznie bicgc ze 100% pewrsgia. W przeprowadzonych w naszynirod-
ku testach u okoto 500 kolejnych pacjentek z rodzrakiem piersi zdiagnozowanym przed 50 rokiem
zycia mutacje BRCAL1 wykryto w 9% przypadkow. W podgbh badaniach u okoto 500 kolejnych
pacjentek z rakiem jajnika niezafee od wieku zdiagnozowania tego nowotworu, mgtd&RCA1
stwierdzono w 14% przypadkow. W koordynowanej przagz Qrodek akcji Stowarzyszenia ,R0O-
wa Wstzka” promowanej przez czasopismo dla kobiet , Twajl'Stesty BRCA1 wykonano u 5000
kobiet wykrywajc mutacje u 4% pacjentek zdrowych, u ktéryctnda krewnych 9 lub 11° stwierdzo-
no raka piersi rozpoznanego przed 30lub raka jajnika niezalmie od wieku zdiagnozowania. Akcj
przeprowadzono na terenie catego kraju, tajcwmnazna przyaé, ze mimo istniejcych prawdopodob-
nie regionalnych rinic, dla wszystkich Polek wskazaniem do testu BR@AWiINno by stwierdzenie
wsréd krewnych 9 lub 11° zaréwno:

a. cech rodowodowo-klinicznych dziedzicznego raka gjnika (wg kryteriow podanych w roz-
dziale o tych zespotach), jak i:
b. stwierdzenie zachorowania na raka piersi przedA0ub raka jajnika w dowolnym wieku.
Inne zasady, ktore koniecznie nalgrzestrzegaprzy wykonywaniu testow BRCAL:
a. petnoletnid¢ osoby testowanej
b. wykonywanie analiz DNA z dwdch niezate/ch pobra krwi przez akredytowanpracowng



c. przeprowadzenie specjalistycznej konsultacji pgezetyka-onkologa zarowno przed jak i po ana-
lizie DNA.

Dzigki niezwykie] efektywnéci zarowno medycznej jak i ekonomicznej DNA w namzy

Osrodku do kaca wrzénia 2007 roku wykryimy 3930 nosicielek mutacji BRCAL i jest to wedtug
naszych danych, &od pracowni diagnozagych zaburzenia tego genu, liczba naksza naswiecie.
Mozna przypé szacunkowoze w Polscezyje okoto 100.000 nosicielek i tyle samo nosicielitaci
genu BRCAL.
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Cezary Cybulski

Testy DNA S$redniego 1 niskiego ryzyka
zachorowania na nowotwory ztéliwe

Jak doid nie ustalono efektywrnoi medycznej i ekonomicznej dla testéw wykrywajch
zmiany DNA nieznacznie podwszapce ryzyko zachorowania na nowotwory giee. Niemniej jed-
nak wykonywanie tych testow jako opcji pgsdbwania diagnostycznego najerozwary¢ u wszystkich
dorostych niezalenie od nowotworowego wywiadu rodzinnego.

1. Test oparty o wykrywanie mutacji 3020insC genu BD2
Zmiana 3020insC w obbie genu NOD2 zwksza ryzyko zachorowania na:
* raka piersi (DCIS w wieku pomj 50 rz.) ok. 5-krotnie - mutacja ta wygtuje w ok. 8%
wszystkich rakow piersi
» raka jelita grubego ponad 2-krotnie w wieku paejy60 rz. - mutacja ta wysgpuje ok. 15%
wszystkich rakow jelita grubego
» raka ptuc ok. 2-krotnie - mutacje ta wystije ok. 12% wszystkich rakéw ptuc
* raka jajnika ok. 1,5-krotnie - mutacja ta wymije ok. 11% wszystkich rakéw jajnika (1).

Zalecenia dla nosicieli zmiany 3020insC wabe genu NOD2 proponowane jako opcja ppstvania
medycznego:

Zalecenia dla kobiet:
» systematyczna samokontrola piersi
* badania lekarskie piersi od 20z r1 x 6 miesjcy
e USG piersi od 20 #. 1 x rok
« mammografia od 35 zr. 1 xrok naprzemiennie z USG piersi
* USG dopochwowe nagdu rodnego od 45x. 1 x rok
» kolonoskopia lub ewentualny wlew kontrastowyitgebrubego od 604.co 5 lat lub oz
sciej w przypadku wyspowania jakichkolwiek zaburagelitowych
» bezwzgkdny zakaz palenia papierosow, dieta bogata w waazyewoce

Zalecenia dla grczyzn
» kolonoskopia lub ewentualny wlew kontrastowyitgebrubego od 60z.co 5 lat lub oz
sciej w przypadku wyspowania jakichkolwiek zaburagelitowych
» bezwzgtdny zakaz palenia papierosow, dieta bogata w waaZzyswoce

2. Test oparty o wykrywanie mutacji 1100delC, IVS21G>A, del5395, 1157T genu CHEK?2
Zmiany skracajce biatko CHEK2 (1100delC i IVS2+1G>A, del5395) zk&zap ryzyko zachorowa-
nia na:
» raka piersi (cgciej rak zrazikowy) ok. 2,4-krotnie — mutacje tesigpuja w ok. 2,5% wszyst-
kich rakow piersi
» raka prostaty ok. 2,3-krotnie - mutacje te wpsija w ok. 2,5% wszystkich rakOw prostaty oraz
ok. 5% rodzinnych rakéw prostaty; ryzyko raka papgiest zwgkszone okoto 5-krotnie §& w
rodowodzie wysipit rak prostaty wréd krewnych | stopnia



» raka brodawkowego tarczycy - ok. 5-krotnie — mugaej wys¢puja w ok. 4% wszystkich ra-

kow brodawkowatych tarczycy (2,3,4).
Zmiana typu "missense” 1157T w @ebie genu CHEK2 zwksza ryzyko zachorowania na:

» raka piersi ok. 1,5-krotnie — mutacja ta vepatje w ok. 7% rakow piersi

» raka prostaty ok. 1.6-krotnie - mutacja ta wpsije w ok. 8% wszystkich rakow prostaty oraz
ok. 12% rodzinnych rakow prostaty; ryzyko raka paipsjest zwgkszone okoto 3-krotnie gdy
w rodowodzie wysipit rak prostaty wréd krewnych | stopnia

» raka brodawkowatego tarczycy ok. 2-krotnie - mwtdajwystpuje w ok. 9% rakow tarczycy

» raka nerki ok. 2-krotnie - mutacja ta wystije w ok. 10% rakow nerki

* raka jelita grubego ok. 2-krotnie - mutacja ta wpgsie w ok. 10% rakow jelita grubego (2,3,4).

Zalecenia dla nosicieli zmian skrapajch biatko CHEK?2 (1100delC i IVS2+1G>A, del5395ppo-
nowane jako opcja pagiowania medycznego:

Zalecenia dla kobiet:
» systematyczna samokontrola piersi
* badania lekarskie piersi od 25z r1 x 6 miesjcy
e USG piersi od 25 . 1x rok
« mammografia od 35 zr. 1 xrok naprzemiennie z USG piersi
e USGtarczycy od 20z. 1 xrok

Zalecenia dla grczyzn
* badanie palpacyjne prostaty, PSA od %0l x rok
» do rozwaenia biopsja saturacyjna po 6@ f.tylko jesli w rodowodzie jest rak prostatyswdd
krewnych | stopnia !!!!

Zalecenia dla nosicieli zmiany 1157T w ebre genu CHEK2 proponowane jako opcja ppstvania
medycznego:

Zalecenia dla kobiet:

» systematyczna samokontrola piersi

* badania lekarskie piersi od 4@ rl1 x 6 miesjcy

e USG piersiod 40%. 1 x rok

* rezonans magnetyczny piersi ewentualnie mammografiad0 rz 1 x rok naprzemiennie
z USG piersi

* USG dopochwowe nagdu rodnego od 25x. 1 x rok

* USG jamy brzusznej od 4Gr.1 x rok ze szczegblnym zwréceniem uwagi nainerk

» kolonoskopia lub ewentualny wlew kontrastowy pelifrubego od 60#.co 5 lat lub cZciej
w przypadku wysfpowania jakichkolwiek zaburagelitowych

e USGtarczycy od 20#. 1 xrok

Zalecenia dla grczyzn :
e USG jamy brzusznej od 4@r.1 x rok ze szczegllnym zwrdceniem uwagi nainerk
* kolonoskopia lub ewentualny wlew kontrastowyitgebrubego od 60#.co 5 lat lub oz
sciej w przypadku wyspowania jakichkolwiek zaburagelitowych
* badanie palpacyjne prostaty, PSA od %0l x rok



» do rozwaenia biopsja saturacyjna prostaty po GO rtylko jesli w rodowodzie jest rak prosta-
ty wsrod krewnych | stopnia !

3. Test oparty o wykrywanie mutacji 657del5 genu NB1
Zmiana 657del5 w okbie genu NBS1 zwksza ryzyko zachorowania na:
» raka piersi ok. 2-krotnie; mutacja ta wystije w ok. 1% wszystkich rakow piersi
» raka prostaty ok. 4-krotnie - mutacja ta vepstie w ok. 3% wszystkich rakéw prostaty i ok. 9%
rodzinnych rakoéw prostaty; ryzyko raka prostatyt psickszone okoto 15-krotnie §& w ro-
dowodzie wysipit rak prostaty wrdod krewnych | stopnia (5)

Zalecenia dla nosicieli zmiany 657del5 w ghe genu NBS1 proponowane jako opcja postvania
medycznego:

Zalecenia dla kobiet:
* systematyczna samokontrola piersi
* badania lekarskie piersi od 3@ rl x 6 miesjcy
e USG piersi od 30 #. 1x rok
e mammografia od 35 zr. 1 xrok naprzemiennie z USG piersi

Zalecenia dla grczyzn
* badanie palpacyjne prostaty, PSA od 50Irx rok
» do rozwaenia biopsja saturacyjna po 60 f. tylko jesli w rodowodzie jest rak prostatyswdd
krewnych | stopnia !!!!

4. Test oparty o wykrywanie zmiany A148T genu CDKISA (pl16)
Zmiana A148T w olgbie genu CDKN2A (p16) zwksza ryzyko zachorowania na:
» czerniaka zi§liwego ok. 2-krotnie - mutacja wygiuje w okoto 7% wszystkich czerniakow
ztosliwych
» raka piersi (cgsciej DCIS) ponkej 50. rokuzycia ok. 1,5-krotnie - mutacja ta wygpuje w ok.
5% rakéw piersi poej 50. rokuzycia
» raka ptuc ok. 2-krotnie - mutacja ta wystije w ok. 7% wszystkich rakow ptuc
* raka jelita grubego ok. 1,5-krotnie - mutacja tastgyuje w ok. 5% wszystkich rakow jelita
grubego (6, 7, 8)

Zalecenia dla nosicieli zmiany A148T w ebie genu CDKN2A proponowane jako opcja ppstva-
nia medyczneqo:

Zalecenia dla kobiet:

» systematyczna samokontrola piersi

» badania lekarskie piersi od 20z r1 x 6 miesjcy

e USG piersi od 20 #. 1 x rok

« mammografia od 35 zr. 1 xrok naprzemiennie z USG piersi

» kolonoskopia lub ewentualny wlew kontrastowyitgebrubego od 604.co 5 lat lub oz
sciej w przypadku wyspowania jakichkolwiek zaburagelitowych

* bezwzgbdny zakaz palenia papierosow, dieta bogata w waaZywoce

» unikanie nadmiernej ekspozycji naste/innezrodta promieniowania UV; stosowanie filtrow
przeciwstonecznych o wysokim (30 iagkj) wspoétczynniku fotoprotekcji



* w przypadku stwierdzenia znamion wykagyjch nasipujace zaburzenia: pogkszanie s,
zmiana zabarwienigwiad, obwodka zapalnhaaszenie, krwawienie- natychmiastowa konsulta-
cja u dermatologa

Zalecenia dla grczyzn

* kolonoskopia lub ewentualny wlew kontrastowy itgelgrubego od 60#. co 5 lat lub
czesciej w przypadku wyspowania jakichkolwiek zaburzagelitowych

* bezwzgbdny zakaz palenia papierosow, dieta bogata w waaZywoce

» unikanie nadmiernej ekspozycji naste/innezrodta promieniowania UV; stosowanie fil-
trow przeciwstonecznych o wysokim (30 iewej) wspotczynniku fotoprotekcji

* w przypadku stwierdzenia znamion wykamyjch nasfpujace zaburzenia: powkszanie
sig, zmiana zabarwienigwiad, obwoddka zapalnaaszenie, krwawienie- natychmiastowa
konsultacja u dermatologa

5. Test oparty o wykrywanie zmian C142G, G355T, GBR6C genu CYP1B1

Homozygotyczne nosicielstwo zmian C142G, G355T, Z643 (homozygoty GTC) w oblbie genu
CYP1B1 zwiksza ryzyko zachorowania na raka piersi ok. 2-keotmyskpuje w ok. 12% wszystkich
rakow (9).

Zalecenia dla nosicielek homozygotycznego genotypC w obebie genu CYP1B1 proponowane ja-
ko opcja posipowania medycznego:
» systematyczna samokontrola piersi
* badanie lekarskie piersi od 25 rl x 6 miesjcy
e USG piersi od 25 #. 1x rok
e rezonans magnetyczny piersi ewentualnie mammog@i5 - 30 &z 1 x rok naprzemiennie
z USG piersi

6. Test oparty o wykrywanie zmiany C5972T genu BRC2A

Zmiana C5972T zwksza ryzyko zachorowania na raka piersi (DCIS pgnb0. rokuzycia) ok. 3-
krotnie; homozygotyczne nosicielstwo tej zmianyrftoaygoty TT) zwgksza ryzyko raka piersi poni-
zej 50. rokuzycia ok. 5-krotnie; zmiana ta wygtuje w ok. 6% rakéw piersi patgj 50. rokuzycia
(20).

Zalecenia dla nosicielek zmiany C5972T genu BRCA@ppnowane jako opcja p@pbwania me-
dycznego:

e systematyczna samokontrola piersi

* badania lekarskie piersi od 2% r1 x 6 miesjcy

e USGpiersi od 25 . 1x rok

« mammografia od 35x. 1 x rok naprzemiennie z USG piersi

7. Test oparty o badanie nosicielstwa mutacji C61@raz 4153delA genu BRCAL u rgzczyzn
Zmiany C61G oraz 4153delA genu BRCAL gacryzn zwekszap ryzyko zachorowania na raka pro-
staty ok. 3,6-krotnie - mutacje te wgtija w ok. 0,4% wszystkich rakéw prostaty; ryzyko radrasta-
ty u nosicieli tych zmian jest zekiszone okoto 12-krotnie gdy w rodowodzie wyst rak prostaty
wsrod krewnych | stopnia (11).



Zalecenia dla nosicieli mutacji C61G oraz 4153dgkku BRCA1 proponowane jako opcja ppst
wania medycznego:
* badanie urologiczne, PSA od 59 rl x 1 rok
« do rozwaenia biopsja saturacyjna prostaty po GO ttylko jesli w rodowodzie jest rak prostaty
wsrod krewnych | stopnia !!!!
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