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Mutacje dynamiczne w chorobach zwyrodnienidwych
ukladu nerwowego

Dynamic mutations in degenerative diseases of the nervous system

DOROTA HOFFMAN-ZACHARSKA

Z Zakladu Genetyki IPIN w Warszawie

STRESZCZENIE. W pracy omdwiono istote mu-
tacji dynamicznych, przypuszczalny mechanizm ich
powstawania oraz ich znaczenie w patogenezie nie-
ktérych proceséw zwyrodnieniowych ukladu ner-
wowego. Przedstawiono dokladniej amplifikacje
okreslonych sekwencji trOJnukleotydowych w kilku
chorobach (red.).

SUMMARY. The nature of dynamic mutations,
their presumable underlying mechanism, as well as
their role in the pathogenesis of some degenerative
diseases of the nervous system are discussed in the
paper. More attention is devoted to amplification
of selected trinucleotide sequences in several dis-
eases (ed.).
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W ostatnich latach neurogenetyka moleku-
larna rozwinela sie w jedna z bardziej aktyw-
nych i obiecujacych galezi neurobiologii. Jest
to nowa dziedzina wykorzystujaca techniki
nowoczesnej genetyki molekularnej w bada-
niach klasycznych schorzen neurologicznych
o charakterze dziedzicznym, okreflanych mia-
nem ,,choréb neurogenetycznych” i definio-
wanych jako kliniczne jednostki chorobowe,
powodowane defektem jednego lub wiekszej
iloéci gendw, prowadzacym do zaburzenia
roznicowania i funkcji neuroektodermy oraz
jej pochodnych [Muller i wsp. 1994].

Choroby neurogenetyczne moga byt wy-
nikiem zaburzenia prawidlowej ekspresji ge-
nu 'w neuroektodermie (typ I. wiele kla-
sycznych dzedzicznych chordb zwyrodnie-

niowych, nerwowo-mie$niowych i zaburzen -

rozwojowych mozgu), lub ich neurologiczny
charakter moze by¢ powodowany posrednio
przez defekt genu nie ulegajacego ekspresji
w tkance nerwowej (typ II: choroby meta-
boliczne oraz dysplazje kostne z objawami
neurologicznymi). Pod wzgledem podloza

genetycznego mozna podzieli¢ je na cztery
grupy [Muller i wsp. 1994]:

(1) grupa choroéb powodowanych przez
tzw. mutacje dynamiczne, czyli zwie-
lokrotnienie sekwencji trdjnukieoty-
dowych w obrebie gendéw (np. choro-
ba Huntingtona, bezlad rdzeniowo-
-mézdzkowy, dystrofia miotoniczna,
zespo! kruchego chromosomu X),

(2) choroby zwiazane z wystapieniem de-
lecji lub disomicznosci jednorodzi-
cielskiej (np. dystrofia Duchenne’a-
-Beckera, zespot Pradera i Willego-
-Algemana, zespdl Millera-Dieker),

(3) grupa choréb powodowanych gléwnie
wystapieniem mutacji punktowych
(leukodystrofie sprzezone z chromo-
somem X, choroba Charcot-Marie-
-Tooth typ I'i inne),

(4) choroby genetycznie heterogenne, jak
choroba Alzheimera czy choroba
Parkinsona.
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W niniejszej pracy omoéwione zostanie
podloze molekularne choréb nalezacych do
pierwszej z wymienionych grup, ze szczegdl-
nym zwroceniem uwagi na choroby zwyrod-
nieniowe uktadu nerwowego.

ANTYCYPACJA W CHOROBACH
UWARUNKOWANYCH GENETYCZNIE

Antycypacje definiuje sig¢ jako wystgpo-
wanie, w przypadku niektorych chordb dzie-
dzicznych, zjawiska cigzszego przebiegu cho-
roby, ktorej objawy wystepowaly juz w ko-
lejnych, wezesniejszych pokoleniach. Pojecie
to wprowadzono na poczatku XX wieku
w wyniku szczegélowych badan klinicznych
rodzin dotknigtych dystrofia miotoniczna
(myotonic dystrophy, MD), podczas ktérych
zaobserwowano wyrazna ,.ewolucje” tej cho-
roby od formy lagodnej (za¢ma) poprzez
wystapienie w nastgpnych pokoleniach kla-
sycznej formy MD (postepujace osltabienie
i zanik miesni), ktorej czesto w tym samym
Iub nastepnym pokoleniu towarzyszyly bez-
plodnoé¢, uposledzenie umyslowe i przed-
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weczesna $miertelno$c, az do wystapienia naj-
ostrzejszej, wrodzonej formy MD (congenital
MD, CMD) z glebokim uposledzeniem umy-
slowym i zanikiem miegsni, ktora zawsze
zwiazana byla z przekazywaniem choroby
przez matke (rys. 1a). Dalsze badania wyka-
zaly, ze we wszystkich przypadkach wysta-
pilo dziedziczenie cechy w sposob autosomal-
ny dominujacy.

Szczegblny przypadek antycypacji za-
obserwowano w dziedziczeniu zespolu kru-
chego chromosomu X (fragile X syndrom,
zespol fra-X), najczestszej formy dziedzicz-
nego upofledzenia umystowego, przeka-
zywanej jako cecha dominujaca o niepelnej
penetracji, sprzezona z chromosomem X.
Charakterystyczne dla zespotu fra-X jest, ze
20% mezczyzn bedacych nosicielami muta-
cji nie wykazuje objawdéw upoSledzenia,
podczas gdy 30% kobiet nosicielek opdz-
nionych jest w rozwoju umystowym. Ponad-
to corki bezobjawowych nosicieli nigdy nie
wykazuja objawdw choroby, ktére pojawia-
ja sie dopiero w nastepnym pokoleniu, tzn.
u ich wnukéw. Podobnie, jak w przypadku
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Rysunek la. Antycypacja w dziedziczeniu dystrofii miotonicznej MD — typowa forma dystrofii, CMD
— wrodzona forma dystrofii), dla poszczegolnych 0so6b zaznaczono iloé¢ powtorzen CTG w obrgbie genu
DM-19 [wg Caskey i wsp. 1992}

Rysunek 1b. Paradoks Sherman, empirycznie wyznaczone ryzyko wystapienia objawéw zespolu fra-X
w zaleznoéci od potozenia w rodowodzie [wg Fu i wsp. 1991]
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MD, wystepuje tu zaostrzenie objawow
choroby w kolejnych generacjach z tym, ze
ryzyko zachorowania zalezy od pozycji
danej osoby w drzewie rodowym (rys. 1b).
Jest to tzw. paradoks Sherman, ktory mowi,
ze prawdopodobienstwo wystapienia cho-
roby wérdd rodzenstwa bezobjawowych
nosicieli jest znacznie mniejsze (9%) niz
wérdd jego wnukow i prawnukow (40-50%)
[Sherman i wsp. 1985].

W obu wymienionych przypadkach wyttu-
maczenie obserwowanych zjawisk bylo nie-
zmiernie trudne w Swietle zalozen klasycz-
nej genetyki mendlowskiej, defininjacej geny
jako stabilne elementy tylko rzadko zmie-
niane przez mutacje (czgsto$¢ mutacji spon-
tanicznych szacuje si¢ na 1 x 1072 na zasade
na pokolenie). Spowodowalo to duzy scep-
tycyzm w stosunku do obserwowanego zja-
wiska (pomimo, Ze antycypacje opisano
w kolejnych chorobach — np. w chorobie
Huntingtona) i wreszcie uznanie go za wynik
subiektywnego doboru danych klinicznych
i statystycznych. Takie stwierdzenia mozna
spotkaé jeszcze w podrecznikach genetyki
z lat osiemdzesiatych [Teisberg 1995]. Bada-
nia molekularne prowadzone w tych latach
wykazaly jednak, ze material genetyczny nie
jest az tak stabilny, jak zakladano uprzednio,
i doprowadzily do uznania antycypacji za
zjawisko autentyczne, a nie fikcje.
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MUTACJE DYNAMICZNE — MOLEKU-
LARNE PODELOZE ANTYCYPACJI

Genetyka klasyczna definiowala mutacje
jako dziedzicznie utrwalone zmiany w sek-
wencji DNA prowadzace do zaburzenia
prawidlowego funkcjonowania genéw. Mu-
tacje w takim ujeciu miaty stabilny charak-
ter, zarébwno pod wzgledem niezmiennoSci
przy przekazywamu z pokolenia na pokole-
nie, jak roéwniez wplywu na prawdopodo-
biefistwo zajécia kolejnych zmian w obrebie
zmutowanej sekwencji DNA. Do weryfika-
cji tej definicji zmusito odkrycie w geno-
mach eukariotycznych obecnosci sekwencji
mutujacych z duza czestoscia, niejednokrot-
nie przy kazdorazowym przekazywaniu ich
potomstwu. Sekwencje takie okre§lono mia-
nem niestabilnych sekwencji DNA.

Niestabilne sekwencje DNA naleza do
grupy sekwencji repetytywnych (powtarza-
jacych sig) stanowiacych znaczaca frakcje
(u zwierzat do 50%) DNA genomowego.
Jednym z rodzajow takich sekwencji sa tzw.
sekwencje mikrosatelitarne skladajace sie
z wielu nastepujacych po sobie powtérzen
sekwencji 2-5 nukleotydowych [Charles-
worth i wsp. 1994]. Sekwencje te charak-
teryzuja sie duzym polimorfizmem, co ozna-
cza, ze wystepuja w genomie w wielu for-
mach rdznigcych sie miedzy soba iloscia
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Rysunek 2. Schemat przedstawiajacy prawdopodobny mechanizm élizgania si¢ polimerazy (polymerase
slippage) mogacy prowadzi¢ do zmiany ilo§ci powtorzen w obrebie sekwencji mikrosatelitarnych
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powtdrzen sekwencji podstawowej. Przyczy-
ng tak znacznego polimorfizmu jest zapew-
ne latwos¢ z jaka zachodzi w ich obrebie
mutacja, polegajaca na zmianie — amplifi-
kacji (zwickszeniu) lub kontrakcji (zmniej-
szeniu) ilodci jednostek podstawowych. Me-
chanizm powstawania tego typu mutacji
nie jest obecnie wyjasniony. Wydaje sie jed-
nak, ze w przypadku sekwencji mikrosate-
litarnych sa one wynikiem tzw. §lizgania sie
polimerazy (polymerase slippage) — rys. 2
[Dover 1995], a prawdopodobieistwo ich
zajScia zalezy od dlugosdci niestabilnej se-
kwencji. Mutacje te okreéla sie mianem mu-
tacji dynamicznych.

Obecno$¢ niestabilnych sekwencji DNA,
bedacych przyczyna mutacji dynamicznych
nie tylko w obszarach niekodujacych ge-
nomu, ale i w obrebie sekwencji koduja-
cych, jest przyczyna wystepowania szeregu
chor6b genetycznie uwarunkowanych. We
wszystkich opisanych do tej pory przy-
padkach choréb nalezacych do tej grupy
dochodzi do amplifikacji tréjnukleotydo-
wych sekwencji powtorzonych (trinucleotyde
repeats, TNRSs), ktorych liczba u 0so6b zdro-
wych utrzymuje sie w okreSlonych grani-
cach, a u oséb chorych znacznie je przekra-
cza. Stopien niestabilnosci sekwencji TNR
zalezy od ich dhugoéci (liczby juz wyste-
pujacych powtérzen), co thumaczy zmien-
no$¢ fenotypowa wywolywanych przez nie
choréb, jak réwniez zaostrzenie objawdw
w kolejnych pokoleniach, czyli obserwowa-
ne zjawisko antycypacji.

MUTACJE DYNAMICZNE
JAKO PRZYCZYNA
NIEKTORYCH CHOROB
GENETYCZNYCH CZX.OWIEKA

Jak juz wspomniano powyzej, wystepo-
wanie trojnukleotydowych sekwencji po-
wtorzonych w rejonach kodujacych nie-
ktorych genow jest przyczyna wystepowania
chordb uwarunkowanych genetycznie.

Do tej pory opisano dziewigé takich jed-
nostek chorobowych:

(1) zespot kruchego chromosomu X zwia-
zany z obecnoscia kruchego miejsca
FRAXA (FRAXA mental retardation),

(2) lekkie uposledzenie umystowe zwiaza-
ne z obecnoscia kruchego miejsca
FRAXE (FRAXE mental retardation),

(3) dystrofia miotoniczna (miotonic dys-
trophy — MD),

(4) rdzeniowo-opuszkowy zanik miesni
typu Kennedy’ego (spinobulbar mus-
cular atrophy — SBMA),

(5) choroba Huntingtona (Huntington
disease — HD),

(6) ataksja rdzeniowo-mé6zdzkowa typu 1
(spinocerebellar ataxia type 1 — SCAI),

(7) padaczka miokloniczna z ruchami
plasawiczymi (dentatorubral-pallido-
luysian atrophy — DRPLA) bedaca
alleliczng forma zespolu Haw River
(Haw River syndrome — HRS),

(8) choroba Machado-Joseph (Machado
Joseph disease - MJD) alleliczna z ata-
ksja mozdzkowo-rdzeniowa typu3
(spinocerebellar ataxia typ 3 — SCA3),

(9) ataksja Friedreicha (Friedreich’s ata-
xia — FRD A).

Zestawienie danych dotyczacych choréb
zwigzanych z amplifikacja powtdrzonych
sekwencji tréjnukleotydowych, nazywanych
niekiedy chorobami TNR (TNR disorders),
przedstawiono w tabl. 1.

Wéréd opisanych chordb zwigzanych
z amplifikacja sekwencji TNR na podstawie
polozenia w obrebie genu mutujacych se-
kwencji oraz zakresu chorobotwérczego po-
wtdrzen mozna wyrdzni¢ dwie grupy (rys. 3).

Pierwsza z nich obejmuje cztery jednostki
chorobowe: uposledzenia umystowe zwigza-
ne z kruchymi miejscami FRAXA i FRA-
XE, MD i FRDA, gdzie mutacje dotycza
obszaréw genéw nie ulegajacych translacji,
zwigzane sa z bardzo silna amplifikacja se-
kwencji podstawowych — powyzej 200 pow-
térzefi i prowadza do obnizenia, czy wrecz
zahamowania, ekspresji genéw. W przypadku
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Rysunek 3a. Schemat przedstawiajacy etapy ekspresji genu eukariotycznego. Sekwencja
DNA zawierajaca zaréwno egzony (E), jak 1 introny (I) przepisywana jest na RNA w postaci
pierwotnego transkryptu (hnRNA), z kt6rego w procesie splicing wycinane sa sekwencje
niekodujace — introny. mRNA stanowi matrycg do syntezy biatka, sekwencje UTR na 5°
i 3 koncu czasteczki przed kodonem AUG i za kodonem ,,stop” nie ulegaja translacji

Rysunek 3b. Schemat przedstawiajacy rozmieszczenie sekwencji trojnukleotydowych

w genach dla rémych choréb genetycznych powodowanych mutacjami dynamicznymi.

W kazdym przypadku podano rodzaj sekwencji, zakres powtorzen u oséb zdrowych
(powyzej) 1 0s6b chorych. Objasnienia skrotoéw nazw chordb znajduja sig w tekécie
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FRAXA i FRAXE mamy do czynienia
z amplifikacja odpowiednio sekwencji CGG
i CCG, ktorej towarzyszy wystapienie tamli-
wych miejsc w chromosomie X. Zwielokrot-
nienie sekwengcji zachodz na 5° konicu genu.
Interesujace jest, ze za wystapienie w geno-
mie czlowieka trzech innych miejsc lamli-
wych réwniez odpowiedzialne sa zwielokrot-
nione podobne sekwencje trojnukleotydowe
— FRAXF (GCC), FRA16A (CCG) oraz
FRAI11B (CCG) [Parrish i wsp. 1994, Jones
i wsp. 1995]. We wszystkich przypadkach se-
kwencje te sasiaduja z tzw. wyspami CpG

(CpG islands). Sekwencje CpG u pacjentéw .

7 zespolem fra-X, u ktérych w badaniu cyto-
genetycznym wykrywa sig obecno$¢ miejs-
ca FRAXA zawsze ulegaja hipermetylacji.
W przypadku MD amplifikowana jest se-
kwencja CTG w rejonie 3° UTR [Brook i wsp.
1992], a w FRDA sekwencja GAA w obsza-
rze 1 intronu genu [Campuzano i wsp. 1996].

Druga grupa — to szereg chordb, w przy-
padku ktérych mutacje obejmuja obszary
genéw odczytywane w procesie translacji
(otwarta ramka odczytu z ang. open reading
frame — ORF), dotycza one tylko sekwencji
CAG (kodonu kodujacego glutamine) i pro-
wadza do wydluzenia ciagu glutamin w pro-
dukcie biatkowym, zmieniajac w ten sposob
jego podstawowa funkcje. Niestabilno$¢ se-
kwencji nie jest tu tak silna, a liczba pow-
torzen trojnukleotydu CAG nigdy nie prze-
kracza 150. Do grupy tych chordéb naleza:
HD [Huntington Disease Collaborative
Group 1993], SBMA [La Spada i wsp.
1991}, SCAL1 [Orr i wsp. 1994], MID [Kawa-
guchi i wsp. 1994] i DRPLA [Koide i wsp.
1994] bedace chorobami zwyrodnieniowymi
ukladu nerwowego o charakterze postepu-
jacym, zwiazanymi z selektywna utrata neu-
ron6éw. Choroby te dziedziczone sa w spo-
sob dominujacy (wyjatek stanowi SBMA),
charakteryzuja sie p6Znym wystepowaniem
objawéw (po 30 roku Zzycia) i antycypacja,
zwiazana 2z ojcowskim przekazywaniem
zmutowanego genu, prowadzaca do wyste-
powania form mlodzenczych (objawy przed
20 rokiem zycia).

Rdzeniowo-opuszkowy zanik migsni
typu Kennedy’ego

Rdzeniowo-opuszkowy zanik migéni — to
choroba nalezaca do grupy chordb nerwo-
wo-miesniowych charakteryzujaca sie zani-
kiem neuronow ruchowych. Jest to choroba
wieku éredniego o charakterze postgpuja-
cym, ktorej glowne objawy obejmuja osla-
bienie i zanik mie$ni. Choroba dziedziczona
jest jako cecha recesywna sprzgzona z plcia.
Wrystepuje tylko u mezczyzn, u ktérych
oprocz glownych objawdw stwierdza sig ob-
nizong plodnoéé i ginekomastie. Przyczyna
tej choroby jest mutacja w 1 egzonie genu
AR - kodujacego receptor androgenu. Mu-
tacja polega na amplifikacji sekwencji
CAG, co prowadzi do wydluZzenia ciagn
glutamin na N-konicu biatka. Receptor an-
drogenu peli funkcje czynnika transkryp-
cyjnego aktywowanego obecno$cia andro-
genéw. Mutacja, ktéra zaburza funkcje ak-
tywujaca biatka, nie zachodzi jednak ani
w domenie wiazacej hormon, ani w domenie
oddzialnjacej z DNA. W chwili obecnej nie
wiadomo, jaki jest zwiazek pomiedzy am-
plifikacja sekwencjii CAG a degeneracja
neuronéw ruchowych. Nie jest to najpraw-
dopodobniej prosta utrata funkcji biatka,
gdyz u pacjentow z delecja genu AR nie ob-
serwuje si¢ objawow charakterystycznych
dla SBMA, jedynie zesp6t jader feminizuja-
cych [Bingham i wsp. 1995].

Choroba (plasawica) Huntingtona

Choroba Huntingtona (HD) jest choroba
zwyrodnieniowa mézgu charakteryzujaca sie
zanikiem neuronéw prazkowia i kory platéw
czotowych. Podstawowymi jej objawami sa
mimowolne ruchy plasawicze (poczatkowo
ograniczonych grup mie$ni z pdzniejszym
stalym niepokojem ruchowym z zaburzenia-
mi chodu) i postgpujace otepienie.

Objawy chorobowe w 90% przypadkéw
wystgpuja miedzy 35 i 40 rokiem zycia,
w 10% w tzw. postaci mlodzienczej HD,
przed 20 rokiem zycia. Przecigtnie chorzy
umieraja po 15-20 latach od pojawienia si¢
objawéw choroby. Postaci mlodzeficzej,
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zwigzanej zazwyczaj z dziedziczeniem ojcow-
skim, towarzysza ostrzejsze objawy 1 szybszy
przebieg choroby.

HD przekazywana jest jako cecha autoso-
malna dominujaca o pelnej penetracji. Przy-
czyna tej choroby jest mutacja poloZzonego
na chromosomie4 genu IT15 kodujacego
huntingtyne — biatko o nieznanej funkcji, nie
wykazujace istotnej homologii do zadnego
innego znanego obecnie biatka. Huntingtyna
jest bialkiem cytoplazmatycznym, ktorego
ekspresja, zar6wno u osob zdrowych, jak
i chorych, zachodzi w wigkszosci tkanek
— nie jest ograniczona do ukladu nerwowego.

Mutacja chorobotwoéreza w tym przypad-
ku zwiazana jest rOwniez z niestabilnodcia
sekwencji CAG znajdujacej si¢ na 5 koncu
genu IT15. Ilo§¢ powtdrzen tej sekwencii
w populacji o0séb zdrowych jest wysoko-
zmienna — od 7 do 36, z tym, ze w wigkszo-
§ci przypadkéw (>99%) nie przekracza 30.
U osdb dotknietych HD spotyka sie ilos¢
powtérzenn CAG w zakresie od 37 do ponad
120 (najczesciej 42-44). Amplifikacje tej se-
kwencji powyzej 37 powtdrzen stwierdza sie
niemal u wszystkich (99%) pacjentow,
u ktérych rozpoznano HD. Uznaje sie wigc,
Ze jest to specyficzny marker pozwalajacy
na weryfikacje rozpoznania klinicznego,
a u 0s6b pochodzacych z rodzin ryzyka HD
nie wykazujacych objawéw — na stwierdze-
nie lub wykluczenie nosicielstwa mutacji
zwiazane] z ta choroba.

Szereg badan wykazuje istnienie korelacji
pomiedzy wiekiem zachorowania a wiel-
koscia rejonu powtdrzen CAG w obrebie
genu IT15, tzn. im wigksza liczba pow-
torzen tym wezesniej wystepuja objawy cho-
roby. Najwyrazniej zalezno§¢ ta widoczna
jest w przypadkach miodzienczych, gdzie
objawy wystepuja przed 20 rokiem Zzycia,
a liczba powtérzen przekracza 50. Liczba
powtdrzen nie pozwala jednak przewidywac
w konkretnym przypadku ani wieku zacho-
rowania ani klinicznego przebiegu choroby.

Mechanizm patogenezy choroby Huntin-
gtona nie zostal jeszcze poznany. Podobnie
jak w przypadku SBMA, selektywna uvtrata

neuronéw nie jest wynikiem utraty aktyw-
nofci jednego allelu IT15, lecz zmiany funk-
cji kodowanego przez niego biatka, za czym
przemawia fakt, Zze pacjenci z zespolem
Wolf-Hirshorna, bedacy hemizygotami dla
obszaru obejmujacego gen IT15, na skutek
czeSciowej delecji krotkiego ramienia chro-
mosomu 4, nie wykazujg objawdéw charak-
terystycznych dla HD.

Dziedziczne ataksje rdzeniowo-mézdzkowe
Dziedziczne ataksje rdzeniowo-mébzdzko-
we (spinocerebellar ataxias — SCAs) stanowia

. heterogenna grupe postepujacych choréb

zwyrodnieniowych zwiazanych z degeneracja
neurondéw w moézdzku, rdzenin kregowym
1 pniu moézgu. Pod wzgledem genetycznym
choroby te mozna podzieli¢ na autosomaine
recesywne, autosomalne dominujace i przy-
padki izolowane. Dla ataksji o dziedziczeniu
recesywnym opisanc dwa Joci, na chro-
mosomie 8q (ataksja zwiazana z niedobo-
rem wit. E) i 9q (ataksja Friedreicha). Do
chwili obecnej, zmapowano réwniez siedem
loci zwiazanych z ataksjami o dziedziczeniu
dominujacym: SCAl na chromosomie 6p,
SCA2 na chromosomie 12q, choroba Ma-
chado-Joseph/SCA3 — 14q, SCA4 - 16q,
SCA7 — 3p, SCA5 w centromerowym rejo-
nie chromosomu 11 i DRPLA na chromo-
somie 12p — tabl. 2. W przypadkn czterech
z tych choréb uszkodzenia poszczegolnych
gendéw zwigzane sa z mutacjami dyna-
micznymi. W FRDA amplifikacji ulega tréj-
nukleotyd GAA polozony w obrebie intronu
prowadzac do obniZenia poziomu mRNA,
w SCA1l, MID oraz DRPLA amplifikacji
ulega sekwencja CAG w otwartej ramce
odczytu, prowadzac, podobnie jak w przy-
padku SBMA i HD, do powstania biatka
o zwigkszonym ciagu glutamin, '

U chorych z SCA2 i SCA7 (ADCAII)
rowniez stwierdzono wystepowanie bialek
o duzych rejonach poliglutaminowych
[Trottier i wsp. 1995], co, biorac pod uwage
fakt wystgpowania antycypacji w ich dzie-
dziczeniu, moze wskazywac na analogiczne
podloze molekularne mutacji.
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Tablica 2. Zestawienie danych dotyczacych ataksji o charakterze dziedzicznym [wg Harding 1995,
Schols i wsp. 1995, Junck i Fink 1996]

Lokalizacja genu Mutacja | Czestosé wystegpowania

1. Ataksje o dziedziczeniu recesywnym

AVED 8q13 nieznana nieznana
FRDA 9q18-q21.1 powt. GAA cz. 1/50000 (nos. 1/120)
2. Ataksje o dziedziczeniu dominujacym

Autosomalne dominujace ataksje mozdzkowe typu I - ADCA I

SCA1 6p22-23 powt. CAG 17%

SCA2 12p23-24 nieznana (CAG?) nieznana SCA3/MID
14932 powt. CAG 18%

SCA4 16q24 nieznana nieznana

Autosomalne dominujace ataksje mo6zdzkowe typu IT — ADCA I

SCA7 | 3p14-21.1 ) I nieznana (CAG?) | nieznana
Autosomalne dominujace ataksje mozdzkowe typu IIT —~ ADCA TIT
SCAS | 11cent. | nieznana | nieznana

DRPLA/HRS - padaczka miokloniczna z ruchami plasawiczymi
| 12p12 |  powt.caG | 3%
Autosomalne dominujace ataksje periodyczne

l 12pi19p I nieznane l
DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA si¢ w chwili obecnej na bezposredniej ana-
MUTACJI DYNAMICZNYCH lizie region6éw ulegajacych mutacji. Sposob

diagnostyki dla wszystkich choréb naleza-
Diagnostyka molekularna choréb wywo- cych do tej grupy jest podobny i jego pod-
lywanych przez mutacje dynamiczne opiera stawa jest okreslenie wielkosci fragmentu

4a 4b
(CGG)n
EcoRlI EcoRI
sonda
@ I peina mutacja
— — — premutacja
—— - —— — —-| allei dziki — 5,2 kb

Rysunek 4. Diagnostyka molekularna w zespole fra-X oparta na analizie restrykcyjnej DNA polaczonej

z hybrydyzacja. DNA cigty jest enzymem restrykcyinym EcoR1I, a nastgpnie fragmenty DNA rozdzielane sa

w zelu agarozowym i po przeniesieniu na filtr hybrydyzowane z sonda. Niestabilne sekwencie (CGG), polozone

sa wewnatrz fragmentu EcoRI rozpoznawanego przez sondg (4a). Wielkosci hybrydymjacych fragmentéw
odpowiadaja stopniowi zwielokrotnienia tej sekwencji (4b)
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Rysunek 5. Diagnostyka molekularna w chorobie Huntingtona. Na zdjeciu przedstawiona jest
analiza produktéw amplifikacji PCR rejonu obejmujacego powtdrzenia (CAG), genu IT1S.
Produkty reakcii rozdzielone zostaty w 6% Zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych.
Wielkoéci poszczegolnych fragmentow, na podstawie ktérych wyliczono liczbg powtorzen CAG,
ustalono poprzez bezposrednie ich poréwnanie ze standardem wielkosci — w tym przypadku
reakcja sekwencjonowania faga M13/mp18. Amplifikacie DNA prowadzono przy zastosowanin
starteré6w HD1/HD?3, liczbg powtorzeti CAG = (wielko§ prod. PCR-47bp)/3 [Warner i wsp. 1993]
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DNA obejmujacego region niestabilny oraz
ustalenie czy ilo$¢ powtdrzen sekwencji TNR
znajduje si¢ w zakresie patogennym dla danej
choroby. W badaniach stosuje si¢ dwie pod-
stawowe metody: analize restrykcyjna pola-
czona z hybrydyzacja oraz reakcje amplifika-
cji DNA metoda PCR (tys. 4, 5). Pierwsza
z tych metod wykorzystywana jest w testach
diagnostycznych chor6b zwiazanych z silng
amplifikacja sekwencjii TNR (MD, zesp6l
fra-X), druga stosowana jest w diagnostyce
wszystkich choréb, gdzie dochodz do ogra-
niczonej amplifikacji sekwencji CAG.

Bezpo$rednia analiza molekularna nie-
stabilnych rejonéw DNA o znaczeniu cho-
robotworczym pozwala na jednoznaczna
klasyfikacje jednostek chorobowych (co jest
szczegOlnie istotne w przypadku HD i atak-
sji mézdzkowych o dziedziczeniu dominuja-
cym), a w praktyce moze by¢ wykorzysty-
wana jako rutynowe badanie weryfikujace
diagnoze kliniczna. Analiza DNA pozwala
réwniez na ustalenie nosicielstwa choroby
u 0sdb nie wykazujacych objawow, a po-
chodzacych z rodzin ryzyka genetycznego
oraz w diagnostyce prenatalnej.

Badania tego typu powoduja jednak szereg
probleméw etycznych, szczegdlnie w przy-
padku choréb zwyrodnieniowych ukladu
nerwowego o péznym wieku zachorowania,
Doprowadzilo to juz do opracowania migdzy-
narodowych zasad poradnictwa genetycznego
dla rodzin dotknietych HD [ITHA, WFN
1994], ktore réwniez powinny byé stosowane
w przypadku pozostatych chordb o podob-
nym przebiegu klinicznym i takim samym
podlozu genetycznym.
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