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Podstawy molekularnej analizy DNA
w diagnostyce chorob uwarunkowanych genetycznie

Principles of the DNA molecular analysis
in the diagnostics of genetically determined diseases

- JANUSZ ZIMOWSKI

Z Zakladu Genetyki Instytutn Psychiatrii i Neurologii w Warszawie

STRESZCZENIE. Artykul zawiera podstawowe
wiadomosci o DNA jako nosniku informacji gene-
tycznej. Oméwiono w nim bardziej szczegdlowo
obecne poglady na temat mutacji i podano zasady
badania struktury DNA réinymi metodami (red.).

SUMMARY. The paper presents basic facts con-
cerning the DNA as a carrier of genetic informa-
tion. Current views on mutation are outlined in more
detail and principles of the DNA structure examina-

-tion using various methods are explained (ed.).
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DNA - NOSNIK INFORMACJI
GENETYCZNEJ, PRZEPYL.YW
INFORMACJI DNA-RNA-BIALKO

Pojedyncza czasteczka DNA, w ktérej za-
pisana jest informacja genetyczna komor-
ki, ma posta¢ dlugiego, nierozgalezionego
podwadjnego heliksu, ktory tworza dwa uto-
Zone przeciwrownolegle i owijajace sig wo-
kot siebie lancuchy polinukleotydowe. Zbu-
dowane sa one z czterech deoksyrybonu-
kletydow: adenozyny (A), guanozyny (G),
tymidyny (T), cytydyny (C), polaczonych
wiazaniami fosfodwuestrowymi. Stabilno$é
struktury dwuniciowej zapewniajg wigzania
wodorowe powstajace miedzy komplemen-
tarnymi zasadami: adenina i tymina oraz
guanina i cytozyna (rys. 1).

Organizacja zapisu informacji genetycz-
nej, mimo znacznego postepu, nie zostala
jeszcze poznana do konica. Wiadomo jed-
nak, ze odcinki DNA, bedace genami struk-
tury, skladaja sig¢ z czefci regulatorowej,
zwanej promotorem, i czgSci przepisywanej
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Rysunek 1. Schemat budowy czasteczki DNA
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w procesie transkrypcji na RNA. Pierwotny
transkrypt przechodzi w jadrze skompliko-
wana przemiane. Polega ona na modyfikacji
konfica 5° (powstanie czapeczki), wycinaniu
intronéw (proces sktadania — ang. splicing)
i dolaczeniu sekwencji poli A (poliadenyla-
cja) (rys. 2). Dopiero tak zmieniony RNA
(mRNA) jest transportowany do cytoplaz-
my, gdzie bierze udzial w procesie translacji
(syntezie bialtka).

Informacja o strukturze pierwszorzedowej
biatka (sekwencji aminokwasowej) zapisana
jest zarowno w DNA, jak i w mRNA w spo-
s6b liniowy. W DNA jest ona nieciagta, od-
cinki niosace informacje (egzony) rozdzielone
sa odcinkami wstawek — intronow. Podsta-
wowym znakiem informacyjnym jest trojka
nukleotydow zwana kodonem. Sposrod 64
mozliwych tréjek jedna AUG (w RNA za-
miast tyminy wystngJe uracyl) kodujaca me-
uomnc;, zwana inicjacyjna stanowi poczatek
zapisu informacji dla kazdego bialka, a trzy
UAA, UAG i UGA nie koduja zadnego ami-
nokwasu i sygnalizuja koniec syntezy poli-
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peptydu Za pomoca pozostaltych 60 kodo-
néw zapisana jest informacja o pozostalych
19 aminokwasach, z ktorych tylko tryptofan
kodowany jest jedng trojka. Ta niejedno-
znaczno$¢ kodu genetycznego okre§lana jest
mianem jego degeneracji. Poniewaz system
ten nie zawiera znakoéw rozdzielajacych po-
szczegdlne kodony, informacja moze byé
odczytana zaleznie od wyboru pierwszego nu-
kleotydu na trzy rézne sposoby (rys. 3). Jed-
nak tylko sekwencja rozpoczynajaca sie trojka
AUG rogpoznawana jest przez rybosomy
jako poczatek informacji o sekwencji amino-
kwasowej i nazywana jest otwarta ramka od-
czytu (ang. open reading frame, ORF).
Czasteczka dojrzalego mRNA nie rozpo-
czyna si¢ kodonem AUG i nie koriczy kodo-
nem stop. Fragmenty sekwencji znajdujacych
sig poza ORF nie podlegaja translacji. Sa to:
na koncu 5’ sekwencja poprzedzajaca kodon
AUG i na konicu 3’ sekwencja wystepujaca za
kodonem stop. Fragmenty te nosza nazwe
regionow nie ulegajacych translacji (ang.
untranslated region, UTR) (rys. 2).
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Rysunek 2. Schemat transkrypcji i obrobki RNA
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Rysunek 3. Mozliwosci odezytu tej samsj
sekwencji nukleotydow

MUTACIJE

Obserwowana mna codzieq zmienno$é
i réznorodnoé¢ $wiata zywego ma podloze
zaroéwno dziedziczne, jak i uwarunkowane
czynnikami §rodowiskowymi. Dwa organiz-
my o identycznym genotypie moga roznic
sie fenotypowo na skutek rozwijania sig
w rozanych warunkach, a pewne zmiany ge-
netyczne moga ujawniaé si¢ dopiero w po-
koleniu, w ktérym wystapia dwie zmienione
kopie tego samego genu (allele). Nawet
zmiany fenotypowe, ktorych podlozem sa
zmiany w DNA moga nie by¢ dziedziczne,
gdyz nie musza dotyczy¢ materialu gene-
tycznego komoérek rozrodczych.

Wedlug klasycznej definicji wszelkie zmia-
ny utrwalone w materiale genetycznym
i przekazywane z pokolenia na pokolenie
nazywane sa mutacja. W pojeciu tym miesz-
czg sie takie zmiany, jak:

— zamiana jednego nukleotydu na inny
(mutacja punktowa)
— utrata jednego lub wigkszej liczby nu-
kleotyd 6w (delecja) ‘
— pojawienie si¢ nowego fragmentu
- DNA (insercja, a w szczegblnym przy-
padku duplikacja)

Tak rozumiane pojecie mutacji uleglo
w ostatnich latach rozszerzeniu o przypadki

mutacji dynamicznych [por. 1]. Polegaja
one na zmianie wielkos$ci pewnych fragmen-
tow DNA podczas przekazywania materialu
genetycznego potomstwu. Okazalo sig, iz
istnieja sekwencje, ktore ulegaja wydluze-
niu lub niekiedy skréceniu w trakcie mejo-
tycznej replikacji DNA. Sa to powtorzenia
tréjek nukleotydowych, ktére po przekro-
czeniu pewnej granicy staja sig sekwencjami
niestabilnymi. Ich dlugo$é moze byé zacho-
wana lub zmieniona, lecz mechanizmu po-
wstawania takiej mutacji jeszcze nie znamy.

WYBRANE METODY
BADANIA STRUKTURY DNA

W jadrze komérkowym znajduje sie gru-

‘pa enzymOw odpowiedzialnych za auto-

replikacje DNA (polimerazy DNA). Retro-
wirusy posiadaja enzym odpowiedzialny za
odwrotna transkrypcje, czyli synteze DNA
na nici RNA (odwrotna transkryptaza),
a w komorkach bakteryjnych znajduja sie
enzymy hydrolizujace DNA, ktére cha-
rakteryzuja sie wysoka specyficznoscig sub-
stratowa, rozpoznajace przecinang sekwen-
cje nukleotydowa (enzymy restrykcyjne)
(tys. 4). Enzymy te, wéréd szeregu innych
nie omawianych tutaj, znalazly zastosowa-
nie w nowoczesnych metodach badania

Hae IIT ¥ NNNGGCCNNN ¥
# NNNCCIGGNNN 5
Pst T ¥ NNCTGCAGNN ¥
»# NNGACGTCNN 5
EcoRV ¥ NNGATIATCNN ¥
s NNCTATAGNN 5
Not I

¥ NGCIGGCCGCN ¥
2 NCGCCGGCGN 5

Rysunek 4. Przyktady sekwencji rozpoznawanych
przez enzymy restrykcyjne
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struktury DNA. UmoZliwiaja one synteze
zadanych fragmentéw DNA oraz wycina-
nie konkretnych sekwencji nukleotydowych
z badanego materiatu in vivo.

Do otrzymania DNA chromosomalnego
wystarcza z reguly niewielka ilosé dowolnej
tkanki. Najcze$ciej materialem tym sa leuko-
cyty krwi obwodowej. W przypadku badan
prenatalnych zrédlem DNA sa komorki tro-
foblastu, co ma szczegblne znaczenie ze wzgle-
du na mozliwo$¢ uzyskania wyniku diagno-
stycznego juz w pierwszym trymestrze cigzy.

Technika hybrydyzacji wg Southerna
Technika ta wykorzystuje wlasciwosc
DNA do odwracalnego tworzenia struktury
dwuniciowej. Slabe wiazania wodorowe
utrzymujace podwojna spirale moga w pro-
cesie denaturacji ulegaé zniszczeniu. Jako
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czynniki denaturujace stosuje si¢ silnie alka-
liczne srodowisko lub podwyzszona tempe-
rature (95°C). Renaturacja, czyli odtworze-
nie struktury dwuniciowej zachodz zaraz
po usunigciu czynnika denaturujacego i za-
lezy od komplementarnoéci (dopasowania)
obu nici. Laczenie sie rozdzielonych wezes-
niej czasteczek moze mie¢ miejsce zardwno
miedzy pierwotnie polaczonymi, jak i po-
chodzacymi z réznych organizméw, a nawet
gatunkdw, o ile laczace sie (hybrydyzujace)
nici s3 komplementarne. Trwalosé takich
struktur (hybryd) zalezy od ich dlugoéci
i stopnia komplementarnosci. Metoda ta
pozwala na poroéwnywanie stopnia identy-
cznosci (homologii) rdéznych fragmentow
kwasow nukleinowych, a takze umozliwia
lokalizacje okreslonych sekwencji w dlugiej
czasteczce DNA.
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Rysunek 5. Schemat etapow hybrydyzacji wg Southerna
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Jako sond molekularnych (ang. molecular
probe) hybrydyzujacych z badanym DNA
uzywa sie:

— sond genomowych — wyizolowanych
i scharakteryzowanych wczesniej frag-
mentoéw genomu czlowieka

— sond cDNA - fragmentéw cDNA, tj.
zsyntetyzowanych przy uzyciu od-
wrotnej transkryptazy odcinké6w DNA
bedacego odwzorowaniem mRNA
(complementary DNA); sondy te nie
hybrydyzuja z sekwencjami introno-
wymi, gdyz zawieraja jedynie odcinki
egzonowe,

— syntetycznych oligonukleotydéw pro-
jektowanych na podstawie poznanej
wczesniej sekwencji

W opisywanej metodzie (rys. 5) DNA cig-
ty jest wybranym enzymem restrykcyj-
nym, a powstale fragmenty rozdzielane sa
elektroforetycznie pod wzgledem wielko$ci
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Rysunek 6. Autoradiogram uzyskany w wyniku
hybrydyzacji sondy Cala z badanym DNA (13 os6b),
po trawienin enzymem Pstl. Liczby z boku autoradio-
gramu oznaczaja wielko$é prazk6w w tysiacach par
zasad — kb. Prazek 2,8 kb moze zawiera¢ miejsce
restrykcyjne i by¢ przecinany na dwa fragmenty 1,7
i 1,1kb. W linii nr 5 DNA kobiety (heterozygota
— dwa rozme allele — 2,81 1,7+1,1 kb)

w zelu agarozowym. Po zdenaturowaniu
w alkalicznym $§rodowisku fragmenty DNA
przenoszone sa na odpowiedni filtr i hybry-
dyzowane z réwniez zdenaturowana, specy-
ficzna dla badanej sekwencji, wyznakowana
(np. izotopem promieniotworczym) sonda
molekularna. W czasie hybrydyzacji czaste-
czki sondy lacza sie tylko z tymi fragmen-
tami DNA, z ktérymi moga utworzy¢ dwu-
niciowa strukture komplementarng. Sa to
wigc te fragmenty, ktore zawieraja badany
odcinek DNA. Po hybrydyzacp w celu usu-
nigcia nadmiaru nie zwiazanej sondy, filtr
przemywa si¢ i poddaje autoradiografii. Wi-
doczny na kliszy uklad prazkéw jest charak-
terystyczny dla uzytego enzymu restrykcyj-
nego i zastosowanej sondy molekularne;j.
Polozenie prazkow zalezne jest od wielko$ci
fragmentow analizowanego DNA hybrydy-
zujacych z sonda (rys. 6).

Reakeja lancuchowa z polimeraza,
PCR (polymerase chain reaction)

Powstala w polowie lat osiemdziesiatych
technika lancuchowej syntezy fragmentéw
DNA w ciagu kilku lat stala si¢ podstawo-
wa technika zaréwno badawcza, jak i diag-
nostyczng. Umozliwia ona zwielokrotnienie
(amplifikacje), w ciagu kilku godzn, okres-
lonego fragmentu DNA w milionowych ilo-
Sciach jego kopii. Analiza zmian w sekwen-
cji nukleotydéw, w otrzymanej w ten spo-
séb frakcji DNA, jest znacznie latwiejsza
niz badanie calej czasteczki DNA, W §wietle
tych niewatpliwych zalet, w 1994 roku auto-
rzy reakcji PCR zostali uhonorowani nagro-
da Nobla z zakresu chemii.

Do przeprowadzenia reakcji PCR ko-
nieczne jest spelienie nastepujacych warun-
kéw: (1) poznanie przynajmniej czeci am-
plifikowanej sekwencji, (2) zaprojektowanie
i zsyntetyzowanie pary starteréw (ang. pri-
mer), (3) zastosowanie termostabilnej poli-
merazy DNA, (4) uzycie zestawu odczynni-
kow i urzadzenia do amplifikacji. Sama re-
akcja PCR polega na cyklicznym powtarza-
niu termicznej denaturacji czasteczki DNA
(94°C), przylaczanin starteréw (45°-60°C)
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Rysunek 7. Schemat reakcji tancuchowej z polimeraza — PCR

i syntezie pomiedzy tymi starterami nowej
nici (72°C) (rys. 7). Ograniczenie syntezy
tylko do wybranego fragmentu DNA jest
mozliwe dzigki wlasciwosciom uZzytego en-
zymu do jednokierunkowego 5°—3° wydlu-

zania dwuniciowego odcinka (matryca—star-
ter) i zastosowania starterow o sekwencji
komplementarnej odpowiednio do ,,poczat-
kowego” i ,,koficowego” fragmentu amplifi-
kowanego DNA. Jako startery stosuje sie,
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otrzymane na drodze syntezy chemicznej,
kilkunasto-kilkudziesiecionukleotydy. Decy-
duja one o specyficznosci reakcji. Stosowa-
ny enzym musi by¢ odporny na wielokrotne
ogrzewanie do temperatury bliskiej wrzenia,
zapewnia to uzycie polimerazy DNA wyi-
zolowanej z bakterii termofilnych. Cykl
zmian temperatury powtarza si¢ 20-30 razy,
co jest wystarczajace, aby otrzymac ampli-
fikowany fragment DNA w iloSci umozli-
wiajace] zobaczenie odpowiadajacego mu
prazka w zelu agarozowym. Czas trwania
calej reakcji ogranicza sig¢ czgsto do 2-3 go-
dzin, a do analizy wystarczajace sa nano-
gramowe ilosci DNA.

Wada techniki PCR jest konieczno$¢ dys-
ponowania odpowiednimi starterami, a wigc
znajomo$¢ sekwencji nukleotydow w bada-
nym fragmencie DNA. W diagnostyce wielu
choréb nie zawsze jest to mozliwe. Znajo-
mo$¢ badanej sekwengji nie jest konieczna
w analizie DNA z zastosowaniem sond mo-
lekularnych. Jednak poznanie genu, ktérego
mutacje powoduja chorobe umozliwia za-
stosowanie techniki PCR, ktéra bardzo
przyspiesza diagnostyke molekularng, ob-
niza koszty i czesto zwalnia od stosowania
radioaktywnego izotopu.

ANALIZA DNA W DIAGNOSTYCE
CHOROB UWARUNKOWANYCH
GENETYCZNIE

W diagnostyce molekularnej choréb ge-
netycznie uwarunkowanych mozna wyrdz-
nié dwa podejécia metodyczne: (1) identy-
fikacje mutacji odpowiedzialnej za defekt
badanego genu, (2) analize sposobu dziedzi-
czenia sie danego genu w rodzinie ryzyka
genetycznego.

Hdentyfikacja mutacji

Wykrycie mutacji jest podstawa wery-
fikacji klinicznego rozpoznania, jak row-
niez ustalania nosicielstwa uszkodzonego
genu lub diagnostyki prenatalnej choroby.
Spoér6d wymienionych wezesniej rodzajow
mutacji: -

— mutacje punktowe wykrywane sa tech-
nika sekwencjonowania (nie jest ona
przedmiotem niniejszego artykuhu);
szczegOlnym przypadkiem jest punk-
towa zmiana sekwencji powodujaca
pojawienie si¢ lub zniknigcie miejsca
restrykcyjnego wykrywana za pomoca
technik hybrydyzacji z sonda moleku-
larna lub PCR,

— delecje i duplikacje wykrywane sa za
pomoca hybrydyzacji z sondami
c¢DNA (hybrydyzacja sekwencji egzo-
nowych); szczegélnym przypadkiem
jest stosowanie reakcji PCR-multiplex
do réwnoczesnego poszukiwania de-
lecii w najwiekszym znanym lundzkim
genie wywolujacych dystrofie migénio-
wa Duchenne’a-Beckera [p. 3].

— mutacje dynamiczne wykrywane sa za
pomoca hybrydyzacji z sondami geno-
mowymi lub reakcji PCR [p. 1]

Analiza dziedziczenia polimorficznych
fragmentéw DNA :

Niestety wielokrotnie znana jest jedynie
lokalizacja genu, ktérego uszkodzenia wy-
woluja chorobe, a sam gen nie zostal jeszcze
sklonowany lub tez niemozliwe jest wy-
krycie samej mutacji (wielka réznorodnosé,
ogromny gen). Wystepujaca w DNA natu-
ralna zmienno$¢ sekwencji nukleotydow sta-
Ia si¢ podstawa analizy okreSlanej mianem
polimorfizmu dhugos¢ fragmentow restryk-
cyjnych DNA (restriction fragment lenght
polymorphism — RFLP) i analizy zmien-
noSci sekwencji mikrosatelitarnych boga-
tych w powtdrzenia CA.

Miejsca rozpoznawane przez enzymy re-
strykcyjne (ang. restriction site) maja wzdluz
nici DNA swoje stale polozenie. Pojawia-
jacy si¢ niekiedy brak takiej sekwencji, spo-
wodowany zmiana jednego nukleotydu nie
wywolujaca zmiany chorobotworczej, jest
cecha charakterystyczna duzej grupy czaste-
czek DNA. Sa wiec osoby, u ktérych wy-
stepuja dwa takie same allele — homozygoty
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(miejsce restrykcyjne obecne w obu cza-
steczkach DNA lub brak miejsca restrykeyj-
nego w obu czasteczkach DNA) lub osoby,
ktorych dwa allele sa rézne — heterozygoty
(miejsce restrykcyjne obecne tylko w jednej
czasteczce DNA). Podobnie w dwoch alle-
lach tego samego Jocus jednej osoby liczba
powtdrzeni CA moze by¢ rézna (najmniejsza
167nica o 2 nukleotydy). Daje to mozliwosé
odrdznienia obu alleli, a co za tym idze,
tak jak w przypadku miejsc restrykcyjnych,
$ledzenia dziedziczenia kazdego allelu w ob-
rebie calej rodziny. Warunkiem prawidlo-
wego toku rozumowania jest wiasciwa i,
o ile to mozliwe, molekularnie zweryfikowa-
na, diagnoza kliniczna.

Zaréwno analiza obecno$ci miejsc restryk-
cyjnych sprzezonych z badanym genem, jak
i polozonych w jego obrebie, moze by¢ wy-
konana technika hybrydyzacji sondy mole-
kularnej z badanym DNA Iub technika PCR.
W pierwszym przypadku DNA chromo-
somalny ciety jest odpowiednim enzymem re-
strykcyjnym, a otrzymane charakterystyczne
dla uzytego enzymu fragmenty identyfiko-
wane sg przy uzycin sondy hybrydyzujacej
7z przecinana sekwencja. W przypadku am-
plifikacji produkt ciety jest odpowiednim
enzymem, a otrzymane fragmenty rozdzie-
lane elektroforetycznie w zelu agarozowym
(rys. 8). Polimorfizm liczby powtérzen CA
identyfikuje si¢ rozdzelajac elektroforetycz-
nie produkty reakcji PCR sekwencji mikro-
satelitarnych w zelu poliakrylamidowym bar-
wionym srebrem.

Opisane techniki stuza do rozrézniania
dwoch alleli obecnych u kazdego (z wyjat-
kiem alleli na chromosomie X u mezczyzny)
bez przyporzadkowania im mutacji. Przy-
pisanie kazdemu z dwoch alleli charaktery-
stycznych cech (obecnofé/brak miejsca re-
strykcyjnego, dlugosé sekwencji CA) umozli-
wia $ledzenie ich wéréd cztonkow jednej ro-

A
I-1 -2
11-1 112 11-3
B
400pz
250pz
150pz

Rysunek 8. Przykiad analizy dziedziczenia genu
dystrofiny za pomoca RFLP-PCR. (A) Rodowod
rodziny, (B) Elekiroforstyczny rozdziat produktow
trawienia enzymem Taql, amplifikowanego w reakcji
PCR, fragmentu intronu 12, zawierajacego polimor-
ficzne miejsce restrykcyjne. Produkt PCR wielkoéci
400 pz, zawierajacy miejsce restrykcyijne, jest trawiony
na fragmenty wielkosci 250 i 150 pz

dziny, a w polaczeniu z prawidtowo posta-
wiona diagnoza kliniczna vmozliwia okre§la-
nie nosicielstwa zmutowanego genu [por. 2].
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