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Przyrodników
Im. Kopernika

ZNACZENIE I PERSPEKTYWY GENETYKI W ROZWOJU NAUK
MEDYCZNYCH

Przez dziesiątki lat badania genetyczne człowieka były bardzo ograniczone ze

względu na brak odpowiednich metod badawczych. W ostatnich kilkunastu
latach obserwujemy bardzo szybki rozwój genetyki medycznej dzięki całkowicie

nowym metodom badawczym. Informacja genetyczna człowieka jest zlokalizo­
wana w 46 chromosomach, występujących praktycznie we wszystkich komór­
kach naszego organizmu. Całość genomu człowieka tworzy łańcuch DNA
o długości 3 mld par nukleotydów. Z tej olbrzymiej liczby tylko bardzo niewielka

część — około kilka procent genomu jest odpowiedzialna za kodowanie genów
strukturalnych, któiych liczba jest oceniana szacunkowo na około 50 tys.
Większą część genomu stanowią sekwencje niekodujące, występujące jako
introny lub sekwencje powtarzalne o w pełni jeszcze nie poznanej funkcji.

Dynamiczny rozwój nowoczesnych technik genetyki molekularnej stworzył
j akościowo nowe możliwości poznania chorób genetycznie uwarunkowanych, ich

diagnostyki i leczenia. Rozwój technik inżynierii genetycznej został zapoczątko­
wany wykryciem enzymów restrykcyjnych, posiadających zdolność do cięcia
DNA w ściśle określonych miejscach. Badania genów człowieka umożliwiają
różne metody analizy DNA z klonowaniem i sekwencjonowaniem włącznie.
Jednakże prawdziwym przełomem w badaniach genomu człowieka stało się
odkrycie i wprowadzenie techniki opartej na łańcuchowej reakcji polimerazy
DNA (polymerase chain reaction — POR). Jej odkrywca, Kary Mullis, został

uhonorowany Nagrodą Nobla w 1993 roku. Wykorzystanie techniki PCR w

badaniach podstawowych i diagnostyce chorób uwarunkowanych genetycznie
stwarza możliwość badania poj edynczych genów człowieka stosunkowo prostymi
sposobami. Genialność techniki PCR polega na możliwości wybrania i wielomilio­
nowego namnożenia pojedynczego genu lub jego fragmentu z całego genomu.
Czułość tej metody można porównać do przysłowiowego szukania igły w stogu
siana z tym, że PCR pozwala najej precyzyjne odnalezienie i zbadanie. Ogólnie
można powiedzieć, że inżynieria genetyczna posiada potencjalnie wręcz trudne
do wyobrażenia, a nawet zaakceptowania zastosowania praktyczne nie tylko
w medycynie, ale również w biologii, rolnictwie i przemyśle. W naukach medy­
cznych genetyka molekularna stwarza całkowicie nowe możliwości badania

etiopatogenezy wielu chorób, nie tylko uwarunkowanych genetycznie.
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Medycyna praktyczna bardzo szybko wykorzystała zdobycze genetyki. Dyna­
micznie rozwijająca się diagnostyka prenatalnajest tego dobitnym przykładem
o czym pisze JacekZaremba w artykule Diagnostykaprenatalna. Głównym celem

diagnostyki prenatalnej jest wczesne rozpoznawanie chorób i wad rozwojowych
płodu. Początkowo do badań prenatalnych pobierano płyn owodniowy i zawarte

w nim komórki pochodzenia płodowego, między innymi złuszczone komórki

przewodu pokarmowego i moczowego. Od kilkunastu lat do badań prenatalnych
są pobierane komórki trofoblastu. Badanie polega na pobraniu niewielkiej ilości

kosmówki, która stanowi wystarczający materiał do podstawowych badań cyto-
genetycznych i biochemicznych bez konieczności prowadzenia uciążliwej i dłu­
gotrwałej hodowli komórek in vitro. Z pobranego materiału można również
izolować DNA w celu przeprowadzenia diagnostyki molekularnej wybranych
chorób uwarunkowanych genetycznie. Badania prenatalne są wskazane
w różnych sytuacjach, w których istnieje ryzyko urodzenia dziecka chorego.
W około 97% przypadków wynik badań prenatalnych wskazuje na prawidłowo
rozwijający się płód. Prawidłowy wynik badania prenatalnego szczególnie
u ciężarnych z nasiloną nerwicą lękową uwalniaj e od strachu przed urodzeniem

uszkodzonego dziecka i tym samym przyczynia się do uchronienia ciąży. Pomimo

dużych możliwości rozpoznawania wielu chorób i zaburzeń, jeszcze przed uro­
dzeniem dziecka, co w wielu przypadkach umożliwiłoby wczesne wdrożenie lecze­
nia, diagnostyka prenatalna jest wykonywana w Polsce na bardzo małą skalę
i zaledwie w kilku ośrodkach. Z drugiej strony postęp na świeciejest tak duży, że

zostałajuż zapoczątkowana diagnostyka przedlmplantacyjna, polegająca na rozpo­
znawaniu defektów genetycznych na podstawie badania pojedynczej komórki

pobranej z rozwijającego się zarodka przedjego wszczepieniem do jamy macicy.
Genetyka człowieka przez wiele lat była w dużym stopniu oparta na klasycz­

nych badaniach cytogenetycznch, które aktualnie zostały zdominowane przez
badania molekularne. Frapującym problemem o dużych implikacjach praktycz­
nych zarówno dla cytogenetyki, jak i genetyki molekularnej są nadal chromo­
somy płciowe. Artykuł Bogdana Kałużewskiego pod tytułem: Czy chromosomy
płciowe są nam potrzbne? skłania do szeregu refleksji. Pomimo, że poczucie
przynależności płciowej jest całkowicie oczywiste, tojednak problem identyfika­
cji płci nie jest ani łatwy, ani jednoznacznie określony. Płeć możemy określać

jako chromosomową, związaną z występowaniem w jądrach komórkowych
u kobiet grudek chromatyny X, a u mężczyzn grudek chromatyny Y; płeć
gonadalną określoną obecnością pierwotnej gonady; płeć endokiynną zdeter­
minowaną występowaniem określonych hormonów płciowych; płeć fenotypową
określoną przez wewnętrzne i zewnętrzne narządy płciowe; płeć metrykalną
będącą cywilno-prawną konsekwencją płci fenotypowej oraz płeć psychologiczną
obejmującą sferę psycho-seksualną i psycho-społeczną. Autor opisuje wręcz

spektakularny wyścig o pierwszeństwo w opisaniu genu determinującego rozwój
pierwotnej gonady. Obecnie jesteśmy w stanie lepiej zrozumieć mechanizm

determinacji płci, ale jednocześnie istnieje możliwość udziału innych jeszcze
genów w prawidłowej determinacji płci. Jak wiele pozostało jeszcze do zrobienia

pokazuje przykład od wielu lat badanego antygenu H-Y, dla którego gen stru­
kturalny nie został do tej poiy zlokalizowany. Na pytanie zawarte w tytule pracy
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należy odpowiedzieć twierdząco; prawidłowy rozwój mężczyzny jest związany
z prawidłowym karlotypem 46,XY, a kobiety 46.XX.

Rozpoznawanie wielu chorób genetycznych nie byłoby możliwe bez badań

molekularnych. Klasyczna analiza cytogenetyczna chromosomów pozwalaj edy-
nie na wykrywanie tych zaburzeń genetycznych, które są spowodowane defekta­
mi genetycznymi maj ącymi swój e odzwierciedlenie w aberracj ach chromosomów.

Większość z ponad 5 Łys. schorzeń uwarunkowanych genetycznie jest spowodo­
wana zaburzeniami, których wykrywanie niejest możliwe poprzez prostą analizę
kariotypu. Dystrofia mięśniowa Duchenne’a stanowi dobry przykład wykorzy­
stania badań molekularnych w precyzyjnym określeniu rodzaju defektu gene­
tycznego. Dystrofia Duchenne’a jest spowodowana mutacjami największego
z dotąd poznanych genów człowieka. Gen DMD (Duchenne’a muscular dys-
trophy) o wielkości 2,5 min nukleotydów, jest złożony z 78 eksonów, poprzedzie­
lanych intronami średniej wielkości 35 kb ijest zlokalizowany na chromosomie
X. Pozbawiony intronów cDNAjest stosunkowo mały, złożony z ponad 13 tys.
nukleotydów, z czego około 11 tys. koduje białko — dystrofinę. DMDjest chorobą
letalną występującą z częstością 1 na 3500 noworodków płci męskiej. W około
70% przypadków DMD jest spowodowana występującymi w genie DMD dele-

cjami, które można wykiywać używając techniki multiplex POR z zastosowaniem
21 par primerów. W swojej pracy Diagnostyka molekularna dystrojii mięśniowej
Jolanta Kwiatkowska, Dobrawa Lisiecka, Ryszard Słomski Barbara Siemienia-

ko, Jadwiga Sowińska, Bożena Galas-Zgorzalewicz, EwaEmici i-Widera, Elżbie­
ta Marszal i Tadeusz Ciesielski omówili nie tylko różne aspekty diagnostyki
molekularnej dystrofii mięśniowej Duchenne’a i Beckera, ale również możliwości
określania nosicielstwa genu z defektem w badanej rodzinie poprzez analizę
polimorfizmu fragmentów restrykcyjnych produktu PCR oraz sekwencji mikro-

satelitamych, zlokalizowanych wewnątrz genu DMD. Wydaje się, że w niedalekiej
przyszłości będzie możliwe dokładne ustalanie nosicielstwa poprzez badanie

sekwencji mikrosatelitarnych, sprzężonych z występowaniem określonych mu­
tacji w genie DMD.

Wybrane aspekty zależności fenotypu od występującego genotypu w muko-

wiscydozie zostały omówione w artykule Michała Witta Wybrane aspekty zależ­
ności genotyp —fenotyp w mukowiscydozie. Mukowiscydoza (cystic fibrosis —

CF) jest chorobą recesywną, autosomalną występującą z częstością 1 na 2500
urodzeń. Gen, którego defektjest odpowiedzialny za mukowiscydozę występuje
na 7 chromosomie i został sklonowany oraz zsekwencjonowany. Jest rzeczą

zdumiewającą, że ta ciężka choroba genetycznajest spowodowana przeszło 400

różnymi mutacjami, determinującymi w pewnym stopniu obraz kliniczny. Nie­
stety, nie ma prostej relacji genotyp — fenotyp, a sama choroba jest bardzo

heterogenna. Próby korelacji, na przykład, zaburzonej funkcji układu oddecho­
wego lub podatności na infekcje bakteryjne z poszczególnymi mutacjami nie są
Jednoznaczne. Różnorodność fenotypów, mających związek z mutacjami w genie
CFTR, sugeruje występowanie odmiennego obrazu klinicznego tej samej choro­
by.

Praca Jerzego Bała i Doroty Maciejko Mukowiscydoza od genu do terapii
omawia zasady dziedziczenia, epidemiologię mukowiscydozy, strukturę i funkcj ę

genu CFTR oraz diagnostykę molekularną. Autorzy dyskutują kwestię weryfika-
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cji rozpoznania klinicznego poprzez badania na poziomie molekularnym. Przed­
stawiają zasady oznaczania nosicielstwa mutacji w genie CFTR oraz diagnostykę
prenatalną mukowiscydozy. Na zakończenie omawiają próby zastosowania te­
rapii genowej w leczeniu tego ciężkiego schorzenia.

Fenyloketonuriajest częstą chorobą genetyczną, występującą kilkakrotnie

rzadziej niż mukowiscydoza. Stanowi przykład choroby uwarunkowanej genety­
cznie, która może być skutecznie leczona dietą ubogą w fenyloalaninę. Leczenie
może być wcześnie wdrożone, dzięki wykrywaniu tej ciężkiej choroby powszech­
nie stosowanym u noworodków testem Guthriego. Szybkie wdrożenie diety
ubogiej w fenyloalaninę wyeliminowało najważniejszy objaw kliniczny fenyloke-
tonurii, to jest ciężkie upośledzenie umysłowe. U chorych dzieci, pomimo
leczenia, obserwuje się trudności w uczeniu się, mogą też występować pewne
zaburzenia psychiczne. Jadwiga jARUZELSKa w swym artykule Fenyloketonuria
— od genotypu do kliniki omówiła mutacje warunkujące fenyloketonurię, zróż­
nicowany obraz kliniczny tej choroby, problemy opieki nad dziećmi z fenyloke-
tonurią oraz poszukiwanie nowych form terapii.

Molekularne podłoże stosunkowo rzadko występującego genetycznie uwa­
runkowanego zespołu Huntera opisała Ewa Popowska — Molekularne podłoże
zespołu Huntera. Zespół ten w postaci ciężkiej charakteryzuje się głębokim
upośledzeniem umysłowym i znacznymi zmianami w układzie krążenia i kost­
no-stawowym, zwykle kończy się zgonem przed 15 rokiem życia. W postaci
łagodnej nie dochodzi do zaburzeń rozwoju umysłowego, a zmiany w narządzie
ruchu i układzie krążenia są mniej nasilone. W pewnym uproszczeniu można

przyjąć, że delecje całego lub fragmentu genu, insercje zmieniające ramkę
odczytu, mutacje punktowe w rejonach konserwatywnych lub w rejonach uni­
kalnych oraz mutacje wprowadzające kodon terminalny, szczególnie w począt­
kowym rejonie transkryptu, są odpowiedzialne za ciężką postać choroby. Nato­
miast mutacje wywołujące zmiany w czynnościowo mniej ważnych rejonach
białka są związane z łagodną postacią choroby. Możliwości terapeutyczne zespo­
łu Huntera są ograniczone do stosowania odpowiedniej rehabilitacji ruchowej,
treningu umysłowego i doraźnego leczenia farmakologicznego.

Zaburzenia genu kodującego alfa-1-antytiypsynę mogą prowadzić do rozwo­
ju marskości wątroby i rozedmy płuc. Autorki: Anna Kowalska i Bożena Piłacik
— Niedobór alfa-l-antytrypsyny — przedstawiły molekularne podłoże niedoboru
alfa-1 -antytiypsyny oraz rolę tego enzymu w patogenezie chorób wątroby i płuc.
Wskazały również na znaczenie niedoboru alfa-1-antytiypsyny w reumatoidal­
nym zapaleniu stawów oraz w patogenezie niektórych chorób skóry o nie

wyjaśnionej w pełni etiologii. Obniżenie poziomu alfa-1 -antytiypsyny, którajest
inhibitorem szeregu proteaz zwiększa ryzyko chorób płuc nie tylko u homozygot,
ale również u heterozygot, szczególnie po ekspozycji na działanie dymu papie­
rosowego oraz innych szkodliwych czynników inaktywujących działanie alfa-l-

antytrypsyny. Stosowane leczenie polega na podawaniu preparatu alfa-l-anty­
trypsyny. Wydaje się, że w niedalekiej przyszłości zaistnieje możliwość zastoso­
wania terapii genowej w tej ciężkiej chorobie.

Cukrzyca typu I, tak zwana insulinozależna, jest przykładem choroby uwa­
runkowanej wieloczynnikowo, w której rozwoju istotną rolę odgrywa wiele

genów. W swojej pracy Cukrzyca insulinozależna — skomplikowany przykład
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choroby uwarunkowanej wieloczyrmikowo Małgorzata Jungerman dokonała

przeglądu wyników badań nad poznaniem uwarunkowań genetycznych w cu­
krzycy insulinozależnej. Autorka zwróciła uwagę na złożoność czynników pro­
wadzących do zachorowania na cukrzycę oraz na praktyczne znaczenie badań

zmierzających do wczesnego wykrycia osób podatnych na tę chorobę. Identyfi­
kacja zarówno czynników genetycznych oraz środowiskowych może w przyszło­
ści pozwolić na wczesne zapobieganie rozwojowi cukrzycy.

Badania DNA posiadają nie tylko istotne znaczenie w poznawaniu zaburzeń

molekularnych prowadzących do wystąpienia choroby genetycznej, lecz również

odgrywają coraz większą rolę w diagnostyce molekularnej. Diagnostyka moleku­
larna znajduje coraz szersze zastosowanie nie tylko w różnych dziedzinach

medycyny, ale także w biologii. Doskonałym przykładem postępu diagnostyki
molekularnej ijej wykorzystania w praktycejest dochodzenie spornego ojcostwa
opisane przez Ryszarda Słomskiego, Jolantę Kwiatkowską, Hannę Chlebowską,
Barbarę Siemieniako i Magdalenę Słomską w artykule Polimorjiczne sekwencje
DNA i ich zastosowanie w dochodzeniu spornego ojcostwa. Potrzeba określenia

spornego ojcostwa występuje nie tylko w sprawach sądowych, leczjest niezbędna
w wybranych badaniach z zakresu poradnictwa genetycznego, diagnostyki
prenatalnej i transplantologii. Klasyczna metoda identyfikacji osobniczej, wpro­
wadzona przez Jeffreys’a, znalazła szybkie wykorzystanie w praktyce i pod nazwą
DNA fingerprintingjest obecnie szeroko stosowana w diagnostyce molekularnej.
Aktualnie badania DNA fingerprinting można podzielić na dwie zasadnicze

grupy. Pierwszą z nich stanowi analiza pojedynczego locus, druga obejmuje
jednoczesną analizę wielu loci. Wnioski co do identyfikacji lub pokrewieństwa
badanych osób w sprawach o ustalenie ojcostwa są formułowane na podstawie
porównania wielkości fragmentów DNA występujących u tych osób. R. Słomski
i współautorzy w swojej pracy dokonali krytycznego przeglądu technik stosowa­
nych w dochodzeniu spornego oj costwa, zwracaj ąc uwagę na pewne ograniczenia
i trudności interpretacyjne uzyskiwanych wyników.

Henryk Hubner i Anna Mordarska opisują w swój ej pracy Genomowy imprin-
ting u człowieka obecnie bardzo atrakcyjny problem genomowego imprinting’u,
dla którego proponują polską nazwę — „genomowe piętno rodzicielskie”. To
wrodzone piętno wywiera wpływ na ekspresję homologicznych alleli lub regionów
chromosomów dziedziczonych od każdego z rodziców. Istnieje szereg dowodów
na to, że chromosomy lub geny mogą „zapamiętać” swoje rodzicielskie pocho­
dzenie. U niektórych organizmów konsekwencją genomowego piętna rodziciel­
skiegojest odwracalna utrata aktywnościjednej z dwu homologicznych sekwen­
cji DNA. W ujęciu genetycznym efekt imprintingu jest równoznaczny z homo-

zygotycznością w określonym locus lub zespole loci. Genomowe piętno rodziciel­
skie nie podważa praw Mendla, lecz wyjaśnia obserwowane od nich odstępstwa.
Geny autosomalne pochodzące od matki i ojca w trakcie rozwoju zarodka ulegają
zróżnicowanej ekspresji niezbędnej dla prawidłowego rozwoju organizmu.
W warunkach patologicznych komórki embrionalnego nowotworu — zaśniadu

groniastego rozwijającego się z kosmówki — posiadają 46 prawidłowych chro­
mosomów, które w całości są pochodzenia ojcowskiego. W genetycznie przeciw­
nym przypadku, w któiym wszystkie chromosomy są pochodzenia matczynego,
powstaje nowotwór zwany potworniakiemjajnika. Wyżej wspomniane nowotwo-



352 Jerzy Nowak

ry pochodzą z diploidalnego, partenogenetycznego wzrostu komórek bądź ojco­
wskich, bądź matczynych. Cytogenetycznym dowodem genomowego imprintin-
gu jest występowanie uniparenteralnej disomii. Zdarza się czasami, że przy
całkowicie prawidłowym kariotypie cecha sprzężona z płciąjest pizenoszona
z ojca na syna, a nie na córkę. Zjawisko to można wytłumaczyć tym, że

chromosomy X i Y zygoty pochodziły od ojca, a komórka jajowa nie miała
chromosomu płci. Znaczenie uniparenteralnej disomii w genetycznym uwarun­
kowaniu powstawania wad rozwojowych znajduje potwierdzenie w zespole An-

gelmana, spowodowanego delecją części matczynego chromosomu 15 i fenoty-
powo różnym zespole Pradera-Willi’ego, uwarunkowanym delecją chromosomu
15 pochodzenia ojcowskiego. Postulowane molekularne mechanizmy rodziciel­
skiego piętna genomowego są związane z procesem metylacji podczas podziałów
mitotycznych, poprzedzających mejozę lub w samej mejozie. Metylacja wywiera
wpływ na konfigurację chromatyny i raz wprowadzona podczas gametogenezy
mogłaby być powielana aż do chwili aktywacji danego genu.

Obecnie coraz więcej wyników badań wskazuje na duży udział zaburzeń

genetycznych w rozwoju procesu nowotworowego. Danuta Rożynkowa omawia
w swej pracy Perspektywy genetycznych badań nowotworów — odkrycia i wizje
wybrane wyniki badań cytogenetycznych w białaczkach i chłoniakach, które

stanowiły pierwszy etap do poznania molekularnych mechanizmów odpowie­
dzialnych za zjawiska nowotworzenia. Szczególną uwagę zwraca na zaburzenia

komórkowych onkogenów i genów przeciwnowotworowych odgrywających zna­
mienną rolę w nowotworach. Autorka wyraża pogląd, że badania cytogenetyczne
1 molekularne uzupełniają, ale nie zastępują patomorfologii w dziedzinie diag­
nostyki nowotworów. Istota badań molekularno-genetycznych polega bowiem
na wykrywaniu nie znanych przedtem mechanizmów odpowiedzialnych za de-

regulację kontroli transkiypcyjnej i autonomii wzrostu komórek.
Znaczne rozwinięcie problematyki onkogenów i genów przeciwnowotworo­

wych przedstawił w swojej pracy Antoni Horst — Produkty genów przeciwno­
wotworowych. Obecnie jest poznanych ponad 100 onkogenów i około 50 anty-
onkogenów. Aktualnie przyjmuje się. że rozwój nowotworu zależy zjednej strony
od nadmiaru czynników pobudzających wzrost, czyli onkogenów zarówno ustro­

jowych, jak i pozaustrojowych, z drugiej zaś strony od niedoboru lub utraty
produktów genów przeciwnowotworowych. Cechą charakterystyczną każdego
nowotworu Jest nie kontrolowana proliferacja komórek, przebiegająca w zabu­
rzonym cyklu komórkowym. W warunkach prawidłowych cykl komórkowy
znajduje się pod ścisłą kontrolą mechanizmów regulacyjnych. Kluczową rolę
w poszczególnych fazach cyklu życiowego odgrywają czynniki mające związek
z produktami onkogenów i genów przeciwnowotworowych. Poznanie skompliko­
wanych mechanizmów regulujących cykl komórkowy posiada istotne znaczenie
w wypracowaniu nowych rozwiązań w terapii nowotworów.

Rozwój nowotworu jest również uwarunkowany osobniczo zmiennym meta­
bolizmem chemicznych karcynogenów oraz procesem reparacji DNA. Andrzej L.

Pawlak w artykule Dziedziczne podatności na nowotwory i czynniki wpływające
na ryzyko zachorowania i Krzysztof Szyfter w artykule Zróżnicowanie procesu

naprawy DNA w normie i patologii człowieka omawiają problem dziedzicznej
podatności na nowotwory i czynniki wpływające na ryzyko zachorowania.
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Z uwagi na możliwość wczesnego wdrożenia postępowania profilaktycznego
praktyczne znaczenie tego problemu dla osób podatnych na nowotwory jest
ogromne. Uwarunkowania podłoża genetycznej wrażliwości na nowotwory
mają charakter subtelny, często trudny do określenia. Genetyczna wrażli­
wość na wybrane karcynogeny środowiskowe nie jest jeszcze w pełni pozna­
na. Wiadomo, że genetycznie uwarunkowany polimorfizm może oddziaływać na

etapie powstawania uszkodzeń DNA, naprawy tych uszkodzeń oraz kontroli

proliferacji zmienionych komórek. Z kolei zaburzenia reparacji DNAjako pod­
stawową przyczynę podatności na nowotwory stwierdza się głównie w zespole
Fanconiego, xeroderma pigmentosum i w ataxia telangiectasia. Ze względu na

powiązanie defektu zaburzeń reparacji DNA z wrażliwością na określone czynniki
genotoksyczne również bezobjawowi nosiciele genów wyżej wspomnianych ze­
społów mogą oznaczać się zwiększoną zachorowalnością na nowotwory w wyniku
ekspozycji na określone czynniki genotoksyczne. Zróżnicowanie procesu na­
prawy DNA w populacji ludzkiej dotyczy zarówno poziomu całego genomu,
fragmentów DNA, a nawet pojedynczych genów. Naprawa DNA przebiega ze

zróżnicowaną wydajnością w różnych częściach genomu. Sprawność tego
procesu obniża się wraz z wiekiem, co koreluje ze zwiększoną częstością wystę­
powania chorób nowotworowych w starszym wieku. Praktycznie, wczesne roz­
poznanie podatności na rakajelita grubegojest możliwe u osób obciążonych tak

zwaną rodzinną polipowatościąjelita grubego. Rozpoznanie takie może nastąpić
jeszcze przed wystąpieniem polipów w śluzówce jelita grubego, co otwiera nowe

możliwości zapobiegania transformacji nowotworowej przy użyciu leków prze­
ciwzapalnych. Ze sprawą podatności na nowotwory wiąże się problem genetycz­
nego zróżnicowania populacji w aspekcie dopuszczalnych ekspozycji na czynniki
genotoksyczne.

Maria Sąsiadek i Józef Jagielski — Biologiczne skutki działania czynników
mutagennych omawiają biologiczne skutki działania czynników mutagennych,
zależnych w dużym stopniu od etapu rozwoju zarodka. Pierwsze 10-14 dni po
okresie zapłodnienia, czyli w okresie przedimplantacyjnym, zapłodniona komór­
kajajowajest stosunkowo mało wrażliwa na działanie czynników zewnętrznych.
Jeślijednak ulegnie uszkodzeniu dochodzi zwykle do jej obumarcia. W okresie

organogenezy płód jest najbardziej wrażliwy na działanie teratogenne. W zależ­
ności od momentu zadziałania szkodliwego czynnika może dojść do uszkodzenia

różnych narządów. Działanie związków mutagennych na komórki somatyczne
po 8 tygodniu ciąży może prowadzić do ich transformacji nowotworowej.
W swoim artykule autorzy rozważają problem dokładnego poznania właściwości

mutagennych i kancerogennych substancji chemicznych wprowadzanych do
środowiska w związku z rozwojem przemysłu, a także wykrywania wczesnych
efektów biologicznych działania tych związków na człowieka w ramach tak

zwanego monitorowania biologicznego.
Szybki rozwój technologii transferu genu sprawił, że obecnie możemy mówić

— Jerzy Nowak w artykule Postępy terapii genowej chorób dziedzicznych —

o pierwszych pozytywnych wynikach terapii genowej chorób dziedzicznych.
Wydaje się, że w przyszłości terapia genowa będzie stanowić leczenie przyczyno­
we niektórych chorób dziedzicznych, główniejednogenowych. Trzeba zdać sobie

sprawę, że terapia genowa dopiero zaczyna się rozwijać. Obecnie nie możemy
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jeszcze stwarzać nadziei ciężko chorym na skuteczne wyleczenie za pomocą tej
nowej formy terapii. Można mieć natomiast pewność, że terapia genowa będzie
stawała się w przyszłości coraz powszechniejszą i skuteczniejszą formą leczenia
i zapobiegania wielu chorobom.
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GENETICS IN DEVELOPMENT OF MEDICAL SCIENCES.
IMPORTANCE AND PERSPECTIVES

Genetic studies conceming humans were for several decades very limited
because of the lack of appropriate experimental research methods. Within the
last several years medical genetics has been developing rapidly due to introduc-
tion of entirely new research techniąues. Humań genetic Information is contai-
ned in 46 chromosomes which occur in practically all the cells ofour organisms.
The whole human genome consists of a DNA composed of 3 milliard pairs of
nucleotides. Only a smali part of the genome, not exceeding a few percent, is

engaged in coding of structural genes, the number ofwhich is estimated at about
50 thousand. The major part of the genome consists of non-coding seąuences:
introns or repetivive seąuences, the function of which has not been so far
established.

The dynamie development of new techniąues of molecular genetics has
created qualitatively new possibilities for gaining knowledge of genetic diseases,
as well as for diagnosis and therapy. Development of the genetic engineering
techniąues began by the discovery of restriction enzymes which are able to cut

DNA at precisely defined sites. Studies on human genes became possible due to

progress in various methods ofDNA analysis, including cloning and seąuencing.
However, the discovery and bringing into practice the polymerase chain reaction,
(PCR) constituted the real turning point. The author of the PCR techniąue. Kary
Mullis, was awarded the Nobel Prize in 1993. The use of PCR in basie research
and for diagnosis of genetic diseases gives the possibility of studying, by a

relatively simple techniąue, of even a single human gene.
The exceptional value of the PCR techniąue consists in its making possible

isolation and several-million-fold amplification of a single gene or its fragment.
This task can be compared to the proverbial looking for a needle in a haystack,
sensitivity of PCR permitting to find it with great precision and, moreover, to

study it. Generally speaking, the rangę of possible practical applications of

genetic engineering, not only in medicine but also in biology, argiculture and

industiy, is difficult to imagine and, may be, also difficult to accept. As concems

medical Sciences, molecular genetics creates completely new possibilities of

studying the ethiopathogenesis of several diseases, not only those caused by
genetic defeets.

Medical practice has taken advantage of the achievements of genetics veiy
rapidly. As a particularly good example can serve prenatal diagnosis: Jacek

Zaremba, Prenatal diagnosis. The main aim of this method is to make possible
early diagnosis of diseases and developmental defeets in the foetus. Initially,
prenatal diagnosis was performed using the amniotic fluid and the cells offoetal

origin present in this fluid, inter alia, the desąuamated cells of the gastrointe-
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stinal and urinary tracts. Within the last dozen years they became superseded
by trophoblast cells. The test consists in withdrawing a smali amount ofchorion,
sufficlent for basie cytogenetic and biochemical studies, and the PCR method
eliminates the necessity oftedious culturing ofthe cells in vitro. It is also possible
to isolate, from the withdrawn materiał, the DNA for molecular testing for
selected genetlc defeets. It is advisable to make prenatal diagnosis In various
situations when there is a risk of a woman giving birth to a diseased child. In
about 97% of the cases the results of prenatal diagnosis point to normal

development of the foetus. Such a favorable result, especially in the case of a

pregnant woman suffering from severe anxiety neurosis liberates her from the
fear of giving birth to an abnormal child and contributes in this way to

maintenance of the pregnancy. It is possible at present to diagnose several
diseases and defeets even before the birth of the child and in many cases this

might permit early beginning of the treatment. Despite their advantages, the

prenatal diagnosis tests are madę in Poland only on a veiy smali scalę and but
in a few medical centers. On the other hand, in the leading foreign laboratories
the progress is so great that attempts have been madę at preimplantation
diagnosis whlch consists in diagnosing genetic effects on the basis of testing a

single celi withdrawn from a developing embryo prior to its implantation into
the uterus.

For a long time human genetics has been based to a large extent on classical

cytogenetic studies, at present, however, molecular studies begin to predomina-
te. Both for cytogenetics and molecular genetics sex chromosomes continue to

present a challenging problem of great practical significance. The paper by
Bogdan Kałużewski entitled Do we need. sex chromosomes provokes many
reflections. Although the feeling of one’s sexual identity is usually ąuite obvious
to the person concerned, the problem of sexual differentiation and Identification
is neither simple nor unequivocally formulated. Sex can be defined as: chromo-

somal, related to the occurrence in celi nuclei of sex chromatin X in a woman,
and of sex chromatin Y in a man; gonadal sex defined by the presence of a

primaiy gonad; endocrinological sex determined by the activity ofparticular sex

hormones; phenotypic sex defined according to the internal and external sex

organs present; and psychological sex comprising the psycho-sexual and psy-
cho-social spheres. The author describes the most spectacular race for priority
in identifying the genes which determine development of the primaiy gonad. So

far, we have gained better understanding of the sex determination mechanism,
however, one should consider simultaneously possible involvement of still other

genes in normal sex differentiation. To see how much remains to be done, take
for example antigen H-Y for which, after so many years ofresearch, the structural

gene has not been located. To the ąuestion posed in the title of Bogdan
Kałużewskts paper the answer should be in the affirmative: a normal karyotype
46,XY or 46,XX is indispensable for normal development of a man or a woman,

respectively.
It would not be possible to diagnose several genetic diseases without taking

advantage of molecular studies. The classical cytogenetic analysis of chromoso­
mes permits to detect only the genetic disturbances due to those genetic defeets
which are related to chromosome aberrations. The majority of the five thousand
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genetic diseases are undetectable by the simple analysis of the karyotype.
Duchenne muscular dystrophy can serve as a good example of usefullness of
molecular studies for precise determination of the genetic defect. Duchenne

dystrophy is caused by mutations In the largest human gene so far known, the
DMD (Duchenne muscular dystrophy) gene. It is 2.5 million nucleotides in

length, is composed of 78 exons interspersed with introns, on average of 25 kb,
and is located on chromosome X. cDNA deprived of introns is of a rather smali
size being composed of over 13 thousand nucleotides, of which about 11
thousand codę for a protein called dystrophin. DMD is lethal disease encounte-

red at a freąuency of 1 per 3500 małe newboms. In about 70% of the cases it is
caused by deletions in the DMD gene, which can be detected by multiplex PCR

techniąue using 21 pairs of primers. Jolanta Kwiatkowska , Dobrawa Lisiecka,
Ryszard Słomski, Bożena Siemieniako, Jadwiga Sowińska, Bożena Galas-Zgo-
rzalewicz, Ewa Emich-Widera, Elżbieta Marszał i Tadeusz Ciesielski — Mole­
cular diagnostics ofDuchenne/Becker muscular dystrophy — discussed not only
various aspects of molecular diagnosis of Duchenne/Becker muscular dystrop­
hy but also the possibility of carrier screening by testing for polymorphism of
the PCR product restriction fragments and determination of microsatellite

seąuences within the DMDgene. It seems that in the near futurę it will be possible
to identify precisely the DMD carriers by studying microsatellite seąuences
related to specific mutations in the DMD gene.

Selected aspects of the dependence in mucoviscidosis, of phenotype on

genotype have been discussed by Michał Witt — Selected aspects ofgenotype
-fenotype relationship in cysticfibrosis. Mucoviscidosis (cystic fibrosis, CF) is an

autosomal recessive disease encountered once per 2500 births. The defective

gene responsible for mucoviscidosis is located on chromosome 7, and has been
cloned and seąuenced. It is most astonishing that this grave genetic disease is
caused by over 400 different mutations which determine to some extent its
clinical pattem. Unfortunately, there is no simple genotype/phenotype correla-

tion, and the disease itself appears in very diverse forms. Attempts at a

correlation of, e.g., disturbed functioning of the respiratoiy system or suscep-
tibility to bacterial infections to specific mutations gave no unequivocal results.
The diversity ofphenotypes related to gene CFTR mutations points to the possible
occurrence of the disease in very varied forms.

Paper by Jerzy Bal and Dorota Maciejko Muscouiscidosis —from gene to

therapy deals with modę of inherity, epidemiology of cystic fibrosis, structure

and function of CFTR gene as well as molecular diagnosis. Authors discuss the
matter of verification of clinical diagnosis by the study at the molecular level.

They present the principle of detection of CFTR gene mutation carriers and

prenatal diagnosis of muscoviscidosis. Finally they discuss clinical trials ofgene
therapy for cystic fibrosis.

Phenylketonuria is a rather common genetic disease. It can serve as an

example of a genetic disease that can be effectively treated by application of a

diet poor in phenylalanine. The therapy can be started ąuite early due to the

commonly applied screening of newborns by Guthri test. Early implementation
of the phenylalanine-poor diet permits to eliminate the most important clinical

symptom of phenylketonuria, i.e. deep mental impairment. Despite the treat-
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ment the affected children usually learn with difficulty, and in some cases

psychical disturbances are observed. Jadwiga Jaruzelska— Phenylketonuria
—from genotype to the clinic — discusses the mutations responsible for

phenylketonuria, Its diversified clinical manifestations, problems of treatment

and management of phenylketonuria children, and search for new forms of

therapy.
The molecular basis of Hunter syndrome, a rather rare genetic disease, has

been presented by Ewa Popowska — Molecular basis ofHunter syndrome. This

syndrome, in its grave form, characterized by deep mental retardation, marked

changes in circulation and the bone-joint system, leads usually to death before
the patient has reached the 15th year of life. In its mild form the syndrome does
not lead to disturbances in mental development, and changes in the circulatoiy
and the skeletal bone-joint Systems are much less apparent. To put it in a

simplified form, deletions of the whole gene or its fragment, insertions altering
the reading frame, point mutations in conserved or uniąue regions, and muta­
tions introducing the termination codon, especially into the initial region of the

transcript, seem to be responsible for the grave form of the disease. On the other

hand, mutations altering the functionally less important protein regions lead to

the mild form of the disease. The possibilities of the Hunter syndrome therapy
are limited to application ofmotor rehabilitation, mental training and temporaiy
pharmacological treatment.

Defects in the alfa-l-antitrypsin coding gene can lead to liver cirrhosis and

pulmonary emphysema. Anna Kowalska and Bożena Piłacik present in their

paper Deficiency ofalpha-l-antitripsin the molecular basis of alfa-1 -antitiypsin
deficiency and the role ofthis enzyme in pathogenesis of liver and lung diseases.

They point also to the significance of alfa-l-antitrypsin deficiency in rheumatoid
arthritis and in pathogenesis of some skin diseases which so far has not been

fully elucidated. Lowering ofthe level ofalfa-1 -antitiypsin, the enzyme inhibiting
several proteases, raises the risk ofpulmonary diseases not only in homozygotes
but also in heterozygotes, especially after exposure to tobacco smoke and other

noxious, alfa-l-antitrypsin inactivating factors. The treatment applied consists
in administration of alfa-1 -antitiypsin preparation. It seems that it might be

possible, in the near futurę, to apply gene therapy in treatment of this disease.
Diabetes mellitus of type I, i.e. insulin dependent, is an example of a disease

dependent on multiple factors, many genes playing an essential role in its

development. Małgorzata Jungerman presents a review of studies on genetic
conditioning of insulin-dependent diabetes — Insulin dependent diabetes melli­
tus — a complicated example ofmultifactorial disorder. She draws attention to

the complexity offactors leading to development of diabetes, and to the practical
importance of research aiming at early detection of persons who are prone to

become diabetic. In the futurę, identification ofboth genetic and environmental
factors involved could permit early prevention ofthe insulin-dependent diabetes.

Studies on DNA are essential not only for gaining knowledge of molecular
defects leading to the occurrence of genetic diseases but simultaneously play a

steadily increasing role in molecular diagnostics. The latter finds broad applica­
tion not only in various branches of medicine but also in biology. An excellent

example of the progress in molecular genetics and its practical usefulness is
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paternity testing. The necessity to ascertain contestable patemity occurs not

only in lawsuits but is also indispensable in some cases conceming genetic
counselling, prenatal diagnostics and transplantology. The standard method for
individual Identification introduced by Jeffreys rapidly found application in

practice and, under the name of DNA fingerprinting, is at present widely used
in molecular diagnostics. The currently applied DNA fingerprinting tests can be
divided into two main groups: analysis of a single locus or of multiple loci. The
conclusions conceming kinship of the persons examined in the cases of con­
testable patemity are formulated on the basis of comparison of the DNA

fragments found in those persons. Ryszard Słomski, Jolanta Kwiatkowska,
Hanna Chlebowska, Barbara Siemieniako i Magdalena Słomska — Polymorphic
DNA seąuences and their application in patemity — present a critical review of
the paternity testing techniąues, drawing attention to some limitations of the
methods applied and difficulties in interpretation of the results.

Henryk Hubner and Anna Mordalska discuss the veiy interesting problem
of genomie imprinting, for which they propose a new Polish name — Genomie

imprinting in man This inborn imprint affects the expression of homologÓus
alleles or regions of chromosomes inherited from either of the parents. There is

ample evidence that chromosomem or genes can “remember” their parental
origin. In some organisms genomie imprinting results in a reversible loss of

activity of one of the two homologous DNA seąuences. From the genetic point of
view the effect of imprinting is equivalent to homo2ygosity at a defined locus or

in a group of loci. The concept of genomie imprinting is not incompatible with
the Mendelian law but explains the observed deviations from this law. Autosomal

genes of maternal and paternal origin undergo, during development of the

embiyo, differentiated expression indispensable for proper development of the

organism. Under pathological conditions, an embryonal neoplasma, hydatid
mole, developing from chorion, contains 46 normal chromosomes, all of them of

paternal origin. In the genetically opposite situation, when all the chromosomes
are of maternal origin, there appears a neoplasma called teratoma. These

neoplasmas result from diploidal, partenogenetic growth of either paternal or

maternal cells. As cytogenetic evidence for genomie imprinting can serve the
occurrence of uniparental disomy. It happens sometimes that, along with a

completely normal kaiyotype, a sex-linked trait is transferred from father to son

and not to the daughter. This phenomenon can be explained by assuming that
chromosomes X and Y of the zygotę were of paternal origin, and the ovum had
no sex chromosomes. The significance of uniparental disomy in causing genetic
disturbances leading to developmental defects finds its confirmation in the case

of the Angelman syndrome, which results from a deletion of a part of maternal
chromosome 15, and in the phenotypically different Prader-Willi syndrome,
evoked by the deletion of paternal chromosome 15. The postulated molecular
mechanisms ofgenomie imprinting are related to the process ofDNAmethylation
occurring during mitotic divlsions preceding meiosis, or during meiosis itself.

Methylation affects chromatin conformation and. once introduced during game-
togenesis, could be reproduced until activation of the gene.

At present, an inereasing body ofevidence points to a significant involvement
of genetic disturbances in neoplasma development. Danuta Rożynkowa —
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Perspectiuess in cancer genetic research — discoueries and visions — discusses
selected results ofcytogenetic studies on leukemias and lymphomas, the studies
which formed the first step in elucidation of the molecular mechanisms respon-
sible for the phenomena of neoplastic transformation. She draws special atten-

tion to disturbances in functioning of cellular oncogenes and antioncogenes.
According to her views, in diagnosis of neoplasma, cytogenetic and molecular
tests supplement but can not replace pathomorphology, as the main role of
molecular genetics consists in detecting the previously unknown mechanisms

responsible for deregulation of transcription control, and for autonomy of celi

growth.
A significant discussion ofthe problems ofoncogenes and antioncogenes has

been presented by Antoni Horst — Products ofthe tumor suppressor genes. So

far, over 100 oncogenes and about 50 antioncogenes have been described. It is
at present accepted that development of neoplasma is dependent on the one

hand on the presence of an excess of growth promoting factors, i.e. oncogenes,
both of endogenous and exogenous origin, and on the other hand on a deficiency
or loss of the products of antioncogenes. Under normal conditions the celi cycle
is strictly controlłed by regulatory mechanisms. The products of oncogenes and

antioncogenes plag the key role at successive phases of the celi cycle. The

understanding of the complex mechanisms which regulate the celi cycle is of

great importance for elaboration of new Solutions in the therapy of neoplasmas.
Neoplastic transformation and development ofneoplasma are also dependent

on the metabolism of Chemical carcinogens and the process of DNA repair, which
both differ from individual to individual. Andrzej L. Pawlak — Inherited

susceptibility to cancer and otherfactors influencing cancer occurrence and

Krzysztof Szyfler — Physiological andpathological uariability ofDNA repair in
human — write about the problems of hereditaiy proneness to neoplasma, and
the factors affecting the risk of its development. In view ofthe possibility ofearly
implementation in some cases of prophylactic measures, the practical signifi-
cance of solving this problem is immense, especially for the neoplasma-prone
persons. The factors underlying proneness to neoplasma are of a subtle charac-
ter and are often difficult to define. The genetic sensitivity to environmental

carcinogens has not been fully recognized yet. It is known that genetic polymorp-
hism can exert its action at the stage offormation ofDNA defects, ofDNA repair,
and control of proliferation of the transformed cells. In tum, disturbances in
DNA repair have been described so far to be the main factor underlying
proneness to neoplasma in the Fanconi syndrome, xerodermapigrrientosum and
in ataxia telangiectasia. Due to the relationship existing the defect in DNA rapair
and sensitwity to particular genotoxic agents, also the symptom-free carriers
of the genes of the above-mentioned syndromes can show increased neoplasma
proneness on exposition to specific genotoxic factors. Diversity in the course of
DNA repair processes in the human population concerns both the level of the
whole genome, DNAfragments, or even a single gene. The intensity ofDNArepair
processes in different parts of the genome is uneąual. The efficiency of DNA

repair becomes lowered with age, in correlation with increased freąuency of
occurrence ofneoplastic dieases in morę advanced age. In practice, it is possible
to diagnose rather early the proneness to the large intestine cancer in persons
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burdened by the so-called familial adenomatous polyposis coli. The diagnosis
can be madę even prior to the appearance of polyps in the intestinal mucosa.

This opens new possibilities for prophylaxis of neoplastic transformation with
the use of anti-inflammatory drugs. The problem of neoplasma proneness is
related to the problem of genetic diversity of the population in the aspect of
admissible exposition to genotoxic agents.

Maria Sąsiadek and Józef Jagielski — Biological ęffects ofmutagenic agents
discuss the biological impact of mutagenic agents during pregnancy, wich is,
dependent to a large extent on the embiyo development stage. In the first 10-14

days following fertilization, that is in the preimplantation period, the fertilized
ovum celi has rather Iow sensitivity to the action of external agents. However, if

damaged at that time, it usually undergoes atrophy. In the period of organoge-
nesis the embiyo is most sensitive to teratogenic agents. Depending on the time
of their action, the injury can concern various organs. After the 8th week of

pregnancy, mutagenic compounds can cause neoplastic transformation of
somatic cells. The authors discuss also the necessity of gaining thorough
knowledge of the mutagenic and carcinogenic properties of the Chemical sub-
stances introduced into the environmental as a result ofindustrial development,
as well as the importance of the detection, within the framework ofthe so-called

biological monitoring, of early biological effects of these compounds on man.

Due to rapid development of the gene transfer technology — Jerzy Nowak —

Progress ingene therapy ofhereditary diseases — we can at present speak about
the first positive results of gene therapy for hereditary diseases. It seems that,
in the futurę, gene therapy will be applied for causal treatment of inherited

diseases, mainly those caused by a defect in a single gene. One should, however,
realize that gene therapy is only beginning to develop. At present we can not yet
offer hope to the seriously ill that this new form of therapy could successfully
cure them. However, one can be surę that, in the futurę, gene therapy will become
an increasingly common and effective form of treatment and prophylaxis for
various Lypes of diseases.
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DIAGNOSTYKA PRENATALNA

Badania wykonywane w I i II trymestrze ciąży, mające na celu rozpoznawanie
chorób i wad rozwojowych płodu, określa się terminem „diagnostyka prenatalna”
(DP). Badania te rozwinęły się na święcie w ciągu trzech ostatnich dziesięcioleci:
w Polsce prowadzi się je już od blisko 20 lat.

DP jest wyrazem ogromnego postępu, jaki dokonał się w dziedzinie nauk

medycznych, a w szczególności w genetyce człowieka. Od roku 1966jest możliwe
badanie chromosomów płodu w hodowanych amniocytach (komórki pocho­
dzenia płodowego znajdujące się w płynie owodniowym) (SteelIBreg 1966).
W kilka lat później, dzięki postępowi w badaniach biochemicznych, możliwe stało

się również rozpoznawanie genetycznie uwarunkowanych defektów metabo­
licznych płodu, takichjak mukopolisachaiydozy (Fratanconi i współaut. 1969),
glikogenozy, jak choroba Pompego (Nadler i Messina 1968).

Diagnostyka chorób metabolicznych, takich na przykład, jak wyżej wymie­
nione, polega w głównej mierze na wykrywaniu defektów enzymatycznych, to

znaczy na stwierdzeniu braku lub obniżonej aktywności określonych enzymów.
Materiał do badań stanowią zazwyczaj hodowane fibroblasty płynu owodniowego
lub też inne komórki pochodzenia płodowego. Za miarę aktywności enzymaty­
cznej przyjmuje się ilość substratu właściwego dla określonego enzymu, rozło­
żonego przez ten enzym wjednostce czasu, w przeliczeniu najeden gram białka

komórkowego. Pomiaru dokonuje się zazwyczaj spektrofluoiymetrem. Jako
substratu w wielu defektach enzymatycznych używa się fluorogennych, synte­
tycznych pochodnych 4-metyloumbelliferonu (Czartoryska i współaut. 1993).

Duży postęp w prenatalnym wykrywaniu chorób przyniosły badania mole­
kularne — zwłaszcza analiza DNA, która poczyniła wielkie postępy w ostatnim

dziesięcioleciu. Dzięki nim udało się zlokalizować lub nawet sklonować geny
szeregu genetycznie uwarunkowanych chorób, na przykład takich, jak mukowl-

scydoza, dystrofia mięśniowa Duchenne'a, zespół kruchego chromosomu X.
Zastosowanie hybrydyzacji metodą Southerna i reakcji łańcuchowej z poli-

merazą (ang. polymerase chain reaction — PCR) umożliwiło wykrywanie mutacji
wielu chorób. Diagnozajest stosunkowo prosta w wypadku, gdy gen został już
sklonowany i dostępne są sondy cDNA odpowiadające poszczególnym jego
odcinkom. W przypadkach, gdy jest znana tylko lokalizacja genu, posługujemy
się polimorfizmem długości fragmentów restrykcyjnych DNA (ang. restriction
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fragment length polymorphism — RFLP) i badamy sprzężenie genu chorobowego
z tym polimorfizmem. Zastosowanie powyższych metod przyczyniło się w znacz­
nym stopniu do zwiększenia liczby chorób, które można rozpoznać u płodu lub
też po urodzeniu dziecka, często na długo przed wystąpieniem pierwszych
objawów choroby.

Na początku lat siedemdziesiątych ruszyła też diagnostyka prenatalna tak

zwanych otwartych wad cewy nerwowej — na podstawie określenia poziomu
alfafetoprotein (AFP) i acetylocholinesterazy w płynie owodniowym (Brock
i Scrimgeour 1972, Collaboratwe Acetylodwlinestera.se Study 1981). W tym
samym mniej więcej okresie rozwinęła się ultrasonograficzna diagnostyka wad

płodu — zwłaszcza otwartych wad cewy nerwowej (Campbell i współaut. 1972,
1975). Udoskonalona ultrasonografia (USG) pozwala obecnie na wykrycie wielu

innych wad rozwojowych płodu — takich jak wady serca, wady twarzoczaszki
i kończyn. Od niedawna USG pomaga również w diagnozowaniu niektórych
aberracji chromosomowych płodu. Podejrzenie takich zmian może, na przykład,
nasunąć obrzęk płodu —jak to często bywa w zespole Turnera, a także — choć
w mniejszym stopniu— w zespole Downa i zespole Edwardsa (Nicolaides
i współaut. 1992, Savoldelli i współaut. 1993). Ponadto USG z reguły stanowi

integralną część badania prenatalnego, ponieważ podjej kontrolą wykonuje się
amniocentezę (AMC) inaczej zwaną amniopunkcją — to znaczy nakłucie pęche­
rza owodniowego przez powłoki brzuszne w celu pobrania próbki płynu owodnio-

wego. AMC wykonywano początkowo tylko w II trymestrze ciąży — zazwyczaj
w 15-17 tygodniu; ostatnio wykonuje się już także w okresie wcześniejszym —

pomiędzy 12 i 14 tygodniem (tzw. wczesna AMC).
Jako materiał do badań prenatalnych służył początkowo wyłącznie płyn

owodniowy i zawarte w nim komórki pochodzenia płodowego, między innymi
złuszczone komórki przewodu pokarmowego, moczowego i inne.

W latach osiemdziesiątych jako materiału do badań prenatalnych zaczęto
używać komórek pobieranych za pomocą biopsji trofoblastu (BT), którą wyko­
nuje się w I trymestrze ciąży (według terminologii angielskiej chorion villus

sampling, CVS). Badanie polega na pobraniu niewielkiej ilości kosmówki (nawet
kilku kosmków), która stanowi doskonały materiał do badań cytogenetycznych
i biochemicznych, a także do analizy DNA — bez konieczności prowadzenia
długotrwałej hodowli komórkowej. Biopsja trofoblastu była poprzedzona eks­
perymentami w końcu lat sześćdziesiątych i w latach siedemdziesiątych (Hah-
nemann i Mohr 1969, KuLLANDERi Sandahl 1973). Ciekawe, że do praktyki weszła

najpierw w Chinach, gdzie posługiwano się nią w celu oznaczania płci płodu
(Department of Obstretrics and Gynaekology, Anshan 1975). Do klinicznej
diagnostyki prenatalnej weszłajednak dopiero w latach osiemdziesiątych, sto­
sowana w szczególności do badań cytogenetycznych (Niazi i współaut. 1981),
oznaczania poziomu aktywności niektórych enzymów oraz płci płodu (Kazy
i współaut. 1982) i do rozpoznawania niektóiych hemoglobinopatii za pomocą
analizy DNA (Williamson i współaut. 1981, Old i współaut. 1982). Wykazano, że

z kosmków trofoblastu można uzyskać kariotyp płodu już w kilka godzin po
pobraniu materiału (Simoni i współaut. 1983, Rodeck i Morsman 1983); metoda
ta jest tańsza niż amniocenteza, ponieważ oszczędza się tu na kosztownych
pożywkach zużywanych przy kilkutygodniowej hodowli komórek płynu owodnio-
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wego. BT wykonuje się pomiędzy 8 i 10 tygodniem ciąży, za pomocą specjalnego
cewnika wprowadzonego przez szyjkę macicy lub biopsji igłowej przez powłoki
brzuszne, co pozwala na znacznie wcześniejsze niż przy AMC uzyskanie wyników
badania. Wadą tej metodyjest wyższe ryzyko poronienia niż przy amniocentezie,
częstsze artefakty — a więc błędne wyniki — w badaniu cytogenetycznym i, jak
niedawno stwierdzono, częstsze występowanie niektórych zaburzeń rozwojo­
wych płodu będących najpewniej następstwem BT — zwłaszcza wykonanej
wcześnie, to jest około 8 tygodnia ciąży (Firth i współaut. 1991). Metoda ta nie

znajduje zastosowania w badaniach biochemicznych, w których materiałemjest
płyn owodniowy — na przykład w przypadkach podejrzenia wad otwartych cewy

nerwowej.
Obie metody, AMC i BT, są bardzo przydatne i wzajemnie uzupełniają się.

Obecnie istnieje tendencja, ażeby BT wykonywać w przypadkach, w których
ryzyko urodzenia dziecka chorego jest szczególnie wysokie — na przykład
w niektórych chorobach uwarunkowanych monogenicznie, które rozpoznaje się
na podstawie oznaczania aktywności enzymatycznej w tkankach pochodzenia
płodowego bądź też na podstawie analizy DNA. W większości pozostałych
przypadków korzysta się raczej z wczesnej amniocentezy.

Cenną metodą badaniajest pobranie próbki krwi płodowej poprzez nakłucie

żyły pępowinowej — czyli tak zwaną kordocentezę — oczywiście pod kontrolą
USG. Metoda ta znajduje zastosowanie w przypadkach bardziej zaawansowanej
ciąży (około 18-20 tygodnia), zwłaszcza wówczas, gdy zachodzi konieczność

weryfikacji wątpliwego wyniku badania lub późnego wykonania badania cyto-
genetycznego — zazwyczaj w związku ze zbyt późnym skierowniem pacjentki na

badanie.

Jedną z metod była do niedawna fetoskopia z użyciem cienkiego fibroskopu
igłowego (ang. needlescope) (RODECKi Nicolaides 1983). Metoda ta pozwala na

obejrzenie płodu, wykrycie niektórych wad rozwojowych, pobranie próbki krwi

pępowinowej, biopsję skóry, biopsję wątroby płodu. Obecnie jednak w związku
ze stosunkowo dużym ryzykiem zabiegu (przynajmniej około 5%) fetoskopia
wychodzi z użyciajako metoda zbyt inwazyjna i ryzykowna; zastępuje Ją skute­
cznie udoskonalona USG.

WSKAZANIA

Najważniejsze wskazania do badań prenatalnych zestawiono w tabeli 1.
Wskazania „cytogenetyczne” ustala się w przypadkach, w których istnieje zwię­
kszone ryzyko urodzenia dziecka z aberracją chromosomową. Najczęstszym
wskazaniem w tej grupie jest zaawansowany wiek kobiety, ryzyko urodzenia
dziecka z aberracją chromosomową wzrasta bowiem wyraźnie wraz z wiekiem
matki. Ogólnie przyjmuje się, że badanie prenatalne należy proponować kobie­
tom począwszy od 35 roku życia, to jest wówczas, gdy ryzyko urodzenia dziecka
z zespołem Downa lub inną aberracją chromosomową zbliża się do 1:300.

Ryzyko takie uważa się też za wartość progową przy kwalifikowaniu do badania

prenatalnego kobiet na podstawie wyników badań przesiewowych (patrz niżej).
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Wskazania do badań prenatalnych (amnlocentezy, biopsji trofoblastu lub kordocentezy)
Tabela 1

Wskazania Ryzyko urodzenia dziecka chorego
— Wiek matki 35 lat 1 powyżej >1:300

(patrz tabela 2)
— Poprzednie urodzenie dziecka z zespołem Downa
lub Inną aberracją chromosomową

0,5% do 1,4%

— Translokacje chromosomowe występujące
rodzinnie

różne w zależności od rodzaju translo­
kacji 1 objętych nią chromosomów

— Zmiany wykryte USG nasuwające podejrzenie aber­
racji chromosomowych płodu

około 10%

— Poprzednie urodzenie dziecka z chorobą
monogeniczną, np. chorobą metaboliczną, Jak

mukopollsacharydoza, llpldoza 1 Inne

25% do 50%

(patrz tabela 3)

— Poprzednie urodzenie dziecka z otwartą wadą cewy
nerwowej, Jak przepuklina rdzeniowa, przepuklina
mózgowa, bezmózgowie

3% do 5% (o ile dana osoba urodziła

więcej niż jedno dziecko z taką wadą
ryzyko wynosi 10% lub więcej)

— Wynik testu przesiewowego wskazujący na

zwiększone ryzyko urodzenia dziecka chorego
>1:300*

"'Dotyczy aberracji chromosomowych płodu.

W tabeli 2 podano wartości ryzyka urodzenia dziecka z zespołem Downa

(trisomia chromosomu 21) — najczęstszą aberracją chromosomową — w zależ­
ności od wieku matki. Do innych wskazań cytogenetycznych należą:

— Poprzednie urodzenie dziecka z aberracją chromosomową; w odniesieniu
do zespołu Downa wynosi ono około 0,5%, a w przeliczeniu na wszystkie
aberracje chromosomowe łącznie 1,4% (Stene i współaut. 1984).

— Rodzinnie występujące translokacje chromosomowe lub też inne zrówno­
ważone zmiany strukturalne chromosomów. Ryzyko w przypadkach translokacji
wymiennych waha się znacznie — zależnie od chromosomów i ich odcinków,
które uległy przemieszczeniu.

— Zmiany w USG nasuwające podejrzenie aberracji chromosomowych
płodu. Na przykład pogrubienie fałdu skórnego na karku płodu (objaw związany
ze wspomnianym wyżej obrzękiem płodu) uważa się obecnie za cechę charakteiy-
styczną dla zespołu Downa, i w związku z tym za wskazanie do AMC lub BT

(Nicolaides i współaut. 1992).
Wśród pozostałych wskazań do diagnozy prenatalnej znajdują się:
— Zwiększone ryzyko urodzenia dziecka z chorobą monogeniczną.
Przykłady takich chorób — dziedziczących się zgodnie z prawami Mendla —

podano w tabeli 3. Diagnostyka prenatalna w takich przypadkach polega na

badaniu produktu genu, na przykład, na określeniu aktywności jednego
z enzymów lub też na analizie samego materiału genetycznego, to jest DNA.

— Poprzednie urodzenie dziecka z otwartą wadą cewy nerwowej.
Jest to wada uwarunkowana wieloczynnikowo; rozpoznanie można ustalić

na podstawie badania USG płodu lub też stwierdzenia w płynie owodniowym
obecności lub podwyższonego poziomu takich markerów biochemicznych, jak
wspomniana wyżej AFP lub acetylocholinesteraza.
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— Wynik testu przesiewowego wskazujący na zwiększone ryzyko urodzenia
dziecka chorego.

Tabela 2

Częstość występowania zespołu Downa w zależności od wieku matki (Hook 1 Lindsjó 1978)

WM — wiek matki

*Częstość występowania wśród żywo urodzonych noworodków = ryzyku urodzenia dziecka z zespołem Downa

WM Częstość WM Częstość WM Częstość

20 1/1923 30 1/885 40 1/109

21 1/1695 31 1/826 41 1/85

22 1/1538 32 1/725 42 1/67

23 1/1408 33 1/592 43 1/53

24 1/1299 34 1/465 44 1/41

25 1/1205 35 1/365 45 1/32

26 1/1124 36 1/287 46 1/25

27 1/1053 37 1/225 47 1/20

28 1/990 38 1/176 48 1/16

29 1/935 39 1/139 49 1/12

Tabela 3

Przykłady chorób monogenicznych, które można rozpoznać u płodu

R-A— dziedziczenie recesywne autosomalne

D-A — dziedziczenie dominujące autosomalne

R-X —dziedziczenie recesywne sprzężone z płcią
D-X — dziedziczenie dominujące sprzężone z płcią
(M) — dotyczy tylko potomstwa płci męskiej
*

— ryzyko zbliżone do 50% dotyczy tylko mężczyzn, u kobiet-heterozygot ryzyko jest niższe (niepełna penetracja genu

chorobowego)
**

— podwyższony poziom mukopolisacharydów w płynie owodniowym

Nazwa choroby 1 sposób dziedziczenia Wysokość
ryzyka

Sposób
d lagnozowanla

Materiał

Choroba Tay’a 1 Sachsa

(gangllozydoza GM2)
R-A 25% określenie

aktywności
beta-hekso-

zoamlnldazy A

trofoblast

amniocyty

Choroba Hurler

(mukopollsacharydoza)
R-A 25% określenie

aktywności
alfa-lduronldazy

trofoblast

amniocyty
płyn owodnlowy**

Mukowlscydoza R-A* 25% analiza DNA trofoblast

amniocyty
Zespół kruchego
chromosomu X

D-X 50%' analiza DNA
badanie

cytogenetyczne

trofoblast

amnlocyLy

Dystrofla mięśniowa
Duchenne’a/Beckera

R-X 50%(M) analiza DNA trofoblast

amniocyty
Choroba Huntingtona D-A 50% analiza DNA trofoblast

amniocyty
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Badania przesiewowe ukierunkowane na wykrywanie otwartej wady cewy
nerwowej były prowadzone już w latach 70-tych. Polegały one na określaniu

poziomu AFP w surowicy łowi kobiet w 16-18 tygodniu ciąży. W przypadku
istnienia tego typu wad u płodu poziom AFP w surowicy krwi matek jest
znamiennie podwyższony. U kobiet takich wykonywano dokładne badanie USG
i AMC, co w efekcie pozwoliło na znaczną redukcję urodzeń dzieci z otwartą wadą
cewy nerwowej —w Szkocji zanotowano spadek o 72% do 83% (Ferguson-Smitii
1983). W końcu lat 80-tych okazało się, że w zespole Downa i innych aberracj ach

chromosomowych poziom AFP w surowicy krwi matekjest obniżony. Stwierdza

się ponadto obniżenie poziomu nie związanego estriolu (uE3) i podwyższenie
poziomu gonadotropiny kosmówkowej (hCG). Wszystkie te markery: AFP, uE3
i hCG w surowicy krwi matki oraz dodatkowo wiek matki są obecnie wykorzy­
stywane w teście przesiewowym ukierunkowanym na wykrywanie żespołu Do­
wna i innych aberracji chromosomowych. Dzięki temu testowi wykrywalność
zespołu Downa może przekroczyć 60% (Wald i współaut. 1988). Jest to bardzo

dużo, jeśli się zważy, że kwalifikowanie do badań prenatalnych kobiet na

podstawie kryterium wieku — 35 lat lub powyżej — w najlepszym wypadku
pozwala na wykrycie 30% przypadków zespołu Downa.

— Są jeszcze inne wskazania do badań prenatalnych. Jednym z nich jest
nerwica lękowa o znacznym nasileniu. Wykonanie badania prenatalnego
u takich kobiet uwalnia je od lęku i w ten sposób może przyczynić się do
uchronienia ciąży. Badania prenatalne dzięki wprowadzaniu nowych metod są
nieustannie udoskonalane. Wspomnianą wyżej technikę PCR wykorzystano
ostatnio do wykrywania defektów genetycznych — takich na przykład jak
mukowiscydoza — nawet w pojedynczych komórkach. Zarysowują się więc
możliwości preimtanplantacyjnej diagnozy prenatalnej (Wu i współaut. 1993).

Badania prenatalne obecnej doby prowadzi się głównie pod kątem wykrywa­
nia ciężkich i nieuleczalnych chorób płodu. W razie wykrycia jednej z takich
chorób matka ma prawo zadecydować o dalszych losach ciąży. W większości
takich przypadków dochodzi do przerwania ciąży ze wskazań lekarskich.

W Polsce badania prenatalne są wykonywane na bardzo małą skalę i tylko
w kilku ośrodkach. Badania przesiewowe oparte na oznaczaniu wymienionych
wyżej markerów biochemicznych w surowicy matki nie są dotychczas prowadzo­
ne. W Polsce, podobnie jak w większości innych krajów, najczęstszym wskaza­
niem do diagnostyki prenatalnej jest zaawansowany wiek matki. Biorąc pod
uwagę wszystkie wskazania do badań prenatalnych łącznie chorobę lub wadę
płodu rozpoznaje się tylko w 3% do 4% przypadków. Pozostałe 96%-97% kobiet

dowiaduje się natomiast o prawidłowym wyniku badania i decyduje się na

urodzenie dziecka.

PRENATAL DLAGNOSIS

Summary
Short history of the prenatal dlagnosis, categorles of the risk and Indications as well as new

trends are brlefly discussed. The paper ends with a few remarks about the situatlon in Poland,
characterised by: too smali number of genetlc centers performing prenatal dlagnosis, too smali
number of tests carrled out and the matemal blood serum screening test not being applled so far.
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CZY CHROMOSOMY PŁCIOWE SĄ NAM POTRZEBNE?

„There is no such biological entity as sex...... it is merely a name for our total

impression ofthe differences” (Mittwoch 1992 — cytat wypowiedzi Lillie z 1932)
— tak problem płci był widziany przez biologa o szerokich hoiyzontach 62 lata
temu. „Sex is a composite phenomenon characterized by the succession
of fusion, recombination, and division "(IIoekstra 1990) — tak problem płci
i prokreacji rozumie współczesny genetyk populacyjny. Jednoznacznie i arbitral­
nie seks opisują z natury rzeczy zwięzłe słowniki: „sex 1. beingmale orfemale,...
2. males and females as agroup...”. (Hornby 1974).

Trzeba przyznać, że powszechne poczucie przynależności płciowej jest tak

oczywiste, że często nie skłania do głębszej refleksji i jest raczej bliższe pojęciu
słownikowemu niż dwóm wyżej przytoczonym poglądom. Jednak współcześnie
rozumiany problem identyfikacji płci nie jest ani łatwy ani jednoznacznie
określony. W praktyce zawodowej lekarza ginekologa, endokrynologa, genetyka
i psychiatiy z całą pewnością powinniśmy uwzględniać szereg kryteriów płci,
takich jak:

— płeć chromosomową (w tym także chromatynową, której pojęcie jest
związane z obecnością grudek chromatyny X w jądrach komórkowych
kobiety oraz grudek chromatyny Y w jądrach komórkowych mężczyzny);

— pleć gonadalną (określoną determinacją pierwotnej gonady):
— płeć endokrynną (zdeterminowaną podjęciem czynności endokrynnej

przez gonadę i udział hormonów płciowych w regulacji osi: podwzgórze,
przysadka mózgowa, gonada niezależnie od ich funkcji autonomicznych
w procesie dojrzewania);

— płeć fenotypową (wewnętrznych, w pierwszej kolejności, nieco później
zewnętrznych narządów płciowych) jako efekt płci hormonalnej;

— płeć metrykalną będącą prostą, cywilno-prawną konsekwencją ustalenia

płci fenotypowej;
— płeć psychologiczną (psychoseksualną, psychospołeczną i inne).
Rozpoznawanie płci chromosomowej stało się możliwe dzięki metodom umo­

żliwiającym obserwacje chromosomów człowieka w stadium podziału komórki

(ryc. 1).
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Ryc. 1. Stadium podziału limfocyta krwi obwodowej. Chromosomy zostały zabarwione

techniką GTG (G-bands by tiypsin using giemsa). Charakterystyczny wzór prążków
umożliwia jednoznaczną identyfikację 23 par chromosomów (kariotyp 46,XX],

Każdy z 46 prezentowanych chromosomów może być rozpoznany dzięki
charakteiystycznemu wzorowi prążkowemu, który umożliwia nie tylko jedno­
znaczną identyfikację chromosomów, ale również pozwala na rozpoznanie ich

aberracji strukturalnych. Twórcy systemu nomenklaturowego ramię długie
każdego z chromosomów opisali literą q, natomiast ramię krótkie literą p.
W chromosomach wyróżniono regiony ograniczone punktami granicznymi, któ-

iymi najczęściej są wyraźne, łatwe do identyfikacji prążki, centromery i telomeiy
chromosomów. Poszczególne prążki ponumerowano, co umożliwia odwoływanie
się do poszczególnych prążków bez względu na stopień rozdzielczości metody
prążkowej, za pomocą której badamy chromośomy (iyc. 2).

Zapis Xp21.2p22.11 w sposób jednoznaczny opisuje region, w któiym autor

(Arn i współaut. 1994) lokalizuje, na przykład, locus SRVX (sex reversal X) —

patrz niżej. Sekwencję prążków negatywnych i pozytywnych oraz ich wzajemną
relację w chromosomie X charakteryzuje powtarzalność zarówno międzykomór­
kowa, jak i międzyosobnicza. Odmiennie pod tym względem zachowuje się
chromosom Y, któiy dziedzicząc się w sposób holandiyczny zachowuje stałą
liczbę i układ prążków w obrębiejednej rodziny, alejednocześnie charakteryzuje
się znacznym polimorfizmem międzyosobniczym (iyc. 3). Każdy z trzech chro­
mosomów Y, przedstawionych na rycinie 3 i 4, jest prawidłowym chromosomem
Y pochodzącym od różnych osobników. Różnice morfologiczne są związane
z wielkością nieaktywnego genetycznie bloku heterochromatyny Yq (iyc. 4).

Rozpoznanie płci chromatynowej jest możliwe dzięki jednoczesnemu prze­
prowadzeniu testów chromatyny X i Y. Testy powyższe polegają na identyfikacji
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w jądrze komórki w stadium międzypodziałowym, charakterystycznych grudek
chromatyny; w pierwszym przypadku obserwowanych w mikroskopie optycznym
w świetle przechodzącym, w drugim przypadku dzięki zastosowaniu mikroskopu
fluorescencyjnego (iyc. 5).

Grudkę chromatyny X identyfikujemy z jednym z dwóch chromosomów

płciowych X kobiety, który na drodze losowej ulega genetycznej inaktywacji.
Cytologicznym wyrazem inaktywacjijest heterochromatynizacja i heterocyklicz­
na replikacja DNA tego chromosomu. Grudkę chromatyny Y możemy obserwo­
wać w mikroskopie dzięki temu, że chromosom Y najczęściej posiada duży blok

heterochromatyny, specyficznie barwiący się barwnikami akrydynowymi.

Ryc. 2. Chromosomy barwione techniką GTG. a, b — chromosomy X c, d — chromosom Y.

Zgodnie z konwencją międzynarodową ramię krótkie chromosomu oznaczamy literą p,
ramię długie literą q. Ideogram umożliwia porównanie standardu wzoru prążkowego
zwzorem prążkowym w każdym konkretnym przypadku, a-c chromosomy wyprostowane
przy użyciu techniki komputerowej, b-d chromosomy w stanie „naturalnym”.

Rozpoznanie płci gonadalnej u zdrowych mężczyzn (porównaj ryciny 4 i 5 b,
d) jest łatwe, ale w przypadkach patologicznych często musimy posługiwać się
ultrasonografią, laparoskopią lub diagnostyczną laparotomią. Podobnie u ko­
biet, ultrasonografia przezpowłokowa i przezpochwowa umożliwia lokalizacj ę
i opis struktury, którą dzięki obecnej rozdzielczości aparatów można nazwać

strukturą morfolologicznąJajnika. W patologii często jednak musimy się odwo­
ływać do metod inwazyjnych.
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Płeć endokiynnąjesteśmy w stanie rozpoznać, określając stężenia hormonów

płciowych w surowicy krwi oraz w moczu. Jakkolwiek u obu płci funkcja gonad
jest regulowana przez te same hormony — gonadotropiny: FSH (folikulotropinę)

1 LH (luteotropinę), wydzielanie obu hormonów u obu płci jest odmienne.
U mężczyzn podstawowe wydzielanie gonadotropin jest regulowane tonicznym
wpływem podwzgórza oraz hamującym działaniem steroidów płciowych. U kobiet

cykliczne wydzielanie gonadotropinjest regulowane zjednej strony pulsacyjnym

Ryc. 3. Chromosomy barwione techniką GTG. Każdy z chromosomów Y ( prawa strona

lyciny) pochodzi od innego zdrowego mężczyzny. Chromosomy różnią się morfologicznie,
zarówno wzorem prążkowym, jak i długością. Po stronie lewej te same chromosomy
wyprostowano komputerowo, co ułatwia porównanie ich wzoru prążkowego z ideogramem.

wydzielaniem GnRH (podwzgórzowy neurohormon uwalniający LH i FSH), z dru­
giej zaś dodatnim sprzężeniem zwrotnym z estrogenami (głównie estradiolem).
Upraszczając, hormonalną płeć męską charakteryzują „męskie” poziomy wydzie­
lania testosteronu oraz toniczne wydzielanie gonadotropin, płeć żeńską chara­
kteryzuje cykliczne wydzielanie gonadotropin, estrogenów oraz progesteronu.
Wprowadzenie do praktyki laboratoryjnej metod immunoenzymatycznych umo­
żliwiających wykonanie oznaczeń poziomów hormonów w ciągu kilkudziesięciu
minut, znakomicie zwiększyło kliniczną użyteczność powyższych testów.

Ryc. 4. Chromosomy barwione techniką QFQ (Q — bands by tluorescence using qui-
nacrine). Układ ryciny identycznyjak ryciny 3. Uwagę zwraca polimorfizm hetero-

chromatycznego regionu terminalnego Yq.
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Ryc. 5. a — strzałka wskazuje heterochromatyczną grudkę X, b — strzałka wskazuje
heterochromatyczną grudkę Y, c — strzałka wskazuje pałeczkę dobosza, którą utożsamia

się z chromatyną X, d — strzałki wskazują dwie grudki chromatyny Y, co przemawia za

polisomią chromosomu Y. Więcej szczegółów na temat użyteczności testów chromatyny
X i Y znajdzie Czytelnik w podręczniku (Kałużewski i Jakubowski 1992).

Prezentując kryteria rozpoznawania płci pacjenta nie bez powodu na pier­
wszym miejscu wymieniłem cechy płci męskiej i żeńskiej na poziomie komórko­
wym (płeć chromosomowa w tym chromatynowa). Kluczem uruchamiającym
kaskadę wydarzeń, determinujących rozwój pierwotnej gonady w kierunku

jądra, jest bowiem chromosom Y. Niewiele jest wiadomo o roli genu lub genów
zaangażowanych w prawidłowe różnicowanie się pierwotnej gonady w kierunku

jajnika. U człowieka proces ten przebiega prawidłowo jedynie w obecności

dwóch, strukturalnie niezmienionych chromosomów X. Jakkolwiek płeć gene­
tyczna embrionu zostaje zdeterminowanaj uż w momencie zapłodnienia, zależnie
od obecności chromosomu X bądź Y w haploidalnym zestawie chromosomów

plemnika, to przed upływem 6 tygodnia życia płodowego nie obserwuje się różnic

morfologicznych, które w późniejszym okresie stanowić będą o różnicowaniu się
pierwotnej gonady w kierunku jajnika lub jądra. O ile rozwój gonady niezróż-

nicowanej i zróżnicowanej zdaje się głównie zależeć od czynnika chromosomo-
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wego, o tyle rozwój wewnętrznych i zewnętrznych narządów płciowych zależy
przede wszystkim od płci hormonalnej.

Zawiązki narządów płciowych we wczesnym okresie rozwoju płodu są oboj-
nacze niezależnie od płci chromosomowej. Zarówno u płodu płci żeńskiej (XX),
jak i męskiej (XY) rozwijają się kanały Mullera, stanowiące zawiązki wewnętrz­
nych narządów płciowych żeńskich oraz ciała i przewody Wolffa, będące zawiąz­
kami wewnętrznych narządów płciowych męskich. Istnienie zawiązków narzą­
dów płciowych obu płci wydaje się logiczną konsekwencją potencjalnych możli­
wości różnicowania się pierwotnej gonady zarówno w kierunku jądra, jale i jaj­
nika. Typ gonady decyduje już bezpośrednio o kierunku rozwoju narządów
płciowych. Płodowejądro rozpoczyna wydzielanie dwóch czynników: testostero­
nu wytwarzanego w komórkach śródmiąższowych (Leydiga) oraz czynnika wy­
twarzanego w komórkach Sertoliego, hamującego rozwój kanałów Mullera (MIF
— Mullerian inhibiting factor). Locus genowy czynnika MIF został zmapowany i

znajduje się w regionie 19pl3.2 —> pl3.3 chromosomu 19 (Cohen-Haguenauer
i wspólaut. 1987). Określono poziomy czynnika MIF charakteiystyczne dla

płodów płci męskiej (40.5 ± 3.9 ng/ml w 19-30 tygodniu ciąży, 28.4± 6.1 ng\ml
od 30 tygodnia - do terminu porodu. Najwcześniej produkty transkrypcji genu
MIF zidentyfikowano w tkance płodowegojądra w 8 tygodniu ciąży. Sugeruje się
wykorzystanie markera, jakimjest określanie stężenia czynnika MIF w diagno­
styce zaburzeń cielesno-plciowych (Josso i współaut. 1993). W ten sposób
wyniki genialnych w swej prostocie doświadczeń Josta (Grumbach i van Wykę
1974) znalazły wyjaśnienie na poziomie molekularnym, jak również znajdują, co

jest równie ważne, zastosowanie w medycynie praktycznej (ryc. 6).
Testosteron indukuje rozwój ciał i przewodów Wolffa w najądrza, nasienio-

wody, pęcherzyki nasienne i gruczoł krokowy, natomiast MIF powoduje zanik
kanałów Mullera. Przy różnicowaniu się jajników, a tym samym przy braku

czynników wytwarzanych przez jądro, samoistnie następuje rozwój wewnętrz­
nych narządów płciowych żeńskich (jajowodów, macicy i górnej części pochwy).

W przypadku prawidłowo przebiegającego rozwoju płodu w momencie poro­
du nie ma żadnej innej dostatecznie przekonującej cechy, która pozwalałaby na

ustalenie płci fenotypowej dziecka, poza wyglądemjego zewnętrznych narządów
płciowych. Określenie płci fenotypowej jest podstawą ustalenia płci metrykalnej.
Płeć fenotypowa i metrykalna decyduje o postępowaniu rodziców i najbliższego
otoczenia dziecka, mającym na celu wytworzenie u niego poczucia przynależno­
ści do określonej płci. Poczucie przynależności płciowej powstaje ostatecznie na

przełomie 2 i 3 roku życia dziecka. O tymjak trudna staje się rola lekarzajako
doradcy chorego z zaburzeniami rozwoju cielesno-płciowego łatwo można się
przekonać, gdy proces diagnostyki, nieświadomość lub opieszałość rodziny
chorego zmuszają do podejmowania istotnych decyzji po przekroczeniu tego
krytycznego wieku. Podejmowanie jakichkolwiek decyzji, które mają radykalnie
zmienić sytuację pacjenta powinno być bardzo rozważne. Nie należy nigdy
żałować czasu poświęconego na konsylium lekarskie z udziałem także doświad­
czonych psychologów. O tym, że rola tych ostatnich nie jest łatwa świadczy
ubóstwo technik psychologicznych (Bilikiewicz i Imieliński 1978, Sanocki 1980,
Siek 1983), które by umożliwiły jednoznaczną ocenę osobowości pacjenta nie

tylko w chwili badania, ale i prognostyczną uwzględniającą dalszy, odbiegający
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siłą rzeczy od prawidłowego, rozwój psychospołeczny pacjenta. Za pionierską
w tym zakresie należy uznać publikację (Kuczyńska 1992) stwarzającą szansę

NERKA

S TYDZIEŃ ęf

NERKA

Ryc. 6. Rozwój układu moczo-plciowego we wczesnym okresie embrionalnym. SRY (sex
determinig region on the Y; patrz niżej), T — testosteron, MIF — mullerian inhibiting

factor. Rycinę opracowano, modyfikując ryc. 1 z publikacji: Muller U. 1990.
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na uzyskanie narzędzia umożliwiającego rozpoznanie płci psychologicz­
nej w warunkach pracy z indywidualnym chorym.

Rolę warunków socjospołecznych w kształtowaniu przynależności płciowej
należy doceniać, ale nie należy jej przeceniać, istnieje bowiem wystarczająco
wiele dowodów na istnienie różnic na poziomie molekularnym, komórko­
wym i narządowym, które powodują, że determinacja, różnicowanie i ostateczne

wykształcenie płci osobniczej jest procesem bardzo złożonym.
O naszej płci metrykalnej decydują pięlęgniarka-położna, lekarz neonatolog

oraz ci przedstawiciele administracji szpitalnej i państwowej, którzy wydają nam

pierwsze dokumenty. Wszystkie zmiany płci metrykalnej wymagają decyzji
sądowych. Poradnie i laboratoria, które specjalizują się w rozpoznawaniu płci
często stają przed koniecznością przeprowadzania badań na prośbę sądu lub

pacj entów, którzy na drodze sądowej zamierzaj ą zmienić płeć metrykalną. W tych
przypadkach radzimy zachować szczególną ostrożność i skrupulatność przy

sprawdzeniu tożsamości pacjenta.
Rola chromosomów płciowych X i Y w determinacji pierwotnej gonady

i w konsekwencji w dalszym różnicowaniu płcijest przedmiotem zainteresowań
od blisko 35 lat (Kalużewski 1984). Od roku 1959 wiadomo, że osobnik
z kariotypem 47,XXY jest mężczyzną, podczas gdy osoba posiadająca kariotyp
45,X jest kobietą. Pierwsze lata rozwoju cytogenetyki potwierdziły dominującą
rolę chromosomu Y w determinacji pierwotnej gonady. Bardziej precyzyjna
lokalizacja czynników determinujących „męskość” stała się możliwa dzięki ana­
lizie przypadków aberracji strukturalnych chromosomu Y, takich jak chromo­
som Y dwucentromeryczny, izochromosom Y, chromosom Y w formie pierście­
nia, translokacje Y-autosomy, translokacje X-Y, translokacje Y-Y oraz delecje
chromosomu Y. Powyższe obserwacje doprowadziły do wyrażenia poglądu,
że czynnik odpowiedzialny za determinację płci męskiej jest zlokalizowany
w ramieniu Yp (Jacobs i Ross 1966). W świetle powyższego interesującym był
pogląd wyrażonyjuż w roku 1971 przez Boczkowskiego (Kalużewski 1984), który
sugerował obecność dwóch różnych genów zlokalizowanych w ramieniu Yp oraz

jednego w ramieniu Xp odpowiedzialnych za determinację pierwotnej gonady
w kierunku męskim.

Lata osiemdziesiąte zostały zdominowane naukową dyskusją nad rolą anty­
genu H-Y jako kandydata do pierwszoplanowej roli w determinacji pierwotnej
gonady. Antygen H-Y (w pojęciu klasycznym) jest wykrywany w testach cyto-
toksyczności po uczuleniu na antygen limfocytów T osobników żeńskich. Anty­
gen ten ma być częścią błon plazmatycznych komórek męskich z wyjątkiem
diploidalnych komórek płciowych (t.zn. przed ich podziałem mejotycznym).

Analiza immunologiczna szeregu przypadków delecji Xp-; Xq- oraz translo-

kacji X-Y pozwoliła (Muller 1985, Wolf 1985) na zidentyfikowanie locus geno­
wego, genu regulatora (supresora) antygenu H-Y w prążku Xp22.3 oraz genu
strukturalnego na autosomach. Dla drugiego genu regulatora (aktywatora)
antygenu H-Y zaproponowano lokalizację na chromosomie Y. W konsekwencji,
podwójna „dawka genu” regulatora sprzężonego z chromosomem X, przy kario-

typie 46,XX miała zapobiegać produkcji antygenu H-Y, natomiast w przypadkach
monosomii 45,X przy obecności pojedynczej „dawki genu” obserwuje się niskie

poziomy antygenu H-Y. Kariotypom 47,XXY; 48,XXXY oraz 49,XXXXY towarzy-
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szyty dzięki obecności chromosomu Y poziomy antygenu H-Y umożliwiające
indukcję jądra. Ostatnia obserwacja pozwalała na wysunięcie hipotetycznego
poglądu, że gen regulator (supresor) antygenu H-Y sprzężony z chromosomem
X unika inaktywacji.

W różnicowaniu się jądra znaczną rolę odgiywa antygen H-Y rozpuszczalny
w surowicy. Niektórzy antygen ten nazywają wykrywanym serologicznie czynni­
kiem warunkującym rozwój męski (serologically determined małe antigen —

SDM antigen). Jest to tendencja słuszna, gdyż zamienne stosowanie pojęcia
antygenu H-Y w odniesieniu do obu wyżej wymienionych czynników (klasyczne­
go H-Y i SDM) wprowadza wiele zamętu (DAiGERi Chakraborty 1985).

Antygen SDMjestjuż teżjedynie hasłem wywoławczym. Dostarczono bowiem

dowodów, że wynik działania SDM zależy także od obecności swoistego dla

antygenu receptora, znajdującego się w komórkach różnicującej się gonady.
Zarówno SDM, jak i jego receptor stanowią produkt genów autosomalnych,
a zatem w myśl tej hipotezy ich wytwarzanie może być niezależne od płci
chromosomowej. Na modelach doświadczalnych lub w badaniach tkanek z ka-

riotypami mozaikowymi XX/XY wykazano, że 20% komórek z chromosomem Y

wystarcza do zainicjowania różnicowania się jądra. Liczba komórek z chromo­
somem Y w granicach 10%-20% prowadzi do wytworzenia się struktur ovotestis.

Reasumując, w odniesieniu do antygenu SDM powinno się używać raczej pojęcia
układu lub systemu jego funkcjonowania, angażującego przynajmniej cztery
geny pośrednio lub bezpośrednio wpływające na ekspresję SDM: gen strukturo-

wy antygenu jako takiego, gen strukturowy dla swoistego receptora, gen hamu­
jący działanie antygenu SDM zlokalizowany w obrębie chromosomu X i gen
aktywujący antygen SDM sprzężony z chromosomem Y.

Nawet najdokładniejsze analizy relacji fenotypowo-chromosomowych wyko­
rzystujących efekty dyskusji nad rolą antygenu H-Y (antygenu SDM) jako
kandydata na głównego determinanta płci TDF (testis determining factor) nie

wytrzymały próby czasu, bowiem nie tłumaczyły etiologii dwóch grup przypad­
ków z odwróceniem płci: mężczyzn — 46,XX (M-XX) i kobiet — 46,XY (K-XY).

W pierwszym przypadku chorzy mężczyźni cierpieli na atrofię jąder, której
towarzyszyły: hyperplazja komórek Leydiga, zeszkliwienie błon podstawnych
kanalików krętych, wybitnie upośledzona spermatogeneza, niepłodność i gine-
komastia. W badaniach dodatkowych obserwowano obniżony poziom testoste­
ronu i prawidłowy bądź podwyższony poziom gonadotropin.

Drugą grupę chorych, fenotypowych kobiet (K-XY), charakteryzuje bezpłod­
ność spowodowana brakiem prawidłowo rozwiniętych jajników, występujących
w postaci łączno tkankowych pasm (w których istnieje 20%-30% ryzyka trans­
formacji nowotworowej). W efekcie dysgenezji gonad u chorych obserwuje się
także niski poziom estrogenów, wysoki poziom gonadotropin, pierwotny brak

miesiączki, infantylne niekiedy wewnętrzne i zewnętrzne narządy płciowe, nie­
dorozwój piersi. Pacjentki te mają najczęściej prawidłowy wzrost.

Wraz z coraz liczniejszymi informacjami na temat molekularnych homologii
pomiędzy chromosomami X i Y przypomniano obserwacje sprzed niemal 50 lat

dotyczące zjawiska crossing-over pomiędzy obu chromosomami (Burgoyne
1982). Wyniki badań molekularnych, wsparte obserwacjami w mikoskopie ele­
ktronowym, doprowadziły do wyodrębnienia w chromosomach X i Y regionu PAR
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(pseudo autosomal region). Region PAR (PARY w przypadku chromosomu Y),
znajdujący się w terminalnym regionie Yp, ma wielkość 2,5 x 106 bp (Muller
1990). Region PAR (PARX w przypadku chromosomu X) chromosomu X unika

inaktywacji, co dobrze ilustruje potwierdzony fakt unikania X — inaktywacji
przez dwa geny genomu kobiety, zlokalizowane w tym subregionie (antygen Xg
oraz gen STS — steroid sulfatase deficiency). Jakkolwiek oba chromosmy X

mężczyzn-XX (M-XX) są morfologicznie nierozróżnialne, to jednak przy dokład­
niejszej analizie (Magenis i współaut. 1982) lub po zastosowaniu specjalnych
technik (Dębiec -Rychteri współaut. 1982) dokonano obserwacji sugerujących
niewzajemną (uneąual) X-Y rekombinację podczas ojcowskiej mejozy, co

w rezultacie przyniosło insercję materiału genetycznego chromsomu Y, zawie­
rającego TDF (testis determining factor) do zygoty 46,XX. W rzeczywistości
badania molekularne potwierdziły, że część przypadków M-XXjest TDF(+).

Analiza map delecyjnych (patrz niżej) przypadków M-XX oraz K-XY umożli­
wiła lokalizację genu/genów kandydata odpowiadającego kryterium TDF w dys-
talnym regionie Yp poniżej regionu PARY (Page i współaut. 1987). W kolejnym
etapie badań dokonano izolacji i sekwencjonowania fragmentu DNA o wielkości
140 kb, kodującego specyficzne białko, którego 13 domen, bogatych w cysteinę

i histydynę jest związanych z jonami cynku. Opisaną sekwencję określono
mianem czynnika ZFY („zinc-finger Y protein”). Czynnik ZFY koduje białko
o budowie „palca cynkowego”, czyli białko regulatorowe, aktywujące trankry-
pcję. Gen ZFYjest pod względem struktury molekularnej podobny do czynnika
ZFX, którego locus znajduje się w obrębie ramion Xp (Xp22.3). Sekwencja
nukleotydowa obu genów została opublikowana przez Schneider-Gadicke
i współaut. w roku 1989. W chwili obecnej wydaje się jednak pewnym, że

czynnika ZFY nie można utożsamiać z czynnikiem TDF, naukowa weryfikacja
poglądu na temat wyłączności roli czynnika ZFY nastąpiła po opublikowaniu
wyników badań molekularnych (Palmer i współaut. 1989, Jager i współaut.
1990). Autorzy przebadali łącznie 22 przypadki z odwróconą płcią (sex reverse).

W tej grupie w 5 przypadkach przy nieobecności sekwencji ZFY(-), wykryto
obecność sekwencji specyficznej dla chromosomu Y, zlokalizowanej w bezpo­
średniej bliskości regionu PARY(+).

Przeprowadzenie analizy restrykcyjnej DNA z użyciem blisko 140 specyficz­
nych dla chromosomu Y sond molekularnych u ponad 100 pacjentów i pacjen­
tek, rekrutujących się z dwóch wyżej wymienionych grup chorych oraz przypad­
ków z różnego typu aberracjami struktury chromosomu Y, w tym translokacjami
Y/autosomy umożliwiło skonstruowanie tak zwanej delecyjnej mapy chromoso­
mu Y, na której wyodrębniono 7 interwałów (Vergnaud i współaut. 1986).
Obecność lub nieobecność „sygnałów hybrydyzacyjnych” upoważniała autorów

tych prac do coraz dokładniejszej identyfikacji molekularnej struktury chromo­
somu Y (ryc. 7).

Dokładniejszą mapę chromosomu Y, a ściślej 98% euchromatyny chromoso­
mu Y, opracowano używając 196 rekombinacyjnych klonów DNA (Foote i współ­
aut. 1992) wykorzystując tak zwany STS (seąuence tagged sites). STS jest to

krótki odcinek genomowego DNA, który może być rozpoznany metodą PCR
i zmapowany w określonym punkcie genomu, gdzie dany STS może służyćjako
punkt odniesienia (znak; ang. landmark). STS’y i odpowiednio wyselekcjonowa-
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Ryc. 7. Schemat przedstawia' X-Y obligatoryjny crossing-over oraz lokalizację niektórych
genów ramienia Yp i Xp w obrębie regionu PARY i PARX oraz w najbliższym sąsiedztwie
(rycinę opracowano na podstawie publikacji: Burgoyne 1982 oraz Foote i wspólaut. 1992).



382 Bogdan Kalużewski

ne sekwencje DNA metodą PCR mogą być dalej analizowane przy użyciu kom­
puterowej bazy danych. Technika ta pozwoliła usystematyzować i uporządkować
informacje pochodzące z różnych ośrodków. Aktualna mapa obejmuje 160

pozycji STS (sYl — sY160) ułożonych w 7 klasycznych interwałach delecyjnych
(patrz wyżej). Uporządkowanie sekwencji STS w chromosomie Y stworzyło nową

strategię konstruowania zestawu zachodzących na siebie klonów sekwencji
chromosomu w tak zwanych YAC’ach (yeast artificial chromosomes), to jest
sztucznych chromosomach drożdży. Odniesienie STS’ów do klonów YAC pozwo­
liło uporządkować klony YAC w 28 interwałach.

Powyższy postęp technologiczny nie pozostał bez wpływu na generowanie
nowych wątpliwości, czy ZFY jest TDFem. Potwierdzono jeszcze raz niejedno­
rodność etiologiczną przypadków M-XX i K-XY, zwłaszcza występujących rodzin­
nie. Podobnie, badania nad ekspresją TDF w przypadkach hermafrodytyzmu
sugerowały udział mutacji bądź delecji autosomalnych lub sprzężonych z chro­
mosomem X w etiologii tej choroby.

Wkrótce też opisano jeszcze mniejszy fragment chromosomu Y niż ZFY.

Fragment ten o wielkości 35 kb, nazwano SRY (sex determining region of the Y;
Sinclair i współaut. 1990). Sekwencję tę lokalizuje się w bezpośrednim sąsie­
dztwie regionu PARY (iyc. 7) w interwale 1A1A terminalnie w stosunku do genu
RPS4Yi ZFY. Region ten odpowiada wielu kryteriom stawianym czynnikowi TDF:

jest to sekwencja konserwatywna wykrywana w chromosomie Y wszystkich
badanych ssaków. Ekspresję tego genu obserwuje się w tkance somatycznej
zrębu gonady w czasie determinacjijąder u myszy (Koopman i współaut. 1990).
Otwarta ramka odczytu genu SRY (SRY-ORF) koduje białko zawierające motyw
odpowiadający „HMG box” białek klasy „high mobility grup proteins”. Sekwencje
odpowiadające HMG, jak wykazano w szeregu badań (Wright i Dixon 1988,
Jantzen i współaut. 1990, van de Wetering i współaut. 1991), mają zdolność

pośredniczenia w procesie wiązania DNA. Mechanizm regulacyjny genu SRY

polega prawdopodobnie na wiązaniu specyficznej sekwencji „HMG box” tego
białka ze strukturą podwójnej spirali DNA (King i Weiss 1993). Obecność domeny
wiążącej DNA w białku SRY byłaby zgodna z funkcją regulacyjną przypisaną
temu genowi. Dowodów potwierdzających rolę determinacji tworzenia jąder
przez gen SRYdostarczyły ponadto badania kobiet z kariotypem 46,XY z czystą
dysgenezją gonad, u których wykryto de novo mutacje w odrębie genu SRY.

Wszystkie wykryte mutacje, poza jedyną dotyczącą delecji 5 w otwartej ramce

odczytu SRY, są położone w obrębie regionu kodującego „HMG box” (Berta
i współaut. 1990, Jager i współaut. 1990). Większość wykrytych mutacji to

mutacje powstałe de nono, nie wykrywane u ojców pacjentek z kariotypem 46,XY.
Wielu badaczy podkreśla, że SRY może pełnić jedynie rolę swoistego „przełącz­
nika”, gdyżjądra mogą rozwinąć się także u kobiet 46,XX, u których nie wykryto
żadnych fragmentów chromosomu Y (Lovell-badge i Robertson. 1990). Pra­
wdopodobnie dzieje się tak dlatego, że mutacji uległy inne fragmenty genomu.
Natomiast gen SRYdeterminujący (rozpoczynający) tę przemianę —jest obecny
jedynie w chromosomie Y. Uznanie genu SRYza TDFjestjednocześnie końcem

jednego i początkiem nowego etapu poszukiwań. Szczególnie interesujące dla

tych poszukiwań są przypadki kobiet 46,XY, u których nie wykryto mutacji
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w genie SRY. Dlaczego nie powstały u nich jądra? Czy istnieją mutacje innych
genów, poprzedzające działanie genu SRY?

W 30 przypadkach prawdziwego hermafrodytyzmu 46,XXjedynie trzy oka­
zały się być SRY(+), a dla 27 przypadków nadal postulowanym mechanizmem

etiopatogenetycznym pozostaje autosomalna lub sprzężona z chromosomem X

mutacja (McElreavey i współaut. 1992). W 35 przypadkach M-XX, wśród któ-

iych nie obserwowano obojnaczych zewnętrznych narządów płciowych, obe­
cność SRY(+) stwierdzono w 32 przypadkach, trzy przypadki były SRY(-), nato­
miast wśród 38 choiych z obojnaczymi narządami płciowymi tylko 2 przypadki
były SRY(+) (McElreavey i współaut. 1993), pozostałych zaś 36 przypadków było
SRY(-). Jakjuż wspomniano u większości pacjentek z dysgenezją gonad, obar­
czonych kariotypem 46,XY, nie wykryto delecji bądź mutacji w obrębie genu SRY
a pomimo to nie doszło u tych chorych do determinacji pierwotnej gonady
w kierunku męskim.

Nowe światło na mechanizm patogenetyczny w tym przypadku rzuca opis
rodzeństwa, któremu matka, nosicielka duplikacji Xp21.2p22.11, przekazała
nieprawidłowy chromosom X, ojcowie z pierwszego i drugiego małżeństwa prze­
kazali prawidłowy chromosom Y i,jak się okazało, prawidłowy gen SRY i pomimo
to nie doszło do determinacji pierwotnej gonady w kierunku męskim. Powyższa
obserwacja potwierdza rolę SRVX („sex reversal locus” sprzężony z chromoso­
mem X) jako jednego z mechanizmów zaburzających prawidłową determinację
płci (Arn i współaut. 1994).

Opisano autosomalny „sex reversal locus”, SRA1 w trzech nie spokrewnio­
nych przypadkach dysplazji kampomielicznej, w których rozpoznano zrównowa­
żoną traslokację obejmującą region 17q24q25 (Tommerup i współaut. 1993).
Wskazano istnienie genu „sex reversing” w ramieniu 9p (Bennett i współaut.
1993). Opisano wreszcie chorą 46,XY z dysgenezją gonad, u której stwierdzono

mikrodelecję sekwencji DNA chromosomu Y przy obecności prawidłowego genu
SRY (McElreavey i współaut. 1992), co może wskazywać na obecność w obrębie
chromosomu Y innych genów włączonych w kaskadę wydarzeń prowadzących
do prawidłowej determinacji gonady w kierunku męskim (Boczkowski 1971).
Identyfikacja innych genów, odpowiedzialnych za determinację płci, może oka­
zać się bardzo trudna i żmudna. Dziś lepiej niż kiedykolwiek zdajemy sobie

sprawę z faktu, jak skomplikowanym systememjest embriogeneza gonad, która

kreuje tak wiele w tak krótkim okresie.

Spektakularny wyścig o pierszeństwo w opisaniu genu determinującego
rozwój pierwotnej gonady pozwolił nam lepiej zrozumieć mechanizm determi­
nacji płci, ale jednocześnie uświadomił, jak wiele jest do zrobienia, aby umieć
w każdym przypadku chorobowym odpowiedzieć na pytanie, który z elementów

złożonego procesu determinacji i różnicowania uległ zaburzeniu. Niemniej jed­
nak, już dzisiaj szereg osiągnięć można aplikować do praktyki poradnianej.

Możliwość sporządzania map delecyjnych chromosomu Y (nie w celach po­
znawczych, ale diagnostycznych) przy użyciu kilkudziesięciu sond molekular­
nych (tab. 1), pozwala znakomicie uprecyzyjnić rozpoznania cytognetyczne,
umożliwiając lokalizację punktów złamań tego bardzo małego chromosomu
z niespotykaną dotąd dokładnością. Ma to znaczenie rokownicze w tych przy-
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Tabela 1
Lista 32 specyficznych dla chromosomu Y sond molekularnych zgromadzonych w Zakładzie

Genetyki Medycznej A. M. w Łodzi, umożliwiających sporządzanie map delccyjnych chromosomu
Y dla celów poradnictwa genetycznego. Wielkość Insertu jest podana w tysiącach par zasad (kb)

- w polach zacienionych wymieniono próby zakupione w ATCC

L.p. Sonda Locus Lokalizacja Wektor Insert

1. pDP230 DXYS20 ¥011.3 pUC13 2.2

2. Y-286( Yp) DYS184p Yp11.3 pBR322 1.7

3. pHU14 (#) SRY Yp11.3 pUC18 12.7

4. pZFY ZFY Yp11.3 pUCl8 1.3

5. Y-280 DYS186 Yp11.3-11.2 pBR322 2.2

6. Y-227 DYS185 Yp11.3-11.2 pBR322 2.8

7. Y-156 DYZ2 Yp11.2 pUC18 4.4

8. Y-190 DYZ5 Yp11.2 pBR322 3.5

9. 47z DXYS5Y Yp11 pBR327 2.3

10. pDP34 DXYS1Y Yp11 pDP322 22

11. Y-431 Yp pBR322 3.5

12. Y-182 Yp pBR322 1.85

13. Y-219 Yp pBR322 5.1

14. Y-223a Yp pBR322 0.75

15. 118e (@) DYS8 Yp

16. 52d (@) DYF27 Yp pBR322 1.1

17. Y-97 DYZ3 Ycen pBR322 6.7

18. S0f2 DYS7 Yq11 pBR327 1.7

19. 49f DYS1 Yq11 pBR322 2.8

20. M1A DXS31Y Yq11 pBR322 2.1

21. Y-253 DYS106 Yq11.21-11 .22 pBR322 3.6

22. Y-198 DYS168 Yq11.21 -11 .22 pBR322 1.2

23. Y-157a DYS112 Yq11.21 -11 .22 pBR322 3.7

24. Y-221 DYS109 Yq11.21 -11 .22 pBR322 2.4

25. ¥-294 DYS11O Yq11.21-11 .22 pBR322 2.1

26. Y-202 DYS107 Yq11.23 pBR322 1.5

27. Y-216a DYS108 Yq11.23 pBR322 2.4

28. Y-460 DYS154 Yq11.23 pUC18 1.2

29. Y-214 DYS111 Yq11.23 pBR322 2.3

30. Y-286 DYS184q Yq11.23 pBR322 1.7

31. Y-402 DYS155 Yq11.23 pUC18 3.5

32. Y-418 DYS156 Yq11.23 pUC18 2.5

- symbolem (@) oznaczono próby udostępnione przez J. Weissenbacha, Instytut Pasteura, Paryż, Francja

- symbolem (#) oznaczono próbę udostępnioną przez P. N. Goodfellow, Uniwersytet Cambridge, Anglia

- pozostałe próby zostały udostępnione przez U. Mullera, Instytut Genetyki Człowieka, Uniwersytet w Giessen, Niemcy
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padkach, gdzie punkt złamaniajest zlokalizowany w/lub powyżej regionu ILA

(lateral asymmetry) (Kałużewski 1984, 1985).
Molekularna analiza DNA umożliwia identyfikację markerów chromosomo­

wych i łatwą identyfikację markerów pochodzących z chromosomów X i Y,
których obecność może towarzyszyć lub wręcz wywoływać zaburzenia cielesno

płciowe, ale nie pociąga za sobą innych ciężkich nieprawidłowości fenotypowych.
Ma to duże znaczenie w prognostyce diagnostki prenatalnej. Wdrożenie testu na

obecność w genomie genu SRY oraz sekwencji centromerowych chromosomu Y

(Witt i współaut. 1993, Kocova i współaut. 1993, 1994) umożliwia wyselekcjo­
nowanie grupy przypadków zwiększonego ryzyka transformacji nowotworowej
dysgenetycznej gonady ijest wskazaniem do profilaktycznego usunięcia niepra­
widłowych gonad. Zabieg ten zresztą może być przeprowadzony na drodze

laparoskopii operacyjnej.
Trzeba przyznać, że, podobniejak w innych dziedzinach nauki, w diagnosty­

ce i terapii zaburzeń cielesno płciowych istnieje dramatyczna różnica pomiędzy
spektakularnymi osiągnięciami w naukach podstawowych, w tym przypadku
biologii molekularnej, i aplikacją tych osiągnięć w medycynie praktycznej.
W Zakładzie i Poradni Genetyki Medycznej w Łodzi w okresie 25 lat zdiagnozo-
wano 874 przypadków aberracji liczbowych i strukturalnych chromosomów, z

czego 354 są to przypadki aberracji liczbowych i strukturalnych chromosomów

płciowych, co stanowi około 40% liczby ogólnej. U 354 chorych postawiono
diagnozę, wdrożono leczenie, niekiedy leczenie operacyjne. U wielu chorych
uzyskano zadowalające wyniki, optymalizując ich adaptację do środowiska.

Pozostajejednak uczucie niedosytu, bowiem tak rzadko możemy powiedzieć, że

wyleczyliśmy chorego z zaburzeniem cielesno-płciowym w sensie „restitutio ad

integrum”, tak niewiele mamy również do zaproponowania naszym pacjentom,
jeśli chodzi o profilaktykę choroby.

Fakt pojawienia się unikalnych sekwencji satelitarnego DNA chromosomu Y

był prawdopodobnie pierwszym krokiem na ewolucyjnej drodze uzyskania mor­
fologicznej tożsamości tego chromosomu (Brutlag 1980, Kunkel i współaut.
1977). Na drodze ewolucji od prymitywnych kręgowców, u których nie obserwu­

jemy dimorfizmu chromosomów płciowych, do człowieka chromosom Y w odróż­
nieniu od chromosomu X został niemal zupełnie pozbawiony loci genowych,
z wyjątkiem determinujących płeć, kontrolujących rozwój gonad, pośrednio
kontrolujących rozwój układu moczowo-płciowego oraz 6 innych dotychczas
opisanych genów (McKusick 1992). Podczas tego procesu, nazywanego „erozją
chromosomu Y” (Darlington 1958) lub „degeneracją chromosomu Y” (Monsalve
i współaut. 1980) rozmiary tego chromosomu zostały zredukowane do 1/3
chromosomu X. Wielu autorów przyjmuje, że translokacja była mechanizmem

napędowym ewolucji niezróżnicowanych chromosomów płciowych niższych krę­
gowców do chromosomów dimorficznych ssaków wyższych i człowieka. Po

szeregu rearanżacjach cytogentycznych, chromosom X stał się „chimerą” sub­
regionów, odpowiedzialnych za cechy somatyczne oraz funkcję gonad, wykazu­
jących homologię z chromosomem Y, co znalazło szereg potwierdzeń, również
z zakresu badań molekularnych. Wydąje się więc prawdopodobne, że w procesie
ewolucji chromosom Y „podzielił” się odpowiedzialnością za determinację
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i różnicowanie pierwotnej gonady z chromosomem X i prawdopodobnie autoso-

mami.

Przy całym entuzjastycznym podziwie dla postępu technologicznego, który
towarzyszył opisaniu genu SRY, należy z szacunkiem odnieść się do postulowa­
nego od szeregu lat przez Mittwoch (1992, 1993) poglądu o wieloczynnikowym
z progową dichotomlą systemie determinacji płci. Autorka od lat sceptycznie
odnosi się do prób wyjaśnienia mechanizmu determinacji pierwotnej gonady
z udziałemjednego genu. Przeciwko takiemu mechanizmowi przemawia szereg
starannie dokonanych obserwacji naukowych (Mittwoch 1992). Stąd odpowia­
dając na zadane w tytule pytanie, o rolę chromosomów płciowych w determinacji
płci należy odpowiedzieć twierdząco: prawidłowy rozwój mężczyznyjest związany
z prawidłowym kariotypem 46,XY a kobiety — 46,XX.

Powierzenie przez proces ewolucji tak ważnego genu, jak gen SRYchromo­
somowi, który szczególnie częstojest narażony na nierozdzielność (non-disjunc-
tio) mitotyczną i mejotyczną, który często ulega aberracjom strukturalnym,
niebezpiecznym gdy punkt złamaniajest zlokalizowany w/lub powyżej I regionu
LA (Kalużewski i współaut. 1978, Limon i współaut. 1979, Kalużewski 1984,
1985) każę wątpić, czy jest to rozwiązanie optymalne. Tylko spekulacją byłby

pogląd, że „erozja”" chromosomu Y będzie trwała nadal i zmieni ona mechanizm

determinacji płci gatunku Homo sapiens w perspektywie 20-40 milionów lat.

Autor dziękuje Doktor A. Jeziorowskiej i Doktorwowi L. Jakubowskiemu za

kreatywną dyskusję tez artykułu oraz Doktorowi L. Dudarewiczowi za pomoc
w przygotowaniu manuskryptu.

DO WE NEED SEX CHROMOSOMES?

Summary
The author presents problems encountered by a practlsing physlcian when diagnosing the sex

ofpatlents wlth disturbances of sexual differentiation. Evolution ofthe present knowledge ofthe role
ofthe Y chromosome, H-Y antigen, factor SDM, ZFY and ZFX sequences and SRYgene in the process
of a determination of the primary gonad Is descrlbed. The author emphasizes limltations of our

capabllitles ln prophylaxls and therapy ofdisturbances of sexual differentiation.
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DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA DYSTROFII MIĘŚNIOWEJ
DUCHENNE’A/BECKERA

WSTĘP

Analiza DNA pacjentów i ich rodzin umożliwia obecnie dla wielu przypadków
pełną diagnostykę choroby genetycznej. Liczbę monogenowych chorób genety­
cznych człowieka szacuje się na ponad 3000 i dla wielu z nich jest znane tylko
zaburzenie na poziomie biochemicznym. Już w 1861 i 1868 roku Duchenne

opisał po raz pierwszy chorobę, nazwaną później dystrofią mięśniową Duchen-
ne’a. Pierwsze doniesienia o chorobie były, jak na ówczesne lata, bardzo nowo­
czesne — zawierały dokładne opisy kliniczne uzupełnione wynikami badań
z zakresu fizjologii i histologii mięśni (Duchenne 1861, 1868, Gowers 1879).

Rozwój nowych technik badawczych w ostatnich latach umożliwił bliższe

poznanie molekularnego podłoża dystrofii. W 1986 roku zlokalizowano w prążku
Xp21 w chromosomie X gen wywołujący dystrofię (gen DMD)**.

Praca finansowana przez Komitet Badań Naukowych. Numer projektu badawczego 6P 207 109 04.

*Wykaz stosowanych skrótów: CK — kinaza kreatynowa (E.C. 2.7.3.2), BMD — dystrofią mięśniowa typu
Beckera, DMD — dystrofią mięśniowa typu Duchenne’a, PCR — reakcja łańcuchowa polimerazy, pz —

pary zasad, RFLP-—polimorfizm długości fragmentów restrykcyjnych, VNTR — tandemowe powtórzenia
o dużej zmienności.

Od tej pory rozwój wydarzeń potoczył się w błyskawicznym tempie. W okresie

krótszym niż rok wyizolowano gen (Monaco i Kunkel 1988, Koenig i współaut.
1987), poznano strukturę cDNA i wykryto białkowy produkt genu, który nazwa­
no dystrofiną (Hoffman i współaut. 1987, 1988). Techniką elektroforezy
w zmiennym polu wykazano, że gen DMD zawiera 2,5 miliona par zasad (2,5
Mbp), co stanowi ponad 1% DNA chromosomu X (0,001 genomu człowieka) (den
Dunnen i współaut. 1987, 1989). Liczba eksonów genu DMD nie jest dokładnie
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znana, ale przyjmuje się, żejest ich ponad 78. Eksony są przedzielone intronami
o średniej wielkości 35 kb (Koenig i współaut. 1987, van Ommen i współaut.
1987). cDNA dystrofinyjest stosunkowo mały, złożony z 13 973 nukleotydów,

z czego pierwsze 11 336 nukleotydów koduje białko, a reszta stanowi region nie

ulegający translacji (Koenig i współaut. 1988, 1989).
Dystrofina kodowana przez gen DMDjest dużym białkiem, o masie 427 kDa

zbudowanym z 3685 aminokwasów i jest białkiem mocno konserwatywnym,
szczególnie na końcu karboksylowym. Na przekrojach podłużnych i poprze­
cznych preparatów mikroskopowych włókien mięśniowych zaobserwowano, że

dystrofinawystępuje w sarkolemmie, wpostaci cienkiej, nieprzerwanej warstwy.
Dystrofie mięśniowe są zaliczane do najczęstszych chorób genetycznych.

W oparciu o dane kliniczne i genetyczne wyodrębniono dystrofie sprzężone
z chromosomem X (DMD, dystrofia Duchenne’a, BMD, dystrofia Beckera oraz

dystrofia Emery-Dreifuss’a), dystrofie dziedziczone jako autosomalne cechy
recesywne (np. dystrofia obręczowo-kończynowa) i jako autosomalne cechy
dominujące (np. dystrofia twarzowo-łopatkowo-ramieniowa i dystrofia miotoni-

czna) (Hausmanowa-Petrusewicz 1992, Zaremba 1992). DMD jest chorobą letal-

ną, występującą z częstością 1/3500 noworodków płci męskiej (Emery 1991)
i w 1/3 przypadkówjest następstwem nowych, sporadycznych mutacji (Moser
1984). BMD występuje z około 10-krotnie mniejszą częstością. Jako mutacje
najczęściej występujące w locus DMD/BMD stwierdzono delecje; stanowią one

60%-65% wszystkich mutacji (Koenig i współaut. 1987, den Dunnen i współaut.
1987, Forrest i współaut. 1987, Darras i współaut. 1988, Gillard i współaut.
1989) i często obejmują duże fragmenty genu. Duplikacje w locus DMD/BMD

wykazano u około 5% pacjentów; obejmują one zarówno sekwencje wewnątrz-
genowe, jak i położone w bezpośrednim sąsiedztwie genu. Pozostałe mutacje
(około 30%) to prawdopodobnie mutacje punktowe. Zarówno delecje, jak
i duplikacje oraz mutacje punktowe prowadzą do zmian w strukturze dystrofiny
i w rezultacie do zaburzeń funkcji tego białka.

Współczesna diagnostyka chorób nerwowo-mięśniowych powinna uwzględniać
wyniki badań klinicznych, biochemicznych i molekularnych. W wielu krajach
u chorych z klinicznymi objawami dystrofii Duchenne’a lub Beckera i wyka­
zujących podwyższoną aktywność kinazy kreatynowej wykonuje się już rutyno­
wo badania molekularne. W naszym kraj u badania molekularne są wykonywane
w Zakładzie Genetyki Człowieka PAN (Poznań), Instytucie Psychiatrii i Neurologii
(Warszawa) i Centrum Zdrowia Dziecka (Warszawa). Materiałem do badań może

być genomowy DNA wyizolowany z krwi obwodowej, z fibroblastów lub kosmków

łożyska, a w przypadku diagnostyki prenatalnej z fibroblastów płodu. Podsta­
wową metodą badawczą zmian strukturalnych genu dystrofiny była do niedawna

hybrydyzacja genomowego DNA pacjentów z radioaktywnymi sondami moleku­
larnymi. Nowszą metodą wykrywania delecji jest amplifikacja in vitro (PCR)
eksonów genu DMD. Reakcja PCR zrewolucjonizowała diagnostykę DMD i wielu

chorób, unożliwiając znacznie szybsze przeprowadzenie analizy i uzyskanie
wyniku bez konieczności stosowania radioizotopów.

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki wdrożenia diagnostyki molekular­
nej DMD, poznania częstości delecji i regionów najbardziej podatnych na delecje
u badanych chorych oraz analizy transkryptów genu DMD.
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MATERIAŁ I METODY

Materiałem do badań były DNA i RNA wyizolowane z limfocytów krwi obwo­
dowej pacjentów kierowanych do Zakładu Genetyki Człowieka z Kliniki Neuro­
logii Rozwojowej Akademii Medycznej w Poznaniu, Wojewódzkiej Poradni Neu­
rologii Dziecięcej w Olsztynie i Kliniki Neurologii Akademii Medycznej w Katowi­
cach. Ponadto 20 prób DNA otrzymano z Instytutu Psychiatrii i Neurologii
w Warszawie. Ogółem wykonano badania u 60 chorych. DNA izolowano z 10 ml
krwi obwodowej metodą Millera (1988).

Primerami w reakcjach PCR typu multiplex i w cDNA-PCR byty syntetyczne
oligonukleotydy, których sekwencje przedstawiono w pracy Nieman-Seyde i współ­
autorów (1992). DNA każdego z pacjentów poddawano reakcji łańcuchowej polime­
ryzacji w miejscach szczególnie łamliwych (1987). W jednej reakcji stosowano

jednocześnie kilka par primerów. Sekwencje amplifikowano w 50 pl mieszaniny
zawierającej 0,l-0,5pg DNA, 200 pM dNTP, 1 xw buforze firmy Amersham,
1 25 pmoli każdego z primerów. Na próbki nawarstwiano 30 pl oleju parafinowego.
Po denaturacji DNA przez 7 min w 95°C dodawano do każdej z prób 2,5 jedn.
polimerazy (z firmy, z której pochodził bufor) i przeprowadzano 30-35 cykli reakcji.
Produkty PCR badano metodą elektroforezy w 1,5% żelach agarozowych.

Sekwencje regionów pERT87-15 i pERT87-8, wykazujących naturalny poli­
morfizm długości fragmentów restrykcyjnych, amplifikowano w trzech reakcjach
PCR. Mieszanina reakcyjna (50 pl) zawierała 0,5 pg DNA, 200 pM dNTP, 10%

DMSO, 1 x w buforze firmy Amersham i 30 pmoli każdego z primerów: Xmnl —

Pl, P2, BamHI — Pl, P2 i Tagi — Pl, P2. Po amplifikacji 1/10 objętości
mieszaniny reakcyjnej sprawdzano metodą elektroforezy w 1,8% żelach agaro­
zowych. Następnie produkty poddawano trawieniu enzymami restrykcyjnymi.
Do trawienia pobierano 8 pl mieszaniny reakcyjnej po amplifikacji, 8 pl H2O,
2 pl buforu do trawienia oraz od 5-10 jednostek enzymu restrykcyjnego.

Sekwencje minisatelitame locus DXS52 amplifikowano w 50 pl mieszaniny
reakcyjnej zawierającej 0,5 pg DNA, 200 pM dNTP, 30 pM primera DXS52F,
30 pM primera DXS52R, 1 x w buforze firmy Amersham. Produkty PCR
rozdzielano w 1,5% żelu agarozowym.

RNA izolowano metodą Chomczynskiego i SACCiirEGO (1987) z własnymi
modyfikacjami. Do syntezy cDNA na matrycy całkowitego RNA limfocytów
pobierano 5-20 pg całkowitego, komórkowego RNA i 200 ng primera specyficz­
nego dla genu DMD (Roberts i współaut. 1990).

WYNIKI

Badanie DNA wykonano łącznie dla 60 osób, w tym 26 rodzin. DNA probanda
był dostępny do badań w 58 przypadkach DMD i w 2 przypadkach BMD. Dla 20

pacjentów uzyskano informację o rozmiarach delecji określonych techniką
Southern blotting w Instytucie Psychiatrii i Neurologii w Warszawie. W tabeli 1

przedstawiono informacje o chorych kierowanych na badania.
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Tabela 1

Informacje o pacjentach skierowanych na badania DNA do Zakładu Genetyki Człowieka PAN

Nr DNA Inicjały Rok urodzenia Ośrodek Rozpoznanie
1001 P.A. NU Poznań NU

1002 J.A. NU Poznań NU

1003 S.R. NU Poznań NU

1004 K.P. NU Poznań NU

1005 M.B. 1985 Poznań DMD

1006 K.K. 1985 Poznań DMD

1007 Z.K. 1983 Poznań DMD

1008 S.K. 1982 Poznań DMD

1009 B.P. 1977 Poznań DMD

1010 B.W. 1978 Poznań DMD

1011 B.M. 1979 Poznań DMD

1012 N.M. 1986 Poznań DMD

1013 D.G. NU Warszawa DMD

1014 H.R. NU Warszawa DMD

1015 K.J. NU Warszawa DMD

1016 M.P. NU Warszawa DMD

1017 M.B. NU Warszawa DMD

1018 P.A. NU Warszawa DMD

1019 R.J. NU Warszawa DMD

1020 S.M. NU Warszawa DMD

1021 Z.M. NU Warszawa DMD

1022 Z.G. NU Warszawa DMD

1023 D.J. 1977 Poznań DMD

1024 D.G. 1976 Poznań DMD

1025 J.M. 1975 Poznań DMD

1026 G.D. 1980 Poznań DMD

1027 B.A. NU Warszawa DMD

1028 D.K. NU Warszawa DMD

1029 H.S. NU Warszawa DMD

1030 K.G. NU Warszawa DMD

1031 K.L. NU Warszawa DMD

1032 M.G. NU Warszawa DMD

1033 M.L. NU Warszawa DMD

1034 P.M. NU Warszawa DMD

1035 S.A NU Warszawa DMD

1036 U.R. NU Warszawa DMD

1037 T.M. 1079 Olsztyn NU

1038 B.D. 1973 Olsztyn NU
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Tabela 1 (ciąg dalszy)

Nr DNA Inicjały Rok urodzenia Ośrodek Rozpoznanie
1039 L.M. 1977 Olsztyn NU

1040 W.L. 1981 Olsztyn NU

1041 G.M. 1979 Poznań DMD

1042 K.P. 1981 Poznań DMD

1043 S.M. 1985 Poznań DMD

1044 K.G. NU Poznań DMD

1045 J.R. NU Katowice DMD

1046 D.P. NU Poznań DMD

1047 D.M. NU Poznań DMD

1048 G.L. 1979 Katowice DMD

1049 D.M. 1979 Katowice DMD

1050 S.P. 1985 Katowice DMD

1051 W.J. 1985 Olsztyn DMD

1051 L.G. 1984 Olsztyn DMD

1053 B.P. 1984 Katowice DMD

1054 K.R. 1986 Katowice DMD

1055 P.L. 1985 Poznań DMD

1056 S.M. 1986 Katowice DMD

1058 Z.G. 1987 Katowice DMD

1059 B.M. 1988 Katowice DMD

1060 S.W. 1949 Poznań FSH

1061 K.P. 1988 Poznań DMD

Nu — informacji o pacjencie nie udzielono; DMD — dystrofia mięśniowa Duchenne’a; FSM — dystrofia
twarzowo-lopatkowo-ramieniowa.

Reakcję PCR typu multiplex wykonano u 60 chorych, przy czym
w 7 przypadkach analiza obejmowała również rodziny chorych. W rutynowej
analizie DNA pacjentów zastosowano 20 par primerów. Na rycinach od 1-3

przedstawiono warianty wykonywanych reakcji multiplex PCR. Zastosowanie

reakcji multiplex w badaniach przesiewowych (screening) genu DMD wykazało
występowanie mutacji w 22 z 40 (55%) przypadków, skierowanych przez oddziały
i kliniki neurologiczne. W reakcji PCR stosowano we wszystkich badanych DNA
20 par primerów obejmujących sekwencje kodujące oraz flankujące nukleotydy
intronów. W dwóch przypadkach, dla eksonów 52 i 60 produkty PCR stanowiły
wyłącznie sekwencje kodujące. Na rycinie 3 przedstawiono przykłady delecji
występujących w badanej grupie pacjentów. W tabeli 2 przedstawiono wyniki
molekularnej analizy genu DMD. W tabeli 3 zebrano wszystkie 42 delecje
i odniesiono je do cDNA dystrofiny.

U 18 z 40 przypadków skierowanych do Zakładu Genetyki Człowieka PAN

delecji nie zaobserwowano. Po przebadaniu 60 przypadków okazało się, że 36

delecji wystąpiło w regionie 5’ genu, a 5 w regionie 3’. Nie wykazano delecji, które

obejmowałyby cały gen dystrofiny, natomiast w 28 przypadkach delecje obejmo-
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Ryc.l. Reakcja multiplex
PCR dla 20 eksonów genu

DMD.

Reakcję wykonywano w 1992
roku zastępując rozdział w żelu

poliakrylamidowym rozdziałem
w 1,5% żelu agarozowym o wy­
miarach 10 x 10 cm. Na żel na­
kładano 1/5 produktu PCR. Tor

1 — produkty PCR zawierające
promotor (535 pz) i eksony 49

(439 pz), 12 (331 pz), 52 (113pz);
tor 2 — produkty PCR zawiera­
jące eksony: 4 (196 pz), 60

(139pz); tor 3 — produkty PCR

zawierająceeksony: 48 (506pz),
50 (271 pz), 6 (202 pz), 46

(140pz): tor 4 — produkty PCR

zawierające eksony: 45 (547 pz),
17 (416 pz), 43 (357 pz): tor 5 —

produkty PCR zawierające eks­
ony: 19 (459 pz), 51 (388 pz), 13

(238 pz), 47 (181 pz); tor 6 —

produkty PCR zawierające
eksony: 3 (410 pz), 8 (360 pz),
44 (268 pz); tor 7 — marker

wielkości — KBL (GIBCO).

wały więcej niż 1 ekson. Bardzo często delecje rozpoczynały się między eksonem
44 a 45 (33%). Tylko w jednym przypadku stwierdzono delecję eksonu 60. Nie

wykazano delecji promotora genu dystrofiny. U pacjentów z delecjami najczęściej
dochodziło do usunięcia eksonów 45-50 (30%).

Stosując 20 par primerów ustalono dokładne granice delecji dla 25 z 42

przypadków z delecjami (60%). Włączenie do badań dodatkowej pary primerów
dla eksonu 46 pozwoliło na określenie miejsca pęknięć nici DNA u 13 chorych
z DMD.

Wjednej rodzinie zaobserwowano aberracyjny fragment restrykcyjny stosu­
jąc blotting Southerna i hybrydyzację z sondą cDNA. Aberracyjny prążek wystę­
pował u chorego dziecka i jednej z Jego sióstr. Druga siostra odziedziczyła
prawidłowe fragmenty DNA od obydwu rodziców. Wyniki autoradiografii przed­
stawiono na rycinie 4.
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Ryc. 2. Reakcja multiplex PCR dla
17 eksonów w dwóch mieszani­

nach reakcyjnych.

Reakcję wykonywano w 1993 roku. 1/5

mieszaniny reakcyjnej nakładano na że­
le zawierające mieszaninę agarozy i

hydroksyetylocelulozy (0,8% agaroza,
1% HEC), o wymiarach 10 x 10 cm.

Rozdział prowadzono w buforze TBE. Tor
1 — kontrolny DNA; tor 2 — DNA pacjen­
ta 1057; tor 3 — kontrolny DNA; tor 4 —

DNA pacjenta 1058; tor 5 — marker
wielkości KBL (GIBCO).

W 25 z 42 przypadków z delecjami analiza multiplex PCR pozwoliła na

dokładne oznaczenie eksonów, które uległy delecji i jednoczesne określenie

powstałych w ten sposób aberracyjnych cDNA. Wyniki przedstawiono w tabeli
2. Poznanie miejsc złamań DNA było przydatne również do określenia nosiciel­
stwa wykonywanego później na podstawie badań RNA, gdyż umożliwiło dobór

primerów zarówno do syntezy cDNA, jak i dalszych reakcji PCR. Na dokładne
określenie delecji wpłynęło również włączenie do analizy oznaczania eksonu 46.

Z 25 przypadków, dla których oznaczono rozmiar delecji 21 (86%) było zgodne
z hipotezą Monaco dotyczącą przesunięcia ramy odczytu w DMD. Z kolei dla 10

przypadków możliwe było poznanie tylko jednego z końców delecji, przy czym te

wszystkie przypadki obejmowały określenie 5’ końca delecji. W 27 przypadkach
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Ryc. 3. Wykrywanie delecji genu DMD u pacjentów z dystrofią mięśniową.

Reakcję wykonywano dla 5 eksonów: 45 (547 pz), 19 (459 pz), 17 (416 pz), 8 (360 pz), 44 (268 pz).
Nakładano 1/5 produktu PCR1 rozdzielano w 1,5% żelu agarozowym 10x 10 cm w buforze TBE przy
napięciu 70 V. Tor 1 — DNA pacjenta 1001; tor 2 — DNA pacjenta 1002; tor 3 — DNA pacjenta 1005

(delecja eksonu 17); tor 4 — DNA pacjenta 1006 (delecja eksonów 44 1 45); tor 5 — DNA pacjenta
1007 (delecja eksonu 45); tor 6 — DNA pacjenta 1009; tor 7 — DNA pacjenta 1008 (delecja eksonu

45); tor 8 — kontrola pozytywna; tor 9 — kontrola negatywna; tor 10 — marker wielkości KBL

(GIBCO).

określono 5’ i 3’ koniec delecji. Po uwzględnieniu przypadków, dla których
poznano obydwa końce delecji lub jeden z końców, pozostałojeszcze 5 przypad­
ków o nie ustalonych miejscach początku i końca delecji.

Analizę transkryptów genu DMD wykonano u 8 chorych. Ze względu na

ograniczenia materiałowe i na złożoność metod badania były ograniczone dla

regionu obejmującego eksony 43-55. Rycina 5 przedstawia analizę transkryptu
genu DMD, wskazującą na powstanie mutacji de novo.

Nosicielstwo nieprawidłowego allelu w grupie rodzin, w których wykazano
delecje w genie DMD określano stosując reakcję PCR-RFLP. W pierwszym etapie
amplifikowano polimorficzny region pERT genu DMD, po czym produkty PCR
trawiono enzymem restrykcyjnym, rozpoznającym polimorfizm alleli. Produkty
PCR z regionu pERT 87-8 trawiono restryktazą Tagi, z regionu pERT 87-15

restryktazą Xmnl lub BamHI (ryc. 6). Określenie nosicielstwa przeprowadzono
dla 7 rodzin. W 5 przypadkach wykazano, że siostry chorych są nosicielkami

nieprawidłowego genu. U Jednej z analizowanych rodzin (5 osób) wykazano,
że obydwie siostry odziedziczyły zmutowany allel. Wielkość analizowanych pro-
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Tabela 2

Minimalna wielkość delecji genu DMD u pacjentów skierowanych na badania

DNA w Zakładzie Genetyki Człowieka PAN

Primery wg Chamberlaina (litery) Primery wg Beggsa (liczby) Rozpoznanie

PCR 12I3AG4Bc5DE116F78H910

Eksonyp3468121317194344454647484950515260

Delecj i nie wykryto
1001 4- + + +++ 4 + 4 4 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4-

1002 4- ++++ + 4 +4 4 4- 4- 4- + 4- 4- 4- 4- 4- 4-

1003 4- ++++ 4- 4 + 4 4 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4-

1004 4- ++++ 4 4 +4 4 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4-

1009 +4- +++ 4- 4 +4 4 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- DMD

1010 ++++++ 4 +44 4- 4- 4- 4- +4- 4- 4- 4- 4- DMD

1011 + + +++ 4 4 +4 4 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- DMD

1012 + 4- +++ 4 4 + 4 4 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- DMD

1014 4- +++ +44+ 4 4 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- DMD

1025 4- ++++ 4 4 +4 4 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- DMD

1038 + ++++44 + 4 4 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4-

1041 +4- +++4 4 + 4 4 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- DMD

1043 + + +++ 4 4 4 4 4 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- DMD

1049 +++++ 4 4 + 4 4 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- DMD

1051 4- + + ++ 4 4 + 4 4 4- + 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- DMD

1052 + +++++ 4 + 4 4- +4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- DMD

1053 + + ++ +4 + + 4 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- DMD

1056 + ++++ 4 4 + 4 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- DMD

1057 + ++ + +4 4 + 4 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- DMD

1058 4- + ++ +4■444- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- DMD

Delecja jednego eksonu

1023 4- + - + +4 4 + 4 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- +4- 4- DMD

1024 4- + - + +44 +44- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- DMD

1037 + 4- +- +4 4 + 4 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4-

1005 4- + +++4 4 4 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- DMD

1027 4- ++++ 4 4 +44- - 4- 4- 4- 4- 4- + 4- 4- 4- DMD

1008 +++++ 4 4 4 4 4- 4- - 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- DMD

1013 4- ++++ 4 4 4 4 4- 4- - 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- DMD

1018 + +4- 4- +4 4 4 4 4- 4- - 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- DMD

1046 +++ 4- 4- 4 4 4 4 4- 4- - +4- 4- 4 4- 4- 4- 4- DMD

1055 + ++ ++ 4 4 4 4 4- 4- - 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- DMD

1054 4- ++4-+ 4 + 444- 4- 4- - 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- DMD

1048 4- ++ 4- +4 + 4 4 4- 4- 4- 4- 4- 4- +- + + + DMD

1026 4- + +4- ++ 4 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- 4- - 4- 4- DMD
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Tabela 2 (ciąg dalszy)
Minimalna wielkość delccji genu DMD u pacjentów skierowanych na badania

DNA w Zakładzie Genetyki Człowieka PAN

Primery wg Chamberlaina (litery) Primery wg Beggsa (liczby) Rozpoznanie

PCR 12I3AG4Bc5DE116F78H910

Eksonyp3468121317194344454647484950515260

Delecja dwóch eksonów

1019 444+444 44 4 444 - - ++4 4 4 DMD

1021 4444444 4 4 4 44444 - - 4 4 4 DMD

1033 444444-4 4 44 4.4444 - - 444DMD

Delecj a trzech eksonów

BMD1 444444 4 4 44 4 - -
* 4++444BMD

BMD1 4444444 4 4 44 - - - 4++4 4 4 BMD

1028 4+.4 44 44 4 4 44 444 - - - 44 4 DMD

1032 + 4-4-4-44 44 444 444 - - - 44 4 DMD

Delecja czterech eksonów

1015 4 4 444 4 44 4 4 4 - - - 444 4 4 DMD

1029 44 44 4 4 44 4 44- - - - 444 44DMD

1040 44 4444444444 - - - - 4444

1020 444444 44 4 4 44 4- - - - 4 4 4 DMD

1016 44 4444 4 4 4 4 44 4 44 - - - - 4 DMD

1030 444444 4 44 444 444 - - - - 4 DMD

1031 44 44 44 4 4 44 44 44 4 - - - - 4 DMD

1034 44 4444 444 4 44 44 4 - - - - 4 DMD

Delecj a pięciu eksonów

1006 44 4 444 4 4 4 4 - - - - - 4444 4 DMD

1042 44 4444 4 4 44 4 4 - - - - - 44 4 DMD

1036 4 44 4444 4 4 4 4 4+4 - - - - - 4 DMD

Delecj a sześciu eksonów

1007 44 4 444 4 4 4 44 - - - - - - 44 4 DMD

1047 44 44444 4 4 44 - - - - - - 44 4 DMD

1022 44444444 4 44 4 - - - - - - 4 4 DMD

1050 44 4444 4 4 4 44 44 - - - - - - 4 DMD

Delecja siedmiu eksonów

1044 44 444 4 4 4 4 444 -
-

- - - - - 4 DMD

Delecja ośmiu eksonów

1039 4 ----- - 4 44444444 44

1045 4444444444 4 4 DMD

1017 4 444 4 444444

Delecja dziewięciu

4 ----- -

eksonów

DMD

1035 444 4444 4 4 4 - 4 DMD
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Ryc. 4. Aberracyjny fragment DNA występu­
jący w rodzinie z DMD .

Genomowy DNA pacjenta 1 dwóchjego sióstr trawio­
no enzymem restrykcyjnym Hindlll, rozdzielano ele-

ktroforetycznie i hybrydyzowano według Southema
z sondą cDNAIII (4-5a). Tor 1 — siostra 1 pacjenta;
tor 2 — siostra 2 pacjenta; tor 3 — pacjent z DMD.
Z połączonych obliczeń wartości dla kinazy kreaty-
nowej 1 położenia prążków hybrydyzacyjnych obli­
czono ryzyko wystąpienia DMD w badanej rodzinie,
stosując program statystyczny .Linkage”. Zakłada­

jąc, że u matki wystąpiła mutacja de novo ryzyko
wystąpienia nosicielstwa DMD u siostry 1 wynosi
0,9%, a u siostry 2 — 86%. Zakładając, że ta

mutacja Jest przypadkiem rodzinnym, dla siostry 1

ryzyko nosicielstwa wynosi 1, a u siostry 2 — 99% .

Tabela 3
Rozkład delecjl genu DMD u pacjentów

skierowanych na badania t>NA

w Zakładzie Genetyki Człowieka PAN

Delecja eksonu Liczba przypadków
Nie wykryto 20

2 2

4 1

17 1

44 1

45 5

46 1

49 1

50 1

47-48 1

49-50 2

45-47 2

48-50 2

45-48 2

46-49 1

47-50 1

49-52 4

44-48 1

46-50 1

48-52 1

45-50 2

46-51 1

47-52 1

46-52 1

3-19 1

45-52 1

46-60 1

44-52 1
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Ryc. 5. Mutacja de nouo wykryta u pa­
cjenta z dystrofią mięśniową Duchenne’a.

Syntezę cDNA wykonana na matrycy całkowite­
go mRNA z limfocytów krwi obwodowej. Odwrot­
ną transkrypcję przeprowadzono dla regionu 3’

genu DMD. W pierwszej rundzie PCR stosowano

primery dla eksonów 43155, a w drugiej rundzie
dla eksonów 44 1 51. Prawidłowa wielkość frag­
mentu transkryptu DNA wynosi 959 zasad.

Fragment prawidłowy występował w próbie kon­
trolnej (tor 2), u matki pacjęta (tor 3) i ojca
pacjęta (tor 4). U pacjęta (1028) występował
prążek wielkości 562 pz z delecją eksonów 48-50

(tor 5). Tor 1, marker wielkości — KBL (GIBCO).

duktów PCR, wielkość fragmentów uzyskanych po działaniu enzymem restry­
kcyjnym oraz genotypy badanych osób przedstawiono w tabeli 4. Z tabeli

wynika, że najbardziej informatywne było stosowanie polimorfizmu Tag I w

regionie pERT 87.-8, dlatego obecnie ustalanie nosicielstwa rozpoczyna się od

tego regionu. Na 7 ocenianych rodzin 6 informatywnych wyników uzyskano
poprzez analizę regionu pERT 87.-8. Przy ustalaniu nosicielstwa można również

korzystać z analizy techniką Southerna. Przykład takiej analizy przedstawiono
w części dotyczącej aberracyjnego fragmentu genu DMD. Techniką uzupełniającą
ustalanie nosicielstwa może być analiza minisatelitarnych regionów chromosomu
X. Wyniki analizy locus DXS52 przedstawiono w tabeli 4 i na rycinie 7.
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Tabela 4
Analiza regionu pERT genu DMD1 locus DXS52 w rodzinach z dystroflą mięśniową Duchenne’a

Lp. Nr rodziny

Analiza pERT Analiza VNTR

BairiHI

prod. 226 pz
allel 1: 216/10 pz
allel 2:
166/50/10 pz

Xmnl

prod. 740 pz
allel 1: 730/10 pz
allel 2:
520/210/10 pz

Tagi

prod. 155pz
allel 1: 145/10pz
allel 2:
74/71/10 pz

DXS52

700-3000 pz

1. 1006 n.i. 2 n.i.

1006.1 1

1006.2 2/2

1006.3 1/2

2. 1007 n.i. n.i. 2 3

1007.1 1 1

1007.2 1/2 2/3

1007.3 1/2 1/2

3. 1008 n.i. n.i. 1 1

1008.1 1 2

1008.2 1/2 1/3

1008.3 1/2 1/2

1008.4 1/2 1/2

4. 1037 1 1 1

1037.1 2 2 2

1037.2 1/2 1/2 1/2

1037.3 1/2 1/2 1/2

5. 1044 n.d. n.d. 1

1044.1 2

1044.2 1/2

1044.3 1/2

1044.4 2

6. 1045 n.d. 2 n.d.

1045.1 2

1045.2 1/2

1045.3 1/2

7. 1055 n.d. n.d. 2

1055.1 2

1055.2 1/2

1055.3 1/2

1055.4 2
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Ryc. 6. Wykrywanie nosicielstwa DMD z wykorzystaniem naturalnego polimorfizmu re­
gionu pERT 87.15-BamHI .

DNA pacjentów i ich rodzin poddano amplifikacji obejmującej fragment regionu pERT genu DMD.
Warunki reakcji podano w rozdziale Materiał i metody. Produkty PCR trawiono restryktazą BamHI

1 rozdzielano w 6% żelu PAA. Zdjęcie górne — produkt PCR regionu pERT 87.15 o wielkości 216 pz
po trawieniu enzymem BamHI. Tor 1-4 — rodzina pacjenta 1006 w kolejności: pacjent, ojciec, matka
i siostra; tory 5-8 — rodzina pacjenta 1007 w kolejności: pacjent, ojciec, matka i siostra; toiy 9-13
— rodzina pacjenta 1008 w kolejności: pacjent, ojciec, matka, siostra 1 i siostra 2; tor 14 — marker
wielkości — KBL. Zdjęcie dolne — produkt PCR regionu pERT 87.15 o wielkości 216, 166 i 50 pz po
trawieniu enzymem BamHI. Tory 3-6 — rodzina pacjenta 1037 w kolejności: pacjent, ojciec, matka
1 siostra; tor 7 — kontrola (DNA z placenty); tor 8 — kontrola negatywna; tor 9—kontrola nie trawiona

(DNA z placenty); tor 10 — marker wielkości — KBL (GIBCO); tory 1, 2, 11-14 wolne.

DYSKUSJA

Opracowanie reakcji PCR i Jej szybkie rozpowszechnienie się w diagnostyce
znalazło swoje odbicie przede wszystkim w badaniach genu DMD. Wprowadzenie
tej reakcji znacznie skróciło czas wykonywania analizy i jednocześnie skłoniło
wiele ośrodków do wprowadzenia nowych wersji reakcji PCR opartych o jedno-
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Ryc. 7. Wykrywanie nosicielstwa DMD, z wykorzystaniem sekwencji minisatelitarnej lo-
cus DXS52.

DNA pacjentów 1 ich rodzin poddano amplifikacjl obejmującej region mlnlsatelitarny DXS52.
Warunki reakcji podano w rozdziale Materiały 1 metody. Produkty PCR rozdzielano w 1,5% żelu

agarozowym. Tor 1-4 — rodzina pacjenta 1008 w kolejności: ojciec, pacjent, siostra 1 i matka: tory
5-8 — rodzina pacjenta 1007 w kolejności: ojciec, pacjent, siostra 1 matka; tor 9 — kontrola

negatywna (bez DNA); tor 10 — marker wielkości — KBL (GIBCO).

czesną amplifikację kilku fragmentów genu DMD. To nowatorskie podejście
metodyczne zaproponował Chamberlain dla 6 fragmentów genu DMD (1988,
1989). Właściwie co rok ukazywały się prace wzbogacające początkową reakcję
multiplex-PCR. W 1991 roku Beggs i współpracownicy donieśli o osiągnięciu
prawie 100% wykrywalności delecji poprzez stosowanie 19 par primerów pokry­
wających region promotora i dwa podstawowe regiony, w których najczęściej
występują delecje. W trakcie realizacji pracy stosowano właściwie wszystkie
kombinacje primerów, o których donosiło piśmiennictwo. Powodowało to, że dla
wielu próbek DNA analiza była wykonywana kilkakrotnie, aż do pełnego prze­
badania w 19 regionach. Do badań rutynowych włączono również parę primerów
dla eksonu 46, co jeszcze zwiększyło wykrywalność delecji i przyczyniło się do

poznania składania mRNA dystrofiny.
Na podstawie własnych obserwacji należy stwierdzić, że w rutynowych

badaniach najlepsze wyniki uzyskuje się wykonując 5 reakcji PCR, w których
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amplifikowanych jest 20 regionów genu DMD. Przy realizacji niniejszej pracy
dobranie poszczególnych par primerów w mieszaniny było trudnym rozwiąza­
niem metodycznym. Wymagało przede wszystkim takiego zgrupowania poszcze­
gólnych par primerów w mieszaninach, aby była możliwa ich jednoczesna
amplifikacja, jak i rozdział elektroforetyczny zamplifikowanych fragmentów.
Wykonano cały szereg badań, w których zmniejszono lub zwiększono stężenie
primerów, aby w końcowym efekcie uzyskać równą intensywność produktów
PCR. Z doniesień literaturowych wynika, że jest możliwe wykonanie reakcji
multiplex dla genu DMD w dwóch reakcjach i analiza w żelu poliakryloamido-
wym. Własne obserwacje wskazują jednak, że tak zestawione mieszaniny nie

nadają się do badań rutynowych. Znacznie dogodniejsze jest proponowane
w niniejszej pracy wykonywanie trzech reakcji PCR i rozdział produktów w żelach

agarozowych. Uzupełnienie elektroforezy o modyfikowane podłoże zawierające
agarozę i celulozę dodatkowo zwiększa rozdzielczość i ułatwia interpretację
wyników. Na podstawie własnych wyników stosowanie mieszanin agarozowo-ce-
lulozowychjest bardzo przydatne, gdyż w wyniku tak prowadzonej elekroforezy
zmniejsza się dyfuzja najmniejszych produktów PCR przy Jednoczesnym zwię­
kszeniu rozdzielczości.

W niniejszej pracy delecje genu DMD zaobserwowano u 55% pacjentów.
Wartość ta różni się nieco od danych literaturowych wskazujących na występo­
wanie delecji u 60% pacjentów. Jestjednak zbliżona do wyników uzyskanych we

współpracy w Instytucie Genetyki Człowieka w Getyndze. Wyniki tych badań

wskazały, że częstość mutacji w populacji niemieckiej wynosiła 60%. Istotną
różnicą Jest zaobserwowanie w badanej grupie występowania znacznej liczby
mutacji w regionie 3’ genu. W regionie tym wystąpiło blisko 85% mutacji. Być
może jest to wynik zbyt małej liczby pacjentów chociaż grupy pacjentów
DMD/BMD liczniejsze niż 50 są zaliczane raczej do dużych grup. Najmniejsze
delecje obejmowały tylko jeden ekson i występowały głównie w regionie 3’ genu
DMD, natomiast delecje duże przekraczające kilkanaście eksonów występowały
w obydwu podatnych na mutacje regionach genu. Dane literaturowe wskazują,
że duże delecj e mogą obejmować znaczne regiony genu DMD przekraczaj ące nawet

połowę genu, jednak nie zaobserwowano dotychczas delecji, które obejmowałyby
cały gen.

Z badań przedstawionych w niniejszej pracy wynika, że za pomocą reakcji
multiplex PCR obejmującej 20 eksonów można było ustalić dokładne rozmiary
delecji w 60% przypadków, w których stwierdzono delecje. Dla 84% przypadków
zaobserwowano zgodność z hipotezą Monaco, zakładającą wystąpienie przesu­
nięć ramki odczytu w przypadkach DMD. Dotychczasowe doniesienia literaturo­
we obejmowały analizę 19 eksonów przy czym zakładano, że wykrywalność
delecji Jest zbliżona prawie do 100%. W niniejszej pracy włączono do badań

zaproponowany przez R. Słomskiego zestaw primerów dla eksonu 46. Włączenie
do badań eksonu 46 umożliwiło, jakjuż wspomniano, poznanie delecji dodatko­
wo w 13 przypadkach, natomiast ta sama analiza przeprowadzona bez eksonu
46 skuteczna byłaby dla 12 przypadków.

Analiza transkryptów genu DMD może być wykonana na materiale biopsyj­
nym lub w limfocytach krwi obwodowej. Materiał biopsyjny nie Jest w przypad­
kach DMD ogólnie dostępny i wymagałby wezwania pacjenta i rodziny celem
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dokonania biopsji mięśni. W trakcie realizacji niniejszej pracy pojawiły się
doniesienia o możliwościach wykorzystania w celach diagnostycznych zjawiska
nieuprawnionej transkrypcji. Najważniejszym warunkiem jest przygotowanie
preparatów RNA w taki sposób, aby w dalszych etapach badań mogły być
stosowane w reakcji odwrotnej transkrypcji i PCR. Wprawdzie metody izolacji
RNA są znane już od wielu lat, jednak w połączeniu z syntezą cDNA nie zawsze

można było je analizować. W przypadku genu DMD zasadniczym czynnikiem
ograniczającymjest wielkość transkiyptu przekraczająca 14 kb. Wykorzystując
wcześniejsze doświadczenia Słomskiego, izolację RNA prowadzono w ten sposób,
aby była ona maksymalnie szybka nawet kosztem czystości preparatu. Odbiał-
czanie preparatu prowadzono więc jednostopniowo. Stosowana metoda izolacji
była na tyle skuteczna, że możliwe było wykonanie reakcji PCR dla całego
transkiyptu. Zapoczątkowanie syntezy cDNAbyło przeprowadzone z zastosowa­
niem specyficznych oligomerów. Próby zastosowania oligo-dT Jako startera

reakcj i zakończyły się niepowodzeniem, choć dla innych nieuprawnionych trans-

kiyptów osiągnięto pozytywne rezultaty.
W chorobie genetycznej diagnostyka molekularna dotyczy nie tylko pozna­

nia defektu genu, lecz również określeniaJego nosicielstwa w badanej rodzinie.
W początkowym okresie nie wpływały zgłoszenia na określenie nosicielstwa.
Od 1992 roku praktycznie wszystkie rodziny, w których wystąpiło rodzeństwo

płci żeńskiej, zgłosiły chęć uzyskania informacji o nosicielstwie. W niniejszej pracy
zastosowano jedną z rutynowo stosowanych form ustalania nosicielstwa —

RFLP-PCR regionu pERT. W 1989 roku Roberts i współpracownicy opisali
zastosowanie reakcji PCR do ustalania nosicielstwa. W niniejszej pracy wykorzy­
stano to doniesienie do przygotowania primerów i opracowania własnych warun­
ków reakcji. Najbardziej przydatne okazało się badanie regionu pERT-Tag I, które

było informatywne dla 6 z 7 analizowanych rodzin. Z doniesień literaturowych
wynika, że w wielu przypadkach wykonanie trzech reakcji dla regionu pERT
może nie wyjaśnić nosicielstwa i dlatego w dalszym ciągu poszukuje się nowych
rozwiązań, które mogą poprawić ustalanie nosicielstwa. Jednym z możli­
wych badań będzie oznaczanie sekwencji mikrosatelitarnych zlokalizowanych
wewnątrz genu DMD. Z dotychczasowego stanu wiedzy o sekwencjach mikro­
satelitarnych wiadomo, że dotyczą one głównie powtórzenia (CA)n przy wielkości
allelu 100-200 pz. Rozdział alleli różniących się tylkojednym powtórzeniemjest
możliwy tylko na żelach sekwencyjnych, co stanowi duże utrudnienie w stoso­
waniu w rutynowej diagnostyce. Zachodzi również konieczność ustalenia ewen­
tualnych sprzężeń między sekwencjami mikrosatelitarnymi, a kodującymi
regionami genu DMD. Znacznie łatwiejsza wydaj e się analiza sekwencji minisate-

litarnych, różniących się powtórzeniem motywu o długości kilkudziesięciu nu-

kleotydów. Dla chromosomu człowieka opisano marker ST14 (DXS52) wykony­
wany głównie w hemofilii. W badaniu tego markera występowały trudności
techniczne zgłaszane przez ośrodki zamierzające stosować go rutynowo. W

niniejszej pracy opracowano warunki PCR zapewniające powtarzalność wyni­
ków. Wyniki własnych badań wskazują, że trudności w innych laboratoriach

polegały na zbyt krótkich czasach poszczególnych etapów PCR opublikowanych
przez Richardsa. Własne doświadczenia potwierdzają to i dlatego po kilku

nieudanych próbach zastosowano własne parametry reakcji PCR i zaobserwo-
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wano, że występuje korelacja między wynikami uzyskanymi dla ustalenia nosi­
cielstwa przez badanie regionu pERT i badanie locus DXS52. W świetle uzyska­
nych wyników potwierdzających polimorfizm tego locus może on być wykorzy­
stany również w dochodzeniu spornego ojcostwa w przypadku potomstwa płci
żeńskiej.

Badania genu DMD nadal trwają i obejmują coraz szerszą grupę zjawisk.
Główne kierunki diagnostyki molekularnej dystrofii mięśniowej Duchenne’a są

już sprecyzowane i w najbliższych latach będą obejmować zarówno bezpośrednie
badanie genu, jak i produktu genu. Rutynowa analiza będzie rozpoczynać się od

próby wykrycia delecji w genomowym DNA i oceny ekspresji dystrofiny
w mięśniu. Najlepszą metodą wykrycia delecji jest zastosowana w niniejszej
pracy metoda PCR dla 20 eksonów. Ocena ekspresji dystrofiny będzie możliwa
dwiema metodami — metodą immunofluorescencji z wykorzystaniem przeciw­
ciał przeciw dystrofinie i biopsji mięśnia oraz metodą western blotting, w której
etap detekcji dystrofiny przeciwciałemjest poprzedzony frakcjonowaniem w żelu

poliakiyloamidowym. Bezpośrednia ocena ekspresji dystrofiny wiąże się jednak
z pobraniem materiału biopsyjnego. Sytuację komplikuje również wykrywanie
coraz to nowych białek należących do dużego kompleksu glikoprotein, które

mogą krzyżowo reagować z przeciwciałami. Duże znaczenie w diagnostyce
molekularnej dystrofii mięśniowej ma analiza transkryptów genu, która stała się
możliwa po wykryciu nieuprawnionej transkrypcji zachodzącej w limfocytach.
Ta analiza może być z powodzeniem stosowana nie tylko do wykrywania delecji
lecz również nosicielstwa. Najbardziej kontrowersyjne są poszukiwania innych
mutacji niż delecje, które muszą występować u około 30% pacjentów. Wykrycie
pojedynczej mutacji w tak dużym geniejak DMD nie musi oznaczać, że powstanie
zdefektowane białko. Dotychczas doniesiono o nielicznych mutacjach punkto­
wych , z których w zasadzie tylko takie, które powoduj ą przedwczesną terminacj ę

translacji możnaby zaliczyć do uzasadnionych. Na opisane powyżej zjawiska
nakłada się alternatywny splicing genu DMD, który może powodować, że niektóre

mutacje punktowe lub małe delecje nie zmieniają fenotypu. Badania genu
DMD są więc nadal kontynuowane i dostarczają coraz to nowych obserwacji
o znaczeniu poznawczym i praktycznym.

MOLECULAR DIAGNOSTICS OF DUCHENNE/BECKER MUSCULAR DYSTROPHY

Summary
The maln method for detectlon of deletlons whlch are responslble for approxlmately 60% of all

mutations ofDMD gene, Is multiplex PCR Deletions were detected malnly in 3' region ofDMD gene.
The smallest deletlons lnvolving only 1 exon were detected In 14 patients. The remalnlng group of
deletlons was heterogeneous and some ofthem involved morę than 9 exons. Wlth the use ofmultiplex
PCR for 20 reglons of DMD gene It was posslble to establlsh the preclse slze of deletlons ln 60% of
the cases wlth deletlons. Aproxlmately ln 84% of the analysed cases the results were in agreement
with the hypothesis of Monaco. Analysis of RNA was performed for 9 patients and thelr famlly
members, and one novel mutatlon was observed. By analysis ofpolymorphlsm ofDMD gene, mutant

allele were detected in 7 families.
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W MUKOWISCYDOZIE

WSTĘP

Mukowiscydoza (ang. cystic fibrosis, CF) jest najczęstszą chorobą recesywną
autosomalną rasy białej. Jej częstość waha się w dość szerokich granicach,

jednak średnio występuje u jednego noworodka na 2500 urodzeń (Tsui 1992).
Choroba charakteiyzuje się postępującymi zmianami obturacyjnymi drzewa

oskrzelowego, z towarzyszącymi licznymi infekcjami oraz ogólnym niedożywie­
niem, spowodowanym uszkodzeniem funkcji zewnątrzwydzielniczej trzustki
i wynikającym stąd upośledzeniem wchłaniania jelitowego, w szczególności
tłuszczów (dokładny przegląd genetyki, patofizjologii i kliniki mukowiscydozy
patrz: Mazurczak i współaut. 1992, Skibińska i Witt 1992).

Gen powodujący CF zmapowano do chromosomu 7 w 1985 roku, by w cztery
lata później gen ten sklonować i dokładnie scharakteryzować. Nadano mu nazwę
CFTR ( ang. cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), która od­
zwierciedlała lokalizację komórkową i ciągle Jeszcze wtedy spekulatywną funkcję
jego produktu białkowego. W białku tym wyróżnić można dwa fragmenty trans-

błonowe (TM 1, TM2), zakotwiczaj ące białko w błonie komórkowej, dwa fragmenty
wiążące wysokoenergetyczne nukleotydy (NBF1, NBF2), bezpośrednio związane
z funkcją CFTRjako kanału chlorkowego oraz domenę regulatorową (R), mającą
— zgodnie z nazwą — znaczenie regulatorowe (ryc. 1). Najczęstszą mutacją genu
CFTR jest delecja trójki nukleotydów w eksonie 10, zwana AF508, powodująca
wypadnięcie fenyloalaniny w pozycji 508 białka CFTR. W skali światowej 67%
chromosomów CF zawiera tę właśnie mutację (Tsui 1992). Opracowano stosun­
kowo proste metody molekularnej detekcji AF508, nadające się do użycia nawet

na masową skalę (WiTTi współaut. 1993). Konsekwencją mutacji genu CFTRjest
zaburzenie transportu jonów chlorkowych w poprzek nabłonków wydzielniczych
różnych organów, manifestujące się wzmożoną lepkością odwodnionej wydzieli­
ny drzewa oskrzelowego, zaczopowaniem kanalików wyprowadzających trzustki

czy zwiększeniem stężenia chlorków w pocie (WELSHi Smith 1993). W sensie swej
prezentacji klinicznej mukowiscydoza Jest chorobą bardzo heterogenną. Do tej
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pory (maj 1994) zidentyfikowano ponad 400 różnych mutacji genu CFTR powo­
dujących CF; ostatnio istnienie mutacji genu CFTR wykazano również w kilku

innych jednostkach chorobowych. Wszystkie te przyczyny sprawiają, że relacje
genotyp — fenotyp w przypadku genu CFTR są niezwylde różnorodne i złożone.

123456a6b789101112 13 14a14b15 1617a17bIB 19 2021222324

dodomi o inodddd□
TMl NBF1 R TM2 NBF2

Ryc. 1. Wzajemna zależność domen (odcinków funkcjonalnych) białka CFTR i kodujących
je fragmentów genu CFTR: TM 1 i TM2 — domeny transblonowe; NBF1 i NBF2 — domeny
wiążące ATP; R — domena regulatorowa. Cyframi oznaczono eksony genu CFTR (według

L-C. Tsui 1992, zmienione).

ZABURZENIA ZE STRONY UKŁADU POKARMOWEGO W CF

Większość chorych na mukowiscydozę charakteryzuje się niewydolnością
zewnątrzwydzielniczą trzustki (pancreatic insufficiency, PI), co pociąga za sobą
takie typowe objawy tej choroby, jak wydalanie tłuszczów w kale („tłuste stolce”,
steatorrhea) oraz opóźnienie wzrostu i przyrostu wagi, często znacznego stopnia.
Uszkodzenie funkcji zewnątrzwydzielniczej trzustki nierzadko manifestuje się
już wewnątrzłonowo, w 5%-10% przypadków CF powodując niedrożność smół-

kową (meconium ileus, MI). Zaledwie u 10%-15% chorych na mukowiscydozę
enzymy trzustkowe są produkowane we właściwej ilości i ci pacjenci (pancreatic
sufficiency, PS) nie wymagają doustnej suplementacji tychże enzymów, co dla

pozostałych 85%-90% choiych CFjest codzienną rutyną, towarzyszącą każdemu

posiłkowi.
Stopień wydolności trzustkijest z reguły zgodny pomiędzy rodzeństwem z CF

(Corey i współaut. 1989), jak i tym bardziej pomiędzy bliźniętami z CF (Santis
iwspółaut. 1992), co jednoznacznie dowodzi bezpośredniego wpływu czynników
genetycznych na funkcjonowanie tego organu. Zaraz po odkryciu genu CFTR

zaobserwowano, że homozygoci AF508/AF508 zawsze należą do grupy pacjentów
z daleko posuniętą niewydolnością trzustkową (PI), podczas gdy chorzy z jedną
tylko kopią AF508 i drugą nie znaną mutacją genu CFTR lub w ogóle z dwoma
nie zidentyfikowanymi mutacjami, mogą być trzustkowo wydolni (PS) (Kerem i

współaut. 1989b). Wysunięto hipotezę, że — nie znanejeszcze wtedy konkretnie
— „łagodne mutacje” (allele PS) warunkują zachowanie pewnej rezydualnej
czynności zewnątrzwydzielniczej trzustki i są dominujące względem „ciężkich
mutacji” (alleli PI), które warunkują całkowity zanik wydzielania enzymów
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trzustkowych. Hipoteza ta została wkrótce potwierdzona w badaniach innych
autorów, prowadzonych na populacjach o znacznie większej różnorodności

genotypów prowadzących do podobnych obrazów klinicznych w zakresie wydo­
lności zewnątrzwydzielniczej trzustki (Borgo i współaut. 199Oa).

Obecnie wiadomo, że większość znanych mutacji genu CFTR to allele PI; do

tej grupy należą wszystkie rodzaje mutacji (delecje, mutacje nonsensowne,

przesunięcia fazy odczytu, mutacje zmiany sensu, mutacje zaburzające splicing)
(Kristidis i współaut. 1992). Grupa alleli PS („mutacje łagodne”) jest znacznie

mniej liczna i w jej skład wchodzą wyłącznie mutacje zmiany sensu (R117H,
P205S, R334W, T338I, R347P, A455E, S549N, G551S, P574H) oraz nieliczne

mutacje zaburzające splicing (1898+3A -> G, 3849+10 kbC -> T) (za Hamosh
i Cutting 1993). Również lokalizacja mutacji w genie CFTR wydaje się podlegać
pewnej ogólniejszej zasadzie; allele PI definiowane są na ogół przez mutacje
w obrębie domen NBF, podczas gdy „łagodne mutacje”, prowadzące do powstania
alleli PS, dotyczą głównie domen TM.

Opisano również przypadki wyłamujące się z opisanej tu reguły. Znani są,
na przykład, chorzy na mukowiscydozę homozygotyczni pod względem mutacji
AF508, u których czynność zewnątrzwydzielnicza trzustki jest zachowana (Ko-
pelman i Rożen 1990, Lanng i współaut. 1991, Hamosh i współaut. 1993).
Sprzeczne dane dotyczą również wydolności trzustki towarzyszącej paru innym
mutacjom, jak na przykład G85E (Chalkey i Harris 1991, Gasparini i współaut.
1993) czy R117H (Cystic Fibrosis Genotype-Phenotype Consortium 1993). Przy­
czyn tych niejasności może być kilka; pierwszy to niewątpliwie niemożność

przeprowadzenia właściwej, precyzyjnej diagnostyki funkcji trzustki u wszy­
stkich pacjentów, ze względu na dość znaczne obciążenia towarzyszące tym
procedurom diagnostycznym. Kolejnym czynnikiem jest wiek badanych cho­
rych. Wiadomo, że wmiarę rozwoju choroby następuje progresja od stanu pełnej
lub częściowo tylko ograniczonej wydolności trzustki do stanu pełnej niewy­
dolności funkcjonalnej tego organu (Borgo i współaut. 1990b, Kristidis
i współaut. 1992). Nie można również wykluczyć istnienia genetycznych czynni­
ków modyfikujących: postuluje się, że, na przykład, mutacja V12121, występu­
jąc w jednym chromosomie z AF508, może pełnić rolę czynnika modulującego
fenotypowy efekt tej ostatniej (Macek i współaut. 1993).

Jak Już wspomniano, rezultatem niewydolności trzustki zaistniałej we-

wnątrzłonowo może być niedrożność smółkowa (MI). Zasadniczo dochodzi do niej
wyłącznie u noworodków obarczonych allelami PI (Kristidis i współaut. 1992).
Wyniki ostatnich badań wskazują, że niedrożność smółkowa pojawia się
u chorych z wieloma różnymi genotypami, z wyłączeniem pacjentów o genotypie
R117H/AF508. Częstość MI na tle różnych genotypów wygląda różnie i waha się
w granicach od 6% (W1282X/AF508) do 24% (G542X/AF508); u homozygot
AF508/AF508 wynosi 14,5% (Cystic Fibrosis Genotype-Phenotype Consortium

1993). Częstość MI u noworodków z tym ostatnim genotypem w badaniach

innych autorów kształtuje się na wyższym poziomie: 18% (Kristidis i współaut.
1992) lub 24% (Hamosh i współaut. 1992).

U starszych pacjentów CF sporadycznie dochodzi do rozwoju wtórnej cukrzy­
cy, jednak nietolerancja glukozy wydaje się zjawiskiem stosunkowo częstym
w tej jednostce chorobowej (Boat i współaut. 1989). Wykazano, że zaburzenie
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funkcji wewnątrzwydzielniczej trzustki jest zjawiskiem niezależnym od homo-
lub heterozygotyczności AF5O8 (Lanng i współaut. 1991).

ZABURZENIA ZE STRONY UKŁADU ODDECHOWEGO W CF

Zaburzenia układu oddechowego stanowią zasadniczą przyczynę wysokiej
śmiertelności w mukowiscydozie. W tym przypadku, w przeciwieństwie do
zaburzeń funkcjonalnych trzustki czy poziomu chlorków w pocie (Witt i współ­
aut. 1991), korelacja z odpowiednimi mutacjami genu CFTR jest znacznie

trudniejsza do wykazania. Dość trudno wystandaiyzować tu model badawczy;
trudnymi do wyeliminowania są takie zmienne,jak etap rozwoju choroby zależny
od wieku oraz wpływ stosowanego leczenia. Najlepszym wykładnikiem zaburze­
nia funkcji płuc dla celów tego typu badań wydaje się, wyrażone procentowo,
zmniejszenie wartości natężonej pojemności wydechowej pierwszosekundowej
(przewidywany % FEVi) w stosunku do wartości odpowiedniej dla danego wieku,
płci, wysokości i masy ciała. Wartość ta z reguły jest podobna u rodzeństwa
z CF, co wyraźnie wskazuje na komponentę genetyczną wpływającą na jej
wielkość (Santis i współaut. 1990). Wykazano również zasadniczą zgodność
wartości przewidywanego % FEVi pomiędzy bliźniętami CF, jedno- i dwujajowy-
mi (Santis i współaut. 1992). Wydolność trawienna wydaje się w sposób zasad­
niczy wpływać na stan układu oddechowego u pacjentów z CF. Wykazano,
że u pacjentów z mutacjami PS wydolność układu oddechowego jest lepsza
niż u pacjentów PI (Kerem i współaut. 1990). Podobnie, pacjenci z prawidłową
absorpcjąjelitową tłuszczów charakteiyzują się znacząco lepszymi parametrami
funkcjonalnymi płuc od pacjentów zjej zaburzeniami (Gaskin i współaut. 1992).

Korelacje funkcji układu oddechowego z poszczególnymi mutacjami genu
CFTR nie są jednoznaczne; na przykład niektórzy autorzy donoszą o gorszej
funkcji płuc u homozygot AF508 w stosunku do heterozygot (Johansen i współ­
aut. 1991), podczas gdy inni zależności takiej zaprzeczają (Al-Jader i współaut.
1992). U homozygot AF508 wcześniej dochodzi do epizodów obturacji drzewa

oskrzelowego (Mohon i współaut. 1993). Co ciekawe, homozygoty oraz złożone

heterozygoty z mutacjami nonsensownymi (np. G542X/G542X, R553X/R553X,
R1162X/R1162X, S1255X/G542X, W1316X/R553X) charakteryzują się słabiej
zaznaczonymi objawami ze strony drzewa oskrzelowego, niż homozygoty AF508

(Hamosh i Cutting 1993). Kilka mutacji nonsensownych, sklasyfikowanych Jako

„ciężkie” z punktu widzenia wpływu na czynność trzustki, jest uważanych za

„mutacje łagodne” w sensie ich manifestacji płucnej. Przyczyny, dla których
mutacje powodujące przedwczesne zakończenie syntezy produktu białkowego
powodują silniejsze skutki negatywne w układzie pokarmowym niż w układzie

oddechowym, nie są znane. Ekspresja genu CFTR w tkance płucnej utrzymuje
się na stosunkowo niskim poziomie (Bremer i współaut. 1992) i bardzo niewielka
ilość jego prawidłowego transkryptu wystarczy dla utrzymania funkcji CFTR na

poziomie tkankowym (Chu i współaut. 1992). W komórkach organizmów homo-

zygotycznych pod względem mutacji genu CFTR transkrypt taki pojawiać się
może, na przykład, w wyniku działania mechanizmu alternatywnego dojrzewa­
nia transkryptu (alternative splicing) i procesu tak zwanego omijania eksonów
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(exon skipping) (Dietz i współaut. 1993). Inną możliwością jest istnienie tkan-

kowo-specyficznych mechanizmów komórkowych, powodujących substytucję
funkcji białka CFTR podczas jego nieobecności (fizycznej lub funkcjonalnej).

Znanym jest również fakt znacznego zróżnicowania objawów płucnych
w grupach chorych o tych samych genotypach (Gasparini i współaut. 1992,
Shoshani i współaut. 1992), co wyraźnie sugeruje wpływ innych czynników
genetycznych i/lub środowiskowych na ich ekspresję. Przypuścić można, że

duża anatomiczna dostępność drzewa oskrzelowego i tkanki płucnej dla czynni­
ków środowiskowych, powoduje — większą niż w przypadku trzustki — wrażli­
wość na ich działanie.

Analizowano również zależność między podatnością układu oddechowego na

infekcje bakteiyjne a genotypem. Osobnicy homozygotyczni AF5O8 wykazują
większą skłonność do przewlekłego zakażenia Pseudomonas aeruginosa, niż

heterozygoty złożone z AF508 (Joiianseni współaut. 1991). Stwierdzono również,
analogicznie jak dla funkcji płuc, zależność skłonności do kolonizacji przez
Pseudomonas od stanu funkcjonalnego trzustki; skłonność ta była znamiennie
niższa u osobników PS w stosunku do osobników PI. Jednocześnie wykazano,
że wraz z wiekiem skłonność ta rośnie najszybciej u osobników homozygotycz-
nych pod względem mutacji AF508 lub mutacji nonsensownych zlokalizowanych
wNBFl (Kubeshi współaut. 1993). Częstość przypadków kolonizacji pałeczkami
Pseudomonas aeruginosawaha się w szerokich granicach: od 30% (dla genotypu
R117H/AF508) do 82% (dla W1282X/AF508): homozygoty AF508 wykazywały
kolonizację Pseudomonas w 56% badanych przypadków (Cystic Fibrosis Geno-

type-Phenotype Consortium 1993).

INNE ZABURZENIA ZWIĄZANE Z MUTACJAMI GENU CFTR
— OBJAWY CF CZY ODDZIELNE JEDNOSTKI CHOROBOWE?

Obustronna agenezja nasieniowodów (congenital bilateral absence of vas

deferens, CBAVD) jest jednym z istotnych kryteriów diagnostycznych mukowi-

scydozy, gdyż występuje u 97% pacjentów CF płci męskiej. Izolowany CBAVD
stanowi 1%—2% przypadków niepłodności męskiej (Editorial, Lancet 1992).
Analiza molekularna przypadków izolowanego CBAVD wykazała, że u 64%

chorych występują mutacje genu CFTR (Anguiano i współaut. 1992). Niektórzy
z badanych pacjentów byli heterozygotami złożonymi, z mutacją AF508 wjednym
ijedną z kilku innych znanych mutacji genu CFTR w drugim chromosomie paiy
7. Do tych ostatnich należą W1282X, R75Q, G551D, R553X, G576A i przede
wszystkim R117H (Hamosh i Cutting 1993). Wydaje się, że właśnie R117H Jest

najczęstszą mutacją związaną z CBAVD, występującą aż w 10% przebadanych
przypadków (Oates i Amos 1993). Z tych oraz podobnych badań (Handelin
i współaut. 1992) wynika, że R117H występuje u heterozygot złożonych repre­
zentujących trzy zupełnie różne fenotypy: u chorych CF z zachowaną funkcją
zewnątrzwydzielniczą trzustki (CF-PS), u chorych z izolowanym CBAVD oraz u

osobników zdrowych. Są wysuwane sugestie, że manifestacja fenotypowajednej
i tej samej mutacji zależeć może od kontekstu molekularnego, w jakim ona się
pojawia: w przypadku R117H czynnikiem takim może być długość odcinka
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polipiiymidynowego (5T lub 7T), występującego w kierunku 3’ od samej mutacji,
któiy zmieniać może wydajność splicingu eksonu 9 genu CFTR (Kiesewetter
i współaut. 1993).

Najczęstszym genotypem związanym z CBAVD jest AF508/R117H; prawie
wszystkie znane heterozygoty złożone z tąjednostką chorobową mająjedną
z tych dwóch mutacji. Aż w 62% badanych przypadków CBAVD udało się
zidentyfikowaćjedną mutację genu CFTR, w 14% zidentyfikowano mutacje obu

kopii tego genu (Hamosii i Cutting 1993). Jak dotąd nie znaleziono ani jednego
przypadku CBAVD homozygotycznego pod względem mutacji genu CFTR — taki

genotyp prawdopodobnie może być związany wyłącznie z CF. Nie wiadomo

również, czy izolowany CBAVD zawsze jest związany z mutacjami genu CFTR.
Ze wszystkich tych danych wynika, że w grupie chorych z CBAVD występuje
pewien określony zestaw mutacji genu CFTR — ponieważ jednak wszystkie
zidentyfikowane tu genotypy występować mogą zarówno w CBAVD, jak i w CF

muszą istnieć jeszcze jakieś inne czynniki modyfikujące ekspresję fenotypową
tych mutacji. Narzucające się w tym momencie pytanie: czy CBAVD jest samo­
istną jednostką chorobową, czy też genitalną formą mukowiscydozy, pozostaje
ciągle bez ostatecznej odpowiedzi. Ewentualnym potwierdzeniem drugiej z tych
możliwości byłby postępujący z czasem rozwój objawów płucnych i/lub trzustko­
wych u pacjentów z CBAVD.

Okazuje się, że również w przypadku jednostronnej agenezji nasieniowodu

(unilateral absence ofvas deferens, UAVD) 43% badanych niepłodnych mężczyzn
było heterozygotycznych pod względem AF508, R117H lub R75Q, ajeden z nich
miał dwóch braci z CBAVD (Mickle i wspólaut. 1993). Znane są również dane

mówiące o podwyższonej częstości niektórych mutacji genu CFTR w niepłodności
męskiej, spowodowanej asteno-, oligo- lub teratozoospermią; jeden z przebada­
nych przypadków azoospermii był heterozygotą złożoną R117H/G55 ID (van der

Ven i współaut. 1993). Wynikałoby z tego, że gen CFTR również może wpływać na

różnicowanie się najądrza oraz na funkcjonowanie nabłonka plemnikotwórczego.
Warto w tym miejscu również wspomnieć kilka pulmonologicznychjednostek

chorobowych. Przewlekła obturacyjna choroba płuc (chronic obstructive pulmo-
nary disease, COPD) jest powodowana przez chroniczne zapalenia oskrzeli lub

rozedmę płuc: często elementem współistniejącym są tu rozstrzenia oskrzeli.

Wiadomo, że w patogenezie tego schorzenia udział swój ma gen a- 1-antytrypsyny
(Kueppers 1992). Badania pod kątem występowania mutacji genu CFTR
u chorych z COPD wykazały, że mamy tu do czynienia z istotnie zwiększoną

• częstością występowania niektórych ze znanych mutacji: AF5O8, R117H,
R1066C, R75Q i kilku innych (Gervais i współaut. 1993b; Pignatti i współaut.
1993). Prawie wszystkie z tych mutacji są zlokalizowane we fragmentach genu
kodujących odcinki transbłonowe białka CFTR (domeny TM). Niektóre z tych
mutacji stwierdzono również u chorych z łagodną postacią mukowiscydozy oraz

z obustronną agenezją nasieniowodów (patrz wyżej). Związek z mutacjami genu
CFTR (heterozygotą złożona AF508/R347H, nosiciele AF5O8) wykazano również
w przypadku uczuleniowej postaci grzybicy kropidlakowej płuc (allergic bron-

cho-pulmonary aspergillosis, ABPA); zależności takiej nie wykryto nato­
miast w przewlekłym zapaleniu oskrzeli powodowanym przez pałeczki Pseudo-
monas (chronic Pseudomonas bronchitis, CPB) (Miller i współaut. 1993).
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Występowanie polipów nosa należy do stosunkowo częstych objawów muko-

wiscydozy. Badania pacjentów z izolowaną polipowatością nosa wykazały obe­
cność takich mutacji genu CFTR, jak G551D, AF5O8 i R553X, z wyraźną
przewagą pierwszej z nich (Burger i wspólaut. 1991). U pacjentów z mukowi-

scydozą polipy nosowe występują w powiązaniu ze wszystkimi badanymi geno­
typami, zarówno PI Jak PS, z częstością wahającą się od 14% (heterozygoty
złożone 1717-1G—> A/AF508) do 40% (W1282X/AF508); jeśli chodzi o homozy-
goty AF508 polipy nosowe występują tu z częstością 16% (Cystic Fibrosis

Genotype-Phenotype Consortium 1993).

PODSUMOWANIE

Na podstawie przedstawionych powyżej wyrywkowych danych, obraz fenoty­
pów mających związek z genem CFTRjawi się jako zestaw różnorodnych mani­
festacji klinicznych jednej choroby, albo teżjako grupa kilku różnychjednostek
chorobowych, mających ze sobą pewne wspólne cechy. Pod względem ogólnej
ciężkości przebiegu klinicznego poszczególnych form choroby (lub chorób),
zauważyć tu można pewne kontinuum: od najcięższych postaci mukowiscydozy
z niewydolnością trzustkową i niedrożnością smółkową (CF-PI, CF-MI), przez
lżejsze postacie mukowiscydozy (CF-PS), polipowatość nosa, po izolowaną obu-
lubjednostronną agenezję nasieniowodów (CBAVD, UAVD) i niepłodności męskie
oraz przewlekłą obturacyjną chorobę płuc (COPD) i uczuleniową grzybicę kro-

pidlakową płuc (ABPA). Nie można wykluczyć, że przynajmniej niektóre z tych
chorób związanych z genem CFTR są współczesną formą ujawniania się prze­
wagi heterozygot, na którym to mechanizmie najprawdopodobniej jest oparta
tak wysoka częstość mukowiscydozy w populacji (Hannson 1988, Romeo
i wspólaut. 1989).

SELECTED ASPECTS OF GENOTYPE — PHENOTYPE RELATIONSHIP

IN CYSTIC FIBROSIS

Summary
A revlcw ofa current knowledge on the relatlonshlp ofvarlous cllnlcal symptoms ofcystic fibrosis

(CF) and genotype of CF paticnts with regard to CFTR gene mutatlons Is presentcd. In the case of

pancreatic disease two groups ofCFTRalleles canbe discerned, corrcsponding to the relatlve severlty
ofthe disease, PI (pancreatic insufficient) and PS (pancreatic sulficient). In pulmonary disease such

a relatlonshlp can hardly be observed and It Is much morę difflcult to define. Several disorders whlch

can be elther treated as separate entitles or as CF-related syndromes have been described: thelr
common feature is a dependence on CFTR gene mutatlons: congenital bllateral absence of vas

deferens, unilateral absence of vas deferens, chronlc obstructlve pulmonary disease, allerglc
broncho-pulmonary aspcrglllosis, nasal polyposls and azoospermlas. The dependence of these

disorders on lndlvldual CFTR mutatlons Is discussed.
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MUKOWISCYDOZA — OD GENU DO TERAPII

WSTĘP

Terapia genowa mukowiscydozy stała się faktem. W USA i Wielkiej Brytanii
w 1993 roku a we Francji rok później rozpoczęto pierwsze próby kliniczne.

Terapię genową w chorobach genetycznie uwarunkowanych prowadzi się obec­
niejeszcze w zespole złożonego braku odporności i rodzinnej postaci hyperchole-
sterolemii. Zgłoszono projekty prób klinicznych w hemofilii i kilku chorobach

lizosomalnych. Ze względu jednak na częstość występowania mukowiscydozy,
jej skutki społeczne i związane z nią spektakularne osiągnięcia biologii moleku­
larnej, zainteresowanie opinii publicznej skupia się właśnie na tej chorobie.

Mukowiscydoza (CF) jest ogólnoustrojową chorobą dzieci i dorosłych, chara­
kteryzującą się nawracającymi infekcjami dróg oddechowych oraz zaburzeniami

procesów trawienia. Patologiczne wytwarzanie gęstego śluzu stanowi w przypad­
ku zalegania w drogach oddechowych podłoże dla infekcji bakteryjnych i jest
przyczyną blokowania przewodów wyprowadzających gruczoły wydzielania zew­
nętrznego. Sukcesem opieki medycznej jest obserwowane przedłużenie życia
chorych na mukowiscydozę. Staje się ona nie tylko chorobą dzieci, a także

dorosłych.
Mukowiscydoza jest chorobą znaną od setek lat. Informacje o chorobie,

występowaniu której towarzyszy słony pot —jedna z cech charakterystycznych
dla mukowiscydozy, można odnaleźćjuż w piśmiennictwie epoki średniowiecza.

Dopierojednak lata trzydzieste XX wieku przyniosły dokładniejszy opis choroby,
a ostatnie osiągnięcia genetyki stwarzają nadzieję na skuteczną terapię. WPolsce

mukowiscydoza bywa opisywana jako torbielowate zwyrodnienie trzustki.
W piśmiennictwie anglosaskim Jest znana pod nazwą cystic fibrosis.

ZASADY DZIEDZICZENIA

Mukowiscydoza Jest chorobą genetycznie uwarunkowaną, dziedziczącą się
w sposób klasyczny, zgodnie z prawami Mendla. Za wystąpienie choroby są
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odpowiedzialne mutacje w genie CFTR, zlokalizowanym w chromosomie siód­
mym. Mukowiscydoza ujawnia się wyłącznie u tych osób, u których mutacje
występują w obu kopiach genu CFTR. Osoby zjedną kopią genu o nie zmienionej
sekwencji (tak zwaną gen dziki) ijedną kopią genu CFTR z mutacją nie wykazują

Rys. 1. Dziedziczenie autosomalne recesywne.

objawów choroby, ponieważ gen dziki dominuje nad genem z mutacją. Osoby
o takim genotypie „przenoszą” jedynie zmutowany gen CFTR.

Fakt wystąpienia choroby u dziecka określa daną rodzinęjako grupę lyzyka
genetycznego, a prwadopodobieństwo urodzenia kolejnego dziecka z mukowiscy-
dozą wynosi 25%. Zarówno ojciec,jak i matka są bowiem nosicielami zmutowanego
genu CFTR. Na kilkadziesiąt tysięcy przebadanych w świecie rodzin, w któiych
wystąpiła mukowiscydoza tylko raz wykazano, że choroba była spowodowana
przez nowo powstałą mutację. We wszystkich pozostałych przypadkach chore
dziecko odziedziczyło zmutowane kopie genu CFTR od swoich rodziców. Zdarza

się jednak (do 1994 roku opisano dwa takie przypadki), że obie kopie zmutowa­
nego genu CFTR pochodzą tylko od jednego z rodziców — od matki.

EPIDEMIOLOGIA

Mukowiscydozajestjedną z najczęstszych chorób monogenowych wśród rasy
białej, gdzie występuje z częstością około 1 na 2500 żywch urodzeń. 4%-5% tej



Mukowiscydoza — od genu do terapii 421

populacji to nosiciele mutacji w genie CFTR. W innych populacjach mukowiscy­
doza jest chorobą rzadko spotykaną. Wśród Murzynów w USA występuje
z częstością 1 na 17 tys., a wśród Azjatów spotyka sięjąjeszcze rzadziej, bo

1na90tys.
Szacuje się, że w roku 1994 żyje na świecie ponad 50000 ludzi, głównie dzieci,

chorych na mukowiscydozę. W Polsce rodzi się rocznie około 200 dzieci dotknię­
tych tą chorobą. Około dwóch milionów Polaków, w równym stopniu mężczyzn
i kobiet, jest nosicielami zmutowanego genu CFTR.

GEN CFTR — JEGO FUNKCJA I STRUKTURA

W 1985 roku dość przypadkowo określono w długim ramieniu chromosomu
7 przybliżone położnie genu, którego defektjest odpowiedzialny za wystąpienie
mukowiscydozy. W cztery lata później gen ten —już o nazwie CFTR — został
dokładnie zbadany i opisany. Poznano częściowo jego strukturę, określono

przybliżoną funkcję kodowanego w nim białka, znaleziono mutacje odpowiedzial­
ne zajego nieprawidłowe działanie.

Sklonowaniu genu CFTR towarzyszyła bardzo silna konkurencja dwóch
ośrodków: amerykańskiego i brytyjskiego. Anglicy zakończyli współzawodnictwo
falstartem. Zespoły naukowców kierowane przez Lap-ChiTsui z Toronto i Francisa
Collins z Michigan zostali nie koronowanymi, póki co, zwycięzcami.

FUNKCJA GENU CFTR

Gen CFTR koduje białko złożone z 1480 aminokwasów o masie cząsteczkowej
około 170 kilodaltonów (kD). Angielska nazwa tego polipeptydu (cystic fibrosis
transmembrane regulator, CFTR) nawiązuje do funkcji, jaka pierwotnie była mu

przypisywana. Obecnie wiadomo, że białko CFTR pełni rolę kanału chlorkowego
w komórkach nabłonkowych dróg oddechowych i gruczołów wydzielania zewnę­
trznego.

W strukturze białka CFTR wyróżnia się szereg charakterystycznych fragmen­
tów, tak zwanych domen. Pozycję centralną zajmuje domena regulacyjna. Po
obu stronach znajdują się domeny wewnątrzbłonowe i domeny wiążące nukleo-

tydy. Domeny wewnątrzbłonowe zakotwiczają białko w strukturze błony komór­
kowej. a domeny wiążące nukleotydy i domena regulacyjna są odpowiedzialne
za otwieranie i zamykanie kanału, przy czym domena regulacyjna działa jak
korek zasłaniający wejście do kanału.

STRUKTURA GENU CFTR

Gen CFTRjestjednym z większych genów człowieka. Liczy około 250 tysięcy
nukleotydów. Dwukrotnie przewyższa go swoją wielkością gen SCA1, którego
defekt jest odpowiedzialny za ataksję rdzeniowo-móżdżkową, a prawie dziesię­
ciokrotnie większyjest gen DMD, mutacje którego wywołują dystrofię mięśniową
typu Duchenne’a i Beckera.

Budowa genu CFTRjest podobna do większości genów ludzkich. W sekwencji
nukleotydów genu wyodrębnia się tak zwane eksony i introny. W swej strukturze
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gen CFTR ma 27 eksonów o wielkości zróżnicowanej od 38 do 724 nukleotydów.
Wielkości intronów wahają się natomiast od 1,1 tysiąca do 40 tysięcy nukleoty­
dów. mRNA CFTR czyli matryca, z której jest produkowane białko (odzwierciedla
gen złożonyjedynie z eksonów) stanowi jedynie około 2,5 % całego genu CFTR.

Warto może w tym miejscu przypomnieć, że za rozszyfrowanie „nieciągłego”
sposobu zapisu informacji genetycznej Sharp i Roberts otrzymali w 1994 roku

Nagrodę Nobla.

Typ budowy białka CFTR (dwie domeny wewnątrzbłonowe, dwie domeny
wiążace nukleotydy) sugeruje, że sam gen powstał w wyniku podwojenia frag­
mentu DNA. Świadczyć o tym może również i to, że w przypadku eksonów

kodujących domeny wiążące nukleotydy obserwuje się bardzo wysoką zgodność
w sekwencji.

MUTACJE I WARIANTY POLIMORFICZNE GENU CFTR

Do końca 1994 roku w genie CFTR opisano blisko 500 różnych mutacji
odpowiedzialnych za modyfikację lub brak Jego funkcji. Większość z nich to

mutacje punktowe, zmieniające sens zapisu informacji genetycznej. Oznacza to,
że w polipepŁydzie, w miejscu odpowiadającym wystąpieniu mutacji, jest wbu­
dowany inny niż normalnie aminokwas. Inny typ mutacji punktowych, również

często występujący w genie CFTR, tak zwane mutacje nonsens, zatrzymują
powstawanie pełnego polipeptydu.

Mutacje typu zmiany sensu stanowią około 45% wszystkich znanych mutacji
w genie CFTR, mutacje nonsens około 18%, małe insercje/delecje (wstawie-
nie/ubytek) około 23%, a mutacje na złączach intron/ekson, w wyniku któiych
błędnie są wycinane introny, około 14%. W genie CFTR, w odróżnieniu do

wspomianego wyżej genu DMD, wielkie delecje stanowią rzadkość. Największa
znana delecja, około 40 tysięcy nukleotydów obejmuje eksony od 11 do 18.

Rozkład mutacji w genie nie jest równomierny. Większość mutacji koncen­
truje się w eksonach kodujących domeny wiążące nukleotydy i w domenie

regulacyjnej.
Oprócz mutacji w genie CFTR opisano szereg tak zwanych wariantów poli-

morficznych. W ten sposób są określane zmiany w sekwencji nukleotydów,
których wystąpienie nie pociąga za sobą zmian w sekwencji aminokwasów. Może
tak się zdążyć, gdyż większość aminokwasów wchodzących w skład białekjest
kodowanych przez kilka różnych trójek nukleotydów, stanowiących podstawową
jednostkę informacji genetycznej. Różne typy zmian polimorficznych są wykry­
wane również w sekwencjach genu nie kodujących informacji o białku, na

przykład w intronach.

MUTACJA AF508

Najczęściej występującą mutacją w genie CFTRjest trójnukleotydowa delecja
w eksonie 10. W wyniku tej mutacji z sekwencji nukleotydów zostaje usunięty
kodon CTT, a w konsekwencji i aminokwas fenyloalanina w pozycji 508 łańcucha

polipeptydowego CFTR. Powstający produkt jest krótszy tylko o jeden amino­
kwas, ale białko nie posiadajuż zdolności do osiągania w komórce odpowiedniej
dla niego lokalizacji.
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Mutacja AF508jest odpowiedzialna średnio za około 70% wszystkich mutacji
w genie CFTR. W częstości jej występowania obserwuje się jednak znaczne

różnice geograficzne. Przykładowo częstość występowania delecji F508 wśród
Turków określono na 30%, a u Duńczyków na blisko 90%. Obserwowany
w Europie malejący gradient częstości występowania mutacji AF508 z północ­
nego zachodu na południowy wschód stał się podstawą do określenia dróg
rozprzestrzenienia się tej mutacji. Uważa się, że mutacja AF508 „rozchodziła” się
w Europie wraz migracją ludów przybyłych ze wschodu lub z centrum konty­
nentu.

Badania genu CFTR przeprowadzone u Basków, najstarszej powstałej
w paleolicie populacji europejskiej wskazują, że mutacja ta istniałajuż wtedy
w tej populacji. Szacuje się, że mutacja AF508 powstała nie później niż 53000
lat temu. Takie określenie czasu powstania mutacji jest możliwe na podstawie
prześledzenia rodzaju i tempa zmian mutacyjnych i polimorficznych w danej
sekwencji nukleotydów w DNA.

Większość z pozostałch blisko 500 mutacji opisanych dla genu CFTR to

mutacje rzadkie, specyficzne dla danej rodziny. Pewnym wyjątkiem są mutacje,
charakterystyczne dla grupy etnicznej populacji, to znaczy występujące w niej
z dużo większą częstością niż gdzie indziej. Swoiste mutacje, których częstość
występowania przekracza 5%, stwierdzono u Francuzów z Quebecu, Żydów
Aszkenazyjskich, czy populacji pochodzenia celtyckiego w Irlandii i Szkocji.

CZĘSTOŚĆ MUTACJI W GENIE CFTR W POLSCE

Badania molekularne w kierunku mukowiscydozy w Polsce są prowadzone
zasadniczo w dwóch ośrodkach: w Instytucie Matki i Dziecka w Warszawie
i w Zakładzie Genetyki Człowieka w Poznaniu. W obu tych ośrodkach rutynowo
identyfikuje się najczęściej występujące mutacje w genie CFTR. Przeprowadzone
do tej pory badania dla ponad 300 chorych na mukowiscydozę wskazują, że

obecnie jest możliwa identyfikacja niespełna 70% wszystkich mutacji w tym
genie (mutacja AF508 jest w Polsce odpowiedzialna za 54% defektów w genie
CFTR).

GENOTYP A FENOTYP

Zaproponowany ostatnio podział mutacji w genie CFTR obejmuje zarówno

rodzaj zmiany molekularnej, jak i spodziewane konsekwencje komórkowe.
Pierwsza kategoria mutacji to te, które wpływają na produkcję białka. Zalicza

się do nich głównie mutacje typu nonsens, w wyniku których obserwuje się
całkowity brak białka lub też obecność jedynie fragmentu polipeptydu kodowa­
nego w genie CFTR. Kategoria druga, to mutacje zakłócające zdolność do

właściwej lokalizacji białka w komórce. Kategoria trzecia to mutacje zmieniające
regulację, a kategoria czwarta zmieniające specyficzność kanału chlorkowego.

Spośród opisanych wyżej klas mutacji wydzielono mutacje „silne” i „łagodne”.
Mutacje „silne” koncentrują się w eksonach kodujących domeny wiążące nu-

kleotydy i przeważnie zaliczają się do kategorii mutacji decydujących o produkcji
białka lub Jego właściwej lokalizacji w komórce (na przykład mutacja AF508).
Towarzyszące im ostre objawy kliniczne ze strony trzustki i dróg oddechowych
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decydują o szczególnie ciężkim przebiegu choroby. Grupa mutacji „łagodnych”
skupia z reguły mutacje zmieniające specyficzność działania kanału chlorkowe­
go. Towarzyszą im niewielkie zmiany płucne, a choroba z regułyjest wykrywana
w późniejszym wieku.

Jak zaznaczono wcześniej, mukowiscydoza jest uwarunkowana wystąpie­
niem mutacji w obu kopiach genu CFTR. Badania prowadzone w ponad 100
ośrodkach w wielu krajach świata umożliwiają obecnie stwierdzenie, że

w układzie mutacja „silna”/mutacja „łagodna” efekt tej drugiej jest dominujący.
Na przedstawiony wyżej obraz ekspresji poszczególnych mutacji nakładają

się również inne mechanizmy molekularne. Okazuje się bowiem, że nie bez
znaczeniajest „tło genetyczne”, najakim występuje określona mutacja. Poprzez
„tło” określa się zmiany polimorficzne występujące w otoczeniu danej mutacji.
Podkreśla to złożoność korelacji fenotyp — genotyp.

NIETYPOWE FORMY MUKOWISCYDOZY

Jedną z cech klinicznych, charakterystycznych dla mukowiscydozy, jest
bezpłodność mężczyzn. Z pewnym zaskoczeniem przyjęto wyniki badań moleku­
larnych, prowadzonych w klasyfikowanymjako oddzielnajednostka chorobowa,
wrodzonym braku nasieniowodów. Okazało się bowiem, że u ponad 60% męż­
czyzn z tym zespołem stwierdza się występowanie mutacji typu AF508, z czego
u 1/10 wykryto równocześnie inną mutację (z kategorii „łagodnych”) w drugiej
kopii genu CFTR.

Występowanie mutacji w genie CFTR opisano również dla kilku innych
zespołów. Być może jest zasadne klasyfikowanie wszystkich tych zespołów
jako mukowiscydozy z różnym stopniem nasilenia określonych objawów klini­
cznych.

DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA

Obraz kliniczny decyduje o rozpoznaniu mukowiscydozy. Różne typy testów

trzustkowych, ocena zmian płucnych, czy określanie stężenia chlorków w pocie
są w dalszym ciągu podstawowymi kryteriami diagnostycznymi. Pamiętać jed­
nak należy, że poszczególne objawy, jak chociażby słony pot towarzyszą i innym
schorzeniom, na przykład mukopolisacharydozom, hypotyroidyzmowi czy dys-
plazji ektodermalnej oraz, że opisano szereg przypadków mukowiscydozy, gdzie
stężenie elektrolitów nie odbiegało od normy.

ANALIZA DNA W DIAGNOSTYCE

Szególne miej sce w rozwoj u technik biologii molekularnej, przypada technice

łańcuchowej reakcji polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR), która

swojemu wynalazcy Ch. Mullis‘owi przyniosła w 1994 roku Nagrodę Nobla.

Dzięki reakcji PCR istnieje możliwość analizy DNA, źródłem którego jest, na

przykład, pojedyncza komórka włosa czy fragmenty zmumifikowanych tkanek.
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Przy identyfikacji mutacji w genie CFTR stosuje się różne metody badawcze.
We wszystkich tych technikach pierwszyn etapemjestjednak zawsze powielenie
specyficznego fragmentu DNA w reakcji PCR.

WERYFIKACJA ROZPOZNANIA KLINICZNEGO

Takjak i w innych chorobach dziedzicznych pełna weryfikacja rozpoznania
klinicznego jest możliwa tylko na poziomie molekularnym. W mukowiscydozie
taką weryfikację zapewnia identyfikacja mutacji w obu kopiach genu CFTR.
W populacji polskiej weryfikacja rozpoznania możliwa jest dla około połowy
diagnozowanych przypadków. Wynika to ze stosunkowo niskiej, poniżej 70%,
częstości wykrywania mutacji w genie CFTR.

BADANIE NOSICIELSTWA MUTACJI W GENIE CFTR

Oprócz weryfikacji rozpoznania klinicznego analiza DNA umożliwia ustalanie
nosicielstwa zmutowanego genu. Pierwszym etapem badania nosicielstwa Jest
zawsze próba identyfikacji mutacji. W przypadku jednak, gdy nie udaje się
zidentyfikować mutacji, jest możliwe tak zwane badanie rodzinne. W analizie tej
korzysta się z markerów genetycznych, którymi z reguły są zmiany polimorficzne
zlokalizowane blisko lub wewnątrz genu CFTR. Metoda zakłada wspólne dziedzi­
czenie (sprzężenie) danego markera z mutacją w genie CFTR. Prześledzenie

sposobu dziedziczenia się analizowanych markerów zarówno od strony matki,
jak i ojca chorego „przekłada” się na sposób dziedziczenia zmutowanego genu,
co stwarza możliwość ustalenia nosicielstwa w badanej rodzinie. Ten typ analizy
DNA nie weryfikuje rozpoznania klinicznego, ponieważ na nim właśnie bazuje.
Analiza sprzężonych z genem markerów może być wykorzystywana również
w diagnostyce prenatalnej choroby.

DIAGNOSTYKA PRENATALNA

Do czasu wprowadzenia do diagnostyki mukowiscydozy analizy DNA prze­
prowadzenie badania prenatalnego było możliwe dopiero w trzecim trymestrze
ciąży. Wykorzystywano w nich wykazaną korelację pomiędzy obecnością
mukowiscydozy u płodu a obniżeniem poziomu niektórych enzymówjelitowych
w płynie owodniowym, uzyskanych drogą amniopunkcji. Po wprowadzeniu
technik molekularnych metoda ta, obarczona dość dużym błędem, została

prawie całkowicie zaniechana.
Badanie molekularne, zarówno identyfikacjamutacji, jaki analiza markerów

polimorficznych, jest możliwe już w pierwszym trymestrze ciąży. Ryzyko poro­
nienia związane z pobraniem materiału jest porównywalne do amniopunkcji
i wynosi l%-2%. Badania prenatalne w mukowiscydozie są wykonywane
w Polsce bardzo rzadko. Przykładowo na przestrzeni ostatnch pięciu lat analizę
DNA w badaniu prenatalnym wykonano jedynie w 11 przypadkach.

Możliwości jakie dają techniki biologii molekularnej wydają się być nieogra­
niczone. Opisano, na przykład, diagnostykę preimplantacyjną mukowiscydozy,
podczas której wykonano identyfikację mutacji AF508 analizując DNA wyizolo­
wany z pojedynczej komórki czterokomórkowego ludzkiego zarodka.
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LECZENIE

Leczenie mukowiscydozy wymaga działań kompleksowych i jest w dalszym
ciągu leczeniem typu objawowego. Do leczenia typu podstawowego należy zali­
czyć przede wszystkim stosowanie diety wysokoenergetycznej, zabezpieczającej
organizm przed wyniszczeniem. W przypadku niedoboru enzymów trzustkowych
podaje się odpowiednie preparaty enzymatyczne, a w zwalczaniu zakażeń bakte­
ryjnychjest stosowana antybiotykoterapia. Ważne miejsce przypada fizykotera­
pii, która obejmuje terapię inhalacyjną i drenaż oskrzeli, w czasie którego usuwa

się zalegającą w drogach oddechowych wydzielinę. Przeszczep płuc czy też

płuco-serca, stosowany w zasadzie wyłącznie w USA w bardzo zaawansowanych
przypadkch mukowiscydozy, trudno zaliczyć do metod rutynowych.

NOWE KONCEPCJE TERAPEUTYCZNE

Zasługujące na uwagę nowe koncepcje farmakologiczne kocentrują się prze­
ważnie na upłynnianiu śluzu, zalegającego drogi oddechowe chorych namuko-

wiscydozę. Również na tym polu można mówić o osiągnięciach inżynierii gene­
tycznej. Jednym z głównych składników śluzu jest DNA, pozostałość po leuko­
cytach zaangażowanych w zwalczanie infekcji bakteryjnych. Od niedawna sto­
sowany enzym DNaza, fragmentując DNA nawet do pojedynczych nukleotydów
przyczynia się do zmniejszenia lepkości i łatwiejszego wydalania śluzu. Preparat
ten podaje się chorym donosowo, w postaci aerozolu. Otrzymuje się go w procesie
biotechnologicznym, w którym pierwszym etapem było wyodrębnienie ludzkiego
genu. Innym bioproduktem, znajdującym zastosowanie w leczeniu chorych na

mukowiscydozę, jest ludzka ai-antytrypsyna, zmniejszająca stan zapalny dróg
oddechowych. Upłynnianie śluzu osiąga się również na drodze podawania
diuretyku, jakimjest amylorid. Blokując pobiernie jonów sodowych przyczynia
się on do większego uwodnienia śluzu.

Opisane wyżej nowe sposoby terapii nie przynoszą pełnego powrotu do
zdrowia i są niestety bardzo drogie. Przykładowo roczne leczenie preparatem
DNAzy, poprawiające usuwanie śluzu z dróg oddechowych, kosztuje ponad
10000 doi. USA. Fakty te dodatkowo zitensyfikowały zainteresowanie i nadzieje,

jakie łączy się z terapią genową mukowiscydozy.

SOMATYCZNA TERAPIA GENOWA

Sklonowanie genu CFTR stało się sygnałem dla podjęcia prób w kierunku

terapii genowej mukowiscydozy. Szybko wykazano, że „sztuczny” gen (dokładniej
cDNAgenu CFTR—czyli sekwencja genu pozbawiona intronów, odpowiadająca
jego mRNA) jest zdolny do ekspresji białka CFTR w hodowlach tkankowych oraz,
że tylko 6%-8% normalnego poziomu mRNA wystarcza do pełnego zrekompenso­
wania skutków mutacji. Sprzyjającą okolicznością była również możliwość po­
dawania genu bezpośrednio do tkanek nabłonkowych dróg oddechowych, na

przykład poprzez inhalację odpowiednio przygotowaną mieszaniną aerozolu.
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Opisywana w tym artykule terapia genowa mukowiscydozyjest typem lecze­
nia zachowawczego. „Naprawie” nie ulegają bowiem linie płciowe, będące
źródłem komórek rozrodczych. Kobiety (mężczyźni z mukowiscydozą są nie­
płodni) mogą przekazywać więc zmutowane geny CFTR następnemu pokoleniu.
Faktyczny efekt wyleczenia mukowiscydozy można by osiągnąć w tak zwanej
terapii germinalnej (tj. manipulacji genetycznych w komórkach rozrodczych lub

pierwszych stadiach zarodka). W wielu krajach ten typ manipulacji genetycz­
nychj estj ednak zabroniony.

Od samego początku eksperymentów z somatyczną terapią genową ukształ­
towały się dwie koncepcje podawania genu. Francuzi i Amerykanie zapropono­
wali użycie Jako nośnika odpowiednio zmodyfikowanego adenowirusa wykorzy­
stując Jego naturalne powinowactwo do komórek nabłonkowych wyścielających
drogi oddechowe. Pomysł Brytyjczyków polegał na wykorzystaniu jako nośnika

liposomów. Zanim przystąpiono do prób klinicznych, wykonano jednak szereg
eksperymentów na zwierzętach.

MODEL ZWIERZĘCY

Niektóre ze znanych u ludzi chorób genetycznych mają swoje naturalne

odpowiedniki wśród zwierząt. Tak zwany królik Watanabe to królik z hypochole-
sterolemią rodzinną (defekt genu kodującego receptor LOL). Seter irlandzki
z defektem genu kodującego czynnik VIII to model dla hemofilii A.

Mukowiscydoza nie ma swojego naturalnego modelu zwierzęcego, należało

go więc skonstruować. Gen cftr u myszy sklonowano wkrótce po sklonowaniu

genu człowieka. Około 80% sekwencji obu genów okazało się być identyczne,
a w niektórych eksonach zgodność przekraczała 90%. Kolejnym etapem
w konstrukcji modelu zwierzęcego mukowiscydozy było wprowadzenie mutacji
do mysiego genu cftr. Doświadczenia tego typu wykonano w kilku różnych
laboratoriach. Okazało się, że w zależności od zastosowanej techniki unieczyn-
nianiagenu, myszy różniły się cechami klinicznymi. Dominującą cechą u myszy
z defektem obu kopii genu cftr były objawy ze strony przewodu pokarmowego.
Objawy płucne, tak niebezpieczne dla życia ludzi, u myszy prawie zupełnie nie

występowały. Niemniej stworzony został model zwierzęcy dla eksperymentalnej
terapii genowej.

Doświadczenia na zwierzętach wykazały, że gen CFTR, podany drogą inha­
lacyjną do komórek nabłonkowych ulega pełnej ekspresji oraz że zarówno

wirusy, jak i liposomy nie stanowią zagrożenia dla człowieka. Jedynym utrud­
nieniem, charakterystycznym dla obu nośników była konieczność podawania
nowego preparatu genu CFTR w odstępach kilkutygodniowych, gdyż był natu­
ralnie eliminowany z organizmu wraz ze złuszczającym się nabłonkiem.

PRÓBY KLINICZNE

Pierwsze podanie genu CFTR osobie chorej na mukowiscydozę miało miejsce
w USA w kwietniu 1993 roku. Po uzyskaniu zgody amerykańskiego Narodowego
Instytutu Zdrowia (NIH) w zespole R. Crystala wprowadzono w adenowirusie

funkcjonalny gen CFTR 23-letniemu mężczyźnie z zaawansowaną mukowiscy­
dozą, u którego wykryto dwie mutacie AF508. W tym samym roku Brytyjczycy



428 Jerzy Bal, Dorota Maciejko

podali liposomy z genem CFTR grupie -dziewięciu chorych. Pierwsze próby
kliniczne koncentrują się na określeniu dawki genu i bezpieczeństwa terapii.
Zarówno w przypadku terapiii, gdzie nośnikiem genu CFTRjest adenowirus, jak
i w przypadku liposomów nie stwierdzono żadnych skutków ubocznych. Wstę­
pne wyniki badań elektrochemicznych wskazują na wzrost przewodnictwajonów
chlorkowych. Brakjest informacji przesądzających o powodzeniu lub też niepo­
wodzeniu tak prowadzonej terapii genowej.

Próby kliniczne z terapią genową w mukowiscydozie prowadzi kilka zespołów
amerykańskich, jedna grupa w Wielkiej Brytanii ijedna we Francji (od 1994 r.).
Rozwijane są nowe typy nośników wirusowych dla genu CFTR. Myśli się jednak
i o innych typach leczenia. Jeden z projektów przewiduje podawanie chorym
w liposomach nie genu a samego białka CFTR.

ZAKOŃCZENIE

Wiedza o podłożu molekularnym mukowiscydozy stała się podstawą do

wprowadzania terapii genowej w leczeniu tej choroby. Nie znaczy to jednak, że

wszystkie zagadki zostały rozwiązane. Bez odpowiedzi pozostaje na przykład
pytanie, jaki czynnik selekcyjny doprowadził do tak wysokiej częstości występo­
wania w populacji ludzkiej mutacji w genie CFTR? Najbardziej przekonywująca
z teorii próbuje łączyć nosicielstwo mutacji w tym genie z odpornością na

biegunki wywoływane przez bakterie jelitowe, na przykład niektóre szczepy
Escherichia colL Główną przyczyną śmiertelności powodowaną przez biegunki
jest odwodnienie organizmu. Nosiciele mutacji, u których wypływ jonów chlor­
kowych wraz z wodąjest znacznie obniżony, byliby więc na te biegunki bardziej
odporni niż osoby, u których obie kopie genu CFTR funkcjonują normalnie.

Dlaczego jednak wysoka częstość mutacji w genie CFTR jest cechą jedynie
populacji białej trudno w dalszym ciągu wyjaśnić.

Dzięki osiągnięciom biologii molekularnej stale powiększa się grupa chorób

genetycznie uwarunkowanych, których leczenie staje się możliwe. Również
w profilaktyce tych chorób, w której do niedawna Jedyną możliwością była
rezygnacja z prokreacji, obserwuje się znaczący postęp. Przykładem profilaktyki
pierwotnej, to znaczy zapobiegającej wystąpieniu danej wady, jest podawanie
kobietom w okresie przedkoncepcyjnym i po zajściu w ciążę wysokich dawek
kwasu foliowego. Jak wykazano w około 70% przypadków redukuje to możliwość

wystąpienia u płodu wady cewy nerwowej.
Typem działań profilaktycznych są badania przesiewowe umożliwiające iden­

tyfikację nosicieli zmutowanego genu. Jak się okazuje, fakt ustalenia nosiciel­
stwa danej mutacji w połączeniu z nowoczesnymi możliwościami diagnostyczny­
mi może przynieść zaskakujący rezultat. Zainicjowane w 1970 roku badania

przesiewowe w chorobie Tay-Sachsa i p-talasemii po 20 latach przyniosły
20-krotną redukcję występowania obu chorób w populacjach objętych badania­
mi.

W mukowiscydozie badania przesiewowe w kierunku nosicielstwa mutacji
w genie CFTR są w pełni możliwe i opłacalne w populacjach, dla których poziom
wykrywalności mutacjijest wysoki. W pozostałych, w tym w Polsce, społeczność
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naukowa apeluje o prowadzenie tego typu badań, przynajmniej w rodzinach

ryzyka genetycznego.
W wielu krajach rodziny iyzyka genetycznego skupiają się w Towarzystwach

Chorych na Mukowiscydozę. Towarzystwa te popularyzują wiedzę o chorobie,
metodach jej leczenia i diagnostyki, wydają własne czasopisma i informatory,
organizują pomoc socjalną. W krajach zachodnich, szczególnie w USA, Towarzy­
stwo Rodzin CF stanowi niebagatelną grupę nacisku na administrację lokalną
i federalną, finansuj ąc w znacznym stopniu również badania naukowe. W Polsce,
w Rabce od kilku lat działa towarzystwo o podobnym profilu. Działa również
Polska Grupa Robocza Mukowiscydozy skupiająca lekarzy różnych specjalności,
rehabilitantów i biologów zajmujących się między innymi diagostyką molekular­
ną tej choroby.

Chcielibyśmy bardzo serdecznie podziękować Panu Docentowi Taduszowi
Mazurczakowi oraz Kolegom z Zakładu Genetyki Instytutu Matki i Dziecka za

cenne uwagi, którymi służyli nam w czasie pisania tego artykułu.

CYSTIC FIBROSIS FROM GENE TO THERAPY

Summary
The alm of this presentation is to summarize the recent knowladge about cystic fibrosls, one of

the most common autosomal rccesslve genetic disordes which occurs in Caucasians. Molecular basls
ofthe dlsease and diagnostlc posslbllttles are presented. The recent trends ln the treatment ofcystic
fibrosls patients lncludlng somatlc gene therapy are discussed.

LITERATURA

BalJ., 1991. Molekularnepodłoże mukowiscydozy. Postępy Biochemii 37, 153-158.
Skibińska A., WittM., 1992. Molekularne podstawy mukowiscydozy. Postępy Biologii Komórki 19,

263-273.
Midro A. T., Kulczyński L. L., Śledziewski A., 1993. Perspektywy zastosowania terapii genowej w

mukowiscydozie. Post. Hlg. Med. Doś. 47, 221-230.
Tyrakowski T., 1993. Prawidłowa i zaburzonafunkcja kanału chlorkowego CFTR — biochemiczna

analiza mukowiscydozy. Postępy Biochemii 39, 25-32.
BalJ., 1994. Mukowiscydoza — podstawy wprowadzenia somatycznej terapii genowej. Postępy

Biochemii 40, 86-90.





KOSMOS1994, 43 (3/4): 431-443
PL ISSN 0023-4249

Polskie
Towarzystwo

Przyrodników
im.' Kopernika.

Jadwiga JARUZELSKA

Zakład. Genetyki Człowieka PAN,
Strzeszyńska 32, 60-479 Poznań,

FENYLOKETONURIA — OD GENOTYPU DO KLINIKI

FENYLOKETONURIA (PKU) — GENETYCZNIE UWARUNKOWANY

BLOK METABOLIZMU

Hydroksylaza fenyloalaniny (PAH 4-monooksygenaza fenyloalaninowa EC

1.14.16.1) katalizuje w wątrobie reakcję hydroksylacji fenyloalaniny do tyrozyny
przy udziale tetrahydrobiopteiynyjako kofaktora. Obniżona aktywność lub brak

aktywności tego enzymu prowadzi do hiperfenyloalaninemii — HPA (wzrostu
stężenia fenyloalaniny) oraz ketopochodnych fenyloalaniny we krwi. Wysokie
stężenie tych związków jest toksyczne dla mózgu i powoduje w konsekwencji
głębokie upośledzenie umysłowe. Ten defekt metabolizmu wraz z towarzyszący­
mi mu objawami klinicznymi został wykryty w 1934 roku (Foelling 1934)
a w późniejszym czasie dokładniej scharakteryzowany biochemicznie pod
nazwą fenyloketonuria (PKU), (Jervis 1953). PKU jest chorobą o autosomal-

nym i recesywnym typie dziedziczenia (Penrose 1935), jedną z najczęstszych
genetycznie uwarunkowanych wad metabolizmu w populacjach europejskich
(1:10000 urodzeń, w Polsce — 1 : 5000 urodzeń). Opracowanie i upowszechnie­
nie diety ubogiej w fenyloalaninę znacznie złagodziło kliniczne skutki tego bloku

metabolicznego (Bickel i współaut. 1954). Z kolei, wprowadzenie testu przesie­
wowego, w któiym jest oceniane stężenie fenyloalaniny we krwi noworodków,
pozwoliło na bardzo wczesne wykrywanie defektu. Dzięki temu wprowadzenie
diety ubogiej w fenyloalaninęjest możliwe w pierwszych dwóch tygodniach życia
(Guthrie i Susi 1963).

HETEROGENNOŚĆ KLINICZNA PKU

Bardziej szczegółowe badania dzieci z pozytywnym wynikiem testu Guthrie-

go wykazały, iż w rzadkich przypadkach HPA nie Jest spowodowana niedoborem
PAH lecz uszkodzony jest inny enzym zaangażowany w reakcji hydroksylacji.
Jest nim najczęściej reduktaza dwuhydropteiydyny regenerująca kofaktor PAH

(Kaufman i współaut. 1975). Niniejszy przegląd dotyczy wyłącznie niedoborów
PAH. Wykazano, że HPA spowodowana niedoborem PAH i opisana wcześniej pod

Praca w części finansowana przez Komitet Badań Naukowych. Numer projektu badawczego 405209101.
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nazwą PKU stanowi grupę zróżnicowanych klinicznie fenotypów o różnym
stopniu tolerancji spożywanej z pokarmem fenyloalaniny. Ze względów prakty­
cznych podzielono dzieci z HPA na trzy grupy. Pierwsza grupa to dzieci z PKU

klasyczną (classical PKU), u których poziom fenyloalaniny we krwi przekracza
1200 pmol/L, tolerancja fenyloalaniny w wieku 5 lat wynosi 10-20 mg/kg/dzień

i aktywność PAH jest poniżej 1% poziomu prawidłowego. Do drugiej grupy
zaliczono dzieci z łagodną PKU (mild PKU), u których poziom fenyloalaniny we

krwi wynosi 600-1200 pmol/L, tolerancja fenyloalaniny w wieku 5 lat wynosi
20-50 mg/kg/dzień i aktywność PAH jest od 1% do 3%. Wreszcie trzecia grupa
dzieci z tak zwaną HPA przetrwałą (persistant HPA), u których poziom fenyloala­
niny we krwi wynosi 600 pmol/L lub mniej, tolerancja fenyloalaniny 50-100

mg/kg/dzień i aktywność PAH waha się w granicach od 3% do 6%. Niezależnie
od sposobu klasyfikacji niedoborów PAH jest bardzo istotna trafna ocena, czy
dziecko o pozytywnym wyniku testu Guthriego wymaga diety dla prawidłowego
rozwoju. Dieta uboga w fenyloalaninę jest odpowiednia, jeżeli u dziecka przy
zachowaniu prawidłowego wzrostu i rozwoju stężenie fenyloalaniny w surowicy
wynosi około 300 pmol/L. Osiągnięcie tego celu wymaga stałej kontroli przez
lekarza prowadzącego i bardzo częstych analiz stężenia fenyloalaniny we krwi

(GUETTLER 1984).

PROBLEMY OPIEKI NAD DZIEĆMI Z PKU I POSZUKIWANIA

NOWYCH FORM TERAPII

Wprowadzenie i upowszechnienie testu przesiewowego Guthriego wyelimino­
wało najpoważniejszy objaw kliniczny PKU, to znaczy głębokie upośledzenie
umysłowe dziecka, jednak problem PKU nie został jeszcze w pełni rozwiązany.
Pomimo leczenia dzieci obarczonych PKU od pierwszych tygodni życia, ich iloraz

inteligencji IQ nie osiąga normy. Ponadto, obserwuje się u tych dzieci trudności
w uczeniu się oraz problemy psychologiczne i emocjonalne w okresie dojrzewa­
nia. Dlatego obecnie panuje tendencja aby dietę, przynajmniej w części przypad­
ków, stosować do końca życia. Osiągnięcie precyzji w przestrzeganiu diety jest
jednak bardzo obciążające dla chorego dziecka oraz jego rodziców. Wreszcie,
istotny problem stanowi tak zwana PKU matczyna (matemal PKU). Dotyczy
kobiet z PKU, które, aby urodziły zdrowe dziecko, powinny przed poczęciem
ponownie dietę zastosować. Problemy związane z PKU zależą od populacji,
w której występuje. Wskazuje na to między innymi zróżnicowana częstość PKU

w populacjach europejskich i pozaeuropejskich. W niektóiych krajach odbiega
ona znacznie od średniej częstości europejskiej (1 : 10000). Na przykład w Turcji
częstość występowania PKU wynosi aż 1 : 2600 urodzeń, natomiast w Szwecji
1:30000. W Polsce częstość PKU w ostatnich kilku latach wynosiła 1 : 5000
urodzeń (Jaruzelska i współaut. 1991). Na obecnym poziomie wiedzy trudno

wytłumaczyć tak duże różnice częstości. W Turcji jedną z przyczyn wysokiej
częstości PKU jest znaczna liczba małżeństw krewniaczych (Konecki i Lichter-
Konecki 1991). Częstości poszczególnych fenotypów HPA są różne w różnych
populacjach. Częsty w populacjach zachodniej i środkowo-wschodniej Europy
jest trudniejszy w leczeniu fenotyp klasyczny, natomiast na południu Europy
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przeważa fenotyp łagodny. Zanim bardziej skuteczna metoda leczenia PKU

będzie w zasięgu lekarzy kliniki, ważną rolę będą odgrywały nadal działania

prewencyjne. Stąd opracowanie masowych, precyzyjnych i jednoznacznych
metod oznaczania nosicielstwa u dzieci posiadających rodzeństwo z PKU oraz

oznaczanie nosicielstwa w populacji wydaje się mieć ważne znaczenie (Levy
1989).

OCZEKIWANIA WOBEC BADAŃ GENU PAH

Sklonowanie cDNA PAH otworzyło nowy rozdział w historii badań PKU (Woo
i współaut. 1983). PAHjestjednym z pierwszych sklonowanych genów warun­
kujących chorobę genetyczną człowieka. Opis sklonowania genu, jego struktury
oraz zastosowanie markerów RFLPs genu w diagnostyce molekularnej PKU

przedstawiono w poprzednich przeglądach (Jaruzelska 1989, Jaruzelska
i Słomski 1990). Wobec problemów związanych z opieką nad rodzinami z PKU
skolonowanie cDNA PAH stwarzało obiecujące perspektywy. Otwierało ono

możliwości analizy sekwencyjnej nieprawidłowych alleli. Szerokie pod względem
klinicznym i biochemicznym spektrum fenotypów w niedoborach PAH skłoniło
do przypuszczeń, że odzwierciedla ono zróżnicowanie na poziomie molekularnym
(Scrwer i współaut. 1988). Oczekiwano, że analiza genu PAH chorych pozwoli
odpowiedzieć na następujące pytania: i. Czy identyfikacja mutacji genu może

być podstawą wykrywania nosicielstwa w populacji, to znaczy również u osób
nie posiadających rodzeństwa z PKU. ii. Czy istnieje bezpośredni związek
pomiędzy mutacją, a obserwowanym fenotypem klinicznym.

Innymi słowy, czy mutacja występująca u chorego determinuje przebieg
choroby. Jeżeli takjest, mutacje genu PAH mogłyby mieć znaczenie w progno­
zowaniu leczenia oraz służyć jako precyzyjne kryterium klasyfikacji HPA. Ocze­
kiwano również, że analiza mutacji powodujących PKU może przyczynić się do

lepszego poznania relacji struktura — funkcja genu. Uzyskanie tego rodzaju
danych o charakterze podstawowym byłoby szczególnie ważne w perspektywie
przyszłej terapii genowej PKU.

STRATEGIA BADAŃ MUTACJI W GENIE PAH

Sekwencjonowanie genu PAH było z początku bardzo czasochłonne ponieważ
zawiera on aż 13 eksonów. Utrudnieniem była również znaczna rozpiętość
intronów, z których największy ma długość ponad 23 kz (DiLella i współaut.
1986b). Identyfikacja dwóch pierwszych mutacji w genie PAH IVS12ntl oraz

R408W wiązała się z zastosowaniem żmudnej strategii opartej na konstrukcji
biblioteki cDNA PAH wątroby pacjenta (DiLella i współaut. 1986a, 1987).
Następnie poprzez screening za pomocą sondy cDNA PAH izolowano klony
zawierające kodujące sekwencje-genu i poddawano je sekwencjonowaniu. Me­
tody wykrywania mutacji od momentu sklonowania cDNA PAH do dnia dzisiej­
szego ewoluowały w szybkim tempie dzięki opracowaniu klonowania DNA przez
zastosowanie łańcuchowej reakcji polimerazy (polymerase chain reaction PCR)
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oraz technik pozwalających na wyselekcjonowanie eksonu zawierającego muta­
cję. Najważniejsze z nich to: badanie konformacyjnego polimorfizmu pojedynczej
nici (single strand conformational polymorphism SSCP), metoda chemicznego
rozłamywania (Chemical cleavage method CCM) oraz elektroforeza w żelu

zawierającym gradient czynnika denaturującego (denaturing gradient gel elec-

trophoresis DGGE). Ponadto znacznym postępem było zastosowanie analizy
ektopowych transkiyptów. Amplifikację 13 eksonów wraz z fragmentami sąsia­
dujących intronów przeprowadza się stosując intronowe primery. Uzyskane
13 produktów reakcji poddaje się selekcji, aby zidentyfikować ekson zawierający

mutację. W analizie SSCP podstawą tej selekcjijest fakt, iż zmiana pojedynczego
nukleotydu zdenaturowanego DNA modyfikuje ruchliwość elektroforetyczną

jednoniciowego DNA w niedenaturujących żelach poliakiyloamidowych. Dete­
kcję radioaktywnych produktów w żelu przeprowadza się poprzez autoradiogra-
fię (Labrune i współaut. 1991). W zmodyfikowanej formie stosowano barwienie
srebrem jako metodę detekcji rozdzielonych elektroforetycznie produktów PCR

(Dockhorn-Dworniczak i współaut. 1991). Technika CCM polega na chemiczej
selekcji zmutowanego eksonu. W pierwszym etapie są generowane heterodu-

pleksy pomiędzy radioaktywnie znakowanym fragmentem genu o prawidłowej
sekwencji, a nie znakowanym odpowiadającym mu fragmentem genu pochodzą­
cego od pacjenta. Uzyskany heterodupleks poddaje się chemicznej modyfikacji
w dwóch niezależnych reakcjach. Działanie hydroksylaminą powoduje modyfi­
kację cytozyny, jeżeli w przeciwnej nici występuje niekomplementarna zasada.
Działanie czterotlenkiem osmu powoduje z kolei modyfikację tyminy w podobnej
sytuacji. W ten sposób zmodyfikowane heterodupleksy są poddawane z kolei
działaniu piperydyny przecinającej podwójną spiralę w miejscu, w kóiym
występuje zmodyfikowana cytozyna lub tymina. Uzyskane produkty są analizo­
wane elektroforetycznie w sekwencyjnych żelach z zastosowaniem markerów

długości (Cotton i współaut. 1988, Dianzani i współaut. 1991). Najbardziej
efektywną techniką selekcji zmutowanych fragmentów genu PAHjest DGGE.

Fragmenty DNA są poddawane migracji w żelach zawierających ciągły, wzrasta­
jący gradient denaturujący. W momencie osiągnięcia przez cząsteczkę DNA

pozycji, w której czynnik denaturujący topi helikalną strukturę następuje
opóźnienie migracji DNA. Obecność około 40-nukleotydowego fragmentu zawie­
rającego GC (GC-clamp), wprowadzonego do badanego fragmentu DNA poprzez
PCR powoduje, iż obydwie nici DNA, pomimo stopienia, pozostają z sobą
połączone. Rozróżnienie DNA zawierającego zmianę sekwencji od DNA prawidło­
wego jest możliwe dzięki powstawaniu w PCR heterodupleksów pomiędzy pra­
widłową nicią a komplementarną nicią zawierającą mutację. Obecność niekom-

plementarnych nukleotydów w cząsteczce heterodupleksu obniżajego termosta-

bilność w stosunku do odpowiadającej mu cząsteczki homodupleksu. Ze wzglę­
du na to, że każda substytucja nukleotydu ma swoisty wpływ na termostabilność

fragmentu DNA, charakteryzuje ją szczególny obraz w żelu. Wykrywalność
mutacji techniką DGGE wynosi ponad 99% (Guldberg i współaut. 1993, Fodde
i Losekoot 1994). Bardzo ważne w badaniach mutacji w różnych genach jest
zjawisko tak zwanej „nieuprawnionej transkrypcji” lub innymi słowy „transkry­
pcji ektopowej”. Po raz pierwszy opisano je dla genu dystrofiny, ulegającemu
specyficznej ekspresji w tkance mięśniowej (Chelly i współaut. 1988). Stwier-
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dzono mianowicie obecność niewielkich ilości transkryptu genu dystrofiny
w fibroblastach oraz limfoblastach w ilości 1 cząsteczka mRNA/500-1000
komórek. Obecnie wiadomo, że zjawisko „nieuprawnionej transkrypcji” wystę­
puje w przypadku wielu genów o tkankowo specyficznej ekspresji. Przyczyna
tego zjawiska nie jest dokładnie poznana. Aktywacja niektórych genów
w różnicowaniu komórekjest związana z modyfikacjami struktury chromatyny
orazmetylacji DNA. Zjawisko „nieuprawnionej transkrypcji” mogłoby mieć miej­
sce szczególnie w czasie replikacji DNA Taka zależność pomiędzy nieuprawnioną
transkrypcją a replikacją DNA tłumaczyłaby wyższy poziom nieuprawnionych
transkryptów występujących w szybko proliferujących limfoblastach w stosunku
do limfocytów lub innych komórek w fazie spoczynkowej (Chelly i współaut.
1989). „Nieuprawnione transkrypty” PAH wykryto w limfocytach krwi obwodowej
a zgodnie z oczekiwaniem znacznie większy ich poziom występuje w limfobla­
stach uzyskanych przez transformację limfocytów krwi obwodowej wirusem

Epsteina-Barra (EBV), (Abadie i współaut. 1993). Daje to możliwość analizy
cDNAPAH pacjentów, któregojedynym źródłem były dotychczas bioptaty wątro­
by. Analiza cDNA pacjentajest korzystna z tego względu, iż pozwala na identy­
fikację mutacji nie tylko w eksonach lecz również w intronach. Mutacje w

intronach mogą powodować nieprawidłowości w dojrzewaniu pre-mRNA i mleć

drastyczny skutek dla ekspresji PAH. Natomiast w tradycyjnym podejściu
polegającym na sekwencjonowaniu klonów genomowych mutacje w intronach

mogą być niezauważone. Ponadto analiza transkryptów ektopowychjest szcze­
gólnie korzystna w PKU ze względu na liczne eksony PAH. Analiza polega na

izolacji całkowitego komórkowego RNA z limfoblastów, odwrotnej transkrypcji
oraz amplifikacji za pomocą 4 par primerów pozwalających na syntezę cDNA
PAH w 4 nachodzących na siebie fragmentach. Uzyskane produkty PCR są

poddawane sekwencjonowaniu (Abadie i współaut. 1993). W sekwencjono­
waniu DNA obserwuje się w ostatnich latach znaczny postęp. Przyczynąjest to,
iżj est ono podstawowym narzędziem w projekcie dotyczącym poznania ludzkiego
genomu (Humań Genome Project). Technika ulega stopniowej automatyzacji.
Jedną z Jej często stosowanych odmian jest automatyczne sekwencjonowanie
z zastosowaniem fluorochromowych znaczników. Znajduje ono szerokie zasto­
sowanie w analizie sekwencji genu PAH.

ZMIENNOŚĆ W GENIE PAH

W 1991 roku w Montrealu powstała grupa koordynująca badania genu PAH

(Gene Mutation Analysis Consortium). Dysponuje ona stale uzupełnianą bazą
danych na temat mutacji oraz polimorfizmów w genie PAH. W ostatnim wydaniu
Newsletter z grudnia 1993 rejestr zawierał 140 mutacji oraz 4 substytucje nie

zmieniające sekwencji aminokwasów. Delecje należą do rzadkich w genie PAH.

Zidentyfikowano 16 delecji: 3 obejmują 1 lub 2 eksony, 13 pozostałych to tak
zwane mikrodelecje obejmujące od 1 do 20 nukleotydów. Niektóre mikrodelecje
powodują przesunięcie ramy odczytu w genie. Zważywszy rzadkość delecji w tym
genie interesujące było wykrycie dwóch częściowo nachodzących na siebie delecji
w eksonie 11. Jednak na obecnym etapie badań nie można rozstrzygnąć, czy



436 Jadwiga Jaruzelska

jest to „gorące miejsce” mutacji (Jaruzelska i współaut. 1992). Pozostałe 124

mutacje są substytucjami pojedynczych nukleotydów: 12 występuje w końcach
5' lub 3' intronów powodując zaburzenia w dojrzewaniu mRNA PAH, natomiast
reszta — 112 to mutacje zmieniające sekwencje pojedynczych aminokwasów

(missense mutations). W genie PAH występują ponadto 3 typy polimorfizmów:
i. 8 RFLPs w intronach oraz w regionach oskrzydlających 5'i 3'pozostające
w ścisłym sprzężeniu z genem. Profil 8 RFLPs w danym allelu nazywa się
haplotypem RFLP (Jaruzelska 1989). ii. Minisatelitamy region warunkujący
RFLP wykrywany przez Hindlll. Region tenjest bogaty w pary AT (70%) i stanowi

typową sekwencję o różnej liczbie tandemowych powtórzeń (variable number of
tandem repeats VNTR) o wielkości 30 pz zlokalizowanych w odległości 3 kz od

końcowego eksonu 3' genu. Allele tego VNTR segregują w sposób mendlowski
a ponadto niektóre z nich występują w sprzężeniu z określoną mutacją powodu­

jącą PKU (Goltsov i współaut. 1992). iii. Region zawierający sekwencję składa­
jącą się z krótkich powtórzeń tandemowych (short tandem repeats STRs).
Motywem powtarzającym się jest w niej sekwencja TCTA. Sekwencja ta wystę­
puje w odległości 700 pz od końca 3' eksonu 3. Sekwencja STR jest bardzo

użytecznym markerem i posiada 9 alleli dziedziczonych w sposób mendlowski.
Ten system sprzężeń STRJest korzystny w populacjach charakteryzujących się
obecnościąjednego haplotypu w ogromnej przewadze (np. w populacjach orien­
talnych). System ten w znaczny sposób podnosi liczbę informatywnych analiz
w rodzinach z PKU. Pomimo postępu w metodach PCR, stosowanych do analizy
innych markerów polimorficznych w genie PAH, względnie prosta analiza poje­
dynczego systemu STR daje w rezultacie wyższy stopień heterozygotyczności niż

jakakolwiek kombinacja innych markerów (Goltsov i współaut. 1993). Opisano
ponadto 3 polimorfizmy (Q232Q, V245V oraz L385L) występujące w sekwencji
kodującej (ekson 6, 7 oraz 11), w miejscach rozpoznawanych przez enzymy
restrykcyjne. Jednak ich użyteczność jako markerów PKU jest ograniczona ze

względu na ich niezbyt częste występowanie (mniej niż w 20% rodzin z fenyloke-
tonurią), (Kalaydjieva i współaut. 199la).

POWSTAWANIE I ROZPRZESTRZENIANIE SIĘ MUTACJI W POPULACJACH

Obecność różnych mutacji w genie PAH wskazuje, że niezależne od siebie
zaistniałe mutacje spowodowały PKU w różnych regionach świata. W badaniach

populacyjnych PKU oceniano: sprzężenie pomiędzy PKU a haplotypem RFLP,
częstości poszczególnych mutacji oraz sprzężenie pomiędzy mutacją a naj­
częstszym haplotypem RFLP. Stwierdzono, że haplotyp 2 jest szczególnie częsty
w nieprawidłowych allelach w Europie Centralnej (Jaruzelska i współaut. 1991,
Kalaydjieva i współaut. 199 lb), haplotyp 3 w Europie Północnej (DiLella i

współaut. 1986a) oraz haplotyp 6 w Europie Południowej (Dworniczak i współ­
aut. 1991). Haplotypy te występują niezwykle rzadko w prawidłowych allelach.
W rasie kaukaskiej asocjacja mutacja/haplotyp RFLP jest różna w różnych
populacjach. Na przykład, znaczna większość haplotypu 2, 3 i 6 w wyżej
wymienionych częściach Europy zawiera odpowiednio mutację: R408W (DiLella
iwspółaut. 1987, Jaruzelska iwspółaut. 1991), IVS12ntl (DiLellaiwspółaut.
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1986a) i IVS10nt546 (Dworniczak i współaut. 1991). Natomiast wszystkie
nieprawidłowe allele o haplotypie 2 u kanadyjczyków francuskiego pochodzenia
zawierają mutację M1V (Lyonnet i współaut. 1992). Chociaż zaproponowano
wiele hipotez, aby wytłumaczyć asocjacje pomiędzy mutacjami a haplotypa­
mi wydaje się prawdopodobne, że dana mutacja wystąpiła w danym haplotypie
a następnie poprzez efekt założyciela (founder effect) oraz dryft genetyczny uległa
rozprzestrzenieniu w innych regionach. Znaczny wzrost częstości niektórych
z tych mutacji może być skutkiem przewagi selekcyjnej heterozygot. Jednak
natura przewagi selekcyjnej heterozygot niejestjasna (Eisensmith i Woo 1992).
Asocjacja pomiędzy mutacją a haplotypem RFLP jest cennym elementem
w poszukiwaniu odpowiedzi na pytanie, dlaczego częstość PKUjest tak wysoka.
Biorąc pod uwagę fakt, że do niedawna osobnicy z PKU nie wydawali potomstwa
należało oczekiwać, że częstość PKU powinna była maleć. Takiego zjawiska nie
obserwowano być może dlatego, że nowe mutacje występowały na tyle często,
iż „zastępowały” mutacje wyeliminowane z'populacji poprzez brak potomstwa.
Ta interpretacja nie jest w pełni przekonywująca, ponieważ w takim przypadku
dana mutacja występowałaby na różnych haplotypach RFLP. Przyczyną utrzy­
mywania się wysokiej częstości PKU mogła być wyżej wymieniona selekcyjna
przewaga heterozygot. Sugerowano też, że kobiety będące nosicielkami niepra­
widłowego allelu PAH mają niższe ryzyko poronienia płodu od ryzyka w populacji
(Levy 1989).

Próbowano również zrozumieć przyczynę występowania danej mutacji
w różnych haplotypach RFLP. Sugerowano powstanie de novo tej samej mutacji
(recurrent mutation) na innym haplotypie niż poprzednio. Prawdopodobieństwo
wystąpienia tej samej mutacji de rtovo wzrasta w miejscach genu, w których
obecny jest dwunukleotyd CpG ulegający spontanicznej dezaminacji w pozycji
5-metylocytozyny. Jest on zatem „gorącym miejscem” mutacji (mutation „hot
spot”). Inną przyczyną występowania tej samej mutacji w różnych haplotypach
RFLP może być Crossing-over, poprzez który mutacja, sprzężona z jednym
haplotypem, może zostać przeniesiona na inny. Przyczyną może być również

konwersja genu (Eisensmith i Woo 1991).

MUTACJE A STRUKTURA I FUNKCJA GENU PAH

Gen PAHliczący ponad 90 kz zawiera eksony o długości 57-892 nukleotydów
o łącznej długości 2,4 kz oraz bardzo długie introny o długości 558 pz-23,5 kz

(Dilellai współaut. 1986b). Białko kodowane przez ten genjest homopolimerem
składającym się z podjednostek o masie 52 kDa. Porównanie struktury pierwszo-
rzędowej PAH innych gatunków pokrewnych hydroksylaz ssaków oraz innych
zwierząt wskazuje na wysoki stopień podobieństwa w regionie białka kodowa­
nym przez eksony 4-11. Najwyższy stopień tego podobieństwa (88,5%) dotyczy
eksonów 7-9. Przypuszczalnie ten regionj est odpowiedzialny za wspólną funkcj ę

tych białek, to znaczy wiązanie tlenu i kofaktora oraz za katalityczą konwersję
substratu (Eisensmith i Woo 1992). Domena wiązania kofaktorajest kodowana
w eksonie 7 (Jennings i współaut. 1991). Przypuszcza się, że miejsce odpowie­
dzialne za specyficzną właściwość tych białek — wiązanie substratu leży poza
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tym regionem. Ważność tego centralnego regionu dla funkcji białka znajduje
wyraz nie tylko w wysokim stopniu podobieństwa, ale również w wysokiej liczbie

zidentyfikowanych w nim mutacji. Znamienne jest, że ponad 20% wszystkich
znanych mutacji występuje w eksonie 7, natomiast ponad 70% występuje
w regionie obejmującym ekson 5-12 (Eisensmith i Woo 1992). W promotorze
genu nie stwierdzono dotychczas żadnych modyfikacji sekwencji.

EKSPRESJA IN VITRO GENU PAH

Ekspresja alleli PAH pacjentów przez transfekcję do komórek w hodowlijest
bardzo ważnym elementem w zrozumieniu patologii PKU na poziomie moleku­
larnym. Ten system ekspresji PAH jest ważnym narzędziem pozwalającym
udowodnić, że zmiana w sekwencji genu, którą zidentyfikowanojest rzeczywiście
odpowiedzialna za obserwowany fenotyp kliniczny. Zastosowanie tego narzędzia
Jest szczególnie ważne w przypadku mutacji punktowych, powodujących sub­
stytucje aminokwasów (missense mutations). Nie mają one bowiem ewidentnego
negatywnego wpływu na aktywność enzymu. Ponadto większość mutacji wystę­
puje u choiych w stanie heterozygotycznym (compound heterozygotes). Badanie

ekspresji in vitro pozwala ocenić wpływ każdej mutacji z osobna na obserwowany
fenotyp kliniczny a zatem ustalić korelację genotyp — fenotyp, jak również
zrozumieć relację struktura — funkcja genu. Ogólny schemat badania ekspresji
zmutowanych alleli in vitro polega na klonowaniu prawidłowego cDNA PAH

(phPAH247) w wektorze transfekcyjnym, posiadającym silny promotor. Poprzez
ukierunkowaną mutagenezę wprowadza się do cDNA PAH sklonowanego
w wektorze transfekcyjnym, mutację, którą uprzednio zidentyfikowano u chore­
go na PKU. W ten sposób uzyskaną konstrukcją transfekowane są komórki
w hodowli. Jednocześnie przeprowadza się kotransfekcję z wektorem zawierają­
cym gen reporter, na przykład gen lucyferazy lub gen kodujący CAT (acetylotran-
sferazę chloramfenikolu) pozwalające ocenić wydajność wnikania DNA do komó­
rek. Po odpowiednim czasie inkubacji (około 2 dni), transfekowane komórki są

poddawane lizie a w uzyskanym lizacie ocenia się właściwości białka kodowane­
go przez zmutowany allel i porównuje z odpowiednią kontrolą. Aktywność PAH,
syntetyzowaną na podstawie nieprawidłowego allelu, przedstawia się jako %

aktywności białka syntetyzowanego na podstawie prawidłowego allelu. Stosowa­
nymi do transfekcji komórkami gospodarza są komórki E. coli (Ledley i współ-
aut. 1987) ale znacznie częściej komórki COS (nerki małpy), (Okano i współaut.
1991) lub linia ludzkich komórek SW613 (raka jelita grubego), (Caillaud
i współaut. 1991). Badania ekspresji in vitro wykazały, że większość mutacji
powodujących substytucję aminokwasów prowadzi do tworzenia niestabilnego
białka, którego aktywnośćjest w różnym stopniu obniżona. Większość badanych
dotychczas mutacji nonsensownych oraz mutacji powodujących zaburzenia
w splicingu prowadzi do klasycznego fenotypu, w którym hydroksylacja fenylo-
alaninyjest bliska zeru.
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BADANIA KORELACJI GENOTYP — FENOTYP I WYKORZYSTANIE DANYCH

MOLEKULARNYCH W MEDYCYNIE

Do stwierdzenia korelacji genotypu (mutacji) z fenotypem PKU są potrzebne
trzy rodzaje danych. Pierwszy z nich dotyczy fenotypu: stężenie fenyloalaniny we

krwi po urodzeniu przed podjęciem diety, stopień tolerancji fenyloalaniny, wyniki
badań stężenia fenyloalaniny we krwi po wykonaniu testu obciążenia białkiem
oraz aktywność PAH, jeżeli wykonana została biopsja wątroby. Drugi z nich to

mutacje w obydwu allelach chorego, natomiast trzeci dotyczy ekspresji in vitro

wskazującej na stopień niedoboru PAH dla każdej mutacji z osobna. Badania
Okano wskazują, że wyniki aktywności PAH in vitro są wyższe w stosunku do

wyników uzyskanych w bioptatach wątroby. Pomimo tego analiza aktywności
alleli PAH hodowanych komórek jest bardzo cenna w badaniach genotyp —

fenotyp (Okano i współaut. 1991). Przeprowadzono dotąd analizę korelacji
genotyp — fenotyp dla ponad 20 mutacji punktowych powodujących substytucje
aminokwasów w białku. Stwierdzono wyraźną korelację pomiędzy genoty­
pem a stężeniem fenyloalaniny występującym u dziecka przed podjęciem lecze­
nia, tolerancją fenyloalaniny oraz stężeniem fenyloalaniny w surowicy po wyko­
naniu obciążenia białkiem. Na przykład, mutacje IVS12ntl, R408W oraz

IVS10nt546 w postaci homozygotycznej powodują fenotyp klasyczny, wymaga­
jący bardzo ścisłej diety, ubogiej w fenyloalaninę. W przeciwieństwie do nich

mutacje Y414C oraz R261Q w postaci homozygotycznej dają fenotyp bardzo

łagodny — przetrwałą HPA, nie wymagającą diety. Jednak, jakjuż wyżej wspo­
mniano, większość chorych na PKU w różnych populacjach to tak zwane złożone

heterozygoty (compound heterozygotes). W tych wypadkach określano aktyw­
ność PAH in vivo poprzez obliczenie średniej aktywności in vitro produktów
dwóch z nieprawidłowych alleli, z których każdy zawierał inną mutację. Stwier­
dzono korelację pomiędzy oznaczonymi średnimi aktywnościami a aktywnością
PAH mierzoną in vivo (Okano i współaut. 1991). Uzyskane wyniki potwierdziły
hipotezę, w myśl której różnorodność fenotypowa w niedoborach PAH odzwier­
ciedla różnorodność defektu w genie. Korelacja pomiędzy genotypem a fenoty­
pem nie jest zamkniętym działem badań i jest kontynuowana w badaniach

innych mutacji. Uzyskane dotychczas wyniki są wykorzystane do bardziej
precyzyjnego diagnozowania fenotypu HPA oraz są pomocne w prognozowaniu
leczenia. Ponadto mutacje w genie PAH mogą być wykorzystane jako podstawa
klasyfikacji tak bardzo różnorodnych klinicznie niedoborów PAH.

Dane uzyskane z badań molekularnych PKU są związane z korzyściami
klinicznymi, jak również są korzystne dla diagnostyki. Chodzi tutaj głównie
o możliwości molekularnego testowania nosicielstwa w rodzinach obarczonych
PKU oraz w populacji. Średnia częstość nosicielstwa w populacjach europejskich
wynosi 1 : 50. Po sldonowaniu genu molekularne oznaczanie nosicielstwa było
możliwejedynie poprzez analizę RFLP. Później analiza sprzężeń została wzboga­
cona przez analizę sekwencji VNTR w regionie flankującym 3' genu oraz intro-

nowej sekwencji STR w pobliżu końca 3' eksonu 3. Jednym z celów analizy
mutacji w genie PAH było opracowanie strategii oznaczania nosicielstwa
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w populacji, to znaczy u każdego osobnika niezależnie od tego, czy posiada
rodzeństwo z PKU. Oznaczanie nosicielstwa polegałoby w tym przypadku na

testowaniu określonej mutacji lub ich zbioru. Cel ten nie został osiągnięty
głównie dlatego, iż mutacji w genie PAHjest bardzo wiele (140) i testowanie tak

dużej ich liczby jest niewykonalne. Określanie nosicielstwa przez testowanie

mutacji ma więc zasięg ograniczony z wyjątkiem populacji, w któiych określona

mutacja występuje szczególnie często. Dotyczy to mutacji IVS12ntl w północnej
Europie, IVS10nt546 w południowej Europie oraz mutacji R408W w Europie
Wschodniej. W Polsce ta ostatnia mutacja występuje w ponad 60% nieprawid­
łowych alleli i stąd jej wartość diagnostycznajest znaczna (Jaruzelska i współ-
aut. 1993).

Istnieje wiele metod oznaczania nosicielstwa poprzez testowanie znanej
mutacji. Większość z nich polega na analizie zamplifikowanego, za pomocą PCR,
fragmentu genu. Dalsze etapy to hybrydyzacja z oligonukleotydowymi sondami
ASO (allele specific oligonucleotide — oligonukleotyd specyficzny do allelu),
(DiLella i współaut. 1986a), trawienie enzymem restrykcyjnym w przypadku,
gdy mutacja występuje w specyficznym dla niego miejscu rozpoznania. Jeśli
w miejscu wystąpienia mutacji brak miejsca restrykcyjnego można je kreować

stosując technikę ACRS (amplification created restriction site - miejsce restry­
kcyjne kreowane przez amplifikację) a produkt PCR poddaje się trawieniu

odpowiednim enzymem restrykcyjnym (Eiken i współaut. 1991). Stosuje się
również technikę ASA (allele-specific amplification — amplifikacja specyficzna
dla allelu), w której obecność lub brak produktu PCRpo amplifikacji przy użyciu
primera specyficznego do allelu zawierającego określoną mutację oraz primera
specyficznego dla sekwencji prawidłowej może być uwidocznione w żelu agaro-
zowym (Dvorakowa i Fajkusowa 1993). Znacznym ułatwieniem w molekularnym
testowaniu mutacji jest analiza DNA uzyskanego z wysuszonej kropli krwi na

bibule przesyłanej pocztą. Może być ona przechowywana w suchym miejscu
przez wiele miesięcy. Wykorzystuje się do tego celu materiał wysyłany w tej
postaci do ośrodków screeningu PKU w celu wykonania rutynowych oznaczeń

fenyloalaniny (Witt i współaut. 1993).

UWAGI KOŃCOWE

Pomimo znacznego postępu w badaniu molekularnych podstaw PKU ostate­
czny cel Łych badań, jakimjest opracowanie alternatywnej formy terapii, widać
w dość odległej perspektywie. Na czym ta terapia będzie polegała nie do końca

jest jasne. Badania zmierzające do osiągnięcia tego celu postępują dwutorowo:

jest opracowywana terapia genowa PKU oraz są prowadzone badania mające na

celu lepsze poznanie patogenezy upośledzenia umysłowego spowodowanego tym
blokiem. Otrzymanie przed kilku laty poprzez chemiczną mutagenezę myszy
z PKU pozwoliło uzyskać niezbędny dla obydwu kierunków badań model zwie­
rzęcy. Stąd dalszy rozwój badań wygląda optymistycznie. Przedstawione
w niniejszym przeglądzie dane są przykładem, jak dalece postęp metodyczny
w analizie DNA, jaki dokonał się w ostatniej dekadzie, umożliwił poznanie
molekularnego mechanizmu choroby genetycznej i jak dalece wiedza na ten
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temat zbliżyła genetykę do medycyny. Dlatego znaczenie molekularnych badań

fenyloketonurii polega również na tym, iż stanowią one model dla innych chorób

genetycznych.

PHENYLKETONURIA — FROM GENOTYPE TO THE CLINIC

Summary

Phenylketonurla (PKU) is a metabollc dlsorder that results from a deflclency of the hepatlc
enzyme phenylalanlne hydroxylase (PAH). The varlous degrees of mental impalrment that occur in

patlents wlth PKU can be reduced by rigorous Implementation of a diet Iow in phenylalanlne. Wlth
the Introductlon ofneonatal screenlng, a spectrum ofclinical and blochemlcal phenotypes has been
found among patlents, suggestlng that the phenotyplc heterogeneity of thls dlsorder may reflect an

underlying heterogeneity at the molecular level. An applicatlon of the tools of molecular blology led
to the clonlng of the PAH cDNA, and caused a profound lncrease In our current understandlng of
the pathogenesis of thls dlsease and resulted In wide clinical appllcatlons. Wlth the dlscoveiy of
RFLP sltes ln the PAH locus, the molecular carrier testlng uslng these markers became accesslble.
Furthermore, sińce wlth the use ofpolymerase chaln reactlon methodologies, many molecular leslons
(140 so far) were Identlfled, the PAH genotype of many affected lndlviduals can be determlned in

some populatlons. Thls, comblned wlth the blochemlcal characterlzatlon ofmutant PAH protetns by
in uitro expresslon analysls, can potentlally reflne carrier screenlng ln famllles where RFLP analysls
Is not informatlve, and help to define the relationshlp between PAH genotype and the dlsease

phenotype. So far, such studles have confirmed prevlous hypotheses that the phenotyplc heteroge-
nelty observed ln PKU and related hyperphenylalanlnemlc dlsorders reflects an underlying heteroge-
nelty ofPAH genotypes. Genotype determinatlon also allows many other cllnically important issues
to be examlned. For example, genotype analysls permlts prediction ofclinical severity ofPKU on the
basls of the presence of mutant alleles. Genotype determinatlon can also be used to predlct the
clinical outcome ln affected indlviduals from families that exhlblt both PKU and HPA hiperpheny-
loalanlnennia phenotypes.
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MOLEKULARNE PODŁOŻE ZESPOŁU HUNTERA

WPROWADZENIE

Zespół Huntera należy do grupy dziedzicznych chorób metabolicznych zwa­
nych mukopolisacharydozami, które wynikają z niedoboru enzymów lizosomal-

nych, rozkładających wielocukry zwane mukopolisacharydami lub glikozamino-
glikanami. Nierozłożone lub częściowo zdegradowane glikozaminoglikany,
a mianowicie siarczan dermatanu, siarczan heparanu, siarczan keratanu lub
siarczan chondroityny są gromadzone w lizosomach komórek i częściowo wyda­
lane z moczem. Obecność dużych ilości mukopolisachaiydów w komórkach

powoduje progresywne uszkodzenie ich funkcji.
W katabolizmie mukopolisachaiydów bierze udział 10 różnych enzymów

lizosomalnych o charakterze glikozydaz, sulfataz lub transferaz. W tabeli 1
zestawiono nazwy enzymów, rodzaje rozkładanych cukrów oraz nazwy poszcze­
gólnych chorób wywołanych przez niedobór odpowiednich enzymów.

Z klinicznego punktu widzenia mukopolisacharydozy charakteryzują się
stopniowo narastającymi objawami powiększenia narządów wewnętrznych, roz­
sianymi zaburzeniami kostnienia (dysostosis multiplet i charakterystycznymi
rysami twarzy. W wielu przypadkach obserwuje się też uszkodzenie słuchu,
wzroku, układu krążenia i układu kostno-stawowego. Zespół Hurlera, ciężka
forma zespołu Huntera i wszystkie typy zespołu Sanfilippo przejawiają znaczne

zahamowanie rozwoju umysłowego. U chorych mogą być obserwowane duże
różnice w ostrości przebiegu choroby wywołanej niedoborem tego samego enzy­
mu, a zarazem znaczne podobieństwo niektórych objawów klinicznych dla

różnych typów mukopolisachaiydoz. Typ mukopolisacharydozy rozpoznaj e się
na podstawie oceny klinicznej, testu enzymatycznego a ostatnio coraz częściej
na podstawie badań genetycznych.

Zespół Huntera (mukopolisacharydoza typu II — MPS II) występuje w dwu
formach:

— MPS A — ciężka postać choroby — przejawiająca się głębokim, szybko
narastającym upośledzeniem umysłowym, upośledzeniem słuchu, znacz­
nymi zmianami w układzie kostno-stawowym i układzie krążenia, powię­
kszeniem wątroby i zgonem przed 15 rokiem życia;
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— MPS II B — łagodna postać choroby — przejawiająca się prawidłowym
rozwojem umysłowym, mniej nasilonymi zmianami w narządzie ruchu i
układzie krążenia, dłuższym okresem przeżycia i możliwością posiadania
potomstwa.

U wielu pacjentów obserwuje się pośrednie postacie choroby.

Tabela 1

Klasyfikacja mukopollsachaiydoz (według Neufelda 1 Muenzera 1989)

Typ choroby Nazwa choroby
Nazwa uszkodzonego

enzymu
Rodzaj rozkładanego

cukrowca

MPSIH Hurler
a-L-lduronldaza

siarczan dermatanu
siarczan heparanu

MPSIS Scheie
a-Ł-lduronidaza

siarczan dermatanu
siarczan heparanu

MPS I H/S Hurler-Scheie
a-Ł-iduronldaza

siarczan dermatanu
siarczan heparanu

MPS II

(Forma A)
Hunter

(Forma A)
sulfataza a-IMduronlanu

siarczan dermatanu
siarczan heparanu

MPS II

(Forma B)
Hunter

(Forma B)
sulfataza a-L-iduronlanu

siarczan dermatanu
siarczan heparanu

MPS IIIA Sanfilippo A N-sulfataza heparanu siarczan heparanu
MPS IIIB Sanfilippo B a-N-acetyloglukozaminldaza siarczan heparanu
MPS HIC Sanfilippo C acetylotransferaza •

acetylo-CoA:
a-glukozamid

siarczan heparanu

MPS IIID Sanfilippo D 6-sulfataza N-acetylo -

glukozaminy
siarczan heparanu

MPS IVA Morqulo A
6-sulfataza galaktozy

siarczan keratanu
6-siarczan chondroltyny

MPS IVB Morqulo B P-galaktozydaza siarczan heparanu
MPS VI Maroteaux-Lamy 4- sulfataza-N -acetylo -

galaktozamlny
(arylosulfataza B)

siarczan dermatanu

MPS VII Sly
p-glukoronidaza

siarczan dermatanu
siarczan heparanu
4-, 6-siarczany chondroltyny

BIOCHEMICZNE PODŁOŻE ZESPOŁU HUNTERA

Zespół Huntera wynika z niedoboru sulfatazy a-I^iduronianu (EC 3.1.6.13).
Enzym ten katalizuje odszczepienie reszty siarczanowej w pozycji 2' kwasu

Ł-iduronowego, występującego na nieredukującym końcu siarczanu dermatanu
i siarczanu heparanu. Jest to pierwszy etap katabolizmu mukopolisacharydów.
Na rysunku 1 przedstawiono strukturalną budowę obu wielocukrów a strzałka­
mi oznaczono kolejne etapy ich rozkładu.
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BUDOWA BIAŁKA ENZYMATYCZNEGO

Sulfataza iduronianu (IDS) występuje w różnych tkankach w bardzo niewiel­
kich ilościach, co przez długi czas utrudniało izolację czystych preparatów
enzymatycznych i zbadanie ich właściwości fizyko-chemicznych. Po kilku pró­
bach w roku 1990 udało się wyizolować z wątroby, nerek, płuc i łożyska
preparaty białkowe, które po 500000-krotnym oczyszczeniu posiadały specyfi­
czną aktywność sulfatazy iduronianu (Bielicki i wspólaut. 1990) i występowały
wdwuformachAiB.

Aktywność obu form enzymu zależała w dużym stopniu od środowiska

reakcji, tojest pH roztworu, siłyjonowej, obecności różnych kationów i anionów,
rodzaju substratu i obecności innych białek.

Sulfataza iduronianu, podobnie jak pozostałe enzymy biorące udział
w katabolizmie mukopolisachaiydów, jest hamowana przez produkty katalizo­
wanej przez nią reakcji. Prawdopodobnie wszystkie te enzymy są zlokalizowane
blisko siebie na błonach lizosomalnych, tworząc wspólny kompleks, działający
szybko i sprawnie bez potrzeby transportu produktów pośrednich od jednego
enzymu do drugiego.

Wyizolowane obie formy enzymu posiadają podobną natywną masę cząste­
czkową i zawierają w równoważnych ilościach polipeptydy o masie 42 kDa i 14
kDa. Aktywny enzym składa się z obu fragmentów.

Ustalono, że w procesie translacji tworzy się białko prekursorowe złożone
z 550 aminokwasów. Na końcu aminowym znajduje się 25 aminokwasów
o charakterze sekwencji sygnałowej, a następnie 8 aminokwasów, które są

wycinane podczas posttranslacyjnej obróbki białka. W procesie tworzenia aktyw­
nego enzymu następuje też proteolityczne rozbicie polipeptydu na dwie podjed-
nostki o masie 42 kDa i 14 kDa, przy czym mniejsza podjednostka składa się
z 95 aminokwasów, stanowiących koniec karboksylowy białka. Białko enzyma­
tyczne posiada kilka potencjalnych miejsc N-glikozylacji, jednak nie ustalono

jeszcze, które z nich są wykorzystywane.
Sulfataza iduronianu posiada sekwencję aminokwasową podobną do se­

kwencji innych sulfataz ludzkich, jak glukozamino-6-sulfataza i arylosulfataza
A, B i C. Wysoki stopień homologiijest obserwowany szczególnie w N-końcowych
fragmentach białek, zawierających grupy aminokwasów konserwatywnych, a dla

*Geny eukariotyczne składają się z eksonów, niosących informację o sekwencji aminokwasów w kodowa­

nym białku oraz z intronów rozdzielających poszczególne eksony. Powstający podczas transkrypcji pier­
wotny mRNA posiada sekwencję odpowiadającą całemu genowi. W procesie składania genu (ang. mRNA

splicing), zwanego też dojrzewaniem mRNA, następuje wycięcie sekwencji intronowych i wzajemne
powiązanie sekwencji eksonowych. Przy końcu 5' intronu występuje specyficzna sekwencja nukleotydów
stanowiących donorowe miejsce, a przy końcu 3' intronu specyficzna sekwencja nukleotydów stanowiących
akceptorowe miejsce. Nukleotydy te są rozpoznawane przez splicosom, to jest kompleks enzymatyczny
biorący udział w składaniu genu. Dojrzały mRNA niesie informację genetyczną w postaci trójnukleotydo-
wych kodonów, które warunkują włączanie odpowiednich aminokwasów do syntetyzowanego w procesie
translacji polipeptydu. cDNA stanowi łańcuch dczoksyrybonukleotydowy komplementarny do sekwencji
rybonukleotydowej w dojrzałym mRNA.
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IDS i arylosulfatazy C także w centralnych fragmentach polipeptydów. Prawdo­
podobnie wszystkie sulfatazy pochodzą ze spokrewnionej rodziny genów, które
w funkcjonalnie ważnych rejonach białka uległy niewielkim zmianom w toku

ewolucji.

Rys. 1. Degradacja siarczanu dermatanu i siarczanu heparanu.

Strzałki z cyframi oznaczają kolejne etapy rozkładu obu mukopollsacharydów.

Każda sulfataza posiada też rejony unikalne, charakterystyczne tylko dla

danego enzymu. Sulfataza iduronianu posiada dwa takie inserty. Nie wiadomo,
jaki jest ich wpływ na działanie enzymu. Przypuszcza się, że jeden z nich może

być odpowiedzialny za wiązanie IDS z błoną lizosomalną a drugi może stanowić

sygnał dla wewnątrzpeptydowej proteolizy oddzielającej podjednostki 14 kDa i
42 kDa lub może decydować o specyficznym działaniu enzymu.

GENETYCZNE UWARUNKOWANIE ZESPOŁU HUNTERA

Gen kodujący sulfatazę iduronianu jest zlokalizowany na długim ramieniu
chromosomu X w rejonie q28. Prawdopodobne uszeregowanie markerów poli-
morficznych w rejonie lokalizacji genu IDS przedstawiono na rysunku 2.

W roku 1990 ustalono sekwencję całego transkiyptu łącznie z rejonem
promotorowym przy końcu 5' genu oraz rejonem nietranslacyjnym przy końcu
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3' (Wilson i współaut. 1990). Stwierdzono, że 33 nukleotydy przed pierwszym
nukleotydem wchodzącym w skład cDNA znajduje się miejsce startowe trans­
krypcji. Sekwencja promotorowa nie zawiera sekwencji nukleotydowej typu
TATA lub CAAT, lecz posiada dwa ugrupowania złożone z nukleotydów GC

(CCGCCC i GGGCGG). Ten typ potencjalnej sekwencji promotorowej jest zgodny
z rolą genu IDS, będącego genem podstawowych przemian o niskim poziomie
transkrypcji.

|—0, 058—]-----0, 039----- 1- -------- ---- ---------0, 123--------------------- j- ------0, 0-----------

cen - F9 - DXS105 - (DXS98, DXS288) - DXS292 - (DXS369,DXS298) -

----- --- --------- --- --------- - 1 ----- --- --------- -- 0, 057------------------------1--------- -- 0, 0----------

- DXS308 - DXS297 - (DXS293,FRAXA] - DXS296 - DXS295 -

- ------ 1 -- --------- --- --- 0, 01 2------------------------1- -------- - 0, 12 0------------- 1

- IDS/DXS466 - DXS302 - (DXS304, DXS299) - DXS52 - tel

Rys. 2. Kolejność loci polimorficznych w rejonie Xq27-q28 (według Suthers
i współaut. 1991).

Liczby ułamkowe umieszczone między poszczególnymi loci obrazują częstość rekombinacji w tych rejonach chro­
mosomu.

Sulfataza iduronianu, podobnie jak inne enzymy lizosomalne (np. aiylosul-
fataza A, B i C) Jest kodowana przez kilka typów mRNA różniących się długością
(5,7, 5,4 i 2,1 kilo-par zasad — kpz). Wynika to z użycia różnych miejsc do

poliadenylacji przy końcu 3' transkryptów. W przypadku mRNA o wielkości

2,1 kpz potencjalny sygnał poliadenylacji (AATAAA) pojawia się po 266 nukleo-

tydach zlokalizowanych za kodonem terminalnym, niosącym informację o za­
kończeniu włączania aminokwasów do białka. Dla transkryptów o wielkości

5,4 i 5,7 kpz rejony nukleotydowe zlokalizowane przy końcu 3', które nie ulegają
translacji, są znacznie większe i obejmują ponad 3 kpz.

W roku 1993 ukazały się równocześnie dwa doniesienia, przedstawiające
sekwencję i organizację genu IDS (Flomen i współaut. 1993, Wilson i współaut.
1993). Okazało się, że gen IDS obejmuje rejon około 24 kpz i składa się

z 9 eksonów i 8 intronów, które schematycznie przedstawiono na rysunku 3.

Najmniejszy ekson (IV) jest zbudowany z 89 nukleotydów, a największy (IX)
z 476 nukleotydów. Pięć pierwszych intronów (1-5) posiada wielkość od 0,85
kpz do 2,8 kpz, natomiast trzy ostatnie (6-8) są znacznie większe 1 obejmują
łącznie 13 kpz. Nie zbadano dotychczas kolejności nukleotydów w całym genie
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IDS, lecz ustalono sekwencje w poszczególnych eksonach i sekwencje graniczne
ekson/intron. Poznanie fragmentów sekwencji intronowych było możliwe dzięki
zsekwencjonowaniu fragmentów DNA uzyskanych po:

— amplifikacji nie znanych rejonów zawartych między znanymi fragmentami
dwu sąsiadujących eksonów i

— amplifikacji nie znanych fragmentów DNA między jednym starterem

reakcji PCR (polimerazowej reakcji łańcuchowej) zlokalizowanym w ekso-
nie a drugim starterem o znanej sekwencji, specjalnie skonstruowanym
i umieszczonym w przyległym intronie.

Rys. 3. Schemat budowy genu IDS (dane według: Flomen i współaut. 1993, Wilson i

współaut. 1993)

Prostokątami oznaczono eksony, a cienką linią — lntrony.

Zgodnie z ogólnymi zasadami we wszystkich intronach miejsce donorowe

wycinania intronu rozpoczyna się od sekwencji GT, natomiast miejsce akcepto­
rowe posiada ugrupowanie AG.

Białko enzymatyczne IDS wykazuje duże podobieństwo budowy do sulfatazy
steiydowej, szczególnie dla sekwencji kodowanych przez eksony II, III i VII,

jednak ogólna organizacja genu IDS całkowicie odbiega od budowy genu sulfa­
tazy sterydowej. Możliwe, że przyczyną tegojest znaczna różnica w specyficzności
substratowej obu enzymów.

DIAGNOSTYKA ZESPOŁU HUNTERA

Identyfikacja zespołu Huntera (mukopolisachaiydozy II, MPS II) opiera się
na rozpoznaniu klinicznym, biochemicznym i genetycznym.

KLINICZNA DIAGNOSTYKA MPS II

Rozpoznanie kliniczne chorobyjest prowadzone w oparciu o badania:
— rozwoju fizycznego (wagi, wzrostu, pomiarów antropometrycznych)
— rozwoju umysłowego (badania psychologiczne —współczynnik inteligencji)
— układu krążenia (echa serca i dużych naczyń, wydolności krążenia)
— ośrodkowego i obwodowego układu nerwowego za pomocą tomografii

komputerowej głowy (przewodnictwa nerwów obwodowych, słuchu, wzro­
ku).

BIOCHEMICZNA DIAGNOSTYKA MPS II

Testy biochemiczne obejmują oznaczenie aktywności sulfatazy a-l>iduronia-
nu oraz ocenę poziomu glikozaminoglikanów w moczu.
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— Badanie aktywności enzymu IDS przeprowadza się w fibroblastach,
cebulkach włosów, leukocytach, a także w osoczu i surowicy krwi. W przypadku
badań prenatalnych są stosowane komórki wyizolowane z płynu owodniowego
i sam płyn owodniowy — pobierane w 14-16 tygodniu ciąży, lub kosmki
trofoblastu — pobierane w 9-10 tygodniu ciąży. Ze względu na mozaicyzm
u heterozygotycznych płodów żeńskich, otrzymane próbki materiału biologicz­
nego mogą wykazywać bardzo obniżony poziom enzymu, zbliżony do aktywności
obserwowanej u chorych płodów męskich. Aby uniknąć błędu przy interpretacji
wyników należy zawsze ustalać płeć płodu.

Badania prenatalne w kierunku MPS II mogą też być prowadzone pośrednio,
poprzez analizę aktywności enzymu IDS w surowicy matki. Stwierdzono, że

w okresie ciąży następuje podwyższenie poziomu tego enzymu u matki, gdy płód
Jest prawidłowy, natomiast brak zmiany poziomu, gdy płód jest nosicielem

choroby.
— Badanie poziomu siarczanu dermatanu i siarczanu heparanu w moczu

jest testem diagnostycznym MPS II, umożliwiającym potwierdzenie typu muko-

polisachaiydozy rozpoznanej klinicznie oraz wykrycie choroby u członka rodziny.

BADANIA GENETYCZNE

Genetyczne badania diagnostyczne przeprowadza się zarówno na poziomie
DNA, jak i RNA (rys. 4) i porównuje się rodzaj wykrytej mutacji w genie z mutacją
obserwowaną w transkiypcie.

Wstępne określenie zmian w budowie genu IDS dokonuje się poprzez zasto­
sowanie fragmentu cDNA, jako wzorcowej sondy hybrydyzacyjnej. W pierwszym
rzędzie przeprowadza się analizę fragmentów restrykcyjnych uzyskanych po
strawieniu genomowego DNA kilkoma ezymami restrykcyjnymi (Pstl, Taql,
Hindlll, EcoRI czy Stul). Umożliwia to wykrycie delecji obejmującej część lub cały
gen IDS oraz wykrycie większych lub mniejszych przegrupowań w obrębie genu.

Brak wszystkich fragmentów restrykcyjnych świadczy o delecji całego genu.
Zmiana ilości i wielkości fragmentów restrykcyjnych, obserwowana dla kilku

enzymów, świadczy o większym przegrupowaniu niż delecja lub duplikacja
fragmentu genu. Natomiast zanikjednego lub pojawienie się nowego fragmentu
restrykcyjnego dla jednego tylko enzymu może być wynikiem drobnej mutacji,
typu kilkunukleotydowej delecji lub insercji lub jednonukleotydowej substytu­
cji, odpowiedzialnej za zanik istniejącego lub tworzenie nowego miejsca restry­
kcyjnego, specyficznego dla działania badanego enzymu.

W celu określenia zasięgu wykrytej delecji całego genu IDS przeprowadza się
badania hybrydyzacyjne z zastosowaniem markerów zewnątrzgenowych, zlokali­
zowanych po obu stronach genu IDS. Po stronie telomerycznej genu wybiera się
markery z locus DXS302, DXS304, DXS299 i DXS52, natomiast po stronie

centromerycznej markery z locus DXS296, DXS293, DXS297 i DXS369.

Delecje i insercje w obrębie sekwencji kodujących genu IDS są wykrywane
w genomowym DNA po amplifikacji poszczególnych eksonów lub w transkrypcie
po przeprowadzeniu odwrotnej transkrypcji i amplifikacji cDNA-IDS w postaci
3-4 fragmentów. Porównanie wielkości poszczególnych eksonów lub fragmentów
cDNA uzyskanych od chorych z odpowiednimi fragmentami kontrolnymi pozwą-
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la na stwierdzenie kilkunastonukleotydowych lub większych delecji i insercji.
Całkowity brakjednego lub kilku eksonów, względnie fragmentów cDNA świad­
czy o delecji części lub całego regionu kodującego IDS.

DNA RNA

lcDNA
l

materiał

wyjściowy

identyfikacja

delecji i insercji

(I-III), wykryć i e

utraty starego lub

utworzenie nowego

miejsca restry­
kcyjnego (I)

wyszukiwanie

drobnych

mutacji

identyf i kacja

mutacj i

Rys. 4. Schemat badań genetycznych u chorych z mukopolisacharydozą typu II.

Wyżej opisane badania diagnostyczne pozwalają na wykrycie większych
zmian w obrębie genu i dają pozytywny wynik dla około 20% chorych. Dla

pozostałych pacjentów (około 80%) choroba jest wynikiem drobnych mutacji,
które są wykrywanejedną z kilku opisanych ostatnio metod, Jak analiza konfor-

macyjna pojedynczych nici (SSC), analiza heterodupleksów na żelu denaturują­
cym (HA), elektroforeza w gradiencie denaturującym (DGGE), analiza niesparo-
wanych nukleotydów za pomocą RN-azy A lub chemicznej modyfikacji (CMC).
Metody te pozwalają na stwierdzenie istnienia fragmentów DNA z kilku — lub
nawetjednonukleotydową zmianą w sekwencji nukleotydów. Identyfikację mu­
tacji osiąga się poprzez zsekwencjonowanie zmienionych fragmentów. Analiza

kolejności nukleotydów w badanym fragmencie pozwala na wykrycie i dokładną
lokalizację każdej zmiany w sekwencji nukleotydów.

Mutacja zidentyfikowana w genie IDSjest najlepszym sprawdzianem trafno­
ści rozpoznania klinicznego oraz najpewniejszym markerem choroby. Ustalona
dla badanego pacjenta mutacjajestjednakowa dla wszystkich chorych członków

rodziny i Jest przekazywana z pokolenia na pokolenie zgodnie z prawami Mendla.
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Przy przeprowadzaniu badań prenatalnych lub ustalaniu nosicielstwa usz­
kodzonego genu są wybierane takie metody, które specyficznie potwierdzają lub

wykluczają obecność znanej dla rodziny mutacji.
Mutację można rozpoznać za pomocą enzymów restrykcyjnych, poprzez

stwierdzenie zmiany wzoru restrykcyjnego lub identyfikację zmiany miejsca
restrykcyjnego (utrata istniejącego lub pojawienie się nowego) lub poprzez
tworzenie sztucznego miejsca restrykcyjnego. Przy identyfikacji mutacji punkto­
wych można zastosować allelo-specyficzną hybrydyzację oligonukleotydową lub

ligazową reakcję łańcuchową.
Chromosom X z uszkodzonym genem IDS można wykryć u członków rodziny

z mukopolisacharydozą II przeprowadzając analizę sprzężeń locus choroby
z markerami polimorficznymi i ustalając allele dziedziczące się łącznie z chorobą.
Dla locus genu IDS są znane dwa dwualleliczne polimorfizmy ujawniane przez
enzymy restrykcyjne Stul i Taql. Enzym Stul tworzy allele polimorficzne
o wielkości Al: 17,8 kpz i A2: (15,0+2,8) kpz, a enzym Taąl allele polimorficzne
o wielkości Al: 5,1 kpz i A2: 3,8 kpz. Zestaw alleli określony dla obu markerów

polimorficznych stanowi haplotyp markerowy choroby w rodzinie i może służyć
do prześledzenia przekazywania zmutowanego genu IDS w rodzinie, natomiast
nie daje informacji o naturze uszkodzenia samego genu.

MUTACJE W GENIE IDS

Dotychczas opisano około 200 przypadków zespołu Huntera. U 6% przeba­
danych pacjentów stwierdzono istnienie delecji obejmującej cały rejon genu IDS

(według Froissart i współaut. 1993). W niektóiych przypadkach zidentyfi­
kowano delecje obejmujące również rejony przyległe do locus genu IDS.
Wilson i współpracownicy (1991) opisali delecję locus IDS i DXS296 u pacjenta
wykazującego znaczne zahamowanie rozwoju umysłowego. Autorzy przypusz­
czają, że obserwowane ciężkie objawy choroby mogą być również wynikiem
uszkodzenia przyległych do genu IDS regionów, a szczególnie FRAXA sprzężone­
go z locus DXS296. Znany jest też przypadek delecji obejmującej gen IDS
i zmapowany dystalnie locus DXS304 (BECK i współaut. 1992). We wszystkich
testowanych przypadkach stwierdzono, że locus DXS466 ulega kodelecji łącznie
z locus genu IDS, co świadczy o ich bardzo bliskim sąsiedztwie lub nawet o

lokalizacji DXS466 wewnątrz jednego z intronów genu IDS.
Analiza fragmentów restrykcyjnych, uzyskanych po trawieniu różnymi enzy­

mami restrykcyjnymi genomowego DNA, umożliwia nie tylko wykrycie delecji
obej muj ącej cały lub część genu, lecz również wykrycie większych lub mniej szych
przegrupowań w obrębie genu IDS. Ogółem zmiany tego typu obserwuje się
u około 20% chorych. U pozostałych pacjentów (około 80%) choroba jest
wynikiem drobnych mutacji, nie wykrywanych metodami hybiydyzacyjnymi
z zastosowaniem sondy cDNA-IDS. Diagnostykajest w tych przypadkach pro­
wadzona za pomocą nowoczesnych technik genetyki molekularnej, które pozwa­
lają na wykrycie niewielkiej zmiany w sekwencji nukleotydów typu mutacji
punktowej lub kilkunukleotydowej delecji i insercji.
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W 34% przypadków mukopolisacharydozy II stwierdzono istnienie mutacji
punktowych typu podstawienia nukleotydowego (substytucji), powodujących
powstanie kodonów o zmienionej informacji i w konsekwencji włączenie niepra­
widłowego aminokwasu lub powstanie kodonu terminalnego i w konsekwencji
przerwanie włączania aminokwasów do tworzonego białka (Bunge i współaut.
1993, Flomen i współaut. 1992, Popowska i współaut. 1994). Zidentyfikowano

też znaczną ilość (około 23%) delecji lub insercji jednego, kilku lub kilkunastu

nukleotydów (Bunge i współaut. 1992, Popowska i współaut. 1994). W niektó­
rych przypadkach insercja była wynikiem duplikacji fragmentu eksonu.

Dużą grupę (około 23%) stanowią mutacje punktowe w rejonie występowania
sekwencji specyficznych dla donorowego lub akceptorowego miejsca składania

genu. Mutacje tego typu prowadzą do nierozpoznania miejsca wycinania
i usunięcia całego eksonu łącznie z intronem lub wykorzystania nietypowego
miejsca wycinania i usunięcia fragmentu eksonu lub wstawienia różnej długości
fragmentu intronowego do eksonu (Bunge i współaut. 1993, Flomen i współaut.
1992, Popowskai współaut. 1994).

Spośród mutacji punktowych często jest obserwowane podstawienie T

w miejsce C w dwunukleotydowych mostkach CpG, co jest zgodne z wysoką
mutagennością tych ugrupowań, wynikającą z deaminacji metylowanej cytydy-
ny. Jedną z najczęściej występujących mutacji tego typujest substytucja C -> T
w kodonie 374 (ogółem 6 przypadków), która wprowadza nowe miejsce donorowe
składania genu i powoduje delecję 60 końcowych nukleotydów w eksonie VIII.
Zmiana nukleotydu powoduje powstanie nowego miejsca restrykcyjnego dla

enzymu HphI w genie IDS. Inne substytucje C -» T mają charakter mutacji
wprowadzającej zmienioną informację w kodonie lub wprowadzającej kodon

terminalny.
Zidentyfikowane mutacje są zlokalizowane wzdłuż całego genu, przy czym

2/3 znajduje się w eksonach III, V i IX.

Dotychczas przeprowadzone badania wskazują na wielką różnorodność mu­
tacji w genie IDS. Identyczne zmiany wykryto tylko w kilku rodzinach i poza
opisaną powyżej substytucją w kodonie 374 dotyczą mutacji w kodonach
172 i 443, wprowadzających w obu przypadkach kodon terminalny do trans-

kryptu. Znane są też przypadki występowania mutacji w tych samych trójnu-
kleotydowych kodonach, na przykład: 86, 135 i 468, jednak różnią się one bądź
pozycją nukleotydu, który uległ zmianie, bądź rodzajem samego podstawienia
nukleotydowego.

PATOGENEZA ZESPOŁU HUNTERA

Zespół Huntera manifestuje się przy całkowitym braku lub znacznie zredu­
kowanym poziomie aktywności sulfatazy a-J>iduronianu. Całkowity brak białka

enzymatycznego lub tworzenie białka o zmienionej strukturze i trwałości może

być wynikiem delecji całego lub części genu IDS lub może być wynikiem takiej
zmiany w obrębie genu, która powoduje tworzenie zmienionego i/ lub niestabil­
nego traskryptu.
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Choroba dziedziczy się w sposób recesywny sprzężony z chromosomem X.

Objawy choroby są obserwowane u osobników męskich, posiadających uszko­
dzony gen IDS na obecnym u nich jednym chromosomie X. Kobiety posiadające
dwa chromosomy X, zazwyczaj nie rozwijają objawów choroby, a są jedynie
nosicielkami uszkodzonego genu. Do chwili obecnej zidentyfikowano kilka przy­
padków stanowiących odstępstwo od tej reguły. Mossman i współpracownicy
(1983) opisali przypadek dziewczynki z klinicznymi objawami MPS II i niedobo­
rem IDS, u której stwierdzono istnienie wymiennej translokacji zrównoważonej
46,XX,t(X;5), powodującej rozerwanie chromosomu Xw locus genu IDS. Ujaw­
niono też przypadki MPS II u dziewcząt nie wykazujących zmian cytogenetycz-
nych (Clarke i współaut. 1991). Szczegółowe b adania stwierdziły istnienie u tych
dziewcząt selektywnej (non random) inaktywacji jednego z chromosomów X.

Przypuszczać należy, że inaktywacji uległ prawidłowy chromosom, natomiast

aktywny pozostał chromosom niosący uszkodzony gen IDS.

Oceniono, na podstawie dotychczas zdiagnozowanych przypadków, że muko-
polisachaiydoza II występuj e z częstością 7,5 x 1CT6 żywo narodzonych chłopców.
U Żydów askenazyjskich i marokańskich obserwuje się dwukrotnie większą
częstość choroby (14,8 przypadków na 1 milion), co może być wynikiem prena­
talnej selekcji faworyzującej chromosom X z uszkodzonym genem IDS (Zlotogo-
ra i współaut. 1991).

ZALEŻNOŚĆ FENOTYP — GENOTYP

W celu określenia zależności między fenotypem a genotypem obj awy kliniczne
MPS II są klasyfikowane w trzech grupach, obejmujących formę A i B oraz

uwzględniających postać pośrednią choroby.
Grupa I — choroba o łagodnym przebiegu — obejmuje pacjentów z normal­

nym współczynnikiem inteligencji i typowymi, lecz niezbyt ciężkimi zmianami

somatycznymi.
Grupa II — choroba o umiarkowanym przebiegu — obejmuje pacjentów

z typowymi zmianami somatycznymi i obniżonym stopniem rozwoju umysłowe­
go, który wraz z wiekiem wykazuje tendencje uwsteczniające.

Grupa III — choroba o ciężkim przebiegu — obejmuje pacjentów z ostro

zaznaczonymi zmianami somatycznymi i głębokim niedorozwojem umysłowym,
objawiającym się między innymi całkowitym brakiem mowy lub znajomością
Jedynie kilku słów.

Dotychczas przeprowadzone badania genetyczne wykazuj ą wielką różnorod­
ność mutacji w genie IDS. Identyczne zmiany w budowie genu wykryto tylko
w nielicznych rodzinach dla kilku rodzajów mutacji.

Funkcja poszczególnych fragmentów kodowanego białka enzymatycznego
nie jest jeszcze wyjaśniona. Wysoka homo logia pewnych obszarów białka IDS
z budową innych sulfataz lizosomalnych świadczy o funkcjonalnej i struktural­
nej ważności tych rejonów, obejmujących ugrupowania tak zwanych aminokwa­
sów konserwatywnych. Stwierdzono, że mutacje dotyczące obszarów konserwa­
tywnych wywołują chorobę o ciężkim lub umiarkowanym przebiegu (Bunge
i współaut. 1993, Popowska i współaut. 1994). Dzieje się to nawet w przypadku



456 Ewa Popowska

mutacji punktowych, powodujących zmianęjednego prawidłowego aminokwasu
na aminokwas o odmiennej strukturze i odmiennych właściwościach fizyko-che­
micznych. Podobnie dość ciężki przebieg choroby obserwuje się u pacjentów
z mutacjami zlokalizowanymi w unikalnych rejonach genu o budowie specyficz­
nej tylko dla sulfatazy iduronianu.

U niektórych pacjentów obserwowano mutacje punktowe, powodujące zmia­
nę kodonów informacyjnych w kodony terminalne, co prowadziło do przerwania
włączania aminokwasów do tworzonego białka. Powstanie tego typu zmiany w

kodonie 172 warunkowało ciężkie objawy choroby, natomiast w kodonie 443
i 475 umiarkowane objawy choroby. W pierwszym przypadku mutacja wystąpiła
w początkowym fragmencie transkryptu, co w konsekwencji przejawiało się
całkowitym brakiem aktywnego białka enzymatycznego. W dwu pozostałych
przypadkach kodony terminalne powstały w końcowym fragmencie transkryptu,
już poza rejonem wysokiej homologii obserwowanej dla różnych sulfataz, co

prawdopodobnie powodowało, że tworzone cząsteczki białkowe charakteryzowa­
ły się znaczną stabilnością i mniej zredukowaną aktywnością enzymatyczną.

Znaczną zmienność fenotypową manifestują też mutacje zmieniające specy­
ficzność miejsca donorowego lub miejsca akceptorowego składania genu. Eks­
presja tych mutacji zależy od ich lokalizacji w genie i wpływu na budowę
i strukturę tworzonego białka enzymatycznego. Jedną z takich zmian jest
mutacja w eksonie VIII (kodon 374), która wprowadza nowe miejsce donorowe
składania genu, nie naruszając przy tym sekwencji nukleotydowej w uprzednio
istniejącym miejscu. Nowe miejsce donorowe wykazuje większe powinowactwo
do splicoscmu — kompleksu enzymatycznego zajmującego się wycinaniem
intronów i wzajemnym łączeniem eksonów. Stwierdzono, że główniejest używane
nowe miejsce donorowe a w dużo mniejszym stopniu stare miejsce donorowe
składania genu co powoduje, że obok zmienionego transkryptu tworzą się też

pewne ilości normalnego transkryptu. W konsekwencji powstaje pewna ilość

prawidłowego białka a choroba ma przebieg łagodny. U pacjentów z tą mutacją
obserwuje się zmniejszoną ruchliwość stawów, zaburzenia słuchu, obniżony
wzrost i charakterystyczne rysy twarzy, jednak rozwój umysłowy pozostaje w

normie, co pozwala im na podjęcie nauki w normalnej szkole.
Duża heterogenność zmian genetycznych utrudnia opracowanie prostej

zależności między obserwowanym fenotypem a genotypem. Ogólnie można

stwierdzić, że wszelkie mutacje prowadzące do delecj i całego lub fragmentu genu,
drobne mutacje typu delecji czy insercji zmieniające ramkę odczytu, mutacje
punktowe w rejonach konserwatywnych lub w rejonach unikalnych oraz muta­
cje punktowe wprowadzające kodon terminalny, szczególnie w początkowym
rejonie transkryptu, będą odpowiedzialne za brak lub tworzenie zmienionego,
niestabilnego białka całkowicie lub w znacznym stopniu pozbawionego aktyw­
ności enzymatycznej i w konsekwencji będą się ujawniały w formie choroby o

ciężkim lub umiarkowanym przebiegu. Natomiast mutacje zlokalizowane
w mniej ważnych funkcyjnie rejonach białka, nie wywołujące dużych zmian
w sekwencji 1 budowie przestrzennej białka, będą odpowiedzialne za wystąpienie
choroby o łagodnym przebiegu.

Badania korelacji między fenotypem a genotypem w spokrewnionych rodzi­
nach skłaniają do twierdzenia, że kondycja fizyczna i umysłowa chorego
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z mukopolisacharydozą II zależy głównie od podłoża genetycznego choroby, lecz
w pewnym stopniu mają też na nią wpływ uwarunkowania środowiska.

Mukopolisachaiydoza II, jako choroba uwarunkowana genetycznie, jest
nieuleczalna za pomocą dotychczas stosowanych zabiegów klinicznych i farma­
kologicznych. Obecnie możliwajest niewielka poprawa komfortu życia chorego
poprzez stosowanie odpowiedniej rehabilitacji ruchowej, treningu umysłowego i

doraźnej terapii farmakologicznej.
W latach 70-tych zasygnalizowano osiągnięcie pewnej poprawy ruchliwości

stawów u choiych w wyniku przetoczenia dużej ilości plazmy lub leukocytów.
Lepsze rezultaty normalizacji wydalania glikozaminoglikanów, zmniejszenia
przerostu narządów wewnętrznych i zwiększenia ruchliwości stawów uzyskano
po przeprowadzeniu transplantacji szpiku. Niestety, w obu przypadkach osiąg­
nięto jedynie przejściową poprawę stanu zdrowia.

Prawdziwe uleczenie choroby wydaj e się bardzo trudne do osiągnięcia, gdyż
wiąże się z naprawą uszkodzonego genu we wszystkich komórkach organizmu.
Osiągnięcie tego celu jest możliwe jedynie poprzez odpowiednią wymianę mate­
riału genetycznego w zarodku podczas pierwszych podziałów zygoty. Działania

tego typu są na razie w stadium pierwszych prób wykonywanych na komórkach

zwierzęcych. Zastosowanie ich w terapii człowieka wiąże się z pokonaniem
trudności technicznych gwarantujących odpowiednie włączenie prawidłowego
genu w specyficznym dla niego locus na chromosomie. Ewentualne wprowadze­
nie terapii u ludzi wiąże się też z koniecznością ustalenia przepisów prawnych
zezwalających na tego typu manipulacje genetyczne.

MOLECULAR BASIS OF THE HUNTER SYNDROME

Summary
Mucopolysaccharidoses (MPS) are a group of inheritable disorders caused by a deficiency of

lysosomal enzymes needed for stepwise dcgradation of mucopolysaccharidcs (glycosaminoglycans).
To this group of diseases belongs the Hunter syndrome (mucopolisaccharidosis type II, MPS II)
causcd by absence or reduction of iduronate sulfatase (IDS). This leads to accumulation of the

incompletely degradcd dermatan and heparan sulfates. Symptoms of the disease include short

stature, coarse facial features, skeletal deformltles and, sometlmes, progresslve deafhess, mental

retardatlon and greatly shortened llfe span.
IDS Is encoded by a gene located on X chromosome. The IDS gene contatns 9 exons and 8 Introns.

Many diflcrent type of mutations were observed In patients wlth MPS II. In about 20% of the
cases deletlons of the whole gene or other major structural alteratlons were found. The majority of
the patients carries smali aberrations ofthe IDS gene, 23% having deletions c fone, two or three base

pairs, and 57% various point mutatious llke mlssense, nonsense or mutations affecttng the spllce
site.

Identification of mutations is based on DNA or RNA analysis. The most useful molecular

technlques scem to be restriction fragments analysis, exon and cDNA fragment amplification, single
strand conformatlonal polymorphism and heteroduplex analysis, dot-blot hybridization and se-

quencing. Knowledge of the primary genetlc defect allows carrier detectton and prenatal dlagnosls
as well as some lnsight into the relatlonship between genotype and phenotype.
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NIEDOBÓR ALFA-l-ANTYTRYPSYNY

ALFA-1 -ANTYTRYPSYNA (ALFA-1 — INHIBITOR PROTEAZ

ALFA-1 — ANTYPROTEAZA)

Inhibitory proteaz stanowią po albuminach i immunoglobulinach najliczniej­
szą frakcję białek funkcjonalnych krwi. Termin SERPINS (ang. serine protease
inhibitors) określa rodzinę inhibitorów proteaz serynowych (tj. proteaz zawiera­
jących w centrum aktywnym reszty seiynowe), które kontrolują szereg bardzo

istotnych procesów fizjologicznych w organizmie, związanych między innymi
z fibiynolizą, krzepnięciem krwi, aktywacją komplementu, uwalnianiem kinln,
procesami zapalnymi i innymi (Patterson 1991). Poznane glikoproteiny z rodziny
SERPINS wykazują duży stopień podobieństwa, zarówno struktury molekular­
nej (stosunkowo nieduża masa cząsteczkowa od około 40 do 60 kDa, pojedynczy
łańcuch peptydowy, podobna sekwencja aminokwasów tworzących centrum

aktywne), jak i mechanizmu działania (tab. 1).
Tabela 1

SERPINS — rodzina Inhibitorów proteaz seiynowych (według Carrell'A 1 współaut. 1989)

Inhibitor Stężenie w surowicy
(Umol/l)

Masa cząsteczkowa
(kDa)

Cząsteczka docelowa

a i -Antytiyp syna 25 55000 elastaza

ai-Antychymotrypsyna 7 69000 katepsyna G

Antytromblna 2 61000 tromblna

Cl-Inhibitor 2 104000 Cl, kalllkreina

Antyplazmlna 1 70000 plazmlna
PA-lnhlbitor lO"4 50000 aktywator plazminogenu

Alfa-l-antytrypsyna (A1AT) jest inhibitorem szeregu proteaz seiynowych:
przede wszystkim elastazy neutrofilowej, a także tiypsyny, chymotrypsyny,
plazminy, plazminogenu, katepsyny G. Podstawową funkcją A1ATjest obrona

organizmu przed zbyt silnym działaniem elastazy neutrofilowej wydzielanej przez
leukocyty i makrofagi. Gen AlATo długości 12200 par zasadjest zlokalizowany
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na chromosomie 14 w pozycji q31-32.3. (Crystal 1989). Ekspresja genu ma

charakter tkankowo-specyficzny. Synteza A1AT zachodzi głównie w wątrobie.
Dodatkowym miejscem syntezy są fagocyty jednojądrzaste, monocyty krwi
i makrofagi pęcherzyków płuc. Cykl biosyntezy AlATjest typowy dla glikoprotein
sekrecyjnych. W wyniku translacji powstaje prekursor białka o długości 418

aminokwasów, przechodzący dzięki obecności N-końcowego peptydu sygnalnego
do cystern aparatu Golgiego. Po zakończeniu procesu glikozylacji, odcięciu
peptydu sygnalnego i przyjęciu odpowiedniej konformacji, dojrzałe białko jest
wydzielane do krwi.

Cząteczka A1AT (55 kDa) składa się z pojedynczego łańcucha peptydowego
zawierającego 394 reszt aminokwasowych oraz trzech łańcuchów cukrowcowych
o różnym stopniu rozgałęzienia, zbudowanych z reszt A-acetyloglukozaminy,
mannozy, galaktozy i kwasu sialowego. Badania krystalograficzne wykazały, iż

AlATjest białkiem globulamym o wysoce uporządkowanej strukturze trzecio­
rzędowej. Centrum aktywne tworzy sześć reszt aminokwasowych zajmujących
pozycje od 358 do 363 w łańcuchu peptydowym. Zasadnicze znaczenie dla

oddziaływania z elastazą ma metionina i seiyna w pozycjach odpowiednio 358
i 359 (ryc. 1). Mechanizm hamowania proteaz polega na ich inaktywacji poprzez
tworzenie trwałego, nieodwracalnego kompleksu inhibitor-proteaza, który na­
stępnie jest usuwany z krwiobiegu (Carrell i współaut. 1982).

Ryc. 1. Schemat Interakcji pomiędzy elastazą neutrofilową 1 alfa-1-antytiypsyną
(według Kalshekera 1 współaut. 1990).
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POLIMORFIZM LOCUS PI W POPULACJI

W populacji występuje wiele odmian fenotypowych A1AT, tak zwanych
wariantów, uwarunkowanych allelami locus Pi (protease inhibitor) (Kowalska
1993). Dzięki użyciu technik elektroforę tycznych, szczególnie izoelektroognisko-

wanla w gradiencie pH od 4 do 6, wykryto dotychczas ponad 75 wariantów AlAT.
W populacji dominują (95%) nosiciele prawidłowego wariantu M, któiy występuje
w formie kilku subtypów: Ml, M2, M3, zabezpieczających prawidłowy poziom
A1AT (iyc. 2). Natomiast pozostałe 5% wariantów AlAT występujących w popu­
lacji jest często połączonych z zaniżonym poziomem inhibitora we krwi i, co za

tym idzie, ze zwiększoną predyspozycją do rozwoju chorób (KowALSKAiwspółaut.
1991, Piłacik 1988, Titenko-Holland i współaut. 1992).

Ryc. 2. Izoelektroognlskowanie białek surowicy krwi w gradiencie pH 4-6. Identyfikacja fenotypów
A1AT: 1-3 — M1M1, 4 — M1M3, 5-6 — M1M1,7 —MIS,8 —M1F,

9 —M1M3, 10 —M2M3, 11—M1M2, 12-13 —M1M3, 14-18 —M1M1.

MOLEKULARNE PODŁOŻE NIEDOBORU ALFA-1 -ANTYTRYPSYNY

U podstaw niedoboru A1AT leżą allele deficytowe, które nie zapewniają
prawidłowego stężenia A1AT oraz allele „nuli” (nieme) połączone z brakiem A1AT

w surowicy.
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Do najczęstszych alleli deficytowych należą allele Z i S występujące
w populacjach rasy kaukaskiej z częstością od 1 % do 4%. Allel Z powstał
w wyniku tranzycji G —> A w eksonie V, dającej w pozycji 342 łańcucha

peptydowego lizynę zamiast glutaminy (ryc. 3). Zamiana w sekwencj i aminokwa­
sów narusza trzeciorzędową strukturę białka. Wprowadzenie aminokwasu z

dodatkową grupą aminową, wskutek zmiany ładunku cząsteczki, powoduje
zerwanie mostka elektrostatycznego pomiędzy glutaminą 342 a lizyną 290.
W wyniku tych zmian zwolnieniu ulega tempo posttranslacyjnego procesu
fałdowania białka, co sprzyja oddziaływaniom pomiędzy resztami hydrofobowy­
mi przylegających do siebie cząsteczek AlAT i powoduje ich agregację w siateczce

endoplazmatycznej hepatocytów. Jedynie około 10%-15% zmutowanej formy
A1AT jest wydzielane do krwi, gdzie wariant ten wykazuje zmniejszoną aktyw­
ność antyproteolityczną. Wskutek zmian konformacyjnych kompleks AlAT-ela-
stazajest strukturą niestabilną.

Exon V: AGCT
codon 342
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Ryc. 3. Mutacja Z Glu 342 (GAG) Lys 342 (AAG) w eksonie V genu alfa-1-antytry-
psyny.

W deficytowym allelu S transwersja A —> T w eksonie III genu prowadzi do

zamiany glutaminy na walinę w pozycji 262 (iyc. 4). W następstwie zerwania
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mostka elektrostatycznego pomiędzy glutaminą a lizyną w pozycji 290 zmniejsza
się stabilność białka, co powoduje jego rozpad w hepatocytach. Jedynie 40%
wariantu S Jest wydzielane do krwiobiegu. Mutacja ta nie zmniejsza działania
inhibitora. Nie obserwuje się też agregacji cząsteczek w cytoplazmie hepatocy-
tów.

Inne zidentyfikowane allele deficytowe tj: Mheerlen, Mprocida, Mduarte, P, Zaugs-
burg należą do alleli rzadkich, których częstość w populacjijest mniejsza niż 0,1%
(Brantly i współaut. 1988). Allel Mheerlen powstał w wyniku tranzycji C na T

w eksonie V, powodującej zamianę proliny na leucynę w pozycji 369. Wariant

Mprocida zawiera tranzycję T —> C w eksonie II prowadzącą do zamiany leucyny
na prolinę w pozycji 41. Analiza krystalograficzna obu wariantów sugeruje, iż

powyższe mutacje zmieniają strukturę A1AT w regionach alfa-helisy, co wpływa
na zaburzenie procesu fałdowania cząteczek A1AT i przyczynia się do ich

degradacji przed wydzieleniem z hepatocytów. Do krwi przechodzi znikoma ilość
AlAT (poniżej 10%).

Przyczyną powstania alleli „nuir(niemych) są mutacje punktowe typu zmia­
na fazy odczytu oraz mutacje nonsensowne, które uniemożliwiają syntezę pra­
widłowego produktu białkowego. U wszystkich homozygotycznych nosicieli alleli

niemych obserwuje się całkowity brak AlAT w surowicy krwi. Ich częstość w

populacji nie przekracza 0,1%. Allel nullbellingham powstał w wyniku transwersji
A-?Tw kodonie lizyny 217, wprowadzającej w to miejsce sygnał stop TAG. W

następstwie powstają skrócone mRNA, ulegające degradacji. Podobnie w

allelu nullgranitefalls delecja cytozyny w eksonie II kodonu tyrozyny 160 powoduje
przesunięcie ramki odczytu z wytworzeniem sygnału stop. W allelu nullhongkong
w eksonie IV w pozycji leucyny 318 wypadają dwie zasady: tymina i cytozyna,
co powoduje utworzenie kodonu stop w pozycji 334 (Crystal i współaut.
1989).

ROLA NIEDOBORU ALFA-1-ANTYTRYPSYNY W PATOGENEZIE CHORÓB

Zakłócenie równowagi pomiędzy systemem proteolitycznym (proteazy) i anty-
proteolitycznym (inhibitory proteaz) narusza homeostazę organizmu. U nosicieli
alleli deficytowych i niemych poziom A1AT w surowicy jest zaniżony, u homozy-
got PiZZ i PiSS odpowiednio do 10%-15% i 60%, u heterozygot PiMZ, PiMS, PiSZ
do 60%, 80% i 40% prawidłowego poziomu (BRANTLY i współaut. 1991).

Obniżenie poziomu A1AT w surowicy krwi poniżej 40% prawidłowego pozio­
mu predysponuje do rozwoju chorób płuc. U wszystkich nosicieli alleli niemych
o fenotypach Pi nuli. Pi Z nuli występują objawy rozedmy płuc pomiędzy 30
a 40 rokiem życia. Podwyższone iyzyko chorób płuc występuje także u hetero­
zygot PiMZ, PiMS oraz homozygot PiSS i znacznie wzrasta wraz z ekspozycją na

działanie dymu papierosowego oraz szkodliwych czynników środowiska, inakty-
wujących działanie A1AT.

Zaburzenia glikozylacji A1AT połączone z akumulacją złogów A1AT w hepa­
tocytach leżą u podstaw chorób wątroby, z powodu któiych umiera w pierwszych
latach życia około 3% dzieci o fenotypie PiZZ (Povey 1990).
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NIEDOBÓR Al AT A CHOROBY PŁUC

Korelację pomiędzy obniżonym poziomem ai-globulin, a rozedmą płuc po raz

pierwszy zaobserwowali Laurell i Eriksson w 1963 roku. Badania epidemiolo­
giczne przeprowadzone w wielu krajach Europy i USA wykazały związek pomię­
dzy niedoborem A1AT a rozwojem przewlekłych obturacyjnych chorób płuc
(Klasen i współaut. 1986). Prowadzone od ponad 20 lat badania doświadczalne

dostarczyły dowodów potwierdzających teorię proteazowo-antyproteazową
w odniesieniu do patogenezy rozedmy płuc. Zakłócenie równowagi pomiędzy
AlAT a proteazami w obrębie dolnych dróg oddechowych powoduje niszczenie
ścianek pęcherzyków płucnych. Wskutek nadmiernej aktywności elastazy
uwalnianej z fagocytów i makrofagów pęcherzykowych następuje uszkadzanie
włókien elastyny, co z czasem prowadzi do zmniejszenia sprężystości. Teorię
proteazowo-antyproteazową potwierdzają:

1) dowiedziony związek pomiędzy niedoborowymi fenotypami A1AT a rozwo­
jem rozedmy płuc;

2) możliwość wywołania eksperymentalnej rozedmy płuc u zwierząt poprzez
podawanie preparatów elastazy i innych elastolitycznych proteaz;

3) zwiększenie stężenia fragmentów peptydowych, produktów pochodzących
z rozpadlej elastazy, w moczu chorych na rozedmę płuc (Janoff 1985).

NIEDOBÓR Al AT A CHOROBY WĄTROBY

Korelację pomiędzy niedoborem AlAT a marskością wątroby u dzieci zaob­
serwowali po raz pierwszy Siłarp i współpracownicy w 1969, po czym wielu
autorów potwierdziło to spostrzeżenie (Piłacik 1991). Sveger (Szwecja, 1976)
wśród 200000 noworodków stwierdzi! 125 homozygot PiZZ, 13 z nich wykazy­
wało objawy cholestazy.

W badaniach Rujner i współpracowników (Centrum Zdrowia Dziecka
w Warszawie, 1986) 22% dzieci z noworodkowym zapaleniem wątroby było
nosicielami allelu PiZ, w postaci homo- (17,7%) lub heterozygotycznej (4,4%).
W badaniach przeprowadzonych przez Hodges’a i współpracowników (1981)
wśród dorosłych choiych z przewlekłym zapaleniem oraz marskością wątroby
2,5% było heterozygotami PiMZ. Niedobór A1AT zwiększa ryzyko pierwotnego
raka wątroby. W badaniach Erikssona i współpracowników (1986) 17% chorych
z powodu wątrobiaka (hepatoma) było homozygotami allelu PiZ. Udział innych
deficytowych fenotypów: PiSZ, Pi nullZ w rozwoju chorób wątroby jest znacznie

mniejszy. Wśród rzadkich alleli deficytowych A1AT marskość wątroby obserwo­
wano jedynie u nosicieli alleli połączonych z akumulacją zmutowanej A1AT
W hepatOCytach PiMmalton i PiMduarte.

Patogeneza chorób wątroby, uwarunkowanych niedoborem A1AT, pozostaje
dotychczas nie wyjaśniona. Przede wszystkim nie są znane czynniki inicjujące
proces chorobowy. Postulowanych jest szereg hipotez. Zgodnie z hipotezą „aku­
mulacji” przyczyną rozwoju marskości wątroby u nosicieli allelu PiZjest tworzenie

się złogów zmutowanej A1AT w cytoplazmie hepatocytów. Tranzycja G -» A
w kodonie 342 powoduje zaburzenie fałdowania białka, co uniemożliwia prawidłowy
proces jego glikozylacji i sekrecji. Cząsteczki zmutowanej A1AT precypitują
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w siateczce endoplazmatycznej komórek wątroby. Mechanizm niszczenia hepa-
tocytów przez zakumulowaną A1AT nie Jest znany. Carrell sugeruje możliwość

„przełączania” metabolizmu hepatocytów na wewnątrzkomórkową proteolizę.
Badania biopunktatów wątroby w mikroskopie elektronowym u chorych ze

złogami A1AT wykazały znaczne zmiany w ultrastrukturze komórkowej (m.in.:
wzrost liczby peroksysomów, rozciągnięcie reticulum endoplazmatycznego) oraz

występowanie dużej liczby martwych komórek. Niezrozumiały pozostaje fakt

występowania złogów A1AT tylko u 40% chorych homozygot PiZZ. Brak jest
korelacji pomiędzy liczbą i rozmiarami złogów a intensywnością objawów choro­
by. Według hipotezy „zakłóconej równowagi proteazowej” niedobór w naczyniach
krwionośnych otaczających bezpośrednio hepatocyty uniemożliwia ich ochronę
przed atakiem proteolitycznym. Nadmierna aktywność proteaz uwalnianych
z leukocytów i makrofagów podczas procesów zapalnych powoduje niszczenie
matrix komórek wątroby. Obniżony poziom A1AT nie wydaje się być jednak
czynnikiem decydującym w rozwoju choroby wątroby. U wszystkich dotąd
opisanych w literaturze homozygot alleli niemych, z całkowitym brakiem A1AT

występowałajedynie rozedma płuc.
Żadna z dwóch przedstawionych hipotez nie wyjaśnia wszystkich zagadnień

związanych z patogenezą chorób wątroby uwarunkowanych niedoborem A1AT.

Podwyższone ryzyko chorób wątroby w rodzinach nosicieli allelu PiZ (oszacowane
przez różnych autorów od 21% do 78%) oraz duże podobieństwo w intensywności
objawów choroby obserwowane u rodzeństwa zdają się wskazywać na występo­
wanie drugorzędowych czynników genetycznych (Schwarzenberg i Sharp 1990).

NIEDOBÓR A1AT A CHOROBY SKÓRY

Niedobór A1ATjest Jednym z istotnych czynników w patogenezie niektórych
chorób skóry o nie wyjaśnionej jeszcze etiologii, na przykład w łuszczycy
i zapaleniu tkanki podskórnej (panniculitis). Panniculitis u nosicieli allelu Z

występuje stosunkowo rzadko (dotychczas opisano zaledwie kilkanaście przy­
padków). U wszystkich chorych rozpoznano wrzodziejącą postać zapalenia
skóry, którego bezpośrednią przyczyną był uraz mechaniczny. Rola niedoboru
AlAT w rozwoju panniculitis niejest znana. Wydaje się, że głównym czynnikiem
odpowiedzialnym za obserwowane zmiany wrzodziejące jest nadmierna aktyw­
ność proteaz uwalnianych przez obojętnochłonne granulocyty (Bleumink i Klark-
ke 1985).

Wśród chorych na łuszczycę Beckman i współpracownicy obserwowali zna­
cznie wyższą częstość heterozygot MZ (12,5%) w porównaniu z grupą kontrolną
(2,1%). Niedobory A1AT opisano także w Innych chorobach skóry, takich jak:
angioedema, pokrzywka, kontaktowe zapalenie skóry.

NIEDOBÓR A1ATA REUMATOIDALNE ZAPALENIE STAWÓW

Wyniki prac wielu autorów wskazują również na istnienie zależności pomię­
dzy występowaniem fenotypów związanych z niedoborem inhibitora proteaz w

surowicy a reumatoidalnym zapaleniem stawów. Według badań Arnauda
i współpracowników (1979) około 9% chorych na reumatoidalne zapalenie
stawów stanowią nosiciele fenotypu PiMZ.
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UDZIAŁ NIEDOBORU A1AT W PATOGENEZIE INNYCH CHORÓB

Niektóre rzadkie choroby oczu, na przykład siatkówkowe zapalenie naczyń
(retinal oasculitis) i zapaleniejagodówki (uueitis anterior] wydają się występować
w powiązaniu z niedoborem AlAT. Wskazują na to obserwacje Brewertona i

współpracowników (Piłacik 1991), którzy w 80-osobowej grupie choiych z

zapaleniem jagodówki stwierdzili wysoki, bo aż 28%, udział fenotypów MZ.

Większość osób z niedoborem A1AT zapada na przewlekłe zapalenia nerek.
U niektórych chorych obserwuje się złogi A1AT w kłębkach nerkowych (Piłacik
1991).

Ostatnio dzięki zastosowaniu metod immunochemicznych do badań skra­
wków mózgu chorych z otępieniem starczym typu Alzheimera, jednym z najczę­
stszych degeneracyjnych schorzeń centralnego układu nerwowego połączonych
z postępującym zanikiem funkcji mózgu, wykryto w złogach amyloidu obecność
inhibitorów proteaz serynowych: alfa-l-antytrypsyny i alfa-l-chymotrypsyny.
Zakłócenie równowagi pomiędzy systemem proteolitycznym i antyproteolitycz-
nym może być istotnym czynnikiem w procesie starzenia się mózgu i tym samym
w patogenezie choroby Alzheimera (Gollin i współaut. 1992).

DIAGNOSTYKA NIEDOBORU ALFA-1 -ANTYTRYPSYNY, MOŻLIWOŚCI TERAPII

System diagnostyczny pozwalający na wykrywanie osób obarczonych niedo­
borem A1AT o podłożu genetycznym polega na trójstopniowym postępowaniu.
Pierwszym etapem jest ilościowe oznaczenie A1AT w osoczu krwi metodami

immunologicznymi lub pomiarem aktywności antyproteolitycznej surowicy krwi.

Drugi etap postępowania diagnostycznego polega na określeniu fenotypu A1AT

metodą izoelektroogniskowania białek surowicy krwi w żelach agarozowych lub

poliakryloamidowych z gradientem pH od 4 do 6. Trzeci etap obejmuje analizę
DNA genu alfa-l-antytrypsyny (Piłacik 1991).

W 1983 roku KiDD i współpracownicy przedstawili po raz pierwszy metodę
detekcji mutacji Z w genie Al AT z wykorzystaniem 19-nukleotydowych sond do

hybrydyzacji z genomowym DNA z limfocytów krwi obwodowej osób o różnych
fenotypach A1AT: PiMM, PiMZ, PiZZ. W 1986 roku Hejtmancik i współpracow­
nicy oraz Cox i współpracownicy przeprowadzili diagnostykę prenatalną niedo­
boru Al AT w oparciu o silną korelację pomiędzy allelem PiZ a polimorfizmem
długości fragmentów restrykcyjnych (RFLP), występującym w wyniku trawienia
DNA endonukleazą Ava II. W 1987 roku Cox i współpracownicy wykorzystali do

diagnostyki prenatalnej RFLP sprzężony w około 77% z allelem PiZ, będący
wynikiem mutacji Val2 3 (GTG) Ala213 (GCG) w eksonie III genu A1AT (rys. 4).
TranzycjaT —> C w kodonie 213 występuje z powodu utraty sekwencji rozpozna­
wanej przez endonukleazy: Maelll i BstEII.

Istotny postęp w diagnostyce niedoboru A1AT nastąpił dzięki zastosowaniu

reakcji enzymatycznej amplifikacji DNA in vit.ro (PCR: polymerase chain reac-

tion). Metoda PCR opisana przez Saiktego i współpracowników w 1985 roku

pozwala uzyskiwać ponad dwieście tysięcy kopii wybranego fragmentu genomu
z pominięciem żmudnej procedury tworzenia bibliotek genomowych i klonowa­
nia. Efektywność hybrydyzacji sond oligonukleotydowych z produktami PCRjest
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M PROBE

MZMZMMZZ MZMZ

Z PROBE
Ryc. 5. A. Schemat PCR fragmentu V eksonu genu alfa-l-antytrypsyny zawierającego
mutację Z. B. Hybrydyzacja produktów PCR osób o genotypach: PiMM, PiMZ, PiZZ z

sondami oligonukleotydowymi komlementarnymi do fragmentu prawidłowego (M probe)
i zmutowanego (Z probe) genu A1AT.
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znacznie wyższa aniżeli z genomowym DNA (rys. 5). Ulatwionajest analiza RFLP,
którą można przeprowadzić metodą rozdziału elektroforę tycznego produktów
PCR trawionych określoną restiyktazą w żelu agarozowym, bez proceduiy
hybrydyzacji z sondami plazmidowymi, stosowanej w tradycyjnym badaniu
RFLP według Southerna. Metoda enzymatycznej amplifikacji DNA umożliwia
także bezpośrednie sekwencjonowanie DNA uzyskanych produktów PCR (Ko­
walska i wspólaut. 1991).

Spośród stanów patologicznych, wywołanych niedoborem A1AT, postępowa­
niem leczniczym mającym na celu przywrócenie prawidłowego poziomu A1AT

objęto dotychczas rozedmę płuc (dożylne podawanie preparatów AlAT uzyska­
nych z ludzkiego osocza) oraz choroby wątroby (transplantacja wątroby). W toku

są poszukiwania nowych rozwiązań, zwłaszcza w zakresie terapii genowej
z wykorzystaniem metod biologii molekularnej.

DEFICIENCY OF ALPHA-1 -ANTITRIPSIN

Summary

Alpha-l-antitripsin (A1AT), a glycoprotein of relative molecular mass 55 kDa, is a member of
the superfamily of serine protcinasc Inhlbitors, thc serpins. Its major physiological substratc is
elastase, particularly ln the lower respiratory tract. A1ATgcne (Pi locus), located on chromosome 14
at 14q32.1, is tlssue-specific, exprcsscd in hcpatocytesand macrophagcs. Al AT shows considerable

genetlc variabillty, having morę than 75 variants, the majority ofwhich correspond to, quantitatively
and qualltatlvely, normal A1AT. PiZ alicie is thc most common deflciency variant. In PiZZ homozy-
gotes A1AT conccntration corrcsponds to only 10-15% of normal valucs. The deficiency of A1AT
rcsults in a protease/protease inhibitor imbalance prcdisposing to a dcvclopmcnt ofmany diseases:

lung cmphyscma, liver cirrhosis, psoriasis, rhcumatoid arthritis.
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CUKRZYCA INSULINOZALEŻNA — SKOMPLIKOWANY PRZYKŁAD

CHOROBY UWARUNKOWANEJ WIELOCZYNNIKOWO

WPROWADZENIE

Cukrzyca typu I (insulinozależna)jest chorobą autoimmunologiczną, w której
organizm chorego nie wydziela insuliny na skutek całkowitego lub prawie
całkowitego wyniszczenia komórek 0 wysp Langerhansa trzustki. Uważa się, iż

autodestrukcyjny proces immunologicznyjest inicjowany przez określone czyn­
niki środowiska u osób charakteryzujących się szczególną, uwarunkowaną
genetycznie podatnością (Leslie i współaut. 1989). Proces chorobowy przebiega
powoli, pewne zmiany immunologiczne i metaboliczne występują wiele miesięcy
a nawet lat przed klinicznym ujawnieniem się cukrzycy. W chwili rozpoznania
choroby około 80% wysp Langerhansajest pozbawionych komórek p, obserwuje
się także silne naciekanie wysp przez limfocyty (Foulis i współaut. 1987).
W połowie lat 70-tych odkryto zwiększoną częstość pewnych antygenów HLA

(ang. human leukocyte antigens — antygeny zgodności tkankowej) wśród nie-

spokrewnionych ze sobą choiych na cukrzycę typu I w porównaniu z populacją
osób zdrowych oraz zwiększoną częstość występowania identycznych haploty-
pów HLA u chorego rodzeństwa. Pozwoliło to wyodrębnić podstawową różnicę
pomiędzy cukrzycą insulinozależna (IDDM — insulin-dependent diabetes melli-

tus) a insulinoniezależną (NIDDM — non-insulin-dependent diabetes mellitus),
w której geny HLA nie odgrywają istotnej roli oraz zidentyfikować region HLA
w krótkim ramieniu chromosomu 6 (6p) jako miejsce lokalizacji genów warun­
kujących podatność na cukrzycę typu I. Tak więcjuż około dwudziestu lat temu

genetykom udało się ujawnić jeden z podstawowych faktów dotyczących dzie­
dziczenia jednej z najczęstszych chorób wieloczynnikowych występujących
u ludzi. Od tego wszakże czasu jesteśmy świadkami niesłychanie trudnego
i powolnego wydzierania naturze tajemnic dotyczących genetyki tej choroby.
W oczywisty sposób nasuwają się pytania: które spośród genów leżących
w regionie HLA faktycznie warunkują podatność na cukrzycę, ile ichjest i wjaki
sposób się dziedziczą (recesywnie? dominująco?)? Czy istnieją także geny podat­
ności poza układem HLA; jeśli tak, to jakie, ile ich jest, gdzie są zlokalizowane,
jak się dziedziczą ijakie są zależności między nimi a genami HLA? Jakie czynniki
niegenetyczne (środowiskowe) predysponują do zachorowania na cukrzycę
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i wjaki sposób oddziałują one z czynnikami genetycznymi? Jak dotąd odpowiedzi
na te pytania pozostają bardzo niejasne.

METODY BADAWCZE STOSOWANE W GENETYCE
CHORÓB WIELOCZYNNIKOWYCH

Podstawową metodą stosowaną w genetyce chorób uwarunkowanych wielo-

genowojest poszukiwanie asocjacji w populacjach. Polega ono na identyfikowa­
niu genów polimorficznych i porównywaniu ich częstości w populacjach pacjen­
tów i osób zdrowych (analiza asocjacji — association analysis). Stwierdzenie

statystycznie istotnej asocjacji z występowaniem choroby dowodzi bezpośrednie­
go zaangażowania przyczynowego danego genu, bądź też sprzężenia allelu

markerowego z innym, leżącym w bezpośredniej bliskości, locus warunkującym
podatność na daną chorobę. Niezwyklejest ważne dokładne dobranie populacji
kontrolnej zgodnej etnicznie z badaną populacją osób chorych. Występowanie
ukrytego rozwarstwienia populacji może spowodować fałszywe wykrycie asocja­
cji, jeśli częstość alleli markerowych lub częstość zachorowali w poszczególnych
warstwach populacjijest różna.

W genetyce chorób wieloczynnikowych stosuje się również badania rodzinne.
Tak zwana analiza sprzężeń (ang. linkage analysis) pozwala oszacować odległość
genetyczną pomiędzy locus podatności na zachorowanie a locus markerowym
na podstawie równoczesnego dziedziczenia choroby i markera w rodzinach.
W tym przypadku rekombinacja występuje rzadziej niż w populacji ogólnej, co

umożliwia wykrycie sprzężenia bardziej odległych od siebie loci, niż w przypadku
analizy asocjacji. Klasyczna analiza sprzężeń wymaga znajomości sposobu
dziedziczenia choroby (dziedziczenie dominujące, czy recesywne) i penetracji.
Stosowane obecnie programy komputerowe umożliwiają testowanie wielu modeli
dziedziczenia równocześnie (Hyer i współaut. 1991).

Alternatywą dla klasycznej analizy sprzężeń jest metoda badania chorego
rodzeństwa. W tym przypadku porównuje się częstość, zjaką u chorego rodzeń­
stwa występują równocześnie 0, 1 lub 2 loci markerowe lub haplotypy rodziciel­
skie typu IBD (ang. identical by descent) z częstością, jaka występowałaby
w przypadku pełnej niezależności markera i choroby. Wykazanie częstszej niż
oczekiwana zgodności genetycznej u chorego rodzeństwajest uważane za dowód

sprzężenia locus podatności na daną chorobę z badanym markerem. Możliwość

wykrycia tą metodą znaczących sprzężeń Jest uzależniona od kilku czynników.
Należą do nich: udział procentowy danego locus podatności w tworzenie ogólnej
podatności genetycznej na zachorowanie: dostępność informatywnych marke­
rów genetycznych; występowanie heterogenności genetycznej i fenokopii. Ostat­
nie dwa problemy rozwiązuje analizowanie odpowiednio dużej liczby rodowodów.
Dodatkowa trudność analizowania chorób uwarunkowanych wieloczynnikowo
wynika ze stosunkowo rzadkiego występowania rodzin z co najmniej dwojgiem
choiych dzieci (ang. multiplex families). Trudność tę pozwala częściowo prze­
zwyciężyć zastosowanie modeli zwierzęcych chorób wieloczynnikowych człowie­
ka, jak na przykład tak zwanej myszy NOD (ang. non-obese diabetic mouse)
w przypadku badań nad cukrzycą typu I.
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ASOCJACJA CUKRZYCY TYPU I Z GENAMI UKŁADU HLA

Uważa się, że 60% do 70% podatności genetycznej na cukrzycę typu I jest
kodowana w obrębie genów układu HLA, a o pozostałych 30% do 40% decydują
geny spoza tego układu. Szczególnie istotne w cukrzycy są antygeny HLA klasy
II, kodowane przez loci DR, DQ i DP, z których każde jest podzielone dodatkowo
na loci A i B. Loci A i B kodują odpowiednio łańcuchy a i p cząsteczek klasy II.

Cząsteczki te są obecne na powierzchni komórek prezentuj ących antygen, takich

j ak makrofagi, limfocyty B i aktywowane limfocyty T. Wiążą one obcy (lub własny)
antygen i prezentują go limfocytom T CD4+, które w przypadku cukrzycy typu
I inicjują zniszczenie komórek p trzustki. Geny klasy II charakteryzują się
wysokim polimorfizmem, czego wynikiemjest duża zmienność cząsteczek klasy
II występujących u różnych osób. Dokładne mapowanie genów podatności na

cukrzycę typu I w obrębie układu HLA jest utrudnione przez silne sprzężenia
(ang. linkage diseąuilibrium) występuj ące pomiędzy poszczególnymi genami tego
układu. Wczesne badania serologiczne wykazały pozytywną asocjację antygenów
klasy I B8 i B15 z cukrzycą insulinozależną (SlGNAL i blajchman 1973, Nerup
i współaut. 1974). Silniejszą asocjację stwierdzono później z genami drbl

koduj ącymi antygeny klasy IIDR3 i DR4 (Wolf i współaut. 1983), które wykazuj ą

sprzężenie odpowiednio z B8 i B15. DR3 i DR4 wywierają efekt synergiczny na

predyspozycję na zachorowanie w obrębie rasy kaukaskiej (Wolf i współaut.
1983). U 95% osób chorych na cukrzycę typu I występuje antygen DR3 lub DR4,

bądź też oba równocześnie. Ponieważ jednak te same antygeny są spotykane
również aż u 60% osób zdrowych, nie można uważać ich za pierwotny czynnik
decydujący o zachorowaniu. Obecnie uważa się, że podatność na cukrzycę jest
raczej zasocjowana z antygenami HLA-DQ. Stwierdzono na przykład, że u 90%

chorych na cukrzycę typu I rasy kaukaskiej posiadających antygen DR4,
występuje allel DQB1*O3O2, a u zaledwie 10% — DQBl*0301; podczas gdy oba
te allele są w przybliżeniu jednakowo często spotykane u osób zdrowych DR4-

pozytywnych (Nepom i współaut. 1986). Podobną zależność stwierdzono badając
populację ludzką w północnych Indiach (Fletcher i współaut. 1988), natomiast
nie odnaleziono Jej w populacjach południowych Chin i Japonii (Jacobs
i współaut. 1992). Dwa allele DQB1, to znaczy DQB 1*0602 i DQB 1*0603 są
z kolei negatywnie zasocjowane z cukrzycą w obrębie rasy kaukaskiej (Khalil
i współaut. 1990), u czarnych (Mijovic i współaut. 1991) oraz w innych badanych
do tej poiy populacjach i mogą być w związku z tym uważane za kodujące
odporność na zachorowanie. Badania sekwencji alleli DQB wykazały, że allele

negatywnie zasocjowane z cukrzycą kodują kwas asparaginowy w pozycji 57

(Asp57) łańcucha P cząsteczki HLA-DQ. Na podstawie analizy modeli przestrzen­
nych tej cząsteczki stwierdzono, że wymieniona reszta aminokwasowa wchodzi
w skład kieszonki wiążącej antygen, utworzonej przez strukturę czwartorzędową
łańcuchów a i P cząsteczki DQ. Sugerowano, że reszta aminokwasowa w pozycji
57 może wywierać bezpośredni wpływ na zachorowanie na cukrzycę poprzez
odpowiednią modyfikację usytuowania przestrzennego prezentowanego antyge­
nu (Todd i współaut. 1987), jednakże nie we wszystkich haplotypach HLA-DQ,
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zasocjowanych pozytywnie lub negatywnie z podatnością na cukrzycę, reguła
Asp57 znajduje swoje odzwierciedlenie. Przypuszcza się więc, że również łańcuch
a antygenu DQ może mieć istotne znaczenie. Stwierdzono, że allele DQA1
zasocjowane z cukrzycą kodują w pozycji 52 produktu białkowego argininę. Stąd
wyniknął postulat, że podatność na zachorowanie jest związana z ekspresją
cząsteczki DQ o dwóch cechach: występowania reszty Arg52 w łańcuchu a oraz

braku reszty Asp57 w łańcuchu |3 (Khalil i współaut. 1990). Znów jednak dane
z innych ras niż kaukaska nie potwierdzają tej hipotezy. Podsumowując, naj­
bardziej „stałymi” asocjacjami z podatnością na cukrzycę typu I w większości
badanych populacji w obrębie genów HLA są: pozytywna asocjacja z DQAl*0301
oraz negatywna z DQB 1*0602 i DQB1 *0603. Wciąż niejesteśmy pewni, czy allele
te są bezpośrednio związane z zachorowaniem, czy też pozostają w sprzęże­
niu z nie poznanymi jeszcze innymi genami podatności.

ASOCJACJA CUKRZYCY TYPU I Z GENAMI SPOZA UKŁADU HLA

Pośród genów spoza układu HLA szczególnie interesujące w cukrzycy insu-

linozależnej wydają się być: region INS kodujący insulinę, region kodujący
podjednostkę p receptora na limfocytach T oraz regiony kodujące łańcuchy lekkie
i ciężkie immunoglobulin (odpowiednio Km i Gm).

Proces autoimmunologiczny prowadzący do wystąpienia objawów cukrzycy
typu I dotyczy specyficznie produkujących insulinę komórek trzustki, stąd
wszelkie anomalie syntezy i wydzielania insuliny wydają się być jednym
z czynników etiologicznych, które mogą spowodować zachorowanie. Co za tym
idzie, gen kodujący insulinę (INS) jest jednym z potencjalnych kandydatów
warunkuj ących podatność na cukrzycę. W pobliżu genu INS w krótkim ramieniu
chromosomu 11 (llpl5.5), w kierunku 5’ od miejsca startu transkrypcji,
występuje region polimorficzny złożony z tandem owych powtórzeń kilku-

nastonukleotydowej jednostki. U przedstawicieli rasy kaukaskiej zmienna liczba

powtórzeń w tym regionie umożliwia wyodrębnienie dwóch klas alleli: małych
alleli klasy I (około 40 powtórzeń) i dużych alleli klasy III (około 170 powtórzeń).
Niemal wszystkie przeprowadzone do tej pory badania populacyjne wykazały
zwiększoną częstość alleli klasy I u chorych na cukrzycę w porównaniu ze

zdrowymi (Todd 1990). Badania sprzężeń w rodzinach nie potwierdziłyjednak
tego odkrycia (Tuomilehto -Wolf i współaut. 1989). Ta niezgodność rezultatów
badania asocjacji i sprzężenia pozostawała długi czas nie wyjaśniona. Może ona

być wynikiem wysokiej częstości w populacji ogólnej alleli zasocjowanych
z chorobą. Sugeruje się także, iż nieznaczny w porównaniu z genami układu HLA

wpływ innych genów na podatność na cukrzycę może być łatwiejszy do wykrycia
poprzez badanie asocjacji niż sprzężeń.

Limfocyty T rozpoznają antygenjedynie wtedy, gdy ten występuje w połącze­
niu z cząsteczką HLA na powierzchni komórki prezentującej antygen. W rozpo­
znaniu uczestniczy receptor na limfocytach T (TCR — ang. T-cell receptor) —

heterodimeryczna cząsteczka złożona z łańcuchów ot i p posiadających zarówno

regiony stałe, jak i zmienne. Przypuszcza się, że geny kodujące TCR mogą być
związane z podatnością na cukrzycę. Badania polimorficznych markerów stałej
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części podjednostki TCRa nie wykazały Jednak asocjacji ani sprzężenia tych
markerów z cukrzycą. Analogiczne badania części stałej TCR[ł wykazały znacznie

częstszą heterozygotyczność pacjentów, niż osób zdrowych pod względem mar­
kerów w tym regionie (Millward i współaut. 1987). Nowsze doświadczenia
z zastosowaniem analizy sprzężeń i większych populacji nie potwierdziłyjednak
tej wcześniejszej obserwacji (Field i współaut. 1991).

Wczesne doniesienia na temat zwiększonej częstości allotypu Km(l) u cho­
rych na cukrzycę, posiadających antygen DR4, nie zostały potwierdzone. Rów­
nież negatywne rezultaty uzyskano badając bezpośrednią asocjację i sprzężenie
regionu Gm z cukrzycą (Field i współaut. 1984, Rich i współaut. 1986). Niedawno

zaproponowano, iż geny kodujące allotypy Gm lub geny sprzężone z nimi mogą
przyczyniać się do zachorowania na cukrzycę poprzez oddziaływanie z HLA,
TCRP i INS (Field i współaut. 1991). Hipoteza ta opiera się o dane pochodzące
w większości ze stosunkowo małych populacji. Jej potwierdzenie na podstawie
badania większej liczby osób odzwierciedlałoby ogromną złożoność oddziaływa­
nia wielu genów odpowiedzialnych za wystąpienie podatności na cukrzycę typul.

CZYNNIKI NIEGENETYCZNE PREDYSPONUJĄCE DO ZACHOROWANIA
NA CUKRZYCĘ INSULINOZALEŻNĄ

U bliźniąt monozygotycznych zgodność zachorowania na cukrzycę typu
I wynosi 30%-40%, w przypadku innego typu rodzeństwa — średnio 6%. Liczby
te dowodzą istotnego zaangażowania czynników niegenetycznych w zainicjowa­
niu serii wydarzeń w organizmie doprowadzających do wystąpienia objawów
cukrzycy. Niestety, niewiele posiadamy obecnie konkretnych informacji dotyczą­
cych precyzyjnej identyfikacji tych czynników i sposobu ich oddziaływania.
Zwraca się głównie uwagę na domniemaną rolę infekcji wirusowych i ekspozycji
na pewne toksyny. Przypuszcza się, że zewnętrzny czynnik inicjujący proces
chorobowy działa na organizm na przestrzeni krótkiego czasu we wczesnym
dzieciństwie; chociaż ekspozycja niekoniecznie musi doprowadzić do zachoro­
wania na cukrzycę, nawet w przypadku, gdy pewne zmiany metaboliczne
i immunologiczne zostaną zaindukowane. Spośród toksyn udokumentowano
znaczenie alloksanu, streptozotocyny i innych związków o podobnej budowie
w indukcji cukrzycy u zwierząt eksperymentalnych (Wilson i współaut. 1989).
Sposób oddziaływania różnego rodzaju toksyn inicjujących cukrzycę u człowieka
i zwierząt doświadczalnych może polegać na:

1. bezpośrednim uszkodzeniu komórek [3 trzustki poprzez tworzenie wolnych
rodników tlenowych;

2. uszkadzaniu DNA i w konsekwencji zwiększeniu aktywności syntetazy
poli-ADP iybozy — enzymu zużywającego NAD w komórkach P;

3. zahamowaniu aktywnego transportu wapnia i działania aktywowanych
przez kalmodulinę kinaz białkowych.

Toksyny mogłyby także wywoływać niszczenie komórek p w sposób pośredni,
na przykład indukując replikację endogennych wirusów lub reakcję immunolo­
giczną przeciwko transformowanym komórkom. Eksperymentalnie udokumen­
towano sposób działania alloksanu i streptozotocyny, które po podaniu w dużym
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stężeniu zwierzętom doświadczalnym wywoływały objawy cukrzycy poprzez
pozbawienie komórek p puli NAD (Wilson i współaut. 1989). Streptozotocyna
może przy przedłużonej ekspozycji uszkadzać genomowy DNA i indukować

ekspresję retrowirusów w komórkach wysp trzustki (Like i Rossini 1976, Appel
i współaut. 1978). Cząstki retrowirusów mogą z kolei inicjować odpowiedź
immunologiczną, która teoretycznie może doprowadzić do zniszczenia komórek

gospodarza (Suenaga i Yoon 1988).
Same infekcje wirusowe wyzwalają prawdopodobnie zachorowanie na cu­

krzycę na drodze jednego z trzech mechanizmów:
1. infekcja wirusowa może inicjować odpowiedź immunologiczną lub auto-

immunologiczną niszczącą komórki p;
2. przewlekła infekcja samych komórek p może powodować upośledzenie ich

funkcji nie wywołując równoczesnej lizy komórek;
3. następuje gwałtowne zniszczenie komórek p na drodze lizy.
Przykładowo, jest znany udział infekcji wirusem różyczki lub wirusem Co-

xackie B w zachorowaniu na cukrzycę.
Precyzyjne określenie, na ile oddziaływanie czynników środowiska jest

ważne dla zachorowania na cukrzycę insulinozależną, jest jednak trudne.

Niektórzy autorzy przypisują czynnikom zewnętrznym główną rolę, pozostawia­
jąc sprawę genetycznego uwarunkowania tej choroby na dalszym planie. Szereg
faktów przemawiajednak za tym, iż wpływ obu grup czynnikówjest co najmniej
równocenny i do zachorowania nie dochodzi bez istnienia określonej predyspo­
zycji genetycznej. Dla przykładu, porównanie markerów w układzie HLAw grupie
chorych wykazujących obecność przeciwciał przeciwko wirusowi Coxackie B

i w grupie chorych bez tych przeciwciał nie doprowadziło do wykrycia istotnych
różnic (Field i McArthur 1987). Być może więc wirusy predysponują do zacho­
rowania na cukrzycę w sposób niespecyficzny, może katalizują tylko proces

chorobowy nie będąc czynnikiem niezbędnym do zachorowania? Sugeruje się
nawet, iż wysoka (60%-80%) niezgodność w zachorowaniu bliźniąt monozygoty-
cznych, która Jest głównym argumentem na rzecz istotnej roli czynników środo­
wiska, nie wynika z braku krytycznego czynnika zewnętrznego inicjującego
zachorowanie, lecz raczej z przegrupowania genów podczas rozwoju osobniczego,
które powoduje, że systemy immunologiczne „identycznych” bliźniąt w rzeczy­
wistości identycznymi nie są (Eisenbarth 1986, Todd i współaut. 1988). Albo też

infekcja wirusowajest mimo wszystko czynnikiem niezbędnym dla wystąpienia
cukrzycy, ale zachodzi na tyle wcześnie (np. kilka lat przed pojawieniem się
objawów klinicznych), że jej rola jest trudna do udokumentowania. Przy obe­
cnym stanie wiedzy trudno jestjednoznacznie rozwiać powyższe wątpliwości.

PODSUMOWANIE

Wyjaśnienie genetyki molekularnej złożonej choroby wieloczynnikowej jest
niezmiernie trudne. Cukrzyca typu Ijest przykładem takiej choroby. Jej podłoże
genetyczne do dziś pozostaje niejasne, mimo zaangażowania wielu sił i środków
w laboratoriach na całym świecie w celu rozwikłania zagadek dziedziczenia

podatności na tę chorobę. Stosunkowo wcześnie w toku badań nad cukrzycą
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udało się ujawnić zaangażowanie genów układu HLA Aby jednak w pełni
potwierdzić rolę określonych alleli, należałoby dokonać identyfikacji produktów
białkowych genów i udokumentować ich udział w procesach doprowadzających
do zniszczenia komórek [3 trzustki. To samo dotyczy genów spoza układu HLA,
których znaczenie w cukrzycy wydaje się istotne.

Powyższe opracowanie z pewnością niejest wyczerpującym opisem przedsta­
wionych zagadnień. Celem autorki było przede wszystkim zwrócenie uwagi po
pierwsze — na złożoność czynników doprowadzających do zachorowania na

cukrzycę insulinozależną, a po drugie — na to, jak wielkie są wciąż luki w naszej
wiedzy o nich. Niewątpliwie końcowym celem wszelkich badań dotyczących
uwarunkowania podatności na cukrzycę — genetycznego i niegenetycznego —

byłoby identyfikowanie w populacji ogólnej osób podatnych na zachorowanie
i zapobieganie u nich rozwojowi choroby. I choć możemy obecnie z dużym
prawdopodobieństwem przewidzieć, kto wśród bliskich krewnych pacjentów
z cukrzycą może sam w przyszłości zachorować, osiągnięcie tego ostatecznego
celu wciąż jeszcze wymaga czasu.

INSULIN-DEPENDENT DIABETES MELLITUS
— AN EXAMPLE OF A COMPLICATED MULTIFACTORIAL DISORDER

Summary

Although we can now identlfy sonie non-dlabetlc lndivlduals who later will develop clinlcal

insulln-dependent dlabetes mellltus (IDDM), our ablllty to predict with certalnty IDDM Is far from

perfect. In thls paper I dlscuss the status of knowledge regarding genetlc and non-genetlc factors

predlsposlng an lndlvldual to dcvelop type I dlabetes. The role ofHLA and non-HLA genes as well as

vlruses and toxlns ln lnltlatlng the processes leadlng to autoimmunologlcal dcstructlon ofpancreatlc
P-cells, has been presented. Since the discovery oflnvolvement ofHLA genes ln susceptlbillty to the

dlsease, further progress ln our understandlng ofthe genetlcs ofthls dlsorder has been surprislngly
dlfflcult to achleve. My alm was to reassure the reader that there stlll remaln great gaps ln our

knowledge of IDDM — I do belleve, however, that predictlon and prevention of IDDM will become

practical reality ln the futurę.
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POLIMORFICZNE SEKWENCJE DNA I ICH ZASTOSOWANIE
W DOCHODZENIU SPORNEGO OJCOSTWA

Diagnostyka molekularna należy do najbardziej dynamicznie rozwijających
się działów biologii i medycyny. Najwcześniej, bo już w połowie lat 80-tych
znalazła ona zastosowanie w genetyce człowieka. Złożyło się na to wiele czynni­
ków, przede wszystkim wprowadzenie sond molekularnych i enzymów restiy-
kcyjnych, jak również nowych technik badawczych, takichjak: klonowanie DNA,
blotting Southerna, sekwencjonowanie, znakowanie i detekcja DNA, PCR
i synteza oligonukleotydów a także ogromne zapotrzebowanie na precyzyjne
badania diagnostyczne rodzin z ryzykiem wystąpienia chorób genetycznych.

Wcześniejsze doniesienia z zakresu diagnostyki molekularnej były przedsta­
wiane w artykułach autorów zamieszczonych w PostępachBiochemii (Jaruzelska
i Słomski 1990, JungermanI Słomski 1990, Słomski i współaut. 1992, Kwiatko­
wska i Słomski 1992), Biotechnologii (Słomski i współaut. 1989, Słomski

iwspółaut. 1993) i Kosmosie (Jungerman i Słomski 1987). Obecnie w diagnostyce
molekularnej można wyróżnić kierunki badań ru Łynowych oraz wskazać perspe­
ktywyjej dalszego rozwoju w biologii i medycynie.

Doskonałym przykładem postępu diagnostyki molekularnej ijej wykorzysta­
nia w praktyce jest dochodzenie spornego ojcostwa. W 1985 roku Jeffreys
i współpracownicy (1985a, b) donieśli o nowej metodzie identyfikacji indywidu­
alnej opartej o zjawisko polimorfizmu DNA. Metoda Jeffreys’a znalazła natych­
miastowe zastosowanie w praktyce i pod nazwą DNA fingerprintingjest obecnie
szeroko stosowana w diagnostyce molekularnej (tab. 1). Potrzeba określenia

ojcostwa występuje nie tylko w sprawach sądowych o ustalenie spornego
ojcostwa, lecz również niezbędna jest dla potrzeb medycznych w poradnictwie
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genetycznym, diagnostyce prenatalnej i transplantologii. Badania DNA finger-
printing są wykonywane rutynowo w ponad 30 krajach. W USA wykonuje się
rocznie ponad 100 tysięcy tych testów i liczba ta wykazuje tendencję wzrostową.
W Polsce ten rodzaj analizy DNA został wdrożony przez Słomskiego i współpra­
cowników w 1987 roku i analizajest obecnie wykonywana rutynowo w placów­
kach we Wrocławiu, Lublinie i Poznaniu. W badaniach wykorzystuje się polimor­
fizm sekwencji powtórzonych w DNA.

Tabela 1
Wdrożenie do badań rutynowych analizy polimorfizmu DNA

1985 w marcu A. Jeffreys opisał technikę DNA flngcrprintlng
1985 w kwietniu dopuszczono dowód z analizy DNA w postępowaniu imlgracyjnym
1985 w Wielkiej Brytanii dopuszczono dowód z analizy DNA w dochodzeniu spornego

ojcostwa
1986 w październiku w Wielkiej Brytanii dopuszczono dowód z analizy DNA

w wykryciu sprawcy morderstwa

1987 wyniki analizy DNA dopuszczono do postępowania w sądach Wielkiej Brytanii
i USA

1987 rozpoczęcie wykonywania badań DNA ftngerprintlng w Polsce

1988 zastosowanie analizy DNA w badaniach rodzinnych
1989 w USA ostra krytyka badań polimorfizmu DNA wykorzystywanych do orzeczeń

sądowych
1990 Kongres USA zaakceptował badania typu DNA flngerprinting
1991 ostra krytyka oceny statystycznej badań polimorfizmu DNA

1992 Komitet Badań Naukowych USA uznaje badania DNA Jako niezmiernie cenne

przy identyfikacji indywidualnej
1993 rozpoczęcie rutynowego wykonywania badań polimorfizmu DNA w ponad

30 krajach

Sekwencje powtórzone, występujące w genomie człowieka, zalicza się do
dwóch grup: grupa I obejmuje sekwencje tworzące duże tandemowe bloki,
w których jednostki powtarzające się występują kolejno po sobie, natomiast

grupa II obejmuje sekwencje tworzące małe tandemowe bloki zgrupowane lub

rozproszone w genomie (Vogt 1990). Grupa I sekwencji powtórzonych jest
reprezentowana przez sekwencje satelitarnego DNA oraz rodziny sekwencji
powtórzonych, natomiast do grupy II należą sekwencje minisatelitarne i mikro-
satelitarne.

SATELITARNY DNA

Sekwencje satelitarne są sekwencjami ułożonymi tandemowo obok siebie,
w bloki złożone z kilku milionów krótkich motywów (Britten i Kohne 1968).
Różnią się od całkowitego DNA podwyższoną zawartością par GC. Nazwa sekwen-

cje satelitarne pojawiła się zanim wykazano, że składają się one z tandemowych
powtórzeń. Nazwa wynikała z obserwacji wirowania preparatów DNA w gradien-
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cie gęstości CsCl, gdzie sekwencje te tworzyły dodatkowe frakcje. DNA Eukaiyota
tworzy w czasie wirowania w gradiencie gęstości dwie lub nawet kilka frakcji w

odróżnieniu od genomowego DNA Prokaryota tworzącego jedną frakcję. Liczba

powtórzonych sekwencji i częstość ich występowania stanowią charakterystyczną
cechę danego organizmu. Niektóre sekwencje powtórzone charakteryzują się taką
samą zawartością nukletydów GC, j ak pozostały genomowy DNA. Ten typ sekwen-

cji to tak zwane satelity kryptyczne, ponieważ frakcjonują się one razem z główną
frakcją genomowego DNA. Termin satelitarny DNA Jest stosowany obecnie do
określenia sekwencji tandemowych występujących z częstością 103-107. Zwy­
kle długość sekwencji powtórzonej dochodzi do 300 par zasad, czasami zdarzają
się dłuższe. Według TAUTZA( 1993) określenie satelitarny DNA oznacza sekwencje
powtórzone 103-107 w każdym locus, z Jednym lub dwoma loci na chromosomie
dla danego typujednostki powtórzonej, przy czym długość sekwencji powtórzonej
wynosi od 2 do kilku tysięcy par zasad i są to sekwencje charakterystyczne dla

heterochromatyny, a w szczególności dla regionów centromerowych.

SEKWENCJE MINISATELITARNE

Najbardziej polimorficzne sekwencje w genomie człowieka składają się
z tandemowo powtarzających się sekwencji minisatelitarnych (Nakamura
i wspólaut. 1987) i obecnie są szeroko stosowane w diagnostyce molekularnej.
Termin sekwencje minisatelitarne został wprowadzony przez Jeffreys'a i współ­
pracowników (1985a) do oznaczania konserwatywnych sekwencji rdzeniowych,
w wyizolowanym polimorficznym fragmencie sekwencji powtórzonych. Jak się
potem okazało, sekwencja GGGNNGTGGGG występuje w wielu opisanych
dotychczas sekwencjach charakteryzujących się zmienną liczbą tandemowych
powtórzeń ijest komplementarna do sekwencji „chi” u Escherichia colt Sekwen­
cje rdzeniowe są odpowiedzialne prawdopodobnie za tworzenie minisateli-
tów i utrzymanie różnorodnej liczby powtarzanych jednostek w danym locus

dzięki nierównemu crossing-over pomiędzy tandemowymi powtórzeniami. Mini-

satelity zostały wykryte równocześnie w wielu placówkach, gdzie jednocześnie
wykazano ich polimorfizm (Bell i współaut. 1982). Jeffreys jako pierwszy
wykazał, że sekwencje minisatelitarne należą do sekwencji występujących
powszechnie w genomach, że są uorganizowane w powtarzające się jednostki i

jako pierwszy zastosował w praktyce badawczej minisatelity, wprowadzając do
badań technikę DNA fgingerprinting (Jeffreys i współaut. 1985b). Jeffreys
zastosował sekwencje rdzeniowe opisanych minisatelitów w hybrydyzacji z DNA
człowieka spodziewając się, że te sekwencje będą hybrydyzować z wieloma loci
w genomie. Użyte sondy oznaczone numerami: 33.6 i 33.15, różniące się
między sobą długością i niektórymi nukleotydami w sekwencji rdzeniowej,
hybrydyzują z 17 loci genomowego DNA. Wartość diagnostyczną mają fragmenty
wielkości od 3,5-20 tys. par zasad, pozostałe znacznie mniejsze nie dają czytel­
nego wyniku.

Nakamura i współpracownicy (1987) opisali dalsze loci sekwencji minisateli­
tarnych, wykazali polimorfizm powtarzających sięjednostek, jak również zapro­
ponowali dla nich nazwę VNTR (ang. variable number of tandem repeats) —
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zmienna liczba tandemowych powtórzeń. Sekwencje minisatelitarne różnią się
od sekwencji satelitarnych stopniem powtarzalności, długościąjednostki powta­
rzającej, są bardziej rozproszone w genomie chociaż wykazują tendencje do

grupowania się w regionach telomerowych, szczególnie w chromosomach czło­
wieka (Royle i współaut. 1988). Charakterystyczną cechą sekwencji minisateli­
tarnych, według Tautza (1993) jest powtarzanie się określonych sekwencji
rdzeniowych od 2 do kilkuset razy w pojedynczym locus. Prawdopodobnie w

genomie człowieka występuje kilka tysięcy takich loci, przy czym różnią się
jednostkami rdzeniowymi. Każdy element powtarzający się jest złożony z 9 do

100 par zasad. Obecnie sklonowano już wiele sekwencji minisatelitarnych,
specyficznych dla danego locus. Nadal trwają poszukiwania nowych. Stosuje się
w tym celu klony wykrywające zmienne powtórzenia i przeszukuje nimi biblioteki

genomowego DNA (Knowlton i współaut. 1986). W tym hybiydyzuje się DNA
z bibliotek z sondami oligonukleotydowymi o sekwencji odpowiadającej wcześ­
niej opisanym sekwencjom VNTR (Nakamura i współaut. 1987, 1988) lub wklo-

nowuj e w bakteriofaga lambda fragmenty wyizolowane z mieszaniny fragmentów
powtarzających, powstającej po trawieniu genomowego DNA enzymami re­
strykcyjnymi z grupy często tnących, i hybiydyzuje z rdzeniami sekwencji
powtórzonych. Opisane jako pierwsze tego typu sekwencje minisatelitarne na­
leży wymienić koniec 5’ genu insuliny (Smith i współaut. 1990), gen
mieliny (Boylan i współaut. 1987), region JH ciężkiego łańcucha immunoglo-
buliny (Silvai współaut. 1987), koniec 3’genu CH ras (Capon i współaut. 1983),
gen alfa-globiny (Higgs i współaut. 1986), gen kolagenu typ II (Stoker i współaut.
1985) i gen apolipoproteiny B (KNOTTi współaut. 1986). Najbardziej polimorficzny

pojedynczy locus zawiera fragmenty wykrywane sondą MSI, którego allele są
wielkości rzędu 1-23 tys. pz i prawie 99% osobników w populacji to heterozygoci.
Jednostka powtarzającajest złożona z 9 pz i dotychczas opisano 2400 alleli dla

tej sondy (Wong i współaut. 1987, Smith i współaut. 1990b, Jeffreys i współaut.
1991). Jeżeli jako sondy stosuje się tandemowe powtórzenia konserwatywnego

motywu sekwencji minisatelitarnych, wówczas w hybrydyzacji Southerna otrzy­
muje się dla każdego osobnika jednocześnie wiele różnych fragmentów DNA;
powstąje specyficzny dla osobnika „fingerprint". Do takich sond należą między
innymi wspomniane już wcześniej sondy 33.6 i 33.15.

SEKWENCJE MIKROSATELITARNE

W genomie Eukaryota występują powtórzenia mono-, di-, tri- i tetranukleo-

tydowe. Litt i Luty (1989) zaproponowali, aby te sekwencje w odróżnieniu od
minisatelitów nazwać mikrosatelitami. W 1991 roku Edwards i współpracownicy
wprowadzili dodatkowo określenie STR (ang. short tandem repeat) — krótkie

powtórzenia tandemowe. Skrót STRjest również często stosowany do określenia

syntetycznych powtórzeń tandemowych w technice DNA fingerprinting (Vergna-
ud i współaut. 1991), dlatego w ostatnim okresie zalecanym terminem są

sekwencje mikrosatelitarne.

Wszystkie przebadane dotychczas sekwencje mikrosatelitarne od mononu-

kleotydów do tetranukleotydów charakteryzują się polimorfizmem. W genomie
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człowieka najczęściej występują powtórzenia typu: A > AC > AAAN > AAN > AG

(N oznacza cytozynę guaninę lub tymidynę), które stanowią 76% wszystkich
sekwencji mikrosatelitarnych. Około 12% tych sekwencji stanowią tandemy
o długości większej niż 40 nukleotydów. Prawie 80% sekwencji z grupy A, AAN,
AAAN, 50% sekwencji typu AT oraz inne sekwencje mikrosatelitarne charaktery­
zujące się niską częstością występowania w genomie człowieka znajduje się
w sąsiedztwie rozproszonych elementów rodziny Alu. Dotychczas w diagnostyce
pośredniej najbardziej użytecznymi są sekwencje (CA)n/(GT)n. Inne mikrosate-

lity, jak (A)n/(T)n i (AAAT)n/(TTTA)n charakteryzują się również polimorfizmem
i coraz częściej są stosowane w badaniach (Tautz 1989, Economou i współaut.
1990, Zuliani i Hobbs 1990). Obecnie w diagnostyce molekularnej najbardziej
są przydatne sekwencje (NNN)n i (NNNN)n, które w porównaniu z sekwencjami
(CA)n wykazują dwie istotne zalety — łatwiejszy rozdział i identyfikacja poszcze­
gólnych alleli oraz mniejsze prawdopodobieństwo wystąpienia artefaktów wywo­
łanych błędami polimerazy. Przydatność tych sekwencjijest ograniczonajednak
ich mniejszą częstością występowania w genomie. Większość sekwencji mikro­
satelitarnych, zlokalizowanych w sekwencjach Alu, występuje w regionie 3’ tych
sekwencji w pozycji, w której zazwyczaj występują sekwencje poli(A). Trzy grupy
sekwencji mikrosatelitarnych (dwie: (A)n/(T)n ijedna ((AC)n/(TG)n, (AG)n/(TC)))
znaleziono w sekwencjach rodziny Alu w miejscu przeznaczonym dla krótkich

sekwencji typu (A)n/(T)n. Dotychczas nie wykazano sekwencji mikrosatelitar­
nych w regionie 5’ elementów Alu (Beckman i Weber 1992). Najczęściej w genomie
człowieka spotyka się dwunukleotyd (CA)n/(GT)n potocznie określany powtórze­
niem CA (iyc. 1). Występuje 50 000-100 000 kopii powtórzeń CA w genomie
człowieka i pojawiają się średnio co 30 tys. par zasad w euchromatynie (Stallings
i współaut. 1991). W 1989 roku trzy grupy równocześnie podały informację
o różnorodności sekwencji mikrosatelitarnych wykiytą dzięki reakcji PCR (We­
ber i May 1989, Litt i Luty 1989, Tautz 1989). Powtórzenia CA mogą być
wyszukane w znanych sekwencjach genomu dzięki zastosowaniu programów
komputerowych lub dzięki przeszukaniu bibliotek krótkich sekwencji z sondami

poli(dC-dA)/poli(dG-dT). Weissenbach i współpracownicy (1992) obierając drugą
strategię zidentyfikowali 2995 mikrosatelitów w genomie człowieka, z czego 84%

(2506) zostało zamplifikowanych. Jak się potem okazało 93% zamplifikowanych
markerów wykazywało polimorfizm.

Inna grupa sekwencji mikrosatelitarnych obejmuje powtórzenia 3 lub 4

nukleotydów. Rodzina powtarzających się tetranukleotydów GATA/GACA zo­
stała zidentyfikowana i wyizolowana z satelitarnego DNA węża (Epplen i współ­
aut. 1982). Następnie wykazano, że tego typu powtórzenia występują u wszy­
stkich Eukaryota, i są również polimorficzne. Dodatkową zaletą tych powtórzeń

jest to, że po amplifikacji nie trzeba ich rozdzielać na dużych żelach sekwencyj­
nych, jak to jest w przypadku powtórzeń CA.

Trzy- iczteronukleotydowe powtórzenia występują co 300-500 tys. par zasad
w chromosomie człowieka i są rozrzucone z tą samą częstością w całym genomie
(około 10 000 loci) (Edwards i współaut. 1991). W diagnostyce molekularnej, a

szczególnie w medycynie sądowej te sekwencje bardzo często poddaje się anali­
zie, ponieważ charakteryzują się krótkimi lecz polimorficznymi allelami, co jest
bardzo ważne, gdy analizowany jest częściowo zdegradowany DNA.
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Mikrosatclity CA w rodzinie z dystrofią Duchenne'a

2 2-3 2-3

Ryc. 1. Analiza powtórzeń CA w regionie 3’ genu DMD człowieka.

Badanie polimorfizmu powtórzeń CA jest wykorzystywane w diagnostyce molekularnej dystrofil
mięśniowej Duchcnne’a (Nieman-Seyde 1 współaut. 1992, Kwiatkowska 1 Słomski 1992). Reakcję PCR

wykonano z primerami znakowanymi 32-P na końcach 5’. Wykonano 30 cykli reakcji: 1 min, 92°C:
1 min, 55°C; 1 min 30 sek, 65°C. Produkty reakcji frakcjonowano w 8% żelu poliakryloamidowym,
w warunkach denaturujących, przy 1400 V, przez 5 godz. Tor 1 — chory na DMD; tor 2 — ojciec
chorego: tor 3 — matka chorego: tor 4 — siostra 1 chorego: tor 5 — siostra 2 chorego; tor 6 i 7 —

kobieta w ciąży (siostra matki chorego); tor 8 — mąż ciężarnej; tor 9 — dziadek chorego (ojciec matki

chorego i kobiety w ciąży); tor 10 — babcia chorego; tor 11-13 — kontrole (drabina alleli). Ponieważ

jest to przypadek rodzinny DMD analiza wykazała, że kobieta w ciąży nie jest nosicielką DMD.

WYKORZYSTANIE POLIMORFIZMU DNA W PRAKTYCE

W 1974 roku ukazało się doniesienie Chakrabortyego i współpracowników
Exclusion ofpaternity: the current State ofthe art, a blisko 20 lat później Pena
i współpracownicy (1993) wydali książkę DNA Fingerprinting: State ofthe Science

zbierającą najnowsze osiągnięcia z zastosowania badań DNA w praktyce. Po

opublikowaniu pionierskiej pracy Jeffreys’a pojawiło się wiele doniesień o no­
wych sondach molekularnych, zarówno z ośrodków naukowych, jak i firm

komercyjnych (Ali i współaut. 1986, Nakamura i współaut. 1987, Vassart
i współaut. 1987, Vergnaud i współaut. 1989). Równolegle, dla wielu loci DNA
człowieka klasyczna hybrydyzacja według Southerna została zastąpiona reakcją
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łańcuchową polimerazy — PCR (Kasai i współaut. 1990, Budowle 1991, Budow­
le i współaut. 1993). Doprowadziło to do wykształcenia się dwóch głównych
kierunków badań, z których każdy posiada swoich zwolenników i przeciwników.
Badania DNA fingerprinting można zasadniczo podzielić na dwie grupy. Pierwszą
z nich stanowi analiza pojedynczego loeus (ang. single loeus system, SLS),
natomiast druga grupa obejmujejednoczesną analizę wielu loci (ang. multilocus

system, MLS). Wymienione grupy badań można określić jako analizęjednopun-
ktową lub wielopunktową. Wnioski co do identyfikacji lub pokrewieństwa bada­
nych osób w sprawach o ustalenie ojcostwa są formułowane na podstawie
porównania wielkości fragmentów DNA występujących u tych osób. Celem

umożliwieniajednoznacznego wnioskowania w oparciu o analizęjednopunktową
jest konieczne wykonanie badań dla co najmniej 4 niezależnych loci. Ocenę
pokrewieństwa przeprowadza się z uwzględnieniem częstości występowania
długości fragmentów DNA obserwowanych w toku badań populacyjnych. Właś­
nie w tej kwestii wywiązała się gorąca dyskusja naukowa, gdyż niektóre stoso­
wane w praktyce sondy molekularne SLP (single loeus probes) wykrywają więcej
niż 100 różnych fragmentów DNA i ocena częstości występowania w populacji
każdego z tych wariantów nie jest możliwa. Wartość analizy jednopunktowej
zależy więc od homogenności populacji i dla izolowanych grup etnicznych może

być inna niż dla większej populacji. Przykład analizy SLS przedstawiono na

rycinie 2.

Ryc. 2. Zastosowanie analizy polimorfizmu pojedynczego loeus (analiza SLS) w bada­
niach pokrewieństwa.

DNA badanych rodzin (matka, dziecko, domniemany ojciec) trawiono enzymem restrykcyjnym Hinfl
a następnie wykonano blottlng i hybrydyzację według Southema z sondą molekularną MS31.
Strzałkami zaznaczono prążki dziecka występujące u rodziców. Loeus wykazuje ogromny polimor­

fizm, prawdopodobnie ponad 100 alleli. Wszystkie badane osoby są heterozygotami.
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Alternatywnym podejściem badawczymjest analiza multilocus, analiza wie-

lopunktowa. Jednym z najlepiej udokumentowanych badań z tej grupy jest
jednoczesne wykrywanie wielu fragmentów DNA przy użyciu sondy MZ 1.3 lub

(CAC)5 (Pena i współaut. 1993). Wysokiej informatywności sondy towarzyszy
skomplikowana analiza wyniku, który odpowiada rozdzielonym elektroforę tycz­
nie fragmentom DNA i jest swoisty dla badanej osoby (z wyjątkiem bliźniąt
monozygotycznych, dla których układ prążkówjestjednakowy). Przykład analizy
MLS przedstawiono na rycinie 3. Autorzy niniejszej pracy uczestniczyli
w ostatnich latach w wieloośrodkowych badaniach nad rutynowym stosowaniem

analizy DNA fingerprinting. Uzyskane wyniki badań z zastosowaniem sondy
(CAC)5\(GTG)5, przeprowadzonych niezależnie w sześciu laboratoriach niemiec­
kich, posiadających wieloletnią tradycję w badaniach molekularnych i w naszym
laboratorium, w pełni potwierdzają przydatność analizy wielopunktowej (Bohm
i współaut. 1993, KrawczakI Bockel 1993).

Ryc. 3. Zastosowanie analizy polimorfizmu multilocus (analiza MLS) w badaniach po­
krewieństwa.

DNA badanych rodzin (matka, dziecko, domniemany ojciec) trawiono enzymem restrykcyjnym
Hinfl, a następnie wykonano blotting 1 hybrydyzację według Southcma z sondą molekularną
(CAC)5. Strzałkami zaznaczono prążki dziecka występujące u rodziców. Ten rodzaj analizy obejmuje

jednocześnie ponad 70 locl.
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Jednoczesna analiza DNA człowieka w około 70 regionach zawiera tyle
informacji, że jej ocena klasycznym modelem genetycznym nie jest obecnie
możliwa. Rozwinięto nowe metody analizy statystycznej, pozwalające sprowadzić
wynik do wartości liczbowej. Założenia obliczeń statystycznych są dyskutowane
na świecie od kilku lat, krytyka dotyczy przede wszystkim teoretycznych podstaw
obliczeń. Na uwagę zasługują wyniki badań przedstawione w wieloośrodkowej
pracy 7 laboratoriów, z których wynika, że w badaniach nad dochodzeniem

spornego ojcostwa występują 2 grupy. Na rycinie 4 przedstawiono 2 grupy spraw
obejmujące potwierdzenia (grupa I) i wykluczenia (grupa II). W*grupie I zauważyć
można kilkanaście przypadków, w których u dziecka wystąpiły mutacje. Ich

występowanie nie wpłynęło jednak na zakwalifikowanie danej sprawy do grupy

potwierdzeń lub wykluczeń ojcostwa. Analiza wielopunktowa niewątpliwie nale­
ży do grupy badań trudnych, a jej wykonywanie powinno być ograniczone do

wyspecjalizowanych ośrodków.

0 0,1 0,2 0,3 0.4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1

Ryc. 4. Zastosowanie analizy multilocus w dochodzeniu spornego ojcostwa.

Na rycinie przedstawiono proporcję prążków aberracyjnych dziecka 1 prążków wspólnych domnie­
manego ojca i dziecka. Linia prosta odpowiada równowadze obydwu wartości. Każdy znak reprezen­
tuje Jedną badaną trójkę (matka, dziecko, domniemany ojciec). Wszystkie badane przypadki można

zakwalifikować do dwóch grup: I — grupa trójek, w których analiza potwierdziła ojcostwo; II — grupa
trójek, w których analiza wykluczyła ojcostwo. W grupie I u około 5% występują prążki aberracyjne

(mutacje), które nie wpływają Jednak na końcowy wynik analizy.
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W badaniach medycyny sądowej analiza multilocus ogranicza się wyłącznie
do badania materiału, z którego wyizolowano wysokocząsteczkowy DNA. Tylko
wtedyjest możliwe przeprowadzenie badań techniką blottingu według Souther-
na. Najczęściej materiał do badań jest zdegradowany, stąd są analizowane
stosunkowo krótkie (kilkaset nukleotydów) odcinki DNA, a techniką z wyboru

jest PCR.
Na początku lat dziewięćdziesiątych pojawiły się doniesienia wskazujące na

brak modelu genetycznego dla oszacowania wyników uzyskanych analizą multi
locus. W odpowiedzi na krytycyzm pojawiły się doniesienia wykazujące ogromną
dokładność i wysoką informatywność analizy wielopunktowej. Przyjmuje się, że

wielopunktowa analiza ludzkiego DNA obejmuje jednocześnie kilkadziesiąt loci
i ostatnio przygotowano nowe metody analizy statystycznej, pozwalające spro­
wadzić wynik do wartości liczbowej, na przykład prawdopodobieństwa ojcostwa
(programy komputerowe, np. PATER lub PATERN).

W naszym laboratorium standardowa analiza obejmuje wykonanie zarówno

analizy multi locus, jak i pojedynczego locus. W badaniach multi locus najczę­
ściej jest stosowany układ HinH lub Haelll i sonda (GTG)5, natomiast
w badaniach pojedynczego locus są wykonywane analizy dla ApoB, D1S80,
D17S30, COL2A1, DXS52, MS31 i MS43A. Własne doświadczenia z ostatnich
lat przemawiają za analizą multi locus, pod warunkiem uzyskania wysokiej
rozdzielczości fragmentów DNA w zakresie większym od 4 kb i rozdzielenia

fragmentów restrykcyjnych tak, aby nie było żadnych wątpliwości z odczytaniem
i interpretacją wyniku. Bardzo pomocne okazało się tak zwane fenotypowanie
autoradiogramu (EVETTi współaut. 1989a, 1989b). Metodą fenotypowania auto-

radiogramów posługiwały się poszczególne ośrodki w cytowanej powyżej pracy
wieloośrodkowej. Fenotypowanie autoradiogramów polega na przypisaniu po­
szczególnych prążków hybrydyzacyjnych strefom elektroforetycznym o szeroko­
ści 1-1,5 mm. W danej strefie może wystąpićjeden z ośmiu możliwych fenotypów.
Fenotyp M+ D+ O+ oznacza wystąpienie wspólnego prążka u matki, dziecka
i ojca, zapis M- D+ O+ oznacza wspólny prążek dziecka i ojca, i tak dalej.
Uzyskany fenotyp jest oszacowany statystycznie z zastosowaniem programu
FINGPED lub PATERN (Krawczak i Bockel 1992). Autorzy niniejszego opraco­
wania zauważają wady i zalety obydwu stosowanych analiz DNA. Obserwacje te

przedstawiono w tabeli 2.

Jedynym istotnym ograniczeniem analizy multi locus Jest konieczność sto­
sowania wysokospolimeiyzowanego DNA. W badaniach spornego ojcostwa tego
rodzaju ograniczenia nie występują ze względu na izolowanie DNA ze świeżo

pobranej krwi. W badaniu śladów biologicznych może to stanowić bardzo istotny
czynnik ograniczający i dlatego w tych badaniach coraz większe zastosowanie

znajduje analiza pojedynczego locus, w szczególności w powiązaniu z reakcją
PCR.

Przedstawione wady obydwu analiz dotyczą głównie problemów technicz­
nych, nie wpływających na wartość i przydatność obydwu metod. Z naszych
obserwacji wynika, że występują również takie przypadki, w któiych analiza
multi locus pozwala na wykluczenie ojcostwa, podczas gdy po trzech kolejnych
analizach pojedynczego locus nie ma podstaw do jego wykluczenia. Uważamy
więc, że analiza multi locus powinna być stosowana jako analiza podstawowa,
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a analizy pojedynczego locus jako wspierające lub uzupełniające. Ogólny sche­
mat wykonywania przez nasze laboratorium analizy multi locus przedstawiono
na rycinie 3.

Interesującą grupą, którą należy traktować ze szczególną uwagą, jest grupa
3, w której u dziecka występuje jeden prążek, którego pochodzenia nie można

przypisać ani od matki, ani od ojca. Taki prążek może być wynikiem mutacji lub

ewentualnego niepełnego strawienia DNA enzymem restrykcyjnym. W naszych
badaniach błąd wynikający z nie strawienia DNA nie wystąpił, co potwierdzono
powtarzając analizy. Prążki mutacyjne występują z częstością poniżej 0,05.
Rozróżnienie prążka mutacyjnego nie stwarza w praktyce dużych trudności.

Tabela 2

Technika Southern blotting czy PCR w dochodzeniu spornego ojcostwa?

Blotting Southerna PCR

Ilość DNA 5-10 pg 100 jjg
(możność pracy nawet z poje­
dynczymi komórkami)

Czas 1 tydzień 1 dzień

DNA wysokocząsteczkowy może być częściowo
zdegradowany

Koszty pracochłonna,
duży nakład materiałów

niskie

Informatywność wysoka informatywność
wynikająca z kompleksowości
i dużej liczby alleli;
liczba alleli powyżej 99%

niska heterozygotyczność,
możliwość preferencyjnej
amplifikacji alleli, mniejsza
liczba alleli

Wielkość allcll 2-20 kb 100-2000 kb

Stosowanie Izotopów izotopowo 1 nielzotopowo nielzotopowo
izotopowojedynie dla
mikrosatelltów

Sondy
Prlmery

MZ1.3
33.3
33.15
F10
GTG
MS31
MS43A

D1S80
D17S30

ApoB
DXS52
Humthol
Col2Al

Własne obserwacje i wyniki wspólnego studium potwierdzają wysoką wartość

analizy wielopunktowej. Na wynik uzyskany tą metodą nie wpływają drobne
różnice metodyczne występujące w poszczególnych pracowniach. Najważniejsze
jest, że metoda zdecydowanie rozdziela przypadki potwierdzenia i wykluczenia
ojcostwa na dwie odrębne grupy, nie zawierające wspólnych obszarów.

DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA A STANDARYZACJA BADAŃ

W ostatnim czasie coraz więcej pracowni skupionych wokół instytutów
badawczych lub laboratoriów prywatnych przystępuje do diagnostyki moleku-
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larnej. Uzyskiwane wyniki służyć mają często w doborze terapii, mają potwier­
dzić lub wykluczyć nosicielstwo choroby oraz zidentyfikować uszkodzony gen.
Wzrost zainteresowań badaniami molekularnymi wiąże się przede wszystkim
z możnością uzyskania wyników reakcją PCR. W naszym kraju nie ma systemu
atestacji i standaryzacji badań molekularnych. Dla przykładu w krajach Europy
Zachodniej powstały instytucje nadzorujące w ciągły sposób jakość wykonywa­
nych badań. Szczególnie wyraźnie zauważyć można działanie atestacyjne
w badaniach z zakresu medycyny sądowej i kryminalistyki nadzorowane w

Europie przez EDNAP, a w Niemczech przez GDNAP. Powstaje w ten sposób sieć
laboratoriów wykonujących badanie na najwyższym poziomie. W Polsce atesta­
cja tego rodzaju aczkolwiek zapoczątkowana, nie rozwija się i spotyka się z ogólną
niechęcią.

Podobnie laboratoria diagnostyczne zajmujące się badaniem chorób genety­
cznych tworzą grupy robocze. Przykładem może być mukowiscydoza (CFTR), dla

której utworzono międzynarodowe konsorcjum standaryzujące wykrywanie mu­
tacji i oznaczanie nosicielstwa. W kraju powstała ostatnio grupa robocza muko-

wiscydozy, która stanowi przedłużenie działania międzynarodowego konsor­
cjum. Inicjatywy w tym aspekcie wydają się być szczególnie cenne.

POLYMORPHIC DNA SEQUENCES AND THEIR APPLICATION

IN PATERNITY TESTING

Summary
Characterlstlcs of polymorphic scqucnccs of DNA, especially satellite, minisatellite and mlcro-

satellite sequences are presented. Own experience from the use of multi and single locus analysls
of DNA in paternity tcstlng has bcen comparcd wlth the results of research ln other laboratorles.
Critical points ofboth types of analysls are dlscusscd.
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GENOMOWY IMPRINTING U CZŁOWIEKA

'Termin „imprinting” — „piętno” jest zapożyczony przez genetykę z etologii,
gdzie oznacza wyspecjalizowaną a jednocześnie ograniczoną w czasie formę
uczenia się. U wielu kręgowców imprinting jest zachowaniem, dzięki któremu
młode zwierzęta nawiązują kontakty społeczne oraz uczą się bezbłędnie rozpo­
znawać matkę i osobniki swojego gatunku. To wrodzone piętno wywiera wpływ
na całe życie zwierzęcia, mimo że może się ono zrealizować jedynie w określonym
krótkim czasie po urodzeniu lub wykluciu.

Termin imprinting w znaczeniu genetycznym, a ściślej w cytogenetycznym,
został po raz pierwszy użyty na początku lat sześćdziesiątych dla scharakteryzo­
wania zjawiska eliminacji chromosomów u Sciara (Crouse 1960). Pomimo

upływu tylu lat od ukazania się tej pierwszej, a następnie licznych innych
publikacji (Brown i Bennett 1957, Brown i Nelson-Rees 1961,Crouse i współ-
aut. 1971, Kitchin 1970) dla wielu biologów i lekarzy ciągle jeszczejest niespo­
dzianką, że matczyne i ojcowskie chromosomy mogą u ssaków oraz innych grup
zwierząt funkcjonować u potomstwa odmiennie. W związku z tym — różnym,
zależnym od pochodzenia, funkcjonowaniem materiału genetycznego — geno-
mowy imprinting proponuje się po polsku nazywać „genomowym piętnem rodzi­
cielskim”.

W dziedziczeniu cech u badanego przez Mendla grochu nie ma prawdopo­
dobnie większego znaczenia, czy gen decydujący o czerwonej czy białej barwie
kwiatów pochodzi od rośliny matczynej lub ojcowskiej. U ssaków oraz u przed­
stawicieli innych taksonów nie jest jednak obojętne, od którego z rodziców

pochodzi komplet chromosomów albo konkretny chromosom (np. heterochro-
mosom X) lub określony allel. Istnieją niepodważalne dowody na to, że chromo­
somy lub geny mogą zapamiętać swoje rodzicielskie pochodzenie. U niektórych
organizmów konsekwencją genomowego piętna rodzicielskiego Jest odwracalna
utrata aktywnościjednej z dwu homologicznych sekwencji DNA. W genetycznym
ujęciu efekt imprintingujest równoznaczny z hemizygotycznością w określonym
locum lub w zespole loci. Genomowe piętno rodzicielskie nie podważa praw
Mendla, lecz wyjaśnia obserwowane od nich odstępstwa.
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Można zatem stwierdzić, że genomowe piętno rodzicielskie w ogólnym zna­
czeniujest zróżnicowaną modyfikacją i/lub ekspresją u potomstwa homologicz­
nych alleli czyli regionów chromosomów dziedziczonych od każdego rodzica. Do

tej poiy poznane przykłady genomowego imprintingu obejmują eliminację ojco­
wskich chromosomów u owadów Sciara coprophila i Diaspidid coccidis (Brown
i Bennett 1957), heterochromatynizację i inaktywację heterochromosomu X

u ssaków (Lyon 1961, 1991), wyłączenie zależne od nici ojcowskiego chromoso­
mu w krzyżówkach u drożdży, u myszy zróżnicowaną metylację transgenu
(Surani i współaut. 1988, 1990, Willison 1991), która może obejmować przyległe
sekwencje w miejscu insercji oraz różne formy allelicznego wyłączenia genów
ssaków (Holliday 1990). Są znane także nieliczne przykłady rodzicielskiego
piętna genomowego u roślin.

WPŁYW GENOMOWEGO IMPRINTINGU NA ROZWÓJ EMBRIONALNY SSAKÓW

Organizmy diploidalne zachowują zdolność do redukcji w mejozie swojego
genomu do stanu haploidalnego oraz produkcji gamet męskich i żeńskich.
Okazało się także, że u diplontów występują stany, w któiych potrzebują one

tylko haploidalnych zestawów swojego genomu. U ssaków takim dobrze pozna­
nym stanemjest mechanizm determinacji płci oparty na zjawisku haploidalno-
ści. Chromosom Y warunkujący rozwój płci męskiej jest u niej obecny
w pojedynczej kopii. U płci żeńskiej ten sam efektjest osiągany przez kompen­
sacyjny mechanizm prowadzący we wczesnym stadium embriogenezy do inakty-
wacjijednego z dwóch chromosomów X i powstania ciałka Barra. W wyniku tego
procesu u samic ssaków geny sprzężone z chromosomem X występują także
w dawce haploidalnej.

Nieprzypadkowa inaktywacja chromosomu X u ssaków była pierwszym, dla

tej gromady, przykładem zróżnicowanej ekspresji zależnej od rodzicielskiego
pochodzenia materiału genetycznego. Ojcowski chromosom X jest preferencyj­
nie inaktywowany we wszystkich komórkach samic torbaczy i w błonach płodo­
wych rozwij aj ących się samic gryzoni. Natura bodźca powoduj ącego tę wybiórczą
inaktywację niejest dotychczas wyjaśniona. W komórkach właściwego embrionu
ssaków inaktywacjajest losowa (Lyon 1961), a znaczenie fakultatywnej hetero-

chromatynizacji chromosomów X u ssaków i tworzenie ciałka Barrajest ogólnie
znane i nie wymaga szczegółowego omawiania. Proces inaktywacji chromosomu
X zależy w części od metylacji DNA w przylegających do genów regionach
bogatych w pary C-G (Holliday 1990). Funkcja tych genów może być reaktywo­
wana przez 5-azacytydynę powodującą demetylację DNA. Inaktywacja chromo­
somu X jest analogiczna do poniżej omówionego allelicznego wykluczenia, z tym

jednak zastrzeżeniem, że w tym przypadku mechanizm kompensacyjny rozciąga
się na cały chromosom X. Wpływ genomowego piętna rodzicielskiego na rozwój
embrionalny ssaków nie ogranicza się tylko do tworzenia ciałek Barra. U ssaków
komórki rozwijającego się embrionu nie korzystają w jednakowej mierze z obu

odziedziczonych genomów i wiedzą prawdopodobnie doskonale, kiedy mają
skorzystać z informacji zawartej w matczynym lub ojcowskim homologu. Zatem

geny autosomalne, pochodzące od matki i ojca ulegają zróżnicowanej ekspresji
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u embrionu. Badano (Lawler i współaut. 1982) komórki embrionalnego nowo­
tworu — zaśniadu groniastego — rozwijającego się z kosmówki i ustalono, że

mają one 46 zupełnie prawidłowych chromosomów, którejednak wszystkie były
pochodzenia ojcowskiego. A więc przypadek partenogenezy, która mogła polegać
na podwojeniu chromosomów plemnika (całkowite nierozdzielenie się chromo­
somów) albo na dispermii, przy czym cały matczyny materiał genetyczny został

utracony.
W genetycznie przeciwnym przypadku, kiedy wszystkie chromosomy są

pochodzenia matczynego powstaje inny embrionalny nowotwór — potworniak
jajnika (Myers i współaut. 1982). Nowotwory tego rodzaju pochodzą z diploidal-
nego, partenogenetycznego wzrostu matczynego pochodzenia i dowody cytogene-
tyczne sugerują, że są one zaburzeniem postmejotycznym.

Potworniakjajnika ma diploidalne, matczyne i partenogenetyczne pochodze­
nie i powstaje w wyniku nienormalnego rozwoju pierwszego ciałka kierunkowego
lub z fuzji drugiego ciałka kierunkowego z przedjądrzem komórkijajowej. Jeden
z dwóch chromosomów X komórek potwomiakajest genetycznie nieaktywny
(tworzy ciałko Barra), co sugeruje, że mechanizmy genomowego imprintingu
i inaktywacji chromosomu X są całkowicie matczyne (Chandra i Nanjudlah
1990).

W celu potwierdzenia tych obserwacji przeprowadzono doświadczenia na

komórkachjajowych myszy. Przebieg i wyniki eksperymentów przedstawiono na

rycinie 1. Z komórekjajowych każdorazowo usuwano przedjądrza i wprowadza­
no nowe. Tworzono zatem poniższe kombinacje:

— dwa ojcowskie przedjądrza — androgenetyczne zygoty:
— jedno przedjądrze matczyne, a drugie ojcowskie — prawidłowe zygoty;

tr(TO

Ryc. 1. Konstruowanie androgenetycznych 1 gynogenetycznych zygot oraz Ich dalszy rozwój.
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— dwa matczyne przedjądrza — zygoty gynogenetyczne.
Rozwój androgenetycznych zygot nie jest prawidłowy, bowiem dochodzi do

nadmiernego rozwoju błon płodowych oraz łożyska, natomiast rozwój embrionu

jest niewielki; ciąża kończy się poronieniem. Gynogenetyczne zygoty także nie

rozwijają się prawidłowo, i w przeciwieństwie do poprzednich, obserwuje się
intensywny rozwój embrionu, a zahamowany jest rozwój tkanek pozazarodko-
wych i również dochodzi do poronienia (Bartsch i współaut. 1992).

Wyniki tych doświadczeń są podobne do tego, co w osłabionej formie
zaobserwowano u człowieka w przypadku triploldii, a więc w losie zygot z 69
chromosomami. Wykazano, że w przypadku triploidii u człowieka większość
zygot ma 2 zestawy chromosomów od ojca; anomalia ta jest zatem wynikiem
podwójnego zapłodnienia. U człowieka, jeżeli 2 komplety chromosomów pocho­
dzą od ojca a 1 od matki, tworzy się hipertroficzne łożysko z cystami, często
również zaśniad graniasty. Jeżeli 2 komplety chromosomów pochodzą od matki
a 1 od ojca, embrion rozwija się początkowo dobrze, ale nie rozwija się łożysko
i dochodzi do wczesnego poronienia. Dzieci urodzone z 3n chromosomami mają
przeważnie karlotyp mozaikowy, z linią komórek o prawidłowym kariotyple,
a fenotypowo stwierdza się duże łożysko z cystami. Dziecko ma bardzo mały
tułów z dużą głową 1 często spotyka się syndaktylię.

Przeprowadzone doświadczenia dowodzą, że u ssaków geny matki odpowia­
dają za wzrost embrionu, natomiast geny ojcowskie są odpowiedzialne za

struktury zewnątrz embrionalne, a więc za łożysko i błony płodowe (Bartsch
i współaut. 1992).

CYTOGENETYCZNE DOWODY GENOMOWEGO IMPRINTINGU

Powstawanie aneuploidałnych zygotjest oczywiste: w przypadku monosomii

jedna z gamet nie posiadała danego chromosomu, natomiast w przypadku
trisomii Jedna z gamet miała dwa homologiczne chromosomy. Przeprowadzono
obliczenia, z których wynika, że wprawdzie rzadko, ale jednak z częstością
statystycznie istotną zdarza się, że nullisomiczna gameta (bez chromosomu
z jednej paiy) łączy się z gametą disomiczną (posiadającą dwa chromosomy
z jednej paiy). Dwa błędy, powstałe po jednym w czasie oogenezy i spermatoge­
nezy, znoszą się wzajemnie. Zygota posiada 46 chromosomów, po dwa chromo­
somy w każdej parze, jednakżejedna z jej par chromosomów pochodzi tylko od

jednego z rodziców, czyli powstała uniparentalna disomia (Engel 1980) (ryc. 2).
Występują dwie różne formy uniparentalnej disomii: Jeżeli od jednego rodzica

pochodzą dwa różne homologi (różniące się allelami), to powstaje uniparentalna
heterodisomia, ajeżeli ten sam homolog występuje dwukrotnie, to powstaje unipa­
rentalna izodisomia. Powyższe dwie formy uniparentalnej disomii są konsekwencją
różnie umiejscowionych zaburzeń mejozy, a mianowicie: jeżeli nierozdzielenie się
chromosomów miało miejsce w I podziale mejotycznym to występuje uniparentalna
heterodisomia, jeżeli w drugim — to uniparentalna izodisomia (ryc. 3).

Częstość powstawania disomicznych gamet męskich i żeńskich jest jedna­
kowa, jednak aneuploidalne plemniki rzadko zapładniają komórki Jajowe. Jest

oczywiste, że jeżeli nie rozdzielone chromosomy przechodziły uprzednio proces
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crossing-over, to wówczas izodisoinia Jest częściową heterodisomią lub hetero-
disomlajest częściową izodisomią.

Komórka

Matczyna
uniparentalna
disomia

Stan Ojcowska
prawidłowy uniparentalna

disomia

Ryc. 2. Schemat powstawania unlparentalnej dlsomil.

Pseudodisomia nie jest, jakby się mogło wydawać, stanem prawidłowym,
bowiem dla właściwego rozwoju zygoty ważne jest, aby jeden z chromosomów

homologicznej paiy pochodził z plemnika, a drugi z komórki jajowej. Przyczyna
nieprawidłowości tkwi w tym, że różnie wydają się przebiegać procesy metylacji
DNAw mikro- i w makrogametach ssaków i powiązane są z tym różne następstwa
(Reik i współaut. 1987, Surani i współaut. 1984, Swain i współaut. 1987).

Monoparentalne disomle kilku regionów chromosomów mogą powodować
różnorodne fenotypy od prenatalnie letalnych do zespołów, które cechują się
zaburzeniami rozwoju, żywotności i behavioru. U myszy matczyna disomia

proksymalnej części chromosomu 11 powoduje, że potomstwo jest mniejsze niż

normalnie, podczas gdy myszy z ojcowską disomią tego samego fragmentu
chromosomu 11 są większe.

Chromosomowy imprinting dobrze obrazuje tak zwana mysz Cattanacha.
W chromosomie nr 7 myszy znajduje się locus dla genu barwy sierści. Inny allel
w tym szczepie myszy powoduje powstanie brązowej sierści. Mysz Cattanacha

posiada w obu chromosomach 7 geny albinotyczne, warunkujące białą sierść,
ale segment o długości 1/3 chromosomu 7 z genem brązowego zabarwienia
sierści znajduje się w wyniku translokacji pośrodku jednego chromosomu X.

Drugi chromosom X jest normalny. Zgodnie z hipotezą Lyon chromosomy X

ulegają losowej inaktywacji. Wszędzie tam, gdzie aktywny jest chromosom X

posiadający segment chromosomu 7, myszy mają brunatną sierść. Tam, gdzie
aktywnyjest normalny chromosom X, myszy mają białą sierść.

Jeżeli genomowy imprinting może obejmować istotną część genomu ssaków,
to należy oczekiwać, że zmienna penetracja i zmienna ekspresja niektórych
genów może być związana z rodzicielskim pochodzeniem materiału genetyczne-
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Ryc. 3. Różne sposoby powstawania unlparentalnej dlsomli.
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przeżywają, gdy tę mutację odziedziczą po ojcu.
Zdaniem Willisona (1991), dotychczasowe wyniki doświadczeń analizują­

cych skutki uniparentalnej disomii u myszy oraz wpływu genomowego imprin-
tingu na pojedyncze geny wskazują na to, że liczba genów sprzężonych
z autosomami i wykazujących efekt rodzicielskiego piętna genomowego jest
niewielka: u myszy prawdopodobnie około dziesięciu genów.

FENOTYPOWE NASTĘPSTWA IZODISOMII U CZŁOWIEKA

Występowanie uniparentalnej disomii pociąga za sobą określone konsekwen-

cje genetyczne i wyjaśnia przypadki dziedziczenia, które nie są zgodne z prawami
Mendla (Engel 1980). Zdarza się czasami, że przy całkowicie prawidłowym
kariotypie, X — recesywna choroba (cecha sprzężona z płcią) jest przenoszona
z ojca na syna, a nie na córkę — nosicielkę. Zjawisko to można wytłumaczyć
tym, że chromosomy X i Y zygoty pochodziły od ojca a komórkajajowa nie miała
chromosomu płci, co wyjaśniono na rycinie 4.

Jest oczywiste, że uniparentalna disomia może prowadzić do ujawnienia się
cech (chorób) autosomalnie recesywnych u potomstwa rodziców, z któiych tylko

jeden jest heterozygotą. Opisano kilkoro dzieci ze zwłóknieniem torbielowatym
(mukowiscydoza) i wykazano, że oba chromosomy 7 (w tym chromosomie
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znajduje się locus genu zwłóknienia torbielowatego) tych pacjentów pochodziły
od jednego rodzica, częściej od matki (Spence i współaut. 1988).

Ogólnie rzecz biorąc, uniparentalna disomiajest jednak rzadkim powodem
ujawniania się homozygot recesywnych: zdarza się to nie częściej niż w 1: 10000

przypadków danej genopatii (Warburton 1988).

MIKROGAMETY

o X Y XY XX YY

Ooo ox OY OXY oxx
l—l

OYY
1——1

X xo XX XY
r—i

XXY XXX XYY

£x )?XX XXY XXXY XXXX XXYY
1—1
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u—«

xxo XXX1—1 XXY XXXV
1_1
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XX-nondysjunkcja w I podziale mejotycznym

XX - nondysjunkcja w II podziale mejotycznym

Ryc. 4. Nondysjunkcja chromosomów płci 1 powstawanie unlparentalnej dlsomll.

Pasjonującajest historia odkrycia znaczenia izodisomii w patogenezie zespo­
łu Pradera-Wilirego. U noworodków z tym zespołem występuje wybitna hipotonia
mięśniowa, która stopniowo ustępuje. Początkowo duże trudności w odżywianiu
zmieniają się w żarłoczność powodującą otyłość z jednoczesnym niedoborem
wzrostu. Niedorozwój psychiczny i fizyczny Jest połączony z niedorozwojem
wewnętrznych i zewnętrznych narządów płciowych. Często pojawia się cukrzyca
insulino-oporna. Przeżycie jest skrócone (Prader i współaut. 1956, Cassidy
1992).

Od 1981 roku wiadomo, że u połowy pacjentów z zespołem Pradera-Willi’ego
występuje częściowa delecja ramienia długiego chromosomu 15, tuż poniżej
centromeru, w obszarze prążka 15qll-ql3 (Cassidy 1992). Wykazano, że ta

delecja w każdym przypadku dotyczy chromosomu 15 pochodzącego od ojca
(Butler i współaut. 1986), a parę lat później ukazały się doniesienia oparte
o analizę DNA (Nicholls i współaut. 1989, Overhauseri współaut. 1989, Rogan
i współaut. 1991), że u tej części pacjentów, u których nie stwierdzono częściowej
delecjl ramienia długiego chromosomu 15, nie występuje chromosom 15 pocho­
dzący od ojca. Oba chromosomy 15 tych pacjentów pochodzą od matki (Butler
1990, Cassidy 1992). Przyczyną omawianego zespołu Jest zatem u części pacjen­

tów uniparentalna disomia.
Znaczenie uniparentalnej disomii w genetycznym uwarunkowaniu powsta­

wania wad rozwojowych znajduje potwierdzenie w innych zespołach wad wro­
dzonych, na przykład, w zespole Angelmana (Angelman 1965). Anomalia chro­
mosomowa polega również na częściowej delecji regionu 15qll-ql3, ale w tym
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przypadku brakuje części matczynego chromosomu 15. Powstaje zupełnie inny
fenotyp, w części przeciwstawny do zespołu Pradera-Willfego: wzrost jest nor­
malny, masa ciałajest również normalna i nie występuje hipotonia mięśniowa.
Dla zespołu Angelmana są bardzo charakterystyczne symetryczne ataktyczne
ruchy i zaburzenia poruszania się. Dzieci mają duże usta, zaczerwienione

policzki, stale się śmieją i z tego powodu zespól Angelmana jest nazywany
„syndromem szczęśliwej kukiełki” (Knoll i współaut. 1989, Magenis i współaut.
1990, Pembrey i współaut. 1989).

Jak już wspomniano, u części pacjentów z zespołem Angelmana stwierdza

się delecję fragmentu matczynego chromosomu 15. U tych pacjentów, u których
delecja nie występuje, można wykazać uniparentalną disomię ojcowskiego chro­
mosomu 15.

GENOMOWY IMPRINTING I ALLELICZNE WYKLUCZENIE

U organizmów diploidalnych allellczne wykluczenie, w wyniku którego tylko
jeden z dwóch allelijest aktywny, doprowadza do funkcjonalnej (nie struktural­
nej!) haploidalności. Zjawisko allelicznego wykluczeniajest znane w odniesieniu
do genów dla immnunoglobulin od 1965 roku. Diploidalne komórki produkujące
immunoglobuliny nie używają obydwu autosomalnych alleli; dana komórka

produkuje jedynie jedną specyficzną immunoglobulinę. Mechanizm odpowie­
dzialny za to zjawisko został wówczas nazwany allelicznym wykluczeniem (We-
iler 1965). Uważano, że mechanizm tego zjawiska polega na specyficznej regu­
lacji funkcji genu, po powstaniu — w wyniku połączenia się różnych (V-D-J)
domen DNA — funkcjonalnego genu dla immunoglobuliny. Obecnie wydaje się,
że jest możliwa inna interpretacja tego zjawiska (Holliday 1990), a mianowicie
doświadczenia na transgenicznych myszach wykazały, że jeżeli istnieją już
funkcjonalne geny dla immunoglobulin, to ukształtowanie następnych genów
Jest przez nie blokowane.

Są znane również inne przykłady allelicznego wykluczenia. Nowe mutacje
mogą być in vitro łatwo indukowane w komórkach linii CHO (wyprowadzonej
z jajnika chomika chińskiego) przez standardowe silne mutageny, jak na przy­
kład EMS, a liczne rewersje tych mutacji zachodzą niespodziewanie pod wpły­
wem słabego mutagenu jakim jest 5-azacytydyna, posiadająca właściwości

demetylujące. Wyniki te sugerują, że komórki wstępnie posiadały allel aktywny
i allel nieaktywny (metylowany). Pierwszy allel był wystawiony na działanie

mutagenu i zmutował, natomiast drugi uaktywnił się po demetylacji (Holliday
1990). Powyższy mechanizm został potwierdzony podczas doświadczeń na in­
nych genach (MONKi Grant 1990, Reiki współaut. 1987).

Doświadczenia in vitro pozwoliły na dość dobre poznanie wpływu procesów
metylacji na alleliczne wykluczenie. Do tej pory bardzo niewiele jednak wiadomo
o tych mechanizmach zachodzących in vivo u ssaków. Genomowy imprinting,
powodujący alleliczne wykluczenie, prawdopodobnie może powodować znaczne

odchylenie od statystycznie spodziewanych proporcji alleli u potomstwa. Jest

przy tym mniej istotne, czy alleliczne wykluczenie jest wynikiem genomowego
imprintingu u matki czy u ojca.
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ZMIENNY WIEK WYSTĘPOWANIA DOMINUJĄCYCH GENOPATII

Badania przeprowadzone na transgenicznych myszach dowodzą, że genomo­
wy imprinting działa również na poziomie pojedynczego miejsca genowego.
Wykazano, że wzór metylacyjny wokół wstawionego transgenu i jego transkry-
pcyjna aktywność mogą się w mysim płodzie różnić w zależności od płci rodzica,
od którego pochodzi (Reik i współaut. 1987, Sapienza i współaut. 1987). Różnice
te mogą być tkankowo specyficzne, dlatego też istotne jest badanie wzorów

metylacji na poziomie pojedynczego locus, a nie na poziomie genomu oraz

w tkance, a nie na poziomie całego organizmu.
U człowieka pośród autosomalno-dominujących genopatii występują takie,

w których wiek występowania i/lub ciężkość objawów jest zależna od płci
dotkniętego chorobą rodzica. Pląsawica Huntingtona wykazuje szeroką zmien­
ność, jeżeli chodzi o wiek występowania pierwszych objawów. Gdy patologiczny
gen jest dziedziczony od ojca, objawy chorobowe występują wcześniej (średnio
w 33 roku życia), a gdy gen pochodzi od matki obj awy występuj ą później (średnio
w 42 roku życia) (Myers i współaut. 1982, 1983). Ta statystycznie istotna różnica
może być tłumaczona rodzicielskim piętnem genomowym, które poprzez mety-
lowanie redukuje aktywność normalnego allelu pochodzącego od matki, z pozo­
stawieniem — jako allelu funkcjonującego — allelu pląsawicy Huntingtona
pochodzącego od ojca (Ciarkę 1990).

Powyższa teza nie jestjednak molekularnie udowodniona, tym bardziej, że

potrzebny jest dowód, iż istotnie imprinting jest odwracany przy każdym przej­
ściu chromosomu przez linię komórek płciowych. Pośredni dowód na to odwra­
canie dostarczyły badania wykazujące, że w pląsawicy Huntingtona modyfiku­
jący wpływ płci obciążonego rodzica występuje w pojedynczej rodzicielskiej
generacji, a nie jest kumulowany przez poszczególne pokolenia (Myers i współ­
aut. 1985).

Dystrofia miotonicznajest przykładem choroby, w której występuje zjawisko
antycypacji (Howeleri współaut. 1989) polegającej na tym, że objawy chorobowe
u potomstwa są bardziej nasilone i manifestują się wcześniej niż u rodziców.
U większości nosicieli mutacji zaniki mięśniowe występują w drugiej, trzeciej lub
w czwartej dekadzie życia. Największą osobliwością w tym zespole Jest istnienie
u potomstwa obciążonych matek ciężkiej miopatii manifestującej sięjuż podczas
życia wewnątrzmacicznego. Rodzicielskie piętno genomowe mogłoby być wy­
jaśnieniem dla takiego wczesnego występowania objawów chorobowych, ale do

tej poiy brak bezpośrednich dowodów prawdziwości tej tezy.

RODZINNE WYSTĘPOWANIE NOWOTWORÓW

Interesujące dowody na kliniczne znaczenie genomowego piętna rodziciel­
skiego dla funkcjonowania pojedynczego genu zostały dostarczone poprzez
odkrycia onkologiczne. Dobiym przykładem są tu obserwacje nowotworu kłębka.
Dominujący gen powodujący powstanie tego rzadkiego, łagodnego nowotworu
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manifestuje się jedynie u tych osób, które odziedziczyły go po ojcu. Model
dziedziczeniajest więc taki, że matczyny gen jest inaktywowany podczas ooge-
nezy i może być ponownie aktywowany podczas spermatogenezy (Mey 1 współaut.
1989).

Przed rozwojem recesywnego nowotworu obydwa allele jego supresorowego
genu są tracone; pierwszy przez mutację a drugi często przez somatyczną
rekombinację i/lub nondysjunkcję. W nowotworze Wilmsa związanym z delecją
lip, w retinoblastoma i w osteosarcoma, w których utrata następuje w 13q,
chromosom matczynyjest gubiony dużo częściej niż ojcowski.

W rodzinnych przypadkach siatkówczaka muszą ulec mutacji obie homolo­
giczne kopie genu retinoblastoma, których locus znajduje się w chromosomie
13 i dopiero wówczas jest możliwa transformacja nowotworowa. Jeden z alleli-

cznych genów retinoblastoma (RB1) ulega często delecji w linii zarodkowej,
zwykle w ojcowskim chromosomie 13. Ten ojcowski gen RB1 jest także często
zmutowany w sporadycznych przypadkach osteosarcoma (ale nie w sporadycz­
nych przypadkach retinoblastoma), co powoduje, że przeżywające osoby
z rodzinnym retinoblastoma są bardzo podatne na sarcoma. Dla wyjaśnienia
preferencyjnego zatrzymywania ojcowskiego chromosomu w osteosarcoma

przyjmuje się, iż imprinting powoduje, że chromosomy są różnie podatne na

mutacje, a matczyny allel może być względnie tłumiony przez metylację. Zatem,
aby rozwinął się proces nowotworowy allel matczyny powinien być utracony.
W znacznej części recesywnych nowotworów region chromosomowy, który jest
uznawany za niosący mutację, pozostaje heterozygotyczny. Zdaje się to dowo­
dzić, że imprinting może czasami uczynić jeden z alleli całkowicie nieaktywny
i dlatego nie jest on gubiony.

OPÓŹNIENIE UMYSŁOWE ZWIĄZANE Z KRUCHYM CHROMOSOMEM X

Najczęstszą przyczyną genetycznie uwarunkowanego niedorozwoju umysło­
wego wśród mężczyznjest zespół Martina i Bella. (1943), którego cytogenetyczną
cechąjest łamliwość chromosomu X w prążku Xq27.3 (Sutherland i Ashhforth

1979). Zespół zasługuje na szczególną wagę ze względu na odstępstwa od

znanych reguł dziedziczenia. Około 30% nosicielek tego genu wykazuje upośle­
dzenie umysłowe, podczas gdy 20% mężczyzn posiadających ten genjest umy­
słowo normalnych. Występują także różnice w spodziewanej częstości tego
syndromu u braci obciążonych mężczyzn (Sherman i współaut. 1984, 1985).
Liczne odmienności w dziedziczeniu tego zespołu spowodowały rozwój badań

zmierzających do ich wyjaśnienia (Brown i współaut. 1987, Steinbach 1986).
Model dziedziczenia zespołu łamliwego chromosomu X zaproponowany przez

Lairda (Laird 1987, Laird i współaut. 1990) Jest oparty na genomowym imprin-
tingu. Ujawnienie lub nieujawnienie się objawów chorobowych sprowadza się
do różnic pomiędzy zmutowanym (ale nie poddanym imprintingowi) chromoso­
mem Fra-X i zmutowanym (i poddanym Imprintingowi) chromosomem Fra-X.

Występowanie cytogenetycznego objawu, jakimjest łamliwość chromosomu X
w prążku q27.3jest, zdaniem Lairda, zależne od imprintingu. Chromosom X
z mutacją Fra-X poddany procesowi imprintingu ma być łamliwy, natomiast
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chromosom z tą samą mutacją, ale nie poddany procesowi imprintingu ma być
niełamliwym.

Mężczyźni z pełnymi objawami zespołu Martina-Bella posiadają zmutowany,
aktywny chromosom X nie poddany procesowi imprintingu (Laird 1987,
Laird i współaut. 1990). U mężczyzn, którzy odziedziczyli chromosom Fra-X,
a nie są chorzy, występuje miejscowy imprinting mutacji Fra-X. Kobiety-nosicielki
przejawiają niektóre cechy tego zespołu w zależności od przypadkowej inaktywacji
(lyonizacji) chromosomu X. Mogą one uniknąć objawów chorobowych, jeżeli
inaktywacji ulegnie więcej niż 50% komórek z mutacją kruchego chromosomu X.

Powyższy model wymagajednak doświadczalnego potwierdzenia.

POSTULOWANE MEJOTYCZNE MECHANIZMY GENOMOWEGO IMPRINTINGU

Dotychczas zebrane dane wskazują, że rodzicielskie piętno genomowe
w sposób niezmieniony przechodzi przez podział mitotyczny, ale może zostać

wymazane podczas podziału mejotycznego. Hulten i Hall (1990) sugerują
istnienie poniższych etapów mechanizmu genomowego imprintingu:

— wymazanie jakiegoś poprzedniego piętna genomowego;
— naniesienie nowej modyfikacji rodzicielskiego genomu;
— tkankowo specyficzna fenotypowa ekspresja rodzicielskiego imprintingu

u potomstwa.
Inaktywowany chromosom X samicy ssakajest całkowicie aktywny u potom­

stwa. W przypadku zygoty XY pozostaje aktywny we wszystkich komórkach

potomnych, a w przypadku zygoty XX może znowu ulec genetycznej inaktywacji.
Być może, że ten ogólnie znany proces lyonizacji chromosomu XJest szczególnym
przypadkiem, nałożonym na generalne mechanizmy autosomalnego imprintin­
gu. Molekularne mechanizmy piętna genomowego zdają się być powiązane
z metylacją CpG. Metylacja związana z rozrodczą linią komórek mogłaby mieć

miejsce podczas podziałów mitotycznych poprzedzających mejozę lub podziałów
mejotycznych, lub w okresie pomej o tycznym. Z badań wynika (Monk 1988), że

u myszy zjawisko autosomalnego imprintingu zachodzi w mejozie wraz z mety­
lacją. Metylacja wywiera wpływ na konfigurację chromatyny i raz podczas
gametogenezy wprowadzona do chromosomów mogłaby być powielana aż do
chwili aktywacji danego genu.

Proces wymazania poprzedniego i naniesiena nowego imprintingu zachodzi
w profazie I podziału mejotycznego, w stadiach zygotenu i pachytenu, w których
matczyne i ojcowskie homologi są ściśle sparowane (Hulten i Hall 1990).
Zdaniem tych autorówjest również prawdopodobne, że po normalnie przebiega­
jącym procesie pachytenowej koniugacji nie powinno nic pozostać z poprzedniej
„chromosomowej pamięci”, zaburzenie procesu koniugacji może prowadzić do
zaburzenia zapisu nowego rodzicielskiego piętna genomowego. Krytycznym
momentem prawidłowości przebiegu zmiany imprintingu miałby być stopień
kondensacji chromatyny w pachytenie. Im mniej są skondensowane chromoso­
my mejotyczne, tym łatwiej może przebiegać proces demetylacji lub metylacji
i na odwrót. Interesującejest, że u człowieka występuje zależna od płci różnica
w długości chromosomów pachytenowych: żeńskie są w przybliżeniu 50%



504 Henryk HObner, Anna Mordalska

dłuższe niż męskie (Wallaceo i Hulten 1985). Ta istotna różnica w długości
chromosomów może być morfologicznym wykładnikiem odmienności w genomo-
wym imprintingu pomiędzy płcią męską a żeńską.

EWOLUCYJNY ROZWÓJ GENOMOWEGO IMPRINTINGU

CHANDRAi Nanjudiah (1990) zakładają 3 możliwe drogi ewolucyjnego rozwoju
genomowego imprintingu, a mianowicie:

a. Imprinting może być korzystny sam w sobie, gdy wdrukowane i niewdru-
kowane allele tego samego locus dają inne fenotypy. U pewnych organizmów
determinowanie płci może być spowodowane imprintingiem; tym samym mat­
czyna kontrola płci potomstwa jest możliwą, korzystną konsekwencją imprin­
tingu.

b. Geny odpowiedzialne za imprinting mogą mieć plejotropowe efekty i mogą
ulegać selekcji z różnych innych powodów. Nie ma do tej pory dowodów na taką
ewolucję genomowego imprintingu.

c. Genomowy imprinting mógłby koewoluować wraz z innymi cechami.
Takimi innymi cechami mogłyby być na przykład powodowanie, że androgene-
tyczne i gynogenetyczne diploidy nie są zdolne do rowoju oraz wzmacnianie
znaczenia anizogamii w rozmnażaniu płciowym.

Za genomowy imprinting są odpowiedzialne procesy metylacji DNA, jak to

udowodniono metodami biochemicznymi (cięcie enzymami restiykcyjnymi). Jest

jednak cały szereg pytań, na które nie ma odpowiedzi, na przykład:
— Czy metylacja poprzedza czy następuje po inaktywacji lub reaktywacji

genów sprzężonych z chromosomem X?
— Pewne transgeny są różnie metylowane w plemnikach i w komórkach

jajowych. Nie wiadomo jednak, jak dalece jest ten wzór następnie dzie­
dziczony.

Na podstawie szeregu badań wiadomo obecnie, że genom plemników jest
bardziej metylowany niż genomjaja, chociaż obydwa są ogólnie niedometylowa-
ne w porównaniu z tkankami somatycznymi. Wydaje się ponadto, że po zapłod­
nieniu następuje proces demetylacji. W zarodku przed implantacją nie ma dla

wszystkich sekwencji dużego sygnału procesu metylacji de novo. Wykrywalna
metylacja de novo rozpoczyna się blisko momentu implantacji i wzrasta podczas
gastrulacji.

GENOMIC IMPRINTING IN MAN

Summary
Problems ofgenomie Imprinting ln man are presented. Genomie Imprinting In mammals Is also

ańalyzed: Its Influence on sex determlnatlon and Inherltance of some ofX-llnked syndromes as well
as Influence of Imprinting on developmęnt of embryonlc and extraembryonlc tlssues. Phenotype
consequences of unlparental dlsomy are showed, also ln the aspect of genome Imprinting. The

dependence ofphenotyplc expresslon ofgenetic dominant dlsorders and familiar cancers on genomie
Imprinting ln man Is also dlscussed. •
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PERSPEKTYWY GENETYCZNYCH BADAŃ NOWOTWORÓW — ODKRYCIA

I WIZJE

W słowie „nowotwór” wyraża się fakt powstania nowego, odmiennego rodzaju
komórek z pojedynczej, zdrowej komórki danego osobnika. Ewolucja i onkoge-
neza mają wiele wspólnego i te dwa procesy przeplatają się wzajemnie prawdo­
podobnie od zarania życia — pisze Jean de Grouchy (1991). Ewolucja chromo­
somów w filogenezie naczelnych 1 wielu gatunków ssaków została potwierdzona
porównawczymi „mapami” chromosomów (Klinger 1963, Lejeune i współaut.
1973, Yunis i Parkash 1982). Z drugiej strony wiadomo, że ewolucji klonalnej
komórek nowotworowych towarzyszą rearanżacje chromosomów. Jak dalece

odbiega genom nowotworu od macierzystego, postaram się zilustrować badania­
mi cytogenetycznymi, molekularnymi i doświadczalnymi.

Proces nowotworowy jest wieloetapowy. Model ewolucji klonalnej jest różny
dla różnych nowotworów tkankowo-swoistych i ściśle związany z regulacjami
metabolicznymi danego klonu komórkowego. Jednak z reguły dotyczą one zmian

genów regulujących replikację DNA i podział komórki lub procesy różnicowania.

Są to mechanizmy leżące u podstaw rozwoju w szerokim tego słowa znaczeniu,
przy czym, jeśli różnicowanie jest czymś przeciwstawnym do podziału komórki

zwierzęcej, to niekontrolowane podziały komórkowe lub akumulacja komórek
z uszkodzonym DNA sygnalizują nieobecność cząsteczek „ na straży” znaczących
punktów kontrolnych komórki (Lane 1992). Z obliczeń wynika, że częstość
somatycznych rearanżacji DNAjestna ogół bardzo wysoka, sięgając prawie kilku
na sto mitoz, lecz częstość mitoz prowadzących do nowotworu wynosi tylkojedną
na bilion, choć, co prawda, u co piątego osobnika. Większość mutacji jest
usuwana przez system naprawczy DNA, a komórki z dużą zmianą genetyczną
giną.

W zmutowanej komórce, by stała się nowotworową, muszą zajść dodatkowe

zmiany: unieśmiertelnienie, przemieszczenie i następnie mutacje w miejscach
genomu ważnych dla regulacji procesów komórkowych, na przykład w protoon-
kogenie, genie regulującym jego aktywność albo genie przeciwnowotworowym
(Weinberg 1985). Nie znamy jeszcze całego zestawu tych genów. Dla orientacji
przedstawiam ich kategorie za Korsmeyerem (1992) w tabeli 1.
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Tabela 1

Kategorie komórkowych onkogenów 1 Ich wpływu na wzrost nowotworów

(według S. J. Korsmeyera 1992)

Kategoria I: Geny kodujące czynniki wzrostu i proliferacji
Czynniki transkrypcji lub ogniwa transdukcji sygnałów
Przykładowo: MYC. RAS, ABL

Decyduje zwiększenie funkcji

Kategoria II: Geny supresji nowotworów-przeciwnowotworowe
Hamowanie wzrostu i proliferacji
Przykładowo: Rb, p53
Decyduje utrata funkcji

Kategoria III: Geny programowej śmierci komórki
A. Uchylające programowaną śmierć
BCL-2
B. Geny „drogi ku śmierci"

p53
Decyduje utrata funkcji

TRANSLOKACJE CHROMOSOMÓW W HEMATOLOGII

Badając pod mikroskopem chromosomy komórek nowotworowych znajduje­
my wiele zmian: braki lub naddatki, wzajemne translokacje dwóch różnych
chromosomów, delecje częściowe, a czasem figurki bardzo małych fragmentów
chromosomowych (ang. double minutes) lub region chromosomu barwiący się
jednolicie, tak zwane HSR (ang. homogeneously staining region). Uważa się je
za cytologiczne efekty amplifikacji genów. Dzięki dużemu postępowi barwień
i metod synchronizacji hodowli obserwator może oceniać wzory prążkowe iden­
tyfikujące poszczególne pary chromosomów i może opisywać nieprzypadkowe
ich zmiany w przebiegu nowotworu. Oddzielone translokowane naddatki można

poddać analizie molekularnej by identyfikować geny, które leżą w krytycznych
fragmentach i które przez zmianę pozycji przyczyniają się do złośliwego wzrostu

(Córy 1987). Chromosomowa lokalizacja wielu protoonkogenów (iyc. 1) i dowody
na nieprzypadkowość anomalii chromosomowej pozwoliły rozwinąć fascynujące
scenariusze zdarzeń, które mogą stanowić preludium nowotworowej transfor­
macji i dalej klonalnej selekcji (porównaj Rożynkowa i Rupniewska 1989).

Oiyginalną zmianą chromosomową w nowotworach hemo- i limfopoetycz-
nychjest w wielu przypadkach translokacja. Jej wynikiem może być efekt pozycji
przez deregulację jakiegoś genu z powodu nowego sąsiedztwa lub utworzenia

nowego produktu genowego. Przykładem jest chłoniak Burkitfa 1 przewlekła
białaczka szpikowa. Chłoniak Burkitfa występuje często w dzieciństwie u ludzi

żyjących w tropikalnych obszarach Afryki. Zmiany chromosomowe w komórkach

guza są dobrze poznane, mianowicie 90% chorych ma wzajemną translokację
w obrębie chromosomów 8 i 14, a reszta — translokację chromosomów 8 i 2 lub
8 1 22, co zapisuje się t/8;14/ /q24;q31/, t/2; 14/ /pl2;q24/ i t/14;22/
/q31;qll/ (iyc. 2B). W miejscach złamań poprzedzających translokację chro­
mosomy 14,2 i 22 noszą geny strukturowe immunoglobulin, mianowicie łańcu­
cha ciężkiego i łańcuchów lekkich odpowiednio kappa i lambda. Komórkowy
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erb-A
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myc

X

Ryc. 1. Kariotyp człowieka z zaznaczeniem pozycji niektórych komórkowych onkogenów.

ekwiwalent wirusowego u-myc czyli c-mycjest zlokalizowany w chromosomie 8,
długim q24. Okazało się, że punkt złamania we wszystkich trzech translokacjach

jest wewnątrz genu c-myc. Jego egzony są przemieszczone do miejsca skupiają­
cego geny Ig (Croce i Nowell 1986, Dalla -favera1 współaut. 1982). Taką zmianę
zauważono także w dużej liczbie chłoniaków u myszy, gdzie translokacja doko­
nuje się między chromosomami 12 i 15, które noszą gen Ig i c-myc odpowiednio
(Adams i współaut. 1983).

W innym nowotworze, mianowicie chłoniaku grudkowym, rozwijającym się
z centroblastów i centrocytów — ośrodków rozmnażania grudek chłonnych,
wykryto inny onkogen, nie mający wirusowego homologu, nazywany BCL-2 (ang.
B-cell lymphoma/leukemia) (Tsujimoto i współaut. 1985). Temu chłoniakowi

towarzyszy translokacja genu BCL-2 z punktu złamania w chromosomie 18 do

jednoczesnego miejsca złamania w chromosomie 14,2 lub 22, która podobnie
jak poprzednio gen myc zestawia tym razem gen BCL-2 z elementem regulatoro­
wym genu strukturowego (Kocki i Rożynkowa 1991). Cały szereg późniejszych
doświadczeń scharakteryzował ten gen jako najciekawszy regulator programo­
wanej śmierci komórek (Korsmeyer 1992, Rożynkowa 1994).

Geny strukturowe immunoglobulin w limfocytach pre-B, dojrzewających do

plazmocytów wydzielających przeciwciała, z natury swej podlegają serii prze­
kształceń, jak rekombinacje, wycinania RNA, mutacje i podobne, zapewniające
dużą różnorodność swoistych przeciwciał. Można przypuszczać, że przemiesz­
czenie onkogenu myc do „rojowiska” genetycznej aktywności i jego amplifikacja
odgiywa znaczną rolę w patogenezie guza Burkitfa przez nadmierną nie regu­
lowaną ekspresję. Produkt protoonkogenów rodziny MYCjest czynnikiem trans-

kiypcji, wiążąc w sposób swoisty sekwencję zasad CACGTG w DNA odnośnego
genu przez domenę transaktywacyjną TAD (ang. transactivation domain) usy­
tuowaną w końcu aminowym. Ta domena białkowa wiąże także produkt genu
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retinoblastoma pRb. W efekcie transaktywacji przez c-MYC komórka z fazy
spoczynkowej przechodzi do ożywionej replikacji.

Tabela 2

Nazewnictwo, pochodzenie 1 pozycja w chromosomach człowieka niektórych onkogenów,
izolowanych na podstawie homologii z wirusowymi onkogenami lub testem transfekcji DNA;

(zmodyfkowane według Malcolm 1984)

Skrót nazwy
Wykryty jako v-onc w

genomie wirusa:
Zwierzę noszące

nowotwór

Lokalizacja
chromosomowa u

człowieka c-onc

src mięsaka Rous’a Kurczę 20ql3

.fes mięsaka Kot 15q26.1
abl białaczki Abelsona Mysz 9q34.1

jms mięsaka McDonough Kot 5q34
erb B erytroblastozy Kurczę 7pter-ql2
erb A erytroblastozy Kurczę 17pll-q22
mos mięsaka Moloney'a Mysz 8q22
raf mięsaka 3611 Mysz 3p25
Ha-ras mięsaka Harvey’a Mysz llpl5
Ki-ras mięsaka Klrstena Szczur 12pl2

myc myelocytomatozy
MC29

Kurczę 8q24

myb myeloblastozy BA3-A Kurczę 6q21-24

.fos mięsaka kości FBJ Mysz 14q21-31
sis mięsaka Małpa wełnista 22ql3.1

Użyte skróty*: p—ramiękrótkie chromosomu, q—ramię długie chromosomu oraz kolejność prążków i podprążków liczonych
od centromeru.

Sama translokacja chromosomowa nie jest jedynym czynnikiem odpowie­
dzialnym za powstanie nowotworu. Badania epidemiologiczne przemawiają za

dodatkowymi zjawiskami. Jednymjest zakażenie pierwotniakiem malarii (Plas-
modiumjalciparum), stwarzające przewlekłą stymulację antygenową u miesz­
kańców tropikalnej Afryki. Guz Burkitfa możejednak sporadycznie występować
w jakiejkolwiek części świata i główną rolę w unieśmiertelnianiu komórek B

odgrywa zakażenie wirusem Epstein-Barr, który jest wirusem DNA z rodziny
opiyszczki, herpetouiridae (Epstein i Achong 1983). Wirus ten jest zdolny do
unieśmiertelniania limfocytów B przy udziale antygenu EBNA-1 (ang. Epstein-
Barr virus nuclear antigen). Można przyjąć, że w takiej komórce preneoplastycz-
nej dodatkowe zdarzenie translokacji chromosomowej wraz z nadmierną ekspre­
sją genu c-myc zaburza proces dojrzewania i różnicowania limfocytów B, zwła­
szcza, że przewlekła stymulacja malarią obniża liczbę współpracujących regula­
torowych limfocytów T. Rolę tego czynnika w krajach Europy i Ameryki może

spełniać wirus HIV (Douglas i współaut. 1980, Birx i współaut. 1986).
Przewlekła białaczka szpikowajest następnym nowotworem, w którym zmia­

na chromosomów towarzyszy klinicznym objawom ekspansji nowotworowego
klonu komórek. Schorzenie charakteryzuje się długą fazą przewlekłą z zaburze­
niem granulopetycznej czynności szpiku, lecz w której komórką predominującą
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w krwi obwodowej jest jeszcze ciągle dojrzały granulocyt lub jeden z jego
bezpośrednich prekursorów. Wjakimkolwiek czasie fazy przedbiałaczkowej stan

pacjenta może przejść w przełom blastyczny, cechujący się obecnością niedoj-
A

9q+

Centromer

D

Centromer

Ryc. 2. Translokacje chromosomowe.

A. Wymienne przemieszczenie c-abl z chromosomu 9 do miejsc złamań w chromosomie 22 1 utworzenie małego
chromosomu Phlladelphla. B. Jedna z translokacjl w guzie Burkltfa, w której c-myc zostaje przemieszczony w

okolicę genu strukturowego ciężkiego łańcucha lmmunoglobullny.

rzalych postaci komórkowych we krwi obwodowej. Chorzy z przewlekłą białaczką
szpikową mają szczególną aberrację chromosomową w komórkach niedojrzewa-

jących, nawet w przewlekłej fazie choroby, mianowicie mały chromosom nazwa­
ny Ph’ od pierwszej litery miasta Philadelphia, gdzie został wykryty przez Nowella

(Nowell i Hungerford 1960) (rys. 2A). Ten mały chromosom jest wynikiem
translokacji, jaka zaszła między chromosomem 9 a 22 z punktami złamań
w dystalnych okolicach długich ramionjednego i drugiego chromosomu. Potem
okazało się, że w tej translokacji onkogen c-ABLz miejsca 9q34 przemieszcza się
do regionu 22ql 1 zwanego BCR (ang. break cluster regio). Fuzja locus BCR-ABL
stwarza nowy gen fuzyjny, który koduje nowy produkt o aktywności kinazy
tyrozynowej, większy i aktywniejszy niż c-ABL. Działa on w procesach sygnali­
zacji wewnątrzkomórkowej i jest zdolny do transformacji irt vitro komórek

macierzystych hemopoetycznych (McLaughlin i współaut. 1987). Odcinek geno­
mu człowieka składający się z sekwencji cDNA BCR-ABL był pierwszą sondą
używaną do diagnozowania nowotworu. W ten sposób analizy kariotypów zostały
dopełnione analizą molekularną genu, co ma decydujące znaczenie w ocenie
skuteczności terapii.
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Chłoniak Burkltfa, chłoniak grudkowy i przewlekła białaczka szpikowa
ilustrowały te zaburzenia, w których komórkowe onkogeny zmieniły swe chro­
mosomowe terytorium. W wielu innych postaciach białaczek i chłoniaków

występują swoiste i nieprzypadkowe miejsca złamań, jeszcze nie do końca

wyjaśnione w molekularnym znaczeniu tam znajdujących się komórkowych
onkogenów (Rowley 1990).

WIRUSY ONKOGENNE W TRANSFORMACJI NOWOTWOROWEJ
U ZWIERZĄT DOŚWIADCZALNYCH A PROTOONKOGENY

Wspomniane w niepełnychjeszcze scenariuszach nowotworów przemieszczo­
ne komórkowe onkogeny c-MYC i c-ABL (tab. 2) sąjednymi z wielu komórkowych
homologów wirusowych onkogenów v-onc. Może największym odkryciem ostat­
nich lat było stwierdzenie Bishopa i Varmusa, laureatów Nagrody Nobla roku

1989, że w prawidłowych genomach kręgowców znajdują się geny homologiczne
do v-onc, czyli wirusowych onkogenów odpowiedzialnych za nowotworową trans­
formację tkanek zwierząt doświadczalnych, zakażonych onkogennymi wirusami

(Stehelin i współaut. 1976). Komórkowe onkogeny c-onc znaleziono potem
w genomach wszystkich badanych gatunków od drożdży do człowieka (Gateff
1978, Jacob i współaut. 1987). Stosunek genów c-onc do genów v-onc objaśnia
hipoteza Bishopa (1981), że retrowirusy zawłaszczyły niegdyś pewne prawidłowe
geny Eukaryota zachowane w rozwoju ewolucyjnym i że w nowym genomie
retrowirusów nabyły one zdolności do indukcji złośliwej transformacji komórek

gospodarza. Dla samych wirusów są one nieprzydatne. Pierwszym całkowicie

scharakteryzowanym retrowirusem był wirus mięsaka Rous’a, powodujący mię-
saki u kurcząt za sprawą v-src.

Retrowirusy mogą powodować pierwszy etap transformacj i komórek nie tylko
przez te niezwykłe „zawłaszczone” i zmienione geny o-onc. Innym mechanizmem

jest integracja wirusowego genomu do genomu gospodarza 1 zmiana poziomu
ekspresji przyległych genów. Wirus RNA po wejściu do komórki przepisuje RNA
w DNA za pomocą odwrotnej transkryptazy i ten transkrypt jest następnie
włączony (insercja) do DNA gospodarza (Bishop 1984).

Komórkowe onkogeny kodują białka o fundamentalnym znaczeniu w życiu
komórki. Są to enzymy fosforylacji białek, glikoproteidy błon komórkowych
z funkcją receptorową, czynniki wzrostowe, białka wiążące DNA i regulujące
transkrypcję (Weinberg 1985). Zmienione onkogeny, wyrażające zwiększoną
aktywność nawet w pojedynczej kopii w jakimkolwiek punkcie kaskady przeka­
zywania sygnałów, zostały uznane za onkogeny doąiinujące. Różne są przejawy
aktywacji onkogenów: we wzmożonej syntezie czynników wzrostowych, wzmo­
żonej syntezie receptorów czynników wzrostowych, syntezie receptorów o zwię­
kszonym powinowactwie, zmianie transdukcjl sygnałów po związaniu na recep­
torze, wreszcie w pojawieniu się zmienionych nadczynnych kinaz tyrozynowych,
czyli tyrozyno-specyficznych enzymów fosfoiylujących (Grzelakowska-Sztabert
1992). Nadmierna ekspresja tych ostatnich może doprowadzić do wzmożonej

proliferacji nawet bez interakcji czynnika wzrostowego. Ostatnim decydującym
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przejawem roli c-oncjest regulacja transkrypcji przez ich produkty. Przykładem
jest heterodimerfos-jun lub myc-max (Morgenbesseri DePinho 1994).

DELECJE JEDNOGENOWE W NOWOTWORACH — KONCEPCJA
ANTYONKOGENÓW

Odmienną kategorią genów, odgrywających znamienną rolę w nowotworach,
są geny supresorowe, zwane też przeciwnowotworowymi lub antyonkogenami
(Stanbridge 1970). To właśnie brak produktów tych genów w komórce sprawia,
że utracona została kontrola wzrostu, co może być początkiem „wejścia na

nowotworową ścieżkę” (tab. 3). Antyonkogeny zostały określone genami recesyw-
nymi, z czego wynika, że w komórce nowotworowej są zmutowane lub utracone

obydwa allele i że pierwszym ważnym zdarzeniem jest mutacjajednego z pary
genów a drugim— decydującym—wypadnięcie funkcji drugiego genu z tej samej
pary, czyli utrata heterozygotyczności. Produkty białkowe prawidłowych alleli

genów supresorowych kodują negatywne sygnały wzrostu, czyli takie, w efekcie

Tabela 3

Loci-genów przeclwnowotworowych w chromosomach człowieka (zmodyfikowane według Levine

(1993) oraz Kinzler i Yogelstein-a (1993)

Nowotwór Chromosom Gen przeclwnowotworowy
‘

Slatkówczak (retlnoblastoma),
kostniakomięsak

13ql4 Rb

Guz Wilms’a (nefroblastoma),
mlęsak
prążkowanokomórkowy
mlęsakowy

1 lpl3 WT-1

Glejak wlelopostaciowy
(astrocytoma)

17pl3 p53

Rak piersi 13pl4
17pl3
17q, 1

Rb

p53
BRCA1, BRCA2

Drobnokomórkowy rak płuc 13ql4
17pl3
3p

Rb

p53
RB

Rodzinna polipowatość
gruczolakowata

5q21 APC

Rakjelita grubego 17pl3
18q21

p53
MCC, DCC

Neuroflbromatoza lp. 14q
17q

nie znane

NF-1

Oponlak 22q NF-2

Neuroblastoma lp, 2p, 17 N-MYC i nie znane

MEN-1 — zespół układu

dokrewnego
llq nie znany

MEN-2 — zespół nowotworów
układu dokrewnego

10 nie znany
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których nastąpi zatrzymanie cyklu komórkowego, ostateczne różnicowanie, albo

fizjologiczna, programowana śmierć komórki (Green 1988, Horst 1993).
Istnienie genów przeciwnowotworowych zaproponowali Harris i wspólaut.

(1969) i Knudson (1971) w toku dwóch linii badań; hybrydów somatycznych
komórek nowotworowych z prawidłowymi in vttro oraz dziedzicznie uwarunko­
wanych nowotworów embrionalnych.

Grupie Harris a (1969) udało się mianowicie wykazać przed 25 laty, że jeśli
zhybrydyzować przez fuzję Jąder komórkowych komórki nowotworowe z nieno-

wotworowymi, to komórki hybiydy nie mają cechy wzrostu nowotworowego.
Jednakże w wyniku segregacji genetycznej tych rekombinantów oraz utraty
losowej różnych chromosomów dochodziło do reekspresji złośliwego wzrostu.

Przyjęto więc roboczo, że istnieją loci genowe zdolne do supresji wzrostu,
ponieważ ich brak lub recesywna mutacja uniemożliwiają wejście w prawidłowy
program różnicowania lub śmierci z powodu stałej ekspresji toru mitogennego.

Pierwsze badania grupy Knudsona (1971) dotyczyły nowotworów embrional­
nych. O ile poprzednio omawiane aberracje chromosomów w chorobach nowo­
tworowych układu krwiotwórczego mają swoiste znaczenie nie tylko w diagno­
styce, ale i w prognozowaniu klinicznym, to dotychczasowe obserwacje guzów
litych nie pozwalają na jednoznaczne określenie ich roli w prognozowaniu
klinicznym (Limon i Mitelman 1994). Wyjątkiem są rodzinne nowotwory,
w których czasem można dostrzec mikrodelecję: w siatkówczaku zarodkowym
(retinoblastoma) w segmencie 14 podcentromerowo w chromosomie 13, w guzie
nerki Wilms’a (nephroblastoma) w segmencie 13 krótkiego ramienia chromoso­
mu 11, w neuroblastoma—delecj ę w krótkim ramieniu chromosomu 2 (Cavenee
i współaut. 1986, Kinzler i Vogelstein 1993). Te miejsca zwróciły uwagę na

identyfikację utraconych allełi.
Guz nerki Wilms’a i siatkówczak złośliwy mają wiele podobieństw. Obydwa

są nowotworami wieku dziecięcego i chociaż większość zdarza się sporadycznie,
obydwa nowotwory mogą przejawiać zwiększoną częstość w niektóiych rodzi­
nach. Cytogenetyczne a potem molekularne badania tych nowotworów dopro­
wadziły do hipotezy, że chodzi tu o brak lub inaktywację mutacyjną pewnych
genów zdolnych do supresji wzrostu i kontroli różnicowania. Utrata jednego
z alleli może być dziedziczona w linii zarodkowej, a mutacja drugiego allelu może

zdarzyć się w linii somatycznej. Analizą cytogenetyczną pary 13 i polimorfizmu
restrykcyjnego fragmentów DNA udało się zidentyfikować mechanizmy odpowie­
dzialne za eliminację prawidłowych alleli genów supresorowych (Cavenee
i współaut. 1983). Jest nim mitotyczny brak rozdziału (non disjunction) pary
chromosomów 13 lub mitotyczna rekombinacja z utratą części chromosomu 13.

Efekty tych mechanizmów można potwierdzić monosomią 13 wjednych komór­
kach i parą chromosomów 13 z brakiem allelu Rb. Wykrycie genu siatkówczaka

(rb) przyczyniło się do epokowych odkryć w regulacji cyklu komórkowego (Horst
1992).

Gen Rb (nieobecny w retinoblastoma) i gen Wt (nieobecny w guzie nerki

Wilms’a) były prototypami antyonkogenów. Tkanką specyficzną dla pierwszego
jest siatkówka, a dla drugiego — mezonefros i listewka płciowa. Białkowe

produkty tych genów okazały się białkami regulatorowymi transkrypcji. Ekspre­
sja genu Wt w prawidłowej tkance w okresie embrionalnym, analizowana in situ.
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miała miejsce w mezenchymie, pęcherzyku nerki, nabłonku kłębków i mezone-

fros a także w płodowych gonadach. Sonda molekularna genu supresorowego
Wilms’a udowodniła, że ma on określoną rolę w rozwoju nerki oraz rozległą
(plejotropową) rolę w mezenchymie i nabłonku. Jest najprawdopodobniej genem
rozwoju funkcji filtracji w nerce, tej funkcji, która rozwija się wcześnie w ewolucji
kręgowców (Pritchard-Jones i współaut. 1990). Udowodniono także rolę supre-
sorową tego genu wobec nowotworowego wzrostu. Mianowicie za pomocą stra­
tegii przeniesienia mikrojąder komórkowych udało się przekazać normalny
chromosom 11 do linii komórkowej pochodzącej z guzaWilms’a i po wszczepieniu
podskórnie myszy bezgrasiczej udowodnić, że komórki te straciły zdolność do
tworzenia nowotworu (Weissman i współaut. 1987).

W następnych latach wykryto szereg dalszych genów przeciwnowotworowych
1 ich produkty. Gen kodujący białko p53, określane też jako białko Tp53 (ang.
tumor protein) ma niezwykłą historię i znaczenie (Levine 1993). Początkowo
sądzono, że chodzi o aktywny onkogen zmutowany, a nie o inaktywację antyon-
kogenu. Obecnie wiadomo, że w tym genie może być ponad 350 niezależnych
mutacji punktowych w regionach szczególnie wrażliwych (hot spots). Odpowia­
dają one pięciu domenom białka Tp53, szczególnie wiernie zachowanym
w przebiegu ewolucji (de Fromentel i Soussi 1992, Levine i współaut. 1991,
Berbeć 1994). Utrata funkcji tego genu towarzyszy progresji różnych nowotwo­
rów (tab. 3).

BADANIA NOWOTWORÓW U MYSZY TRANSGENICZNYCH

Następnym etapem badań stał się model myszy transgenicznych. Dlatego
przedstawię niektóre doświadczenia, w których strategie genowe wymuszające
stałą ekspresję jednych genów lub powodujące inaktywację innych, wpływają
decydująco na rozwój nowotworu.

Większość znanych onkogenów, antyonkogenów i czynników wzrostowych
zostało poddanych analizie w systemie transgenicznym celem weryfikacji ich

onkogennego potencjału in vivo. Rozwinięto wysoce użyteczne i unikatowe

strategie, które dostarczają nowego wglądu w patogenezę nowotworów, ajedno­
cześnie mogą wpłynąć na zmianę lub utrzymanie naszych wyobrażeń o ich

rozwoju.
Strategia transgeniczna posługuje się wprowadzeniem obecnego DNA na

stałe do komórek linii zarodkowej myszy. Dzięki homologicznej rekombinacji
między egzo- i endogennymi sekwencjami DNA zmiany genetyczne powstają
w ściśle określonych miejscach i pozostają na stałe. Obejmują one dwie duże

kategorie: mutacje dominujące, polegające na zwiększeniu czynności genu
(dominant gain-of-function) i mutacje recesywne typu nonsensowego, unie­
możliwiające tworzenie produktu genu. Pierwszy typ zmian uzyskuje się przez
mikroinjekcję do zarodkowych komórek wielopotencjalnych, tak zwanego trans-

genu, czyli konstruktu złożonego z onkogenu, enhancera lub promotora
i odpowiedniego wektora. „Wymazanie” genu, czyli drugi typ zmian, prowadzący
do inaktywacji genów, odbywa się techniką celowego modyfikowania genomu
(gene targeting, porównaj Hetman 1993). W tym celu izolowane komórki zaród-
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kowe macierzyste hoduje się in vitro i modyfikuje ich genom, na przykład, przez
zastąpienie sekwencji genu p53 od 2. do 6. egzonu genem odporności neonymy-
cynowej (neo). Wyselekcjonowane klony komórek z nieaktywnym genem p53 są

następnie wprowadzone do blastocysty, gdzie odbywa się kolonizacja zmodyfi­
kowanych komórek i dalszy rozwój płodów, zachowujących zmianę genomu
w linii zarodkowej. Takie myszy heterozygotyczne poddaje się reprodukcji mię-
dzymieszańcowej a ich potomstwo, sprawdzone pod względem obecności dzikie­
go allelu, na przykład p53, lub Jego braku (homozygota prawidłowego allelu,
heterozygota, homozygota nieczynnego allelu) stanowi dawców komórek do

dalszych badań, na przykład tymocytów ćzy fibroblastów.

Sekwencje mysiego c-myc umieszczono w konstrukcie pod kontrolą enhan-
cera genu strukturowego IgH-, w skrócie E/myc. Była to imitacj a sytuacj i w guzie
Burkitfa z translokacją chromosomową 8; 14, o której była mowa w poprzedniej
części artykułu. Stan preneoplastyczny cechował się deregulacją cyklu komór­
kowego i zaburzeniem różnicowania. Populacja limfocytów pre-B górowała nad

dojrzałymi limfocytami B. Mimo ekspresji wszystkich antygenów różnicowania

łącznie z ekspresją genów RAG-1 i RAG-2 (ang. recombinase activating genes),
czynność limfocytów B u tych myszy byłajednak nieco upośledzona w porów­
naniu z myszami kontrolnymi. Przejawiało się to w reakcjach na mitogeny,
w wydzielaniu przeciwciał, odpowiedzi na T-zależne i T-niezależne antygeny. Po

różnym okresie latencji, trwającym od 3-18 tygodni u myszy E-myc rozwinęły
się chłoniaki pre-B 1 B limfocytowe o dużej złośliwości. Natomiast chłoniaki
T-komórkowe rozwinęły się w warunkach, gdy zmieniono promoter E na Thy-1
(thymic-grasiczy). Były to właściwe grasiczaki złożone z proliferujących tymocy­
tów i jeszcze bardziej ekspansywnych komórek epitelialnych (Morgenbesser
i DePinho 1994). Jeśli konstrukt zawierał ludzki gen c-myc i promoter mysiego
genu zgodności tkankowej H-2K to występowały zaburzenia proliferacji i różni­
cowania, ale nie doszło do złośliwej transformacji komórek. To doświadczenie

poinformowało dodatkowo, że chociaż c-mycmoże być potencjalnym onkogenem,
to okres latencji i klonalność komórek guza zależy od innych czynników.

Próbowano zidentyfikować geny synergistyczne z c-myc. W chłoniaku, wywo­
łanym u myszy transgenicznych przez konstrukt E-myc zaobserwowano żywe
pobudzenie białek wiążących GTP, kodowanych przez geny rodziny ras. Białka

G, wiążące i hydrolizujące nukleotydy guaninowe, stanowią uniwersalny łącznik
w transmisji sygnałów z receptorów błonowych na ich efektoiy. Celem identyfi­
kacji przyczyn, przyśpieszających rozwój chłoniaków, wprowadzono dodatkowo

pewne onkogeny przez zakażenie wirusami onkogennymi lub drogą mejotycznej
rekombinacji przez krzyżówki z innymi transgenicznymi osobnikami. Okazało

się, że synerglstycznymi z c-myc są geny H-ras, raf, pim-1, bcl-2 (iyc. 3).
Wszystkie łączy lokalizacja cytoplazmatyczna z tym, że białko H-ras ma aktyw­
ność kinazy tyrozynowej a produkty rafi pim mają aktywność kinaz seiyno-treo-
ninowych. Produkt ostatniego genujest czynnikiem przeżycia (tab. 1).

Do badań w systemie transgenicznym posłużono się także konstruktami

N-myc i L-myc, których amplifikację i nadmierną ekspresję stwierdzono
w neuroblastoma (N-myc) i raku drobnokomórkowym płuc (L-myc). Konstrukty
E-N-myc, wprowadzone do linii zarodkowej myszy, przyczyniły się do rozwoju
chłoniaków B-komórkowych, które dojrzewały do plazmocytoma. Natomiast
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konstrukty E-L-myc przyczyniły się do szybkiego rozwoju grasiczaków T-komór-

kowych, a w miarę starzenia zwierząt — do guzów złożonych z myelomonocytów.
Ten ostatni wynikjest o tyle ciekawy, że w patogenezie białaczki myelomonocy-
towej u człowieka znaczącą rolę przypisuje się ekspresji deregulowanego L-myc.

9 cf

Ryc. 3. Schemat onkogenezy w systemie transgenlcznym u podwójnej heterozygoty dominujących
deregulowanych onkogenów.

Myszy transgeniczne poddano też doświadczeniu w odwrotnej wersji, gdy
transgenami były zmutowane geny H-ras, SV40-T antygen lub transformujący
czynnik wzrostowy TGF alfa a w utkaniu wynikłych ogniskowych raków badano

ekspresję c-myc. Wyniki tych doświadczeń nie tylko potwierdziły współdziałanie
tych genów w złośliwej transformacji komórek wątrobowych, ale i potwierdziły
oczekiwania, że w rozwoju nowotworu działa kilka mutacji.

Dalszy ciąg badań u myszy transgenicznych dotyczy skutków inaktywacji
genu p53 oraz nadmiernej ekspresji genu bcl-2. Pierwszy promuje programowa­
ną śmierć, a drugi jest jej inhibitorem. McDonnel i współpracownicy (1989)
wprowadzili konstrukt, w którym ludzki gen BCL-2 został umieszczony pod
kontrolą enhancera Ig (genu strukturowego ciężkiego łańcucha immunoglobuli-
ny), imitując tym translokację w chłoniaku grudkowym u człowieka: t /14;18/
(McDonnell i współaut. 1989). U tych myszy transgenicznych nadmierna eks­
presja BCL-2 była w komórkach śledziony i grasicy, a z łagodnej poliklonalnej
proliferacji centrocytów wywiązała się selektywna ekspansja małych, spoczyn­
kowych limfocytów B o immunofenotyple IgM/IgD. Komórki te gromadziły się
czasowo w fazie GO i G1 cyklu komórkowego, pozostały jednak zdolne do

aktywacji i syntezy DNA. Jednakże w miarę upływu czasu zmiany komórkowe

przerodziły się w rozrost złośliwych chłoniaków, co jasno ilustrowało bliski
stosunek między supresją apoptozy a rozwojem nowotworu. W przebiegu cyto-
genetycznych i molekularnych zmian tych chłoniaków złośliwych znaleziono
również translokację aktywującą c-myc. Wzwiązku z tą obserwacją wyhodowano
myszy transgeniczne z krzyżówki EIg-Bcl-2 x EIg-myc i udowodniono genetyczne
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uzupełnienie się tych dwu onkogenów. U podwójnie transgenicznych potomków
rozwinęła się szybko nisko zróżnicowana postać białaczki z hemopoetycznych
komórek macierzystych. Z tego wynika, że onkogenny potencj ał wzmaga się przy
kombinacji takich zdarzeń genetycznych, z których pierwsze przez deregulację
bel-2 stwarza korzyść przeżycia, a drugie przez pozytywną stymulację wzrostu

aktywnym onkogenem myc narusza równowagę proliferacji.
Ostatnie obserwacje dotyczą transgenicznych myszy ze zmutowanym genem

p53 (mutacja „zerowa” warunkująca brak funkcji). Nowotwory o utkaniu mięsa-
ków rozwijały się u tych myszy w tkance limfoidalnej grasicy, w płucach
i w kościach. Z licznych opracowań wynika, że p53 jest nieodzownym składni­
kiem w mechanizmie wykonawczym apoptozy (Lane 1992). Ciarkę i współpra­
cownicy badali zależność indukcji apoptozy w tymocytach koiy grasicy u myszy
od stałej ekspresji genu p53, wprowadzonego do linii zarodkowej (Clarke
i współaut. 1993). W tymocytach, pobranych od myszy-homozygot dzikiego allelu

p53 doszło do apoptozy w wyniku takich działań na komórki,jak promieniowanie
jonizujące, glukokortykosteiydy, etopozyd i estry forbolu. Natomiast w tymocy­
tach pobranych od homozygot delecji p53 (mutacja „zerowa”) nie było oznak

apoptozy ani po napromieniowaniu ani po etopozydzie. W komórkach pochodzą­
cych od heterozygot p53 efekt był pośredni. Lowe i współpracownicy (1993)
prowadzili systematyczne badania fibroblastów embrionalnych, pobranych od

myszy transgenicznych, poddanych działaniu genotoksycznych substancji uży­
wanych jako chemioterapeutyki: 5-fluorouracyl, etopozyd, adramiacyna i pro-
mieniowaniejonizujące. Fibroblasty były homo- lub hererozygotyczne pod wzglę­
dem prawidłowego „dzikiego” i zmutowanego allelu. Badania ekspresji mRNA-

p53 wykazały prawidłową, częściową lub utraconą ekspresję genu, zależnie od

genotypu p53. Autorzy doszli do przekonania, że p53 wywiera znaczący i zależny
od dawki genu wpływ na apoptozę, jeśli czynnik indukcyjny powoduje uszko­
dzenie nici DNA. Jest to także dowód, że prawidłowa funkcja genu p53 polega
między innymi na blokowaniu podziału komórek z uszkodzonym DNA.

PODSUMOWANIE

Skrótowy przegląd wybranych analiz cytogenetycznych, nawiązujących do
nich badań molekularnych DNA i białek, a także doświadczeń metodą inżynierii
genetycznej jest dosyć selektywnym obrazem przeobrażeń, jakie dostrzegamy
w komórkach nowotworowych. Jeśli bowiem pierwsze (chromosomy) widzi się
w całym komplecie, drugie (geny i białka) są wysoce wybiórcze (tylko niektóre
albojeden gen). Cytogenetyk analizuje kariotypy realne pojedynczych komórek,
które nie muszą reprezentować całej populacji, za to może wskazać drogi
klonalnej ewolucji. Molekularne podejście (poza hybrydyzacją in situ} może

„uśrednić” genom komórki nowotworowej i „zgubić” heterogenność komórek

nowotworowych.
Patogenne konsekwencje przynajmniej niektórych zrównoważonych translo-

kacji i delecji chromosomów mogą byćj eszcze bardziej skomplikowane niż prosta
w zasadzie aktywacja onkogenów lub utrata antyonkogenów. Polisomie lub
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poliploidle nie zostałyjeszcze zadawalająco wyjaśnione na poziomie genów (Heim
1992).

Nie ujmując nic pracowniom klonującym geny trzeba przyznać, że analiza

cytogenetyczna była kluczem do molekularnej cytogenetyki dwóch głównych
kategorii rearanżacji: nieprzypadkowych translokacji (około 70 w komórkach

nowotworowych człowieka) i stałych delecji. Znajomość usytuowania miejsca
złamania była punktem wyjścia do selekcji genów, używanych potem j'ako
molekularne sondy tych rearanżacji. Jednakże prążek chromosomowy zawiera
około 5 milionów par zasad i szansa odkrycia rearanżacji metodą Southerna
w różnych guzach litychjest niewielka. Wyjątek stanowią białaczki i chłoniaki,
ponieważ istotne sondy genowe w tych schorzeniach, zawierające geny immu-

noglobulin, pozwoliły sklonować DNA istotne dla kilkudziesięciu rearanżacji
(Rowley 1990).

Wydaje się, że optymalnym dla pełnego rozeznania działaniemjest kontynuo­
wanie badań zarówno metodami cytogenetycznami, jak i analizami na poziomie
DNA. Implikacje praktyczne tych badań, zwłaszcza w predyspozycjach ujawnia­
jących się zachorowaniami rodzinnymi w predyspozycjach „promocyjnych” (cho-
dziofazę promocji nowotworu) zostały omówione w artykule J. Steffena(1993).
Na zakończenie chcialabym podkreślić, że nowe dane biologii molekularnej
zmuszają do przemyślenia ootychczasowych koncepcji i definicji w obrębie
patologii nowotworów. Pragnę też wyrazić pogląd, że badania cytogenetyczne
i molekularne uzupełniają, ale nie zastępują patomorfologii w dziedzinie diag­
nostyki nowotworów. Istota badań genetycznych polega bowiem na wykryciu nie

znanych przedtem mechanizmów odpowiedzialnych za deregulację kontroli

transkrypcyjnej i autonomii wzrostu komórek.

PERSPECTIVES IN CANCER GENETIC RESEARCH — DISCOVERIES

AND VISIONS

Summary
The revlew refers to the current progress In the studles on ofgenetic changes that occur wlthtn

the cancer celi and are crltically involved ln the transformation of a normal to a mallgnant celi. The
conslderatlons are llmlted to:

— those changes that have been detected by analyzing the karyotypic pattern ofhuman cancer

cells found in leukemia and lymphoma,
— two large classes of genes that are subject to somatic mutations — 1, oncogenes whose

existence was revealed by the study ofanimal retroviruses, and 2, antioncogenes which were

revealed by the study of hereditary cancer in man.

A new approach to studylng the role of the above mentioned genes ln the inltlatlon and

progresslon of induced tumors ln transgenic mice ls also presented.
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PRODUKTY GENÓW PRZECIWNOWOTWOROWYCH

Choroby nowotworowe, jedna z głównych przyczyn śmierci nowoczesnych
społeczeństw, zdaje się wchodzić w nową erę badań. O ile dotychczasowe badania

dotyczyły głównie pozaustrojowych czynników kancerogennych, to obecne bada­
nia ukierunkowują się na podatność lub odporność organizmu na powstawanie
procesu nowotworowego. Są to badania skoncentrowane na molekularnych
czynnikach własnych organizmu, pobudzających wzrost nowotworowy, lub ha­
mujących ten proces. Obecnie przyjmuje się, że do powstania procesu nowotwo­
rowego przyczynia się z jednej strony nadmiar czynników pobudzających wzrost

nowotworowy lub z drugiej strony—niedobór czynników hamuj ących ten proces.

ONKOGENY

Liczbę onkogenów, czyli czynników wpływających na powstanie raka określa

się obecnie na ponad 100. Powstaje pytanie — skąd się biorą onkogeny i czym
one są? Badanie genomu człowieka wykazało, że zawiera on znaczną liczbę
proto-onkogenów (czyli substancji, z których mogą powstawać onkogeny), któ­
rych rola w organizmie nie została do końca wyjaśniona, a które pod wpływem
mutacji, powodującej ich uaktywnienie, mogą spowodować powstanie raka.

Najczęstszym źródłem powstania onkogenów są prawdopodobnie retrowirusy,
to jest wirusy, których informację genetyczną stanowi RNA, a nie DNA. Z kolei,
dzięki odwrotnej transkryptazie RNA wirusa ulega transkrypcji na DNA, nastę­
pnie jest wbudowany do DNA człowiekajako jego integralny składnik genomu;
podczas podziału komórki składnik ten ulega powielaniu (reduplikacji) i podob­
nie jak macierzysty, komórkowy DNA przechodzi do komórek potomnych.
Z reguły ten fragment DNA, stanowiący tak zwany proto-onkogen, nie jest
aktywny i nie powoduje żadnej choroby do czasu, kiedy wskutek mutacji
dochodzi do jego uaktywnienia i produkcji białek zawartych w genomie wirusa,
powodujących proliferację i transformację nowotworową komórki. Najczęściej
występujące onkogeny retrowirusowe przedstawiono w tabeli 1.

Również DNA-wirusy mogą działać kancerogennie poprzez swoje produkty.
Do najlepiej poznanych należą: adenowirusy, wirusy papova i opryszczki. Trans­
formujący region wirusów polyoma koduje 3 białka, składające się na duży,
średni i mały antygen T, z tego duży antygen T powoduje nieograniczony wzrost
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Tabela 1.

Onkogeny retrowirusowe i ich homologi komórkowe

Różnorakie działanie komórkowych onkogenów:
p58c-niyc — reguluje transkrypcję, powoduje unieśmiertelnienie i transformację (nowotworową) komórek w hodowli

p21c-IIa-ras — wiążąc GTP lub GDP poprzez ich hydrolizę reguluje aktywność kinazy adenylanowej — hydroliza powoduje
inaktywizację białek ras, związanych z błoną komórkową— następuje zahamowanie bodźców przezbłonowych cyklazy
adenylanowej ze zniesieniem aktywności kinazy tyrozynowej. Mutacja p21 (w poz. 12) z powodu niemożności hydrolizy
powoduje stałe związanie GTP z błoną komórkową, powodując permanentną aktywację cyklazy adenylanowej, prowadzącą do

powstania raka pęcherza moczowego.

Retrowirusowe Białko wirusowe Homolog
komórkowy

Nowotwór Gatunek

v-sis

(Simlan sarcoma

vlrus)

p28sls łańcuch B
PDGF

mlęsak małpa wełnista

v-src

(Rous sarcoma

vlrus)

pp60vsrc pp60vsrc mięsak kura

vjes
(St-feline
sarcoma virus)

p85gagfes p92ces mlęsak kot

v-abl

(Abclson Murlne
leukemia virus)

120gag'abl pl50cabl białaczka mysz, kot

u-erbA

(Avian
erythroblastosls
vlrus)

gp65erbA skrócony receptor
EGF

eiytroleukemla kura

v-erbB

(Avlan
erythroblastosls
vlrus)

gp65erbB skrócony receptor
EGF

mlęsak kura

v-myc
(Avlan
myelomatosis
virus)

pl01gag-myc p58cmyc rak, mlęsak,
szpiczak

kura

v-H-ras

(Harvey murlne
sarcoma vlrus)

p21v-Ha-ras p21c-Ha-ras mięsak,
erytrolcukemia

mysz, szczur

u-K-ras

(Kirsten murlne
sarcoma vlrus)

p21v-K-ras p21c-K-ras

mlęsak,
erytrolcukemia

mysz

v-N-ras pjjjC-N-ras neuroblastoma,
białaczka,
mięsak

człowiek

z jednoczesnym zmniejszeniem zapotrzebowania na czynniki wzrostu, średni

wpływa na transformację nowotworową, natomiast rola małego antygenu niejest
znana. Podobnie duży antygen T wirusa SV40 wpływa również na transformację
nowotworową komórek.

Główne mechanizmy działania proto-onkogenów sprowadzają się do fosforylacji
białek odgrywających podstawową rolę w cyklu komórkowym; do wpływu na
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transmisję sygnałów dla czynności komórek (np. onkogeny ras, które w niekon­
trolowany i permanentny sposób powodują stałe pobudzenie komórki do prolifera­
cji) oraz do wpływu na transkrypcję DNA, czyli aktywację genów (np. proto-onko-
geny myc, fos, Jurt, myb i inne). Oddzielną grupę czynników powodujących proces

nowotworowy stanowi nadmiar czynników wzrostu (np. EGF, PDGF, NGF, interleu-

kiny i wiele innych) lub niedobór produktów genów przeciwnowotworowych, któ­
rych główni przedstawiciele wpływają na ten proces poprzez cykl komórkowy
(Bishop 1991, Cross i Dexter 1991, Cantley iwspółaut. 1991).

CYKL KOMÓRKOWY

Najbardziej charakterystyczną cechą wzrostu nowotworowego jest niepoha­
mowana proliferacja określonej grupy komórek, nie poddająca się mechanizmom

kontrolnym i prowadząca kosztem innych komórek do wyniszczenia organizmu
i śmierci. Są wprawdziejeszcze inne cechy wzrostu nowotworowego,jak zdolność
do tworzenia przerzutów, kiedy komórki odiywające się od pierwotnego nowo­
tworu przechodzą do różnych narządów, w których również ulegają nadmiernej
i niekontrolowanej proliferacji.

Proliferacja normalnych komórek odbywa się w bardzo złożonym procesie,
zwanym cyklem komórkowym, odbywającym się w miarę potrzeby pod ścisłą
kontrolą mechanizmów regulacyjnych, pozwalających jedynie na uzupełnienie
powstałych ubytków. Proliferacja komórek, podobnie jak ogólna przemiana
materii, należy do niezbędnych atrybutów żywych tkanek. Spośród komórek

normalnego wielokomórkowego organizmu jedne są krótko żyjące (np. komórki
krwi żyjące niekiedy do kilku godzin, dni lub miesięcy — brak proliferacji tych
komórek w krótkim czasie musi prowadzić do śmierci całego organizmu —

przykładowo erytrocyty żyją w najlepszym razie tylko do 3 miesięcy i stąd brak

proliferacji erytrocytów w ciągu niecałych 3 miesięcy musialby prowadzić do
śmierci organizmu). Inne komórki dzielą się, czyli proliferująjedynie wyjątkowo
(typowym przykładem są komórki wątroby, które proliferują dopiero na skutek

wycięcia części komórek wątrobowych, przy czym proliferacja tych komórek

odbywa się tylko dopóty, dopóki nie nastąpi przywrócenie pierwotnej wielkości
i kształtu wątroby, po czym dotąd nie znane czynniki kontrolne zatrzymują
dalszą proliferację tych komórek) i wreszcie zróżnicowane komórki nerwowe,
które nigdy nie proliferują.

Właściwe poznanie cyklu komórkowego umożliwiło odkrycie w 1971 roku

czynnika dojrzewania MPF (maturation promoting factor). Istota tego odkrycia
polegała na wykryciu czynnika dojrzewania oocytów dla umożliwienia ich za­
płodnienia, a których mejoza została zatrzymana we wczesnym okresie życia
płodowego (około 3-go miesiąca życia płodowego), zaś normalne, stopniowe
kończenie mej ozy następuje dopiero po okresie pokwitania. W 1982 roku
wykryto produkt genu cdc2 (od celi division cycle) w postaci białka p34cdc2, które

w 1987 roku zostało zidentyfikowane jako kinaza białkowa, przenosząca grupy
fosforanowe z ATP na różne białka. Ponieważ poziom p34cdc2 podczas całego
cyklu jest stały, zaczęto poszukiwania czynnika ulegającego okresowym zmia­
nom w poszczególnych fazach cyklu komórkowego. Czynnikiem tym okazało się
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być dość przypadkowo wykryte białko cyklina — tworzące kompleksy z p34cdc2
— ulegające okresowej degradacji pod koniec cyklu komórkowego, a następnie
ponownej syntezie, umożliwiając rozpoczęcie nowego cyklu komórkowego. Sto­
sując kompletny MPF na nie zapłodnionejaja żab Xenopus udało się całkowicie
zrekonstruować cykl komórkowy in vitro. Termin MPF wychodzi obecnie z użycia
ijest zastępowany określeniem CDK (ang. cyclin dependent kinase) z dodatkiem

odpowiedniej cykliny, na przykład D1-CDK4, E-CDK2, A-CDK2 i B-CDK1.
Dla zrozumienia mechanizmów i sposobu działania genów przeciwnowotwo-

rowych i ich produktów jest konieczne zapoznanie się z przebiegiem cyklu
komórkowego, w którym produkty tych genów odgrywają istotną rolę (iyc. 1).
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Kluczową rolę w przebiegu cyklu komórkowego odgrywa kinaza p34cdc2, skom-

pleksowana z odpowiednią cykliną. Początkowo sądzono, że istnieje tylkojedna
cyklina, rychło jednak przekonano się, że prawdopodobnie każda faza cyklu
komórkowegojest aktywowana przez swoistą cyklinę. Najwięcej trudności spra­
wiało poznanie czynników potrzebnych do rozpoczęcia cyklu, czyli STARTu.

Dopiero ostatnio okazało się, że czynnikami tymi u ssaków są cykliny z grupy
D, głównie cyklina Dl (u drożdży cykliny CLN-3). Cyklina D1 jest najprawdopo­
dobniej identyczna z onkogenem bcl-1, to jest czynnikiem, którego nadmiar

powoduje powstanie chłoniaków typu B. Z kolei cykliny D2 i D3 hamując proces
różnicowania komórek wpływają na dodatkową cechę procesu nowotworowego,
polegającą na zahamowaniu różnicowania się komórek. Poza tym aktywatorami
cyklu komórkowego są również dawniej poznane czynniki, jakwielkość komórki,
składniki odżywiania, czynniki wzrostu EGF, PDGF, NGF i inne.

W początkowej fazie cyklu komórkowego są niezbędne cykliny E i A, które
tworzą wraz z p34cdc2 odpowiednie kinazy zależne od cyklin E-Cdk2 i A-Cdk2

(ang. cyclin dependent kinase). Napromienianie promieniami gamma ludzkich

fibroblastów w fazie G1 powoduje zatrzymanie cyklu komórkowego przed wystą-

Ryc. 1. Schemat działania cyklu komórkowego. Mechanizm napędowy cyklu (przedsta­
wiony w postaci koła grubych strzałek): w fazie G1 pod wpływem syntezy cyklin A i E
oraz ich asocjacji z p34cdc2 powstaje nieaktywny pre-MPF (tyrozyna w poz. 15 i treonina

w poz. 14 uległy fosfoiylacji); pod wpływem różnych czynników (składniki odżywiania,
czynniki wzrostu itp.) oraz niektórych cyklin (np. CLN1-3 u drożdży) występuje „start”
inicjujący replikację DNA czynniki fosforylujące (produkty genów weel i miki) hamują
postępowanie cyklu, umożliwiając syntezę DNA, natomiast pod wpływem czynników
defosforylujących (fosfataza cdc25) i asocjacji cykliny B do p34cdc2 następuje przejście
pre-MPF w aktywny MPF, powodujący przejście cyklu z fazy G2 do fazy M, w której pod
wpływem fosforylacji następuje wytworzenie wrzeciona mitotycznego, kondensacja chro­
mosomów i degradacja otoczki jądrowej; z kolei następuje pod koniec fazy M rozpad
cykliny B, powodujący inaktywację MPF, a w następstwie wyjście cyklu z fazy M do fazy
G1 z jednoczesną defosforylacją wywołującą segregację i dekondensację chromosomów,
degradację wrzeciona oraz reorganizację otoczki jądrowej, po czym może wystąpić
następny cykl komórkowy. Wewnętrzny mechanizm kontrolny cyklu (wpisany do koła
w środku schematu): na zasadzie sprzężenia zwrotnego w fazie Gl/S zmutowany DNA

powoduje zatrzymanie cyklu (przy współudziale p53), również na przejściu z fazy G2/M
nieukończona synteza DNA powoduje zatrzymanie cyklu (także przy współdziałaniu
z p53); zaburzenia organizacji wrzeciona mitotycznego, kondensacji chromosomów
i degradacji otoczki jądrowej powodują zatrzymanie cyklu na zasadzie sprzężenia zwrot­
nego w fazie M, podobniejak na tej samej zasadzie zaburzenia segregacji i dekondensacji
chromosomów, degradacji wrzeciona mitotycznego i reorganizacji otoczki jądrowej powo­
dują zatrzymanie cyklu w początkowej fazie Gl. Czynniki kontrolne spoza cyklu (na
rysunku na zewnątrz koła grubych strzałek): plO5Rb — aktywne w postaci hipofosfory-
lowanej w fazie Gl — hamuje proliferację komórek, po czym hiperfosfoiylowane, nieak­
tywne aż do końca cyklu umożliwia proliferację komórek; p53 — strażnik prawidłowego
genomu — hamuje cykl komórkowy w fazie Gl/S w przypadku zmutowanego DNA lub
w fazie G2/M w przypadku niezreplikowanego DNA, aktywuje geny hamujące proliferację
komórek, w przypadku zmutowanego DNA może spowodować apoptozę komórki; zmu­
towany p53 może prowadzić do kancerogenezy. Czynnik transkrypcji E2F jest silnie

związany z cyklem, działając w kompleksie z p53, cykliną A i plO5Rb.

Cykliny — A, B, E; grupy fosforanowe — P; tyrozyna —Y; treonina — T .
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pieniem fazy S (w fazie S następuje reduplikacja DNA). Blok tej fazy jest
spowodowany inaktywacją kinaz E-Cdk2 i A-Cdk2, spowodowaną skomplekso-
waniem z odpowiednimi inhibitorami, indukowanymi przez białka inhibitorowe

p21 i p53.
Wskutek syntezy cyklin A i E oraz łączenia się ich z kinazą p34cdc2 powstaje

nieaktywny pre-MPF, w którym tyrozyna w pozozycji 15 i treonina w pozycji 14

uległy fosforylacji. Pod wpływem dodatkowo działających czynników następuje
przejście z fazy G1 do fazy S cyklu komórkowego (faza S — synteza DNA w celu

całkowitego podwojenia DNA dla komórek potomnych). Przejście z fazy G1 do S

cyklu komórkowego stanowijego ważny etap decydujący o tym, czy do powielania
zostanie przekazany prawidłowo zbudowany DNA, czy też zdefektowany. Od tego
bowiem zależy, czy komórka potomna będzie prawidłową, czy też defektywną.
Okazało się, że na straży prawidłowości przekazywanego do powielania DNA stoi

swoisty mechanizm, w którym ważną a właściwie nawet decydującą rolę odgry­
wają produkty genów przeciwnowotworowych (p53, pl6 i prawdopodobnie
jeszcze inne dotąd nie poznane czynniki).

W fazie S dochodzi do całkowitego i wiernego podwojenia zawartości DNA
w komórce. Ostatnie badania wykazały, że główną rolę w tej fazie cyklu komór­
kowego odgrywa kinaza p34cdc , skompleksowana z cykliną A. Po ukończeniu

syntezy DNA cykl komórkowy przechodzi w fazę G2. Przejście do tej fazy odbywa
się prawdopodobnie pod wpływem kinazy p34cdc2 skompleksowanej z cykliną E.

Od końca fazy G1, poprzez fazy S i G2 kompleks kinazy z cyklinami pozostaje
nieaktywny dzięki utrzymywaniu pod wpływem kinaz weel i miki fosfoiylacji
tyrozyny w pozycji 15 i treoniny w pozycji 14 p34cdc2. Pod koniec fazy G2 pod
wpływem fosforylazy cdc25 następuj e defosforylacj a kinazy p34cdc2 i tym samym

jej uaktywnienie zjednoczesnym skompleksowaniem z cykliną B—w ten sposób
powstaje aktywny czynnik dojrzewania MPF (ang. maturation promoting factor).

Z chwilą utworzenia aktywnego MPF następuje przejście z fazy G2 do fazy
M, czyli mitozy. W tej fazie następuje szereg zmian w jądrze komórkowym na

skutek przenoszenia grup fosforanowych na składnikijądra, ulegających odpo­
wiedniemu przekształceniu. Dzięki temu następuje organizacja wrzeciona kario-

kinetycznego, kondensacja chromosomów oraz degradacja otoczki jądra —

innymi słowy następuje przygotowanie materiału genetycznego do jego podziału
na dwie potomne komórki. Najlepiej z tegojest poznany proces degradacji otoczki

jądra, składającej sięwgłównej mierze z lamin, które wskutek fosforylacji ulegają
dysocjacji i tym samym dla umożliwienia podziału następuje degradacja otoczki.

Przejście cyklu komórkowego z fazy G2 do M stanowi, podobniejak przejście
z fazy G1 do S, drugi punkt krytyczny podziału komórkowego. Tym krytycznym
elementem jest dokończenie reduplikacji całego materiału genetycznego, gdyż
tylko w ten sposób mogą powstać dwie całkowicie identyczne komórki potomne.
W przeciwnym razie mogą powstać zdefektowane komórki z powodu utraty
niektórych genów — takim klasycznym przykładem jest znane w onkologii
zjawisko utraty heterozygotyczności (ang. loss of heterozygosity) prowadzące do

powstania nowotworu z powodu utraty genów przeciwnowotworowych. Również
i w tym przypadku, podobniejak przy przejściu cyklu komórkowego z fazy G1 do

S, rolę czynnika kontrolnego spełnia produkt genu przeciwnowotworowego p53.
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Pod koniec fazy M cyklu komórkowego następuje degradacja cyklin B i A,
skompleksowanych z kinazą p34cdc2 i tym samym czynnika dojrzewania MPF,
a w związku z tym również defosfoiylacja poprzednio ufosforylowanych elemen­
tówjądra komórkowego, czego najdobitniejszym objawemjest ponowne połącze­
nie składników otoczki Jądra (lamin) z wytworzeniem nowej otoczki jądrowej,
z uprzednią segregacją i dekondensacją chromosomów oraz degradacją wrzecio­
na kariokinetycznego. Komórka z chwilą zakończenia cyklu komórkowego wcho­
dzi ponownie w fazę G1, trwającą różnie długo w zależności od rodzaju komórek
i obecności aktywatorów cyklu — zaś niektóre komórki (np. komórki wątrobowe)
wchodzą w fazę Go, z której mogą wejść ponownie w cykl komórkowy dopiero
pod wpływem specyficznych czynników.

Według dawniejszych poglądów (Murray 1992) zahamowanie cyklu komór­
kowego w punktach kontrolnych Gl-S i G2-M miało polegać głównie na sprzę­
żeniu zwrotnym, kiedy nie dokończona reakcja poprzedzająca na zasadzie

inaktywacji enzymów następczej reakcji miała powodować zatrzymaniejej i tym
samym zatrzymanie cyklu. Nowsze badania sugerują (Nasmyth i Hunt 1993), że

działa tu raczej mechanizm podobny do „tamy (bariery) i śluzy”, kiedy nadmierna

akumulacja inhibitora powoduje zatrzymanie cyklu, zaś przewaga czynników
aktywujących przepływ, czyli postępowanie cyklu. Stąd tak ważne są zarówno

aktywatory, jak i inhibitory cyklu komórkowego.
Zgodnie z nowszymi badaniami postępowanie cyklu komórkowego od fazy

replikacji DNA (fazy S) do mitozy jest regulowane przez kompleksy kinazy
z odpowiednimi cyklinami: we wczesnej fazie G1 CDK2 skompleksowane
z cykliną E, a podczas fazy S CDK2 skompleksowane z cykliną A i wreszcie

przejście z fazy G2 do mitozyjest uwarunkowane utworzeniem kompleksu CDK1
z cykliną B. Z kolei w komórkach ssaków zidentyfikowano 4 różne inhibitory:
pl6, p21, p24 i p27, z tego p24 stanowi homolog fosfataz działających na nie

znany dotąd substrat, zaś p27 we współdziałaniu z transformującym czynnikiem
TGF-fJ powoduje blok cyklu komórkowego poprzez hamowanie kompleksu
E-CDK2. P16 wiążąc się z D1-CDK2 hamuje start cyklu komórkowego spowo­
dowany uszkodzeniem DNA. P21 zostało zidentyfikowanej ako komponent białka

jądrowego PCNA (proliferating-cell nuclear antigen) niezbędnego dla proliferacji
komórek, występującego we wszystkich normalnych kompleksach CDK, ale nie
w komórkach stransformowanych. P21 jest znane pod wieloma nazwami (CIPI,
CAP20, SDI1, WAF1). Ogólny schemat działania p21 przedstawia się następują­
co: uszkodzenie DNA przy współudziale p53 indukuje syntezę p21 (również
starzejące się komórki indukują syntezę tego białka), przyczyniając się do
zahamowania proliferacji komórek. Pierwotnie p21 działa hamująco na E-CDK
w fazie startu cyklu, ale może również działać hamująco na syntezę DNA
w jakimkolwiek stadium tej syntezy dzięki związaniu z PCNA (Pines 1994).

Do najdawniej wykrytych inhibitorów kinaz, zależnych od cyklin (CDK),
należy transformujący czynnik wzrostu beta (TGF-p ) powodujący zatrzymanie
cyklu w fazie G1 z powodu inaktywacji E-CDK2 (kinazy zależnej od cykliny E).
Badania przeprowadzone na komórkach nabłonka płucnego norki wykazały, że

czynnik powodujący zatrzymanie (blok) cyklu komórkowego powstaje pod wpły­
wem TGF-P . Jest to białko o masie cząsteczkowej 27 kDa, nieaktywne
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w komórkach nie poddanych działaniu TGF-p (Horst 1993, Kirschner 1992,
Mckinney i Heintz 1991. Murray 1992, Nasmyth i Hunt 1994, Pines 1994).

BIAŁKO PI05 RB

Gen siatkówczaka Rb-1 lub Rb został wyizolowany w 1987/1988 roku na

chromosomie 13ql4 o długości około 200 kpz i składa się z 27 eksonów. Jego
mRNA po dokonanym składaniu (splicing) wynosi 4,7 kz. Produktem tego genu
jest białko plO5Rb o masie cząsteczkowej 105 kDa, zaś wformie ufosforylowanej

114-115 kDa. Białko 105Rb należy do fosfoprotein. Brak aktywnego genu Rb

występuje przede wszystkim w siatkówczaku, chociaż mniej często również
w kostniako-mięsakach (osteosarcoma), w drobnokomórkowym raku płuc, raku

sutka, raku gruczołu krokowego i innych. Oprócz delecji całego genu (wskutek
utraty całego chromosomu lub fragmentu zawierającego gen Rb) mogą występo­
wać również mutacje punktowe, które wskutekzaburzeniaw składaniu (splicing)
mogą prowadzić do utraty całego eksonu, Jak to opisano w przypadku raka

pęcherza moczowego. Brak pierwszego eksonu genu Rbjest stosunkowo częstym
zjawiskiem powodującym powstanie raka. Sugeruje się pewną preferencję wy­
stąpienia mutacji Rb w ojcowskiej linii germinalnej. Wreszcie są znane też

przypadki dziedzicznej delecji chromosomu 13ql4 i braku występowania siat­
kówczaka. Całość powyższych danych sugeruje, że gen Rb odgrywa prawdopo­
dobnie bardziej ogólną rolę w powstawaniu raka, aniżeli tylko w odniesieniu do
siatkówczaka.

Wykrycie dziedzicznego mechanizmu przenoszenia siatkówczaka (retinobla-
stoma) stanowi jedno z ważniejszych w onkologii. Początkowo sądzono, że gen
siatkówczaka przenosi się z rodziców na potomstwo w trybie dominującym.
Pogląd ten obalił Knudson (1971) sugerując, że dziedziczy się tylko jeden gen
patologiczny, natomiast obecność drugiego prawidłowego genu zapobiega cho­
robie i dopiero utrata tego drugiego prawidłowego genu, czyli utrata heterozy-
gotyczności (ang. loss of heterozygosity) powoduje wystąpienie siatkówczaka.

Drugie ważne spostrzeżenie związane z występowaniem siatkówczaka polega na

stwierdzeniu, że nowotwór ten powstajejedynie u małych dzieci (od 1 do najwyżej
5 lat), kiedy w siatkówce występują retinoblasty, natomiast w późniejszym
wieku, kiedy retinoblasty uległy zróżnicowaniu w retinocyty, które już się nie

dzielą — nowotwór ten nie występuje. Stąd obecnie przyjmuje się, że w nowo­
tworach wbrew dawniejszym poglądom, nie tyle występuje odróżnicowanie
komórek nowotworowych, ile nowotworzeniu uległy komórki niezróżnicowane.

Białko plO5Rb jest aktywne Jedynie w postaci hipofosfoiylowanej i to tylko
we wczesnej fazie G1 cyklu komórkowego, natomiast w pozostałych fazach S,
G2 i Mjest ono hiperfosfoiylowane i tym samym nieaktywne. W stanie hipofosfo-
rylowanym plO5Rb tworzy kompleksy z białkami onkowirusów (dużym antyge­
nem wirusa SV40, polyomą i innymi). Po związaniu z onkoproteinami białko

plO5Rb staje się nieaktywne, podobnie jak jego postać hiperfosfoiylowana,
występująca w fazach S, G2 i M cyklu komórkowego. Dla swej aktywności
przeciwnowotworowej białko plO5Rb wymaga skompleksowania z bliżej nie
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znanym białkiemjądrowym. Inaktywacja białka plO5Rb umożliwia proliferację
komórek, w tym również proliferację komórek nowotworowych.

Fosforylacja białka plO5Rb odbywa się pod wpływem kinaz zależnych od

cyklin (CDK— ang. cyclin dependent kinases), z których każdajest aktywowana
tylko w określonej fazie cyklu komórkowego. Białko to ma 10 miejsc fosforylacji
seiyny i treoniny. Inicjacja fosforylacji plO5Rb następuje pod wpływem cykliny
E, pojawiającej się w punkcie startu cyklu przed końcem fazy Gl. Również

cyklina A wpływa na fosforylację plO5Rb, zwłaszcza w fazie S. Wreszcie cykliny
D, wpływające na start cyklu komórkowego, wiążą się z białkiem plO5Rb wjego
specyficznym miejscu wiązania z onkoproteinami. Zmutowane białko plO5Rb
(często tylko z pojedynczą mutacją w miejscu wiązania onkoprotein) ekstraho­
wane z niewirusowych nowotworów nie wiąże się z onkoproteinami, jak to

występuje w przypadku prawidłowego plO5Rb. Zmutowane plO5Rb nie wiąże
się również z jądrowym białkiem zakotiwczającym, podobniejak hiperfosforylo-
wane plO5Rb, a stając się nieaktywnym nie hamuje proliferacji komórek.

Do najlepiej scharakteryzowanych białek wiążących się z plO5Rb należy
komórkowy czynnik transkrypcji E2F, który w prawidłowej komórce pośredniczy
w ekspresji genów służących wzrostowi komórek w fazie G1. Kompleks p 105Rb-
E2F występuje tylko w fazie Gl cyklu komórkowego, kiedy plO5Rb jest hipo-
fosforylowane. Łączenie się E2F z plO5Rb budzi szereg wątpliwości w tłumacze­
niu jego roli w hamowaniu proliferacji komórek, zwłaszcza, że białka tworzące
kompleksy z plO5Rb wykazują duże podobieństwo do wiążących się w tym
samym miejscu cząsteczki plO5Rb z onkoproteinami i proto-onkogenami. Z kolei

jednak plO5Rb aktywuje ekspresję czynnikaTGF-beta2 o działaniu hamującym
proliferację komórek (TGF — ang. transforming growth factor — czynnik powo­
dujący transformację komórek). Wiążąc się z cykliną A tworzy się kompleks
wpływający na transkrypcję w fazie S cyklu komórkowego. Białko o zbliżonej
strukturze — pl07, tworząc kompleksy z onkoproteinami (antygeny T wirusów
SV40 i polyoma) oraz cykliną A i E2F, stanowi czynnik wpływający na transkry­
pcję, będący prawdopodobnie swoistym antagonistą białka p 105Rb, hamującym
transkrypcję (Cobrink i współaut. 1992, Hamel i współaut. 1992).

BIAŁKO P53

Białko p53 zostało wykryte w 1979 roku, a ponieważ było skompleksowane
z antygenem T SV40, kompleks ten miał działanie onkogenu. Dopiero w 10 lat

później Levine wykazał, że zmutowane p53 jest onkogenem, natomiast niezmu-
towanejest silnym czynnikiem przeciwnowotworowym (Levine i współaut. 1991).
Odtąd nastąpiło olbrzymie zainteresowanie białkiem p53, ukazały się tysiące
prac na ten temat, a znane pismo naukowe Science ogłosiło je molekułą roku
1993. Delecje lub mutacje p53 wykryto w licznych nowotworach (raki płuc, jelit,

przełyku, a zwłaszcza różnego rodzaju raki, mięsaki i białaczki w zespole
Li-Fraumeni’ego).

Heterozygotyczny gen p53 znajduje się na ramieniu krótkim ludzkiego
chromosomu 17-ego. Do nowotworzenia dochodzi podobnie jak w przypadku
siatkówczaka (retinoblastoma) na skutek utraty heterozygotyczności, to jest
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mutacji lub utraty prawidłowego allela tego genu przy istniejącym (dziedziczenie)
zmutowanym pozostałym allelu. Do najczęściej stwierdzonych mutacji tego genu
należą delecje lub mutacje punktowe powodujące przesunięcia „ramy odczytu”,
wskutek czego dochodzi do syntezy białka nieprawidłowego lub o skróconym
łańcuchu z powodu pojawienia się sygnału „stop”, powodującym syntezęjedynie
początkowych nieaktywnych fragmentów tego białka.

Wprowadzenie p53 typu „dzikiego” do hodowli komórek nowotworowych
powoduje zahamowanie wzrostu tych komórek w fazie G1 lub M cyklu komór­
kowego. Fibroblasty szczurze transformowane przez wrażliwe na temperaturę
mutanty p53 przestają rosnąć, nie dochodząc do fazy S cyklu. W temperaturze
37°C-39, 5°C wymienione mutanty znajdują się w cytoplazmie, natomiast
w temperaturze 32°C wjądrze komórkowym, gdzie zachowują sięjak typ „dziki”,
powodując zahamowanie wzrostu komórek nowotworowych. Sugeruje się, że

w tym wypadku obniżenie temperatury spowodowało prawdopodobnie przewagę
transkrypcji allelu „dzikiego” nad zmutowanym.

Wobec gromadzenia danych o defektach genu białka p53, dowodzących
niemal powszechnego występowania tego zaburzenia w nowotworach — pytanie
dlaczego tak się dzieje, stanowiło jeden z podstawowych problemów do rozwią­
zania. Już pierwsze obserwacje dowodziły, że inaktywacja p53 występowała na

skutek jego skompleksowania z różnymi onkoproteinami (antygen T wirusa

SV40, adenowirus Elb, papilloma E6 i inne). Bezpośredniego dowodu dostar­
czyło badanie ludzkiego homologu mysiego białka MDM2 (dominujący transfor­
mujący onkogen), zmapowanego na ludzkim chromosomie 12. Okazało się, że

w około Jednej trzeciej przypadków wystąpiła jego amplifikacja, powodując
wskutek skompleksowania produktu tego genu z białkiem p53 inaktywację tego
ostatniego. Swoją funkcję przeciwnowotworową pełni białko p53 dzięki związa­
niu z DNA, wpływając regulująco na transkrypcję. Miejscem zadziałania p53
w pierwszym rzędzie jest faza G1 cyklu komórkowego, w której następuje
zatrzymanie cyklu w przypadku zmutowanego DNA — dzięki czemu występu­
jące opóźnienie przejścia cyklu z fazy G1 do S, czyli reduplikacji DNA, umożliwia

jego reparację. W razie niemożności reparacji, również dzięki udziałowi p53,
dochodzi do apoptozy, czyli zaprogramowanej śmierci komórki. Ta czynność
białka p53 zdaniem niektórych badaczy predestynuje białko p53 do roli „straż­
nika” prawidłowego genomu, zapobiegającego przekazywaniu zdefektowanego
DNA do reduplikacji w fazie S cyklu komórkowego i tym samym do wyproduko­
wania komórek potomnych o nieprawidłowym DNA, prowadzącym do powsta­
wania komórek niezdolnych do wykonywania prawidłowej funkcji lub do procesu
nowotworowego z powodu utraty mechanizmów regulujących proliferację komó­
rek potomnych.

Doniosła rola p53 występuje również w drugim punkcie cyklu komórkowego,
mianowicie w przejściu z fazy G2 do M, czyli mitozy. W razie nie dokończonej
syntezy DNA w fazie S następuje zatrzymanie cyklu komórkowego, gdyż komórki

potomne mogłyby być pozbawione pewnych genów, na przykład genów produ­
kujących białka przeciwnowotworowe (jak p53, plO5Rb i innych). Innymi słowy
powstałaby sytuacja opisana w przypadku siatkówczaka w postaci utraty hete-

rozygotyczności, prowadzącej do powstania raka. Tak więc rola p53, polegająca
na zapobieganiu powstawania nowotworów, sprowadza się do działania na
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dwóch punktch cyklu komórkowego, to jest w punkcie przejścia z fazy G1 do S,
gdzie czynność p53 polega na zapobieganiu syntezy zdefektowanego DNA oraz

na przejściu z fazy G2 do M, kiedy czynność p53 znów sprowadza się do

zatrzymania cyklu komórkowego dla zapobiegnięcia utraty heterozygotyczności
z powodu nie dokończonego podwojenia DNA w fazie S (Horst 1993).

Tetramer p53 znajduje się w sąsiedztwie genów produkujących czynniki
transkrypcji genów hamujących proliferację i inwazyjność komórek. Stąd mu­
tacje p53, powodując zmniejszoną ekspresję genów produkujących czynniki
hamujące proliferację, przyczyniają się do proliferacji i inwazyjności komórek

nowotworowych. Mutacje z przesunięciem ramy odczytu, powodującym całko­
wity brak białka p53, opisano w licznych przypadkach raka, których główną
przyczyną wydaj e się być brak czynników hamowania proliferacji. U zwierząt
całkowicie pozbawionych genu p53, w odróżnieniu od braku białka plO5Rb,
u których występują zaburzenia rozwojowe, rozwój zarodków jest prawidłowy,
natomiast w bardzo wysokim odsetku występują nowotwory, prowadzące do

wczesnej śmierci tych zwierząt.
Nowsze badania wykazały, że pod wpływem białka p53 powstaje białko

o masie cząsteczkowej 21 kDa (p21) znane pod różnymi nazwami. Ostatnio

sugeruje się nazwę PICI (ang.: p53 regulated inhibitor of CDKs). Istnieje szereg
danych, że PICI tworząc stabilny trójskładnikowy kompleks wiąże CDK2 zwią­
zane z cyklinami Dl, A i E. W stransformowanych komórkach PICI nie wystę­
puje, umożliwiając reakcje CDK na negatywne sygnały wzrostowe, prowadzące
do powstania nowotworu. W starzejących się komórkach poziom mRNA dla PIC 1
wzrasta 10-20-krotnie, podobnie w komórkach przechodzących w stan spoczyn­
kowy. Nadprodukcja PICI hamuje wzrost różnych ludzkich komórek nowotwo­
rowych. Działanie PICI może być zniwelowane przez nadmiar dużego antygenu
T wirusa SV40 (Pines 1994).

Następne białko inhibitorowe cyklu komórkowego CIP2, zwane również CDII,
wykryto poprzezjego wiązanie z CDK2 (lub CDC2) o masie cząsteczkowej 24 kDa
i budowie pokrewnej z fosfatazą cdc25, aktywującą cykl komórkowy poprzez
aktywację czynnika MPF (powoduje przejście pre-MPF w MPF). mRNA CIP2

pojawia się w późnej fazie Gl, ajego nadprodukcja powoduje opóźnienie cyklu
w fazie Gl (zbadane na komórkach HeLa i komórkach drożdży) (Pines 1994).

WTl (ANG. WILMS TUMOR GENE PRODUCT)

Oprócz produktów genów przeciwnowotworowych p53 i plO5Rb, równieżWtl,
delecja produktu genu zlokalizowanego na chromosomie lip 13, powoduje po­
wstanie nowotworu nerek (nephroblastoma) poprzez działanie na czynnik trans­
krypcji. Białko WTl rozpoznaje tę samą sekwencję DNA (5/-CGCCCCCGC-3/) co

białko EGR-1 (od ang. extracellular signal regulated kinases), którego akumulacja
wjądrze komórkowym wpływa na transkrypcję czynników aktywujących mitoge-
nezę i różnicowanie komórek nerkowych (nephroblastów) oraz tkanek gonadal-
nych. Kontrola transkrypcji przez WTl polega najego skompleksowaniu z EGR,
powodując poprzez jego represję kontrolę transkrypcji. Następstwem braku

produktu genu WTl jest powstanie nowotworu nerki (.nephroblastoma).
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BIAŁKO PI6

W 1992 roku grupa Skolnicka wykazała, że segment chromosomu 9p21
zawiera gen, którego delecja powoduje powstanie czerniaka skóry. Kiedy se-

kwencjonowano ten fragment okazało się, że fragment ten zawierajuż wcześniej
poznaną sekwencję (1993 r.) kodującą białko pl6, które wiążąc się z kinazą
zależną od cyklin CDK4 powodowało zatrzymanie cyklu komórkowego w fazie
G1 przed jego startem. Na szczególną uwagę zasługuje supresorowe działanie

pl6 na znaczną liczbę nowotworów, stąd obecne we fragmencie chromosomu

9p21 geny określono jako MTS1 i MTS2 (od ang. multiple tumor suppressor 1
i 2). W szeregu hodowlach ludzkich komórek nowotworowych (glejaków, raków

pęcherza, piersi, jajnika, nerek, płuc, czerniaka skóiy, białaczki i innych)
wykazano delecje lub inne zmiany w segmencie chromosomu 9p21, co wskazuje
na bardziej generalny mechanizm działania przeciwnowotworowego białka p 16

(Kamb i współaut. 1994, Nobori i współaut. 1994).
Przyjmując liczbę znanychjuż przeszło 100 onkogenów, szacuje się istnienie

około połowy tej liczby również produktów genów przeciwnowotworowych. Do

mniej poznanych należą:
TGF-p (transforming growth factor beta), którego działanie przeciwnowotwo-

rowe polega na zatrzymaniu cyklu komórkowego w późnej fazie G1 z powodu
hamowania utworzenia kompleksu cykliny E z kinazą 2 (CDK2), czego nastę­
pstwemjest brak fosfoiylacji białka plO5Rb powodującej zatrzymanie cyklu.

Szczególny przypadek stanowią nowotwoiy Jelita grubego, wśród których
trzeba wyróżnić nowotwory powstające na bazie genu APC rodzinnej polipowa-
tości (familial adenomatous polyposis — FAP), gdzie sugeruje się utratę co

najmniej kilku genów zlokalizowanych na różnych chromosomach, co poprzez
stopniowe zmiany prowadzi do powstania raka — i tak utrata genu APC na

chromosomie 5p21 prowadzi do FAP, następnie mutacja onkogenu ras prowadzi
do powstania gruczolaka II stopnia, po czym utrata genu DCC (ang. deleted in
colorectal carcinoma) na chromosomie 18 prowadzi do powstania gruczolaka III

stopnia i wreszcie utrata genu p53 na 17 chromosomie prowadzi do powstania
raka. Tak więc transformacja rodzinnej polipowatości wymaga prawdopodobnie
utraty produktów kilku genów przeciwnowotworowych. Istnieją również donie­
sienia, że rakjelita grubego może być spowodowany utratą innych genów. Takim

przykładem jest występowanie raków jelita grubego na skutek utraty genów
zlokalizowanych na chromosomie 8p21.

Z innych poznanych produktów genów przeciwnowotworowych należy wy­
mienić: NF1 będący aktywatorem GTPazy oraz NF2 wiążący się z cytoszkieletem;
następnie RET będący receptorem kinazy tyrozynowej, którego brak powoduje
raka tarczycy; inhibinę (hormon jądrowy hamujący czynność przysadki), który
jednocześnie hamuje powstanie guzów jądra; 2-metoksyestradiol (pochodny
estrogenu) hamuje powstanie guzów jajnika i wiele innych.
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OGÓLNE WNIOSKI

W myśl obecnych poglądów powstanie nowotworu zależy z jednej strony od
obecności onkogenów zarówno ustrojowych, jak i pozaustroj owych, z drugiej zaś

strony od niedoboru lub utraty produktów genów przeciwnowotworowych, przy
czym zagadnienie coraz bardziej skłania się ku mechanizmowi proliferacji
komórek, odbywającej się w cyklu komórkowym. Nowsze badania wykazały, że

nawet same czynniki cyklu komórkowego mogą być onkogenami, głównie kinazy
sprzężone z cyklinami CDK (CDK4 aktywowaną przez cyklinę D1 w fazie startu

cyklu, CDK2 aktywowane przez cykliny D i E w późnej fazie G1 oraz CDK2
w fazie S aktywowaną przez cyklinę A). Według nowszej nomenklatuiy pre-MPF
i MPF są zastępowane przez nazwę CDK. Z kolei czynnikami hamującymi cykl
komórkowy są białka p 105Rb i p53, a zwłaszcza omówione poprzednio inhibitory
będące elementami cyklu, zwłaszcza białko pl6.

Powstaje pytanie, czy omówione produkty genów przeciwnowotworowych
będą nadawać się do terapii nowotworów. Dotychczasowe badania z komórkami

nowotworowymi w hodowli stwarzają pewną nadzieję —jednak do zastosowania
ich w formie leku wydaj e się być jeszcze daleko. Również druga droga polegająca
na unieszkodliwieniu onkogenów dotąd nie dawała większych rezultatów. Ostat­
nio wydaje się, że poczyniono pewien postęp właśnie w tej dziedzinie. Jak
wiadomo zmutowany onkogen ras, łącząc się na trwałe z błoną komórkową
z powodu niemożności jego hydrolizy z powodu mutacji — na trwale pobudza
cyklazę adenylanową, powodując proliferację komórek aż do powstania nowo­
tworu. Ostatnio dwie grupy badaczy wykazały, że do łączenia się onkogenu ras

z błoną komórkową, co jest warunkiem jego działania, jest niezbędny drobny
fragment farnezolu (liniowy póltoraterpen), który pod wpływem transferazy
farnezylu ulega wbudowaniu do nieaktywnego prekursora ras. Gdyby udało się
zahamować tę reakcję, nie doszłoby do wiązania onkogenu ras z błoną i tym
samym usuniętoby przyczynę powodującą powstanie raka pod wpływem onko­
genu ras. Okazało się, że dojrzałe białko ras z wbudowanym fragmentem
farnezolu łączy się z błoną komórkową poprzez peptyd CAAX (cysteina z nastę­
pującymi dwoma alifatycznymi i trzecim jakimkolwiek innym aminokwasem).
Są czynione próby zniwelowania peptydu CAAX przez zastąpienie go cząsteczką
o podobnym kształcie (np. AA w CAAX zastąpione przez benzodiazepinę), co

zapobiegałoby łączeniu się onkogenu ras z błoną komórkową, a co Jest warun­
kiem jego rakotwórczego działania. Zrealizowanie tego problemu byłoby ogro­
mnym sukcesem i drogą do leczenia nowotworów wywołanych poprzez działania

onkogenu ras.

PRODUCTS OF THE TUMOR SUPPRESSOR GENES

Summary

According to the present views generatlon of carcinomas can be caused by excess of constitu-
tlonal or environmental carcinogenic agents (oncogenes and mutagens) or by deficiency of antt-car-

cinogenlc agents (products of tumor suppressor genes). Both these substances act upon celi
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proliferatlon taklng place wlthln the celi cycle. Even substances of the celi cycle may act as

carclnogenic agents e.g. cycllns, especially cyclln D1 actlve at the starting point of the celi cycle.
Products of tur.ior suppressor genes (p53, plO5Rb, pl6 and others) act princlpally as lnhibltors of
the celi cycle, Inhibitlng celi proliferatlon, the prlnclpal feature of neoplasmas.
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DZIEDZICZENIE PODATNOŚCI NA NOWOTWORY I CZYNNIKI

WPŁYWAJĄCE NA RYZYKO ZACHOROWANIA

GENETYCZNE ZRÓŻNICOWANIE WRAŻLIWOŚCI NA NOWOTWORY

O ile poznanie genetycznych mechanizmów transformacji nowotworowej ma

ogromne znaczenie dla postępu metod leczenia nowotworów, to poznanie gene­
tycznie uwarunkowanych podatności na nowotwory ma ogromne znaczenie dla
osób wykazujących taką podatność ze względu na możliwość specyficznego
postępowania profilaktycznego z powodu określonego defektu genetycznego.

Wrażliwość osobnicza na nowotwory może być spowodowana indywidualny­
mi cechami metabolizmu chemicznych karcynogenów, reperacji DNA, stabilno­
ści genomu oraz dziedzicznie uwarunkowaną, zmienioną ekspresją protoonko-
genów względnie genów supresorowych wobec transformacji nowotworowej.
Wymienione procesy należą do funkcji organizmu, których integralność i regu­
lacja stanowią istotny warunek przeżycia ustroju. Oznacza to, że zmiany leżące
u podłoża genetycznej wrażliwości na nowotwory mają charakter subtelny, często
trudny do określenia w zakresie zmiany funkcji. Stąd duże oczekiwania wiążą się
z poznawaniem zmian molekularnych DNA powodujących tę wrażliwość.

Polimorfizmy genetyczne, które wpływają na wrażliwość na nowotwory mogą
oddziaływać na etapy powstawania uszkodzeń DNA, reperacji tych uszkodzeń
oraz kontroli proliferacji zmienionych komórek. Nakreślony schemat trzech

etapów transformacji nowotworowej, na których może ujawniać się wrażliwość,
odpowiada w zarysie niżej przedstawionemu podziałowi dziedzicznie uwarunko­
wanych podatności na nowotwory w oparciu o typ defektu. Proponowany podział,
skorelowany z etapami transformacji nowotworowej, można więc uzasadniać nie

tylko odmiennością wymienionych form podatności w zakresie typu ich dziedzi­
czenia ale również zależnością od czynników środowiskowych.

GENY WARUNKUJĄCE WRAŻLIWOŚĆ NA KANCEROGENY ŚRODOWISKOWE

Spośród enzymów biorących udział w biotransformacji powszechnie wystę­
pujących w środowisku produktów niepełnego spalania (głównie wielopierście-

Praca finansowana w części przez Komitet Badań Naukowych. Numer projektu badawczego 4 5402 090 06.
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niowe węglowodory aromatyczne — WWA) tylko nieliczne wykazują zróżnicowa­
nie genetyczne w populacji.

Dioksyny, najaktywniejsze toksyny środowiskowe wyżej opisanej serii, od-

działywują z organizmami za pośrednictwem receptora cytoplazmatycznego Ahr,
który po związaniu z ligandem, tworzy z białkiem transportowym ARNT hetero-
dimer o wysokim powinowactwie do sekwencji DRE DNA w obrębie promotora
genu CYP1A1. Gen Ahrreguluje ekspresję szeregu indukowanych przez dioksyny
genów, jak transferazy UDP-glukuronylowej, inhibitora aktywacji plazminogenu
czy czynnika transformacji nowotworów a, ale indukcja pod wpływem dioksyn
jest najwydajniejsza wobec genu CYP1A1. Na istnienie genetycznie uwarun­
kowanego polimorfizmu locus Ahr wskazują do tej pory głównie badania fenoty­
pu indukowalności hydroksylazy węglowodorów aromatycznych. Ze względu na

regulacyjną funkcję genu w badaniach molekularnychjest niezbędne stosowa­
nie stosunkowo złożonych testów. Niemniej, stosując ilościowe pomiary produ­
któw PCR— fragmentów genu CYP1A1 otrzymanych wwyniku reakcji odwrotnej
transkrypcji RNA, izolowanego z badanych tkanek, można już potwierdzić
istnienie znaczących różnic międzyosobniczych w ekspresji tego genu po zadzia­
łaniu dioksyn (Vanden-Heuvel i współaut. 1993).

Badania polimorfizmu locus CYP1A1, a właściwie polimorfizmów sprzężo­
nych z tym genem strukturowym przyniosło do tej pory najwięcej informacji
o genetycznych różnicach wrażliwości na nowotwory związane z tym genem
w ludzkiej populacji Japońskiej. Stwierdzono tam występowanie u ponad 10%

badanych dodatkowego miejsca cięcia przez enzym restrykcyjny Mspl w regionie
końca 3’ genu CYP1A1 i powiązano tę cechę ze zwiększoną podatnością na raka

płuca (Kawajiri i współaut. 1990). Wśród Europejczyków opisany wariant wystę­
puje sporadycznie (poniżej 1%) i, być może z tego powodu, nie wykazano jego
powiązania z rakiem płuca (Wedlund i współaut. 1994). Inny polimorfizm
związany z tym genem stwierdzono w populacji ludzkiej USA (Cosma i współaut.
1993).

Modelowym polimorfizmem genetycznym ze względu na dostępność zarówno

molekularnych, jak farmakologicznych metod fenotypizacji Jest polimorfizm
hydroksylazy debrizochiny. W populacji rozkład aktywności tego enzymu jest
dwumodalny, a metody oparte na pomiarach szybkości metabolizmu tego sub-
stratu pozwalają stosunkowo skutecznie rozpoznać fenotypy o szybkiej i wolnej
hydroksylacji. Genem determinującym tę aktywność jest CYP2D6, którego od­
miana delecyjna spowodowana mutacją na granicy 3 intronu i 4 eksonu (alei B)
cechuje się obniżoną aktywnością hydroksylazy. Oprócz tej delecji fenotyp wolnej
hydroksylacji debrizochiny stwierdza się u homozygot mutacji punktowych,
które mogą występować w obu głównych allelach. Osoby szybko metabolizujące
debrizochinę są albo homozygotami prawidłowego allela AA, albo heterozygotami
BA. Wczesne badania oparte na ocenie szybkości eliminacji leku wskazywały na

asocjację pomiędzy szybkim metabolizmem debrizochiny a wrażliwością na raka

płuca. Kolejni badacze różnili się w ocenie tej asocjacji. Wyniki największej
z dotychczasowych serii badań delecji genu CYP2D6 i fenotypu hydroksylacji
debrizochiny w populacji chorych na raka płuca (218 osób) i zdrowych osób

kontrolnych (289) sugerują nawet związek w kierunku asocjacji pomiędzy
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wolnym metabolizmem debrizochiny a wrażliwością na raka płuca, co stanowi­
łoby wniosek przeciwny do pierwotnego (Tefre i wspólaut. 1994, tabela 1).

Polimorfizm GST1 dotyczy powszechnie występującej delecji genu deter­
minującego izoenzym GSTlp. Przyjmując istotny udział transferaz glutationo-
wych w reakcjach detoksykacji genotoksycznych produktów aktywacji metabo­
licznej powszechnie występujących w środowisku produktów niepełnego spala­
nia, oczekiwano relatywnie większych efektów kancerogennych u osób z niedo­
borem GST1. O ile pierwsze doniesienia na ten temat wydawały się potwierdzać
przypuszczenie (tabela 1), to najnowsze doniesienia nie potwierdzają pierwot­
nych założeń. W grupach 117 choiych z rakiem płuca i 200 chorych grupy
kontrolnej, po uwzględnieniu efektów palenia, płci i wieku, nie stwierdzono

wpływu genotypu GST1 w klasie p na ryzyko zachorowania na ten nowotwór

(Brockmóeller i wspólaut. 1993).
Tabela 1

Geny pollmorficzne biorące udział w determinacji metabolizmu ksenobiotyków o potencjalnym
znaczeniu w kształtowaniu osobniczej wrażliwości na kserogenne działanie WWA; zestawienie

wczesnych obserwacji o postulowanych markerach wrażliwości 1 zakres potwierdzenia hipotezy
przez inych badaczy czy na Innych populacjach

Gen Funkcja Allele Częstość
występowania

Wzrost ryzyka
związany z

markerem

Weryfikacja
hipotezy

Ahr cytoplazmaty-
czny receptor
TCDD

(dloksyn, WWA)

fenotyp
wysokiej
Indukowalności

hydro ksylazy
BP

około 0,1 około 10 x

(rak płuca)
spośród
licznych badań,
w połowie
potwierdzono
hipotezę

CYP1A1 hydroksylaza
benzoplrenu

CYP1A1 0,1 w

Japonii;
0.01
w Europie

około 2,5 x

(rak płuca
w Japonii)

nie stwierdzo­
no efektu
w populacji
europejskie)

CYP2D6 hydroksylaza
debrizochiny

CYP2D6B

(fenotyp
wolnej
hydroksylacji)

0,05-0,1
w Europie

0,2-0,3 x

(rak płuca
w Europie)

1,2 x rak płuca
w Europie

GSTmu. transferaza

glutatlonowa
GST)i(-) 0,45 2,7 x (rak płu­

ca płasko- i dro-

bnokomórkowy
w Japonii)

nie potwier­
dzono na

populacji
europejskie)

W sumie, poza polimorfizmem związanym z CYP1A1, pozostałe wymienione
w tabeli mają tylko ograniczone znaczeniejako ewentualne markery wrażliwości.
Z drugiej strony, występowanie potencjalnie wrażliwych genotypów w kombina­
cji, jak na przykład CYP1A lml/ml i GST1 wzmacnia cechę wrażliwości.
W przypadku współwystępowania wysokiej indukowalności CYP1A1 i GSTl(-)
stwierdza się podwyższone ryzyko raka płuca (ANTTiLAi wspólaut. 1992). Oznacza

to, że w grupie chorych o wysokiej indukowalności CYP1A1 można zaobserwować

wpływ polimorfizmu GST na częstość zachorowań na raka płuca, co nie było
możliwe w populacji ogólnej.
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Jako zupełnie odmienną postać dziedzicznej wrażliwości na karcynogeny
środowiskowe można wymienić wrażliwość na karcynogenne działanie wirusa
EBV. Zespół limfo-proliferacyjny sprzężony z chromosomem X (X-linked lymp-
ho-proliferative syndrome — XLP) jest rzadko występującym (głównie u chło­
pców) typem białaczki, uwarunkowanym ekspresją genu zlokalizowanego na

chromosomie X. Zespół ten stanowi interesujący przykład nowotworu, któiy
rozwija się na podłożu silnej predyspozycji genetycznej, jednak transformacja
złośliwa, przeważnie w kierunku chłoniaka, następuje wyłącznie w wyniku
zadziałania czynnika zewnętrznego, w tym wypadku zakażenia wirusem Epste-
in-Barra. Ze względu na wzajemne relacje pomiędzy czynnikami istotnymi dla

patogenezy transformacji nowotworowej omawiana choroba należy do defektów
o charakterze dziedzicznych wrażliwości na czynnik i środowiskowe, a więc
mieści się w obszarze badań ekogenetyki. Gen XLP zlokalizowano na odcinku

terminalnym ramienia długiego chromosomu X dystalnie wobec markera DXS
11 i proksymalnie wobec locus HPRT (Share i współaut. 1989).

RECESYWNE GENY PODATNOŚCI NA NOWOTWORY

W przebiegu transformacji nowotworowej j edną z charakterystycznych zmian

funkcjonalnych są zaburzenia procesów reparacji DNA. Zaburzenie reperacji
jako podstawową przyczynę zespołu podatności na nowotwory stwierdza się
obecnie głównie w xerodermapigmentosum (XP) oraz zespole Fanconiego. Bada­
nia tych recesywnie uwarunkowanych chorób w swoim czasie zwróciło uwagę
badaczy na funkcje reparacji uszkodzeń DNA w komórkach prawidłowych.
Istotnym osiągnięciem lat ostatnich jest zmapowanie locus genowego XP grupy
C (Legerski i Peterson 1992, Thomson i współaut. 1990).

Procesy reperacji uszkodzeń DNA stanowią podstawowy atrybut życia
i aktualne badania tych procesów w recesywnych podatnościach na nowotwory
wskazują na związki funkcjonalne pomiędzy reparacją a transkrypcją i replika-
cją. Z drugiej strony, badania tych samych chorych w kierunku wrażliwości na

czynniki genotoksyczne pozwalają określać związki pomiędzy funkcją genów
reperacji DNA a toksycznością względnie mutagennością elementów środowiska

(tabela 2).
Do najbardziej znaczących zespołów wrażliwości na nowotwory należy ataxia

telangiectasia (AT). Nazwa wywodzi się od widocznych objawów: zaburzeń rów­
nowagi i zborności ruchowej (ataxia) oraz rozszerzeń naczyń krwionośnych,
głównie na gałce ocznej, a u osób dorosłych także na skórze twarzy (telangiec-
tazje), a znaczenie wynika z niezwykle wysokiej wrażliwości na promieniowanie
jonizujące oraz liczby nosicieli genu (od 0,7% do 5% w różnych populacjach).
Wrażliwość ta prowadzi do fatalnych konsekwencji zastosowania radioterapii w

przypadkach częstych nowotworów u tych chorych (30% przyczyn zgonów). Na

poziomie komórkowym wrażliwość na indukcję aberracji chromosomowych
i zwiększona letalność ekspozycji na promieniowanie Jonizujące współistnieje
z paradoksalną reakcją braku hamowania proliferacji po ekspozycji na promie­
nie X. Przypuszcza się, że nie występowanie bloku cyklu komórkowego w okresie
G2 jest jedną z przyczyn niezdolności komórek AT do naprawy uszkodzeń
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spowodowanych przez radiację. Spośród reakcji naprawy DNA stwierdzono w AT
niedobór łączenia złamań dwuniciowych DNA (North i współaut. 1990).

Ze względu na powiązanie defektów reparacji DNA z wrażliwością na specy­
ficzne czynniki genotoksyczne również bezobjawowi nosiciele omawianych ge­
nów recesywnych mogą odznaczać się zwiększoną zachorowalnością na nowo­
twory w wyniku ekspozycji na te czynniki. W xeroderma pigmentosum i ataxia

telangiectasiawrażlłwość dotyczy odpowiednio promieni UV i X (SwiFTi współaut.
1993, Pawlak i współaut. 1990). Nie stwierdzono natomiast zwiększonej wrażli­

wości na specyficznie toksyczne dla homozygot związki, wytwarzające wiązania
między niciami DNA u heterozygot anemii Fanconiego.

Tabela 2
Wrażliwość na czynniki genotoksyczne i karcynogenne w dziedzicznie uwarunkowanych
recesywnych defektach reperacji/różnicowania

Defekt Czynnik genotoksyczny
Wzrost wrażliwości

in uitro (krotność)
Wzrost ryzyka

nowotworu

xeroderma

pigmentosum (XP) (A,
C, D)

UV, kancerogenny
chemicznie 5-10

100% przy ekspozycji

XP wariant UV
1,6

obniżone
w porównaniu do XP

zespół Cockayne UV 4,6 nie stwierdza się
ataxia telangiectasia
(AT)

promienie jonizujące
(promienie X) 3,0-3,5

przy wysokiej
ekspozycji przeważa
toksyczność
bezpośrednia

heterozygocl AT jak wyżej
1,2

zwiększone u osób

eksponowanych na

dawki diagnostyczne
anemia Fanconiego mltomycyna C. związki

alkylujące, tworzące
wiązania pomiędzy
niciami DNA

4-15

wysokie u chorych,
niezmienione
u heterozygot

Znaczenie aktualnych badań dziedzicznie uwarunkowanych defektów repe­
racji DNA dla poznania roli specyficznych uszkodzeń i procesów reperacji
w procesie karcynogenezy można zilustrować obserwacjami dokonanymi
w zespole Cockayne. Jest to odmiana genetycznej wrażliwości na promienie UV,
w której poza zmianami skórnymi obserwuje się ogólne wycieńczenie i zaburze­
nia neurologiczne. Od xerodermapigmentosum zespół Cockayne’a różni się tym,
że chorzy nie wykazują zwiększonej zachorowalności na nowotwory. Na pozio­
mie molekularnych mechanizmów zespół Cockayne’a wyróżnia się defektem

preferencyjnej reparacji genów aktywnych (Venema i współaut. 1990). Tego ro­
dzaju wybiórcza naprawa była obserwowana powszechnie w organizmach wy­
ższych i przyciągała uwagę badaczy zainteresowanych wpływem specyficznych
typów reperacji DNA na toksyczność i karcynogenność uszkodzeń DNA. Z badań

zespołu Cockayne’a wynika, że wspomniany defekt wybiórczej naprawy genów
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aktywnych prowadzi do zwiększonej toksyczności promieni UV, nie zwiększając
podatności choiych na nowotwoiy.

DOMINUJĄCE GENY PODATNOŚCI NA NOWOTWORY

Knudson wysunął w roku 1971 teorię powstawania nowotworu na drodze
dwóch mutacji, z któiych pierwsza może być przekazywana dziedzicznie. W tych
przypadkach mamy do czynienia z dziedzicznie uwarunkowaną podatnością na

nowotwoiy, w której iyzyko rozwinięcia się nowotworu jest bardzo wysokie.
Pierwszą weiyfikacją tej hipotezy było poznanie dziedziczenia siatkówczaka (gen
Rb od retinoblastoma).

W dalszych badaniach funkcję genu Rb, której utrata powoduje rozwój
nowotworu, zaliczono do klasy antyonkogenów, czyli genów-supresorów onko-

genezy. Tylko nieliczne spośród tych genów występują w formie mutacji przeka­
zywanej dziedzicznie (tabela 3). Dominujący autosomalny charakter dziedzicze­
nia znajdował potwierdzenie w większości badanych rodowodów siatkówczaka.

Wyjątkiem od tej reguły były Jednak stosunkowo częste odosobnione przypadki
Tabela 3

Dziedziczne uwarunkowania podatności na nowotwory spowodowane utratą

funkcji genów supresorowych

Choroba
Nazwa

genu
Lokalizacja

chromosomowa
Funkcja/aktywność,
regulac)a ekspresji Lokalizacja guza

Slatkówczak Rb 13q4 reguluje transkrypcję
czynników E2F/DRTF1,
przewaga występowania
u płci męskiej (piętno
genomowe)

gałka oczna,

mięsak kostny,
pierś, płuco
(rak drobno-

komórkowy)
Zespół Ll-
Fraumenl

p53 17pl3.1 regulator cyklu życiowego
komórki, włącza program
apoptozy

Jelito grube,
pierś, płuca

Zespół WĄGR
z anlrldlą (bra­
kiem tęczówki)

WT1 llpl3 nerka

(guz Wllmsa)

Zespół
Wiedemanna 1
Bcckwitha

WT2 llpl5.5 guz powstaje w wyniku
wyłącznie ojcowskiej
kontroli piętna
genomowego genu WT2

nerka

(guz Wllmsa)

Neuroflbroma-
tosls 1 (choroba
Recklingha-
usena)

NF-1 17q GTPaza aktywująca białko
ras

włóknlakoner-
wiakl o dowol­
nej lokalizacji

Rodzinna APC (ade- 5q21 utrata funkcji APC rak Jelita

pollpowatość
Jelita grubego

nomatous

polyposls
coli)

następuje na wczesnych
etapach transformacji
nowotworowej również
w sporadycznych rakach

jelita grubego

grubego
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siatkówczaka u mężczyzn. Chorzy ci stosunkowo często przekazują gen Rb
w linii męskiej.

Klarowny schemat przekazywania cechy o charakterze dominuj ącym stwarza

dogodne warunki do wykiycia czynników modyfikujących jej ekspresję.
W przypadku genetycznych podatności na nowotwory w co najmniej dwóch

przypadkach stwierdzono modyfikację ekspresji przez geny znajdujące się pod
wpływem piętna genomowego rodziców. W rodzinach, w których występują
odosobnione przypadki retinoblastoma u mężczyzn, obserwuje się w potomstwie
tych choiych przewagę liczbową chorych chłopców. Zjawisko to tłumaczy się
współwystępowaniem mutacji hipotetycznego genu zlokalizowanego w chromo­
somie X i kontrolującego w warunkach prawidłowych wymazywanie w przebiegu
rozwoju embrionalnego, piętna genomowego rodziców obecnego w gametach
(piętno ojcowskie w plemnikach i matczyne w komórkach Jajowych) (Naumova
i Sapienza 1994, iyc. 1). Autorzy ci postulują, że w wyniku działania tego genu

chorzy wytwarzają gamety z nieprawidłowym piętnem genomowym, a w konse­
kwencji 3/4 zygot spośród ich potomstwa nie wykazuje zdolności do prawidło­
wego rozwoju z powodu nieprawidłowej kombinacji chromosomów z piętnem
matczynym i ojcowskim. Dalszym elementem tej hipotezy jest założenie, że

kontrolowane przez gen na chromosomie X piętno genomowe na chromosomie
13 dotyczy nie, bezpośrednio, genu Rb, a genu sprzężonego z nim. Pozwala to

wyjaśnić przypadki dziedziczenia odbiegające od przedstawionego schematu.

Omawiany przykład oddziaływania piętna genomowego rodziców na ekspre­
sję genu retinoblastoma wskazuje na złożoność genetycznych uwarunkowań

podatności na nowotwoiy.
Hipotezę o roli mutacji antyonkogenu Rb w determinowaniu genetycznej

podatności na ten nowotwór poddano również testowi doświadczalnemu wytwa-
rząjąc transgeniczne myszy, u których wyłączono ekspresję tego genu. Wyniki
potwierdzają złożoność genetycznych uwarunkowań wrażliwości na nowotwoiy.
U wspomnianych myszy stwierdzono taką wrażliwość, jednak nastąpiła zmiana

specyficzności w odniesieniu do typu nowotworu: zamiast siatkówczaków u tych
myszy rozwijają sie gruczolaki przysadki (Jacks 1992). Z drugiej strony wiado­
mo, że u podatnych na nowotwoiy myszy transgenicznych, wykazujących nie­
kontrolowaną ekspresję genu SV40, typowym nowotworemjest właśnie retinob­
lastoma (Harlow 1992).

Przełomem w badaniach dominujących genów podatności na nowotwoiy było
stwierdzenie, że zespół rodzinnego występowania nowotworów (zespół Li-Frau-

meni) jest spowodowany mutacją genu p53 (Malkin i współaut. 1990). Zespół
ten cechuje się rodzinnym występowaniem nowotworów, w tym guzów wieku

dziecięcego, mięsaków tkanek miękkich i kości, guzów mózgu, raka piersi,
białaczki i raka koiy nadnerczy. Z kolei gen p53, znany również jako regulator
cyklu życiowego komórki i programowanej śmierci komórki (apoptozy), niezwy­
kle często (w ponad 50% badanych guzów) wykazuje zmiany (mutacje somaty­
czne) w tkance nowotworowej. Wypadnięcie funkcji tego genu prowadzi do
osłabienia kontroli proliferacji i stanowi znaczący (ale raczej późny) etap procesu
transformacji nowotworowej. Dominuj ący charakter mutacji genu p53 w zespole
Li-Fraumeni wynika z unieczynniania produktu prawidłowego genu p53 poprzez
tworzenie nieaktywnych heterodimerów z produktem genu zmutowanego. Za-
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gamety 13,13Rb

Ryc. 1. Skutki mutacji i utraty funkcji hipotetycznego genu (na przedstawionym sche­
macie oznaczony imp] zlokalizowanego w chromosomie X i kontrolującego w warun­

kach prawidłowych wymazywanie piętna genomowego rodziców w przebiegu
rozwoju embrionalnego (według Naumovej1 Sapienza 1994).

Chromosomy wpisane w symbole reprezentujące poszczególne osoby przedstawiają zapis piętna
chromosomów komórek somatycznych we wczesnych stadiach rozwoju embrionalnego. Poniżej tych
symboli są przedstawione zapisy genomu plemników i komórekjajowych. Chromosomy gamet różnią
się od chromosomów komórek somatycznych piętnem genomowym, co zaznaczono czcionką stan­
dardową (piętno matczyne) lub pogrubionym itallklem (piętno ojcowskie). W komórkach somatycz­
nych dla prawidłowego różnicowania 1 funkcji niezbędnejest współwystępowanie komplementarnych
zestawów chromosomów naznaczonych Jeden — piętnem ojcowskim drugi — matczynym.
Chory mężczyzna przekazuje potomstwu chromosomy X i 13 z nie zmienionym żeńskim piętnem
genomowym, Jakie otrzyma! od matki. W potomstwie tego mężczyzny, któremu matka przekazała
z chromosomem X również nieprawidłowy gen kontrolujący procesy wymazywania piętna genowego,
przeważać będą zygoty o letalnych kombinacjach chromosomów niezrównoważonych pod względem
piętna genowego. Spośród możliwych kombinacji genowych w potomstwie omawianego chorego trzy
zygoty wykazują taki letalny brak zrównoważenia; zdolność przeżycia wykazuje tylko syn, który
od ojca, razem z prawidłowym chromosomem Y, otrzyma chromosom 13 o również o prawidłowym
piętnie ale z genem Rb.
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skakujący był wynik doświadczalnego wyłączenia ekspresji obu aleli genu p53
u myszy — zwierzęta rozwijały się prawidłowo. (Donehower i współaut. 1992).
Wobec blisko 100% penetracji dominującego genu, determinującego zespół
Li-Fraumeni można było oczekiwać letalności tej zmiany. Z drugiej strony,
zgodnie z oczekiwaniami, w wieku do 6 miesięcy u tych myszy rozwijały się
chłoniaki, mięsaki, guzy nadnerczy lub gonad.

Rodzinnie występujące guzy nerek zaliczano do nowotworów powstających
zgodnie ze schematem Knudsona dwóch mutacji w jednym locus. Chory
z dziedzicznie uwarunkowanym guzem nerki (guz Wilmsa) pierwszą mutację
dziedziczy od rodziców, czym różni się od chorych z guzami indukowanymi przez
czynniki zewnętrzne, u których ten etap transformacji ma charakter mutacji
somatycznej. Druga mutacja, zgodnie z teorią Knudsona, tak w przypadkach
uwarunkowanych czynnikami zewnętrznymi (sporadycznych), jak w przypad­
kach dziedzicznych predyspozycji, ma z reguły charakter mutacji somatycznej.
Nowsze badania wykazały, że guz Wilmsa może powstawać w wyniku mutacji
w co najmniej 3 loci genowych (Moutou i współaut. 1993):

1. Gen WT1, mieszczący się w locus sprzężonym, ale nie identycznym, z locus
aniridii (1 lpl3); guzy Wilmsa determinowane przez gen WT1 występują jako
element zespołu WĄGR (guz Wilmsa, aniridia, genito-urinary abnormalities,
mental retardation).

2. Gen WT2, mieszczący się w regionie llpl5.5, występuje u chorych
z zespołem Wiedemanna-Beckwitha (WBS), w którym predyspozycji do nowo­
tworów, w tym do guza Wilmsa, towarzyszą liczne wady rozwojowe, w tym
najbardziej charakteiystyczne — zaburzenia symetrii wzrostu i przerostjęzyka.

3. Gen do tej poiy nie zmapowany, jednak najego istnienie wskazuje znaczna

liczba przypadków dziedzicznego guza Wilmsa nie sprzężonego z loci genowymi
WT1 i WT2.

Jednym z elementów złożoności patogenezy guzów Wilmsajest fakt, że obraz

kliniczny zespołu Wiedemanna-Beckwitha (WBS) rozwija się na podłożu przewa­
gi piętna genomowego ojca w wyniku występowania w obu chromosomach 15

chorego dziecka genu WT2 (a najprawdopodobniej również szeregu sprzężonych
genów) pochodzenia ojcowskiego.

U choiych z guzem Wilmsa nie obciążonych występowaniem tego nowotworu

w rodzinie, w około 1/3 przypadków stwierdza się utratę alleli WT1 lub WT2.

Ważnym rodzajem wrażliwości na nowotwoiy są dziedziczone jako cechy
dominujące podatności na specyficzne typy nowotworów, takie jak niektóre

formy polipowatości jelita grubego a także w podatności na raka tarczycy.
W przypadkach tych prawdopodobieństwo zachorowania nosicieli takich genów
jest bliskie 100%. Rodzinna polipowatość jelita grubego (FAP — familia! adeno-
matous polyposis, albo APC — adenomatous polyposis coli) występuje z często­
ścią od 3 do 15 przypadków na 100 tysięcy osób, co stanowi w przybliżeniu 1/3

wszystkich dziedzicznie uwarunkowanych raków jelita grubego. Cechą wyróż­
niającą ten defektjest możliwość rozpoznania nosiciela genu obciążonego 100%

iyzykiem transformacji złośliwej na podstawie występowania charakterystycz­
nych mnogich polipów poprzedzających rozwój raka. Chorzy ci od kilku lat mają
możliwość poddania się profilaktycznej operacji usunięcia jelita gr ibego i ślu­
zówki odbytnicy z wszczepieniem w miejsce tej śluzówki pętli jelita krętego
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i zachowaniem odbytu. Operacje te wykonuje się w Klinice Chirurgii Ogólnej
i Gastroenterologicznej w Poznaniu. Jej wykonanie stwarza choremu szansę
znacznie dłuższego przeżycia i uniknięcia bardziej obciążającej operacji, jaka
byłaby konieczna po wystąpieniu zmian złośliwych.

Gen APC zlokalizowano w regionie q21-22 chromosomu 5. Produkt tego genu
jest supresorem proliferacji a wypadnięcie jego funkcji odgrywa decydującą rolę
w powstawaniu raka jelita grubego u chorych nosicieli mutacji (Groden
i wspólaut. 1991). Klasyczna teoria Knudsona zakładała, że komórki heterozy-
gotyczne są chronione przed niedoborem funkcji genu APC i warunkiem trans­
formacji nowotworowej Jest zmutowanie prawidłowego allela APC. Obecnie,
przyjmując, że transformacja nowotworowa jest skutkiem łańcucha mutacji
genów o synergistycznym działaniu na procesy proliferacji, można założyć, że

wzrost gruczolaków (polipów) może następować również w wyniku zmienności

ekspresji genu APC w komórkach heterozygot, która może prowadzić do miej­
scowych niedoborów supresora (produktu genu APC). Kluczowe znaczenie genu
APC w patogenezie rakaj elita grubego zachęca do diagnostyki molekularnej tych
defektów. Przy zastosowaniu znanych podejść diagnostycznychjest to możliwe
w 30%-50% przypadków. Ponieważ rozpoznanie takie może nastąpić znacznie

wcześniej aniżeli rozpoznanie oparte na obecności polipów w śluzówce jelita
grubego otwiera ono nowe możliwości przed profilaktyką opartą na hamowaniu

procesu transformacji przy użyciu leków przeciwzapalnych.
Pozostałe, pozarodzinną polipowatościąjelita grubego, przypadki dziedzicz­

nie uwarunkowanych raków jelita grubego (hereditaiy non-polyposis colon
cancer — HNPCC) cechują się tym, że stany przedrakowe nie manifestują się
w nich w tak wyraźnej formie, jak to ma miejsce w polipowatości: nie stwierdza

się polipów ani takich objawów sygnalizujących podatność na raka, jak zmiany
barwnikowe siatkówki, które występują u osób z genem APC. Dziedzicznie
uwarunkowane raki jelita grubego bez polipowatości łączy się z mutacjami
powodującymi zwiększoną częstość mutacji (tzw. geny mutatorowe, jeden z nich
zlokalizowano w chromosomie 2). Ich rozpoznawanie przedobjawowe nie może

więc opierać się na objawach klinicznych i cała nadzieja w tym zakresie
w rozwoju diagnostyki molekularnej. Dotychczas jedyną dostępną metodą roz­
poznawania podatności w tych rodzinachjest oznaczanie dziedziczenia sprzężo­
nych z poznanymi genami HNPCC markerów molekularnych. Takie podejście
badawcze wymagajednak pełnych danych o badanej rodzinie i tylko wyjątkowo
duże rodziny dostarczają informacji wystarczających dla postawienia prognozy.

GENETYCZNE ZRÓŻNICOWANIE POPULACJI A POZIOMY DOPUSZCZALNYCH

EKSPOZYCJI TOKSYCZNYCH

Pytanie o przyczyny zachorowania danej osoby różni się zasadniczo od

pytania o przyczyny częstego występowania jakiegoś nowotworu w określonej
populacji. Z powyższym wiąże się różnica podejść badawczych pomiędzy medy­
cyną profilaktyczną a epidemiologią (Rosę 1985).

Metody molekularne, definiując różnice genetyczne na poziomie sekwencji
genów, zwiększają zakres interpretacji ich wpływu na osobniczą podatność na
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nowotwory o badania porównawcze populacji różniących się pulą genową (przy­
kładem mogą być badania polimorfizmu sprzężonego z locus CYP1A1 u Japoń­
czyków).

Badania epidemiologiczne dużych grup stosunkowo często wykazują wpływ
niektórych czynników na ryzyko zachorowania na nowotwory, ponieważ zna-

mienność wzrostu ryzyka związanego z nosicielstwem markera może być funkcją
liczebności badanej grapy. Dla oceny ryzyka indywidualnego ważniejsza, od

statystycznej znamienności różnic międzygrupowych, jest amplituda wzrostu

ryzyka związana z markerem.

Identyfikacja osób podatnych na nowotworzenie jest możliwa w oparciu
o markery wzrostu ryzyka wskazuj ące na wrażliwość nie tylko znacząco wyższą,
ale również wielokrotnie przewyższającą wartości kontrolne.

Szczególne znaczenie ma rozpoznawanie wrażliwości na promieniowanie
jonizujące w celu unikania szkód spowodowanych zbędną ekspozycją diagno­
styczną (kobiety heterozygoty AT wykazują zwiększone ryzyko zachorowania na

raka piersi w wyniku mammografii) a także negatywnych efektów jatrogennych
radioterapii nowotworów.

Genetycznie uwarunkowane osobnicze różnice metabolicznej aktywacji wwa

i innych produktów niepełnego spalania prowadzą do znaczących różnic
w biologicznie efektywnych poziomach ekspozycji i powinny być brane pod
uwagę przy ustalaniu dopuszczalnych poziomów ekspozycji, to jest norm obej­
mujących całość populacji.

Odrębną od oceny indywidualnego ryzyka sprawąjest identyfikacja i ocena

znaczenia specyficznych czynników genetycznych, które wpływają na częstość
zachorowań na nowotwory w populacji.

Nakreślone rozróżnienie podejść badawczych w poradnictwie genetycznym
i zawodowym z jednej strony i w epidemiologii z drugiej znajduje swoje odbicie
również w stosowanych metodach.

Testy różnic zagrożenia nowotworem oparte na analizie zawartości adduktów

związków genotoksycznych do DNA wykazują szereg zalet takich jak czułość
i możliwości przechowywania materiału badanego. Postuluje się wzajemną
pozytywną zależność pomiędzy wysoką aktywnością enzymów wytwarzających
aktywne metabolity wielopierścieniowych węglowodorów aromatycznych (wwa)
a zawartością adduktów DNA. Addukty nie sąjednak bezpośrednimi produktami
interesujących nas polimorficznych enzymów, co sprawia, że do wspomnianych
wyżej źródeł zmienności aktywności dołącza się zmienność zależna od kinetyki
łańcucha dalszych przemian tych produktów in vivo, a także od złożonej proce­
dury laboratoryjnej. Wnioski z oznaczania adduktów, przydatne do oceny zróż­
nicowania populacji pod względem zagrożenia związanego z ekspozycją (m.in.
na WWA), do tej pory nie mogą być wykorzystane do prognozowania osobniczej
podatności.

W badaniach osobniczych różnic w zakresie mikrosomalnych oksygenaz,
zależnych od cytochromów P450, metodą z wyboru jest obecnie badanie zmian

aktywności specyficznych białek połączone z badaniami mutacji w omawianych
genach a także polimorfizmów DNA sprzężonych z tymi genami. Testy oparte
na ocenie aktywności polimorficznych białek napotykają na utrudnienie wyni­
kające z pozagenetycznych źródeł zmienności, takichjak indukowalność syntezy
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enzymów przez liczne elementy środowiska, tkankowa specyficzność ekspresji
genów, a także zmienność aktywności w zależności od poiy dnia i roku.
Pomimo złożoności, stosunkowo dobrą rozdzielczością cechują się testy in vivo

oparte na różnicach aktywności polimorficznych białek. Przykładem jest test

kofeinowy, któiy może służyć do określania fenotypu indukowalności hydroksy-
lazy benzopirenu.

INHERITED SUSCEPTIBILITY TO CANCER AND OTHER FACTORS INFLUENC1NG

OCCURRENCE OF CANCER

Summary
The types of defects and polymorphlsms leading to hereditary susceptiblllty to cancer include:

proneness to lncreased DNA damage, recesslve syndromes of faulty DNA repalr and dlfferentiatlon,
as well as dominant mutantions of celi cycle and control of proliferatlon. The cancer susceptiblllty
syndromes Inherited ln a dominant fashion are caused by mutatlons In tumor suppressor gcnes.
Thcse gencs are rccesslve ln relatlon to wlld type alleles. In two syndromes of heredltaiy mutatlons
in tumor suppressor genes (Rb and WT2], their expresslon in vivo may be influenced by the sex of
the transmlttlng parent, what polnts to modulatlon by Imprlntlng.

Genetic heterogenelty of the population ln susceptiblllty to genotoxlc agents is related to the
lndlvldual varlatlon ln acceptable levels of exposure to agents and factors, such as products of

lncomplete combustlon (PIC), UV (xerodermapigmentosum) and ionizlng radiation (atcuda. telangiec-
tastafi

DNA damage and adducts are consldered to be indlcatlve of genotoxlc exposure and Its cffect,
as well as of modulatlon of carcinogenic damage by genetic polymorphlsms. Gene and protein
polymorphlsms are consldered as markers of lncreased IndMdual rlsk.

Since envlronmental factors are consldered to be llable to control, the IndMdual susceptlbility
to cnhanccd DNA damage and environmentally induced cancers could be counteracted by decreaslng
the levels ofcontamlnation or exposure. Thls explains the wlde interest in markers ofthis IndMdual

sensitMty. Most ofthe postulated markers ofsensitMty to PIC do not, however, prove to be generally
applicable in that sense. Their prognostlc value is limited eithcr by Iow amplitudę of the elfect, or by
their character speciflc elther to the population or to the cancer type. The polymorphlsms most

relevant to cancers Induced by PIC exposures may be those of lnduclblllty ofbenzopyrene hydroxy-
lase, and some other DNA polymorphlsms concernlng the CYP1A1 gene.
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ZRÓŻNICOWANIE PROCESU NAPRAWY DNA W NORMIE

I PATOLOGII CZŁOWIEKA

WSTĘP

Trzy podstawowe procesy metaboliczne, w których bierze udział cząsteczka
DNA in vivo obejmują replikację, transkrypcję oraz naprawę DNA. Celem procesu
naprawy DNAjest utrzymanie niezmienności struktury DNA, co sprowadza się
do rozpoznawania i usuwania uszkodzeń. Uszkodzenia cząsteczki DNA mogą
obejmować przerwy jedno- i dwuniciowe, poprzeczne wiązania obu nici DNA,
trwałe wiązania krzyżowe DNA-białko oraz zmiany w strukturze pojedynczych
nukleotydów (ryc. 1). Ostatnia grupa uszkodzeń jest bardzo zróżnicowana
i zalicza się do niej objętościowe addukly chemicznych czynników genotoksycz-
nych, pochodne podstawowych nukleotydów, powstające w wyniku alkilacji,
hydroksylacji, halogenowania i sulfhydroksylacji, dimery pirymidynowe genero­
wane światłem UV i inne modyfikacje (Powell i McMili.an 1990). Rozpoznawanie
i usuwanie uszkodzeń następuje w wyniku szeregu mechanizmów dostosowa­
nych do rodzaju uszkodzenia a określanych łącznie Jako naprawa DNA.

Celem artykułu jest wykazanie zróżnicowania procesu naprawy DNA
w populacji ludzkiej, dotyczącego zarówno poziomu całego genomu, fragmentów
cząsteczki DNA a nawet sięgającego po różnice w obrębie pojedynczego genu. Na
zróżnicowanie procesu DNA ma wpływ szereg czynników identyfikowanych na

różnych poziomach od molekularnego, przez komórkowy po fizjologię organizmu.
Znaczny jest udział czynników genetycznych, bowiem wiele enzymów uczestni­
czących w procesie naprawy DNA ma charakter polimorficzny. Czynnik pato­
genny uwidacznia się poprzez wpływ na aktywność enzymów naprawczych
w chorobach nowotworowych. Natomiast wiek osobniczy jest traktowany jako
czynnik gospodarza. Przegląd czynników wpływających na zróżnicowanie napra­
wy DNA w populacji ludzkiej stanowi treść niniejszego artykułu. Poza ramami

tego opracowania znajduje się natomiast omówienie różnic w szybkości i wydaj­
ności naprawy poszczególnych typów uszkodzeń.
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Ryc. 1. Rodzaje uszkodzeń DNA powstających pod wpływem czynników genotoksycz-
nych.

MECHANIZMY PROCESU NAPRAWY DNA

Jak wspomniano wyżej, istnieje kilka mechanizmów naprawy DNA dostoso­
wanych do korygowania poszczególnych typów uszkodzenia DNA (Deeais 1990,
Lindahl 1990).

Bezpośrednie i jednostopniowe usuwanie uszkodzeń ma zasięg ograniczony
do naprawy niektórych fotouszkodzeń oraz metylacji nukleotydów. Pierwszy
proces jest znany pod nazwą fotoreaktywacji. Natomiast grupa alkilowa

(w pierwszym rzędzie metylowa) może podlegać wycięciu przy udziale alkilotrans-
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ferazy i przeniesieniu najedną z reszt cysteinowych enzymu. Postulowano także
istnienie enzymu odpowiedzialnego za wstawianie puryn w miejsca apurynowe.

Zdecydowana większość uszkodzeń jest usuwana na drodze naprawy przez

wycinanie. Pierwszym etapem jest rozpoznanie i usunięcie uszkodzenia, ale
charakter uszkodzenia wpływa na wybórjednego z dwóch wariantów znanych
jako usuwanie zasady lub usuwanie nukleotydu (ryc. 2). Warianty różnią się
między sobą na tym właśnie etapie. Podczas naprawy przez usuwanie zasady
przy udziale DNA-glikozylaz powstaje miejsce apurynowe, usuwane w dalszym
ciągu wraz z towarzyszącymi kilkoma nukleotydami przy udziale AP-endonukle-

azy. W odróżnieniu od AP-endonukleaz, cechujących się niską specyficznością,
DNA-glikozylazy stanowią grupę enzymów o znacznej specyficzności, bowiem na

uszkodzony DNA

usuwanie zasady usuwanie nukleotydu

acT*AGA

DNA-glikozylaza
ACTTGA

\MpMpKI

AP-endonukleaza |
ACTvGA

egzonukleaza v
•ot/

ACTl/o.GA

\MpJ0H

polimeraza DNA j’
ligaza y

A.CrA.GA
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ACT-TAG

\|pMpMpJ

ACT=TAG
\kWpJpKI

I

ł

nacięcie przez
egzonukleazę

polimeraza DNA

ligaza

prawidłowy DNA

Ryc. 2. Schematyczny mechanizm naprawy DNA przez wycinanie. Po lewej stronie wid­
nieją kolejne etapy naprawy DNA przez wycinanie zasady a po prawej stronie przedsta­

wiono naprawę DNA opartą o wycinanie nukleotydu.
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ogół rozpoznają tylko jeden, określony typ uszkodzenia. Wśród DNA-glikozylaz
na osobną wzmiankę zasługuje DNA glikozylaza formamido-pirymidynowa —

enzym odpowiedzialny za usuwanie uszkodzeń DNA związanych z genotoksycz-
nością wolnych rodników tlenowych. Natomiast naprawa uszkodzenia przez
usuwanie nukleotydu obejmuje najpierw nacięcie jednej nici DNA po stronie 5’,
co wywołuje częściowe rozplecenie podwójnej helisy, a następnie usunięcie
uszkodzonego nukleotydu we fragmencie jednej nici o długości do kilkudziesię­
ciu nukleotydów. W bakteriach taką funkcję pełni, na przykład, UVRABC
nukleaza. Na tym etapie jest konieczne współdziałanie helikaz. W obu warian­
tach następuje naówczas wypełnianie powstałej luki przy udziale polimerazy
DNA z wykorzystaniem drugiej, nie uszkodzonej nicijako matrycy syntezy DNA.
Na tej drodze następuje odtworzenie pierwotnej struktury DNA, czyli całkowity
powrót do stanu wyjściowego.

Odrębny wyspecjalizowany mechanizn (ang. mismatch repair) służy do

korygowania podstawowych zasad tworzących niewłaściwie dopasowane pary.
Sytuacje takie występują na ogół w następstwie naprawy wywołanej silną dawką
mutagenu, co u bakterii jest znane jako naprawa typu SOS. Ten typ naprawy
DNA jest nastawiony na szybką odbudowę ciągłości cząsteczki DNA kosztem
wierności odtworzenia sekwencji.

Ponadto odrębnie są naprawiane dwuniciowe przerwy w łańcuchu DNA.

Podstawowy mechanizm naprawy przerw dwuniciowych opiera się o rekombi­
nację cząsteczek DNA.

Na wymienienie zasługuje jeszcze adaptatywność procesu naprawy DNA.
W skrócie adaptatywność odróżnia reakcję organizmu (komórki) na małe
i wysokie dawki mutagenu. Wstępna ekspozycja na niskie dawki mutagenu
nadaje organizmowi cechę pewnej odporności. Późniejsza ekspozycja na wysoką
dawkę może dodatkowo indukować ekspresję izoenzymów naprawczych, łago­
dzących skutki ekspozycji. Zjawisko to najlepiej jest poznane w przypadku
naprawy DNA indukowanej działaniem związków alkilujących.

Wiedza na temat enzymów naprawczych w organizmach prokariotycznych
zdecydowanie wyprzedza stopień poznania enzymów naprawczych w organi­
zmach eukariotycznych. Dlatego obecnie główne natężenie badań w tym kierun­
ku jest nastawione na poznanie i charakteiystykę enzymów uczestniczących
w naprawie DNA. Ściśle wiąże się z tym identyfikacja i mapowanie genów
kodujących enzymy naprawcze (Hoejmakers i Bootsma 1992, Thompson 1991).

HETEROGENNOŚĆ PROCESU NAPRAWY DNA

Naprawa DNA przebiega ze zróżnicowaną prędkością i wydajnością w różnych
częściach genomu (Szyfter i Mullenders 1993). Na istnienie takiego zjawiska
wskazywała odkryta wcześniej dwufazowość usuwania większości uszkodzeń
z cząsteczki DNA. Założono naówczas, że w pierwszej, szybkiej fazie naprawie
podlegają selektywnie określone fragmenty genomu.

Badania tego zagadnienia przez kilka lat były ograniczone do uszkodzeń

indukowanych światłem UV. Opracowano metodę monitorowania powstawania
i usuwania dimerów pirymidynowych z DNA. Metoda ta obejmuje napromienio-
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wanie komórek światłem UV, izolacje DNA, trawienie enzymami restrykcyjnymi.
W tym punkcie próbkę dzieli się na dwie części i jedną z nich poddaje się
trawieniu endonukleazą VfagaT4, specyficzną wobec dimerów pirymidynowych.
Następnie próbki trawioną i nietrawioną endonukleazą V rozdziela się elektro-

foretycznie, poddaje transferowi techniką Southerna i hybrydyzuje ze specyficz­
nymi sondami DNA. Porównanie sygnału próbki trawionej i nie trawionej pozwala
na ocenę ilościową dimerów tymidynowych. Technika ta umożliwia nie tylko
ocenę ilościową poziomu dimerów w genomie lecz także w poszczególnych genach
a nawet w ich fragmentach (Hanawalt 1991).

Po raz pierwszy różnice szybkości naprawy DNA wykryto porównując całko­
wity DNA naczelnych i sekwencje alfa, składające się z wysokopowtarzalnych
elementów strukturalnych. Naprawa przebiegała wolniej w sekwencjach alfa.
Różnice powiązano z nierównomiernym udziałem obu wymienionych klas DNA
w procesie transkrypcji i stąd dalsze badania zmierzały w tym kierunku.
W szeregu pomysłowo zaprojektowanych doświadczeń wykazano, że rejony
aktywnie transkrybowane ulegają naprawie w pierwszej kolejności.

W celu zweryfikowania powyższej hipotezy porównano szybkość naprawy
DNA w całym genomie komórek chińskiego chomika z szybkością naprawy
segmentu zawierającego gen reduktazy dwuhydrofolianowej (DHFR) z tego sa­
mego źródła. Dodać należy, że wybrany genjest aktywny podczas wszystkich faz

cyklu komórkowego. Okazało się, że po upływie 26 godzin od napromieniowania
liczba dimerów tymidynowych we fragmencie zawierającym gen DHFR spadła
o 2/3, podczas gdy w całym genomie pozostawało Jeszcze około 85% dimerów.

Analogicznie przedstawiała się sytuacja w badanym później genomie ludzkim.
W obrębie tego samego modelu wykazano różnice szybkości naprawy pomię­

dzy nicią aktualnie transkrybowaną a nie transkrybowaną. Badania rozszerzono

na analizę domeny naprawy DNA. Wykazano, że rejon preferencyjnej naprawy

genu DHFR grupuje się wokół końca 5’ i przyległego segmentu. Dotyczy to zatem

początkowej sekwencji transkrybowanego genu, sekwencji promotorowej i regu­
latorowej .

O ile przedstawione wyżej badania dotyczyły usuwania dimerów pirymidy­
nowych, to w ostatnich latach przybyło znacznie więcej przykładów. Korzystając
z wypracowanego modelu wykazano preferencyjną naprawę genu DHFR
w komórkach uprzednio eksponowanych na cisplatynę, nitrogranulogen,
8-metoksypsoralen i aktywny metabolit benzo(a)pirenu. Udowodniono, że zarów­
no połączenia krzyżowe DNA-bialko indukowane działaniem psoralenu i cyto-
statyków, jak też objętościowe addukty benzo(a)pirenu są usuwane z genu DHFR

preferencyjnie wobec całego genomu. Z drugiej natomiast strony analogiczne
doświadczenia przeprowadzono na innych genach aktywnie transkiybowanych
przez cały cykl komórkowy a mianowicie na genie HPRT (fosfoiybotransferaza
hipoksantynowa) i ADA (dezaminaza adeninowa). Przytoczone fakty są solidną
podstawą do generalizacji obserwacji i sformułowania wniosku, że preferencyjna
naprawa genów aktywnie transkrybowanychjest powszechna i stanowi natural­
ną reakcję obronną organizmu wobec czynników genotoksycznych. Zjawisko to

łączy się ze zmianami struktury chromatyny podczas transkrypcji, co ułatwia

dostęp enzymom naprawczym.
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Preferencyjną naprawę aktywnego genu wykazano wobec ludzkiej metalotio-

neiny. Model ten był bardziej skomplikowany, gdyż metylotioneinajest aktywna
tylko w pewnych fazach cyklu komórkowego, a na aktywność wpływa obecność

jonów cynku (+2). Wykazano preferencyjność naprawy DNA tylko w odniesieniu
do okresu faktycznej aktywności tego genu. Doświadczenia oparte o całkowicie

inną metodykę przeprowadzono w odniesieniu do usuwania (6-4)-fotodimerów
z genu insuliny. Również i w tym przypadku aktywność transkiypcyjna łączyła
się z preferencyjną naprawą DNA.

Teza powyższa uległa pewnemu ograniczeniu po odkryciu, że dodatkowe

grupy metylowe wprowadzone do DNA w wyniku ekspozycji na bezpośrednio
działające czynniki metylujące są usuwane z tą samą szybkością z genu DHFR
i całkowicie z genomu. Odkrycie to jest tłumaczone przez naprawę tych uszko­
dzeń na drodze mechanizmu przez wycinanie zasady. Zatem preferencyjność
naprawy w genach transkiybowanych byłaby ograniczona do naprawy przez
wycinanie nukleotydu, ale skądinąd wiadomo, żejest to najczęstszy mechanizm
usuwania uszkodzeń z DNA.

Dodatkowe przekonywujące potwierdzenie preferencyjności naprawy DNA
w genach aktywnych uzyskano jeszcze na innym modelu. Badano usuwanie
dimerów pirymidynowych z linii fibroblastów mysich. W DNA tych komórek
zlokalizowano dwa proto-onkogeny: aktywnie transkrybowany c-abl i nieaktyw­
ny c-mos. Liczba fotodimerów powstałych w wyniku naświetlenia promieniowa­
niem UV była w obu genach porównywalna. Jednak po 24 godzinach liczba
fotodimerów znacząco zmalała w onkogenie c-abl, podczas gdy w onkogenie
c-mos naprawa była praktycznie niezauważalna.

Wydaje się, że najbardziej spektakularne doświadczenie dotyczyło porówna­
nia przeżywalności komórek poddanych działaniu światła UV i zdolności napra­
wy DNA. Przedmiotem porównania były normalne ludzkie fibroblasty, fibroblasty
chorego na xeroderma pigmentosum (opis choroby poniżej) zdefektowane pod
względem naprawy DNA i komórki chomika, które naturalnie cechuje niski

poziom naprawy DNA in vit.ro. Naprawa DNA w obrębie genu DHFR była wydajna
w normalnych komórkach ludzkich i w komórkach chomiczych. Wysoka była
też przeżywalność obu typów komórek normalnych w przeciwstawieniu do
komórek linii XP. Wnioskuje się zatem, że o przeżywalności w warunkach

ekspozycji na światło UV decyduje zdolność naprawy DNA w znaczących rejo­
nach genomu, tożsamych z aktywnie transkiybowanymi genami. Natomiast

ogólna zdolność naprawy DNA w całym genomie ma drugorzędne znaczenie.
W ramach badań porównawczych nad naprawą DNA w różnych klasach DNA

w pracowni V. A. Bohra (LeDoux 1992) przeanalizowano naprawę szeregu
uszkodzeń wjądrowym (nDNA) i mitochondrialnym (mŁDNA) DNA. Autorzy mieli
na uwadze między innymi zweryfikowanie ugruntowanego przekonania o braku

naprawy DNA w mtDNA. Stwierdzono brak naprawy dimerów pirymidynowych
i silnych modyfikacji wywołanych działaniem związków alkilujących oraz mini­
malną naprawę adduktów cisplatyny w mŁDNA. Natomiast poprzeczne wiązania
nici DNA przy udziale cisplatyny oraz pojedyncze ugrupowania N-metylowe na

zasadach purynowych były wydajnie naprawiane. Konkluzją opisanych badań
Jest stwierdzenie, że usuwanie uszkodzeń z mtDNA Jest w wysokim stopniu
funkcją typu uszkodzenia. Wydaje się, że w mtDNA przebiega tylko proces
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naprawy DNA przez wycinanie zasad a mechanizm naprawy przez wycinanie
nukleotydu, odpowiedzialny za usuwanie objętościowych adduktów, nie fun­
kcjonuje w mitochondriach. Ponieważ mtDNA nie koduje enzymów naprawczych
wnioskuje się, że za naprawę DNA są odpowiedzialne enzymy importowane
zjądra komórkowego.

Na podkreślenie zasługuje znaczenie badań prowadzonych w zespole Ph.
Hanawalta (Stanford, California), które w najwyższym stopniu przyczyniły się
do poznania zjawiska heterogenności procesu naprawy DNA.

MIĘDZYOSOBNICZE RÓŻNICE W SPRAWNOŚCI PROCESU NAPRAWY DNA

Efekty genotoksyczne wykazują ogromne zróżnicowanie indywidualne
w populacji ludzkiej, co tłumaczy się jej polimorfizmem genetycznym. Udział

czynników genetycznych w modulacji efektu genetycznego wykazano w odnie­
sieniu do wszystkich trzech podstawowych etapów oddziaływania czynników
genotoksycznych z materiałem genetycznym (Harris 1987). Charakter polimor-
ficzny wykazują enzymy biorące udział w aktywacji metabolicznej chemicznych
genotoksykantów (faza I), detoksykacji zaktywowanych genotoksykantów (faza
II) oraz naprawy DNA. O ile różnice aktywności enzymów fazy I w leukocytach
ludzkich sięgają 1000 razy, to według danych różnych autorów różnice UDS nie

przekraczają na ogół kilku razy (Vaiiakangas i współaut. 1984). Leukocyty krwi

obwodowej składają się z różnych subpopulacji komórkowych, co może mieć

wpływ na poziom UDS. Jednak w znacznie bardziej homogennej populacji
keratynocytów także obserwowano indywidualne zróżnicowanie UDS indukowa­
nego mutagenami chemicznymi, działającymi bezpośrednio i wymagającymi
aktywacji metabolicznej (Lawrence i Benford 1993). Indywidualne zróżnicowa­
nie naprawy DNA wykrywane jako różnice UDS znajduje potwierdzenie
w obserwacjach usuwania adduktów z DNA. Przykładowo, w zespole Oescha

(Oesch i współaut. 1987) określono wydajność usuwania adduktów metylowa-
nych oraz PAH: DNA w różnych odcinkach czasowych, stwierdzając istnienie
różnic indywidualnych zarówno u palaczy tytoniu, jak i osób niepalących, gdzie
zróżnicowanie miało większy zasięg.

Obserwowane różnice stanowią rodzaj wypadkowej pomiędzy zróżnicowa­
niem aktywności szeregu enzymów współuczestniczących w naprawie DNA.

Dlatego określono także różnice aktywności konkretnych enzymów w leukocy­
tach ludzkich. Dla DNA-glikozylazy uracylowej stwierdzono rozrzut aktywności
od 1 do 45 razy a dla O -alkilo-guanino-DNA alkilotransferazy od 1 do 90 razy
(Vaiiakangas i współaut. 1991).

Jednocześnie wykazano, że istnieje cały szereg czynników wpływających na

sprawność mechanizmu naprawy DNA u człowieka. Istotnym czynnikiem jest
charakter ekspozycji obejmującej także palenie tytoniu, bowiem istnieje możli­
wość wywołania odpowiedzi adaptatywnej, omówionej w punkcie dotyczącej
mechanizmów naprawy DNA. Również sposób i składniki pożywienia człowieka

wpływają na proces naprawy DNA. W badaniach modelowych na zwierzętach
laboratoiyjnych wykazano podniesienie sprawności naprawy DNA u szczurów,
których dieta miała obniżony poziom tłuszczu i całkowitą wartość kaloryczną.
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Stwierdzono zmienność sezonową procesu naprawy DNA. Istotnym czynnikiem
jest ogólny stan zdrowia, gdyż obserwowano obniżenie sprawności procesu
naprawczego w takich przypadkach, jak chroroba Alzheimera czy zespól Downa.
W ostatnim przypadku poziom naprawy DNA można było korygować doustnym
podawaniem siarczanu cynku. Rola dwóch dalszych czynników, a mianowicie
wieku i występowania chorób nowotworowych zostanie omówiona obszerniej
w dalszej części.

WPŁYW WIEKU NA SPRAWNOŚĆ NAPRAWY DNA

Podwyższona częstość występowania chorób somatycznych indukowanych
czynnikami genotoksycznymi sugerowała kumulowanie się uszkodzeń DNA wraz

z wiekiem. Konsekwentnie wydedukowano obniżanie się sprawności naprawy
DNA w starszym wieku (Setlow 1983).

Postulowany negatywny wpływ wieku na system naprawy DNA opisali bardzo
wcześnie Lambert i współpracownicy (1979) na przykładzie syntezy naprawczej
DNA indukowanej tn vit.ro w leukocytach krwi obwodowej, eksponowanych na

światło UV. Dalsze badania poszerzyły tę korelację na inne typy komórek (rn.in.
fibroblasty, hepatocyty, neurony). Zwrócono uwagę, że negatywny wpływ na

sprawność procesu naprawy DNA ma nie tylko wiek organizmu, ale także wiek
komórki. Zastosowanie specyficznych inhibitorów naprawy DNA, działających
na poszczególne etapy procesu, pozwoliło na stwierdzenie, że najwyższy stopień
zależności od wieku cechują wczesne etapy naprawy fotouszkodzeń, a mianowi­
cie rozpoznanie uszkodzenia oraz nacięcie DNA. Udało się także powiązać wpływ
wieku i diety na naprawę DNA. W doświadczeniach na szczurach wykazano, że

dieta o obniżonej wartości kaloiycznej redukuje utratę sprawności naprawy DNA

pojawiającej się wraz z wiekiem.

Wzięto także pod uwagę inne rodzaje ekspozycji (Knudsen 1992). Dużo uwagi
poświęcono usuwaniu alkilacji puiyn z uwagi na wysoki stopień zmetylowania
DNA towarzyszący (indukujący ?) procesowi kancerogenezy. Naprawę zalkilowa-

nych puryn cechowała negatywna zależność od wieku jeszcze silniejsza niż
w przypadku fotouszkodzeń. Sygnalizowano jednak także brak powiązania
poziomu metylacji DNA z wiekiem pacjentów, u których rozpoznano niektóre

choroby nowotworowe.

Obniżanie się sprawności procesu naprawy DNA wraz z wiekiem korespon­
duje z danymi epidemiologicznymi, wskazującymi na zwiększoną częstość wy­
stępowania większości chorób nowotworowych w starszym wieku.

JEDNOSTKI CHOROBOWE ZWIĄZANE Z NIEDOBOREM SYNTEZY

NAPRAWCZEJ DNA

Opisano szeregjednostek chorobowych, w których stwierdzano całkowity lub

częściowy brak syntezy naprawczej DNA (HANAWALTi Sarasin 1986). Jak zostanie
to wykazane poniżej, jest to zróżnicowana grupa chorób genetycznie uwarunko­
wanych, których cechą wspólną — oprócz niedoboru syntezy naprawczej DNA
—jest zwiększona częstość występowania określonych chorób nowotworowych.
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Najwcześniej rozpoznana została xeroderma pigmentosum (XP), która (podo­
bniejak i inne niżej omawianejednostki chorobowe) dziedziczy się jako choroba

recesywna, autosomalna. Cechą, która pozwoliła na wyróżnienie XP, jest nad­
wrażliwość na światło słoneczne, a zwłaszcza jego ultrafioletową komponentę.
W częściach ciała eksponowanych na światło rozwijają się różne postaci raków

skóry. Opis pozostałych licznych wad morfologicznych i fizjologicznych, obejmu­
jących przede wszystkim układ neurologiczny, nie mieści się w granicach
niniejszego opracowania. Jednak w obrębie cech klinicznych XP wyprowadzono
9 komórkowych klas komplementacyjnych XP, różniących się typem defektu

naprawy DNA. Badania przy zastosowaniu inhibitorów poszczególnych etapów
naprawy DNA oraz tak zwanej komplementacji komórkowej (korygowanie błędu
w danym klonie komórkowym za pomocą innego klonu) wskazują na zdefekto­
wanie etapu nacinania DNA w sąsiedztwie fotouszkodzenia w większości klas
XP. Nie jest to jeszcze pełna odpowiedź, bowiem nie tłumaczy istnienia aż tylu
różnych klas XP (Cleaver 1990).

W zespole Blooma także występuje nadwrażliwość na światło słoneczne
a ponadto zahamowanie wzrostu sięgające po karłowatość oraz niedobory
immunologiczne. Ze wszystkich zespołów chorobowych, w których ma miejsce
brak lub niedobór syntezy naprawczej DNA zapadalność na choroby nowotwo­
rowe jest najwyższa w zespole Blooma. Najczęściej są to ostre białaczki limfaty-
czne. Istnieją wskazania, że niedobór syntezy naprawczej DNAjest spowodowany
zdefektowaniem DNA-ligazy I i DNA-glikozylazy uracylowej.

Chorobę ataxia telangiectasia (AT) cechuje nadwrażliwość na promieniowa­
nie jonizujące oraz szereg innych czynników uszkadzających DNA. Prawdopo­
dobnie ma to wpływ na wysoką mutabilność i częste występowanie aberracji
chromosomowych. Wyróżnia się co najmniej 4 grupy komplementarne AT.
Defekt molekularny prowadzi do wad układów neurologicznego i immunologicz­
nego. Towarzyszące zespołowi choroby nowotworowe (np. chłoniaki) dotyczą
najczęściej komórek immunologicznie kompetentnych. Także część pacjentek
z rakiem piersi można zakwalifikować do zespołu AT. Niemniej, do dzisiaj —

mimo bardzo intensywnych badań — nie udało się precyzyjnie ustalić błędu
w mechanizmie naprawy DNA.

Anemia Fanconiego ma charakter postępujący w kierunku pancytopenii.
Nadwrażliwość na działanie czynników genotoksycznych ogarnia szeroki zakres
i znajduje odbicie w wysokim poziomie aberracji chromosowych i spontanicz­
nych wymian chromatyd siostrzanych. Poziom ryzyka wystąpienia chorób no­
wotworowych, głównie ostrej nielimfatycznej białaczki w niewielkim tylko sto­
pniu przewyższa statystyczne ryzyko.

Niektóre cechy zespołu Cockayne (CS) przypominają zespół Blooma. Jednak

oprócz karłowatości i nadwrażliwości na światło słoneczne do cech stałych
zalicza się niedorozwój umysłowy i przedwczesne starzenie. Wyróżniono trzy
grupy komplementacyjne. Zespołowi CS nie przypisano żadnej określonej cho­
roby nowotworowej, a ryzyko wystąpienia nie odbiega od statystycznego.

Do chorób, w których występuje całkowity lub częściowy niedobór syntezy
naprawczej DNA zalicza się też dziedziczną retinoblastomę. Ryzyko wystąpienia
nowotworu gałki ocznej wielokrotnie przekracza w tym przypadku tło statysty-

15 — Kosmos
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czne. W odróżnieniu od wymienionych wyżej chorób retinoblastoma dziedziczy
się jako cecha autosomalna dominująca.

Opisane wyżej choroby należą do jednostek rzadkich. Niemniej w znaczący
sposób wpływają na zróżnicowanie populacji ludzkiej w zakresie sprawności
syntezy naprawczej DNA. Oprócz wymienionych jednostek chorobowych dono­
szono o częściowym niedoborze syntezy naprawczej DNA w przypadku wielu

innych chorób, na przykład w schizofrenii, zespole znamion dysplastycznych,
zespole zaburzeń rogowacenia, zespole Downa czy w chorobie Alzheimera.

NAPRAWA DNA W CHOROBACH NOWOTWOROWYCH

Przyjęcie założenia o powiązaniu chorób nowotworych z ekspozycją na

egzogenne lub endogenne czynniki karcynogenne zwróciło uwagę na rolę napra­
wy DNA, jako czynnika zabezpieczającego przed powstawaniem zmian w stru­
kturze DNA a prowadzących w konsekwencji do transformacji nowotworowej.
Rozumowanie to dotyczy tylko genotoksycznych czynników karcynogennych, ale

większość z nich posiada taki charakter i działaw następującym ciągu wydarzeń:
czynnik genotoksyczny -> uszkodzenie DNA ->

mutacja-»zmianagenotypu->zmianafenotypu
Jak wykazano, niedoborowi syntezy naprawczej DNA w omówionych wyżej

jednostkach chorobowych towarzyszy zwiększona częstotliwość występowania
chorób nowotworowych. Całkowicie koresponduje z tym obniżenie aktywności
enzymów naprawczych w materiale klinicznym uzyskiwanym z nowotworów oraz

w komórkowych liniach wyprowadzonych z nowotworów. Stwierdzono znaczne

obniżenie aktywności O6-metyloguanino-DNA metylotransferazy w limfocytach
krwi obwodowej pacjentów z nielimfatyczną białaczką. Ten sam enzym wykazy­
wał również obniżoną aktywność w komórkach nowotworów mózgu. Obniżenie

aktywności naprawczej DNA występowało jednocześnie w sąsiednich komór­
kach, rozpoznanych histopatologiczniejako normalne (Silber i współaut. 1993).

Wydaje się, że zjawisko to ma charakter ogólny, bo fakt częściowego niedo­
boru syntezy naprawczej DNA odnotowano w odniesieniu do różnych typów
nowotworów, między innymi raka okrężnicy i rakajelita grubego. Interesujące
jest dalsze rozszerzenie tej obserwacji na zdrowych krewnych w rodzinach,
w których występował rak jelita grubego i rak piersi (Pero i współaut.
1989). Analogicznie stwierdzono obniżoną naprawę DNA u córek pacjentek

z rakiem piersi. Odkryto również obniżenie naprawy DNA towarzyszące wtórnym
nowotworom.

Niemniej, ostatnio zwrócono uwagę na fakt, że nie majasności, czy obniżenie

aktywności enzymów naprawczych jest skutkiem procesu nowotworzenia, czy
też pierwotny częściowy niedobór syntezy naprawczej DNA przyczynił się do

rozwoju choroby nowotworowej.
Z drugiej jednak strony komórki nowotworowe cechuje znacznie zwiększona

(w porównaniu z komórkami normalnymi) aktywność metaboliczna. Wysoka
] roliferacja, której towarzyszy intensywna synteza replikacyjna DNA ułatwia

naprawę DNA poprzez zwiększenie dostępności miejsc uszkodzonych dla enzy­
mów naprawczych (Stewart 1992). Mamy zatem do czynienia z dwoma przeciw-
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epigenetyczne, modyfikujące przebieg tego procesu — kokarcinogeny (czynniki
wzmacniające działanie mutagenów) i czynniki antymutagenne / antykarcyno-
genne (zapobiegające wpływowi czynników mutagennych na DNA i inne makro-

molekuły komórkowe, stymulujące procesy naprawy mutacji, lub zmniejszające
aktywność biologiczną mutagenów) (Harris 1991).

W świetle powyższych rozważań, szczególnego znaczenia nabiera problem
dokładnego poznania właściwości mutagennych i karcynogennych związków
chemicznych wprowadzanych do środowiska w związku z rozwojem przemysłu,
a także wykrywania wczesnych efektów biologicznych działania tych związków
na człowieka — monitorowanie biologiczne.

BIOLOGICAL EFFECTS OF MUTAGENIC AGENTS

Summary
Thcre is an Increasingbody ofevldence that mutagenlc agents (biological, Chemical and physical)

play an important role In the etlology of human diseascs. Mutatlons may occur ln the germinal as

well as ln the somatlc cells.
Mutatlons of the gcrm cells may result on Infertillty or fertllizatlon of damaged cells, the later

leadlng to abortlon or blrth of a malformed fctus.
Somatlc-cells mutatlons may have various biological effccts, dependlng on the period of the

human life at which the mutatlon occurs. If lt occurs durlng the prenatal life, a teratogenic or

carclnogenlc effect will be observed. If the somatlc celi Is damaged durlng the postnatal life, this will
lead to neoplastlc transformatlon.

Therefore lt Is extremely Important to know the mutagenlc, teratogenic and carclnogenlc effects
ofvarlous biological, Chemical and physical agents ln order to ellmlnate thcm from our cnvlronmcnt.
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stawnymi procesami w komórkach nowotworowych. Porównanie uszkodzeń
DNA w komórkach nowotworowych i normalnych najczęściej wskazywało na

wyższy ich poziom w komórkach normalnych niż nowotworowych. Można to

interpretować jako przewagę ułatwionej naprawy DNA, związanej z szybką
proliferacją komórek nowotworowych nad efektem obniżenia aktywności enzy­
mów naprawczych w komórkach neoplastycznych. Potwierdzenie tej obserwacji
znaleźliśmy także w badaniach własnych nad adduktami DNA generowanymi
ekspozycją na dym papierosowy u pacjentów z rakiem krtani. Poziom zmetylo-
wania reszt guanozynowych w normalnej tkance krtani przewyższał analogiczne
wartości uzyskane dla tkanki guza krtani. Podobne obserwacje poczyniono
porównując poziom adduktów PAH:DNA w tkance normalnej i nowotworowej
w przypadku raków: języka, warg i jamy ustnej u palaczy tytoniu.

UWAGI KOŃCOWE

Populacja ludzka jest głęboko zróżnicowana pod względem syntezy napra­
wczej DNA. Ponieważ proces ten ma określone zadania na rzecz komórki a dalej
tkanki i organizmu niedoboiy syntezy naprawczej DNA mają określone konse­
kwencje (Hemminki 1993). W artykule wykazano powiązania sprawcze niedobo­
rów syntezy naprawczej DNA z nowotworzeniem i starzeniem.

Badania nad mechanizmami naprawy DNA oprócz efektów poznawczych
przyniosły też skutki praktyczne. Indukcję syntezy naprawczej DNA uznano za

biomarker generacji uszkodzeń DNA (Asiiby 1988). Pozwoliło to na opracowanie
ilościowej oceny przebiegu procesu naprawy DNA (Waters 1984). Po zahamowa­
niu syntezy replikacyjnej DNA mierzy się inkorporację znakowanej tymidyny do

komórek, co odpowiada tak zwanej nieprogramowanej syntezie DNA (ang.
unscheduled DNA synthesis — UDS) traktowanej Jako miernik ilościowy procesu
naprawy DNA. Alternatywnie syntezę naprawczą ocenia się techniką autoradio-

grafii, która lokalizuje miejsca naprawy w komórce. Ocena syntezy naprawczej
DNAjest istotnym parametrem w analizie czynników genotoksycznych.

PHYSIOLOGICAL AND PATHOLOGICAL VARIABILITY OF DNA

REPAIR IN HUMAŃ

Summary
DNA repalr plays a crucial role in protectlon ofhuman genetic materiał agalnst genotoxlc agents

Includlng carclnogens, ensuring genome stabllity.
Variability ofDNA repalr was observed on many levels. There are several mechanlsms ofdamage

removal and a number ofenzymcs taking part In the speclflc steps of DNA repalr. Hence, variatlons
In efficlency of DNA repalr among healthy indlvlduals can be explalned In terms of genetic
polymorphism. There are also some exogenous and endogenous factors aHecting the DNA repalr
machlneiy in human organism. The flrst group includes diet and genotoxic exposure whereas the
second comprises age (negatlve llnear correlatlon) and health status. Within the group of health
status factors neoplasticity and diseases with hereditary DNA repalr deficit are discussed extensively.

The well documented heterogeneity of DNA repalr inside the genome concems differences
bctween classes of DNA (e.g. nuclear v. mitochondrlal or repetitive u. single copy) and preferentlal
repalr of actlvely transcribed genes.

The maln messageofthe artlcle Is that DNA repalr should be recognized as falrly IndMdual and,
morcover, as bclng modulated by many factors.
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BIOLOGICZNE SKUTKI DZIAŁANIA CZYNNIKÓW MUTAGENNYCH

Postęp wiedzy, który zrewolucjonizował świat ma swoje pozytywne i nega­
tywne strony. Wprowadzenie do codziennego życia niezliczonej wprost ilości

związków chemicznych sprawiło, że znajdują się one obecnie w powietrzu,
wodzie, żywności, kosmetykach i używkach. Wszyscy jesteśmy narażeni na ich
szkodliwe działanie. Działanie, którego bardzo często dokładnie nie znamy,
a którego nie można uniknąć. Wiemyjednak, że działanie tych związków może

prowadzić do bardzo poważnych konsekwencji dla zdrowia i życia ludzi narażo­
nych na ich działanie, takich jak: poronienia, urodzenie dziecka z wadami

wrodzonymi lub też rozwój choroby nowotworowej.
Pierwotną zmianą, leżącą u podłoża tych nieprawidłowości może być uszko­

dzenie informacji genetycznej (Chung i współaut. 1987, Spitz i współaut. 1993).
Wiele czynników, działając na organizmy żywe może spowodować zmiany

informacji genetycznej — mutacje. Pod pojęciem mutacji rozumiemy zmianę
powstającą nagle, wskutek zmiany genu (mutacja genowa albo punktowa),
zmiany struktury chromosomu (mutacja chromosomowa strukturalna), czy też

zmiany liczby chromosomów (mutacja liczby chromosomów). Mutacje mogą
pojawiać się spontanicznie, przypadkowo, na przykład, w wyniku błędu zacho­
dzącego podczas syntezy DNA, lub też być wywołane poprzez czynnik uszkadza­

jący materiał genetyczny (którym jest kwas dezoksyrybonukleinowy — DNA).
Mutagenami nazywamy czynniki indukujące powstawanie mutacji znacznie

ponad poziom uszkodzeń spontanicznych. Istnieją mutageny, które zwiększają
poziom mutacji ponad 1000-krotnie.

Wzrastające znaczenie badań nad wpływem czynników biologicznych (np.
wirusy różyczki), chemicznych (np. iperyt) i fizycznych (np. promieniowanie X)
na organizm człowiekajest związane z postępem wiedzy o skutkach ich działania

(Lassota i współaut. 1989).
Większość mutacji zachodzących w organizmie zostaje usunięta za pomocą

systemów reparacyjnych komórek. Jeśli mutacja nie ulegnie naprawie, lub

podczas procesów reparacji uszkodzenie DNA nie zostanie usunięte, zmiana

genetyczna może zostać utrwalona. W ten sposób może dojść do rozwoju linii
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komórek wywodzących się z komórki pierwotnie uszkodzonej, co będzie prowa­
dziło do ujawnienia biologicznych skutków zmiany informacji genetycznej.

Konsekwencje biologiczne mutacji możemy analizować w odniesieniu do

pojedynczej komórki, lub w odniesieniu do całego organizmu.
Mutacja może doprowadzić do zaburzenia podstawowych funkcji życiowych

komórki i być przyczyną jej śmierci. Jeśli mutacja nie doprowadzi do śmierci

komórki, ale spowoduje tak poważne zaburzenia funkcji życiowych, że zahamuje
jej podział, powstanie tak zwana „zmiana drzemiąca”, czy też „komórka drzemią­
ca”. Po zadziałaniu kolejnych czynników mutagennych, czyli promotorów pobu­
dzających podziały komórkowe, może dojść do „obudzenia komórki”, która

ponownie wejdzie w cykl podziałowy. Wskutek podziałów zmutowanej komórki
dochodzi do utworzenia linii komórek potomnych, obarczonych tą samą zmianą
genetyczną, co komórka macierzysta, o nieprawidłowych funkcjach biologicz­
nych. Niekiedy mutacja będzie prowadziła bezpośrednio do niekontrolowanych
podziałów komórki. Taka zmiana informacji genetycznej może stanowić ważne

ogniwo w kaskadzie zmian genetycznych, odpowiedzialnych za proces transfor­
macji nowotworowej komórki (ryc. 1) (Sorsa i współaut. 1987).

Uszkodzenie materiału genetycznego komórki

reparacja brak reparacji

"błędna reparacja"

4

powrót do stanu

prawidłowego

utrwalone uszkodzenie

4*

śmierć zahamowanie Podziały

komórki cyklu po­
działowego

komórki

Ryc. 1. Skutki działania czynników mutagennych na komórki organizmów żywych (Sorsa 1985).
Uszkodzenie materiału genetycznego komórki.

Jeśli skutki działania czynników mutagennych będziemy analizować
w odniesieniu do całego organizmu, to pojawi się problem klinicznych konse­
kwencji mutacji.

Skutki kliniczne działania czynników mutagennych są zróżnicowane.
Uszkodzeniu mogą ulec komórki rozrodcze lub też pozostałe komórki organizmu,
czyli komórki somatyczne.

Gdy uszkodzeniu ulegną komórki rozrodcze, to skutek biologiczny może być
dwojaki: uszkodzenie będzie tak znaczne, że obniży zdolności życiowe komórki
— przy uszkodzeniu odpowiednio dużej liczby komórek rozrodczych może dojść
do obniżenia płodności osoby narażonej na działanie czynnika mutagennego.
Jeżeli natomiast uszkodzenie nie zmniejszy potencjału życiowego komórki —
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może ona wziąć udział w procesie zapłodnienia. Może to prowadzić do poronienia
lub też urodzenia dziecka z wadą genetyczną, występującą we wszystkich
komórkach, w tym również w komórkach rozrodczych dziecka. W ten sposób
nowa mutacja może stać się zmianą dziedziczną, przekazywaną z pokolenia na

pokolenie.
Jeśli natomiast mutacji ulegnie komórka somatyczna to zmiana będzie

powtarzała się jedynie w linii komórek wywodzących się z nieprawidłowej
komórki i nie będzie zmianą dziedziczną.

Komórki somatyczne mogą ulec uszkodzeniu w trakcie życia płodowego lub
też w życiu pozapłodowym. Konsekwencje kliniczne takiego uszkodzenia są
zróżnicowane. Różne związki uszkadzające komórki rozwijającego się płodu będą
prowadziły do podobnych skutków klinicznych, jeśli zadziałają w tym samym
czasie, natomiast ten sam czynnik, działając w różnych okresach życia płodo­
wego będzie wywoływał różne konsekwencje. Czynniki mutagenne, działające na

komórki rozwijającego się płodu, mogą uszkadzać materiał genetyczny, czyli
wywierać wpływ mutagenny. Mogą też mieć wpływ teratogenny, to znaczy
uszkadzać inne struktury komórek rosnącego płodu, prowadząc do wystąpienia
wad wrodzonych (Brent 1986).

Pod pojęciem teratogenezy rozumiemy proces indukowania wad wrodzonych
przez czynniki zewnętrzne, uszkadzające rozwijający się zarodek lub płód i tym
samym prowadzące do urodzenia dziecka z wadami wrodzonymi. Czynnikami
teratogennymi nazywamy czynniki zewnętrzne, środowiskowe, które indukują
wady wrodzone poprzez zaburzenie tworzenia się i rozwoju narządów u płodu.
Do takich zmian prowadzą zaburzenia podziałów i funkcji komórek w trakcie

życia płodowego, bądź też uszkodzenie (pierwotnie prawidłowo ukształtowanych)
tkanek zarodka. To, czy czynniki środowiskowe, uszkadzając komórki rozwija­
jącego się organizmu, wywołają efekt mutagenny czy też teratogenny, będzie
zależało od wieku ciążowego — czyli od stopnia rozwoju płodu (ryc. 2) (Sorsa
i współaut. 1987). Jak to już zostało wspomniane powyżej, efekt kliniczny
takiego uszkodzenia zależy od etapu rozwoju płodu, najakim zadziała czynnik
uszkadzający (Dworkin 1993).

Pierwsze 10 do 14 dni po okresie zapłodnienia jest to tak zwany okres

preinplantacyjny. W tym czasie zapłodniona komórka jajowa korzysta z włas­
nych zapasów odżywczych i jest stosunkowo mało wrażliwa na działanie czyn­
ników zewnętrznych. Jeśli jednak ulegnie uszkodzeniu, dochodzi zwykle do jej
obumarcia.

Mniej więcej od 14 do 56 dnia po zapłodnieniu trwa proces organogenezy.
Po implantacji jaja płodowego poszczególne grupy komórek ulegają różnicowa­
niu. Tworzą się zawiązki narządów, a następnie dochodzi do ich rozwoju. W tym
właśnie okresie rozwijający się płód jest najbardziej wrażliwy na działanie

teratogenne. W zależności od momentu zadziałania czynnika uszkadzającego
może dojść do uszkodzenia różnych narządów. Takwięc, ponieważ rozwój układu

nerwowego zachodzi pomiędzy 15 a 28 dniem ciąży, każdy czynnik uszkadzający
rozwijający się płód w tym czasie spowoduje przede wszystkim wady układu

nerwowego. Dla układu krążenia natomiast, najbardziej krytyczny okres przy­
pada na czas pomiędzy 20 a 40, dla oczu pomiędzy 24 a 40, dla kończyn pomiędzy
24 a 46 dniem życia płodowego.
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Po ukończeniu 8 tygodnia ciąży rozpoczyna się okres płodowy. W tym czasie

narządy rozwijającego się dziecka są już wykształcone i do ukończenia ciąży
zachodzi dalszy ich rozwój.

Czynnik mutagenny

4*

Efekt mutagenny

1
Efekt teratogenny

4*

zygota-

$■*

efekt kancerogenny

efekt toksyczny

embrion- dziecko

defekt

poronienie

samoistne

śmierć

płodu.
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gene­
tyczny

i

V l

1 4
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Ryc. 2. Skutki działania związków mutagennych na komórki rozrodcze oraz na komórki somatycz­
ne na poszczególnych etapach życia płodowego (Sorsa 1985).

W zależności od fazy rozwojowej, w której nastąpiło uszkodzenie mówimy o:

— genopatii, jeśli czynnik mutagenny zadziałał przed zapłodnieniem na

komórki rozrodcze prowadząc do powstania mutacji;
— blastopatii, jeśli doszło do uszkodzenia zapłodnionej komórki jajowej

w okresie do 14 dnia po zapłodnieniu, co zwykle prowadzi do utraty ciąży;
— embriopatii — skutek wad wrodzonych, które powstały na skutek zadzia­

łania czynnika uszkadzającego w okresie między 14 a 60 dniem od

zapłodnienia;
— fetopatii — skutek zmian wywołanych zadziałaniem czynników uszkadza­

jących po 60 dniu od zapłodnienia (Trejbalova i współaut. 1986).
Jak więc wynika z powyższych rozważań procesy teratogenezy i mutagenezy

są indukowane przez te same czynniki, a efekt biologiczny (mutagenny czy też

teratogenny) zależy od momentu ich zadziałania na rozwijający się płód. Te dwa

procesy wykazuj ą szereg podobieństw i różnic (Brent 1986). Najważniej sze z nich

zostały przedstawione w tabeli 1.
Działanie związków mutagennych na komórki somatyczne w życiu płodowym

po okresie organogenezy lub też w życiu pozapłodowym, może prowadzić do ich

transformacji nowotworowej komórek (procesu kancerogenezy).
Proces karcynogenezyjest genetycznie uwarunkowanym, wieloczynnikowym

i wielostopniowym procesem, w przebiegu którego wyróżniamy główne etapy:
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inicjacja (pierwsza zmiana, zwykle genetyczna, zapoczątkowująca proces trans­
formacji nowotworowej), promocja (etap proliferacji pierwotnie uszkodzonej
komórki) i progresja (nabycie przez linię komórek cech biologicznych charaktery­
stycznych dla nowotworów) (Harris 1991, Pathak 1989, Pitot 1993).

Tabela 1

Najważniejsze podobieństwa 1 różnice między procesami mutagenezy 1 teratogenezy
(według Brenta 1986)

Mutageneza Uszkodzenie

pojedynczej
komórki

Uszkodzenie
DNA

Mutacja —

choroba
nowotworowa

Nie ma dawki

bezpiecznej
Częstość
występowania
patologii
wzrasta wraz

ze wzrostem

dawki, ale nie
zmienia się
przebieg
kliniczny
Indukowanej
choroby

Teratogeneza Uszkodzenie
wieloko­
mórkowe

Uszkodzenie
DNA 1 Innych
makromolekuł
w komórkach

Wady
wrodzone,
opóźnienie
rozwoju
psychofizyczne
go, śmierć

Poniżej
wartości

progowej —

dawka

bezpieczna

Wraz ze

wzrostem

dawki
wzrasta

częstość
i ostrość

przebiegu
klinicznego

Niektórzy autorzy wyodrębniają proliferację komórek, jako oddzielne sta­
dium. Wydaje się jednak, że proliferacja, którajestjedną z podstawowych cech

biologicznych komórek nowotworowych i zachodzi na wszystkich etapach pro­
cesu transformacji, powinna być traktowanajako kluczowa cecha biologiczna,
niezbędna dla zmiany ewolucji (ryc. 3).

Ryc. 3. Schemat wielostopniowego procesu transformacji nowotworowej.

W etiologii genetycznej nowotworów, jak się obecnie uważa, podstawową rolę
odgrywają dwie grupy genów: onkogeny i geny supresorowe. Onkogeny, czyli tak
zwane geny nowotworowe są obecne we wszystkich komórkach organizmu
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w formie nieaktywnej, Jako protoonkogeny. Są to bardzo interesujące sekwencje
DNA, które nie ulegały zmianom ewolucyjnym. Takie same sekwencje znaleziono
w wirusach,j ak i w komórkach organizmów wyższych, w tym u człowieka. Geny
te są aktywne u człowieka w okresie embriogenezy, a następnie ulegają inakty-
wacji. Do dzisiaj nie zostały poznane mechanizmy zapoczątkowujące inaktywację
protoonkogenów po okresie embriogenezy, ani mechanizmy biologiczne tej
inaktywacji. Jeśli dojdzie do mutacji, aktywującej protoonkogeny w komórkach

po zakończeniu embriogenezy, to mutacja taka może być zmianą pierwotną lub

jedną z wielu mutacji biorących udział w transformacji nowotworowej (ryc. 4).

Ryc. 4. Schemat zmiany aktywności protoonkogenów 1 genów supresorowych prowadzących do

transformacji nowotworowej.

Geny supresorowe natomiast, zwane potocznie genami „anty-nowotworowy-
mi” spełniają rolę „policjantów wewnątrzkomórkowych”, kontrolując cykl komór­
kowy. Dzięki działaniu tej grupy genów dochodzi do zwolnienia, lub nawet

zahamowania cyklu podziałowego komórek obarczonych mutacją, co pozwala
na usunięcie zmiany przez systemy naprawcze komórek. Jeśli uszkodzenie
materiału genetycznego jest zbyt duże i nie może zostać usunięte — geny
supresorowe odgrywają ważną rolę w apoptozie — kontrolowanej śmierci komór­
ki, zwanej czasem samobójczą śmiercią komórki” (Horst 1993). Utrata aktyw­
ności genów supresorowych odgrywa bardzo ważnąrolę w procesie transformacji
nowotworowej (ryc. 4) (Yarnold 1992).

Pierwszą zmianą w procesie transformacji nowotworowej indukowanej jest
mutacja wywołana przez związek genotoksyczny (uszkadzający DNA), aktywu­
jąca protoonkogen lub inaktywująca gen supresorowy. Pojedyncza zmiana

informacji genetycznej nie jest wystarczająca dla procesu transformacji nowo­
tworowej. Uważa się, że koniecznymi są kilka, a nawet więcej mutacji, dotyczą­
cych genów krytycznych dla tego procesu (Yunis 1993). Czynniki mutagenne,
indukujące kolejne zmiany genetyczne, w kolejnych stadiach procesu kancero-

genezy — promocji i progresji mogą mieć działanie nie tylko genotoksyczne, lecz
również epigenetyczne (zmieniają właściwości biologiczne komórki, wpływając
na inne niż DNA makromolekuły komórek). Związki promotęrowe prowadzą do

proliferacji i tym samym do rozwoju linii komórek obarczonych mutacją— czyli
do wzrostu guza, zwykle o charakterze łagodnym, któiy następnie, pod wpływem
kolejnych czynników zmieniających informację genetyczną 1 właściwości biolo­
giczne komórek, ulega progresji do zmiany o charakterze złośliwym. Na każdym
etapie procesu transformacji nowotworowej odgrywają ponadto rolę związki
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POSTĘPY TERAPII GENOWEJ CHORÓB DZIEDZICZNYCH

Olbrzymi postęp, jaki dokonał się w ciągu ostatnich kilku lat w zakresie

technologii transferu genu, można wytłumaczyć niezwykłą atrakcyjnością nowe­
go podejścia metodycznego w leczeniu chorób oraz dużymi możliwościami

wykorzystania terapii genowej w przyszłości (Kay i Woo 1994). Wykorzystanie
inżynierii genetycznej w leczeniu chorób genetycznych przez wiele lat rozważano

w sferze naukowej fantazji (Culliton 1992). Wraz z rozwojem metod badawczych
pojawiły się realne przesłanki uzasadniające podjęcie pierwszych prób korekty
zaburzeń genetycznych. Pierwszy eksperyment kliniczny z transferem genu
deaminazy adenozynowej w celu leczenia ciężkiego, złożonego zespołu niedoboru

odporności zakończył się powodzeniem. Aktualnie obserwujemy wręcz eksplozję
badań terapii genowej i prób szybkiego zastosowania u ludzi uzyskiwanych
wyników doświadczalnych w warunkach in vitro i na zwierzętach laboratoryj­
nych.

Potencjalne możliwości ingerencji w informację genetyczną człowieka
w celach leczniczych obejmują terapię genową komórek somatycznych, terapię
genową komórek rozrodczych, wzmocnienie genetyczne oraz genetyczną euge-
nikę (Anderson 1992). Z uwagi na możliwości techniczne, a przede wszystkim
ze względów etycznych podejmowane eksperymentalne próby obejmują wyłącz­
nie terapię genową komórek somatycznych. Od terapii genowej należy wyraźnie
oddzielić czysto teoretyczny termin — genetyczną eugenikę, czyli poprawianie
cech populacji człowieka, takich jak: inteligencja, charakter, osobowość doko­
nywane pod nadzorem instytucji państwowych. Początkowo wydawało się, że

terapia genowa będzie ograniczona do chorób uwarunkowanych defektami

genetycznymi. W klasycznym ujęciu terapia genowa polega na wprowadzeniu
genu prawidłowego do komórki, która wykazuje jego brak lub posiada gen
zmutowany. Bardzo szybko okazało się, że technologia transferu genu może być
wykorzystana nie tylko w chorobach uwarunkowanych genetycznie, ale również
w schorzeniach nowotworowych i infekcyjnych, jak na przykład w AIDS (Gutier-
rez i współaut. 1992, Gilboa i Smith 1994). Perspektywicznie terapia genowa
stwarza jakościowo nowe możliwości leczenia wielu chorób. Znakomita wię­
kszość — około 70% zatwierdzonych i przygotowywanych protokółów prób
klinicznych terapii genowej dotyczy chorób nowotworowych, znacznie mniej

Praca finansowana przez Komitet Badań Naukowych. Numer projektu badawczego 4.S402 96 06p04.
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chorób genetycznych. Aktualnie są stosowane różne formy terapii genowej.
Najczęściej terapia genowa chorób genetycznych polega na wprowadzeniu genu
prawidłowego przy pozostawieniu genu z defektem. Ponadtojest możliwa mody­
fikacja genu in situ zwana „chirurgią genową”, czyli wycinanie zmutowanego
genu lub sekwencji i wprowadzanie prawidłowego odcinka DNA.

Teoretycznie większość chorób wywołana brakiem lub defektem jednego
genu mogłaby być leczona poprzez wprowadzenie i ekspresję prawidłowego genu
do odpowiednich komórek docelowych.

Podejmowane próby kliniczne leczenia chorób dziedzicznych transferem

genu są zachęcające, w wielu przypadkach uzyskiwano znaczącą poprawę,
jednakże dotychczas nie udało się całkowicie wyleczyć choroby dziedzicznej
(Anderson 1992, Mulligan 1993).

Celem niniejszego opracowania jest omówienie możliwości i perspektyw
zastosowania inżynierii genetycznej komórek somatycznych w leczeniu chorób

genetycznych.

LECZENIE CHORÓB GENETYCZNYCH

Większość genetycznie uwarunkowanych chorób człowiekajest dziedziczona
w sposób recesywny. Szereg chorób jednogenowych charakteryzuje się ciężkimi
objawami obejmującymi upośledzenie umysłowe, zaburzenia widzenia i słysze­
nia, zaburzenia metaboliczne i związane z nimi nieprawidłowości budowy ciała,
wagi i wzrostu. Leczenie chorób uwarunkowanych genetycznie w większości
przypadków polega na: ograniczeniach dietetycznych, uzupełnianiu brakują­
cych czynników, na przykład witamin, kofaktorów, usuwaniu z organizmu
substancji toksycznych powstałych w wyniku zaburzonej przemiany metabo­
licznej (Nyhan 1991). Oprócz leczenia dietetycznego w bardzo wielu zaburzeniach

metabolicznych, uwarunkowanych genetycznie jest stosowana transplantacja
całych narządów lub tkanek, głównie szpiku kostnego, znacznie rzadziej wątroby
i nerek. Pomimo niewątpliwie pozytywnych wyników leczenia niektórych chorób

metabolicznych, uwarunkowanych genetycznie, w znakomitej większości przy­
padków pełne wyleczenie jest niemożliwe, a uzyskiwane efekty lecznicze są
krótkotrwałe. Z wyjątkiem przeszczepu szpiku, dzięki któremu można w zasadzie

wyleczyć niektóre choroby genetyczne, pod warunkiem znalezienia tkankowo-

zgodnego dawcy, bardzo często osiąga się tylko częściowo korektę występujących
objawów chorobowych. Niektóre choroby uwarunkowane genetycznie mogą być
leczone poprzez odpowiednią dietę, która jest uzupełniana lub z której są
usuwane określone składniki pożywienia (Sweetman 1991). Na marginesie moż­
na dodać, że w przypadku wszystkich witamin mamy analogiczne uzupełnianie
diety w substancje nie produkowane przez organizm z uwagi na brak odpowied­
nich genów. Uzupełnienie — suplementacj ę kofaktorów — witamin można uznać
za rodzaj skutecznego leczenia braku produkcji witamin przez organizm czło­
wieka. Innym sposobem leczenia chorób uwarunkowanych genetycznie jest
usuwanie z organizmu gromadzących się, szkodliwych dla organizmu substancji
(Schneider 1991). Przykładem może być choroba Wilsona, w której dochodzi do
odkładania się w wątrobie i centralnym układzie nerwowym złogów związków
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miedzi powodujących poważne objawy chorobowe, którym można zapobiec
poprzez stosowanie środków wiążących i usuwających miedź z organizmu.
W ciężkiej chorobie krwi — w talasemii, w której występuje defekt genu beta

globiny, dochodzi do akumulacji dużych ilości związków żelaza powodujących
uszkodzenie serca i wątroby, a u dzieci dodatkowo zaburzenia dojrzewania
i wzrostu. Usuwanie z organizmu substancji sprzyja poprawie klinicznej cho­
rych. Dalszą możliwością leczenia chorób uwarunkowanych genetycznie jest
podawanie brakujących enzymów (Hershfield 1991). Przykładem jest ciężki
złożony niedobór odporności (severe combined immunodeficiency — SCID),
w któiym brak deaminazy adeniny prowadzi do bardzo ciężkiego zaburzenia

odporności, z czym wiąże się duża skłonność do ciężkich infekcji, często kończą­
cych się śmiertelnie już w pierwszych latach życia. Podawanie deaminazy
adenozyny łącznie z glikolem polietylenowym wyraźnie poprawia stan zdrowia

chorego, jednakże terapia taj est niezwykle kosztowna. Inną możliwością leczenia
chorób genetycznych są przeszczepy komórek lub tkanek (Parkman 1991).
Wspomniany wyżej zespół SCID może być skutecznie wyleczony pod warunkiem

przeszczepu szpiku kostnego całkowicie zgodnego antygenowo z chorym dziec­
kiem. Pomimo istnienia tylu możliwości terapii chorób uwarunkowanych gene­
tycznie, koncepcja wprowadzenia funkcjonalnego genu do komórek lub tkanek

chorego i całkowitego wyleczenia choroby genetycznej, jest niezwykle atrakcyjna
zarówno dla badaczy, klinicystów i oczywiście samego pacjenta.

W wielu przypadkach chorób genetycznie uwarunkowanych nie jest wyma­
gana ścisła regulacja poziomu brakującego enzymu, jak również utrzymywanie
jego stężenia na poziomie identycznym do obserwowanego u osób zdrowych.
W licznych chorobach metabolicznych objawy kliniczne nie występują w przy­
padku bardzo znacznego obniżenia stężenia brakującego enzymu, na przykład
w hemofilii stężenie czynnika krzepnięcia IX w granicach 10%-20% wartości

stwierdzanych u zdrowych osobników nie wywołuje żadnych objawów klinicz­
nych. Dopiero dalszy spadek poniżej 1% wiąże się z podwyższonym iyzykiem
wystąpienia spontanicznych krwiaków dostawowych i zaburzeniami krzepnięcia
niezwykle groźnymi w przypadku nawet drobnych urazów (skaleczenie, wyrwa­
nie zęba). Leczenie transferem genu chorób metabolicznych na obecnym etapie
wydaje się stosunkowo trudne. W większości przypadków do uzyskania efektu

terapeutycznego jest konieczne wprowadzenie genu do komórki z defektem,
która nie zawsze jest łatwo dostępna (np. komórki wątrobowe). Można przypu­
szczać, że w niektóiych chorobach, jak na przykład w hemofilii ektopowa
produkcja czynników krzepnięcia skutecznie usunie wszelkie objawy kliniczne.
Natomiast w przypadku fenyloketonurii trudno sobie wyobrazić, żeby hydroksy-
laza fenyloalaniny produkowana w innym niż fizjologicznym miejscu, to jest
w wątrobie, mogłaby wpłynąć na zmianę objawów chorobowych.

UWARUNKOWANIA TERAPII GENOWEJ CHORÓB DZIEDZICZNYCH

Pierwsza próba terapii genowej talasemii, podjęta w roku 1980 przez Martina
Clina zakończyła się niepowodzeniem, co było bezpośrednim powodem wstrzy­
mania prób klinicznych na prawie 10 lat (LARRiCKi Burck 1991). W tym czasie
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rozwój technologiczny sprawił, że transfer genów został znacznie dopracowany
pod względem technicznym. Paradoksem jest, że obecnie leczeniem z wyboru
talasemii jest przeszczep szpiku, a nie transfer genu. Nie wszystkie choroby
genetyczne mogą być na równi poddawane terapii genowej. Przed podj ęciem prób
klinicznych jest konieczne spełnienie szeregu warunków oraz przeprowadzenie
niezbędnych doświadczeń in vitro i in vivo na zwierzętach laboratoryjnych.

Wybór choroby do zastosowania eksperymentalnej terapii genowej jest uwa­
runkowany wieloma czynnikami. Na obecnym etapie rozwoju terapii genowej
chorób uwarunkowanych genetycznie w zasadzie obiektem zainteresowań są

wyłącznie schorzeniajednogenowe dziedziczone w sposób recesywny. Dalszym
warunkiem jest brak alternatywnego leczenia, co może wiązać się z wysoką
zapadalnością i umieralnością osób dotkniętych chorobą. Oczywistą sprawąjest
zlokalizowanie defektu genetycznego powodującego daną chorobę — komórka
lub tkanka docelowa musi być jednoznacznie zdefiniowana. Jest konieczna
również możliwość transferu genu do komórki z defektem. Transfer leczniczego
genu powinien być wykonany w warunkach in vitro i na zwierzętach doświad­
czalnych. Bardzo ważnym warunkiemjest uzyskanie stabilnej ekspresji braku­
jącego lub zmutowanego genu. W warunkach in vitro należy przeprowadzić
doświadczenia z ludzkimi komórkami docelowymi, które po transfekcji powinny
wykazywać ekspresję wprowadzonego genu. W badaniach na zwierzętach jest
konieczne udowodnienie efektu terapeutycznego poprzez zmianę fenotypu pato­
logicznego na prawidłowy (np. pojawienie się aktywności enzymatycznej). Ko­
mórka, do której ma zostać wprowadzony terapeutyczny gen, powinna posiadać
zdolność do samoodnawiania. Tylko w takim przypadku jednorazowy transfer

genu zapewni długotrwały efekt leczniczy (Kohn i wspólaut. 1989).
Podobnie Jak w przypadku testowania nowych związków o działaniu terapeu­

tycznym również w przypadku transferu genu należy ocenić występowanie
ewentualnych objawów ubocznych, jak na przykład zaburzeń metabolizmu lub
działania mutagennego białka produkowanego przez wprowadzony gen. Transfer

genu i jego ekspresja prowadzi do pojawienia się białka, które może posiadać
właściwości immunogenne. Z sytuacją taką należy się liczyć w przypadku
transferu genu, który uprzednio w organizmie nie występował.

Projekt terapii genowej u człowieka każdorazowo musi ocenić iyzyko wystą­
pienia objawów ubocznych w stosunku do osiąganego efektu leczniczego, który
należy porównać z wynikami możliwymi do osiągnięcia leczeniem alternatywnym
— konwencjonalnym. W ocenie potencjalnych objawów ubocznych należy zwró­
cić uwagę na możliwości przeniesienia użytego wektora w układzie wertykalnym,
czyli na dalsze pokolenia i horyzontalnym, czyli nie zamierzoną infekcję komórek

prawidłowych (Miller 1992).
Oprócz uzyskania zgody pacjenta lub jego prawnych opiekunów powinno się

przeprowadzić analizę wpływu zastosowanej terapii genowej nie tylko na chore­
go, ale również na jego rodzinę. Z uwagi na możliwe niejasności, uprzedzenia
oraz emocje związane z transferem genu powinno dążyć się do jak najszerzej
pojętej edukacji społeczeństwa poprzez rzetelną informację w środkach maso­
wego przekazu oraz dyskusje z udziałem przedstawicieli różnych specjalności.
Istniejące już w wielu krajach ustawodawstwo wymaga uzyskania formalnej
zgody odpowiednich instytucji na podejmowanie wszelkich prób klinicznych
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związanych z transferem genu do komórek somatycznych człowieka (Danielson
1988).

TRANSFER GENU DO KOMÓREK SOMATYCZNYCH

Niezbędnym warunkiem podjęcia prób terapii genowej u człowieka jest
uzyskanie odpowiednich nośników — wektorów, zdolnych do transdukcji okre­
ślonego genu do komórek docelowych. Wprowadzenie nowego genu do komórki

docelowej i uzyskanie jego ekspresji stanowi podstawowy element terapii geno­
wej. Stąd szybki rozwój metod transferu genu, przydatnych w terapii. Wspólną
cechą wszystkich metod jest uzyskanie efektywnego dostarczenia określonego
genu do komórki. Gen można wprowadzić do komórki metodami fizykochemicz­
nymi i biologicznymi. W tabeli 1 zestawiono metody transferu genu do komórek.

Tabela 1
Zestawienie metod wprowadzania genów do komórek

I. Metody fizykochemiczne:

1.Transfekcja precypltatu DNA z fosforanem wapnia.
2. Fuzja DNA z llposomaml.
3. Mikrolnjekcja dojądrowa.
4. Elektroporacja.

II. Metody biologiczne:
1. Wektory wirusów DNA — adenowlrusów.

2. Wektory wirusów RNA — retrowlrusy.

Jedną z najważniejszych
wspólnych cech wszystkich
metod transferu genu do ko­
mórki jest wydajność mie­
rzona efektywną integracją
wprowadzonego DNA z ge­
nomem gospodarza. Użycie
wektorów wirusowych DNA
lub RNA jest zdecydowanie
najbardziej wydajne. Przy
wprowadzaniu DNA za po­
mocą wektorów wirusowych
od kilkudziesięciu do 100%
komórek nabywa nowy gen.

natomiast przy zastosowaniu metod fizycznych DNAjest efektywnie wprowadza­
ny dojednej komórki na 1000, 10000, czy nawet 1 min. Z reguły przy stosowaniu
metod fizykochemicznych wydajność jest bardzo różna. W zasadzie wszystkie
fizykochemiczne metody transfekcji są stosunkowo mało skomplikowane. Geny
są wprowadzane i integrują się z genomem komórek w sposób całkowicie losowy.
Bardzo prostą metodą transferu DNA do komórki jest elektroporacja. Technika
ta umożliwia wprowadzenie fragmentów DNA do wielkości 150 kb. Istotną wadą
jest uszkadzanie błony komórkowej, prowadzące często do śmierci komórki.

Biologiczne wektoiy używane do transferu genu są konstruowane z natural­
nie występujących wirusów. Idealny wektor wirusowy powinien transfekować

praktycznie wszystkie komórki docelowe. Wektor taki powinien charakteryzować
się wysokim stopniem integracji z DNA genomowym z następową ekspresją
wprowadzonego genu. Wysoce pożądana byłaby możność fizjologicznej regulacji
ekspresji wprowadzonego genu. Należy zauważyć, że wydajność transferu genu,
czyli integracja z genomem komórki docelowej, nie zawsze idzie w parze
z ekspresją wprowadzonego genu (Lancuvili.e i wspólaut. 1988).
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WPROWADZANIE GENU EX VIVO I IN VIVO

W terapii genowej wprowadzenie do komórki genu prawidłowego w miejsce
brakującego lub zmutowanego można dokonać w warunkach in vivo oraz tn vitro.
W układzie in vitro do komórek docelowych pobranych od chorego terapeutyczny
genjest wprowadzany za pomocą wektorów. Komórki genetycznie zmodyfikowa­
ne in viiro są następnie wprowadzane do organizmu chorego. Znacznie trudniej­
szym zadaniemjest wprowadzenie genu w warunkach in vivo.

Wektoiy rekombinacyjne używane w celu wprowadzania terapeutycznego
genu do różnych komórek mogą być zastosowane w dwojaki sposób. Pierwszy
— transfer genu ex vivo obejmuje pobranie od chorego komórek docelowych,
wprowadzenie in vitro (czyli ex vivó) terapeutycznego genu i wprowadzenie tak

zmodyfikowanych komórek z powrotem do organizmu chorego. Drugi — transfer

genu in vivo polega na wprowadzeniu terapeutycznego genu bezpośrednio do
komórek (tkanki) chorego, bez pobierania komórek docelowych. W przypadku
transferu in vivojest konieczne zastosowanie wektora, który z dużą wydajnością
i wysoką swoistością przenosi gen terapeutyczny do komórek docelowych.
Dotychczas transfer genu typu in vivo zastosowano jedynie przy wprowadzaniu
genu CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductor) do komórek śródbłonko-

wychjamy nosowej i pęcherzyków płucnych (Rosenfeld i wspólaut. 1992, Hyde
iwspółaut. 1993).

WEKTORY RETROWIRUSOWE

W pewnym uproszczeniu można powiedzieć, że są to retrowirusy, z których
usunięto wszystkie geny wirusowe z wyjątkiem sekwencji promotorowych. Z tego
względu białka wirusowe nie są syntetyzowane przez komórki zakażone wekto­
rami retrowirusowymi. W miejsce sekwencji wirusowych jest wstawiony gen
przeznaczony do transferu (iys. 1). Z reguły obok genu terapeutycznego do
wektorajest wklonowany gen umożliwiający selekcję transfekowanych komórek
w medium hodowlanym. Czynnikiem selekcyjnym częstojest gen neo warunku­
jący oporność zakażonych komórek na neomycynę. W ten sposób tylko komórki
z wbudowanym wektorem, wykazujące oporność na neomycynę, rozwijają się
w medium selekcyjnym.

Cząsteczka retrowirusajest złożona z podwójnej nici RNA, kodującego białko
wirusowe (GAG), odwrotną transkryptazę i integrazę (POL) oraz białka otoczki
wirusa (ENV). W celu utworzenia wektora są usuwane geny gag, poi i env, a na

ich miejsce są wprowadzane nowe sekwencje. Strukturalne geny wirusa gag, poi
i ertu oraz sekwencje promotorowe LTR (long terminal repeats) są niezbędne dla

replikacji i transferu cząsteczek wirusowych z komórki do komórki. Sztucznie

utworzony wektor retrowirusowy nie posiada zdolności do replikacji z uwagi na

brak odpowiednich sekwencji. W celu wyprodukowania kompletnej cząsteczki
wirusowej jest konieczne użycie tak zwanych komórek pakujących, produkują­
cych puste otoczki wirusowe. Komórki pakujące zawierają wszystkie geny
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A

WIRUS TYPU DZIKIEGO
5’ y+ 3‘

LTR GAG POL ENV LTR

WEKTOR Z GENEM TERAPEUTYCZNYM njvADA

B

5' y- 3'

WEKTOR W KOMÓRKACH PAKUJĄCYCH

LTR GAG POL ENV LTR

5’ 3’

WEKTOR Z GENEM ADA

LTR NeoR ADA LTR

PRODUKCJA

Otoczek wirusowych

Cząsteczek wirusa

z genem ADA

Rys. 1. Schemat uzyskiwa­
nia wektorów retrowiruso-

wych.

A. Do wirusa typu dzikiego
w miejsce genów strukturalnych
gag, poi, env Jest wprowadzany
gen terapeutyczny ADA wraz z ge­
nem oporności na neomycynę
NeoR. B. Komórki pakujące, ze

względu na brak sekwencji T,
produkują puste otoczki wiruso­
we, do których jest .pako- wany”
wektor z genem ADA. Cząsteczka
wirusa z genem ADA jest zdolna
do jednokrotnego zakażenia ko­
mórki docelowej bez możliwości
namnażania ze względu na brak

strukturalnych genów wiruso­
wych.

konieczne do syntezy białek wirusowych z wyjątkiem sekwencji T i produkują
otoczki wirusa bez RNA. Brak sekwencji T uniemożliwia upakowanie RNA
w otoczce białkowej. Po wprowadzeniu do komórek pakujących sekwencji DNA
w wektorze retrowirusowym dochodzi do utworzenia cząsteczek wirionu,
z wprowadzonymi sekwencjami DNA, posiadających zdolność do zakażania
komórek docelowych bez możliwości namnażania. Taka cząsteczkajest zdolna
dojednokrotnego zakażenia komórki docelowej bez możliwości dalszej replikacji
ze względu na brak genów wirusowych. Proces wprowadzania nowego genu przy
użyciu wektora retrowirusowego nie posiadającego zdolności do replikacji okre­
śla się mianem transdukcji (Huberi współaut. 1991) , w przeciwieństwie do

transfekcji-infekcji, w której dzielące się cząsteczki wirusa rozprzestrzeniają się
do wielu komórek. Schemat uzyskiwania wektorów retrowirusowych przedsta-
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wiono na rysunku 1. Największą zaletą wektorów retrowirusowych jest wysoka
wydajność wprowadzania genów do komórek docelowych. Natomiast ich główną
wadą jest niezdolność do transdukcji komórek nie dzielących się (Kohn
iwspółaut. 1989).

Z użyciem wektorów retrowirusowych wiąże się problem potencjalnych ob-

jawów ubocznych, związanych z losową integracj ą retrowirusa w genom komórki

gospodarza. Integracja genów retrowirusowych może wywołać zmiany o chara­
kterze mutagennym, polegające, na przykład, na aktywacji komórkowych onko-

genów. Z doświadczeń na zwierzętach wiadomo, że retrowirusy zdolne do

replikacji mogą prowadzić do aktywowania onkogenów. Nie wiadomo jak duże

jest prawdopodobieństwo wystąpienia tego typu zmian przy stosowaniu niezdol­
nych do replikacji wektorów retrowirusowych (Friedmann 1989).

WEKTORY ADENOWIRUSOWE

Wektory bazujące na adenowirusach mogą stać się najbardziej popularnymi
nośnikami w terapii genowej. Wektoiy konstruowane na bazie adenowirusów
i tak zwane „adeno-associated-virus” posiadają szereg istotnych zalet. Istnieje
możliwość umieszczenia w nich sekwencji DNA wielkości kilkudziesięciu kb,
wykazują tropizm do różnych ludzkich komórek przy całkowitym braku pato-
genności. Dodatkową zaletąjest, że wektoiy te nie ulegają integracji z genomem
gospodarza. Co więcej, raz wprowadzone geny mogą być usunięte z komórki

poprzez infekcje wirusami pomocniczymi. Najbardziej spektakularnym przykła­
dem zastosowaniawektora adenowirusowego było uzyskanie ekspresji ludzkiego
genu CFTR (cystis fibrosis transmembrane conductance regulator) po wprowa­
dzeniu do górnych dróg oddechowych szczura jako przygotowanie do podjęcia
prób leczenia mukowiscydozy. Ekspresja białka CFTR utrzymywała się przez
kilka tygodni po wprowadzeniu wektora adenowirusowego (Rosenfeld i współ-
aut. 1992).

KOMÓRKI DOCELOWE W TERAPII GENOWEJ

Rodzaj komórek, do których jest wprowadzany gen mający działanie leczni­
cze, jest uzależniony od rodzaju schorzenia. W terapii chorób genetycznych
komórkami docelowymi będą te, które fenotypowo objawiają określone zaburze­
nia spowodowane istniejącym defektem genetycznym. W zależności od choroby
genetycznej mogą to być komórki szpiku, wątroby, pęcherzyków płucnych,
fibroblasty skóiy i limfocyty krwi obwodowej. Komórkami docelowymi w choro­
bach genetycznych mogą być również inne, nie dotknięte defektem komórki lub
tkanki. Jako przykład potencjalnego zastosowania transferu genu do komórek

innych niż wykazujące zaburzenie genetyczne, może być uzyskanie produkcji,
na przykład, insuliny lub czynników krzepnięcia krwi przez fibroblasty, które

mogłyby „dawkować” brakujące czynniki. Jednakże w większości chorób gene­
tycznie uwarunkowanych optymalna komórka docelowa powinna wywodzić się
z tkanki dotkniętej zaburzeniem i posiadać zdolność do samopowielania, czyli
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być w pewnym sensie nieśmiertelną, tak ażeby po jednokrotnym wprowadzeniu
genu leczniczego zachował on swoją aktywność praktycznie przez całe życie
(Ferran i współaut. 1991). W przypadku terapii genowej nowotworów i AIDS

komórki, do których są wprowadzane nowe geny, niekoniecznie muszą posiadać
zdolność do samoodnawiania. Wręcz przeciwnie, optymalnym rozwiązaniemjest
modyfikacja komórki nowotworowej w taki sposób, ażeby w miarę szybko
prowadziła do uzyskania efektu leczniczego, po czym powinna sama ginąć lub

być niszczona. Oddzielną grupę komórek docelowych stanowią komórki mięśni,
do których można w sposób bezpośredni, drogą iniekcji wprowadzać plazmidowy
DNA sprzężony z terapeutycznym genem. Komórki mięśniowe, a w szczególności
mioblasty, mogą być wykorzystywane do produkcji, na przykład hormonu

brakującego w ustroju (Wolf i współaut. 1990).

TERAPIA GENOWA CIĘŻKIEGO ZŁOŻONEGO NIEDOBORU
ODPORNOŚCI — SCID

Terapia genowa chorób genetycznych polega na wprowadzeniu do organizmu
prawidłowego genu w miejsce brakującego lub uszkodzonego. Wprowadzony gen
powinien ulegać ekspresji tak, ażeby jego produkt funkcjonował jak w organi­
zmie zdrowym. Z wielu chorób genetycznych, ciężki złożony niedobór odporności
SCID spełniał wszelkie warunki uzasadniające podjęcie pierwszych prób terapii
genowej (Ferran i współaut. 1991). SCID jest spowodowany defektem genu
deaminazy adenozyny (ADA), w wyniku czego dochodzi do zaburzenia różnico­
wania limfocytów T. Defekt genetyczny występuje we wszystkich komórkach,
jednakże brak ADA w czasie rozwoju grasicy powoduje selektywną toksyczność
metabolitów adenozyny (jak np. trójfosforan deoksyadenozyny) dla niedojrzałych
limfocytów T. SCID dziedziczy sięjako cecha autosomalna recesywna, występuje
z częstością 1 na 100 urodzeń. Przebieg kliniczny charakteiyzuje się częstymi
ciężkimi infekcjami występującymi od wczesnego dzieciństwa. Ze względu na

brak odporności wszelkie infekcje mają bardzo ciężki przebieg. Nie leczony SCID

prowadzi do śmierci dziecka w pierwszym lub drugim roku życia. W tabeli 2

przedstawiono krótką charakterystykę SCID. Stosowane dotychczas leczenie
SCID polegało głównie na przeszczepie tkankowo-zgodnego szpiku kostnego.
Ponadto było możliwe leczenie substytucyjne deaminazą adenozyny w połą-

Tabela 2

Charakterystyka ciężkiego złożonego niedoboru odporności — severe combined immunodeficiency
syndrome — SCID

1. Brak enzymu deamlnazy adenozyny.
2. Choroba autosomalna recesywna.

3. Częstość występowania 1:100 tys. urodzeń.

4. Ciężkie oportunistyczne zakażenia od wczesnego dzieciństwa.

5. Selektywna toksyczność metabolitów w stosunku do limfocytów T.

6. Blisko 100% śmiertelność w pierwszych latach życia.
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czeniu z glikolem polietylenowym (Koiin i współaut. 1989). Uwarunkowania

wyboru SCID do podjęcia klinicznych prób terapii genowej zestawiono w tabeli 3.

Tabela 3
Przesłanki uzasadniające podjęcie klinicznych prób terapii genowej w ciężkim złożonym

niedoborze odporności — SCID

1. Sklonowanle ludzkiego genu deamlnazy adenozyny — ADA.

2. Zlokalizowany defekt pojedynczego genu prowadzi do utraty aktywności enzymu ADA.

3. Wyleczenie tylko w przypadku przeszczepu szpiku całkowicie tkankowo-zgodnego.
4. Uzyskanie ekspresji genu ADA w komórkach transfekowanych in vitro.

5. In vivo transfekowane komórki rosną lepiej niż limfocyty z defektem.

6. Wykazanie terapeutycznego działania wysokich dawek enzymu ADA.

7. Szeroki zakres terapeutycznej aktywności enzymu ADA.

8. Brak objawów ubocznych przy podawaniu wysokich dawek ADA.

Pierwszego transferu genu ADA do limfocytów T czteroletniej dziewczynki,
leczonej uprzednio podawaniem ADA w połączeniu z glikolem polietylenowym,
dokonano 14 września 1990 roku (Cullinton 1990). Do chwili obecnej wykonano
kilka dalszych prób terapii genowej SCID. Wyniki pierwszej terapii są bardzo

obiecujące — uzyskano normalizację zaburzonych parametrów odpowiedzi
immunologicznej komórkowej i humoralnej, a przede wszystkim znaczną popra­
wę kliniczną. Leczone dzieci nie musząjuż przestrzegać reżimu życia w warun­
kach sterylnych.

Z uwagi na stosunkowo krótki czas przeżycia limfocytów T uzyskane efekty
lecznicze są krótkotrwałe i transfer genu ADA należy powtarzać co kilka tygodni
lub miesięcy. Obecnie podjęto próby transferu genu ADA do komórek szpiku
wzbogaconego w komórki pnia, czyli posiadających zdolność do samoodtwarza-
nia. Jest wysoce prawdopodobne, że dzięki uzyskaniu efektywnej integracji
i ekspresji genu ADA w komórkach pnia, choroba genetyczna — SCID będzie
całkowicie wyleczalna po jednorazowym transferze genu (Weatherall 1991).

PERSPEKTYWY TERAPII GENOWEJ W CHOROBACH GENETYCZNYCH

Obiecujące wyniki terapii genowej ciężkiego złożonego niedoboru odporno­
ściowego stwarzają realną szansę na zastosowanie analogicznego podejścia
leczniczego również w innych chorobach uwarunkowanych genetycznie. Pier­
wsze próby u chorych z mukowiscydozą wypadły pozytywnie, co pozwala opty­
mistycznie prognozować dalszy rozwój terapii genowej chorób dziedzicznych.
W przeprowadzonych badaniach in vit.ro i na zwierzętach uzyskano ekspresję
wielu genów, któiych defektjest odpowiedzialny za szereg chorób genetycznych
u ludzi. Należy przypuszczać, że w najbliższej przyszłości zostaną przeprowadzo­
ne pierwsze próby kliniczne w fenyloketonurii, mukowiscydozie, niedoborze
alfa-1 -antytiypsyny, hemofilii i innych (Peng i współaut. 1988, Wilson i Ci-iowd-

hury 1990, Dai i współaut. 1992). W tabeli 4 zestawiono choroby uwarunkowane
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genetycznie, w których w najbliższych latach będą najprawdopodobniej podjęte
pierwsze próby kliniczne z terapią genową (Strauss 1994, Yeii współaut. 1994).

Tabela 4

Choroby uwarunkowane genetycznie, w których możliwejest zastosowanie terapii genowej

Choroba Komórka docelowa Gen

Zespoły niedoboru

odpornościowego szpik kostny, limfocyty fosforylaza purynowa
deaminaza adenozyny

Zespół Lesch-Nyhan’a szpik kostny, fibroblasty skóry fosforybozylotransferaza
hypoksantynowoguaninowa

Fenyloketonuria hepatocyty hydroxylaza fenyloalaniny

Galaktozemia hepatocyty urydylotransferaza galaktozy,
galaktoklnaza

Choroba Gaucheća komórki szpiku glukocercbrozydaza
Choroba Tay-Sachsa hepatocyty beta-galaktozydaza

Hemofilia A fibroblasty skóry czynnik krzepnięcia VII

Hemofilia B fibroblasty skóry czynnik krzepnięcia IV

Niedobór alfa-l-antytrypsyny hepatocyty alfa-1 -antytrypsyna

Mukowlscydoza komórki nabłonkowe CFTR

Talasemla komórki szpiku beta-globlna
Anemia slerpowata komórki szpiku beta-globlna

Rodzinna hypercholesterolemia hepatocyty receptor LDL

Dystrofla mięśniowa
Duchenne’a

komórki mięśniowe dystrofla

OBJAWY UBOCZNE TERAPII GENOWEJ

Pomimo przedsięwzięcia szeregu środków ostrożności należy się liczyć
z możliwością występowania objawów ubocznych terapii genowej. Z uwagi na

całkowicie losową integrację wektora retrowirusowego przenoszącego terapeu­
tyczny gen, istnieje możliwość, na przykład, wskutek rekombinacji wyłączenia
prawidłowo funkcjonującego genu, włączenia genu nieaktywnego, a w szczegól­
ności aktywacji komórkowych onkogenów, mogącej prowadzić do transformacji
nowotworowej. Tak więc w najgorszym przypadku istnieje nawet ryzyko rozwoju
nowotworu. Innym potencjalnym objawem ubocznym terapii genowej może być
indukcja odpowiedzi immunologicznej przeciwko białku produkowanemu przez
nowo wprowadzony gen. Taka sytuacja może mieć miejsce szczególnie w chorobie

genetycznej, która może być wyleczona przez produkcję brakującego w organi­
zmie białka, które w sensie immunologicznym jest białkiem obcym. Oprócz
możliwej immunogenności trudno przewidzieć następstwa znacznej, niefizjolo-
gicznej nadprodukcji białka, kodowanego przez wprowadzony gen (BouTi współ­
aut. 1994).

Przy terapii wektorami retrowirusowymi nie można całkowicie wykluczyć
produkcji wirusa typu dzikiego, co może się zdarzyć w niezamierzonym zanie-
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czyszczeniu używanego wektora wirusem typu helper. Z kolei wektory adenowi-
rusowe mogą prowadzić do bezpośredniego uszkodzenia komórek nabłonko­
wych. Potencjalne, ogólne objawy uboczne, jak na przykład gorączka, dreszcze,
zmiana obrazu krwi, powiększenie wątroby, wysypka i inne mogą być związane
z rodzajem, dawką, sposobem podania wektora, jak również z wielkością
i modulacją ekspresji wprowadzonego genu (Ostrove 1994).

ASPEKTY SOCJALNE I ETYCZNE TERAPII GENOWEJ

Przed 20-tu laty postęp w inżynierii genetycznej został tylko na bardzo krótko

przyhamowany futurystycznymi przepowiedniami produkcji bezmózgowych ro­
botów lub katastroficzną pandemiąwirusem grypy przenoszącym śmiercionośny
gen rakowy. Obecnie już nikt nie kwestionuje potrzeby uzyskiwania metodami

inżynierii genetycznej leków stosowanych na coraz szerszą skalę — insuliny,
czynników krzepnięcia, hormonów wzrostu i szczepionki przeciwko wirusowemu

zapaleniu wątroby. Większość kwestii etycznych dotyczy samej, całkowicie nowej
technologii powodującej bezpośrednie zmiany w materiale genetycznym człowie­
ka. Istnieje duża zbieżność pomiędzy leczeniem ciężkiego złożonego niedoboru

odporności przeszczepem szpiku i terapią genową. W pierwszym przypadku
wprowadzamy do organizmu obce komórki z prawidłowym genem, w drugim
tylko prawidłowy gen. Terapia genowa komórek somatycznych nie wpływa na

geny przekazywane potomstwu. Wysuwane są zastrzeżenia o coraz bardziej
mechanistycznym traktowaniu człowieka bez zwracania uwagi na aspekty so­
cjalne i moralne związane z życiem ludzkim. Z drugiej jednak strony lepsze
poznanie genetycznych aspektów życia powinno przyczyniać się do większego
poszanowania życia człowieka. Jednakże w przypadku osiągnięcia sukcesu

terapii genowej w ciężkich schorzeniach, może zajść pokusajej zastosowania nie
do leczenia lecz dla „poprawiania" na przykład urody, siły mięśniowej, wzrostu,
koloru oczu (Miller 1994). Teoretycznie istnieje możliwość, że rodzice zamiast

wymyślnej diety, uprawiania sportu, wykształcenia, będą chcieli dodatkowo

zaaplikować swemu potomstwu terapię genową w celu posiadania „idealnego”
dziecka. Rozważania nad tego typu problemami są bardzo spekulacyj­
ne i powinny być zastępowane szeroką dyskusją na temat realnych możliwo­
ści i korzyści terapii genowej dla, jak sama nazwa wskazuje, leczenia ludzi

chorych (Ledley 1987).

PRZYSZŁOŚĆ TERAPII GENOWEJ

Prawdopodobnie w najbliższych latach badania zostaną skoncentrowane nie
na klasycznych chorobach genetycznych, a przede wszystkim na nowotworach
i to zarówno w sensie leczenia, jak i zapobiegania przerzutom oraz niszczenia

opornych na konwencjonalną terapię komórek rakowych, tak zwanych resztko­
wych.

Oprócz chorób jednogenowych, któiych terapia genowa będzie stanowiła
leczenie przyczynowe, w chorobach wieloczynnikowych, na przykład w chorobie
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Alzheimera, Parkinsona, schizofrenii będzie można zastosować genetyczne le­
czenie objawowe, usuwające bardzo przykre dolegliwości tych chorób.

Nie można wykluczyć, że w przyszłości terapia genowa będzie miała duże
zastosowanie również w chorobach wewnętrznych, głównie w schorzeniach
układu krążenia. Jako przykład można podać już rozpoczęte próby kliniczne
leczenia wybranych postaci rodzinnej hypercholesterolemii poprzez transfer

genów dla receptora LDL (Iow density lipoprotein). Wydaj e się, że wraz z nowymi
odkryciami dotyczącymi genetycznej predyspozycji występowania wielu chorób

terapia genowa znajdzie zastosowanie również w zapobieganiu ich występowania
(Karp i Broder 1994).

Chirurgia urazowa bardzo odległa od terapii genowej może w przyszłości
wykorzystywać transfer genów dla substancji biologicznie czynnych w celu

szybszego gojenia się ran i „naturalnej" — bez udziału antybiotyków — ochrony
przed zakażeniem (LARRiCKi Burch 1991).

Terapia genowa dopiero zaczyna się rozwijać. Dziśjeszcze nie możemy mówić
o przełomie leczenia chorób dzięki inżynierii genetycznej. Nie można jeszcze
stwarzać nadziei, szczególnie ciężko chorym na cudowne wyleczenie za pomocą
nowej formy terapii. Można mieć natomiast pewność, że terapia genowa będzie
stawała się coraz powszechniejszą i skuteczniejszą formą leczenia i zapobiegania
wielu chorobom.

PROGRESS IN GENE THERAPY OF HEREDITARY DISEASES

Summary
Thls paper presents an overvlew of somatic human gene therapy, gene transfer methods and

constructlon of appropriate vectors, present and potentlal target cells for gene transfer, choice of

appropriate dlsease to be treated by gene therapy, promlslng candidates for somatic gene therapy,
slde efTects, some ethlcal consideratlons and futurę perspectlves of curlng gcnetlc diseases bg
somatic gene therapy.

Most ofthe social and ethlcal ąuestions concerning gene therapy have been ralsed In the context

of other novel medlcal lnterventlons. For the first tlme in human hlstory it Is posslble to alter the
human genome directly. Somatic gene therapy does not pose ethlcal problems slgnificantly different
from those rcpresented by other types of experlmental therapy, such as organ transplantation,
recombinant pharmaceutlcals or modern surgical techniques. It can be sald that the medical world
ls convinced of the neccessity of futurę appllcatlon of gene therapy, but Information on potentlals
and problems of thls new technology should be wldely dissemlnated to the publlc.

We can hope that slgnlflcant lmprovements In gene transfer technlques over the next few years
will result ln very preclse human gene targetlng and thus lead to effectlve treatment of many
hereditary disorders.
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autora(ów), nazwę i adres zakładu pracy, adres zamieszkania, numer telefonu,
telefaksu i adres poczty elektronicznej (E-mail).

6. Cytowane w tekście prace zaznaczamy przez podanie nazwiska autora(ów)
i roku publikacji w nawiasie półokrągłym, np. (Brooks i Frog 1993), (Fisiier
i współaut. 1992). Cytowaną literaturę należy zestawić na końcu maszynopisu
bez numeracji w alfabetycznej kolejności według nazwisk autorów w następują­
cych formatach:

— artykuł: Brooks W. J., Frog T. K., 1993. Tytuł pracy w języku oryginału.
Przyjęty skrót nazwy czasopisma. Łom, strony od...do..., np.: Kosmos 43, 129-

146;
— rozdział: Fisiier D., Kay M. D., Jurek Z., 1992. Tytuł rozdziału. W: (tytuł

książki), inicjal(y) i nazwisko(a) redaktora(ów) (red.). Nazwa wydawnictwa, miej­
sce wydania, strony od...do....;



—książka: Wójcicki B., 1993. Tytuł. Wydawnictwo, miejsce wydania, str...

7. Do maszynopisu należy dołączyć na oddzielnej kartce tytuł i krótkie
streszczenie artykułu wjęz. angielskim (nie przekraczające 1 str.), informujące
o zasadniczej jego treści.

8. Rysunki, schematy i fotografie (oryginały + 2 kserokopie) muszą być
dostarczone łącznie z maszynopisem w formie nadającej się do reprodukcji. Na
odwrocie należy zaznaczyć ołówkiem ich numerację oraz nazwisko(a) autora(ów)
i kilka pierwszych słów tytułu pracy. Rysunki powinny być wykonane w skali
1:1 (maksymalna szerokość 13,5 cm a wysokość — 19,5 cm z uwzględnieniem
miejsca na podpis pod iysunkiem, dostosowane do wymiarów kolumny 13,5 x

19,5 cm), lub proporcjonalnie większej, czarnym tuszem na kalce (białym
papierze wysokiej jakości), a w przypadku rysunków wykonanych techniką
komputerową — wydrukowane na białym papierze drukarką laserową (oryginał
prosimy przysłać na dyskietce). Opisy na rysunkach powinny być wykonane
czcionką odpowiedniej wielkości: nie mniejszą niż 12 punktów dla rysunków w

skali 1:1, lub odpowiednio większą, tak aby po zmniejszeniu do druku opis był
czytelny. Kolorowe ilustracje mogą być umieszczone wyłącznie na koszt Auto-

ra(ów) lub zatrudniającej instytucji.
9. Autorzy otrzymują 25 nadbitek autorskich. Dodatkowe nadbitki są odpłat­

ne i należyje zamawiać wraz ze wzrotem korekty tekstu.
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