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1. WSTEP

1.1. CHOROBY, MUTACIJE I DNA

Mutacje obserwowac mozna na wielu poziomach organizacji uktadéw biologicznych.
0Od wiekoéw znano choroby wrodzone, pojawiajace sie w ciggu pokolen w rodzinach. Do-
ktadne badania krewnych obcigzonych konkretnymi schorzeniami i zespotami klinicznymi
doprowadzily do okre$lenia sposobéw dziedziczenia wielu mutacji. W latach czterdzie-
stych XX wieku opracowano dostatecznie czule metody badania struktury fizycznej bialek,
by stwierdzi¢ na przyktad, ze czasteczki hemoglobiny pochodzace od ludzi zdrowych oraz
chorych na niedokrwisto$¢ sierpowatokrwinkowa nieznacznie sie roznia. W kilka lat poz-
niej wykazano, ze odmienno$¢ form tego biatka wynika z zastapienia jednego aminokwasu
innym. Dopiero w 1982 roku poznano mutacje w genie kodujacym B-globine, odpowie-
dzialna za niedokrwistos¢ sierpowatokrwinkowa. Odkrycie to wyznacza poczatek dyna-
micznego rozwoju réznorodnych metod wykrywania mutacji powodujacych schorzenia
uwarunkowane genetycznie.

1.1.2. Zasady diagnostyki molekularnej

Diagnostyka molekularna dla celéw klinicznych polega na analizie probki DNA lub
RNA pacjenta, w celu wykrycia genotypu zwiazanego z chorobg uwarunkowana genetycz-
nie. Wykrywanie mutacji powodujacych choroby jest obecnie rutynowa praktyka w nowo-
czesnych laboratoriach przyszpitalnych. Wskazaniami do badania molekularnego sa:

1. weryfikacja rozpoznania choroby genetycznej,

2. okreslenie nosicielstwa zmutowanego genu wsréd krewnych chorego lub w popu-
lacji ogdlnej, gdy konkretna mutacja warunkujaca chorobe wystepuje z duza cze-
stoscia,

3. identyfikowanie mutacji powodujacych pozne wystapienie choroby genetyczne;j,
oraz

4. prenatalne rozpoznanie choroby genetycznej (jezeli jest ono akceptowane z etycz-
nego punktu widzenia).

We wszystkich przypadkach wynik badania molekularnego, zaréwno pozytywny, jak

negatywny, nalezy zinterpretowaé w kontekscie petnego obrazu klinicznego pacjenta lub
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rodziny. Ze wzgledu na pewne odmiennos$ci metodyki oraz interpretacji klinicznej, we wstg-
pie nie poruszam zagadnien diagnostyki molekularnej chordb mitochondrialnych, infek-
cyjnych, nowotwordéw niedziedzicznych oraz oznaczania genotypéw HLA. Wiele jednak
ponizej sformutowanych uwag, choé¢ dotyczy zasadniczo dziedzicznych choréb jednogeno-
wych, odnosi si¢ rowniez do diagnostyki wspomnianych wyzej chordb.

1.1.3. Organizacja systemu diagnostyki molekularnej dla celéw klinicznych

Diagnostyka molekularna choréb genetycznych jest stosunkowo mtoda dziedzing
diagnostyki klinicznej. Wigkszo$¢ z utworzonych w §wiecie do konca lat osiemdziesiatych
laboratoriéw powstato w oparciu o grupy badawcze zajmujace si¢ roznymi aspektami ge-
netyki molekularnej. Najwazniejszym problemem i jednocze$nie zadaniem, jakie pojawilo
si¢ przed nowo powstajacymi laboratoriami byla konieczno$¢ wypracowania struktury i
zasad organizacji stuzacych dobrej wspolpracy z istniejacym systemem stuzby zdrowia.
Jednym z pierwszych elementow takiej integracji byto wprowadzenie jednolitych standar-
dow jakosci wykonywanych badan (1).

W krajach rozwinigtych gospodarczo (USA, Kanada, Japonia, kraje Europejskiego
Obszaru Gospodarczego) stosowanie molekularnych testow diagnostycznych poddane jest
obecnie wielostronnej kontroli, zapewniajacej ich niezawodnos¢ i ewentualne polepszanie
jakoéci uzyskiwanych wynikow. Na przyktad w USA kilka osrodkéw opracowuje progra-
my licencjonowania laboratoriow diagnostycznych. Najwazniejsze z nich to: College of
American Pathologists (CAP), The Health Care Financing Administration (HCFA) oraz
istniejace w poszczegdlnych stanach programy akredytacyjne. Przy udzielaniu oficjalnego
uznania laboratoriom, ogélnokrajowy The Joint Council on the Accreditation of Healthca-
re Organizations (JCAHO) opiera si¢ na protokotach diagnostycznych zaaprobowanych
przez CAP. Wiele laboratoriéw referencyjnych w USA uczestniczy w dobrowolnych pro-
gramach kwalifikacyjnych, z ktérych najbardziej znanym jest program kierowany przez
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS).

W USA The College of American Pathologists wraz z American College of Medical
Genetics (ACMG) organizuja co dwa lata program kontrolny dla laboratoriéw diagnostyki
molekularnej. Test, w ktéorym uczestnictwo jest dobrowolne, ma na celu sprawdzenie zdol-
nosci konkretnego laboratorium do wyizolowania DNA z dostarczonej probki tkanki, iden-
tyfikacji mutacji oraz interpretacji uzyskanego wyniku.

W USA dopiero w drugiej potowie lat szesédziesiatych, poczatkowo w poszczegol-
nych stanach, aw 1967 roku ustawg C Laboratory Improvement Act (CLIA) na szcze-
blu federalnym, wprowadzono standardy laboratoryjnych testow o zastosowaniu klinicz-
nym. Ustawe uwspoéicze$niono w 1988 roku. Podaje ona ogdlne standardy dla laboratoriow
badajacych material pochodzacy z organizmu ludzkiego w celu ,,diagnostyki, zapobiegania
lub leczenia choréb lub oceny stanu zdrowia czlowieka”. Wskazania obejmuja zasady po-
stgpowania z pacjentem, wymagania stawiane personelowi, dotyczace kontroli i certyfika-
tow jakosci, merytorycznej wartoSci testOw oraz wyposazenia i organizacji przestrzenne;j
pracowni. Ustawa wymienia badania cytogenetyczne, lecz nie wspomina w sposob szcze-
g0lny o diagnostyce molekularne;.
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Zaréwno organizacje federalne, jak zawodowe sformutowaty szereg wskazowek doty-
czacych najkorzystniejszego zastosowania testow molekularnych. Na przyktad w kwietniu
1997 roku na konferencji zorganizowanej przez National Institutes of Health (NIH) okre-
$lono zasady badan molekularnych w CF. Rozszerzajac pierwotne ustalenia z 1992 roku
(diagnostyka pediatryczna) uznano, iz identyfikacja mutacji moze by¢ proponowana dodat-
kowo dorostym, w ktérych rodzinach wystapita mukowiscydoza, rodzicom chorych dzieci
oraz wszystkim parom wyrazajacym che¢¢ diagnostyki prenatalnej z dowolnych powodow.
Podobne ustalenia wypracowano dla innych jednogenowych choréb dziedzicznych wlacza-
jac w to zespol tamliwego chromosomu X, zesp6t Angelmana (2, 3).

W krajach europejskich diagnostyka molekularna choréb dziedzicznych poddana jest
réznego rodzaju ograniczeniom, mniej lub bardziej formalnym. Jeden z najstarszych i naj-
pelniejszych systeméw diagnostyki molekularnej posiada Wielka Brytania.

1.1.4. Zewnetrzna ocena jakosci badan molekularnych (EQA)
— przyktad Wielkiej Brytanii

W Wielkiej Brytanii wigkszos¢ laboratoriow diagnostyki klinicznej uczestniczy w ze-
wngtrznej ocenie:jakosci oferowanych analiz (4). Zazwyczaj do akredytacji laboratorium ko-
nieczne jest uczestnictwo w takim programie. Organizacj¢ programéw EQA (external quality
assurance) nadzoruje komisja (Joint Working Group, JWG) ztozona z przedstawicieli organi-
zacji profesjonalnych (np. lekarzy, genetykéw) oraz cztonkdéw Royal College of Pathologists.
JWG aprobuje procedury oceniajace oraz przekazuje wyniki do Sekretarza Stanu ds. Zdro-
wia. Podkomisje doradcze, reprezentujace poszczegdlne dziaty diagnostyki klinicznej, §ledza
wykonanie programu kontrolnego dla grupy laboratoriéw. Podkomisje tworza eksperci z po-
szczegllnych dziedzin, a ich gldwnym celemjest rozwiazywanie biezacych problemoéw orga-
nizacyjnych EQA. W przypadku genetycznej diagnostyki molekularnej merytoryczna i tech-
niczna organizacja programu kontrolnego, formutowaniem pytan, dostarczaniem probek DNA
oraz przygotowaniem raportu koncowego zajmuje si¢ odpowiedni komitet organizacyjny (ste-
ering committee for Molecular Genetics External Quality Assurance).

Prébki DNA wraz z opisem klinicznym dostarczaja czlonkowie komitetu organiza-
cyjnego. Sa one nast¢pnie rozprowadzane do uczestniczacych w programie laboratoriow.
Wykonanie testu wymaga badz bezposredniej identyfikacji mutacji, badz $ledzenia marke-
row genetycznych sprzgzonych z choroba. Wybdér metody pozostaje w gestii uczestniczace-
go w programie laboratorium. Dla kazdej z choréb dziedzicznych, obj¢tej programem, do-
starczonych jest kilka (4-5) probek DNA, przy czym moga to by¢ probki pochodzace od
cztonkéw jednej rodziny lub pojedynczych pacjentow. Wyniki wraz z interpretacja musza
zosta¢ zwrdcone organizatorom w ciggu 6 tygodni. Wszystkie probki oraz uczestniczace
laboratoria oznaczone sa kodem, znanym tylko organizatorom.

Wykonanie analizy molekularnej ocenia si¢ na dwu poziomach poprawnosci: okresle-
nia genotypu i interpretacji. Wazne sa zatem jasne kryteria diagnozowania jednostki choro-
bowej, ktdre ustala jeden z cztonkéw komitetu organizacyjnego i przekazuje nastgpnie dru-
giemu ekspertowi z komitetu. W razie niezgodnosci wszelkie watpliwosci interpretacyjne
rozwigzuje sig na forum calego komitetu organizacyjnego.
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Laboratoria uczestniczace w programie otrzymuja probki dwa razy w roku. Wyniki
oglasza sig corocznie, po drugim tescie programu kontrolnego. Kazde laboratorium otrzy-
muje podsumowanie ogolne, z anonimowym zestawieniem wynikéw i — co wazne — kryte-
riami oceny oraz wyniki wlasne z komentarzem organizatorow.

Program EQA obejmuje choroby diagnozowane przynajmniej w o$miu brytyjskich
laboratoriach. Jezeli natomiast badana choroba wystgpuje w populacji rzadko lub techniki
stosowane do jej identyfikacji sa zbyt wyspecjalizowane, organizatorzy posrednicza w wy-
mianie probek migdzy konkretnymi laboratoriami.

W przysziosci przewiduje sig, iz uczestnictwo w programie kontrolnym stanie sig wy-
mogiem uzyskania akredytacji przez laboratorium diagnostyczne. W Wielkiej Brytanii juz
obecnie instytucje zajmujace si¢ ubezpieczeniami zdrowotnymi wywieraja presjg na labo-
ratoria, w celu utrzymania odpowiednio wysokich standardow profesjonalnych. Jednym ze
sktadnikow oceny jest wtasnie wynik uzyskiwany w programie EQA.

Znaczenie programow kontroli zewngtrznej wykracza poza ramy konkretnego labora-
torium, konkretnej diagnozowanej choroby i techniki okre$lania genotypu. Wywiera bo-
wiem wplyw na caly system diagnostyki klinicznej w skali kraju. Jednym z najwazniej-
szych rezultatow jest inicjowanie wymiany informacji i koncepcji na forum publicznym, w
postaci spotkan i konferencji po§wigconych szczegoétowym aspektom diagnostyki moleku-
larnej, rozszerzaniu lub zmianie zakresu badanych choréb czy wprowadzaniu nowych me-
tod i aparatury.

1.1.5. Europejski program zewnetrznei kontroli jako$ci

Projekt organizacji europejskiego programu kontroli jakosci w diagnostyce mole-
kularnej (European Molecular Genetics Quality Network, EMQN) sformutowano w
Londynie, na spotkaniu European Workshop on Quality Issues in Clinical Molecular
Genetics w 1996 roku (5). Cele zakre$lono szeroko, poczynajac od ujednolicenia ist-
niejacych i narodowych programéw kontrolnych i zaproponowania systemu standary-
zacji krajom nie posiadajacym dotychczas podobnych programoéw. Zaplanowano wpro-
wadzenie europejskich kryteridow kontroli zewngtrznej dla rzadko wystgpujacych cho-
rob genetycznych oraz zbudowanie systemu wymiany wiadomosci, zapewniajacego
wprowadzanie w laboratoriach europejskich najwtasciwszych metod, protokotoéw la-
boratoryjnych, warunkéw prowadzenia analiz, kontroli, interpretacji wynikow oraz for-
mutowania raportéw koncowych. Rozpoczgto tworzenie bazy danych diagnozowanych
chorob, dostepnej dla lekarzy i laboratoriow diagnostycznych oraz organizowanie ko-
lekcji linii komérkowych pochodzacych od rodzin z chorobami genetycznymi. Zasad-
nicze elementy planowanego systemu europejskiego oparto na, przedstawionym powy-
zej, brytyjskim system kontroli zewngtrzne;j.

Od tego czasu EMQN stat sig cz¢$cia finansowanego przez Unig Europejska progra-
mu badawczo-rozwojowego w ramach sekcji Standardow Pomiaréw i Testow. Programy
EQA diagnostyki konkretnych chordb koordynowane sa przez laboratoria referencyjne z
réznych krajéow Wspdlnoty (6 , 7).
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1.1.6. Techniki diagnostyki molekularnej — wybér i organizacja w skali laboratorium

Zakres testow molekularnych wykonywanych w konkretnym laboratorium diagnostycz-
nym zalezy od wielu czynnikow. Wérdd najwazniejszych mozna wymienic:

1. czgsto$¢ wystgpowania poszczegolnych chordb genetycznych w konkretnej popu-

lacji,

2. zapotrzebowanie na testy molekularne,

3. praktyczna mozliwos¢ identyfikacji mutacji lub $ledzenia sposobu dziedziczenia

markeréw polimorficznych w rodzinach ryzyka,

4. skomplikowanie i koszt testu,

5. zainteresowania naukowe badaczy i zespotéw klinicznych.

Warto zwréci¢ uwage na punkt 3, poniewaz teoretycznie testy molekularne stosowaé
mozna w diagnostyce wielu choréb, w réznym stopniu warunkowanych mutacjami mate-
riatu genetycznego. Obecnie jednak, przede wszystkim ze wzglgdu na stosunkowo wysokie
koszty i skomplikowanie techniczne, diagnostyke molekularna na szersza skalg wykonuje
si¢ w przypadku kilku choréb dziedzicznych. Najwazniejsze to mukowiscydoza i zespét
tamliwego chromosomu X, gdzie stosowane testy cechuje wysoka wykrywalno$¢ i powta-
rzalno$¢ wynikow, ktdérych nie zapewniaja konwencjonalne sposoby identyfikacji tych cho-
rob. Duze znaczenie praktyczne, w tym prognostyczne, ma powiazanie oznaczonych geno-
typow z przebiegiem klinicznym choroby. Przyktadem moze by¢ posta¢ ,.,trzewna” muko-
wiscydozy, przewlekla choroba ziarniniakowa o tagodnym przebiegu, tagodna hiperfenylo-
alaninemia czy fagodna postaé deficytu syntazy tetrahydrobiopterynowe;.

Zwigkszeniu liczby pacjentow, badanych w konkretnym laboratorium towarzyszy
zmniejszenie kosztow wykonania badania oraz zwigkszenie doktadnosci wynikéw. Duze
laboratoria, gromadzace probki z wielu szpitali, sa ponadto zdolne do wdrazania i opraco-
wywania nowych technologii diagnostycznych, jak réwniez szkolenia personelu technicz-
nego (8).

* % %k

Diagnostyka molekularna chordb genetycznych opiera si¢ na metodach stosowanych
od lat w badaniach podstawowych z zakresu genetyki i biologii molekularnej. Zasadniczo
polegaja one na izolacji kwasu nukleinowego i stwierdzeniu zmian jego sekwencji, w po-
réwnaniu z sekwencja wzorcowa (nie zmutowana) (9).

Podobnie jak przy wykonywaniu innych testéw klinicznych, réwniez tu nalezy wpro-
wadzi¢ zabezpieczenia uniemozliwiajace pomylenie probek. Pomytka na tym etapie jest
najbardziej niebezpieczna i trudna do wykrycia w toku dalszej analizy. Dlatego kazda do-
starczona do laboratorium probka tkanki pacjenta musi zosta¢ opatrzona wlasnym nume-
rem oraz numerem rodowodu, wspdlnym dla badanej rodziny. Dodatkowo mozna stosowa¢
np. numer PESEL, datg otrzymania prébki czy skrot literowy wstgpnego rozpoznania kli-
nicznego.

Informacje o pacjentach, rozpoznaniu klinicznym, wykonanych analizach i wynikach
gromadzone sa w komputerowej bazie danych (oraz w postaci wydrukéw). Ze wzglgdu na
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prawna ochrong danych osobowych dostep do danych oraz probek DNA pacjentow ograni-
czony jest do pracownikow laboratorium.

Wstgpnym etapem diagnostyki molekularnej jest zatem otrzymanie kwasu nukleino-
wego z pobranej od pacjenta tkanki. Najczesciej izoluje si¢ DNA, rzadziej catkowity RNA
lub mRNA, z krwi obwodowej (pobranej na EDTA), poptuczyn jamy ustnej, bioptatow
skory, trofoblastu, z komoérek ptynu owodniowego lub innych tkanek. Izolacja kwasu nu-
kleinowego prowadzona jest zazwyczaj nieautomatycznie, technika ekstrakcji organicznej,
poprzez stopniowe wysalania bialek lub metoda lizy alkalicznej. DNA mozna wyodrgbni¢
réwniez ze skrawkow parafinowych czy z plam krwi naniesionych na bibule filtracyjna. W
przypadku diagnostyki nowotwordéw czgsto konieczna jest histologiczna ocena zmian cho-
robowych w probcee, z ktérej otrzymuje si¢ kwas nukleinowy.

W pojedynczych przypadkach preparaty wymagaja dializy dla usunigcia niskoczastecz-
kowych inhibitoréw reakcji PCR (dotyczy to szczegélnie reakcji wielokrotnego PCR). In-
hibitorami polimeraz termostabilnych sa: heparyna, hem z rozbitych erytrocytéw, mocz czy
duze ilosci RNA. Nalezy o tym pamigtaé, izolujac DNA np. z plam krwi.

Wyizolowany DNA w postaci roztworu w buforze TE (okoto 100-500 pg/pl) przecho-
wuje si¢ w temperaturze +4°C przez okres do 6 miesigcy lub —20°C przez okresy diuzsze.
Po wykonaniu badania prébki DNA nie sa nigdy niszczone, lecz gromadzone w temperatu-
rze —20°C. Bioptaty tkanki nowotworowej oraz roztwory wodne RNA przechowuje si¢ za-
sadniczo w temperaturze —70°C. Material do izolacji DNA w postaci plam krwi na bibule
filtracyjnej mozna przechowywac w zamknigtych torebkach foliowych, suchym miejscu, w
temperaturze pokojowej przez lata. Rownie trwate sg histologiczne preparaty parafinowe.

Dla celéw testow opartych na reakcji PCR do izolacji DNA i RNA stosowa¢ mozna
techniki wykorzystujace zwiazki chaotropowe i chromatografi¢ jonowymienna. Inne meto-
dy (np. ekstrakcja organiczna), pozwalajace uzyskaé preparaty o bardzo wysokiej czysto-
$ci, badZ o wigkszej dlugosci fragmentdéw, sa zbyt pracochtonne i wymagaja stosowania
szkodliwych odczynnikéw, by stosowac je rutynowo. Uzyskanie z tkanki pacjenta kwasu
nukleinowego o dobrej jako$ci jest jednak najwazniejsze, gdyz wpltywa na poprawno$¢
dalszej analizy.

Automatyczna izolacja kwaséw nukleinowych, cho¢ powtarzalna i minimalizujaca
niebezpieczenstwo zanieczyszczen oraz pomylek, jest na razie rzadko wykorzystywana ze
wzgledu na wysokie koszty. Automatyzacja znajduje natomiast zastosowanie w dalszych
etapach analizy.

Istnieje wiele metod wykrywania mutacji, w wigkszo$ci opartych na réznych odmia-
nach techniki PCR. Wybor najodpowiedniejszej metody uzalezniony jest od wielu czynni-
koéw, z ktorych najwazniejsze to rodzaj badanego kwasu nukleinowego (RNA, cDNA lub
najcze¢sciej genomowy DNA), liczba probek do przebadania czy réznorodno$¢ mutacji od-
powiedzialnych za powstanie chorobe. Na przyktad przebadanie probki DNA pacjenta z
podejrzeniem mukowiscydozy na obecnosé¢ ok. 20 mutacji w locus CFTR umozliwia iden-
tyfikacje Srednio w 90% przypadkéw. Podobnie jest w przypadku B-talasemii. Jednak juz
diagnostyka molekularna defektu czynnika V krzepliwosci krwi czy dziedzicznej hemo-
chromatozy wymaga sprawdzenia obecnosci tylko jednej lub dwu mutacji. Oczywiscie pro-
fil mutacji warunkujacych konkretna chorobg dziedziczna jest czgsto rézny dla réznych
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populacji, dlatego dostgpne handlowo testy diagnostyczne przygotowane sa z mysla o okre-
$lonej grupie badanych (np. Zydéw aszkenazyjskich czy Afroamerykanow).

W diagnostyce molekularnej, przede wszystkim chordb infekcyjnych, wykorzystywa-
ne sig takze inne niz PCR sposoby powielania wyj$ciowego materialu. Do najpopularniej-
szych naleza reakcje: tancuchowa ligazy (LCR), reakcja tanicuchowa naprawy (RCR), reak-
cja transkrypcji aktywowanej przez ligacje, system wykorzystujacy replikaze faga QP i
inne (10).

W wyborze sposobu wykrywania mutacji duze znaczenie ma koszt badania, szczegdl-
nie wysoki we wstgpnym etapie wprowadzania nowe;j techniki lub diagnostyki molekular-
nej nowej jednostki chorobowej. Koszty obejmuja nie tylko przystosowanie laboratorium,
nowa aparature, programy komputerowe, odczynniki, lecz rowniez naklady zwiazane ze
szkoleniem pracownikoéw, czy oplatami licencyjnymi. Wprowadzenie nowych technik wy-
maga takze czasu, przeznaczonego na okreslenie molekularnego podioza diagnozowar-i
choroby genetycznej w konkretnej populacji (spektrum mutacji). Jest to szczegdlnie istotne
w krajach wieloetnicznych (np. USA, Kanada, Holandia).

Wigkszo$¢ stosowanych metod wykrywania mutacji innych niz duze delecje, insercje
lub ekspansje krotkich powtdrzen sekwencji, opiera si¢ na wykorzystaniu techniki PCR, a
nastgpnie roznych wariantow elektroforezy, hybrydyzacji w roztworze lub w fazie stalej, a
coraz czgsciej automatycznego sekwencjonowania. W ciagu ostatnich lat odchodzi sig od
stosowania znacznikow radioaktywnych na rzecz wizualizacji fluorescencyjnej, chemolu-
minescencyjnej lub kolorymetrycznej. Kazda z wspomnianych metod prowadzi do wzmoc-
nienia wyj$ciowego sygnalu i zwigkszenia specyficznosci detekeji.

Najprostsza metoda rozrdzniania alleli prawidtowych od zmutowanych polega na elek-
troforetycznym wykrywaniu réznic w dtugosci badanych fragmentéw DNA. Przyktadem sa
mutacje powodujace CF: najczgstsza w populacji Polskiej AF508 oraz czgsta delecja ekso-
no6w 2 i 3 wykrywane sa rutynowo odpowiednio technika elektroforezy poliakryloamido-
wej lub agarozowej produktow powielania fragmentow genu CFTR. Do identyfikacji roz-
nic wielkosci alleli z mutacjami dynamicznymi np. genu FMR-/ zwiazanego z zespolem
famliwego chromosomu X, wykorzystuje si¢ obecnie zardwno hybrydyzacje genomowa (w
przypadku peinych mutacji), jak zmodyfikowana technik¢ PCR (w przypadku alleli prawi-
dtowych lub niosacych premutacje). Istnieja juz dostgpne handlowo testy oparte wytacznie
na technice amplifikacji DNA.

Mutacje zmiany sensu wymagaja dodatkowych metod rozrdéznienia fragmentéw po-
wielania genu (amplikonow) przed elektroforeza, na przyktad trawieniem odpowiednim
enzymem restrykcyjnym. W celu wykrycia mutacji nie zmieniajacej uktadu naturalnych
miejsc restrykeyjnych konieczne jest wprowadzanie w reakcji PCR sekwencji rozpoznawa-
nej przez restryktazg (artificially created restriction site, ACRS).

Identyfikacja mutacji w duzych genach lub w genach w ktorych wystepuje wiele, roz-
nych mutacji wymaga niekiedy stosowania wielokrotnego PCR (multiplex PCR). Dostgpne
handlowo zestawy wykrywania kilku-kilkunastu najcze¢stszych na konkretnym obszarze geo-
graficznym mutacji np. dla mukowiscydozy czy B-talasemii wykorzystuja czgsto zasadg
hybrydyzacji na no$niku statym np. technike odwréconej hybrydyzacji, w ktorej z membra-
na sprzegnigte sa sondy oligonukleotydowe specyficzne wobec konkretnych mutacji. W
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trakcie reakcji PCR z DNA pacjenta do produktow powielania wlaczane sa znaczniki (flu-
orescencyjne, luminescencyjne lub kolorymetryczne), umozliwiajace wykrywanie ampli-
konéw hybrydyzujacych z konkretna sonda. Wszystkie etapy analizy opartej na hybrydyza-
cji na nosniku mozna tatwo zautomatyzowa¢ i zminiaturyzowa¢, choé do tej pory koszty
wdrozZenia stanowia przeszkodg w szerokim rozwoju tej technologii.

W przypadku testowania duzej liczby probek na obecnos¢ nielicznych mutacji mozna
zastosowaé technike¢ prostej hybrydyzacji, w ktorej powielony fragment badanego genu
sprzegnigty z nosnikiem hybrydyzowany jest z sonda obecna w roztworze.

W diagnostyce molekularnej istotne ;jest takze rozréznianie stanu metylacji DNA (np.
w przypadku diagnostyki zespotu Angelmana i Williego-Pradera), co mozna obecnie wy-
kona¢ technika PCR.

Identyfikacja mutacji rzadko wystepujacych lub do tej pory nieznanych wymaga sto-
sowania metod przegladania sekwencji genu z ktérych najczgsciej stosowane sa rozne od-
miany SSCA (analizy polimorfizmu:;jednoniciowych fragmentéw DNA), HA (analizy hete-
rodupleksow) oraz DGGE (elektroforezy DNA w gradiencie czynnika denaturujacego).
Umozliwiaja one zidentyfikowanie fragmentéw genu o sekwencji zmienionej w stosunku
do sekwencji prawidtowe). Potwierdzenie obecnosci mutacji wymaga zasadniczo sekwen-
cjonowania tak wybranego fragmentu DNA.

W najblizszej przysztosci coraz szerzej bgdzie wykorzystywane bezposrednie, cykliczne
fluorescencyjne sekwencjonowanie automatyczne. Juz obecnie zastosowanie sekwencjo-
nowania w diagnostyce molekularnej jest uzasadnione ekonomicznie w przypadku poszu-
kiwania mutacji powodujacych rzadko wystgpujace choroby genetyczne lub w sytuacjach
istotnych klinicznie, gdzie wazne jest szybkie potwierdzenie wstgpnego rozpoznania.

Duze nadzieje wiaze si¢ z nowa, bardzo szybka, w peini zautomatyzowana metoda
sekwencjonowania przez hybrydyzacj¢ i coraz wigksza miniaturyzacja (chip technology,
ukiady scalone DNA). W obecnym stanie zaawansowania technologie te wykorzystywane
sa takze np. do otrzymywania DNA, reakcji PCR (w czasie krotszym niz 90 sekund) czy
wykrywania znanych mutacji technika sekwencjonowania przez hybrydyzacyj¢. Istnieja
komercyjne urzadzenia do sekwencjonowania wybranych gendéw i automatycznego odczy-
tywania sekwencji (11).

W zdecydowanej wiekszos$ci przypadkow wstgpnym etapem analizy RNA jest przepi-
sanie sekwencji na duzo trwalszy i tatwiejszy w badaniu cDNA w reakcji odwrotnej PCR
(RT-PCR). Dalsze etapy badania sa analogiczne,:;jak przy analizie genomowego DNA.

Wybor metody i konkretnej techniki identyfikacji mutacji zalezy od klinicznego celu
diagnostyki molekularnej oraz znajomos$ci zmian sekwencji badanego genu. Nie istnieje za-
tem jedna i uniwersalna metoda diagnostyczna, przystosowana do wszystkich przypadkow.

Identyfikacja mutacji rzadko wystgpujacych lub nowych stanowi dodatkowy problem
diagnostyczny, bowiem nieznany lub stabo poznany jest ich wptyw na fenotyp kliniczny
chorego. Diagnostyka molekularna konkretnej choroby uwarunkowanej genetycznie wy-
maga zatem wstepnej identyfikacji zmian sekwencji badanego genu w mozliwie duzej gru-
pie chorych oraz wsrdd osob reprezentujacych populacj¢ ogélna. Duze znaczenie ma row-
niez analiza funkcjonalnego znaczenia mutacji np. technika analizy in vitro produktéw trans-
krypcji lub translacji.
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Istotna jest poprawna interpretacja otrzymanego wyniku analizy. Gdy analiza wykony-
wana jest przez personel techniczny, obraz prazkéw elektroforetycznych, rezultat sekwen-
cjonowania czy hybrydyzacji powinny zosta¢ odczytane przez dwie osoby niezaleznie i
dopiero ich zgodna interpretacja upowaznia do przygotowania raportu koficowego. Wynik
badania, przekazywany lekarzowi zlecajacemu powinien zostaé podpisany przez osobe
wykonujaca badanie oraz osobg sprawdzajaca poprawno$¢ wyniku i interpretacji (kierow-
nika pracowni). Duze znaczenie ma jasno$¢, $cistos$é i jednoznacznoé¢ podawanych infor-
macji, tak by mozna je zrozumie¢ bez poglebionej znajomosci genetyki.

Wigkszo$¢ testow molekularnych cechuje bardzo wysoka wykrywalno§¢ mutacji oraz
specyficznosé. Zaden z testéw nie osiaga jednak 100% czutosci. Jest to powodowane wzgle-
dami zasadniczymi, na przyktad mozliwa zmiennoscia miejsc przytaczania starteréw PCR
uniemozliwiajaca powielenie jednego z alleli badanego genu. Druga przyczyna sa bledy
wykonania, odczytu lub interpretacji wyniku.

Poniewaz negatywny wynik testu molekularnego powoduje zmiang wstgpnego rozpo-
znania lub oceny ryzyka choroby, wymaga on szczegélnie wnikliwej interpretacji. Czgsto
konieczne jest porownanie otrzymanego wyniku z rezultatami innych testéw (biochemicz-
nych, immunologicznych), badan antropometrycznych oraz z obrazem klinicznym chore-
go. Identyfikacja mutacji u pacjenta wymaga niekiedy okreslenia, czy mutacja taka wystg-
puje i z jaka czgstoscia w populacji ogdlnej (lub grupie etnicznej do ktorej nalezy badany).

1.2. WYBRANE CHOROBY UWARUNKOWANE GENETYCZNIE

Hiperfenyloalaninemia oraz galaktozemia zostaly wybrane jako modelowe, jednoge-
nowe choroby autosomalne recesywne. Sg to jedne z najczgsciej wystgpujacymi w popula-
cji polskiej chorob uwarunkowanych genetycznie, odpowiednio: 1: 8000 oraz 1:40.000
zywych urodzen.

Diagnostyka molekularna nie jest dziedzina autonomiczng, lecz wymaga bardzo do-
brego wspoétdziatania lekarza oraz genetyka. Wynik analizy molekularnej powinien by¢
zawsze zinterpretowany w kontekscie pelnego obrazu klinicznego pacjenta. Wymog ten
jest szczegoblnie istotny we wstgpnym okresie wprowadzania nowych metod diagnostycz-
nych. Instytut Matki i Dziecka (IMiD) od lat sze$édziesiatych jest o$rodkiem o znaczeniu
ogolnokrajowym diagnostyki biochemicznej i leczenia hiperfenyloalaninemii oraz galakto-
zemii. Rowniez z tego punktu widzenia wybér choréb nie byl przypadkowy.

W Polsce hiperfenyloalaninemia wykrywana jest w pourodzeniowym tecie przesiewowym
(pierwotnie test Guthriego, a obecnie ilo§ciowe oznaczanie kolorymetryczne fenyloalaniny) (12).

Badania przesiewowe w kierunku galaktozemii nie sa w Polsce wykonywane. Ozna-
czana jest jedynie aktywnos$¢ enzymu, ktorego deficyt jest najczgstsza przyczyna galakto-
zemii (urydylilotransferazy galaktozo-1-fosforanowej, GALT) w erytrocytach dzieci z po-
dejrzeniem klinicznym galaktozemii. Nie wykonuje si¢ roznicowej diagnostyki biochemicz-
nej poszczegolnych postaci galaktozemii. Doktadniejsze okreslenie charakteru choroby, stop-
niajej ostrosci czy przewidywanie dalszego rozwoju dziecka nie jest mozliwe bezposrednio
po wstgpnym rozpoznaniu, lecz wymaga dlugotrwalej obserwacji i badan posrednich.
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Diagnostyka molekularna umozliwia szybkie potwierdzenie rozpoznania wstgpnego,
jak rowniez przewidywanie rozwoju obrazu klinicznego w oparciu o zidentyfikowany ge-

notyp (13).

1.2.1. Metaboliczna réznorodno$¢ hiperfenvloalaninemii

Dziedziczna hiperfenyloalaninemia (HPA) obejmuje grupg choréb powodowanych
uszkodzeniem jednego ze sktadnikow systemu katabolizmu fenyloalaniny (ryc. 1). Wspol-
na cechg HPA jest trwale podwyzszone stg¢zenie fenyloalaniny we krwi i ptynach ustrojo-
wych. W prawie 98% przypadkow defekt dotyczy hydroksylazy fenyloalaninowej (PAH), a
w pozostatych enzymow zwiazanych z biosynteza lub metabolizmem kofaktora reakcji prze-
ksztatcania fenyloalaniny w tyrozyng (por. ryc. 1). Wszystkie postaci HPA dziedziczone sa
w sposob autosomalny recesywny (14).

TYROZYNA

Ryc.1. Schemat enzymatycznego systemu hydroksylacji fenyloalaniny.
Hiperfenyloalaninemia moze by¢ powodowana defektem hydroksylazy fenyloalaninowej (3)
albo enzymow uczestniczacych w syntezie i odnawianiu aktywnej formy kofaktora (tetrahydro-
biopteryny), m.in. reduktazy dihydrobiopterynowej (5), cyklohydrolazy I GTP (1), syntazy 6-
pirogronylotetrahydrobiopterynowe;j (2) lub dehydratazy pteryno-4-karbinoloaminowej (4).

Tetrahydrobiopteryna (BH,) jest kofaktorem nie tylko hydroksylazy fenyloalaninowej,
lecz réwniez hydroksylazy 3-tyrozynowej oraz hydroksylazy 5-tryptofanowe;j, ktore sa klu-
czowymi enzymami szlakéw biosyntezy neurotransmiteréw (dopaminy i serotoniny). Stad
defekt enzyméw zwiazanych z utrzymywaniem wilasciwego poziomu BH, prowadzi do hi-
perfenyloalaninemii ktorej towarzyszy deficyt amin biogennych.
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Hiperfenyloalaninemia jest choroba o znacznej heterogennos$ci objawow klinicznych,
od postaci cigzkich np. klasycznej fenyloketonurii (PKU) czy centralnej postaci niedoboru
syntazy 6-pirogronylotetrahydrobiopterynowej (PTPS), do form przejsciowych i fagodnych
np. tagodnej PKU, tagodnej HPA czy obwodowej postaci deficytu PTPS. Rozréznienie
postaci HPA jest istotne poniewaz formy !agodne nie wymagaja leczenia lub wymagaja
leczenia w ograniczonym zakresie. Lagodne postaci HPA wystgpuja okoto 4-5 razy rza-
dziej, w poréwnaniu z klasyczna PKU.

Podstawowym, noworodkowym testem przesiewowych w kierunku HPA by} do 1998
roku test Guthriego. Obecnie stosuje sig test kolorymetryczny, umozliwiajacy precyzyjne
oznaczenia stgzenia fenyloalaniny we krwi. Jednoczesne oznaczenie pozioméw fenyloala-
niny i tyrozyny mozliwe jest np. metoda fluorymetryczna. Nieprawidlowy wynik wymaga
dalszej diagnostyki roznicujacej dwie zasadnicze postaci HPA. Na deficyt BH, wskazuje
pozytywny wynik testu doustnego obciazenia kofaktorem. Dalsza diagnostyka wymaga
oznaczenia st¢zenia biopteryny i neopteryny w moczu oraz w miar¢ mozliwosci w ptynie
mozgowo-rdzeniowym, dla dokladnego wskazania defektywnego enzymu oraz postaci cho-
roby (15).

Ostateczne ustalenie rozpoznania deficytu DHPR wymaga oznaczenia aktywnosci re-
duktazy w erytrocytach.

Objawom choroby zapobiega si¢ poprzez stosowanie diety niskofenyloalaninowej o
réznym zakresie (deficyt PAH), przez doustne podawanie BH, (deficyt GTP-CH lub PTPS)
lub laczne stosowanie diety i uzupetnianie kofaktora (DHPR). W deficytach BH,, w celu
przywrocenia rOwnowagi neurotransmiterdw podaje si¢ rowniez prekursory dopaminy i
serotoniny (16, 17).

1.2.2. Molekularne podloze klinicznej heterogennosci HPA

U podstaw dziedzicznej HPA lezy uszkodzenie genéw kodujacych enzymy systemu
hydroksylacji fenyloalaniny. Znana jest zarowno lokalizacja chromosomowa, jak sekwen-
cja wszystkich genow, ktérych mutacje powoduja HPA.

Rozwadj i upowszechnienie w medycynie metod biologii molekularnej umozliwity po-
znanie mutacji powodujacych rézne postaci HPA. Okazalo sig, ze u podstaw heterogenno-
$ci form klinicznych HPA lezy heterogenno$é na poziomie molekularnym. Zidentyfikowa-
no szereg mutacji w genach kodujacych hydroksylaze fenyloalaninows (PAH), cyklohydro-
laz¢ I GTP (GTPCH), syntazg 6-pirogronylotetrahydrobiopterynowa (PTS) oraz reduktazg
tetrahydrobiopterynowa (DHPR). Wiele z mutacji, zwlaszcza w genie PAH i PTS, powiaza-
no z konkretnymi fenotypami biochemicznymi i klinicznymi chorych. Diagnostyka mole-
kularna stanowi zatem dodatkowe narzgdzie utatwiajace lekarzowi wybor i planowanie
optymalnego dla danego chorego sposobu leczenia (18).

1.2.3. Mutacje w genie PAH

W obrgbie HPA powodowanej mutacjami w genie PAH wyrdzni¢ mozna trzy zasadni-
cze postaci kliniczne: klasyczna PKU, tagodng PKU oraz tagodna HPA (19).
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Tabela. I. Uproszczona klasyfikacja hiperfenyloalaninemii wynikajacej z defektu genu PAH

ostaé chorob aktywnos¢ PAH stgzenia fenyloalaniny
Fzroz oznanie)y w bioptatach watroby w osoczu krwi
P (% poziomu normalnego) (nmole/1)
klasyczna PKU xl =1200
fagodna PKU 1-3 600-1200
fagodna HPA 3-6 <600

Do potowy 2000 roku zidentyfikowano ponad 400 mutacji w genie PAH. R6zne muta-
cje w roznym stopniu ograniczaja aktywnos¢ hydroksylazy fenyloalaninowej, mozna wy-
r6zni¢ jednak w ich obrgbie trzy grupy: mutacje silne (S), tagodne (L) i posrednie (P).

Obydwa zmutowane allele PAH koduja podjednostki hydroksylazy, ktore wspdlnie
tworza aktywny Katalitycznie tetramer. Heterogennos¢ postaci klinicznej HPA zalezy za-
tem rowniez od tego, ktore mutacje spotkaja si¢ u chorego. Kombinacja dwu mutacji S
powoduje zawsze klasycznag PKU. Dwie mutacje L - fenotyp prawidtowy lub niekiedy ta-
godna HPA. Potaczenie mutacji L i S tagodng HPA, a mutacji S i P tagodng PKU. Dwie
mutacje P prowadza najczgsciej do tagodnej HPA.

1.2.4. Mutacje w genie PTS

W obrazie klinicznym deficytu PTPS wyrdznia si¢ dwie skrajne postaci. Posta¢ ,,typo-
wa” lub ,,centralng”, w ktdrej pojawiaja si¢ objawy zwiazane z zakléceniem hydroksylacji
fenyloalaniny w watrobie oraz zaburzenia neurologiczne, zwiazane z zaktoceniem syntezy
neurotransmiterow. W postaci ,,obwodowe;j” (fagodnej) objawy ze strony centralnego ukla-
du nerwowego sa stabo nasilone lub nie wystgpuja w ogole. Obecnie przyjmuje sig, ze
istnieje wiele stadiéw posrednich migdzy postacia centralng a obwodowa.

Podobnie jak w deficycie hydroksylazy fenyloalaninowej, rowniez w tym przypadku
przyczyna réznorodnosci objawow jest wielo§¢ mutacji oraz tetrameryczna budowa enzy-
mu. Dotychczas zidentyfikowano ponad 40 mutacji w genie PTS. Liczba chorych z okre-
$lonym genotypem w locus PTS pozostaje nadal niewielka, dlatego nie ustalono zbyt wielu
zwiazkow miedzy konkretnymi mutacjami a fenotypem klinicznym chorych. Badania eks-
presji mutacji in vitro wskazuja jednak, ze niektére mutacje pozostawiaja znaczaca aktyw-
nos¢ resztkowa enzymu (np. R16C, V56M) (20).

W przypadku deficytu PTPS wykryto pewne odstepstwa od dziedziczenia autosomal-
nego recesywnego. Niektorzy nosiciele jednego, zmutowanego allelu PTS wykazuja obja-
wy deficytu kofaktora (np. niskie poziomy aktywnosci PTPS czy nieprawidtowy profil pte-
ryn w moczu). Wydaje sie, ze nieliczne mutacje w genie PTS sa tzw. mutacjami negatywnie
dominujacymi. Powodowane przez nie podstawienia aminokwasowe wplywaja niekorzyst-
nie na wspoldziatanie podjednostek syntazy, zmniejszajac aktywno$¢ tetrameru zbudowa-
nego z podjednostek tworzonych na matrycach obu alleli genu PTS.
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1.2.5. Galaktozemie powoduja defekty trzech enzyméw

Galaktoza jest heksoza wystepujaca najpowszechniej w potaczeniu z glukoza jako
dwucukier laktoza. Obecna jest w wielu produktach spozywczych: w duzych ilosciach w
mleku, naturalnym pokarmie noworodkéw i niemowlat,.a w nieco mniejszym stopniu obec-
na jest w pokarmie starszych dzieci i dorostych.

Znane sa trzy dziedziczne defekty enzymatyczne (galaktozemie), uniemozliwiajace
prawidlowe wykorzystanie galaktozy przez organizm czlowieka (por. ryc. 2). Najczgstsza
galaktozemia, klasyczna, wynika z braku lub niepeinej aktywno$ci urydylilotransferazy
galaktozo-1-fosforanowej (GALT). Duzo rzadsze sa niedobory galaktokinazy (GALK) lub
4-epimerazy urydynodifosfogalaktozowej (GALE). Wszystkie formy choroby dziedziczo-
ne sa w sposob autosomalny recesywny (21-23).

Objawy kliniczne galaktozemii pojawiaja si¢ w pierwszych dniach zycia i karmienia
noworodka. W wiekszo$ci przypadkow przebieg kliniczny jest burzliwy. Dominuja objawy
uszkodzenia watroby — zottaczka, skaza krwotoczna, wodobrzusze, uogoélnione obrzgki,
hepatomegalia. Niekiedy wystepuja wymioty, biegunki, wyniszczenie, sktonno$¢ do zaka-
zen, tubulopatia, zaéma. Obraz choroby w tym okresie jest bardzo réznorodny. W po6zniej-

Galaktoza

[ ]

Glukozo-6-P

Ryc. 2 Schemat katabolizmu galaktozy. Niezdolno$¢ do metabolizowania galaktozy moze by¢ powo-
dowana brakiem lub niepeing aktywnoscig trzech enzyméw. Przy niedoborze GALT, aktyw-
nos$¢ epimerazy umozliwia tworzenie UDPgal z glukozy. Dzigki temu mozliwe jest stosowanie
diety wolnej od galaktozy.
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szym okresie moga wystapi¢ powiklania w postaci stanéw ipog kemicznych czy hiperbi-
lirubuinemii prowadzacej do zo6ttaczki jader podstawy mozgu. Dalsze podawanie galakto-
zy w wigkszosci przypadkow prowadzi do zgonu w ciagu kilku- kilkunastu dni.

W klasycznej galaktozemii o fagodnym przebiegu oraz u starszych, nie leczonych dzieci,
obserwowana jest hepatomegalia z cechami marskosci watroby, rozwdj zaémy, uposledze-
nie rozwoju umystowego. Ten klasyczny zesp6t objawdw, choé daleko mniej nasilony, spo-
tykany jest takze u chorych leczonych.

Leczenie galaktozemii polega na wyeliminowaniu z diety galaktozy i obowiazuje przez
cale zycie. Dieta eliminacyjna w ostrym okresie choroby jest bardzo skuteczna: ustapienie
objawow uszkodzenia watroby obserwuje si¢ w ciagu kilku dni. Dieta nie zapobiega jednak
w pelni wystapieniu objawdéw pdznych, tak ze rozwdj umystowy wigkszosci chorych nie
jest w pelni zadowalajacy. Wystegpuja zaburzenia zachowania, percepcji wzrokowej, opdz-
nienia rozwoju mowy, trudnosci w nauce. U czg¢$ci chorych pojawiaja si¢ objawy neurolo-
giczne, u niektorych (mimo leczenia) rozwija sig¢ za¢ma, u dziewczynek dysfunkcja jajni-
kow (24-26).

Brak aktywnos$ci GALT prowadzi do podwyzszenia galaktozy i jej metabolitow: ga-
laktozo-1-fosforanu i ga aktitolu w tkankach i ptynach ustrojowych. Zwiazki te odgrywaja
zasadnicza rolg w pojawianiu si¢ wczesnych objawow galaktozemii. PoZne skutki choroby,
przede wszystkim o charakterze neurologicznym, wynikaja najprawdopodobniej z niedo-
boru UDP-galaktozy, prowadzacego do zaklocenia galaktozylacji glikoprotein i glikolipi-
dow. Zakldceniu ulegaja réwniez procesy fosforylacii (27). Przyjmuje sie, Ze niepeina sku-
teczno$¢ diety eliminacyjnej w pozniejszym okresie Zycia chorych wynika ze spozywania
galaktozy obecnej w tzw. ukrytych Zrodtach (owoce, warzywa) oraz endogennej produkcji
galaktozy i galaktozo-1-fosforanu (28).

Deficyt GALT powodowaé moze zmiany juz w okresie ptodowym: zaéme wrodzona,
uszkodzenia jajnikdw oraz watroby. Przypuszcza sig, ze wiele nieprawidlowosci ujawniaja-
cych si¢ w pézZniejszym okresie zycia chorych moze mieé swoj poczatek w okresie zycia
plodowego. Poniewaz galaktoza tatwo przenika przez tozysko duze znaczenia ma utrzymy-
wanie przez kobietg cigzarng diety bezmleczne;.

Wspomniane mechanizmy patogenezy sa jednakowe u wszystkich chorych. Jednak
skutek ich dziatania moze by¢ rézny u réznych oséb. Réznice w obrazie klinicznym choro-
by ujawniaja si¢ juz u noworodkow, ale sa szczegdlnie wyrazne w pdzniejszych okresach
zycia. Postulowane do niedawna czynniki prognostyczne w galaktozemii takie jak wiek
rozpoznania, przebieg choroby w okresie noworodkowym czy jako§é diety, maja ograni-
czone znaczenie. Przyjmuje sig, ze réznorodnos¢ przebiegu klinicznego w pewnej mierze
warunkuje rodzaj mutacji w genie kodujacym urydililotransferaze (GALT) (29).

Znanych jest obecnie ponad 180 mutacji w genie GALT. Niektére z nich powiazano z
tagodnym przebiegiem choroby (np. mutacje T138M, S135L, R259W). Znaleziono réw-
niez wiele polimorfizméw wewnatrzgenowych, ktérych wystgpowanie towarzyszy tagod-
nym postaciom galaktozemii. Wydaje sig, Ze polimorfizmy owe sa jedynie markerami istot-
nych przyczynowo mutacji lezacych w ukrytych sekwencjach genu GALT lub poza nim.

Funkcjonalna GALT jest homodimerem i wystegpuje w kilku izoformach polimorfez-
nych, ktore najlatwiej wykry¢ na podstawie r6znic w ruchliwosci elektroforetycznej. Naj-
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czgstsze warianty polimorficzne to: Duarte-1 (D-1), o normalnej lub zwigkszonej aktywno-
$ci enzymatycznej oraz Duarte-2 (D-2, o aktywnosci 35-45% normy (30). Pierwszy z nich
powodowany jest obecnoScia mutacji N314D oraz L2181 w tym samym allelu (ién cis). D-2
zwiazany jest z mutacjg N314D, ktorej towarzyszg in cis polimorfizmy G1105C i G1391A.
Chory niosacy jedng mutacjg silng oraz drugi allel D-2 charakteryzuje si¢ aktywnoscia GALT
rzedu 25% (31).

Wydaje sig, ze mutacja N314D nie jest bezposrednia przyczyna zmniejszenia aktyw-
nosci GALT. Po pierwsze jest to jedyna mutacja, obecna w dwu zasadniczo réznych alle-
lach (D-1 i D-2), o przeciwstawnym wplywie na aktywno$¢ transferazy. W wielu przypad-
kach sekwencjonowano cala sekwencjg kodujaca genu nie znajdujac innych zmian. Ponad-
to oznaczenie wpltywu mutacji N314N w dwu ukladach in vitro (ssaczym i drozdzowym)
nie wykazalo zmniejszenia aktywno$ci zmutowanego enzymu (32, 33). Sugerowano, iz
mutacje N314D mozna traktowac jako marker sprzezony z mutacja (ami) potozona (ymi)
poza regionem kodujacym genu GALT lub nawet poza samym genem. Mutacja N314D
wplywaé moze takze na synteze, sktadanie, rozpad lub aktywnosé translacyjna mRNA GALT.
Taka sugestie uprawdopodobnia obserwacja, iz allel D-2 powoduje ograniczenie aktywno-
$ci GALT poprzez zmniejszenie stezenia enzymu w komorce (34).

Ostatnio prowadzone badania zdaja si¢ jednak wskazywac, iz mutacja N314D zmniej-
sza stabilnos¢ bialka GALT w ludzkich limfoblastach, nie wplywajac na mRNA genu
GALT (35).

Wykazano, ze niedobor GALT rz¢du 50% moze wiazac sig ze zwigkszonym ryzykiem
endometriozy i agenezji pochwy (36, 37). Zaburzenia w budowie droég rodnych obserwo-
wano takze u nosicielek mutacji Q188R.

GALT ulega ekspresji we wszystkich tkankach, cho¢ w zr6znicowanej ilosci. Najwyz-
sze poziomy obserwuje si¢ w watrobie, jajnikach, mézgu i erytrocytach. Najwyzsza aktyw-
no$¢ transferazy ma miejsce w okresie perinatalny, co moze by¢ zwiazane m.in. z zacho-
dzaca w tym okresie mielinizacja neuronéw (38).

1.3. OKRESLANIE KORELACJI POMIEDZY GENOTYPEM,
A FENOTYPEM KLINICZNYM

,»Sile” mutacji okre$laé mozna w r6znych uktadach ekspresji in vitro. Sposéb polega
na sztucznym wprowadzeniu do sekwencji kodujacej (¢cDNA) np. genu P4H konkretne;j
mutacji. W odpowiednich warunkach na matrycy tak zmienionego DNA, powstaje mRNA
1 bialko hydroksylazy. Aktywnos¢ powstalego enzymu mozna oznacza¢ standardowymi
metodami i poréwnaé z aktywno$cia natywnej hydroksylazy.

Silg¢ mutacji mozna okresla¢ rowniez klinicznie (in vivo): poréwnujac fenotypy cho-
rych z oznaczonymi genotypami w genie powodujacym chorobg (39, 40). Warunkiem po-
wodzenia jest oczywiscie poznanie genotypow dostatecznie duzej liczby chorych i powia-
zanie zidentyfikowanych mutacji z szeregiem wskaznikéw stosowanych w klasyfikacji po-
staci diagnozowanej choroby. Najczgsciej okresla sig stgzenie fenyloalaniny we krwi po
urodzeniu (fenotyp biochemiczny), tolerancjg fenyloalaniny w pozywieniu, tzn. ilos¢ feny-
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loalaniny w przeliczeniu na dzien i kilogram masy ciata, ktora nie podnosi poziomu fenylo-
alaniny we krwi poza pozadane z klinicznego punktu widzenia granice okreélone dla kon-
kretnego wieku chorego (fenotyp metaboliczny), profil eliminacji fenyloalaniny po doust-
nym podaniu bialka lub samego aminokwasu. Wazne jest rowniez okreslenie zaleznie od
wieku ilorazu rozwoju (DQ) lub ilorazu inteligencji (IQ), mozliwych objawdw neurolo-
gicznych czy zmian w obrazie MRI.

W pracy tej, w przypadku klasyfikacji form HPA, postugiwano si¢ wskazéwkami opra-
cowanymi przez Giittlera (41). Klasyfikacja postaci galaktozemii oparta byla zasadniczo na
okresleniu aktywno$ci GALT w erytrocytach os6b chorych.

Analiza in vitro mutacji powodujacych rozne formy HPA jest chyba najbardziej za-
awansowana, w poréwnaniu z innymi chorobami dziedzicznymi. Wynika to po czgsci ze
wzglednej tatwosci badania aktywnosci PAH in vitro (w poréwnaniu np. z GALT), oraz z
istnienia od poczatku lat dziewigédziesiatych §wiatowego rejestru mutacji w genie PAH.
Polscy lekarze i biologowie molekularni (B.Cabalska, M.Gizewska, J.Jaruzelska, M.No-
wacka, C.Zekanowski) od prawie 10 lat uczestnicza w wymianie danych w ramach projek-
tow koordynowanych przez PAH Mutation Analysis Consorium oraz od 3 lat w projektach:
International Datebase of Tetrahydrobiopterin Deficiencies. (B. Cabalska, M. Gizewska,
M. Nowacka, C. Zekanowski) i GALT Mutation Datebase (B. Radomyska, C. Zekanowski)
(42-44). Wszystkie zidentyfikowane w populacji polskiej mutacje oraz okre$lone korelacje
genotypu z fenotypem klinicznym sa na biezaco zgtaszane do wymienionych, dostgpnych
internetowo, baz danych. Dzieki tym i podobnym inicjatywom obejmujacym wiele choréb
dziedzicznych, mozliwa jest szybka interpretacja kliniczna identyfikowanych genotypow
(45). Mozliwa staje si¢ takze integracja danych klinicznych, molekularnych i krystalogra-
ficznych, ktora juz w niedalekiej przyszto§ci zaowocowaé moze powstaniem funkcjonal-
nych map hydroksylazy fenyloalaninowe;j i urydylilotransferazy galaktozo- 1-fosforanowe;.
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2. CEL PRACY

Zasadniczym celem pracy bylo poznanie podioza molekularnego wybranych chorob
uwarunkowanych genetycznie (hiperfenyloalaninemii i galaktozemii) oraz okre$lenie zwiaz-
kéw migdzy genotypem a fenotypem klinicznym chorych.

Zadaniem praktycznym bylo ustalenie zasadno$ci stosowania diagnostyki molekular-
nej, opracowanie podstaw dla rutynowego identyfikowania mutacji powodujacych wspo-
mniane choroby oraz wybdr optymalnych dla laboratorium referencyjnego technik diagno-
stycznych. Zadania te wymagaty wst¢pnego ustalenia zakresu mutacji wystgpujacych u ba-
danych chorych w populacji polskie;j.

Podjgto takze probg oceny stanu obecnego i nakre$lenia kierunku przysztych zmian w
dziedzinie diagnostyki molekularnej dla celéw klinicznych w Polsce.
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3. PACJENCI, MATERIALY I METODY

3.1. PACJENCI

Przebadano probki DNA pochodzace od 85 dzieci z tagodna HPA, 22 dzieci z tagodna
PKU, 2 chorych z klasyczna PKU, 7 z deficytem PTPS oraz 83 z deficytem GALT oraz 4 z
podejrzeniem defektu GALE.

Pacjenci znajduja si¢ pod opieka Kliniki Pediatrii Instytutu Matki i Dziecka w War-
szawie (prof. Barbara Cabalska, dr Maria Nowacka, dr Barbara Radomyska), II Kliniki
Pediatrii Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie (dr Maria Gizewska), Kliniki Pe-
diatrii Akademii Medycznej w Gdansku (dr Jolanta Ulewicz-Filipowicz) oraz Poradni Ge-
netycznej Collegium Medicum UJ w Krakowie (dr Ewa Kostyk).

Wszystkie rodziny wyrazity zgode na wykonanie diagnostyki molekularne;.

3.2. IZOLACJA 1 OCZYSZCZANIE KWASOW NUKLEINOWYCH

DNA izolowano z leukocytdw krwi obwodowe;j (analiza gendw GALT, GALE, PAH,
PTS, GTPCH, PCDH) lub hodowli fibroblastow (gen PTS) metoda stopniowego wysalania
biatek komoérkowych lub stosujac zestaw QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagene). Do
wyodrgbniania mRNA uzywano Oligotex Direct mRNA Kit (Qiagene). Plazmidowy DNA
izolowano z uzyciem zestawu QIAGEN Plasmid Mini Kit (Qiagene).

Stgzenie i czysto$¢ preparatdow DNA i RNA w razie potrzeby oznaczano spektrofoto-
metrycznie i elektroforetycznie wg Sambrooka i wsp. Niekiedy DNA dializowano metoda
kroplowa: roztwér DNA nanoszono bezposrednio na powierzchnig filtréw z PVDF o $red-
nicy poréw < 0,025 um (Millipore).

3.3. SPOSOBY POSZUKIWANIA MUTACIJI

W genomowym DNA mutacji poszukiwano stosujac technike nieizotopowej analizy
konformacyjnej pojedynczej nici DNA (single stranded conformational analysis, SSCA)
oraz poprzez analiz¢ heterodupleksow w zelu poliakryloamidowym i MDE (mutation
detection enhanced, firmy FMC), po amplifikacji odpowiednich fragmentéw DNA tech-



26 Cezary Zekanowski

nikg PCR. Zele barwiono metoda srebrowa lub bromkiem etydyny. Odcinki DNA o zmie-
nionej ruchliwosci elektroforetycznej poddawano bezposredniemu, fluorescencyjnemu
sekwencjonowaniu cyklicznemu. Najczgsciej jednak sekwencjonowano poszczegdlne eks-
ony genu PAH w kolejnosci odpowiadajacej rozktadowi czgstosci mutacji w sekwencji
genu.

Mutacji poszukiwano réwniez w sekwencji kodujacej genu PTS stosujac RT-PCR z
catkowitym RNA komoérkowym lub mRNA. Uzyskany cDNA poddawano bezposrednie-
mu, fluorescencyjnemu sekwencjonowaniu cyklicznemu (46).

Niekiedy mutacje znane, w genach PAH i GALT poszukiwano stosujac metod¢ PCR-
RFLP oraz ACRS (wg. Zekanowskiego i wsp. 1995 oraz Kozaka i wsp. 2000) (47).

3.3.1. Reakgja tancuchowa polimerazy (PCR)

Powielanie DNA wykonywano w termocyklerach firmy MJ Research (PCT 1001 PCT
200). Reakcje prowadzono w warunkach standardowych (temperatura przytaczania 56-58°C),
w buforze dostarczonym przez producenta polimerazy Taq. W przypadku powielania ekso-
now genu GALT i GALE stosowano polimerazg Taq firmy Qiagene z buforem Q oraz tempe-
raturg przytaczania 60°C.

Przy powielaniu eksonu 1 genu PTS prowadzono dwie rundy PCR (48). W pierwszej
reakcji temperatura przytaczania wynosita 54°C. Powstajacy fragment o wlasciwej wielko-
$ci wycinano z zeli agarozowego i oczyszczano stosujac QiaEx II (Qiagene). Okoto 1/50
oczyszczonego produktu powielano powtdrnie z tymi samymi starterami, stosujac tempera-
turg 65°C (49). Stosowano takze startery podane w pracy Ro stad i wsp (50).

Sekwencje starterow do reakcji PCR i sekwencjonowania projektowano takze w opar-
ciu o dostgpne w bazach danych sekwencje DNA lub stosowano startery dostgpne w litera-
turze. Sekwencje starterow uzywanych przy powielaniu i sekwencjonowaniu eksondéw ge-
néw PAH i GALT podano w Uzupelnieniach.

Produkty PCR oddzielano od niewykorzystanych w reakcji starterow stosujac techni-
ke selektywnej adsorbcji na membranie z zelu krzemionkowego (QIAquick Spin PCR Pu-
rification Kit, Qiagene) lub technika ultrafiltracji membranowej (Microcon 100 lub 30,
Amicon).

3.3.2. Analiza polimorfizmu konformacyjnego jednoniciowego DNA (SSCA)

Analizg SSCA prowadzono w aparacie firmy Pharmacia (Phast System) zasadniczo
zgodnie z zaleceniami producenta (12.5% natywny zel poliakryloamidowy) lub w 8% zelu
poliakryloamidowym w aparacie firmy Hoeffer.

Produkty powielania poszczegdlnych fragmentéw genu denaturowano w temperatu-
rze 94°C przez 3 min., w buforze zawierajacym dejonizowany formamid (50% v/v) oraz
barwniki elektroforetyczne, a nastgpnie chtodzono w lodzie przez 5 min. Probki podda-
wano elektroforezie w ustalonych eksperymentalnie warunkach dla kazdego z fragmen-
tow DNA. Na przykiad dla wigkszosci eksonéw genu PAH w aparacie Phast System elek-
troforezg prowadzono przez 250-300 Vh, przy 400V i 2.5W, w temperaturze 7-15°C. Dla
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8% zelu poliakryloamidowego wg. Sambrooka rozdzial prowadzono przez 16 godz., przy
15-20 V/em, w 8-10°C.

Jako kontrolg stosowano produkty powielania odpowiednich fragmentéw o znanej
sekwencji.

Ryc. 3. Wyniki SSCA powielania eksonu 11 genu PAH siedmiu chorych z tagodna HPA. Dla prébek
oznaczonych numerami 5 i 7 stwierdzono zmiany w obrazie prazkéw SSCP. Odpowiadaja one
kolejno: polimorficznemu podstawieniu L385L oraz mutacji fagodnej T380M.

3.3.3. Analiza heterodupleksow (HA)

Analiz¢ heterodupleksow (heteroduplex analysis, HA) prowadzono w aparacie Phast
System oraz w zelach poliakryloamidowych i MDE w aparacie firmy Hoeffer (odpowied-
nio: HA i HA-MDE).

HA-MDE prowadzono w zelu MDE Ix bez dodatku mocznika, zasadniczo zgodnie z
zaleceniami producenta. Odpowiednie produkty PCR mieszano ze soba w rownych molar-
nie ilo$ciach, denaturowano termicznie i chtodzono przy spadku temperatury 1°/ minutg do
37°C. Po dodaniu barwnikéw elektroforetycznych probki rozdzielano przy 20 V/cm przez
noc w temperaturze pokojowe;.

Ryc. 4. Identyfikacja mutacji K258N metoda HA. Przed rozdzialem elektroforetycznym powielony,
badany ekson 9 genu GALT trzech chorych hybrydyzowano z odpowiadajacym mu produktem
PCR nie niosacym mutacji (a) lub z produktem PCR niosacym mutacje K285N w ukladzie
homozygotycznym (b). Sciezka B: brak mutacji K258N. Sciezki A i C: mutacja K285N w
jednym allelu genu GALT.
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3.3.4. Analiza transkryptéw (RT-PCR)

Catkowity mRNA izolowano z hodowli fibroblastow lub z leukocytéw krwi obwodo-
wej stosujac Oligotex Direct mRNA Kit (Qiagene). Mozliwe $ladowe ilosci DNA usuwano
przez trawienie DNazal. Syntez¢ pierwszej nici cDNA prowadzono ze starterem oligo(T),
stosujac SuperScript Preamplification System (Stratagene). Nastepnie cDNA genu PTS
powielano w reakcji PCR stosujac startery PTPS11 i PTPS12 (wg. Thony’ego i wsp. 1994)
w warunkach standardowych.

3.3.5. Sekwencjonowanie

Oddzielone od niewykorzystanych w reakcji PCR starteréw powielone fragmenty ge-
now sekwencjonowano stosujac zestaw DNA Sequencing Kit (PE Biosystems) zasadniczo
zgodnie z zaleceniami producenta, podwyzszajac jedynie temperature przytaczania startera
do 58°C) oraz automatyczny sekwenator ABI 310 (PE Biosystems). Produkty oddzielano
od niewykorzystanych fluorescencyjnych terminatoréw stosujac ultrafiltracje zelowa (Centri
Sep, firmyPE Biosystems) lub wytracanie etanolem w obecnos$ci jonow Mg**.

Produkty reakcji sekwencjonowania rozdzielano w automatycznym, kapilarnym se-
kwenatorze ABI 310 (PE Biosystems). Przy analizie wynikoéw wykorzystywano program
Sequencing Analysis 3.0 oraz Sequence Navigator (Macintosh), bedace czescia oprogra-
mowania uzytkowego ABI 310.

3.4. EKSPRESJA IN VITRO MUTACIJI R68G I R68S

Mutagenezg in vitro przeprowadzono wykorzystujac zestaw Quick Change (Stratage-
ne), zgodnie z zaleceniami producenta.

Analiz¢ ekspresji w komorkach Escherichia coli prowadzono z uzyciem plazmidu
ekspresyjnego pMAL-c2. Plazmid obejmuje gen kodujacy biatko fuzyjne, zlozone z PAH
oraz biatka wiazacego maltozg (maltose binding protein, MBP). Aktywno$¢ PAH mierzono
poprzez przeksztatcenie '*C-Phe to “C-Tyr w nieoczyszczonym lizacie komérkowym oraz
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jako aktywnos¢ bialtka fuzyjnego po oczyszczeniu przez chromatografie powinowactwa na
zlozu zawierajacym amylozg. W reakcji testowej stosowano sztuczny kofaktor reakcji hy-
droksylacji: 6-metylotetrahydrobiopteryng (6MPH,). Radioaktywne aminokwasy wykrywano
technika chromatografii cienkowarstwowej i autoradiografii, a wyniki analizowano stosu-
jac system dokumentacji danych Gel Doc (BioRad). Kontrolg pozytywng stanowit plazmid
pMAL-c2 z sekwencja P4H typu dzikiego.

Catkowity lizat komorkowy oraz oczyszczone biatko fuzyjne analizowano stosujac
SDS/PAGE. Biatko fuzyjne zmutowane oraz prawidtowe przenoszono nastepnie na mem-
brang nylonowa metoda elektroblottingu i mierzono immunoreaktywno$¢, stosujac oczysz-
czone mysie przeciwciala monoklonalne skierowane przeciw hydroksylazom: tryptofano-
wej, tyrozynowej i fenyloalaninowej (Pharmingen). Wyniki analizowano stosujac system
dokumentacji danych Gel Doc (BioRad).

Analizg ekspresji w matpich komérkach COS prowadzono z zastosowaniem ludzi:e-
go wektora ekspresyjnego pRc/CMV. Komérki COS transfekowano stosujac lipofektyng
(BRL). Komorki transfekowano normalnym lub zmutowanym konstruktem oraz jednocze-
$nie cDNA [ -galaktozydazy. We wszystkich przypadkach wydajno$¢ transfekeji byta po-
réwnywalna, co sprawdzono analizujac aktywnos¢ | -galaktozydazy w komoérkach.

Aktywnos¢ PAH mierzono w nie oczyszczonym ekstrakcie komérkowym,jak poprzedni,
stosujac naturalny kofaktor reakcji: tetrahydrobiopteryne (BH,). Wielkoé¢ oraz immunore-
aktywnos¢ powstajacego biatka analizowanojak podano wyze;j.
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4. WYNIKI

4.1. GEN PAH

4.1.1. Mutacje w genie PAH zidentyfikowane w badanej grupie chorych

Przebadano probki DNA pochodzace 22 dzieci z tagodna PKU od oraz od 79 dzieci z
lagodna HPA. Wyniki podano w tabeli II i III.

Tabela. II. Mutacje zidentyfikowane w grupie 22 chorych z tagodna postaciag PKU (n = 44 allele).
Mutacje ,,posrednie” zacieniono. Mutacje zidentyfikowane po raz pierwszy
w badanej grupie opatrzono gwiazdka.

mutaocje nowe: R68G = ¢.202A—G; I95F = ¢.283A—T D222G =¢.665 A—G; Q226H =¢.678G—C;
IVS4 = c.442-1g—a; IVS10 = ¢.1066-11g—a;
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Tabela III. Mutacje zidentyfikowane w grupie 79 chorych z tagodna postacia HPA
(n = 158 alleli). Mutacje ,,tagodne” zacieniono, a ,,po$rednie” zaznaczono.
Mutacje zidentyfikowane po raz pierwszy w badanej grupie opatrzono gwiazdka.
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Nie stwierdzono réznic w czesto§ci wystgpowania poszczegolnych mutacji u chorych
pochodzacych z roznych rejonow Polski.

4.1.2. Genotypy w locus P4H chorvch z réznymi postaciami hiperfenvloalaninemii

U wszystkich chorych z tagodna postacia PKU i z tagodna HPA zidentyfikowano pel-
ne genotypy w locus PAH.

Mutacja ,,silng” jest u duzej czesci chorych mutacja R408W. Jest to spowodowane
wysoka czgsto$cia tej mutacji w populacji polskiej (ok. 55% u grupie chorych z klasyczna
PKU, ok. 32% w grupie tagodnej HPA i ok. 22% w przypadku tagodnej PKU).

Mutacja R408W powoduje catkowity brak aktywnosci hydroksylazy, i zapewne nie-
obecnoé¢ biatka PAH in vivo, co ulatwia i czyni bardziej obiektywna oceng sity mutacji
rzadkich i nowych (51). Analogicznie traktowa¢ mozna stosunkowo czgste w badanej gru-
pie mutacje splicingowe (np. IVS10, IVS12) i terminacyjne (R261X, G272X). Chorych
niosacych jedng z wymienionych mutacji ,,silnych” mozna traktowac jak funkcjonalne he-
mizygoty pod wzglgdem mutacji w drugim allelu. Fenotyp kliniczny zalezy zatem jedynie
od mutacji w drugim allelu.

Zardéwno tagodna HPA, jak tagodna PKU powodowane byty we wszystkich przypad-
kach przez dwie rézne mutacje, w dwu allelach genu PAH. Jedna z mutacji byta ,,silna”,
druga ,,staba” lub ,,poérednia”. Jedynym wyjatkiem byta chora o genotypie V388M/V388M.
Mutacja V388M jest mutacja posrednia, stad fenotyp kliniczny okre$lono jako tagodna
HPA (52). Chora nie stosowala diety, a §rednie poziomy fenyloalaniny byly stosunkowo
wysokie. Rozwoj intelektualny byt prawidtowy.

Stosujac opisang oceng in vivo sity mutacji, jako bezsprzecznie tagodne okre$lono
mutacje F55L, P211T, V2301, R297H. Mutacje te odnotowywano w pi§miennictwie :jako
mutacje ,,tagodne”, ,,posrednie” lub niekiedy ,,silne” (P211T). Mutacja K320N zidentyfi-
kowana zostata u chorego niosacego w drugim allelu mutacje zmieniajaca ramkeg odczytu
(F55fs), co pozwala na bezsprzeczne okre$lenie jej jako mutacji fagodne;j”. Podobnie sytu-
acja przedstawia si¢ z mutacjami R71H i P89S, zwiazanymi z mutacjg R408W (53).

Klasyfikacje wszystkich znalezionych mutacji zawarto w tabelach II i III.

Oznaczono réwniez genotypy dwu chorych z poziomami fenyloalaniny w surowicy
wskazujacymi na klasyczna PKU, stosujacych niekonsekwentnie dietg niskofenyloalanino-
wa, ktorych jednak obraz kliniczny odbiegat od typowego, przede wszystkim pod wzgle-
dem dobrego rozwoju intelektualnego i braku jakichkolwiek zaburzen neurologicznych. U
chorych tych zidentyfikowano genotypy: R261Q/R408W.

Do osobnej grupy zaliczono chorych z klinicznie rozpoznang tagodna HPA. U czte-
rech z nich znaleziono tylko:;jedna mutacje ,,silna” (R408W lub R158Q).

U dwojga nie znaleziono Zadnej mutacji, ani charakterystycznych zmian polimorficz-
nych w genie PAH. Okre$lono sekwencji genu PAH poczawszy od regionu promotorowego
(od pozycji —159), do konca eksonu 13 oraz we flankujacych sekwencjach intronowych. U
chorych tych przeszukano rowniez wszystkie eksony genow kodujacych cyklohydrolaze I
GTP oraz dehydratazg pteryno-4-karbinoloaminowej, nie znajdujac zadnych zmian w sto-
sunku do sekwencji prawidtowych (54-56). Pozniejsza obserwacja kliniczna potwierdzita
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wstgpne rozpoznanie tagodnej HPA tylko u;jednego chorego. Poziomy fenyloalaniny u dru-
giego noworodka powrdcity do normy po kilku tygodniach.

4.1.3. Diagnostyka molekularna w okresleniu podtoza molekularnego
fenyloketonurii matczynej

U urodzonego w wyniku prawidtowej ciazy dziecka niespokrewnionych rodzicow
wykryto fenyloketonurie (wyj$ciowy poziom fenyloalaniny: 1120 mmoli/litr). Badaniem
klinicznym stwierdzono mikrocefali¢ i inne objawy zespolu fenyloketonurii matczyne;.
Oznaczono poziom fenyloalaniny we krwi matki (900 pmoli/litr) oraz rodzaj mutacji w
geniec PAH (R261Q/R408W). Qjciec byt nosicielem mutacji R408W. Dziecko odziedziczy-
to dwie mutacje R408W od rodzicow.

Pierwsza ciaza wspomnianej pary zostata poroniona. Nie okreslono ilorazu inteli-
gencji u matki, jednak z wywiadu wynika, ze znajduje si¢ ona na pograniczu normy oraz ze
funkcjonuje bez probleméw w swoim $rodowisku.

4.1.4. Identyfikacja nowych mutacji w genie PAH

W grupie chorych z tagodng PKU i tagodng HPA znaleziono odpowiednio 5 oraz 4
nowe mutacje (zaznaczone gwiazdkami w tabelach II i III).

Ponizej podano zmiany polimorficzne znalezione w eksonach i we flankujacych se-
kwencjach intronowych genu PAH. Nie prowadzono systematycznego okre$lania czgstosci
zmian polimorficznych genu PAH, dlatego uwagi o czgsto$ciach sa jedynie orientacyjne.

Tabela IV. Zidentyfikowane zmiany polimorficzne w genie PAH

nazwa polozenie uwagi
c.-7Tla—c 5’UTR rzadko wystgpujacy
c.168+19t—c 12 czgsto wystgpujacy
€.353-22c—t 13 czgsto wystgpujacy
c441+47c—t 14 nowy polimorfizm (2 allele)
Q232Q E6 czgsto wystgpujacy
V245V E7 b. czgsto wystgpujacy
L385L E czgsto wystgpujacy
Y414Y El2 znaleziony w jednym allelu prawidlowym
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4.1.5. Mutacje zlokalizowane w eksonie 3 genu PAH

U o$miu chorych (w tym jednego rodzenstwa) znaleziono mutacje w eksonie 3 genu
PAH (57).

W tabeli ponizej podano zwiazek pomiedzy genotypami i fenotypami we wspomnia-
nej grupie. Wigkszo$¢ chorych to funkcjonalne hemizygoty, pod wzgledem mutacji tagod-
nej lub posrednie (druga mutacja catkowicie lub bardzo znacznie ogranicza aktywnos$¢ hy-
droksylazy). Dzigki temu mozna przeanalizowac¢ zalezno$¢ sity mutacji mutacji fagodnych
i posrednich, od ich potozenia w obrgbie eksonu 3, kodujacego czg$¢ domeny regulatoro-
wej PAH (por: Dyskusja).

Tabela V. Zalezno$ci genotyp-fenotyp u chorych z mutacjami w eksonie 3 genu PAH.

Wyjsciowe|  Zakres Rozyvéj Tolerancja
PRA stezenie stezen psychiczny phe Fenotyp
Genotyp Y
(%) phe phe kliniczny
(umole/litr) (pmole/litr) wiek 1Q wiek ol
(lata) (lata) |"EXECAY
120-600 fagodna
R68G/R243Q | 100/10 1140 (dieta) 5 98 5 34 PKU
240-480 lagodna
| R68G/R243Q | 100/10 925 (dieta) 3 95 2 48 PKU
120-485 tagodna
R68S/R408W 100/0 360 (dieta) 2 123 41 PKU
R71H/R408W | 2/0 240 200-480 4 108 5 44 135‘1’,‘213
84 fagodna
2 _
S87R/VS10 2/0 240 200-330 bd 3 mc (normalny)|  HPA
fagodna
P89S/R408W 20 670 600-720 4 123 8 46 HPA
(granica)
175-450 fagodna
9 -
195F/R408W 2/0 860 (dieta) 2.5 133 2,5 36-40 PKU
A104D/R243Q | 26/10 860 120-360 14 106 2 49 lagodna
(dieta, PKU
pierwsze 2
lata), potem
1200-1300
(praktycznie
bez diety)

PRA - predicted residual activity (przewidywana aktywno$¢ resztkowa); bd — brak danych; IVS10 = ¢.1066-11g—a;
chorych z tagodng HPA, nie stosujacych diety zacieniono.
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4.1.6. Okreslanie ..sity” mutacji R68G i R68S metoda ekspresii in vitro

W bakteryjnym uktadzie badania ekspres;ji in vitro aktywnos$¢ PAH mierzono badajac
przeksztatcenie '*C-Phe do "*C-Tyr. Nie wykryto réznic w aktywnosci resztkowej PAH po-
m.edzy nie oczyszczonym ekstraktem komérkowym, a oczyszczonym biatkiem fuzyjnym
PAH-MBP. W obu przypadkach aktywno$¢ byla taka sama, jak normalnego biatka PAH-
MBP (98-104%) (ryc. 6). Nie zaobserwowano skfonnosci do agregacji biatka PAH-MBP,
jako ze przedhuzone przechowywanie preparatu w 4°C nie prowadzito do zmniejszenia ak-
tywnosci resztkowej enzymu. Immunoreaktywno§¢ PAH-MBP niosacych podstawienia
R68G 1 R68S oceniona technikg Western blotting byta normalna.

Nastepnie przeprowadzono trzy niezalezne transfekcje malpich komorek COS stosu-
jac standardowa procedurg. Wydajnos¢ transfekcji sprawdzano mierzac aktywno$¢ trans-
krypcyjna wprowadzanego jednocze$nie cDNA b-galaktozydazy. ‘Aktywnosci resztkowe
obu, zmienionych biatek PAH byly identyczne z aktywnoscia formy natywnej (po usrednie-
niu: 100% dla R68G i 98% dla R68S) (ryc. 7). Technika Western blotting oceniono, ze oba
biatka PAH powstaja w identycznych ilosciach i wykazuja identyczng immunoreaktyw-
nos¢, co biatko prawidiowe (58).

A B C

Ryc. 6. Aktywnos¢ PAH w postaci biatka fuzyjnego (PAH-MBP) mierzona poprzez zdolno$¢ prze-
ksztatcenia 14C-Phe do 14C-Tyr, z wykorzystaniem sztucznego kofaktora reakcji (6MPH4).
Sciezka A przedstawia aktywno$¢ prawidlowego biatka PAH. Sciezka B i C obrazuja aktywno-
$ci zmutowanych biatek: R68G 1 R68S.

A B C

o

Ryc. 7 Aktywno$¢ PAH w komoérkach COS, mierzona poprzez zdolno$¢ przeksztatcania 14C-Phe do
14C-Tyr, z wykorzystaniem naturalnego kofaktora reakcji (BH4). Sciezka A przedstawia ak-
tywno$é prawidtowego biatka PAH. Sciezki B i C obrazuja aktywnos$é zmutowanych biatek:
R68S 1 R68G.
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4.2. GEN PTS

4.2.1. Mutacje w genie PTS

W celu identyfikacji mutacji w genie PTS sekwencjonowano wszystkie eksony genu
wraz z flankujacymi obszarami intronowymi (58). Stosowano takze technikg RT-PCR do
przeszukiwania catej sekwencji kodujacej genu. Istnienie zidentyfikowanych w ten sposob
mutacji potwierdzano analizujac sekwencje odpowiednich eksondéw genu PTS. W tabeli
ponizej zebrano zidentyfikowane mutacje.

Tabela VI. U szesciu chorych z deficytem PTPS okreslono pelne genotypy w locus PTS.

mutacja potozenie czegstose (%) uwagi
ey 50 30 homosyEotycrym
N36K E2 25
*E35G E2 8,3
*N72L E4 83 fagodna?
*F100L Es 8.3

mutacje nowe: E35G = ¢.104 A—>G; N72L =c.216 T— ; F100V =¢.298 T-G

Na nastgpne;j stronie, w tabeli VII, podano genotypy wszystkich chorych wraz z wy-
branymi wskaznikami biochemicznymi, przebiegiem choroby i rozpoznaniem klinicznym.
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Tabela VII. Korelacje pomigdzy genotypem w locus PTS a fenotypem klinicznym
w grupie 7 chorych z deficytem PTPS.

wyjSciowy

wskazniki
biochemiczne:

1. biopteryna

;;g'gtya poziom | (mmole/mol rozwdj fizyczny rozpoznanie
i genotyp fen kreatyniny) i umystowy
pmole/litr 2. neopteryna
(mmole/mol
kreatyniny)
3. % biopteryny
OK 1643 1. 732 DQ w wieku 6 mc 99, | tagodna forma deficytu
D136V/D136V 2. 63,58 1Q w wieku 18 mc 105; | PTPS; diagnoza PTPS
3. 103 w wieku 9 lat 114 w wieku 6 me
KT 670 1. 0,72 DQ w wieku 12 me 77; | tagodna forma deficytu
D136V/D136V 2. 12,63 po wprowadzeniu PTPS; po urodzeniu
3. 5,4 wilasciwego leczenia, w | leczenie dieta, w wieku
wieku 1,5 roku DQ = 9 miesigcy objawy
99 neurologiczne,
goraczka, mioklonia;
rozpoznanie deficytu
PTPS
EC Guthrie: 1. 0,61 1Q w wieku 15 lat 76; rozpoznanie PKU, do
N36K/N72L 1500-3000 | 2. 2,57 agresywne zachowania, | 17 roku Zycia na diecie;
3. 23 trudnosci w nauce diagnoza deficytu PTPS
w 17 roku zycia;
lagodna postaé
deficytu.
DP 3067 1. 0,466 DQ w wieku 7 mc 48, | leczenie w ciagu
N36K/D136V 2. 4,04 w wieku 3 lat 38; IQ w | pierwszych lat zycia
3. 10,356 wieku 10 lat 33 niekonsekwentne
MP 1. 0,129 DQ w wieku 8 mc 63; | brat DP
N36K/D136V 2. 4,114 w wieku 2 lat 78
3. 3,047
MK Guthrie: 1. brak DQ w wieku 1 r 2 mc od urodzenia do weku 1
N36K/D136V | 2840 2. 244 nie do oceny; po roku i 2 mc leczenie
3. 0 wprowadzeniu dieta; od 4 mc zycia
wlasciwego leczenia postepujaca degradacja
znaczna poprawa, DQ | psychoruchowa;
w wieku 114 mc 23, w | diagnoza deficytu PTPS
wieku 215 mec DQ =58 | wwieku 1r2mc
MR 1483 1. C,05 DQ w wieku 6 mc 66; | diagnoza PTPS w
E35G/F100V 2. 30,7 1Q w wieku 14 lat 99 wieku 6 mc
3. 0,16

We wszystkich przypadkach oznaczano aktywnos¢ reduktazy dinydropterydynowej z wynikiem prawidtowym;
tagodne formy deficytu PTPS zacieniono.
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4.2.2. Analiza transkryptow ektopowych genu P75 z leukocytéw krwi obwodowej

W transkryptach ektopowych genu PTS obecnych w leukocytach krwi obwodowe;
chorego z genotypem D136V/D136V, oprécz wspomnianych mutacji wykryto takze dele-
cje 23 nukleotydow (caty ekson 3, pozycje 3746-3768 w sekwencji genomowej, GeneBank
L76259). Identyczna delecjg wykryto nastepnie w cDNA pochodzacym z leukocytow dzie-
wigciu klinicznie zdrowych osob. W wigkszosci przypadkow transkryptowi z delecja towa-
rzyszyt transkrypt petnej dlugosci. Nie okreslono jednak doktadnie proporcji obu form trans-
kryptow. Z obrazu elektroforetycznego powielonej sekwencji kodujacej PTS mozna wno-
si¢, ze obie formy wystepuja w podobnych ilosciach.

Wspomniana delecja ta byla nieobecna w genomowym DNA jak réwniez w mRNA
wyizolowanym z hodowli fibroblastow.

Ryc. 8. Analiza elektroforetyczna sekwencji kodujacej genu PTS. Widoczne dwie formy transkryptu:
pelnej dtugosci (Q ) oraz z delecja (A) obejmujaca ekson 2. Probki pochodza z leukocytow krwi
obwodowej 4 0s6b zdrowych.

4.3. Uzyteczno$¢ kliniczna réznicowej diagnostyki molekularnej HPA

W kilkunastu przypadkach watpliwych klinicznie oznaczono posta¢ hiperfenyloalani-
nemii znajdujac mutacje w genach PAH i PTS.

U dziesigciu noworodkéw, ze wskazan klinicznych, wykonano diagnostyke moleku-
larng dla okreélenia postaci HPA. U pigciorga dzieci zidentyfikowano genotyp R408W/
R408W, ujednego R158Q/R408W, a u pozostatych potwierdzono tagodng HPA lub tagod-
ng PKU, co pozwolito na wlasciwe ukierunkowanie leczenia.

U chorej z rozpoznana w okresie noworodkowym klasyczna postacia PKU, leczonej
dieta niskofenyloalaninowa, wykonano diagnostykg molekularna w kierunku tagodnej PKU,
na prosbg lekarza prowadzacego. Poniewaz nie znaleziono mutacji w genie PAH, przeszu-
kano wszystkie eksony genu PTS, wykazujac obecno$é¢ mutacji N36K/N72L. Rozpoznanie
pierwotne okazato sig¢ biedne. Y

U trzech chorych o niepewnych wynikach testow biochemicznych, na pro$be lekarza
pediatry, poszukiwano mutacji w genie PTS. W jednym przypadku znaleziono mutacje N36K/
D136V. W pozostatych przypadkach ustalono rozpoznanie tagodnej PKU i tagodnej HPA.
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4.4. GEN GALT

4.4.1. Mutacje w genie GALT zidentyfikowane w badanej grupie chorych

Przebadano probki DNA pochodzace od 77 chorych z catkowitym brakiem aktywno-
$ci GALT, 9 z aktywnoscia GALT rzedu 25-50%, ;jednej z aktywnoscia resztkowa GALT
rzgdu 0,28% oraz 4 z podejrzeniem defektu GALE.

W grupie 65 chorych z klasyczna galaktozemia zidentyfikowano 18 r6znych mutacji
w genie GALT. W przypadku znalezienia nowej mutacji, sekwencjonowano wszystkie eks-
ony genu GALT oraz potwierdzano wystgpowanie wspomnianej mutacji u rodzicow.

Tabela VIII. Mutacje zidentyfikowane w grupie 77 chorych z klasyczna postacia galaktozemii
(n = 154 alleli) Mutacje zidentyfikowane po raz pierwszy w badanej grupie opatrzono gwiazdka.

IVS3 =¢.329-2a—x;
mutacje nowe: S45L = ¢.134C—oT; FI131C = ¢.392T—>G; W167R = ¢.499T—C; Q169K = ¢.505C—A; IVSS =
¢.507nt2t—c¢; R204P = ¢.611G—C; P250T = ¢.748C—A.
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Dwie mutacje: Q188R i K285N stanowia tacznie 82% znalezionych mutacji. Mutacja
IVS3 wystegpuje w 4,5% zmutowanych alleli. Pozostatych 15 mutacji wystgpuje z czgsto-
$cig od 1,9% do 0,65%. Taki rozklad czestosci utatwia ewentualne prowadzenie diagnosty-
ki molekularnej galaktozemii, polegajacej na rutynowym wykrywaniu mutacji najczgst-
szych technika PCR-RFLP 1 ACRS oraz stosowaniu techniki sekwencjonowania do pozo-
statych przypadkow (60).

W badanej grupie chorych znaleziono trzy nowe polimorfizmy w genie GALT: w intro-
nie §: ¢.820+23t—g, ¢.820+16 a—>g oraz w intronie 10: ¢.1056+36t—a. Nie znaleziono
natomiast polimorfizméw zwiazanych z wariantem Duarte-1 lub Duarte-2.

4.4.2. Chory niosacy trzy rézne mutacje w genie GALT

U jednej osoby z zerowa aktywno$cia GALT znaleziono trzy rézne mutacje: K285N /
E271G (c.812 A—>G) +1378V(c.1132A—G). Mutacje E271G 1 1378V sa mutacjami nowy-
mi. Poniewaz mutacja 1378V zmienia przedostatni kodon biatka GALT, a wprowadzone
podstawienie ma naturg konserwatywna, mozna przypuszczaé ze jest podstawieniem mil-
czacym lub wariantem polimorficznym. Ostatecznego dowodu dostarczy zapewne analiza
aktywno$ci transferazy w ukladzie in vitro.

U matki znaleziono zmiany sekwencji odpowiadajace wariantowi Duarte-2 oraz mu-
tacjg K285N (patrz tab. VIII).

4.4.3. Mutacje zwiazane z fagodna forma galaktozemii

W przypadku 5 0s6b z tagodna galaktozemia okres$lono sekwencjg wszystkich ekso-
noéw GALT wraz z flankujacymi sekwencjami intronowymi. Nie przeszukiwano sekwencji
5713” UTR. Wyniki zebrano w tabeli ponize;.

Pelna korelacj¢ pomigdzy genotypem w locus GALT a poziomem aktywnosci GALT
wykazano dla dwu pierwszych chorych. Mutacja N314D to molekularny wyznacznik bio-
chemicznie definiowanego wariantu Duarte-2. W uktadzie homozygotycznym zwigzana
jest z aktywnos$cia GALT obnizona do 50%. W polaczeniu z mutacja silng obnizenie aktyw-
no$¢ enzymu sigga 20-25%.

U chorego z aktywnosciag GALT rzedu 25% nieoczekiwanie znaleziono mutacjg N314D
w obu allelach genu GALT.

U chorego z nowa mutacja P66L nie znaleziono mutacji w drugim allelu genu GALT,
ani dodatkowych polimorfizméw.
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Tabela IX. Genotypy zidentyfikowane w grupie 5 chorych z tagodna forma galaktozemii.
Mutacje zidentyfikowane po raz pierwszy w badanej grupie opatrzono gwiazdka.

- .. aktywnos¢ .
genotyp polozenie mutacji GALT (%) uwagi

K285N /N314D + c.378- syn: E271G+I378V /

27g—sc + ¢.508-24ga E9/E10+14 +15 20% K285N

QI188R +¢.508-24g—a/ )

N314D +c.378-27g—c + | E6 +I5/EI0 + 14,15 27 syn: QI88R /R204P
(0% GALT)

¢.508-24g—a

N314D +¢.378-27g—c +

¢.507462g—a/ N314D E10+14,I5/E10+ 25

+¢.378-27g—c + 14,15

c.507+62g—a

Y209C /N314D JE10 25 cérka: Q188R / Y209C

(brak polimorfizméw D-2) (0% GALT)

*P66L / ? (brak 28

polimorfizméw)

mutacja nowa: P66L = c.197C—T

4.4.4. Poszukiwanie mutacji w genie GALE

U szesciu chorych z klinicznym podejrzeniem deficytu 4-epimerazy urydynodifosfo-
galaktozowej poszukiwano najpierw mutacji w genie GALE. U zadnego z chorych nie zna-
leziono mutacji w sekwencji kodujacej oraz flankujacych obszarach intronowych. U wszyst-
kich chorych oraz u 10 0séb zdrowych, stanowigcych kontrole, zidentyfikowano ;jedynie
polimorficzne podstawienie nukleotydowe w stosunku do podanej w bazie danych Gene-
Bank sekwencji genu GALE.

U chorych z podejrzeniem defektu GALE poszukiwano nast¢gpnie mutacji w genie
GALT. Tylko u jednego chorego zidentyfikowano mutacje: wariant D-1 (N314K + L218L
in cis), co potwierdzito wynik badania biochemicznego (aktywno$¢ GALT rzgdu 118%
normy). W badanej grupie nie stwierdzono zadnych podstawien polimorficznych.

4.5. KOLEJNOSC POSZUKIWANIA MUTACJI
W GENACH PAH, PTS, GALT ORAZ GALE

Przedstawione wyniki umozliwiaja takze zaproponowanie optymalnej strategii poszuki-
wania mutacji w genach PAH, GALT i PTS. Identyfikacja mutacji jest szczeg6lnie istotna w
tagodnych postaciach hiperfenyloalaninemii oraz w przypadkach watpliwych diagnostycznie.
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Kolejnosé przeszukiwania eksonéw we wspomnianych genach przedstawiono ponize;.

gen PAH: 12,11,8,9,3,2>7>4,6,5>> 1,13

gen PTS: 5-6>2, 3,4 >>1 lub cDNA

gen GALT: 6,9>2,3,4,7,5,8> 10> 11>>1

gen GALE: wszystkie eksony jednoczesnie

W przypadku genu GALT, ze wzgledu na duza liczbg znaczacych polimorfizmow i

stosunkowo duze prawdopodobienstwo wystgpowania podwdjnie zmutowanych alleli za-
sadne jest sekwencjonowanie wszystkich eksondw.
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5. DYSKUSJA

5. 1. SKOMPLIKOWANIE CHOROB JEDNOGENOWYCH

Tradycyjny podziat choréb dziedzicznych m.in. na jednogenowe i wieloczynnikowe
wydaje sig pewnym uproszczeniem. W przypadku wszystkich chordb genetycznych, oprocz
podstawowego genu, ktorego mutacje powoduja chorobg, w tworzeniu fenotypu uczestni-
czy¢ moze wiele loci, a takze Srodowisko zewngtrzne.

Choroby dziedziczone autosomalnie recesywne, takie jak hiperfenyloalaninemia czy
galaktozemia sg szczegolnie interesujacym przedmiotem badan. Powodowane s przez wiele,
réznych mutacji, ktoére obecne w dwu chromosomach homologicznych, powoduja chorobg.
Ekspresja genotypu zalezy zatem od rodzaju obu mutacji identyfikowanych u chorego. Po-
niewaz geny, ktorych defekt powoduje HPA, glaktozemig czy np. CF kodujg biatka aktyw-
ne dopiero w postaci multimerycznej, istotna jest nie tylko usredniona aktywnos¢ resztko-
wa biatek powstajacych na matrycy jednego i drugiego allelu. ,,Wypadkowa” aktywnos¢
wynika ze wspotistnienia w rdzny sposob zmienionych podjednostek biatkowych.

Niektore mutacje zmiany sensu (np. F39L, G46S, L48S, 165T czy A104D w genie
PAH) zmniejszaja wewnatrzkomoérkowg stabilno$é biatka, zwigkszajac zdolnosé do agre-
gacji, badz przyspieszajac jego degradacjg (61, 62). Dokladniejsze badania z wykorzysta-
niem réznych systemow ekspresji in vitro oraz trojwymiarowego modelowania komputero-
wego, wykazatly iz wszystkie wspomniane mutacje wptywaja na faldowanie i oligomeryza-
cje biatka PAH, powodujac przyspieszong degradacjg proteolityczng i w konsekwencji
zmniejszajq st¢zenie hydroksylazy w cytoplazmie komorki. Badania wskazuja, ze zwigk-
szona degradacja zmutowanych bialek jest czgsto bezposrednia przyczyna wielu choréb
dziedzicznych (63). Przypuszcza sig, ze w pewnych warunkach fizjologicznych (np. w stre-
sowych), gdy zwigkszeniu ulega stgzenie wewnatrzkomoérkowych chaperondw, szkodliwy
efekt niektorych mutacji, moze zosta¢ w pewnym zakresie, skompensowany (prof. M. Ugarte,
inf. ustna).

Niekiedy mutacje zmiany sensu oraz mutacje terminacyjne prowadza do powstawania
transkryptow pozbawionych jednego lub kilku eksonow. Zjawisko to opisano zaréwno dla
transkryptow ektopowych genu P4H, jak tez dla mRNA innych genéw (64-66). Zapropo-
nowano roézne wyjasnienia. By¢ moze zmianie ulega struktura przestrzenng pre-mRNA, co
zakldca proces wycinania intronow lub aktywuje alternatywne miejsca splicingu. Przypusz-
cza sig tez, Ze mutacje terminacyjne sg rozpoznawane przez spliceosom, tak ze niosacy je
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ekson zostaje wycigty przy zachowaniu otwartej ramki odczytu, co moze niekiedy zacho-
wacé przynajmniej cze$¢ funkcji kodowanego biatka. Zjawisko to jeszcze bardziej kompli-
kuje zalezno$ci pomigdzy genotypem a fenotypem.

Kolejnym elementem powigkszajacym zlozonos$¢ fenotypowa jest aktywnos$¢ genow
specyficznych wzglgdem organu lub tkanki, takze poza podstawowym miejscem ekspresji.
Na przykiad aktywne biatko hydroksylazy fenyloalaninowej, oprécz watroby, syntezowane
jest takze w nerkach, trzustce i mézgu. mRNA PAH w nerkach jest identyczne z mRNA
watrobowym. Rdznica pojawia si¢ dopiero na poziomie aktywnej formy enzymu: dimeru w
nerkach, tetrameru w watrobie (67, 68). Z badan na zwierzgtach wynika, iz obie formy enzy-
mu regulowane sa przez rézne czynniki, posiadaja r6zne wtasnosci kinetyczne i rézne opty-
malne warunki fizjologiczne. Prawdopodobne mutacje wptywajace na zdolno$¢ monomeru
PAH do oligomeryzacji, w réznym stopniu zmieniaja aktywno$¢ enzymu watrobie i nerkach.

Wydaje sie, ze nerkowa forma PAH u ludzi moze petni¢ istotng rolg w utrzymywaniu
poziomu fenyloalaniny na fizjologicznym poziomie, gdyZ w niewydolnosci nerek zdolno$¢
do katabolizowania tego aminokwasu ulega widocznemu pogorszeniu (69). By¢ moze nie-
zgodnosci pomigdzy oznaczeniami aktywnos$ci zmutowanej PAH in vitro (np. komérkach
COS, wywodzacych sig z matpiej nerki) i in vivo (w bioptatach watroby), moga wynikaé z
réznego wptywu mutacji na formy hydroksylazy powstajace w ré6znym otoczeniu komorko-
wym (70). Jest to jedna z mozliwych interpretacji zaprezentowanego w rozprawie wyniku
oznaczania aktywnosci in vitro mutacji R68G/S.

Podobna sytuacja ma miejsce w przypadku genu GALT, ulegajacego zréznicowanej
ekspresji w roznych tkankach. Znane sa mutacje wptywajace w réozny sposob, w zaleznosci
od tkanki, na aktywno$¢ galaktotransferazy. Klasycznym przyktadem jest wspomniana
mutacja S135L, zwiazana w ukladzie homozygotycznym z brakiem aktywnos$ci GALT w
erytrocytach, lecz poziomami rz¢du 5-10% w watrobie i tkance jelit. Chorzy z wspomniana
mutacja w co najmniej jednym allelu, mimo braku aktywnosci enzymu w erytrocytach,
moga mie¢ catkowicie normalny wynik testu oddechowego, wskazujacego na normalne
utlenianie galaktozy do CO,.

Dodatkowa ztozono$¢ wynika takze z wptywu wielu gendw na ostateczny fenotyp cho-
roby. Znamiennym przyktadem jest zespét Hartnupa (OMIM 234500) powodowany zasad-
niczo mutacjami w Jocus 11q13, zaburzajacymi transport aminokwasoéw w nerce i jelicie
cienkim. Jednak bardzo duza rolg odgrywaja inne geny, uczestniczace w utrzymaniu ogol-
nej homeostazy aminokwaséw w organizmie. Wptyw dodatkowych czynnikéw genetycz-
nych powoduje, ze choroba moze wystapié¢ w postaci tagodnej, bedacej wlasciwie warian-
tem biochemicznym, lub ostrej, z objawami przypominajacymi pelagre. W przypadku CF
rodzaj mutacji w locus CFTR oraz modyfikator, potozony najprawdopodobniej w chromo-
somie 19q13 wptywaja tacznie na objawy mukowiscydozy zwiazane z niedrozno$cia smot-
kowa i w mniejszym stopniu z funkcja plucna (71).

Podobnie w tworzeniu fenotypu umystowego chorych z réznymi postaciami HPA uczest-
nicza zapewne geny zwiazane z transportem aminokwasow poprzez barierg krew-mozg,
mielinizacja neuronéw czy alternatywnymi drogami wykorzystania fenyloalaniny.

Wiele elementow przyczyniajacych si¢ do powstania obrazu klinicznego osoby z hi-
perfenyloalaninemia czy galaktozemia lezy poza najszerzej nawet pojgtym genotypem. Nie
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mozna zapomina¢ na przyktad o psychosocjalnych konsekwencjach przewleklej choroby,
zwigzanych z codziennym stosowaniem diety czy czgstymi wizytami w szpitalu. Wydaje
sig, ze pewne zaburzenia, wykrywane w testach osobowos$ciowych u mlodziezy z wlasciwie
leczong klasyczna PKU, powodowane sg nie przyczynami organicznymi, lecz swoistymi
trudnos$ciami w dostosowaniu si¢ do réwiesniczego srodowiska (72). Duza rolg odgrywa w
tym wypadku postawa rodzicow, ich oczekiwania wzgledem chorych dzieci czy sposob
traktowania (73).

* %k %k

W pracy przedstawiono wyniki poszukiwania mutacji w genach PAH, PTS, GALTi GALE
wsrod chorych z réznymi postaciami hiperfenyloalaninemii i galaktozemii. Wykazano, iz he-
terogennos$ci objawow klinicznych odpowiada duza réznorodno$¢ mutacji oraz genotypow.
Wigkszo$¢ ze zidentyfikowanych mutacji powiazano z konkretnymi fenotypami klinicznymi
chorych. Zaproponowano m.in. Ze mutacje zmiany sensu, w zaleznosci od potozenia w obrg-
bie eksonu 3 genu P4H powodowa¢ moga tagodna PKU, badz tagodng HPA.

Otrzymane wyniki potwierdzaja ztozony charakter wymienionych choréb, odbiegaja-
cy od tradycyjnego ujgcia chordb jednogenowych. Wieloczynnikowos¢ dotyczy zwlaszcza
uwarunkowan genetycznych obrazu neurologicznego, intelektualnego oraz emocjonalnego
chorych.

Identyfikacja chorego z HPA, u ktérego nie stwierdzono mutacji w genie PAH oraz 4 z
pojedynczymi mutacjami silnymi, moze sugerowac istnienie grupy zmian sekwencji poto-
zonych w nie badanych dotychczas regionach genu np. w nie ulegajacym translacji regionie
3’ (74). Podobnie identyfikacja mutacji polozonych w intronach genu PAH, liczacych od
558 do ponad 23.000 pz, jest przedsigwzigciem bardzo skomplikowanym. Konczacy si¢
projekt Poznania Genomu Czlowieka stwarza jednak szansg na wyjasnienie tego problemu.

Wydaje si¢ bardzo prawdopodobne, ze w tworzeniu fenotypu HPA uczestniczg row-
niez inne /oci, zwigzane np. z homeostaza biochemiczng organizmu. Identyfikacja poten-
cjalnych genéw kandydujacych wymagataby zastosowania jednej z metod analizy sprzg-
zefn. Warunkiem wstepnym jest posiadanie mozliwie duzej grupy rodzin z nietypowym ob-
razem klinicznym lub charakterystycznymi genotypami w locus PAH. Wspblpraca naukow-
cow z wielu krajow Swiata, w tym Polski, w ramach PAH Mutation Consortium stwarza
szansg na podjecie tak zakreslonego projektu badawczego.

* %k %k

Przeprowadzone badania potwierdzily, iz diagnostyka molekularna jest pewnym spo-
sobem identyfikowania bezobjawowych nosicieli zmutowanego genu, co moze by¢ istotne
w poradnictwie genetycznym w rodzinach ryzyka. W okresie pigciu lat okre§lono nosiciel-
stwo zmutowanego genu PAH dla ponad 30 zdrowych krewnych probanda. Ustalono row-
niez genotypy w locus PTS dla 2 cztonkdéw rodzin ryzyka hiperfenyloalaninemii oraz geno-
typy w locus GALT.dla 25 cztonkéw rodzin ryzyka galaktozemii.
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5.1.1. Rodzaje mutacji zmiany sensu w genie PAH

Zbyt mato na razie wiadomo o funkcjonalne;j strukturze hydroksylazy fenyloalanino-
wej czy syntazy tetrahydrobiopterynowej, by z na podstawie potozenia nowej mutacji i
rodzaju powodowanego przez nig podstawienia aminokwasowego wnioskowaé o efektach
fenotypowych (75). Opublikowane w zesztym roku dane krystalograficzne dotyczace do-
meny regulacyjnej i katalitycznej szczurzej PAH w powiazaniu z mapami krystalograficz-
nymi fragmentow ludzkiej hydroksylazy, umozliwiaja rozpoczgcie systematycznych badan
w tym zakresie (76, 77).

O efekcie fenotypowym mutacji wnioskowaé mozna takze posrednio, na podstawie po-
réwnania sekwencji hydroksylaz aminokwasow aromatycznych z réznych organizméw. Mu-
tacje potozone w obszarach nie konserwowanych ewolucyjnie powoduja zwykle tagodne po-
staci HPA. Nie jest to jednak regula: ma przyklad mutacja fagodna FS5L (patrz nizej) dotyczy
reszty konserwowanej ewolucyjnie od C.elegans, przez Drosophila i szczura, do czlowieka.

Konieczne jest zatem zastosowanie przejsciowej ekspresji mutacji w réznych ukta-
dach in vitro oraz analizy fenotypoéw chorych z identycznymi lub podobnymi mutacjami.
Dopiero integracja wszystkich elementéw pozwoli zbudowaé funkcjonalng mapg¢ hydrok-
sylazy fenyloalaninowej (78, 79).

Celem przeprowadzonych badan byto poznanie genotypow reprezentatywnej dla po-
pulacji polskiej grupy chorych z r6znymi postaciami HPA. Uzyskane wyniki umozliwiaja
powiazanie poszczegolnych mutacji z klinicznym obrazem chorych. Uzupetniaja rowniez
dane o korelacjach pomigdzy genotypem w locus PAH a fenotypem HPA opublikowane dla
populacji kilku krajow europejskich oraz USA i Kanady.

Zaprezentowane powigzania mutacji w genie PAH z fenotypami klinicznymi sa zasad-
niczo zgodne z zalezno$ciami znajdowanymi w innych populacjach (80-94).

Zaobserwowano kilka rozbieznosci w stosunku do opublikowanych przez zesp6t ku-
ratorow PAH Mutation Analysis Consortium Datebase wynikow analizy korelacji genotyp-
fenotyp w hiperfenyloalaninemii.

Na przyklad mutacja R241H w badanej grupie chorych zwiazana jest wylacznie z
tagodng PKU, charakteryzujaca si¢ duza tolerancja pokarmowa fenyloalaniny. Wynik ten
jest nieoczekiwany, jako ze mutacje¢ t¢ w Polsce uznano poczatkowo za mutacj¢ powoduja-
cg klasyczng PKU, a aktywno$¢ resztkowa enzymu szacowano na ok. 1% (95). W populacji
sycylijskiej natomiast mutacja R241H powoduje zaréwno PKU,:jak tagodng PKU, w pota-
czeniu z mutacjami silnymi.

Podobnie mutacjg V388M uznano na podstawie analizy badanej grupy chorych za
mutacj¢ posrednia. Chora o genotypie V388M/V388M zostala zdiagnozowana biochemicz-
nie i klinicznie jako fagodna HPA. Charakteryzuje sig ona stosunkowo wysokimi pozioma-
mi fenyloalaniny, jednak bez wptywu na rozwdj umystowy. Chory V388M/E390G prezen-
tuje natomiast fenotyp fagodnej PKU i pozostaje na diecie z czg§ciowo ograniczong podaza
fenyloalaniny. Mutacji V388M nie znaleziono natomiast przeszukujac ekson 11 genu PAH
technika SSCA w grupie ponad 60 chorych z klasyczng PKU.

Mutacjg P211T zidentyfikowano jako bezsprzecznie tagodna, powodujaca w powiaza-
niu z mutacja R408W tagodna posta¢ HPA. Mutacja byta do tej pory wiazana z klasyczna PKU.
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Jako mutacje bezsprzecznie tagodne okreslono takze mutacje A403V, 'A300S, F55L,
ktore w innych populacjach wiazane byly badZ z tagodna PKU, badz z tagodna HPA. Muta-
cje Y414C i E390G uznano za mutacje posrednie. Mutacjg R158Q okreslono:jako mutacjg
silna, ktora jednak w uktadzie homozygotycznym powoduje zwigkszona tolerancjg pokar-
mowa fenyloalaniny (96-98).

U chorego z klinicznym i biochemicznym rozpoznaniem tagodnej hiperfenyloalani-
nemii nie znaleziono zadnych mutacji w genie P4H oraz w genach PCDH i GTPCH. U 4
chorych z identycznym rozpoznaniem znaleziono pojedyncza mutacje ,,silng”. Mozna przy-
puszczaé, ze w tych przypadkach mutacje powodujace HPA potozone sa albo w regionach
regulatorowych genu P4H, albo w glebokich sekwencjach intronowych. U oséb tych nie
wykryto jednak nieznanych polimorfizmow w obrebie genu P4H, ktore moglyby by¢ mar-
kerami wspomnianych, niezidentyfikowanych mutacji.

Poniewaz jedyna mutacja znaleziona u wspomnianych wyzej czterech chorych z ta-
godna HPA, jest mutacja silna, nie mozna oczekiwa¢ iz nie wykryto delecji wigkszego
obszaru genu, uniemozliwiajacej powielenie jednego z alleli genu P4H. Przyczyna (cho¢
mato prawdopodobna) moze by¢ takze zmiana w obrebie sekwencji przylaczania startera
(6w), uniemozliwiajaca powielanie eksonu niosacego mutacj¢ fagodna.

Ryciny ponizej pokazuja polozenie mutacji zwigzanych z tagodna HPA i fagodna
PKU w obrebie genu PAH.

Ryc. 9. Mutacje w genie PAH zwiazane z tagodna HPA, zidentyfikowane w badanej grupie chorych.

Ryc. 10. Mutacje w genie PAH zwigzane z tagodna PKU, zidentyfikowane w badanej grupie chorych.
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5.1.2. Mutacje zmiany sensu w _eksonie 3 genu P4H

Szczegolnie interesujaca grupe stanowig mutacje w eksonie 3 genu P4H. Ekson ten
koduje czg$¢é domeny regulacyjnej hydroksylazy fenyloalaninowej i zgrupowanych jest w
nim szereg mutacji tagodnych i posrednich, jak rowniez mutacje silne. Identyfikacja odpo-
wiednio duzej grupy chorych niosacych mutacje w tym obszarze genu, najlepiej w uktadzie
homozygotycznym lub w powiazaniu z ,,silnymi” mutacjami w rodzaju R408§W stanowi
podstawg do budowania funkcjonalnej mapy biatka hydroksylazy. 'Analizie in vivo powin-
na towarzyszy¢ analiza in vitro wplywu mutacji na aktywno$¢ i inne parametry bioche-
miczne biatka PAH.

Przedstawione w tab. V dane sugeruja, iz mutacje potozone pomigdzy pozycjami 71 i
94 zwiazane sa z tagodna HPA. Z opublikowanych doniesien wynika, zZe inne mutacje z
tego regionu np. E76A, T81P, D84Y, AI94 powoduja tagodng HPA. Podstawienia poloZone
poza granicami wyznaczonymi kodonami 71 i 94, powoduja fagodna PKU (np. 165T, S70P,
A104D). Obserwacja ta moze by¢ istotna klinicznie w przypadku zidentyfikowania u no-
worodka nie znanej dotychczas mutacji w eksonie 3.

Zaprezentowane wyniki wskazuja rowniez, iz mutacje R68G i R68S nie zmieniaja
aktywnosci PAH, zarowno w postaci biatka fuzyjnego PAH-MBP w ukladzie bakteryjnym,
jak hydroksylazy eksprymowanej w uktadzie ssaczym. Ponadto biatka w obu uktadach in
vitro powstawaty w ilo§ciach normalnych oraz wykazywaty normalna immunoreaktywno$¢.
Oba zastosowane uktady analizy in vitro z powodzeniem wykorzystywano do badania ak-
tywnosci resztkowej wielu mutacji w genie PAH.

Podobna sytuacje zaobserwowano w przypadku mutacji A403V, ktora w identycznym
uktadzie bakteryjnym wydawala si¢ by¢ zmiana milczaca, nie wplywajaca na aktywnos¢
enzymu. Dopiero znalezienie wielu chorych z mutacja A403V w grupie chorych z tagodna
HPA potwierdzilo, ze jest ona mutacja powodujaca chorobg (99).

Trzeba podkresli¢, iz Zaden z istniejacych ukladow badania aktywnosci in vitro nie
moze by¢ uznany za absolutny wskaznik wplywu mutacji w genie PAH na aktywnos¢ hy-
droksylazy. Podobnie aktywno$¢ PAH oznaczana in vitro nie zawsze w prosty sposob okre-
$la kliniczne znaczenie mutacji. Jesli nawet pomigdzy wynikami uzyskiwanymi w réznych
uktadach in vitro obserwuje sie jako$ciowe podobienstwo, to moga wystapi¢ zasadnicze
roznice ilosciowe w oznaczanej aktywno$ci enzymu. W zaprezentowanej analizie nie oce-
niano zjawiska pozytywnego wspotdziatania monomeréw hydroksylazy oraz parametrow -
kinetycznych reakcji. Warto réwniez pamigtaé, ze aktywnosc in vitro PAH jest zwykle wy-
zsza, niz aktywno$¢ obserwowano w bioptatach watroby czy wyprowadzana z badan nad
oksydacja "’C-phenylalanine in vivo.

Wyniki oznaczen in vitro przy zastosowaniu standardowego st¢zenia fenyloalaniny i
niefizjologicznych st¢zen kofaktora moga réznié si¢ znacznie od aktywnosci w warunkach
fizjologicznych. Dlatego okreslenie sity mutacji u chorych funkcjonalnie hemizygotycz-
nych jest szczegolnie istotne. Poniewaz mutacja R408W calkowicie znosi aktywnosé¢ hy-
droksylazy, mozna przyjaé, iz w przypadku genotypéw R68G/R408W i R68S/R408W fe-
notyp chorych zalezy wylacznie od mutacji w kodonie 68. Moze to oznaczaé, iz mutacje te
wplywaja na stabilno$¢ biatka in vivo lub na regulacyjne funkcje hydroksylazy.
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Poniewaz kilkudniowe przetrzymywanie biatek PAH-MBP niosacych oba podstawie-
nia aminokwasowe nie zmniejszyto aktywnosci hydroksylazy, mozna przypuszczaé ze ba-
dane mutacje nie zwigkszaja agregacji PAH. Zjawisko takie, jak wspomniano wyzej, obser-
wowano np. dla mutacji F39L, K421, L48S czy I65T.

Bardzo prawdopodobne jest zatem zakltocenie funkcji regulacyjnych hydroksylazy przez
mutacje w kodonie 68, jako ze ekson 3 koduje czg$¢ domeny uczestniczacej w modulowa-
niu aktywnosci PAH.

5.1.3. Trudno$ci w ustaleniu korelacji genotyp — fenotyp umystowy w HPA

Znajac rodzaj mutacji mozna przewidywac fenotyp metaboliczny oraz kliniczny cho-
rego. Najtrudniejszym zadaniem jest przewidywanie w oparciu o diagnoz¢ molekularng
dynamiki rozwoju intelektualnego czy emocjonalnego u chorych z klasyczng i fagodng
PKU (100).

W przypadku tagodnej HPA nie wystepuja zasadniczo zaburzenia w sferze poznaw-
czej czy emocjonalnej. W przypadku obu postaci fenyloketonurii zaleznosci te nie sg jasne.
Wynika to przede wszystkim z ztozonego charakteru umystowosci cztowieka i niewielkie-
go rozeznania w biochemicznych mechanizmach szkodliwego wptywu podwyzszonych stg-
zen fenyloalaniny w organizmie (101). Wydaje sig, ze w fenyloketonurii genotyp wptywa
na wystgpujace zawsze, niezaleznie od stosowanej diety, wahania poziomu fenyloalaniny w
krétszych odcinkach czasu. Przypuszcza sig, ze zmiany te sg jednym z elementow wplywa-
jacych na obraz neurologiczny chorych. Wahania stgZzenia fenyloalaniny we krwi sa mniej-
sze u chorych z fagodng forma PKU, a by¢é moze rowniez w przypadku pewnych genotypow
klasycznej PKU (np. zwiazanych z mutacjg R261Q, zwlaszcza w uktadzie homozygotycz-
nym) (102, 103). Zbyt mato jednak nadal wiadomo o mechanizmach prowadzacych do
uszkodzenia mézgu w wyniku wysokich stezen fenyloalaniny we krwi.

W badanej w IMiD grupie chorych z klasyczng PKU (wyniki nie zamieszczone) znale-
ziono trzy osoby o genotypie R261Q/R408W. Wszystkie one wykryte zostaly w tescie Gu-
thriego i stosowaty, cho¢ niekonsekwentnie, dietg niskofenyloalaninowa. We wszystkich
przypadkach rozwoj umystowy byt prawidlowy.

Przedstawiony w Wynikach przyktad nierozpoznanej fenyloketonurii (genotyp R261Q/
R408W), prowadzacej do fenyloketonurii matczynej, wskazuje iz by¢é moze obecno$¢ mu-
tacji R261Q umozliwia tatwiejszy wptyw dodatkowych czynnikéw modyfikujacych, polep-
szajacych rozwdj umystowy. Charakterystyczne, iz mutacjg R261Q w uktadzie homozygo-
tycznym lub w kombinacji z innymi silnymi mutacjami znajdowano w wielu przypadkach
fenyloketonurii matczyne;.

Podobna sytuacjg obserwowano takze np. u chorego z genotypem'A 104D/R243Q), gdzie
pomimo bardzo zle prowadzonej diety od 2 roku Zycia i wysokich pozioméw fenyloalaniny,
rozwoj umystowy byl catkowicie prawidlowy.

Ostatnio publikowane wyniki badan z zastosowaniem protonowego rezonansu ma-
gnetycznego ('H-NMR) sugeruja, ze pomiedzy ludzmi istnieja réznice w kinetyce przyswa-
jania, metabolizmu fenyloalaniny i jej przenikania przez barierg krew-moézg (104, 105). W
rezultacie wewnatrzmozgowe stgzenia fenyloalaniny u chorych z PKU mogg byé bardzo
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r6ézne, mimo takich samych stgzen fenyloalaniny we krwi i takich samych genotypéw w
locus PAH (106). Jak dotad nie wiadomo nic o genach wplywajacych na transport fenylo-
alaniny poprzez barier¢ krew-mozg.

Mozna zatem przyjac, ze nawet klasyczna fenyloketonuria, rozpatrywana na poziomie
~fenotypu umystowego”, jest cecha zlozona, wieloczynnikowa oraz znajdujaca si¢ pod kon-
trola wielu genow.

5.1.4. Mutacje w genie PTS

W badanej grupie chorych zidentyfikowano 5 réznych mutacji w genie PTS. Dwie z
nich, D136V i N36K, znaleziono tacznie w % wszystkich zmutowanych alleli. Cztery spour6éd
zidentyfikowanych mutacji to mutacje nowe (E35G, N36K, N72L i F100V), wykryte po raz
pierwszy w badanej grupie chorych.

Ryc. 11. Najczesciej wystgpujace mutacje w genie P7S. Mutacje zidentyfikowane po raz pierwszy w
badanej grupie chorych zaznaczono gwiazdka.

Wsréd szesciu chorych trzej niosa dwie rézne mutacje w obu allelach genu PTS. Pre-
zentuja oni postac ,,0stra” (centralng) deficytu PTPS. Dwaj chorzy (OK i KT) homozygo-
tyczni pod wzgledem mutacji D136V wykazuje natomiast tagodna posta¢ choroby.

Znany jest przypadek chorego z centralna postacig deficytu PTPS o genotypie T67M/
D136V. Zaobserwowano u niego niestabilno$¢ enzymu, powstajacego na matrycy zmuto-
wanych w rézny sposéb alleli. Jednoczes$nie z badan in vitro wiadomo, ze obie mutacje
analizowane w ukladzie ekspresji in vitro prowadza do powstania syntazy zachowujacej
umiarkowana aktywnos$¢ resztkowa. Zaproponowano wigc, ze mutacje te prowadza do po-
wstania podatnych.na degradacjg in vivo form enzymu (107).

Identyfikacja w badanej grupie dwu chorych homozygotycznych pod wzglegdem muta-
cji D136V wykazujacych posta¢ obwodowa defektu syntazy, sugeruje iz niestabilno$¢ en-
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zymu zaobserwowana u chorego T67M/D136V wynika¢ moze z faktu zaburzonego wspot-
dziatania, w rdzny sposob zmutowanych podjednostek syntazy (efekt negatywnego domi-
nowania). Hipoteze te moze zweryfikowaé dopiero oznaczenie aktywnosci PTPS w hodow-
li fibroblastow chorych KT i OK.

Chora o inicjatach CE (lat 19) zostata btednie zdiagnozowana w okresie noworodko-
wym jako klasyczna postaé PKU i leczona dieta niskofenyloalaninowa. W wieku 17 lat
pojawily si¢ problemy neurologiczne. Diagnostyka molekularna wykazata obecnos¢ muta-
¢ji N36K/N72L w genie PTS. Nie wykonano oznaczenia poziomu pteryn w ptynie mézgo-
wo-rdzeniowym chorej, co pozwolitoby postawi¢ definitywne rozpoznanie obwodowej (,,ta-
godnej”) postaci deficytu PTPS. Jednak brak degradacji psychicznej i zaburzen neurolo-
gicznych, az do wieku kilkunastu lat sugeruje posta¢ tagodna. Poniewaz mutacja N36K
wraz z mutacja D136V zostata zidentyfikowana u chorych z postacig centralng deficytu
PTPS (tab. VII), mozna przypuszczaé, ze mutacja N72L jest mutacja ,,fagodna”.

5.1.5. Alternatywne skladanie transkryptu pierwotnego genu P7S
w leukocytach krwi obwodowej

Syntaza tetrahydrobiopterynowa ulega ekspresji w watrobie, a takze m.in. w fibrobla-
stach. Natomiast w leukocytach krwi obwodowej wykrywa si¢ jedynie transkrypty ektopowe.

Podjgto probg wykorzystania tatwo dostgpnych leukocytéw krwi obwodowej do anali-
zy mutacji w cDNA PTS. Analizujac transkrypty ektopowe dziesigciu osob, dziewigciu
zdrowych i jednego chorego z deficytem PTPS i genotypem D136V/D136V nieoczekiwa-
nie zidentyfikowano u wszystkich mRNA z delecja obejmujaca peten ekson 3. U chorego
potwierdzono jednoczeénie genotyp warunkujacy deficyt PTPS.

Wspomniana delecja 23 nukleotydéw nie wystepuje w transkryptach izolowanych z
hodowli fibroblastow, ani w genomowym DNA. Wskazuje na to obecnos¢ mutacji D136V
wykrywanych w genomowym DNA 1 transkryptach izolowanych z hodowli fibroblastow
chorego.

W niektdrych przypadkach transkryptowi z delecja towarzyszyly transkrypty pet-
nej dtugosci. Nie okreslono jednak dokladnie proporcji obu form mRNA. Z obrazu
rozdzialu elektroforetycznego (2,5% agaroza) powielonej sekwencji kodujacej PTS
mozna wnosi¢, ze obie formy wystgpuja w podobnych ilo$ciach. Wydaje si¢ wige, ze w
leukocytach ma miejsce oprocz prawidtowego, takze alternatywny splicing transkryptu
pierwotnego. Nie jest jednak wykluczone, ze efekt ten to artefakt, towarzyszacy proce-
sowi izolacji RNA.

Rutynowa diagnostyka molekularna deficytu PTPS nie moze by¢ zatem prowadzona
w oparciu o mRNA izolowany z leukocytéw krwi obwodowe;j.

5.1.6. Mutacje w genie GALT,

U wszystkich chorych z klasyczng galaktozemia znaleziono silne mutacje w obu alle-
lach genu GALT. Wérdd 18 mutacji, siedem to mutacje nowe, zidentyfikowane po raz pierw-
szy w badanej grupie.
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Korelacje pomiedzy genotypem a fenotypem klinicznym galaktozemii sprowadzaja
sie¢ w zasadzie do podziatu na mutacje ,,silne” i ,,stabe”. Proba oceny korelacji pomigdzy
nasileniem objawéw w okresie noworodkowym, przebiegiem klinicznym czy poziomem
galaktozo-1-fosforanu, a genotypem u pacjentéw z réznymi mutacjami ,,Silnymi” nie data
wyraznych rezultatow. Takze w obrgbie grupy chorych o takim samym genotypie (np. IVS3/
IVS3 czy Q188R/QI188R) istnieje duze zréznicowanie objawdw klinicznych. Zréznicowa-
nie to wystgpuje nawet pomigdzy rodzenstwem o tym samym genotypie.

Wydaje si¢ ze jedynie genotyp K285N/K285N znaleziony u 8 probandéw zwigzany
jest z ostrzejszym przebiegiem galaktozemii i degradacja psychoruchowa, powaznymi za-
burzeniami mowy, zwtaszcza po 4. roku zycia. Efektu takiego nie obserwowano w grupie
22 chorych z genotypem Q188R/Q188R oraz u 20 chorych z genotypem Q188R/N285N.

Z danych literaturowych wynika, Ze z mutacja R333W zwiazany jest hipogonadyzm
u dziewczat. Zwiazek taki zostat potwierdzony w badanej grupie chorych u dziewczynki o
genotypie: Q188R/R333W. Hipogonadyzm obserwowano jednak takze u chorych kobiet z
innymi genotypami np. Q188R/Q188R.

Przyjmuje sig, iz w przypadku galaktozemii, odmiennie niz w hiperfenyloalaninemii,
tto metaboliczne w znaczacym stopniu modyfikuje przebieg kliniczny choroby. Czgsto, jed-
nak nie zawsze, duze znaczenie ma czas rozpoczecia leczenia dieta bez galaktozy. Dieta
wprowadzona w okresie rozwoju ptodowego badz od pierwszego karmienia dziecka po-
zwala unikna¢ cigzkiego przebiegu noworodkowego i do pewnego stopnia ograniczy¢ wy-
stgpowanie skutkéw poznych. Jednak nawet prawidlowo stosowana dieta nie gwarantuje
normalnego rozwoju umystowego dzieci z galaktozemia.

Brak aktywnosci GALT prowadzi do podwyzszenia poziomoéw galaktozy i jej metabo-
litdw: galaktozo-1-fosforanu, galaktonianu i galaktitolu w tkankach i ptynach ustrojowych.
Przyjmuje si¢, iz zwiazki te (zwlaszcza galaktitol) odgrywaja zasadnicza rolg w pojawianiu
sig¢ wezesnych objawow galaktozemii, do ktdrych nalezg zottaczka, skaza krwotoczna, wo-
dobrzusze, niekiedy wymioty, biegunki, wyniszczenie, sktonno$¢ do zakazen, za¢ma.

Po6zne skutki choroby, przede wszystkim o charakterze neurologicznym, wynikaja naj-
prawdopodobniej z niedoboru UDP-galaktozy, prowadzacego do zakldcenia galaktozylacji
glikoprotein i glikolipidéw. Zaktoceniu ulegaja rowniez procesy fosforylacji. Niepetna sku-
teczno$¢ diety eliminacyjnej w pozniejszym okresie zycia chorych wynika najpewniej ze
spozywania galaktozy obecnej w tzw. ukrytych zrodtach (owoce, warzywa) oraz — co waz-
niejsze — endogennej produkcji galaktozy i jej toksycznych metabolitow. Galaktoza endo-
genna wytwarzana jest w wyniku katabolizmu zlozonych wegglowodanéw (np. glikolipi-
dow, glikoproteidow) oraz z UDPgalaktozy (wytwarzanej z kolei z glukozy).

Deficyt GALT powodowaé moze zmiany juz w okresie ptodowym: zaémg¢ wrodzona,
uszkodzenia jajnikow oraz objawy marskosci watroby. Przypuszcza sig, ze wiele nieprawi-
dtowosci ujawniajacych sig¢ w pdzniejszym okresie zZycia chorych moze mie¢ swoj pocza-
tek w okresie zycia ptodowego. Poniewaz galaktoza tatwo przenika przez tozysko duze
znaczenia ma utrzymywanie przez kobietg cigzarna diety bezmleczne;.

Wspomniane mechanizmy patogenezy sa jednakowe u wszystkich chorych. Jednak
skutek ich dziatania moze by¢ rozny u ré6znych osdb. Réznice w obrazie klinicznym choro-
by ujawniaja sig juz u noworodkow, ale sg szczegdlnie wyrazne w pozniejszych okresach
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zycia. Postulowane do niedawna czynniki prognostyczne w galaktozemii takie jak wiek
rozpoznania, przebieg choroby w okresie noworodkowym czy jako$¢ diety, maja ograni-
czone znaczenie. R6znorodnos$¢ przebiegu klinicznego w ograniczonym stopniu warunko-
wana jest rodzajem mutacji w genie GALT. Jednak nawet w obrgbie grupy chorych z tymi
samymi mutacjami obserwuje si¢ duza zmiennos$¢ objawow klinicznych.

Obecnie uznaje sie, ze ,,samozatrucie”, powodowane wytwarzaniem galaktozy w or-
ganizmie chorego, szczego6lnie we wczesnym niemowlgctwie, jest najwazniejszym czynni-
kiem patogennym. Zasadnicze przemiany galaktozy w organizmie chorego z galaktozemia
przedstawia ryc. 12.

Ryc. 12. Schemat metabolizmu galaktozy w organizmie chorego z galaktozemig znajdujacego si¢ na
diecie z ograniczona podaza galaktozy. Mutacje w genie GALT powodujg blok metaboliczny
przeksztalcania galaktozy do glukozy, co powoduje gromadzenie galaktozy w organizmie.
Uaktywieniu ulegaja alternatywne szlaki przeksztatcania galaktozy, powstaje m.in. galaktitol
i galaktonian. Galaktitol nie ulega przeksztatceniom i wydalany jest z moczem. Galaktonian
moze by¢ utleniany do CO, lub przeksztalcany do glukozy. Niewielkie ilosci galaktozy po-
chodza z diety (tzw. zrodla ukryte), lecz wigkszos$é powstaje z rozpadu ztozonych weglowo-
danéw i UDP-galaktozy. Okoto 30% wewngtrznie wytworzonej galaktozy usuwane jest z
moczem w postaci galaktonianu (10%) i galaktitolu (20%). Reszta ulega utlenieniu poprzez
galaktonian oraz by¢ moze w wyniku istnienia resztkowej aktywnosci GALT. Jak sig okazuje
chorzy potrafig w ciagu kilku godzin utleni¢ stosunkowo duze ilosci galaktozy.
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Mutacje w genie GALT powoduja blok metaboliczny przeksztalcania galaktozy do
glukozy, co powoduje gromadzenie galaktozy w organizmie. Uaktywieniu ulegaja alterna-
tywne szlaki przeksztalcania galaktozy, powstaje m.in. galaktitol i galaktonian. Galaktitol
nie ulega przeksztatceniom i wydalany jest z moczem. Galaktonian moze by¢ utleniany do
CO, lub przeksztatcany do glukozy. Niewielkie ilosci galaktozy pochodza z diety (tzw. Zré-
dfa ukryte), lecz wigkszo$¢ powstaje z rozpadu zlozonych wgglowodandw i UDP-galakto-
zy. Okolo 30% wewngtrznie wytworzonej galaktozy usuwane jest z moczem w postaci ga-
laktonianu (10%) i galaktitolu (20%). Reszta ulega utlenieniu poprzez galaktonian oraz by¢
moze w wyniku istnienia resztkowej aktywnosci GALT. Jak si¢ okazuje chorzy potrafia w
ciagu kilku godzin utleni¢ stosunkowo duze ilosci galaktozy.

Petna charakterystyka chorego z galaktozemia obejmowac powinna znajomo$¢ nastg-
pujacych elementéw:

— stopnia wytwarzania endogennej galaktozy

— zdolno$ci organizmu do utleniania galaktozy

— aktywnosci alternatywnych szlakéw przemiany gal (np. szlaku prowadzacego do

wytwarzania kwasu galaktonowego)

— oraz rodzaju mutacji (108).

Nie istnieje prosta korelacja pomigdzy genotypem w genie GALT, a przebiegiem kli-
nicznym galaktozemii.

Na przyktad mutacja S135L uznawana jest za mutacjg ,,Jagodna” w ukladzie homo-
zygotycznym, w przypadku stosowania diety. Jednak ocena aktywno$ci zmutowanego
biatka GALT réznita sig¢ znacznie. Na przyklad u chorych S135L/S135L nie jest wykry-
wana aktywno$¢ GALT w erytrocytach, podczas gdy w watrobie i §luzowce jelita aktyw-
no$¢ resztkowa wynosi okoto 10%, a w leukocytach jest rzedu 0-5%. Zastosowanie
drozdzowego ukladu in vitro umozliwito doktadniejsze oznaczenia kinetyczne, wskazu-
jace, ze mutacja S135L powoduje zmniejszenie wartosci K, GALT okoto 2 razy, a aktyw-
nosci specyficznej okoto 10 razy (109). Chorzy niosacy w jednym lub dwu allelach muta-
cje S135L produkuja ponadto mniej galaktitolu, niz chorzy z klasyczna galaktozemia (110).

Z opublikowanych ostatnio wynikéw badan nad zdolnoscia organizmu chorych z ga-
laktozemia do utleniania galaktozy wynika natomiast, iz chorzy genotypie S135L/S135L,
S135L/Q188R czy Q188R/N314D nie rdzna sig¢ od oséb zdrowych pod wzglgdem ogdlne;j
zdolnosci organizmu do utleniania galaktozy (111, 112).

Jednak w badanej grupie chorych pacjentka S135L/Q188R prezentuje klasyczna po-
sta galaktozemii. Nie znaleziono u niej w genie GALT innych, charakterystycznych zmian
sekwencji. Wydaje sig, ze wspomniane trudno$ci w ustaleniu sity mutacji S135L wskazuja
na znaczacy udziat dodatkowych czynnikéw metabolicznych, przynajmniej dla niektorych
genotypow GALT.

Wsréd dzieci znajdujacych sig¢ pod opieka Kliniki Pediatrii IMiD nie ma chorych z
aktywnoscia resztkowa galaktotransferazy rzedu 0,5-3% i fagodniejszym przebiegiem cho-
roby. Jest to sytuacja odmienna od tej, jaka opisywano dla populacji europejskich: np. nie-
mieckiej czy tureckiej. W populacjach tych nawet kilka procent wszystkich chorych z nie-
doborem GALT charakteryzuje si¢ aktywnoscia resztkowa enzymu od 1 do 3%. Trudno
jednoznacznie okresli¢ przyczyny takiego stanu rzeczy.
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5.1.7. Pacjenci z wysoka resztkowa aktvwnoS$cia GALT

Wsrod chorych z fagodna galaktozemia peina korelacje pomiedzy genotypem w locus
GALT a poziomem aktywno$ci transferazy wykazano jedynie dla genotypéw K285N/N314D
D-2 1 Q188R/N314D D-2. Mutacja N314D wraz z towarzyszacymi polimorfizmami w in-
tronach 4 i 5, to molekularny odpowiednik biochemicznie definiowanego wariantu Duarte-
2. W ukladzie homozygotycznym powoduje obnizenie aktywnosci GALT do 50%. W pota-
czeniu z mutacja silng obniza aktywno$é enzymu do 25%.

U chorych z pojedyncza silna mutacja nalezato sig spodziewac aktywnosci GALT rzeg-
du 50%. Podobna, u chorego z mutacjami N314D w obu allelach genu GALT. Odnotowana
aktywno$¢ okoto 25% moze mie¢ rézne przyczyny:

Mozliwa jest obecnos¢ mutacji w obszarach nie sekwencjonowanych (np. nie ulegaja-
cym translacji regionie 3’) lub w innych genach zwiazanych z powstawaniem fenotypu
galaktozemii. Mutacje silne, typu Q188R i K285N sg mutacjami czgsciowo negatywnie
dominujacymi. Efekt ten zwiazany jest z oligomeryczna budowa biatka transferazy. Nie-
ktére mutacje moga zaklécaé wspéldziatanie podjednostek prawidtowych i zmutowanych
w tworzeniu aktywnej GALT.

Innym prawdopodobnym wyjasnieniem jest blad metody w oznaczaniu aktywnosci
GALT Zakltadzie Biochemii Instytutu Matki i Dziecka. Sigga¢ on moze nawet 12% w przy-
padku niezerowej aktywno§ci transferazy. Efekt ten moze ulec wzmocnieniu ze wzgledu na
szeroki zakres aktywnosci prawidlowej GALT w populacji ogdlnej. Punktem odniesienia
dla okreslania procentowej aktywnos$ci GALT jest bowiem warto$¢ $rednia w populacji:
23,8 uM UDPgal/h/gHb. Tymczasem przedzial zmiennosci jest dosé duzy: od 16,7 do 35 uM
UDPgal/h/gHb. Jezeli tlem metabolicznym dla pojedynczej, silnej mutacji jest wartosci
aktywnosci enzymu z lewego kranca przedzialu, to mozna oczekiwaé wartosci okoto 25-
35% normy. Poziomy takie zanotowano u chorych z badanej grupy, u ktérych wykryto po-
jedyncza mutacje silna.

Interpretacje taka sugeruje rowniez fakt nie znalezienia Zadnych polimorfizméw in-
tronowych u chorych z oznaczona pojedyncza mutacja ,,silng”. Zwiazek mutacji ,,silnych”
ze specyficznymi markerami sugerowaltby bowiem np. istnienie mutacji ,,tagodnej” w nie
badanych obszarach genu, badz wskazywatby Ze polimorfizmy same wplywaja na zmniej-
szenie aktywnosci GALT.

Trudnosci w interpretacji wynikow diagnostyki molekularne;j, takie jak opisana powy-
zej, wskazuja dobitnie na konieczno$¢ poprawnej charakterystyki biochemiczne;j i klinicz-
nej chorych. Diagnostyka molekularna nie jest metoda absolutna lecz pomocnicza i zawsze
wymaga interpretacji w §wietle petnego obrazu klinicznego i biochemicznego osoby chorej
lub rodziny ryzyka. Réwniez wprowadzenie nowych testéw molekularnych, zwlaszcza na
szeroka skalg, powinno byé poprzedzone otwarta dyskusja nad ich uzytecznoscia i znacze-
niem dla dobra badanych os6b.

W tym kontekscie znamienny jest wynik diagnostyki u chorych z podejrzeniem defi-
cytu GALE. W jej wyniku nie znaleziono mutacji w genach GALE, a takze GALT — co
pozostaje w sprzecznosci z rozpoznaniem klinicznym. Jednak samo rozpoznanie nie opiera
sig na bezposrednim pomiarze aktywno$ci GALE we krwi chorych, a jedynie na posred-
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nich wskazdéwkach (np. poziom galaktozo-1-fosforanu, galaktitolu, aktywnos¢ GALT).
Mozna zatem przypuszczaé, ze fenotyp kliniczny przypominajacy deficyt GALE powodo-
wany jest takze przeze defekt innych gendéw. Obserwacja ta wskazuje rowniez na bezwzgledna
konieczno$¢ prowadzenia rutynowej diagnostyki biochemicznej innych niz klasyczna po-
staci galaktozemii.

5.2. ZLOZONOSC CHOROB JEDNOGENOWYCH: NAUKA I TECHNIKA

Wszystko, co powiedziano wyzej wskazuje, ze tradycyjne wyrdznianie chordb jedno-
genowych i wieloczynnikowych, jest uproszczeniem. W przypadku wszystkich schorzen
genetycznych, oprocz podstawowego genu, ktérego mutacje powoduja chorobg, w tworze-
niu fenotypu uczestniczy¢ moze wiele genéw i obszaréw chromosomow, a takze srodowi-
sko zewngtrzne (por. rycina ponizej) (113).

Ryc. 13. Schemat obrazuje potencjalny wplyw genotypu i czynnikéw innych niz genetyczne na feno-
typ niektorych chorob jednogenowych. Nie uwzgledniono heterogenno$ci wynikajacej z wie-
lo$ci mutacji w podstawowym genie warunkujacym chorobg.
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Szlaki metaboliczne nie sg zwykle kontrolowane w pojedynczych miejscach lecz na
wszystkich etapach przemian, ktore tacznie wptywaja na wydajnosc catego procesu. Regu-
lacja dokonywana jest ponadto na wszystkich poziomach (molekularnym, komérkowym,
narzadowym, organizmalnym), a modulatorami moga by¢ czynniki zaréwno z obrgbu regu-
lowanego systemu, jak spoza niego. Nasze rozeznanie zarysowanych zlozonosci pozostaje
na bardzo elementarnym poziomie. Wyjasnienie wymagato bgdzie podejscia bardziej cato-
$ciowego, niz to prezentowane przez wspotczesna biologie molekularna.

Nadzieje zwigzane z badaniami genetycznymi sa ogromne. Wyrazajg je zardwno $ro-
dowiska naukowe i medyczne, zwigzane z przemystem biotechnologicznym i farmaceu-
tycznym, jak opinia publiczna. Wiaczenie aspektu molekularnego do projektow nauko-
wych z wielu dziedzin nauki podstawowej i stosowanej utatwia zdobywanie funduszy nie-
zbednych do prowadzenia badan. Jednoczesnie w prasie popularnej pojawiaja sig doniesie-
nic¢ o najnowszych badaniach z dziedziny genetyki molekularnej, z sugestia iz od odkrycia
genu do terapii jeden tylko krok. Czesto jednak oryginalne publikacje dotycza jedynie po-
wigzania genu czy jedynie odcinka chromosomu, z choroba. Poznanie patomechanizmu
choroby pozostaje najczgsciej bardzo odlegltym celem.

Bezposrednim, najprostszym, rezultatem poznania sekwencji genomu cztowieka bg-
dzie zapewne opracowanie diagnostycznych i prognostycznych testow molekularnych dla
wielu schorzef dziedzicznych. Dostgpnos¢ testow powigkszy grupg chordb uwarunkowa-
nych genetycznie, ktore mozna diagnozowa¢ lecz nie mozna leczy¢. Nie nalezy si¢ bowiem
spodziewa¢ skutecznych form somatycznej terapii genowej wczesniej niz za 20-40 lat.

Jednak nawet w przypadku prostych choréb jednogenowych, w tworzeniu fenotypu
klinicznego w réznym stopniu uczestniczy wiele gendw, a takze Srodowisko zewngtrzne.
Identyczne mutacje powoduja czasami rézne nasilenie choroby u réznych oséb. Niekiedy
za$ mutacje w tym samym genie wywotuja zasadniczo odmienne jednostki chorobowe.
Okreslenie korelacji pomigdzy genotypem a fenotypem klinicznym wymaga zatem diugo-
trwatych, wieloosrodkowych badan. Jeszcze bardziej skomplikowane zalezno$ci wystgpu-
ja w przypadku schorzen wieloczynnikowych i wielogenowych. Problemy te wykracza poza
poznanie informacji liniowej, zawartej w DNA — wymagaja badania komorek, ich zespo-
léw oraz calego organizmu (114).

5.3. PRAKTYCZNE WNIOSKI BIOCHEMICZNE

Przedstawiony material sugeruje wyraznie, iz w przypadku galaktozemii daleko waz-
niejsza od okreslania genotypu, jest petna diagnostyka biochemiczna chorych. Powinna
obejmowaé oznaczanie poziomu aktywnosci trzech podstawowych enzyméw szlaku prze-
mian galaktozy (GALT, GALE i GALK), zawartosci galaktozy we krwi oraz podstawowych
toksycznych metabolitow (galaktozo-1-fosforanu, galaktitolu i galaktonianu). Nowoczesne
techniki diagnostyczne wykorzystujace chromatografi¢ gazowa i spektrometri¢ masowa,
pozwalaja szybko i precyzyjnie oszacowac endogennag produkcj¢ galaktozy przez organizm
chorego. Rozmiary produkcji endogenne w duzym stopniu wplywaja na pdzne objawy ga-
laktozemii (115).
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Pewne znaczenie diagnostyczne moze mieé rowniez okreslanic tempa przeksztaicania
[1-3C] galaktozy do '*CO,, dostarczajace informacji o ogdlnej zdolnosci organizmu do
utleniania galaktozy. W ten sposdb mozna odréznié cigzkie od tagodnych postaci deficytu
GALT. Jednak w przypadku niektorych genotypow (np. R258C/Y209C, K285N/T138M,
S135L/S135L) pomimo niskiej aktywnosci resztkowej GALT w erytrocytach, catkowita
zdolnoé¢ organizmu do utlenianie galaktozy pozostaje prawidlowa. Zjawisko to wynika
zapewne z resztkowej aktywnosci GALT w innych tkankach (watrobie, jelicie cienkim).

Wykrycie w okresie noworodkowym rzadko wystegpujacych badz nowych mutacji w
genie GALT, polaczone nawet z zerowg aktywno$cia enzymu w erytrocytach nie powinno
stanowi¢ wylacznej podstawy do wprowadzenia diety pozbawionej laktozy. Decyzja co do
zakresu i czasu stosowania diety powinna by¢ poprzedzona doktadnymi badaniami bioche-
micznymi, na przyklad testem oceniajacym zdolno$¢ noworodka do utleniania galaktozy.

W galaktozemii diagnoza molekularna stanowi zatem jedynie uzupehienie i rozsze-
rzenie rozpoznania biochemicznego i klinicznego. Wydaje si¢ na przyktad, ze znalezienie u
probanda mutacji K285N w ukladzie homozygotycznym, sugeruje cigzki przebieg galakto-
zemii. Podobnie identyfikacja mutacji R333W sugerowata bedzie wystapienie w okresie
dojrzewania hipogonadyzmu u dziewczat.

Identyfikacja wielu polimorficznych zmian w genie GALT wskazuje, ze oczekiwaé
mozna dodatkowych podstawien nukleotydowych w regionach znajdujacych sig pod mniejsza
presja selekcyjna. Przyktadem moze by¢ mutacja 1378V zidentyfikowana jako trzecia, u
chorego z klasyczna galaktozemia (por. Wyniki). W tego typu przypadkach trudno niekiedy
zdecydowa(, ktora z mutacji jest zmiana powodujaca chorobg, a ktéra milczacym podsta-
wieniem nukleotydowym (116).

5.4. WYBOR TECHNIKI WYKRY WANIA MUTACJI

W ciagu szesciu lat wprowadzono do rutynowej praktyki Zaktadu Genetyki Medycz-
nej IMiD szereg nowoczesnych metod analizy kwaséw nukleinowych. Dzigki nim mozna
identyfikowa¢ najczg$ciej wystgpujace w populacji polskiej mutacje powodujace rdzne
choroby uwarunkowane genetycznie (por. tab. XIII w Uzupefnieniach). Mozna rowniez
poszukiwaé¢ mutacji rzadkich i nieznanych. Podstawowa i niezastapiona technika stato sig
bezposrednie, fluorescencyjne sekwencjonowanie DNA. Do$wiadczenie zdobyte przy ana-
lizie mutacji powodujacych hiperfenyloalaninemig i galaktozemig¢ moze znalez¢ zastoso-
wanie w diagnostyce molekularnej innych choréb uwarunkowanych genetycznie, a takze
nowotworéw. Ponizej sformutowano kilka praktycznych wnioskow, dotyczacych prowa-
dzenia diagnostyki molekularne;j.

Do izolacji DNA z powodzeniem stosowaé mozna metodg stopniowego wysalania
biatek komérkowych. Cechuje ja prostota i szybkos¢ wykonania. W rzadkich przypadkach
czysto$¢ preparatéw nie wystarcza do prowadzenia np. reakcji wielokrotnego PCR. Wyma-
gany jest wtedy dodatkowy etap oczyszczania, korzystnie metoda dializy kroplowej. Prepa-
raty DNA otrzymane metoda wysalania mozna stosowac¢ takze w hybrydyzacji genomowe;j.
Inne sposoby izolacji DNA (np. ekstrakcja organiczna, selektywna adsorbcja na handlowo
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dostgpnych zelach krzemionkowych) stosowano rzadko, ze wzgledu na wyzsze koszty od-
czynnikéw. Czysto$¢ preparatu i dhugo$é otrzymywanych fragmentéw DNA mozna jednak
w ten sposob zwigkszy¢, co jest nickiedy istotne.

Do izolacji catkowitego RNA komoérkowego lub catkowitego poli(A)-mRNA mozna
wykorzysta¢ zmodyfikowana metode Chomczynskiego lub zestawy do selektywnej adsorb-
cji adenylowanych transkryptow. Duzo wigksza labilno$¢ czasteczek RNA w poréwnaniu z
DNA, powoduje iz praca wymaga zachowania odpowiednich warunkow czystosci.

Jakos¢ preparatow kwasow nukleinowych nalezy poczatkowo oceniaé spektrofotome-
trycznie oraz elektroforetycznie. Po ustaleniu rutynowych warunkow izolacji mozna zrezy-
gnowac z kontroli wszystkich preparatéw DNA, na rzecz okresowego sprawdzania jakosci.
Bardziej wrazliwe na degradacj¢ preparaty RNA powinno si¢ natomiast ocenia¢ kazdora-
zowo przed dalszymi etapami analizy.

Wyb6r techniki wykrywania mutacji zalezy zar6wno od molekularnej natury diagno-
zowanej choroby, jak rodzaju laboratorium (117). W przypadku choréb genetycznych po-
wodowanych niewielka liczba lub kilkoma zdecydowanie czgstymi mutacjami, optymalne
jest stosowanie technik analizy rutynowej: PCR-RFLP, ACRS (techniki sztucznie tworzo-
nych miejsc restrykcyjnych), ASO (hybrydyzacji oligonukleotydowej) czy odwrotnej hy-
brydyzacji. Po odpowiednim przeszkoleniu personelu i opracowaniu zasad kontroli we-
wngtrznej oraz zewnetrznej (kontakt z laboratorium referencyjnym) w rutynowej diagno-
styce prowadzonej nawet w matych laboratoriach przyszpitalnych, stosowa¢ mozna han-
dlowo dostgpne zestawy diagnostyczne.

Do wykrywania obszarow genoéw o sekwencji nukleotydowej odmiennej od typowej, z
powodzeniem stosowaé mozna technik¢ SSCA oraz HA. Mozliwe jest stosowanie jedno-
czesne obu metod i prowadzenie rozdziatu elektroforetycznego np. w zelu MDE, charakte-
ryzujacym si¢ lepszym (w poréwnaniu z tradycyjnymi zelami poliakryloamidowymi) roz-
dziatem form konformacyjnych DNA. Technika HA pozwala ponadto przeglada¢ odcinki
DNA o dlugos$ci wigkszej niz SSCA (powyzej 500pz). Optymalne warunki elektroforezy
musza zostaé ustalone eksperymentalnie dla konkretnych fragmentéw DNA.

Powielone fragmenty genu o zmienionej sekwencji nalezy podda¢ sekwencjonowa-
niu, nawet wtedy, gdy wzor prazkéw SSCP lub HA wskazuje na wystgpowanie konkretnej
mutacji. Z tego powodu mozna poming¢ wstgpne przeszukiwanie sekwencji genu. Bezpo-
sredniemu, fluorescencyjnemu sekwencjonowaniu poddawac nalezy eksony badanego genu
w kolejnosci, ustalonej w badaniu pilotowym. W przypadku badania gendéw o niewielkiej
liczbie ekson6w mozna prowadzié jednoczesne sekwencjonowanie wszystkich fragmen-
tow kodujacych biatko.

W diagnostyce mozna réwniez wykorzysta¢ okreslanie sekwencji cDNA genu. Nie-
kiedy jednak peiny mRNA mozna otrzymac tylko z okreslonego rodzaju tkanki. Z ekono-
micznego punktu widzenia, w przypadku genow liczacych niewiele eksonéw metoda opar-
ta na analizie cDNA nie daje zbyt wiele korzysci, gdyz konieczne jest stosowanie dodatko-
wego etapu RT-PCR. Ponadto potwierdzenie mutacji zaklocajacej wycinanie intronéw
wymaga sekwencjonowania odpowiedniego fragmentu genomowego DNA. Dodatkowa trud-
noscia jest konieczno$¢ sekwencjonowania z obu stron fragmentéw cDNA liczacych po-
wyzej 600 pz, dla uniknigcia niepewno$ci w okreslaniu podstawien nukleotydowych na
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koncach sekwencji. Przeszkoda moze by¢ rowniez wystgpowanie w sekwencjach introno-
wych duzej liczby istotnych (lub potencjalnie istotnych) diagnostycznie polimorfizméw.

Wydaje si¢ wige, ze do celow diagnostyki molekularnej prosciej stosowaé bezposred-
nie sekwencjonowanie kolejnych eksonow. Taki wybor jest uzasadniony ekonomicznie w
przypadku genéw liczacych od kilku do kilkunastu eksonéw o dlugosci do okoto 600 pz, w
ktérych mutacje rozmieszczone sa nierownomiernie we wszystkich obszarach genu.

Kazdego roku pojawia si¢ na rynku szereg nowych testoéw diagnostycznych, czgsto
wykorzystujacych nowe metody identyfikowania mutacji. Wprowadzenie do rutynowe;j dia-
gnostyki konkretnej techniki powinno by¢ zawsze poprzedzone niewielkim programem
sprawdzajacym zdolno$¢ techniki do wykrywania mutacji w konkretnej populacji, oceng
niezawodnosci testu, wlaczajac w to mozliwe wyniki falszywie negatywne i fatszywie po-
zytywne czy dopasowanie handlowego zestawu do stosowanej w laboratorium metody izo-
lacji DNA lub RNA.

5.5. RUTYNOWA DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA CHOROB
DZIEDZICZNYCH - TECHNICZNE ZASADY WYBORU

Otrzymane wyniki procz znaczenia czysto poznawczego, stuzyly wprowadzeniu no-
woczesnych metod diagnostyki molekularnej i stworzeniu referencyjnego laboratorium dia-
gnostycznego chorob genetycznych. Z perspektywy szesciu lat pokusié si¢ mozna o odpo-
wiedZ na zasadnicze pytanie: w jakich sytuacjach stosowaé nalezy diagnostyk¢ molekular-
na i jakie mutacje identyfikowaé. OdpowiedzZ na to pytanie zalezy nie tylko od dyskutowa-
nych powyzej uwarunkowan poznawczych i technicznych, lecz rowniez od uzytecznosci
klinicznej wyniku diagnostyki, istnienia konkurencyjnych metod biochemicznych czy moz-
liwo$ci finansowania diagnostyki molekularne;.

Obecnie pourodzeniowa diagnostyka HPA oparta jest na tanim, prostym i stosunkowo
precyzyjnym tescie kolorymetrycznym. Cena pojedynczego wyniku wynosi 11 zt. W przy-
padkach dzieci z podwyzszonym poziomem fenyloalaniny we krwi wykonywane sa dodat-
kowe badania: fluorometryczne okreslenie stgzenia fenyloalaniny i tyrozyny, oznaczenie
profilu pteryn w moczu, test obciazenia tetrahydrobiopteryna oraz oznaczanie aktywnosci
reduktazy dihydrobiopterynowej. Koszt dodatkowych badan jest mniej wigcej rzad wielko-
$ci wyzszy, pozwala jednak zdiagnozowa¢ konkretna postaé HPA.

Ze wzgledu ekspresj¢ genu PAH przede wszystkim w watrobie, nie wykonuje sig ruty-
nowo bezposredniego oznaczania aktywnos$ci hydroksylazy fenyloalaninowej u chorych.
Badanie wymaga biopsji watroby oraz prowadzenia oznaczenia natychmiast po uzyskaniu
bioptatu (ze wzglgdu na duza niestabilno$¢ biatka PAH).

Niekiedy jednak dokladne okreslenie postaci HPA moze by¢ trudne: w okresie nowo-
rodkowym postaci tagodne nasladuja klasyczna PKU lub niekiedy odwrotnie (por.: Wyni-
ki). Pewne rozpoznanie postawione by¢ moze metodami klasycznymi niekiedy po kilkuna-
stu miesigcach obserwacji. Diagnostyka molekularna oparta na sekwencjonowaniu oferuje
w tym wypadku szybkie (tydzief) i pewne rozpoznanie konkretnej postaci HPA, umozli-
wiajace szybkie wprowadzenie odpowiedniej diety i udzielenie porady rodzicom (118, 119).



Dyskusja 63

Zasadnicze zalezno$ci pomigdzy rodzajem mutacji, a fenotypem klinicznym przedsta-
wia tabela ponizej. Korelacje pomigdzy genotypem i fenotypem sg istotne dla rutynowe;
diagnostyki molekularnej. Noworodek, u ktorego zidentyfikowano dwie mutacje ,,silne”,
nawet jesli wyjsciowe poziomy fenyloalaniny sugerowaty beda tagodna postac hiperfeny-
loalaninemii, bedzie w przysztos$ci prezentowat bedzie klasyczna posta¢ PKU. Z drugiej
strony identyfikacja u probanda mutacji tagodnej stanowi podstawg do postawienia rozpo-
znania tagodnej HPA. Znalezienie mutacji posredniej sugeruje tagodng HPA lub tagodng
PKU.

Tabela X. Zasadnicze korelacje pomiedzy rodzajem mutacji w locus PAH a postacia kliniczna HPA

mutacje posta¢ HPA
S+8 Klasyezna®
S+P. fagodna PKUJ
P+P tagodna HPA, rzadziej tagodna PKU
S+L fagodna HPA
P+L,L+L fagodna HPA lub fenotyp prawidiowy

Weczesna identyfikacja mutacji ,,posrednich” (np. R241H) moze by¢ szczegdlnie uzy-
teczna klinicznie. Niekiedy bowiem podwyzszenie st¢zenia fenyloalaniny we krwi dzieci z
fagodna PKU nastgpuje powoli, tak ze diagnoza kliniczna zostaje postawiona dopiero pod
koniec pierwszego roku zycia lub jeszcze pozniej (120, 121). Mozliwe sa takze sytuacje
odwrotne, gdy u noworodka wystgpuja stgzenia fenyloalaniny charakterystyczne dla PKU,
w ciggu kilku miesigcy ustalajg si¢ na poziomie charakterystycznym dla tagodnej HPA.
Mozliwe jest takze, ze wstgpne rozpoznanie tagodnej HPA nie uzyska potwierdzenia mole-
kularnego, a dalsza obserwacja kliniczna wskazuje na przej$ciowa, niedziedziczna HPP.
Znane sa takze przypadki przejSciowo podwyzszonych poziomoéw fenyloalaniny u nosicieli
jednej mutacji w genie PAH (122). Podobne przypadki opisano takze w niniejszej pracy.

Diagnostyka molekularna jest istotna w przypadku rodzin ryzyka, w ktérych zidentyfi-
kowano rézne postaci HPA, np. tagodna HPA i tagodna PKU u rodzenstwa. Znalezienie
mutacji pozwoli wyjasni¢ czy np. jest to wynikiem odziedziczenia mutacji zwiazanej z
rownymi postaciami HPA, lub tez czy jeden z rodzicow jest niesie dwie mutacje tagodne,
powodujace bezobjawowa HPA. Rozréznienie to jest istotne z punktu widzenia poradnic-
twa genetycznego.

Wskazaniem do diagnostyki molekularnej z wykorzystaniem sekwencjonowanie moze
by¢ takze postac tagodnej PKU, w ktorej identyfikacja mutacji moze dostarczy¢ informacji
istotnych np. do okreslenia sposobu prowadzenia diety niskofenyloalaninowej. Koszt poje-
dynczego badania siega szacunkowo 600-900 zt.

W przypadku HPA powodowanej deficytem enzymow innych niz DHPR zasadne wy-
daje si¢ stosowanie diagnostyki molekularnej. Dla deficytu PTPS i GTP-CH na przyktad
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opisano korelacje pomigdzy genotypem a przebiegiem choroby, istotne dla strategii lecze-
nia chorych. Zbyt niska liczba zidentyfikowanych genotypow, zwlaszcza w przypadku de-
fektu cyklohydrolazy, nie pozwala jednak na pewne wnioski.

Odmiennie przedstawia si¢ sytuacja diagnostyki molekularnej klasycznej PKU. W
obrebie tej postaci HPA nie znaleziono dotad istotnych klinicznie korelacji pomigdzy geno-
typem a fenotypem klinicznym. Potwierdzanie jedynie rozpoznania biochemicznego i kli-
nicznego klasycznej PKU wydaje si¢ bezzasadne merytorycznie i nieoptacalne ekonomicz-
nie (123-125).

Wyjatek moze stanowi¢ wspomniana w Wynikach mutacja R261Q, ktorag w réznych
populacjach powiazano z zasadniczo normalnym poziomem intelektualnym, mimo wyso-
kich stgzen fenyloalaniny. Znane przypadki chorych wykrywane sa czgsto przypadkowo, na
podstawie wystapienia fenyloketonurii matczynej u potomstwa kobiety pozornie zdrowe;j,
ktoéra z jakis wzglgdow nie zostata zidentyfikowana w tescie pourodzeniowym.

Diagnoza molekularna jest niewatpliwie sposobem pewnej identyfikacji nosicieli jed-
nej kopii zmutowanego genu PAH wsrdd zdrowych krewnych probandow. Istniejace testy
biochemiczne pozostawiaja stosunkowo duzy margines wynikéw niepewnych, sa ponadto
skomplikowane i wymagaja dokladnej standaryzacji. Ze wzgledu na duza liczbe mutacji
nie wydaje si¢ natomiast sensowne z technicznego punktu widzenia identyfikowanie muta-
cji u 0s6b z populacji ogélnej (np. przysztych matzonkow osob z rodzin ryzyka PKU).

W niektorych przypadkach mozliwe jest wykluczenie wystapienia klasycznej PKU w
rodzinie. Na przyklad dzieci nosiciela mutacji stabej, niezaleznie od rodzaju mutacji odzie-
dziczonej ewentualnie od drugiego rodzica, beda wykazywaly tagodna posta¢ HPA. Identy-
fikacja mutacji fagodnej w tym samym przypadku sugerowata bgdzie tagodng PKU lub
fagodna HPA. Diagnostyka molekularna moze by¢ zatem stosowana w poradnictwie gene-
tycznym rodzin ryzyka HPA.

Wydaje si¢jednak, ze nalezy rozwazy¢ sposob finansowania badan tych kategorii pa-
cjentow. Odmiennie niz w przypadku tagodnych form HPA, gdzie badania mogtyby by¢
finansowane przez Kasy Chorych, tego typu ustuga powinna by¢é peinoptatna. HPA jest
chorobg zasadniczo uleczalna objawowo lub w ogdle bezobjawowg i okreslenie genotypu
nie powinno mie¢ wplywu na decyzje prokreacyjne rodziny.

W przypadku galaktozemii sytuacja przedstawia si¢ odmiennie. Jak wspomniano w
badanej grupie nie wykryto istnienia zasadniczego zwiazku pomigdzy rodzajem mutacji, a
fenotypem klinicznym chorych. Potwierdzenie hipotezy, iz mutacja K285N w uktadzie ho-
mozygotycznym powoduje nasilony przebieg galaktozemii, wymagato bedzie kilkuletniej
obserwacji zdiagnozowanej molekularnie grupy chorych. Rowniez fagodne postaci galak-
tozemii wydaja si¢ zalezne od dodatkowych czynnikéw genetycznych czy mutacji w nie
badanych standardowo obszarach genu GALT. Niekiedy takze klasyczna posta¢ galaktoze-
mii zwigzana jest z wystgpowaniem w genie GALT wigcej niz dwu mutacji w jednym allelu
oraz szeregu dodatkowych polimorfizméw, co uzasadnia konieczno$¢ sekwencjonowania
wszystkich obszaréw genu (126, 127).

Nie mozna wykluczy¢, ze w grupie chorych z genotypem np. Q188R/Q188R identyfi-
kowanym nie poprzez sekwencjonowanie wszystkich eksonéw genu GALT, lecz technika
PCR-RFLP znajduja si¢ osoby niosace trzy mutacje lub znaczace diagnostycznie polimor-
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fizmy. By¢ moze nie wykryte zmiany sekwencji sa dodatkowa z przyczyn zmiennosci obja-
wow klinicznych w obrgbie grupy chorych z tym samym genotypem. Jest to znaczace
ograniczenie rutynowej diagnostyki nastawionej wylacznie na identyfikowanie mutacji
najczgstszych.

Trudno okresli¢ czgstosé wystgpowania podwojnie zmutowanych alleli. Znajdowano
je w przypadku kilku innych choréb jednogenowych: fenyloketonurii, choroby Gauchera
czy mukowiscydozy (128). Zjawisko to jest warte doktadniejszego zbadania i stanowi do-
datkowy argument za diagnostycznym sekwencjonowaniem wszystkich eksonéw genow
powodujacych chorobg.

Diagnostyka molekularna jest zatem jednym, cho¢ na pewno nie najwazniejszym, spo-
sobem postawienia pewnego rozpoznania galaktozemii. Daje ponadto mozliwo$¢ identyfi-
kowania nosicieli zmutowanego genu powodujacego chorobe w rodzinach ryzyka. Do po-
dobnych wnioskéw prowadza badania takze innych populacji europejskich: wtoskiej, nie-
mieckiej, czeskiej czy tureckiej (129, 130).

Wiele powyzszych uwag mozna odnie$¢ rowniez do innych choréb uwarunkowanych
genetycznie, w ktorych mozliwa jest okre$lanie mutacji w genach powodujacych chorobg.

5.6. SYSTEM DIAGNOSTYKI MOLEKULARNEJ W POLSCE

Sytuacja diagnostyki molekularnej w Polsce pod wieloma wzglgdami przypomina sy-
tuacje w Grecji, gdzie nie istnieja formalne regulacje dotyczace norm laboratoryjnych, kon-
trola jakosci testow genetycznych jest sprawa wewngtrzna laboratorium i nie istnieje takze
ogblnokrajowy program zewngtrznej kontroli jakosci.

Wigkszo$¢ osrodkow genetyki medycznej w Polsce, w ktorych prowadzona jest dia-
gnostyka chorob dziedzicznych, powiazana jest z osrodkami naukowo-badawczymi lub
akademickimi. Niektore pelnia rolg nieoficjalnych laboratoriow referencyjnych dla cale-
go kraju w zakresie diagnostyki okreslonych choréb. Zaklad Genetyki Cztowieka PAN
oraz Zespot Genetyki Molekularnej ZGM IMiD uczestnicza od 1997 roku w europejskim
programie kwalifikacyjnym organizowanym w ramach European Concerted Action on
Cystic Fibrosis (obecnie koordynowanym przez EMQN). Uzyskiwane wyniki potwier-
dzaja merytoryczna zasadno$¢ stosowanych metod, wysoka wykrywalno§¢ mutacji oraz
pelny profesjonalizm, nie odbiegajace od standardow obowiazujacych w laboratoriach
krajow EWG (131).

Zespot Cytogenetyki ZGM IMiD jako jedyny w kraju uczestniczy od 1997 roku w
brytyjskim programie kontrolnym laboratoriow cytogenetycznych (United Kingdom Natio-
nal External Quality Assessment Scheme in Clinical Genetics). Retrospektywna kontrola
obejmuje analizg kariotypow konstytucjonalnych we krwi i komorkach ptynu owodniowe-
go. Oceniany jest m.in. czas wykonania badania, procent wynikéw poprawnych, odpowied-
nio$¢ wyboru rozdzielczosci analizy w odniesieniu do wst¢pnego rozpoznania. Wyniki kon-
troli potwierdzaja wysoka jakos$¢ badan i wykrywalnos$¢ aberracji chromosomowych, nie
odbiegajace od standardow obowiazujacych w zaawansowanych laboratoriach cytogene-
tycznych Wielkiej Brytanii.
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W roku 1996 Kolegium Medycyny Laboratoryjnej w Polsce rozpoczglo we wspotdzia-
taniu z finska organizacja niedochodowa Labguality realizowanie programu zewngtrznej
kontroli laboratoriow diagnostycznych. Uczestnictwo w programie jest dobrowolne i obej-
muje wybrane testy biochemiczne, hematologiczne, immunologiczne oraz mikrobiologicz-
ne. W zalozeniu program sprawdzajacy dotyczyt bgdzie réwniez dziedziny genetyki kli-
nicznej (132, 133).

Poszczegodlne laboratoria dostrzegaja konieczno$¢ wprowadzenia systemu kontroli
zewnetrznej. Na przyktad w roku 1999 Zaklad Genetyki Medycznej IMiD na prosbg Kate-
dry Patofizjologii AM we Wroctawiu dokonat oceny wykrywalnosci mutacji w genie CFTR,
prowadzonej w tym laboratorium. Zastosowano typowy schemat EQA, przesylajac anoni-
mowe probki do okreslenia genotypu. Test wypad} pomys$lnie i by¢ moze stanie si¢ podsta-
wa dla nawigzania podobnej wspétpracy migdzy innymi laboratoriami diagnostycznymi.

W Polsce nie powolano jednak dotychczas ogdlnokrajowej instytucji, ktéra zajmowa-
faby si¢ wypracowywaniem kryteriéw badan oraz formulowaniem zalecen dla laboratoriéw
diagnostycznych, a w szczegdlnosci laboratoriow genetycznych. Krajowych struktur kon-
trolnych nie moze tez zastapi¢ uczestnictwo w europejskich i zagranicznych programach
oceniajacych. W Polsce nie istnieje niestety spojny i zorientowany na rozwoj i przyszie
zadania system finansowania diagnostyki molekularnej np. z budzetu MZiOS oraz pro-
gram szkolenia specjalistow (134).

5.7. MOZLIWE KIERUNKI ZMIAN....

Choroby uwarunkowane mutacjami pojedynczych genéw dotykaja okoto 1,5% zywo
urodzonych dzieci. Czg¢sto$¢ wad wrodzonych i choréb wieloczynnikowych o sktadniku
genetycznym wynosi okolo 4%. Skala problemu spotecznego jest zatem mniejsza, niz w
przypadku dziecigcych schorzen onkologicznych, co do pewnego stopnia ttumaczy mniej-
sze zainteresowanie problemem ze strony instytucji finansujacych system opieki zdro-
wotnej. Niemniej wiele z chorob genetycznych ma charakter przewlekly, o skomplikowa-
nym i ci¢zkim przebiegu klinicznym oraz o zwigkszonym prawdopodobienstwie powtor-
nego wystapienia w rodzinie. Charakter tej klasy chordb stwarza tym samym wiele pro-
bleméw leczniczych i ludzkich. Konwencjonalna diagnostyka schorzen uwarunkowanych
genetycznie jest takze niekiedy utrudniona, co przyczynia si¢ do pdzniejszego postawie-
nia trafnego rozpoznania, a w konsekwencji odwleka moment wprowadzenia wiasciwe-
go leczenia i objecia we wlasciwym czasie opieka rodziny zwigkszonego ryzyka gene-
tycznego.

Diagnostyka molekularna w wielu przypadkach jest jedynym sposobem postawienia
szybkiego i pewnego rozpoznania choroby genetyczne;j.

W Polsce istnieje kilkana$cie laboratoriéw prowadzacych diagnostyke molekularng
choréb uwarunkowanych genetycznie (tab. XIII). Organizacyjnie stanowia one cz¢§¢ Za-
ktadéw Genetyki Medycznej lub Zakladow Biochemii Akademii Medycznych, Instytu-
tow MZiOS oraz Polskiej Akademii Nauk. Sytuacja ta przypomina okres poczatkowy
tworzenia systemu opicki genetycznej w USA, Kanadzie i krajach Europy Zachodnie;j.



Dyskusja 67

Najpilniejszym zadaniem wydaje si¢ wiec wprowadzenie jednolitego w skali kraju syste-
mu autoryzacji i kontroli zewngtrznej laboratoriéw diagnostyki molekularnej. Istniejace
w Polsce laboratoria prowadzace diagnostyke molekularna, rozna si¢ od odpowiednich
stuzb w krajach rozwinigtych gospodarczo przede wszystkim brakiem sformalizowanych
kryteriow wykonania i kontroli.

Coraz wigksza odpowiedzialno§é prawna i finansowa laboratoriéw diagnostycznych
dziatajacych w reformowanym systemie stuzby zdrowia, wymusza dbatos¢ o jako$é wyko-
nywanych analiz. Podobna presjg wywieraty bgda zapewne instytucje ubezpieczeniowe.

Wymienione w tabeli XIII w Uzupefnieniach jednostki organizacyjne sa zdolne do
wspdlnego wypracowania ogdlnokrajowego programu diagnostyki molekularnej chorob ge-
netycznych, sformutowania wskazowek dla laboratoriow diagnostycznych, standardéw wy-
konania testdw oraz opracowania systemu akredytacji i kontroli zewngtrznej. Niemniej wazne
jest opublikowanie przez koordynatoré6w programu listy choréb genetycznych, w ktorych
diagnostyka molekularna znajduje uzasadnienie kliniczne. Rolg koordynacyjna i integra-
cyjna, utatwiajaca wymiang informacji, moglyby petni¢ Polskie Towarzystwo Genetyki
Czlowiceka oraz Polskie Towarzystwo Diagnostyki Laboratoryjnej. W tworzeniu programu,
z waznym glosem doradczym, winni uczestniczy¢ filozofowie, etycy i teolodzy.

5.8. ... PYTANIA ZASADNICZE

Istnienie reprezentatywnego ,komitetu doradczego” wydaje si¢ szczegdlnie istotne.
Nadal bowiem bez odpowiedzi pozostaje pytanie kto decydowat bedzie, w ktérych genach
badad jakie mutacje Wbrew pozorom nie jest to pytanie trywialne.

Na przykiad: czy prenatalnie diagnozowa¢ mutacje lagodne, powodujace lekki prze-
bieg choroby uwarunkowanej genetycznie, czy tez mutacje prowadzace nieuchronnie do
$mierci? A jezeli do $mierci, to co z mutacjami powodujacymi choroby manifestujace sig w
trzeciej lub czwartej dekadzie zycia? Niektore mutacje za$ sa szkodliwe tylko w okre§lo-
nych warunkach §rodowiskowych. Np. mutacje powodujace hematochromatozg w boga-
tych spoteczenstwach, zostaly prawdopodobnie wyselekcjonowane w przesztosci dla kom-
pensowania diety ubogiej w zelazo. Mutacje w genach kodujacych chemokiny i ich recep-
tory sa szkodliwe, jednak mutacje receptora CCRS powoduja w osobnikéw homozygotycz-
nych wzgledna odpornoéé na wirusa HIV-1. Czy nalezy diagnozowa¢ prawdopodobien-
stwo wystapienia choroby, poprzez oznaczanie genotypow nadajacych podatno$¢ na okre-
$lone schorzenia (susceptibility-conferring genotypes, SCG)?

Podobna sytuacja dotyczy choréb nowotworowych. Czy bowiem identyfikacja oséb
zagrozonych rozwojem choroby nowotworowej w populacji ogdlnej lezy w interesie jed-
nostki i spoteczenstwa? Mozliwoéci profilaktyki sa bardzo ograniczone i polegaja przede
wszystkim na unikaniu czynnikéw muta- i kancerogennych. Trudno wyobrazi¢ sobie szcze-
g6lna profilaktyke u nosicieli mutacji w genach supresorowych nowotwordéw. Diagnoza
molekularna staje sie istotna we wczesnej diagnozie nowotworu, w stadium przedrako-
wym, gdzie interwencja np. chirurgiczna, najczesciej konczy si¢ wyleczeniem. Gdmienna
sytuacja ma miejsce w przypadku nowotwor6éw rodzinnych. Lecz i tu diagnoza wskazujaca
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nawet wysokie prawdopodobienstwo zachorowania, rozlozone w czasie na kilkadziesiat
lat, moze by¢ kontrowersyjna z punktu widzenia dobra pacjenta (135).

Podobne pytanie o sensowno$¢ zadaé mozna takze w odniesieniu do poszukiwania
nosicieli jednej kopii zmutowanego genu PAH lub GALT, w populacji ogoélnej lub tylko w
rodzinach ryzyka (136, 137). Czy na przyklad znalezienie mutacji w jednym allelu genu
PAH, u zdrowej siostry probanda nie stanie si¢ zrodtem dodatkowych, niepotrzebnych
niepokojow? Wpierw dla matki, a poZniej dla mtodej kobiety zamierzajacej zawrze¢ zwia-
zek malzenski? Nawet jesli bedzie to mutacja tagodna? Czy diagnostyka w rodzinie ryzy-
ka nie begdzie wymuszala poszukiwania mutacji u potencjalnych partneréw oznaczonych
nosicieli? Jesli zas§ wykonana zostanie diagnostyka w kierunku mutacji w genie PAH w
potencjalnego partnera, to czy wynik pozytywny co$ zmieni? Czy powinien? A wynik
negatywny? Nie oznaczal bgdzie przeciez nieobecnosci szkodliwych, recesywnych alleli
innych genéw. Czy rodzice w ogdle maja prawo do decydowania o poszukiwaniu mutacji
u zdrowego rodzenstwa chorego? Czy moze prawo to powinno przystugiwac dziecku od
okre$lonego wieku?

Wydaje sig, ze zwlaszcza poszukiwanie mutacji wsrod zdrowych krewnych oso6b cho-
rych, moze utorowa¢ drog¢ wymuszaniu przez towarzystwa ubezpieczeniowe rutynowej
diagnostyki molekularnej np. cigzkich schorzen genetycznych manifestujacych si¢ w trze-
ciej lub czwartej dekadzie zycia, a nawet predyspozycji do wystapienia choroéb wieloczyn-
nikowych. Juz w tej chwili niektdre instytucje ubezpieczeniowe w USA wymagaja badan
prenatalnych w kierunku np. mukowiscydozy czy dystrofii miotonicznej. W Wielkiej Bry-
tanii maja za$ prawo zada¢ wynikoéw testow w kierunku niektoérych choréb w réznym stop-
niu uwarunkowanych genetycznie.

Na przyktad w 1997 roku, we wskazowkach opublikowanych przez Brytyjskie Stowa-
rzyszenie Instytucji Ubezpieczeniowych mozna bylo przeczytac ze, w razie ubiegania sig o
dowolna z postaci ubezpieczenia na zycie, jezeli klient wykonat test genetyczny na niektore
choroby dziedziczne, powinien poda¢ wynik testu do wiadomosci ubezpieczajacego. Do
choréb zaliczono m.in.: cukrzycg typu I oraz II, hipertriglicerolemig, hipercholesterolemig,
nadci$nienie, rak sutka, jelita grubego (F4P, HNPC) i chorobg Alzheimera. W przypadku
wielu z wymienionych choréb okreéla si¢ jedynie predyspozycjg, czgsto posrednio, przez
oznaczenie markerow polimorficznych zwigzanych z choroba. Sytuacja ta zostata ostatnio
usankcjonowana prawnie.

W tym miejscu nasuwa si¢ pytanie, czy promujac zatem (ze wzgledu na poradnictwo
genetyczne rodziny ryzyka) diagnostyke molekularna wsréd rodzenstwa osoby chorej nie
przyblizamy niebezpiecznie realizacji spoleczenistwa eugenicznego, w ktorym np. pary do-
bierane beda na zasadzie ,,najodpowiedniejszego wyposazenia genetycznego”? Zastoso-
wanie ,,ukladéw scalonych DNA” czyni mozliwosé¢ przegladania catego genomu technicz-
nie prawdopodobna juz w bliskiej przysztosci (138, 139).

WatpliwoSci pojawiaja sig zreszta w odniesieniu do prostszych technik. Na przyktad
wspomniana we Wstepie ustawa Clinical Laboratory Improvement Act (CLIA) z 1988 nie
naktada na laboratoria w USA obowiazku dostarczenia dowodu na uzyteczno$¢ kliniczng
prowadzonego testu. Regulacje takie wprowadzila natomiast Food and Drug Administra-
tion. Niekonsekwentnie jednak. Jezeli bowiem test genetyczny trafia na rynek jako ,,zestaw
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diagnostyczny”, producent musi wpierw udowodni¢ jego kliniczng przydatno$¢, korzysci
dla pacjenta, jak réwniez udowodnié Ze nie wyolbrzymia uzytecznosci testu. Jednak gdy
test trafia na rynek jako ustuga (clinical laboratory service), wprowadzajace ja laborato-
rium nie musi nawet informowac o tym fakcie FDA. Wigkszo$¢ laboratoriow wprowadza-
jacych testy typu SCG, nazywa je ustugami laboratoryjnymi (140). Sytuacja w wyniku dys-
kusji i pod presja opinii publicznej ulegnie zapewne nicbawem zmianie.

Decyzja jakie mutacje, w ktorych genach bada¢ okreslana jest zatem przez stan wie-
dzy, system prawny, $wiatopoglad lekarza i pacjenta, stan srodowiska naturalnego, zamoz-
nos$¢ (indywidualna i zbiorowa) czy akceptowany ideat spoteczenstwa przysziosci. Pro-
blem tak ztozony nie moze staé si¢ problemem wylacznie technicznym. Inna wersja posta-
wionego pytania brzmi bowiem nastgpujaco: czy technika nie ustali kierunku zmian w dzie-
dzinie moralnej? Na razie decyzja spoczywa zasadniczo w rgkach naukowcow i lekarzy.
Jezeli nawet sg oni jedynie autorami ekspertyz, wptywaja w istotny sposob na decyzjg .
siggajacych rady decydentow, urz¢dnikéw i opinii publicznej. Wolny wybor, ktéry czgsto
przywotuje sig np. w dyskusjach o aborcji, ograniczony jest obecnie przede wszystkim przez
rachunek ekonomiczny, naciski instytucji ubezpieczeniowych czy opinie i interesy przewa-
zajace w organizacjach zawodowych naukowcow i lekarzy.

Oczywiscie duza rolg odgrywa takze kalkulacja ekonomiczna konkretnych firm, o$rod-
kow czy instytutow genetyki medycznej. Komercjalizacja i zysk zaczynaja odgrywac istot-
na role w planowaniu i wdrazaniu molekularnych programéw diagnostycznych. Jak na ra-
zie badania genetyczne sg stosunkowo drogie i nadal towarzyszy im aura tajemniczosci i
skomplikowania. W takiej sytuacji tatwe staje si¢ przekonywanie decydentéw o niezbgdno-
$ci wykonywanych testow genetycznych, nawet w przypadku watpliwej ich uzytecznosci.
Zwlaszcza gdy brak uregulowan prawnych, dotyczacych skomplikowanych procedur bio-
medycznych. Krytyka ustalonych (czg¢sto nieformalnie) wzorcow postgpowania, podejmo-
wana nawet z pozycji czysto naukowych, odbieranajest jako nielojalnos$¢, a nie wyraz po-
stawy obywatelskie;.

Zarysowana sytuacja nie sprzyja prowadzeniu spokojnej, publicznej debaty. Wprowa-
dzenie do rutynowej diagnostyki ,,ukfadéow scalonych DNA” moze przyspieszy¢ jedynie
akceptacje przesiewowej diagnostyki molekularne;j.

Powyzsze uwagi nie dotycza oczywiscie wylacznie genetyki medycznej. Ekonomia i
technologia zmieniaja caly obszar zaleznosci pomigdzy pacjentem a lekarzem. Medycyna
wspoltczesna przeksztalcana zostaje przez zasady stosowane w wielkim biznesie: zasadg
zysku, wspdtzawodnictwa, odpowiedzialno$ci przed udzialowcami, zasadg rynku ustug oraz
zasadg standardéw zewngtrznych. Pacjenci staja si¢ konsumentami, lekarze dostawcami
ustug medycznych, a horyzont decyzyjny wyznacza kryterium ograniczenia kosztow. Rzym-
ska, handlowa dewiza caveat emptor (,,niech sig strzeze kupujacy”) zaczyna obowigzywac
w szpitalu (141). Stad odpowiedz w postaci ruchdw obrony praw pacjenta, ktore nie moga
zastapi¢ jednak altruizmu i zaufania.

W Polsce nie istnieje forum, na ktérym pytania takie mogtyby by¢ dyskutowane. Row-
niez fachowe pisma z zakresu medycyny i biologii nie sa sklonne do podejmowania skom-
plikowanych kwestii na pograniczu genetyki, medycyny, ekonomii i etyki. Sytuacja ta od-
biega zdecydowanie od standardéw europejskich i amerykanskich.
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Zarysowany program rozwoju i formalizacji diagnostyki molekularnej w Polsce wy-
maga takze, by w porozumieniu z Akademiami Medycznymi oraz uniwersyteckimi Wy-
dziatami Biologii, opracowac¢ program kurséw diagnostyki molekularnej, na wzor progra-
mu doksztatcania lekarzy i genetykéw w dziedzinie genetyki klinicznej, molekularnej oraz
cytogenetyki, prowadzonego przez Federalny Zwiazek Lekarzy oraz Niemieckie Towarzy-
stwo Genetyki Cztowieka. Ukonczenie kursu autoryzowanego przez Ministerstwo Zdrowia
przez lekarza genetyka lub biologa molekularnego z tytutem naukowym uprawniatoby w
przysztoscei do kierowania laboratoriami genetycznymi.

Zmiany powinny obja¢ réwniez profil zatrudnienia w laboratoriach diagnostyki mole-
kularnej, tak by byt zgodny z zasadami wprowadzanej reformy stuzby zdrowia, przyznaja-
cej kryteriom efektywnosci ekonomicznej wazna rolg. W zwiazku z tym wigkszo$¢ analiz
moga wykonywa¢ odpowiednio przeszkoleni technicy. Tytul uniwersytecki (magistra lub
doktora) wymagany bylby jedynie u 0s6b dokonujacych weryfikacji otrzymanych wynikéw
i opracowania raportu koncowego. Dziatalno$¢ naukowa, zwiazana z poznawaniem podto-
za molekularnego chordb i wprowadzaniem nowych metod pozostalaby domeng laborato-
riéw referencyjnych. Pozostate o$rodki powinny by¢ podporzadkowane biezacym zada-
niom, wynikajacym z zapotrzebowania na testy diagnostyczne.

Nie bez znaczenia pozostaje takze opracowanie zasad dobrego wspotdzialania labora-
toriow diagnostyki molekularnej z laboratoriami zajmujacymi si¢ innymi rodzajami dia-
gnostyki oraz z klinicystami. Wspomniane trudnosci w diagnostyce molekularnej tagodne;j
galaktozemii, wskazuja dobitnie na konieczno$¢ poprawnej charakterystyki biochemicznej
i klinicznej chorych. Nalezy pamigtaé, ze diagnostyka molekularna nie jest technika abso-
lutng i zawsze wymaga interpretacji w $wietle pelnego obrazu klinicznego chorego lub
rodziny ryzyka. Podobnie wprowadzenie nowych testéw molekularnych, zwtaszcza na sze-
roka skalg, powinno by¢ poprzedzone otwarta dyskusja nad ich uzyteczno$cia i znaczeniem
dla dobra badanych oséb.

Z tych powoddéw nie wydaje sig racjonalne powstawanie publicznych instytucji zaj-
mujacych si¢ wylacznie genetyka kliniczng i diagnostyka molekularna, w organizacyjnym
oderwaniu od Akademii Medycznych, uniwersyteckich Wydziatéw Medycznych czy insty-
tutéw resortowych.

k %k %

Realizacja programu, ktorego niektére elementy zakre$lono powyzej wymaga wspot-
dziatania wielu jednostek: Ministerstwa Zdrowia, Ministerstwa Oswiaty, istniejacych osrod-
koéw diagnostyki molekularnej, akademii medycznych i uniwersytetow, a takze kosciotow i
zwiazkow religijnych. Dlatego wydaje sig, Ze przynajmniej w pierwszym okresie powinien
by¢ on finansowany z budzetu centralnego.

Program ten jest logiczng konsekwencja dostosowania systemu shuzby zdrowia w Pol-

¢ do standardow jednoczacej si¢ Europy. Mogtby on takze stymulowaé wspdtdziatanie
o$rodkéw uprawiajacych filozofig, medycyng oraz biologig podstawowa i stosowana (142).
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6. PODSUMOWANIE

W rozprawie przedstawiono wyniki analizy mutacji powodujacych rézne postaci hi-
perfenyloalaninemii i galaktozemii u ponad 200 chorych z terenu catej Polski.

Dla wszystkich chorych okreslono pelne genotypy w podstawowych genach powodu-
jacych chorobg. Wykazano, Ze heterogenno$¢ objawow klinicznych wspomnianych choréb
zalezy w rdznym stopniu od heterogennosci na poziomie molekularnym. Powiazano kon-
kretne mutacje z przebiegiem klinicznym tagodnej fenyloketonurii, fagodnej hiperfenylo-
alaninemui oraz deficytu syntazy tetrahydrobiopterynowej, co ma podstawowe znaczenie
dla rutynowej diagnostyki roéznicowej HPA. W grupie chorych z klasyczng galaktozemia
nie znaleziono wyraznych korelacji pomigdzy genotypem w locus GALT, a fenotypem bio-
chemicznym i klinicznym chorych.

Zbadano wptyw mutacji R68G i R68S zwiazanych z tagodna fenyloketonurig na ak-
tywno$¢ hydroksylazy fenyloalaninowej w dwu uktadach in vitro. W badanych grupach
chorych zidentyfikowano ponadto 21 nowych mutacji w genach PAH (8), PTS (3) i GALT
(10). Wykryto zjawisko alternatywnego splicingu pre-mRNA genu PTS w leukocytach krwi
obwodowe;j.

Okreslono uzyteczno$é i ogdlne zasady prowadzenia diagnostyki molekularnej do ce-
l6w klinicznych w dziedzicznych hiperfenyloalaninemiach oraz klasycznej galaktozemii.
Podkreslono znaczenie diagnostyki biochemicznej w ustaleniu pelnego rozpoznania ga-
laktozemii.

W rozprawie przedstawiono istniejace w krajach rozwinigtych gospodarczo systemy
diagnostyki molekularnej choréb uwarunkowanych genetycznie. Na tym tle zaproponowa-
no mozliwe kierunki zmian obecnej sytuacji diagnostyki molekularnej w Polsce. Podnie-
siono takze kilka kwestii dotyczacych zasadno$ci poszukiwania mutacji w konkretnych
chorobach genetycznych oraz aspektu etycznego wspomnianych dziatan.
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7. UZUPELNIENIA

Tabela XI. Pary startery stuzace do powielania i sekwencjonowania 13 eksonéw genu PAH.

powielany ekson nazwa startera sekwencja w orientacji 5’ —3’
1 PAHI11 CAAGAGACACCCTTTGTAAC
PAH12 CAGCAGTCTTCGGATCTCTT
2 PAH21 CTTGCTTTGTCCATGGAGGT
PAH22 CCTGTTCCAGATCCTGTGTT
3 PAH31 TGGCCTGCGTTAGTTCCAG
PAH32 TGAAGACAGTGTGGAGTTAC
4 PAH41 CTGGAAGCCAGCCCACTTGCCA
PAH42 TCCCAGCCCTCGTGTAAATAGGA
5 PAHS1 GGAGAGCTAAGTTTAACCGAG
PAHS52 CCATCCTCAACTGGATGAGG
6 PAH61 CTCTGCTAACCTAACCTGC
PAH62 CTCTCCTCTGCCTCAATCCT
7 PAH71 TGCCTCTGACTCAGTGGTGAT
PAH72 CCCAAACCTCATTCTTGCAGCA
8 PAHSI CTGGGCTCAACTCATTTGAG
PAHS2 CTGCCCATTCCTCATGTAGA
9 PAHO1 ATGGCCAAGTACTAGGTTG
PAH92 AGTTTCAAAGACCTGAGGGC
10 PAHI101 GTATCCCTTCATCCAGTCA
PAH102 ATGGTTITCTGTACCCACC
11 PAHI111 TGCAGCAGGGAATACTGATC
PAH112 TAGACATTGGAGTCCACTCTC
12 PAH121 AGTCTTCGATTACTGAGAAA
PAH122 ATGCCACTGAGAACTCTCTT
13 (czgs¢ kodujaca PAH131 GCACTGAGGACACTTGAAGA
biatko) PAHI132 GTTTCTCCATCTTGTAAAGG
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Tabela XII. Pary startery stuzace do powielania i sekwencjonowania 11 eksonéw genu GALT.

pos;'(l:(liny nazwa startera sekwencja w orientacji 5’ —3’
1+2 GALT21 AGCGGATCCCCCGGTGGCCTC
GALT22 CCGTGGCCCAGCCTGCAGATG
243 GALT3] AGCTCTGAGGACTGATCTTGA
GALT32 AGCAGCAGTTGGAGCCAGGTT
3+4 GALT41 GTACGATAGCACCTTCCTGTT
GALT42 GCTGAGTCTCCAACTCTGGTT
5 GALTSI TTGGGGTTCGCCCTGCCCGTA
GALTS2 CAAAGCTTCATCACCCCCTCC
6 GALT61 AGGAGGGAGTTGACTTGGTGT
GALT62 CTGTTCCCATGTCCACAGTGC
7 GALT71 TGGGACAGAGGAAATATGCCA
GALT72 CCTTTACACACCTCTCTCATG
8 GALTSI GGCTCCTATGTCACCTTGATG
GALTS2 CAACCTCCATCCAGTGCCTAG
9 GALT91 GGTCAGCATCTGGACCCCAGG
GALT92 AGGTTGCAGTTCACTAGGCTG
10 GALTI101 AGGTGCTAACCTGGATAACTG
GALT102 CACATACTGCATGTGAGAGTC
11 GALTI111 TGGGCAACAGAGCAAGACCTC
GALTI112 CAGGCCAGGATTCAAGGCCCT
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8. WAZNIEJSZE SKROTY

'H-NMR — protonowy rezonans magnetyczny

6-MPH, — 6-metylotetrahydrobiopteryna

ACRS - technika sztucznie wprowadzanych miejsc restrykcyjnych

BH, — tetrahydrobiopteryna

CF — mukowiscydoza

COS — linia malpich komérek, stransformowanych defektywnym wirusem SV40
D-1, D-2 — allele Duarte-1 i Duarte-2

EQA - zewngtrzna ocenajako$ci badan

GALE — 4-epimeraza urydynodifosfogalaktozowa

GALK - galaktokinaza

GALT - urydylilotransferaza galaktozo-1-fosforanowa

HA — analizy heteroduplekséw

HPA - hiperfenyloalaninemia

MBP - bialko wiagzace maltoze

PAH — hydroksylaza fenyloalaninowa

PAH-MBP - biatko fuzyjne PAH:MBP

PCR - tancuchowa reakcja polimerazy

PCR-RFLP — polimorfizm dlugo$ci amplikonow

PKU - fenyloketonuria

PTPS (PTS) syntaza 6-pirogronylotertahydrobiopterynowej (w nawiasie skrot nazwy genu
kodujacego biatko PTPS)

RT-PCR - reakcja odwrotnej PCR

SDS/PAGE - elektroforeza poliakryloamidowa w obecnosci siarczanu dodecylu sodu
SSCA — analiza polimorfizmu jednoniciowych fragmentéw DNA

UDPgal, UDPglu — difosfourydynogalaktoza, difosfourydynoglukoza
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10. SUMMARY

MOLECULAR DIAGNOSIS
OF SELECTED INHERITED METABOLIC DISORDERS

Results of mutation detection and characterization in a group of 200 Polish patients
with hyperphenylalaninemia and galactosemia were presented.

Genotypes at the disease causing genes were established for all patients. It was shown
that heterogeneity of clinical symptoms depends to some extent on heterogeneity at the
molecular level.

Different mutations were correlated with clinical outcome in case of mild hyperphe-
nylalaninemia, mild phenylketonuria and pyruvoyl-tetrahydrobiopterin synthase deficien-
cy, which is important for routine molecular differential diagnosis of hyperphenylalnine-
mia. In a group of classical galactosemic patients no obvious genotype — phenotype corre-
lation was found.

Mutations R68G and R68S at the phenylalanine hydroxylase gene were analyzed using
two in vitro expression systems. It was shown that both mutations do not affect phenylalni-
ne hydroxylase activity and immunoreactivity in vitro.

Twenty one novel mutations were identified in the studied groups of patients. Alterna-
tive splicing of pre-mRNA of the PTS gene was detected in peripheral blood leucocytes.

Utility and general principles of molecular diagnosis for clinical purposes in case of
hyperphenylalaninemia and galactosemia were established. It was stressed that compre-
hensive biochemical diagnostics is indispensable in case of galactosemia diagnosis.

Different nation-wide systems of molecular diagnosis of inherited diseases were pre-
sented. On this basis lines of possible changes in Polish system were presented. Additional-
ly bioethical aspects of molecular diagnosis were discussed.
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