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Povzetek

Sekveniranje celotnega ¢loveskega genoma in doloCitev genomske strukiure
vegine od okoli 32000 genov je veliko pripomoglo k bolj§emu razumevanju mo-
lekularnih osnov mnogih bolezni in pospesilo razvoj novih molekularno genet-
skih testov. Pri genetskih boleznih, kjer je bolezenski gen znan, je odkritje mu-
tacije najbolj zanesljiva diagnosti¢na metoda in osnovni pogoj za uspesno in
uginkovito molekularno diagnostiko. Metode in tehnike za odkrivanje mutacij v
bolezenskih genih delimo na raziskovalne in diagnosti¢ne. Raziskovalne so bol;
zahtevne in bolj splodno uporabne, medtem ko so diagnostiCne pogostokrat
razvite samo za dologeno bolezen, dolo¢en gen ali skupino genov in omogo-
&ajo hitrejdo in natanéno diagnostko. Poleg tradicionalnih tehnik za diagno-
stiko, kot so citogenetske tehnike in tehnike, ki temeljijo na hibridizaciji DNA s
posebnimi oznadevalci so se razvile nove, katerih osnova je pomnoZevanje v
verizni reakcija s polimerazo (PCR). To so predvsem analiza konformacij enove-
riznih DNK (single stranded conformational polymorphism ~ SSCP), analiza
heterodupleksov (heteroduplex analysis — HA), denaturacijska visokolocljivost-
na tekoc&inska kromatografija (DHPLC - Denaturing High Performance Liguid
Chromatography) in metodologija TagMan. Metoda hkratnega pomnoZevanje
od ligacije odvisnih sond (MLPA - Multiplex Ligation-dependent Probe Amplifi-
cation) omogoda odkrivanje odstopanja v $tevilu kopij DNA. V zadnijih letih pa
se je razvila predvsem tehnologija DNA mikromrez, ki omogoca hkratno anali-
zo velikega Stevila genov s pomogjo hibridizacije oznaCenih sond na vnaprej
pripravijena analizna mesta na mreZi. NajnovejSa prizadevanja diagnostike
gredo v smeri kombiniranja ve¢ tehnologij v enotnem miniaturiziranem sistemu
za biologko in kliniéno analizo v t.i. “laboratoriju na Cipu”. Nove tehnologije
bodo omogodile mnogo hitrej$o in predvsem natancnejSo opredelitev bolezni.

Genetske bolezni

Poznamo priblizno 6000 genetskih bolezni in okoli 1200 genov za katere so Ze
razvili diagnosti¢ne metode odkrivanja mutacij v teh genih. Za molekularno
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diagnostiko v onkologiji je §e posebno pomembno ugotavijanje napak v prib-
lizno 100 onkogenih in za tumorje zaviralnih genih. Za ugotavljanje vedine
mutacij teh genov pa praviloma ne moremo uporabiti samo ene metode ali
tehnike. Mutacije, ki jih lahko pri¢akujemo v teh genih, so praviloma razli¢nih
velikostnih redov in zaenkrat ne poznamo ene same univerzalne metode za
njihovo odkrivanje (Tabela 1).

Tabela 1 Velikost mutacije v odvisnosti od uporabljene metode za njeno dolocevanje

Velikost Vrsta mutacije Metoda odkrivanja

mutacije mutacij

<1bp metilacija (5-metil-C > C) MLPA, sekveniranje
metiliranih citozinov

1bp tranzicije, transverzije (A>G, C>T...) SSCP, DHPLC, sekveniranje

1-10bp delecija, insercija, podvajanje SSCP, DHPLC, sekveniranje

10~102 bp delecije, insercije, inverzije, podvajanje SSCP, DHPLC, sekveniranje

102-10%3bp | celotni ekson()) = intron(j) SSCP, DHPLC, sekveniranje

10%-10%bp | celotni gen MLPA, citogenetske metode

10%-107 bp | vet sosednjih genov citogenetske metode, Southern

107-108 bp segmenti kromosoma/celotni kromosom citogenetske metode

Dolocanje mutacij in polimorfizimov

Mutacija pomeni vsako spremembo v zaporedju nukieotidov DNK, ki se pravi-
toma izraza v bolezenskem fenotipu. Posledica mutacij so razli¢ni zapisi DNK
pri dologenem genu ali aleli. Ce se alela homolognega genskega para razliku-
jeta, pravimo, da gre za heterozigotno stanje, Ce sta enaka, pa govorimo o
homozigotu. Homozigotna stanja so povezana predvsem z genetskimi bolez-
nimi, ki se dedujejo recesivno, heterozigotna stanja pa z boleznimi, ki se dedu-
jejo dominantno. Prve mutacije in polimorfizme so ugotavljali z uporabo re-
strikcijskih nukleaz. Znanih je ve¢ kot 300 restrikcijskih endonukleaz, ki pre-
poznajo t. i. palindromska zaporedja na dvoverizni DNK in na takem mestu
cepijo DNK. Uporabljajo se tudi pri metodi Southernovega prenosa s katerim
analiziramo odseke DNK, ki so precej veliki, obi¢ajno ve¢ kot 1000 baznih
parov, zato se metoda v diagnostiki uporablja predvsem za odkrivanje vecjih
okvar v genomu, tj. vegjih delecij, insercij ali duplikacij. Metoda prenosa po
Northernu je precej podobna, le da pri njej uporabimo RNK namesto DNK,
metoda prenosa Western pa se uporablja za proteine. Metoda veriZzne reakci-
je s polimerazo osnovna metoda oz. prva stopnja molekularne diagnostike,
saj omogoCa pomnoZevanje poliubnega odseka DNK, dolgega tudi do veé
1000 baznih parov v zadostni mnozini (do 1 mikrograma), ki je potrebna za
nadaljnje diagnosti¢ne postopke (na primer reakcijo z restrikcijsko endonuk-
leazo, hibridizacijo, analizo mutacij s SSCP, analizo heterodupleksov ali drugo
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metodo, dot-blot analizo ali sekven&no reakcijo). Analiza kenformacij enove-
riznih DNK (single stranded conformational polymorphism — SSCP) in analiza
heterodupleksov (heteroduplex analysis — HA) sta po pomnoZevanju dolote-
nega odseka DNK v verizni reakciji s polimerazo med najpogostejsimi tehnika-
mi za odkrivanje napak v bolezenskih genih. Enoverizna DNK se v nedenatu-
racijski raztopini zvije v specificno sekundarno strukturo, odvisno od njenega
zaporedja. Verige DNK, ki se logijo celo za 1 nukleotid, lahko zavzamejo dru-
gaéno konformacijo — trodimenzionalno strukturo enoverizne DNK. Te razlike v
strukturi lahko opazimo v razliénem potovanju verig — konformacij po elektro-
forezi na poliakrilamidnem gelu v primerjavi s kontrolno DNK, brez mutacije.
Njeni prednosti sta predvsem hitrost in nezapletenost, vendar pa ni stoodstot-
no ob¢utliiva in jo je véasih teZko interpretirati, e zlasti, kadar se pojavijo
metastabilne konformacije. Podobna metoda je analiza heterodupleksov (het-
eroduplex analysis — HA) ki se pogosto uporablja v kombinaciji s SSCP, saj jo
lahko izvajamo pri zelo podobnin pogojih elektroforeze. Heterodupleksi so
dvoverizne strukture DNK, ki nastanejo po denaturaciji enoveriznih DNK, Ce
obe verigi nista popolnoma enaki. Zlasti mo¢ne strukiure heterodupleksov
nastanejo pri manjsih delecijah ali insercijah do 10 baznih parov, ki so pogoste
pri mnogih onkogenih in za tumorje zaviralnih genih. Metoda denaturacijske
visokolog&ljivostne tekoginske kromatografije (DHPLC - Denaturing High Perfor-
mance Liquid Chromatography) temelji na zaznavanju sprememb DNK na pod-
lagi nastanka in loGevanju heterodupleksov. Za razliko od SSCP je njena obgut-
liivost skoraj 100%, ker je optimalne pogoje analize heteroduplekov mogocCe
zelo natanéno napovedati. Metoda hkratnega pomnozevanje od ligacije odvis-
nih sond (MLPA - Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) omogoca
odkrivanje odstopanja v $tevilu kopij DNA in je primerna predvsem za dolo-
¢anje delecij in duplikacij, ki jih je z drugimi metodami tezko doloditi. Metoda
TagMan je novej§a metoda, primerna za zelo hitro in natancno genotipizacijo
velikega $tevila vzorcev, obenem pa na osnovi sledenja PCR v realnem Casu
omogoda tudi natan&no kvantifikacijo izrazanja genov. Metodo TagMan odliku-
jejo predvsem visoka obé&utljivost in specifinost, odsotnost “post-PCR” kora-
kov, zmanj$ano tveganje kontaminacije s prenosom, zmoznost cbdelave veli-
kega $tevila vzorcey, kratek &as analize in skoraj popolna avtomatizacija. Edina
metoda, s katero neposredno dokazemo mesto mutacije, je doloCevanje nuk-
leotidnega zaporedja oziroma sekvenéna analiza. Kljub pomembnemu napred-
ku v zadnijih letih zaradi avtomatizacije in hitrosti izvedbe ter neradioaktivnim
postopkom je metoda $e vedno precej draga in zamudna, zato se v moleku-
larni diagnostiki obiajno uporablja v zadnji stopnii, ko je treba vzorec DNK, v
katerem smo odkrili mutacijo z drugimi metodami, potrditi oziroma tocno dolo-
giti mesto okvare. DNK-mikromreZze (DNA microarrays) omogocajo analizo
celotnega genoma. Hibridizacije potekajo na t. i. DNK-gipih z visoko locljivo-
stjo. Logimo DNK-mikromreZe, s katerimi ugotavijamo razlike v izraZanju posa-
meznih genov, in DNK-mikromrezZe, s katerimi dologamo polimorfizme in muta-
cije v posameznih genih ali skupini genov.
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