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Rozwój molekularnych technik badawczych umożliwia poznawanie coraz 
to nowych genów, spośród 100 tys. genów składających się na ludzki 
genom. Nowe techniki umożliwiają nie tylko poznanie sekwencji nukleotydów, 

lecz również wprowadzanie genów do innych komórek w celu poznania ich 
funkcji. Bardzo ważnym zagadnieniem jest zastosowanie technik biologii mo
lekularnej w badaniach molekularnego podłoża chorób człowieka.

Now5rm, dynamicznie rozwijającym się działem medycyny jest diagnostyka 
oparta o pośrednią lub bezpośrednią analizę DNA. Najwcześniej, bo już w po
łowie lat osiemdziesiątych znalazła ona zastosowanie w genetyce człowieka. 
Złożyło się na to wiele cz3mników, przede wszystkim szerokie stosowanie ana
lizy restrykcyjnej i klonowania DNA (1). Przed wprowadzeniem badań mole
kularnych diagnostyka genetycznie uwarunkowanych chorób metabolicznych 
polegała głównie na oznaczaniu biochemicznych defektów stanowiących pod
łoże danej choroby. Diagnostyka prenatalna była możliwa jed}mie w przypad
kach ekspresji patologicznego genu w fibroblastach płodowych. Umożliwiało 
to rozpoznanie zaledwie 2% ogólnej liczby chorób dziedziczonych wg praw 
Mendla.

Pionierskimi pracami w badaniach molekularnego podłoża chorób genety
cznych były prace z zakresu hemoglobinopatii (2). Wkrótce okazało się, że 
badania molekularne mają ogromne znaczenie dla całej genetyki człowieka, 
zwłaszcza dla diagnostyki prenatalnej chorób nie poddających się leczeniu. 
Zaczęto wykorzystywać sondy molekularne. Terminem tym określa się takie 
fragmenty DNA, które mogą być zastosowane do wykrycia prawidłowych i zde
fektowanych genów. Mogą to być naturalne geny zawierające oprócz sekwencji 
kodujących także sekwencje flankujące i wtrącone (introny). Innym rodzajem 
sond molekularnych są syntetyczne geny zawierające wyłącznie sekwencje 
kodujące. Ich naturalnymi odpowiednikami są sondy cDNA syntetyzowane za 
pomocą odwrotnej transkiyptazy na matrycy mRNA. Pewnym ograniczeniem 
w stosowaniu sond cDNA było ich skomplikowane przygotowanie, które obej-
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mowało immunoprec}^itację polisomów syntetyzujących określone białko, izo
lację polisomalnego mRNA oraz syntezę cDNA. Obecnie dla genów, dla których 
poznano chociażby częściowo strukturę bardzo dogodnym podejściem badaw
czym jest uzyskiwanie cDNA drogą odwrotnej transkrypcji połączonej z re
akcją łańcuchową połimerazy (PCR) (3,4).

Sondami mołekułaruymi mogą być również syntetyczne odcinki DNA (naj
częściej 19-nukleotydowe oligomery) służące do wykrywania pojedynczych 
substytucji nukleotydowych w badanych sekwencjach (5). Zalecane jest sto
sowanie dwóch sond rozpoznających prawidłowe sekwencje DNA łub sekwen
cje zawierające mutacje punktowe. Okazało się, że bezpośrednie stosowanie 
takich sond molekularnych w badaniach genomowego DNA jest zbyt mało 
czułe dla wykrywania mutacji. Dlatego technika ta znalazła szersze zastoso
wanie dopiero po połączeniu jej z PCR. Obecnie pod nazwą ASO (ang. allele 
specific oligonucleotide) stosowana jest w przypadkach, gdzie występuje wiele 
połimorficznych alleli danego genu. Inny rodzaj sond molekularuych stanowią 
sondy genomowe, tzn. odcinki chromosomu, które stosuje się wówczas, gdy 
molekularne podłoże choroby nie jest znane, natomiast znany jest region 
chromosomu, w którym łub, w którego pobliżu występują mutacje (6).

Do przeprowadzenia badań diagnostycznych z jedną z wymienionych sond 
konieczne jest wykonanie analizy techniką blottingu wg Southema. Genomo- 
wy DNA, najczęściej 5-10 pg trawiony jest określonym enzymem restrykcyj
nym, a następnie rozdzielany elektroforetycznie w żelu agarozowym i przeno
szony na filtr nitrocelulozowy. Unieruchomiony na filtrze DNA jest poddawany 
hybrydyzacji z radioaktywną sondą znakowąną 32-P NTP(a) przy udziale po- 
limerazy DNA lub znakowaną 32-P dNTP(y) przy udziale kinazy polinukłeo- 
tydowej T4. W przypadku sond krótkich zalecane jest znakowanie jednego 
lub obydwu końców sondy, natomiast w przypadku sond dłuższych najwy
dajniejszą metodą znakowania jest metoda typu multiprime. Odcinki, które 
uległy hybrydyzacji uwidocznia się metodą autoradiografii.

Coraz częściej znakowanie sond molekularnych 32-P dNTP zastępowane 
jest znakowaniem nukleotydami zawierającymi Ugandy, które na etapie detek
cji rozpoznawane są swoistymi przeciwciałami. W naszej opinii największe 
zastosowanie znajdują sondy biotynylowane, w których wykrycie ligandu prze
biega z zastosowaniem reakcji immunochemicznych i kolorymetrii, jak rów
nież sondy, dla których końcowym etapem detekcji jest chemiluminescencja. 
W ostatnim czasie największy postęp nastąpił w detekcji metodą chemi- 
luminescencyjną, której czułość dla wielu sond osiągnęła już czułość uzyski
waną dla sond radioaktywnych, tzn. ilość genomowego DNA nie przekracza 
kilku pg.

Przełom w diagnostyce mołekułamej nastąpił po opublikowaniu doniesień
0 reakcji łańcuchowej połimerazy, umożliwiającej uzyskiwanie milionów kopii 
specyficznego fragmentu DNA poprzez jego enzymatyczną amplifikację. Od 
czasu opublikowania pionierskiej pracy Saiki i wsp. (3) o amplifikacji in vitro
1 analizie genomowych sekwencji (i-globiny, diagnostyka molekularna rozwija 
się bardzo dynamicznie. Technika PCR dokonała wręcz przełomu w diagno



styce klinicznej, dlatego że nie wymaga stosowania radioakt3rwnyeh izotopów, 
a ilość uzyskiwanego DNA jest wystarczająca do bezpośredniej obserwacji 
i oceny podczas rozdziałów elektroforetycznych. W celach diagnostycznych 
wykonuje sie przeeiętnie 35 cykli PCR. Autorzy niniejszej pracy w tym samym 
okresie przeprowadzili amplifikację in vitro genu insuliny człowieka (7). Po
czątkowo stosowano termolabilną polimerazę Klenowa, co wymagało dodawa
nia świeżego enzymu każdorazowo po denaturacji. Często w reakcji powsta
wały niespecyficzne produkty, gdyż temperatura syntezy ograniezona była do 
37°C i dochodziło do niespecyficznego wiązania primerów (8). Wprowadzenie 
termostabilnej polimerazy z bakterii Thermus aquaticus (polimeraza Taq) (9) 
w znaczący sposób uprościło reakcję amplifikacji, obniżyło jej koszty oraz 
przyczyniło się do szybkiego zastosowania tej reakcji w biologii i medycynie. 
Obecnie na rynku dostępna jest liezna grupa termofilnych polimeraz, nie 
zmieniających swej aktywnośei w podwyższonych temperaturach (10). Poja
wiły się też termobloki do automatycznego przeprowadzenia reakcji.

Najprostszym zastosowaniem reakcji PCR w diagnostyce medycznej jest 
wykazanie obecności lub nieobecności specyficznego fragmentu DNA. Niezwy
kle duża czułość metody powoduje, że w warunkach suboptymalnych może 
dojść do ampłifikacji niespecyficznego fragmentu. Dla uzyskania właściwego 
produktu konieczna jest również ściśle określona ilość poszezególnych sub
stratów oraz doświadczalnie ustalone warunki reakcji. Należy również pamię
tać o większej w porównaniu z enzymem Klenowa możliwości pojawienia się 
błędu replikacji przy zastosowaniu polimerazy Taq (11), dlatego nie można 
dla celów diagnostyeznych stosować zbyt małej iłości wyjśeiowego DNA (12), 
chociaż możliwa jest amplifikacja DNA pojedynczej komórki (13).

Wykazanie obecności lub braku produktu PCR znalazło zastosowanie 
w wykrywaniu delecji powodującyeh występowanie chorób dziedzicznych 
u hemizygotycznych pacjentów, np. z dystrofią mięśniową Duchenne’ą łub 
Beckera (14,15), w lieznych testaeh na obecność wirusa HfV (16), Hepatitis B, 
Papillomavirus, Legionella pneumophila i Trypanosoma cruzi (17). Przy wykry
waniu nosicielstwa ehorób genetyeznych wyłania się problem pomiaru ilości 
zamplifikowanego DNA. Opisano szereg podejść badawezych, jednak nie wy
daje się by znalazły one zastosowanie w rutynowyeh badaniaeh diagnostyez- 
nyeh (18,19,20).

Doskonałym przykładem postępu jaki nastąpił w bezpośredniej diagnostyce 
DNA za pomocą PCR jest jedna z najczęstszych chorób genetycznych — 
mukowiscydoza. Stosując metodę PCR, Wiłliams i wsp. już w 1988 r. prze
prowadzili pełną diagnostykę tej choroby w ciągu jednego dnia (21). Szybkie 
zgromadzenie danych z różnych krajów, o typach i częstości mutacji genu 
CFTR (genu odpowiedziałnego za występowanie mukowiscydozy), wkrótee po 
sklonowaniu genu (22), byłoby niemożłiwe bez techniki PCR. Obecnie kilkoma 
reakcjami PCR można wykryć zdecydowaną większość mutacji punktowych.

Identyfikacja nie znanych jeszcze mutacji, prowadzących do stanów cho
robowych może być znaeznie uproszczona przez zastąpienie używanego do 
analizy genomowego DNA przez mRNA. Ukazały się już doniesienia o wykry
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waniu delecji i ustalaniu nosicielstwa dystrofii mięśniowej Duchenne’a po
przez analizę mRNA limfocytów krwi obwodowej, z wykorzystaniem zjawiska 
nieuprawnionej transkrypcji (ang. illegitimate transcńption) wykazanej po raz 
pierwszy przez Chelly’ego i wsp. (18). Stosując jako materiał wyjściowy cał
kowity RNA limfocytów przeprowadzono syntezę cDNA stosując primeiy spe
cyficzne dla genu DMD, a następnie dwie reakcje PCR z wewnętrznymi pri- 
merami (ang. nested PCR). Ukazało się już kilka doniesień o zastosowaniu 
tej metody nie tylko do analizy patologicznych transkiyptów, lecz również do 
ustalania nosicielstwa dystrofii (23,24,25,26). Szczególnie cenne jest bezpo
średnie ustalanie nosicielstwa, gdyż próby ustalenia nosicielstwa metodą hy
brydyzacji z sondami cDNA, metodą PCR lub poprzez analizę sprzężeń nie 
dają infor*matywnych wyników u wielu rodzin z ryzykiem DMD. Wykorzystanie 
łatwo dostępnych limfocytów z krwi obwodowej jako źródła rzadkich trans- 
kryptów przedstawiono w pracy, w której transkrypty specyficzne dla sper
matogenezy u człowieka wykryto w limfocytach nie tylko mężczyzn, ale i kobiet 
(27). Bezpośrednia analiza tramskryptów metodą PCR przyczyniła sie również 
do wykrycia alternatywnego splicingu genu CFTR (28,29).

Diagnostyka molekularna z zastosowaniem PCR może być również wyko
rzystana do wykrywania translokacji specyficznych dla nowotworów w mRNA 
lub genomowym DNA. Najwcześniej zastosowano PCR w diagnostyce białaczek 
limfoblastycznych. Markerem cytogenetycznym tych białaczek jest występo
wanie chromosomu Philadelphia, natomiast na poziomie molekularnym do
chodzi do fuzji genu BCR na chromosomie 22 z genem ABL na chromosomie 
9 i powstawania chimerycznej formy mRNA i białka. Znaczenie tych badań 
wzrosło jeszcze bardziej po wykryciu mRNA BCR-ABL u pacjentów, których 
kariotyp nie wykazywał obecności chromosomu Philadelphia (30,31,32).

Metody molekularne stosowane są coraz częściej do wykrywania mRNA 
specyficznych dla nowotworów, a także oceny ich ekspresji i rearanżacji. Ol
brzymie znaczenie PCR dla oceny leczenia pacjentów wykazano ostatnio w ba
daniach mutacji genu supresorowego p53 w nowotworach pęcherza i dróg 
moczowych (33) oraz raka sutka. Opisano także szereg mutacji punktowych 
powodujących alternatywny splicing tego genu w nowotworach płuc (34) 
i szyjki macicy (35).

Polimorfizm DNA wykrywany poprzez PCR zastosowano do ustalania no
sicielstwa zmutowanego genu w rodzinach z ryzykiem wystąpienia najczę
stszych chorób genetycznych — mukowiscydozy i dystrofii mięśniowej. 
W przypadku dystrofii mięśniowej wykorzystano naturalny polimorfizm regio
nu pERT genu DMD, oceniany poprzez trawienie uzyskanych produktów PCR 
endonukleazami Xmn 1, Barn HI i Taq 1 (36). Na potrzeby diagnostyki klini
cznej opracowano wariant PCR umożliwiający jednoczesną amplifikację kilku 
fragmentów DNA. Po raz pierwszy ten wariant PCR (multiplex) zastosowano 
w badaniach największego dotąd poznanego genu człowieka (gen DMD). Au
torzy niniejszego opracowania metodą PCR-multiplex analizują 20 regionów 
genu DMD — region promotora i eksony 3, 4, 6, 8, 12, 13, 17, 19, 43, 44, 
45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52 i 60, wykonując 6 reakcji typu multiplex (37).



Diagnostyka molekularna znajduje szerokie zastosowanie w medycynie są
dowej i kiyminalistyce (38,39), zastępując badania serologiczne. Umożliwia 
ustalanie ojcostwa i identyfikację śladów biologicznych. W tym celu przepro
wadza się amplifikację regionów DNA charakteryzujących się w populacji zna
cznym polimorfizmem (40). Opisano już kilka regionów wykazujących poli
morfizm długości wynikający z zawartości różnej liczby krótkich, tandemo
wych powtórzeń (ang. variable number tandem repeats, VNTR^. Znając częstość 
występowania alleli w populacji można obliczyć prawdopodobieństwo pokre
wieństwa, co w zasadniczy sposób różni tę technikę od analizy typu multi- 
locus, składającej się na tzw. DNA fingerprinting. Dokładność oznaczeń po
przez analizę VNTR zbliżona jest do 100%. Olbrzymie znaczenie ma również 
możliwość wykonania analizy na materiale częściowo zdegradowanym lub do
stępnym jedynie w śladowych ilościach.

W najbliższej przyszłości należy oczekiwać dalszego rozwoju diagnostyki 
molekularnej i jej bezpośredniego zastosowania w wyjaśnianiu molekularnego 
podłoża chorób człowieka. Wprawdzie badania te zostały zapoczątkowane 
i rozwinięte głównie w badaniach chorób genetycznych człowieka, jednak 
w ostatnim czasie w)o'aźnie widać zastosowanie tych badań w wyjaśnianiu 
etiopatołogii innych chorób. Przede wszystkim ogromny postęp należy odno
tować w wykrywaniu patogenów — wirusów, bakterii, pasożytów i grzybów. 
Uzyskane wyniki umożliwiają identyfikację typu patogenu co pozostaje w bez
pośrednim zwictzku z terapią.

W przypadku zakażeń wirusowych diagnostyka molekularna umożliwia wy
krycie zaledwie kilku cząstek wirusa w materiale od osób seronegatywnych. 
Jest to szczególnie ważne w zapaleniu wątroby wywołanej wirusem Hepati
tis B, gdyż około 10% nosiciełi wirusa nie wykazuje obecności przeciwciał 
w testach immunochemicznych. Również inne choroby rozpowszechnione w 
populacji człowieka są coraz częściej diagnozowane poprzez badania mołeku- 
łame. Duże znaczenie przywiązuje się do badań zaniku heterozygotyczności 
w procesie nowotworzenia oraz identyfikacji genotypów chorych, u których 
wystąpił zawał serca.
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Application of molecular biology techniques in diagnosis 
of human genetic diseases
Summary

Following the initial reports of the cloning of a DNA fragment, modem molecular genetics 
found immediate practical application in molecular analysis and diagnosis of human diseases. 
Genomic DNA, RNA, nucleic acids from archival specimens or cloned DNA may be starting 
materials for gene analysis. In extreme cases complete analysis can be performed on the DNA 
from a single cell or a few microdissected chromosome fragments, or on RNA from only few 
cells. Many variations of the basic analytical procedures have now been described and applied 
to a range of medical disciplines. These include, the polymerase chain reaction (PCR), which 
has had a major impact on the diagnosis and screening of genetic diseases and cancer, the 
rapid detection of fast or slow growing microorganisms and vimses, such as mycobacteria and 
HfV, the detection of minimal residual diseases in leukaemia and in HLA typing. The analysis 
of archival and forensic material has applications in forensic pathology and evolutionary biology. 
PCR technique has also established a central role in the human genome project.
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