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Polska macierz do wykrywania wady genomu
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Niepelnosprawnos¢ intelektualna dotyczy 2-3 proc.
populacji, zaburzenia autystyczne - 1 proc., padaczka - réwniez 1 proc. Wrodzone wady

serca stwierdza sie u 5-8 na 1 tys. zywych urodzen, stanowia one 1/3 wszystkich wad
wrodzonych i sa najczestsza przyczyna smierci niemowlat. Zapotrzebowanie na diagnostyke
tych patologii jest duze. Umozliwia ja m.in. oryginalne narzedzie polskiego projektu -
specjalna macierz.

W Instytucie Matki i Dziecka w Warszawie pracowano nad technika poréwnawczej hybrydyzacji
genomowej do mikromacierzy. Dr hab. Pawet Stankiewicz byl kierownikiem projektu finansowanego
rzez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju. Podczas realizacji grantu zostaty skonstruowane
oryginalne polskie macierze V8 OLIGO do diagnostyki niepetnosprawnosci intelektualnej, autyzmu
i padaczki oraz wrodzonych wad serca.

METODA O NIEOGRANICZONE] ROZDZIELCZOSCI

Zastosowana w badaniach metoda polega na izolowaniu DNA z komorek pacjenta oraz DNA
referencyjnego, czyli kontrolnego, od osoby zdrowej. Nastepnie to DNA hybrydyzuje sie do tzw.
macierzy. Macierz to po prostu szkietko podstawowe, na ktéorym umieszczone sa w odpowiednim
uktadzie fragmenty DNA. Fragmenty te stanowia tzw. sondy molekularne.

Jak ttumaczyt dr Stankiewicz, DNA pacjenta i DNA kontrolne sa znakowane dwoma réznymi
fluorochromami, czyli barwnikami, ktore swieca w mikroskopie fluorescencyjnym w rdéznych
kolorach. Jezeli ilosciowo wszystko w genomie pacjenta jest prawidtowe, tak samo jak w DNA
referencyjnym, wtedy intensywno$¢ swiecenia obu DNA zhybrydyzowanych do sond molekularnych
umieszczonych na szkietku jest taka sama i oznacza, ze nie ma zadnych ubytkéw czy nadmiaréw
materiatu genetycznego.

Metoda porownawcza pozwala wykry¢ braki w genomie komérki, czyli delecje, lub podwojenie
jakiegos fragmentu DNA - duplikacje. I dlatego wtasnie mikromacierze umozliwiaja wykrycie
niezrownowazenia genomu.

»Wyniki badan zrealizowanych z wykorzystaniem zaprojektowanej przez nas macierzy umozliwiaja
identyfikacje wiekszosci znanych zmian genomu odpowiedzialnych za niepelnosprawnosé
intelektualna, padaczke oraz autyzm i uzasadniaja wprowadzenie tego rodzaju badan
diagnostycznych na szersza skale. Skonstruowana przez nas mikromacierz moze by¢ produkowana
do wykorzystania przez inne laboratoria diagnostyczne” - zapewnit dr Stankiewicz.



Wyjasnit, ze mikromacierze moga by¢ konstruowane w rézny sposéb. Zaprojektowa¢ mozna sondy
molekularne, jakie sie tam znajduja oraz ich utozenie. Mikromacierze stosowane w projekcie zostaty
zaprojektowane tak, aby zawieraly odpowiednio duzo fragmentéw genomu czlowieka i zeby byly
wzbogacone o fragmenty, a nawet geny, o ktérych wiadomo, ze uczestnicza w powstawaniu
konkretnej badanej patologii.

»W porownaniu z technikami stosowanymi dotychczas, metoda ta ma ogromny potencjat
diagnostyczny i badawczy. Umozliwia analize calego genomu w jednym tescie z niespotykana
dotychczas rozdzielczoscia, rewolucjonizuje diagnostyke kliniczna i staje sie obecnie metoda
z wyboru w diagnostyce choréb genomowych" - ocenia dr Stankiewicz.

Badacze udowodnili, Ze metoda jest przydatna do diagnostyki niepetnosprawnosci intelektualne;j,
autyzmu i padaczki oraz wrodzonych wad serca. Dzieki wysokiej rozdzielczosci mikromacierzy
mozliwe bylo potaczenie odrebnych konstrukcji dla 4 badanych grup klinicznych w jedna catos¢.
Zmiany wykrywane omawiang metoda sa duzo mniejsze niz te, ktére mozna bylo wykrywac¢ pod
mikroskopem. Dzieki nowej technologii mozna precyzyjnie okresli¢ miejsce zmiany w chromosomie.

Mikromacierze zostaty wyprodukowane przez firme Agilent Technologies. Ta sama wersja
mikromacierzy zostata réwnolegle wprowadzona do badan diagnostycznych w Baylor College of
Medicine i zastosowana do badania ponad 15 tys. pacjentow.

Dr Stankiewicz zaznaczyt, ze takie mikromacierze sa drogie i nie moga by¢ stosowane w rutynowej
diagnostyce w Polsce. Sa one natomiast od ponad 3 lat z powodzeniem stosowane w wielu innych
osrodkach w USA i na Swiecie.

Nie oznacza to jednak, ze z doswiadczen zdobytych w ramach projektu naukowego nie korzystaja
polscy pacjenci. W Zaktadzie Genetyki Medycznej w Instytucie Matki i Dziecka wprowadzono metode
aCGH do rutynowej diagnostyki genetycznej z inng, tafnsza macierza firmy Oxford Gene Technology.
Mikromacierz opracowana w ramach grantu bedzie mogta stuzy¢ w przysztosci dalszym badaniom
naukowym w podobnych grupach klinicznych.

WSPOLPRACA POLSKO-AMERYKANSKA

Na badania, odczynniki i urzadzenia naukowcy otrzymali 4 mln 100 tys. ztotych z Narodowego
Centrum Badan i Rozwoju. Nowa metoda w ramach projektu przebadano 658 pacjentéw. Zdaniem
dra Stankiewicza jest to duzy sukces, poniewaz na poczatku planowano udziat w projekcie 400
pacjentéw, a jedno badanie kosztuje okoto 2 tys. ztotych. To pierwsze przeprowadzone w tej skali
badania w populacji polskiej. Zakupiono odczynniki oraz aparature badawcza, m.in. skaner, czyli
warte okoto 1 miliona ztotych urzadzenie, ktére pozwala analizowa¢ genom.

Projekt badawczo-rozwojowy ,Wprowadzenie najnowszej technologii mikrochipowej (aCGH) do
badan etiopatogenezy i diagnostyki klinicznej wybranych choréb o powaznych skutkach medycznych
1 spotecznych” byt realizowany od 2008 do 2012 r. w Zakladzie Genetyki Medycznej Instytutu Matki



i Dziecka kierowanym przez prof. Tadeusza Mazurczaka, a nastepnie przez prof. Ewe Bocian.

W badaniach uczestniczyto ponad 30 osob. Projekt wykonywano we wspotpracy z Zakltadem Genetyki
Molekularnej i Genetyki Cztowieka w Baylor College of Medicine w Houston w Teksasie, Zaktadem
Genetyki Medycznej, Katedry Pediatrii oraz Klinika Kardiologii Dzieciecej Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego, Odziatem Pediatrii Kardiologicznej Centrum Zdrowia Dziecka
w Warszawie, Wydziatem Elektroniki i Technik Informacyjnych Politechniki Warszawskiej oraz
Wydzialem Matematyki, Informatyki i Mechaniki Uniwersytetu Warszawskiego.

Polscy badacze uczyli sie nowej technologii w Houston. Kiedy byta ona wdrazana na swiecie,
w Polsce nie bylo takich mozliwosci, w szczegdlnosci kosztownej aparatury niezbednej do badan.

W pierwszej fazie badan do analizy wynikéw badan metoda aCGH w Instytucie Matki i Dziecka
stosowano system informatyczny opracowany w Baylor College of Medicine. Jednak w ramach
projektu we wspolpracy z wydzialami Matematyki, Informatyki i Mechaniki Uniwersytetu
Warszawskiego (dr hab. Anna Gambin, mgr Maciej Sykulski) oraz Elektroniki i Technik
Informacyjnych Politechniki Warszawskiej (prof. dr hab. inz. Krzysztof Walczak, dr Tomasz Gambin)
opracowano i w pazdzierniku 2009 r. z powodzeniem wdrozono polski system informatyczny stuzacy
do gromadzenia, analizy oraz poréwnywania wynikéw z réznych probek DNA.

Interfejs uzytkownika zaprojektowany jest jako nowoczesna aplikacja internetowa. Podstawowy
modut systemu, ktérego zadaniem jest statystyczna analiza danych, wykorzystuje najlepsze znane
bioinformatykom algorytmy. System utatwia podjecie decyzji diagnostycznej dzieki szerokim
mozliwosciom prezentacji danych, filtrowania wynikow oraz ich przeniesienia do specjalnych
przegladarek genomowych.

Instytut Matki i Dziecka przeprowadzit juz okoto pdttora tysiaca rutynowych, diagnostycznych badan
na mikromacierzach. Dla wielu laboratoriéw problemem jest wciaz wysoki koszt badania metoda
aCGH, szczegolnie niezbednego do badan tg metoda skanera. Jednak, jak przewiduje dr Stankiewicz,
wraz z upowszechnieniem i konkurencja miedzy producentami, metoda ta stanie sie tansza i bardziej
dostepna.

PAP - Nauka w Polsce, Karolina Olszewska
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