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ABC diagnostyki molekularnej

Streszczenie

Rozw¢j technik biologii molekularnej pozwolil na rozwiniecie sie nowej gatezi diagnostyki -
diagnostyki molekularnej. Diagnostyka molekularna czerpie z najnowszych osiggnie¢ naukowych
oraz technologicznych. Opiera sie na analizie kwasow nukleinowych i pozwala zdiagnozowaé, nie
tylko choroby uwarunkowane mutacjami w genach, ale réwniez umozliwia identyfikacje
mikroorganizméw chorobotwoérczych oraz pasozytéw. Ponadto badania molekularne sa stosowane
w okresleniu podtoza choréb nowotworowych. Szybki rozwoj diagnostyki molekularnej sprawit, ze
obecnie dostepny jest szereg technik diagnostycznych pozwalajacych na analize DNA. Ich dobér
zalezy od aktualnych potrzeb oraz stopnia znajomosci docelowej sekwencji DNA.
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Stowa kluczowe: diagnostyka molekularna, PCR, PCR - RLFP, PCR - ASO, PCR - ASA,
hybrydyzacja DNA, Southern blot, Northern blot, FISH, mikromacierze DNA, multipleks
PCR

Diagnostyka laboratoryjna pemi bardzo istotna role w medycynie i stanowi integralna czes$¢ procesu
leczenia. Jedna z definicji diagnostyki laboratoryjnej gtosi, ze jest ona dzialem medycyny, ktéry
zajmuje sie dostarczaniem informacji o stanie zdrowia na podstawie badafh materiatu biologicznego.
Wyniki badan laboratoryjnych sa narzedziem pomocnym nie tylko w rozpoznaniu choroby, lecz takze
pozwalaja na prognozowanie rozwoju schorzenia i niejednokrotnie warunkuja dobor terapii [5].
Postep nauki w dziedzinie ogdlnie pojetej biologii cztowieka sprawil, ze techniki stosowane
w laboratoriach diagnostycznych stawaly sie coraz nowoczesniejsze i doktadniejsze. Szczegolnie
wazna role w procesach rozwoju metod diagnostycznych mialy osiagniecia w zakresie genetyki
zaréwno czlowieka, jak i organizméw na co dzien z nim zwiazanych. Nieustanny rozwdj technik
biologii molekularnej oraz wiedzy na temat analizy kwaséw nukleinowych sprawity, ze wzrosto
zainteresowanie molekularnym podlozem chordb u ludzi. Szereg osiagnie¢, do ktérych naleza m. in.
poznanie struktury DNA przez Watsona i Cricka w roku 1953, odkrycie enzymoéw restrykcyjnych
(1962 rok), ktore w pézniejszym czasie umozliwity stworzenie metod klonowania DNA, transfer DNA
metoda Southerna oraz techniki sekwencjonowania DNA, pozwolilo na poznanie sekwencji
nukleotydowej genomu cztowieka (2001) [4]. Jednakze najwieksze znaczenie dla rozwoju metod
sekwencjonowania wydaje sie mie¢ PCR (tancuchowa reakcja polimerazy, polymerase chain
reaction), ktéra zostata opracowana w roku 1983 przez zespdt dr Kery’ego Banksa Mullisa [8,11].

Powszechne wprowadzenie metod biologii molekularnej do diagnostyki nastapito w pierwszych
latach XXI wieku [8]. Obecnie diagnostyka molekularna jest dynamicznie rozwijajaca sie
multidyscyplinarna dziedzina nauki, stanowiaca potaczenie diagnostyki medycznej, biologii
molekularnej i genetyki. Czerpie ona z najnowszych osiagnie¢ technologicznych oraz naukowych.
Dostepnos¢ ustug w zakresie diagnostyki molekularnej na polskim rynku z roku na rok jest coraz
wieksza, a jej koszty maleja. Instytuty badawcze, oferujace tego typu ustugi, znajduja sie wtasciwie
w kazdym miescie wojewddzkim, a badania molekularne stanowia cze$¢ standardowej praktyki
diagnostycznej, dzieki czemu mozliwe jest wczesne wykrycie niebezpiecznych choréb oraz wczesne
rozpoczecie dziatan profilaktycznych [12]. Metody oparte na analizie kwasow nukleinowych znalazlty
obecnie szerokie zastosowanie zarowno w diagnostyce chordb genetycznych, czy nowotworowych,
jak rowniez infekcyjnych i pasozytniczych. Ponadto daja mozliwosci okreslenia stopnia zgodnosci
genetycznej tkanek oraz pokrewienstwa osob [1].

Diagnostyke molekularng mozna podzieli¢c na dwa typy: diagnostyke bezposrednia i posrednia.
Diagnostyka bezposrednia polega na poszukiwaniu mutacji w zidentyfikowanych genach, natomiast
posrednia stosowana jest rzadziej, kiedy gen odpowiedzialny za chorobe jest nieznany, a oparta jest
o analize asocjacji badz sprzezen [8].

Zasadniczo wyrdznia sie dwa typy metod stosowanych w diagnostyce molekularnej: metody oparte
o hybrydyzacje oraz metody oparte o amplifikacje DNA [2,8].



Metody diagnostyczne oparte o PCR

Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR - polymerase chain reaction) zostata opracowana w roku 1983
przez Mullisa i wsp. Umozliwia ona szybka, trwajaca zaledwie kilka godzin, synteze miliardéw kopii
dowolnego fragmentu genomowego DNA [11,14]. PCR polega na powielaniu in vitro fragmentéw
kwaséw nukleinowych i pozwala na amplifikacje specyficznej, wybranej do badan sekwencji, ktéra
nastepnie moze postuzy¢ analizy i manipulacji [8]. W sktad mieszaniny reakcyjnej do PCR wchodza
cztery sktadniki:

1. matryce - fragment DNA, ktory ma by¢ powielony;

2. startery - oligonukleotydowe fragmenty DNA, komplementarne do sekwencji flankujacych
docelowy fragment DNA;

3. tréjfosforany deoksynukleotydéow (ANTP) - dATP, dTTP, dGTP i dCTP, substraty, niezbedne do
syntezy nici komplementarnej;

4. termostabilna polimeraze DNA [8,14].

Lancuchowa reakcja polimerazy sklada sie z trzech powtarzanych cyklicznie etapow (ok. 30 - 40
cykli), ktére musza przebiega¢ w odpowiedniej dla siebie temperaturze: denaturacji DNA (90 - 950C,
zaleznie od dtugosci matrycy), przytaczenia starterow (45 - 700C, zaleznie od dlugosci i sktadu zasad
starterow) oraz syntezy nici DNA (do ok. 720C). Dla kazdego z etapéw odpowiednia temperature
trzeba ustali¢ doswiadczalnie, jej utrzymanie i cykliczne zmiany umozliwia zastosowanie
termocyklera. Zdecydowanymi zaletami tej metody sa wysoka czuto$¢, mata ilos¢ DNA matrycowego
wymagana do reakcji (ponizej 1 ug), specyficznos¢ i szybkos¢ [8,14]. Ponadto, w przeciwienstwie do
innych metod analizy, jak np. metoda Southerna, PCR moze by¢ poddany material genetyczny nawet
w znacznym stopniu zdegradowany. Dzieki temu mozliwe jest badanie sladowych ilosci krwi,
komérek hodowanych in vitro, sliny, moczu, prébek pobranych w trakcie biopsji cienkoigtowej, czy
skrawkow histopatologicznych utrwalonych i zatopionych w parafinie [2]. Warto rowniez wspomnie¢,
ze metody, wykorzystujace PCR charakteryzuja sie wieksza czutoscia i specyficznoscia, a ponadto
oszczedzaja czas i zmniejszaja koszty analizy. Jednakze pewnym ograniczeniem jest koniecznos¢
znajomosci sekwencji okalajacych docelowy fragment DNA, gdyz technika wymaga stosowania
starterow do nich komplementarnych [8]. Klasycznym przyktadem zastosowania PCR jest
wykrywanie patogenow przed pojawieniem sie objawdw chorobowych, ponadto w tym przypadku
PCR wykazuje 100 wieksza czutos¢ niz metody hybrydyzacyjne [2].

Do najprostszych wariantow PCR nalezy multipleks - PCR. Metoda ta umozliwia prowadzenie
amplifikacji kilku fragmentéw DNA (gendw, eksondw) w jednym czasie, za sprawa zastosowania
kilku par swoistych starteréw oraz wiekszej ilosci polimerazy oraz dNTP [2,8]. Multipleks - PCR jest
czesto wykorzystywana do wykrywania delecji eksonéw w genach, powodujacych wystepowanie
jednogenowych choréb dziedzicznych, jak np. w dystrofii miesniowej Duchenne’a [8]. Ponadto, dzieki
mozliwosci stwierdzenia obecnosci kilku patogenéw jednoczesnie, pozwala przyspieszy¢ diagnostyke
chordb bakteryjnych badz wirusowych, zmniejszy¢ ilo$¢ pobieranego materialu oraz ograniczy¢
koszty [3].

Modyfikacje tancuchowej reakcji polimerazy takie jak PCR - ASA (amplifikacja allelospecyficzna,
allele specific amplification) i PCR - ASO (sonda allelospecyficzna, allele specific oligonucleotide) sa
metodami umozliwiajacymi rozréznienie w danym genie alleli prawidtowych oraz zmutowanych. Sa
to przyktady technik diagnostyki bezposredniej i wymagaja znajomosci badanej mutacji [8]. PCR -
ASA polega na zastosowaniu dwdch par starteréw, dla allelu prawidtowego i zawierajacego mutacje,
tak by produkty reakcji roznity sie dtugoscia. Rozdzielenie produktéw w zelu agarozowym pozwala
okresli¢, czy allel badanego genu jest prawidtowy czy nie. W przypadku heterozygoty wykrywane sa
oba allele. Metoda ta wykorzystywana jest m. in. w diagnostyce mutacji 5382insC w genie BRCAI,



skorelowanej z wystepowaniem raka piersi lub jajnikoéw u kobiet. W tym przypadku diagnoza podtoza
zachorowania ma bardzo istotne znaczenie z punktu widzenia leczenia [16,17]. PCR - ASO,
natomiast, jest technika wiazaca amplifikacje z hybrydyzacja. Produkt powstaty w PCR poddawany
jest hybrydyzacji z dwoma syntetycznymi sondami molekularnymi - jedna specyficzna dla
prawidtlowego genu, druga dla genu niosacego mutacje. Analiza sygnatéw pochodzacych
z hybrydyzacji pozwala stwierdzi¢ obecnosé¢, badz brak mutacji odpowiedzialnej za wystapienie
choroby. PCR - ASO stosowana jest m. in. w analizie genu CFTR u chorych na mukowiscydoze [8].

Inna szeroko stosowana technika, tgczaca amplifikacje z analiza restrykcyjng, jest PCR - RFLP
(polimorfizm dilugosci fragmentéw restrykcyjnych, restriction fragment length polymorphism).
Metoda RFLP jest powszechnie stosowana w biologii molekularnej. Polimorfizm dtugosci fragmentéw
restrykcyjnych jest wynikiem powstania dodatkowego miejsca ciecia dla konkretnych enzymow
restrykcyjnych badz utraty dotad istniejacego. Analiza, zamplifikowango i poddanego cieciu
restrykcyjnemu, materiatu genetycznego odbywa sie dzieki elektroforezie w zelu agarozowym lub
poliakrylamidowym. Detekcja dwoch prazkow o okreslonej dtugosci w zelu swiadczy o obecnosci
danego miejsca restrykcyjnego, natomiast jednego - o jego zaniku. PCR - RFLP jest jedna
z najprostszych metod detekcji mutacji punktowych w jednogenowych chorobach dziedzicznych,
stosowana jest w diagnozowaniu m. in. mukowiscydozy, fenyloketonurii, anemii sierpowate;j
i hemofilii [8]. Technika ta mozna réwniez réznicowa¢ mikroorganizmy na poziomie gatunkow
i podgatunkow, np. Pseudomonas aeruginosa (zakazenia u ludzi z obnizona odpornoscia), Listeria
(listerioza), Borrelia (borelioza), Campylobacter (zakazenia przewodu pokarmowego), czy
Acinetbacter (réznego typu zakazenia szpitalne). PCR - RFLP pozwala réwniez na rozréznienie
poszczegoélnych szczepéw jednego gatunku w badaniach epidemiologicznych. W diagnostyce choréb
bakteryjnych duze znaczenie ma odmiana PCR - RFLP zwana rybotypowaniem, umozliwiajaca
analize genow kodujacych rybosomalne RNA (rRNA - ribosomal RNA) [7].

Odkrycie, ze punktowa zmiana w sekwencji DNA zmienia konformacje przestrzenna pojedynczej nici
DNA zaowocowato opracowaniem techniki PCR - SSCP (polimorfizm konformacji pojedynczej nici,
single strand conformation polymorphism). PCR - SSCP bazuje na odmiennym sposobie poruszania
sie w trakcie elektroforezy czasteczek DNA o réznej strukturze przestrzennej i cieszy sie duza
popularnoscia, jako metoda przesiewowa, pozwalajaca na wykrycie nieznanych mutacji w znanych
genach. Podobne zalozenia ma technika analizy heterodupleksow (HA - heteroduplex analysis), ktora
pozwala na identyfikacje zmutowanego genu, dzieki réznicom w sposobie poruszania
heteroduplekséw (dwuniciowa czasteczka DNA nie w pelni komplementarna) w stosunku do
homoduplekséw (dwuniciowa czasteczka DNA w peini komplementarna) [8].

Do technik przesiewowych, umozliwiajacych wstepne wykrycie zmian w materiale genetycznym
nalezy elektroforeza w gradiencie denaturujacym (DGGE - denaturing gradient gel electrophoresis).
Metoda ta oparta jest na réznej zdolnosci, zaleznej od dtugosci i sktadu zasad, produktéw PCR do
denaturacji w okreslonej temperaturze i stezeniu czynnika denaturujacego (mocznik, formamid).
W trakcie rozdziatu elektroforetycznego prowadzonego w zelu o wzrastajacym stezenie substancji
denaturujacej fragmenty DNA zawierajace mutacje denaturuja w innym momencie niz fragmenty
o prawidtowej sekwencji. Denaturacja powoduje gwattowne zmniejszenie predkosci migracji danego
fragmenty DNA. Dzieki temu mozna zaobserwowaé¢ mutacje badz polimorfizm u danego pacjenta
w pordéwnaniu do analogicznych fragmentéw genoéw oséb nalezacych do grupy kontrolnej [13].

Procz przytoczonych powyzej metod, w diagnostyce stosowanych jest rowniez wiele modyfikacji PCR
zaleznie od potrzeb analizy, naleza do nich m. in.:

* RT - PCR (reverse transcriptase - PCR), gdzie matryca wyjsciowa jest RNA, przepisywany
w procesie odwrotnej transkrypcji na komplementarny DNA (cDNA - complementary DNA), ktory to



w kolejnych etapach ulega amplifikacji w PCR;

* nested - PCR (gniazdowa lub zagniezdzona PCR), polegajaca na przeprowadzeniu dwoch cykli
amplifikacji - jednego ze standardowymi starterami i drugiego ze starterami komplementarnymi do
sekwencji znajdujacych sie wewnatrz docelowego fragmentu DNA, pozwala ona na wieksza
specyficznos¢ reakcji;

. RAPD (random amplified polymorphism DNA), stosowana w przypadku, gdy sekwencje
specyficzne nie sg znane, polega na zastosowaniu starterow uniwersalnych, pozwalajacych na
uzyskanie zbioru produktow;

* RACE (rapid amplification of cDNA ends), umozliwiajaca otrzymanie peinej dtugosci sekwencji,
gdy znane sa jedynie fragmenty;

* Real - time PCR (PCR w czasie rzeczywistym, rowniez oznaczana, jako RT - PCR), nalezy do
metod ilosciowych, jej gtdwna zaleta jest mozliwo$¢ obserwacji przyrostu produktu na biezaco,
w czasie przebiegu reakcji [6,14].

Metody diagnostyczne oparte o hybrydyzacje

Hybrydyzacja jest technika pozwalajaca na identyfikacje i lokalizacje okreslonych sekwencji
nukleotydowych w docelowym DNA. Istota tego procesu jest zdolnos¢ kwaséw nukleinowych do
tworzenia stabilnych dwuniciowych struktur pomiedzy dwoma komplementarnymi jednoniciowymi
fragmentami [2,8].

Proces hybrydyzacji przebiega w kilku podstawowych etapach:

1. izolacja badanego DNA;

2. rozdzielenie badanego DNA w zelu elektroforetycznym;

3. denaturacja badanego DNA w srodowisku alkalicznym;

4. przeniesienie i unieruchomienie badanego DNA na filtrze nylonowym lub nitrocelulozowym;

5. hybrydyzacja badanego DNA z wyznakowana sonda molekularng;

6. wyplukanie niezwiazanych fragmentow sondy;

7. detekcja powstalych dupleksow, zaleznie od sposobu wyznakowania sondy, poprzez
autoradiografie (znakowanie radioaktywne), reakcje immunochemiczne, kolorymetrie lub
chemiluminescencje (znakowanie nieradioaktywne) [8].

Najprostsza metoda hybrydyzacji jest technika , dot - blot”. Polega ona na unieruchomieniu na filtrze
catkowitego wyizolowanego z komérek DNA lub RNA i poddaniu go hybrydyzacji z sonda
molekularng o okreslonej sekwencji. Wynik otrzymywany jest w postaci ,plam” na filtrze podczas
detekcji. Sygnat Swiadczy o rozpoznaniu przez sonde poszukiwanej sekwencji nukleotydowej.
Jednakze metoda ta jest rzadko stosowana z diagnostyce ze wzgledu na swoja niewystarczajaca
czulosc [2,6].

Jedna z bardziej skomplikowanych technik opartych o hybrydyzacje z sonda, stosowana
w diagnostyce chorob jednogenowych i choréb zakaznych, jest hybrydyzacja typu Southern blot,
inaczej zwana metoda Southerna. Zostata ona opracowana przez Eda Southerna w 1975 roku. Istota
tej metody jest hybrydyzacja DNA - DNA, a jej celem jest identyfikacja poszukiwanych sekwencji
w mieszaninie otrzymanej w wyniku trawienia enzymami restrykcyjnymi. Catos¢ procedury
przebiega wtasciwie zgodnie z podanym wczesniej schematem. DNA izolowane jest z komorek,
nastepnie ciete odpowiednia restryktaza i poddawane elektroforezie w zelu agarozowym. Rozdziat



elektroforetyczny umozliwia okreslenie diugosci analizowanych fragmentéow. Zdenaturowane
fragmenty restrykcyjne unieruchamiane sa na filtrze i podlegaja hybrydyzacji z sonda o okreslonej
sekwencji nukleotydowej. Po usunieciu niezwiazanej sondy mozna przeprowadzi¢ detekcje
powstatych hybrydéw [8].

Ten typ hybrydyzacji pozwala na wykrycie mutacji o charakterze delecji lub insercji wiekszych niz 50
- 100 pz. Ponadto metoda ta mozna zidentyfikowaé mutacje punktowe, powodujace powstanie
dodatkowego miejsca ciecia dla enzymow restrykcyjnych, badz utrate dotad istniejacego [8].

Hybrydyzacja typu Northern (Northern blot) pozwala na badanie poziomu ekspresji badanego genu.
Opiera sie na tworzeniu hybrydéw RNA - DNA, a jej nazwa powstala przez analogie do metody
Southerna. Od poprzedniej metody rézni sie tym, ze izolacja dotyczy informacyjnego RNA (mRNA -
messenger ribonucleic acid), stanowiacego transkrypt genéw aktywnych w danym typie komorek.
W przypadku mRNA nie ma koniecznosci ciecia enzymatycznego, zatem fragmenty kwasow
nukleinowych poddawane sg bezposrednio elektroforezie i denaturacji, a nastepnie przenoszone na
filtr. mRNA poddawane jest hybrydyzacji z wyznakowana sonda DNA, a hybrydy RNA - DNA
wykrywa sie zaleznie od sposobu znakowania sondy. Metode te wykorzystuje sie w celu uzyskania
informacji na temat zmiany wielkosci transkryptow oraz poziomu ekspresji badanych gendéw [8].

Metody Southern i Northern blot znalazly swoje zastosowanie nie tylko w diagnostyce chordb
uwarunkowanych mutacjami w genach, ale rowniez w diagnostyce chordb zakaznych. Pozwalaja one
na wykrycie obcych kwasow nukleinowych w organizmie, umozliwiajac jednoczesnie okreslenie ilosci
patogennych tancuchéw DNA lub RNA w komérkach. W tym celu nalezy jednak dysponowac
oligonukleotydami o doktadnie znanej sekwencji znajdujacej sie w materiale genetycznym patogenu,
ktorego obecnos¢ ma by¢ potwierdzona lub wykluczona [2].

Jednym z najnowszych osiagnie¢ biologii molekularnej sa tzw. mikromacierze DNA (DNA
microarray). Mikromacierz stanowi uporzadkowany uktad sond molekularnych unieruchomionych na
nylonowych membranach albo ptytkach szklanych badz plastikowych. Podstawa tej techniki jest
przygotowanie sond, w postaci jednoniciowego DNA lub oligonukleotyddéw reprezentujacych
fragmenty gendéw, i stabilne zwiazanie ich z powierzchniag membrany lub ptytki w okreslonej
kolejnosci. Przeznaczony do analizy DNA nalezy wyznakowac¢ i podda¢ hybrydyzacji z sondami.
Uzyskane podczas detekcji dane poddawane sa analizie z zastosowaniem systemoéw informatycznych.
Technika ta jest stosowana m. in. do identyfikacji sekwencji oraz badania polimorfizmow
pojedynczych nukleotydow [8].

Techniki cytogenetyki molekularnej wykorzystywane w diagnostyce

Diagnostyka cytogenetyczna umozliwia wykrywanie delecji lub duplikacji fragmentéw genow
wiekszych niz 1 kpz, szczegoélnie tych obejmujacych cate eksony, ktérych ujawnienie nie jest mozliwe
z zastosowaniem PCR lub sekwencjonowania. Aberracje te sa przyczyna wielu chorob o podtozu
genetycznym i stanowia ok. 5,5 % patogennych zmian w genomie [10].

Klasyczne techniki cytogenetyczne polegaja na analizie obrazu prazkowego chromosomow,
uzyskiwanego za pomoca specyficznego barwienia. Kazda z par chromosomoéw posiada
charakterystyczny dla siebie uktad prazkéw. Liczba prazkéw uzyskanych podczas barwienia
odpowiada za czulo$¢ badania a w konsekwencji za wielkos¢ rozpoznawanych aberracji
chromosomowych. Standardowe badanie cytogenetyczne pozwala na uzyskanie 450 - 550 prazkéow
w haploidalnym zestawie chromosomow, co daje mozliwos$¢é rozpoznania zmian nie mniejszych niz 5
Mpz. Techniki o wysokiej rozdzielczosci (HRT - high resolution techniques) pozwalaja na uzyskanie
550 - 850 prazkéw, umozliwiajac rozpoznanie rearanzacji o wielkosci ok. 3 Mpz [15]. Ponadto, dzieki



analizie kariotypu mozna wykry¢ zmiany w liczebnosci chromosoméw, a co za tym idzie uzyskac
wczesna diagnoze aneuploidii chromosoméw 13 (zesp6t Platau’a), 18 (zespot Edwardsa), 21 (zespét
Downa), czy chromosoméw ptici (np. zespo6t Turnera). Jednakze badanie przeprowadzone metodami
klasycznymi wymaga zalozenia kolonii komérkowych (tzw. amniocytow), a na wynik trzeba czeka¢ ok.
10 - 21 dni [9].

Rozwdj biologii molekularnej oraz molekularnych metod diagnostycznych, pozwolily na
wyodrebnienie sie w latach 80 - tych XX wieku nowej gatezi cytogenetyki klinicznej - cytogenetyki
molekularnej. Cytogenetyka molekularna wykorzystuje osiagniecia, takie jak klonowanie
i automatyczne powielanie fragmentéw DNA. Takie fragmenty moga postuzy¢, jako sonda
molekularna do konkretnych czesci chromosoméw w technice fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
(FISH - fluorescence in situ hybridization) [15]. FISH tym sie r6zni od wczesniej opisanych metod
diagnostycznych opartych o hybrydyzacje, ze stosuje sie ja do analizy sekwencji w nienaruszonych
komorkach. Hybrydyzacja in situ wykonywana jest bezposrednio na preparacie mikroskopowym, jest
szeroko stosowana do detekcji okreslonych sekwencji na preparatach histologicznych,
chromosomach, pojedynczych komorkach, a nawet skrawkach tkanek [8]. W technice tej stosuje sie
sondy zalezne od problemu diagnostycznego, sa to sondy locus - specyficzne, centromerowe lub
malujace. FISH znajduje zastosowanie w przypadkach klinicznego podejrzenia okreslonego zespotu
genetycznego, wywotanego aberracjami chromosomowymi, takimi jak mikrodelecje i mikroduplikacje,
niemozliwymi do wykrycia metodami klasycznymi. Do choréb identyfikowanych ta technika naleza m.
in. zespdt Williamsa, zespot kociego krzyku i zespdét Beckwitha - Wiedemanna [15]. Metoda ta
nieustannie jest doskonalona, jej odmiana tzw. Rapid - FISH (szybka fluorescencyjna hybrydyzacja in
situ) wykorzystywana jest w diagnostyce prenatalnej aneuploidii chromosoméw 13, 18, 21, XiY. Ma
ona wiele zalet w poréwnaniu z klasycznymi metodami cytogenetycznymi, m. in. skrocenie czasu
oczekiwania na wynik do 2 - 5 dni oraz pobieranie ok. 10 razy mniejszej ilosci ptynu owodniowego (1
- 2 ml) [9]. Ponadto opracowane zostaly takie warunki, ze FISH moze by¢ z powodzeniem stosowana
do detekcji patogenow infekcyjnych w komorkach [2].

FISH ma jednak sporo ograniczen, do ktérych nalezy czutos¢ w granicach 40 - 250 kpz dla jader
interfazowych oraz wybor sondy do badania zalezny od rozpoznania lekarza [10]. Obecnie FISH
wypierana jest przez nowoczesniejsze metody z zakresu cytogenetyki molekularnej, do ktérych
naleza multipleksowa amplifikacja sondy zalezna od ligacji (MLPA - multiplex ligation - dependent
probe amplification) oraz poréwnawcza hybrydyzacja genomowa (CGH - comparative genomic
hybridization).

MLPA powstata w roku 2002, zostata opracowana przez firme MRC Holland. Technika ta oparta jest
na ligacji i PCR. MLPA umozliwia wykrycie delecji i duplikacji pojedynczych eksonéw, badanie
poziomu mRNA, ocene poziomu metylacji badanych fragmentow (MS - MLPA, metylation specific -
MLPA), a nawet wykrycie zmian pojedynczych nukleotydéw. Obecnie stosuje sie ja gtdwnie w celu
identyfikacji aberracji subtelomerowych (tzn. w obrebie konicéw chromosomoéw) oraz znanych
zespotdw mikrodelecyjnych. Niewatpliwymi zaletami tej techniki sa niewielka ilos¢ DNA potrzebna
do analizy oraz stosunkowo niska cena, ponadto wymaga mniej czasu niz FISH. MLPA moze
z powodzeniem zastapi¢ FISH w diagnostyce chordéb takich jak zesp6t Williamsa, DiGeorge’a, Sotosa
lub Millera - Diekera, a dzieki zastosowaniu MS - MLPA mozna analizowac¢ stan metylacji w rejonach
krytycznych dla zespotu Pradera - Williego i Angelmana. Warto rowniez podkresli¢, ze MLPA
umozliwia badanie w kierunku wielu mozliwych aberracji chromosomowych rownoczesnie [10,15].

Jednakze obie wczesniej opisane metody wymagaja wczesniejszego rozpoznania klinicznego
konkretnego zespotu genetycznego (MLPA w mniejszym stopniu). Przelomem w diagnostyce choréb
uwarunkowanych aberracjami chromosomowymi stata sie technika CGH. CGH polega na
hybrydyzacji dwoch wyznakowanych fluorescencyjnie genomowych DNA, badanego i referencyjnego,



zmieszanych w proporcji 1:1, do prawidtowych chromosoméw metafazowych. Technika ta ma
przewage nad dotychczas znanymi metodami diagnostyki wad genetycznych, dzieki mozliwosci ich
identyfikacji bez wczesniejszego podejrzenia ich wystepowania. Umozliwia ona przeszukiwanie
calego genomu w jednym badaniu, a czas oczekiwania na wyniki nie przekracza kilku dni [10,15].
Ponadto w przypadku CGH do mikromacierzy (aCGH - arrayCGH) uzyskano rozdzielczos¢ siegajaca
kilkuset a nawet, w niektdrych przypadkach, kilku - kilkunastu par zasad. Metoda aCGH pozwala na
jednoczesnag identyfikacje aneuploidii, duplikacji, delecji oraz amplifikacji kazdego
reprezentowanego na mikromacierzy locus genowego. Jest ona wykorzystywana gidwnie
w diagnostyce chorych z niepelnosprawnoscia intelektualna, wadami rozwojowymi i dysmorfia [15].
Jednakze i ta technika ma pewne ograniczenia. Nie mozna, dzieki temu badaniu, wykry¢ translokacji
oraz inwersji w obrebie genomu, jak rowniez wymaga zastosowania specjalistycznego sprzetu,
wysoko wykwalifikowanego personelu oraz duzych naktadéw finansowych [10,15].

Podsumowanie

Istota diagnostyki molekularnej jest analiza kwasow nukleinowych w celu zidentyfikowania podtoza
danej choroby badz predyspozycji do zachorowania. W naturalny sposéb dotyczy ona choroéb
dziedzicznych, ktorych diagnoza wczesniej opierata sie na obserwacji objawach i, w przypadku
chordéb metabolicznych, analizach biochemicznych. Diagnostyka molekularna stata sie nieocenionym
narzedziem w wykrywaniu choréb uwarunkowanych mutacjami w DNA.

Poza tak oczywistym zastosowaniem, jak detekcja mutacji w DNA pacjentéw, metody diagnostyki
molekularnej znalazly swoje zastosowanie w identyfikacji choréb zakaznych i badaniach
epidemiologicznych. Dzieki temu, ze material genetyczny jest unikalny i staty dla kazdego organizmu,
opisane techniki pozwalaja na wykrycie obcego DNA lub RNA oraz jego identyfikacje. Zastosowanie
analizy molekularnej pozwala na ograniczenie ilosci analizowanego materiatu biologicznego oraz
wiele szybsze niz w metodach konwencjonalnych wykrycie patogenu, ktory jest odpowiedzialny za
rozwdj choroby i rozpoczecie leczenia. Szczegdlne znaczenie maja one dla mikroorganizmow,
ktérych hodowla w warunkach laboratoryjnych jest trudna badZ wrecz niemozliwa. Diagnostyka
molekularna stosowana jest rowniez w parazytologii. Wykrycie DNA pasozyta jest bezposrednim
dowodem na jego obecno$¢ w organizmie. Ponadto, metody molekularne wykazuja bardzo duza
czulo$¢ i maja wiele zalet w stosunku do metod klasycznych opartych na morfologii lub serologii.
Techniki biologii molekularnej maja istotne znaczenie réwniez w diagnostyce nowotworéw. Etiologia
nowotwordow ma, bowiem, decydujace znaczenie w doborze metod leczenia.

Dobor metody diagnostycznej zalezy od potrzeb oraz stopnia znajomosci sekwencji badanych genéw
ludzkich lub materialu genetycznego patogendw. Analiza, w wiekszos$ci przypadkéw, rozpoczyna sie
od izolacji DNA, a badanie przebiega badZ z zastosowaniem metod hybrydyzacyjnych badz
modyfikacji techniki PCR. Metody, wykorzystujace PCR charakteryzuja sie wieksza czutoscia
i specyficznoscia, a ponadto oszczedzaja czas i zmniejszaja koszty analizy. Jednakze bywa i tak, ze
trzeba polaczy¢ oba sposoby analizy kwaséw nukleinowych. Ma to miejsce np. przy oznaczaniu
Chlamydia trachomatis, a badanie obejmuje analize hybrydyzacyjna rRNA oraz wykrywanie
z zastosowaniem PCR plazmidu specyficznego dla tej bakterii.
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