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Po przeczytaniu tego artykutu czytelnik powinien:
1. Znac zastosowanie nowych metod w diagnostyce cytogenetyczne;.
2. Wiedzie¢, kiedy nalezy bra¢ pod uwage zlecenie rutynowej analizy chromosomowe;j,
fluorescencyjnej hybrydyzadji in situ lub poréwnawczej hybrydyzacji genomowej
do mikromacierzy.

3. Znac rézne metody diagnostyki molekularnej oraz czynniki, ktére nalezy uwzglednia¢
przy zlecaniu okreslonych testow.

4. Opisac role pietnowania genomowego w chorobach noworodkéw oraz mozliwosci
diagnostyczne testow genetycznych w tym zakresie

Poniewaz zaburzenia genetyczne moga by¢ odpowiedzialne za patologie u noworodkow,
wazne jest, aby lekarz neonatolog znat wskazania do wykonywania testéw genetycznych
oraz podstawowe zagadnienia dotyczgce interpretacji ich wynikéw. Dwie podstawowe tech-
niki cytogenetyki molekularnej to fluorescencyjna hybrydyzacja in situ i poréwnawcza hy-
brydyzacja genomowa do mikromacierzy. Umozliwiaja one wykrycie delecji, duplikacji oraz
rearanzacji matych fragmentéw w obrebie chromosomu. Bezposrednia analiza mutacji DNA
moze by¢ skierowana na swoisty wariant genu, o ktérym wiadomo, ze warunkuje okreslong
chorobe. Czynniki epigenetyczne natomiast moga wptywad na ekspresje genu nie zmienia-
jac samego genotypu. Przyktadem moze by¢ pietnowanie genomowe (zréznicowana ekspre-
sja genu) odpowiedzialne za wiele choréb genetycznych. Wiekszos¢ molekularnych testow
genetycznych wykonywanych u noworodkéw ma na celu ustalenie rozpoznania. Testy te cha-
rakteryzujg istotne rdznice w ich wartosci analitycznej oraz wartosci i uzytecznosci klinicznej
w stosunku do bardziej tradycyjnych badan laboratoryjnych. Dlatego tez przy ich zlecaniu
nalezy rozwazy¢ implikacje wynikajace z tych réznic.

Wprowadzenie

W latach 50. XX wieku genetyka medyczna stala sie odrebng specjalnoscig lekarska,
aw 1959 roku wykonano pierwszy test genetyczny. Byla nim analiza liczby i struktury
chromosoméw. Od tej pory, a szczeg6lnie odkad poznano sekwencje genomu cztowie-
ka, liczba i ztozono$¢ testow genetycznych stale roénie. Neonatolodzy, jako lekarze od-
powiedzialni za leczenie znajdujacych sie na oddziale intensywnej opieki medycznej
noworodkéw z powaznymi wadami rozwojowymi, czesto muszg uwzgledniaé genetyczne
uwarunkowanie stwierdzanej u nich patologii. Coraz powszechniej dostepne testy gene-
tyczne umozliwiaja potwierdzenie podejrzewanego rozpoznania klinicznego, ukierunkowu-
jac dalszg opieke nad noworodkiem. Stanowig tez podstawe dla poradnictwa genetycznego
udzielanego rodzinie. Zatem wazne jest, aby lekarze sprawujacy opieke nad noworodka-
mi znali wskazania do wykonywania takich testéw i byli swiadomi gléwnych probleméw
zwigzanych z ich interpretacja. Niniejszy przeglad dotyczy najnowszych postepdw, jakich
dokonano w dziedzinie cytogenetycznych i molekularnych testéw genetycznych, majacych
zastosowanie w opiece medycznej nad noworodkami.

Cytogenetyka

Analiza chromosomowa umozliwia wykrywanie zmian w liczbie i strukturze chromoso-
moéw. W ciggu ostatnich czterech dziesiecioleci stopniowo osiagala coraz wieksza rozdziel-
czo$é. Rutynowe badanie cytogenetyczne stato sie mozliwe w latach 50. minionego wieku
dzieki opracowaniu metody polegajacej na poddaniu szokowi hipotonicznemu dzielacych
sie komorek i rozproszeniu w nich chromosoméw. Takze dzieki opracowaniu metod hodow-
li komérkowych. Wprowadzone w latach 60. XX wieku techniki prazkowego barwienia
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meeta 1. Wskazania do wykonania podstawowych testéw cytogenetycznych

i ich ograniczenia

Metoda Gtowne wskazania

Uzyskiwanie wysokiej
rozdzielczosci prazkowej

Podejrzenie zespotu aneuploidii, wystepowanie
zréwnowazonej rearanzacji chromosomowe;j

Ograniczenia

Rozdzielczo$¢ 5-10 mpz, wykonanie zabiera wiele dni

u jednego z rodzicow, liczne wady wrodzone

Skrining aneuploidii metoda
FISH w interfazie
Analiza metodg FISH
na obecnos¢ mikrodelegji
i mikroduplikacji
FISH subtelomerowa

chromosomoéw 13, 18, 21, XiY

Celowana poréwnawcza
hybrydyzacja genomowa
do mikromacierzy

Szybki skrining na obecno$¢ aneuploidii

Podejrzenie zespotu mikrodelecyjnego, takiego
jak zespot DiGeorge'a lub Williamsa

Nie wykrywa strukturalnych rearanzacji
chromosomowych

Wymaga szczegétowych wskazan klinicznych w celu
skierowania analizy na swoisty region chromosomowy

Wykrywa delecje subtelomerowe u dzieci z licznymi  Nie wykrywa rearanzacji poza regionem
wadami wrodzonymi nieznanego pochodzenia
Detekcja z wysoka rozdzielczoscia réznych istotnych  Nie wykrywa wszystkich mozliwych zespotéw delegji
klinicznie delecji i duplikacji, wykorzystywana
do rozpoznania podejrzewanego zespotu lub

subtelomerowym

lub duplikacji

w poszukiwaniu przyczyny wystepowania licznych

wad wrodzonych
Poréwnawcza hybrydyzacja
genomowa do mikromacierzy
catogenomowej

chromosomdéw zwiekszyly precyzje tej analizy. Prazkowa-
nie umozliwia uzyskanie bardziej szczegétowego obrazu
chromosoméw i dokladniejsza identyfikacje delecji, du-
plikacji oraz duzych rearanzacji. Nie mozna jednak ta me-
toda uzyskaé¢ dostepu do informacji na poziomie
pojedynczego genu. Stosowane obecnie techniki rutynowej
analizy cytogenetycznej majg rozdzielczos¢ okoto 5-10 mi-
lionéw par zasad. Wspdlczesne postepy metodyczne,
szczegblnie fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH)
oraz poréwnawcza hybrydyzacja genomowa do mikro-
macierzy (array CGH) zwigkszaja szybko rozdzielczoéé
analizy chromosomowej. Wskazania do stosowania roz-
nych metod analizy cytogenetycznej wykorzystywanych
w diagnostyce klinicznej u noworodkéw przedstawiono
w tabeli 1.

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ
W latach 90. minionego wieku, wraz z opracowaniem
FISH, dokonano znaczacego udoskonalenia testow cy-
togenetycznych (ryc. 1). FISH polega na hybrydyzacji
oczyszczonych fragmentéw jednoniciowego DNA zna-
kowanego barwnikiem fluorescencyjnym (sondy) do do-
celowego, homologicznego jednoniciowego DNA
chromosomowego. Umozliwia wykrywanie delecji, dupli-
kacji i rearanzacji niewielkich regionéw w chromoso-
mach. Gléwna zaletg FISH jest jej rozdzielczo$¢, wieksza
od uzyskiwanej w standardowej analizie chromosomowe;.
Ponadto, wyniki badaf ta metodg sg dostepne juz po 2-3
dniach, a nie dopiero po 2-3 tygodniach. FISH wymaga
znajomosci regionu, w ktérym podejrzewa sie wystepo-
wanie zmian, co umozliwia wykorzystanie odpowiedniej
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Liczne niewyjasnione wady wrodzone

Nie wykrywa zmian na poziomie pojedynczego genu,
moze wykrywac warianty tagodne, ktdre nie skutkujg
patologig

sondy. Rozdzielczo$¢ tej metody ograniczona jest koniecz-
noéciag stosowania wzglednie duzych sond niezbednych
do uzyskania wystarczajaco silnej dla uwidocznienia flu-
orescencji.

Badanie metodg FISH mozna wykonaé stosujac jedng
lub wiele swoistych sond do jednoczesnej oceny réznych
regionéw chromosomowych. Sondy swoiste dla okreslo-
nych loci (sondy locus-swoiste) mozna wykorzysta¢ do
identyfikacji submikroskopowych delecji lub duplikacji,
natomiast sondy centromerowe do okreSlania liczby
chromosoméw w komérkach interfazowych. Chromoso-
my moga tez by¢ ,malowane koktajlami” swoistych dla
nich sond w celu identyfikacji pochodzenia fragmentéw
chromosomowych ulegajacych rearanzacji. Analiza sub-
telomerowa polega na ocenie koficbw chromosoméw
(subtelomeréw) za pomocg FISH. W celu identyfikacji
delecji, duplikagji lub rearanzacji w regionach subtelome-
rowych stosowany jest zestaw wielu sond swoistych dla
sekwencji DNA tych regionéw. U noworodkéw analize
subtelomeréw wykonuje sie rzadko, najczesciej jest ona
przeprowadzana u pacjentéw z cechami opdznienia roz-
woju psychoruchowego lub znacznego uposledzenia roz-
woju fizycznego.

Testy metoda FISH mozna wykonaé zaréwno w ko-
mérkach znajdujacych sie w interfazie, jak tez w skonden-
sowanych chromosomach metafazowych. Zestawy sond
swoistych dla chromosoméw 13, 18, 21, X i Y, odpowie-
dzialnych za zespoly aneuploidii wystepujace u zywo uro-
dzonych noworodkéw, moga by¢ hybrydyzowane
do komorek interfazowych, umozliwiajac szybka diagno-
styke tych zespotéw. Cho¢ s3 one uzyteczne w szybkim
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RYCINA 1. Analiza metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH). A. Podstawowe etapy FISH. B. FISH w interfazie z wykorzystaniem sond
znakujacych chromosomy 13§ 21. Widoczna trisomia chromosomu 21 (trzy czerwone sygnaty). C. FISH w metafazie z wykorzystaniem sond
subtelomerowych swoistych dla chromosomu 1. Widoczna delecja regionu 1pter oznakowanego sondg zielona. D. FISH w metafazie z wy-
korzystaniem sondy swoistej dla zespotu Williamsa. Widoczna delecja regionu krytycznego tego zespotu oznaczonego sondg czerwona.
E. Sondy znakujgce chromosomy 4, 14 i 18. Widoczny zidentyfikowany chromosom markerowy pochodzacy z chromosomu 18.

rozpoznaniu aneuploidii, nie umozliwiajg wykrycia re-
aranzacji w obrebie tych lub innych chromosoméw. Tak
wiec, wynik tego rodzaju analizy nie moze by¢ uznany
za ostateczny w badaniu cytogenetycznym.

Porownawcza hybrydyzacja genomowa

do mikromacierzy

Opracowanie metody CGH do mikromacierzy dokonato
dalszego zwiekszenia rozdzielczosci analizy cytogenetycz-
nej. CGH do mikromacierzy polega na kompetycyjnej hy-
brydyzacji dwoch réznych sekwencji genomowego DNA
(jednej pochodzacej od pacjenta, drugiej kontrolnej) do te-
go samego zestawu sond referencyjnych utrwalonych
na specjalnym szkietku (ryc. 2). Takie sekwencje genomo-
we znakowane sg w réznych kolorach barwnikami flu-
orescencyjnymi (np. czerwonym i zielonym). Delecje
i duplikacje s3 wykrywane przez poréwnanie stosunku in-
tensywnosci fluorescencji w kolorze czerwonym do zielo-
nego. Odpowiada on wzglednej liczbie obecnych kopii
danej sekwencji. Jesli obecna jest taka sama liczba kopii
DNA badanego i kontrolnego, to sygnal fluorescencyjny
ma barwe z61t3. Jesli dominujg kopie sekwencji badanej
(znakowanej na czerwono), obserwuje si¢ kolor czerwony,
jesli za§ dominuje sekwencja kontrolna — zielony. Szkietka
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(mikromacierze) skanowane s3 w opracowanym do tego
celu skanerze laserowym, a uzyskane dane s3 analizowa-
ne za pomocg odpowiednich programéw komputero-
wych.

Gléwne korzysci ptynace ze stosowania CGH do mi-
kromacierzy to lepsza rozdzielczo$¢ od tej, jakq mozna
uzyskaé za pomoca FISH, oraz mozliwo$¢ jednoczesnej
oceny duzej liczby regionéw chromosomowych pod ka-
tem obecnosci delecji i duplikacji. Obecnie ogranicze-
niem mikromacierzy jest liczba swoistych sekwencji
DNA, ktére mozna utrwalié¢ na pojedynczym szkietku
oraz wielkos¢ tych sekwengji, ktéra okreSla rozdzielczosé.
Mikromacierze celowane zawieraja regiony chromoso-
mowe odpowiedzialne za znane zespoly mikrodelecji
i mikroduplikacji oraz za wszystkie regiony subtelomero-
we. Mikromacierze calogenomowe umozliwiajg analize
pod katem obecnosci delegji i duplikacji w dowolnym
miejscu genomu, bez koniecznosci wczesniejszego okre-
§lenia obszaru zainteresowania. Ograniczeniem tej meto-
dy jest wykrywanie zmian w liczbie kopii okre$lonych
sekwencji DNA, ktérych znaczenie kliniczne nie jest
znane. Moga one mie¢ charakter patologiczny lub pre-
zentowad tzw. warianty fagodne. Prawdopodobnie CGH
do mikromacierzy zastapi stopniowo metody cytogene-
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RYCINA 2. Poréwnawcza hybrydyzacja genomowa do mikromacierzy (array CGH). A. Podstawowe etapy array CGH. B. Wynik array CGH
uzyskany dla chromosomu 22 z delecja regionu DiGeorge'a. Niebieska linia prezentuje wynik hybrydyzacji DNA pacjenta i DNA kontrolnego
uzyskany z jednej mikromacierzy, a linia czerwona wynik z drugiej mikromacierzy uzyskany po zastosowaniu znakowania odwrotnego. Klony,
ktore ulegty delecji w pierwszej hybrydyzacjii, prezentuja stosunek fluorescencji ~0,6, podczas gdy w drugiej (znakowanie odwrotne)
stosunek ten wynosi ~1,5. C. FISH w metafazie z wykorzystaniem sondy znakujacej region zespofu DiGeorge'a, analiza przypadku
przedstawionego na panelu B. Widoczna delecja regionu znakowanego czerwong sondg swoistq dla regionu zespotu DiGeorge'a.

tyki klasycznej oraz FISH w detekgji zmian liczby kopii
fragmentéw DNA. Nalezy jednak podkreslié, ze ta meto-
da nie umozliwia wykrywania rearanzacji zréwnowazo-
nych, takich jak inwersje, zr6wnowazone translokacje
1 insercje.
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Molekularne testy genetyczne

Analiza sprzezen
Najwyzszy stopieni rozdzielczo$ci ma bezpos$rednia analiza
materialu genetycznego przez badanie DNA. Pierwsze pro-
by takiej analizy oparte byty na badaniu sprzezenia gene-
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meeta 2. Molekularne testy diagnostyczne powszechnie stosowane w diagnostyce

noworodkow
Wskazanie Choroba Badanie
Hipotonia « Dystrofia miotoniczna o Celowana analiza mutagji: tréjnukleotydowe powtérzenia w DMPK
« Rdzeniowy zanik miesni typu 1 « Analiza delecji eksonu 7 w genie SMN1
Liczne zaburzenia ® Zespot CHARGE * Sekwencjonowanie genu CHD7
e Zespot Noonan * Sekwencjonowanie czterech gendw szlaku Ras: PTPNT1, KRAS, RAF1i SOS1

Wady zewnetrznych o
narzadow ptciowych o
ze wspotistnieniem
lub bez innych wad

Mate dziecko .
lub kartowato$¢

Dysplazja kampomeliczna .
Zespot WAGR lub zespot .
Denysa-Drasha

Achondroplazja, hipochondroplazja,
karfowatos¢ tanatoforyczna

* Zespdt Ellis-van Crevelda a

* Zesp6t Shwachmana-Diamonda .

Wady w obrebie o Zespot Aperta oraz wiele innych .
twarzoczaszki choréb zwiazanych z genem FGFR2

o Zespot Saethre’a-Chotzena .

o Zespot Waardenburga .

Wrodzona choroba ¢ Zespdt Holta-Orama .

serca * Zwezenie drogi odptywu z lewej J

komory (wady zastawki aorty lub
hipoplazja lewego serca)
* Noworodkowa postac zespotu Marfana
* Wada przegrody przedsionkowo- .
-komorowej z heterotaksjg

tycznego, w ktérym §ledzi sie dziedziczenie w rodzinie
markera genetycznego zlokalizowanego w poblizu genu
warunkujacego okreS§long chorobe. Takie podejscie jest
uzyteczne wtedy, gdy ten gen nie zostal jeszcze zidentyfiko-
wany, ale znana jest jego lokalizacja. Réwniez wtedy, gdy
trudno jest stwierdzi¢ mutacje, prawdopodobnie z powo-
du duzej réznorodnosci zmian patologicznych u poszcze-
g6lnych pacjentéw. Rosngca stale liczba zidentyfikowanych
loci odpowiedzialnych za okreSlone choroby ograniczyta
liczbe testéw opartych na badaniu sprzezefi. Ponadto, me-
toda ta wymaga badania wielu cztonkdéw rodziny, zabiera
réwniez duzo czasu. Dlatego tez te testy nie sg powszech-
nie stosowane w diagnostyce klinicznej u noworodkéw.

Bezposrednia analiza mutadji
Zakrojona na szerokg skale identyfikacja genéw umozliwi-
ta rozw6j bezposredniej analizy ich mutacji. W niekt6rych
przypadkach analiza mutacji moze dotyczy¢ specyficznego
wariantu genu, o ktérym wiadomo, ze warunkuje okreslo-
na chorobg. Tak wlasnie jest w przypadku detekcji mutacji
w genie beta globiny, odpowiedzialnej za niedokrwisto$¢
sierpowatokrwinkowg. Mutacje mozna wykrywaé za po-
mocg réznych metod. Obecnie ztotym standardem staje sie
sekwencjonowanie DNA, choé i ta metoda ma pewne ogra-
niczenia. Stosujac ja, mozna na przyklad nie stwierdzi¢ ta-
kich mutagji, jak inwersje i translokacje. Sekwencjonowanie
nie wykrywa takze duzych inserdji i delecji. Chociaz umoz-

www.podyplomie.pl/pediatriapodyplomie

Sekwencjonowanie genu SOX9
Sekwencjonowanie genu WTT

Celowane sekwencjonowanie FGFR3

Sekwencjonowanie EVCi EVC2
Sekwencjonowanie SBDS
Celowana analiza mutacji FGFR2

Sekwencjonowanie i analiza delecji/duplikacji eksonu 1 w genie TWIST1
Sekwencjonowanie PAX3, MITF, endoteliny 3, receptora B endoteliny i SOX70
Sekwencjonowanie TBX5

Sekwencjonowanie poszukiwawcze GJA1, NOTCH1

Sekwencjonowanie genu fibryliny 1
Sekwencjonowanie CRELD1

liwia identyfikacje zmian par zasad w akceptorowych i do-
norowych miejscach sktadania eksonéw (splicingu), bezpo-
$rednie udokumentowanie mutacji tych miejsc wymaga
analizy cDNA uzyskanego z mRNA (za pomocg procesu
okreslanego mianem odwrotnej transkrypcji).

Badania po§wiecone mutacjom réznych genéw ujawni-
ty ich duzg rozmaito$é. Werdd nich znajdujg sie delecje lub
duplikacje catych genéw lub tez ich czesci, rearanzagje, ta-
kie jak inwersje oraz zmiany na poziomie nukleotydow ty-
pu podstawienia zasad lub matych inwersji czy delecji, jak
réwniez mutacje w regionach promotorowych. Te ostatnie
maja wplyw na kontrole ekspresji genu. Mutacje mogg tak-
ze wystapi¢ w sekwencjach zaangazowanych w proces spli-
cingu, co prowadzi do zaburzefi obrébki (dojrzewania
potranskrypcyjnego) mRNA. W niekt6érych przypadkach
okreslone mutacje mogg odpowiada¢ klinicznemu przebie-
gowi choroby, dostarczajac informacji pomocnych w pro-
wadzeniu pacjenta.

Wskazania i ograniczenia
Wskazania do przeprowadzenia molekularnych testow ge-
netycznych obejmuja diagnostyke pacjenta z objawami, te-
sty predykcyjne osoby obarczonej ryzykiem dziedziczenia
mutagji, testy przed wystgpieniem objawdw u osoby obcig-
zonej chorobg ujawniajaca sie z op6znieniem oraz badania
prenatalne. Wiekszo$¢ testow przeprowadzanych u nowo-
rodkéw ma charakter diagnostyczny (tab. 2), cho¢ wyniki
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tych testow moga mieé takze okreSlone implikacje dla in-
nych cztonkéw rodziny.

Ograniczenia bezposredniej analizy DNA na obecno§é
mutacji dotycza koniecznosci identyfikacji wlasciwego ge-
nu, a geny odpowiedzialne za wiele choréb nie zostaty
jeszcze poznane. Ponadto, testy genetyczne majg pewne
wymagania dotyczace interpretacji wynikéw, ktére roznig
sie od wynikéw innych testéw diagnostycznych. Ocena
wynikéw testu powinna uwzgledniaé ich warto$¢ anali-
tyczng i kliniczng oraz uzyteczno$¢ kliniczng.

Warto$¢ analityczng okresla prawdopodobiefistwo, ze
uzyskane wyniki sg poprawne, czyli ze specyficzny wariant
genetyczny rzeczywiScie wystepuje lub nie. Testy genetycz-
ne cechujg sie wysokim stopniem warto$ci analitycznej,
jesli wykluczymy btedy popelnione przez osoby je wyko-
nujace, takie jak np. pomieszanie badanych préobek. Nale-
zy jednak zwrbcié uwage na pewien wazny aspekt.
W przypadku wiekszosci testéw medycznych biad anali-
tyczny ostatecznie zostanie ujawniony przy powtdrzeniu
testu, a testy biochemiczne powtarzane sa czesto ze wzgle-
du na oczekiwane w czasie zmiany. Testy genetyczne na-
tomiast moga nigdy nie zostaé powtérzone, poniewaz
wiadomo, ze genotyp sie nie zmienia. W zwigzku z tym le-
karz powinien zwracac szczegdlng uwage na te wyniki te-
stow, ktore nie odpowiadaja oczekiwaniom klinicznym
i by¢ przygotowany na powtdrzenie testu genetycznego
w celu wykazania ewentualnych bledéw laboratoryjnych.

Warto$¢ kliniczna jest to stopiefi, w jakim test prawi-
dltowo ocenia ryzyko choroby badZ zdrowia. Jest ona
zwigzana ze znanymi pojeciami dotyczacymi czulosci,
swoisto$ci oraz dodatniej i ujemnej wartosci predykcyjne;j.
Niektore ograniczenia testow genetycznych sg inne niz te,
ktére dotycza innych badah diagnostycznych. Falszywie
dodatnie wyniki testéw dotycza stwierdzenia wariantow,
ktére nie warunkuja choroby. Istnieje wiele fagodnych wa-
riantéw genetycznych, a niektdre z nich wystepuja rzad-
ko. Dlatego tez nalezy stosowaé rygorystyczne kryteria
oceny, ktory z wariantdéw jest patogenny. Te kryteria to:
stwierdzenie wariantu obecnego tylko u 0s6b dotknietych
chorobg, wykazanie, ze dany wariant ma istotny wplyw
na funkcje produktu genu oraz stwierdzenie, ze w danej
rodzinie segreguje on wraz z chorobg. Czasami jednak ko-
nieczne moze by¢ zastosowanie swoistych kryteriéw dla
okreslonego genu. W niektérych przypadkach dysponuje-
my istotnymi dowodami wskazujacymi na patogenne zna-
czenie danego wariantu, w innych natomiast takie
znaczenie nie jest oczywiste. Przy podejmowaniu decyzji
o postepowaniu z pacjentem lekarze muszg by¢ przygoto-
wani na krytyczna oceng wynikéw badan.

Czestg przyczyng wynikdéw falszywie ujemnych jest to,
ze testy na obecno$¢ mutacji moga nie wykrywaé wszyst-
kich mozliwych wariantéw danego genu. Wptyw na funk-
cje genu lub jego produktu moze mieé¢ wiele réznych
mutacji, a detekcja wszystkich mozliwych wariantéw mo-
ze, z praktycznego punktu widzenia, nie by¢ realna. Po-
nadto, niektore choroby wywotane s3 mutacja w jednym
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z wielu réznych gendw, z ktorych nie wszystkie mogty zo-
staé ujete w panelu testujgcym lub tez nie wszystkie zosta-
ty juz odkryte. Zatem lekarz musi pamietaé, ze niewykrycie
mutacji genu nie musi oznaczaé, ze danej choroby nie ma.
Uzyteczno$¢ kliniczng wyraza stopief, w jakim wynik
testu ma wplyw na postgpowanie medyczne z pacjentem.
Mozemy dysponowaé testem wskazujacym na ryzyko wy-
stapienia choroby, ale jednocze$nie nie mie¢ mozliwosci
odpowiedniego, opartego na uzyskanych wynikach testu,
postgpowania poprawiajagcego stan pacjenta. W niekt6-
rych przypadkach wyniki testu moga wywotaé u pacjen-
ta lek, staé si¢ przyczyng stygmatyzacji lub dyskryminacji,
nie zapewniajac mu zadnych korzy$ci medycznych. Ma
to szczegblne znaczenie w przypadku testow predyspo-
zycji, ktore znajduja najlepsze zastosowanie wtedy, gdy
ich wyniki skutkujg wprowadzeniem obserwacji lub ta-
kiego postepowania z pacjentem, ktére umozliwi popra-
we jego stanu. Rowniez wtedy, gdy wyniki testu
zapewnig, ze takie postepowanie nie jest konieczne ze
wzgledu na mate ryzyko choroby. Ponadto, wyniki tych
testdbw moga mieé implikacje dotyczace cztonkéw dalszej
rodziny. Niekt6rzy z nich mogg nie chcie¢ wiedzieé, ze
wystepuje u nich ryzyko rozwoju danej choroby. Wiele
laboratoriéw wymaga formalnej, §wiadomej zgody pa-
cjenta na wykonanie testu genetycznego nawet wtedy,
gdy jest on oferowany dla celéw klinicznych, a nie badaw-
czych. W wiekszosci, cho¢ nie we wszystkich stanach Sta-
néw Zjednoczonych, wprowadzono przepisy dotyczace
prywatnodci informacji genetycznych. Niektore z nich
surowo zakazuja wykorzystywania wynikoéw testow ge-
netycznych przy podejmowaniu decyzji o zatrudnieniu
lub wydaniu polisy ubezpieczeniowej. Istnieja jednak
znaczne r6znice w tych przepisach miedzy poszczegdlny-
mi stanami. Niedawno kongres Stanéw Zjednoczonych
zatwierdzil prawo federalne regulujace te zagadnienia.

Epigenetyczna kontrola ekspresji genéw
Czynniki epigenetyczne wplywajg na ekspresje gendw, nie
zmieniajgc genotypu. Zmiany epigenetyczne polegaja na ta-
kiej modyfikacji wlasciwosci genu, ktéra wptywa na jego
ekspresje, ale nie wprowadza trwalych zmian do informacji
genetycznej. Przykltadami mechanizméw epigenetycznych,
za poSrednictwem ktorych komérki regulujg ekspresje ge-
ndw, s3 metylacja DNA w miejscach wystepowania dwunu-
kleotydowych sekwencji CpG w regionach promotorowych
genéw, jak réwniez dodanie reszt fosforanowych, acetylo-
wych oraz ubikwitynowych do biatek histonowych.
Zmiany epigenetyczne leza u podstaw wielu choréb be-
dacych skutkiem zjawiska zwanego pietnowaniem (imprin-
tingiem) genomowym. Polega ono na r6znej ekspresji genu
w zaleznosci od tego, czy jest on odziedziczony od matki,
czy od ojca. Zjawisko to jest rowniez znane jako efekt ,,pa-
rent-of-origin”. Pigtnowanie dotyczy mniejszoéci genéw
i ma miejsce tuz po zaptodnieniu. Chociaz na ogdt pietno-
wane geny s3 w roznym stopniu zmetylowane, moze tez
dochodzi¢ do zmian w strukturze chromatyny.
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Postepy w badaniach genetycznych i ich zastosowanie w diagnostyce
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Pietnowanie genomowe lezy u podstaw wielu choréb
genetycznych (tab. 3). Cechy fenotypowe zwigzane z ma-
tymi delecjami w niekt6érych chromosomach sa najpraw-
dopodobniej czesciowo wynikiem braku ekspres;ji
kluczowych, pietnowanych genéw znajdujacych sie
w prawidlowym chromosomie homologicznym. Przy-
puszcza si¢ tez, ze cechy fenotypowe uwarunkowane di-
somig jednorodzicielskg niektérych chromosoméw sg
wynikiem braku ekspresji pietnowanych genéw. Disomia
jednorodzicielska polega na dziedziczeniu obu chromoso-
moéw homologicznych pary od tego samego rodzica za-
miast po jednej kopii od kazdego z rodzicéw. Na przyktad
zespOt Pradera-Williego, charakteryzujacy sie op6Znieniem
rozwoju, hipotonig oraz otyloscig wystepujaca w dziecii-
stwie, moze by¢ wynikiem zar6wno deledji regionu diugie-
go ramienia chromosomu 15 (15q11-13) odziedziczonego
od ojca, jak tez jednorodzicielskiej disomii matczynej te-
go chromosomu. W obu przypadkach u chorego dziecka
nie dochodzi do ekspresji kluczowych produktéow geno-
wych, poniewaz gen(y) dziedziczony(-e) od matki w tym
regionie chromosomowym s3 pietnowane, a zatem nie
ulegaja ekspresji. Zespét Angelmana jest klinicznie od-
mienng chorobg charakteryzujacg sie uposledzeniem umy-
stowym znacznego stopnia, drgawkami, ataksja i apraksja.
Podobnie jak w przypadku zespotu Pradera-Williego, ze-
sp6t Angelmana jest wynikiem roznej ekspresji okreslo-
nych genéw znajdujacych sie w chromosomie 15q11-q13.
Réznica polega na tym, ze zespdt Angelmana jest wyni-
kiem delecji w kopii chromosomu 15 dziedziczonej
od matki lub jednorodzicielskiej disomii ojcowskie;.
Ostatnie badania z zastosowaniem sekwencjonowania
DNA potwierdzily, ze okoto 10% pacjentéw z zespotem
Angelmana ma mutacje w ulegajacej ekspresji matczynej
kopii genu UBE3A.

Pietnowanie genomowe lezy takze u podstaw innych ze-
spoléw genetycznych. Na przyklad az do 10% pacjentéw
z zespolem Silvera-Russela (SRS) ma disomie matczyng
chromosomu 7. Zesp6t ten charakteryzuje sie wewnatrz-
macicznym i pourodzeniowym opdZnieniem wzrostu oraz
trojkatnym ksztaltem twarzy. Ostatnie badania wskazuja,
ze SRS jest takze zwigzany z hipometylacjg promotora ge-
nu H19 znajdujacego sie¢ w chromosomie 11p15. Kolejng
chorobg wynikajaca z pietnowania genomowego w tym
chromosomie jest zesp6t Beckwitha-Wiedemanna. W prze-
ciwiefistwie do chorych z SRS u pacjentéw z tym zespolem
ma miejsce hipermetylacja promotora genu H19. Pacjen-
tow cechuje nadmierny wzrost i predyspozycja do rozwo-
ju nowotworéw. Hipermetylacja H19 moze by¢ wynikiem
disomii ojcowskiej. Nie wnikajac w ztozone mechanizmy
genetyczne, hipermetylacja prowadzi ostatecznie do utra-
ty pigtnowania onkogenu IGFII (insulinopodobny czynnik
wzrostu II). Wynikiem tego zjawiska jest wzrost ryzyka wy-
stapienia guza Wilmsa, raka nerki u dzieci oraz wielu in-
nych nowotworéw.
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Podsumowanie

W ciggu ostatnich 40 lat, tzn. od wprowadzenia testow
genetycznych do diagnostyki klinicznej, dokonano
ogromnego postepu w zakresie mozliwosci badawczych
i diagnostycznych tych testow. Stosowane obecnie w ba-
daniach diagnostycznych metody obejmujg analize chro-
mosomowsa, FISH, CGH do mikromacierzy, analize
sprzezefi, bezposrednig analize mutacji oraz ocene mody-
fikacji epigenetycznych. Testy genetyczne umozliwiaja
diagnostyke kliniczna, przedkliniczng oraz prenatalng
choréb genetycznych. Chociaz neonatolodzy nie musza
znaé szczegbtéow dotyczacych wykonywania testéw ge-
netycznych, coraz wazniejsze staje sie, aby znali mozli-
wosci diagnostyczne dostepnych testow, wskazania
do ich wykonywania oraz problemy zwigzane z ich in-
terpretacja.
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Komentarz

Prof. dr hab. n. med. Ewa Bocian, Zaktad Genetyki, Instytut Matki i Dziecka

w Warszawie

Rozwéj metod biologii i genetyki molekularnej w ciggu
ostatnich 25 lat dostarczyt wielu dowodéw na potwier-
dzenie faktu, ze choroby genetyczne (najczeSciej uwa-
runkowane mutacjami genéw lub aberracjami
chromosomowymi) majg istotny udzial w patologii
czlowieka. Wystarczy stwierdzié, ze liczba znanych cho-
r6b monogenowych siega 12 tys., a zespotéw chromo-
somowych jest praktycznie nieograniczona. Zazwyczaj
maja one nie tylko powazne skutki kliniczne, ale takze
spoteczne. Wigkszo$¢ z nich ujawnia sie tuz po urodze-
niu lub we wczesnym dziecifistwie, zatem lekarz neona-
tolog i pediatra s3 tymi specjalistami, ktérzy muszg
ustali¢ rozpoznanie istotne nie tylko dla dalszej opieki
nad pacjentem, ale takze dla jego rodziny — rodziny ry-
zyka genetycznego. Choroby warunkowane predyspo-
zycja genetyczng stanowig, jak sie ocenia, az 71%
przyczyn hospitalizacji w szpitalach dzieciecych.
Opracowane w ostatnich latach nowe techniki anali-
zy genomu, poszerzajac znacznie mozliwosci diagno-
styczne testOw genetycznych, zapewne sprawia, ze ten
odsetek bedzie jeszcze wiekszy. Wystarczy przytoczyé
fakt, ze w 1993 roku dostepne byly testy genetyczne
dla 100 chord6b, natomiast obecnie juz dla okoto 1500.
Dalsze 274 jest na etapie badan naukowych. To wszyst-
ko decyduje o koniecznosci nie tylko statego poszerza-
nia wiedzy o genetycznych uwarunkowaniach patologii,
ale takze §ledzenia zmian w zakresie mozliwosci diagno-
stycznych testéw genetycznych. Uwzgledniajac powyz-
sze, trzeba docenié zamieszczenie artykutu na ten temat
w Pediatrii po Dyplomie. Szkoda, ze skoncentrowano
sie w nim na oméwieniu tylko dwéch technik, ktére sto-
sowane sg w diagnostyce cytogenetycznej, a mianowi-
cie, wcale nie nowej — fluorescencyjnej hybrydyzacji
in situ (FISH) oraz rzeczywiScie nowoczesnej — porow-
nawczej hybrydyzacji genomowej (CGH).

Mnogos¢ objawéw klinicznych choréb genetycznych,
a takze ogromne zrdznicowanie obrazu klinicznego
w obrebie okreslonego zespotu genetycznego decyduja
o tym, ze niemal kazde podejrzenie choroby gene-
tycznej wymaga potwierdzenia odpowiednim testem
diagnostycznym. Co wiecej, w wielu zespotach chro-
mosomowych obraz kliniczny nie odpowiada okreslo-
nej, znanej jednostce chorobowej, a nasuwa tylko
przypuszczenie, ze uwarunkowany jest jaka$ aberracja
chromosomowa. Sytuacja taka ma miejsce wtedy, gdy
stwierdzamy u dziecka zesp6t cech dysmorficznych,
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opOznienie rozwoju somatycznego czy psychoruchowe-
g0, czesto ze wspolistnieniem wad rozwojowych. Duzej
r6znorodnosci objawdéw klinicznych w chorobach i ze-
spotach genetycznych towarzyszy tez zréznicowanie ich
etiologii. Uwarunkowane sg one nieprawidlowosciami
w genomie o bardzo zrdéznicowanej wielkos$ci, poczaw-
szy od zmian w pojedynczych nukleotydach (mutagji lo-
cus-swoistych) przez zmiany dotyczace calych gendéw
(copy number variation, CNV), a koficzac na widocz-
nych mikroskopowo aberracjach chromosomowych.
Zatem do identyfikacji defektu genetycznego odpowie-
dzialnego za chorobe i weryfikacje rozpoznania klinicz-
nego konieczne jest zastosowanie réznych, zaleznych
od rodzaju defektu, testéw diagnostycznych. Mimo du-
zego zakresu dostepnych metod analizy genomu nie ma
takiej, ktora identyfikowataby wszystkie rodzaje niepra-
widlowosci. Diagnostyka genetyczna uwzglednia testy
DNA (analize mutacji, sekwencjonowanie, analiz¢ me-
tylacji oraz marker6w, np. mikrosatelitow, a takze ana-
lize sprzezefi), badania cytogenetyczne (ocene kariotypu
z zastosowaniem metod klasycznych i cytogenetyki mo-
lekularnej) oraz testy biochemiczne (badania enzyméw,
metabolitéw i biatek). Dlatego tez bardzo wazne jest,
aby lekarz kierujacy na badania diagnostyczne nie tylko
mial wiedze o etiologii choroby, ale takze o mozliwo-
Sciach i ograniczeniach poszczegdlnych metod diagno-
stycznych.

Diagnostyka cytogenetyczna dotyczy zespoléw uwa-
runkowanych aberracjami chromosomowymi. Ocenia
sie, ze wystepuja one u ok. 0,9% zywo urodzonych no-
worodkéw, a niemal polowa z nich ma charakter nie-
zréwnowazony i skutkuje powazng patologia. Skutki
kliniczne aberracji chromosomowych wynikajg z nie-
zrownowazenia genetycznego, ktérego przyczyng jest
zmiana dawki genéw w wyniku delecji lub duplikacji
okreslonego regionu chromosomu (genomu) lub tez za-
burzenia funkgji genu(-6w), jesli niezréwnowazenie do-
tyczy ich elementéw regulatorowych. Metody oceny
kariotypu opracowane w latach 70. ubieglego wieku
i polegajace na analizie swoistego dla poszczegdlnych
chromosoméw obrazu prazkowego stanowia, ciggle
jeszcze w wiekszosci laboratoriéw cytogenetycznych,
podstawowe badanie diagnostyczne w przypadku po-
dejrzenia zespotu chromosomowego. W wielu jednak
sytuacjach diagnostycznych s3 uzupetniane lub zastepo-
wane metodami cytogenetyki molekularnej. Znakomi-
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tym uzupelnieniem metod klasycznych, a w przypadku
zespoléw mikrodelecji/mikroduplikacji metoda z wybo-
ru, jest technika FISH. Zastosowanie sond molekular-
nych swoistych dla okreslonych loci chromosomowych
zawierajacych geny warunkujace okreslony zesp6l
umozliwia identyfikacje aberracji w tych regionach (tzw.
regionach krytycznych). FISH zwiekszyla znacznie roz-
dzielczosé analizy chromosomowej, doskonalac i posze-
rzajac jej mozliwosci diagnostyczne. Wielko$¢ aberracji
identyfikowanych ta metodg ma od ok. 40-250 tysiecy
par zasad (kpz), podczas gdy prazkowe metody oceny
kariotypu umozliwiaja identyfikacje aberracji o wielko-
§ci >4 milionéw par zasad (mpz). To dzieki FISH po-
znano chromosomowe podstawy, znanych wczesniej ze
swoistego obrazu klinicznego, zespotéw mikrodelecji,
takich jak Pradera-Williego, Angelmana, DiGeorge’a,
Millera-Dieckera i wielu innych. Zastosowanie FISH
do analizy wielkosci delacji stwierdzanych w réznia-
cych sie obrazem klinicznym przypadkach okreSlone-
go zespolu przyczynito sie do wyjasnienia przyczyn
tego zréznicowania i okreslenia wielko$ci najmniejsze-
go regionu genomu, ktérego uszkodzenie warunkuje
swoisty dla zespolu obraz kliniczny. Mozliwe si¢ stato
takze rozpoznawanie trudnych lub wrecz niemozliwych
do identyfikacji metodami klasycznymi aberracji re-
gion6w subtelomerowych chromosoméw odpowie-
dzialnych za ok. 5% przypadkéw niepetnosprawnosci
intelektualnej o nieznanej etiologii. Nalezy jednak
stwierdzié, ze od kilku juz lat, o czym nie wspominaja
autorzy artykulu, do diagnostyki tych aberracji stoso-
wana jest czeSciej metoda MLPA (multiplex ligation-
-dependent probe amplification — multipleksowa
amplifikacja sondy zalezna od ligacji). W tej metodzie
sondy w odpowiednim do rodzaju badania zestawie za-
wieraja dwa fluorescencyjnie znakowane oligonukleoty-
dy hybrydyzujace do sasiadujacych miejsc w okreslone;j
sekwencji badanego DNA. Zhybrydyzowane sondy s3
taczone przez ligaze i powielane w reakcji PCR. Powie-
lenie sondy zalezy wiec od obecnoéci w badanej probee
okres§lonych sekwencji DNA. Produkty powielania sg
izolowane i oceniane iloSciowo. Wzgledna ilo$¢ pro-
duktéw jest proporcjonalna do liczby kopii badanych
sekwencji DNA. Dzieki dostepnym komercyjnie zesta-
wom sond subtelomerowych, nizszej niz FISH cenie ba-
dania, a takze mniejszej pracochtonnosci, ta metoda jest
juz szeroko stosowana nie tylko do diagnostyki aberra-
¢ji subtelomerowych, ale takze zespoléw mikrodelecji.
Ostatnio takze do szybkiej diagnostyki aneuploidii.
W tym ostatnim przypadku w wielu laboratoriach FISH
interfazowa zastepuje obecnie metoda QF-PCR (quan-
titative fluorescence polymerase chain reaction). Pod-
stawg metody jest amplifikacja swoistych regiondéw
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genomowego DNA (markeré6w mikrosatelitarnych
chromosoméw 13, 18, 21 oraz X i Y) uzyskanego z ply-
nu owodniowego lub krwi pacjenta metodg ilosciowego
PCR z wykorzystaniem fluorescencyjnie znakowanych
starterow. Podstawowym ograniczeniem wymienionych
powyzej metod jest jednak to, ze jako metody celowa-
ne umozliwiaja identyfikacje i charakterystyke tylko
tych aberracji chromosomowych, ktére stwierdzono in-
nymi metodami, lub tych, ktére maja okreslong wcze-
$niej lokalizacje w genomie. Wynika to z samej istoty
tych metod, ktére wymagaja zastosowania swoistych
do okreslonych sekwencji DNA (regionéw chromoso-
mowych) sond lub starteréw. Liczba mozliwych do réw-
noczesnej analizy loci przy zastosowaniu metody FISH
lub MLPA nie przekracza 45. Ograniczenie to przestato
istnie¢ po wprowadzeniu opartej na FISH i opracowa-
nej w latach 90. XX w. techniki poréwnawczej hybry-
dyzacji genomowej (CGH), ktérej doskonalszg wersjg
jest CGH do mikromacierzy. Ta metoda analizy geno-
mu dokonuje kolejnego juz, po wprowadzeniu do ba-
dafi FISH, przewrotu w diagnostyce genetyczne;j.
Umozliwiajac jednoczesng analize calego genomu
z teoretycznie nieograniczong rozdzielczoscia, tworzy
nowg jako$¢ w badaniach zmierzajacych do poznania
etiologii i patomechanizméw chordb genetycznych.
Zapoczatkowany opracowaniem testu subtelomerowe-
go z zastosowaniem FISH i rozwiniety wprowadze-
niem techniki CGH do mikromacierzy sposéb
wzbogacania naszej wiedzy w tym zakresie zmienit sie
z tradycyjnego, okreslanego jako ,pierwszy fenotyp”,
W nowoczesny — ,,pierwszy genotyp”. Oznacza to, ze
w przeciwienistwie do klasycznych juz zespoléw mikro-
delegji, ktérych charakterystyczny obraz kliniczny byt
znany zanim poznano odpowiedzialny za niego defekt
chromosomowy, stosujac metode array CGH mozemy
najpierw stwierdzi¢ zmiane w DNA, a p6zniej po doko-
naniu analizy wielu przypadkéw z taka samg zmiang
przypisac jej okreSlony fenotyp. Takie podejécie badaw-
cze daje ogromne mozliwosci diagnostyczne.

Metoda array CGH oferuje, jak juz wspomniano, nie-
osiggalng dotychczas rozdzielczo$¢ analizy catego geno-
mu (obecnie 1 mpz-1 kpz) oraz mozliwo$¢ szybkiego
przebadania duzych grup pacjentéw. Wyniki badan tg
metodg otrzymuje sie w ciggu 24-48 godzin. Istotng za-
leta metody jest takze precyzyjne okreSlanie lokalizacji
defektu genomowego, co umozliwia analize zalezno$ci
genotyp-fenotyp. Zaleznie od potrzeb diagnostycznych
czy badawczych mikromacierze moga by¢ calogenomo-
we lub celowane na znane zespoly genetyczne (okreSlane
jako kliniczne) czy tez na okreslone zainteresowaniami
badawczymi chromosomy lub regiony genomu. W dia-
gnostyce klinicznej wykorzystywane sg zazwyczaj celo-
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wane lub calogenomowe mikromacierze BAC-owe
(sondami sg w nich klony bakteryjne niosace okreSlone
sekwencje DNA ludzkiego), natomiast w pracach badaw-
czych catlogenomowe mikromacierze oligonukleotydo-
we. Mikromacierze kliniczne s3 tak konstruowane, aby
mozliwa byla réwniez identyfikacja delecji/duplikacji
o nietypowej dla danego zespotu wielkosci, ktorych nie
wykrywano dotychczas metodg FISH. Mikromacierze
oligonukleotydowe maja znacznie wiekszg niz BAC-owe
rozdzielczosé. Stuza do identyfikacji nowych genéw pa-
togennych, analizy trudnych do interpretacji klinicznej
przypadkéw czy wreszcie do identyfikacji wariantéw
polimorficznych. Trzeba tez wspomnied, ze jednym z ro-
dzajow mikromacierzy sa oligonukleotydowe mikroma-
cierze stosowane do wykrywania polimorfizmu
pojedynczych nukleotydéw (single nucleotide polymor-
phism, SNP). Identyfikuja one podczas jednego badania
dziesiatki tysiecy SNP-6w. Wykrywaja nie tylko niezréw-
nowazenie genomu, ale takze disomie jednorodzicielska
oraz pochodzenie rodzicielskie stwierdzanych nieprawi-
dlowosci.

Mikromacierze znajdujg coraz szersze zastosowa-
nie w diagnostyce pacjentéw z cechami uposledzenia
rozwoju psychoruchowego (lub niepelnosprawnosci
intelektualnej), dysmorfii oraz z wrodzonymi wadami
rozwojowymi. Z dotychczasowych badan wynika, ze
udoskonalajg diagnostyke, wykazujac istotne klinicznie
aberracje w ok. 25-30% przypadkéw z prawidlowym
kariotypem okreslonym metodg klasyczng. Rozwigzuja
tez problemy interpretacji klinicznej w sytuacjach, w kt6-
rych u os6b z cechami sugerujgcymi aberracje chromo-
somowg stwierdzana jest zrObwnowazona rearanzacja
chromosomowa. Wykazuja bowiem az w 40-60% takich
przypadkéw obecnos¢ submikroskopowego niezréwno-
wazenia genomu. Z naszych do§wiadczent wynika, ze za-
stosowanie mikromacierzy umozliwia wyjasnienie
problemu diagnostycznego powstatego w badaniach
konwencjonalnych w ok. 20% przypadkéw. Wyniki na-
szych badan wskazuja takze, ze u pacjentéw, u ktérych
cechy kliniczne sugeruja niezrébwnowazenie genomu,
korzystne bytoby zaréwno z medycznego, jak i w wielu
przypadkach ekonomicznego punktu widzenia, zasto-
sowanie mikromacierzy klinicznej jako pierwszego te-
stu w procesie diagnostyki cytogenetycznej. Taki
algorytm diagnostyczny stosowany jest juz w wielu labo-
ratoriach na §wiecie. Trzeba tez wspomnie¢ o pierw-
szych badaniach z zastosowaniem mikromacierzy
celowanych do prenatalnej diagnostyki aberracji chro-
mosomowych. Wyniki, ktére moga by¢ uzyskane ta me-
toda, niosg jednak ze sobg wiele trudnych dylematéw
natury etycznej i prawnej, nie wspominajac juz o proble-
mach zwigzanych z interpretacjg dotyczaca obecnosci
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w genomie wariantéw polimorficznych. Stanowia one
gléwna przyczyne bardzo ograniczonego jeszcze zasto-
sowania tej metody w badaniach prenatalnych. Warto
natomiast uswiadomic sobie, ze z jednej strony toczaca
sie od wielu juz lat debata, czy mozna ograniczy¢ bada-
nia prenatalne tylko do szybkiego testu na aneuploidie,
zmierza do zaakceptowania takiego stanowiska, z dru-
giej za$ trwaja dyskusje, czy i jakiego rodzaju mikroma-
cierze moga by¢ stosowane w badaniach prenatalnych.
Nalezy takze pamietaé, ze ogromnemu potencjatowi ba-
dawczemu i diagnostycznemu mikromacierzy towarzy-
sza nierzadko takze istotne trudnosci (dotycza one
szczegblnie calogenomowych mikromacierzy oligonu-
kleotydowych) w interpretacji znaczenia klinicznego
identyfikowanych zmian liczby kopii fragmentéw DNA.
W ocenie, czy stwierdzona zmiana jest patogenna, poma-
ga czesto ustalenie jej pochodzenia (badaniem rodzicéw
pacjenta) oraz jej wielko$é. Zazwyczaj zmiany pocho-
dzenia rodzicielskiego oraz mniejsze niz 1 mln par za-
sad uznawane s3 za tagodne. W interpretacji wynikéw
pomagaja takze internetowe bazy danych, w ktérych
gromadzone s3 warianty polimorficzne genomu, stwier-
dzane w badaniach 0s6b uznanych za zdrowe (Genome
Variation Database — http://projects.tcag./variation oraz
Human Structural Variation database — www.humanpa-
ralogy.gs.washington.edu/structuralvariation/). Przydat-
ne s3 takze inne bazy danych takie jak DECIPHER
(Database of Chromosome Imbalance and Phenotype
In Humans using Ensemble Resources) czy tez UCSC
(http://genome.ucsc.edu/) dotyczaca zwartosci genetycz-
nej analizowanych regionéw genomu. W interpretacji
wyniku badania nalezy réwniez uwzglednié potencjal-
ng mozliwo$¢ ujawnienia si¢, w wyniku delecji jedne;j
kopii genu, mutacji recesywnej znajdujacej sie w jego
drugim allelu.

Istotnym ograniczeniem metody CGH do mikroma-
cierzy jest brak mozliwo$ci wykrywania aberracji zréw-
nowazonych, a takze i to, ze wynik badania t3 metoda
— okreslany mianem kariotypu molekularnego — nie
okresla ani liczby, ani tez struktury chromosoméw. Tak
wiec prawidlowy kariotyp molekularny moze zawiera¢
zrébwnowazong aberracje strukturalng (translokacje lub
inwersje), ktorej skutkiem klinicznym jest zwiekszone,
w stosunku do populacyjnego, ryzyko niezréwnowaze-
nia genomu u potomstwa nosiciela takiej aberracji.
Na zakonczenie trzeba tez dodad, ze nieprawidlowe wy-
niki uzyskane tg metodg powinny by¢ weryfikowane in-
nymi metodami (FISH, PCR, MLPA), a w przypadku
watpliwosci interpretacyjnych konieczne jest takze ba-
danie rodzicow chorego.

Dwa rozdzialy artykutu poSwiecone s3 testom na
obecno$¢ mutacji oraz epigenetycznej kontroli ekspresji
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genéw. W pierwszym z nich oméwiono zagadnienia
dotyczace mozliwosci diagnostycznych i ograniczen
oraz wartos$ci klinicznej tych testéw. Drugi natomiast
przedstawia w zasadzie mechanizm powstawania skut-
koéw klinicznych pietnowania genomowego na klasycz-
nym juz przyktadzie zespotu Pradera-Williego (PWS)
oraz Angelmana (AS). Zabraklo mi w nim chociaz
kroétkiej informacji o sposobach diagnostyki zaburzef
ekspresji gendw, ktérych przyczyng jest disomia jedno-
rodzicielska chromosoméw zawierajacych pietnowane
geny. Tym bardziej, ze artykut dotyczy testow genetycz-
nych. Disomie jednorodzicielskg mozna stwierdzié
dzigki analizie sposobu dziedziczenia markeréw poli-
morficznych swoistych dla okreSlonego chromosomu
lub jego regionu. Do tych badaf niezbedne jest DNA
zarOwno chorego, jak i jego rodzicéw. W diagnostyce
PWS i AS stosuje sie analize polimorfizmu mikrosateli-
tow, czyli fragmentéw DNA r6znigcych sie liczbg moty-
wow krotkiej, powtorzonej sekwengji. Inng, stosowang
zazwyczaj jako pierwsza, poza okre§leniem kariotypu,
metoda diagnostyki tych zespoléw jest analiza wzoru
metylacji DNA w regionie 15q11-13. Ta metoda wery-
fikuje rozpoznanie kliniczne, ale nie identyfikuje rodza-
ju defektu molekularnego (delegji, disomii czy mutacji);
stwierdzenie, czy chromosom 15 jest metylowany, czy
nie, okresla, jakie jest jego rodzicielskie pochodzenie.
Do analizy metylacji stosowana jest technika MSP
(metylation specific PCR), a od niedawna takze
MLPA. Ta druga, jak juz wspomniano wczesniej, iden-
tyfikuje takze typowe dla zespotu mikrodelecje. Ze
wzgledu na to, ze oba zespoly moga by¢ wynikiem de-
lecji, disomii jednorodzicielskiej lub mutacji zmienia-
jacej pietno genomowe, a czesto$¢ tych defektdéw jest
bardzo zr6znicowana, opracowane s3 odpowiednie dla
nich algorytmy postepowania diagnostycznego.

Ciezar gatunkowy testoéw genetycznych niosacych
okreslone implikacje dla chorego i jego rodziny spra-
wia, ze w badaniach genetycznych musza obowigzywac
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bardzo wysokie standardy. Skuteczno$¢ i wiarygodnosé
tych testéw powinny by¢ bliskie 100%, a lekarz klinicy-
sta — odbiorca ich wynikéw — musi mie¢ wiedze umoz-
liwiajaca prawidlowa interpretacje tych wynikow.
Sprawy te bardzo krotko, chociaz dosy¢ ogdlnie, zosta-
ty oméwione w niniejszym artykule. Na szczegdlne pod-
kreSlenie zastluguje fakt, ze autorzy artykulu nie
pomineli zagadniefi dotyczacych specyfiki testow gene-
tycznych w zakresie interpretacji ich wynikow. Uswiada-
miajg lekarzom zlecajacym diagnostyczne testy
genetyczne, ze wyniki tych testow wymagaja okreslonej
wiedzy do, nie zawsze tatwej, ich interpretagji klinicznej.
Uwzglednili réwniez fakt, ze testy genetyczne stuza nie
tylko diagnostyce, ale majg takze warto$¢ prognostycz-
ng (dotyczaca chordb ujawniajacych sie z opdznieniem),
co niesie ze sobg okreslone implikacje dla osoby obar-
czonej choroba, a takze dla czlonkéw jej rodziny.
Zwrdcenia uwagi w tym miejscu wymaga konieczno$é
zapewnienia rodzinie chorego kompetentnej porady ge-
netycznej. Niestety, nie zawsze jest to uwzgledniane
w coraz liczniejszych, prywatnych laboratoriach gene-
tycznych. Czytelnik tego artykutu powinien takze zda-
wacé sobie sprawe, ze ztozono$¢ i mnogosé problemow
dotyczacych testow genetycznych, interpretacji ich wy-
nikow, a szczegdlnie aspektdéw etycznych i prawnych
zwigzanych z ich wykonywaniem sprawia, ze omowio-
ne w niniejszym artykule zagadnienia dotykaja zaledwie
probleméw zwigzanych z badaniami (testami) genetycz-
nymi. Bardzo wazng i poruszong w artykule sprawg jest
konieczno$¢ wyrazenia przez pacjenta lub jego prawne-
go opiekuna $wiadomej zgody na wykonanie testu gene-
tycznego. Zostala ona zapisana w obowiagzujacych
w Polsce standardach badan genetycznych. Nalezy tyl-
ko wyrazi¢ ubolewanie, ze od ponad dziesieciu juz lat
czekamy na ratyfikacje Konwengji Bioetycznej Rady Eu-
ropy, ktora reguluje wiele zagadnien dotyczacych etycz-
nych i prawnych uwarunkowan wykonywania testéw
genetycznych.
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