-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byff CORE

provided by Via Medica Journals

PRACE ORYGINALNE
ginekologia

Wykrywanie wybranych mutacji w genie CFTR
w pojedynczych komoérkach celem zastosowania
w diagnostyce preimplantacyjne;j
mukowiscydozy

Detection of selected mutations in the CFTR gene in single cells
for the use in preimplantation genetic diagnosis of cystic fibrosis
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Streszczenie
Mukowiscydoza jest jedna z najczesciej wystepujacych chordb dziedziczonych w sposéb autosomalny recesywny.
Srednia wieku przezycia pacjentdw wynosi dzis okoto 30 lat. Ze wzgledu na duze znaczenie spoteczne mukowiscy-
dozy przyktada sie ogromna wage do opracowywania coraz czulszych i skuteczniejszych metod diagnozujacych de-
fekty w genie CFTR, odpowiedzialnym za mukowiscydoze. Zastosowanie tych metod w diagnostyce preimplantacyj-
nej zapobiegtoby chorobie, a takze nosicielstwu.
Cel: Celem pracy byta konstrukcja testu diagnostycznego dla pieciu mutagji genu CFTR, najczesciej wystepujacych
w populagji polskiej, ktdry mozna zastosowac do badania pojedynczych komdrek podczas diagnostyki preimplanta-
cyjnej.
Materiaf i metody: Materiatem wykorzystanym w badaniach byto 60 pojedynczych komorek — blastomerdw. Kon-
trole pozytywne mutacji: delF508, R117H, G542X, R553X i dele2,3 genu CFTR uzyskano z krwi obwodowej pacjen-
tow chorych na mukowiscydoze. Wistepnie wykonywano reakcje Nested Multiplex PCR. Jej produkty postuzyty jako
matryca DNA do kolejnej reakcji — ASA (allele-specific amplification) PCR. Celem weryfikagji zastosowano metode
SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism,).
Wyniki: Skonstruowano test diagnostyczny na obecnos¢ mutagji delF508, R117H, G542X, R553X i dele2,3 (u ho-
mozygot). W wyniku przeprowadzenia analizy ASA PCR na obecnos¢ mutagji w genie CFTR w grupie 60 blastome-
row wykryto mutacje delF508 (3 komorki-5%), G542X (2 komdrki-3,33%) i R553X (1 komdrka-1,67%). Analiza
SSCP dla mutacji delF508, R117H, G542X i R553X potwierdzita wyniki reakcji ASA PCR.
Whioski: Skonstruowany test diagnostyczny dla mutacji delF508, G542X, R553X, R117H i dele2,3 mozna zastoso-
wac do badania pojedynczych komdrek podczas diagnostyki preimpantacyjnej.
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Abstract

Cysitic fibrosis (CF) is one of the most common autosomal recessive diseases. The median life expectancy is currently
about 30 years. Because of a considerable social meaning of CF, it is very important to create more specific and effi-
cient methods diagnosing defects in the gene CFTR that are responsible for CF. The use of these methods in preim-
plantation diagnosis could prevent the disease and also the carrier state.

Objectives: The aim of this study was to construct a diagnostic test for five CFTR gene mutations, the most fre-
quent in Polish population, which can be used to analyze single cells while preimplantation genetic diagnosis.
Material: The material used in research were 60 single cells — blastomers. The positive controls of the CFTR gene
mutations : delF508, R117H, G542X, R553X, dele2,3 were obtained from blood of patients with CF. At first Nested
Multiplex PCR reaction was performed. Its products were used as DNA template for the next reaction - ASA (allele-
specific amplification) PCR. SSCP method (Single Strand Conformation Polymorphism) was used as a verification
method.

Results: The diagnostic test for the presence of the mutations: delF508, R117H, G542X, R553X and dele2,3 (when
homozygosity) was constructed. Mutations: delF508 (3 cells — 5%), G542X (2 cells — 3,33%) and R553X (1 cell -
1,67%) were detected as a result of performing ASA PCR analysis for the presence of the CFTR gene mutations in
60 blastomers. The SSCP analysis for the mutations delF508, R117H, G542X, R553X confirmed the results of ASA
PCR analysis.

Conclusions: The constructed diagnostic test for the mutations delF508, G542X, R553X, R117H and dele2,3 can

be used to analyze single cells during preimplantation genetic diagnosis.

Key words: dCFTR protein / Cystic Fibrosis / Preimplantation Genetic Diagnosis /

Wstep

Mukowiscydoza (Cystic Fibrosis — CF) jest najczgstsza
monogenowg chorobg genetyczna, dziedziczona w sposob au-
tosomalny recesywny. Po raz pierwszy zostala rozpoznana
w latach trzydziestych XX wieku. Jej przyczyna sa mutacje
w obrebie genu CFTR (Cystis Fibrosis Transmembrane Con-
ductance Regulator), zlokalizowanego w chromosomie 7q22-
31 i sktadajacego si¢ z 27 eksonow [1, 2, 3].

Gen ten koduje biatko CFTR, niezb¢dne do transportu jo-
néw chlorkowych przez btony komoérek nabtonkowych gru-
czotow sluzowych [4, 5]. Wraz z rozwojem technik diagno-
stycznych oraz sklonowaniem w 1989 roku genu CFTR [1, 2]
wzrosta czestos¢ rozpoznawania choroby na poziomie genoty-
pu. Do dzisiaj udato si¢ odnotowac ok. 1400 mutacji i 200 po-
limorfizméw genu CFTR [6]. Liczba ich identyfikacji stale ro-
$nie, przedstawiajac tym samym zlozony obraz choroby.
Znaczna czg¢s¢ defektow w genie CEFTR to mutacje punktowe.
Wigkszo$¢ opisanych mutacji, oprocz mutacji delF508, to de-
fekty wystgpujace sporadycznie, a czgstos¢ ich wystgpowania
nie przekracza 2%. Wyjatek stanowig tu mutacje charaktery-
styczne dla danych populacji i grup etnicznych [7].

Ze wzglgdu na znaczenie spoteczne mukowiscydozy przy-
ktada si¢ duza wagg do opracowywania coraz czulszych i sku-
teczniejszych metod diagnozujacych defekty w genie CFTR.
Jedynym pewnym potwierdzeniem klinicznego rozpoznania
mukowiscydozy jest identyfikacja mutacji na obu allelach ge-
nu CFTR. Ponadto badaniom poddawani sa wszyscy czton-
kowie rodziny chorego. Badania te majq na celu analiz¢ spo-
sobu dziedziczenia wadliwego genu, a calg rodzing okresla si¢
mianem rodziny wysokiego ryzyka genetycznego [5]. Dodat-
kowo cztonkom takich rodzin oferuje si¢ pomoc w planowa-
niu potomstwa. Niekiedy zdarza si¢, ze malzenstwo, ktore po-
siada juz dziecko ze zdiagnozowang mukowiscydoza, czy tez
stracito dziecko w wyniku choroby, wrgcz uzaleznia planowa-
nie kolejnej ciazy od mozliwosci przeprowadzenia badania
prenatalnego badz preimplantacyjnego.

© 2009 Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

Badania prenatalne w kierunku mukowiscydozy sa prze-
prowadzane w I oraz II trymestrze cigzy [§]. W analizie mole-
kularnej uzywa si¢ DNA pochodzacego z komorek trofobla-
stu lub amniocytow. Badanie to nastrecza jednak wiele watpli-
woscl natury etycznej w przypadku wykrycia mutacji na obu
allelach genu CFTR, a w konsekwencji trudnej decyzji usunig-
cia cigzy. Alternatywa dla tego problemu jest diagnostyka pre-
implantacyjna ( Preimplantation Genetic Diagnosis — PGD)
w rodzinach ryzyka. Badanie to jest potaczeniem zaptodnienia
in vitro i diagnostyki molekularnej [9]. Pozwala ono na wykry-
cie chorych zarodkow i podanie do macicy tylko zdrowego za-
rodka. Pojedyncze komorki zarodka — blastomery pobiera sig,
gdy znajduje si¢ on w stadium 6 lub 8§ komodrek. Na tym eta-
pie biopsja nie zaburza dalszego prawidtowego rozwoju zarod-
ka. Catg diagnostyke nalezy przeprowadzi¢ w ciagu 24-48 go-
dzin. Polega ona na zastosowaniu technik PCR, ktore pozwa-
laja na amplifikacj¢ wybranych fragmentéw genu CFTR
i identyfikacj¢ badanych mutacji.

Cel pracy

Celem pracy byta konstrukcja testu diagnostycznego dla
pigciu mutacji genu CFTR (delF508, G542X, R553X,
R117H, dele2,3), ktéry mozna zastosowac¢ do badania poje-
dynczych komorek podczas diagnostyki preimpantacyjnej
oraz przebadanie pojedynczych komodrek — blastomerow po-
branych z zarodkow pacjentek poddanych procedurze zaptod-
nienia pozaustrojowego.

Materiat i metody

Materiat do badan stanowito DNA z 60 pojedynczych ko-
morek — blastomerow, pobranych z nieprawidtowych, nieroz-
wijajacych si¢ zarodkow. Komorki otrzymano za zgoda pa-
cjentdéw, poddanych procedurze zaptodnienia pozaustrojowe-
go w Klinice Leczenia Nieptodnosci INVICTA w Gdansku.
Uzyskano zgode¢ Komisji Bioetycznej na przeprowadzenie
badania.
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Kontrole pozytywne mutacji: delF508, R117H, G542X,
R553X 1 dele2,3 genu CFTR uzyskano z krwi obwodowe;j pa-
cjentow leczonych w Poradni Mukowiscydozy przy Szpitalu
Dziecigcym w Gdansku Oliwie.

Primery wykorzystane w niniejszej pracy zaprojektowano
przy pomocy programu Vector NTI Suite 6.0 na podstawie se-
kwencji nukleotydowej ludzkiego genu CFTR. Sekwencja ta
zostata uzyskana z ogolnodostepnej bazy danych GenBank,
w ktorej ma przypisany numer NT007933. Primery zostaty za-
projektowane zgodnie z ogolnie obowiazujacymi zasadami
uzywanymi przy ich konstrukcji oraz z uwzglgdnieniem specy-
fiki metod PCR, dla ktorych zostaly zaprojektowane. Dtugosé
primeréw nie przekracza 23nt, a wszystkie maja zblizona tem-
perature przylaczania (okoto 40°C), co jest bardzo istotne
przy zastosowaniu metody amplifikacji Multiplex PCR. W ce-
Iu uzyskania bardziej wiernego produktu zastosowano Nested
PCR, gdzie w pierwszym etapie stosuje si¢ primery zewnetrz-
ne, a produkt tej reakcji stuzy jako matryca do nast¢pnych re-
akcji z uzyciem primerdw wewnetrznych. Sekwencje primerow
przedstawiono w tabeli L.

Pojedyncze komorki — blastomery zostaly przygotowane
przez pracownikéw Kliniki INVICTA (zawieszone w roztwo-
rze do lizy proteinaza K 850ug/ml, SDS Sug/ml). Na po-
wierzchni¢ naktadano olej mineralny i zamrazano w temp.
-20°C. Tak przygotowane komorki przekazywane byty do Kli-
niki Endokrynologii Ginekologicznej i Leczenia Nieptodnosci
AMG, gdzie przeprowadzano liz¢ w nast¢gpujacych warun-
kach: 37°C - 60min., 99°C - 15min. Nastepnie do komorek
poddanych lizie dodawano mieszaning reakcyjna Nested Mul-
tiplex PCR. Catkowita objetos¢ mieszaniny wynosita 25ul,
w jej sktad wechodzito: 100ug wyizolowanego DNA, cztery pa-
ry primerow nested po 20 pmoli kazdy, 0,2mM dNTPs (Sym-
bios), 2 U DyNAzyme II DNA Polymerase (Finnzymes),
2,5ul buforu do PCR (Finnzymes) i 9ul H20. Amplifikacje
DNA wykonywano w termocyklerze TRIO-Thermoblock fir-
my Biometra w nastgpujacych warunkach: denaturacja wstep-
na — 300sek. w 95°C; 30 cykli amplifikacji: 50sek. w 94°C,
60sek. w 48°C, 60sek. w 72°C oraz wydiuzanie koncowe-
300sek. w 72°C. Wyniki reakcji Nested Multiplex PCR spraw-
dzano wykonujac elektroforeze w 2% zelu agarozowym.

Produkty powyzszej reakcji postuzyty jako matryca do ko-
lejnej — ASA PCR. W zaleznosci od badanej mutacji zastoso-
wano odpowiednie zestawy primerdw. (Tabela IT).

W skfad mieszaniny reakcyjnej wchodzito: 0,5ng/Ing ma-
trycy DNA, trzy primery (zaleznie od badanej mutacji) po 20
pmoli kazdy, 0,2mM dNTPs, 1 U polimerazy (Finnzymes),
2,5ul buforu do PCR i 15,5ul H20.

Warunki prowadzenia reakcji: denaturacja wstgpna — 300
sek. w 95°C, 32 cykle amplifikacji: 50 sek. w 94°C, 45 sek.
w 49°C, 60 sek. w 72°C oraz wydtuzanie koncowe — 300 sek.
w 72°C. Wyniki reakcji ASA PCR sprawdzano przeprowadza-
jac rozdziat elektroforetyczny w 10% zelu poliakrylamidowym
w warunkach niedenaturujacych, pod napigciem 500 V przez
40 minut w zestawie do elektroforezy ptytowej pionowym
(Medium, Kucharczyk). Aparat do efektywnej analizy zrézni-
cowania genetycznego (DNA Pointer System, Kucharczyk)
ustawiono na 17°C. Barwienie zelu poliakrylamidowego prze-
prowadzono metodq srebrowa.
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Celem weryfikacji metody ASA PCR zastosowano meto-
de SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) - poli-
morfizm konformacyjny jednoniciowych fragmentéw DNA.
Przeprowadzajac reakcjg SSCP postuzono si¢ produktami re-
akcji Nested Mutiplex PCR jako matryca DNA. Podczas am-
plifikacji uzyto tylko primeréw okalajacych, uzywanych pod-
czas reakcji ASA PCR, dzigki czemu pozyskiwano fragmenty
jednakowej dtugosci. (Tabela III). W sktad mieszaniny reak-
cyjnej wehodzito: 0,075ug matrycy DNA, dwa primery(zalez-
nie od badanej mutacji) po 20pmoli kazdy, 0,2mM dNTPs, 1
U polimerazy (Finnzymes), 2,5ul buforu do PCR
i 16,5ul H20. Warunki prowadzenia reakcji: denaturacja
wstepna - 300 sek. w 95°C, 28 cykli amplifikacji: 50 sek.
w 94°C, 30 sek. w 49°C, 60 sek. w 72°C oraz wydtuzanie kon-
cowe — 300 sek. w 72°C. Wyniki reakcji sprawdzano przepro-
wadzajac rozdziat elektroforetyczny w 10% zelu poliakrylami-
dowym w warunkach niedenaturujacych, pod napigciem
550V przez 1 godzing. Aparat do efektywnej analizy zroznico-
wania genetycznego ustawiono na 17°C. Barwienie zelu prze-
prowadzono metodg srebrowa.

Wyniki

Przeprowadzone w ramach pracy badania pozwolity skon-
struowac test diagnostyczny na obecnos¢ mutacji delF508,
R117H, G542X, R553X i dele2,3 (u homozygot). Skonstru-
owany test mozna modyfikowa¢ w zaleznosci od potrzeb; po-
przez odejmowanie badz dodawanie pary primerdéw zaprojek-
towanych specyficznie do wybranych mutacji CFTR. Efektem
przeprowadzenia analizy ASA PCR na obecnos¢ mutacji
w genie CFTR w grupie 60 pojedynczych komorek — blasto-
merow bylo wykrycie mutacji delF508 (3 komoérki — 5%),
G542X (2 komorki — 3,33%) 1 R553X (1 komoérka — 1,67%).

Fotografia 1 przedstawia przyktadowe zdjecie zelu polia-
krylamidowego po wykonaniu analizy ASA PCR pod katem
mutacji delF508 dla 13 blastomeréw. Analiza SSCP dla muta-
cji delF508, R117H, G542X i R553X potwierdzita wyniki re-
akcji ASA PCR. Ze wzglgdu na bliskos¢ mutacji G542X oraz
R553X (dzieli je odlegtos¢ 32 nukleotyddw) uzyto dla nich tej
samej pary primerow, a obie mutacje byty poszukiwane jedno-
czesnie. Biorac pod uwagg specyfike mutacji dele2,3 nie byta
ona weryfikowana analizg SSCP.

Fotografia 2 przedstawia przyktadowe zdjecie zelu polia-
krylamidowego po analizie SSCP pod katem mutacji
G542X 1 R553X dla 13 blastomerdw. Czgstos¢ wystgpowania
poszczegdlnych mutacji w genie CFTR w przebadanych bla-
stomerach obrazuje rycina 1.

Dyskusja

Mukowiscydoza jest pierwsza choroba monogenowa dzie-
dziczona autosomalnie, w przypadku ktorej zastosowano dia-
gnostyke preimplantacyjna [10]. Udoskonalenie badan na nie-
wielkiej ilosci materiatu genetycznego, jaki jest w pojedynczej
komorce mozliwe byto dzigki wprowadzeniu reakcji Nested
PCR [11]. Stosowana jest ona do syntezy bardziej wiernego
produktu i uzyskania wystarczajacej ilosci DNA do dalszych
badan. W niniejszej pracy podczas ustalania warunkow reak-
cji Nested PCR, w ktorej rownoczesnie stosowano cztery pri-
mery (Multiplex PCR), w pierwszej kolejnosci kierowano si¢
temperaturg przytaczania primerow.

Glnekl()l()ga Nt 5/2009
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Tabela I. Syntetyczne primery.
Nr Nazwa Sekwencja Temperatura Diugosc Zastosowanie Zrédto
przytaczania | produktu

1 |nest delF508 F CTAATGGTGATTATGGGAG 41,6 276 nt  |Nested/ Vector NTI
Multiplex PCR Suite 6.0

2 [nest delF508 R TAGACTAACCGATTGAATATG 41,7 Nested/ Vector NTI
Multiplex PCR Suite 6.0

3 |nestR117H F TGTTTTTCCCCTTTTG 40,3 209 nt |Nested/ Vector NTI
Multiplex PCR | Suitg 6.0

4 [nestR117HR GCTATTCTCATCTGCATTC 41,6 Nested/ Vector NTI
Multiplex PCR | Suitg 6.0

5 [nest G542X/R553X F |[TGGTTAAAGCAATAGTGTG 40,7 291 nt |Nested/ Vector NTI
Multiplex PCR | Suitg 6.0

6 [nest G542X/R553X R |[TATAAAGCAATAGAGAAATGTC 411 Nested/ Vector NTI
Multiplex PCR | Suitg 6.0

7 |dele2,3 F GACCAGACCAATTTTGAG 41,5 121 nt  [Multiplex PCR |Vector NTI
Suite 6.0

8 |[dele2,3R GTACATGAACATACCTTTCC 40,7 Multiplex PCR | Vector NTI
Suite 6.0

9 |[delF508 F GTGGAAGAATTTCATTCTG 41,3 150 nt [ASA PCR/ Vector NTI
SSCP Suite 6.0

10 [delF508 M ATTAAAGAAAATATCATCGG 41,1 100nt [ASAPCR Vector NTI
Suite 6.0

11 [delF508 R GTTTTCACATAGTTTCTTACC 40,4 ASA PCR/ Vector NTI
SSCP Suite 6.0

12 |R117HF GCAGTACAGCCTCTCTTAC 40,9 143 nt [ASA PCR/ Vector NTI
SSCP Suite 6.0

13 |R117H M GGATAACAAGGAGGAAGA 40,5 96 nt |ASAPCR Vector NTI
Suite 6.0

14 |R117HR AAAAATGGCTGGGTG 40,2 ASA PCR/ Vector NTI
SSCP Suite 6.0

15 [G542X F (R553X F) [AGGAAGATGTGCCTTTC 40,9 128 nt [ASA PCR/ Vector NTI
SSCP Suite 6.0

16 [G542X M GTGATTCCACCTTCTCAG 41 ASA PCR Vector NTI
Suite 6.0

17 [R553X M ACTGAGTGGAGGTCAATC 40,1 90nt |ASAPCR Vector NTI
Suite 6.0

18 [R553X R (G542X R) [CATGAATGACATTTACAGC 40,2 ASA PCR/ Vector NTI
SSCP Suite 6.0

Tabela II. Zestawy primeréw stosowane w reakcji ASA PCR.

Tabela Ill. Zestawy primerow stosowane w reakgcji SSCP.

Badana mutacja:
delF508 RII7H G542X R553X
Primernr1 | delF508 F RIITHF G542X F (R553X F)
Primernr2 | GorsogM | RIITHM | G542XM R553X M
Primernr3 | k508 R RI17H R R553X R (G542X R)

© 2009 Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

Badana mutacja:
delF508 R117H G542X R553X
Primer nr 1 delF508 F RI117HF G542X F (R553X F)
Primer nr 2 delF508 R RI117HR R553X R (G542X R)
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CFTR w pojedynczych komorkach...

1 2

W KO K2 K43
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— e b e e el — delF508
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100 pz el — — o — «— delF508
\ ' (wykryta mutacja)
Fotografia 1. Analiza ASA PCR pod katem mutacji delF508:
W Wzorzec wielkosci DNA pUC19/Msp |
K(-) K(-) mutacji delF508 (3 primery: delF508 F, delF508 M i delF508 R)
K(+)2 K(+) mutacji delF508 (2 primery: delF508 M i delF508 R)
K(+)3 K(+) mutacji delF508 (3 primery: delF508 F, delF508 M i delF508 R)
5, 7 — wykryta mutacja delF508
W KO IKH2KH 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
L
——
P
[ BN
219 pz C R LR N RR O OB W N e e e — G52X0RSS3IX
e (primery okalajace)

Fotografia 2. Analiza SSCP pod katem mutacji G542X i R553X:
W Wzorzec wielkosci DNA pUC19/Msp |

K(-) K(-) mutacji G542X/R553X (2 primery: G542X/R553X F i G542X/R553X R)

1K(+) K(+) mutacji G542X (2 primery: G542X/R553X F i G542X/R553X R)
2K(+) K(+) mutacji R553X (2 primery: G542X/R553X F i G542X/R553X R)
12 — potwierdzona mutacja R553X

Czestos¢ wystepowania mutacji w %

0 L7 L7
T T T f

delF508 R117H G542X R553X dele2,3

Typ mutacji

Rycina 1. Czesto$¢ wystepowania mutacji delF508, R117H, G542X,
R553X i dele2,3 w genie CFTR w grupie pojedynczych komorek
blastomeréw.
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W celu zwigkszenia wydajnosci procesu amplifikacji prze-
prowadzano reakcj¢ przy uzyciu dwoch jednostek polimerazy.
Po optymalizacji reakcji Nested Multiplex PCR zaniechano
wykonywania elektroforezy agarozowej po tym etapie, a ca-
os¢ uzyskiwanej matrycy wykorzystywano w nastgpnym eta-
pie (ASA PCR), badz jego weryfikacji (analiza SSCP).

Skonstruowany test jest testem otwartym, pozwala na ana-
lizowanie wybranych mutacji w zaleznosci od potrzeb badanej
populacji. Mutacje w genie CFTR wykazuja bowiem duza
roznorodnos¢ w populacjach na calym swiecie [12]. Doboru
mutacji w niniejszej pracy dokonano na podstawie licznych
publikacji dotyczacych czgstosci wystgpowania mutacji genu
CFTR w Polsce [13, 14, 6, 15, 16, 17].

Okreslona w pracy czgsto$¢ wystgpowania badanych mu-
tacji w blastomerach odbiegata od czgstosci ich wystgpowania
w populacji polskiej. Rozbieznos¢ ta mogta jednak wynikaé
z niewielkiej ilosci wykonanych badan.
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Autorzy niniejszej pracy sa $wiadomi ograniczen w zasto-
sowaniu klinicznym skonstruowanego testu, zwiazanych ze
stosunkowo niewielka iloscia wykrywanych nim mutacji. Test
ten skierowany jest do wybranych par, u ktorych mutacja jest
znana. Wigkszos$¢ opisanych w literaturze metod preimplanta-
cyjnej diagnostyki mukowiscydozy opiera si¢, podobnie jak
w niniejszej pracy, na zaprojektowaniu protokotow dla najcze-
$ciej wystepujacych mutacji w genie CFTR [18, 19, 20, 21].

Wsrod najnowszych doniesien na uwage zastuguje stoso-
wanie w preimplantacyjnej diagnostyce mukowiscydozy pro-
tokotdéw diagnostycznych analizujacych jednocze$nie ponad
30 mutacji w genie CFTR, najczgsciej wystgpujacych w Euro-
pie Potudniowej [22]. Ze wzgledu na duzg heterogennos¢ mu-
tacji w genie CFTR w ostatnich latach zaczeto uzupetniac
identyfikacj¢ poszczegdlnych mutacji o analiz¢ wysoce poli-
morficznych markeréow otaczajacych gen CFTR [23] lub
wewnatrzgenowych [24].

Moutou i wsp. zaproponowali uzycie dwdch polimorficz-
nych wewnatrzgenowych markeréow (IVS8CA i1 IVS17bCA)
w potaczeniu z identyfikacja mutacji deltaF508. Goossens
1 wsp. zastosowali dodatkowo wewnatrzgenowy marker
IVS17bTA oraz cztery polimorficzne markery otaczajace gen
(D7S490, D7S486, D7S480 oraz D7S523) [25]. Takie podej-
scie pozwala na zaproponowanie preimplantacyjnej diagno-
styki mukowiscydozy parom, u ktorych wystepujace mutacje
sa nieznane lub bardzo rzadkie. Metody te beda tematem za-
interesownia w kolejnych pracach naszego zespotu.

Wedilug wiedzy autoréw niniejsza praca jest pierwsza
w Polsce, publikujaca wyniki wykrywania mutacji w genie
CFTR w pojedynczych komorkach.

Whnioski

1. Opracowano test diagnostyczny dla mutacji delF508,
RI117H, G542X, R553X i dele2,3 (tylko dla homozygot)
w genie CFTR, ktory mozna zastosowac do badania poje-
dynczych komorek.

2. Skonstruowany test jest testem otwartym — mozna w nim
odejmowac, badz dodawac pary primeréw zaprojektowa-
nych specyficznie do wybranych mutacji genu CFTR.

Pismiennictwo

1. Rommens J, lannuzzi M, Kerem B, [et al.]. Identification of the cystic fibrosis gene: chro-
mosome walking and jumping. Science. 1989, 245, 1059-1065.

2. Riordan J, Rommens J, Kerem B, [et al.]. Identification of the cystic fibrosis gene: cloning
and characterization of complementary DNA. Science. 1989, 245, 1066-1073.

3. Zielenski J, Rozmahel R, Bozon D, [et al.]. Genomic DNA sequence of the cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator (CFTR) gene. Genomics. 1991, 10, 214-228.

4. Zielenski J, Tsui L. Cystic fibrosis: genotypic and phenotypic variations. Annu Rev Genet.
1995, 29, 777-807.

5. Mazurczak T, Bal J, Oberszyn E. Zasady diagnostyki molekularnej mukowiscydozy.
Identyfikacja mutacji i zmian polimorficznych w genie CFTR. Kryteria i zasadly procedury
diagnostycznej oraz systemu kontroli jakosci badan. Ekspertyza naukowa, wykonana na
zlecenie Ministerstwa Zdrowia. Warszawa, 1999.

© 2009 Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

10.

1.

12

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22

23.

24.

25.

. Population variation of common cystic fibrosis mutations. Cystic Fibrosis Genetic

Analysis Consortium (CFGAC). Hum Mutat. 1994, 4, 167-177.

. Hotson D, Brutlag. Mutations to the CFTR protein. Bioinformatics. 2000, 13, 118-126.
. Bal J, Sobczynska-Tomaszewska A, Czerska K, [et al.]. Diagnostyka prenatalna

mukowiscydozy w rodzinach ryzyka w Polsce — wyniki badar molekularnych. Med
Wieku Rozw. 2004, 8, 871-883.

. Domitrz J, Jagietto E, Chrostowski B, [et al.]. Wspéfczesne metody leczenia nieptodnosci

zwigzanej z wiekiem. Ginekol Pol. 2005, 76, 747-754.

Handyside A, Lesko J, Tarin J, [et al.]. Birth of a normal girl after in vitro fertilization and
preimplantation genetic testing for cystic fibrosis. N Engl J Med. 1992, 327, 905-909.

Holding C, Monk M. Diagnosis of beta-thalassaemia by DNA amplification in single bla-
someres from mouse preimplantation embryos. Lancet. 1989, 2, 532-535.

Bobadilla J, Macek M, Fine J, [et al.]. Cystic fibrosis: A worldwide analysis of CFTR muta-
tions - correlation with incidence data and application to screening. Hum Mutat. 2002,
19, 575-606.

Bal J, Mazurczak T, Reiss J. The frequency of mutations in exon 11 of the CF gene in
Polish cystic fibrosis patients. Acta Biochim Pol. 1992, 39, 245-249.

Witt M, Bal J, Maciejko D, [et al]. Czestos¢ wystepowania mutacji genu CFTR u chorych
na mukowiscydoze w Polsce. Pediatr Pol. 1997, 72, 665-668.

Estivil X, Bancells C, Ramos C. Geographic distribution and regional origin of 272 cys-
tic fibrosis mutations in European populations. Hum Mutat. 1997, 10, 135-154.

Dork T, Macek M, Mekus F, [et al.]. A novel 21kb deletion, CFTRdele2,3(21kb), in the
CFTR gene a cystic fibrosis mutation of Slavic origin common in Central and East
Europe. Hum Genet. 2000, 106, 259-266.

Aznarez |, Bal J, Casals T, [et al.]. Analysis of mutations in the CFTR gene in patients
diagnosed with cystic fibrosis in Poland. Med Wieku Rozwoj. 2000, 4, 149-159.

Liu J, Lissens W, Devroey P, [et al.]. Polymerase chain reaction analysis of the cystic fibro-
sis deltaF508 mutation in human blastomeres following oocyte injection of a single
sperm from the carrier. Prenat Diagn.1993, 13, 873-880.

Ao A, Ray P, Harper J, [et al.]. Clinical experience with preimplantation genetic diagno-
sis of cystic fibrosis (deltaF508). Prenat Diagn. 1996, 16, 137-142.

Tsai Y. Cost—effective one-step PCR amplification of cystic fibrosis DF508 fragment in
asingle cell for preimplantation genetic diagnosis. Prenat Diagn. 1999, 19, 1048-1051.

Goossens V, Sermon K, Lissens W, [et al.]. Clinical application of preimplantation genet-
ic diagnosis for cystic fibrosis. Prenat Diagn. 2000, 20, 571-581.

Sanchez-Garcia J, Benet J, Gutierrez-Mateo C, [et al.]. Multiple mutation analysis of the
cystic fibrosis gene in single cells. Mol Hum Reprod. 2005, 11, 463-468.

Dreesen J, Jacobs L, Bras M, [et al.]. Multiplex PCR of polymorphic markers flanking the
CFTR gene; a general approach for pre-implantation genetic diagnosis of cystic fibrosis.
Mol Hum Reprod. 2000, 6, 391-396.

Moutou C, Gardes N, Viville S. Multiplex PCR combining deltaF508 mutation and intra-
genic microsatellites of the CFTR gene for pre-implantation genetic diagnosis (PGD) of
cystic fibrosis. Eur J Hum Genet. 2002, 10, 231-238.

Goosens V, Sermon K, Lissens W, [et al.]. Improving clinical preimplantation genetic
diagnosis for cystic fibrosis by duplex PCR using two polymorphic markers or one poly-
morphic marker in combination with the detection of the DF508 mutation. Mol Hum
Reprod. 2003, 9, 559-567.

353



	GP_0509_print1.pdf

