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ABSTRACT

Cystic fibrosis is one of the most common autosomal recessive diseases (from 1 in
2000 to 1:4000 live births gives rise to an affected child). Affected persons are
homozygous for the mutated CFTR gene. Regarding the severity of this disease,
and a high risk (1:4) of couples heterozygous for the mutated gene to have an
affected child, it is essential to perform prenatal diagnostics.

In this study, 105 ( 325 members) high risk families were screened for the
presence of mutated CFTR gene. The purpose of this study was to detect families
informative for diagnostics of cystic fibrosis in further pregnancies. Both direct
mutation analysis ( for the presence of AF508, G542X, G551D and R553X) and
indirect molecular genetic analysis for the presence of mutated CFTR gene (RFLPS)
were performed. These data gave us too, the frequency of certain mutations in
Yugoslav population which is necessary initial step for planning the population
genetic screening program.

Among analyzed families, 49.5% were fully informative, 32.4% partly
informative, and 18.1% noninformative ,for direct detection of the most common
AF508 mutation. The rest of the families were analyzed by RFLPs , and 82.9% were
fully informative for RFLPs analysis in the next pregnancies.

In studied families, at a known risk for cystic fibrosis, having at least one
affected child, the frequency of AF508 was 67,2%, G542X 6.4%, G551D 0.6%, while
R563X was not detected. Cumulative frequency of these mutations ( 73.4%) is not
enough for establishing the population screening program for mutations within
CFTR gene in Yugoslav population.

As a final result of our study, we propose a proper approach in prenatal
diagnosis and genetic counseling in cystic fibrosis in high risk families. The first
step is the screening for the AF508. For informative families, prenatal diagnosis in
the next pregnancy is recommended. In families partly informative or noninformative
for the presence of the AF508, RFLPs analysis should be performed. In families,
informative for RFLPs analysis, the prenatal diagnosis using this method is
recommended in the next pregnancies. In noninformative families, the microvilar
enzyme testing in the amniotic fluid is the recommended method of prenatal
diagnosis of cystic fibrosis.
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APSTRAKT

Cisti¢na fibroza je naj¢e$¢e autozomno recesivno oboljenje, koje se u
populaciji belaca javlja sa ucestalo§¢u od 1:2000 do 1:4000 novorodjencadi.
Oboljevaju osobe kod kojih je mutirani CFTR gen prisutan u homozigotnom stanju.
S obzirom na tezinu ove bolesti, kao i visok rizik za radjanje obolelog deteta (1:4)
kod roditelja koji su heterozigotni nosioci mutlranog gena, prenatalna dijagnostika je
od klju¢nog znacaja

U okviru ovog istrazivanja analizirano Je 105 visokorizi¢nih porodica, sa
ukupno 325 Clanova. Cilj analiza bio je utvrdjivanje informativnosti ovih porodica
za dijagnostiku cisti¢ne fibroze u narednoj trudnoci. Sprovodjena je analiza na
prisustvo mutacija u CFTR genu ( AF508, G542X, G551D, i R553X) bilo direktno,
bilo na osnovu polimorfizama duzina restrikcionih fragmenata (RFLP). Ovi podaci su
posluzili i za odredjivanje udestalosti odredjenih mutacija u nadoj populaciji, $to
je neophodna priprema za geneti¢ko skrinovanje.

Od analiziranih porodica 49,5% je bilo informativno, 32,4% poluinformativno,
a 18,1% neinformativno za direktnu mutacionu analizu na prisustvo najéesce,
deltaF508 mutacije. Od porodica neinformativnmih za direktnu mutacionu analizu,
82,9% je bilo potpuno informativno za RFLP analizu. Od analiziranih porodica, 1/3
se javila na prenatalnu dijagnozu u narednoj trudnodi.

U ispitivanoj populaciji porodica sa rizikom za radjanje deteta sa cisticnom
fibrozom, sa barem jednim rodjenim obolelim detetom, utvrdjeno je da je deltaF508
mutacija zastupliena-sa frekvencijom od 67,2%, G542X sa 6,4%, G551D sa 0,6%,
dok mutacija R553X nije detektovana.Zbima ucestalost ovih mutacija (73,4%) nije
dovoljna za populaciono skrinovanje na mutacije u CFTR genu, u nasoj populaciji.

Na osnovu sprovedenih istrazivanja predlaze se pristup u prenatalnoj
dijagnozi i genetickom savetovanju rizicnih porodica, koji ukljucuje skrining rizi¢nih
porodica na prisustvo AF508 mutacije. Za informativne porodice, preporucuje se
prenatalna dijagnoza direktnom detekcijom ove mutacije u narednoj trudnodi. U
neinformativnim  ili poluinformativnim porodicama sprovodi se RFLP analiza, i
porodicama za koje se utvrdi sa su informativne preporu€uje se prenatalna
dijagnoza RFLP analizom u narednoj trudnodi, dok se za neinformativne porodice
preporucuje prenatalna dijagnostika ove bolesti odredjivanjem nivoa mikrovilarnih
enzima u amnionskoj tec¢nosti.

Kljucne reci: cisti¢na fibroza, prenatalna dijagnoza, mutaciona analiza
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UvobD

Cisticna fibroza

Cisti¢na fibroza je naj¢e$¢e nasledno oboljenje u populaciji belaca koje se
Sesto zavr$ava smrtnim ishodom. Javlja se sa uéesta\lloéc’u od 1 na 2000 do 1:4000,
mada varira medju razli¢itim populacijama. Tako je u populaciji Nemacke 1 :3300,
Spanije 1:3500, Svedske 1 :7700, a za na$u populaciju nije poznata. Udestalost
nosilaca mutiranog gena, u op$toj populaciji iznosi od 1:23 do 1:32. Ulestalost
cisti¢ne fibroze medju drugim rasama je zna¢ajno niza (Boat,T.F.i Welsh MJ,1989).

Cisticna fibroza se nasledjuje autozomno recesivno, tj.roditelji, nosioci
mutiranog gena, imaju u svakoj trudnodirizik od 1:4, za radjanje deteta obolelog od
cisticne fibroze, kao i rizik od 1:2, za radjanje deteta koje ¢e biti asimptomatski
nosilac mutiranog gena (SI. 1).

Cisti¢na fibroza je po prvi put Kklinicki opisana tridesetih godina ovoga veka,
(Fanconi G. i sarad., 1936; Andersen DH.,1938) kao sindrom koji uklju¢uje fibrozu
pankreasa, i bronhoektazije. Kasnije je pokazano da je cisticna fibroza oboljenje
egzokrinih Zlezda, sa poremecajem u sekreciji mukusa, pa je uveden termin

mukovicidoza (Farber S ., 1945).
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Slika1. Nasledjivanje cisticne fibroze

Pored poremecaja na pluéima i pankreasu, zapazeno je da se u znoju ovih
pacijenata javlja poviseni nivo natrijum hlorida ( Di Sant’Agnese PA. i sarad., 1953 )
$to je iskoris¢eno kao test za dijagnostiku cistiCne fibroze (Gibson LE. i Cooke
RE. 1959). Odredjivanje elektrolita pilokarpinskim znojnim testom, je joS uvek
osnovni dijagnosticki test za cisti¢nu fibrozu. Vecina obolelih od cisti¢ne fibroze ima
vrednosti znojnog testa izmedju 60 i 125 nmol/l (Goodchild MC.,i Dodge JA.,1985).
Pocetkom osamdesetih, zapazanja Quintona ( Quintone PM.,1983) da je u
obolelih od cisti¢ne fibroze poremedéen transport hlorida u kanalima znojnih Zlezda i
Knowelsa i sarad. (Knowels MR. i sarad.,1983) o poreme¢enom transportu hlorida u
epitelijalnim ¢elijama disajnih puteva, ukazali su na poremecaj u transportu elektrolita
kroz membranu epitelijalnih ¢elija kao moguci patofizioloski mehanizam u cisti¢noj

fibrozi.




Lokalizacija i identifikacija gena za cisti¢nu fibrozu

Identifikacija molekularnog defekta odgovornog za nasledno oboljenje se
moze wrsiti na dva nacina: funkcionalnim kloniranjem (na osnovu prethodnog
poznavanja biohemijskog defekta) ili pozicionim kloniranjem (proucavanjem bolesti
sa nepoznatom biohemijskom osnovom) (Collins FS,1992).

S obzirom da su se pokusaji funkcionalnog kloniranja gena za cisti¢nu fibrozu
pokazali kao bezuspesni, poziciono kloniranje je predstavijalo atraktivan pristup,
kada je uveden koncept polimorfnih DNK markera (Bostein D. i sarad., 1980 ). Da
bi se sprovela geneticka analiza vezanosti genskih lokusa neophodno je skupiti veliki
broj familija u kojima se odredjena bolest nasledjuje. Genetickom analizom vezanosti
ger;skih lokusa, gen se moze mapirati u odredjeni region hromozoma ( Ott J., 1986;
Orkin SH., 1987).

Visoka ucestalost cisti¢ne fibroze je omogucéila prikupljanje dovoljnog broja
nuklearnih porodica za analizu vezanosti genskih lokusa. Potraga je pocela 1980.
godine i trebalo je punih pet godina (u tom periodu je isklju¢eno oko 40% humanog
genoma u pogledu prisustva gena za cisti¢nu fibrozu) ( Tsui LC. i sarad., 1985 ), dok
nije otkriven prvi geneticki marker PON ( paraooksonaza ), za koji je procenjeno da je
udaljen oko 10cM od lokusa za cisti¢nu fibrozu (Eidberg H. i sarad., 1985). Iste
godine Tsui je opisao genetiCku vezanost izmedju lokusa za cisti¢nu fibrozu i DNK
markera DOCRI-917, udaljenog oko 15¢cM. Za ovaj marker je kasnije utvrdjeno da se

nalazi na hromozomu 7 (Knowlton RG. i sarad., 1985 ). Skoro istovremeno otkrivena

su jo§ dva DNK markera, MET (White R. i sarad,1985) i D7S8 (J311) (Wainwright BJ. i




sarad., 1985 ) u blizini lokusa za cistiCnu fibrozu na dugom kraku hromozoma 7
(7g31).

Izolovanjem DNK omedjene markerima MET i D7S8 u regionu 7q31, i
analiziranjem tog regiona fiziCkim i genetickim metodama, konstruisana je detaljna
fizicka mapa tog regiona ( Scambler PJ. i sarad.,1986; Estivill X. i Willamson R.,
1987).

Neki od novootkrivenih markera u regionu lokusa za cisti¢nu fibrozu su
pokazivali nenasumicnu alelsku vezanost (linkage disequilibrium). Tako se odredjeni
alel nasledjivao CeS¢e sa boleS¢u nego $to bi se to oCekivalo u odnosu na
frekvencu nasledjivanja na normalnom hromozomu. Ova neravnotezna vezanost
alela utvrdjena je za markere na lokusima: D7523 i D7S399 ( XV-2¢, C.S7, KM19 i
MP6d-9) (Estivill X. i sarad., 1987). Utvrdjeno je da je CF mutacija udruzena sa
odredjenim haplotipom u viSe od 84% slu€ajeva, i da je taj haplotip prisutan samo u
16% normalnih hromozoma (Estivill X. i sarad., 1987; Rommens JM. i sarad.,1989).
Ovi podaci su ukazivali na geneti¢ku homogenost u cisti¢noj fibrozi.

NeravnoteZzna vezanost i blizina novih markera lokusu za cisti¢nu fibrozu
omogucila je geneticku analizu, sa velikim stepenom pouzdanosti ,u porodicama u
kojima je indeks sluCaj (obolelo dete) dostupan za analizu, (Beaudet AL. i
sarad.,1989).

Otkriveni markeri su suzili region za analizu sa priblizno 1500 kb (izmedju MET
i J.311) na oko 300 kb (izmedju MP6d-9 i G-2(D7S410) (Estivill X i sarad., 1989 ;
Ramsay M. i sarad.,1990 ). Analizom sekvenci iz ovog regiona hromozoma 7 Tsui i

Riordan u Kanadi i Collins u SAD sa saradnicima, identifikovali su nekoliko gena




(Kerem BS. i sarad., 1989 ; Riordan JR. i sarad.,1989 ; Rommens JM. i sarad.,1989).
Za jedan od njih se pokazalo, po otkricu AF508 mutacije u DNK obolelih od
cisti¢ne fibroze, da predstavlja gen odgovoran za ovu bolest (Rommens JM. i
sarad.1989; Kerem BS. i sarad,1989). Proigvod ovog gena oznacen je kao
transmembranski regulator provodljivosti u cisti¢noj fibrozi (CFTR - Cystic Fibrosis

Transmembrane Conductance Regulator )( Rommens JM. i sarad., 1989 ).

Struktura gena za CFIR

Gen CFTR se sastoji od 27 egzona i prostire se na oko 230 kb genomske
DNK ( SI. 2a). Informaciona RNK prepisana sa ovog regiona, veli¢ine oko 6,5 kb
identifikovana je u razli¢itim tkivima koja su o$te¢ena u cisti¢noj fibrozi, ukljucujuci
plu¢a, pankreas, znojne Zlezde, jetru, nazalne polipe, pljuvacne Zlezde i debelo
crevo.( Kerem BS. i sarad., 1989, ; Riordan JR. i sarad., 1989 ).

U okviru CFTR gena otkriveno je viSe inicijacionin mesta transkripcije, Sto je
verovatno odraz odsustva TATA sekvence u promotorskom regionu. Prvi podaci
(Ridrdan JR. i sarad.,1989) ukazivali su da transkripcija zapoc€inje sa mesta +1 u
cDNK sekvenci, koje se nalazi 121 bp uzvodno od inicijacionog kodona ATG; kasnija

istrazivanja su pokazala da postoji i dodatna inicijacija transkripcije na mestima +60,

+70i+100 (Koh J. isarad.,1993).
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U pojedinim tkivima i ¢elijskim linijama, korid¢enjem metode RT-PCR otkriveni

su primarni transkripti kojima nedostaju egzoni 4, 9, 12 i deo egzona 13. Takodje su

medju zdravim osobama uolene razlike u koli¢ini transkripata kojima nedostaje

egzon 9 (Chu CS. i sarad.,1993), dok je na hromozomima koji nose mutaciju ova

varijacija manje izraZzena. Postoje dokazi da efikasnost obrade egzona 9 u cis poziciji

sa mutacijom R117H moze da uti¢e na tezinu bolesti (Kerem BS. i Kerem E., 1996 ).

CFTR protein

Gen CFTR kodira protein od 1480 aminokiselina , molekulske mase

170 000 Da ( SI. 2).




Slika 3. Model proteina CFTR sa domenima:
MSD: transmembranski domeni
NBD: nukleotid vezivni domen
R: regulatorni domen
mesta glikozilacije

Na osnovu redosleda aminokiselina pretpostavijena je tercijarna struktura
proteina (SI. 3), sli¢na transporterskim proteinima zavisnim od ATP prvo obisanim
kod prokariota, a kasnije i kod eukariota, kao $to su MDR (multidrug resistance), ili
CQR (hlorokinon rezistencija) ili STE6 (kod kvasca) (Hyde SC. i sarad.,1990). CFTR
ima dva transmembranska ( MSD ) domena, razdvojena vezivnim regionom za ATP
(NBD tj. nukleotid vezivni domen) i hidrofilnom regulatornom subjedinicom (R)(SI. 3).
Zatim sledi drugi NBD region. Regulatorni region sadrzi aminokiseline , koje su
potencijalna mesta fosforilacije protein kinazama A i C ( PKA i PKC ) (Riordan JR.i
sarad., 1989 ). Domen R i dva NBD domena nalaze se u citosolu. Na povrsini ¢elije
verovatno leze glikozilovani asparaginski ostaci izmedju M7 i M8 ( SI. 3).

Na osnovu podataka za druge membranske proteine, pretpostavlja se da je

CFTR uklju¢en u transport supstanci kroz membranu. Transmembranski i NBD

regioni CFTR proteina su slicni onima kod P-glikoproteina, iako ovaj ne poseduje
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regulatorni region R. Eksperimenti sa transfekcijom su pokazali da CFTR dovodi do
aktivnosti hloridnog kanala regulisane cAMP u razli¢itim celijskim tipovima, $to je
ukazivalo da je CFTR u stvari hloridni kanal (Drumm ML. i sarad.,1990 ; Rich DP. i
sarad.,1990; Anderson MP. i sarad.,1991é). Utvrdieno je da mutageneza
naelektrisanih ostataka u transmembranskim domenima CFTR menja njegovu
propustljivost za razli¢ite jone (Anderson MP. i sarad.,1991%), a delecija dela R
domena dovodi do propustljivosti  hloridnog kanala (Rich DP. i sarad., 1990 ). Ovi
nalazi objasnjavaju elektrofizioloSka zapazanja, koja ukazuju da je osnovni defekt u
cisti¢noj fibrozi u regulaciji propustljivosti za hloridne jone u sekretornim epitelijalnim
¢elijama. CFTR je hloridni kanal koji se direktno aktivira protein kinazom zavisnom od
cAMP. Postoji nekoliko serinskih ostataka u R domenu koji se fosforiliSu po aktivaciji
PKA. Domen R ima izgleda inhibitorni efekat na kanalnu funkciju kada je
nefosforilisan  (Rich DP.i sarad., 1990). Fosforilacija CFTR samo sa PKA nije
dovoljna za ponovno uspostavljanje funkcije, i potrebno je dodati ATP (Anderson
MP. i sarad.,1991%) (S1.4).

CFTR se predominantno eksprimira u epitelijalnim ¢elijama, kako u zdravih
osoba, tako i u epitelu pacijenata obolelih od cisti¢ne fibroze (Riordan JR. i sarad.,
1989 ). Nadjen je u celijama izvodnih kanala pankreasa, pljuvaénih Zlezda, creva,
plu¢a ( submukozne zZlezde eksprimiraju vise CFTR nego epitelijaine Celije disajnih
puteva ), testisa i endometrijuma (Trezise AE. i Buchwald M.,1991). CFTR je takodje

detektovan u epitelu disajnih puteva fetusa (McCray PBJ. i sarad.,1992). Primenom

metode RT-PCR otkriveni su CFTR transkripti u limfocitima, monocitima, neutrofilima




i fioroblastima, iako je bioloski i kliniCki znac¢aj ove ekspresije u tim ¢elijama nejasan
(Yoshimura K i sarad, 1991 ).

Imunooitohelnijske studije su lokalizovale CFTR u apikalnom regionu
polarizovanih epitelijalnih ¢elija, ukljuéujudi i pagkreasne kanale, kripte tankog creva,
kanale znojnih zlezda, epitel disajnih puteva (gde submukozne Zlezde sadrze vise
CFTR od povrSinskog epitela), epitelijalne ¢elijske linije koje lu¢e Cl i bubrezne tubule
( Crawford I. i sarad., 1991).

Interesantno je da epitelijalne celije koje oblagu disajne puteve eksprimiraju
malo CFTR (Engelghardt JF. i sarad.,1992), $to navodi na zakljucak da je relativno

mali broj CFTR molekula dovoljan za transepitelijalni transport hloridnih jona .

Mutacije u okviru CFTR gena

Tokom 7 godina od izolovanja CFTR gena otkriveno je preko 700 mutacija u
njegovoj sekvenci. Od tog broja se smatra da oko 620 ¢ine patoloske mutacije, dok
preostale predstavijaju benigne varijacije u sekvenci (CF Genetic Analysis
Consortium Newsletter 68, 1996). Brzo nagomilavanje podataka o mutacijama je
delom zasluga postojanja Konzorcijuma za geneti¢ku analizu cisti¢ne fibroze (CF
Genetic Analysis Consortium). Ovaj konzorcijum ¢ini oko 100 laboratorija iz celog
sveta, Ciji je cilj prou¢avanje mutacija u okviru CFTR gena, analiza njihove ucestalosti
i distribucijei klini¢kih implikacija. U narednim godinama se o¢ekuje otkrivanje novih

mutacija, s obzirom da u izvesnim populacijama jo$§ uvek nije otkriveno 10-20%

mutantnih alela.




Najée$éa mutacija u okviru CFTR gena je delecija 3 bazna para koja uklanja
fenilalanin na poziciji 508 u desetom egzonu CFTR gena i oznaena je kao AF508
mutacija (Kerem BS.,, i sarad.,1989). Prisutna je na oko 70% hromozoma koji nose
mutirani CFTR gen. Medju razli¢itim popule}_cijarna postoje znacajne razlike u
zastupljenosti AF508 mutacije (The Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consortium
1990). U Evropi postoji jasan gradijent relativne ucCestalosti AF508 mutacije, sa
pikovima na severozapadu (88% u Danskoj i delovima Engleske) i niskim
vrednostima na jugoistoku (30% u Turskoj i lzraelu). Pretpostavija se da je Sirenje
ove mutacije praceno migracijom stanovniStva sa Srednjeg istoka ka severozapadu
Evrope.

Analiza mikrosatelitskih haplotipova ( Morral N. i sarad.,1995 ) je pokazala da
se AF508 mutacija javila pre vise od 52 000 godina i prosirila du% Evrope. Tom
Sirenju verovatno je doprinela neka selektivna prednost ove mutacije ili alela blisko
vezanih za lokus za cisti¢nu fibrozu ( Bertranpetit J. i Calafell F.,1996).

U okviru CFTR gena identifikovani su razli€iti drugi tipovi mutacija. Oko 50%
¢ine zamene aminokiselina. Ostatak ¢ine mutacije koje dovode do stop signala u
kodirajuéem delu, pomeranja okvira Citanja ili do promene obrade primarmnog
transkripta (Kerem BS. i Kerem E., 1996 ). Opisane su i dve delecije - jedna velika,
koja ne menja okvir ¢itanja , i jedna slozena u kojoj su deletirani egzoni 4 do 7i 11 do
18, dok su egzoni 8 i 10 intaktni. Nisu opisane mutacije u okviru promotora (CF
Genetic Analysis Consortium Newsletter 68, 1996 ). Kao $to se i o&ekivalo vedina
mutacija je nadjena medju osobama koje za pretke imaju belce, ali postoje i

mutacije jedinstvene za populacije koje ne poti¢u od belaca.
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naziv promenana promena na nivou egzon ucestalost

nivou nukleotida (%)
aminokiselina
AF508 del Phe 3-bp(1652-4) 10 ~70,0
G542X Gly—Stop G-HT(1756) 11 2.3
@E5510D Gly—>Asp G—A(1784) 11 2,6
W1282X Trp—Arg G—A (3978) ., 20 1,4
N1303K Asn—His A—>C (4039) 21 12
R553X Arg—>Stop C—T(1789) 11 0.9
621+1G—>T splice G-HT(621+1) i 09
1717-1G>A splice G—>A(1717-1) int10 0.8

Tabela 1. Mutacije u CFTR genu Cija je zastupljenostw u populaciji belaca ve¢a od

0,5%

Do danas je ispitano viSe od 35 000 mutiranih hromozoma, i utvrdjeno je da,
u opstoj populaciji, oko 70% nosi AF508. Relativne frekvence drugih mutacija variraju
medju razli¢itim populacijama, i vec¢ina njih je vrio retka. Medju do sada otkrivenim
mutacijama u okviru CFTR gena, samo 8 je zastuplieno u populaciji belaca sa
ucestalo§¢u vec¢om od 0,5% (AF508, G542X, G551D, W1282X, N1303K, R553X,
621 + 1G-T i 1771-1G-A) (Tabela 1), i jo§ oko 25 dodatnih na po vise od 10
hromozoma ( Kerem BS. i sarad,1989 ; Kerem BS. i sarad 1990; Cutting GR.i
sarad.,1990; Vidauid M. i sarad.,1990; Osborne L. i sarad.,1991; Zelenski J. i
" 'sérad.,1991). Mnoge mutacije su opisane samo jednom. Medjutim, u izvesnim
populacijama, neke od ﬁﬂutacija poput: A455E, G542X, G551D, R553X, W1282X,
N1303K i 621+ 1G-T, mogu da Cine i do 10% CF mutacija.( Tsui LC., 1992).

Raspodela mutacija u razlicitim delovima CFTR gena nije nasumicna, veé

postoje "vruca mesta”. Jedno od takvih “vruéih mesta” je egzon 11, koji odgovara

ik




NBD1 domenu CFTR proteina, sa najmanje 11 razli¢ith promena u sekvenci u
okviru 5 kodona. Ove promene uklju€uju i 4 razli¢ite promene sekvence kodona AGT
za serin na poziciji 549 u egzonu 11. Ekvivalentna pozicija na NBD2 nema tako
visoku gustinu mutacija ( Cutting GR. i sarad., 1990 ). Takodje, nekoliko mutacija u
okviru egzona 11 su relativno Ceste u vecini populacija. U egzonima 6b, 16, 17a i 24
do sada nisu otkrivene mutacije (CF Genetic Analysis Consortium Newsletter 68,
1996 ).

Postoje i primeri koji pokazuju da dve nezavisne mutacije mogu da
koegzistiraju na istom hromozomu. Na istom hromozomu sa AF508 mutacijom,
opisana je dodatna mutacija R553Q za koju se smatra da ima atenuirajuci efekat na

bolest (Dork T. i sarad., 1991).

Tipovi mutacija u CFTR genu

Rezultati mnogobrojnih in vitro eksperimenata su doveli do pretpostavke da
razliCite mutacije izazivaju razliCite poremecaje, kako u strukturi , tako i u funkciji
hloridnog kanala. Welsh i Smith (Welsh MJ. i Smith AE. ,1993) su predlozili 4
mehanizma kojima mutacije remete funkciju CFTR proteina (SI.4):
poremecaj u sintezi proteina ( klasa I)
poremecaj u obradi proteina ( klasa ll)
poremecaj u regulaciji hloridnog kanala ( klasa Ill)

poremecaj u provodljivosti hloridnog kanala (klasa V)
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Nedavno je uvedena i peta klasa mutacija koje dovode do snizenog nivoa CFTR

iIRNK ili CFTR proteina ( Kerem BS. i Kerem E., 1996).

Kiasa | Kiasa il Kiasa i Kiasa IV kiasa V

G542X AF508 G551D R117H 3849+ 10kbC—T
621+1G—>T  N1303K R334W 51

3905ins T S549R R347P 1811+1,6kb A—>G
R553X

Tabela 2. Funkcionalna klasifikacija mutacija u CFTR genu

U grupu mutacija koje dovode do poremecaja u sintezi proteina, spadaju
one koje dovode do stop signala u kodirajuéem delu, pomeranja okvira Citanja ili
promene obrade primarnog transkripta. Gen CFTR koji nosi neku od ovih mutacija
nije u stanju da sintetiSe protein odgovaraju¢e duzine. Sintetisani proteini su
uglavnom nestabilni, brzo se degraduju ili su samo delimi¢no funkcionalni. Kao
posledica ovih mutacija oCekuje se ngitak funkcije hloridnog kanala u epitelijalnim

¢elijama. U ove mutacije spadaju : G542X, 3905insT i 621+ 1G-T.
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KLASAT

Slika 4. Biosinteza i funkcija CFTR prbteina u epitelijalnoj celiji

Nekoliko mutacija klase Il, ukljuCujuci i AF508 mutaciju, dovode do pogresne
lokalizacije CFTR proteina. Mutirani protein se ne transportuje do apikalne celijske
membrane ve¢ ostaje zaroblien u endoplazmati¢nom retikulumu ( Cheng SH. i
sarad.,1990 ). Verovatno kontrola kvaliteta ne propusta protein koji ne zauzima
pravilnu konformaciju i oznacava ga za razgradnju (Ward CL, i sarad., 1995).
Pretpostavlja se da je nemogu¢nost CFTR mutanata da dovr§e svoj biosintetski put
pracena stepenom njegove glikozilacije. U ¢elijama koje sintetiSu rekombinantni
protein, AF508 mutanti ne mogu da dostignu kompletno glikozilovanu formu, a
mutirani CFTR ne moZe da se identifikuje u apikalnoj membrani. Mutirani CFTR sa
AF508 je na slican nacin pogre$no lokalizovan u epitelijalnim celijama disajnih
puteva, kanala znojnih Zzlezda i submukoznih Zlezda. lako je CFTR pogres$no
lokalizovan u ¢Celijama koje se uzgajaju na + 37°C, kada se temperatura kultivacije

snizi na 23°C - 30 °C, mutirani protein napusta endoplazmaticni retikulum, potpuno
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se glikoziluje u Golgievom aparatu i stize do celijske membrane gde ispoljava
izvestan stepen funkcionalnosti. Aktivhost hloridnog kanala je smanjena za oko 30%
u odnosu na normalan CFTR, a propustljivost za hloridne jone i fosforilacija su
izgleda ocuvane ( Denning GM. i sarad., 1992 ). Pgred AF508, u ovu grupu spadaju i

slede¢e mutacije: Al507, S549R,A559T i N1303.

Mutacije  koje dovode do poremecaja u regulaciji hloridnog kanala se
uglavnom odnose na zamenu jedne aminokiseline drugom u egzonima koji kodiraju
domene NBD1 i NBD2 kljucnim za vezivanje ATP. S obzirom da intracelularni ATP
reguliSe otvaranje hloridnog kanala, mutacije u ovim domenima CFTR mogu da
promene funkciju hloridnog kanala.

Kod nekih mutanata (poput G551D) funkcija kanala je donekle ouvana, kod
nekih (SS255P) je ATP manje potentan stimulator, a kod nekih (G551S, G1244E i
G1349D) je smanjena apsolutna aktivnost hloridnog kanala (Drumm ML. i sarad.,
1991).

Funkcija CFTR proteina je takodje regulisana fosforilacijom regulatornog (R)
domena. Dosad je otkriveno nekoliko mutacija u egzonu 13, tipa zamene jedne
aminokiseline drugom, ali jo§ uvek nije utvrdjeno kako one utiCu na funkciju
hloridnog kanala. Jedna od pretpostavki je da je konformacija R domena,
zahvaljujuci naelektrisanim ostacima, donekle fleksibilna, tako da mutacije u okviru
ovog domena nemaju tako tezak fenotip (Welsh MJ. i Smith AE. 1993).

Mutacije kojé dovode do poremecaja u provodljivosti hloridnog kanala su otkrivene

u transmembranskim domenima, za koje se pretpostavlja da formiraju poru kroz koju

prolaze hloridni joni. Otkriveno je nekoliko mutacija koje dovode do zamene jedne
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aminokiseline drugom, kao i tri mutacije ( R117H, R334W i R347P) koje dovode do
zamene arginina u MSD1 domenu ( Estivill X i sarad., 1995 ). Za sve opisane
mutante je karakteristican smanjeni protok hloridnih jona (Welsh MJ. i Smith AE.,

1993).

Korelacija genotip-fenotip i klinicka slika cisti¢ne fibroze

lzgleda da je osnovni patofizioloski mehanizam koji dovodi do razli¢itih
manifestacija ove bolesti poremecaj funkcije egzokrinih Zlezda. Javlja se opstrukcija
pluca viskoznim mukusom, §to vodi hroni¢nim pluénim infekcijama. Osteéenja plué¢a
nastaju usled rekurentnih bakterijskih infekcija, i dovode do fatalnog ishoda u vecine
ovih pacijenata. Plu¢a obolelih od cisti¢ne fibroze iimaju tendenciju ka kolonizaciji
patogenima . aeruginosa i S.aureus ( Dereti¢ V. i sarad.1991 ). U oko 85% obolelih
od cisticne fibroze oste¢ena je funkcija egzokrinog pankreasa tj. prisutan je
nedostatak pankreasnih enzima $to spre¢ava normalnu razgradnju hranljivih materija
u digestivhom traktu i ovi pacijenti su oznaceni kao pankreasno insuficijentni (Pl) (
Corey M. i sarad., 1984). Insuficijencija pankreasa dovodi do slabog napredovanja i
neuhranjenosti. U 5-10% novorodjenCadi sa cistiChom fibrozom prisutan je
mekonijalni ileus, oblik intestinalne opstrukcije (Collins FS., 1992). Preostalih 15%
ima oduvanu funkciju pankreasa i oznaceni su kao pankreasno suficijentni (PS). U
okviru klinickih manifestacija bolesti, javijaju se i neplodnost, poremecaj funkcije

jetre i SeCerna bolest ( Levine SB. i sarad., 1982).
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Cisti¢na fibroza se odlikuje visokom varijabilnoscu kliniCke slike . Pacijenti se
dijagnostikuju u razli¢itom uzrastu,sa razli¢itim stepenom ostecenja organa. lako se
vecina obolelih od cisti¢ne fibroze otkriva u prvoj godini zivota sa tipi¢nom plu¢nom
boleséu i ostecenom funkcijom pankreasa,: poslednjih godina sve je vecdi broj
pacijenata koji se otkrivaju u odraslom Zivotnom dobu i sa atipi€nom klini¢kom
slikom. Premda je progresivna pluéna bolest najéeéc";i uzrok smrtnog ishoda u
obolelih od cisticne fibroze, zapaza se visoka varijabilnost u pogledu vremena kako
njene pojave, tako i progresije. Varijabilnost se zapaza i u pogledu neplodnosti.
Vecina muskaraca obolelih od cisti¢ne fibroze je neplodna usled kongenitalnog
odsustva vas deferensa. Medjutim, nedavno su opisani i slucajevi fertilnih
muskaraca obolelih od cisti¢ne fibroze ( Highsmith WE. i sarad., 1994 ). Kao $to je
navedeno, zapaza se varijabilnost i u pogledu ostecenja funkcije pankreasa.
Nekoliko studija (The CF Genotype-Phenotype Consortium, 1993,; Santis G i
Osbome L., 1990) je potvrdilo da jedina jasna korelacija genotip-fenotip moze da se
postavi u pogledu stepena ocuvanosti funkcije pankreasa. U okviru porodica sa
vedim brojem clanova obolelih od cistiCne fibroze, zapaza se sli¢an stepen
o$tecenja funkcije pankreasa (Corey M. i sarad. ,1989) $to ukazuje da geneticki
faktori utiCu na to. Kerem i saradnici (Kerem BS. i saradnici , 1990) su pokazali da su
homozigoti za AF508 mutaciju skoro uvek pankreasno insuficijentni, dok 28%
AF508-neAF508 "meSanih” heterozigota i 64% pacijenata koji ne nose AF508
mutaciju ima oCuvanu funkciju pankreasa. Isti autori su takodje ukazali da jedna
"blaga” mutacija verovatno dominira nad "teSkom " mutacijim, tako da je potrebno

prisustvo dve "teSke” mutacije da bi se ispoljila insuficijencija pankreasa ( Kerem BS.
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i sarad., 1989). Ovu hipotezu potkrepljuju podaci da veliki broj pacijenata sa
~oc¢uvanom funkcijom pankreasa ima genotip R117H/AF508 (The CF Genotype-
Phenotype Consortium, 1993 ). Danas je opste prihvaéena klasifikacija na "teske” i
"blage” mutacije ( Kristidis P. i sarad., 1992) (Tab. 3).

Ukoliko se napravi korelacija sa funkcionalnom. klasifikacijom mutacija u
okviru CFTR gena zapaza se da su mutacije | i Il klase uglavnom tzv. ”teéke i
mutacije tj., mutacije udruzene sa insuficijencijom pankreasa, $to ne iznenadjuje, s
obzirom da one dovode do pogresne lokalizacije CFTR proteina u éeliji. Vedina
mutacija lll klase (npr. G551D) spada u teske mutacije (Cutting GR. i sarad., 1990 ),
ali su opisani i sluCajevi sa oCuvanom funkcijom pankreasa (npr., G551S, Strong TV. i

sarad., 1991).

"teSke” mutacije "blage” mutacije mutacije koje daju
varijabilnu klinicku sliku

1078del T R117H G85E
AF508 A455E R334W
17717-G—A 3849 + 10kb C—HA 51
Gb542X

G651D

R553X

621 + 1G—A

W1282X

N1303K

1811 + 1,6kb A—>G

1677del TA

Tabela 3. Klasifikacija mutacija u odnosu na tezinu kliniCke slike
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Mutacije klase IV, (poput R117H), spadaju u "blage ” mutacije (Dean M. i sarad.,
1990).

U pacijenata homozigota za AF508 uoCava se teza klinicka slika, bolest se
ranije javlja, nivo hlorida u znoju je visok i sreéeﬁlse insuficijencija pankreasa (Kerem
E. i sarad., 1990). Medjutim, pluéne manifestacije bolesti su izrazito varijabilne i nije
utvrdjena korelacija sa odredjenim genotipom (The ACF Genotype-Phenotype
Consortium, 1993). Nije utvrdjena korelacija izmedju prisustva odredjenin mutacija i

\

pojave mekonijalnog ileusa (Kerem E., Corey M., 1990)

Molekularna dijagnostika naslednih bolesti

lako se za postojanje naslednih bolesti zna duze od jednog veka,
molekularme metode za otkrivanje poremecaja koji leZze u njihovoj osnovi su pocele
da se razvijaju u protekle dve decenije.
GenetiCka analiza naslednih bolesti se moze vrsiti na tri nivoa:
1) Primenom biohemijskih metoda koje detektuju izmenjene metabolite ili kvantifikuju
nedostatak enzimske aktivnosti. Ovim putem se zasada moze otkriti viSe od 40
naslednih bolesti.
2) Primenom citogenetskih metoda kojima se moze otkriva vise od 60 naslednih
bolesti. Razvoj metoda molekularne biologije, $to se posebno odnosi na FISH
(fluorescentna in situ hibridizacija) prosirio je citogenetsku dijagnostiku i na

interfazno jedro.
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3) Analizom naslednih bolesti na nivou gena. Broj naslednih bolesti koje se mogu
otkriti primenom molekularno genetskih metoda je znatno veéi u odnosu na

prethodno navedene metode i vrlo brzo se poveéava (Yates JRW, 1996).

Metode za otkrivanje specificnih defekata u okviru gena razvile su se iz
metoda molekularne biologije koje se primenjuju u osnovnim istrazivanjima:
izolovanje i preciS¢avanje genomske DNK, upotreba restrikcionih enzima,
elektroforetske tehnike, hibridizacija nukleinskih\ kiselina, reakcija lan¢anog
umnozavanja DNK - PCR (Polymerase Chain Reaction).

Od navedenih metoda, upotreba restrikcionih enzima i hibridizacije
nukleinskih kiselina objedinjene su u jednoj od najvise kori§¢enih  tehnika
molekularne genetike - Southernovoj tehnici (Southern EM., 1975), gematski
predstavljenoj na Slici 5. Kao izvor DNK koriste se sve Celije koje poseduju jedro, a
to su najc¢esce limfociti periferne krvi , odnosno, ¢elije horionskih resica i amnionske
teCnosti u prenatalnoj dijagnostici naslednih bolesti. Za gene koji su klonirani,
postoje probe specificne za gen, a za gene koji jo§ nisu klonirani koriste se
takozvane anonimne genske probe tj. probe u blizini gena koji nas interesuje.
Genske probe se koriste u direktnoj analizi mutacija ili pracenju nasledjivanja

mutiranog gena u riziCnim porodicama.
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Slika 5. Southernova tehnika
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Jo$ jedan vrlo vazan metod koji se primenjuje u molekularnoj dijagnostici
naslednih oboljenja je PCR (Saiki RK. i sarad., 1988) koji omoguéava umnoZavanije
odredjenog segmenta DNK, nekoliko miliona puta u roku od par sati (SI. 6). Osnovne
prednosti PCR metode u dijagnostici naslegnih bolesti su: osetljivost i brzina
(rezultat se moze dobiti u roku od 24 ¢asa), mala koli¢ina DNK potrebna za
izvodjenje analize (0,1-1 pg u poredjenju sa 10ug DNK'potrebnih za Southernovu
tehniku), i koriS¢enje neradioaktivnih obelezivata. Metoda je prvi put primenjena u

prenatalnoj dijagnostici srpaste anemije, (Saiki RD. i sarad., 1985).

preciS¢ena Celije 3 iRNK, virusna RNK,
genomska DNK l bakteiijska rRNK
lizai ; rev.transkriptaza
preciS¢avanje (RNA—cDNA)
l /
ciljina DNK
sekvenca

T e
sekvenciranje elektroforeza PCR digestija dot/slot blot
DNK produkata restrikcionim
enzimima
Southernova tehnika
i hibridizacija elektroforeza
{
velicina PCR velicina autoradiografija
produkata fragmenta /luminiscencija

Slika 6. Primena PCR metode
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Molekularno-genetske metode mogu da se podeliti na direktne metode, za
koje je osnovni uslov poznavanje specificnog defekta na nivou DNK , i indirektne

metode, za ¢iju primenu nije neophodno poznavati prirodu promene na hivou DNK.

Indirektna metoda geneticke analize

Indirektna detekcija  prisustva mutiranog gena sprovodi se u sledeé¢im
sluCajevima: kada se radi o velikoj deleciji u okviru gena koja se ne moze otkriti jer
nema pogodnog restrikcionog enzima, u slu¢ajevima kada gen nije kloniran i kada
se radi o dijagnostici oboljenja sa heterogenom grupom mutacija. U indirektnoj
genetickoj analizi se koriste markeri ¢ija je svrha pracenje nasledjivanja mutiranog

gena. Kao markeri se najvise koriste RFLP (Restriction Fragment Length

i |
{

Polymorphismé - polimorfizmi duzina restrikcionih fragmenata), a u novije vreme
STRP (Short Tandem Repeat Polymorphisms-polimorfizmi kratkin uzastopnih
ponovaka), odnosno mikrosateliti. RFLP odrazava razlike u primarnoj strukturi dva
homologna hromozoma. Na svakih 100 do 200 nukleotida u nekodirajuéem delu
DNK nastaju mutacije koje se ne eksprimiraju fenotipski. One mogu da ukinu ili
stvore novo restrikciono mesto za odgovarajuéi restrikcioni enzim, pa se dobijaju
fragmenti razli¢itih duzina (Jeffreys AJ,1979; Ewens WJ, 1981). Ovi fragmenti se
mogu detektovati genskom probom primenom Southernove tehnike ili , u novije
vreme, primenom metode PCR. Umesto otkrivanja specifiénog molekularnog defekta

u okviru gena, ovim metodom se detektuju polimorfna restrikciona mesta u

23




neposrednoj blizini mutacije. Opste uzevsi, prisustvo ili odsustvo restrikcionog mesta
je signal za prisustvo ili odsustvo mutacije. Za razliku od direktne detekcije mutiranog
gena neophodan uslov za indirektnu detekciju mutiranog gena je uzorak DNK
indeks slucaja, oba roditelja , a u nekim slu€ajevima i &ireg porodi¢nog stabla, da bi
se utvrdilo sa kojom duzinom fragmenta DNK se mutirani gen nasledjuje u datoj
porodici. Vazno je naglasiti da se RFLP analiza moie‘ koristiti samo u skriningu
rizicnih poradica, tj porodica sa veé jednim detetom obolelim od nasledne bolesti, ali
ne i u populacionom skriningu na nasledne bolesti. Obrazao traka koji se dobija na
autoradiografiji oznaCava se kao "informativan " odnosno “neinformativan ” (Sl. 7A).
Obrazac RFLP alela je informativan ukoliko je karakteristican za prisustvo
naslednog oboljenja u porodici. Osnovne prednosti RFLP analize su sledece:
osetljivost i preciznost, nije potrebna precizna lolgalizacija promene na nivou DNK i
nema potrebe za uzorcima specificnih tkiva u kojima se eksprimira ispitivani gen.
Nedostaci su u tome Sto su potrebni uzorci DNK svih &lanova porodice u kojoj se
prati nasledjivanje oboljenja, moguénost rekombinacije, kao i duze vreme potrebno
za izvodjenje analize.

Kada se govori o indirektnim metodama (pre svega RFLP analizi) potrebno je
definisati termine haplotip i genotip. Haplotip se odnosi na skup dva ili viSe alela
viSe razli¢itih gena na jednom hromozomu, dok genotip predstavija kombinaciju dva
alela na istom genskom lokusu u homolognom paru hromozoma (Slika 7B).
Primenom haplotipova moguce je pratiti nasledjivanje bolesti, a da se ta¢no ne zna
njena priroda. U toku poslednjih godina razvijeno je viSe indirektnih metoda za

detekciju mutacija: elektroforeza u denaturiSu¢em gradijentu (DGGE) (Gray MR.,
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Slika 7. Indirekina detekcija prisustva mutiranog gena
A: RFLP analiza

B: haplotip i genotip
C: hipervarijabilni ponovci: RFLP analiza
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1992), konformacioni polimorfizam jednolan¢ane DNK (SSCP) (Orita M. i
sarad.,1989), detekcija pogre$no sparenih baza hemijskim agensima (CCM)
(Saleeba JA. i Cotton RG.,1993 ), ali nijedna od njih nije nasla tako Siroku primenu
kao RFLP analiza. Uvodjenje PCR metode je ﬁomoguéilo umnozavanje polimorfnih
mesta u neposrednoj blizini gena ili intragenskih polimorfnih mesta. Ovi regioni DNK
su oznaceni kao mikrosateliti i sadrze kratke hipervarijabilne segmente koji sadrze
di- i trinukleotode ponovljene u varijabilnom broju. Mikrosateliti odgovaraju RFLP, jer

definisu alele koji mogu da se prate kao haplotipovi u pbrodiénom stablu (SI 7C).

Direktne metode

U direktnoj molekularnoj dijagnostici n_aslednih bolesti moraju biti zadovoljena
dva uslova: gen mora biti kloniran i precizno definisan genetiCki defekt u okviru
njega. U okviru direktne detekcije koriste se tri metoda : direktna hibridizacija sa
probom komplementarnom sekvenci gena, i kor§¢enje restrikcionih enzima  koji
seku ili ne seku molekul DNK na mestu mutacije i koris¢enje hibridizacije sa
oligonukleotidima speciﬂénim za alel (ASQO). U direktnoj detekciji koriste se genski
specifi¢ne probe i oligonukleotidne probe.

Genski specificne probe se koriste u detekciji delecija dela sekvence ili
kompletne sekvence koja je komplementarna genskoj probi. Ukoliko je deletiran deo
DNK, proba ¢e hibridizovati ili sa fragmentom DNK d&ija se duzina razlikuje od

fragmenta hromozoma koji ne nosi mutaciju, ili ukoliko se radi o deleciji celokupne

sekvence, ne¢e uopste hibridizovati. U sluajevima kada mutacija stvara ili ukida
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restrikciono mesto, po obradi odgovaraju¢im restrikcionim enzimom dobice se
fragment razli¢ite duzine od kontrolnog. Ove vrste mutacija se uglavnom otkrivaju
primenom Southemove tehnike. Medjutim, u mnogim slu¢ajevima, pogotovo u

dijagnostici, PCR metoda sve viSe zamenjuje Southernovu tehniku.
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Slika 8. Primena oligonukleotidnih proba (ASO) u direktnoj detekciji mutacija

g7




Oligonukleotidne probe su hemijski sintetisani oligonukleotid (14-30
nukleotida), znatno kraci od kloniranih DNK proba. Oligonukleotidna proba, ima
sekvencu koja odgovara ili normalnom ili mutiranom delu gena (ASO - Allele Specific
Oligonucleotide). Zbog male duZine, ASO stvara postojane hibride samo sa
potpuno komplementarnom sekvencom, ¢ime se otkrivaju ta¢kaste mutacije ili male
insercije i delecije (Kidd VJ. i sarad.,1983). ASO hibridiéaoija moZe precizno da
razlu¢i homozigote za normalnu sekvencu DNK, od homozigotnih i heterozigotnih
nosilaca mutacije. Zato je ASO hibridizacija nasla éirbku primenu, u dijagnostici
naslednih bolesti ( SI. 8 ), pogotovo u kombinaciji sa PCR metodom.

Odsustvo hibridizacije sa odredjenim ASO specificnim za cdredjenu mutaciju
ne iskljucuje moguénost da je u analiziranom genu prisutna neka druga mutacija.

Prenatalna molekularna dijagnostika cistic¢ne fibroze

Prenatalna dijagnostika zauzima znacajno mesto u otkrivanju i prevenciji
naslednih bolesti. U protekle dve decenije, u ovoj oblasti je ostvaren napredak , pre
svega uvodjenjem metode aspiracije horionskih resica u prvom trimestru trudnoce i
primenom molekularne dijagnostike monogenskih naslednih bolesti. Osnovne
indikacije za sprovodijenje prenatalne dijagnostike su: starosna dob trudnice iznad
35 godina, jedno ve¢ rodjeno dete sa naslednom boles¢u, kao i porodi¢no
optereéenje porodice (porodi¢na anamneza monogenskog oboljenja ili ako je jedan
od roditeija nosilac balansirane hromozomske translokacije) ( HM Kingston, 1989).

Kriterijumi za prenatalnu dijagnozu su : visok geneticki rizik, tezina nasledne bolesti i
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nemoguénost njenog izleGenja, pouzdan prenatalni test i prihvatljivost prekida
trudnoce.

Prenatalna dijagnoza primenom metoda molekularne genetike, moze se
sprovoditi u prvom i drugom trimestru trudn'voée, a u novije vreme postoji i
mogucénost preimplantacione dijagnostike, kao i dijagnostike u fetalnim Celijama
prisutnim u perifernoj krvi trudnice (Bianchi D.W. i éarad.,1990). Aspiracijom
horionskih resica, pod kontrolom ultrazvuka, dobijaju se fetalne Celije u prvom
trimestru, u periodu od 8.-12. nedelje trudnoce (Maxweﬂ D. i sarad. 1986). Jedna od
najsire kori§¢enih metoda prenatalne dijagnostike je amniocenteza, koja se izvodi u
drugom trimestru u periodu 16.-18. nedelje trudnoce. Metod je vrlo pouzdan, a rizik
od prekida trudnoc¢e usled intervencije zanemarljiv (Leschot NJ., i sarad., 1985).
Nedostatak je Sto se rezult_ati dobijaju relativno kasno, pa postoje odredjeni rizici
ukoliko je potrebno izvrSiti prekid trudnoce.

S obzirom na tezinu bolesti i njenu uc¢estalost, cisti¢na fibroza spada u grupu
naslednih bolesti za koje je neophodna prenatalna dijagnostika i rutinski se
primenjuje u parova sa rizikom 1:4 za radjanje deteta obolelog od cistine fibroze,
bilo kao indirektna bilo kao direktna mutaciona analiza. Da bi se postigla
maksimalna sigurnost mutacione analize, potrebno je izvrSiti analizu kako indeks
slucaja, tako i oba roditelja. Pored uobiajenih metoda prenatalne dijagnoze u
prvom i drugom trimestru trudnoce, danas postoji i mogucnost preimplantacione
dijagnostike (Liu J., i sarad., 1993).

Kada je tridesetih i Cetrdesetih godina ovog veka definisana cisti¢na fibroza i

otkrivena nasledna priroda ove bolesti, jedini nacin kontrole rizika za radjanje deteta
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obolelog od cisti¢ne fibroze, bilo je uzdrZzavanje od reprodukcije. Prekretnicu na polju
prenatalne dijagnostike ove bolesti predstavljala je primenena metode odredjivanja
nivoa mikrovilarnih enzima u amnionskoj te¢nosti ( Brock DJH, 1985 ).

Od 1985 godine, kada je gen za cistién’u fibrozu lociran na hromozomu 7,
pocinje da se primenjuje indirektna metoda detekcije prisustva mutiranog gena. Prva
prenatalna dijagnoza cisticne fibroze, u prvom trimesfru trudnoce, primenom
indirektne geneticke analize, uradjena je koriS¢enjem polimorfnih markera J311,
metD i metH,( Farral M., i sarad., 1986). Saznanja da ;;ostoji i vezanost mutacije sa
odredjenim haplotipom ( Estevill X., i sarad.,1989) pruzila je mogucnost prenatalne
dijagnostike u rizicnim porodicama. Naime utvrdjeno je da je haplotip B prisutan na
86,5% hromozoma koji nose mutaciju (Tab 4 ). Ubrzo ovaj pristup pocinje rutinski da
se primenjuje u prenatalnoj dijagnostici cisti¢ne fibroze (Super M. i sarad., 1987) u

porodicama sa rizikom 1:4 za radjanje deteta sa ovom bole$cu.

- CF hromozomi normalni hromozomi
HAPLOTIP  XV-2¢ KM-19 (%) (%)
SAD Evropa  SAD Evropa
A 1 1 6,7 51 29,6 28,9
B 1 2 86,5 84,7 14,0 16,4
G 2 1 2.6 6,8 44 .0 440
D 2 2 4.0 4,0 12,4 10,7

Tabela 4. Udruzenost haplotipova sa prisustvim mutacije u CFTR genu
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Primena PCR metode u prenatalnoj dijagnozi, za markere u neposrednoj
blizini lokusa za cisticnu fibrozu uvedena je 1988 (Feldman GL. i sarad.,1988;
Williams C, i sarad., 1988 ). Vrlo vazan napredak u prenatalnoj dijagnostici cisti¢ne
fibroze, bilo je kloniranje CFTR gena i otkrice AF§08 mutacije, kao najce$¢e mutacije
u cisti¢noj fibrozi. Ovo otkrice je pogotovo od znacaja u genetskom savetovanju
rizicnih porodica u kojima indeks sluc¢aj nije dostupan za analizu a u kojima je sada
bilo moguce primeniti direktnu mutacionu analizu. Takodje je utvrdjeno da je B
haplotip  prisutan na 96% hromozoma koji nose‘AFSOS mutaciju i na 54%
hromozoma koji nose neku od drugih mutacija u okviru CFTR gena (Lemna WK.,i
Feldman GL., 1990).

Danas se u prenatalnoj dijagnostici cistiCne fibroze uglavnom primenjuje
DNK analiza, a odredjivanje nivoa mikrovilarnih enzima u amnionskoj tec¢nosti u
slu¢ajevima kad se analiza DNK pokaZe kao neinformativna. Rizi¢nim porodicama
danas stoji na raspolaganju viSe reproduktivnih moguénosti u planiranju potomstva:
prenatalna dijagnoza sa moguénos$¢u prekida trudnoce u slucaju nepovoljnog
rezultata, vestadko oplodjenje, preimplantaciona dijagnostika ( Liu J. i sarad., 1993).

Za one populacije u kojima je jo$ uvek 35% CF mutacija u okviru CFTR gena
nepoznato (region Mediterana i isto¢noevropske zemlje), viSe od 50% parova nije
potpuno informativno za mutacionu analizu (12% je potpuno neinformativno, a 45%
semi informativno). U ovim slucajevima,moguce je primeniti indirektnu geneticku
analizu, koriS¢enjem markera u neposrednoj blizini CFTR gena (Estevill X., i
sarad.1989). U novije vireme uvedeni su intragenski mikrosatelitski markeri (Morral N.

i sarad., 1993) koji povecavaju informativnost porodica . Kombinovanu direktnu i
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indirektnu geneticku analizu treba Koristiti sve dok se ne identifikuju sve mutacije u
okviru CFTR gena. Haplotipovi koji se dobijaju indirektnom geneti¢kom analizom
predstavijaju koristan okvir za direktnu detekciju mutacija, jer omogucéavaju

ekonomic¢niji pristup direktnoj mutacionoj analizi.
Geneticko skrinovanje

Svrha skrining programa je kako dijagnostiké naslednih bolesti, tako i
otkrivanje parova sa rizikom da imaju potomstvo obolelo od nasledne bolesti.
Otkrivanje nosilaca mutiranog gena u porodicama i populacijama sa rizikom za
radjanje obolelog deteta je vazna komponenta prevencije naslednih bolesti.

Otkrivanje rizi¢nih parova, "nekim od postojecih pristupa, ili pak njihovom
kombinacijom povecava njihove reproduktivne opcije (promena partnera, prenatalna
dijagnoza, in vitro fertilizacija sa donorskom jajnom éelijom i preimplataciona
dijagnostika). Krajnji cilj genetickog skrininga je smanjenje ucestalosti naslednih
bolesti u pojedinim populacijama ( Thompson MW, isarad., 1991).

Osnovni zahtevi koje skrining testovi treba da zadovolje jesu : osetljivost (da
bi se izbegli lazno negativni rezultati) i specificnost (da bi se izbegli lazno pozitivni
rezultati). Da bi bio primenljiv na Sirokoj skali, test mora da bude pouzdan,
jednostavan i ekonomski opravdan. U okviru skrininga na nasledne bolesti moguca
su dva pristupa. Jedan se odnosi na ispitivanje porodica u kojima se odredjena

nasledna bolest javlja ito se oznacava kao skrining rizi¢nih porodica. Druga vrsta

skrininga se odnosi na populacioni geneticki skrining, a to je skrining populacije na
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osobe sa genotipom za koji se zna da je udruzen sa odredjenom naslednom
bolesdu ili predispozicijom za nju.

S obzirom na ucestalost cistiCne fibroze, tezinu bolesti, visoku frekvenciju
nosilaca mutiranog gena, kao i da je CFTR gen kloniran i utvrdjene najcesce
mutacije u okviru njega, cistiCna fibroza je. bolest koja je najja¢i kandidat za
populacioni skrining. Otkrivanje mutacija u okviru CFTR Qena pruza mogucénost za
direktnu geneticku analizu cisticne fibroze i poboljSava prenatalnu dijagnozu i
otkrivanje nosilaca mutiranog gena. |

lako je AF508 mutacija vrlo ¢esta,u kombinaciji sa jos tri najceS¢e mutacije,
nivo detekcije mutiranog gena iznosi 85%, tj. to omogucava detekciju 72% rizicnih
parova. Veliki broj sporadi¢nih mutacija u okviru CFTR gena (preko 600) predstavlja
argument protiv populaoiénog skrininga.

U zemljama u kojima AF508 i druge mutacije (G551D,N1303K,R553X, G542X)
¢ine 85-90% CF hromozoma, genetiCka analiza omogucava otkrivanje vecine
nosilaca. Nosilac mutiranog gena je naj¢eS¢e zdrava osoba, koja nosi mutirani gen
odgovoran za nasledno oboljenje u heterozigotnom stanju. Ve¢ su u toku pilotske
studije u Kanadi, Holandiji, SAD i Velikoj Britaniji, sa ciliem da se identifikuju rizicni
parovi i da im se zatim ponudi moguénost prenatalne dijagnoze (Caskey CT,
Kaback MD, Beaudet,1990; Beaudet A., O Brien WE.,1992; Super M, Schwarz MJ.,
1994; Livingstone J, Axton RA, 1994, ; Brock DJH,1996). Medjutim, vecina populacija
je daleko od ovakvih skrining programa, pogotovo zemlje u regionu Mediterana, gde
je jo§ 30% mutacija u okviru CFTR gena nepoznato. Jo§ uvek se nije doslo do

jedinstvenog skrining programa koji bi bio Siroko prihvaéen. Pilotska ispitivanja
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odredjivanja nivoa imunoreaktivhog tripsinogena su dale dosta lazno pozitivnih
rezultata (0,2 do 2% ) ( Dodge JA, 1988), $to unosi nemir u porodice i zahteva
viSestruko ponavljanje analiza i znojnog testa.

Otkrivanje CFTR gena je dalo moguénost direktne genetiCke analize, bar u
izvesnim populacijama. U Juznoj Australiji se od 1989. do 1993. sprovodio program
neonatalnog skrininga na CF odredjivanjem nivoa imunoreaktivhog tripsinogena na
uzorcima filter papira iz skrininga za fenilketonuriju (PKU), a zatim direktnom
genetickom analizom na prisustvo AF508, AI506, G551D, G542X i R553 u uzorcima
u kojima je koncentracija imunoreaktivhog tripsinogena vec¢a od 1%, i u sve
novorodjen¢adi sa mekonijalnim ileusom i porodi¢énom anamnezom cisti¢ne fibroze
(Ranieri E., Lewis BD., 1994 ). Frekvenca nosilaca mutacija u CFTR genu, medju
neonatusima sa povisenim vrednostima imunoreaktivnog tripsinogena je iznosila

1:15,5 , Sto je viSe nego u opstoj populaciji (1:30). U Evropi se takodje sprovode
pilotske studije vezane za neonatalni skrining (Dagomn J.C., lovanna D.J., 1995 ). S
obzirom da u nasoj populaciji, zasada jo§ uvek nema podataka, o ucestalosti

cistiéne fibroze i zastupljenosti pojedinih mutacija u CFTR genu, tek treba utvrditi da

li je racionalno sprovaditi skrining na cisti¢nu fibrozu.
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S obzirom na ucestalost cisti¢ne fibroze, tezinu ove bolesti, kao i visok rizik
ponovnog radjanja obolelog deteta u rizi¢nim porodicama, postavili smo sledec¢e

ciljeve: \

1) Utvrdjivanje zastupljenosti mutacija : AF508 , G542X, G551D i R553X
u nasoj populaciji

2) Utvrdjivanje porodica koje su informativne za direktnu mutacionu analizu u
narednoj trudnodi

3) Utvrdjivanje porodica informativnih za indirektnu detekciju prisustva mutiranog
CFTR gena

4) Utvrdijivanje opravdanosti sprovodjenja populacionog skrininga na cisti¢nu fibrozu
u nasoj populaciji

5) Predlaganje optimalnog pristupa u skrinovanju i prenatalnoj dijagnostici cisti¢ne

fibroze u porodicana sa visokim rizikom za ovu bolest.
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MATERIJAL | METODE

Bioloski materijal

DNK koja je koris¢ena u direktnoj i indirektnoj analizi prisustva mutiranog
CFTR gena iziolovana je iz pune krvi pacijenata obrolelih od cisti¢ne fibroze i njihovih
roditelja.

Prenatalna dijagnoza je vrSena na fetalnoj DNK izolovanoj iz celija
horionskih resica dobijenih biopsijom u 8. -12. nedelji trudno¢e ili iz ¢elija
amnionske tec¢nosti dobijenih amniocentezom u 16.-18. nedelji trudnoce. Materijal za
prenatalnu dijagnozu je uziman pod kontrolom ultrazvuka, u Centru za planiranje
porodice i humanu reprodukciju Instituta za zdravstvenu zastitu majke i deteta,
Ginekolo$ko-akuserskoj klinici Klinickog centra u Beogradu i Ginekolo$kom odeljenju
KBC "Dragisa Misivi¢ ". DNK iz ¢elija amnionske te¢nosti je izolovana ili odmah po

uzimanju uzorka, ili su ¢elije gajene u kulturi u periodu od 2-3 nedelje.
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Oligonukleotidne probe koriS¢ene u hibridizaciji

oligonukleotidna proba nukleotidna sekvenca
G542 5'ACCTTCTCCAGGAACT 3’
G542X 5'ACCTTCTCAAAGAACT 3

Rastvori koriséeni u radu

Za restrikcione digestije enzimima Hinc Il i Msp | koriS¢en je komercijalni
digestioni pufer B firme Promega, za enzim Mbol pufer C , za enzim Pstl pufer H, za

enzim Taql enzim E,, a za enzim Xbal pufer D . Sastav pufera je prikazan u Tabeli 5.

Tabela 5. Sastav pufera kori§éenih u restrikcionim digestijama

pufer pH Tris-HCI MgCl, NaCl DTT
(mM) (mM) (mM) (mM)

B 7.0 6 6 50 1

C 7.9 10 10 50 1

D {9 6 6 150 1

E 7,5 6 6 100 1

H o 90 10 50 -
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Kao puferi za elektroforeze kori§¢eni su tris-acetatni pufer-TAE (pravljen kao
S50xTAE pufer sastava 2M Tris, 0,06M EDTA, pH 8, koji se podesava glacijalnom
sircetnom kiselinom) i Tris-boratni pufer-TBE (pravljen kao 10xTBE pufer sastava: 1M

Tris, 0,83 M borna kiselina, 0,01M EDTA).

Izolovanje genomsl{e DNK iz humanih limfocita periferne krvi

U 300 pl periferne krvi (uzete sa 0,38% Na citratom, kao antikoagulansom)
dodaje se 600 pl prethodno zagrejanog litickog pufera (8% CTAB, 1,5M NaCl, 100
mMTris-Cl, pH 8,5, 50mM EDTA, pH 8) i smesa se inkubira 15 minuta na 68 °C. Po
dodavaniju jedne zapremione hloroforma, smesa se blago promucka i centrifugira 10
minuta na 12000 obr/min. Gornja faza, koja sadrzi DNK, se pipetiranjem prenosi u
novu epruvetu, dodaje se 5%CTAB/0,1M NaCl u finalnoj koncentraciji 0,1% i jedna
zapremina vode. Posle blagog muckanja sakuplja je talog CTAB-DNK
centrifugiranjem na 12000 obr/min u trajanju od 10 minuta. Oslobadjanje od CTAB
vrSi se resuspendovanjem taloga u 300 pl 1,2 M NaCl, dodavanjem 2,5 zapremine

apsolutnog etanola i centrifugiranjem na 12000 obr/min u trajanju od 10 minuta
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modifikacija metoda Del Sal G. i sarad., 1989 ). Talog DNK ispira se 70% etanolom i
centrifugira se na 12000 obr/min u trajanju od 5 minuta. Talog se osus$i u vakuum

centrifugi i rastvori u 20 pl dejonizovane vode.

[zolovanje DNK iz kulture ¢elija amnionske te¢nosti

Celije amnionske tecnosti su kultivisane u trajanju od dve do tri nedelje, u
zavisnosti od vremena potrebnog da se dobirije mon"osloj. Zatim su Celije skidane
tripsinom, koji se potom neutrali$e podlogom sa fetalnim serumom. Suspenzija ¢elija
je odmah koris¢ena za izolovanje DNK ili zamrzavana na -20 °C.

Suspenzija celija je zatim centrifugirana na 10000 obr/min i ispirana
podlogom bez seruma. Talog je resuspendovan u 600 pl litickog pufera (4% CTAB,
1M NaCl, 50mM Tris, pH 8,5, 25mM EDTA, pH 8) i dalji postupak je isti kao u
izolovanju DNK iz limfocita periferne krvi (modifikacija metoda Del Sal G. i sarad.,

1989).
lzolovanje DNK iz ¢elija amnionske te¢nosti

Amnionska te¢nost (20 ml) dobijena amniocentezom u 16.-18. nedelji
trudnoce, centrifugirana je na 400 obr/min u trajanju od 10 minuta. Talog je dva puta

ispran podlogom, bez seruma, a zatim resuspendovan u 600 pl litickog pufera (4%

CTAB, 1M NaCl, 50mM Tris, pH 8,5, 26mM EDTA, pH 8). Dalji postupak je isti kao u

39




metodi za izolovanje DNK iz limfocita periferne krvi (modifikacija metoda Del Sal G. i

sarad., 1989).

Izolovanje DNK iz nevijabilnih ¢elija superntanta kulture amnionskih

Gelija

Za izolovanje DNK iz nevijabilnih ¢elija supernatanta sedmodnevnih éelijskih
kultura amnionske tecnosti, kori§¢ena je modifikovana metoda za amnionske ¢elije,
(KusSi¢ J. i sarad. ,1996). Sakupljen je supernatant ¢elijske kulture, sedmog dana po
zasadjivanju amnionskih celija. Nakon taloZenja ¢elija centrifugiranjem na 10 000
obr/min, ¢elije su dva puta isprane podlogom bez seruma. Talog je resuspendovan
u 600 pl litickog pufera (4% CTAB, 1M NaCl, 50mM Tris, pH 8,5, 256mM EDTA, pH 8
(4% CTAB, 1M NaCl, 50mM Tris, pH 8,5, 25mM EDTA, pH 8). Dalji postupak je bio

isti kao u izolovanju DNK iz limfocita periferne krvi.
Izolovanje DNK iz ¢elija horionskih resica

Tkivo horionskih resica dobrijeno aspiracijom u 8. -12. nedelji trudnoce,
ispirano je dva puta u podlozi bez seruma, proveravano pod invertnim
mikroiskopom, i paZljivo odvajane horionske resice. Izdvojene horionske resice su
macerirane, dodavan im je 1ml prethodno zagrejanog litickog pufera (4%CTAB, 1M
NaCl, 50 mM, pH 8,5, 25 mM EDTA. pH 8) i inkubirane su 15 minuta na 68 °C uz

povremeno muckanje. Posle hloroformske ekstrakcije, vrSi se obrada RNK-azom
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(50 ng/ml) u trajanju od 15 min na temperaturi od 65 °C. Dalji postupak je isti kao pri
izolovanju DNK iz limfocita periferne krvi (modifikacija metoda Del Sal G. i sarad.,

1989).

Restrikcione digestije DNK

DNK, izolovana po prethodno opisanim metodama i umnoZena reakcijom
lanCanog umnoZzavanja uz upotrebu odgovaraju¢ih grani¢nika, secena je
restrikcionim enzimima u odgovaraju¢im puferima (pregled kori§¢enih »enzima i
pufera dat je u Tabeli 5). Produkti reakcije lan€¢anog umnozavanja (bez prethodnog

prec¢i§¢avanja) seceni su sa 20 jedinica enzima/pg DNK u trajanju od 3 ¢asa.

Razdvajanje fragmenata DNK elektroforezom

Elektroforeza u agaroznom gelu

Za odredjivanje prinosa DNK koris¢eni su 1% agarozni gelovi, dimenzija
10x10x0,5cm. Elektroforeza je tekla u 1xXTAE puferu pri gradijentu voltaze od 4-7
V/em.

Za proveru prinosa reakcije lanéanog umnozavanja, kao i RFLP analizu
proizvoda ove reakcije, koriS¢eni su horizontalni 2% agarozni gelovi, dimenzuja

10x10x0,5cm , u 1XTAE puferu, pri gradijentu voltaze od 4-7 V/cm.
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Po zavrSetku elektroforeze, DNK je bojena polaganjem gela u 1xTAE/0,5ug/ml
etidijumbromida. Gelovi su osvetljavani svetlo§¢u talasne duzine 266 nm i slikani
filmom marke Fomopan osetljivosti 21 din, sa otvorom blende 1,8 i ekspozicijom od

1 sekunde.

Elektroforeza na poliakrilamidnom gelu

U analizi produkata dobijenih lan¢anom reakcijom umnoZavanja, na
prisustvo AF508 mutacije, kori§¢ena je 10% nedenaturiSu¢a poliakrilamidna
elektroforeza, na vertikalnim plo¢ama dimenzija 16 cmx 14 cm x 0,75mm. Za 25 ml
10% poliakrilamidnog gela potrebno je 8,325 ml 30% akrilamidnog rastvora ( 29%
akrilamida i 1%NN metilen bisakrilamida u vodi), 13,65 ml vode, 2,5 ml 10xTBE,
0,625 ml 3% vodenog rastvora amonijumpersulfata i 7,5ul TEMED. Elektroforeza je
vrSena u 1XTBE puferu, pri voltazi od 6,3 V/cm prvi sat vremena, a zatim pri 18,7
V/cm naredna tri sata. Gel je bojen u 1xTBE/0,5ug/ml  etidiumbromida. Dalji

postupak je bio isti kao kod agaroznih gelova.

Reakcija lancanog umnozavanja DNK (PCR)

Reakcijom lan¢anog umnozavanja, PCR moguce je umnoziti fragment
poznatog redosleda nukleotida 106-108 puta. Grani¢nici (prajmeri) duzine 16-25
nukleotida vezuju se za suprotne lance denaturisane DNK, i sluze kao mesta od kojih

pocinje polimerizacija. Ovi granicnici istovremeno omedijuju sintetisani fragment
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DNK, tako da se kao produkt reakcije dobija fragment unapred definisane duzine.
Reakcija se sastoji od 25 do 40 ciklusa od kojih svaki ima tri koraka:

1) denaturacija DNK na 91-94 °C

2) sparivanje graniénika sa komplementarnim nizovima  matricne DNK, na
temperaturi koja varira od 37°C do 72°C, zavisno od sekvence grani¢nika

3) polimerizacija na 72°C.

Sematski prikaz PCR reakcije dat je na slici 9.

Polymerase Chamﬁeacw}ﬂ(PCH}
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Slika 9. Sematski prikaz reakcije lanéanog umnoZavanja DNK (PCR)
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Trajanje ovih koraka varira od 30 sekundi do 5 minuta, i razlikuje se u razli¢itim
reakcijama umnozavanja (Tab.6). Izolovanje DNK polimeraze iz Thermus aquaticus;
Taqg polimeraze, stabilne i na visokim temperaturama ( i do 95°C), omogudilo je
ponavljanje i automatizaciju ovog procesa ( Saiki i sarad., 1988).

Reakcija lan¢anog umnoZavanja specif;;iénih regiona genomske DNK tece u
zapremini od 50ul, u ependorf epruvetama zapremine 500pl. Reakciona smeda
sadrzi: 5ul 10x reakcionog pufera (100 mM TrisCl, pH 8,3, 500mM KCI, 15 mM
MgCls, 0,1% Zelatin), 8l smede dNTP ( 1,25mM dATP, 1,25 dTTP, 1,25mM dGTP,
1,26mM dCTP), po 0,5ul 5”1 3" grani¢nika koncentracije 25-100 nM, 1,25 jedinice
Taq polimeraze (Promega) i 25-50 ng genomske DNK. Da bi se spredilo

isparavanje, na reakcionu smeSu se dodaje 30-40ul parafinskog ulja.

Tabela 6 . Programi koriS¢eni za umnoZavanije specifi¢nih regiona genomske DNK

naziv lokusa denaturacija sparivanje polimerizacija broj
(%) ciklusa

C163—C16D¢ 94°C , 1 64°C, 45" 72°C, 2" (7)+ 30

KM19,E2.6,E3.1 94°C. ... . 5520 2 72°C, 3" (10) 30

E4.1 2 o Wil st 5 o 72°0, 2" (10) 30

J3.11 94°C, 1" < e A o 72°C, 2" (10) 30

e 11 9100 30" 85, 3 72°C, 30" (5) 30

# C16B-C16D oznacava region duzine 94 do 97 bp oko najc¢e$ce mutacije

(AF508), u egzonu 10 CFTR gena

+ U zagradama su napisana vremena umnozavanija u poslednjem ciklusu

* U svakom od programa postoji i ciklus poCetne denaturacije na 94°C u trajanju od 5 minuta
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Reakcija amplifikacije se odvijala u Hybaid Intelligent Heating Block. Za
umnoZzavanje svakog od specificnih fragmenata upisivan je program sa predliozenim
brojem ciklusa, temperaturama i vremenskim intervalima denaturacije, sparivanja i
umnozavanja. Koris¢eni programi umnozavanja i nazivi odredjenih regiona DNK dati

su u Tabeli 6, a odgovaraju¢i graniénici u Tabeli 7.

Tabela7. GraniCnici kori§¢eni u reakcijama lan¢anog umnozavanja DNK

naziv lokusa 5 i3’ granicnici
KM19 5" GCTGCATCATATAAGTTGCC 3’ ¥
5 AAGGCTACACTGTTAATTTT 3
E.41 5 AATGCAACAATTCACCCAATTGCTCA 3
5’ GGTTAGGTCAGAGAACAAAGCAAATT 3’
E26 5 GIGATCCAGI TIGCICTCCA 3
5 GGAATCACTCTTCCTGATAT 3
E.31 5 CAATGTGATTGGTGAAACTA 3
5' CTTCTCCTCCTAGACACCTGCAT 3
J.311 5 GTTGTTTCAAGICACTGE 8
5' CCACTGATACTGTGAGAC 3’
11i-5 5' CAACTGTGGTTAAAGCAATAGTGT 3
11i-3 5" GCACAGATTCTGAGTAACCATAAT 3’
C16B 5' GTITTCCTGGATTATGCCTGGGCAC 3
Cci6D 5 GTTGGCATGCTTTGATGACGCTTC 3’
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Obelezavanje oligonukleotidne probe radioaktivnim izotopom

Obelezavanje oligonukleotidnih proba je vrSeno fosforilacijom njihovih 5’
krajeva, pri ¢emu su kori§ceni S2PyATP sﬁéoifiénog aktiviteta 3000 Ci/mmol
(Amesham ), i T4 Polinukleotid Kinaza (USB). Reakciona sme$a zapremine 50pl je
sadrzavala 50 ng DNK probe i Tumol 32P yATP, 5ul 10x koncentrovanog reakcionog
pufera ( 500mM Tris-HCI, pH 7,5, 100 mM MgCl, i 100 mM 2-merkaptoetanol) (USB)
i 6U T4 Polinukleotid kinaze. Reakcija obelezavanja se odvijala 30 min na
temperaturi od 37°C, nakon Cega je zaustavljana dodavanjem 2 pl 0,5M EDTA .

Obelezena proba je bez dalieg prec¢i§¢avanja dodavana u hibridizacioni pufer

(Maniatis, 1982).

Hibridizacija metodom dot blot

Priprema najlonskih membrana vr§ena je po dot blot metodi (Anderson M.L.M
i Young B.D., 1985). Uzorci DNK dobijeni umnozavanjem egzona 11 CFTR gena u
volumenu od 15 pl su denaturisani jednakim volumenom 0,4 M NaOH/25 mM EDTA
i kuvanjem na 95 °C u trajanju od 10 minuta. Zatim su uzorci nano$eni u vidu tacaka
na najlonsku membranu koja je prethodno potapana u denaturacioni rastvor (0,5 M

NaOH i 1,5 M NaCl).
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Zatim je membrana potapana u 50 mM NaPi, pH 6,5, u trajanju od 20 minuta,
radi neutralizacije. ProsuSena membrana je stavljana izmedju dva 3MM papira i
suSena dva sata na 80 °C. Posle pec¢enja, najlonske membrane su ozracivane UV -
lampom, svetlo$cu talasne duzine 254 nm i snage 30 W sa rastojanja od 50 cm, u
trajanju od 1 minuta. Ovim postupkom DNK se kbvalentno vezuje za membranu.

Najlonske membrane sa DNK hibridizovane su sa radioaktivnho obreleZeni
probama po proceduri Herman-a ( Herman B. i sarad , 1986 ).

Membrane sa DNK potapane su kratko u vodu, zatim su stavljane u kesice u
koje je sipano 20 - 30 ml hibridizacionog pufera (0,5 M NaPi, 7%SDS, 1mM EDTA) i
inkubirane su 15 min na 68 °C. Zatim je pufer zamenjivan istom koli¢inom novog.
Radioaktivno obelezena proba je denaturisana u 0,5M NaOH i dodavana u
koncentraciji 1,5 x106 cpm / ml hibridizacionog rastvora. Hibridizacija je vrSena 10
do 16 ¢asova na 68 °C, uz blago muckanje. Pranje membrane puferom za pranje
(0,04M NaPi, 1% SDS) koji je prethodno zagrejan na 68 °C, vr§eno je 3 puta po 5
min. Poslednje pranje, na 68 °C, trajalo je 30 - 60 min uz lagano mucékanje, sve dok
radioaktivnost pufera ne bi opala na nivo fona. Membrane su suSene na sobnoj
temperaturi, pakovane u kesice i stavljane sa filmom za autoradiografiju ( Kodak X-

omat ) na - 70°C, na ekspoziciju preko nodi ili u trajanju od nekoliko dana.
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REZULTATI

U cilju utvrdjivanja uCestalosti mutacija ( AF508, G542X, G551D i R553X ) u
populaciji obolelih od cisti¢ne fibroze u Jquslaviji, analizirane su porodice sa
najmanje jednim detetom obolelim od cisti¢ne ffbroze, kao i porodice sa porodi¢nom
anamnezom ove bolesti . Analizirano je 105 porodica sé ukupno 325 d¢lanova, od
kojih je 96 porodica bilo nukleamog tipa, a u 9 porodica je analizirano jos jedno,
zdravo dete. Dijagnoza cistiCne fibroze je postavljaha u Institutu za zdravstvenu
zastitu majke i deteta Srbije i na Decjoj klinici Klinickog Centra Univerziteta u
Beogradu, na osnovu klinickog nalaza i rezultata znojnog testa (nivo hlorida u znoju
vedi od 60 mM).

Utvrdjivana je informativhost ovih  porodica za direktnu molekularmu
dijagnostiku cisti¢ne fibroze u narednoj trudno¢i. Ukoliko su porodice bile
neinformativne za direktnu mutacionu analizu pristupalo se indirektnoj detekciji

prisustva mutiranog gena u konkretnim porodicama, primenom analize

polimorfizama DNK u neposrednoj blizini CFTR gena.
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Analiza mutacija u okviru CFTR gena

Analiza prisustva AF508 mutacije

Analiza prisustva ove najéeS¢e mutacije u okviru CFTR gena _vréena je
pomocu reakcije lancane polimerizacije. Region koji obuhvata 97 bp oko AF508
mutacije omedjen je grani¢nicima C16B i C16D (Tab.7 ), a umnozavanje je vr§eno
pod uslovima datim u Tabeli 6 u poglavlju Materijal i metod. Dobijeni produkti
amplifikacije su zatim denaturisani na 94°C u trajanju od 5 min i omoguceno je.
ponovno sparivanje komplementarnih lanaca tokom 5 min na 64°C i tokom 2-3 sata
na sobnoj temperaturi.

Na Slici 10 prikazani su moguci proizvodi reakcije. U heterozigotnih nosilaca
mutacije AF508, osim sparivanja potpuno komplementarnih lanaca, poreklom sa
istog hromozoma, dolazi i do sparivanja lanaca sa homolognih hromozoma , koji se
medju sobom razlikuju za 3 nukleotida od potpuno sparenih. Ovako formirane
heterozavojnice pokazuju razli¢itu pokretljivost i mogu se detektovati
elektroforezom u 10% akrilamidnom gelu, kao dve sporije trake ( trake 1 i 2 ).
Produkti koji se dobijaju sa DNK homozigota za AF508 mutaciju i homozigota a
normalni alel razlikuju se po duzini za 3bp. Homozigoti formiraju samo po jednu traku

i to AF508/AF508 od 94 bp (traka 4) a homozigoti za normalni alel (N/N) od 97 bp

(traka 3). Zbog male razlike, ovakvim slu¢ajevima, tesko je sa sigurno$céu
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Slika 10. Princip analize AF508 mutacije
112 : heterozavojnice

3:97 bp

4: 94 bp
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utvrditi da li se radi o traci 3 ili 4. Zato je u ovim slu¢ajevima radjen dopunski test:
produkat amplifikacije dobijen sa DNK homozigota nepoznatog statusa mes$a se u
ekvimolarnom odnosu sa produktima amplifikacije homozigota ¢iji status je utvrdjen
( AF508/AF508 i N/N ). Pojava heterozavojnicé nam u tom slucaju daje podatak o
statusu ispitivanog homozigota. Ukoliko se heterozavojnice formiraju po mesanju sa
homozigotom za AF508, testirana osoba je homozigot za normaini alel, a ukoliko se
heterozavojnice formiraju po meSanju sa homozigotom za normalni alel, testirana
osoba je homozigot za AF508 mutaciju .

Rezultati direktne analize prisustva AF508 mutacije ilustrovani su primerima Kkoji

slede (SI. 13,14 ,15) .

97bp
94bp

Slika 13. Analiza prisustva AF508 mutacije u slu¢aju informativne porodice

1: otac ( AF508/N)

2: majka ( AF508/N)

3: obolelo dete (AF508/AF508)

Sa H je oznacgen polozaj helerozavojnica
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U prvom slucaju (SI. 13 ), oba roditelja su heterozigotni nosioci AF508 mutacije, dok
je bolesno dete homozigot za AF508 mutaciju. Porodice ovog tipa su informativne
za AF508 mutaciju, tako da se u sluc¢aju naredne trudnoc¢e direktnom mutacionom
analizom na prisustvo ove mutacije moze postaviti prenatalna dijagnoza.

Drugi primer se odnosi na porodicu kvvoja je poluinformativna za prisustvo
AF508 mutacije ( SI.14 ). U ovom sluaju majka je héterozigotni nosilac AF508
mutacije, dok otac ne nosi ovu mutaciju. Direkthom mutacionom analizom na

prisustvo AF508 mutacije, za obolelo dete se dobija slika heterozigotnog nosioca

97bp
94bp

Slika 14 Analiza prisustva AF508 mutacije u slu¢aju poluinformativne porodice
1: otac (My/N)

2: majka (AF508/N)

3: obolelo dete (AF508/M,)

*M, oznacava bilo koju mutaciju u CFTR genu, razli¢itu od AF508




AF508 mutacije. Znaci, dete obolelo od cistiCne fibroze na jednom hromozomu nosi
AF508 mutaciju nasledjenu od majke, a na drugom neku drugu mutaciju u okviru
CFTR gena , nasledjenu od oca. U ovom slu€aju nije moguée napraviti razliku
izmedju heterozigotnog nosioca AF508 mutacije i obolelog deteta (“me$ovitog”
homozigota za cistiCnu fibrozu ), pa se ne moZe raditi prenatalna dijagnostika u
narednoj trudnoéi direktnom mutacionom analizom na prisustvo AF508 mutacije.

Treci primer se odnosi na porodicu koja nije informativha za AF508 mutaciju

97bp

1 2 3

Slika 15. Analiza prisustva AF508 mutacije u slu¢aju neinformativne porodice

1: otac (My/N)

2: majka (My/N)

3: obolelo dete (My/My)

*My oznacava bilo koju mutaciju u CFTR genu, razli¢itu od AF508

(Sl. 15), $to znadi da su roditelji heterozigotni nosioci nekih drugih mutacija (My) u

okviru CFTR gena. Obolelo dete, u slucaju da su oba roditelja heterozigotni nosioci

iste mutacije, je homozigot za tu mutaciju, a u slucaju da su roditelji heterozigotni
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nosioci razli¢itih mutacija, "mesoviti” homozigot. U ovom slu¢aju direktnom
mutacionom analizom na prisustvo AF508 mutacije, nije moguce napraviti razliku
izmedju heterozigotnih nosilaca mutiranog gena, homozigota za lokus za cisti¢nu
fibrozu, i homozigota za normalni alel. Ovakav tip porodice je potpuno
neinformativan za direktnu analizu na prisustvo AF508 mutacije u narednoj trudnodi.

Prisustvo AF508 mutacije ispitivano je u svih 99 pacfjenata obolelih od
cisticne fibroze i ¢lanova njihovih porodica, kao i u 4 porodice sa porodi¢nom
anamnezom cisti¢ne fibroze. Dobijeni podaci su pokazali da 67,2% mutiranih alela
nosi AF508 mutaciju, a da je u 52 pacijenta ( 52%) ova delecija prisutna u

homozigotnom stanju.
Analiza prisustva mutacija G551D i R553X

U okviru CFTR gena postoje "vru¢a" mesta podlozna mutacijam. Jedno od
takvih mesta je i egzon 11, u okviru koga je opisano 16 mutacija. Mutacije G551D i
R553X nalaze se u egzonu 11 koji nosi deo kodiraju¢e sekvence za prvi domen za
vezivanje nukleotida. Kod G551D mutacije, taCkasta mutacija je nastala zamenom

guanina na poziciji 1784 adeninom ( G784 —A ), Sto dovodi do zamene
asparaginske kiseline glicinom na polozaju 551 u CFTR proteinu. Mutacija R553X
dovodi zamena C—T na poziciji 1789, Sto uzrokuje promenu kodona za arginin na
polozaju 553 u stop kodon. Mutacija G551D spada u mutacije koje dovode do

poremecaja u regulaciji hloridnog kanala (klasa Ill ), a R553X u mutacije koje dovode
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do poremecaja u sintezi proteina (klasa I). Obe mutacije spadaju u tzv. " teske"
mutacije tj. dovode do teskog oblika cisti¢ne fibroze.

Region koji obuhvata jedanaesti egzon, definisan je grani¢nicima datim u
Tabeli 7 i umnozava se pod uslovima navedenim u Tabeli 6. Kao produkt
amplifikacije dobija se fragment veli&ine 425 bp koji se analizira secenjem enzimom
Hinc Il (Kerem BS. i sarad., 1990). Prisustvo bilo koje od ove dve mutacije (G551D ili
R553X) dovodi do izostanka mesta koje prepoznaje restrikcioni enzim Hincll, koje je

inace normalno prisutno u ovoj sekvenci, i do pojave heterozigotne slike po digestiji.

425bp

239bp
186bp

Slika 16. Analiza prisustva G551D i R553X mutacija
Produkt umnozavanja egzona 11 (1) i njegovog secenja restrikcionim enzimom Hincll (2-6)

Da li se radi o G551D ili o R553X mutaciji moze se utvrditi se¢enjem istog produkta
amplifikacije enzimom Mbol. Ovaj enzim sece fragmente koji nose mutaciju G551D,
ali ne i fragmente sa mutacijom R553X ili normalne sekvence DNK.

Prisustvo G551D i R663X mutacija ispitivano je na DNK pacijenata obolelih od
cistiCne fibroze, kod kojih bar jedan hromozom nije nosio AF508 mutaciju. Na Slici 16

su prikazani rezultati analiziranih pacijenata koji nisu nosili ni jednu od ove dve




425bp

239bp
186bp

425bp
243bp
182bp

Slika 17. Analiza prisustva G551D mutacije
A: secenje egzona 11 enzimom Hincll:

1: umnoZeni fragment

2,3,5,7: pacijenti koji ne nose G551D ili R553X mutaciju
4: otac i
5: obolelo dete .

B:sec¢enje egzona 11 enzimom Mbol

1: standard (A/Nindlll)

2,3: umnoZzavani uzorak

4: otac

5:0bolelo dete

mutacije. Na Slici 17 je prikazan sluc¢aj jedinog pacijenta za koga je utvrdjeno da je

nosilac mutacije G551D. Po secenju umnoZenog regiona egzona 11 (425 bp)
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restrikcionim enzimom Hincll dobijena je heterozigotna slika ( 425/239/186), &to je
ukazivalo da se radi o nosiocu G551D ili R553X mutacije (SI.17A). Po sedenju
umnozenog fragmenta od 425bp enzimom Mbol dobijena je heterozigotna slika
(425/243/182) $to je dokaz da je prisutna G551D mutacija (Slika 17B). Ovaj pacijent
je na drugom hromozomu nosio AF508 mdtaciju, tj radilo se o "meS$ovitom”
homozigotu. Utvrdjeno je da otac ovog pacijenta ima genotip G551D/N (Slika 17, A
i B ), a majka AF508/N . Ova porodica je informativna za prenatalnu dijagnostiku
direktnom mutacionom analizom na prisustvo G551D i AF508 mutacije.

Mutacija G551D je otkrivena na 2 od 326 ( 0,61 %) analiziranih CF hromozoma .

R553X mutacija nije pronadjena ni na jednom od 326 ispitivanih CF hromozoma.

Analiza prisustva G542X mutacije

Pored veC opisanih G551D i R553X mutacija, u okviru egzona 11 opisana je i
G542X mutacija, gde je guanin na poziciji 1756 zamenjen timinom ( G1756—T ), $to
uzrokuje promenu kodona za glicin na polozaju 542 ( Kerem BS. i sarad.,1990 ).
Mutacija G542X spada u mutacije koje dovode do poremecdaja u sintezi poteina
(klasa ), i povezana je sa teSkom klinickom slikom cisti¢ne fibroze.

Prisustvo G542X mutacije , odredjivano je umnozavanjem regiona egzona 11,
definisanog grani¢nicima (Tab 7), pri ¢emu se dobija fragment veli¢ine 425 bp.

Prisustvo mutacije u tom fragmentu odredjuje se hibridizacijom kako sa
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Slika 18. Analiza prisustva G542X mutacije
N: hibridizacija sa oligonukleotidnom probom komplementarnom normalnoj sekvenci u
okviru egzona 11 CFTR gena
G542X:hibridizacija sa oligonukleotidnom probom komplementarnomsekvenci koja sadrZi
mutaciju.
+/—: heterozigot za G542X mutaciju
—/—: homozigot za normalnu sekvencu.
oligonukleotidnom probom koja je komplementarna normalnoj sekvenci, tako i sa
oligonukleotidnom probom koja je komplementarna mutiranoj sekvenci. Na Slici 18
su prikazani rezultati analize prisustva G542X mutacije ASO hibridizacijom metodom
dot blota.

Analiza prisustva G542X mutacije vrsena je na DNK pacijenata obolelih od

cisticne fibroze, od kojih bar jedan hromozom nije nosio AF508 mutaciju. Prisustvo

ove mutacije je utvrdjeno na 21 od analiziranih 326 CF hromozoma, (6,44 % ), ito u
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heterozigotnom stanju. Nije otkriven nijedan slu¢aj homozigota za G542X u uzorku
ispitivanih pacijenata. U tri pacijenta obolela od cisti¢ne fibroze G542X mutacija je
bila u kombinaciji sa AF508 mutacijom, a u 7 pacijenata nije definisana mutacija na
homolognom hromozomu.

Na osnovu analize prisustva mutacija AF508, G542X, G551D i R553X u

naSem uzorku pacijenata obolelih od cisti¢ne fibroze i ¢lanova njihovih porodica

utvrdjena je njihova pojedinacna i zbirna uc¢estalost.

Tabela 8 . Zastupljenost analiziranih mutacija u okviru CFTR gena

mutacija CF hromozomi zbirna
br. % uCestalost
. (%)
AF508 252/375 67,2 67,2
G542X 21/326 6,4 72,8
G551D 2/326 0,6 73.4
R553X 0/325 0 734

Od ukupno analizirana 375 hromozoma, mutacija AF508 mutacija je bila prisutna u
67,2%, a od ukupno analizirana 326 hromozoma, mutacija G542X je otkrivena u
6,4%, a mutacija G551D u 0,6%, dok mutacija R553X nije identifikovana ni na
jednom od 325 analiziranih hromozoma. Ovi podaci daju zbimu udestalost

navedenih mutacija, od 73,4% (Tab. 8).




Indirektna detekcija prisustva mutiranog CFTR gena

Analiza polimorfizama DNK u blizini CFTR gena

Za porodice koje su bile neinformativne za direktnu mutacionu analizu
primenjivana je indirektna detekcija prisustva mutiranog CFTR gena. Za analizu su

kori§¢eni polimorfizmi DNK (RFLP markeri) u blizini CFTR gena, navedeni u Tabeli 9.

Tabela 9 Polimorfni lokusi (RFLP) u blizini CFTR gena

udaljenost veli¢ina umnozenog fragmenta
lokus od CFTR enzim (bp)

gena (kb) a b
KM19 226 Pstl 950 (650+300)
E26 195 Mspl 650 (490+160)
E4.1 135 Mspl a7y - (204+173)
e 100 Xbal 860 (610+250)
J3.11 850 Pstl 380 (230+150)

* a) veli¢ina umnoZenog fragmenta
b) moguce veliCine fragmenata dobijenih se¢enjem odgovarajuéim restrikcionim enzimom

Ovi regioni su umnozavani PCR metodom, kori§¢enjem grani¢nika &ije su sekvence
date u Tabeli 7 u poglavlju Materijal i metod. U Tabeli 9 su takodje navedene i

veliCine fragmenata DNK dobijenih umnoZavanjem, kao i veli¢ine moguéih
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produkata digestije odgovaraju¢im restrikcionim enzimom. Ovi regioni se nalaze u
neposrednoj blizini CFTR gena ( Tab. 9 ), $to ih &ini izuzetno pouzdanim genskim
markerima za indirektno  pra¢enje nasledjivanja mutiranog gena u rizi¢nim

porodicama.

Analiza polimorfizma regiona KM19

UmnoZavan je region veliCine 950 bp oko polimorfnog mesta koje
prepoznaje enzim Pstl u regionu KM19 u genomskoj DNK pacijenata obolelih od
cisti¢ne fibroze i njihovih roditelja , a u nekim sluéajevima i u klini¢ki zdrave brace i
sestara. Po 100-200 ng dobijenog PCR produkta obradjivano je restrikcionim
enzimom Pstl. Rezultati dobijeni analizom jedne od 53 testirane porodice prikazani
su na Slici 19. Po umnoZavanju KM19 regiona genomske DNK oca i secenju
dobijenog produkta enzimom Pstl, dobijen je samo osnovni fragment veli¢ine 950
bp. Ovaj rezultat pokazuje da je otac homozigotan za duzi fragment ( genotip 1/1),
tj. da ni jedan od ocevih hromozoma 7, u okviru regiona KM19, nema ocuvano
restrikciono mesto koje prepoznaje enzim Pstl. Po umnozavanju KM19 regiona
majke i po secenju dobijenog produkta enzimom Pstl, dobijeni su fragmenti veli¢ine
650 i 300 bp, $to ukazuje da je rertrikciono mesto za enzim Pstl o¢uvano na oba

hromozoma majke, tj. da je majka homozigotna za kraci fragment (. genotip 2/2).
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950bp
650bp

300bp

Slika 19. Analiza polimorfizma KM19/Pstl

1: otac

2:majka,

3:0bolelo dete

Analizom obolelog deteta utvrdjeno je da je obolelo dete heterozigotno za
KM19/Pstl polimorfizam (950/650/300), tj da ima genotip 1/2. Iz ovih rezultata se

moze zakljuciti da konkretna porodica nije informativna za ispitivani polimorfizam, jer

¢e svi potomci ( CF/CF, CF/N i N/N) biti istog genotipa (1/2).

Analiza polimorfizma regiona E 2.6

Segment DNK, veli¢ine 650 bp, koji obuhvata polimorfno mesto koje

prepoznaje enzim Mspl u regionu E 2.6, umnoZavan je u genomskoj DNK
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650bp
490bp
160bp

Slika 20 . Analiza polimorfizma E2.6/Mspl

1: majka

2: olac

3: dete obolelo od cisticne fibroze

pacijenata obolelih od cisti¢ne fibroze i njihovih roditelja. Sekvence grani¢nika i uslovi
reakcije lan¢anog umnozavanja DNK dati su u poglavlju Materijal i metode. Rezultati
analize ovog polimorfizma prikazani su na primeru jedne od 53 ispitivanih porodica
(8l.20)

Po umnozavanju regiona E 2.6 genomske DNK sva tri ¢lana rizi¢ne
porodice, i obradom restrikcionim enzimom Mspl, utvrdjeno je da su majka i
obolelo dete homozigoti za kraci fragment ( genotip 2/2 ), dok je otac heterozigot za
ovaj polimorfizam ( genotip 1/2). Ispitivana porodica je poluinformativna za ispitivani

polimorfizam, tj. na osnovu ovih rezultata moZze se predvideti da ¢e potomci

genotipa 1/2 biti ili heterozigotni nosioci mutiranog CFTR gena ili homozigotni
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nosioci zdravog alela, a potomci genotipa 2/2 homozigotni , ili heterozigotni nosioci

mutiranog CFTR gena.

Analiza polimorfizma regiona E 4.1

Region E4.1 se nalazi 135 kb uzvodno od CFTR gena i sadrZi polimorfno
mesto koje prepoznaje restrikcioni enzim Mspl. Reakcijom lan¢anog umnoZavanja

dobija se fragment veli¢ine 377 bp, koji se u slu¢aju prisustva Mspl mesta sece na

377bp
204bp
173bp

Slika 21. Analiza polimorfizma E4.1/ Mspl
1: otac (1/2)

2: majka (1/2)

3: obolelo dete
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fragmente veli¢ine 204 i 173 bp. Rezultati analize E.41/Mspl polimorfizma su
ilustrovani na primeru jedne od 53 analizirane porodice ( S| 21). Otac i majka su
heterozigotni za ispitivani polimorfizam (genotip 1/2 ), a obolelo dete je homozigot za
krace fragmente (2/2). Analizirana porodica je informativna za analizirani
polimorfizam, $to znaci da ¢e potomci genétipa 1/2 biti heterozigotni nosioci a
potomci genotipa 2/2, homozigotni nosioci mutiranog CFTR gena, dok ¢e potomci

genotipa 1/1 biti homozigotni za normalan alel.

Analiza polimorfizama E3.1 regiona

Region E3.1 umnozavan je reakcijom lananog umnozavanja DNK
koriS¢enjem odgovaraju¢igh graninika, pri ¢emu se dobija fragment veli¢ine 860
bp. Ovaj fragment po secenju Xbal enzimom, ukoliko je prisutno restrikciono mesto
daje fragmente veliCine 610 i 250 bp. Na Slici 22 je prikazana analiza ovog regiona
kod jedne od 53 testirane porodice. Utvrdjeno je da je otac heterozigot za ovaj
polimorfizam (860/610/250) ( genotip 1/2 ), dok su majka i obolelo dete homozigoti
za duzi fragmé‘/rﬂwt (860) ( genotip 1/1). Ova porodica je poluinformativha za E 31/Xbal
polimorfizam, tj potomci genotipa 1/1 bi bili ili homozigotni ili heterozigotni nosioci,

dok bi potomci genotipa 1/2 bili heterozigotni nosioci mutiranog CFTR gena.




860bp
610bp

250bp

Slika 22, Analiza polimorfizma E3.1/Xbal
1: otac,

2: majka,

3: obolelo dete

Analiza polimorfizma regiona J.311

Umnozavanjem  specificnog fragmenta regiona J.311, pod uslovima
opisanim u poglavlju Materijal i metod, dobija se fragment veli¢ine 380 bp. Ukoliko je
prisutno restrikciono mesto koje prepoznaje enzim Pstl, po obradi ovog fragmenta
sa Pstl dobice se fragmenti veli¢ine 230 bp i 150 bp. Analiza ovog polimorfizma

ilustrovana je primerom informativne porodice, na Slici 23 .
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380bp

230bp

150bp

Slika Analiza polimorfizma J311/Pstl

1: otac

2: majka

3: obolelo dete

Za roditelje je utvrdjeno da su heterozigoti za ispitivani polimorfizam ( genotip 1/2 ),
dok je obolelo dete homozigotno za prisustvo mesta koje prepoznaje enzim Pstl
(genotip 2/2 ). Na osnovu ovih rezultata se moze zakljuciti da se u ovoj porodici,

mutirani CFTR gen nasledjuje vezano za krac¢i alel ovog polimorfizma, §to se moze

koristiti za prenatalnu dijagnozu u narednoj trudnodi.
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Prenatalna dijagnostika cisticne fibroze

Na osnovu rezultata direktne mutacione analize ( AF508, G542X, G551D,
R553X) utvrdjeno je da su 52 porodice informativne za prisustvo ispitivanih mutacija
(Tab. 9) i njima je savetovana prenatalna dijagnostika cisti¢ne fibroze direktnom
mutacionom analizom u narednoj trudnod¢i u prvom trimesfru.

Od 53 porodice neinformativne za direktnu mutacionu analizu , tj. u kojima
bar jedan od roditelja nije nosio neku od ispitivanih rﬁutacija, (Tab. 10) primenjivan
je indirektan metod geneticke analize. U ovakvim slu¢ajevima neophodna je analiza
DNK obolelog deteta. Prvi zadatak u takvoj analizi je nalazenje polimorfizma za koji
je konkretna porodica informativna. Ukoliko se utvrdi polimorfizam za koji je porodica
informativna, savetuje se prenatalna dijagnoza u narednoj trudno¢i u prvom
trimestru.

Ukoliko se trudnica javi u drugom trimestru trudnoce, ili se radi o trudnoci sa
velikim rizikom da dodje do prekida pri aspiraciji horionskih resica, sprovodi se
amniocenteza. Od informativnih porodica, bilo za direktnu ili indirektnu molekularnu
dijagnostiku cisti¢ne fibroze, 32 ( 34.4%) se opredelilo za prenatalnu dijagnostiku u
narednoj trudnodi, s tim Sto se 6 porodica javilo na prenatainu dijagnostiku 2 puta, a

1 porodica tri puta.

Prenatalne dijagnoze cisti¢ne fibroze, bilo direktnom mutacionom analizom,
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Tabelal0. Podaci o informativhosti porodica na prisustvo AF508 mutacije za

prenatalnu dijagnostiku cisti¢ne fibroze

informativnost za AF508 broj/ukupan %
broj
informativne porodice 52/105 49,5
poluinformativne porodice 34/105 304
neinformativne porodice 19/105 18,1

bilo indirektnom genetickom analizom, radjene su u 40 sluCajeva. Dijagnoze su
postavljene na osnovu analize DNK izolovane iz ¢elija amnionske te¢nosti u 5

sluCajeva, kulture amnionskih ¢elija u 15, i ¢elija horionskih resica u 20 slucajeva.

Direktna prenatalna dijagnostika cisti¢ne fibroze analizom prisustva

AF508 mutacije

Analizom 101 porodice sa ve¢ jednim detetom sa cistiCnom fibrozom i 4
porodice sa porodicnom anamnezom cisti¢ne fibroze u kojima indeks slu¢aj nije bio
dostupan za analizu DNK, utvrdjeno je da su 52 porodice ( 49.5 %) informativne
(Tab.10) za prenatalnu dijagnostiku cisti¢ne fibroze direktnom mutacionom analizom
na prisustvoAF508 mutacije. Prenatalna dijagnoza je postavijena u 25 rizi¢ne

porodice, pri Cemu se 6 porodica javilo na prenatalnu dijagnostiku u dve trudnode.
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Tabela 11 . Rezultati prenatalne dijagnoze cisti¢ne fibroze analizom prisustva AF508

mutacije
uzorak AF508/AF508 AF508/N N/N
horionske resice 5¢ 10 3
amnionska te¢nost 2 i Z
kultura ¢elija amnionske 1 4 3
tecnosti

Direktna analiza prisustva AF508 mutacije je wvrSena na fetalnoj DNK
izolovanoj iz ¢elija horionskih resica u 18 slu¢ajeva, pri ¢emu je u 5 utvrdjeno da se
radi o homozigotnom nosiocu ove mutacije, u 10 slucajeva fetus je bio heterozigotni
nosilac mutacije, a u 3 slucaja homozigotan za normalni alel. Prisustvo AF508
mutacije je utvrdjivano iu 13 uzoraka amnionske teCnosti. Rezultati direktne analize
prisustva AF508 mutacije su otkrili da je fetus homozigot za AF508 mutaciju u 3
slu¢aja, heterozigotni nosilac AF508 mutacije u 5 slu¢ajeva, a homozigot za
normalan alel u 5 slu¢ajeva ( Tab.11). ‘

Na Slikama 24 i 25 prikazana su dva sluCaja prenatalne dijagnostike direktnom
mutacionom analizom na prisustvo AF508 mutacije. U prvom slucaju ( Slika 24 ) radi
se o porodici sa ve¢ jednim rodjenim detetom obolelim od cisti¢ne fibroze koja je
analiziranu u pogledu informativnosti na prisustvo AF508 mutacije. Utvrdjeno je da
je porodica informativha na prisustvo ove mutacije i savetovana je prenatalna

doijagnostika u narednoj trudno¢i. U narednoj trudnodi uradjena je aspiracija
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97bp
94bp

Slika 24. Prenatalna dijagnostika cisticne fibroze direktnom mutacionom analizom
na prisustvo AF508 mutacije.

1: fetus (AF508/N)

2: obolelo dete (AF508/AF508)

3: otac (AF508/N)

4: majka (AF508/N)

horionskih resica i izvrSena analiza na prisustvo AF508 mutacije na uzorku fetalne
ANK. Utvrdjeno je da fetus heterozigotni nosilac mutacije kao i roditelji.

Arugi primer ( Sl 25 ) se odnosi na porodicu u kojoj je postojao anamnesticki -
podatak o cisticnoj fibrozi, ali obolelo dete nije bilo dostupno za analizu. Ova
porodica je imala jo$ jedno dete bez klini¢kih znakova bolesti, a majka je ve¢ bila u
15. nedelji trudnoce. Stoga je ova porodica analizirana na prisustvio AF508 mutacije
i utvrdjeno je da su roditelji heterozigoti za ovu mutaciju, a dete bez klinickih znakova
bolesti , homozigot za normalni alel. IzvrSena je amniocenteza, i analizom fetalne

ANK' utvrdjeno da je fetus homozigot za AF508 mutaciju, $to je kasnije potvrdjeno i

na abortiranom materijalu.
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97bp
94bp

Slika 25. Prenatalna dijagnostika cistiCne fibroze direktnom mutacionom analizom

na prisustvo AF508 mutacije

1. fetus (AF508/AF508)

2. fetus + N/N (umnozena ANK fetusa pomesana sa umnozenom ANK homozigota za
normailni alel)

3. otac (AF508/N)

4. majka (AF508/N)

5. zdravo dete (N/N)

Indirektna prenatalna dijagnostika cisti¢ne fibroze

Od 53 porodice neinformativne za direktnu mutacionu analizu u narednoj
trudnodi, 34 (82,9%) bilo informativno, a 7 (17,1 %) neinformativho za indirektnu
genetiCku analizu. Ovim porodicama, informativnim  za jedan ili vide ANK
polimorfizama u neposrednoj blizini CFTR gena, savetovana je prenatalna

dijagnostika cisti¢ne fibroze indirektnom metodom.
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Kori¢enjem ovog pristupa obradjeno je 7 porodica, pri ¢emu se jedna
porodica 3 puta javljala na prenatalnu dijagnozu. Analizirano je 9 uzoraka fetalne
DNK, i to 2 uzorka DNK izolovane iz horionskih resica i 7 iz kulture ¢elija amnionske
teCnosti. Utvrdjeno je da je fetus oboleo od cisti¢ne fibroze u 2 sludaja, da je

heterozigotni nosilac mutiranog genau 7 slucajeva (Tab. 12).

Tabela 12 . Rezultati prenatalne dijagnostike cisti¢ne fibroze RFLP analizom

uzorak CF heterozigotni nosilac  homozigotninosilac
il s e e R N o normainog_alela__
horionske resice : e -

amnionska te¢nost - L 5
kultura celija

amnionske 2 5 -
tecCnosti

Indirektni pristup u prenatalnoj dijagnostici cisticne fibroze je ilustrovan
primerom prikazanim na Slici 26. Na Slici 26 je primer porodice informativne za
polimorfizam KM19/Pstl. Roditelji su heterozigotni za navedeni polimorfizam (1/2), a
obolelo dete homozigot za kraci alel (2/2), §to je utvrdjeno analizom informativnosti
porodice, i savetovana je prenatalna dijagnostika u narednoj trudnodi indirektnom
detekcijom prisustva mutiranog gena. Analiza fetalne DNK je pokazala da je fetus
heterozigot za polimorfizam KM19/Pstl, tj, da se na agaroznom gelu dobija isti

raspored traka kao i kod roditelja (1/2), Sto znaci da je fetus heterozigotni nosilac

mutiranog CFTR gena.
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950bp
650bp

300bp

Slika 26 Prenatalna dijagnostika cisti¢ne fibroze analizom polimorfizma KM19/Pstl
otac (1/2)

majka(1/2)

obolelo dete (2/2)

fetus (1/2)

B NG -

U okviru porodica u kojima je radjena prenatalna dijagnostika cisti ¢ne fibroze,
6 porodica je imalo i dodatni rizik zbog godina trudnice (preko 35), pa je bilo
indikovano raditi i amniocentezu u , a u jednom slu€aju je postojao i dvostruki rizik jer
je trudnica bila nosilac balansirane translokacije. U svim slu¢ajevima u kojima je
utvrdjeno da je fetus oboleo od cistiCne fibroze bracni parovi su se odludili na prekid

trudno¢e. U 10 sluCajeva, radjena je amniocenteza jer su se trudnice javile
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ginekologu u drugom trimestru trudnoce tj. suviSe kasno za aspiraciju horionskih

resica, a u 4 trudnoce je informativnost porodice utvrdjivana u toku trudnode, s tim

8to dva indeks sluc¢aja nisu bila dostupna za analizu.
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DISKUSIJA

Ucestalost AF508 mutacije i geneticki skrining

Kao $to je ve¢ pomenuto, ucestalost mutacija u CFTR genu, varira medju
razli¢itim populacijama. Nasa ranija istrazivanja, sprovedena na 176 CF hromozoma
utvrdila su prisustvo AF508 mutacije na oko 70% CF hromozoma (Brukner-Dabovi¢
B.,i sarad.,1992), a rezultati ovog istrazivanja na 375 CF hromozoma su utvrdili
nesdto nizu zastupljenost ove mutacije (67,2%) u populaciji Jugoslavije. Ucestalost
AF508 mutacije u nasoj populaciji je signifikantno viSa u odnosu na druge
jginoevropske populacije, u kojima iznosi izmedju 50% i 60% (EWGCFG,1990;
Simova L i sarad.,1990), ali je jo$ uvek niza u odnosu na zemlje centralne i severne
Evrope u kojima iznosi od 70% do 88% ( Estevill X., 1993 ).

Mutacija koja je druga po zastupljenosti u nasoj populaciji je G542X. U nasim
ranijim istrazivanjima na manjem uzorku od 30 CF hromozoma utvrdjena je njena
zastupljenost od 4% ( Brukner-Dabovi¢ B. i sarad.,1992), a u ovom istrazivanju
analizom 326 hromozoma utvrdjena je zastuplienost ove mutacije od 6,4%.
Ucestalost mutacije G542X u naSoj populaciji je najpribliznija ucCestalosti ove
mutacije u populaciji juzne ltalije od 5,7% (Castaldo G. i sarad,1996), znacajno
veda u odnosu na udestalost u opstoj populaciji koja se kre¢e od 2,3% do 3,2 %

(Kerem BS. i sarad.,1990; Tsui LC.,1992), a niza u odnosu na vrednosti dobijene za

populaciju épanije od 8,8% (Cassals T.i sarad., 1993).
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Mutacija G551D je identifikovana sa ucestalo$¢u od 0,61% u nasoj populaciji
$to je nize nego u opstoj populaoiji (2,6% - 2,9%) (Cutting GR. i sarad.,1990; Tsui
LC., 1992), a viSa u odnosu na populaciju severoistoCne ltalije (0,44%)
(Bonizzato,A. i sarad., 1995) iépanije (0,5%) (Estivill X., 1993).

Mutacija R553X, koja je u opstoj po:pulaciji prisutna sa ucestalo$¢u od
0,9%-1.6% (Cutting GR i sarad,1990; Tsui LC.,1992), nije otkrivena u uzorku
obuhvaéenim nasim istrazivanjem.

Zbima ucestalost ispitivanih mutacija u naso] populaciji iznosi 73,4%. U
zemljama u kojima AF508 mutacija i druge mutacije, poput G551D, N1303K, R553X
i G542X cine 85-90% CF hromozoma, genetlcki skrining na ove mutacije otkriva
vecinu nosilaca . Medjutim, u populacijama u kojima je jo$ uvek nepoznato oko 35%
mutacija (region Mediterana i istoéna Evropa), viSe od 50% porodica nije
informativno, oko 45% porodica je semiinformativno, a oko 12 % neinformativno za
mutacionu analizu (Estivill X. 1993; Tsui LC., 1994). U populaciji obuhva¢enoj nasim
istraZzivanjem, 49,5% porodica je bilo informativno za AF508 mutaciju, 33%
semiinformativno, a 18,1% neinformativno za naj¢e$¢u mutaciju u okviru CFTR gena.
Ovi podaci ukazuju da je i u nasoj populaciji potrebno identifikovati nepoznate
mutacije, jer zbirna zastupljenost ispitivanih mutacija od 73,4% nije dovoljna da bi
se sprovodio populacioni skrining. Stoga bi - bilo racionalno,u prvom koraku,
skrinovati nasu populaciju na prisustvo preostale 4 naj¢esée mutacije ( Al507,

W1282X, 1717-1 (GtoA) i N1303K) koris¢enjem komercijalnih kitova (Innogenetics,

Johnson&Johnson) koji su se nedavno pojavili na trzistu.
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U drugom koraku, ukoliko zbirna zastupljenost ovih mutacija nije veéa od
90%, za mutacije koje ostanu neidentifikovane, treba primeniti neki od metoda za
indirektnu detekciju prisustva mutacija u pojedinaénim egzonima (DGGE, SSCP,
CCM), a za egzone u kojima se otkrije prisustvo mutacija, sekvenciranje da bi se one
okarakterisale. |

lzmedju ostalog, postavlja se pitanje koji broj mutacija treba rutinski testirati
pri analizi rizi¢nih porodica. U SAD najvedi broj laboratorija testira 10 -30 mutacija,
koris¢enjem PCR metodologije u kombinaciji sa ASO hibridizacijom. Za svaku
populaciju je potrebno prvo utvrditi relativnu ucestalost pojedinih mutacija, a zatim
analizirati maksimalan broj mutacija bez velikih dodatnih troSkova. U SAD se
analizom 20-30 mutacija otkriva oko 87% CF hromozoma udruzenih sa klasi¢nim
fenotipom. Rezultati nasih istrazivanja pokazuju da je sa dijagnostickog i
ekonomskog stanovista u nasoj populaciji, dok se daljom analizom ne otklrije
preostalih 27,6% nepoznatin mutacija, opravdano u rizi€nim porodicama vrSiti
skrining na AF508 mutaciju, s obzirom na njenu uc¢estalost.

U pogledu skrininga ha G542X mutaciju, koja je druga po ucestalosti u nasoj
populaciji, mislienja smo da je kori§¢enje metoda indirektne detekcije mutacija u
okviru CFTR gena, metoda izbora u odnosu na direkinu detekciju G542X mutacije.
Ovom stavu ide u prilog i podatak da je 82,9% analiziranih porodica bilo informativno
za indirektnu geneti¢ku analizu. Podaci koji se odnose na populaciju severne ltalije,
gde je potrebno direkino detektovati 22 mutacije da bi se otkrilo 90,2% CF
hromozoma (Bonizzato i sarad.,1995), takodje ukazuju da populacioni skrining na

nosioce mutiranog CFTR gena u ovom delu Evrope ne bi bio ekonomican.
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Preporuka je da populacioni skrining na nosioce mutiranog CFTR gena ne treba
preduzimati dok ne bude otkriveno 95% mutacija, kada bi bilo moguce otkriti 90%

rizicnih parova ( Workshop on Population Screening for CF gene, 1990 ).

Problemi prenatalne dijagnostike

U najve¢em broju slucajeva dijagnoza cisti¢ne fibroze se postavlja na osnovu
klinickog nalaza i rezultata znojnog testa. Pacijente sa dijagnozom cisti¢ne fibroze
treba analizirati primenom molekularno-genetskih metoda iz vise razloga. Kao prvo,
da bi se utvrdila informativnost porodice za prenatalnu dijagnostiku cisti¢ne fibroze u
narednoj trudnodi. Genotipizacija pruza moguénost prognoze bolesti u pogledu
funkcije pankreasa, kao i analize brace i sestara obolelog deteta tj. otkrivanje
nosilaca mutiranog gena. U pogledu genotip/fenctip korelacije za 4 mutacije

obuhvaéene nasim istrazivanjem (AF508, G542X, G551D i R553X), zasad nisu

utvrdjene znacajne medjusobne razlike u pogledu funkcije pankreasa, bez obzira da
li se radilo o homozigotima ili meSovitim heterozigotima za ispitivane mutacije (The
CF genotype -Phenotype Consortium, 1993). Jedino je uoCena negativna korelacija
izmedju prisustva G551D mutacije i mekonijalnog ileusa, kao i to da se u pacijenata

koji nose ovu mutaciju insuficijencija pankreasa javlja u kasnijem Zzivotnom dobu

(Hamosh A. i sarad., 1992). OpS&te uzevsi , prognosti¢ko i prenatalno savetovanje
porodica u kojima je rodjeno dete sa bilo kojom kombinacijom ispitivanih mutacija

se svodi na to da im treba predociti da ¢e se insuficijencija pankresa verovatno

) J




javiti u ranom Zivotnom dobu, dok se prognoze u pogledu funkcije pluca, zbog velike
varijabilnosti u klini¢koj slici ne mogu davati.

U izvesnim slucajevima mutaciona analiza se moze koristiti i za postavljanje
dijagnoze cisti¢ne fibroze, kada nije moguce izvesti znojni test, pogotovo kod
novorodjencadi, i kada se sumnja na cistiCnu fibrozu, ali se na osnovu klinickog
nalaza i rezultata znojnog testa ne moZe sa sigurnod¢u tvrditi da se radi o ovoj
bolesti. Ukoliko se u takvim slu¢ajevima identifikuju mutacije na oba hromozoma,
moze se postaviti dijagnoza cisticne fibroze. Medjutim, ukoliko se patoloska
promena otkrije samo na jednom homozomu, ovakav nalaz ne iskljuCuje da se
mozda radi o cisti¢noj fibrozi, tj da drugi hromozom nosi neku za sada
neidentifikovanu mutaciju.

i U nasim istraZivanjima imali smo slu¢aj porodice sa nejasnom dijagnozom
cisticne fibroze. Dete je imalo grani¢ni nalaz znojnog testa, ali nije bilo drugih
znakova bolesti. Mutaciona analiza na AF508, G542X, G551D i R553X mutaciju
otkrila je da su dete i otac heterozigotni nosioci G542X mutacije. lako u majke nije
detektovano prisustvo testiranih mutacija, to ne iskljucuje moguénost da ona nosi
neku jo$ neidentifikovanu " blagu" mutaciju koju je prenela na dete. Analiza
polimorfizama DNK (KM19/Pstl, E41/Mspl, E31/Xbal, E26/Mspl i J311/Pstl) u ovoj
porodici, nije otkrila prisustvo visoko rizicnog haplotipa, ali to takodje ne iskljucuje
dijagnozu cisti¢ne fibroze. Ono §to je vazno naglasiti, jeste da se ovoj porodici moze

savetovati amniocenteza u narednoj trudnoci u cilju odredjivanja nivoa mikrovilarnih

enzima, posSto se ona tretira kao neinformativna za molekularnogenetsku analizu. U
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ovom slucdaju, detetu takodje treba savetovati testiranje partnera kada bude doslo u
reproduktivni period i planiralo svoju porodicu.

Jo$ uvek nema podataka koji procenat porodica se odlu€uje za prenatalnu
dijagnozu u rizi¢nim populacijama, i u kom procentu se parovi odlucuju na prekid
trudnoce ukoliko se utvrdi da je fetus obolec;v od cistiCne fibroze. Jedino postoji
podatak da se vrlo mali broj parova odluuje na prekid trudnoce ukoliko se utvrdi da
je fetus heterozigotni nosilac jedne mutacije. U naSem uzorku, svi parovi kod kojih se
utvrdilo da je fetus oboleo od cisti¢ne fibroze su se odlucili za prekid trudnoce.
Takodje smo zapazili, premda na$ uzorak nije veliki, da se parovi kod kojih je radjena
prenatalna dijagnoza ponovo javljaju u narednim trudno¢ama. Samo oko trecina
rizinih porodica se javi za prenatalnu dijagnostiku (32 porodice od 105 analiziranih).
Da li je to rezultat toga Sto se rizicne porodice retko odlu¢uju na slede¢u trudnocu i
pored mogucénosti prenatalne dijagnostike, ili nedovoljne informisanosti o
moguénostima prenatalne dijagnostike cisti¢ne fibroze nismo bili u moguc¢nosti da
utvrdimo. Bas$ iz tog razloga je potrebno voditi registre rizinih porodica, i povremeno
slati obavestenja o moguc¢nostima prenatalne dijagnostike cisti¢ne fibroze u
narednoj trudnodi, sa naglaskom da je rizik za radjanje obolelog deteta u svakoj
trudnodi isti i da iznosi 1:4. Takodje ih treba podseéati da se braca i sestre obolelog
deteta, za koje je utvrdjeno da su heterozigotni nosioci mutacije obavezno jave radi
testiranja partnera, kad budu planirali svoju porodicu.

U prenatalnoj dijagnostici cisti¢ne fibroze u rizicnim porodicama, najidealnije
je planirati trudnocu kada su svi relevantni ¢lanovi porodice testirani i kada je

utvrdjena informativnost porodice. Time se smanjuje napetost u porodici i trudnica
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manje izlaze stresu. Medjutim, u praksi se Cesto desava da se molekularna analiza
porodice vrSi u toku trudnoce. Ukoliko je DNK indeks sluCaja dostupna za analizu,
postoji realna Sansa da porodica bude informativna bilo za direktnu, bilo za
indirektnu geneticku analizu. U naSem uzorku, 49,5% porodica bilo je informativno
za direktnu mutacionu analizu, a 82,9% porodica je bilo informativno za RFLP
analizu. Ali, ako se radi o paru kod koga postoji samo anamnesti¢ki podatak o
cisticnoj fibrozi, ukoliko mutaciona analiza ne pokaZe da su oboje nosioci testiranih
mutacija, ili se utvrdi da je samo jedan partner nosilac , ne moze se sprovoditi
prenatalna molekularna dijagnostika jer se ne moze predvideti status fetusa.

U indirektnoj genetickoj analizi neophodan uslov je analiza uzorka DNK
obolelog deteta, $to u praksi nije uvek sludaj. Cak i kada je DNK indeks slucaja
dostupna za analizu, porodica je informativha samo ukoliko su roditelji heterozigoti, a
obolelo dete homozigot za testirani polimorfizam DNK.

Jedan od osnovnih problema u prenatalnoj dijagnostici naslednih bolesti
metodama rekombinantne DNK je uzimanje i dobijanje DNK uzorka . Zahtevi za
koli¢inom i kvalitetom DNK se razlikuju u zavisnosti od tehnika koje se primenjuju u
daljoj analizi . Za analizu i Southernovom tehnikom, potrebne su vece koli¢ine
horionskih resica i amnionske te¢nosti, a izolovana DNK mora biti dobrog kvaliteta. U
nasim prvim istrazivanjima utvrdjivanja informativnosti porodica za RFLP analizu
razli¢itim DNK markerima, primenom Southernove tehnike, bile su potrebne znatno
vece koli¢ine DNK (30pg -50pg) dobijene iz 10 ml krvi , dobrog kvaliteta, (Brukner-
Dabovi¢ B. i sarad., 1989). Problem koli¢ine DNK za analizu, narodito dolazi do

izrazaja u prenatalnoj dijagnozi, kada se fetalna DNK izoluje iz horionskih resica,
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odakle je prinos daleko manji (0,7ug/mg tkiva) (Old JM.,1986 ). Iz navedenih
razloga, tehnika po Southernu se sve viSe zamenjuje PCR tehnikom, za &iju primenu
su potrebne daleko manje koli¢ine DNK ( 0,1 - 1 ug), tako da nam je sada za ove
analize potrebno 0,5 ml krvi, a koli¢ina horionskih resica nije viSe kritina
(Radojkovi¢ D. isarad., 1996).

U prenatalnoj dijagnostici cisti¢ne fibroze i drugih monogenskin oboljenja,
potencijalno vrlo vredan materijal za izolovanje DNK, u slu¢ajevima kada indeks
slucaj nije dostupan za analizu, su uzorci krvi na filter papiru iz skrininga na
fenilketonuriju i kongenitalni hipotireoidizam (Radojkovi¢ D. i sarad., 1994 ).

Vrlo vaZzan problem o kome treba voditi raduna u prenatalnoj dijagnostici jeste
mogucénost kontaminacije uzoraka amnionske te¢nosti i horionskih resica majéinom
krvlju ili tkivom, ili nekom stranom DNK. Problem kontaminacije maj¢inim ¢elijama se
moze izbeli  preciznim odvajanjem horionskih resica od tkiva decidue, i
izbegavanjem kultivisanja horionskih resica jer u kulturi horionskih resica moze dodi
do nadrastanja maternalnih celija. U slu¢aju amniocenteze, kontaminacija se
smanjuje viSestrukim ispiranjem taloga amniocita pri centrifugiranju amnionske
teCnosti.

U poslednje vreme se intenzivno radi na neinvazivnim metodama izolovanja
DNK iz fetalnih Celija, prisutnih u perifernoj cirkulaciji trudnice (Cheung MC. i
sarad.,1996), $to Ce eliminisati neke od ovih problema, ali verovatno otvoriti i neke
nove. Vrlo vaZan element u prenatalnoj dijagnostici cistiCne fibroze je vreme
potrebno za dobijanje rezultata. Idealan metod u tom smislu bi bio onaj koji bi

predstavijao kombinaciju dobijanja fetalnih ¢elija neinvazivnom metodom, $to ranije
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u trudnodi, izolovanja fetalne DNK u §to kra¢em roku, i primene brzog i pouzdanog
dijagnosti¢kog postupka. Medjutim, ukoliko je potrebno vrsiti i citogenetsku analizu
usled rizika za hromozomsku aberaciju, obavlja se amniocenteza u 16.-18. nedelji
trudnoce, a c¢elije amnionske te¢nosti kultiviSu 2-3 nedelje. Koris§¢enjem nevijabilnih
¢elija prisutnin u supernatantu kulture c¢elija amnionske te¢nosti, posle 7 dana
kultivacije, kao izvora DNK za PCR, moguce je skratiti vieme za dobijanje rezultata
prenatalne dijagnoze cisti¢ne fibroze sa 2-3 nedelje na 7 dana ( Kusi¢ J. i sarad.

1996).

Geneticko savetovanije rizi¢nih porodica

Otkrivanje nosilaca mutiranog gena u porodicama i populacijama sa rizikom
za radjanje obolelog deteta je vazna komponenta prevencije naslednih bolesti. Kod
autozomno recesivnih bolesti, nosilac mutiranog gena je naj¢e$¢e zdrava osoba
koja nosi mutirani gen odgovoran za nasledno oboljenje u heterozigotnom stanju.

Vecdina dece obolele od cisti¢ne fibroze se radja u familijama sa negativhom
porodiénom anamnezom ove bolesti. Ucestalost radjanja dece sa cisti¢nom
fibrozom moze se smanijiti jedino skrining programima pre zac¢eca ili u ranoj trudnodi,
a zatim sledi prenatalna dijagnostika i , ukoliko se utvrdi da je fetus oboleo, predlaze
se prekid trudnoce.

Kod nas se, genetiCkom savetovali$tu, u pogledu planiranja narednih

trudnoc¢a, uglavnom obracaju porodice sa najmanje jednim obolelim detetom.
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Takvim porodicama koje imaju rizik od 1:4 za radjanje deteta sa cisticnom
fibrozom, potrebno je pruziti pravovremeni i adekvatan genetiCki savet, i to pre
zadeda, ukoliko je to moguce. Potrebno je izvrSiti genetiC¢ku analizu oba roditelja i
indeks sludaja, da bi se utvrdilo da li je porodica informativna. Potom je potrebno
obaviti razgovor sa parom i predoditi reproauktivne mogucénosti: saznanje da i
naredna trudnoc¢a nosi rizik od 1:4 za radjanje deteta sa cisticnom fibrozom,
usvajanje deteta, vestacko oplodjenje od strane donora i moguénost prenatalne
dijagnoze. Za porodice neinformativne kako za direktnu mutacionu analizu, tako i za
indirektnu geneticku analizu, postoji moguénost odredjivanja mikrovilarnin enzima u
amnionskoj tecnosti.

Enzimski testovi su usled male pouzdanosti i relativno kasnog dobijanja
rezultata, obeshrabrivali rizicne parove u pogledu planiranja trudnoce ili izvodjenja
prenatalne dijagnoze, ukoliko je trudnoc¢a vec¢ u toku ( Dodge JA, 1988). U nasem
uzorku ispitivanih porodica, 45,9% je bilo informativno za direktnu mutacionu analizu,
82,9% za indirektnu geneticku analizu, a 17,1% nije bilo informativno za molekularnu
dijagnostiku cisti¢ne fibroze. Informativnim porodicama, preporué¢ena je molekularna
dijagnostika cisticne fibroze i to u prvom trimestru trudnoce. Ovakav pristup
smanjuje anksioznost trudnice, jer se dijagnostika sprovodi izmedju 8. i 12. nedelje
trudnoce, pa je u slucaju nepovoljnog rezultata mogudée ranije prekinuti trudnodu.

U pacijenata obuhvacenih nasim istraZivanjem, zapaza se da se pacijenti koji
su se jednom odlucili za prenatalnu dijagnozu, za ovu moguénost odluduju i u

narednim trudno¢ama, i to bez obzira na ishod analize. Sest porodica se dva puta

javilo za prenatalnu dijagnozu, pri ¢emu je utvrdjeno da je fetus oboleo u tri slucaja.
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Jedna porodica se ¢ak tri puta javljala na prenatalnu dijagnozu, pri ¢emu je u dve
uzastopne trudnoce utvrdjeno da je fetus homozigotni nosilac AF508 mutacije, a u
treCoj trudnodi je utvrdjeno da je  fetus heterozigotni nosilac ove mutacuje i rodjeno
je zdravo dete. Naravno, s obzirom da se radi o malom uzorku ne mogu se izvoditi
zakljucci o statisti¢koj zna¢ajnosti ovog zapaiahja.

U nasem uzorku porodica sa rizikom za radjanje deteta obolelog od cisti¢ne
fibroze, u 18 slucajeva (45%)j radjena je prenatalna dijagnoza u porodicama u
kojima je prethodno dete bilo hospitalizovano usled teskog oblika bolesti koja se
zavrsila smrtnim ishodom. Informativnost porodica je utvrdjivana za vreme boravka
obolelog deteta u bolnici. U svega dva slu¢aja , porodica nije bila zainteresovana za
testiranje joS jednog zdravog deteta u cilju utvrdjivanja statusa nosioca mutacije.
Ovim istrazivanjem nisu obuhvaceni parovi sa nejasnom porodicnom anamnezom
cisticne fibroze, kod kojih obolelo dete nije bilo dostupno za analizu, ali se zapaza da
broj ovakvih parova nije zanemarljiv. Postavlja se pitanje da li u takvim slu¢ajevima
treba vrsiti skrining na mutacije u CFTR genu i na koje mutacije treba vrSiti skrining.
U svakom slucaju pravilan pristup u genetickom savetovanju ovih parova mora
ukljuciti tesnu saradnju sa klini¢kim lekarima.

U slu¢ajevima kombinovanog ili viSestrukog rizika, mora se vrlo oprezno, uz
konsultaciju sa ginekologom koji vodi trudnocu, citogeneti¢arom i bracnim parom,
doneti odluka o metodi prenatalne dijagnostike, da bi se dobio $to pouzdaniji
rezultat, u $to kracem vremenskom roku i uz $to manji rizik po trudnicu i fetus.

Kadgod je potrebno izvrditi i prenatalnu citogenetsku analizu, zbog godina

starosti trudnice ili povecanog rizika za radjanje deteta sa hromozomskom
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aberacijom, ili se trudnica javi ginekologu posle 12. nedellje trudnoée, vrsi se
amniocenteza. Sest trudnica obuhvaéenih nagim istrazivanjem je bilo starosne dobi
preko 35 godina, a u jednom sluCaju trudnica je bila nosilac balansirane
translokacije. Ova trudnica se dva puta javljala na prenatalnu dijagnostiku.

Prvi put je radjena aspiracija horionskih resica i utvrdjeno je da je fetus
heterozigot za AF508 mutaciju, a u drugoj trudnodéi je radjena amniocenteza i
utvrdjeno je da je fetus homozigotni nosilac normalnog alela. Tako su u ovoj rizi¢noj
porodici rodjena dva zdrava deteta.

Pored svih medicinskih razloga, vrlo je vazna i psiholoSka strana prenatalne
dijagnostike. Rizi¢ni parovi su uvek zainteresovani da $to ranije dobiju informaciju o
statusu fetusa i najCeSce se opredeljuju za aspiraciju horionskih resica, koja i sa
stanovista molekularnogenetske dijagnostike predstavlja metod izbora.

S obzirom na eksplozivan razvoj metoda molekularne genetike i njene
primene u dijagnostici naslednih bolesti, uloga genetickog savetovanja rizi¢nih
porodica ¢e u buducénosti biti sve veca. Medjutim, uporedo sa ovim napretkom
javljaju se i mnogobrojni psiholoski, socioloski, etiCki i pravni problemi. Jedan od
takvih problema je i taj Sto oba roditelja nisu uvek nosioci mutiranog gena, ili zbog
neocinstva, ili zbog uniparetalne dizomije (Ledbetter DH. i Engel E.,1995). S druge
strane, uocene su znacajne varijacije u tezini klinicke slike cisticne fibroze, a
korelacija genotip-fenotip, zasad moze da se postavi samo za ograniceni broj
mutacija u CFTR genu. Sve ove Cinjenice, kao i to da istrazivanja na polju

farmakoloSke (Boucher RC,1996) i genske terapije (Featherstone C., 1996) ove
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bolesti napreduju krupnim koracima, moraju se uzeti u obzir pri genetidkom

savetovanju rizicnih porodica.
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ZAKLJUCCI

1) U populaciji porodica sa rizikom za radjanje deteta sa cisticnom fibrozom sa
barem jednim rodjenim obolelim detetom, utvrdjena je sledeéa frekvencija
analiziranih mutacija:

AF 508 : 67.2%

G542X: 6.4%

G551D: 0.6%

R553X: 0,0%

2) U naSoj populaciji se, za sada ne preporuduje populacioni skrining na nosioce

mutiranog CFTR gena

3) Utvrdjeno je da je 49,5% porodica informativano, 32,4% semiinformativano, a

18,1% neinformativano za direktnu mutacionu analizu na prisustvo AF 508 mutacije

4) Utvrdjeno je da je od porodica neinformativnih za direktnu mutacionu analizu,

82,9% bilo potpuno informativno za RFLP analizu

4) Od analiziranih porodica otprilke 1/3 se javila na prenatalnu dijagnozu u

narednoj trudnoci
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5) U testiranju riziénih porodica predlaze se slededi pristup u prenatalnoj dijagnozi

cisti¢ne fibroze

skrining na AF508 mutaciju u visokorizicnim porodicama

!

informativne porodice

l

prenatalna dijagnoza
direktnom detekcijom
AF508 mutacije

|

poluiinformativne porodice

neinformativne ili

l

RFLP analiza
informativne neinformativne/
porodice poluinformativne
orodice
prenatalna
prenatalna dijagnoza
dijagnoza odredjivanjem
RFLP analizom nivoa
mikrovilarnih
enzima
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