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DIAGNOSTIKA FAMILIÁRNEJ ADENOMATÓZNEJ POLYPÓZY
NA ÚROVNI DNA
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DIAGNOSIS OF FAMILIAL ADENOMATOUS POLYPOSIS
ON THE DNA LEVEL
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takmer 100 %, èo znamená, �e prakticky ka�dý nosite¾ alterova-
nej alely je postihnutý (Mahrer a spol., 1993).

Ochorenie sprevádzajú èasto aj extrakolonické manifestácie,
napríklad epidermoidné cysty, osteómy, desmoidné tumory a kon-
genitálna hypertrofia pigmentového epitelu retiny (CHRPE) vy-
skytujúca sa a� u 75 % postihnutých (Gardner a spol., 1957;
Traboulsi a spol., 1987; Polkinghorne a spol., 1990).

Významnú úlohu v jej etiológii majú zárodoèné mutácie génu
APC (adenomatous polyposis coli gene). Gén APC je tumor sup-
resorový gén lokalizovaný na dlhom ramene 5. chromozómu v ob-

Background: Familial adenomatous polyposis is an autoso-
mal dominant precancerous condition, characterized by
the appearance of hundreds to thousands of colorectal po-
lyps. Mutation of the APC gene located on 5q21-22 plays
the major role in its etiology.
Objective: Diagnoses and genetic prognosis of 7 persons of
a family with previos case of FAP using combination of
two molecular methods-heteroduplex and linkage analysis.
Methods: In heteroduplex analysis (HDA) the E-G region
of the 15 exon of the APC gene was amplified using PCR.
PCR products were then loaded on nondenaturating poly-
acrylamid gele and visualised by silver staining. In linkage
analysis we used linkage between pathologic alele of the
APC gene and MspI polymorphism.
Results: Using heteroduplex analysis an identical muta-
tion in two persons in suspected region was detected and
linkage analysis revealed that pathologic alele of APC
gene in one person is linked to B2 alele of MspI poly-
morphism. For the second person the linkage analysis
was not informative.
Conclusions: Using these methods presymptomatic diagnos-
tics of FAP, genetic prognosis and detection of persons at
high risk have become available. Comparing to classical
diagnostics these methods are quick, exact not embarras-
sing for the patient and it is not necessary to repeat them.
(Fig. 3, Ref. 13.)
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Pozadie problému: Familiárna adenomatózna polypóza
(FAP) je autozomálne dominantné ochorenie prekanceróz-
neho charakteru vyznaèujúce sa vytvorením 100�1000 ko-
lorektálnych polypov. V jej etiológii majú významnú úlohu
mutácie APC génu lokalizovaného v oblasti 5q21-22.
Cie¾: Diagnostika a genetická prognóza 7 èlenov rodiny
s výskytom FAP kombináciou dvoch molekulárnych me-
tód � heteroduplexnej a väzbovej analýzy.
Metódy: Pri heteroduplexnej analýze (HDA) bola pomocou
PCR amplifikovaná E-G oblas� 15. exónu génu APC. Pro-
dukty reakcie sa podrobili elektroforéze na nedenaturujú-
com polyakrylamidovom géli a vizualizovali impregnáciou
striebrom. Pri väzbovej analýze sa vyu�ila väzba medzi pa-
tologickou alelou génu APC a MspI polymorfizmom.
Výsledky: Pomocou HDA sa v sledovanej oblasti odhalila
identická mutácia u dvoch jedincov vy�etrovanej rodiny.
Väzbová analýza ukázala, �e patologická alela génu APC je
u jedného z postihnutých viazaná s alelou B2 MspI poly-
morfizmu. U druhého postihnutého nebolo mo�né urèi�
väzbu pre neúplnú informatívnos� rodiny.
Záver: Pou�itie týchto metód umo�nilo presymptomatickú
diagnostiku FAP, uskutoènenie genetickej prognózy a odlí-
�enie vysokorizikových jedincov od jedincov s malým rizi-
kom ochorenia. V porovnaní s klasickou diagnostikou sú
pou�ité metódy rýchlej�ie, presné, pacienta prakticky ne-
za�a�ujú a netreba ich opakova�. (Obr. 3, lit. 13.)
K¾úèové slová: FAP, gén APC, HDA, väzbová analýza.
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Táto práca bola prezentovaná na Fakultnej konferencii �VOÈ LFUK v Brati-
slave.

Familiárna adenomatózna polypóza je autozomálne domi-
nantné prekancerózne ochorenie prejavujúce sa výskytom ve¾ké-
ho mno�stva polypov (100�1000) v celom rozsahu hrubého ère-
va (Bussey, 1975). Polypy sa objavujú najèastej�ie medzi 10. a�
30. rokom �ivota, prièom vo veku nad 40 rokov je takmer 100 %
riziko vzniku kolorektálneho karcinómu. Penetrancia pri FAP je
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lasti 5q21-22 (Groden a spol., 1991; Kinzler a spol., 1991). Zá-
rodoèné mutácie v géne APC nie sú rovnomerne distribuované,
ale a� 70 % týchto mutácií je lokalizovaných na 5'-konci exónu
15 v oblasti medzi kodónmi 713�1597 (Miyoshi a spol., 1992).

Pri terapii FAP sa profylakticky chirurgicky odstraòuje celé
hrubé èrevo ako prevencia vytvorenia kolorektálneho karcinómu
(Bussey a spol., 1985). Diagnostiku pri FAP mô�eme rozdeli� na
klasickú a molekulárnogenetickú. Klasická diagnostika, zahàòa-
júca predov�etkým endoskopické vy�etrenia, umo�òuje odhali� je-
dincov s rizikom FAP a� v symptomatickom �tádiu. To znamená,
�e vy�etrený musí by� ka�dý ohrozený príbuzný probanda, resp.
postihnutej osoby. Vy�etrenia treba navy�e opakova� v intervaloch
1 a� viac rokov najèastej�ie od 10. po 40. rok �ivota.

Molekulárnogenetické metódy zalo�ené na detekcii mutácií génu
APC umo�òujú diagnostiku FAP v presymtomatickom, ba dokon-
ca v prenatálnom �tádiu. V porovnaní s klasickými sú rýchle, pres-
né, pacienta prakticky neza�a�ujú (na vy�etrenie staèí 8 ml venóznej
krvi) a netreba ich opakova�. Ich hlavný prínos je v tom, �e umo�-
òujú odlí�i� vysokorizikových jedincov od jedincov s malým rizi-
kom FAP. Vysokorizikoví jedinci sa v�ak naïalej vy�etrujú metóda-
mi klasickej diagnostiky a� po klinickú manifestáciu ochorenia.

Cie¾om tejto práce bola diagnostika 7 èlenov rodiny s podo-
zrením FAP na základe klinických vy�etrení vyu�itím dvoch
molekulárnych metód � heteroduplexnej a väzbovej analýzy.

Materiál a metódy

Predmet �túdie a izolácia genomickej DNA
Predmetom �túdie bola diagnostika 7 èlenov rodiny. FAP po-

zitívny proband (1) bol identifikovaný na základe klinických
vy�etrení (kolorektálny karcinóm, CHRPE). Rodokmeò tejto
rodiny je na obrázku 3. Na diagnostiku sa pou�ila genomická
DNA izolovaná z lymfocytov periférnej krvi fenolovo-chloro-
formovou metódou (Maniatis a spol., 1982).

Heteroduplexná analýza � HDA
Pomocou PCR bola amplifikovaná oblas� exónu 15 génu APC

s ve¾kos�ou asi 1070 bp ohranièená primermi 5�AGT CTT AAA
TAT TCA GAT GAG CAG 3' a 5�ATG AGT GGG GTC TCC TGA
AC 3', ktoré sú identické s primermi 15E FOR a 15G REV pod¾a
Grodena a spol. (1991). Genomická DNA (160 ng) bola amplifiko-
vaná v celkovom objeme PCR zmesi 25 mmml. Táto zmes obsaho-
vala: 5 pmol primeru 15E FOR, 5 pmol primeru 15G REV, 10xPCR
tlmivý roztok 1 mM obsahujúci Mg2+ (Promega), 20 mM dNTP, 0,5
U Taq polymerázy (Promega). PCR podmienky: 5 min 94 °C, 5
min 80 °C. Následne 35 cyklov (1 cyklus = 94 °C 1 min, 58 °C 1
min, 72 °C 1 min). PCR produkt sa stabilizoval pri 72 °C 10 min.
Nasledoval cyklus denaturácie pri 94 °C poèas 10 minút a hetero-
duplexy sa formovali pri 60 °C poèas 60 minút. Na elektroforézu sa
pou�il 9,8 % nedenaturujúci polyakrylamidový gél. Elektroforéza
prebiehala 4,5 hodiny pri 1 V/cm. DNA-fragmenty sa vizualizovali
farbením striebrom (Friedl a spol., 1993; Kirchhoff a spol., 1997).

Väzbová analýza FAP pomocou intragénového MspI polymorfizmu
MspI re�triktáza vytvára v exóne 15 génu APC dva nezávis-

lé dvojalelické polymorfizmy s alelami A1,2, resp. B1,2 (Cot-
trell a Bodmer, 1992). Na nepriamu diagnostiku sa pou�il druhý
polymorfizmus. Alely boli detegované pomocou PCR.

Amplifikovaný bol úsek 15. exónu génu APC s výskytom
polymorfizmu s ve¾kos�ou 526 bp, v strede ktorého sa nachádza
cie¾ová sekvencia pre MspI. Úsek je ohranièený primermi 5�ATG
ATG TTG ACC TTT CCA GGG 3' a 5�CTT TTT TGG CAT
TGC GGA GCT 3', ktoré sú identické s primermi 15M FOR
a 15N REV pod¾a Grodena a spol. (1991). Zlo�enie PCR zmesi
bolo rovnaké ako pri HDA (pozri vy��ie). PCR-podmienky: 5
min 94 °C, 5 min 80 °C. Následne 35 cyklov (1 cyklus = 94 °C 1
min, 55 °C 1,5 min, 72 °C 1,5 min). Stabilizácia PCR produktu
pri 72 °C 10 min. PCR-produkt bol �tiepený MspI re�triktázou
s aktivitou 10 U/mmml 16 h pri izbovej teplote. �tiepne pro-

Obr. 1. Heteroduplexná analýza. Dráhy 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8 � vzorky analy-
zovaných jedincov. Dráha 5 � marker �X174 �tiepený HaeIII, dráha 11
� pozitívna kontrola.
Fig. 1. Heteroduplex analysis. Lanes 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8 � samples of
analyzed individuals. Lane 5 � size marker HaeIII-digested DNA of
�X174, lane 11 � positive control,

Obr. 2. Väzbová analýza pomocou MspI polymorfizmu. Dráhy 1, 2, 3, 4,
5, 6, 7 � vzorky analyzovaných jedincov. Dráha 8 � �X174 �tiepený
HaeIII.
Fig. 2. Linkage analysis using MspI polymorphism. Lanes 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7 � samples of analyzed individuals. Lane 8 � size marker HaeIII-diges-
ted DNA of �X174.
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dukty sa podrobili elektroforéze na 1,5 % agarózovom géli 4
hodiny pri prúde 85 mA.

Výsledky

Heteroduplexná analýza
Cie¾om HDA bola priama detekcia mutácií v exóne 15 génu

APC v oblasti E-G. Výsledky tejto analýzy sú na obrázku 1.
Heteroduplexy sa vytvorili u dvoch èlenov analyzovanej rodi-

ny v dráhe 1 a 3 a u pozitívnej kontroly v dráhe 11. Z mobility
heteroduplexov mô�eme predpoklada�, �e sú spôsobené rovnakým
typom mutácie, ktorý je v�ak odli�ný od mutácie v prípade pozi-
tívnej kontroly. Na základe urobenej analýzy mô�eme kon�tato-
va�, �e z vy�etrených èlenov rodiny sú dvaja (1, resp. 3) heterozy-
goti pre FAP. Ostatní analyzovaní jedinci nie sú postihnutí a v sle-
dovanej oblasti APC génu nemajú deléciu ani posunovú mutáciu.

Nepriama diagnostika FAP pomocou MspI polymorfizmu
Cie¾om nepriamej diagnostiky FAP pomocou MspI polymor-

fizmu bolo zisti� väzbu medzi patologickou alelou génu APC
a MspI polymorfizmom za úèelom genetickej prognózy. Výsledky
tejto analýzy je na obrázku 2.

Vo vzorkách 1�4 mô�eme pozorova� 2 fragmenty. Prvý má ve¾-
kos� 526 bp a zodpovedá alele RFLP, ktorá nemá re�trikèné miesto
pre MspI (alela B1). Druhý fragment s ve¾kos�ou pribli�ne 263 bp
zodpovedá alele RFLP obsahujúcej cie¾ovú sekvenciu pre pou�itú
re�triktázu (alela B2). Vo vzorkách 5�7 mô�eme pozorova� len je-
den fragment s ve¾kos�ou 526 bp. Na základe tejto analýzy mô�eme
poveda�, �e jedinci 1�4 sú heterozygoti pre pou�ité RFLP s genoty-
pom B1/B2 a jedinci 5�7 sú homozygoti s genotypom B1/B1.

Diskusia

Vyu�itím poznatkov získaných pri heteroduplexnej analýze mô-
�eme zisti�, ktorá alela RFLP je vo väzbe s patologickou alelou
génu APC obsahujúcou mutáciu. Jedinec 1 (proband) je heterozy-
got z h¾adiska FAP, ako aj pre RFLP, no na základe tejto analýzy
nemo�no s urèitos�ou poveda�, ktorá alela RFLP je vo väzbe s mu-
tovanou alelou génu APC. Mo�no to v�ak urèi� u jedinca 3, ktorý je
tie� heterozygot pre RFLP (obr. 3). Jeho man�elka (5) má genotyp
B1/B1 a z h¾adiska FAP je zdravá, ako aj ich syn (7). Mô�eme teda
predpoklada�, �e patologická alela génu APC je u jedinca 3 vo väz-
be s alelou B2 RFLP. Jedinec 2, brat jedinca 3, má s ním rovnaký
genotyp RFLP, ale je z h¾adiska FAP zdravý. Túto skutoènos� mo�-

no vysvetli� tým, �e obaja ich rodièia mali genotyp B1/B2 a jedinec
2 zdedil B2 alelu od nepostihnutého rodièa. U ïal�ích èlenov sledo-
vanej rodiny nemo�no urobi� presnú väzbovú analýzu, prièom na
zvý�enie informatívnosti rodiny by bolo potrebné analyzova� väè�í
poèet jej èlenov. Táto analýza v�ak ukázala, �e jedinci 1 a 3 majú
rovnakú mutáciu génu APC a zároveò rovnaké alely MspI polymor-
fizmu, èím výsledky väzbovej analýzy neodporujú výsledkom HDA.

HDA-analýzou do�lo k odlí�eniu vysokorizikových èlenov
rodiny (jedinec 1 a 3) od èlenov s malým rizikom FAP (2, 4, 5,
6, 7). Pravidelne endoskopicky by mal by� naïalej vy�etrovaný
len jedinec 3, resp. 1. U ostatných èlenov rodiny staèí len spora-
dické vy�etrenie vzh¾adom na mo�nos� falo�nej negativity vý-
sledkov, mozaicizmu tkanív alebo mutáciu de novo.

Mo�nos� odlí�enia vysokorizikových osôb od osôb s nízkym ri-
zikom pre FAP robí z molekulovej diagnostiky FAP ve¾mi úèinnú
metódu, ktorá mô�e výrazne ovplyvni� �ivot pacienta, resp. osoby
rizikovej z h¾adiska FAP, a súèasne mô�e znamena� faktor, ktorý pri-
speje k zní�eniu mortality na FAP, resp. na kolorektálny karcinóm.
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Obr. 3. Rodokmeò vy�etrovanej rodiny s výsledkami analýz.
Fig. 3. Pedigree of examined family with the results of analyses.


