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DIAGNOSTIKA FAMILIARNEJ ADENOMATOZNEJ POLYPOZY
NA UROVNI DNA

MEGO M.

DIAGNOSIS OF FAMILIAL ADENOMATOUS POLYPOSIS
ON THE DNA LEVEL

ODBORNY SKOLITEL: ZAJAC V., USTAV EXPERIMENTALNEJ ONKOLOGIE SAV, BRATISLAVA

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 Mspl 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 Mspl 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.)

Key words: FAP, APC gene, HDA, linkage analysis.
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Familiarna adenomatdzna polypdza je autozomalne domi-
nantné prekancerézne ochorenie prejavujuce sa vyskytom velké-
ho mnozstva polypov (100-1000) v celom rozsahu hrubého ¢re-
va (Bussey, 1975). Polypy sa objavuju najcastejSie medzi 10. az
30. rokom zivota, pri¢om vo veku nad 40 rokov je takmer 100 %
riziko vzniku kolorektalneho karcindmu. Penetrancia pri FAP je

Této préca bola prezentovana na Fakultnej konferencii SVOC LFUK v Brati-
slave.

Pozadie problému: Familiarna adenomatézna polypodza
(FAP) je autozomalne dominantné ochorenie prekanceroz-
neho charakteru vyznacujice sa vytvorenim 100-1000 ko-
lorektalnych polypov. V jej etiolégii maji vyznamnu tlohu
muticie APC génu lokalizovaného v oblasti 5q21-22.

Ciel: Diagnostika a geneticka prognéza 7 ¢lenov rodiny
s vyskytom FAP kombinaciou dvoch molekularnych me-
téd — heteroduplexnej a vizbovej analyzy.

Metddy: Pri heteroduplexnej analyze (HDA) bola pomocou
PCR amplifikovana E-G oblast 15. exonu génu APC. Pro-
dukty reakcie sa podrobili elektroforéze na nedenaturuju-
com polyakrylamidovom géli a vizualizovali impregnaciou
striebrom. Pri viizbovej analyze sa vyuzila vizba medzi pa-
tologickou alelou génu APC a Mspl polymorfizmom.
Vysledky: Pomocou HDA sa v sledovanej oblasti odhalila
identicka mutacia u dvoch jedincov vySetrovanej rodiny.
Vizbova analyza ukazala, ze patologicka alela génu APC je
u jedného z postihnutych viazana s alelou B2 Mspl poly-
morfizmu. U druhého postihnutého nebolo mozné urcit
vizbu pre neuplni informativnost rodiny.

Zdver: Poutzitie tychto metod umoznilo presymptomaticki
diagnostiku FAP, uskutoc¢nenie genetickej prognozy a odli-
Senie vysokorizikovych jedincov od jedincov s malym rizi-
kom ochorenia. V porovnani s klasickou diagnostikou su
pouzité metody rychlejSie, presné, pacienta prakticky ne-
zatazuju a netreba ich opakovat. (Obr. 3, lit. 13.)

KIucové slova: FAP, gén APC, HDA, vizbova analyza.
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takmer 100 %, ¢o znamena, Ze prakticky kazdy nositel alterova-
nej alely je postihnuty (Mahrer a spol., 1993).

Ochorenie sprevadzaju Casto aj extrakolonické manifestacie,
napriklad epidermoidné cysty, ostedmy, desmoidné tumory a kon-
genitalna hypertrofia pigmentového epitelu retiny (CHRPE) vy-
skytujuca sa az u 75 % postihnutych (Gardner a spol., 1957;
Traboulsi a spol., 1987; Polkinghorne a spol., 1990).

Vyznamnt tlohu v jej etioldgii maji zarodo¢né mutécie génu
APC (adenomatous polyposis coli gene). Gén APC je tumor sup-
resorovy gén lokalizovany na dlhom ramene 5. chromozému v ob-
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Obr. 1. Heteroduplexna analyza. Drahy 1,2, 3,4, 6, 7, 8 — vzorky analy-
zovanych jedincov. Draha 5 — marker *X174 Stiepeny Haelll, draha 11
—pozitivna kontrola.

Fig. 1. Heteroduplex analysis. Lanes 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8 — samples of
analyzed individuals. Lane 5 — size marker Haelll-digested DNA of
*X174, lane 11 — positive control,

lasti 5q21-22 (Groden a spol., 1991; Kinzler a spol., 1991). Za-
rodo¢né mutacie v géne APC nie su rovnomerne distribuované,
ale az 70 % tychto mutécii je lokalizovanych na 5'-konci exénu
15 v oblasti medzi kodénmi 713—-1597 (Miyoshi a spol., 1992).
Pri terapii FAP sa profylakticky chirurgicky odstranuje celé
hrubé crevo ako prevencia vytvorenia kolorektalneho karcindmu
(Bussey a spol., 1985). Diagnostiku pri FAP mo6zeme rozdelit na
klasickd a molekuldrnogeneticku. Klasicka diagnostika, zahtia-
juca predovsetkym endoskopické vySetrenia, umoziuje odhalif je-
dincov s rizikom FAP aZ v symptomatickom $tadiu. To znamena,
ze vySetreny musi byt kazdy ohrozeny pribuzny probanda, resp.
postihnutej osoby. Vysetrenia treba navyse opakovat v intervaloch
1 az viac rokov najcastejsie od 10. po 40. rok Zivota.
Molekularnogenetické metddy zaloZené na detekcii mutacii génu
APC umoziuju diagnostiku FAP v presymtomatickom, ba dokon-
ca v prenatalnom $tadiu. V porovnani s klasickymi su rychle, pres-
né, pacienta prakticky nezatazuju (na vysetrenie staci 8 ml vendzne;j
krvi) a netreba ich opakovat. Ich hlavny prinos je v tom, Ze umoz-
nuja odlisit vysokorizikovych jedincov od jedincov s malym rizi-
kom FAP. Vysokorizikovi jedinci sa v§ak nadalej vySetruji metdda-
mi klasickej diagnostiky az po klinickii manifestaciu ochorenia.
Cielom tejto prace bola diagnostika 7 ¢lenov rodiny s podo-
zrenim FAP na zaklade klinickych vysetreni vyuzitim dvoch
molekuldrnych metdd — heteroduplexnej a vdzbovej analyzy.

Material a metody

Predmet stidie a izoldcia genomickej DNA

Predmetom $tudie bola diagnostika 7 ¢lenov rodiny. FAP po-
zitivny proband (1) bol identifikovany na zaklade klinickych
vySetreni (kolorektalny karcinom, CHRPE). Rodokmen tejto
rodiny je na obrazku 3. Na diagnostiku sa pouzila genomicka
DNA izolovana z lymfocytov periférnej krvi fenolovo-chloro-
formovou metddou (Maniatis a spol., 1982).
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Obr. 2. Vizbova analyza pomocou Mspl polymorfizmu. Drahy 1,2,3,4,
5, 6, 7 — vzorky analyzovanych jedincov. Draha 8 — *X174 Stiepeny
Haelll.

Fig. 2. Linkage analysis using Mspl polymorphism. Lanes 1, 2,3, 4,5, 6,
7 —samples of analyzed individuals. Lane 8 — size marker HaellI-diges-
ted DNA of *X174.

Heteroduplexnd analyza — HDA

Pomocou PCR bola amplifikovana oblast exénu 15 génu APC
s velkostou asi 1070 bp ohraniend primermi 5S’AGT CTT AAA
TAT TCA GAT GAG CAG 3'a 5’ATG AGT GGG GTC TCC TGA
AC 3', ktoré st identické s primermi 15E FOR a 15G REV podla
Grodena a spol. (1991). Genomicka DNA (160 ng) bola amplifiko-
vana v celkovom objeme PCR zmesi 25 mmml. Tato zmes obsaho-
vala: 5 pmol primeru 15E FOR, 5 pmol primeru 15G REV, 10xPCR
tlmivy roztok 1 mM obsahujiici Mg?* (Promega), 20 mM dNTP, 0,5
U Taq polymerazy (Promega). PCR podmienky: 5 min 94 °C, 5
min 80 "C. Nasledne 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 denaturacie pri 94 °C pocas 10 mintt a hetero-
duplexy sa formovali pri 60 “C pocas 60 minut. Na elektroforézu sa
pouzil 9,8 % nedenaturujuci polyakrylamidovy gél. Elektroforéza
prebiehala 4,5 hodiny pri 1 V/cm. DNA-fragmenty sa vizualizovali
farbenim striebrom (Friedl a spol., 1993; Kirchhoff a spol., 1997).

Vizbovd analyza FAP pomocou intragénového Mspl polymorfizmu
Mspl restriktaza vytvara v exéne 15 génu APC dva nezavis-
1¢ dvojalelické polymorfizmy s alelami A1,2, resp. B1,2 (Cot-
trell a Bodmer, 1992). Na nepriamu diagnostiku sa pouzil druhy
polymorfizmus. Alely boli detegované pomocou PCR.
Amplifikovany bol usek 15. exonu génu APC s vyskytom
polymorfizmu s velkostfou 526 bp, v strede ktorého sa nachadza
cielova sekvencia pre Mspl. Usek je ohrani¢eny primermi 5°ATG
ATG TTG ACC TTT CCA GGG 3'a 5°CTT TTT TGG CAT
TGC GGA GCT 3, ktoré su identické s primermi 15M FOR
a 15N REV podla Grodena a spol. (1991). Zlozenie PCR zmesi
bolo rovnaké ako pri HDA (pozri vyssSie). PCR-podmienky: 5
min 94 °C, 5 min 80 "C. Nasledne 35 cyklov (1 cyklus =94 "C 1
min, 55 °C 1,5 min, 72 "C 1,5 min). Stabilizacia PCR produktu
pri 72 °C 10 min. PCR-produkt bol stiepeny Mspl restriktdzou
s aktivitou 10 U/mmml 16 h pri izbovej teplote. Stiepne pro-
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Obr. 3. Rodokmeii vySetrovanej rodiny s vysledkami analyz.
Fig. 3. Pedigree of examined family with the results of analyses.

dukty sa podrobili elektroforéze na 1,5 % agarézovom géli 4
hodiny pri prade 85 mA.

Vysledky

Heteroduplexnd analyza

Cielom HDA bola priama detekcia mutacii v exéne 15 génu
APC v oblasti E-G. Vysledky tejto analyzy su na obrazku 1.

Heteroduplexy sa vytvorili u dvoch ¢lenov analyzovanej rodi-
ny v drahe 1 a 3 a u pozitivnej kontroly v drahe 11. Z mobility
heteroduplexov mézeme predpokladat, Ze su spdsobené rovnakym
typom mutacie, ktory je vSak odliSny od mutacie v pripade pozi-
tivnej kontroly. Na zaklade urobenej analyzy mézeme konstato-
vat, ze z vySetrenych ¢lenov rodiny su dvaja (1, resp. 3) heterozy-
goti pre FAP. Ostatni analyzovani jedinci nie st postihnuti a v sle-
dovanej oblasti APC génu nemaju deléciu ani posunovi mutaciu.

Nepriama diagnostika FAP pomocou Mspl polymorfizmu

Cielom nepriamej diagnostiky FAP pomocou Mspl polymor-
fizmu bolo zistif vizbu medzi patologickou alelou génu APC
a Mspl polymorfizmom za uéelom genetickej prognozy. Vysledky
tejto analyzy je na obrazku 2.

Vo vzorkach 1-4 m6zeme pozorovat 2 fragmenty. Prvy ma vel-
kost 526 bp a zodpoveda alele RFLP, ktora nema restrikéné miesto
pre Mspl (alela B1). Druhy fragment s velkosfou priblizne 263 bp
zodpoveda alele RFLP obsahujucej cielova sekvenciu pre pouzita
restriktazu (alela B2). Vo vzorkach 5-7 mozeme pozorovat len je-
den fragment s velkostou 526 bp. Na zéklade tejto analyzy mézeme
povedat, Ze jedinci 1-4 su heterozygoti pre pouzité RFLP s genoty-
pom B1/B2 a jedinci 5-7 st homozygoti s genotypom B1/B1.

Diskusia

Vyuzitim poznatkov ziskanych pri heteroduplexnej analyze mo-
zeme zistif, ktord alela RFLP je vo vézbe s patologickou alelou
génu APC obsahujicou mutaciu. Jedinec 1 (proband) je heterozy-
got z hladiska FAP, ako aj pre RFLP, no na zaklade tejto analyzy
nemozno s urcitostou povedat, ktora alela RFLP je vo vizbe s mu-
tovanou alelou génu APC. Mozno to v8ak urcit u jedinca 3, ktory je
tiez heterozygot pre RFLP (obr. 3). Jeho manzelka (5) ma genotyp
B1/B1 a z hladiska FAP je zdrava, ako aj ich syn (7). MéZeme teda
predpokladat, ze patologicka alela génu APC je u jedinca 3 vo véz-
be s alelou B2 RFLP. Jedinec 2, brat jedinca 3, ma s nim rovnaky
genotyp RFLP, ale je z hladiska FAP zdravy. Tato skuto¢nost moz-

no vysvetlit tym, Ze obaja ich rodi¢ia mali genotyp B1/B2 a jedinec
2 zdedil B2 alelu od nepostihnutého rodi¢a. U dalsich ¢lenov sledo-
vanej rodiny nemozno urobif presnu vizbovi analyzu, priCom na
zvySenie informativnosti rodiny by bolo potrebné analyzovat vacsi
pocet jej Clenov. Tato analyza vSak ukézala, ze jedinci 1 a 3 maja
rovnakd mutaciu génu APC a zaroven rovnaké alely Mspl polymor-
fizmu, ¢im vysledky vézbovej analyzy neodporuju vysledkom HDA.

HDA-analyzou doslo k odliseniu vysokorizikovych ¢élenov
rodiny (jedinec 1 a 3) od ¢lenov s malym rizikom FAP (2, 4, 5,
6, 7). Pravidelne endoskopicky by mal byt nadalej vySetrovany
len jedinec 3, resp. 1. U ostatnych ¢lenov rodiny staci len spora-
dické vysetrenie vzhladom na moznost falo$nej negativity vy-
sledkov, mozaicizmu tkaniv alebo mutaciu de novo.

Moznost odlisenia vysokorizikovych osdb od 0s6b s nizkym ri-
zikom pre FAP robi z molekulovej diagnostiky FAP velmi u¢innt
metddu, ktora méze vyrazne ovplyvnit Zivot pacienta, resp. osoby
rizikovej z hladiska FAP, a suCasne mdze znamenat faktor, ktory pri-
speje k zniZeniu mortality na FAP, resp. na kolorektalny karcinom.
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