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FENYLOKETONURIA — OD GENOTYPU DO KLINIKI

FENYLOKETONURIA (PKU) — GENETYCZNIE UWARUNKOWANY
BLOK METABOLIZMU

Hydroksylaza fenyloalaniny (PAH 4-monooksygenaza fenyloalaninowa EC
1.14.16.1) katalizuje w watrobie reakcje hydroksylacji fenyloalaniny do tyrozyny
przy udziale tetrahydrobiopteiynyjako kofaktora. Obnizona aktywnos¢ lub brak
aktywnosci tego enzymu prowadzi do hiperfenyloalaninemii — HPA (wzrostu
stezenia fenyloalaniny) oraz ketopochodnych fenyloalaniny we krwi. Wysokie
stezenie tych zwiazkow jest toksyczne dla moézgu i powoduje w konsekwencji
gtebokie uposledzenie umystowe. Ten defekt metabolizmu wraz z towarzyszacy-
mi mu objawami klinicznymi zostat wykryty w 1934 roku (Foelling 1934)
a w poOzniejszym czasie dokiadniej scharakteryzowany biochemicznie pod
nazwa fenyloketonuria (PKU), (Jervis 1953). PKU jest chorobg o autosomal-
nym i recesywnym typie dziedziczenia (Penrose 1935), jedng z najczestszych
genetycznie uwarunkowanych wad metabolizmu w populacjach europejskich
(1:10000 urodzen, w Polsce — 1: 5000 urodzen). Opracowanie i upowszechnie-
nie diety ubogiej w fenyloalanine znacznie ztagodzito kliniczne skutki tego bloku
metabolicznego (Bickel iwspoétaut. 1954). Z kolei, wprowadzenie testu przesie-
wowego, w ktérym jest oceniane stezenie fenyloalaniny we krwi noworodkow,
pozwolito na bardzo wczesne wykrywanie defektu. Dzieki temu wprowadzenie
diety ubogiej w fenyloalanine jest mozliwe w pierwszych dwoch tygodniach zycia
(Gutiirie i Susi 1963).

HETEROGENNOSC KLINICZNA PKU

Bardziej szczeg6towe badania dzieci z pozytywnym wynikiem testu Guthrie-
go wykazaty, iz w rzadkich przypadkach HPA niejest spowodowana niedoborem
PAH lecz uszkodzony jest inny enzym zaangazowany w reakcji hydroksylacji.
Jest nim najczesciej reduktaza dwuhydropteiydyny regenerujaca kofaktor PAH
(Kaufman i wspotaut. 1975). Niniejszy przeglad dotyczy wylgcznie niedoboréw
PAH. Wykazano, ze HPA spowodowana niedoborem PAH i opisanawczes$niej pod
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nazwg PKU stanowi grupe zréznicowanych klinicznie fenotypéw o réznym
stopniu tolerancji spozywanej z pokarmem fenyloalaniny. Ze wzgledow prakty-
cznych podzielono dzieci z HPA na trzy grupy. Pierwsza grupa to dzieci z PKU
klasyczng (classical PKU), u ktorych poziom fenyloalaniny we krwi przekracza
1200 pmol/L, tolerancja fenyloalaniny w wieku 5 lat wynosi 10-20 mg/kg/dzien
i aktywnos$¢ PAH jest ponizej 1% poziomu prawidiowego. Do drugiej grupy
zaliczono dzieci z tagodng PKU (mild PKU), u ktérych poziom fenyloalaniny we
krwi wynosi 600-1200 pmol/L, tolerancja fenyloalaniny w wieku 5 lat wynosi
20-50 mg/kg/dzien i aktywnos¢ PAH jest od 1% do 3%. Wreszcie trzecia grupa
dzieci z tak zwana HPA przetrwatg (persistant HPA), u ktérych poziom fenyloala-
niny we krwi wynosi 600 pmol/L lub mniej, tolerancja fenyloalaniny 50-100
mg/kg/dzien i aktywnos¢ PAH waha sie w granicach od 3% do 6%. Niezaleznie
od sposobu klasyfikacji niedoboréw PAH jest bardzo istotna trafna ocena, czy
dziecko o pozytywnym wyniku testu Guthriego wymaga diety dla prawidtowego
rozwoju. Dieta uboga w fenyloalanine jest odpowiednia, jezeli u dziecka przy
zachowaniu prawidtowego wzrostu i rozwoju stezenie fenyloalaniny w surowicy
wynosi okoto 300 jimol/L. Osiagniecie tego celu wymaga statej kontroli przez
lekarza prowadzgcego i bardzo czestych analiz stezenia fenyloalaniny we krwi
(Guettier 1984).

PROBLEMY OPIEKI NAD DZIECMI Z PKU | POSZUKIWANIA
NOWYCH FORM TERAPII

Wprowadzenie i upowszechnienie testu przesiewowego Guthriego wyelimino-
wato najpowazniejszy objaw kliniczny PKU, to znaczy gtebokie uposledzenie
umystowe dziecka, jednak problem PKU nie zostat jeszcze w peini rozwigzany.
Pomimo leczenia dzieci obarczonych PKU od pierwszych tygodni zycia, ich iloraz
inteligenc;ji 1Q nie osigga normy. Ponadto, obserwuje sie u tych dzieci trudnosci
W uczeniu sie oraz problemy psychologiczne i emocjonalne w okresie dojrzewa-
nia. Dlatego obecnie panuje tendencja aby diete, przynajmniej w czesci przypad-
kow, stosowaé do korica zycia. Osiagniecie precyzji w przestrzeganiu diety jest
jednak bardzo obcigzajace dla chorego dziecka oraz jego rodzicow. Wreszcie,
istotny problem stanowi tak zwana PKU matczyna (maternal PKU). Dotyczy
kobiet z PKU, ktoére, aby urodzity zdrowe dziecko, powinny przed poczeciem
ponownie diete zastosowaé. Problemy zwigzane z PKU zaleza od populaciji,
w ktérej wystepuje. Wskazuje na to miedzy innymi zréznicowana czestos¢ PKU
w populacjach europejskich i pozaeuropejskich. W niektoiych krajach odbiega
ona znacznie od Sredniej czestosci europejskiej (1: 10000). Na przyktad w Turcji
czestos¢ wystepowania PKU wynosi az 1 : 2600 urodzen, natomiast w Szwecji
1:30000. W Polsce czestos¢ PKU w ostatnich kilku latach wynosita 1 : 5000
urodzen (Jaruzelska i wspotaut. 1991). Na obecnym poziomie wiedzy trudno
wyttumaczy¢ tak duze rdznice czestosci. W Turcji jedng z przyczyn wysokiej
czestosci PKU jest znaczna liczba matzenstw krewniaczych (Konecki i Lichter-
Konecki 1991). Czestosci poszczegolnych fenotypdéw HPA sg rézne w réznych
populacjach. Czesty w populacjach zachodniej i srodkowo-wschodniej Europy
jest trudniejszy w leczeniu fenotyp klasyczny, natomiast na potudniu Europy
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przewaza fenotyp tagodny. Zanim bardziej skuteczna metoda leczenia PKU
bedzie w zasiegu lekarzy kliniki, wazng role beda odgrywaly nadal dziatania
prewencyjne. Stad opracowanie masowych, precyzyjnych i jednoznacznych
metod oznaczania nosicielstwa u dzieci posiadajgacych rodzeristwo z PKU oraz
oznaczanie nosicielstwa w populacji wydaje sie mie¢ wazne znaczenie (Levy
1989).

OCZEKIWANIA WOBEC BADAN GENU PAH

Sklonowanie cDNA PAH otworzylo nowy rozdziat w historii badan PKU (Woo
i wspotaut. 1983). PAHjest jednym z pierwszych sklonowanych genéw warun-
kujacych chorobe genetyczna cztowieka. Opis sklonowania genu, jego struktury
oraz zastosowanie markerow RFLPs genu w diagnostyce molekularnej PKU
przedstawiono w poprzednich przegladach (Jaruzelska 1989, Jaruzelska
i Stomski 1990). Wobec probleméw zwigzanych z opiekga nad rodzinami z PKU
skolonowanie cDNA PAH stwarzalo obiecujace perspektywy. Otwierato ono
mozliwos$ci analizy sekwencyjnej nieprawidtowych alleli. Szerokie pod wzgledem
klinicznym i biochemicznym spektrum fenotypdw w niedoborach PAH skionito
do przypuszczen, ze odzwierciedla ono zr6znicowanie na poziomie molekularnym
(ScRIiVER i wspétaut. 1988). Oczekiwano, ze analiza genu PAH choiych pozwoli
odpowiedzie¢ na nastepujace pytania: i. Czy identyfikacja mutacji genu moze
by¢ podstawa wykrywania nosicielstwa w populacji, to znaczy réwniez u oséb
nie posiadajgcych rodzenstwa z PKU. ii. Czy istnieje bezposredni zwigzek
pomiedzy mutacja, a obserwowanym fenotypem klinicznym.

Innymi stowy, czy mutacja wystepujgca u chorego determinuje przebieg
choroby. Jezeli tak jest, mutacje genu PAH mogtyby mie¢ znaczenie w progno-
zowaniu leczenia oraz stuzy¢jako precyzyjne kryterium klasyfikacji HPA. Ocze-
kiwano réwniez, ze analiza mutacji powodujacych PKU moze przyczyni¢ sie do
lepszego poznania relacji struktura — funkcja genu. Uzyskanie tego rodzaju
danych o charakterze podstawowym bytoby szczegélnie wazne w perspektywie
przyszitej terapii genowej PKU.

STRATEGIA BADAN MUTACJI W GENIE PAH

Sekwencjonowanie genu PAH byto z poczatku bardzo czasochtonne poniewaz
zawiera on az 13 eksondéw. Utrudnieniem byta réwniez znaczna rozpietosé
intronow, z ktéiych najwiekszy ma diugos¢ ponad 23 kz (DiLella i wspoétaut.
1986b). Identyfikacja dwoch pierwszych mutacji w genie PAH IVS12ntl oraz
R408W wigzata sie z zastosowaniem zmudnej strategii opartej na konstrukcji
biblioteki cDNA PAH watroby pacjenta (DiLella i wspotaut. 1986a, 1987).
Nastepnie poprzez screening za pomocg sondy cDNA PAH izolowano klony
zawierajace kodujace sekwencje-genu i poddawano je sekwencjonowaniu. Me-
tody wykrywania mutacji od momentu sklonowania cDNA PAH do dnia dzisiej-
szego ewoluowaty w szybkim tempie dzieki opracowaniu klonowania DNA przez
zastosowanie taricuchowej reakcji polimerazy (polymerase chain reaction PCR)
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oraz technik pozwalajgcych na wyselekcjonowanie eksonu zawierajgcego muta-
cje. Najwazniejsze z nich to: badanie konformacyjnego polimorfizmu pojedynczej
nici (single strand conformational polymorphism SSCP), metoda chemicznego
roztamywania (chemical cleavage method CCM) oraz elektroforeza w zelu
zawierajacym gradient czynnika denaturujacego (denaturing gradient gel elec-
trophoresis DGGE). Ponadto znacznym postepem bylo zastosowanie analizy
ektopowych transkiyptéw. Amplifikacje 13 eksondéw wraz z fragmentami sasia-
dujacych intronéw przeprowadza sie stosujac intronowe primeiy. Uzyskane
13 produktow reakcji poddaje sie selekcji, aby zidentyfikowac¢ ekson zawierajacy
mutacje. W analizie SSCP podstawa tej selekcjijest fakt, iz zmiana pojedynczego
nukleotydu zdenaturowanego DNA modyfikuje ruchliwos¢ elektroforetyczng
jednoniciowego DNA w niedenaturujacych zelach poliakiyloamidowych. Dete-
kcje radioaktywnych produktéw w zelu przeprowadza sie poprzez autoradiogra-
fie (Labrune i wspoOtaut. 1991). W zmodyfikowanej formie stosowano barwienie
srebrem jako metode detekcji rozdzielonych elektroforetycznie produktéw PCR
(Dockhorn-Dworniczak | wspétaut. 1991). Technika CCM polega na chemiczej
selekcji zmutowanego eksonu. W pierwszym etapie sg generowane heterodu-
pleksy pomiedzy radioaktywnie znakowanym fragmentem genu o prawidtowej
sekwengcji, a nie znakowanym odpowiadajgcym mu fragmentem genu pochodzg-
cego od pacjenta. Uzyskany heterodupleks poddaje sie chemicznej modyfikacji
w dwoch niezaleznych reakcjach. Dziatanie hydroksylaming powoduje modyfi-
kacje cytozyny, jezeli w przeciwnej nici wystepuje niekomplementarna zasada.
Dziatanie czterotlenkiem osmu powoduje z kolei modyfikacje tyminy w podobnej
sytuacji. W ten sposob zmodyfikowane heterodupleksy sa poddawane z kolei
dziataniu piperydyny przecinajagcej podwdjng spirale w miejscu, w kKoiym
wystepuje zmodyfikowana cytozyna lub tymina. Uzyskane produkty sg analizo-
wane elektroforetycznie w sekwencyjnych zelach z zastosowaniem markerow
diugosci (Cotton i wspétaut. 1988, Dianzani | wspotaut. 1991). Najbardziej
efektywnag technika selekcji zmutowanych fragmentéw genu PAH jest DGGE.
Fragmenty DNA sg poddawane migracji w zelach zawierajgcych ciagly, wzrasta-
jacy gradient denaturujacy. W momencie osiagniecia przez czasteczke DNA
pozycji, w ktorej czynnik denaturujgcy topi helikalng strukture nastepuje
op6znienie migracji DNA. Obecnos¢ okoto 40-nukleotydowego fragmentu zawie-
rajagcego GC (GC-clamp), wprowadzonego do badanego fragmentu DNA poprzez
PCR powoduje, iz obydwie nici DNA, pomimo stopienia, pozostaja z sobag
potaczone. Rozréznienie DNA zawierajgcego zmiane sekwencji od DNA prawidio-
wego jest mozliwe dzieki powstawaniu w PCR heteroduplekséw pomiedzy pra-
widtowa nicig a komplementarng nicig zawierajgcg mutacje. Obecnos$¢ niekom-
plementarnych nukleotydéw w czasteczce heterodupleksu obnizajego termosta-
bilnos¢ w stosunku do odpowiadajgcej mu czasteczki homodupleksu. Ze wzgle-
du nato, ze kazda substytucja nukleotydu ma swoisty wptyw na termostabilnos¢
fragmentu DNA, charakteryzuje ja szczegélny obraz w zelu. Wykrywalnos¢
mutacji technikag DGGE wynosi ponad 99% (Guldberg i wspétaut. 1993, Fodde
i Losekoot 1994). Bardzo wazne w badaniach mutacji w ré6znych genach jest
zjawisko tak zwanej ,nieuprawnionej transkrypcji” lub innymi stowy ,transkry-
pcji ektopowej”. Po raz pierwszy opisano je dla genu dystrofiny, ulegajacemu
specyficznej ekspresji w tkance miesniowej (Chery i wspétaut. 1988). Stwier-
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dzono mianowicie obecnos¢ niewielkich ilosci transkiyptu genu dystrofiny
w fibroblastach oraz limfoblastach w ilosci 1 czasteczka mRNA/500-1000
komorek. Obecnie wiadomo, ze zjawisko ,nieuprawnionej transkrypcji” wyste-
puje w przypadku wielu genéw o tkankowo specyficznej ekspresji. Przyczyna
tego zjawiska nie jest dokladnie poznana. Aktywacja niektérych gendw
w réznicowaniu komoérekjest zwigzana z modyfikacjami struktury chromatyny
orazmetylacji DNA. Zjawisko ,nieuprawnionej transkrypcji” mogtoby mie¢ miej-
sce szczegoblnie w czasie replikacji DNA. Taka zaleznos¢ pomiedzy nieuprawniong
transkrypcja a replikacjg DNA ttumaczytaby wyzszy poziom nieuprawnionych
transkryptéwwystepujacych w szybko proliferujacych limfoblastach w stosunku
do limfocytéw lub innych komérek w fazie spoczynkowej (Cherty i wspétaut.
1989). ,Nieuprawnione transkrypty” PAH wykryto w limfocytach krwi obwodowej
a zgodnie z oczekiwaniem znacznie wiekszy ich poziom wystepuje w limfobla-
stach uzyskanych przez transformacje limfocytéw krwi obwodowej wirusem
Epsteina-Barra (EBV), (Abadie i wspotaut. 1993). Daje to mozliwos¢ analizy
cDNA PAH pacjentéw, ktoregojedynym zrédiem byty dotychczas bioptaty watro-
by. Analiza cDNA pacjenta jest korzystna z tego wzgledu, iz pozwala na identy-
fikacje mutacji nie tylko w eksonach lecz réwniez w intronach. Mutacje w
intronach moga powodowac¢ nieprawidtowosci w dojrzewaniu pre-mRNA i mieé
drastyczny skutek dla ekspresji PAH. Natomiast w tradycyjnym podejsciu
polegajacym na sekwencjonowaniu klonéw genomowych mutacje w intronach
moga by¢ niezauwazone. Ponadto analiza transkryptéw ektopowych jest szcze-
golnie korzystna w PKU ze wzgledu na liczne eksony PAH. Analiza polega na
izolacji catkowitego komorkowego FINA z limfoblastéw, odwrotnej transkrypcji
oraz amplifikacji za pomoca 4 par primeréw pozwalajacych na synteze cDNA
PAH w 4 nachodzacych na siebie fragmentach. Uzyskane produkty PCR sag
poddawane sekwencjonowaniu (Abadie i wspotaut. 1993). W sekwencjono-
waniu DNA obserwuje sie w ostatnich latach znaczny postep. Przyczynajest to,
izj est ono podstawowym narzedziemw projekcie dotyczacym poznania ludzkiego
genomu (Human Genome Project). Technika ulega stopniowej automatyzacji.
Jedna z jej czesto stosowanych odmian jest automatyczne sekwencjonowanie
z zastosowaniem fluorochromowych znacznikéw. Znajduje ono szerokie zasto-
sowanie w analizie sekwencji genu PAH.

ZMIENNOSC W GENIE PAH

W 1991 roku w Montrealu powstata grupa koordynujaca badania genu PAH
(Gene Mutation Analysis Consortium). Dysponuje ona stale uzupetniang bazg
danych na temat mutacji oraz polimorfizméw w genie PAH. W ostatnim wydaniu
Newsletter z grudnia 1993 rejestr zawierat 140 mutacji oraz 4 substytucje nie
zmieniajace sekwencji aminokwasow. Delecje naleza do rzadkich w genie PAH.
Zidentyfikowano 16 delecji: 3 obejmujg 1 lub 2 eksony, 13 pozostatych to tak
zwane mikrodelecje obejmujgce od 1 do 20 nukleotyddw. Niektore mikrodelecje
powodujg przesuniecie ramy odczytu w genie. Zwazywszy rzadkos¢ delecjiw tym
genie interesujace byto wykiycie dwoch czesciowo nachodzacych na siebie delecji
w eksonie 11. Jednak na obecnym etapie badan nie mozna rozstrzygnac¢, czy
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jest to ,goragce miejsce” mutacji (Jaruzeitska i wspotaut. 1992). Pozostate 124
mutacje sg substytucjami pojedynczych nukleotyddéw: 12 wystepuje w koncach
5'lub 3' intronéw powodujac zaburzenia w dojrzewaniu mRNA PAH, natomiast
reszta — 112 to mutacje zmieniajgce sekwencje pojedynczych aminokwaséw
(missense mutations). W genie PAH wystepuja ponadto 3 typy polimorfizméw:
i. 8RFLPs w intronach oraz w regionach oskrzydlajgcych 5'i 3 'pozostajgce
w Scistym sprzezeniu z genem. Profil 8 RFLPs w danym allelu nazywa sie
haplotypem RFLP (Jaruzeiska 1989). ii. Minisatelitarny region warunkujacy
RFLP wykrywany przez Hindlll. Region tenjest bogaty w paiy AT (70%) i stanowi
typowa sekwencje o réznej liczbie tandemowych powtérzen (variable number of
tandem repeats VNTR) o wielkosci 30 pz zlokalizowanych w odlegtosci 3 kz od
koncowego eksonu 3' genu. Allele tego VNTR segreguja w sposob mendlowski
a ponadto niektére z nich wystepujg w sprzezeniu z okreslong mutacjg powodu-
jaca PKU (Goi1tsov i wspétaut. 1992). iii. Region zawierajacy sekwencje skitada-
jaca sie z krotkich powtérzenn tandemowych (short tandem repeats STRs).
Motywem powtarzajgcym sie jest w niej sekwencja TCTA. Sekwencja ta wyste-
puje w odlegtosci 700 pz od korica 3' eksonu 3. Sekwencja STR jest bardzo
uzytecznym markerem i posiada 9 alleli dziedziczonych w sposéb mendlowski.
Ten system sprzezen STRjest korzystny w populacjach charakteryzujacych sie
obecnoscigjednego haplotypu w ogromnej przewadze (np. w populacjach orien-
talnych). System ten w znaczny sposob podnosi liczbe informatywnych analiz
w rodzinach z PKU. Pomimo postepu w metodach PCR, stosowanych do analizy
innych markeréw polimorficznych w genie PAH, wzglednie prosta analiza poje-
dynczego systemu STR daje w rezultacie wyzszy stopien heterozygotycznosci niz
jakakolwiek kombinacja innych markerow (Goitsov iwspotaut. 1993). Opisano
ponadto 3 polimorfizmy (Q232Q, V245V oraz L385L) wystepujace w sekwencji
kodujacej (ekson 6, 7 oraz 11), w miejscach rozpoznawanych przez enzymy
restrykcyjne. Jednak ich uzytecznos¢ jako markeréw PKU jest ograniczona ze
wzgledu na ich niezbyt czeste wystepowanie (mniej nizw 20% rodzin z fenyloke-
tonurig), (Kataydjieva i wspétaut. 199la).

POWSTAWANIE | ROZPRZESTRZENIANIE SIE MUTACJI W POPULACJACH

Obecnos¢ roznych mutacji w genie PAH wskazuje, ze niezalezne od siebie
zaistniate mutacje spowodowaty PKU w réznych regionach swiata. W badaniach
populacyjnych PKU oceniano: sprzezenie pomiedzy PKU a haplotypem RFLP,
czestosci poszczegllnych mutacji oraz sprzezenie pomiedzy mutacjg a naj-
czestszym haplotypem RFLP. Stwierdzono, ze haplotyp 2 jest szczeg6lnie czesty
w nieprawidtowych allelach w Europie Centralnej (Jaruzeiska i wspétaut. 1991,
Kalaydjieva | wspétaut. 1991b), haplotyp 3 w Europie Pétnocnej (DiLetta i
wspoétaut. 1986a) oraz haplotyp 6 w Europie Potudniowej (Dworniczak i wspot-
aut. 1991). Haplotypy te wystepujg niezwykle rzadko w prawidtowych allelach.
W rasie kaukaskiej asocjacja mutacja/haplotyp RFLP jest rézna w réznych
populacjach. Na przyktad, znaczna wiekszos¢ haplotypu 2, 3 i 6 w wyzej
wymienionych czesciach Europy zawiera odpowiednio mutacje: R408W (DiLel1a
i wspétaut. 1987, Jaruzelska iwspotaut. 1991), IVS12ntl (DiLe11ai wspétaut.
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1986a) i 1VS10NL546 (Dworniczak i wspoOtaut. 1991). Natomiast wszystkie
nieprawidtowe allele o haplotypie 2 u kanadyjczykéw francuskiego pochodzenia
zawierajg mutacje M1V (Lyonnet i wspoOtaut. 1992). Chociaz zaproponowano
wiele hipotez, aby wyttumaczy¢ asocjacje pomiedzy mutacjami a haplotypa-
mi wydaje sie prawdopodobne, ze dana mutacja wystgpita w danym haplotypie
a nastepnie poprzez efekt zatozyciela (founder effect) oraz diyft genetyczny ulegta
rozprzestrzenieniu w innych regionach. Znaczny wzrost czestosci niektérych
z tych mutacji moze by¢ skutkiem przewagi selekcyjnej heterozygot. Jednak
natura przewagi selekcyjnej heterozygot nie jestjasna (Eisensmith i Woo 1992).
Asocjacja pomiedzy mutacjg a haplotypem RFLP jest cennym elementem
w poszukiwaniu odpowiedzi na pytanie, dlaczego czestos¢ PKU jest tak wysoka.
Biorac pod uwage fakt, ze do niedawna osobnicy z PKU nie wydawali potomstwa
nalezato oczekiwaé, ze czestos¢ PKU powinna byta maleé. Takiego zjawiska nie
obserwowano by¢ moze dlatego, ze nowe mutacje wystepowaty na tyle czesto,
iz ,zastepowaty” mutacje wyeliminowane z populacji poprzez brak potomstwa.
Ta interpretacja nie jest w pelni przekonywujaca, poniewaz w takim przypadku
dana mutacja wystepowataby na réznych haplotypach RFLP. Przyczyna utrzy-
mywania sie wysokiej czestosci PKU mogta by¢ wyzej wymieniona selekcyjna
przewaga heterozygot. Sugerowano tez, ze kobiety bedace nosicielkami niepra-
widtowego allelu PAH maja nizsze lyzyko poronienia ptodu od ryzykaw populacji
(Levy 1989)

Prébowano réwniez zrozumie¢ przyczyne wystepowania danej mutacji
w réznych haplotypach RFLP. Sugerowano powstanie de rtovo tej samej mutacji
(recurrent mutation) na innym haplotypie niz poprzednio. Prawdopodobienstwo
wystgpienia tej samej mutacji de novo wzrasta w miejscach genu, w ktérych
obecny jest dwunukleotyd CpG ulegajacy spontanicznej dezaminacji w pozycji
5-metylocytozyny. Jest on zatem ,goracym miejscem” mutacji (mutation ,hot
spot”). Inng przyczyng wystepowania tej samej mutacji w réznych haplotypach
RFLP moze by¢ crossing-over, poprzez ktdiy mutacja, sprzezona z jednym
haplotypem, moze zosta¢ przeniesiona na inny. Przyczyng moze by¢ réwniez
konwersja genu (Eisensmitii i W00 1991).

MUTACJE A STRUKTURA | FUNKCJA GENU PAH

Gen PAH liczacy ponad 90 kz zawiera eksony o dtugosci 57-892 nukleotydow
o tacznej dtugosci 2,4 kz oraz bardzo dtugie introny o dtugosci 558 pz-23,5 kz
(Ditertaiwspoétaut. 1986b). Biatko kodowane przez ten genjest homopolimerem
sktadajgcym sie z podjednostek o masie 52 kDa. Poréwnanie struktury pierwszo-
rzedowej PAH innych gatunkéw pokrewnych hydroksylaz ssakéw oraz innych
zwierzat wskazuje na wysoki stopien podobieristwa w regionie biatka kodowa-
nym przez eksony 4-11. Najwyzszy stopien tego podobienistwa (88,5%) dotyczy
eksonow 7-9. Przypuszczalnie ten regionjest odpowiedzialny za wspélna funkcje
tych bialek, to znaczy wiagzanie tlenu i kofaktora oraz za katalityczg konwersje
substratu (Eisensmitii i Woo 1992). Domena wigzania kofaktorajest kodowana
w eksonie 7 (Jennings | wspotaut. 1991). Przypuszcza sie, ze miejsce odpowie-
dzialne za specyficzng witasciwosé tych biatlek — wigzanie substratu lezy poza
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tym regionem. Waznos¢ tego centralnego regionu dla funkcji biatka znajduje
wyraz nie tylko w wysokim stopniu podobieristwa, ale réwniez w wysokiej liczbie
zidentyfikowanych w nim mutacji. Znamienne jest, ze ponad 20% wszystkich
znanych mutacji wystepuje w eksonie 7, natomiast ponad 70% wystepuje
w regionie obejmujacym ekson 5-12 (Eisensmith i W00 1992). W promotorze
genu nie stwierdzono dotychczas zadnych modyfikacji sekwencji.

EKSPRESJA IN VITRO GENU PAH

Ekspresja alleli PAH pacjentéw przez transfekcje do komoérek w hodowli jest
bardzo waznym elementem w zrozumieniu patologii PKU na poziomie moleku-
larnym. Ten system ekspresji PAH jest waznym narzedziem pozwalajagcym
udowodnié, ze zmianaw sekwencji genu, ktérg zidentyfikowanojest rzeczywiscie
odpowiedzialna za obserwowany fenotyp kliniczny. Zastosowanie tego narzedzia
jest szczegblnie wazne w przypadku mutacji punktowych, powodujacych sub-
stytucje aminokwaséw (missense mutations). Nie majg one bowiem ewidentnego
negatywnego wptywu na aktywnos¢ enzymu. Ponadto wiekszos¢ mutacji wyste-
puje u chorych w stanie heterozygotycznym (compound heterozygotes). Badanie
ekspresiji in vitro pozwala oceni¢ wptyw kazdej mutacji z osobna na obserwowany
fenotyp kliniczny a zatem ustali¢ korelacje genotyp — fenotyp, jak réwniez
zrozumied relacje struktura— funkcja genu. Ogélny schemat badania ekspresji
zmutowanych alleli in vitro polega na klonowaniu prawidtowego cDNA PAH
(phPAH247) w wektorze transfekcyjnym, posiadajacym silny promotor. Poprzez
ukierunkowang mutageneze wprowadza sie do cDNA PAH sklonowanego
w wektorze transfekcyjnym, mutacje, ktora uprzednio zidentyfikowano u chore-
go naPKU. W ten sposob uzyskang konstrukcja transfekowane sg komorki
w hodowli. Jednoczesnie przeprowadza sie kotransfekcje z wektorem zawieraja-
cym gen reporter, na przykiad gen lucyferazy lub gen kodujacy CAT (acetylotran-
sferaze chloramfenikolu) pozwalajace oceni¢ wydajnosé wnikania DNA do komoé-
rek. Po odpowiednim czasie inkubacji (okoto 2 dni), transfekowane komoérki sg
poddawane lizie aw uzyskanym lizacie ocenia sie wtasciwosci biatka kodowane-
go przez zmutowany allel i poréwnuje z odpowiednig kontrolg. Aktywnos¢é PAH,
syntetyzowang na podstawie nieprawidlowego allelu, przedstawia sie jako %
aktywnosci biatka syntetyzowanego na podstawie prawidtowego allelu. Stosowa-
nymi do transfekcji komoérkami gospodarza sg komorki E. coli (Ledley i wsp6t-
aut. 1987) ale znacznie czesciej komérki COS (nerki matpy), (Okano i wspétaut.
1991) lub linia ludzkich komoérek SW613 (raka jelita grubego), (Caillaud
i wspétaut. 1991). Badania ekspresji in vitro wykazaly, ze wiekszo$¢ mutacji
powodujacych substytucje aminokwaséw prowadzi do tworzenia niestabilnego
biatka, ktérego aktywnos¢jest w ré6znym stopniu obnizona. Wiekszo$¢ badanych
dotychczas mutacji nonsensownych oraz mutacji powodujacych zaburzenia
w splicingu prowadzi do klasycznego fenotypu, w ktérym hydroksylacja fenylo-
alaninyjest bliska zeru.
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BADANIA KORELACJI GENOTYP — FENOTYP | WYKORZYSTANIE DANYCH
MOLEKULARNYCH W MEDYCYNIE

Do stwierdzenia korelacji genotypu (mutacji) z fenotypem PKU sg potrzebne
trzy rodzaje danych. Pierwszy z nich dotyczy fenotypu: stezenie fenyloalaniny we
krwi po urodzeniu przed podjeciem diety, stopien tolerancji fenyloalaniny, wyniki
badan stezenia fenyloalaniny we krwi po wykonaniu testu obcigzenia biatkiem
oraz aktywno$¢ PAH, jezeli wykonana zostata biopsja watroby. Drugi z nich to
mutacje w obydwu allelach chorego, natomiast trzeci dotyczy ekspresji in vitro
wskazujacej na stopienrn niedoboru PAH dla kazdej mutacji z osobna. Badania
Okano wskazuja, ze wyniki aktywnosci PAH in vitro sg wyzsze w stosunku do
wynikéw uzyskanych w bioptatach watroby. Pomimo tego analiza aktywnosci
alleli PAH hodowanych komorek jest bardzo cenna w badaniach genotyp —
fenotyp (Okano i wspotaut. 1991). Przeprowadzono dotgd analize korelacji
genotyp — fenotyp dla ponad 20 mutacji punktowych powodujacych substytucje
aminokwasOw w biatku. Stwierdzono wyrazng korelacje pomiedzy genoty-
pem a stezeniem fenyloalaniny wystepujacym u dziecka przed podjeciem lecze-
nia, tolerancja fenyloalaniny oraz stezeniem fenyloalaniny w surowicy po wyko-
naniu obcigzenia biatkiem. Na przykiad, mutacje 1VS12ntl, R408W oraz
IVS10nt546 w postaci homozygotycznej powoduja fenotyp klasyczny, wymaga-
jacy bardzo Scistej diety, ubogiej w fenyloalanine. W przeciwieristwie do nich
mutacje Y414C oraz R261Q w postaci homozygotycznej daja fenotyp bardzo
tagodny — przetrwala HPA, nie wymagajaca diety. Jednak, jak juz wyzej wspo-
mniano, wiekszos$¢ chorych na PKU w réznych populacjach to tak zwane ztozone
heterozygoty (compound heterozygotes). W tych wypadkach okreslano aktyw-
nos¢ PAH in vivo poprzez obliczenie Sredniej aktywnosci in vitro produktow
dwadch z nieprawidtowych alleli, z ktéiych kazdy zawierat inng mutacje. Stwier-
dzono korelacje pomiedzy oznaczonymi Srednimi aktywnosciami a aktywnosciag
PAH mierzong in vivo (Okano i wspotaut. 1991). Uzyskane wyniki potwierdzity
hipoteze, w mysl ktérej ré6znorodnos¢ fenotypowa w niedoborach PAH odzwier-
ciedla réznorodnos¢ defektu w genie. Korelacja pomiedzy genotypem a fenoty-
pem nie jest zamknietym dziatem badan i jest kontynuowana w badaniach
innych mutacji. Uzyskane dotychczas wyniki sg wykorzystane do bardziej
precyzyjnego diagnozowania fenotypu HPA oraz sg pomocne w prognozowaniu
leczenia. Ponadto mutacje w genie PAH moga by¢ wykorzystane jako podstawa
klasyfikacji tak bardzo réznorodnych klinicznie niedoboréw PAH.

Dane uzyskane z badan molekularnych PKU sg zwigzane z korzySciami
klinicznymi, jak rowniez sa korzystne dla diagnostyki. Chodzi tutaj gtdwnie
0 mozliwosci molekularnego testowania nosicielstwa w rodzinach obarczonych
PKU oraz w populacji. Srednia czesto$é nosicielstwaw populacjach europejsidch
wynosi 1: 50. Po sklonowaniu genu molekularne oznaczanie nosicielstwa byto
mozliwe jedynie poprzez analize RFLP. P6zniej analiza sprzezen zostata wzboga-
cona przez analize sekwencji VNTR w regionie flankujacym 3' genu oraz intro-
nowej sekwencji STR w poblizu konca 3' eksonu 3. Jednym z celéw analizy
mutacji w genie PAH bylo opracowanie strategii oznaczania nosicielstwa
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w populacji, to znaczy u kazdego osobnika niezaleznie od tego, czy posiada
rodzenstwo z PKU. Oznaczanie nosicielstwa polegatoby w tym przypadku na
testowaniu okreslonej mutacji lub ich zbioru. Cel ten nie zostat osiggniety
gtéwnie dlatego, iz mutacji w genie PAH jest bardzo wiele (140) i testowanie tak
duzej ich liczby jest niewykonalne. Okreslanie nosicielstwa przez testowanie
mutacji ma wiec zasieg ograniczony z wyjatkiem populacji, w ktérych okreslona
mutacja wystepuje szczeg6lnie czesto. Dotyczy to mutacji IVS12ntl w péinocnej
Europie, 1VS10nt546 w potudniowej Europie oraz mutacji R408W w Europie
Wschodniej. W Polsce ta ostatnia mutacja wystepuje w ponad 60% nieprawid-
towych alleli i stad jej wartos¢ diagnostycznajest znaczna (Jaruzelska i WSpOt-
aut. 1993).

Istnieje wiele metod oznaczania nosicielstwa poprzez testowanie znanej
mutacji. Wiekszo$€ z nich polega na analizie zamplifikowanego, za pomoca PCR,
fragmentu genu. Dalsze etapy to hybrydyzacja z oligonukleotydowymi sondami
ASO (allele specific oligonucleotide — oligonukleotyd specyficzny do allelu),
(DiLel1a i wspotaut. 1986a), trawienie enzymem restrykcyjnym w przypadku,
gdy mutacja wystepuje w specyficznym dla niego miejscu rozpoznania. Jesli
W miejscu wystapienia mutacji brak miejsca restrykcyjnego mozna je kreowacd
stosujac technike ACRS (amplification created restriction site - miejsce restry-
kcyjne kreowane przez amplifikacje) a produkt PCR poddaje sie trawieniu
odpowiednim enzymem restrykcyjnym (Eiken i wspétaut. 1991). Stosuje sie
rowniez technike ASA (allele-specific amplification — amplifikacja specyficzna
dla allelu), w ktérej obecnos¢ lub brak produktu PCR po amplifikacji przy uzyciu
primera specyficznego do allelu zawierajacego okreslong mutacje oraz primera
specyficznego dla sekwencji prawidtowej moze by¢ uwidocznione w zelu agaro-
zowym (DvoRAKOWAI Fajkusowa 1993). Znacznym utatwieniem w molekularnym
testowaniu mutacji jest analiza DNA uzyskanego z wysuszonej kropli krwi na
bibule przesytanej poczta. Moze by¢ ona przechowywana w suchym miejscu
przez wiele miesiecy. Wykorzystuje sie do tego celu materiat wysyltany w tej
postaci do osrodkéw screeningu PKU w celu wykonania rutynowych oznaczen
fenyloalaniny (Witt i wspélaut. 1993).

UWAGI KONCOWE

Pomimo znacznego postepu w badaniu molekularnych podstaw PKU ostate-
czny cel tych badan, jakim jest opracowanie alternatywnej formy terapii, widac
w dos¢ odleglej perspektywie. Na czym ta terapia bedzie polegata nie do korica
jest jasne. Badania zmierzajgce do osiagniecia tego celu postepuja dwutorowo:
jest opracowywana terapia genowa PKU oraz sg prowadzone badania majgce na
celu lepsze poznanie patogenezy uposledzenia umystowego spowodowanego tym
blokiem. Otrzymanie przed Kilku laty poprzez chemiczng mutageneze myszy
z PKU pozwolito uzyska¢ niezbedny dla obydwu kierunkéw badan model zwie-
rzecy. Stad dalszy rozwéj badann wyglada optymistycznie. Przedstawione
W niniejszym przegladzie dane sg przyktadem, jak dalece postep metodyczny
w analizie DNA, jaki dokonat sie w ostatniej dekadzie, umozliwit poznanie
molekularnego mechanizmu choroby genetycznej i jak dalece wiedza na ten
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temat zblizyta genetyke do medycyny. Dlatego znaczenie molekularnych badan
fenyloketonurii polega rowniez na tym, iz stanowig one model dla innych chorob
genetycznych.

PHENYLKETONURIA — FROM GENOTYPE TO THE CLINIC
Summary

Phenylketonuria (PKU) is a metabolic disorder that results from a deficiency of the hepatic
enzyme phenylalanine hydroxylase (PAH). The various degrees of mental impairment that occur in
patients with PKU can be reduced by rigorous implementation of a diet low in phenylalanine. With
the introduction of neonatal screening, a spectrum of clinical and biochemical phenotypes has been
found among patients, suggesting that the phenotypic heterogeneity of this disorder may reflect an
underlying heterogeneity at the molecular level. An application of the tools of molecular biology led
to the cloning of the PAH cDNA, and caused a profound increase in our current understanding of
the pathogenesis of this disease and resulted in wide clinical applications. With the discovery of
RFLP sites in the PAH locus, the molecular carrier testing using these markers became accessible.
Furthermore, sincewith the use of polymerase chain reaction methodologies, many molecular lesions
(140 so far) were identified, the PAH genotype of many affected individuals can be determined in
some populations. This, combined with the biochemical characterization of mutant PAH proteins by
in vitro expression analysis, can potentially refine carrier screening in families where RFLP analysis
is not informative, and help to define the relationship between PAH genotype and the disease
phenotype. So far, such studies have confirmed previous hypotheses that the phenotypic heteroge-
neity observed in PKU and related hyperphenylalaninemic disorders reflects an underlying heteroge-
neity of PAH genotypes. Genotype determination also allows many other clinically important issues
to be examined. For example, genotype analysis permits prediction of clinical severity of PKU on the
basis of the presence of mutant alleles. Genotype determination can also be used to predict the
clinical outcome in affected individuals from families that exhibit both PKU and HPA hiperpheny-
loalaninennia phenotypes.
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