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Streszczenie: Warianty genomowe, obok zmian epigenetycznych uwarunkowanych przez czynniki
srodowiskowe i behawioralne, stanowig przyczyne zmiennos$ci wewnatrzgatunkowej. Przeksztatcenia
genomowe moga przyczyniac¢ si¢ do rozwoju chorob mendlowskich oraz nieistotnych z klinicznego
punktu widzenia polimorfizméw, do ktoérych naleza miedzy innymi polimorfizmy pojedynczego
nukleotydu oraz polimorfizmy zréznicowania liczby kopii. Przeksztatcenia w ludzkim genomie
powstaja w wyniku czterech procesow: nie-allelicznej homologicznej rekombinacji, nie-
homologicznego taczenia koncoéw, blokowania widetek i przetaczania matrycy oraz replikacji
indukowanej przez pe¢knigcia w rejonach mikrohomologii. Zaburzenia w genomie moga takze
powstawa¢ w wyniku retrotranspozycji z udzialem mRNA. Zautomatyzowane metody badania
zaburzen genomowych sg obecnie szeroko stosowane w diagnostyce molekularnej. Stuzg zaré6wno
identyfikacji zmian w DNA, jak i badaniu uwarunkowanej genetycznie odpowiedzi na leki. Wiedza
na temat zmian w nici DNA oraz mechanizméw ich powstawania shuzy rozwojowi diagnostyki,
dzigki czemu szanse pacjentdéw na odzyskanie zdrowia sg znacznie wigksze.

Stowa kluczowe: \Warianty genomowe, polimorfizmy, rekombinacja, diagnostyka molekularna

Summary: Apart from epigenetics associated with environmental and behavioral factors, genetic
variants contribute to human variation and may cause either disorders or neutral polymorphisms, such
as single nucleotide polymorphisms and copy number variants. Genome rearrangements include
different regions of DNA, from single base pair to chromosomal regions of millions of nucleotides.
There are four main mechanisms of genetic variants origin: non-allelic homologous recombination,
non-homologous end-joining, fork stalling and template switching and microhomology mediated
break induced replication. mRNA retrotransposition may also lead to some genome rearrangements.
Molecular diagnostic is currently based on automated techniques that identify DNA variants and
predict treatment response dependent on genetic factor. Knowledge in the field of genetic variants
contributes to molecular diagnostics that improve life conditions of patients.
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Wykaz skrétéw: CNV — (ang. copy number variation) — polimorfizmy zréznicowania liczby kopii,
LCR - (ang. low-copy repeats) — powtdrzenia matej liczby kopii, CCR — (ang. complex
chromosomal rearrangenemts) — ztozone przeksztatcenia chromosoméw, NAHR — (ang. non-allelic
homologous recombination) — nie-alleliczna homologiczna rekombinacja, NHEJ — (ang. non—
homologous end—joining) — nie-homologiczne taczenie koncow, FoSTeS — (ang. fork stalling and
template switching) — model blokowania widetek i przetaczania matrycy, MMBIR — (ang.
microhomology-mediated break-induced replication) — replikacja indukowana przez peknigcia
w rejonach mikrohomologii, DSB — (ang. double strand break) — naprawy dwuniciowych peknigé
DNA, LOH - (ang. loss of heterozygosity) — utrata heterozygotycznosci, SNP — (ang. single
nucleotide polymorphisms) — polimorfizméw pojedynczego nukleotydu

ZX.0Z0ONOSC GENOMU LUDZKIEGO I TYPY ZMIAN W
SEKWENCJI DNA

Analiza podtoza genetycznego danej choroby wymaga szczegdélowego poznania
struktury genomu, jego zmienno$ci oraz konsekwencji, jakie niosa za soba
obserwowane cechy materiatu genetycznego. Elementy rdznicujace przedstawicieli
jednego gatunku okreslane s mianem wariantow genomowych, ktérych dystrybcja
zalezy od mutacji, selekcji, dryfu genetycznego, rekombinacji, migracji oraz
demografii populacji [5]. Obok wariantow genomowych, réznorodnosc
fenotypowa ludzi wynika ze zmian epigenetycznych powiazanych z czynnikami
srodowiskowymi i behawioralnymi.

Przeksztalcenia genomowe mogg przyczynia¢ sie¢ do rozwoju chordb
mendlowskich oraz nieistotnych z klinicznego punktu widzenia polimorfizmow.
Warianty, ktéore moga wpltywa¢ na zmiany fenotypu w kierunku choréb
genetycznych okreslane sg jako zaburzenia genomowe [15]. Ich wystgpowanie jest
na ogo6t podobne w roznych populacjach, cho¢ opisano przypadki populacyjno
specyficznych zaburzen genomowych [27].

Warianty genetyczne klasyfikowane s3 wedlug dwoch podstawowych
kryteridow: sktadu genetycznego oraz czesto$ci wystgpowania w populacii.
W zaleznosci od sktadu genetycznego wérdd polimorfizmoéw wyrdznia si¢ warianty
sekwencyjne oraz strukturalne. Warianty sekwencyjne obejmuja zmiany od
pojedynczego nukleotydu do tysigca par zasad [12] i dotyczg insercji lub delecji.
Polimorfizmy dotyczace pojedynczego nukleotydu okreslane sa mianem SNP (ang.
single nucleotide polymorphism) i oprocz insercji/delecji, obejmujg takze
substytucje. Wieksze insercje i delecje, wraz z duplikacjami, inwersjami
i translokacjami okre$lane sa mianem wariantow strukturalnych i dotyczg
sekwencji w zakresie od tysigca par zasad do 5 miliondw par zasad [12]. Wérod
wariantow strukturalnych wyroznia si¢ typ nie wplywajacy na dawke genu,
generowany w wyniku inwersji lub zrownowazonych translokacji. Istotng rolg
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odgrywa takze neutralny pod wzgledem liczby kopii mechanizm utraty
heterozygotycznos$ci (ang. loss of heterozygosity, LOH) powodujacy utrat¢ jednego
z alleli w wyniku delecji, rekombinacji mitotycznej czy tez nondysjunkcji
w procesie mitozy. [8]. Drugi typ jest zwigzany z dawka genu i obejmuje szeroko
badane w ostatnich latach, polimorfizmy zréznicowania liczby kopii (ang. copy
number variation, CNV) [18]. Istnieje szereg procesow takich jak: duplikacje,
triplikacje, inwersje i translokacje, ktore moga prowadzi¢ do powstania CNV.

Inny podziat wariantéw genetycznych uwzglednia ich czesto$¢ wystepowania
W populacji, warianty rozpowszechnione wystepuja z czgstoscia wigksza niz 5%
w badanej populacji, a warianty rzadkie nie przekraczaja progu 5%. Polimorfizm
jest okreslany jako wariant wystgpujacy z czestoscig nie mniejsza niz W 1%
populacji [10].

Przeksztalcenia genomowe moga uwzglednia¢ polimorfizmy neutralne dla
funkcji genu, lecz moga powodowaé roéwniez zmiany fenotypowe poprzez
roznorodne mechanizmy, takie jak zmiana liczby kopii, zaklocenia gendw,
tworzenie gendéw fuzyjnych [2], czy neutralna dla liczby kopii utratg
heterozygotycznosci [8]. Wszelkie konsekwencje fenotypowe spowodowane
wystapieniem przeksztalcen genomowych okre§lane s3 zbiorczo terminem
zaburzen genomowych [2].

Ukonczony projekt sekwencjonowania ludzkiego genomu dostarczyl wielu
ciekawych informacji [17]. Okres$lono, ze okoto 95% sekwencji genomu stanowia
sekwencje unikalne [3]. Grupe sekwencji liczacych powyzej tysiagca par zasad
i identycznych w co najmniej 90% okreslono jako powtdrzenia matej liczby kopii
(ang. low-copy repeats, LCR) lub duplikacje segmentalne.

Kolejna klasg zroznicowania genomu sg ztozone przeksztatcenia chromosomow
(ang. complex chromosomal rearrangenemts, CCR), ktore opisujg strukturalne
przeksztalcenia genomu obejmujace co najmniej trzy cytogenetycznie widoczne
punkty krytyczne (ang. breakpoint) oraz wymiang materialu genetycznego miedzy
dwoma lub wiecej chromosomami [31]. Obecnos¢ CCR zostala powigzana
z nowotworem tarczycy [9], czy nieptodnoscia u mg¢zczyzn [11].

MECHANIZMY POWSTAWANIA ZMIAN W SEKWENCJI W
LUDZKIM GENOMIE

Mechanizmy rearanzacji w ludzkim genomie ukazuja proces prowadzacy do
zmian fenotypowych u pacjentow. Zaproponowane zostalty cztery podstawowe
mechanizmy  powstawania  przeksztalcen — genomowych:  nie-alleliczna
homologiczna rekombinacja (ang. non-allelic homologous recombination, NAHR),
nie-homologiczne tgczenie koncoéw (ang. non-homologous end-joining, NHEJ),
model blokowania widetek i przetaczania matrycy (ang. fork stalling and template
switching, FoSTeS) [7] oraz replikacji indukowanej przez pgknigcia w rejonach
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mikrohomologii (ang. microhomology mediated break induced replication,
MMBIR) [29].

Proces NAHR wymaga obecnosci w DNA segmentow o niemal identycznej
sekwencji w obrgbie LCR [24]. Mechanizm NAHR moze skutkowa¢ zaréwno
duplikacja, delecja, jak i inwersja fragmentu, ktory ulega przeksztatceniu [24], co
ma istotne konsekwencje, gdy odwrdcony segment zawiera geny. Moze wowczas
dojs¢ do catkowitej utraty funkcji genu lub jego skrocenia. Zjawisko NAHR moze
zchodzi¢ podczas mejozy oraz mitozy.

Drugim mechanizmem powstawania rearanzacji genomowych jest NHEJ,
proces, ktory w komdrkach eukariotycznych jest jednym z podstawowych narzadzi
naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA (ang. double strand break, DSB) [19]
powstalych w wyniku rekombinacji oraz wywotanych przez czynniki patologiczne
(np. promieniowanie jonizujace). Mechanizm NHEJ nie wymaga obecnosci
w DNA sekwencji homologicznych [14] i generuje delecje oraz duplikacje [22].

Trzecim mechanizmem powstawania przeksztalcen w genomie jest, powigzany
z replikacja DNA, proces blokowania widetek i przelaczania matrycy — FoSTeS.
Do jego odkrycia przyczynil si¢ znaczacy postgp w dziedzinie technik
molekularnych, ktory umozliwit badanie ztoZzonych przeksztalcen genomowych
[13]. Wczesniej opisane NAHR i NHEJ w klarowny sposob tlumacza powstanie
prostych przeksztatcen, jednak w przypadku zmian ztozonych, wlasciwym
modelem jest FoSTeS [26]. Mechanizm dziata podczas replikacji DNA [13]
i wynika z btgdow podczas tego procesu. Model FoSTeS oraz MMBIR tlumacza
powstawanie ztozonych przeksztatcen genomowych i chromosomowych [29, 30].

Oprocz opisanych trzech modeli generujacych zmienno$¢ migdzyosobnicza,
warianty strukturalne moga powstawa¢ w wyniku retrotranspozycji z udziatem
MRNA [4]. Mimo, Ze retrotranspozycja nie jest odpowiedzialna za znaczaca grupe
wariantow strukturalnych, to zmiany powstale z jej udzialem majg istotne
znaczenie dla funkcjonowania genomu. Co wigcej, wykazano, ze elementy
repetytywne, takie jak Alu oraz LINE-1, takze przyczyniaja si¢ do zmiennosci
strukturalnej [16].

ROLA ZMIAN W SEKWENCJI W DIAGNOSTYCE
MOLEKULARNEJ

Identyfikacja genéw odpowiedzialnych za zaburzenia genetyczne oraz mutacji
wplywajacych na mechanizm patogenezy pozwolity na opisanie licznych chorob.
Pierwotne hipotezy zaktadajace zalezno$¢ jeden gen — jedna choroba, sg obecnie
modyfikowane w kierunku sieci oddzialywan i tymczasowych struktur
molekularnych [28]. Badania chordéb genetycznych nie majg na celu jedynie
identyfikacji zaburzen skorelowanych ze zmienionym fenotypem, ale takze probe
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wyjasnienia mechanizmu molekularnego patogenezy. Z tego wzgledu
szczegdtowym analizom podlegaja komponenty catych szlakéw sygnalizacyjnych
powiazanych z chorobg genetyczna. Zidentyfikowane w ten sposob markery
molekularne moga stanowi¢ element testow diagnostycznych w ramach
spersonalizowanej medycyny.

Tradycyjne techniki molekularne oparte o metodg sekwencjonowania sg wysoce
informatywne, jednak czasochtonne. W odpowiedzi na zapotrzebowanie,
opracowano znacznie szybsze zautomatyzowane metody, takie jak macierze DNA
oraz sekwencjonowanie nastgpnej generacji (ang. massive parallel sequencing),
ktore pozwalaja na jednoczesng analizg setek tysiecy indywidualnie wybranych
loci genowych. Macierze DNA wykorzystywane sa do genotypowania
i identyfikacji genow, analizy mutacji, polimorfizméw pojedynczego nukleotydu
(ang. single nucleotide polymorphisms, SNP), detekcji zaburzen chromosomowych
oraz szeroko poje¢tych modyfikacji potranslacyjnych [23].

Postep jaki dokonat si¢ w dziedzinie diagnostyki pozwolit na wprowadzenie do
powszechnego uzycia badan genetycznych, ktorych wyniki moga potwierdzi¢
zaburzenie genetyczne lub okresli¢ prognoze rozwoju danej choroby. Wyréznia si¢
dwa typy testow genetycznych: diagnostyczno-prognostyczne oraz testy dla celow
farmakogenomiki [20]. W pierwszym przypadku test ma na celu identyfikacje¢
przyczynowych mutacji genetycznych lub polimorfizmow okreslajacych podatnosc
na zachorowanie, z kolei testy farmakogenomiczne ujawniajg cechy DNA oraz
RNA powiazane z odpowiedzia na leki.

Wsréd polimorfizméw, analizie poddaje si¢ migdzy innymi polimorfizmy
pojedynczego nukleotydu (SNP), ktorych liczba w ludzkim genomie przekracza 10
milionow [25]. SNP rozprzestrzenione s3 w catlym genomie [1], powstaja
w wyniku mutacji, ktére sa selektywnie utrwalane w populacjach. Niezwykle
istotng cechg SNP jest silne powigzanie czgstosci alleli z badang populacja;
w literaturze opisano wiele wariantow SNP wystepujacych tylko w wybranej
populacji [1]. W miar¢ postepu genomiki i prowadzenia badan nad rolg SNP
wyselekcjonowano istotne polimorfizmy, ktdére moga stanowi¢ zaréwno element
ochronny, jak i czynnik podatnosci na zachorowanie. W literaturze opisano szereg
metod asocjacji SNP z chorobami [6, 17], wigkszo$¢ polega na identyfikacji
genotypéw 1 haplotypow powigzanych ze stanem chorobowym. Podstawa
identyfikacji jest istotna roznica czgstosci alleli danego polimorfizmu migdzy
pacjentami i grupa kontrolna, w ktorej nie wystgpuja cechy choroby [21]. Mimo
setek projektow badawczych, analiza chorob ztozonych i proby ich wyjasnienia
w oparciu o SNP wciagz stanowig odlegly cel.

Wiedza na temat zmian w nici DNA oraz mechanizméw ich powstawania stuzy
zatem rozwojowi diagnostyki, dzigki czemu szanse pacjentdow na odzyskanie
zdrowia poprzez dobor odpowiedniej terapii sg znacznie wigksze. Mimo licznych
trudnosci, zaré6wno technicznych, jak 1 obliczeniowych, spresonalizowana
medycyna, oparta o analiz¢ molekularna, stanowi niewatpliwa przyszto$¢
diagnostyki. Coraz peliejsze poznanie ludzkiego genomu przyczynia si¢ nie tylko
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do rozwoju nauki, stanowi niejednokrotnie klucz do poznania ztozonych zaburzen,
ktoérych konsekwencje fenotypowe uniemozliwiajg prawidtowe funkcjonowania
organizmu.
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