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Innledning

Tidligere i temaserien har vi omtalt diagnostikk av
patogene mutasjoner der en forutsetning har veert
at denne kan undersgkes direkte (1,2,3). Hva med
familier som har en arvelig sykdom men der
mutasjonen ikke er kjent? Dersom genet er klonet
eller lokalisert ved genetisk kartlegging, kan
genetisk diagnostikk i begrenset omfang gjeres
med koblingsanalyser. Et viktig verktoy i disse
analysene er genetiske markerer (4,5).

Genetiske markorer:
DNA-repetisjoner

Det humane genomet inneholder en rekke nuk-
leotidsekvenser som er repetert fra noen fa til
mange tusen ganger. Disse repeterte DNA-
sekvensene varierer i starrelse og kompleksitet fra
noen fa basepar til hele gener. En spesiell
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gruppe repeterte sekvenser er de som forekom-
mer i serier, eller i tandem. Disse bestar av to til
fem basepar som reitereres fra noen fa til omtrent
50 ganger. Den vanligste benevnes "simple tan-
dem repeats" (STR) og bestar av to basepar, A og
C, pa den ene DNA-traden (og felgelig T og G pa
den andre). Dette repeterte elementet forekom-
mer trolig 50-100.000 steder i genomet. Siden de
autosome kromosomene forekommer som par,
finnes det to sett av de repeterte elementene. Ofte
varierer antallet kopier (som gir ulik lengde) av det
repeterte elementet pa de to kromosomene slik at
det kan oppsta heterozygositet for antallet kopier
(Figur 1).

Dinukleotid-repetisjoner er en rik kilde til
genetisk variasjon i det humane genomet, og de
kan lett pavises ved hjelp av PCR. Disse
repetisjonene, eller markerene, brukes til & kon-
struere genetiske kart der genenes posisjon kan
bestemmes. Slike kart finnes hos flere store
organisasjoner, som for eksempel Genethon labo-
ratories, National Center for Biological
Information og Marshfield Laboratories, og er
offentlig tilgjengelig (6-9). Kartene kan veere til
hjelp for genetikere og forskere til for eksempel &
lokalisere og isolere sykdomsgener.

De genetiske markegrkartene kan ogsa brukes
til diagnostikk (10). Dersom to markerer nesten
alltid nedarves sammen, sies de & veere tett koblet.
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8 repetisjoner
|GGGCAGAGTCACACACACACACACA1‘TGAAC i

6 repetisjoner
| GGGCAGAGTCACACACACACATTGAAC i

10 repetisjoner
| GGGCAGAGTCACACACACACACACACACATTGAAG h

12 repetisjoner

| GGGCAGAGTCACACACACACACACACACACACATTGAAC i

6 repetisjoner

()

‘ GGGCAGAGTCACACACACACATTGAAC i

12 repetisjoner

| GGGCAGAGTCACACACACACACACACACACACATTGAAC i
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Figur 1

Prinsippet for bruk av dinukleotid-repetisjoner som markarer i koblingsanalyser. Vi har to av hvert kromosom
slik at gener, alleler og markerer vil forekomme i to kopier. Normalt arves den ene kopien fra mor og den andre
kopien fra far. Figuren viser en dinukleotid, CA, som i dette tilfellet repeteres fra seks til 12 ganger pa kromo-
som-parene. Alle er heterozygote for markaren. Far sine to kopier av kromosomomradet har henholdsvis seks
og atte CA-repetisjoner, mens mor har 10 og 12. Barnet har arvet omradet med seks repetisjoner fra far og 12
repetisjoner fra mor. Ved hjelp av PCR og elektroforese, kan de fire ulike starrelsene visualiseres som band.
Slik kan det avleses hvor mange repetisjoner barn, far og mor har og man ser at nedarvingen er Mendelsk.

Dette prinsippet benyttes ved diagnostikk ved
hjelp av koblingsanalyser. Markerer som er tett
koblet eller er i naerheten av et aktuelt kandidat-
gen, types ved hjelp av PCR, og det etableres et
kart over familien (Figur 2 og 3).

Dersom en (eller flere) marker(er) viser
samme meonster hos de syke, men ikke de friske,
er det ko-segregering mellom marker (genotype)
og sykdom (fenotype). Dette betyr at det er tett
kobling mellom marker og sykdom kan benyttes
til diagnostikk (Figur 3).

Problemer ved koblingsanalyser

Koblingsanalyser kan bare benyttes dersom det
er tilgiengelig familiemedlemmer fra minst to
generasjoner. Studiene krever oftest inngdende
analyser av familien for & finne markarer som er
informative (foreldre ma veere heterozygote). Det
er ikke mulig & bruke familier med bare ett affis-
ert medlem eller der slektninger er utilgjengelige
for eksempel ved at de ikke vil la seg teste.

35

o



PEDENDO S| STE_slutt.gxd 18.12.2003 21:34 Si de%

158
321
131
165
301
200
209

278
108
220
136
184
164

183
263
114
216
137

158
321
131
165
301
200
209
175
278
108
220
136
184
164

183
263
114
216
137

Figur 2

Bruk av markeranalyse ved nyfgdtdiabetes. Begge barna (sorte symboler) hadde neonatal diabetes. Foreldrene
er illustrert med hvite symboler og har ikke diabetes. Barnet til venstre i panelet utviklet permanent diabetes
med insulinbehov, mens barnet til hgyre hadde transient diabetes. Det er brukt 20 markarer som fordeler seg
over hele kromosom 6. Markerene er sortert og det er etablert haplotyper som passer med Mendelsk arv. Det
er ikke tegn til overkryssing. Vi ser at barnet med permanent diabetes er heterozygot og har arvet en kopi av
kromosom 6 fra mor (orange) og en fra far (grenn). Barnet med transient diabetes, derimot, er homozygot og
har arvet begge kopiene av kromosom 6 fra far. Dette kalles uniparental disomi for kromosom 6 og er assosiert
med transient neonatal diabetes. Overlege Haereid, St. Olavs Hospital, Trondheim takkes for henvisning av

pasient med transient neonatal diabetes.

To forhold kan gi problemer med tolkingen i
koblingsanalyser. Det forste er genetisk rekombi-
nasjon eller overkryssing (Figur 4). Dette er utvek-
sling av genmateriale mellom de to kromosom-
parene under meiosen. Overkryssing skjer oftere
pa visse omrader i genomet. Dersom hyp-
pigheten av overkryssing mellom marker og syk-
domsgen er kjent, kan dette inkluderes i koblings-
analysene for estimering av risiko. Det andre
problemet er genetisk heterogenitet som betyr at
mer enn ett genlokus kan veere arsak til samme
sykdom i ulike familier.
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Figur 3
.__O Koblingsanalyser brukt i en familie med
autosomal dominant arvelig diabetes.
bl Haplotypene er bestemt ved hjelp av
i markgrer for genet som koder for hepa-
tocytt nukleaer faktor (HNF)-1alfa eller

5 ‘ 3 MODY3-genet. Hos pasientene med
sorte eller skraverte symboler (sort betyr
_O _El diabetes, skravert er nedsatt glukosetol-

Had Ha i eranse) ser man at alle de syke har
171 |156 17 B samme haplotype (gul) mens de friske
121|119 har ikke denne haplotypen. Dette betyr at

4 5 6 7 8 sykdomslokus og genomradet, som er
@ bestemt av haplotypen, er tett koblet. Det
er ko-segregering mellom genotype

a4 167 10 /'154 169 [154|154 169 154 (haplotype) og fenotype (diabetes). Uten
167 173 187 173 il S e L a kjenne mutasjonen i genet, kan man
Hagllais it 121125 [121]121 125 115 sdledes ved hjelp av koblingsanalyse

med dinukleotid -markerer finne de som
er eller vil bli syke i denne familien. DNA-
sekvensering bekreftet seinere at fami-
lien hadde en mutasjon i MODY3-genet

(11).

‘ ‘ —_— AA ' ' —_ AA ‘ '
Figur 4
Overkryssing (rekombinasjon) av genmateriale mellom to kromosomer. Fenomenet forekommer under
meiosen (kjgnnscelledelingen). Overkrysning skjer oftere pa helt bestemte steder i arvematerialet. Vi ser at
sykdomsgenet + flyttes fra en genstreng (grenn) som inneholder markgren B til genstrengen (gul) med

markgren A. Dette kan gi problemer med diagnose pa basis av koblingsanalyse. Presis genetisk testing kan
likevel beregnes dersom hyppigheten av overkrysning mellom marker og sykdomsgen er kjent.
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