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				Streszczenie

				Metoda wysokorozdzielczego topnienia matrycy HRM (ang. High Resolution Melting), oparta na identyfikacji różnic w denaturacji produktów reakcji PCR w obecności barw-ników fluorescencyjnych, pozwala na identyfikację wariacji genetycznych w sekwencjach kwasów nukleinowych. Fakt, że analiza ta dodatkowo charakteryzuje się niskim kosztem, krótkim czasem wykonania i wysoką czułością sprawił, że znalazła ona wiele zastosowań w obszarze diagnostyki, badań laboratoryjnych oraz klinicznych. Artykuł ten stanowi przegląd literatury dotyczącej zastosowań analizy HRM w diagnostyce medycznej.

				Wprowadzenie

				Reakcja łańcuchowa polimerazy – PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) opracowana w 1993 przez Kary Mullisa cechuje się wieloma zaletami: szyb-kością reakcji oraz jej wydajnością, selektywnością, czułością i prostotą wyko-nania. Od momentu jej opracowania metoda cały czas jest modyfikowana, a jej modyfikacje znajdują coraz szersze zastosowanie. Jedną z modyfikacji jest metoda wysokorozdzielczego topnienia matrycy HRM (ang. High Resolution Melting), w której prowadzi się analizę procesu denaturacji (topnienia) zdefi-niowanych fragmentów DNA (amplifikowanych w reakcji PCR). Opracowanie metody HRM-PCR było możliwe dzięki postępowi technologicznemu w za-kresie aparatury i oprogramowania oraz zastosowaniu barwników fluorescen-cyjnych interkalujących z DNA.

				Analizę HRM przeprowadza się na dwuniciowym DNA, które najpierw jest amplifikowane przy użyciu reakcji łańcuchowej polimerazy w czasie rzeczy-wistym RT-PCR (ang. Real Time Polymerase Chain Reaction), a następnie prze-chodzi do fazy topienia matrycy. Proces ten polega na powolnej denaturacji dwuniciowego DNA połączonego z interkalującym barwnikiem fluorescencyj-nym, w temperaturze od 50 do 95°C. Po osiągnięciu temperatury topnienia dwie nici rozdzielają się dając dwie cząsteczki jednoniciowego DNA. Punkt środkowy krzywej topnienia jest opisywany jako punkt, w którym 50% DNA jest dwuniciowe, a 50% jest jednoniciowe. Kształt krzywej zależy od właści-wości DNA, które odnoszą się do tego, czy jest to homozygotyczny typ dziki, homozygotyczny mutant czy typ heterozygotyczny dziki i mutant. Kiedy dwie nici ulegną denaturacji, poziom fluorescencji spada. Ponieważ HRM jest moni-torowane w czasie rzeczywistym, uzyskana krzywa topnienia daje dokładny obraz właściwości badanego DNA [1].

				Zalety reakcji HRM-PCR takie jak niski koszt, krótki czas wykonania i wy-soka czułość spowodowały, że metoda ta może być alternatywą dla czaso-chłonnych metod wykorzystujących różnice w mobilności elektroforetycznej w żelach poliakrylamidowych oraz kosztownej chromatografii dHPLC. Stale rosnąca wiedza na temat chorób genetycznych oraz pojawienie się nowych wariantów analizy HRM takich jak MS-HRM (ang. Methylation-Sensitive; HRM) sprawiły, że metoda ta stała się bardzo ważnym narzędziem w dia-gnostyce klinicznej.

				Zrozumienie oraz identyfikacja zmienności genetycznej między poszczegól-nymi osobnikami i populacjami stanowi jeden z najważniejszych obszarów ba-dań w dziedzinie genomiki. Wyjątkowy profil genetyczny warunkuje wystąpie-nie danej cechy lub podatność na chorobę, dlatego też poszukiwanie wiarygod-nych i powtarzalnych metod wykrywania mutacji genetycznych skupia uwa-gę naukowców od wielu lat. Jedną z takich metod jest analiza HRM, która może być stosowana z wysoką wydajnością do badań pod kątem wykrywania mutacji genetycznych zarówno w celach badawczych jak i klinicznych. W porównaniu do innych metod diagnostyki molekularnej pozwalających na wykrycie mutacji, 

			

		

	
		
			
				60	https://postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/

			

		

		
			
				wymaga mniejszego nakładu kosztów oraz czasu, zacho-wując wymaganą czułość oraz dokładność [2].

				Do tej pory analiza HRM znalazła zastosowanie w diagno-zowaniu zaburzeń genetycznych autosomalnych recesyw-nych, autosomalnych dominujących, sprzężonych z chromo-somem X oraz niedelecyjnych zaburzeń powodujących nie-dokrwistość tarczowatokrwinkową [3]. Potencjał tej metody jest bardzo duży co sprawia, że każdego roku spektrum jej zastosowań w celach medycznych wciąż się poszerza.

				Zastosowanie analizy HRM w diagnostyce autosomalnych recesywnych chorób genetycznych

				Rdzeniowy zanik mięśni SMA (ang. Spinal Muscular Atro-phy), będący najczęstszym autosomalnym recesywnym za-burzeniem nerwowo-mięśniowym, warunkuje postępujące upośledzenie mięśni szkieletowych prowadzące w niektó-rych przypadkach do śmierci. Schorzenie to związane jest z mutacją genu SMN1 [4] lub polimorfizmem liczby jego kopii [5]. Wczesne wykrycie defektu w obrębie genu SMN1, a na-stępnie terapia genowa jest najskuteczniejszą formą przeciw-działania chorobie [6]. Chociaż dzieci z SMA często po uro-dzeniu nie wykazują objawów, opracowano badania przesie-wowe noworodków w celu wykrycia SMA, dając możliwość rozpoczęcia leczenia bezobjawowych niemowląt [7]. Analiza HRM krwi noworodków pozwala na szybkie przesiewowe badania na dużą skalę pod kątem SMA (Ryc. 1).

				Analizę HRM wykorzystuje się również w diagnostyce au-tosomalnej, recesywnej choroby wrodzonego przerostu nad-nerczy, zaburzającej metabolizm steroidów u ludzi [8]. Ponad 90% zachorowań spowodowanych jest mutacjami (delecje lub duplikacje) w obrębie genu kodującego 21-hydroksylazę steroidową (CYP21A2), a około 75% wadliwych genów CY-P21A2 powstaje przez rearanżacje między genem CYP21A2 a pseudogenem CYP21A1P [2]. Analiza HRM została także wykorzystana w diagnostyce choroby Wilsona – dziedziczo-nego, autosomalnego, recesywnego zaburzenia metabolizmu miedzi, zakłócającego funkcjonowanie wielu narządów i tka-nek, wywoływanego przez mutację genu kodującego trans-portującą miedź adenozynotrifosfatazę (ATP7B) [9].

			

		

		
			
				Innymi autosomalnymi recesywnymi chorobami, w któ-rych identyfikację chorych oraz nosicieli umożliwia analiza HRM są:

				zespół Pendreda związany z autosomalnym recesyw-nym wrodzonym niedosłuchem czuciowo-nerwowym, którego przyczyną są mutacje w genie SLC26A4 [10],

				hemochromatoza, która zaburza metabolizm, powodując nadmierne wchłanianie żelaza z pożywienia, wywoły-wana przez mutację genu HFE [11],

				zespoły Pradera-Williego – PWS (ang. Prader-Willi Syn-drome) oraz Angelmana – AS (ang. Angelman Syndrome) będące rzadkimi zaburzeniami genetycznymi wywo-ływanymi delecjami, disomią jednorodzicielską lub de-fektami imprintingu na chromosomie 15. Utrata funkcji określonych genów spowodowana zmianami genetycz-nymi w allelu ojcowskim powoduje PWS, podczas gdy zmiany w obrębie allelu matczynego powodują AS. Ich diagnoza oraz rozróżnienie możliwe są dzięki zastoso-waniu analizy MS-HRM do badania metylacji regionu promotorowego genu małego jądrowego polipeptydu rybonukleoproteiny N, SNRPN [12].

				Zastosowanie analizy HRM w diagnostyce autosomalnych dominujących chorób genetycznych

				Zespół Marfana – MFS (ang. Marfan Syndrome), jedna z najczęściej występujących śmiertelnych wad genetycznych u dzieci, jest chorobą autosomalną dominującą, której czę-stość występowania szacuje się na 1 na 5000 urodzeń [13]. Występowanie MFS powiązano z około 926 mutacjami w genie fibryliny-1 (FBN1). Wykorzystanie technik sekwencjo-nowania w celu wykrycia mutacji genu FBN1 ze względu na jego duży rozmiar jest czasochłonne i kosztowne. Analiza HRM stanowi alternatywę dla tej techniki [14] (Ryc. 2).

				Spośród zaburzeń genetycznych o charakterze autoso-malnym dominującym, w których diagnostyce wykorzysty-wana jest analiza HRM nie można pominąć także:

				zespółu Noonana spowodowanego mutacją genu PTPN11 [15], charakteryzującego się niskorosłością, wa-dami rozwojowymi twarzoczaszki i serca oraz niekiedy upośledzeniem umysłowym,

				dystrofii miotonicznej, w której analizę HRM stosuje się do genotypowania polimorfizmu odcinka 1000 par za-sad, obejmującego problematyczny region pięciu kolej-nych elementów Alu, związanych z dystrofią miotonicz-ną typu 1 [16],

				autosomalnej dominującej wielotorbielowatości nerek – ADPKD (ang. Autosomal Dominant Polycystic Kidney Dise-ase) powodowanej przez mutację w obrębie genów PKD1 i PKD2. Mutacje genu PKD1 wywołują około 85% przy-padków ADPKD i są związane z cięższym przebiegiem choroby niż mutacje genu PKD2 [17].

			

		

		
			[image: ]
		

		
			
				Rycina 1. Przykładowy wynik HRM-PCR dla oceny liczby kopii SMN1 w ekso-nie7. Zidentyfikowano próbki z 3 kopiami genu (zielone), 2 kopiami (niebieskie), 1 kopią (czarna) i 0 kopii (czerwoną). Rycina pochodzi z [5].
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				Zastosowanie analizy HRM w diagnostyce chorób genetycznych sprzężonych z chromosomem X

				Dystrofia mięśniowa Duchenne’a (DMD)/Beckera (BMD) to alleliczne choroby recesywne sprzężone z chromosomem X. Ich występowanie spowodowane jest mutacjami zachodzący-mi w obrębie jednego z największych, poznanych dotąd ludz-kich genów – genu dystrofiny, którego rozmiar to około 2,4 miliona par zasad [18]. Spośród wszystkich mutacji wywołu-jących te choroby, najczęstszym defektem w genie kodującym dystrofinę jest delecja jednego lub więcej eksonów, występu-jąca w 65% przypadków DMD, podczas gdy duplikacja sta-nowi 6–10% przypadków. Pozostałe przypadki (około 25%) są spowodowane małymi mutacjami (mutacje „błędnego sensu”, mutacje nonsensowne oraz mutacje miejsc wpływających na składanie RNA (tzw. „splice sites”)) oraz małymi rearanża-cjami (insercje, delecje czy małe inwersje). Pozostały odsetek przypadków (mniej niż 2%) jest spowodowany złożonymi rearanżacjami i zmianami w obrębie intronów [19]. Analiza HRM, a następnie sekwencjonowanie amplikonów ze zmie-nionymi profilami topnienia, pozwala na wykrywanie już po-znanych ale także nowych zmian u pacjentów z DMD/BMD 

			

		

		
			
				oraz identyfikację żeńskich nosicieli allelu warunkującego wy-stąpienie choroby u męskich potomków [2] (Tabela 1).

				Kolejną chorobą sprzężoną z chromosomem X jest Cho-roba Fabry’ego – FD (ang. Fabry Disease). Jej występowanie związane jest z mutacjami genu GLA kodującego białko al-fa-galaktozydazę. Do tej pory z FD powiązano ponad 500 mutacji w genie GLA [21]. Analiza HRM okazała się wiary-godną i skuteczną metodą wykrywania znanych i niezna-nych dotąd (-12 G>A, IVS4+68 A>G, IVS6-22 C>T) zmian w obrębie genu GLA, które następnie poddane sekwencjo-nowaniu pozwalają na zdiagnozowanie FD [22].

				HRM jest wykorzystywany także w diagnostyce innych chorób sprzężonych z chromosomem X:

				Charcota-Marie-Tootha (CMT) typu 1, która związana jest z 296 mutacjami w obrębie genu GJB1 [2],

				przewlekłej choroby ziarniniakowej, wynikającej z muta-cji w genie CYBB [23],

				rodzinnej krzywicy hipofosfatemicznej, wynikającej z mutacji w genie PHEX [24].

				Wykorzystanie analizy HRM w innych obszarach medycyny

				Talasemia, zwana również niedokrwistością tarczowatokr-winkową, to ilościowe zaburzenia syntezy hemoglobiny, spo-wodowane defektami biosyntezy łańcuchów alfa-globiny (al-fa-talasemia) lub beta-globiny (beta-talasemia). Analizę HRM wykorzystuje się w celu wykrycia mutacji w obrębie genów HBB [25], HBA1 i HBA2 [26], kodujących globiny. Około 7% światowej populacji stanowią nosiciele mutacji tych genów.
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				Rycina 2. Schemat przedstawiający lokalizacje mutacji wykrywanych za pomocą analizy HRM w genie FBN1. Mutacje nonsensowne (czerwony), mutacje „błędnego sen-su” (niebieski), przesunięcia ramki odczytu (zielony) i mutacje miejsc wpływających na składanie RNA (fioletowy) [14].

			

		

		
			
				Tabela 1. Nieznane dotąd mutacje genu dystrofiny wykryte z pomocą analizy HRM [120].
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				Metylacja genów w regionie promotorowym, w szczegól-ności genów pełniących kluczowe funkcje w supresji nowo-tworów oraz apoptozie komórek i naprawie DNA, jest jedną z charakterystycznych cech świadczących o rozwijającym się nowotworze. Zmiany wzoru metylacji DNA, identyfikowane za pomocą analizy MS-HRM, obserwować można od wcze-snych etapów rozwoju nowotworu oraz na każdym później-szym etapie. Różne typy nowotworów często mają charakte-rystyczne dla siebie wzory metylacji genów i mogą służyć za markery w celu wczesnego wykrywania i/lub monitorowa-nia progresji kancerogenezy. Ponadto metylacja niektórych genów, w szczególności tych odpowiedzialnych za naprawę DNA, może odpowiadać za wrażliwość na określoną chemio-terapię [26].

				Analiza HRM jest ponadto narzędziem wykorzystywa-nym do jednoczesnego wykrywania i genotypowania pato-gennych bakterii oraz wirusów [27]. Służy do wykrywania ognisk i kontroli chorób zakaźnych, monitorowania ewolu-cji i dynamiki populacji drobnoustrojów oraz do skuteczne-go nadzoru epidemiologicznego [28]. HRM, poprzedzony analizą RT-PCR może służyć jako narzędzie do jednocze-snego wykrywania i genotypowania pasożytów oraz cha-rakterystyki genów odpowiedzialnych za ich lekooporność [30], na przykład u dzieci z niepowikłaną malarią [31].

				Ostatnie badania sugerują, że depresja, która według WHO dotyka 350 milionów ludzi na całym świecie może być związana z nadprodukcją reaktywnych form tlenu i zabu-rzeniami biosyntezy związków katabolizujących tryptofan. Analiza MS-HRM używana jest do badań metylacji genów związanych z występowaniem objawów depresji wśród po-pulacji szczurów narażonych na przewlekły, łagodny stres, oraz badań nad wpływem leków np. Escitalopramu [32].

				 Według badań z 2020 roku, HRM pozwala na wykrywa-nie transgenicznych świń tworzonych w celu poprawy cech ekonomicznych, poprzez zwiększenie ekspresji insulinopo-dobnego czynnika wzrostu typu 2.

				Wariant analizy HRM z wykorzystaniem nieznakowanej sondy daje możliwość odróżnienia świń zmodyfikowanych genetycznie od świń typu dzikiego z wysoką skutecznością, 

			

		

		
			
				szybkością i niezawodnością [33]. Jest to pierwszy przypa-dek, gdy analiza HRM z nieznakowaną sondą została wy-korzystana do wykrywania świń z edytowanym genomem za pomocą technologii CRISPR/Cas9. Możliwość zastoso-wania tej metody do szybkiego wykrywania materiału ge-netycznego edytowanego z użyciem technologii CRISPR/Cas9, sugeruje możliwość wykorzystania jej w celu monito-rowania przebiegu terapii genowych.

				Podsumowanie

				Streszczenie graficzne omawianego materiału przedstawia rycina 3. Ogromny potencjał, prostota oraz szybkość analizy HRM, sprawiają że ciągle pojawiają się doniesienia o nowych zastosowaniach tej technologii w medycynie, jak również in-nych obszarach codziennego życia. Obok wielu zalet, metoda ta posiada jednak kilka ograniczeń: podczas analizy, stęże-nie matrycy DNA musi być równe dla prób badanych i kon-troli; w celu wykonania analizy mutacji na poziomie RNA, niezbędna jest wcześniejsza ilościowa ocena badanego trans-kryptu; w przypadku mutacji somatycznych czułość HRM jest wyższa niż sekwencjonowania, co skutkuje trudnością w ocenie obecności mutacji o niskim mianie; metoda generuje pewne ilości odczytów fałszywie pozytywnych.

				Zalety metody HRM dominują nad jej ograniczeniami co sprawia, że metoda jest preferowanym narzędziem do ba-dań przesiewowych pacjentów pod kątem wielu zaburzeń genetycznych.
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				Rycina 3. Streszczenie graficzne.
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				Abstract

				High resolution melting (HRM) is a method based on the identification of differences in the denaturation of PCR reaction products in the presence of fluorescent dyes. It allows for a detailed analysis of the genetic profiles. In addition this analysis is low-cost, single-step, closed--tube and has high sensitivity. HRM found applications in diagnostics, laboratory and clinical researches. This article is a literature review of the applications of HRM analysis in medicine.
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Technologia HRM-PCR w diagnostyce medycznej

STRESZCZENIE

Metoda wysokorozdzielczego topnienia matrycy HRM (ang. High Resolution Melting),
oparta na identyfikacji réznic w denaturacji produktéw reakcji PCR w obecnosci barw-
nikéw fluorescencyjnych, pozwala na identyfikacje wariacji genetycznych w sekwencjach
Lwaséw nukleinowych. Fakt, ze analiza ta dodatkowo charakteryzuje sie niskim kosztem,
Lar6tkim czasem wykonania i wysoka czuloscia sprawil, ze znalazla ona wiele zastosowart
w obszarze diagnostyki, badati laboratoryjnych oraz Klinicznych. Artykul ten stanowi
przeglad literatury dotyczacej zastosowa analizy HRM w diagnostyce medycznej.

WPROWADZENIE

Reakja laficuchowa polimerazy - PCR (ang. Polymerase Chain Reaction)
opracowana w 1993 przez Kary Mullisa cechuje sie wieloma zaletami: szyb-
koscia reakeji oraz jej wydajnoscia, selektywnoscia, czuloscia i prostota wyko-
nania. Od momentu jej opracowania metoda caly czas jest modyfikowana, a
jej modyfikacje znajduja coraz szersze zastosowanie. Jedna z modyfikacji jest
metoda wysokorozdzielczego topnienia matrycy HRM (ang. High Resolution
Melting), w ktérej prowadzi sie analize procesu denaturadji (topnienia) zdefi-
niowanych fragmentsw DNA (amplifikowanych w reakgji PCR). Opracowanie
metody HRM-PCR bylo mozliwe dzieki postepowi technologicznemu w za-
kresie aparatury i oprogramowania oraz zastosowaniu barwnikow fluorescen-
cyjnych interkalujacych z DNA.

Analize HRM przeprowadza sie na dwuniciowym DNA, ktére najpierw jest
amplifikowane przy uzyciu reakdji laficuchowej polimerazy w czasie rzeczy-
wistym RT-PCR (ang. Real Time Polymerase Chain Reaction), a nastepnie prze-
chodzi do fazy topienia matrycy. Proces ten polega na powolnej denaturacji
dwuniciowego DNA polaczonego z interkalujacym barwnikiem fluorescencyj-
nym, w temperatuize od 50 do 95°C. Po osiagnieciu temperatury topnienia
dwie nici rozdzielaja sie dajac dwie czasteczki jednoniciowego DNA. Punkt
srodkowy krzywej topnienia jest opisywany jako punkt, w ktorym 50% DNA
jest dwuniciowe, a 50% jest jednoniciowe. Ksztalt kizywej zalezy od wlasci-
wosci DNA, ktére odnosza sie do tego, czy jest to homozygotyczny typ dziki,
homozygotyczny mutant czy typ heterozygotyczny dziki i mutant. Kiedy dwie
nici ulegna denaturadji, poziom fluorescencji spada. Poniewaz HRM jest moni-
torowane w czasie 1zeczywistym, uzyskana kizywa topnienia daje dokladny
obraz wlasciwosci badanego DNA [1]

Zalety reakeji HRM-PCR takie jak niski koszt, krotki czas wykonania i wy-
soka czulos¢ spowodowaly, ze metoda ta moze by¢ alternatywa dla czaso-
chlonnych metod wykorzystujacych roznice w mobilnosci elektroforetycznej
w zelach poliakrylamidowych oraz kosztownej chromatografii dHPLC. Stale
rosnaca wiedza na temat chorob genetycznych oraz pojawienie sie nowych
wariantéw analizy HRM takich jak MS-HRM (ang, Methylation-Sensitive;
HRM) sprawily, ze metoda ta stala sie bardzo waznym narzedziem w dia-
gnostyce klinicznej

Zrozumienie oraz identyfikacja zmiennosci genetycznej miedzy poszezegol-
nymi osobnikami i populacjami stanowi jeden z najwazniejszych obszaréw ba-
dani w dziedzinie genomiki. Wyjatkowy profil genetyczny warunkuje wystapie-
nie danej cechy lub podatnosé na chorobe, dlatego tez poszukiwanie wiarygod-
nych i powtarzalnych metod wykrywania mutacji genetycznych skupia uwa-
ge naukowcow od wielu lat. Jedna z takich metod jest analiza HRM, ktéra moze
Dy¢ stosowana z wysoka wydajnoscia do badar pod katem wykrywania mutadji
genetycznych zaréwno w celach badawczych jak i Klinicznych. W poréwnaniu
do innych metod diagnostyki molekularnej pozwalajacych na wykrycie mutagji,
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