Wstep teoretyczny

Techniki badan molekularnych, oparte na metodach analizy materiatu genetycznego, w tym gtéwnie
na technice PCR, znajduja praktyczne zastosowanie w wielu dziedzinach medycyny, miedzy innymi takich
jak: diagnostyka chorob (genetycznych, infekcyjnych i nowotworowych, w tym ocena ryzyka zachorowania
na nowotwory), diagnostyka sanitarna, medycyna sadowa (ustalanie ojcostwa, ustalanie pochodzenia §ladow
krwi, wlosow i innych materialow biologicznych), transplantologia.

Oznaczanie pitci wykorzystywane jest w medycynie sagdowej, w badaniach §ladow krwi, oraz w
diagnostyce preimplantacyjnej, w badaniach embriondéw. Badania te wykonuje si¢ w celu okreslenia ryzyka
chorob zwigzanych z picig. Wykorzystuje si¢ w tym celu technike FISH (ang. Fluorescent In-Situ
Hybridization) oraz technike PCR (ang. Polymerase Chain Reaction). W technice FISH wykorzystuje si¢
sondy specyficzne dla chromosomu X i Y, np. sond¢ wigzacg si¢ specyficznie do sekwencji repetytywnych
(pHY10) wystepujacych w liczbie ok. 3000 kopii na chromosomie Y. W technice PCR poddawane sg
amplifikacji regiony chromosoméw X i Y, ktore sa dla nich charakterystyczne lub wykazuja polimorfizm
sekwencji w zalezno$ci od potozenia, np.: regiony repetytywne na chromosomie Y, geny zfx and zfy (analiza
potaczona z analizg restrykcyjng), gen SRY na chromosomie Y.

Technika PCR, opracowana w 1983 r. przez Karla Mullisa (Nagroda Nobla 1993), umozliwia
powielenie wybranego fragmentu DNA dzigki cyklicznym zmianom temperatury i1 dziataniu termostabilne;j
polimerazy DNA (np. polimeraza Taq). Pozwala to na uzyskanie nawet ponad miliarda kopii specyficznej
sekwencji z pojedynczej czasteczki DNA. Kluczowe znaczenie ma dobdr odpowiednich starterow, ktore
decyduja o specyficznos$ci reakcji.

I. Elektroforeza genomowego DNA

Rozdzial elektroforetyczny nalezy prowadzi¢ w 1% zelu agarozowym. Przed przystapieniem do wykonania
zelu nalezy przygotowac 1x st¢zony bufor TAE przez 50-krotne rozcieniczenie buforu 50x TAE.

Przygotowanie buforu TAE (1x) z roztworu st¢zonego 50x
Do przygotowania 250 ml buforu 1x TAE z roztworu stezonego 50x TAE stosuje si¢ wzor:

C1xV1=CoxV>
gdzie:

e C - stezenie roztworu wyjsciowego (50%),

e V1 - objetosé roztworu wyjsciowego, ktora nalezy pobrac,
e C; - stezenie roztworu koncowego (1x),

e V2 - objetos¢ koncowa (250 ml).
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Przygotowanie:
1. Odmierz 5 ml roztworu 50x TAE.
2. Przenies$ do cylindra miarowego lub kolby.
3. Dopehnij woda ultraczysta do objetosci 250 ml.
4. Doktadnie wymieszaj.

Otrzymany bufor 1x TAE jest gotowy do przygotowania zelu agarozowego oraz prowadzenia elektroforezy.



Przygotowanie 50 ml 1% roztworu agarozy w buforze 1x TAE

1. Oblicz ilos¢ agarozy:
o 1% oznacza 1 g agarozy / 100 ml roztworu.
o Dla50 ml nalezy odwazy¢ 0,5 g agarozy.
2. Przygotowanie roztworu:

o Odmierz 50 ml buforu 1x TAE.

o  Wsyp do zlewki lub kolby odwazong ilo$¢ agarozy.

o Dodaj bufor i wymieszaj.

3. Rozpuszczanie:

o Podgrzewaj mieszaning w kuchence mikrofalowej, az agaroz¢ catkowicie rozpuscisz i
roztwor stanie si¢ klarowny.

o Uwazaj, aby roztwor si¢ nie zagotowal i nie wykipiat.

4. Dodanie barwnika:

o Po lekkim przestudzeniu (do ok. 60 °C) dodaj 5 ul bromku etydyny (barwnika do
wizualizacji DNA).

o Wymieszaj ostroznie, aby uniknag¢ powstawania pgcherzykdéw powietrza.

5. Wlewanie do formy:

o Wlej roztwor agarozy na sanki ograniczone klinami w komorze elektroforetycznej. Nastgpnie
umies$¢ grzebien po wlasciwej stronie (zastanow sig, jaki tadunek ma DNA 1 po ktorej stronie
zamocowac grzebien, aby DNA umieszczone w dotkach utworzonych przez grzebien mogto
migrowac przez zel).

o Pozostaw w temperaturze pokojowej na okoto 15-20 minut do zestalenia.

6. Gotowy Zel:

o Usun grzebien oraz kliny, a nastepnie zalej komore elektroforetyczng buforem 1x TAE tak,

aby zel byt catkowicie przykryty.

Przygotowanie probek do naniesienia na zel agarozowy
o Do czystej probowki typu Eppendorf doda¢ 2 pl buforu obcigzajacego (6%) oraz 10 pl
wyizolowanego genomowego DNA.
o Delikatnie wymiesza¢ pipeta (nie worteksowac).
o Z przygotowanej mieszaniny pobra¢ 5 pl i nanie$¢ do odpowiedniej studzienki w zelu agarozowym.

Bufor obcigzajacy zawiera barwniki $ledzace oraz substancje zwigkszajaca gestos¢ roztworu. Dzigki temu
probka tatwo opada na dno studzienki, a migracje barwnika mozna kontrolowac¢ podczas elektroforezy.

Rozdzial nalezy prowadzi¢ przez 0,5-1 h, przy napieciu ok. 5-10 V/cm. Po zakonczonej elektroforezie zel
nalezy analizowa¢ w $§wietle UV transiluminatora.

Il. Amplifikacja fragmentu genu SRY metoda PCR

Znaczenie genu SRY

Gen SRY (ang. Sex-Determining Region Y) znajduje si¢ na ramieniu krotkim chromosomu Y, w
regionie Ypll.3, tuz przy granicy obszaru pseudoautosomalnego (PARY). Jego potozenie sprawia, ze
podczas mejozy moze dochodzi¢ do nieprawidlowego crossing-over, co czasem prowadzi do przeniesienia
SRY na chromosom X. W takiej sytuacji u osoby plci megskiej (fenotypowo) wystepuje kariotyp zenski
(46,XX SRY (+)).

SRY koduje czynnik transkrypcyjny zawierajacy konserwatywny motyw HMG-box (High Mobility
Group), ktory wigze si¢ z DNA 1 aktywuje ekspresje genéw odpowiedzialnych za réznicowanie gonady w
kierunku jadra. Najwazniejszym celem dziatania SRY jest aktywacja genu SOX9, pelnigcego kluczowa role
w dojrzewaniu komorek Sertolego oraz inicjacji kaskady prowadzacej do wytwarzania AMH (hormonu



antymiillerowskiego) 1 zahamowania rozwoju przewodow Miillera. Wzmozona ekspresja SRY okoto 7.
tygodnia rozwoju zarodkowego jest pierwszym sygnatem do réznicowania si¢ gonady w jadro.
Wspoéidziatanie SRY 1 SOX9 jest niezbedne do prawidlowego roznicowania ptci meskiej. Wysoki
poziom ekspresji SOX9 stabilizuje decyzj¢ rozwojowa, a jego aktywnos¢ moze by¢ dodatkowo wzmacniana
przez inne czynniki (np. SF1). Z kolei nadekspresja genu DAX1, zlokalizowanego na chromosomie X, moze
przeciwdziata¢ funkcji SRY 1 prowadzi¢ do zahamowania réznicowania jader, co klinicznie objawia si¢
zjawiskiem ,,sex reversal”, czyli wspomniang sprzeczno$cig migdzy fenotypem, a kariotypem, co do pici
(przyktad odwrotny do wspomnianego: 46,XY z fenotypem zenskim).
Mutacje w genie SRY, jego delecje lub translokacje moga powodowac zaburzenia rozwoju ptciowego
(ZRP), ang. Disorders of Sex Development (DSD). Moga one prowadzi¢ do takich fenotypow jak:
o zespol Swyera (46,XY; gonadal dysgenesis) — brak prawidtowej funkcji SRY, rozwoj gonad
zenskich mimo kariotypu XY,
e XX-mezezyzni (46,XX; testicular DSD) — obecno$¢ genu SRY na chromosomie X wskutek
nieprawidlowego crossing-over i tym samym rozwoj jader i penisa,
e XX-hermafrodyci (46,XX; ovotesticular DSD) — rzadsze, zwigzane z mozaikowoscig lub
mutacjami innych gendw (np. SOX9) (obecnos¢ gonad obu pici, pte¢ niejednoznaczna).
SRY ma zatem decydujace znaczenie dla inicjacji r6znicowania plci meskiej, ale nie dziata w izolacji
— jego funkcja zalezy od wspoélpracy z innymi genami regulatorowymi (SOX9, DAX1, WT1, SF1, WNT4).
Zaburzenia w ekspresji ktoregokolwiek z tych elementow moga skutkowa¢ niezgodnos$cia pomigdzy plcig
chromosomalng a fenotypowa (sex reversal).

Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej do PCR
Kazdy zespot przygotowuje mieszaniny reakcyjne zgodnie z ponizszg tabelg. Sktadniki mieszaniny nalezy
dodawac¢ do probowki PCR (0,2 ml) w kolejnos$ci zamieszczonej w tabeli.

Tabela 1. Sklad mieszaniny reakcyjnej proby badanej

Kolejnos¢ Skladnik Objetos¢ Master Mix [ul] Uwagi
[ dla___ probek*
1 Woda ultraczysta 19,7 Dodaj na poczatku, aby utatwic¢
pipetowanie matych objgtosci.

2 10x bufor I (z 2,5 Zapewnia optymalne pH i stezenie

Mg2*) jonow Mg?* dla dziatania
polimerazy.

3 dNTP Mix (10 0,6 Zawiera mieszaning wszystkich 4
mM) deoksyrybonukleotyddw.

4 Starter SRY 0,5 Sekwencja specyficzna dla genu
forward (5 pM) SRY.

5 Starter SRY 0,5 Komplementarny do drugiej nici.
reverse (5 uM)

6 RUN polimeraza 0,2
(5 U/ul)

7 Matryca DNA 1,0

Razem 25,0



Dodatkowo nalezy przygotowaé po jednej reakcji na cala grupe (wg Tabeli 1):

o Kontrola negatywna — mieszanina PCR bez matrycy DNA (zamiast matrycy DNA nalezy doda¢ 1
pl wody ultraczystej),

« Kontrola pozytywna z DNA kobiety (zamiast badanego DNA nalezy doda¢ 1 ul DNA wzorca
kobiety),

o Kontrola pozytywna z DNA mezczyzny (zamiast badanego DNA nalezy doda¢ 1 ul DNA wzorca
mezczyzny).

Probowki z przygotowanymi mieszaninami reakcyjnymi nalezy umiesci¢ w termocyklerze i ustawic profil
temperaturowo-czasowy przedstawiony w Tabeli 2.

Tabela 2. Profil czasowo-temperaturowy — PCR fragmentu genu SRY

Etap Temperatura Czas trwania
Poczatkowa denaturacja 95°C 3 min
Denaturacja 95°C 30s —
Przylaczanie starterow 56°C 20s '5
Elongacja 72°C 20s &3
Koncowa elongacja 72°C 5 min
Przechowywanie (hold) 8°C bez limitu

Detekcja produktéw PCR

Rozdzial elektroforetyczny nalezy przeprowadzi¢ w 2% zelu agarozowym. Przed przystapieniem do
wykonania zelu nalezy przygotowaé 1x stezony bufor TAE.

Przygotowanie buforu TAE (1X) z roztworu st¢zonego 50%
o Odmierz 5 ml roztworu 50x TAE.
o Przenies do cylindra miarowego lub do kolby.
o Dopehij wodg ultraczystg do objetosci 250 ml.
o Doktadnie wymieszaj.

Otrzymany bufor 1x TAE jest gotowy do przygotowania zelu agarozowego oraz prowadzenia elektroforezy.

Przygotowanie 50 ml 2% roztworu agarozy w buforze 1x TAE
1. Oblicz ilo$¢ agarozy:
o 2% oznacza 2 g agarozy / 100 ml roztworu.
o Dla 50 ml nalezy odwazy¢ 1,0 g agarozy.
2. Przygotowanie roztworu:
o Odmierz 50 ml buforu 1x TAE.
o Wsyp do zlewki lub kolby odwazong ilo$¢ agarozy.
o Dodaj bufor i wymieszaj.
3. Rozpuszczanie agarozy:
o Podgrzewaj mieszaning w kuchence mikrofalowej (kilka krotkich cykli po 20-30 s), az
agaroze¢ catkowicie rozpuscisz i roztwor stanie si¢ klarowny.
o Uwazaj, aby roztwor si¢ nie zagotowal 1 nie wykipial.
4. Dodanie barwnika:
o Po lekkim przestudzeniu (do ok. 60 °C) dodaj 5 pl iloé¢ barwnika do wizualizacji DNA
(bromek etydyny).



o Wymieszaj ostroznie, aby uniknag¢ powstawania pgcherzykdéw powietrza.
5. Wlewanie do formy:
o WIej roztwor agarozy na sanki ograniczone klinami (w komorze elektroforetycznej).
Nastepnie umies$¢ grzebien po wiasciwej stronie.
o Pozostaw w temperaturze pokojowej na okoto 15-20 minut do zestalenia.
6. Gotowy zel:
o Usun grzebien oraz kliny, a nastepnie zalej komorg elektroforetyczng buforem 1x TAE tak,
aby zel byl catkowicie przykryty.

Przygotowanie probek do naniesienia na zel agarozowy
1. Do probowki typu Eppendorf odmierzy¢ 2 pl buforu obciazajacego 6x.
2. Dodac 10 pl produktu PCR.
3. Delikatniec wymiesza¢ pipetg (nie worteksowac).
4. Z przygotowanej mieszaniny pobra¢ 5 pl i nanies¢ do odpowiedniej studzienki w zelu agarozowym.

Do dolkow w Zelu nalezy nanies¢:
o kontrolg negatywna
o kontrole pozytywna z DNA kobiety
e kontrol¢ pozytywna z DNA mezczyzny
o marker wielkosci DNA (DNA ladder)
e prébki badane.

Po zakonczonej elektroforezie zel nalezy analizowa¢ w $wietle UV transiluminatora.

Interpretacja wynikow elektroforezy:
o U kobiet: brak widocznego prazka — brak produktow amplifikacji fragmentu genu SRY.
e U mezczyzn: obserwowany jest pojedynczy prazek odpowiadajacy fragmentowi genu SRY (~93
p2).

I11. Identyfikacja plci na podstawie analizy genu amelogeniny

Znaczenie analizy genu amelogeniny

Okreslanie ptci technikg biologii molekularnej jest jednym z podstawowych zastosowan biologii
molekularnej, szczegdlnie w medycynie sadowej, analizie probek zdegradowanych, diagnostyce prenatalne;j
oraz badaniach genetycznych w archeologii. Jedng z najczgséciej wykorzystywanych metod jest analiza
polimorfizmu genu amelogeniny (AMEL) — genu kodujacego biatko, amelogening, uczestniczace w
tworzeniu szkliwa zgbowego.

Gen amelogeniny wystepuje zarowno na chromosomie X (AMELX), jak i na chromosomie Y
(AMELY). Sekwencje kodujace amelogening obecne sg na krotkim ramieniu chromosomu X oraz blisko
centromeru na chromosomie Y. Obie kopie tego genu sg homologiczne w okoto 90%, jednak zawierajg
strukturalne réznice w sekwencji nukleotydowej, w tym delecje 180 par zasad genu AMELY. Ta delecja
powoduje, ze produkt PCR pochodzacy z chromosomu Y ma mniejszy rozmiar niz ten z chromosomu X,
co stanowi podstawe do rozrdzniania pici.

W technice PCR wykorzystuje si¢ uniwersalng pare starterow, ktore wiaza si¢ z konserwatywnymi
fragmentami genu wystepujacymi zaréwno na chromosomie X, jak 1Y, ale flankujgcymi region obejmujacy
wspomniang delecj¢. W zalezno$ci od zastosowanej pary starteréw, dtugosci amplifikowanych fragmentow
moga si¢ rozni¢, jednak zachowana zostaje charakterystyczna réznica dlugosci migdzy produktami AMELX
i AMELY.

W niniejszym ¢wiczeniu zastosowano pare starterow, ktora amplifikuje region genu amelogeniny dajac:
e Produkt o dlugosci ~996 pz — pochodzacy z genu AMELX (obecny u obu pici),
e Produkt o dlugosci ~816 pz — pochodzacy z genu AMELY (obecny wytacznie u mezczyzn).



Dzigki temu mozliwa jest jednoznaczna interpretacja wynikow elektroforezy:
e U kobiet (XX): obserwowany jest pojedynczy prazek odpowiadajacy fragmentowi AMELX (~996
p2),
e U mezczyzn (XY): obserwowane sa dwa prazki — jeden z AMELX (~996 pz) oraz drugi z AMELY
(~816 pz).

Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej do PCR
Kazdy zespot przygotowuje mieszaniny reakcyjne zgodnie z ponizsza tabelg.

Tabela 3. Sklad mieszaniny reakcyjnej

Kolejnos¢ Skladnik Objetos¢ [ul] Master Mix
[ul]
dla_
probek*
1 Woda ultraczysta 19,7
2 10x bufor I (zMg*") 2,5
3 dNTP Mix (10 mM) 0,6
4 Starter AMEL 0,5
forward
5 Starter AMEL 0,5
reverse
6 RUN polimeraza (5 0,2
U/ul)
7 Matryca DNA 1,0
Razem 25,0 ul

Dodatkowo nalezy przygotowac po jednej reakcji na calg grupe:
« Kontrola negatywna — mieszanina PCR bez matrycy DNA (sprawdzenie czystosci odczynnikow),
« Kontrola pozytywna z DNA kobiety,
« Kontrola pozytywna z DNA mezczyzny.

Probdwki z przygotowanymi mieszaninami reakcyjnymi nalezy umiesci¢ w termocyklerze i nastawi¢ profil
temperaturowo-czasowy zamieszczony w Tabeli 4.



Tabela 4. Profil czasowo-temperaturowy — amplifikacja genu amelogeniny

Etap Temperatura Czas trwania
Poczatkowa denaturacja 95°C 3 min

Denaturacja 95°C 60s =
Przylaczanie starterow 58°C 60 s _§~
Elongacja 72°C 60 s 3
Koncowa elongacja 72°C 5 min

Przechowywanie (hold) 8°C bez limitu

Detekcje produktow PCR przeprowadza si¢ zgodnie z instrukcjg zamieszczong powyzej (detekcja
produktéw amplifikacji fragmentu genu SRY).



