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3. Wstep teoretyczny

Diagnostyka molekularna, oparta o metody analizy materiatu genetycznego
{w tym na technice PCR), znajduje praktyczne zastosowania w wielu dziedzinach
medycyny miedzy innymi takich jak: diagnostyka chorob uwarunkowanych
genetycznie, chordb infekcyinych, wezesne wykrywanie nowotworéw (ocena
ryzyka zachorowania), diagnostyka sanitarna, diagnostyka w medycynie
sgdowej (ustalanie ojcostwa, do ustalania pochodzenia sladéw krwi, wtosow itp.),
transplantologia. Oznaczanie pici wykorzystywane jest w medycynie sgdowej
w badaniach sladéw krwi oraz w diagnostyce preimplantacyinej w badaniach
embrion6w - gdzie badania te wykonuje sig w celu okreslenia ryzyka choréb
zwigzanych z ptcig. Wykorzystuje sie w tym celu technike FISH {ang. Fluorescent
In-situ Hybridization) oraz technike PCR. W technice FISH wykorzystuje sie
sondy specyficzne dla chromosormu X i Y, np. sonde wiaZaca sie specyficznie
do sekwencji repetytywnych (pHY10) wystepujacych w liczbie ok. 3000 kopii
na chromosomie Y. W technice PCR jako amplifikacji poddawane sa roine rejony
charakterystyczne dla chromosomow XiY, czy tez wykazujace sie polimorfizmem
w sekwencji w zalezno$ci od potozenia na poszczegdinych chromosomach, np.:
rejony repetytywne na chromosomie Y, geny zfx and zfy (analiza potaczona
z analizg restrykcying), gen sry na chromosomie Y.

Celem ¢wiczenia jest przeprowadzenie izolacji genomowego DNA oraz
przeprowadzenie reakcji PCR na wyizolowanych matrycach w celu oznaczenia
ptci badanego DNA. Detekcja oparta jest na amplifikacji fragmentu genu
amelogeniny, ktdry charakteryzuje sie polimorfizmem w zaleZnosci od
lokalizacji na chromosomach ptciowych X i Y. Wielkosci amplifikowanych
fragmentéw w przypadku DNA mezZczyzny wynoszg 977 oraz 788 pz,
w przypadku DNA kobiety 977 pz. Amelogenina jest gtéwnym biatkiem macierzy
pozakomorkowej w zawigzku zeba. Sekwencje kodujgce amelogening obecne sg
na krétkim ramieniu chromosomu X oraz blisko centromeru na chromosomie Y,
Homologia sekwencji XiY genu amelogeniny z obu chromosomow pici wynosi
ok. 90%, a gtowna réznica to 189-cio nukleotydowa delecja na chromosomie Y
w poréwnaniu do chromosomu X.
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Rysunelc1. Schemat amplifikacji fragmentu genu amelogeniny

Technika PCR wynaleziona zostata w 1983 roku przez Karla Mullis’a
i wspotpracownikéw, za ktérg otrzymali nagrode Nobla w 1993 roku. Technika
PCR opiera sig na prowadzeniu reakcji taficuchowej polimerazy DNA, ktéra
pozwala na powielenie dowolnie wybranego fragmentu DNA o specyficznej
sekwencji nukleotydéw. Mozliwe jest to dzigki zastosowaniu termostabilnego
enzymu (polimerazy DNA}, wyizolowanego np. z termofilnej bakterii Thermus
aquaticus, czy Pyrococcus woesei pozwalajac na wielokrotne ogrzewanie
mieszaniny nawet do 95°C bez utraty aktywnosci. Reakcja PCR pozwala na
amplifikacjg specyficznych sekwencji DNA spesréd ztozonej mieszaniny. Mozliwe
jestzaprojektowanie starteréw umozliwiajgcych amplifikacje pojedynczego locus
sposrod catego genomu DNA. Jedli startery wiaza sie do wiecej niz jednego locus,
w wyniku amplifikacji mozZe powstaé wigcej niz jeden produkt. Dla 1 czasteczki
stanowigcej matryce mozliwe jest uzyskanie ponad 1 biliona kopii. Dlatego tez,
aby probka nie byta zanieczyszczona innym DNA lub wezesniej uzyskanymi
amplikonami, nalezy zastosowac odpowiednie $rodki ostroznoséci (zamieszczone
w instrukeii).
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Do przygotowania mieszaniny reakcyjnej niezbedne s3 nastepujace sktadniki,

majgce wpltyw na czutosé, specyficznosdc oraz wydajnosc amplifikacji:

-

>

—

matryca DNA, zawierajaca powielana sekwencjg;

termostabilna polimeraza DNA; ’

bufor do reakcji PCR 1 sole magnezu, zapewniajgce odpowiednie warunki
buforowe dla dziatania polimerazy;

rownomolowa mieszanina trifosforanow deoksyrybonukleozydow
(dNTP: dATP, dTTP, dCTP, dGTP);

startery (ang. primers), czyli krétkie odcinki oligonukleotydowe
umozliwiajace amplifikacje konkretnego locus.
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