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Uzupetnieniem badan molekularnych, czesto wykorzystywanym w diagnostyce genetycznej cztowieka, sg
badania cytogenetyczne, w ramach ktérych analizowana jest struktura chromosomoéw. Na zdjeciu wyniki
analizy widmowej kariotypu.

Zrédto: National Cancer Institute, Unsplash, domena publiczna.

W wyniku rozwoju technik biologii molekularnej powstata nowa gataz medycyny -
diagnostyka molekularna. Umozliwia ona analiz¢ fragmentow kwasow nukleinowych w celu
wykrycia genotypu zwigzanego ze schorzeniami uwarunkowanymi genetycznie. Badania
molekularne stajg si¢ coraz bardziej popularne: wykrywaja nie tylko choroby genetyczne, ale
i mutacje, ktore zwiekszajg ryzyko ich wystgpienia.

Twoje cele

o Scharakteryzujesz badania molekularne, uwzgledniajac ich zastosowanie
w diagnostyce medyczne;.
o Porownasz rodzaje testow stosowanych w badaniach molekularnych.

» Przedstawisz zastosowania wybranych technik inzynierii genetycznejw diagnostyce
chorob genetycznych.




Przeczytaj

Co to sa badania molekularne?

Przymiotnik ,molekularne” wskazuje na badanie organizmow zywych na poziomie
molekul, czyli czgsteczek. Najczesciej badane sg kwasy nukleinowe - czgsteczki DNA
(kwasu deoksyrybonukleinowego) lub RNA (kwasu rybonukleinowego). Waskie ujecie
biologii molekularnej odpowiada wiec genetyce molekularnej, czyli badaniom
materiatu genetycznego i wszystkich procesow, ktore sa zwigzane z funkcjonowaniem

kwasow nukleinowych.

Diagnostyka molekularna to jedna z najnowszych i najszybciej rozwijajacych sie
dziedzin badan laboratoryjnych. NajczeSciej stosowane techniki umozliwiajgce analize
fragmentow kwasow nukleinowych to: tancuchowa reakcja polimerazy (PCR), analiza
restrykcyjna, sekwencjonowanie oraz hybrydyzacja DNA.

Badanie z zakresu diagnostyki molekularnej polega na pobraniu materiatu
genetycznego pacjenta, a nastepnie jego weryfikacji pod katem obecnosci obcych

genow (w przypadku niektorych chordob zakaznych) albo mutacji. Materiat ten to

najczesciej krew (leukocyty), komorki nabtonka (z wymazu z jamy ustnej) oraz wlosy
(cebulka wlosowa). Trzeba jednak pamietac, ze substancje z informacjami
genetycznymi znajduja sie w kazdej zywej komorce, dlatego do badan tego rodzaju

mozna wykorzysta¢ dowolny rodzaj tkanki.
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Termocykler wykorzystywany m.in. w reakgji tancuchowej polimerazy (PCR).
Zrédto: GFJ, Wikimedia Commons, licencja: CC BY-SA 4.0.

Metody diagnostyki molekularnej wykorzystuje si¢ w sposob:

e bezposredni - w przypadku znajomosci sekwencji genu jego prawidtowa forma

stosowana jest jako sonda w celu wykrycia pojawiajacych sie mutacii,

e posredni - jezeli gen wywotujacy chorobe jest nieznany, w wykrywaniu

wadliwych fragmentow DNA stosuje sie analize sprzezen oraz analize asocjacji.

Techniki inzynierii genetycznej stosowane w diagnostyce

molekularnej

W diagnostyce chorob genetycznych szerokie zastosowanie znalazla inzynieria
genetyczna. Umozliwia ona wykrywanie mutacji genowych, czyli zmian w sekwencji

DNA (np. zamiany pojedynczego nukleotydu).
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Techniki obecnie najczesciej wykorzystywane w diagnostyce molekularnej to
hybrydyzacja DNA z sondami molekularnymi oraz metody oparte na reakcji PCR.
Nosnikiem informacji genetycznej jest DNA, dlatego to ten kwas nukleinowy jest
najczesciej poddawany badaniom. Wybor kwasu nukleinowego do badan

molekularnych zalezy jednak od rodzaju choroby oraz celu badania.

Wiecej informacji znajdziesz w e-materiatach:

Sekwencjonowanie DNA,;

tancuchowa reakcja polimerazy;

Analiza restrykcyjna i elektroforeza DNA;

Sondy molekularne i hybrydyzacja DNA.

Wazne!

Gwattowny rozwoj technologii badan genetycznych nie bytby mozliwy bez
zsekwencjonowania genomu cztowieka. Dzigki trwajagcemu w latach 1990-2000
Projektowi Poznania Genomu Ludzkiego (ang. Human Genome Project)
zsekwencjonowano 99% genomu cztowieka. W 2003 r. opisano i przeanalizowano
sekwencje kazdego genu. Znajomo$¢ prawidlowych sekwencji ludzkich genow
umozliwia identyfikacje wielu mutacji genetycznych warunkujacych choroby
Homo sapiens.

Wiecej informaciji o Projekcie Poznania Genomu Ludzkiego znajdziesz

w e-materiatach pt. Genom cztowieka oraz Mapa genetyczna cztowieka.

Znaczenie badan molekularnych w diagnostyce medycznej

Istnieje ok. 7 000 chorob jednogenowych. Niestety, skuteczne metody leczenia
opracowano do tej pory tylko dla niektorych z nich, jak np. wrodzonej slepoty Lebera.
Wyroéznia si¢ jednak niewielka grupe chordb genetycznych, ktorych wezesne wykrycie
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umozliwia fagodzenie przebiegu oraz niwelowanie ich skutkow. Przyktady takich

chorob to: fenyloketonuria, mukowiscydoza, galaktozemia, anemia sierpowata.

Badania molekularne ze wzgledu na cel prowadzenia mozna podzieli¢ na: testy
diagnostyczne, testy prognostyczne i badania na nosicielstwo. Testy diagnostyczne
pozwalajg na identyfikacje chorob genetycznych w celu dobrania potencjalnych metod
lagodzenia objawow. Testy prognostyczne pozwalaja oszacowac ryzyko zachorowania,
dzieki czemu mozna wdrozy¢ odpowiednie dziatania profilaktyczne. Badania na
nosicielstwo umozliwiajg okreslenie prawdopodobienstwa wystgpienia choréb

genetycznych u potomstwa.

Testy diagnostyczne

Testy diagnostyczne polegaja na analizie materiatu genetycznego pod katem
obecnos$ci mutacji zwigzanych z rozwojem danej choroby. Wykrycie takiej mutacji
pozwala na diagnoze i wdrozenie odpowiedniego postepowania, w tym leczenia
(jesli jest ono dostepne). Testy te wykorzystuje sie w diagnostyce wielu chorob
genetycznych wystepujacych u dzieci, takich jak dystrofia mieSniowa Duchenne’a
wywotana mutacja genu dystrofiny, zespot Marfana spowodowany mutacja

w genie FBNI czy mukowiscydoza, ktora rozwija si¢ wskutek mutacji w obrebie
genu CFTR. Genetyczne testy diagnostyczne sg rOwniez zalecane przy podejrzeniu
nietolerancji pokarmowych - mozna dzigki nim stwierdzi¢ m.in. nietolerancje
laktozy i glutenu. Wykonanie badania genetycznego bywa rowniez wskazane m.in.
u 0sOb z powtarzajacymi si¢ napadami padaczkowymi, zwlaszcza u dzieci,
poniewaz w tej grupie wiekowej przyczyny genetyczne odgrywaja najwiekszg role.

Innym zastosowaniem badan molekularnych jest identyfikacja genetycznej
przyczyny juz rozwijajacej si¢ choroby nowotworowej. Materiat do badan
stanowi DNA komorek nowotworowych pochodzgce z ptyndow ustrojowych (w
ktorych wystepuja te komorki) lub z wycinkow guza nowotworowego. Dzieki
diagnostyce molekularnej mozna okresli¢, czy przeciwko nieprawidlowej zmianie
genetycznej obecnej u danego pacjenta opracowano juz lek celowany
molekularnie - innymi stowy, czy u badanego wystepuje tzw. cel molekularny,
ktory jest warunkiem skutecznos$ci terapii celowanej molekularnie. Mechanizm
dziatania lekow ukierunkowanych molekularnie polega na hamowaniu
molekularnych mechanizmow powstawania i progresji nowotworow, np.
przekazywaniu sygnatu dotyczgcego podziatu komorek nowotworowych przez
nieprawidlowe biatka. Terapia celowana molekularnie przyczynita si¢ do
ogromnego postepu w leczeniu nowotworow ztosliwych i rozwija si¢ bardzo
intensywnie: obecnie badanych jest kilkaset potencjalnych lekow.
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Testy prognostyczne

Badania na nosicielstwo

Wiecej informacji o mozliwosciach leczenia chorob genetycznych znajdziesz

w e-materiatach:

e Procedura terapii genowej,

e Terapia genowa i poradnictwo genetyczne.

Podsumowujac, badania DNA pozwalajg m.in. na:

e diagnozowanie i zaplanowanie leczenia chorob genetycznych,

e wykrywanie mutacji zwigkszajacych ryzyko rozwoju danego schorzenia

w przysztosci,
e wykrywanie patogenéw obecnych w organizmie zywym,

o weryfikacje nosicielstwa mutacji genetycznych u par planujgcych cigze.

Stownik

analiza asocjacji

poszukiwanie korelacji wystepowania roznych alleli genow w populacji

z wystepowaniem fenotypu; dotyczy cech dziedziczonych wieloczynnikowo

analiza sprzezen

szukanie rejonOw chromosomu potozonych blisko genu determinujgcego dang
ceche

choroby genetyczne

(gr. genetes - rodzic, zrodzony); grupa choréb wywotana mutacjami
w obrebie genu lub gendéw (spowodowanych nieprawidtowg budowg lub liczbg

genow, chromosomow), majacych znaczenie dla prawidlowej budowy

i czynno$ci organizmu
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diagnostyka molekularna

technika diagnostyczna stuzaca do okreslenia, wykrywania, a nastepnie analizy
fragmentow kwasow nukleinowych pochodzgcych od pacjentow przy pomocy

technik biologii molekularnej w celu uzyskania informac;ji klinicznych

dystrofia miesniowa Duchenne'a

zaburzenie rozwojowe miesni warunkowane wrodzonym (genetycznym) brakiem
dystrofiny, biatka komorek mies$ni szkieletowych; u cztowieka zanik tych mie$ni,

w tym miesni oddechowych, prowadzi do Smierci w wieku mtodocianym

fenyloalanina

aminokwas egzogenny, ktory musi by¢ dostarczany do organizmu wraz
z pokarmem; w organizmie zwierzecym utlenia si¢ do tyrozyny; choroba zwigzana

z zaburzeniami przemian metabolicznych fenyloalaniny to fenyloketonuria

galaktoza

cukier prosty nalezgcy do heksoz, wchodzi w skiad laktozy; Zzrodtem galaktozy jest
laktoza (cukier mleczny) metabolizowana w organizmie cztowieka do glukozy
i galaktozy; w wyniku reakcji enzymatycznych galaktoza przeksztatcana jest do

glukozy, ale u 0s6b chorujgcych na galaktozemie przeksztalcenie to nie zachodzi

przezbtonowy regulator transportu jonéw (CFTR)

(ang. cystic fibrosis transmembrane conductance regulator); biatko, ktore tworzy
kanat chlorkowy w btonie komorkowej; kodowane przez gen CFTR znajdujacy sie
na dlugim ramieniu chromosomu 7; nieprawidtowa forma tego biatka wywoluje

mukowiscydoze

mutacja

(fac. mutatio - zmiana); nieprawidlowy wariant materialu genetycznego

(chromosomu albo sekwencji DNA)



tyrozyna

aminokwas egzogenny; powstaje z egzogennej dla zwierzat fenyloalaniny;

u kregowcow z tyrozyny powstaje wiele waznych biologicznie zwigzkow:
hormony (adrenalina, tyroksyna), melaniny; w komorce, w obecnosci kwasu
askorbinowego, tyrozyna rozpada si¢ na kwasy: fumarowy i acetylooctowy, ktore
nastepnie za posrednictwem acetylokoenzymu A sg wigczane do cyklu Krebsa;

zachwianie rozpadu tyrozyny prowadzi do ci¢zkiej choroby — alkaptonurii

zespot Marfana

choroba genetyczna, ktorej objawy dotycza ukladu krazenia (m.in. poszerzenie
aorty), narzagdu wzroku (m.in. podwichniecie soczewki) i uktadu

kostno-stawowego (m.in. nadmiernie dtugie konczyny)
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Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0. 0., licencja: CC BY-SA 3.0.
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Dla nauczyciela

Autor: Anna Juwan
Przedmiot: Biologia

Temat: Diagnostyka molekularna choréb genetycznych

Grupa docelowa: uczniowie Il etapu edukacyjnego - ksztalcenie w zakresie podstawowym
1 rozszerzonym

Podstawa programowa:
Zakres podstawowy
Tresci nauczania - wymagania szczegolowe
VIIL. Biotechnologia. Podstawy inzynierii genetycznej. Uczen:

4) przedstawia zastosowania wybranych technik inzynierii genetycznejw medycynie
sadowej, kryminalistyce, diagnostyce choroéb;

Zakres rozszerzony
TreSci nauczania - wymagania szczegotowe
XV. Biotechnologia. Podstawy inzynierii genetycznej. Uczen:

5) przedstawia zastosowania wybranych technik inzynierii genetycznejw medycynie
sadowej, kryminalistyce, diagnostyce chorob;

Ksztaltowane kompetencje kluczowe:

» kompetencje cyfrowe;

» kompetencje osobiste, spoleczne i w zakresie umiejetnosci uczenia sig;

» kompetencje matematyczne oraz kompetencje w zakresie nauk przyrodniczych,
technologii i inzynierii.

Cele operacyjne (jezykiem ucznia):

» Scharakteryzujesz badania molekularne, uwzgledniajac ich zastosowanie
w diagnostyce medyczne;j.

o Porownasz rodzaje testow stosowanych w badaniach molekularnych.

» Przedstawisz zastosowania wybranych technik inzynierii genetycznejw diagnostyce
chorob genetycznych.



Strategie nauczania:

» konstruktywizm;
» konektywizm.

Metody i techniki nauczania:

e zuzyciem komputera;

e Cwiczenia interaktywne;
e rozmowa kierowana;

e praca z audiobookiem;

e gwiazda pytan.

Formy pracy:

praca indywidualna;

praca w parach;

praca w grupach;

praca catego zespotu klasowego.

Srodki dydaktyczne:

» komputery z gtoSnikami, stuchawkami i dostepem do internetu;
 zasoby multimedialne zawarte w e-materiale;
« tablica interaktywna/tablica, pisak /kreda.

Przed lekcja:

1. Przygotowanie do zajeé. Nauczyciel loguje sie na platformie i udostgpnia uczniom
e-materiat , Diagnostyka molekularna chorob genetycznych” Prosi uczniow
0 zapoznanie si¢ z treScig e-materialu oraz o rozwigzanie ¢wiczenia nr 1 z sekcji
»Sprawdz sie” na podstawie tresci w sekciji ,Przeczytaj.

Przebieg lekcji
Faza wstepna:

1. Nauczyciel wyswietla cele lekcji zawarte w sekcji ,Wprowadzenie” i okres$la na tej
podstawie kryteria sukcesu.

2. Wprowadzenie do tematu. Nauczyciel zadaje uczniom pytanie: ,Jak mozna
zdefiniowac¢ pojecie »diagnostyka molekularna«?”. Zapisuje na tablicy ustalong wspolnie
definicje.

Faza realizacyjna:



1. Praca z multimedium (,Audiobook”). Uczniowie zapoznajg si¢ z audiobookiem
udostepnionym przez nauczyciela. Nastepnie rozwigzuja indywidualnie polecenie nr 1,
w ktorym maja za zadanie porownac trzy techniki inzynierii genetyczne;j
wykorzystywane podczas diagnostyki molekularnej chorob genetycznych. Poréwnuja
swojg odpowiedz z osobg z fawki

2. Gwiazda pytan. Nauczyciel dzieli uczniéw na 4-osobowe grupy, a nastepnie prezentuje
na tablicy interaktywnej schemat ,gwiazdy pytan” (zob. materialty pomocnicze).
Objasnia uczniom, w jaki sposob powinni pracowac ze schematem: na podstawie
e-materiatu oraz innych zrodel majg opracowac¢ zagadnienie dotyczace diagnostyki
molekularnej, odpowiadajac na pytania widniejace na schemacie. Nie mogg przy tym
korzysta¢ z e-materiatu.

Nauczyciel sprawdza wykonanie zadania, podchodzac do kazdej grupy. Koryguje
ewentualne btedy. Wybrani przez nauczyciela uczniowie kolejno prezentujg wyniki
prac swojego zespotu.

3. Utrwalenie wiedzy i umiejetnosci. Uczniowie w parach wykonuja ¢wiczenie nr 7 (w
ktorym majg za zadanie wskaza¢ dwa przyktady wykorzystania PCR w diagnostyce
molekularnej chorob genetycznych) z sekcji ,,Sprawdz si¢”. Nastepnie poréwnujg swoje
odpowiedzi z najblizej siedzacymi uczniami. Nauczyciel w razie trudnosci naprowadza
podopiecznych na wtasciwe rozwigzanie lub wyjasnia watpliwosci.

4. Uczniowie wykonuja w parach ¢wiczenie nr 8 (w ktorym maja za zadanie wyjasnic, jakie
znaczenie ma wiedza na temat predyspozyciji do wystgpienia raka piersi u danej osoby),
wysSwietlone przez nauczyciela na tablicy. Przedstawiciele par prezentuja swoje
odpowiedzi. W przypadku gdy sg one rézne, uzgadniajg wraz z nauczycielem
prawidtowa odpowiedz.

Faza podsumowujaca:

1. Uczniowie rozwigzuja ¢wiczenie nr 6 (typu ,prawda/falsz”) z sekcji ,Sprawdz si¢”.
Nastepnie przygotowujg podobne zadanie dla osoby z tawki. Tworzg trzy zdania
prawdziwe i fatszywe dotyczace tematu lekcji. Uczniowie wykonuja ¢wiczenie
otrzymane od kolegi lub kolezanki.

2. Nauczyciel wySwietla treSci zawarte w sekcji ,Wprowadzenie” i na ich podstawie
dokonuje podsumowania najwazniejszych informacji przedstawionych na lekciji.
Wyjasnia takze watpliwosci uczniow.

Praca domowa:
1. Wykonaj ¢wiczenia od 2 do 5 z sekcji ,Sprawdz si¢”.
Materialy pomocnicze:

» Jane B. Reeceiin., ,Biologia Campbella”, ttum. K. Stobrawa i in., Dom Wydawniczy
REBIS, Poznan 2021.



» ,Encyklopedia szkolna. Biologia”, red. Marta Steplewska, Robert Mitoraj, Wydawnictwo
Zielona Sowa, Krakow 2006.

Zatacznik 1. Gwiazda pytan.
Plik o rozmiarze 384.88 KB w jezyku polskim

Dodatkowe wskazowki metodyczne:

« Uczniowie moga wykorzysta¢ multimedium z sekcji ,Audiobook” w celu przygotowania
sie do lekcji powtorkowe;.



