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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 sg badania molekularne?

Przymiotnik ,molekularne” wskazuje na badanie organizmoéow zywych na poziomie molekut,
czyli czasteczek. Najczesciejbadane 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 sg zwigzane z funkcjonowaniem kwasow
nukleinowych.

Diagnostyka molekularna to jedna z najnowszych i najszybciej rozwijajacych si¢ dziedzin
badan laboratoryjnych. Najczesciej stosowane techniki umozliwiajace analize fragmentow
kwasow nukleinowych to: fancuchowa reakcja polimerazy (PCR), analiza restrykcyjna,
sekwencjonowanie oraz hybrydyzacja DNA.

Badanie z zakresu diagnostyki molekularnej polega na pobraniu materialu genetycznego
pacjenta, a nastepnie jego weryfikacji pod katem obecnosci obcych genow (w przypadku
chorob zakaznych) albo mutacji. Materiat ten to najczesciej krew (leukocyty), komorki
nabtonka (z wymazu z jamy ustnej) oraz wtosy (cebulka wiosowa). Trzeba jednak pamietac,
ze substancje z informacjami genetycznymi znajdujg sie w kazdej zywej komorce, dlatego do

badan tego rodzaju mozna wykorzysta¢ dowolny rodzaj tkanki.
\ -

Termocykler wykorzystywany m.in. w reakcji tancuchowej polimerazy (PCR).
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Zrédto: GFJ, Wikimedia Commons, licencja: CC BY-SA 4.0.
Metody diagnostyki molekularnej wykorzystuje sie w sposob:

e bezposredni - w przypadku znajomosci sekwenciji genu jego prawidtowa forma
stosowana jest jako sonda w celu wykrycia pojawiajgcych si¢ mutacii,

» posredni - jezeli gen wywotujacy chorobe jest nieznany, w wykrywaniu wadliwych
fragmentéw DNA stosuje sie analize sprzezen oraz analize asocjacii.

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).

Techniki obecnie najczesciej wykorzystywane w diagnostyce molekularnej to hybrydyzacja
DNA z sondami molekularnymi oraz metody oparte na reakcji PCR. Nosnikiem informaciji
genetycznejjest DNA, dlatego to ten kwas nukleinowy jest najczesciej poddawany
badaniom. Wybor kwasu nukleinowego do badan molekularnych zalezy jednak od rodzaju
choroby oraz celu badania.

Sekwencjonowanie DNA, czyli ustalanie sekwencji nukleotydowej danego genu
lub genomu, stosowane jest najczesciej w przypadku mutacji nieznanych, w
ktoérych nie jest wiadome, jaki gen odpowiedzialny jest za objawy. Zmiany, jakie
zaszty w sekwencji DNA, mozna zidentyfikowad, poréwnujac zapis
poszczegdlnych nukleotydéw.

Sekwencjonowanie stosowane jest do identyfikacji choréb takich jak:

- mukowiscydoza (rézne mutacje genu CFTR kodujacego biatko CFTR -
przezbtonowy regulator transportu jonow),

- fenyloketonuria (mutacja genu PAH kodujacego biatko PAH - hydroksylaze
fenyloalaniny),

- choroba Huntingtona (mutacja w genie /T15 kodujgcym biatko huntingtyne).

Techniki bazujace na PCR, ktéra umozliwia powielenie danego fragmentu DNA,
wykorzystywane sg m.in. w diagnostyce choréb jednogenowych: do
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wykrywania delecji eksondw w genach, rozrézniania alleli zmutowanych i
prawidtowych czy tez do wykrywania mutacji punktowych.

Reakcje tancuchowa polimerazy mozna wykorzystac¢ do oceny predyspozycji do
zachorowania na nowotwory. W przypadku wykrycia mutacji genéw BRCA1
oraz BRCAZ stwierdza sie zwiekszone ryzyko zachorowania na raka piersi.
Mutacje gendéw APC i CHEK?Z2 skutkujg wyzszym ryzykiem rozwoju raka szyijki
macicy.

Hybrydyzacja pozwala na wykrywanie specyficznych sekwencji DNA. Polega
na przytaczaniu wyznakowanych fragmentow kwasow nukleinowych do
komplementarnych sekwencji. Takie wyznakowane izotopami lub chemicznie
odcinki kwaséw nukleinowych to sondy molekularne. Wiaz3 sie z
komplementarnymi sekwencjami w badanym materiale genetycznym, tworzac
hybrydy.

Wyrdznia sie rézne typy hybrydyzacji.

- Southern blot pozwala na okreslenie lokalizacji lub wykrywanie obecnosci
danej sekwencji DNA.

- Northern blot wykorzystywany jest do identyfikacji okreslonej sekwencji
RNA.

- Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH) stuzy do wykrywania okreslonej
sekwencji DNA.

Choroby genetyczne diagnozowane metoda hybrydyzacji to m.in.:

- fenyloketonuria (mutacja genu PAH kodujacego biatko PAH - hydroksylaze
fenyloalaniny),

- hemofilie: typu A (mutacja genu Xg28 powodujgca niedobér VIII czynnika
krzepniecia krwi), typu B (mutacja w locus Xg27.1-g27.2 skutkujaca
niedoborem IX czynnika krzepniecia krwi) i typu C (mutacja w genie 4g35,
niedobdr Xl czynnika krzepniecia krwi).

Analiza restrykcyjna stosowana jest do wykrywania mutacji punktowych w
miejscach rozpoznawanych przez enzymy restrykcyjne. Wykrycie zmienionych
fragmentow kwasu nukleinowego po zastosowaniu okreslonego enzymu
wskazuje na obecnos¢ mutacji w danej sekwencji DNA.

Analiza restrykcyjna DNA wykorzystywana jest do wykrywania m.in.:
- anemii sierpowatej (mutacja w genie HBB kodujacym biatko B-globine),

- fenyloketonurii (mutacja genu PAH kodujacego biatko PAH - hydroksylaze
fenyloalaniny).



Wiecejinformacji znajdziesz w e-materiatach:

» Sekwencjonowanie DNA,;

e fLancuchowa reakcja polimerazy,

e Analiza restrykcyjna i elektroforeza DNA;
» Sondy molekularne i hybrydyzacja DNA.
Wazne!

Gwaltowny rozwoj technologii badan genetycznych nie bylby mozliwy bez
zsekwencjonowania genomu cztowieka. Dzieki trwajgcemu w latach 1990-2000
Projektowi Poznania Genomu Ludzkiego (ang. Human Genome Project)
zsekwencjonowano 99% genomu cztowieka. W 2003 r. opisano i przeanalizowano
sekwencije kazdego genu. Znajomo$¢ prawidtowych sekwencji ludzkich genéw
umozliwia identyfikacje wielu mutacji genetycznych warunkujgcych choroby Homo
sapiens.

Wiecej informacii o Projekcie Poznania Genomu Ludzkiego znajdziesz w e-materiatach

pt. Genom cztowieka oraz Mapa genetyczna cztowieka.

Znaczenie badan molekularnych w diagnostyce medycznej

Istnieje ok. 7000 chorodb jednogenowych. Niestety, skuteczne metody leczenia opracowano
do tej pory tylko dla niektorych z nich, jak np. wrodzonej Slepoty Lebera. Wyréznia sie
jednak niewielkg grupe chorob genetycznych, ktorych wezesne wykrycie umozliwia
tagodzenie 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
tagodzenia objawow. Testy prognostyczne pozwalajg oszacowac ryzyko zachorowania,
dzieki czemu mozna wdrozy¢ odpowiednie dziatania profilaktyczne. Badania na
nosicielstwo umozliwiaja okreslenie prawdopodobienstwa wystgpienia choréb
genetycznych u potomstwa.

Testy diagnostyczne

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

czy mukowiscydoza, ktora rozwija sie wskutek mutacji w obrebie genu CFTR.
Genetyczne testy diagnostyczne s3 rowniez zalecane przy podejrzeniu nietolerancii
pokarmowych - mozna dzi¢eki nim stwierdzi¢ m.in. nietolerancje laktozy i glutenu.
Wykonanie badania genetycznego bywa rowniez wskazane m.in. u os6b

z powtarzajgcymi si¢ napadami padaczkowymi, zwlaszcza u dzieci, poniewaz w tej
grupie wiekowej przyczyny genetyczne odgrywajg najwieksza role.

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

Testy prognostyczne
Badania na nosicielstwo

Wiecejinformaciji o mozliwosciach leczenia choréob genetycznych znajdziesz
w e-materiatach:

e Procedura terapii genowej,
o Terapia genowa i poradnictwo genetyczne.

Podsumowujac, badania DNA pozwalajg m.in. na:

» diagnozowanie i zaplanowanie leczenia chorob genetycznych,

» wykrywanie mutacji zwi¢kszajacych ryzyko rozwoju danego schorzenia w przysztosci,
» wykrywanie patogenow obecnych w organizmie zywym,

» 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
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analiza sprzezen

szukanie rejonow chromosomu potozonych blisko genu determinujagcego dang ceche
choroby genetyczne

(gr. genetes - rodzic, zrodzony); grupa chorob wywotana mutacjami w obrebie genu lub
genow (spowodowanych nieprawidlowg budowag lub liczba genow, chromosomow),
majacych znaczenie dla prawidlowejbudowy i czynnosci organizmu

diagnostyka molekularna

technika diagnostyczna stuzaca do okreslenia, wykrywania, a nastepnie analizy
fragmentoéw kwasow nukleinowych pochodzacych od pacjentéw przy pomocy technik
biologii molekularnejw celu uzyskania informacji klinicznych

dystrofia miesniowa Duchenne'a

zaburzenie rozwojowe mi¢Sni warunkowane wrodzonym (genetycznym) brakiem
dystrofiny, biatka komorek mig¢sni szkieletowych; u cztowieka zanik tych mi¢s$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 nalezacy do heksoz, wchodzi w sklad laktozy; zrodtem galaktozy jest laktoza
(cukier mleczny) metabolizowana w organizmie cztowieka do glukozy i galaktozy;

w wyniku reakcji enzymatycznych galaktoza przeksztalcana jest do glukozy, ale u oso6b
chorujacych 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 si¢ na dtugim
ramieniu chromosomu 7; nieprawidtowa forma tego biatka wywotuje mukowiscydoze
mutacja

(fac. mutatio - zmiana); nieprawidtowy wariant materiatu 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
sie na kwasy: fumarowy i acetylooctowy, ktore nastepnie za posrednictwem



acetylokoenzymu A s3 wigczane do cyklu Krebsa; zachwianie rozpadu tyrozyny prowadzi
do ciezkiej choroby — alkaptonurii
zespo6t Marfana

choroba genetyczna, ktorej objawy dotyczg uktadu krazenia (m.in. poszerzenie aorty),
narzadu wzroku (m.in. podwichniecie soczewki) i uktadu kostno-stawowego (m.in.
nadmiernie dlugie konczyny)



Audiobook

Audiobook mozna wystuchad pod adresem: https:/zpe.gov.pl/b/PV3AD2pfS

Diagnostyka molekularna choréb genetycznych

Wczesne wykrywanie choréob genetycznych to jedno z najwazniejszych zagadnien
wspotczesnej medycyny. Przed wprowadzeniem badan molekularnych ich diagnostyka
bazowata na badaniach cytogenetycznych. Polegaly one na liczboweji strukturalne;j
analizie chromosomow oraz - w przypadku chorob metabolicznych - na oznaczaniu
aktywnosci enzymow. Oznaczalo to, ze mozliwe byto jedynie rozpoznawanie mutacji w
genach, ktorych produkty juz poznano. Rozw¢j biologii molekularnej pozwolit na lepsze
poznanie mechanizmow powstawania choréb o podlozu genetycznym.

Historia diagnostyki molekularnej chorob genetycznych siega lat 70. XX w. i badan nad
anemig sierpowatg. W 1978 roku po raz pierwszy zastosowano analize restrykcyjna DNA
i hybrydyzacje z sondg molekularng do wykrycia mutacji w kodonie 6 f-globiny.
Badania Kana i Dozy'ego wykazaly, ze metoda analizy polimorfizmu dtugosci
fragmentow restrykcyjnych (RFLP, z ang. restriction fragment length polymorphism)
pozwala wskazac chorych, nosicieli oraz zdrowych i moze by¢ stosowana do
wykrywania mutacji lub réznic w sekwencji DNA miedzy osobnikami. Roéwnolegle Orkin
i wspolpracownicy do wykrycia tej samej mutacji wykorzystali hybrydyzacje Southern
blot z dwoma wariantami oligonukleotydowej sondy molekularnej. Hybrydyzacja metoda
Southerna pozwala na wykrycie obecnosci oraz okreslenie wielkoSci poszukiwanego
fragmentu DNA. Jest przydatna przy badaniu mutacji punktowych, ktore prowadza do
utraty lub wprowadzenia dodatkowego miejsca restrykcyjnego, jak réwniez do
wykrywania mutacji o charakterze delecji lub insercji wiekszych niz 50 - 100 par zasad.

Zaroéwno badania DNA, jak i RNA odgrywajg istotna role w diagnostyce molekularne;j
chorob genetycznych. Wybor kwasu nukleinowego do analizy zalezy od konkretnej
choroby i celow badania. Zazwyczaj to jednak analiza DNA jest wiodgca, poniewaz jest
on gtownym nosnikiem informacji genetycznej. Dlatego wspotczesne metody biologii
molekularnej stosowane w diagnostyce jednogenowych chorob genetycznych opieraja

si¢ glownie na hybrydyzacji DNA z sondami molekularnymi i reakcji PCR.

Reakcja tancuchowa polimerazy (PCR, z ang. polymerase chain reaction), ktora pozwala
na namnazanie okreslonejsekwencji DNA lub RNA, jest stosowana w celu uzyskania

wystarczajgcejilosci materiatu genetycznego do dalszych badan. Techniki
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diagnostyczne bazujgce na tej metodzie sg bardzo czule i specyficzne; umozliwiajg
ponadto skrocenie czasu analizy i obnizenie jej kosztow. Okreslenie nosicielstwa
choroby z wykorzystaniem techniki hybrydyzacji typu Southern blot zajmuje okoto
jednego tygodnia — PCR zaledwie kilka godzin.

Uzyskanie dokladnej diagnozy chorob genetycznych moze wymagac jednoczesnego
wykorzystania roznych technik inzynierii genetycznej. Na przyklad potaczenie PCR z
metoda Southern blot pozwala na wykrycie mutacji punktowych w DNA oraz na
potwierdzenie obecnosci mutacji za pomocg hybrydyzacji z sondg DNA. Mozna takze
zastosowa¢ PCR do wprowadzenia sztucznego miejsca restrykcyjnego w celu
identyfikacji mutacji. Taka metoda, okreslana skrotem PCR-RFLP, jest wykorzystywana
do bezposredniego identyfikowania mutacji jednogenowych i okreslania nosicielstwa.

Jesli istnieje potrzeba zidentyfikowania jednej z kilku mozliwych mutacji w genie,
najczesciej stosuje sie sekwencjonowanie DNA poprzedzone badaniem przesiewowym.
Techniki przesiewowe opieraja si¢ na porownaniu wielkosci lub sekwencji badanych
fragmentow jednoniciowych lub dwuniciowych kwasoéw nukleinowych ze wzorcowym
fragmentem DNA. Jesli badany fragment r6zni sie od wzorcowego, to prawdopodobnie
wystepuje zmiana w sekwencji nukleotydow. Wnioski wynikajgce z takiego badania
mozna potwierdzi¢ pelnym sekwencjonowaniem DNA.

Analiza RNA rowniez jest bardzo wazna w diagnostyce molekularneji ma swoje unikalne
zastosowania. Kwas rybonukleinowy jest kluczowym elementem procesu transkrypcii,
w ktorym DNA jest kopiowany na RNA. Weryfikacja ekspresji genéw na poziomie RNA
pozwala na badanie, ktore geny sg aktywne w danym miejscu i czasie, co moze pomoc
w diagnozowaniu choroéb i identyfikowaniu nowych celow terapeutycznych. Technika,
w ktorej analizie poddaje si¢ mRNA, jest hybrydyzacja typu Northern blot. Umozliwia
ona wykrycie i iloSciowe okreSlenie stopnia zmiany wielkosci transkryptu genu oraz

poziomu ekspresji genow.

Diagnostyka molekularna przyczynita si¢ do rozwoju medycyny spersonalizowanej,
umozliwiajgc analize specyficznych cech genetycznych pacjentow, co implikuje
jednostkowe podejscie do diagnozy i leczenia. Dostosowanie terapii do potrzeb
kazdego chorego zwigksza jej skutecznos¢ i minimalizuje skutki uboczne. Dzi§ mozliwe
jest opracowanie indywidualnej terapii genoweji modyfikacja genomu komorek
somatycznych, w ktorych wystgpita szkodliwa mutacja. W ten sposob medycyna staje
sie coraz bardziej osobista, a trafna diagnostyka i leczenie chorob zyskujg coraz wieksze

szanse powodzenia.

Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0. 0., licencja: CC BY-SA 3.0.



Polecenie 1

Porownaj omowione techniki inzynierii genetycznej wykorzystywane podczas diagnostyki
molekularnej choréb genetycznych. W odpowiedzi uwzglednij rodzaj materiatu genetycznego

oraz cel metody.

Polecenie 2

Wyjasnij znaczenie odkrycia reakcji PCR dla rozwoju badan nad genetycznym podtozem

chorob cztowieka.




Sprawdz sie

Pokaz ¢wiczenia: O O @

Cwiczenie 1 ¢

Zaznacz prawdziwe stwierdzenia dotyczace genetycznych testéw diagnostycznych.

Do technik stosowanych w diagnostyce molekularnej zalicza sie tancuchowa reakcje
polimerazy, sekwencjonowanie oraz hybrydyzacje DNA.

(] Sabardzo czute.

0 Sa wykorzystywane w diagnostyce chordb genetycznych, np. dystrofii miesniowej
Duchenne’a.

[ ] Niekazda tkanka moze by¢ do nich wykorzystana.

0 Pozwalajg na wykrywanie mutacji zwiekszajgcych ryzyko rozwoju danego
schorzenia w przysztosci.

(] Samato specyficzne.




Cwiczenie 2 3
Przyporzadkuj rodzajom badan molekularnych ich charakterystyke.

Umozliwiaja wykrycie obecnosci
w DNA mutacji, ktore znacznie
zwiekszaja ryzyko wystgpienia danej
choroby w przysztosci.

Testy diagnostyczne

Umozliwiaja identyfikacje oséb
bedacych nosicielami mutacji
Testy prognostyczne odpowiedzialnych za rozwéj choréb
dziedziczonych autosomalnie
recesywnie.

Polegaja na analizie materiatu
genetycznego pod katem obecnosci
mutacji odpowiedzialnych za rozwdj

danej choroby i wystepowanie

konkretnych symptoméw z nig
zwigzanych.

Badania na nosicielstwo

Cwiczenie 3 G
W jaki sposéb diagnozuje sie zespdt Marfana? Zaznacz prawidtowa odpowiedz.

O Przeprowadzajac badania na nosicielstwo stwierdzajace obecnos¢ mutacji
odpowiedzialnych za rozwdj choréb dziedziczonych autosomalnie recesywnie.

O Przeprowadzajac genetyczny test diagnostyczny, ktory polega na analizie materiatu
genetycznego pod katem obecnosci mutacji zwigzanych z rozwojem danej choroby.

Przeprowadzajac test prognostyczny pozwalajacy na stwierdzenie obecnosci w DNA
mutacji, ktére znacznie zwiekszajg ryzyko rozwoju danej choroby w przysztosci.



Cwiczenie 4

®

Potacz w pary nazwy technik stosowanych w diagnostyce molekularnej chordéb i ich opisy.

Analiza restrykcyjna

PCR

Sekwencjonowanie DNA

Hybrydyzacja

wykrywanie specyficznych sekwencji
DNA poprzez przytaczanie
wyznakowanych fragmentow kwaséw
nukleinowych do komplementarnych
sekwencji w badanym materiale
genetycznym

powielenie danego fragmentu DNA,
wykorzystywane sa m.in. w diagnostyce
choroéb jednogenowych do wykrywania
mutacji punktowych

wykrywanie mutacji punktowych
w miejscach rozpoznawanych przez
enzymy restrykcyjne; wystapienie
zmienionych fragmentéw kwasu
nukleinowego po zastosowaniu
okreslonego enzymu wskazuje na
wystgpienie mutacji w danej sekwencji
DNA

ustalanie sekwencji nukleotydowej
danego genu lub genomu, stosowane
najczesciej w przypadku mutacji
nieznanych, w ktérych nie jest
wiadome, jaki gen odpowiedzialny jest
za wystepujace objawy



Cwiczenie 5 »

Uzupetnij tekst, dobierajgc poprawne sformutowania sposréd podanych ponize;.

______________

______________

guza nowotworowego.

‘ wycinkach ’ ‘ terapii niecelowanej ’ ‘ podtoza ’ ‘ terapii celowanej

‘ komodrek nowotworowych ’

Cwiczenie 6 O

Okresl prawdziwosc¢ stwierdzen.

Stwierdzenie Prawda Fatsz
Do badan genetycznych najczesciej wykorzystuje sie
materiat genetyczny wyizolowany z krwi i wymazu z jamy O O
ustne;j.

Badania molekularne nie pozwalajg na wykrywanie mutacji
zwiekszajacych ryzyko rozwoju danego schorzenia O O
w przysztosci.
tancuchowa reakcja polimerazy i sekwencjonowanie DNA
to znane techniki biologii molekularne;.

Metody diagnostyki molekularnej moga zostac
wykorzystane w sposéb posredni i bezposredni.

Cwiczenie 7 @
Jedng z najbardziej znanych metod stosowanych w badaniach molekularnych jest tancuchowa
reakcja polimerazy (PCR). Metoda ta polega na powieleniu w krotkim czasie fragmentu DNA
nawet do miliardow kopii. Umozliwia ona analize nawet sladowych ilosci DNA.

Wskaz dwa przyktady wykorzystania PCR w diagnostyce molekularnej choréb genetycznych.




Cwiczenie 8 @

Testy prognostyczne umozliwiajg wykrycie w DNA mutacji, ktére znacznie zwiekszaja ryzyko
wystapienia okre$lonej choroby nowotworowej u danego pacjenta w przysztosci. Dotyczy to

np. mutacji w genach BRCA1i BRCAZ, ktore zwiekszajg predyspozycje do zachorowania na
raka piersi.

Na podstawie powyzszego tekstu i wtasnej wiedzy wyjasnij, jakie znaczenie ma okreslenie

predyspozycji do wystapienia raka piersi u danej osoby.




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;.



