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Sposob ustalania pici

Przedmiotem wynalazku jest szybki sposob weryfikacji ptci na poziomie DNA,
z wykorzystaniem techniki analizy profilu topnienia specyficznych fragmentéw DNA
uzyskanych na bazie DNA pochodzgcego z prébek ludzkiego materiatu
biologicznego, zwlaszcza wchodzgcych w skilad kolekcji biobankdéw, archiwow
tkankowych, oraz w badaniach prenatalnych i badaniach prowadzonych przez
laboratoria kryminalistyczne.

Amelogenina (AMGXY) jest gtownym biatkiem macierzy pozakomoérkowej w
zawigzku zeba. Ludzkie sekwencje kodujgce amelogening obecne sg na krotkim
ramieniu chromosomu X (AMG; Xp) oraz blisko centromeru na chromosomie Y (ang.
AMGL - amelogenin like sequence). Homologia sekwencji genu amelogeniny na obu
chromosomach pici X i Y wynosi ok. 90%. Gen AMELY jest zlokalizowany na
chromosomie Y, a jego sekwencja rozni sie znacznie od sekwencji genu AMELX,
lezgcego na chromosomie X. Koduje amelogenineg bedgcg gtdwnym biatkiem
macierzy pozakomorkowej zawigzkow zebdw. Z opisanych powodow gen ten moze
by¢ wykorzystywany w metodach stuzgcych ocenie pici.

Gen SRY jest zlokalizowany na chromosomie Y i nie posiada swego
odpowiednika na chromosomie X. Z tego powodu moze by¢ wykorzystywany w
metodach stuzgcych ocenie ptci. Koduje biatko TDF ( ang. testis-determining factor).

Znana jest przydatno$¢ oceny zmiennosci sekwencji genu dla amelogeniny,
ktéra moze by¢ wykorzystywana w konwencjonalnych reakcjach PCR dla okreslenia
pici dawcy DNA poddawanego badaniom genetycznym. Dotychczas zaproponowane
metody opierajg sie zazwyczaj o czasochionng reakcje PCR i nastepnie wydiuzajgca
czas niezbedny dla wykonania analizy elektroforeze uzyskanych produkiow PCR.
Metody te nie sg pozbawione réwniez innych wad zwigzanych z etapem analizy
elektroforetycznej, w szczegolnosci zwigzanych z wysokim ryzykiem btedow
wynikajgcych z koniecznosci nanoszenia probek do analizy, powtarzalnosci procedur
przygotowania zelu bedgcego miejscem wykonania rozdziatu elektroforetycznego,
wlasciwego zarchiwizowania wyniku elektroforezy i oceny wielkosci uzyskanych
produktow PCR, majgcych znaczenie w analizie. Inng stosowang metodg jest
reakcja PCR z wykorzystaniem znakowanych sond - skfadnik ten znaczgco podnosi

koszt samej reakcji.
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Celem wynalazku jest dostarczenie metody ustalania plci dawcy na podstawie
probki materiatu genetycznego pobranej od dawcy, ktora to metoda pozbawiona byta
opisanych powyzej wad, a w szczegolnosci pozwalata na uzyskanie pewnego
wyniku w stosunkowo szybkim czasie, bez koniecznosci ponoszenia wysokich
kosztéw materiatowych.

Nieoczekiwanie okreslony powyzej cel zostat osiggniety w niniejszym wynalazku.
Przedmiotem wynalazku jest sposob okreslony w zastrzeZeniach.

Zaproponowane zgodnie z wynalazkiem wykorzystanie metody LRM (Low
Resolution Melting) w ocenie pilci oséb poddawanych badaniom genetycznym,
znaczgco ufatwia wykonanie takiego badania. Sposob wedlug wynalazku
uniezaleznia badacza od szeregu mozliwych btedow charakteryzujgcych metode w
oparciu o rozdziat elektroforetyczny produkitow PCR i jest znacznie tanszy od
alternatywnych metod z wykorzystaniem znakowanych sond genetycznych.
Nieoczekiwanie w toku eksperymentdéw, ktére doprowadzity do uzyskania
przedmiotowego wynalazku udato sie uzyskac¢ primery reakcji PCR, ktore pozwalajg
na tatwe rozréznienie produktow specyficznych dla obu pici. Ponadto nieoczekiwanie
okazato sie, ze w przypadku prowadzenia reakcji PCR w warunkach wedtug
wynalazku, specyficzny produkt uzyskiwany na matrycy pochodzgcej z chromosomu
Y dominuje ilosciowo w mieszaninie produktdw po amplifikacji. Ten nieoczekiwany
efekt dodatkowo poprawia czutos¢ metody wedtug wynalazku.

Dzieki temu mozliwe jest wyeliminowanie stosowania relatywnie drogich
odczynnikdéw zwykle wykorzystywanych w reakcji HRM (LCGreen, EvaGreen), ktére
z powodzeniem udato sie zastgpi¢ znacznie tanszym barwnikiem SYBR Green, co
znaczgco obniza koszty wykonania analizy. Bylo to mozliwe ze wzgledu na
zaprojektowane przez nas primery reakcji PCR, ktore nieoczekiwanie pozwalajg na
uzyskanie produktéw specyficznych dla obu plci, przy czym réznica w wielkosci
produktow jest na tyle duza, ze z powodzeniem mozna wykorzystac tanszy barwnik
interkalujgcy z mniejszg wydajnoscig z DNA z zachowaniem wilasciwej dyskryminacji
ptci badanych probek, pochodzgcych od dawcow DNA. Stosowana w opisie nazwa
analizy LRM nawigzuje do tego, ze mozna jg wykonac na kazdym konwencjonalnym
aparacie do PCR w czasie rzeczywistym. Pozostawiona jest rowniez mozliwosc

stosowania rozdziatu elektroforetycznego jako metody analityczne;.
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Zaproponowane w opisanej ponizej przyktadowej realizacji wynalazku warunki
reakcji pozwalajg na fatwg analize wyniku na podstawie uzyskanych profili topnienia,

ktdre nie wymagajg stosowania wysokiej rozdzielczosci uktadu pomiarowego.

Przyktad 1. Oznaczanie ptci metodg wedtug wynalazku

Wykorzystano pare primerow specyficzng dla genu amelogeniny lezgcego na
chromosomie Y, oraz pare primerow dla genu ABCG2, ktéry wystepuje zarowno
u mezczyzn, jak i u kobiet (wewnetrzna kontrola reakcji).

W trakcie weryfikowania czutosci i specyficznosci metody na 3847 réznych izolatach
DNA pochodzenia ludzkiego uzyskano 3665 poprawnych wynikdéw (95,27%), 175
watpliwych, wskazujgcych na koniecznos¢ zastosowania alternatywnej metody np.
SRY (4,54%) oraz 7 wynikéw btednych, co stanowi zaledwie 0,18%.

Jednoczes$nie opracowana zostata alternatywna metoda w oparciu o wykrywanie
genu SRY (charakterystycznego dla mezczyzn), rowniez w oparciu o metode LRM,

ewentualnie z mozliwoscig stosowaniu rozdziatu elektroforetycznego.

Warunki reakcji PCR dla uktadu z wykorzystaniem genu SRY albo AMELY

Platforma sprzetowa to albo CFX384 albo CFX96 (BioRad, USA). Reakcje mozna
wykonac¢ zarowno na plytkach PCR o przejrzystych dotkach albo biatych. Reakcja
w objetosci 15 pL, z 0,5 ng DNA, 2x iQ SYBR Green Supermix (BioRad, USA) oraz
po 0,20 uM kazdego z primerdw reakcji PCR.

Warunki termiczne reakgciji:
AMELY 95°C - 3 minuty, (95°C - 20 s, 60°C - 255, 72°C - 40 s) x 50
SRY 95°C - 3 minuty, (95°C -30s,60°C -30s, 72°C -45s) x 50

Primery do AMELY:

F1 TCTCTAATTGAAACTCTTCCCCTTT (Sekw. Id. Nr :1) (F1 i R1 - produkt
kontrolny, dla mezczyzny i kobiety - gen ABCG2, wielko$¢ produktu - 181 pz)

R1 TGAAGAAAGTAACAGCATTTTCTGA (Sekw. Id. Nr: 2)

F2 CTTTGACAGTAGCAGAACTGGC (Sekw. Id. Nr: 3) (F2 i R2 - produkt tylko dla
mezczyzny, gen AMELY, wielkos¢ produktu - 287 pz)
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R2 CCTTCATTTTGGGTGAGCAT (Sekw. Id. Nr: 4)

Primery do SRY:

F3 ATAGCATGTGTTGGAGGGAAAAA (Sekw. Id. Nr: 5) (F3 i R3 - produkt
kontrolny, dla mezczyzny i kobiety - gen ABCG2, wielko$¢ produktu - 413 pz)

R3 ATTGGTATCACTGTCCTTACAAG (Sekw. |d. Nr: 6)

F4 TACAGGCCATGCACAGAGAG (Sekw. Id. Nr: 7) (F4 i R4 - produkt tylko dla
mezczyzny, gen SRY, wielko$¢ produktu - 179 pz)

R4 TCTTGAGTGTGTGGCTTTCG (Sekw. Id. Nr: 8).

Na figurach 1 i 2 przedstawiono wyniki analizy elektroforetycznej uzyskanych
produktow PCR wykonanej w celach porownawczych.

W metodzie wedlug wynalazku produkty amplifikacji poddawano bezposrednio
analizie termicznej (krzywe topnienia).

Uzyskane profile topnienia zostaty przedstawione na fig. 3-4.

Warunki wykonania analizy krzywej topnienia (LRM) dla uktadu z wykorzystaniem
genu SRY albo AMELY:

90°C - 1 minuta, 40°C - 1 minuta, krzywa topnienia z przeskokiem o 0,5°C (niska

rozdzielczos¢) w zakresie od 65°C do 95°C.



