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Analiza delecji 32 pz w genie CCR5 wykrywajacej opornos¢ na

wirusa HIV

Wstep

Receptor CCRS5 znajduje si¢ na powierzchni m. in. limfocytow T, makrofagéw, niedojrzatych
komoérek dendrytycznych. W odniesieniu do wirusa HIV, pelni funkcje jego koreceptora,
umozliwiajgc wnikniecie wirusa do komorki. Gen ccr5 znajduje si¢ na chromosomie 3. W populacji
ludzkiej znane sa dwie odmiany alleliczne ccr5 i ccr5432. Allel ccr5432 zwigzany jest z
powstaniem nieprawidlowo sfaldowanego biatka, ktore gromadzi si¢ w retikulum
endoplazmatycznym. Allel ccr5432 wystepuje z rdézng czestotliwoscig. 4-18% w populacji
kaukaskiej, 9% w populacji europejskiej, 10,9% w populacji Polskiej, 12% w populacji Dolnego
Slaska. Osoby posiadajace obie kopie genu z delecja 32 pz (homozygoty typu zmutowanego)
cechuja sie genetyczna opornoscig na zakazenie wirusem HIV, jednakze znane sg przypadki, kiedy
pomimo obecnos$ci obu alleli ccr5432 doszto do zakazenia wirusem HIV. Do 2009 r znane byto 12
przypadkoéw zakazenia wirusem HIV homozygoty ccr5432. Homozygoty ccr5432 nie sa odporne
na zakazenie wirusem HIV szczepu CXCR4-tropowymi. Czgsto$¢ wystepowania homozygot
ccr5432 wynosi 1-2 % w populacji kaukaskiej. Heterozygoty ccr5 i ccr5432 cechujg si¢ mniejszg
podatnoscig na zakazenie, wolniejszym rozwojem choroby — opisuje si¢ przedtuzenie rozwoju AIDS
0 2-3 lata. Ponadto stwierdzono mniejszg czgstotliwos¢ rozwoju chtoniakéw nieziarniczych u

pacjentéw z AIDS oraz lepsza odpowiedZ pacjenta na terapi¢ antywirusowa.
Izolacja DNA

W 1869 roku szwajcarski biochemik Miescher dokonat odkrycia DNA. Nie poznano jednak wtedy
struktury tej czasteczki. Prawie 100 lat pdzniej, bo w roku 1953 Watson 1 Crick opisali budowe
dwuniciowej helisy. Z kolei w roku 1979 Vogelstein 1 Gillespie odkryli, iz krotkie fragmenty DNA
w obecnosci jodku sodu, gromadza si¢ na powierzchni flintu czyli szkta krzemowo - olowiowego o
duzym wspoélczynniku zatamania §wiatla. W pdzniejszych latach potwierdzono, ze wiasciwos¢ ta,

charakterystyczna jest rowniez dla pozostatych rodzajow kwasoéw nukleinowych.
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Pierwszym etapem izolacji DNA jest wykonanie lizy komorek. Reakcja ta przebiega w
podwyzszonej temperaturze przy udziale proteinazy K oraz odpowiedniego buforu. Dochodzi w tym
czasie do degradacji bton i biatlek komorkowych. Dodatkowo, w procesie izolacji DNA wymagana
jest obecno$¢ soli chaotropowych, do ktorych nalezy np.: tiocyjanian guanidyny, utatwiajgcy proces
lizy komorek oraz inaktywujacy nukleazy. Sole chaotropowe sa to zwiazki charakteryzujace si¢
zdolnoscig do przecinania wigzan wodorowych, znajdujacych si¢ miedzy makroczasteczkami i
woda. Dzigki temu mozliwe jest przytaczenie czasteczek DNA do zloza krzemionkowego. W
nast¢pnym etapie izolacji DNA, uzyskany materiat, po potraktowaniu etanolem przenoszony jest na
kolumng, gdzie dochodzi do wybidrczego zwigzania czasteczek DNA z membrang. DNA
oczyszczane jest z zanieczyszczen oraz substancji hamujacych reakcje enzymatyczne poprzez
przeptukiwanie kolumny roztworami myjacymi. Po osuszeniu kolumny, kwas nukleinowy

wyplukiwany jest ze ztoza, poprzez dodanie buforu o niskiej sile jonowej lub wody.

Uwagi wstepne:

Praca z kwasami nukleinowymi wymaga zachowania szczegoélnej czystosci, poniewaz kwasy
nukleinowe tatwo ulegaja degradac;ji.

Migjsce do izolacji kwasow nukleinowych przemywamy 70% etanolem

Wszystkie czynnos$ci wykonujemy w czystych rekawiczkach, ktore przemywamy 70% etanolem

1. Izolacja DNA z wymazu

» Paleczke wymazowa z pobranymi komoérkami nabtonka umiesci¢ w eppendorfie 1,5 ml,
odcig¢ wystajacg czese, tak aby moc zamkngé probowke.

» Doda¢ 350 pl buforu lizujacego SSL

» Dodac¢ 6 ul roztworu Proteinazy K i worteksowac¢ przez 3 sekundy

» Calos¢ przepipetowac i1 inkubowaé w temp. 56°C przez 30 min, co jaki§ czas obracajac
probowke

» Dodac 350 ul buforu wigzacego SSB

» Probke zworteksowac 3 sekundy

» Przenie$¢ probke do 70°C i inkubowac 6 min.

» Paleczke wymazowa doktadnie wycisngé o brzeg probdwki, tak aby uzyskaé jak najwigksza
ilos¢ lizatu. Pateczke odrzucic.

» Doda¢ 200 pl 965 etanolu, wymiesza¢ przez odwracanie probowki

» Lizat przenie$¢ na minikolumne do oczyszczania genomowego DNA w ilo$ci max 650 pul
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Wirowac¢ 1 min przy 11 tys. RPM

Wyjaé¢ minikolumne i wylaé przesacz z probowki odbierajacwj

Pobrac¢ reszte lizatu 1 nanie$¢ na minikolumne do oczyszczania genomowego DNA

Wirowa¢ 1 min. przy 11 tys. RPM

Przenie$¢ minikolumng do nowej probéwki odbierajace;j

Do kolumny doda¢ 600ul roztworu pluczacego 1 (DNA znajduje si¢ na minikolumnie)
Wirowa¢ 30 s. przy 11 tys. RPM

Wyla¢ przesacz z dolnej probowki i doda¢ do minikolumny 400ul roztworu pluczacego 2
Wirowac¢ 30 s. przy 11 ty§. RPM

Wyla¢ przesacz z probki odbierajacej i umiesci¢ w niej z powrotem minikolumne

Wirowac pustg minikolumne 2 min. przy 13 tys. RPM

Osuszong minikolumne umiesci¢ w nowej probéwce 1,5 ml i do ztoza znajdujacego si¢ na
dnie kolumny doda¢ 50 pul buforu do elucji uprzednio ogrzanego do temp.70°C

Inkubowa¢ probke przez 2 min. w temp. pokojowej

Wirowa¢ 1 min. przy 11 tys. RPM

Minikolumn¢ usunaé, a oczyszczone DNA przetrzymywac¢ w lodowce lub -20°C do czasu

dalszych analiz Iub uzy¢ bezposrednio do reakcji PCR.

2. Przygotowanie reakcji PCR

1. Mieszana reakcyjna

» Nalezy wykona¢ tzw. mix reakcyjny na ilo$¢ reakcji rownej ilosci osob przy stole
laboratoryjnym plus 1 w nadmiarze. Nalezy rowniez uwzgledni¢ 3 probki kontrolne. 2

kontrole dodatnie i jedna ujemna.
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Sktad mieszaniny reakcyjnej

1 reakcja X reakcji np.4
Master Mix 10,625 pl
dNTP 1,25 pl
Polimeraza DNA 0,125 ul

» Przygotowany mix zworteksowac, zwirowac i rozdzieli¢c do probowek (0,2 ml) po
12 pl. Do probowki, kazda osoba indywidualnie dodaje 0,5 pl wyizolowanego DNA. Do
probek kontrolnych, zamiast wlasnego DNA doda¢ kontrolne DNA lub wodg. Catos¢
zworteksowac lub kilkukrotnie przepipetowac i zwirowac.

» Opisac probki i wtozy¢ do termocyklera

2. Po przygotowaniu mieszaniny reakcyjnej i dodaniu do niej matrycy (DNA) w odpowiedniej

ilosci jak zamieszczono powyzej nalezy wykonaé reakcje PCR.

PCR wykonujemy w termocyklerze, ktéry umozliwia plynng zmiang temperatury.

Etapy reakcji PCR

1. Denaturacja
Pierwszym etapem jest rozplecenie podwoéjnej helisy matrycowego DNA. W wysokiej

temperaturze (zwykle okoto 95 °C) pekaja wigzania wodorowe i podwdjna helisa DNA

rozdziela si¢ na dwa pojedyncze tancuchy.

2. Annealing - Hybrydyzacja odcinkow starterowych.

Etap ten, polega na tworzeniu odcinkéw dwuniciowych, sktadajacych si¢ z przygotowanych
starterow - czasteczek DNA i komplementarnej do nich sekwencji DNA. Startery oskrzydlaja
gen majacy ulec amplifikacji. Etap ten zachodzi w temperaturze nizszej, $cisle okreslonej dla

danej pary starterow (pomiedzy 45-60 °C)
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3. Elongacja

Na tym etapie zachodzi wtasciwa synteza DNA i1 tym samym amplifikacja pozadanego genu.
Podwyzszenie temperatury do optymalnej temperatury dziatania polimerazy (72 °C) powoduje
utworzenie si¢ na matrycy z przytagczonymi do niej starterami, kompleksu z polimerazg DNA.
W efekcie, rozpoczyna si¢ synteza nici komplementarnej do matrycy. Reakcja ta trwa zwykle 30

sekund.

» Reakcje PCR prowadzi¢ w nastgpujacych warunkach

2min | 96°C
30sek | 96° C
30 sek | 55° C | 40 cykli
30sek | 72°C
2min | 72°C

» Probki po wyjeciu z termocyklera nalezy krotko zworteksowac

3. Elektroforeza produktow reakcji PCR

Produkt reakcji identyfikujemy, rozdzielajgc uzyskany materiat w Zelu agarozowym.
Rownoczesnie z badanym materiatem nanosimy na zel standardy masowe - fragmenty DNA o
znanych masach czasteczkowych wyrazonych w ilo$ci par zasad. Na podstawie potozenia
badanego genu w stosunku do standardow masowych okreslamy jego wielkos¢. Dodatkowo

rozdzielamy réwniez kontrolg dodatnig 1 ujemna.

Przygotowanie Zelu agarozowego

1. Saneczki wlozy¢ w form¢ 1 wywazy¢ jej rownowage
2. W saneczki wlozy¢ grzebien
3. Przygotowac zel agarozowy 2% w objetosci 140 ml

Miejsce na obliczenia
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4. Rozcienczy¢ buforu TAE 50x, tak aby przygotowac roztwér TAE 1x
Miejsce na obliczenia

Do nawazki agarozy doda¢ bufor TAE 1x oraz SYBR Safe (14 ul) i rozpus$cié na gorgco
Klarowny roztwér agarozy ochtodzi¢ do temp ok 50°C

Wyla¢ zel na saneczki, uwazajac by nie pojawity si¢ bable powietrza

© N o o

zel zastyga ok 20 min

Elektroforeza DNA w Zelu agarozowym

1. Z zelu wyciagna¢ grzebien i przenie$¢ saneczki do komory elektroforetyczne;j
2. Napehi¢ komore buforem TAE 1x, w ilo$ci ktora zapewni pokrycie zelu
3. Przygotowac proby do natozenia na zel: 15 pl préby + 2 pl obciaznika,
a. W przypadku kontroli dodatniej nalezy uzy¢ 10 pl préby + 2 pl obciaznika
4. wymieszaé przez przepipetowanie w probowce i natozy¢ na zel — jezeli pozostat ptyn na
$ciance probowki, nalezy probe zwirowaé
5. Elektroforeze prowadzi¢ przez 30-40 min / 80V
6. Po zakonczonej elektroforezie przeanalizowa¢ wynik w swietle UV

7. Wyniki omowi¢ z asystentem

Wyniki testu:
1. Prazek na wysokosci 220 pz — homozygota typu dzikiego
2. Prazek na wysokosci 180 pz —homozygota typu zmutowanego

3. Prazek na wysokosci 180 pz i 220 pz — heterozygota



