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Klase | receptorowych kinaz tyrozyno-
wych stanowig receptory epidermalnych
czynnikéw wzrostowych, zwane rodzing re-
ceptoréw ErbB, ktére wydajg sie szczegdl-
nie wazne w rozwoju prawidtowych tkanek
réznych typow oraz rozwoju procesow no-
wotworowych w tkankach pochodzenia epi-
dermalnego. Ich budowa i funkcja zostaty
wstepnie omoéwione w poprzednim artyku-
le [1]. Opisano 4 rodzaje receptoréw nale-
zacych do tej grupy:

D EGFR (ang. epidermal growth factor re-
ceptor) — receptor naskérkowego czynni-
ka wzrostu, znany takze jako ErbB-1,

D ErbB-2 (jego odpowiednik u gryzoni no-
si nazwe NEU),

D ErbB-3,

D ErbB-4.

Ludzkie receptory tego typu czesto na-
zywane sg odpowiednio HER1, HER2,
HER3 i HER4. Sposrod nich, ErbB-1 i -2
sg onkoproteinami, natomiast ErbB-3 i -4
biatkami o prawdopodobnej funkcji onko-
gennej [2-4]. Niektoére zaburzenia jakoscio-
we i ilosciowe w funkcjonowaniu kinaz tej
rodziny zostaty definitywnie okreslone jako
Scidle zwigzane z powstawaniem, rozprze-
strzenianiem i odpowiedzig nowotworéw na
leczenie, co do wielu innych istnieje takie
przypuszczenie [5].

Stata aktywacja kinaz receptorowych,
prowadzgca do nadmiernej aktywacji wio-
dacego przez nie szlaku sygnalizacyjnego,
moze by¢ wynikiem réznorodnych zabu-
rzen. W uproszczeniu podzieli¢ je mozna
na 3 grupy [5]:

1) mutacje wiodgce do konstytutywnej ak-
tywnosci kinazy, niezaleznej od liganda

i nie poddajgcej sie inhibicji,

2) autokrynna aktywacja kinazy (produkowa-

nej w prawidtowych ilosciach) przez wy-

twarzany przez komérke w nadmiarze li-

gand lub nadekspresja kinazy w obecno-

$ci wytwarzanego przez komorke liganda,

3) inne zaburzenia w procesach reguluja-
cych aktywnos¢ szlaku wiodgcego po-
przez kinaze receptorowg, np. dezakty-
wacja odpowiedniej fosfatazy.

Na powyzsze procesy sktada¢ sie mogag
rézne zmiany genetyczne i zaburzenia
w procesach biochemicznych. Oprécz po-
wyzszych, wystepujg takze nieprawidtowosci
0 nie wyjasnionym dotychczas szczegotowo
mechanizmie, by¢ moze odpowiadajace cze-
Sciowo punktowi 1., np. zwigzek ekspresji
wariantow mRNA gendw ErbB, powstajgcych
w wyniku alternatywnego sktadania, z onko-
genezg [6] czy zdolnoscig raka piersi do
przerzutowania [7]. Nieprawidtowosci te
i metody ich badania zostang blizej oméwio-
ne w tym i nastepnych artykutach. Nalezy
podkresli¢, ze znaczenie kazdego z nich
w onkogennej aktywacji poszczegdlnych re-
ceptoréw ErbB jest wyraznie rdézne.

Jak sie wydaje, najczestszym sposrod
wymienionych mechanizméw jest nad-
ekspresja kinazy. U jej podtoza leze¢ mo-
ze zjawisko amplifikacji (zwielokrotnienia)
liczby kopii genu kinazy w komodrce i/lub
zjawisko nadmiernej aktywnosci procesow
ekspresji kinazy przy obecnosci jednego
(bez amplifikacji) lub wiekszej (z amplifika-
cja) liczby kopii jej genu w komdrce.

AMPLIFIKACJA GENOW
RODZINY ErbB

Amplifikacja sekwencji DNA jest proce-
sem, w ktérym selektywnie wzrasta ilos¢
kopii okreslonej czesci DNA komorki [8, 9].
Zjawisko to dotyczy gtéwnie 2 grup gendw:
genow warunkujgcych opornos¢ na leki
oraz protoonkogendw komdrkowych. Kaz-
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Ryc. 1. Hybrydyzacja metoda Southerna

da jednostka zamplifikowanej sekwencji
DNA (amplikon) moze mie¢ wielko$¢ od kil-
kuset tys. do kilku min par zasad. Ampli-
kony zwykle zorganizowane sg w ciagi,
utozone jeden za drugim. Stwierdza sie
czasami obecnos¢ 1-2 powtdrzen, lecz
w literaturze opisano takze przypadki no-
wotworéw niosgcych w komorkach ponad
1 tys. kopii onkogenu [10]. Zamplifikowa-
ne geny sg zlokalizowane albo w chromo-
somach, zwykle wewnatrz szczegdlnej po-
staci fragmentéw chromatyny, znanych jako
regiony o zatartej strukturze prazkowej HSR
(ang. homogeneously staining regions) lub
ABR (ang. abnormally banded regions), al-
bo tez pozachromosomalnie, jako submikro-
skopowe koliste fragmenty DNA lub znacz-
nie wieksze, widoczne w mikroskopie Swietl-
nym, autonomiczne, episomalne fragmenty
DNA pozbawione centromerdw, tzw. mate
dodatkowe chromosomy lub malutkie chro-

Hybrydyzacja
’ .

mosomy, zwane M (ang. minute) lub DM
(ang. double minute) [8].

Regiony HSR moga wykazywaé wysoka
ztozonos¢, nie bedac prosta amplifikacjg ge-
néw jednego chromosomu. Ich wystepowa-
nie stwierdzono w blisko 60 proc. guzéw sut-
ka analizowanych bezposrednimi technikami
cytogenetycznymi [11]. W wielu ludzkich no-
wotworach nastepuje amplifikacja okreslonych
protoonkogenow, przy czym najczesciej ule-
gaja amplifikacji geny c-myc, N-myc, c-myb,
K-ras/N-ras, H-ras, ets-1, c-abl, Hist-1/Int-2,
geny rodziny ErbB [9, 11, 12].

Nie wiadomo, dlaczego wystepujg 2 for-
my amplifikowanego DNA. Nie sg tez do
konca poznane mechanizmy prowadzgce
do powstawania zwiekszonej liczby kopii
okredlonego genu. Najbardziej prawdopo-
dobny wydaje sie model zaktadajacy inicju-
jacy proces amplifikacji, pekniecie jednej
nici DNA w chromosomie. W prawidtowej
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komodrce powstajg jednoniciowe przerwy
w DNA, prawdopodobnie jako wynik natu-
ralnych procesow replikacji i rekombinaciji,
jednak dalsza replikacja zostaje zatrzyma-
na do momentu naprawy uszkodzen. Funk-
cje regulujaca cykl komdrkowy petni tu
m.in. biatko p53. Gdy jest ono uszkodzone
lub go brak, replikacja uszkodzonych nici
biegnie dalej, mimo obecnosci peknie¢
w jednej nici DNA, generujac petne dwuni-
ciowe pekniecia chromosoméw [9]. Wg kon-
cepcji Von Hoffa, ulegajgce w tych warun-
kach delecji fragmenty DNA tworzg koliste
episomy, ktére z kolei mogg badz multime-
ryzowac, formujgc chromosomy DM, bgdz
ponownie integrowa¢ do chromosomoéw [8].
Chromosomy DM takze moga integrowaé
do chromosomow, tworzgc regiony o zatar-
tej strukturze prgzkowej [8].

Chociaz amplifikacja gendéw generalnie
umozliwia komadrkom wytwarzanie duzych ilo-
$ci kodowanego w amplifikowanym regionie
RNA i/lub biatka [8], nadekspresja gendw
nie zawsze wymaga ich amplifikacji, co wie-
cej, niejednokrotnie stwierdza sie wystepo-
wanie zjawiska amplifikacji bez réwnoczesne;j
nadekspresji amplifikowanego onkogenu.
Z drugiej strony, amplifikowane sekwencje
DNA sg potencjalnym celem terapeutycznym;
w niektérych przypadkach obserwowano eli-
minacje chromosomoéw DM z nowotworowych
linii komoérkowych i ich réznicowanie w wy-
niku zastosowania siarczanu dimetylu
(DMSO) lub hydroksymocznika [13].

Oprocz amplifikacji genéw znaleziono
dowody, ze takze duplikacja czesci se-
kwencji genu (np. topoizomerazy 1) na po-
ziomie DNA lub RNA i wytwarzanie w jej
wyniku przez komorki nowotworowe zmo-
dyfikowanych biatek o wigkszej masie cza-
steczkowej, moze by¢ odpowiedzialna za
opornos¢ komorek nowotworowych na $rod-
ki terapeutyczne dziatajgce poprzez inhibi-
cje tych biatek [14].

Metody detekji zjawiska
amplifikacji genow

Badania wystepowania amplifikacji w po-
staci regiondéw o zatartej strukturze prgzko-
wej HSR lub chromosoméw DM mozna wy-
kona¢ technikami cytogenetycznymi, szcze-
golnie bezposrednimi, gdyz w czasie
prowadzenia hodowli zmniejsza sie ilos¢ ko-
morek nowotworowych zawierajgcych te za-
burzenia [11]. Techniki te nie beda w tej
pracy szerzej omawiane, zostaty bowiem
niedawno doskonale przedstawione [15,
16]. Badania ilosciowe amplifikacji gendw
przeprowadza sie gtéwnie technikami hy-
brydyzacyjnymi lub réznymi odmianami ilo-
Sciowej techniki PCR [17, 18].

Techniki hybrydyzacyjne
Wsrod technik hybrydyzacyjnych do
oznaczania amplifikacji wcigz stosuje sie
klasyczng hybrydyzacje wg Southerna
[19, 20], ktéra polega na (kolejno):
D cieciu wyizolowanego DNA odpowiednim
enzymem restrykcyjnym,
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D elektoforetycznym rozdziale w zelu aga-
rozowym uzyskanych fragmentéw pod
wzgledem ich dtugosci,

D przeniesieniu rozdzielonych fragmentéw na
btone (filtr) nitrocelulozowa lub nylonowa,

D hybrydyzacji sekwencyjnie specyficznych
w stosunku do poszukiwanych sekwencji
gendw, znakowanych radioaktywnie (gene-
ralnie wieksza czutos$¢) lub nieizotopowo
(generalnie mniejsza czutos¢) sond oligo-
nukleotydowych do odpowiednich fragmen-
téw DNA znajdujacych sie na filtrze [21].

Sygnaty (radioaktywno$¢, sygnat barw-
ny lub fluorescencja, w zaleznosci od spo-
sobu wyznakowania zastosowanej sondy)
odpowiadajgce genowi badanemu i kon-
trolnemu (nie ulegajacemu amplifikacji, ja-
ko kontrole stosuje sie takze zdrowg tkan-
ke) sg nastepnie mierzone i poréwnywane,
co pozwala na oznaczenie stopnia ampli-
fikacji lub delecji badanego genu.

Coraz czesciej w badaniach amplifika-
cji znajdujg zastosowanie techniki hybrydy-
zacji in situ, w tym najczesciej fluorescen-
cyjna hybrydyzacja in situ (ang. fluorescen-
ce in situ hybridization, FISH) [15, 22, 23].
W technikach tych hybrydyzacje przepro-
wadza sie bezposrednio na odpowiednio
przygotowanym materiale tkankowym, bez
koniecznosci wczesniejszej izolacji i trans-
feru zawartego w nim DNA na btony nitro-
celulozowe czy inny nosnik [24, 25].

Techniki amplifikacyjne
Sposréd technik PCR, w badaniach am-
plifikacji genéw zastosowanie znajdujg réz-
ne odmiany ilosciowej reakcji PCR (ang.
quantitative PCR, gPCR), ktérej celem jest
oszacowanie liczby czgsteczek matrycy
w badanej prébie [17, 18]. Decyzja o wy-
borze konkretnego wariantu pomiarow ilo-
Sciowych zalezy od kilku czynnikdw, z kto-
rych najistotniejsze to:
D rodzaj matrycy, ktérej liczba kopii ma
by¢ zbadana,
D wymagana doktadno$¢ pomiaru,
D wymagany sposob oszacowania ilosci:
w wartosciach bezwzglednych badz tez
wzgledem standardu.

Sposréd metod pomiaru liczby kopii ba-
danej sekwencji kwasow nukleinowych, naj-
szersze zastosowanie znajdujg: metoda
réznicowej PCR (ang. differential PCR,
dPCR), w tym odmiana réznicowa techni-
ki PCR TagMan z zastosowaniem sond flu-
orescencyjnych i metoda kompetycyjnej
PCR (ang. competitive PCR, cPCR).

Réznicowa PCR

Metoda réwnoczesnej amplifikacji bada-
nego genu i fragmentu genu kontrolnego,
okredlana terminem roéznicowej techniki
PCR (dPCR), zostata opisana w 1989 r.
przez Frye'a i wsp. [26] w badaniach am-
plifikacji onkogendw; nastepnie wielokrot-
nie optymalizowana [27-33]. Zaktada ona
zastosowanie wewnetrznego standardu
w postaci réwnoczesnego powielania frag-
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Ryc. 3. Roznicowa PCR w badaniu protoonkogenu w prawidtowe;j tkance, nie wykazujacej zjawiska amplifikacji badz
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Ryc. 4. Wykrywanie delecji genu w tkance raka piersi za pomoca metody roznicowej PCR

mentu badanego DNA i fragmentu DNA z in-

nego miejsca tej samej matrycy (DNA ko-

morki). Reakcja zachodzi przy udziale 2 par

starterow oligonukleotydowych w tym sa-

mym naczyniu reakcyjnym:

D 1. pary dla sekwencji docelowej ampli-
fikowanego onkogenu,

D 2. pary dla sekwencji genu referencyjne-
go (np. ludzkiej B-globiny).

Na geny referencyjne wybierane sg ge-
ny, ktére zwykle nie ulegajg w komdrkach
modyfikacjom. Metoda ta spetnia swoje za-
danie wowczas, gdy obie sekwencje am-
plifikowane sg ze zblizong wydajnoscig, co
wczesniej ustala sie empirycznie przez sta-
ranne dobranie kombinacji par primerow.
W wyniku wspélnej amplifikacji uzyskuje sie
2 produkty PCR, ktére nastepnie analizo-
wane sg poprzez rozdziat w zelu poliakry-
lamidowym lub agarozowym. Oznaczenie
ilosci sekwencji badanej w probie mozliwe
jest dzieki porownaniu ilosci produktow re-
akcji PCR sekwenciji badanej i kontrolnej,
powstajgcych na danej matrycy, za pomo-
cg szeregu réznych metod [17, 34], m.in.:

D pomiaru ilosci DNA w zelu agarozowym,
wybarwionym bromkiem etydyny, przy
pomocy densytometru laserowego,

D pomiaru scyntylacji znakowanych radio-
aktywnie produktéw PCR,

D wbudowania do produktu PCR znaczni-
ka fluorescencyjnego i pdzniejszego od-
czytu fluorymetrycznego,

D oznaczenia kolorymetrycznego produktéw
PCR, unieruchomionych na filtrze, po hy-
brydyzacji z oligonukleotydami znakowa-
nymi np. digoksygening,

D wizualnego poréwnania ze wzorcami.

W efekcie uzyskuje sie informacje o sto-
sunku ilosciowym fragmentéw DNA bedacych
produktami PCR. W réznicowej technice PCR
nie mierzymy bezwzglednej liczby kopii okre-
$lonego onkogenu w komodrce czy probce,
tylko jej stosunek do liczby kopii genu refe-
rencyjnego, w postaci tzw. sredniej (dla ba-
danej w prébce liczby komorek) liczby kopii
genu (ang. average gene copy number,
AGCN). W przypadku nie zmienionej tkanki,
AGCN wynosi 1 (ryc. 3.). Jesli natomiast sto-
sunek ilosciowy obu produktéw dPCR nie jest
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Ryc. 5. Wykrywanie amplifikacji genu w tkance raka piersi za pomoca metody réznicowej PCR

STARTER
L SENSOWNY”

?“--, SONDA g)

5

TARTER

3
<4——— e 5’
STARTER
+ANTYSENSOWNY"

SONDA @

W
 SENSOWNY” ‘\
e T

@ = ZNACZNIK FLUORESCENCYINY

@ = WYGASZACZ FLUORESCENCYINY

Ryc. 6. Technika TagMan ilosciowej reakcji PCR

rowny 1 (ryc. 4., 5.) méwimy o zjawisku de-
lecji (wartos¢ AGCN < 1) lub amplifikacji
(wartos¢ AGCN > 1) genu badanego.

Roéznicowa PCR zostata dotychczas kil-
kakrotnie zmodyfikowana, w celu uzyskania
doktadniejszych wynikéw ilosciowych. Juz
najprostsze zastosowanie seryjnych rozcien-
czen probki badanej (badanego DNA ko-
moérkowego) w kontroli DNA referencyjnego
jako matrycy do przeprowadzenia reakcji
dPCR umozliwia doktadniejszg oceng AGCN
[35]. Podwdjna réznicowa technika PCR
(ang. double-differential PCR, ddPCR) [36]
charakteryzuje sie zastosowaniem podczas
powielania DNA 2 gendw referencyjnych, wy-
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stepujgcych w organizmie ludzkim w poje-
dynczej liczbie kopii oraz genu badanego.
Oprocz fragmentu genu badanego, powiela-
niu w reakcji ddPCR poddawane sg frag-
menty np. genu B-globiny (HBB) i genu
ludzkiej dysmutazy ponadtlenkowej (SOD2).
W kazdym oznaczeniu, w identycznych wa-
runkach reakcyjnych, stosuje sie obok am-
plifikacji w 1 probéwce onkogendéw razem
z 1 genem referencyjnym, kontrole w posta-
ci amplifikacji w 2. probéwce obu gendéw re-
ferencyjnych (B-globina i dysmutaza ponad-
tlenkowa). Analizujgc produkty reakcji
ddPCR, przede wszystkim szacuje sie sto-
sunek ilosci powstatych fragmentéw DNA
obu gendéw referencyjnych. Wartos¢

1:1 Swiadczy o prawidtowym zaprojektowa-
niu i stezeniu primeréw w reakcji oraz zréw-
nowazonym przebiegu reakcji PCR. Techni-
ka ddPCR pozwala uzyskiwa¢ powtarzalne
wyniki amplifikacji DNA ze 100 ng-1 ug tkan-
ki raka sutka, a koszty jej zastosowania
w rutynowym laboratorium diagnostycznym
sg okoto 20-krotnie nizsze niz w przypadku
hybrydyzaciji metodg Southerna [4, 37, 38].
W 1999 r. Beckmann i wsp. wprowadzili bez-
posrednig réznicowa technike PCR (ang. di-
rect-double-differential PCR, dddPCR) [39].
Modyfikacja opiera sie na zastosowaniu
wspolnego powielania sekwencji badanej i 2
sekwencji gendéw referencyjnych w 1 naczy-
niu reakcyjnym, przy czym powielane frag-
menty sekwencji gendéw referencyjnych sg
odpowiednio: 1 dtuzszy, 2. krétszy od po-
wielanego fragmentu genu badanego. Umoz-
liwia to w znacznym stopniu eliminacje bte-
doéw wynikajgcych z nieréwnomiernego po-
wielania matryc o réznych dtugosciach.
Zastosowanie w tej technice fluorescencyj-
nie znakowanych primerdéw, rozdziatu pro-
duktéw PCR za pomoca elektroforezy kapi-
larnej i prostego wzoru matematycznego, po-
zwala na doktadne wyznaczenie AGCN genu
badanego, takze w czesciowo zdegradowa-
nym materiale (np. DNA izolowane z tkanek
utrwalonych w parafinie), jednak cena ozna-
czenia jest wyzsza niz w przypadku standar-
dowej ddPCR [39].

Réznicowa odmiana techniki PCR TagMan
z zastosowaniem sond fluorescencyjnych
Roéznicowa wersja techniki PCR TagMan
(ryc. 6.) [18] z zastosowaniem sond fluore-
scencyjnych jest technikg stosunkowo no-
wg, szybko tez zostata zastosowana do
oznaczen amplifikacji gendéw rodziny ErbB
[40-42]. Podstawg metody jest zastosowa-
nie w reakcji PCR polimerazy Taq z Ther-
mus aquaticus oraz nie ulegajgcej amplifi-
kacji sondy oligonukleotydowej o sekwencji
komplementarnej do sekwencji powielane-
go fragmentu genu. Sonda ta znakowana
jest kowalencyjnie na koricu 5 znacznikiem
fluorescencyjnym (np. 6-karboksyfluoresce-
ing), za$ na koricu 3’ wygaszaczem fluore-
scencji (np. 6-karboksytetrametylorodami-
ng), odpowiednio dobranym do tego znacz-
nika. W tak skonstruowanej sondzie, dopdki
znacznik fluorescencyjny i wygaszacz znaj-
dujg sie stosunkowo blisko siebie, po wzbu-
dzeniu znacznika duza czes$¢ energii fluore-
scencji pochtaniana jest przez wygaszacz,
w wyniku transferu energii typu Forstera.
W trakcie reakcji PCR sondy hybrydyzuja
do komplementarnej sekwencji powielanych
fragmentow DNA. Jezeli zachodzi amplifi-
kacja PCR, polimeraza Taq degraduje zhy-
brydyzowane sondy w wyniku swojej aktyw-
nosci 5’-egzonukleazy, co uwalnia znacznik
fluorescencyjny od sasiedztwa wygaszacza.
Wzbudzenie znacznika odpowiednim impul-
sem laserowym wyzwala wowczas znacznie
silniejszg fluorescencje, ktéra moze byé¢
mierzona fluorymetrycznie. Oczywiscie, im
wiecej powielonych fragmentéw i im wydaj-
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niejszy przebieg reakcji PCR, tym wiece;j
zdegradowanych sond i uwolnionych cza-
steczek znacznika, i tym silniejsza fluore-
scencja po wzbudzeniu. Wzbudzanie i po-
miar fluorescencji mozna prowadzi¢ pod-
czas reakcji PCR, obserwujgc narastanie
fluorescencji w czasie rzeczywistym. W ce-
lu oznaczenia AGCN stosuje sie odpowied-
ni pomiar dla sekwencji badanej i kontrol-
nej [42]. Technika jest bardzo czuta, umoz-
liwia detekcje amplifikacji ErbB-2 nawet
w DNA krazacym we krwi [42].

Kompetycyjna PCR

W reakcji kompetycyjnej techniki PCR
(cPCR, ryc. 2.) [18] role standardu ilosciowe-
go spetnia odpowiednio skonstruowana syn-
tetyczna matryca, czyli kompetytor (nie zas
endogenna sekwencja odniesienia w obrebie
badanego DNA, jak w réznicowej technice
PCR opisanej powyzej). Amplifikacji technikg
cPCR poddaje sie serie préb zawierajgcych
takg samg ilos¢ badanego DNA oraz rozne
ilosci (seryjne rozcienczenia o znanym ste-
zeniu) kompetytora. Jest on tak zaprojekto-
wany, iz obie sekwencje, badana i kontrolna,
amplifikowane sg w jednej probéwce za po-
mocg tej samej pary primerow i wspotzawod-
niczg ze sobg w mieszaninie reakcyjnej
o wszystkie jej sktadniki (stad nazwa meto-
dy). Jesli spetnione jest podstawowe zatoze-
nie jednakowej wydajnosci amplifikacji se-
kwencji badanej i kontrolnej, wowczas stosu-
nek ilosciowy tych sekwencji znajduje
odzwierciedlenie w stosunku ilosciowym od-
powiednich produktéw PCR, a poniewaz zna-
my bezwzgledng ilo$¢ zastosowanego kom-
petytora, mozemy okresli¢ bezwzgledng ilos¢
badanej sekwencji w analizowanej probce.
Najwazniejsza jest tu mozliwos¢ rozréznienia
obu rodzajow produktéw amplifikacji. Kon-
strukcja kompetytora umozliwia najczesciej
rozréznienie produktéw amplifikacji sekwencji
badanej i kontrolnej, dzieki réznicy wielkosci
lub za pomocg metody hybrydyzacji ze spe-
cyficznymi, réznymi dla obu fragmentow
DNA, sondami molekularnymi. W oznaczaniu
amplifikacji genéw przeprowadza sie najcze-
$ciej oddzielnie reakcje cPCR dla genu ba-
danego i dla genu referencyjnego, oznacza-
jac bezwzgledng liczbe ich kopii w probce,
nastepnie oblicza sie ich stosunek [43-48].

Kombinacje techniki réznicowej i kom-
petycyjnej w reakcji PCR zostaty opisane
jako odmiany:

D kompetycyjno-réznicowa (ang. competi-

tive-differential PCR, cdPCR) [49],

D réznicowo-kompetycyjna PCR (ang. diffe-
rentially competitive PCR, dcPCR) [50].

Moga by¢ one szczegdlnie uzyteczne
w badaniach matych probek DNA.
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