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1.Wprowadzenie

nastepstwie zakazenia dochodzi do pojawienia sie¢ w organizmie, obok
Wstale obecnej informacji genetycznej gospodarza i flory saprofitycznej,

nowej jakosciowo informacji w postaci swoistych dla czynnika etiologicznego
zakazenia sekwencji nukleotydowych. Stosowanie metod biologii molekular-
nej pozwala wykry¢ i zidentyfikowa¢ swoiste dla mikroorganizmu sekwencje
DNA lub RNA obecne w prébce materiatu pobranego od osoby zakazonej, co
jest réwnoznaczne z identyfikacjg drobnoustroju. Podstawowym sposobem
wykrywania sekwencji jest hybrydyzacja z wyznakowanym DNA lub RNA,
komplementarnym do poszukiwanej sekwencji (tzw. sondg DNA lub RNA).
Jednakze ze wzgledu na relatywnie niska czuto$¢ diagnostyczne zastosowa-
nia sond kwasow nukleinowych sg ograniczone. Wprowadzone w ostatnim
dziesiecioleciu nowe metody amplifikacji, charakteryzujg sie znacznie wie-
ksza czutoscig i umozliwiaja skuteczniejsze wykrywanie poszukiwanej se-
kwencji w minimalnej ilosci DNA wyizolowanego z badanej probki. Najszerzej
znang i stosowang, ale nie jedyna metodg tego typu, jest opracowana na
poczatku lat osiemdziesigtych przez K. Mullisa i po raz pierwszy praktycznie
zastosowana w 1985 r. (26) reakcja tancuchowa polimerazy znana powszech-
nie pod nazwg PCR [polymerase chain reaction). Celem pracy jest krotki
przeglad i poréwnanie dotychczas opracowanych, wynikajacych z réznych
technologii, metod amplifikacji in vitro kwaséw nukleinowych, wykorzysty-
wanych w diagnostyce mikrobiologicznej. W pracy pominieto metody zwielo-
krotniania nieznanych lub tylko czesciowo znanych sekwencji kwaséw nu-

¢+ Termin amplifikacja uzywany jest w pismiennictwie w dwdch znaczeniach: wezszym, czesciej
stosowanym, oznaczajacym zwielokrotnienie fragmentu kwasu nukleinowego i szerszym — uzytym
réwniez w tej pracy, obejmujacym dodatkowo wzmocnienie sygnatu detekcyjnego hybrydyzacji.
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kleinowych, takich jak: SISPA {sequence-independent, single-pAimer amplifi-
cation) (25) czy BDA [boomerang DNA amplification) (11), ktére nie znajdujg
zastosowania w diagnostyce.

Stosowane obecnie metody (tab. 1) amplifikacji kwaséw nukleinowych
mozna ujgé w 3 grupach:

1) metody w ktérych nastepuje zwielokrotnienie sekwencji zawartej miedzy
oligonukleotydowymi starterami reakcji (w literaturze anglojezycznej ampli-
fikacja tego typu zwana jest target amplification). Do tej grupy nalezy tan-
cuchowa reakcja polimerazy [polymerase chain reaction — PCR), amplifika-
cja metodg wypierania nici [strand displacement amplification — SDA) i sy-
stemy amplifikacji oparte na transkrypcji (np. self-sustaining sequence repli-
cation — 3SR):

2) metody w ktorych zwielokrotnieniu ulega sekwencja oligonukleotydowej
sondy molekularnej [probe molecule amplification). Do tej grupy nalezy liga-
zowa reakcja amplifikacji i metoda wykorzystujaca QP-replikaze. Zaliczyé tu
mozna réwniez reakcje cyklicznej hybrydyzacji [cycling probe reaction);

3) metody wzmachiania sygnatu generowanego przez sonde [signal ampli-
fication); metody wykorzystujgce sondy: sprzezone [compound probes) i roz-
galezione [branched probes).

Tabela 1

Poréwnanie metod amplifikacji kwaséw nukleinowych

Amplifikacja : Wrazliwos¢
. Liczba .
. Zmiany - Liczba na
Metoda Czutos¢ swoistych . .
sekwencji  sondy/sygnatu temp. ' ond  ENZymow zanieczysz-
czenia
PCR wyktadnicza wysoka  tak 2 1 wysoka
3SR wyktadnicza wysoka  nie 2 3 wysoka
SDA wyktadnicza wysoka  nie 2 2 wysoka
LCR wyktadnicza wysoka  tak 4 1 wysoka
Q(3-replikaza wykfadnicza wysoka nie 1 1 wysoka
ampliprobe liniowa niska nie 1 1 niska
sonda tiniowa niska nie 1 1 niska

rozgateziona

2. Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR)

tancuchowa reakcja polimerazy jest metodg syntezy in vitro wybranej
sekwencji nukleotydowej (19,20,26), polegajaca na wielokrotnym, zazwyczaj
30 - 40 razy, powtarzaniu trzyetapowego cyklu (rys. 1), w ktérym matrycowy
dwuniciowy DNA zawierajagcy sekwencje przeznaczong do amplifikacji pod-
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Rys. 1. PCR — fancuchowa reak-
cja polimerazy polega na wielokrot-
nym (30 - 40 razy) powtarzaniu troj-
etapowego cyklu: denaturacja — hy-
brydyzacja — synteza DNA.

Docelowy DNA poddawany jest
w pierwszym etapie denaturacji termi-
cznej (92-95°C). Po obnizeniu tempe-
ratury do ok. 55°C nastepuje przytacza-
nie  oligonukleotydowych  starterow
komplementarnych do koncow 3' se-
kwencji docelowej (etap 2). Po czym ter-
mostabilna polimeraza DNA (np. Tag-
polimeraza) syntetyzuje komplementar-
na ni¢ DNA, ktora takze w kolejnych
cyklach jest wykorzystywana jako ma-
tryca do syntezy DNA. W kazdym cyklu
dochodzi do podwojenia ilosci matrycy
— amplifikowanej sekwencji, a pocza-
wszy od trzeciego cyklu nastepuje gro-
madzenie fragmentéw DNA Scisle okre-
$lonej dhugosci.

1

sekwencja docelowa —

+

startery
denaturacja (etap 1)
hybrydyzacja (etap 2) Cykl
AT |
polimeraza DNA
I synteza (etap 3)

denaturacja
hybrydyzacja
+
cykl
I polimeraza DNA I I
+

cykl
1l
i

nastepne

dawany jest najpierw denaturacji termicznej (etap 1) w obecnosci dodanych
w nadmiarze dwdch oligonukleotydowych starteréw. Startery te sg komple-
mentarne do koncow 3' sekwencji przeznaczonej do amplifikacji (od <100
do 10 000 pz). Po obnizeniu temperatury startery przytaczajg sie (etap 2)
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swoiscie do komplementarnych sekwencji matrycowego DNA i ulegajg wy-
dtuzeniu (etap 3) przez termostabilng polimeraze DNA (26), co prowadzi do
powstania komplementarnej nici DNA, ktora w kolejnych cyklach jest wyko-
rzystywana jako matryca. Po kazdym cyklu ilos§¢ DNA ulega podwojeniu do-
chodzac po zakohczeniu reakcji, obejmujacej zazwyczaj 30 - 40 cykli w ciggu
kilku godzin, do 107-10” kopii wybranej sekwencji. £ancuchowa reakcja po-
limerazy byfa wielokrotnie omawiana w piSmiennictwie — m.in. (3,8,23,28)
i jest obecnie szeroko stosowana, zaréwno w wersji podstawowej, jak i w li-
cznych modyfikacjach (3,11,21).

3. Amplifikacja metoda wypierania nici (SDA)

Jest to metoda oparta na wiasciwosci endonukteaz restrykcyjnych do na-
cinania niezmod3rfikowanej nici czeSciowo zmodyfikowanego miejsca restry-
kcyjnego (jedna z nici DNA zawiera miedzynukieotydowe wiazanie tiofosfo-
estrowe w obrebie rozpoznawanej sekwencji) i zdolnosci potimerazy DNA do
rozpoczecia w miejscu tego naciecia syntezy komplementarnej nici, ktéra
wypiera ni¢ nie bedgca matrycg (31,32,33) (rys. 2).

Startery komplementarne do koncow 3' fragmentu przeznaczonego do zwie-
lokrotnienia maja na koncach 5' sekwencje rozpoznawang przez endonukle-
aze restrykcyjng. Reakcja, poza wstepnym etapem denaturacji termicznej,
prowadzona jest w statej temp. 37°C, nie wymaga zatem programowanych
blokéw grzewczych, jak ma to miejsce w PCR.

Pierwszym etapem reakcji (rys. 3) jest termiczna denaturacja (95°C przez
4 min) DNA w obecnosci dodanych w nadmiarze starteréw i innych skiad-
nikow reakcji, z wyjatkiem enzymow. Po obnizeniu temp. do 37°C, w ktorej
nastepuje przytaczanie starterow do komplementarnych sekwencji obu zde-
naturowanych nici, dodaje sie endonukleazy restrykcyjnej Hindi* i pozba-
wionego wiasciwosci egzonukteazy fragmentu Klenowa potimerazy | DNA Es-
cherichia coli (exo' Klenow). Polimeraza DNA wykorzystujagc dGTP, dCTP,
dTTP i dATPaS syntetyzuje komplementarne nici DNA, nacinane w miejscu
restrykcyjnym przez endonukleaze (rys. 3). Naciecie jest miejscem rozpocze-
cia syntezy przez polimeraze DNA komplementarnej nici, ktora wypiera nic¢
niematrycowa, co prowadzi do pojawienia sie mieszaniny dwuniciowego i jed-
noniciowego DNA. Matryce do syntezy DNA stanowia dwuniciowe DNA, po
nacieciu przez endonukleaze oraz wolne jednoniciowe DNA, po przytgczeniu
startera.

* Metoda SDA zostata opracowana przez firme Becton-Dickinson, Sparks, MD, USA z wyko-
rzystaniem endonukleazy restrykcyjnej Hindi, mozliwe jest jednak zastosowanie innej endonu-
kleazy, np. Ncil rozpoznajacej sekwencje 5-CCGGG z uzyciem dATP, TTP, dGTP i dCTPaS.
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Rys. 2. Schemat zasady re-
akcji SDA.

Jednoniciowy DNA docelowy
hybrydyzuje z oligonukleotydo-
wym starterem SDA majacym na
koncu 5' sekwencje rozpoznawa-
ng przez endonukleaze restry-
kcyjna Htncll. Synteza komple-
mentarnych nici przez polimera-
ze DNA z wykorzystaniem dGTP,
dCTP, TTP i dATP[0S] prowadzi
do powstania czesciowo zmo-
dyfikowanego miejsca restry-
keyjnego dla Htncll. Hindi naci-
na niezmodbtfikowang nic¢
w miejscu restrykcyjnym, a po-
zostawia nie ruszong ni¢ zmo-
dyfikowana (na schemacie nic
cienka). Pozbawiona aktywnosci
5'-3' egzonukleazy polimeraza
DNA rozpoczyna wydtuzanie
konca 3' przylaczonego startera,
wypierajac istniejacag ni¢ i od-
twarzajac jednoczes$nie czescio-
wo zmodyfikowane miejsce re-
strykcyjne: obecnos$¢ 5'-GsA-3'
nie hamuje nacinania nowo s}m-
tetyzowanej nici zaznaczonej na
schemacie grubg kreska. Naci-
nanie nici oraz synteza komple-
mentarnej nici wypierajacej ni¢
juz istniejgcg prowadzi do wy-
tworzenia jednoniciowych frag-
mentéw komplementarnych do
sekwencji docelowych.

G-T-T-G-A-C- starter

sekwencja docelowa

. Fragment Klenowa Pol |

dCTP, dGTP, TTP i dATP aS

* Naciecie
I | przez Hinc Il

-G-T-T G-A-C-
-C-AsAsC-T-G--
Polimeryzacja DNA
wyparcie nici
G-A-C-.
-G-T-T-GsA-C-'
-C-AsAsC-T-G--
- Naciecie
I przez Hinc Il
-G-T-T GsA-C-
-C-AsAsC-T-G--
" pPolimeryzacja DNA
wyparcie nici
-G-T-T-GsA-C-"
-C-AsAsC-T-G-'

biotechnologia

3 (34) '96



74 Jacek Jenek, Maciej Bryl

Denaturacja
1 Hybrydyzacja starterow

Wydtuzanie starteréw Sji Sj i wypieranie
nici zapoczatkowanych przez te startery

., przez nici zapoczatkowane przez B| i B2
exo’Klenow, dOTP, dCTP, TTP, dATPaS

S,
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Hybrydyzacja
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3.

+ Wydtuzanie starteréw i wypieranie nici
T przez exo~ Klenow
1 Hybrydyzacja starterow
| Wydtuzanie~tarteréw
yB, przez exo" Klenow

sN*™

VNS, B:

| Naciecie przez Hinc 1l
I Wydtuzanie/wypieranie
I przez exo’Klenow

I Hybrydyzacja starteréw Sj i Sj
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4. Systemy amplifikacji oparte na transkrypcji
(TAS — 3SR, NASBA)

w 1989 r. Kwoh i wsp. (14) opisali pierwszy system amplifikacji sekwencji
oparty nie na metodzie PCR, a na transkrypcji {transcription based amplifica-
tion system — TAS). W metodzie tej wykorzystuje sie dwa enzymy; odwrotng
transkiyptaze (RT) i DNA zalezng polimeraze RNA (T7, T3 lub SP6) oraz pare
oHgonukleotydowych starteréw. Sekwencja korcow 3' starterOw jest komplemen-
tarna do koncéw 3 amplifikowanego fragmentu kwasu nukleinowego, nato-
miast sekwencja korca 5' jest sekwencjg rozpoznawang przez polimeraze RNA.

TAS (rys. 4) obejmuje dwa cyklicznie powtarzane etapy: synteze DNA kom-
plementarnego do amplifikowanego kwasu nukleinowego i transkrypcje in
vitro nowo powstatego DNA. Na matrycy DNA (zdenaturowanego termicznie)
lub RNA pod wptywem RT powstaje komptementama ni¢ DNA. Po denaturacji
termicznej nowo powstatego dupleksu DNA-DNA lub RNA-DNA, druga ni¢
DNA jest syntetyzowana przez nowo dodang RT i powstaje dwuniciowy DNA
z regionem promotorowym polimerazy RNA na jednym lub obu konicach. Pod
wpltywem dodanej potimerazy RNA nastepuje synteza RNA (10- 1000 kopii

Rys. 3. SDA — amplifikacja metoda wypierania nici.

Docelowy DNA jest denaturowany termicznie w obecnosci dodanych w nadmiarze czterech
oligonukleotydowych starteréow (Bj, B2, Sj, S2). Na kornicach 3' starterow Sj i S2 znajduja sie
sekwencje komplementarne do sekwencji docelowej. Bezposrednio z nimi sasiaduje sekwencja
rozpoznawana przez endonukleaze restrykcyjng Hindi (5-GTTGAC), niekomplementama do se-
kwencji docelowej. Sj i S2 wigza sie z przeciwlegtymi niciami sekwencji docelowej, ograniczajgc
fragment przeznaczony do amplifikacji. Startery Bj i B2 sa komplementarne do sekwencji doce-
lowych. lokalizacje miejsc z ktérymi wiaza sie startery Sj i B] oraz S2 i B2 pokazuje schemat.
Po asocjacji starteréw (temp. 37 - 40°C) dodawana jest jednocze$nie endonukleaza Hindi i po-
zbawiony aktywnosci egzonukleazy fragmerrt Klenowa polimerazy | DNA z E. coli (exo Klenow).
Exo Klenow, obecny w nadmiarze w stosunku do liczby sekwencji docelowych, wykorzystujgc
dGTP, dCTP, TTP i dATPfaS], wydtuza jednocze$nie konce 3' wszystkich czterech starteréw. Wy-
dtuzone Si i S2 sg wypierane podczas wydtuzania Bj B2 i przylaczajg na swych koncach 3
przeciwlegte startery Bj lub B2 i odpowiednio Sj lub S2 Wydtuzanie tych starterow, ktéremu
towarzyszy wypieranie wydtuzanych starteréw Sj i S2 prowadzi do pojawienia sie dwoch frag-
nrentéw z cze$ciowo zmodyfikowanym miejscem restrykcyjnym Hindi na obu koncach i dwdch
dtuzszych fragmentow z czesciowo zmodyfikowanym miejscem restrykcyjnym Hindi na jednym
koncu. Naciecie przez Hindi i wydtuzenie/wyparcie przez exo Klenow w tych czterech fragmen-
tach rozpoczyna cykliczng reakcje przedstawiong w dolnej czeSci schematu. Podczas kcizdego
z cykli, koniec 3' startera Sj hybrydyzuje z kohcem 3' wypartej nici Tj tworzac dupleks z wy-
stajacymi koncami 5. Podobnie S2 wigze sie z T2, Exo Klenow wydtuza konce 3’ obu dupleksow
odtwarzajac czeSciowo zmodyfikowane miejsce restrykcyjne dla Hindi na Sj-Tj i S2-T2. Hindi
nacina niezmodyfikowang ni¢ w miejscu restrykcyjnym pozostawiajgc nie ruszong ni¢ zmodyfiko-
wang. Exo’ Klenow wydtuza konce 3' w miejscu naciecia na nici Sj-T] i wjyiiera istniejgca nic¢
bedaca odpowiednikiem T2. Podobnie wydtuzanie w miejscu naciecia na S2-T2 powoduje wyparcie
Tj. Poniewaz wydtuzanie w miejscu naciecia odtwarza kazdorazowo czeSciowo zmodyfikowane
miejsce restrykcyjne dla Hindi, nacinanie i wydtuzanie/wypieranie powtarzajg sie cyklicznie,
prowadzac do wyktadniczego zwielokrotnienia sekwencji docelowej. Ni¢ sensowna i antysensowna
sg zrdznicowane na schemacie réznymi grubosciami linii. Cala i nacieta sekwencja rozpoznawana
przez endonukleaze Hindi jest przedstawiona odpowiednio jako i . Fragmenty se-
kwencji rozpoznawanej przez Hindi 5-GAC i 5'-GTC wystepujace na koncach 5' i 3' wypieranych
nici przedstawiono jako m_ i
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W jednym cyklu), wykorzystywanego przez aktywng wcigz RT do synte”
cDNA. Zaledwie czterokrotne powt6Orzenie cyklu wystarcza do otrzymania 10®
kopii sekwencji docelowej. System ten ze wzgledu na konieczno$¢ zmian tem-
peratury i dodawanie w kazd3mi cyklu nowej porcji natywnych enzyméw oka-
zat sie pracochtonny i mato przydatny. Po modidikacji polegajacej na zasta-
pieniu termicznej denaturacji dupleksu DNA—RNA trawieniem RNazg H
z E. coli stat sie wydajnym i skutecznym statotemperaturowym systemem am-
plifikacji sekwencji. Mod3rfikacji TAS dokonali niezaleznie od siebie Gingeras
i wsp. (9,10) opracowujgc metode samopodtrzymujacej sie replikacji sekwencji
(3SR — rys. 5) i Compton (6) — opracowujac metode amplifikacji opartej
na sekwencji kwaséw nukleinowych (NASBA). W zmodyfikowanym systemie
wykorzystujacym aktdrwnos¢ trzech enzymoéw: RNazy H, odwrotnej transkryp-
tazy i polimerazy DNA T7, zachodzi pewne podobienstwo do naturalnych
procesow replikacji genomowego RNA retrowirusow.

Dobierajgc warunki reakcji w taki sposob, ze DNA zawierajacy poszuki-
wane sekwencje pozostanie niezdenaturowany, tworzy sie ukitad, w ktérym
dostepne do amplifikacji bedag jed}mie sekwencje RNA. Umozliwia to tym
samym selektywng amplifikacje RNA w prébce zawierajacej oba typy kwaséw
nukleinowych, bez uprzedniego oczyszczenia.

5. Ligazowa reakcja amplifikacji (LAR, LCRtm)

Ligazowa reakcja amplifikacji {ligase amplification reaction) (35), zwana row-
niez ligazowg reakcja tancuchowa [ligase chain reaction — LCR) (2,15,30,v34)
lub analizg ligacji oligonukleotydéw (8,22) jest wysoce swoistdrm i czutym
sposobem wykrywania wybranej sekwencji nukleotydowej. Podobnie jak
w PCR, w tym systemie amplifikacji nastepuje wyktadnicze nagromadzenie
produktu reakcji. Jednakze w poréwnaniu z PCR, w reakcji ligazowej stosuje
sie nie 2-, ale 4-oligonukleotydowe startery dodawane w molowym nadmia-
rze, dobrane parami w taki sposéb, ze ich sekwencje sg zlokalizowane na
analizowanym kwasie nukleinowym w bezposrednim sasiedztwie i jednoczes-
nie sekwencje obu par sg wobec siebie komplementarne.

W standardowej wersji, jak pokazano na rys. 6, oligonukleotydy hybry-
dyzujg po dwa na kazdej z nici zdenaturowanego termicznie matrycowego
DNA. W nastepnym etapie termostabilna ligaza DNA (1,2) tgczy pare sasia-
dujacych oligonukleotydéw w jeden tanicuch. Kazdy z produktéw ligazy, ra-
zem z wyjsciowa matryca, moze stuzy¢ jako matryca w nastepnych cyklach
denaturacji, przytaczania oligonukleotydéw i ligacji. Modyfikacja tej metody
amplifikacji, zwana G-LCR™ [gapped-LCR] rdzni sie od standardowej wersji
LCR tym, ze pomiedzy oligonuleotydami przytgczonymi do matrycy powstaje
krétka przerwa [gap) wypetniana przez termostabilng polimeraze DNA, po
czym termostabilna ligaza taczy oba odcinki w catos¢ (4).
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Rys. 4. TAS — system
amplifikacji oparty na
transkrypcji obejmuje na-
przemienng synteze cDNA
i transkrypcje.

kwasu nukleinowego (RNA,
jak zaznaczono na schema-
cie, lub zdenaturowcinego
termicznie DNA) hybrydyzu-
Je z oligonukleotydowym
starterem A, ktorego koniec
5' stanowi sekwencja rozpo-
znawana przez polimeraze
RNA (T7, T3 Ilub SP6) —
PBS, a koniec 3 — Se-
kwencja komplementarna do
docelowego kwasu nukleino-
wego — TCS. Odwrotna
transkryptaza (RT) syntety-
zuje ni¢ cDNA komplemen-
tama do RNA. Heterodupleks
RNA-cDNA poddawany jest
denaturacji termicznej i do
nowo powstatej nici cDNA
z sekwencjg PBS hybrydy-
zuje starter B. Po dodaniu
RT powstaje nowy heterodu-
pleks RNA-cDNA i ds cDNA
majacy na jednym z korcow
PBS. Inkubacja z polimeraza
RNA T7 (lub T3 albo SP6)
prowadzi do syntezy wielu
czasteczek RNA na matiycy
ds cDNA. Nowo powstaty
RNA Jest natychmiast prze-
ksztatcany, po przytgczeniu
startera B, w heterodupleks
RNA-cDNA przez aktywng
wcigz RT. Powtérzenie dena-
turacji termicznej i dodanie
swiezej—porcji—enzymow pro-
wadzi do syntezy nowych ds
cDNAwykorzystywanych
przez  polimeraze RNA do
transkrypcji.
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Rys. 5. Amplifikacja kwasu nukleinowego metodg 3SR.

Startery wykorzystywane w tej reakcji maja na swoich koricach 3' sekwencje rozpoznawang
przez polimeraze RNA T7. Odwrotna transkryptaza (RT), po hybrydyzacji jednego ze starteréw
do sekwencji docelowej, syntetyzuje komplementarng ni¢ cDNA. RNA w powstatym heter‘oduple-
ksie jest degradowany przez RNaze H, a cDNA — po przylgczeniu drugiego startera — stuzy
jako matryca do syntezy dwuniciowego eDNA. Obecno$¢ sekwencji rozpoznawanych przez poli-
meraze RNA na obu koricach ds cDNA pozwala na transkrypcje obu nici DNA. Nowo powstate
czasteczki RNA sg przeksztatcane w ds cDNA i wykorzystywane jako matryce transkrypcji.
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Rys. 6. Amplifikacja sondy
oparta na fancuchowej reakcji
ligazy — LCR.

Docelowy DNA jest denaturo-
wany termicznie w obecnosci

79

.sekwencja
1 docelowa

Oligonukleotydy

+

| denaturacja
y hybrydyzacja

dwoéch par oligonukleotydowych
starterow dobranych, tak ze ko-
niec 3' sekwencji komplementar-
nej do jednego ze starterdw, sa-
siaduje bezposrednio z koricem 5 i ligaza DNA
sekwencji komplementarnej wzgle-
dem drugiego startera. Obydwie
paiy oligonukleotydéw sa wzgle-
dem siebie komplementarne. Po
przylaczeniu starteréw do se-
kwencji docelowych termostabilna
ligaza DNA fgczy sasiadujgce star-
tery. Powstaty w wyniku dziatania
ligazy produkt w kolejnych cy-
klach reakcji wykorzystywany jest
przez komplementarne startery
jako sekwencja docelowa.

6. Reakcja Q|3-replikazy

Qp-replikaza jest skladajgca sie z 4 podjednostek RNA-zalezng polimeraza
RNA replikujgcg 215 kDa RNA genomu bakteriofaga Q[3. Enzym ten swoiscie
rozpoznaje drugorzedowsg strukture RNA wykorzystywanego jako matryca.
Wigkszo$¢ struktur drugorzedowych RNA nie jest rozpoznawana, a RNA nie
jest wykorzystywany jako matryca (5). Q(3-replikaza zdolna jest do replikacji
czasteczki RNA oznaczonej jako midivariant-1 (MDV-1) (12). Wstawienie
w jedng z petli czasteczki MDV-1 krotkiej sekwencji nukleotydowej (sonda)
nie zaktoca replikacji (18). Taka zmodyfikowana czgsteczka MDV-1 moze by¢
wykorzystywana jako sonda hybiydyzacyjna (18). Dodanie Q(3-replikazy po
usunieciu niezwigzanej sondy, powoduje synteze MDV-1 RNA (rys. 7), ktory
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3 sekwencja
5 docelowa
~ Denaturacja

Rys. 7. Amplifikacja sondy oparta na reakcji QP-replikazy.

Sonda RNA, bedaca jednoczesnie substratem dla QP-replikazy, hybiydyzuje z sekwencja do-
celowg. Po wyptukaniu niezwigzanej i/lub zwigzanej nieswoiscie sondy pod wplywem dodanej
QP-replikazy enzymatyczna replikacja in vitro sondy, do poziomu pozwalajgcego na fatwe wykrycie
produktu QP-replikazy (w formie RNA).

moze by¢ tatwo wykryty poprzez zastosowanie standardowych metod
(13,16,17,24).

7. Reakcja cyklicznej hybrydyzacji

Reakcja cyklicznej hybrydyzacji (rys. 8) jest w zasadzie odwréceniem LCR.
W metodzie tej otrzymywana syntetycznie chimeryczna jednoniciowa sonda.
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 Denaturacja

Fragmenty DNA
sonda I~ 9 son d{/

Rys. 8. Reakcja cyklicznej hybiydyzacji.

Chimeryczna sonda DNA-FtNA-DNA hybrydyzuje z docelowym zdenaturowanym DNA w tak
dobranych warunkach, ze po zdegradowaniu przez RNaze H fragmentu w zwigzanej sondzie,
fragmenty DNA odysocjowujg, umozliwiajac zwigzanie sie z sekwencja docelowg nastepnej cza-
steczki sondy. O obecnosci sekwencji docelowej w analizowanym kwasie nukleinowym $wiadcza
wolne fragmenty DNA gromadzace sie w wykrywalnych ilosciach.

w ktorej naprzemiennie znajduja sie sekwencje DNA-RNA-DNA wykorzysty-
wana jest do hybrydyzacji z uprzednio zdenaturowanym, analizowanym DNA
w statej, spec}d'icznej temperaturze, dobranej w zaleznosci od sekwencji i dtu-
gosci sondy. Rybonukieaza H swoiscie degraduje srodkowa cze$¢ zwigzanej
sondy — sekwencje RNA powodujgc dysocjacje pozostatych fragmentow
DNA. Analizowana sekwencja jest dostepna dla nastepnej czgsteczki sondy,
dzieki czemu reakcja przebiega cyklicznie bez jakiejkolwiek ingerencji z zew-
natrz, g nagromadzenie wolnych fragmentow DNA sondy, wykrywalnych za
pomocg odpowiednich metod, $Swiadczy o obecnosci poszukiwanej sekwencji
(7). W systemie tym pojedyncza sekwencja docelowa dziata jako ,,katalizator”
przeksztatcenia wielu czgsteczek sondy. Obok formy wyjsciowej pojawiajg sie
formy krétkie, nieobecne przy braku poszukiwanej sekwenciji.
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Rys. 9. Ampliflkacja sygnatu oparta na sondach sprzezonych.

Docelowy kwas nukleinowy zwigzany ze statym nosnikiem hybrydyzuje z sondg majacg se-
kwencje komplementarng do sekwencji docelowej i liczne miejsca wigzace sondy ,,drugiego sto-
pnia” wyznakowane fosfatazg alkaliczng, umozliwiajgcg wykrycie zwigzanej sondy.

8. Sondy sprzezone

Przyktadem wykorzystania sondy sprzezonej jest system pokazany na rys.
9, polegajagey na amplifikacji sygnatu wykrywajaeego sekwencje docelowa,
a nie jej samej. DNA, komplementarny do wybranej sekwencji, zostaje sklo-
nowany w wektorze bakteriofagowym MI3. Wyizolowany DNA wektora za-
wiera jednoniciowg sonde wykorzystywang do hybrydyzacji z docelowym DNA
zwigzanym ze statym nos$nikiem. Nastepnie, przy uzyciu wyznakowanych al-
kaliczng fosfatazg sond ,,drugiego stopnia”, komplementarnych do sekwencji
wektora wykrywa sie kompleks matrycy z sondag (4).

Rys. 10. Amplifikacja sygnatu oparta na sondzie rozgatezionej (bDNA).

Do docelowego kwasu nukleinowego zwigzanego po denaturacji termicznej ze statym nosni-
kiem przez sondy wychwytujace, wigze sie sonde przedtuzajgca, na jednym koncu komplemen-
tarng do sekwencji docelowej, na drugim za$ do rozgatezionego multimera amplifikacyjnego.
Z sekwencjami bDNA wigza sie komplementarne oligonukleotydy wyznakowane alkaliczng fosfa-
taza, umozliwiajaca wykrycie kompleksu sond.
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9. Sondy rozgatezione (bDNA)

Sondy rozgatezione (lys. 10) wykorzystujg rozgateziony DNA (branched
DNA — DbDNA) do stworzenia wielu miejse hybrydyzacji dla czasteczki repor-
terowej (wyznakowanej sondy) (27,29). Kompleksy oparte na bDNA sg okre-
Slane jako multipieiy amplifikacyjne. Ich oligonukleotydowy rdzen zawiera,
wbudowane w trakcie chemicznej syntezy, w regularnych odstepach, rozgate-
zione analogi nukleozydéw. Do tych rozgatezionych nukleozydéw przytgczone
sg oligonukleotydowe sekwencje rozpoznawane przez czasteczki repoilerowe.

Amplifikacja sygnatu przez bDNA obejmuje kilka rOMmolegtych hybrydy-
zacji. DNA zawierajgcy poszukiwang sekwencje jest wychwytirwany przez
swoiste sondy zwigzane ze statym no$nikiem. Drugi zestaw swoistych sond
przedtuzajgcych hybiydyzuje z sasiadujgcymi sekwencjami, i stuzy jedno-
cze$nie jako miejsce wigzania rozgatezionych multimeréw amplifikacyjnych,
ktére z kolei moga przytaczy¢ wiele czasteczek oligonukleotydéw wyznako-
wanych alkaliczng fosfatazg. W ten sposob do kazdej z sekwencji docelowych
mozna przytaczy¢ do 3000 czasteczek enzymu, co pozwala na wykrycie 10"
10" kopii sekwencji poszukiwanej.

10. Podsumowanie

Wiekszos¢ sposrdéd przedstawionych metod amplifikacji kwaséw nuklei-
nowych ogranicza sie tylko i wylgcznie do wykrywania obecnosci okreslonej
sekwencji w analizowanym kwasie nukleinowym. Obszar zastosowan tych
metod jest zatem ograniczony. Bardziej uniwersalnymi metodami sa niewat-
pliwie PCR i 3SR, poniewaz otrzymane w ich wyniku produkty (oprécz wykry-
cia) mozna wykorzysta¢ nastepnie do klonowania, sekwencjonowania, czy tez
analizy restrykcyjnej. 3SR posiada pewna przewage nad PCR: jest szybsza,
izotermiczna i, jak wspomniano, w pewnych wamnkach pozwala na se-
lektywne odréznienie matrycy RNA od DNA. PCR z kolei jest metodg bardziej
swoista. SDA ze wzgledu na wykorzystanie fragmentu Klenowa polimerazy |
E. coli moze by¢ wykorzystana do syntezy relatywnie krétkich odcinkéw DNA.

Znaczenie metod amplifikacji w laboratoriach naukowych jest ugrunto-
wane i niepodwazalne, a w laboratoriach diagnostycznych, pomimo wielu
przeszkod, perspektywy ich zastosowan sg wielce obiecujgce. Opracowanie
zestawOw diagnostycznych dostepnych handlowo spowoduje, ze juz w naj-
blizszej przysztosci bedziemy swiadkami gwattownego upowszechniania sie
tych metod w rutynowej diagnostyce mikrobiologicznej czy genetycznej.

Dziekujemy doc. dr. hab. A. Kraszewskiemu za zyczliwe uwagi w trakcie pisania tego artykutu.
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Nucleic acids amplification methods used in microbiological diagnosis
Summary

The highly sensitive in vitro methods for the detection of specific nucleic acid sequences are
presented. These methods include target amplification (polymerase chain reaction — PCR,
strand displacement amplification — SDA, transcription based amplification systems (TAS; self-
sustaining sequence replication — 3SR nucleic acid sequence-based amplification — NASBA), probe
molecule amplification (ligase chain reaction — LCR and QP-replicase), cycling probe reaction
and signed amplification methods (compounds and branched probes).
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