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1. Wprowadzenie

W następstwie zakażenia dochodzi do pojawienia się w organizmie, obok 
stale obecnej informacji genetycznej gospodarza i flory saprofitycznej, 
nowej jakościowo informacji w postaci swoistych dla czynnika etiologicznego 

zakażenia sekwencji nukleotydowych. Stosowanie metod biologii molekular
nej pozwala wykryć i zidentyfikować swoiste dla mikroorganizmu sekwencje 
DNA lub RNA obecne w próbce materiału pobranego od osoby zakażonej, co 
jest równoznaczne z identyfikacją drobnoustroju. Podstawowym sposobem 
wykrywania sekwencji jest hybrydyzacja z wyznakowanym DNA lub RNA, 
komplementarnym do poszukiwanej sekwencji (tzw. sondą DNA lub RNA). 
Jednakże ze względu na relatywnie niską czułość diagnostyczne zastosowa
nia sond kwasów nukleinowych są ograniczone. Wprowadzone w ostatnim 
dziesięcioleciu nowe metody amplifikacji, charakteryzują się znacznie wię
kszą czułością i umożliwiają skuteczniejsze wykrywanie poszukiwanej se
kwencji w minimalnej ilości DNA wyizolowanego z badanej próbki. Najszerzej 
znaną i stosowaną, ale nie jedyną metodą tego typu, jest opracowana na 
początku lat osiemdziesiątych przez K. Mullisa i po raz pierwszy praktycznie 
zastosowana w 1985 r. (26) reakcja łańcuchowa polimerazy znana powszech
nie pod nazwą PCR [polymerase chain reaction). Celem pracy jest krótki 
przegląd i porównanie dotychczas opracowanych, wynikających z różnych 
technologii, metod amplifikacji in vitro kwasów nukleinowych, wykorzysty
wanych w diagnostyce mikrobiologicznej. W pracy pominięto metody zwielo
krotniania nieznanych lub tylko częściowo znanych sekwencji kwasów nu-

♦ Termin amplifikacja używany jest w piśmiennictwie w dwóch znaczeniach: węższym, częściej 
stosowanym, oznaczającym zwielokrotnienie fragmentu kwasu nukleinowego i szerszym — użytym 
również w tej pracy, obejmującym dodatkowo wzmocnienie sygnału detekcyjnego hybrydyzacji.
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kleinowych, takich jak: SISPA {sequence-independent, single-pńmer amplifi
cation) (25) czy BDA [boomerang DNA amplification) (11), które nie znajdują 
zastosowania w diagnostyce.

Stosowane obecnie metody (tab. 1) amplifikacji kwasów nukleinowych 
można ująć w 3 grupach:

1) metody w których następuje zwielokrotnienie sekwencji zawartej między
oligonukleotydowymi starterami reakcji (w literaturze anglojęzycznej ampli- 
fikacja tego typu zwana jest target amplification). Do tej grupy należy łań
cuchowa reakcja polimerazy [polymerase chain reaction — PCR), amplifika- 
cja metodą wypierania nici [strand displacement amplification — SD A) i sy
stemy amplifikacji oparte na transkrypcji (np. self-sustaining sequence repli
cation — 3SR):

2) metody w których zwielokrotnieniu ulega sekwencja oligonukleotyd owej 
sondy molekularnej [probe molecule amplification). Do tej grupy należy liga- 
zowa reakcja amplifikacji i metoda wykorzystująca QP-replikazę. Zaliczyć tu 
można również reakcję cyklicznej hybrydyzacji [cycling probe reaction);

3) metody wzmacniania sygnału generowanego przez sondę [signal ampli- 
fication); metody wykorzystujące sondy: sprzężone [compound probes) i roz
gałęzione [branched probes).

Tabela 1
Porównanie metod amplifikacji kwasów nukleinowych

Metoda

Amplifikacja
Czułość Zmiany

temp.

Liczba
swoistych

sond

Liczba
enzymów

Wrażliwość
na

zanieczysz
czenia

sekwencji sondy/sygnału

PCR wykładnicza wysoka tak 2 1 wysoka
3SR wykładnicza wysoka nie 2 3 wysoka
SDA wykładnicza wysoka nie 2 2 wysoka
LCR wykładnicza wysoka tak 4 1 wysoka
Q(3-replikaza wykładnicza wysoka nie 1 1 wysoka
ampliprobe liniowa niska nie 1 1 niska
sonda
rozgałęziona łiniowa niska nie 1 1 niska

2. Łańcuchowa reakcja polimerazy (PCR)
Łańcuchowa reakcja polimerazy jest metodą syntezy in vitro wybranej 

sekwencji nukleotydowej (19,20,26), polegającą na wielokrotnym, zazwyczaj 
30 - 40 razy, powtarzaniu trzyetapowego cyklu (rys. 1), w którym matrycowy 
dwuniciowy DNA zawierający sekwencję przeznaczoną do amplifikacji pod-



Metody amplifikacji kwasów nukleinowych 71
Rys. 1. PCR — łańcuchowa reak

cja polimerazy polega na wielokrot
nym (30 - 40 razy) powtarzaniu trój- 
etapowego cyklu: denaturacja — hy
brydyzacja — synteza DNA.

Docelowy DNA poddawany jest 
w pierwszym etapie denaturacji termi
cznej (92-95°C). Po obniżeniu tempe
ratury do ok. 55°C następuje przyłącza
nie oligonukleotydowych starterów 
komplementarnych do końców 3’ se
kwencji docelowej (etap 2). Po czym ter- 
mostabilna polimeraza DNA (np. Taq- 
polimeraza) syntetyzuje komplementar
ną nić DNA, która także w kolejnych 
cyklach jest wykorzystywana jako ma
tryca do syntezy DNA. W każdym cyklu 
dochodzi do podwojenia ilości matrycy 
— amplifikowanej sekwencji, a począ
wszy od trzeciego cyklu następuje gro
madzenie fragmentów DNA ściśle okre
ślonej długości.

AT

sekwencja docelowa —

+
startery

I denaturacja (etap 1) 
hybrydyzacja (etap 2)

I
polimeraza DNA 
synteza (etap 3)

I denaturacja
hybrydyzacja

+

I polimeraza DNA

+

cykl
I

cykl
II

cykl
III

i
następne

dawany jest najpierw denaturacji termicznej (etap 1) w obecności dodanych 
w nadmiarze dwóch oligonukleotydowych starterów. Startery te są komple
mentarne do końców 3’ sekwencji przeznaczonej do amplifikacji (od <100 
do 10 000 pz). Po obniżeniu temperatury startery przyłączają się (etap 2)
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swoiście do komplementarnych sekwencji matrycowego DNA i ulegają wy
dłużeniu (etap 3) przez termostabilną polimerazę DNA (26), co prowadzi do 
powstania komplementarnej nici DNA, która w kolejnych cyklach jest wyko
rzystywana jako matryca. Po każdym cyklu ilość DNA ulega podwojeniu do
chodząc po zakończeniu reakcji, obejmującej zazwyczaj 30 - 40 cykli w ciągu 
kilku godzin, do 10^-10^ kopii wybranej sekwencji. Łańcuchowa reakcja po- 
limerazy była wielokrotnie omawiana w piśmiennictwie — m.in. (3,8,23,28) 
i jest obecnie szeroko stosowana, zarówno w wersji podstawowej, jak i w li
cznych modyfikacjach (3,11,21).

3. Amplifikacja metodą wypierania nici (SDA)
Jest to metoda oparta na właściwości endonukłeaz restrykcyjnych do na

cinania niezmod3rfikowanej nici częściowo zmodyfikowanego miejsca restry
kcyjnego (jedna z nici DNA zawiera międzynukłeotydowe wiązanie tiofosfo- 
estrowe w obrębie rozpoznawanej sekwencji) i zdolności połimerazy DNA do 
rozpoczęcia w miejscu tego nacięcia syntezy komplementarnej nici, która 
wypiera nić nie będącą matrycą (31,32,33) (rys. 2).

Startery komplementarne do końców 3’ fragmentu przeznaczonego do zwie
lokrotnienia mają na końcach 5’ sekwencję rozpoznawaną przez endonukle- 
azę restrykcyjną. Reakcja, poza wstępnym etapem denaturacji termicznej, 
prowadzona jest w stałej temp. 37°C, nie wymaga zatem programowanych 
bloków grzewczych, jak ma to miejsce w PCR.

Pierwszym etapem reakcji (rys. 3) jest termiczna denaturacja (95°C przez 
4 min) DNA w obecności dodanych w nadmiarze starterów i innych skład
ników reakcji, z wyjątkiem enzymów. Po obniżeniu temp. do 37°C, w której 
następuje przyłączanie starterów do komplementarnych sekwencji obu zde- 
naturowanych nici, dodaje się endonukleazy restrykcyjnej Hindi* i pozba
wionego właściwości egzonukłeazy fragmentu Klenowa połimerazy I DNA Es
cherichia coli (exo' Klenow). Polimeraza DNA wykorzystując dGTP, dCTP, 
dTTP i dATPaS syntetyzuje komplementarne nici DNA, nacinane w miejscu 
restrykcyjnym przez endonukleazę (rys. 3). Nacięcie jest miejscem rozpoczę
cia syntezy przez polimerazę DNA komplementarnej nici, która wypiera nić 
niematrycową, co prowadzi do pojawienia się mieszaniny dwuniciowego i jed- 
noniciowego DNA. Matryce do syntezy DNA stanowią dwuniciowe DNA, po 
nacięciu przez endonukleazę oraz wolne jednoniciowe DNA, po przyłączeniu 
startera.

* Metoda SDA została opracowana przez firmę Becton-Dickinson, Sparks, MD, USA z wyko- | 
rzystaniem endonukleazy restrykcyjnej Hindi, możliwe jest jednak zastosowanie innej endonu
kleazy, np. NciI rozpoznającej sekwencję 5’-CCGGG z użyciem 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 mającym na 
końcu 5’ sekwencję rozpoznawa
ną przez endonukleazę restry
kcyjną Htncll. Synteza komple
mentarnych nici przez polimera- 
zę DNA z wykorzystaniem dGTP, 
dCTP, TTP i dATP[oS] prowadzi 
do powstania częściowo zmo
dyfikowanego miejsca restry
kcyjnego dla Htncll. Hindi naci
na niezmod5tfikowaną nić 
w miejscu restrykcyjnym, a po
zostawia nie ruszoną nić zmo
dyfikowaną (na schemacie nić 
cienka). Pozbawiona aktywności 
5’-3’ egzonukleazy polimeraza 
DNA rozpoczyna wydłużanie 
końca 3’ przyłączonego startera, 
wypierając istniejącą nić i od
twarzając jednocześnie częścio
wo zmodyfikowane miejsce re
strykcyjne: obecność 5’-GsA-3’ 
nie hamuje nacinania nowo s}m- 
tetyzowanej nici zaznaczonej na 
schemacie grubą kreską. Naci
nanie nici oraz synteza komple
mentarnej nici wypierającej nić 
już istniejącą prowadzi do wy
tworzenia jednoniciowych frag
mentów komplementarnych do 
sekwencji docelowych.

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

sekwencja docelowa

iFragment Klenowa Pol I 
dCTP, dGTP, TTP i dATP aS

-G-T-T-G-A-C-
-C-AsAsC-T-G-

i i Nacięcie 
przez Hinc II

. -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--

i Nacięcie 
przez Hinc II

-G-T-T GsA-C- 
-C-AsAsC-T-G--

i'Polimeryzacja DNA 
wyparcie nici

-G-T-T-GsA-C-"
-C-AsAsC-T-G-'
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y. -----------------
Denaturacja

r Hybrydyzacja starterów

'

Wydłużanie starterów S j i Sj i wypieranie 
nici zapoczątkowanych przez te startery 

, przez nici zapoczątkowane przez B| i B2 

exo’Klenow, dOTP, dCTP, TTP, dATPaS
y. ■■

S'^S,
,

.. yh___________________________

3’. ____

_______

Hybrydyzacja 
r starterów

1 Wydłużanie starterów i wypieranie nici
T przez exo~ Klenow
1 Hybrydyzacja starterów
I Wydłużanie^tarterów 

yB, przez exo" Klenow
sN"

v^S, B:

----------
==CS

I Nacięcie przez Hinc II 
I Wydłużanie/wypieranie 
I przez exo’Klenow
I Hybrydyzacja starterów Sj i Sj



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 się dwa enzymy; odwrotną 
transkiyptazę (RT) i DNA zależną polimerazę RNA (T7, T3 lub SP6) oraz parę 
oHgonukleotydowych starterów. Sekwencja końców 3’ starterów jest komplemen
tarna do końców 3’ amplifikowanego fragmentu kwasu nukleinowego, nato
miast sekwencja końca 5’ jest sekwencją rozpoznawaną przez polimerazę RNA.

TAS (rys. 4) obejmuje dwa cyklicznie powtarzane etapy: syntezę DNA kom
plementarnego do amplifikowanego kwasu nukleinowego i transkrypcję in 
vitro nowo powstałego DNA. Na matrycy DNA (zdenaturowanego termicznie) 
lub RNA pod wpływem RT powstaje kompłementama nić DNA. Po denaturacji 
termicznej nowo powstałego dupleksu DNA-DNA lub RNA-DNA, druga nić 
DNA jest syntetyzowana przez nowo dodaną RT i powstaje dwuniciowy DNA 
z regionem promotorowym polimerazy RNA na jednym lub obu końcach. Pod 
wpływem dodanej połimerazy RNA następuje synteza RNA (10- 1000 kopii

Rys. 3. SDA — amplifikacja metodą wypierania nici.
Docelowy DNA jest denaturowany termicznie w obecności dodanych w nadmiarze czterech 

oligonukleotydowych starterów (Bj, B2, Sj, S2). Na końcach 3’ starterów Sj i S2 znajdują się 
sekwencje komplementarne do sekwencji docelowej. Bezpośrednio z nimi sąsiaduje sekwencja 
rozpoznawana przez endonukleazę restrykcyjną Hindi (5’-GTTGAC), niekomplementama do se
kwencji docelowej. Sj i S2 wiążą się z przeciwległymi niciami sekwencji docelowej, ograniczając 
fragment przeznaczony do amplifikacji. Startery Bj i B2 są komplementarne do sekwencji doce
lowych. lokalizację miejsc z którymi wiążą się startery Sj i B] oraz S2 i B2 pokazuje schemat. 
Po asocjacji starterów (temp. 37 - 40°C) dodawana jest jednocześnie endonukleaza Hindi i po
zbawiony aktywności egzonukleazy fragmerrt Klenowa polimerazy 1 DNA z E. coli (exo Klenow). 
Exo Klenow, obecny w nadmiarze w stosunku do liczby sekwencji docelowych, wykorzystując 
dGTP, dCTP, TTP i dATPfaS], wydłuża jednocześnie końce 3’ wszystkich czterech starterów. Wy
dłużone Si i S2 są wypierane podczas wydłużania Bj B2 i przyłączają na swych końcach 3’ 
przeciwległe startery Bj lub B2 i odpowiednio Sj lub S2. Wydłużanie tych starterów, któremu 
towarzyszy wypieranie wydłużanych starterów Sj i S2 prowadzi do pojawienia się dwóch frag- 
nrentów z częściowo zmodyfikowanym miejscem restrykcyjnym Hindi na obu końcach i dwóch 
dłuższych fragmentów z częściowo zmodyfikowanym miejscem restrykcyjnym Hindi na jednym 
końcu. Nacięcie przez Hindi i wydłużenie/wyparcie przez exo Klenow w tych czterech fragmen
tach rozpoczyna cykliczną reakcję przedstawioną w dolnej części schematu. Podczas kciżdego 
z cykli, koniec 3’ startera Sj hybrydyzuje z końcem 3’ wypartej nici Tj tworząc dupleks z wy
stającymi końcami 5’. Podobnie S2 wiąże się z T2. Exo Klenow wydłuża końce 3’ obu dupleksów 
odtwarzając częściowo zmodyfikowane miejsce restrykcyjne dla Hindi na Sj-Tj i S2-T2. Hindi 
nacina niezmodyfikowaną nić w miejscu restrykcyjnym pozostawiając nie ruszoną nić zmodyfiko
waną. Exo’ Klenow wydłuża końce 3’ w miejscu nacięcia na nici Sj-T] i wjyiiera istniejącą nić 
będącą odpowiednikiem T2. Podobnie wydłużanie w miejscu nacięcia na S2-T2 powoduje wyparcie 
Tj. Ponieważ wydłużanie w miejscu nacięcia odtwarza każdorazowo częściowo zmodyfikowane 
miejsce restrykcyjne dla Hindi, nacinanie i wydłużanie/wypieranie powtarzają się cyklicznie, 
prowadząc do wykładniczego zwielokrotnienia sekwencji docelowej. Nić sensowna i antysensowna 
są zróżnicowane na schemacie różnymi grubościami linii. Cala i nacięta sekwencja rozpoznawana 
przez endonukleazę Hindi jest przedstawiona odpowiednio jako i . Fragmenty se
kwencji rozpoznawanej przez Hindi 5’-GAC i 5’-GTC występujące na końcach 5’ i 3’ wypieranych 
nici przedstawiono jako ■_ i
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W jednym cyklu), wykorzystywanego przez aktywną wciąż RT do synte^ 
cDNA. Zaledwie czterokrotne powtórzenie cyklu wystarcza do otrzymania 10® 
kopii sekwencji docelowej. System ten ze względu na konieczność zmian tem
peratury i dodawanie w każd3mi cyklu nowej porcji natywnych enzymów oka
zał się pracochłonny i mało przydatny. Po mod3dikacji polegającej na zastą
pieniu termicznej denaturacji dupleksu DNA—RNA trawieniem RNazą H 
z E. coli stał się wydajnym i skutecznym stałotemperaturowym systemem am- 
plifikacji sekwencji. Mod3rfikacji TAS dokonali niezależnie od siebie Gingeras 
i wsp. (9,10) opracowując metodę samopodtrzymującej się replikacji sekwencji 
(3SR — rys. 5) i Compton (6) — opracowując metodę amplifikacji opartej 
na sekwencji kwasów nukleinowych (NASBA). W zmodyfikowanym systemie 
wykorzystującym akt3rwność trzech enzymów: RNazy H, odwrotnej transkryp- 
tazy i polimerazy DNA T7, zachodzi pewne podobieństwo do naturalnych 
procesów replikacji genomowego RNA retrowirusów.

Dobierając warunki reakcji w taki sposób, że DNA zawierający poszuki
wane sekwencje pozostanie niezdenaturowany, tworzy się układ, w którym 
dostępne do amplifikacji będą jed}mie sekwencje RNA. Umożliwia to tym 
samym selektywną amplifikację RNA w próbce zawierającej oba typy kwasów 
nukleinowych, bez uprzedniego oczyszczenia.

5. Ligazowa reakcja amplifikacji (LAR, LCRtm)
Ligazowa reakcja amplifikacji {ligase amplification reaction) (35), zwana rów

nież ligazową reakcją łańcuchową [ligase chain reaction — LCR) (2,15,30,v34) 
lub analizą ligacji oligonukleotydów (8,22) jest wysoce swoist3rm i czułym 
sposobem wykrywania wybranej sekwencji nukleotydowej. Podobnie jak 
w PCR, w tym systemie amplifikacji następuje wykładnicze nagromadzenie 
produktu reakcji. Jednakże w porównaniu z PCR, w reakcji ligazowej stosuje 
się nie 2-, ale 4-oligonukleotydowe startery dodawane w molowym nadmia
rze, dobrane parami w taki sposób, że ich sekwencje są zlokalizowane na 
analizowanym kwasie nukleinowym w bezpośrednim sąsiedztwie i jednocześ
nie sekwencje obu par są wobec siebie komplementarne.

W standardowej wersji, jak pokazano na rys. 6, oligonukleotydy hybry- 
dyzują po dwa na każdej z nici zdenaturowanego termicznie matrycowego 
DNA. W następnym etapie termostabilna ligaza DNA (1,2) łączy parę sąsia
dujących oligonukleotydów w jeden łańcuch. Każdy z produktów ligazy, ra
zem z wyjściową matrycą, może służyć jako matryca w następnych cyklach 
denaturacji, przyłączania oligonukleotydów i ligacji. Modyfikacja tej metody 
amplifikacji, zwana G-LCR™ [gapped-LCR] różni się od standardowej wersji 
LCR tym, że pomiędzy oligonuleotydami przyłączonymi do matrycy powstaje 
krótka przerwa [gap) wypełniana przez termostabilną polimerazę DNA, po 
czym termostabilna ligaza łączy oba odcinki w całość (4).
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Syntc2:a
cDNAI

Transkrypcja I

Rys. 4. TAS — system 
amplifikacji oparty na
transkrypcji obejmuje na- ?------------------- -------------------rkx
przemienną syntezę cDNA i
i transkrypcję. ~

i----------------------- ;;--------------------------------1 RNA

VDNA
kwasu nukleinowego (RNA, I Dcnaturacja temiiczna
jak zaznaczono na schema- TRT, Starter B
cie, lub zdenaturowcinego ^ ^ RNA
termicznie DNA) hybrydyzu- g
Je z oligonukleotydowym ^ DMA
starterem A, którego koniec ®^***®^^
5’ stanowi sekwencja rozpo- I Poliineraza RNA
znawana przez polimerazę _ T yy ^3 gpg
RNA (T7, T3 lub SP6) — ---------------------------- '-------------------JJ RNA
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Rys. 5. Amplifikacja kwasu nukleinowego metodą 3SR.

Startery wykorzystywane w tej reakcji mają na swoich końcach 3’ sekwencję rozpoznawaną 
przez polimerazę RNA T7. Odwrotna transkryptaza (RT), po hybrydyzacji jednego ze starterów 
do sekwencji docelowej, syntetyzuje komplementarną nić cDNA. RNA w powstałym heter'oduple- 
ksie jest degradowany przez RNazę H, a cDNA — po przyłączeniu drugiego startera — służy 
jako matryca do syntezy dwuniciowego eDNA. Obecność sekwencji rozpoznawanych przez poli
merazę RNA na obu końcach ds cDNA pozwala na transkrypcję obu nici DNA. Nowo powstałe 
cząsteczki RNA są przekształcane w ds cDNA i wykorzystywane jako matryce transkrypcji.



Rys. 6. Amplifikacja sondy 
oparta na łańcuchowej reakcji 
ligazy — LCR.

Metody amplifikacji kwasów nukleinowych

Docelowy DNA jest denaturo
wany termicznie w obecności 
dwóch par oligonukleotydowych 
starterów dobranych, tak że ko
niec 3’ sekwencji komplementar
nej do jednego ze starterów, są
siaduje bezpośrednio z końcem 5’ 
sekwencji komplementarnej wzglę
dem drugiego startera. Obydwie 
paiy oligonukleotydów są wzglę
dem siebie komplementarne. Po 
przyłączeniu starterów do se
kwencji docelowych termostabilna 
ligaza DNA łączy sąsiadujące star
tery. Powstały w wyniku działania 
ligazy produkt w kolejnych cy
klach reakcji wykorzystywany jest 
przez komplementarne startery 
jako sekwencja docelowa.
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1 +
.sekwencja 
■ docelowa

Oligonukleotydy

I denaturacja 
y hybrydyzacja

i ligaza DNA

6. Reakcja Q|3-replikazy
Qp-replikaza jest składającą się z 4 podjednostek RNA-zależną polimerazą 

RNA replikującą 215 kDa RNA genomu bakteriofaga Q|3. Enzym ten swoiście 
rozpoznaje drugorzędową strukturę RNA wykorzystywanego jako matryca. 
Większość struktur drugorzędowych RNA nie jest rozpoznawana, a RNA nie 
jest wykorzystywany jako matryca (5). Q(3-replikaza zdolna jest do replikacji 
cząsteczki RNA oznaczonej jako midiuariant-1 (MDV-1) (12). Wstawienie 
w jedną z pętli cząsteczki MDV-1 krótkiej sekwencji nukleotydowej (sonda) 
nie zakłóca replikacji (18). Taka zmodyfikowana cząsteczka MDV-1 może być 
wykorzystywana jako sonda hybiydyzacyjna (18). Dodanie Q(3-replikazy po 
usunięciu niezwiązanej sondy, powoduje syntezę MDV-1 RNA (rys. 7), który
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^ Denaturacja

3' sekwencja 
5' docelowa

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

Sonda RNA, będąca jednocześnie substratem dla QP-replikazy, hybiydyzuje z sekwencją do
celową. Po wypłukaniu niezwiązanej i/lub związanej nieswoiście sondy pod wpływem dodanej 
QP-replikazy enzymatyczna replikacja in vitro sondy, do poziomu pozwalającego na łatwe wykrycie 
produktu QP-replikazy (w formie RNA).

może być łatwo wykryty poprzez zastosowanie standardowych metod 
(13,16,17,24).

7. Reakcja cyklicznej hybrydyzacji
Reakcja cyklicznej hybrydyzacji (rys. 8) jest w zasadzie odwróceniem LCR. 

W metodzie tej otrzymywana syntetycznie chimeryczna jednoniciowa sonda.
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Rys. 8. Reakcja cyklicznej hybiydyzacji.

Chimeryczna sonda DNA-FtNA-DNA hybrydyzuje z docelowym zdenaturowanym DNA w tak 
dobranych warunkach, że po zdegradowaniu przez RNazę H fragmentu w związanej sondzie, 
fragmenty DNA odysocjowują, umożliwiając związanie się z sekwencją docelową następnej czą
steczki sondy. O obecności sekwencji docelowej w analizowanym kwasie nukleinowym świadczą 
wolne fragmenty DNA gromadzące się w wykrywalnych ilościach.

W której naprzemiennie znajdują się sekwencje DNA-RNA-DNA wykorzysty
wana jest do hybrydyzacji z uprzednio zdenaturowanym, analizowanym DNA 
w stałej, spec}d'icznej temperaturze, dobranej w zależności od sekwencji i dłu
gości sondy. Rybonukłeaza H swoiście degraduje środkową część związanej 
sondy — sekwencję RNA powodując dysocjację pozostałych fragmentów 
DNA. Analizowana sekwencja jest dostępna dla następnej cząsteczki sondy, 
dzięki czemu reakcja przebiega cyklicznie bez jakiejkolwiek ingerencji z zew
nątrz, ą nagromadzenie wolnych fragmentów DNA sondy, wykrywalnych za 
pomocą odpowiednich metod, świadczy o obecności poszukiwanej sekwencji 
(7). W systemie tym pojedyncza sekwencja docelowa działa jako „katalizator” 
przekształcenia wielu cząsteczek sondy. Obok formy wyjściowej pojawiają się 
formy krótkie, nieobecne przy braku poszukiwanej sekwencji.
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Rys. 9. Ampliflkacja sygnału oparta na sondach sprzężonych.

Docelowy kwas nukleinowy związany ze stałym nośnikiem hybrydyzuje z sondą mającą se
kwencję komplementarną do sekwencji docelowej i liczne miejsca wiążące sondy „drugiego sto
pnia” wyznakowane fosfatazą alkaliczną, umożliwiającą wykrycie związanej sondy.

8. Sondy sprzężone
Przykładem wykorzystania sondy sprzężonej jest system pokazany na rys.

9, polegająey na amplifikacji sygnału wykrywająeego sekwencję docelową, 
a nie jej samej. DNA, komplementarny do wybranej sekwencji, zostaje sklo
nowany w wektorze bakteriofagowym Ml3. Wyizolowany DNA wektora za
wiera jednoniciową sondę wykorzystywaną do hybrydyzacji z docelowym DNA 
związanym ze stałym nośnikiem. Następnie, przy użyciu wyznakowanych al
kaliczną fosfatazą sond „drugiego stopnia”, komplementarnych do sekwencji 
wektora wykrywa się kompleks matrycy z sondą (4).

Rys. 10. Amplifikacja sygnału oparta na sondzie rozgałęzionej (bDNA).

Do docelowego kwasu nukleinowego związanego po denaturacji termicznej ze stałym nośni
kiem przez sondy wychwytujące, wiąże się sondę przedłużającą, na jednym końcu komplemen
tarną do sekwencji docelowej, na drugim zaś do rozgałęzionego multimera amplifikacyjnego. 
Z sekwencjami bDNA wiążą się komplementarne oligonukleotydy wyznakowane alkaliczną fosfa
tazą, umożliwiającą wykrycie kompleksu sond.
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9. Sondy rozgałęzione (bDNA)
Sondy rozgałęzione (lys. 10) wykorzystują rozgałęziony DNA (branched 

DNA — bDNA) do stworzenia wielu miejse hybrydyzacji dla cząsteczki repor- 
terowej (wyznakowanej sondy) (27,29). Kompleksy oparte na bDNA są okre
ślane jako multipieiy amplifikacyjne. Ich oligonukleotydowy rdzeń zawiera, 
wbudowane w trakcie chemicznej syntezy, w regularnych odstępach, rozgałę
zione analogi nukleozydów. Do tych rozgałęzionych nukleozydów przyłączone 
są oligonukleotydowe sekwencje rozpoznawane przez cząsteczki repoilerowe.

Amplifikacja sygnału przez bDNA obejmuje kilka rÓMmoległych hybrydy
zacji. DNA zawierający poszukiwaną sekwencję jest wychwyt3rwany przez 
swoiste sondy związane ze stałym nośnikiem. Drugi zestaw swoistych sond 
przedłużających hybiydyzuje z sąsiadującymi sekwencjami, i służy jedno
cześnie jako miejsce wiązania rozgałęzionych multimerów amplifikacyjnych, 
które z kolei mogą przyłączyć wiele cząsteczek oligonukleotydów wyznako
wanych alkaliczną fosfatazą. W ten sposób do każdej z sekwencji docelowych 
można przyłączyć do 3000 cząsteczek enzymu, co pozwala na wykrycie 10^- 
10^ kopii sekwencji poszukiwanej.

10. Podsumowanie
Większość spośród przedstawionych metod amplifikacji kwasów nuklei

nowych ogranicza się tylko i wyłącznie do wykrywania obecności określonej 
sekwencji w analizowanym kwasie nukleinowym. Obszar zastosowań tych 
metod jest zatem ograniczony. Bardziej uniwersalnymi metodami są niewąt
pliwie PCR i 3SR, ponieważ otrzymane w ich wyniku produkty (oprócz wykry
cia) można wykorzystać następnie do klonowania, sekwencjonowania, czy też 
analizy restrykcyjnej. 3SR posiada pewną przewagę nad PCR: jest szybsza, 
izotermiczna i, jak wspomniano, w pewnych wamnkach pozwala na se
lektywne odróżnienie matrycy RNA od DNA. PCR z kolei jest metodą bardziej 
swoistą. SDA ze względu na wykorzystanie fragmentu Klenowa polimerazy I 
E. coli może być wykorzystana do syntezy relatywnie krótkich odcinków DNA.

Znaczenie metod amplifikacji w laboratoriach naukowych jest ugrunto
wane i niepodważalne, a w laboratoriach diagnostycznych, pomimo wielu 
przeszkód, perspektywy ich zastosowań są wielce obiecujące. Opracowanie 
zestawów diagnostycznych dostępnych handlowo spowoduje, że już w naj
bliższej przyszłości będziemy świadkami gwałtownego upowszechniania się 
tych metod w rutynowej diagnostyce mikrobiologicznej czy genetycznej.

Dziękujemy doc. dr. hab. A. Kraszewskiemu za życzliwe uwagi w trakcie pisania tego artykułu.
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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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