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Nieizotopowe metody detekcji DNA
| RNA oraz ich zastosowania
we wspotczesnej diagnostyce
medycznej | rolniczej.
Czesc Il - Sondy hybrydyzacyjne

Powszechnie stosowane w laboratoriach biochemicznych i genetycznych radio-
izotopowe metody znakowania i detekcji kwaséw nukleinowych cechuje duza sku-
tecznos¢ i wysoki poziom czutosci detekcji. Posiadajg one jednakze szereg wad:
ograniczony czasowo okres ich stosowania spowodowany rozpadem radioizotopu,
mozliwos¢ radiolizy analizowanego materialu czy konieczno$¢ wielogodzinnego
oczekiwania na wynik autoradiografi. Ponadto izotopy stanowig zagrozenie dla
zdrowia personelu stosujacego te metody. Ograniczenia te sprawily, ze poszukuje sie
nowych, nieizotopowych systeméw detekcji, ktére przede wszystkim umozliwityby
skrécenie czasu detekcji do maksimum 2-3 godzin.

Opracowane do tej pory nieizotopowe systemy detekcyjne wykazujg, w zdecy-
dowanej wiekszosci, mniejszg czuto$¢ detekcji i obarczone sg wyzszym poziomem
tta, niz metody radioizotopowe.- Powoduje to, ze prowadzi sie intensywne prace
zmierzajgce do udoskonalenia metod nieizotopowych. Celem tych prac jest:

- zwiekszenie prostoty analizy tak, by mozna ja byto wykonywa¢ w dobrze przy-
gotowanym laboratorium biochemicznym czy medycznym,

- poszerzenie zakresu stosowania, a wiec mozliwos¢ przeprowadzania
rutynowych testow diagnostycznych w tkankach, ptynach ustrojowych, organellach
komorkowych,

- zmniejszenia ryzyka utraty zdrowia personelu laboratoriow.

Obrazem zwiekszajgcego sie zaangazowania firm biotechnologicznych w
badaniach wykorzystujacych sondy DNA w réznych dziedzinach medycyny, genetyki,
biochemii i rolnictwa niech bedzie (zamieszczone w tab. 1) zestawienie przewi-
dywanych w 1986 r., obejmujacych caly Swiat, wptywow finansowych z zastosowan
sond DNA, przedstawione podczas konferencji pt. "DNA Probes. A new technology in
its development and application”, ktéra odbylta sie w sierpniu 1985 r. w Londynie.
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Tabela !
Perspektywiczne wielkosci wptywow ptynacych z zastosowania
sond DNA w latach 1986-1990 (w min dolaréw USA) (1)
Kierunki zastosowan 1986 1988 1990

1) medycyna:

-diagnostyka choréb zakaznych. 24 92 330
-poradnictwo genetyczne, 6 21 77
-choroby nowotworowe. 11 48 400
-badania tkankowe. 2 9 50
-testowanie podatnosci na chorobe 0,08 1,08 25
2) weterynaria - 11 74
3) rolnictwo - - 25
4) analiza zywnosci 1 4 14
razem 47 188 995

Konfrontacja przedstawionych prognoz z zaawansowanymi w chwili obecnej®
badaniami upowaznia do wniosku, ze najlepiej sprawdzity sie one, takze w stosunku
do metod nieizotopowych, w dziedzinie medycyny, i to zarbwno w przeprowadzaniu
rutynowych testéw diagnostycznych, np. dla choréb uwarunkowanych genetycznie
(m.in. dla diagnostyki prenatalnej), jak i w medycynie sadowej (ustalanie ojcostwa,
identyfikacja osobnicza). Rutynowe testy weterynaryjne - czesto objete patentami -
sg juz prawdopodobnie stosowane, a w przypadku zastosowan na potrzeby rolnictwa
przeprowadza sie np. testy na wykrywanie obecnosci wiruséw w materiale roslinnym.

W tej czesci arykutu autorzy pragng przedstawi¢ podstawy, czesto dostepnych
juz handlowo, nieizotopowych systemow detekcyjnych i wskazaé przyktady Ich zasto-
sowan.

i. Dostepne handlowo, nieizotopowe systemy detekcji DNA (RNA)
1.1. System detekcyjny BluGene firmy BRL (USA)

System detekcyjny BluGene przeznaczony jest do wykrywania biotynylowanego
hybrydu DNA (2), otrzymanego w wyniku hybrydyzacji, najczesciej z wykorzystaniem
filtru nitrocelulozowego. W skiad systemu wchodzg:

- koniugat biatka streptawidyny z alkaliczna fosfataza,

- zespot barwnikéw (BCIP-fosforan 6-bromo-4-chloro- 3-indoilu, NBT- fosforan
dl-2’,2’-paranitrofenylo-6’,5-dI-fenylo-3,3(3,3’-dimetoksy-4,4’-difenyleno)-ditetra-
zoliowy). Obecnie stosowana streptawidyna posiada wysokie powinowactwo do



52 Biotechnologia 3-4 (5-6) '89

czasteczki biotyny i wigze sie z nig wysoce specyficznie. Jej uzycie, w odréznieniu od
awidyny (biatka jaja kurzego) nie prowadzi do powstania wysokiego poziomu tta
wobec braku zdolnosci do niespecyficznego wigzania sie z innymi biatkami, np. z
chromatynag. Jest to szczegolnie istotne w badaniach przeprowadzanych metodg tn
s/tu przekrojéw tkankowych (3). Zadaniem alkalicznej fosfatazy jest wywotanie reakcji
barwnej, ktéra pozwala na wykrycie ponizej 1 pg analizowanego DNA lub pojedynczej
kopii genu w przeciggu zaledwie 1 h z probki o masie 2 pg. Stawia to te metode
detekcji na jednym poziomie z metodami radioizotopowymi w zakresie czutosci i
znacznie je przewyzsza w dogodnosci, prostocie i szybkosci stosowania (zob. rys. 1).
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Rys.1. System detekcyjny BluGene, BRL*.
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System detekcyjny BluGene wykorzystano juz w szerokim zakresie, wykorzystujgc
takie techniki, jak: hybrydyzacja na filtrze nitrocelulozowym metodg przeniesienia
punktowego, hybrydyzacja in situ. Obrazuje to szerokie mozliwosci stosowania tego
systemu. Jako przyklady mozna tu 'Alymieni¢ takie prace jak: detekcja unikatowych
sekwencji DNA w ludzkim genomie, odpowiedzialnych za dziedziczenie dystrofli
miesniowej typu Duchenne’a (4); analiza obecnosci adenowirusa wywotujacego in-
fekcje gornych dr6ég oddechowych, w Sluzowej wydzielinie z nosa i gardta (5); identy-
fikacja DNA we fragmentach tkanek utrwalonych w formalinie (6); a takze test na
obecnos¢ wirusa mozaiki grochu (CMPW) w materiale roslinnym (7).

Opisany w pien’rszej czesci artykutu sposéb znakowania kwaséw nukleinowych
fotobiotyng (firma BRESA, Australia) sprowadza sie rOwniez do detekcji czgsteczki
biotyny w hybrydzie z wykorzystaniem systemu BluGene. Wykorzystanie sond otrzy-
manych przy uzyciu fotobiotyny, jest jednym z nielicznych - jak nam wiadomo -
przyktadéw zastosowania nieizotopowych testéw na potrzeby rolnictwa, przeprowa-
dzanych z reguty metodg przeniesienia punktowego i przeznaczonych do wykrywania
obecnosci wirusoéw lub wiroidéw, jak np. wiroidu plamistosci awokado (ASBV) (8), czy
tez wirusa z6tej kartowatosci jeczmienia (BYDV) z grupy luteowiruséw (9) w ekstrak-
cie roslinnym.

Ten rodzaj testu wykorzystujagcy sondy zna-
kowane fotobiotyng zastosowano do wykrycia poje-
dynczego genu metallotioneiny II A w ludzkim geno-
mie (10), do detekcji wirusa brodawczaka ludzkiego
(HPV) (11) oraz rutynowego testu na wykrywanie
obecnosci pasozyta z grupy Leshmania garnhami,
wywotujacego grozne epidemie w krajach tropikal-
nych (12).

Pewng modyfikacje systemu BluGene, zmie-
rzajgcg do zwiekszenia czutosci, zaproponowano w
firmie Amersham (W. Brytania), ktéra wprowadzita
streptawidyne jako mostek tgczacy dwie blotynylo-
wane czasteczki: hybryd i alkaliczna fosfataze (13).

Rys.2.  System detekcyjny Poniewaz streptawidyna posiada cztery miejsca

firmy Amersham. wigzace biotyne uzyskuje sie w ten sposdb znaczne
zwiekszenie  Intensywnosci  sygnalu  podczas
detekciji.

1.2. Systemy detekcyjne oparte na wykrywaniu haptenéw

Systemy tego rodzaju korzystaja z immunologicznych metod detekcji, w ktérych
odpowiednie przeciwciata monoklonalne wykrywaja hapten zwigzany z makro-
czgsteczkg kwasu nukleinowego. Dostepne handlowo Immunologiczne systemy
detekcji stosujg jako hapteny alkaloid sterydowy digoksygenine, modyfikowane grupg
N-acetoksy-N-2-acetylo- amino-7-jodofluorenowa reszty guanozyny lub modyfi-

kowang pochodng cytozyny.
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1.2.1. System detekcyjny Chemiprobe firmy Orgenic (Izrael)

Sonde DNA otrzymano drogg modyfikacji wodorosiarczynem sodu (patrz | cze$¢
artykutu) i nastepczej reakcji z O-metylohydroksyloaming. Hybryd wykrywano za
pomocag odpowiedniego ukladu przeciwciat: a) monoklonalnego przeciwciata specy-
ficznego dla zmodyfikowanej cytozyny oraz b) koniugatu antymysiego przeciwciata
poliklonainego z alkaliczng fosfatazg. Okres inkubacji z przeciwciatami wynosi tacznie
okoto 2 h. Detekcja enzymu alkalicznej fosfatazy odbywa sie analogicznie jak w tescie
BluGene - zestawem barwnikéw (BCIP/NBT) (14) - (zob. rys. 3).
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1.2.2. System detekcyjny firmy Boehringer Mannheim Biochemica (RFN)

Role haptenu spetnia digoksygenina zwigzana z sondg DNA poprzez reszty cyto-
zyn ( w chronione] patentem procedurze nie wskazano chemicznej drogi modyfikacji
haptenem). Detekcja odbywa sie przez inkubacje hybrydu z przeciwciatem mono-
klonalnym specyficznym dla digoksygeniny, zwigzanym z enzymem p-galaktozydazg |
wykrywanie tego ostatniego w reakcji barwnej z czerwienig chlorofenylowg (15). Test
pozwala wykry¢ 1 pg analizowanego DNA, zaréwno w hybrydyzacji na filtrze, jak i w
przeniesieniu punktowym czy metodg in s/tu. Ostatnio system ten w zmodyfikowanej
formie zastosowano w nieizotopowej wersji (16) metody DA/A-fingerprint (metoda
opierajgca sie na fakcie istnienia rozproszonych, unikatowych sekwencji w genomie
ludzi i zwierzagt; obraz elektroforogramu materialu genetycznego poddanego dziataniu
enzymoOw restrykcyjnych jest tak charakterystyczny dla danego osobnika, jak obraz
linii papilarnych). Metoda ta umozliwia np. ustalanie wiezéw pokrewienstwa miedzy
réznymi osobami.

1.2.3. System detekcyjny opracowany w Instytucie Pasteura (Francja)

System detekcyjny oparty jest na modyfikacji reszt guanozyny w sondzie DNA
(rRNA) N-acetoksy-N-2-acetyloamino- 7-jodofluorenonem (AAIF), ktéry jest wy-
krywany przez specyficzng krélicza immunoglobuline. Przeprowadzona nastepnie in-
kubacja z immunoglobuling antykrdlicza skoniugowang z alkaliczng fosfatazg
umozliwia detekcje poprzez reakcje barwng z opisanym juz wyzej uktadem barwnikéw
(BCIP/NBT) (17). Czutos¢ metody okreslono na 2 pg analizowanego DNA lub rRNA.
Metoda ta nie cieszy sie duzg popularnoscig ze wzgledu na wtasciwosci rakotwércze'
odczynnika AAIF, uzywanego do modyfikaciji.

1.3. Systemy detekcyjne wykorzystujace biatka enzymatyczne wbu-
dowane w strukture sondy hybrydyzacyjnej

W tego rodzaju systemach detekcyjnych kwas nukleinowy jest bezposrednio
zwigzany przez odpowiedni tgcznik z enzymem odpowiedzialnym za wywotanie reakcji
barwnej. Najczesciej stosowane enzymy to alkaliczna fosfataza lub peroksydaza z
chrzanu.

Systemy detekcyjne opracowane przez Molecular Biosystem Inc. (USA) (18) i
European Molecular Biology Laboratory (RFN) (19) réznig sie w zasadzie tylko rodza-
jem uzytego tgcznika (zob. rys. 4).

ymmfm Rys.4. Systemy detekcyjne wykorzystujace koniugat
.l— biatko- kwas nukleinowy jako sonde.

W pierwszym, korzysta sie z dwufunkcyjnego rea-

genta pozwalajacego koniugowaé¢ enzym, poprzez

grupe aminowg, z oligonukleotydem zaopatrzonym w

(WNHMNI SjnumwIMCam tancuch poliweglowy, niosacy grupe aminowa (patrz |
czes$é artykutu). W drugim (19), wykorzystuje sie w tym

aMMMT OSM .
celu aldehyd glutarowy, a sam enzym wyposaza w
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dodatkowe grupy aminowe w reakcji p-benzochinonu i polietylenoiminy. Czutos$¢
detekcji jest podobna i siega 5 pg, taczny czas detekcji - wraz z procedurg hybrydy-
zacji - nie przekracza 4 h. Metode te zastosowano w wykrywaniu mutacji punktowej w
obrebie ludzkiego genu kodujgcego interferon «2 (20).

1.4. Systemy detekcji bezposrednigj

Ostatnio dokonano znacznego postepu w opracowaniu czutych metod analizy
fluorymetrycznej. Przyktadem bedzie tu nieizotopowa analiza sekwencyjna DNA
(21,22,23), oparta 0 metody fluorymetryczne.

Przedstawione systemy detekcyjne oparte sg na bezposrednim pomiarze fluores-
cencji czy to na: a) modyfikowanych fluoryzujacych nukleotydéw wprowadzanych do
DNA (jedna z metod enzymatycznycli opisanych w | czesci artykutu), czy b) uzyskanej
poprzez przeksztatcenie chemiczne na poziomie oligonukleotydu wyposazonego w
reaktywny tacznik, ktéry umozliwia przytaczenie fluoryzujacych reagentéw. Najczesciej
stosuje sie reagenty posiadajgce wysoka wydajnos¢ fluorescencji, takie jak: izotiocy-
janian fluoresceiny (21,24) lub tetrametylorodaminy (21), 4-fluoro-7-nitrobenzofura-
zan (24,25), (N-jodoacetylo-N-5-sulfo-1-naftylo-) etylenodiamine lub Imid N-(1-
analinonaftylo-4) kwasu maleinowego (26) i sulforodamine (Texas Red) (27). Detekcja
sprowadza sie do pomiaru fluorescencji lub chemiluminescencji, w przypadku zasto-
sowania estru hydroksybursztynowego (N-4-aminobutylo- N-etylo)izoluminolu (27).
Praca Horna i wsp. (27) z firmy Chiron Corp. (USA) zawiera zestawienie, w ktérym
zgromadzono osiggane poziomy czutosci detekcji dla réznych fluoroforow |
poréwnano je z czuto$cig osiggana dla sond znakowanych radioizotopem tub enzy-
mem (tab. 2).

Tabela 2

Poziomy czutosci detekcji osiggane dla sond fluorescencyjnych (27)

Sonda Po hYbrvdvzacii

Znacznik X 10-"5 mola

Fluoresceina 100 500
Texas Red 30 100
Rodamina 20 100
Izoluminol 30 100
Alkaliczna fosfataza (BCiP/NBT) 0.2 0.5
Peroksydaza (O-fenylenodiamina) 0.1 0,1
Peroksydaza'

(koniugat z izoluminolem) 0,06 0,05

32p 0,05 0,05
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Ostatnim osiggnieciem przy konstrukcji nowego fluorymetrycznego systemu
detekcji jest modyfikacja testu Chemiprobe, opracowana przez firme Orion (Finlandia).
W miejsce koniugatu przeciwciata z alkaliczng fosfatazg firma Orion wprowadzita
przeciwciatlo antymysie, modyfikowane resztami EDTA zdolnymi do chelatowania
kationéw europu, W nastepczej reakcji z buforem R, niosgcym ligand kompleksujacy
kation europu (2-naftoilotrifluoroaceton) tworzg sie intensywnie fluoryzujgce chelaty
europu, ktérych fluorescencje mierzono za pomocg fluorymetrii czasowo-rozdzielczej
(rys. 5).

Rys.5. Zasada pomiaru fluorymetrii czasowo-rozdzielczej. (1-fluorescencja
krétkotrwata, 2-fluorescencja diugotrwata, 3-zakres pomiaru fluorescencj).
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Czutos¢ detekcji osiaganej tg metodg jest

h reakwa poréwnywalna z metodami radioizotopowymi (poz-

j limmunolociczna wala wykry¢ 0,3 pg DNA), a teoretycznie, po zlikwi-
dowaniu probtehnu tla, jest nawet wyzsza (rys. 6).

Metoda ta znalazta praktyczne zastosowanie
przy wykrywaniu obecnosci adenowirusa W
Sluzowej wydzielinie z nosa i gardta (29,30).

Rys.6. System  detekcyjny
firmy Orion.
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Il. Nowe koncepcje hybrydyzacji

Oprécz wymienionych systemow detekcyjnych niektére z firm biotechnologicz-
nych opracowaly nowe koncepcje hybrydyzacji, szczegélnie dostosowane do
zwiekszonych wymagan w zakresie czutosci nieizotopowej detekcji kwasow nuk-
leinowych. Ponizej przedstawiono trzy sposréd tych koncepcji:

- hybrydyzacje typu kanapkowego (z j. ang. sandwich hybridization),

- hybrydyzacje opartag 0 metode sortowania hybrydéw,

- hybrydyzacje z wymianag taricucha (z j. ang. stranddispiacement).

11.1. Hybrydyzacja typu kanapkowego (firma Chiron Corp. USA)

Ten rodzaj hybrydyzacji przeprowadza sie w dwéch etapach z wykorzystaniem
matrycy powinowactwa (27) (rys. 7).
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Rys.7. Hybrydyzacja typu kanapkowego.

Konstruuje sie dwie niezalezne sondy, obie komplementarne do réznych sek-
wencji w obrebie analizowanego DNA. Pierwsza z nich, zwana sondg powinowactwa,
zaopatrzona w czasteczke biotyny ulega na state przytaczeniu do podifoza poprzez
zwigzanie ze streptawidyng ( role podioza moze spetnia¢ wypetnienie kolumny lub
studzienki w naczyniu testowym typu ELISA). Druga sonda, spetniajgca role sondy
detekcyjnej, jest wyposazona w nieizotopowy znacznik (patrz tab. 2), np. fluorofor lub
enzym. W pierwszym etapie hybrydyzacji analizowana sekwencja DNA ulega unieru-
chomieniu na matrycy poprzez sonde powinowactwa, w drugim zas, z hybrydem
wigze sie sonda detekcyjna. Procedura ta pozwala wykry¢ hybryd przez reakcje
barwna lub fluorescencyijnie, z czutoscig wskazang w tab. 2.
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11.2. Hybrydyzacja oparta o metode sortowania hybrydéw (firma Orion
Genetic Engineering, Finlandia)

W metodzie tej wykorzystuje sie mozliwos¢ hybrydyzacji w roztworze, a jej pod-
stawag jest izolacja hybrydu z roztworu za pomocg podtoza powinowactwa. Wykorzys-
tuje sie dwie sondy komplementarne w pewnym zakresie z analizowanym DNA; sonde
detekcyjng | biotynylowang sonde pomocniczg (31) (rys. 8).
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Rys.8. Hybrydyzacja metoda sortowania hybrydéw.

Analogicznie jak w przypadku hybrydyzacji kanapkowej w pierwszym etapie tworzy
sie hybryd z obiema sondami, ktory z kolei jest wylowiony przez podioze
powinowactwa (oparte o oddziatywanie biotyna-awidyna lub modyfikowana reszta
cytozyny-przeciwciato monoklonalne). Zaleta tej metody bedzie mozliwosé
bezposredniej detekcji DNA w nie oczyszczonych prébkach, np. w materiale

roslinnym.
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11.3. Hybiydyzacja z wymiang fanncucha (firma Aitied-Signal Inc. USA)

Hybrydyzacje tego typu przeprowadza sie w roztworze. Sonde stanowi hybryd
jednoniciowego wektora M13 i fragmentu RNA o diugosci ok. 150 zasad (rys. 9).

RNA
| |

H1 rrrT'T~n
M 13

M 13 RNA
Rys.9. Hybrydyzacja z wymiang tancucha.

Dodanie do roztworu DNA, ktéry analizujemy, powoduje powstanie hybrydu wek-
tora MI3 z analizowanym DNA, z jednoczesnym uwolnieniem taricucha RNA. Uwol-
niony RNA spelnia wiec role jednoniciowej sondy detekcyjnej. RNA w mieszaninie
reakcyjnej jest z kolei poddany, w obecnosci ortofosforanu, dziataniu fosforylazy
polinukleotydowej rozrézniajacej jedno- i dwuniciowy kwas nukleinowy, powodujacej
rozpad RNA na poszczegoélne rybodinukleotydy. Po etapie enzymatycznej fosforylacji
test detekcyjny sprowadza sie do wykrycia jednego z rybotrinukleotydéw-ATP. Ulega
on przeksztalceniu w AMP wobec enzymu lucyferazy (izolowanego z Photinus
pyra/is), z efektem bioluminescencji, ktéry mozna mierzy¢ bezposrednio (32).

Kornczac omawianie metod nielzotopowej detekcji kwaséw nukleinowych wspom-
nie¢ nalezy o metodzie enzymatycznej amplifikacji specyficznych sekwencji geno-
mowych (PGR- potymerase chain reaction) Jest to metoda - w ostatnich latach
bardzo popularna - postugujgca sie enzymem Tag DNA polimerazg, izolowanym z
termofilnych bakterii Thermus aguaticus. Pozwala ona na powielanie okreslonej sek-
wencji DNA, stosunkowo szybko - do milionéw kopii w szeregu fancuchowo
nastepujgcych po sobie reakcji. Zalety tej metody sg szczegolnie widoczne przy
opracowywaniu testéw klinicznych lub w medycynie sadowej (34), gdzie czesto mamy
do dyspozycji wyjatkowo mate ilosci DNA (np. po wydzieleniu z paru cebulek
wiosowych lub skrawkoéw tkanek). Stata sie ona w chwili obecnej istotng czescig
nowoczesnych systemow diagnostycznych. Wykorzystano jg np. przy analizie DNA
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pacjentéw wykazujacych niedobdér o(,-antytrypsyny (35), a w wersji nieizotopowej w
prenatalnej analizie anemii sierpowatej za pomocg sondy firmy Cetus (USA), niosacej
reszty biotyny i psolarenu (34) (patrz czes¢ | artykutu).

Podsumowujac, autorzy pragna podkresli¢ stale rosnace zapotrzebowanie | coraz
szersze mozliwosci zastosowan dla nieizotopowych sond DNA i RNA. Dotyczy to
zaréwno rutynowych testéw na potrzeby medycyny (w badaniach choréb zakaznych,
genetycznych, onkologicznych | w medycynie sadowej), jak i rolnictwa, np. w testach
wykrywajgcych obecnos¢ wiruséw czy wiroldéw (36).
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Summary

Non-radioisotopic detection methods of DNA and RNA and their
application in contemporary medical and agricultural diagnostics.
Part Il

In this review we have summarized the principles of commercially available non”®

radioisotopic detection systems and their application in medical and agricultural
studies. We also gave some examples of the latest promising results which are
supposed to be used in commercially available detection systems in the near future.
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