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						Techniki molekularne odgrywają coraz większą rolę w diagnostyce 
					
				

				
					
						chorób zakaźnych. Pozwalają one na szybkie wykrywanie i charakteryzo
					
				

				
					
						wanie różnych patogenów oraz umożliwiają szerokie badania epidemio-
					
				

				
					
						logiczne. Prowadzone są one w oparciu o dwa zasadnicze typy metod -
					
				

				
					
						techniki hybrydyzacyjne z wykorzystaniem swoistych sond molekularnych 
					
				

				
					
						oraz amplifikację DNA w łańcuchowej reakcji polimerazy PCR, po
					
				

				
					
						łączoną z szczegółowymi analizami różnic polimorficznych. 
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						chowa reakcja polimerazy 
					
				

				
					
						Key words: infectious diseases, molecular diagnosis, DNA hybridization, polymerase chain 
					
				

				
					
						reaction (PCR) 
					
				

			

			
				
					
						Metody biologii molekularnej bardzo szybko znalazły zastosowanie w szeroko rozu
					
				

				
					
						mianej diagnostyce medycznej. Ich stosowanie w testach analitycznych staje się coraz 
					
				

				
					
						większe, niekiedy wręcz nieodzowne. Można przypuszczać, iż w ciągu najbliższych lat 
					
				

				
					
						nastąpi powszechne wprowadzenie metod molekularnych do standardowej, rutynowej 
					
				

				
					
						praktyki diagnostycznej. Ich wykorzystanie jest najszersze, oprócz genetyki i onkologii, 
					
				

				
					
						w rozpoznawaniu i różnicowaniu chorób zakaźnych. Pozwalają one na szybkie wykry
					
				

				
					
						wanie i charakteryzowanie patogenów oraz umożliwiają szerokie badania epidemiolo
					
				

				
					
						giczne. Należy podkreślić, iż diagnostyka molekularna nie zastępuje klasycznych metod 
					
				

				
					
						bakteriologicznych, biochemicznych czy immunologicznych; ona je w istotny sposób 
					
				

				
					
						uzupełnia i poszerza. 
					
				

				
					
						Oznaczenia molekularne prowadzone są w oparciu o zasadnicze dwa typy me
					
				

				
					
						tod: techniki hybrydyzacyjne, łączące analizę restrykcyjną z wykorzystaniem swoistych 
					
				

				
					
						sond molekularnych oraz amplifikację DNA w łańcuchowej reakcji polimerazy (ang. 
					
				

				
					
						Polymerase Chain Reaction
						 - PCR). 
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						ANALIZA KWASÓW NUKLEINOWYCH PRZEZ HYBRYDYZACJĘ 
					
				

			

			
				
					
						Hybrydyzacja kwasów nukleinowych jest bardzo szerokim pojęciem, opisującym 
					
				

				
					
						wszystkie zjawiska, kiedy to powstają stabilne struktury dwuniciowe z cząsteczek poje
					
				

				
					
						dynczych łańcuchów polinukleotydowych o wzajemnie komplementarnych sekwen
					
				

				
					
						cjach. Hybrydyzacja może zachodzić pomiędzy dowolnymi dwoma jednoniciowymi 
					
				

				
					
						łańcuchami kwasów nukleinowych (DNA:DNA, DNA:RNA lub RNA:RNA), także 
					
				

				
					
						w sytuacji, kiedy krótkie odcinki oligonukleotydowe asocjują do długich łańcuchów 
					
				

				
					
						rybo- lub deoksyrybonukleinowych. Dotyczy to również kwasów nukleinowych pato
					
				

				
					
						genów infekcyjnych. Test hybrydyzacyjny pozwala nie tylko na detekcję cząsteczek 
					
				

				
					
						o komplementarnych sekwencjach (są, lub ich nie ma), ale także może być wykorzy
					
				

				
					
						stywany jako pomiar ilości patogennych łańcuchów DNA lub RNA, zawierających 
					
				

				
					
						odcinki o określonej sekwencji, w mieszaninie fragmentów o innych sekwencjach (na 
					
				

				
					
						„tle" kwasów nukleinowych zainfekowanych komórek). W tym celu należy dysponować 
					
				

				
					
						jednoniciowym fragmentem DNA, o dokładnie znanej kolejności nukleotydów. Powi
					
				

				
					
						nien on być komplementarny do sekwencji występującej w kwasie nukleinowym pato
					
				

				
					
						genu (DNA lub RNA), który chcemy wykryć lub ocenić ilościowo. Taki wzorcowy 
					
				

				
					
						fragment DNA można otrzymanać na drodze określonych zabiegów molekularnych 
					
				

				
					
						(np. klonowanie), ale też często bywa syntetyzowany chemicznie. Jeżeli omawiany 
					
				

				
					
						fragment dodatkowo wyznakujemy, to będzie on mógł pełnić rolę tzw. sondy moleku
					
				

				
					
						larnej. Znakowanie najczęściej wykonuje się poprzez wprowadzenie radioizotopu
					
					
						 32
					
					
						P 
					
				

				
					
						w miejsce nieradioaktywnych atomów fosforu. Przy stosowaniu tego typu sond metodą 
					
				

				
					
						wykrywania sygnałów po hybrydyzacji jest bezpośrednia autoradiografia. Ostatnio coraz 
					
				

				
					
						powszechniejszej znakuje się sondy technikami nieradioaktywnymi, polegającymi na 
					
				

				
					
						dołączaniu do nich biotyny, digoksygeniny lub fluorochromów. Produkty hybrydyzacji 
					
				

				
					
						wykrywane są wtedy w procesach dwustopniowych - w pierwszym etapie używa się 
					
				

				
					
						skierowanych przeciwko biotynie czy digoksygeninie przeciwciał, dodatkowo skoniugo-
					
				

				
					
						wanych z enzymami takimi, jak peroksydaza chrzanowa lub alkaliczna fosfataza. 
					
				

				
					
						W drugim etapie enzymy te, w obecności odpowiednich substratów, powodują reakcje 
					
				

				
					
						barwne lub wywołują zjawisko chemiluminescencji. 
					
				

				
					
						Hybrydyzacji z sondami molekularnymi można poddawać całkowity DNA lub RNA, 
					
				

				
					
						wyizolowany z badanego materiału, unieruchamiany na nylonowych lub nitrocelulozo
					
				

				
					
						wych błonach w formie plam (ang.
						 dot blotting).
						 Detekcja sygnału świadczy o rozpoz
					
				

				
					
						naniu przez sondę komplementarnej sekwencji nukleotydowej, dowodząc istnienia 
					
				

				
					
						w badanym materiale obcego gatunkowo, patogennego kwasu nukleinowego. W tym 
					
				

				
					
						typie hybrydyzacji możliwa jest sytuacja odwrotna, kiedy to sonda jest unieruchomiona 
					
				

				
					
						na trwałym podłożu, a badany materiał dodawany jest w roztworze hybrydyzacyjnym. 
					
				

				
					
						Hybrydyzacja typu „dot blot" znajduje ograniczone zastosowanie, gdyż jej czułość może 
					
				

				
					
						być niewystarczająca. 
					
				

				
					
						Inną metodę hybrydyzacji, pozwalającą na bardziej precyzyjną identyfikację ok
					
				

				
					
						reślonego fragmentu DNA, opracował w 1975 r. E. Southern. Łączyła ona trawienie 
					
				

				
					
						DNA przez wybrane nukleazy restrykcyjne (enzymy przecinające DNA w obrębie 
					
				

				
					
						ściśle określonych kilkunukleotydowych sekwencji palindromowych), rozdział elektro-
					
				

				
					
						foretyczny otrzymanych fragmentów w żelu agarozowym i przeniesienie ich - po 
					
				

				
					
						denaturacji - z żelu na błonę nitrocelulozową (ang.
						 Southern blotting)
						 z klasyczną 
					
				

				
					
						procedurą hybrydyzacyjną. Proces elektroforezy zapewniał „rozciągnięcie" pod 
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						383 
					
				

			

			
				
					
						względem długości fragmentów DNA wytworzonych działaniem restryktaz, a tym sa
					
				

				
					
						mym w stały sposób porządkował analizowany materiał. Należy podkreślić, że przy 
					
				

				
					
						zastosowaniu silnie wyznakowanych sond molekularnych, czułość omawianej techniki 
					
				

				
					
						jest bardzo wysoka (~ 0,1 pg DNA). Hybrydyzacja Southerna umożliwia ponadto 
					
				

				
					
						badanie polimorfizmu długości fragmentów restrykcyjnych DNA - RFLP (ang.
						 Restri-
					
				

				
					
						ction Fragment Length Polymorphism).
						 Polimorfizm ten może mieć charakter naturalny, 
					
				

				
					
						ale jego przyczyną mogą też być zmiany mutacyjne w DNA patogenu. W przypadku 
					
				

				
					
						badania RNA procedura oparta jest o podobną zasadę (tzw.
						 Northern blot). 
					
				

				
					
						Wymieniając różne techniki hybrydyzacji nie można pominąć metody, która w ostat
					
				

				
					
						nich latach zyskuje coraz większe uznanie. Chodzi tu o hybrydyzację i
						n situ.
						 Opraco
					
				

				
					
						wane zostały takie procedury utrwalania skrawków tkankowych i rozmazów cytolo
					
				

				
					
						gicznych, że kwasy nukleinowe (głównie DNA, w tym także DNA patogenów), tkwiące 
					
				

				
					
						w strukturze komórkowej, są zdolne do hybrydyzacji z sondami molekularnymi. Sondy 
					
				

				
					
						te mogą być wyznakowane izotopowo lub fluorochromami, a obrazy po hybrydyzacji 
					
				

				
					
						analizowane są autoradiograficznie lub oglądane są pod mikroskopem fluorescencyj
					
				

				
					
						nym. Stąd też w tym drugim przypadku nazwa metody - hybrydyzacja FISH
						 (Fluores-
					
				

				
					
						cence in Situ Hybrydization). 
					
				

			

			
				
					
						ANALIZY KWASÓW NUKLEINOWYCH OPARTE O REAKCJĘ PCR 
					
				

			

			
				
					
						żenie (amplifikację) do 10
					
					
						6
					
					
						-10
					
					
						9
					
					
						 razy wyjściowej liczby kopii odpowiedniego fragmentu 
					
				

				
					
						DNA o długości od kilkudziesięciu do kilkunastu tysięcy (!) par zasad. Koniecznym 
					
				

				
					
						warunkiem jest jedynie znajomość, przynajmniej częściowa, sekwencji nukleotydów obu 
					
				

				
					
						końców powielanego odcinka DNA. Jest to niezbędne do zaprojektowania sekwencji 
					
				

				
					
						tzw. starterów (ang.
						 primers).
						 One to, poprzez hybrydyzacje do właściwych im komple
					
				

				
					
						mentarnych sekwencji zdenaturowanego (a więc jednoniciowego), wyjściowego DNA 
					
				

				
					
						początkują proces syntezy jego ściśle zdefiniowanego odcinka. Syntezę prowadzą DNA 
					
				

				
					
						polimerazy zależne od DNA, najczęściej pochodzące z termostabilnych bakterii (np. 
					
				

				
					
						DNA Taq polimeraza izolowana z bakterii
						 Termus aąuaticus),
						 a więc oporne na 
					
				

				
					
						wysokie temperatury panujące w mieszaninie reakcyjnej. Pojedyncza reakcja odbywa 
					
				

				
					
						się w jednej probówce, w objętości 20-100
						 μl.
						 Generalnie reakcja PCR przebiega, przy 
					
				

				
					
						użyciu termocyklera - bloku grzejnego, w którym elektronicznie zmieniane są precy
					
				

				
					
						zyjnie i szybko temperatury, właściwe dla poszczególnych etapów procesu PCR. Odby
					
				

				
					
						wa się to w trzech, cyklicznie powtarzających się etapach - denaturacji (temperatura 
					
				

				
					
						90-95°C), hybrydyzacji starterów (40-65°C) i syntezy (temperatura ok. 72°C). Po 30 
					
				

				
					
						cyklach wyjściowa ilość namnażanego materiału wzrasta milion razy. W praktyce ozna
					
				

				
					
						cza to uzyskanie 0,2 -2,0 μg określonego fragmentu DNA. 
					
				

				
					
						Ponadto - w odróżnieniu od innych technik biologii molekularnej, np. analizy 
					
				

				
					
						restrykcyjnej i hybrydyzacji metodą Southerna - materiał wyjściowy do analizy PCR 
					
				

			

			
				
					
						Reakcja łańcuchowa polimerazy - PCR jest jedną z najbardziej efektownych i uży
					
				

				
					
						tecznych metod biologii molekularnej opracowanych w ostatnich latach. W dużym 
					
				

				
					
						stopniu wyparła ona wcześniejsze techniki molekularne, z powodu swej czułości, pro
					
				

				
					
						stoty, małej czasochłonności i stosunkowo niskich kosztów. W 1993 roku K. Mullis 
					
				

				
					
						otrzymał za technikę PCR nagrodę Nobla. Reakcja łańcuchowa polimerazy jest w pe
					
				

				
					
						wnym sensie odzwierciedleniem
						 in vitro
						 procesu replikacji materiału genetycznego 
					
				

				
					
						i umożliwia w trakcie kilkugodzinnego, pojedynczego procesu enzymatycznego namno
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						Nr 2 
					
				

			

			
				
					
						może zawierać DNA nawet w znacznym stopniu zdegradowany. Pozwala to na podda
					
				

				
					
						wanie badaniom śladowych ilości krwi, komórek hodowanych
						 in vitro,
						 śliny, moczu, 
					
				

				
					
						próbek pobranych w trakcie biopsji cienkoigłowej czy skrawków histopatologicznych 
					
				

				
					
						utrwalonych i zatopionych w parafinie. 
					
				

				
					
						Reakcję PCR stosuje się także do cDNA, uzyskanych przez przepisanie informacji 
					
				

				
					
						z RNA (np. materiału z RNA wirusów) na komplementarne łańcuchy polideoksyry-
					
				

				
					
						bonukleinowe na drodze reakcji katalizowanej przez odwrotną transkryptazę (RT). 
					
				

				
					
						W tym drugim przypadku mówimy o reakcji RT-PCR. Aktualnie wprowadzana jest 
					
				

				
					
						nowa technologia amplifikacji sterowanej transkrypcją TMA (ang.
						 transcription-mediated 
					
				

				
					
						amplification),
						 wykorzystująca enzymy RT i T7 RNA polymerazę do generowania 
					
				

				
					
						amplikonów RNA, identyfikowanych testem hybrydyzacyjnej protekcji w reakcji lumi-
					
				

				
					
						nescencyjnej. Technika ta jest czulsza od RT-PCR o jeden rząd wielkości. 
					
				

				
					
						Opracowano rozliczne modyfikacje podstawowej procedury PCR, jak np. „gniazdo
					
				

				
					
						wy - ang.
						 nested
						 -
						 PCR"
						 (po pierwotnej reakcji następuje kolejna, w której stosuje się 
					
				

				
					
						startery zlokalizowane bliżej środka powielanego fragmentu DNA; uwiarygadnia to 
					
				

				
					
						swoistość namnażanego produktu), RAPD-PCR (ang.
						 Rapid Amplification of Polymor-
					
				

				
					
						phic DNA;
						 technika powielania polimorficznych fragmentów DNA z zastosowaniem 
					
				

				
					
						losowo wybranych starterów; dostarcza to danych typu „odcisku palca" patogenu), czy 
					
				

				
					
						„multipleks PCR", gdzie reakcja prowadzona jest równocześnie z kilkoma parami 
					
				

				
					
						starterów swoistych dla różnych genów. 
					
				

				
					
						Produkty otrzymywane w reakcjach PCR/RT-PCR poddaje się ocenie elektrofore-
					
				

				
					
						tycznej w żelu agarozowym lub poliakrylamidowym. W termocyklerach najnowszej 
					
				

				
					
						generacji ilość amplifikowanego produktu, wyznakowanego fluorescencyjnie, jest mie
					
				

				
					
						rzona w czasie rzeczywistym przez specjalne systemy detekcyjne (tzw.
						 real-time PCR). 
					
				

				
					
						Bezpośrednie wyniki reakcji PCR i RT-PCR mogą nieść istotną informację diagno
					
				

				
					
						styczną - np. wskazują na obecność obcych kwasów nukleinowych - wirusów, bakterii, 
					
				

				
					
						grzybów i innych pasożytów. 
					
				

				
					
						Reakcja PCR może być także przydatna do wykazania w powstałym produkcie 
					
				

				
					
						subtelnych zmian, nie ujawniających się w prostym teście elektroforetycznym, np.: 
					
				

				
					
						różnic polimorficznych lub mutacyjnych w określonych genach badanych patogenów. 
					
				

				
					
						Sprzęga się wtedy proces amplifikacji z innymi technikami molekularnymi, jak analiza 
					
				

				
					
						restrykcyjna - PCR-RFLP czy hybrydyzacja - PCR-ASO (sonda swoista do określonej 
					
				

				
					
						sekwencji; ang.
						 Allele Specific Oligonucleotide).
						 Stosuje się także swoiste metody elek-
					
				

				
					
						troforetyczne - analiza PCR-SSCP (badanie zmian konformacji jednoniciowego DNA; 
					
				

				
					
						ang.
						 Single Stranded Conformational Polymorphism),
						 czy analiza w żelach z gradientem 
					
				

				
					
						czynnika denaturującego - DGGE (ang.
						 Denaturing Gradient Gel Electrophoresis). 
					
				

				
					
						Najbardziej wiarygodne wyniki przynosi sekwencjonowanie - najczęściej automaty
					
				

				
					
						czne ustalanie kolejności nukleotydów w analizowanym fragmencie kwasu nukleinowe
					
				

				
					
						go. Zwykle stosowana jest technika Sangera, polegająca na hamowaniu wydłużania 
					
				

				
					
						nowych łańcuchów polideoksyrybonukleotydowych, syntetyzowanych na matrycy sek-
					
				

				
					
						wencjonowanego DNA, przez dideoksyrybonukleotydy. Znaczącym przełomem było 
					
				

				
					
						wprowadzenie w ostatnich latach tzw. cyklicznego sekwencjonowania DNA (ang.
						 cycle 
					
				

				
					
						sequencing).
						 Technika ta pozwala bezpośrednio analizować produkt reakcji PCR. 
					
				

				
					
						W metodach sekwencjonowania końcowy proces rozdziału elektroforetycznego i de-
					
				

			

		

		
			
				
					
						Nr 2 
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						385 
					
				

			

			
				
					
						tekcja uzyskanego obrazu przeprowadzane są automatycznie, a wyniki opracowywane 
					
				

				
					
						komputerowo. 
					
				

				
					
						Coraz częściej opracowywane są testy PCR/RT-PCR o charakterze ilościowym. 
					
				

				
					
						Diagnostyczne znaczenie takich testów wynika z faktu, że umożliwiają one precyzyjne 
					
				

				
					
						ustalania, np. ilości danego wirusa przypadające na określoną ilość badanego materiału. 
					
				

				
					
						Wprowadzenie do medycyny nowoczesnych metod biologii molekularnej przyczyniło 
					
				

				
					
						się nie tylko do ogromnego postępu w diagnostyce i terapii rozlicznych chorób, ale 
					
				

				
					
						wniosło ze sobą także szereg zagrożeń. Paradoksalnie, jednym z nich jest niewiarygodna 
					
				

				
					
						czułość stosowanych technik, jak np. reakcji PCR. Może bowiem dochodzić w trakcie 
					
				

				
					
						przeprowadzania procesów amplifikacyjnych do licznych kontaminacji („zakażeń"), tj. 
					
				

				
					
						dostania się wcześniej namnożonego materiału do prób, nie zawierających badanych 
					
				

				
					
						sekwencji. Ryzyko fałszywie dodatnich wyników zmusza do specjalnej organizacji pracy 
					
				

				
					
						w pracowniach PCR i do przestrzegania szczególnych zabezpieczeń w trakcie wykony
					
				

				
					
						wania czynności doświadczalnych. 
					
				

			

			
				
					
						INNE METODY AMPLIFIKACJI KWASÓW NUKLEINOWYCH
						 IN VITRO 
					
				

				
					
						Poza metodą PCR opracowane zostały inne techniki zwielokrotniania ilości 
					
				

				
					
						DNA/RNA oraz metody wzmocnienia sygnału detekcji oznaczanego materiału, które 
					
				

				
					
						powoli znajdują szersze zastosowanie w diagnostycznych oznaczeniach o charakterze 
					
				

				
					
						rutynowym. Do tych pierwszych należą m. in.: 
					
				

				
					
						— reakcja łańcuchowa ligazy - LCR (ang.
						 Ligase Chain Reaction),
						 oraz 
					
				

				
					
						— reakcja amplifikacji jednoniciowego RNA, określana jako NASBA (ang.
						 Nucleic 
					
				

				
					
						Acid Sequence Based Amplification). 
					
				

				
					
						Amplifikacja sygnału detekcji, zwiększająca czułość oznaczenia, to efekt wiązania 
					
				

				
					
						znakujących sondy ligandów (barwniki fluorescencyjne, digoksygenina czy biotyna) ze 
					
				

				
					
						swoistymi przeciwciałami skoniugowanymi z enzymem (np. fosfatazą alkaliczną czy 
					
				

				
					
						peroksydazą), przy udziale którego, w obecności odpowiedniego substratu, zachodzi 
					
				

				
					
						reakcja kolorymetryczna lub chemiluminescencyjna. 
					
				

				
					
						Do złożonych metod wzmocnienia sygnału zaliczyć można: 
					
				

				
					
						— cykliczną reakcję sondy molekularnej CPR (ang.
						 Cycle Probe Reaction),
						 oraz 
					
				

				
					
						— metodę bDNA (ang.
						 branched DNA),
						 gdzie stosuje się sondy molekularne wiążące 
					
				

				
					
						hybrydyzowane DNA z rozgałęzionym, wyznakowanym DNA, pozwalającym na 
					
				

				
					
						detekcję minimalnych ilości oznaczanego materiału (komercyjne zestawy ozna
					
				

				
					
						czania DNA-HBV). 
					
				

			

			
				
					
						PRZYKŁADY ZASTOSOWAŃ DIAGNOSTYKI MOLEKULARNEJ W CHOROBACH 
					
				

				
					
						INFEKCYJNYCH 
					
				

				
					
						Dopiero opracowanie metody PCR oraz szeregu technik sekwencjonowania DNA 
					
				

				
					
						pozwoliło na takie poznanie genomów mikroorganizmów, że analizy molekularne 
					
				

				
					
						w diagnostyce chorób infekcyjnych i inwazyjnych stały się badaniami z wyboru. Zna
					
				

				
					
						lazły one szczególnie szerokie zastosowanie w szybkim wykrywaniu patogenów, 
					
				

				
					
						szczególnie takich, których hodowla
						 in vitro
						 (w celu późniejszej identyfikacji i różnico
					
				

				
					
						waniu) jest trudna lub długotrwała. I tak klasycznym przykładem zastosowań PCR 
					
				

				
					
						w wirusologii jest wykrywanie patogenu przed wystąpieniem objawów klinicznych, i to 
					
				

				
					
						z czułością 100 razy większą w porównaniu do metod hybrydyzacyjnych. Reprezenta-
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