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Streszczenie: Postep medycyny i zwiazany z tym postep technik biologii molekularne;j
stworzyty daleko idace mozliwosci kontrolowania i zapobiegania powiklaniom w prze-
biegu przewlektych chordéb wirusowych, takich jak zakazenia wirusowe watroby oraz wi-
rusem ludzkiego niedoboru odpornosci (HIV) Jeszceze kilkanascie lat wstecz niemozliwe
byto doktadne kontrolowanie poziomu wiremii oraz serokonwersji wirusa HBV podczas
zakazen. Od kilku lat istnieja juz w petni wystandaryzowane i wykorzystywane w dia-
gnostyce metody biologii molekularnej, potwierdzajace zakazenia HCV, HBV oraz HIV
nawet podczas nieobecnosci przeciwcial we krwi pacjenta, wykrywajace bezposrednio
obecnos$¢ genomu wirusa. Coraz czgSciej wykorzystuje si¢ rowniez techniki pozwalajace
monitorowanie stanu zakazenia oraz szybkie reagowanie na zmiany zachodzace w orga-
nizmie zakazonego. Do wyzej wymienionych technik nalezy przede wszystkim odmiana
reakcji PCR, czyli iloéciowy PCR w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR) czy sekwen-
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cjonowanie kwasow nukleinowych. Kazda z tych technik pozwala nie tylko na wykry-
cie zakazenia na poziomie dotychczas nieosiagalnym, lecz rowniez na jego skuteczne
obserwowanie i skuteczne leczenie. Przy pomocy reakcji Real-Time PCR mozliwe jest
okreslenie ilosci czastek wirusa w badanej jednostce objgtosci krwi. Technika sekwen-
cjonowania pozwala na dokladne okreslenie typu wirusa, a co za tym idzie zjadliwos$ci.
Wszystkie te techniki wzigte razem pozwalaja na doktadne okreslenie ilo$ci wirusow we
krwi oraz na skuteczng walke z nimi.

Stowa kluczowe: ELISA, PCR, Real-Time PCR, sekwencjonowanie, hybrydyzacja, in-
fekcje wirusowe

Kazda z chorob zakaznych, na jakie w ciagu catego zycia moze zachorowac czto-
wiek, charakteryzuje si¢ pewnymi cechami statymi:

— inwazja czynnika zakaznego do organizmu,

— rozpoznanie obcego — potencjalnie groznego dla organizmu czynnika,

— reakcja uktadu immunologicznego — obrona nieswoista i zniszczenie pato-

genu,

— przejscie obrony nieswoistej w swoista i zniszczenie patogenu,

— przewlekly stan zapalny.

Jeszcze kilkanascie lat wstecz nie byly znane metody pozwalajace na
monitorowanie obecno$ci czynnika zakaznego na kazdym z etapéw choroby.
W szczegdlnosci dotyczy to stanu przewlektego, gdy nie wiadomo, czy zasto-
sowana terapia jest skuteczna. Do niedawna (i dzi$§ réwniez) w pewnym stopniu
bylo to mozliwe poprzez okreslanie obecnos$ci i poziomu przeciwciat skierowa-
nych przeciwko danemu wirusowi/bakterii z zastosowaniem metody ELISA.
Lecz nie zawsze jest to mozliwe w przypadku, gdy czynnikiem zakaznym jest
mikroorganizm, ktory ,.,chowa sig” przez uktadem odpornosci wykorzystujac ku
temu kilka mechanizmow, takich jak:

— obecno$¢ na powierzchni patogenu biatek tudzaco podobnych do noszo-
nych przez komorki cztowieka,

— zakazanie bezposrednio komdrek uktadu odpornosci,

— zakazanie komorek uktadu nerwowego, do ktorych uktad odpornosci nie
ma dostepu,

— wolny rozw6j wewnatrz komorek narzadow.

Czynniki te powoduja, ze po krotkim okresie wczesnego zakazenia, gdy
patogen jest obecny we krwi i sa ku niemu produkowane przeciwciala, niemozli-
we jest stwierdzenie, czy organizm zostat zaatakowany przez grozna chorobe czy
tez byt to epizod przezigbienia.

Przewlekte zakazenia sa domena zaréwno bakterii, jak i wiruséw. Po-
mimo, ze do schorzen przewlektych ze strony bakterii mozna zaliczy¢ takie
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grozne choroby, jak gruzlica, zapalenie wsierdzia czy przewlekle zapalenie
prostaty, to duzo grozniejsze sa przewlekle zakazenia spowodowane przez wi-
rusy. Zalicza si¢ tu cztery rodzaje zakazen, ktore zgodnie z dzisiejszym stanem
wiedzy, sa szczegolnie trudne badz niemozliwe do catkowitego wyleczenia.
Naleza tu zakazenia wirusami HIV, HCV, HBV i HPV. Nalezy zauwazy¢, ze
zakazenia wirusem HBV i HPV w wigkszo$ci przypadkéw (okoto 90% w przy-
padku HBV i 80% w przypadku HPV) koncza sig¢ wyleczeniem przy pomocy
farmakoterapii badz samowyleczeniem. Pomimo tak wysokiej liczby wyleczen,
w obregbie wirusa HPV istnieja typy, ktore w mniejszym badz wigkszym stopniu
moga powodowac rozwoj nowotworu (tak zwane typy niskiego i wysokiego
ryzyka). Natomiast zakazenie HBV moze rowniez przej$¢ w forme przewle-
kta gdy organizm nie wyeliminuje wirusa z krwi, a jego genom zintegruje si¢
z ludzkim DNA.

Doktadna analiza zakazen przewlektych, obejmujaca stosowane nowocze-
sne metody diagnostyki zakazen wirusowych, umozliwiajace rowniez monitoro-
wanie stanu pacjenta podczas leczenia, to niewatpliwie bardzo wazne osiagnigcie
medycyny ostatnich dziesigcioleci w tym zakresie.

Analize i pdzniejsze monitorowanie zakazenia przewlektego mozna po-
dzieli¢ na kilka etapow. Sa to:

— badanie przesiewowe i rozpoznanie,

— potwierdzenie (ztoty standard),

— oznaczenie typu (szczepu),

— oznaczenie ilosciowe,

— leczenie (oznaczenie typu/szczepu),

— oznaczenie iloSciowe,

— kontynuacja leczenia badz zaprzestanie w przypadku wyeliminowania
choroby.

Przesiewowe badania zakazen wirusowych pozwalaja na ich wykrywanie
w chwili, gdy w krwi obecne sa przeciwciata skierowane przeciwko konkret-
nemu patogenowi lub biatka strukturalne okreslonego wirusa. Jednymi z naj-
powszechniej stosowanych metod przesiewowych sa metody immunoenzyma-
tyczne typu ELISA, czyli metody immunosorpcji konjugowanych enzymow
(enzyme-linked immunosorbent assay) [1]. Sa one obecnie do$¢ rozbudowa-
na grupa metod analitycznych o do$¢ duzej czulosci, specyficznosci i bardzo
szerokim spektrum zastosowan. U podstaw metody leza specyficzne reakcje
miedzy antygenem i przeciwciatem. W zaleznos$ci od warunkéw mozna stoso-
wacé zaré6wno antygen czy przeciwciato nieznakowane, jak i koniugowane ze
znacznikami enzymatycznymi. ELISA kompetycyjna (competitive) stosowana
jest do antygendw, ktore maja jeden epitop, tj. fragment rozpoznawany przez
specyficzne przeciwciato, natomiast ELISA niekompetycyjna (non-competiti-
ve), przeznaczona jest do wykrywania obecnos$ci réwniez wigkszych antyge-
now [1]. Ponadto, w zalezno$ci od sposobu przeprowadzenia reakcji i rodzaju
uzytych przeciwcial, wyro6znia si¢:
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— metody bezposrednie, z uzyciem przeciwciala bezposrednio skierowanego
w stosunku do badanego antygenu, znakowanego enzymem,

— metody posrednie dwu- i trzystopniowe, z uzyciem wtérnych przeciwciat
koniugowanych najczesciej ze znacznikami, wyprodukowanych w stosun-
ku do przeciwciat pierwotnych.

Do najczesciej stosowanych metod naleza: ELISA bezposrednia kompety-
cyjna (direct competitive ELISA), posrednia nieckompetycyjna (indirect competi-
tive ELISA), test wykrywania specyficznych przeciwciat (antibody class capture
ELISA) oraz ELISA kanapkowa (double antibody sandwich ELISA) [1].

Nalezy tu roéwniez zauwazyC, ze umiejetnos¢ sprzegania przeciwciata
z fluorochromem badz enzymem stata si¢ podstawa do identyfikacji roznych cho-
rob nie tylko wirusowych. Istnieje cata gama technik pozwalajacych rozpoznaé
schorzenie postugujac si¢ rowniez preparatami mikroskopowymi (immunohisto-
chemia).

Jesli wynik testu przesiewowego jest pozytywny, w dalszej kolejnosci uzy-
skany wynik potwierdza si¢ wysoce czulymi metodami uznanymi za tzw. ztoty
standard. W zalezno$ci od typu wirusa, za zloty standard przy zakazeniach przyj-
muje si¢: HIV — Real-Time PCR; HBV, HCV — Real-Time PCR; HPV — southern
blot.

Nalezy zwrdci¢ uwage, ze zakazenia wyzej wymienionymi wirusami wy-
krywane sa najczesciej w poznej fazie choroby i wymienione metody stosuje
si¢ rowniez do potwierdzen zakazen chronicznych, a w trakcie leczenia rowniez
uzywa si¢ metody Real-Time PCR lub rzadziej cytofluorymetrii przepltywowe;j
albo sekwencjonowania. Preparaty histologiczne uzyskane z bioptatu moga by¢
rowniez uzyte do badan metoda ELISA lub sekwencjonowania.

Technika hybrydyzacji kwasow nukleinowych, jakkolwiek wypierana
obecnie przez metode PCR, byla uznawana do niedawna za ztoty standard ze
wzgledu na mozliwos¢ stwierdzenia obecnosci i/lub identyfikacji wielu biatek
wirusa (western blot) lub jego kwasow nukleinowych (southern blot). Metoda
hybrydyzacji opiera si¢ na zjawisku taczenia si¢ rozdzielonych poprzez elektro-
foreze bialek (western blot) lub kwasow nukleinowych (nothern blot, southern
blot) w kompleksy, w ktorych jedna czasteczka jest ,,sonda molekularna”, a druga
fragmentem DNA lub bialka patogenu [2].

Metoda western blot sktada si¢ z kilku etapoéw. Pierwszy etap polega na
uzyskaniu homogenatu komérkowego lub ekstraktu biatkowego i uwolnieniu
biatek komorkowych z badanego preparatu. Nastepnie przeprowadza si¢ elek-
troforeze probek na denaturujacym zelu poliakrylamidowym, co daje w efekcie
rozdziat wszystkich biatek z uzyskanego ekstraktu lub homogenatu wedtug ich
masy czasteczkowej. Nastepnym etapem jest przeniesienie bialek na odpowied-
nia membrang wykonana najczesciej z nitrocelulozy. Niekiedy stosowany jest
tak zwany transfer kapilarny poprzez umieszczenie membrany pomi¢dzy zelem
a stosem fragmentéw bibuly, ktére zasysajac bufor z zelu, powoduja naniesie-



NAJNOWSZE TECHNIKI BIOLOGII MOLEKULARNE]J W PROFILAKTYCE... 63

nie bialek ekstraktu na membrang [2]. Do przeniesienia biatek na membrang
mozna wykorzysta¢ rowniez pole elektryczne. Wtedy jest mozliwe postuzenie
si¢ tzw. elektrotransferem. Kolejnym etapem jest zabezpieczenie membrany
przed niespecyficznym wiazaniem si¢ do niej przeciwciat, czyli blokowanie.
Blokowanie zachodzi podczas inkubacji membrany w roztworze albuminy
z surowica wotowa lub odtluszczonym mlekiem oraz detergentem Tween.
Po zakonczeniu blokowania inkubuje si¢ membrang¢ w roztworze przeciwciat
lub antygendéw. Zwykle stosuje si¢ dwa przeciwciala. Pierwsze to przeciwcia-
lo pierwszorzedowe ktore wiaze si¢ specyficznie z poszukiwanym biatkiem.
Poniewaz pierwsze przeciwciato jest dodawane w duzej iloSci, jego nadmiar
nalezy doktadnie usuna¢ przez odptukanie odpowiednim buforem. Nastegpnie
wykonuje si¢ blokowanie niespecyficznych miejsc wiazacych na membranie,
ktoére mogty pozosta¢ po odplukaniu pierwszego przeciwciata, po czym podaje
si¢ roztwor drugiego (drugorzedowego) przeciwciata skierowanego przeciwko
przeciwciatu pierwszorzedowemu. Przeciwciato pierwszorzedowe wiaze sig
z przeciwciatem drugorzedowym, ktore jest znakowane, co umozliwia jego de-
tekcje. Elementem znakujacym moze by¢ radioizotop, barwnik fluorescencyjny
lub enzym katalizujacy. W zaleznos$ci od stosowanego barwnika efekt reakcji
oglada si¢ na kliszy, bezposrednio na membranie lub przy pomocy detektora
CCD sprzezonego z kamera lub aparatem fotograficznym. Mozliwe jest row-
niez znakowanie przeciwciata pierwszorzedowego, lecz ze wzgledu na niska
czutos$é, jest to rzadziej stosowane [2].

Odmiana techniki western blot jest wariant, w ktérym w badanym mate-
riale (np. surowica) okresla si¢ obecnos¢ przeciwcial wytworzonych przeciwko
antygenom poszukiwanego patogenu (przeciwciata z badanej surowicy traktu-
je sie wtedy jako odpowiednik przeciwcial pierwszorzedowych). Reakcje taka
mozna przeprowadza¢ technika western blot, jednakze czg$ciej wykorzystuje si¢
metode ELISA.

Podobna metoda, stuzaca do wykrywania obecnosci specyficznych frag-
mentéw DNA, jest southern blot. Metoda ta uznana zostata jako ztoty standard
przy wykrywaniu infekcji HPV, cho¢ obecnie jest zastgpowana z duzym powo-
dzeniem przez metode Real-Time PCR, pozwalajaca na identyfikacje nie tylko
typéw wirusa, ale rowniez na okreslenie aktywnosci niektorych wysokoonko-
gennych typow (np. 16, 18) poprzez wykrywanie obecnosci mRNA wirusowego
powstajacego w trakcie replikacji wirusa [3].

Podczas przeprowadzania reakcji southern blot izoluje si¢ z badanego
materiatu catkowite DNA, ktore nastepnie tnie si¢ na fragmenty uzywajac do
tego celu enzymow restrykcyjnych. Taka mieszaning fragmentow DNA o rdznej
dhugosci rozdziela si¢ wedlug wielkosci na zelu agarozowym badz poliakryla-
midowym. Nastepnie zel umieszcza si¢ w buforze alkaicznym. Alkalizacja §ro-
dowiska powoduje, ze DNA ulega denaturacji, czyli rozdzieleniu na pojedyncze
nici. W roztworze alkalicznym przeprowadza si¢ rOwniez nastepny etap, czyli
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przeniesienie (transfer) DNA z zelu na filtr nitrocelulozowy lub btong nylonowa.
Transfer moze by¢ wspomagany poprzez nalozenie na filtr silnie nasiakajace-
go materiatu (np. fragmentoéw bibuty), co powoduje ,,zasysanie” buforu i jedno-
cze$nie przenoszenie zdenaturowanego DNA na btong nylonowa. Przenoszenie
mozna tez usprawnié i przyspieszy¢ przez przylozenie napigcia elektrycznego.
Poniewaz DNA posiada tadunek ujemny, bedzie przemieszczaé si¢ w kierunku
elektrody dodatniej. Po przeprowadzeniu transferu btong przenosi si¢ i zanurza
w roztworze z obecna sonda hybrydyzacyjna, sprzegnicta najczesciej z radioizo-
topem. Znakowanie najczesciej wykonuje si¢ wykorzystujac radioizotopy fosforu
wstawione w miejsce atomow nie wykazujacych promieniowania. Po przeprowa-
dzeniu hybrydyzacji odptlukuje si¢ nadmiar roztworu z sonda, a DNA uwidacznia
si¢ na kliszy lub w liczniku scyntylacyjnym. Powszechnie stosuje si¢ rowniez
techniki nieradioizotopowe w znakowaniu sond molekularnych, polegajace na
dolaczaniu biotyny lub digoksygeniny [3].

W momencie potwierdzenia dlugotrwatego zakazenia wirusem oraz
w przypadku udowodnionego §wiezego zakazenia, w celu dalszej diagnostyki
oraz monitorowania choroby mozna postuzy¢ si¢ dwiema metodami: sekwencjo-
nowaniem — w celu stwierdzenia, jakim typem/szczepem wirusa pacjent zostat
zakazony, oraz metoda Real-Time PCR — aby okresli¢ poziom wiremii.

W przypadku $wiezego wykrycia dlugotrwatej choroby wazniejsze jest
okreslenie wiremii i szybkie dziatanie farmakologiczne niz okreslanie szczepu.
W tym celu mozna zastosowaé¢ odmiang metody PCR, pozwalajaca na bardzo
doktadne okreslenie ilo$ci wirusa w badanej probce.

Technika PCR nalezy do najcze¢sciej obecnie stosowanych technik biolo-
gii molekularnej. W znaczny sposob przys$pieszyta ona uzyskiwanie wynikow
w pracach nad poznaniem struktury i funkcji genéw. Technika ta nie tylko umoz-
liwia specyficzna amplifikacje in vitro wybranych odcinkow DNA i RNA przy
zachowaniu wysokiej czulosci. Pozwala tez amplifikowaé DNA pojedynczych
gendw ponad milion i wigcej razy mimo obecnosci innych sekwencji. Mozliwo$¢
amplifikacji pojedynczych matryc daje réwniez tej metodzie przewage nad in-
nymi sposobami, podczas diagnostyki przewlektych zakazen wirusowych, gdzie
ilo$¢ matrycy (wirusowego materiatu genetycznego) niekiedy moze by¢ bardzo
znikoma [4].

Przy pomocy techniki PCR mozna nie tylko stwierdzi¢, czy poszukiwana
sekwencja znajduje si¢ w probce. Technika ta pozwala réwniez na szybkie na-
mnozenie okreslonego fragmentu DNA, o okreslonej dtugosci.

Caty proces reakcyjny odbywa si¢ w specjalnych urzadzeniach — termocy-
klerach, pozwalajacych na szybkie (nawet kilka stopni/sekundg), precyzyjne i cy-
kliczne zmiany oraz utrzymanie $cisle okreslonej temperatury w kazdej badane;j
prébee. Do kazdej badanej probki zawierajacej wyizolowany uprzednio materiat
genetyczny przed przeprowadzeniem reakcji dodaje si¢ dwodch krotkich odcin-
kow DNA, zwanych starterami (musza by¢ komplementarne do sekwencji okala-
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jacej z dwoch stron fragment, ktéry chee si¢ powieli¢), substraty do syntezy DNA
(trifosforany deoksyrybonukleozydow), enzym zdolny do jej przeprowadzania
(termostabilng polimeraze DNA) i odpowiedni bufor (roztwoér utrzymujacy stale
pH w probce), a takze jony magnezu Mg™ jako kofaktor polimerazy. Powstata
mieszanina umieszczana jest w termocyklerze. Na poczatku reakcji probka jest
podgrzewana (do okoto 95°C) w celu denaturacji i uzyskania jednoniciowego
DNA, a nastepnie szybko schtadzana do temperatury, w ktérej zachodzi przy-
faczanie starterow do odpowiedniej nici (miedzy 50 a 65°C). Poniewaz kazdy
starter ma w swoim skladzie rézne nukleotydy — temperatura przylaczania moze
by¢ inna dla kazdej stosowanej pary starterow. Nastepnie probka jest ponownie
podgrzewana do temperatury optymalnej dla dziatania polimerazy DNA (okoto
70°C), ktora wydtuza startery i dobudowuje druga ni¢ DNA od miejsca zakon-
czenia startera. Nastepnie caly cykl zmian temperatury powtarza si¢ okreslona
ilos¢ razy (18—45, w zaleznosci od ilosci dodanego DNA i typu reakcji) tak, aby
uzyska¢ odpowiednia ilo$¢ produktu do wizualizacji. Warunkiem zaj$cia catej re-
akcji jest komplementarno$¢ starterow do DNA znajdujacego si¢ w badanej prob-
ce [4]. Po zakonczeniu reakcji produkt lub produkty (niekiedy niespecyficzne)
poddawane sa rozdzialowi elektroforetycznemu w zelu agarozowym lub polia-
krylamidowym o odpowiedniej gestosci (z zaleznosci od dtugosci oczekiwanego
produktu reakcji). Pozwala to na sprawdzenie, czy w badanej prébce byto DNA/
RNA, do ktérego pasowaty startery oraz — jesli na zelu pojawi si¢ produkt — czy
jego dhugos¢ odpowiada opisanej przez producenta lub okreslonej podczas pro-
jektowania starterow. Do barwienia zeli agarozowych stosuje si¢ gtdwnie bromek
etydyny lub, rzadziej, SYBR Green — barwniki interkalujace si¢ migdzy dwie nici
DNA. Bromek etydyny daje r6zowo-pomaranczowa fluorescencje pod wplywem
promieniowania UV, SYBR Green daje barwe zielona. Produkty PCR rozdzie-
lane na zelach poliakryloamidowych uwidacznia si¢ stosujac gtownie barwienie
azotanem srebra oraz bromkiem etydyny.

Przy rozdziale mieszaniny reakcyjnej produktow PCR nalezy zastanowic
si¢ nad metoda rozdzialu. Stosowanie zeli poliakrylamidowych oraz barwienie
azotanem srebra daje mozliwo$¢ wykrycia fragmentéw DNA rdzniacych sie
o kilka nukleotydow, czego nie zapewnia rozdziat z uzyciem agarozy, gdzie ta-
two dostrzegalne réznice migdzy produktami reakcji PCR sa widoczne przy do-
piero kilkunastu-kilkudziesieciu nukleotydach. Ponadto zele poliakrylamidowe
mozna po wysuszeniu przechowywac, czego nie mozna wykona¢ z zelami aga-
rozowymi.

W przypadku wiruséw, ktére jako material genetyczny posiadaja RNA,
niezbedne jest przed reakcja PCR przeprowadzenie tak zwanej odwrotnej trans-
krypcji (RT), czyli ,,przepisania” RNA wirusa na DNA (tak zwane cDNA — kom-
plementarne DNA). W mieszaninie reakcyjnej uzywa si¢ wowczas specjalnej
polimerazy ,,odwrotnej transkryptazy” oraz tylko jednego startera. Sama reakcja
za$§ zachodzi w takim samym termocyklerze, jak w przypadku zwyktej reakcji
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PCR, z ta r6znica, ze stosuje si¢ tylko jedna temperature dla catej reakcji [5]. Po
przeprowadzeniu reakcji odwrotnej transkrypcji, jej produkty shuza jako matryca
dla normalnej reakcji PCR.

Majac na uwadze fakt, ze podczas przewlektej infekcji wirusowej liczba
kopii wirusa moze pod wptywem farmakoterapii ulega¢ znacznym wahaniom,
zaistniala potrzeba znalezienia metody, ktoéra pozwala na detekcje przede wszyst-
kim bardzo matych ilosci DNA/RNA wirusowego. Przed wynalezieniem metody
PCR, w czasie rzeczywistym dla detekcji matej ilosci matryc wirusow stuzyla i,
w dalszym ciagu jest stosowana, metoda Nested PCR (zagniezdzony PCR, we-
wnetrzny PCR). Metode zaprojektowano w celu zwigkszania czutosci standar-
dowej techniki PCR. Metoda polega na wykonaniu dwuetapowej amplifikacji,
w ktorej produkt amplifikacji uzyskany w pierwszej reakcji PCR, stanowi matry-
ce¢ powielang w drugim PCR, co znacznie zwigksza czulo$¢ metody, jednoczesnie
bez obnizenia jej specyficznosci. W drugim etapie wykorzystuje si¢ pary star-
terow zlokalizowane wewnatrz fragmentu DNA powielonego przy pierwszym
PCR. Nazywa si¢ je starterami wewngtrznymi — dla odroznienia od pierwszej
pary starteréw, okreslanej mianem starterow zewnetrznych. Do reakcji Nested
PCR uzywa si¢ tych samych odczynnikéw, co do standardowego PCR, z jedna
roznica, polegajaca na uzyciu innych starterow. Zaleta tej metody jest bardzo wy-
soka czuto$¢ i niskie koszty. Wada — mozliwos¢ tatwego zanieczyszczenia probki
1 uzyskania niespecyficznych produktow. Niemniej metode ta wykorzystuje si¢
z powodzeniem w wielu laboratoriach diagnostycznych i naukowych ze wzgledu
na wysoki koszt zakupu urzadzenia do reakcji Real-Time [4].

Najbardziej dzi§ zaawansowang technika PCR, jest tak zwany Real-Time
PCR, czyli PCR w czasie rzeczywistym. Jest to metoda iloSciowa, ktéra pozwala
na obserwacje¢ amplifikacji w czasie rzeczywistym, gdzie podczas reakcji, wraz
z przyrostem ilosci produktow PCR, wzrasta intensywno$¢ fluorescencji barw-
nika rejestrowanej przez detektor. Odzwierciedlone jest to w postaci wykresu na
monitorze komputera [5]. Glownym zastosowaniem tej metody jest okreslenie
liczby czasteczek wiruséw w materiatach klinicznych. Metoda umozliwia row-
niez monitorowanie postepoOw leczenia. Okres§lenie wyjsciowego poziomu wi-
remii jest wskazaniem koniecznym do rozpoczgcia wiasciwego leczenia, a pdz-
niejsze monitorowanie stanu pacjenta warunkuje jego terapi¢ [6]. Mechanizm
dziatania techniki Real-Time PCR polega badz na uzyciu barwnika wbudowuja-
cego si¢ pomiedzy nici DNA podczas reakcji i §wiecacego po naswietleniu wiaz-
ka $wiata o okreslonej dtugosci (np. SYBR Green), badz na uzyciu specjalnie
skonstruowanych sond przypominajacych starter, lecz znakowanych fluorescen-
cyjnie. Taka sondg projektuje si¢ tak, azeby jej przyczepienie do matrycy zacho-
dzito pomiedzy miejscami przyczepienia si¢ starteréw. Do samej reakcji uzywa
si¢ tych samych odczynnikéw, co do standardowej reakcji PCR, z ta roznica,
ze dodatkowo dodaje si¢ do mieszaniny reakcyjnej sonde lub barwnik (obec-
nie wigkszos$¢ uzywanych sond jest typu TagMan, natomiast najpopularniejszym
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barwnikiem jest SYBR Green II). Barwnik uzywany do metody Real-Time PCR
jest niespecyficzny, co znaczy, ze jesli do probdéwki reakcyjnej dostanie si¢ obce
DNA, to nie bedzie wiadomo, z ktéorego materiatu pochodzi fluorescencja [7].
Zaleta za$ jest stosunkowo niski koszt. Ogoélnie, zaleta stosowania sond jest ich
wysoka specyficznos$¢ i brak zaleznosci od dlugosci produktu. Wada za§ wysoki
koszt powodowany przez konieczno$¢ syntezy osobnej sondy do kazdej nowe;j
matrycy.

Metoda Real-Time PCR szybko stata si¢ bardzo pozytecznym narze¢dziem
w rekach naukowcéw i diagnostow. Technika oznaczania obecnosci (ilosci) DNA
W czasie rzeczywistym pojawila si¢ na poczatku lat 90. XX w. W pierwszych do-
swiadczeniach do reakcji jako barwnika uzyto bromku etydyny i §wiatta UV, co
znacznie komplikowalo oznaczanie ilosci DNA (§wiatto UV niszczyto polimera-
zg, a bromek etydyny zaklocat dziatanie enzymu). W miare rozwoju techniki za-
czeto konstruowaé sondy molekularne znakowane innymi barwnikami oraz inne
rodzaje Swiatta do detekcji. Pierwsze komercyjne urzadzenia do urzadzenia do
reakcji Real-Time PCR zostaly wyprodukowane przez Applied Biosystems oraz
Roche. Prawie kazde urzadzenie do reakcji Real-Time jest wyposazone w termo-
cykler, dziatajacy na takich samych zasadach, jak przy klasycznej reakcji PCR.
Warto tu wspomnie¢ o zestawie do reakcji Real-Time, ktory jako zrdédlo ciepta
i chtodzenia wykorzystuje powietrze, a jako probowki reakcyjne specjalne kapi-
lary (Roche). Ponadto dla detekcji w czasie rzeczywistym urzadzenie do reakcji
Real-Time jest wyposazone w zrodto §wiatta, fotodetektor odbierajacy sygnat
ptynacy z probek i specjalne oprogramowanie, majace na celu zaréwno kontrole
nad aparatem, jak i analiz¢ wynikow [8].

Zadaniem $wiatla jest zapewnienie odpowiedniego wzbudzenia barwnika
potaczonego z sonda. Obecnie najczesciej jako zroédto §wiatta wykorzystuje sie
lampe halogenowa — z powodu szerokiego spektrum emisji fal o réznej dtugo-
$ci lub diode luminescencyjna LED zapewniajaca bardzo dlugi czas pracy, lecz
0 wezszym spektrum emisji fali $wietlne;.

Fotodetektory to obecnie bardzo skomplikowane systemy zbudowane nie
tylko z elementéw $wiattoczutych, lecz takze z filtrow optycznych i luster prze-
puszczajacych tylko swiatto o okre$lonej dtugosci.

Oprogramowanie zataczone do aparatow przeprowadzajacych reakcje Re-
al-Time PCR pozwala w zaleznosci od producenta tylko na zaprogramowanie
aparatu do wykonania reakcji na okre§lonej ilo§ci probek i analizy wynikéw (sys-
tem zamknigty) lub jest przystosowane do pelnej kontroli uzytkownika (system
otwarty). W systemie otwartym jest mozliwo$¢ zaprogramowania aparatu we-
dhug wiasnych potrzeb i analizy wynikow, a nierzadko réwniez konstruowania
sond i starteréw.

Wyniki reakcji PCR w czasie rzeczywistym moga by¢ przedstawione
zar6wno w postaci wykreso6w pokazujacych przebieg reakcji poszukiwanej se-
kwencji, jak i w postaci tabeli z okreslonym Ct (treshold cycle), czyli liczba okre-



68 G. KACZMARCZYK, G. MACHNIK, E. PELC, M. CZAPLA

slajaca kinetyke reakcji i zalezna od ilo$ci poczatkowej poszukiwanej sekwencji
(czyli jej obecnosci) [8].

Metoda Real-Time PCR pozwala na precyzyjne i szybkie rozroznienie,
oznaczenie obecnos$ci oraz ilodci (nawet mniej niz pigciu kopii poszukiwanej se-
kwencji) kwasow nukleinowych nawet w bardzo matej probce. Dzigki temu, ze
jest przeprowadzana w systemie zamkni¢tym, nie wymaga zadnych dodatkowych
manipulacji, co moglyby zwigkszy¢ zagrozenie wystgpowania zanieczyszczen,
ktore moga zaktoci¢ ostateczny wynik. Jest to rowniez metoda stosunkowo szyb-
ka 1 wydajna, cho¢ podstawowa liczba cykli jest wicksza o okoto 10 cykli, niz
w przypadku ,,standardowego” PCR. Ze wzgledu na te wlasciwosci, Real-Time
PCR moze by¢ wykorzystywana do wykonywania analiz nie tylko na obecno$¢
fragmentéw DNA pochodzacych z bakterii, wirusow, grzybdw w badanej prébcee,
ale tez do ich ilosciowego oznaczania. Okreslenie ilosci wirusowego DNA jest
pozytecznym wskaznikiem rozwoju infekcji, relacji wirus—gospodarz oraz odpo-
wiedzi na antywirusowa terapie.

Kolejna metoda pozwalajaca na okreslenie, jaki typ/szczep danego wirusa
pozostaje w organizmie pacjenta oraz, co wazniejsze, czy wirus nie ulegt podczas
dhugotrwatego zakazenia jakie§ powaznej mutacji — jest sekwencjonowanie kwa-
sow nukleinowych.

Metoda sekwencjonowania, czyli okreslania sekwencji nukleotydowe;,
jest obecnie bardzo zautomatyzowana i praktycznie nie wykonuje si¢ juz se-
kwencjonowania na tzw. zelach poliakrylamidowych wraz z uzyciem izotopow.
Niemniej nalezy przedstawi¢ ogdlna metodyke tej techniki. Istnieja dwie metody
okreslania sekwencji nukleotydowe;.

1. Metoda opracowana przez Maxama i Gilberta— metoda sekwencjonowania
DNA wykorzystujaca specyficzna, chemiczna degradacj¢ DNA. W meto-
dzie tej fragment DNA poddany sekwencjonowaniu musi by¢ znakowa-
ny radioaktywnie izotopem fosforu na koncu 5°, a nast¢pnie poddany 4,
osobnym reakcjom rozrywania fancucha DNA w miejscach wystepowania
okreslonych zasad. W pierwszym etapie nastepuje jedynie modyfikacja
specyficznych dla danego odczynnika zasad azotowych okreslonych nu-
kleotydow. W wyniku modyfikacji mozliwe jest ich selektywne oderwanie
od reszt cukrowych, a w miejscach pozbawionych zasad ni¢ DNA ulega
peknigciu (miejsce cigcia znajduje si¢ za zmodyfikowanym nukleotydem).
Uzyskane w ten sposob fragmenty z 4 niezaleznych reakcji, rozdziela sig
na elektroforetycznie na zelu poliakrylamidowym, a sekwencj¢ odczytuje
si¢ przy pomocy autoradiografii [9].

2. Metoda opracowana przez Gilberta i Sangera — sekwencjonowanie DNA;
wykorzystuje polimeraz¢ DNA i fosforany dideoksynukleotydow (deok-
synukleotydy bez grupy -OH w pozycji 3°) do zatrzymania syntezy ma-
trycy. Podczas 4 osobnych reakcji (w kazdej z 4 probowek jest dideok-
synukleotyd jednego rodzaju) znakowany izotopowo starter sekwencyjny,
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po przytaczeniu si¢ do jednoniciowej matrycy DNA, zaczyna by¢ wydtu-

zany przez polimerazeg. Wydtuzanie konczy sig, jesli do nowopowstajace;j

nici wbudowany zostanie dideoksynukleotyd. W ten sposob otrzymuje si¢
fragmenty DNA r6znej dtugosci zakonczone okreslonym nukleotydem.

Produkty reakcji rozdziela si¢ elektroforetycznie w osobnych $ciezkach

na zelu poliakrylamidowym, co powoduje ich segregacje pod wzgledem

wielkosci. Sekwencje odczytuje si¢ przy pomocy autoradiografii [10].

Obecnie metode Sangera zmodyfikowano i nie stosuje si¢ juz znakowa-
nych izotopowo starterow. W ich miejsce do mieszaniny reakcyjnej dodaje sig
znakowane fluorescencyjnie dideoksynukleotydy, z ktérych kazdy posiada przy-
laczony inny barwnik. Sama zasada zakonczenia wydluzania syntezy nowej nici
nie zmienita si¢. Synteza kazdej nowopowstajacej nici konczy sig, jesli zostanie
do niej wbudowany znakowany fluorescencyjnie dideoksynukleotyd. Rozdziat
produktow reakcji jest obecnie zautomatyzowany i nastepuje w specjalnych urza-
dzeniach (sekwenatorach) posiadajacych jako zroédto §wiatta laser wzbudzajacy
fluorescencje barwnikdéw przylaczonych do nowych nici DNA, ktére migrujac
w specjalnym zelu rozdzielaja si¢ wedtug wielkosci.

Niegdy$ stosowane sekwenatory wymagaty nie tylko przygotowania ma-
nualnego od przeprowadzajacego reakcje. W pierwszych urzadzeniach wykorzy-
stujacych znakowane fluorescencyjnie startery jako medium, w ktorym odbywat
si¢ rozdzial shuzyt odpowietrzony zel poliakrylaminowy wylany pomig¢dzy dwie
duze i cigzkie tafle specjalnego szkla. Wykorzystywane szklo musiato by¢ myte
1 ptukane specjalnymi §rodkami oraz woda dejonizowana. Odczyt odbywat si¢
przy pomocy specjalnego skanera umieszczonego w sekwenatorze. Obecnie naj-
popularniejsze stosowane sekwenatory kwasoéw nukleinowych wykorzystuja do
rozdzialu kwaséw nukleinowych ptynne zele umieszczone w kapilarach, a odczyt
nastepuje przy pomocy na state umieszczonego fotodetektora [10].

Réwniez w przypadku sekwenatoréw caly proces rozdziatu, pracy aparatu
oraz analizy wynikow mozliwy jest wylacznie przy pomocy specjalnego oprogra-
mowania dotaczonego przez producenta. W ostatnich latach nieoceniong pomoca
w analizie wynikow stuza rowniez duze bazy danych zamieszczone w internecie.
Poréwnanie sekwencji nukleotydowych analizowanych wirusow moze da¢ bar-
dzo szybko odpowiedz na pytanie, z jakim typem wirusa ma si¢ do czynienia oraz
jakie sa jego cechy szczegolne [11].

Podsumowanie

W ciagu kilkunastu ostatnich lat medycyna i diagnostyka medyczna zrobity bar-
dzo duzy postgp w rozpoznawaniu, analizie i monitorowaniu przewlektych cho-
rob wirusowych, takich jak HCV, HPV czy HIV. Dzigki temu postgpowi mozliwe
stato si¢ doktadne okreslenie dawki farmaceutykoéw ktore przyjmuje chory, mo-
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nitorowanie postepu/regresji choroby oraz okreslanie, jaki typ/szczep wirusa za-
atakowat danego czlowieka. Dzisiejsza technika i metody biologii molekularne;j
moze nie sa jeszcze w pelni doskonale, lecz pozwalaja na lepsze zycie i leczenie
pacjentéw z przewlektymi chorobami wirusowymi.
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The latest molecular biology techniques
in prevention of chronic viral infections

Abstract: Progress either in medicine or molecular biology technics induces perspective
possibilities of control and complication prevention in case of chronic viral diseases such
as viral hepatitis and HIV infection. Accurate control of HBV viremia and seroconvertion
level during infection was impossible several years ago. For the last couple of years mo-
lecular biology methods for HCV, HBV and HIV infection have been generally accepted
and used for diagnosis, even without antibodies detectable in blood. Infection monitoring
technics, such as Real-Time PCR, nucleic acid sequencing have been usefull and flow
cytofluorometry, have been useful in rapid reacting on changes in the infected patient
state. Each of the mentioned technics provides either the infection detection on the level
unavailable in the past, or efficient observation and, consequently, proper treatment of the
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infection. Real-Time PCR allows to define the quantity of viral molecules in the volume
of tested blood sample. Sequentioning technic provides viruses type ane virulence defini-
tion. The combination of all the other hand the cytofluorometry technic allows to define
precisely the quantity of viral proteins presented on the infected cells and detect other
blood proteins expression. The combination of all those technics provides accurate defini-
tion of virus ammount and efficient treatment.

Key words: ELISA, PCR, Real-Time PCR, sequencing, hybridization, viral infections



