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Nowa technika szybkiej analizy DNA
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) Nowa technike analizy DNA opracowall polscy
naukowcy. Metoda lqczy zalety dwoch popularnych technik analizy DNA i moze by¢

zastosowana na powszechnie dostepnej aparaturze. Technika powstala podczas prac nad
rekordowo szybkim przyrzadem do badan genetycznych, ktore moze zakonczy¢ badanie
DNA w czasie krotszym niz kwadrans.

Diagnostyka molekularna odgrywa coraz wieksza role w dzisiejszej medycynie: w wykrywaniu
choréb genetycznych, monitorowaniu skutecznosci terapii antynowotworowych, w walce
z agresywnymi infekcjami bakteryjnymi, gdzie wczesna identyfikacja gatunku bakterii zagrazajacej
pacjentowi moze zadecydowacé o jego zyciu.

Nowa technike analizy DNA: synergiczny PCR (sPCR) opracowano w nalezacej do grupy Scope
Fluidics firmie Curiosity Diagnostics (CD) przy udziale Instytutu Chemii Fizycznej Polskiej Akademii
Nauk (IChF PAN) w Warszawie. Metoda (szczegétowo opisana we wspdlnej publikacji naukowcow
CD i IChF PAN w czasopiSmie naukowym "Scientific Reports") taczy zalety dwdéch obecnie
najpopularniejszych technik analizy kodu genetycznego i moze by¢ zastosowana na powszechnie
dostepnej aparaturze.

"Zaproponowana przez nas technika badania DNA narodzita sie podczas prac nad nowatorskim
przyrzadem analitycznym PCR|ONE, za pomoca ktérego badanie kodu genetycznego mozna
zrealizowa¢ nawet w siedem minut. To czas ponad dziesieciokrotnie krotszy od wymaganego
w klasycznych rozwiazaniach” - mowi prof. Piotr Garstecki z IChF PAN i CD.

Jak czytamy w komunikacie przestanym przez IChF PAN, prébki przekazywane do badan DNA
zwykle zawieraja tak mato materiatu genetycznego, ze jego analiza za pomoca typowych technik
laboratoryjnych nie bylaby mozliwa. Po oczyszczeniu probki z zanieczyszczen pierwszym krokiem
jest wiec zwiekszenie ilosci materialu genetycznego, nierzadko nawet miliard razy. Stosuje sie w tym
celu tancuchowa reakcje polimerazy (Polymerase Chain Reaction, PCR).

Reakcja PCR polega na cyklicznym ogrzewaniu i schtadzaniu roztworu zawierajacego powielany
materiat genetyczny oraz odpowiednie reagenty: enzym zwany polimeraza, nukleotydy niezbedne do
budowy nici DNA oraz startery, czyli krétkie fragmenty DNA zdolne do przytaczania sie do poczatku
i konca namnazanego fragmentu kodu (np. konkretnego genu).
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"Kazdy cykl reakcji PCR sktada sie z dwoch faz: podgrzewania i schtadzania. W pierwszej fazie,
w temperaturze ok. 95 stopni Celsjusza, pekaja mostki wodorowe i dotychczas dwuniciowy tancuch
DNA rozdziela sie na dwie pojedyncze nici. W fazie chtodnej, w temperaturze ok. 50 stopni, startery
z roztworu przylaczaja sie do odpowiednich miejsc na niciach, po czym polimeraza dobudowuje
miedzy nimi ni¢ komplementarna. Po zakonczeniu kazdego cyklu dwuniciowych fragmentow DNA
jest (w idealnych warunkach) dwukrotnie wiecej niz na poczatku" - informuje IChF PAN
w przestanym PAP komunikacie.

Reakcje PCR stosuje sie zarowno do wykrywania okreslonych fragmentow kodu genetycznego, jak
tez do szacowania pierwotnej ilosci materiatu genetycznego. Pomiary ilosciowe przeprowadza sie
najczesciej za pomoca (analogowej) techniki znanej jako real-time PCR. Technika analogowego PCR
jest stosunkowo prosta, jednak z uwagi na wrazliwos¢ reakcji PCR na nawet pojedyncze czasteczki
zanieczyszczeh wymaga uwaznego, ciagtego kalibrowania.

Inna metoda to cyfrowy PCR. Jak informuje IChF PAN, prébke dzieli sie na dziesigtki lub setki
tysiecy, a nierzadko nawet na miliony jednakowych co do objetosci czesci. Nastepnie w kazdej czesci
przeprowadza sie procedure powielania materiatu genetycznego i sprawdza, czy pojawia sie ustalona
zmiana. Zaleta techniki cyfrowej jest brak koniecznosci kalibrowania aparatury. Z uwagi na wymaog
rownoleglego prowadzenia ogromnej liczby reakcji, sprzet do badan jest jednak dos¢ drogi i w
laboratoriach wystepuje znacznie rzadziej, niz aparatura do analogowego PCR.

Synergistyczny PCR - technika zaproponowana przez CD i IChF PAN - laczy najwazniejsze zalety
metod analogowych i cyfrowych. Aby otrzymac¢ wiarygodne pomiary, prébke wystarczy rozcienczy¢
na zaledwie kilkanascie, najwyzej kilkadziesiat czesci. Tak zaprojektowana metoda nie wymaga
kalibrowania.

"Niewielka liczba podobjetosci, charakterystyczna dla naszej techniki, ma konkretne przetozenie
praktyczne. Oznacza bowiem, ze do przeprowadzenia analizy wystarcza standardowe ptytki
wielodotkowe, wykorzystywane w popularnych urzadzeniach do analogowego PCR" - podkresla
doktorant IChF PAN Pawetl Debski, ktory rozwijat metode sPCR.

Z uwagi na mata liczbe podziatéw probki, technika sPCR jest latwiejsza do przeprowadzenia i nieco
szybsza, niz odmiany cyfrowe. W poréwnaniu do technik analogowych wymaga jednak wiekszej ilosci
reagentow. Zdaniem warszawskich naukowcéw z tego powodu nie zastapi odmiany analogowej.
Moze by¢ jednak jej uzupelieniem, poniewaz jako niewymagajaca kalibracji pozwoli laborantom
samodzielnie i regularnie sprawdzaé¢ poprawnos¢ pomiaréow analogowych.

"Opracowana przez nas technika badania DNA zostala opatentowana. Chcemy jednak podkresli¢
swobode jej uzywania w celach niekomercyjnych. A poniewaz korzysta ona z typowej, popularnej
aparatury do badan genetycznych, zeby zaczac ja zastosowac wystarczy siegna¢ po nasz artykul" -
zaznacza prof. Garstecki.



Technika sPCR powstata jako integralny sktadnik PCR|ONE - innowacyjnego urzadzenia grupy Scope
Fluidics, przeznaczonego do szybkich analiz DNA. W wyniku wprowadzonych udoskonalen
technicznych i analitycznych testowane obecnie prototypowe egzemplarze PCR|ONE sa w stanie
zakonczy¢ badanie DNA w czasie ponizej kwadransa, a sama reakcje PCR realizuja w zaledwie
siedem minut. Pierwsze egzemplarze PCR|ONE trafia na rynek najprawdopodobniej w ciagu 2-3 lat.

W 2011 roku Scope Fluidics Sp. z 0.0. byta pierwsza w kraju firma typu spin-off z udziatami instytutu
Polskiej Akademii Nauk - Instytutu Chemii Fizycznej PAN. Obecnie Scope Fluidics konczy proces
przeksztatcania sie spotke akcyjna. Intencja zarzadu spoéiki jest, by akcje Scope Fluidics S.A. byly
notowane na Gieldzie Papierow Wartosciowych na rynku NewConnect.

Zrédto: www.naukawpolsce.pap.pl
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