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rLancuchowa reakcja polimerazy z analiza w
czasie rzeczywistym (Real- Time PCR) i jej
wykorzystanie w diagnostyce

Opracowanie w 1983 roku lancuchowej reakcji polimerazy (PCR- ang. Polymerase Chain
Reaction) przyczynilo sie do znacznego postepu w dziedzinie diagnostyki. Dzieki reakcji
PCR stala sie mozliwa synteza miliardow kopii dowolnej sekwencji genomowego DNA

w ciagu kilku godzin. Jednoczesnie znacznie przyspieszono i udoskonalono szeroko pojeta
diagnostyke [3].

Z kolei, opracowanie przez Higuchi’ego i wsp. (na poczatku lat dziewiecdziesiatych ubiegtego
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stulecia) tzw. PCR w czasie rzeczywistym (ang. Real-Time PCR), przyczynito sie do ulepszenia
analizy diagnostycznej pod wzgledem jakosciowym i iloSciowym [3].

Dzis Real-Time PCR jest jedna z najczesciej stosowanych metod w wielu dziedzinach nauki: od
medycyny po kryminalistyke i toksykologie [4].

Stowa kluczowe: PCR, Real-Time PCR, cytomegalowirus (CMV),
przeszczep allogeniczny, alloHSCT, znaczniki fluorescencyjne.

Lancuchowa reakcja polimerazy (Polimerase Chain Reaction- PCR) uwazana jest za bardzo skuteczna
technike biologii molekularnej. Metoda ta pozwala na szybkie wykrycie, amplifikacje i identyfikacje
nawet znikomych ilosci kwaséw nukleinowych. Pomimo, iz PCR jest aktualnie niezbednym
narzedziem badawczym w wielu dziedzinach nauki, to niestety jest metoda nie dajaca catkowicie
precyzyjnych wynikow ilosciowych. W zwiazku z tym, w ostatnich latach opracowano ulepszona
metode PCR, znana jako Real-Time PCR [2].

Real-Time PCR jest tancuchowa reakcja polimerazy z analiza w czasie rzeczywistym. Metoda ta
zyskata szersze uznanie ze wzgledu na fakt, ze jest metoda mniej pracochtonng, szybsza bardziej
czula i wiarygodna, a dodatkowo zminimalizowano w niej ryzyko zanieczyszczenia. Ponadto, co
najwazniejsze, Real-Time PCR pozwala na monitorowanie ilosci kopii produktu w kazdym cyklu
reakcji [Wiedro K]. Duza zaleta reakcji Real-Time PCR, Ze zwiekszona czutos¢ techniki pozwolita na
zastosowanie zmniejszonych poczatkowych ilosci analizowanej sekwencji DNA (w poréwnaniu do
innych stosowanych powszechnie metod). Ponadto, mozliwos$¢ jednoczesnej analizy oraz wizualizacji
produktu w trakcie trwania reakcji , zwieksza role reakcji r-t PCR jako techniki, ktéra umozliwia
rozwdj wysoce skutecznych zastosowan diagnostycznych [2].

Wizualizacje przyrostu produktu PCR w trakcie reakcji uzyskano dzieki dodaniu do mieszaniny
reakcyjnej bromku etydyny (EtBr) interkalujacego do dwuniciowych czasteczek (odcinkow) DNA.
Dzieki temu, ze bromek etydyny wbudowuje sie w DNA, barwnik wzbudzany swiattem UV emituje
fluorescencje, ktora wzrasta w kolejnych cyklach wraz ze stezeniem amplifikowanego produktu. To
wlasnie dzieki temu, zmiany stezenia produktu w mieszaninie reakcyjnej mierzone sa na biezaco
podczas przebiegu reakcji. W zwigzku ze znacznym rozwojem techniki, w ostatnich latach znacznie
udoskonalono metody sledzenia przebiegu reakcji PCR, wykorzystujac w tym celu barwniki
fluorescencyjne (np. Sybr Green I) lub wyznakowane za pomoca fluorochromoéw- sondy molekularne ,
ktore sa komplementarne do powielanych sekwencji [3].

Stosowany w pionierskich pracach Higuchi’ego i wsp. bromek etydyny, wraz z rozwojem metody
Real-time PCR zostal zastapiony mniej toksycznym, a jednoczesnie bardziej czutym (10-25 razy)
i bardziej specyficznym barwnikiem, jakim jest SYBR Green I. SYBR Green I jest barwnikiem
fluorescencyjnym majacym zdolnos¢ przytaczaé sie do dwuniciowego DNA. Barwnik ten w roztworze
wodnym, w stanie wolnym charakteryzuje sie niska fluorescencja, jednak zwiazanie sie go
z dwuniciowym DNA prowadzi do ponad 1000-krotnego wzrostu fluorescencji. Tak wiec, w trakcie
przebiegu reakcji Real-Time PCR, sygnat emitowanej fluorescencji wzrasta wprost proporcjonalnie
do wzrostu ilosci syntetyzowanego DNA wraz z kazdym cyklem reakcji [8].



Zaleta stosowania SYBR Green I jest to, ze eksperyment w ktérym wykorzystuje sie ten barwnik jest
stosunkowo tatwy do zaprojektowania, optymalizacji i co najwazniejsze, SYBR Green
I charakteryzuje stosunkowo niski koszt w poréwnaniu do innych barwnikéw fluorescencyjnych [8].

Zastosowanie reakcji Real-Time PCR rzucito nowe swiatto na kinetyke reakcji PCR, a takze na
wzrost wydajnosci réznych metod izolacji kwasow nukleinowych (DNA i RNA), oraz role niektorych
zwigzkéw chemicznych, majacych zdolno$s¢ hamowania reakcji amplifikacji [Wiedro KI].
W poréwnaniu z klasyczna reakcja PCR podczas, ktorej okreslany jest tylko wynik koncowy
amplifikacji, TP -time PCR pozwala na Sledzenie zmian ilosci produktu PCR, co okazato sie bardzo
waznym elementem podczas szeroko stosowanej diagnostyki réznych choréb [2].

PCR w czasie rzeczywistym- Real-Time PCR [6].

Do reakcji nalezy przygotowa¢ RNA wolne od zanieczyszczen DNA. W cym celu nalezy zmiesza¢ 5ug
RNA z 10 jednostkami inhibitora rybonukleaz (Fermentas), 1 jednostke deoksyrybonukleazy I( wolnej
od RNAz- Fermentas), 1 ul buforu do reakgcji (tj. 100 mM Tris-HCI, 25 mM MgCI2 oraz 1 mM CaCl2).
Mieszanine nalezy uzupetni¢ woda do koncowej objetosci rownej10 pl. Tak otrzymana mieszanine
reakcyjna nalezy inkubowac prze 30-60 minut w 37°C. Zachodzaca reakcje zatrzymac przez dodanie
1 pl 25 mM EDTA, a nastepnie ogrzanie w 65°C przez 10 minut [6].

Otrzymane probki przetestowano na obecno$é pozostatosci DNA, przeprowadzajac w tym celu
reakcje PCR. W reakcji zastosowano startery komplementarne do genu B-2-mikroglobulny. Reakcje
przeprowadzono stosujac nastepujace warunki:

- 30 cykli denaturacji (15s, 95°C),

- przytaczania starterow (30 s, 59°C)

- synteza (30 s, 72°C)).

Do reakcji Real-Time PCR uzyto 1 nl oczyszczonego (wyzej opisana metoda) RNA [6].

Odwrotna transkrypcja ze starterem oligo(dT)18 [6].

Reakcje odwrotnej transkrypcji wykonac przy uzyciu zestawu Omniscript RT Kit (Qiagen) oraz
startera oligo(dT)18 wedlug wskazéwek producenta:

W probdwce reakcyjnej nalezy zmiesza¢ 1 ul buforu do reakcji RT, 1 pl Mix TP (tj. 0.5 mM kazdego
z TP), 1 nl startera oligo(dT)18 (10 uM), 10 jednostek (0,25 pl) inhibitora rybonukleaz (Fermentas),
2 jednostki (0,5 nl) odwrotnej transkryptazy Omniscript, 4,25 ul wody oraz 1 ug (2 pl) RNA (wolnego
od zanieczyszczen DNA). Otrzymana mieszanine reakcyjna nalezy inkubowano przez 60 min w 37°C.
Nastepnie reakcje zatrzymac przez ogrzanie w 93°C przez 5 minut. Po inkubacji probke natychmiast
schlodzi¢ przez umieszczenie w lodzie. Otrzymane w ten sposéb cDNA- jego jakos¢ sprawdzic¢
przeprowadzajac reakcje PCR, stosujac startery komplementarne do genu - 2- makroglobuliny [6].

Reakcja PCR z uzyciem zestawu QuantiTect® SYBR® Green PCR (Qiagen) [6].

Reakcje PCR w czasie rzeczywistym wykona¢ w urzadzeniu LightCycler (Roche). W reakcji
zastosowac nastepujacy sktad mieszaniny reakcyjnej : 10 pl mixu QuantiTect® SYBR® Green PCR
Master Mix, po 2 pl starteréw P i L o stezeniu 5 pM, 0,5-1,5 pl otrzymanego cDNA . Catos$é uzupetnié¢
woda mQ do koncowej objetosci rownej 20 ul [6].

Reakcje PCR przeprowadzi¢ w nastepujacych warunkach reakcyjnych:



- etap wstepnej denaturacji i aktywacji polimerazy DNA (15 min, 95°C)

- 35 cykli denaturacji (5 s, 95°C)

- przytaczenia starterow (30 s, 55-59°C w zaleznosci od uzytej pary starterow)
- synteza (72°C, 15-25s, w zaleznosci od uzytej pary starterow) [6].

Po zakonczeniu reakcji, wykona¢ krzywa topnienia, w celu sprawdzenia jakosci otrzymanych
produktow PCR. W celu sporzadzenia krzywej kalibracyjnej wykona¢ 3 reakcje PCR stosujac 20, 40
i 80 ng totalnego DNA wyizolowanego zestawem DNA Tissue Kit (Qiagen) [6].

Reakcja PCR z uzyciem polimerazy Taq (Fermentas) oraz barwnika SYBR® Green I (Sigma)

[6].

Reakcje Real-Time PCR przeprowadzi¢ stosujac nastepujacy sktad mieszaniny reakcyjne;j: 2 ul buforu
do reakcji z (NH3)2S04 tj. 750 mM Tris-HCI (pH 8,8), 200 mM (NH4)2S04, 0,1% Tween 20), 2 ul 25
mM MgCl2, 1,5 pl Mix TP (kazdy TP w stezeniu 2 mM), 2 pul starteréw P i L o stezeniu 5 pM, 2
jednostki (2 pl) polimerazy Taq, 0,5-1,5 ul cDNA. Probke uzupeini¢ woda mQ do koncowej objetosci
rownej 20 pl. Do buforu do reakcji dodatkowo doda¢ barwnik SYBR® Green I w ilosci 0,25 ul
barwnika na 1 ml buforu. Bufor reakcyjny (po dodaniu barwnika ) przetrzymywano w 4°C przez
okres nie dtuzszy niz 2 miesiace [6].

Reakcje PCR przeprowadzi¢ w nastepujacych warunkach reakcyjnych:

- etap wstepnej denaturacji (1 min) i aktywacji polimerazy DNA (15 min, 95°C)
- 35 cykli denaturacji (5 s, 95°C)

- przytaczenia starterow (30 s, 55-59°C w zaleznosci od uzytej pary starterow)
- synteza (72°C, 15-25s, w zaleznosci od uzytej pary starterow)

Szybkos$¢ wzrostu temperatury w czasie reakcji zmniejszy¢ do 2°C/min [6].

Metoda Real-Time PCR jest coraz czesciej stosowana do ilosciowej oceny ekspresji genow
w materiale pochodzacym z utrwalanych w formalinie tkanek. Zaleta metody Real-Time PCR
w odniesieniu do specyficznego materiatu (jamik jest RNA z tkanek utrwalonych), jest wysoka
czulos¢ metody, a dodatkowo fakt, ze do przeprowadzenia reakcji wystarczy niewielka ilos¢
wyizolowanego RNA [5].

Rozwdj réznych technik tancuchowej reakcji polimerazy (PCR), pozwala na szybkie rozwijanie sie
wielu dziedzin nauki. W zwigzku z tym, PCR znalazt bardzo szerokie zastosowanie w toksykologii.
Uzycie bardzo czulej reakcji Real-Time PCR w toksykologii umozliwia wykrycie wielu réznych zmian
wywolanych przez dana substancje chemiczng. Zmiany te wykrywane sa w bardzo krétkim czasie ,
a takze we wczesnym- jeszcze catkowicie uleczalnym stadium. Reakcje PCR- szeroko stosowane
w diagnostyce, pozwalajg na wykrycie zmian chorobowych , ktére wywolywane sa juz niewielkimi
dawkami danej substancji. Dzieki temu znacznie utatwione sa badania na dawkowanie lekow.
Wszystko to przyczynito sie do duzego usprawnienia diagnostyki [4].

Nerki sa organami bardzo intensywnie zaangazowanymi w wydalanie toksyn z organizmu. Niestety,
wczesne wykrycie uszkodzen tych narzadéw jest czesto bardzo trudne. Najnowsze badania
przeprowadzone na szczurach z wykorzystaniem reakcji Real-Time PCR, wykazuja ze stosujac ten
rodzaj PCR mozliwe jest wczesniejsze wykrycie uszkodzen nerek [4].

W przeprowadzonych badaniach szczurom podawano tzw. substancje neurotoksyczne w 2 réznych
dawkach przez 1, 3 i 14 dni. Nastepnie analizowano potencjalne markery neurotoksycznosci: Kim-1,
Lcu-1, clusterin i Timp-1, wystepujace w nerkach oraz w moczu, stosujac w tym celu test ELISA,



metody histochemiczne, a takze Real-Time PCR. Dzieki temu doswiadczeniu udato sie wykryé
zmiany na poziomie molekularnym w ekspresji biatek (wykryte metoda r-t PCR), ktére korelowaty
z wynikami badan histopatologicznych, jednakze zmiany te wykryto znacznie wczesniej, i co bardzo
wazne - juz po podaniu znacznie mniejszych dawek toksykologicznej [4].

Wirus cytomegalii (CMV) jest jednym ze smiertelnych powiktan po przeszczepie szpiku kostnego
(BMT). Identyfikacja pacjentow z grupy ryzyka rozwoju CMV jest bardzo waznym elementem
wczesnej diagnostyki i profilaktyki tej choroby. PCR jest bardzo uzyteczna metoda wczesnego
rozpoznawania choroby CMV. Jednakze, niekiedy moze by¢ metoda zbyt wrazliwa do stosowania
w praktyce klinicznej. Dzieje sie tak ze wzgledu na fakt, ze CMV-pozytywne, uzyskane metoda PCR
nie musza wskazywac na bezposrednie ryzyko wystapienia choroby CMV [7].

Machida i wsp. w swoich badaniach pokonali ten problem stosujac metode automatycznego PCR
w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR) w diagnostyce zakazenia CMV. Metoda ta okazata sie bardzo
czula i swoista w wykrywaniu CMV. Ponadto test ten jest bardzo korzystny, poniewaz nie ma wplywu
na liczbe biatych krwinek krwi obwodowej, ani na ekspresje antygenu pp65 [7].

W wyniku przeprowadzonych badan (Machida i wsp.) potwierdzo kilka istotnych zalet Real-Time PCR
w stosunku do konwencjonalnego pCR. W toku badan udato sie okresli¢ liczbe kopii DNA wirusa
w badanym materiale, ponadto wykazano pozytywna korelacje pomiedzy liczba kopii DNA CMV
a iloscia cykli reakcji. Dodatkowo, zauwazono wysoka powtarzalno$¢ wynikéw stosujac ten rodzaj
PCR.

Pomimo, iz przeprowadzone badanie byto pilotazowym, obejmujacym tylko ograniczona liczbe
pacjentow, niezaprzeczalne jest, ze metoda Real-Time PCR jest obiecujaca w dalszej diagnostyce
zakazen wirusem cytomegalii [7].

Po przeszczepach allogenicznych (alloHSCT) rutynowo przeprowadza sie monitorowanie markeréw
zakazenia cytomegalowirusem (CMV). Zakazenie cytomegalowirusem (obserwowane u chorych
w stanach immunosupresji), moze stanowi¢ bardzo istotne zagrozenie dla Zycia. Stan ten dotyczy
przede wszystkim chorych po zabiegach transplantacji komorek hematopoetycznych. Zagrozone sg
takze osoby po przeszczepach narzadow unaczynionych, po chemioterapii, a takze cierpiace na AIDS

[1].

Wykrycie aktywnego zakazenia wirusem (CMV), a takze wdrozenie odpowiedniego leczenia jeszcze
przed wystapieniem objawow, uwazane jest za najefektywniejszy sposob zapobiegania powiktaniom.
W zwigzku z tym, zalecane jest monitorowanie skutecznosci podawanych lekow przeciwwirusowych.
W tym celu niezbedne jest zastosowanie odpowiednich metod diagnostycznych, dla szybkiego
wykrywania zakazenia CMV [1].

W dotychczasowych badaniach diagnostyka CMV opierala sie gtdwnie na przeprowadzaniu reakcji
PCR, w celu jakosciowego wykrywania DNA wirusa, a takze badano okreslone antygeny wirusa
(gtownie pp65) w leukocytach krwi obwodowej przy zastosowaniu metody immunoenzymatyczne;j.
Jednakze, metody te ze wzgledu na wiele wad, zostaly ostatnio wyparte przez metode Real-Time PCR
(r-t PCR), dzieki ktorej udato sie potaczy¢ wysoka czuto$¢ metody z mozliwosciag oceny ilosciowej
wyizolowanego DNA w badanym materiale [1].

Metoda Real Time PCR aktualnie ma bardzo szerokie zastosowanie w diagnostyce. To wlasnie z jej
wykorzystaniem mozliwe jest diagnozowanie réznorodnych zakazen, w tym m.in. zakazenia
cytomegalowirusem (CMV). Metoda ta jest rutynowo stosowana po przeszczepach allogenicznych
komorek krwiotworczych okreslanych jako alloHSCT (ang. hematopoietic stem cells



transplantation). Ma to na celu ustalenie wskazania do leczenia przeciwwirusowego , a takze do
oceny skutecznosci leczenia.

Grabarczyk i wsp. w swoich badaniach oceniali uzytecznos¢ ilosciowego badania DNA wirusa( CMV),
do monitorowania po przeszczepie allogenicznym.

W przeprowadzonym doswiadczeniu (Grabarczyk i wsp.) DNA CMV oznaczano metoda Real-Time
PCR w prébkach surowicy i pelnej krwi, ktére byly pobierane od oséb po przeszczepie dwa razy
w tygodniu ( do 30-tego dnia po przeszczepieniu). W poézniejszych okresach badan materiat
pobierano raz w tygodniu ( do setnego dnia po przeszczepie), a dalej co 2 do 3 tygodni [1].

Dzieki tak rozplanowanemu dos$wiadczeniu, na podstawie poczatkowego stezenia DNA
cytomegalowirusa, jego zmian a takze stanu klinicznego, podejmowano decyzje o wprowadzeniu
odpowiedniego leczenia. Wyniki badania ilosciowego DNA CMV (oznaczonego metoda Real-Time
PCR) decydowaly o zmianie dotychczasowego leczenia pacjentéw na bardziej skuteczne, a takze
o zmianie dawek (w tym przypadku zmniejszeniu dawek) stosowanych lekéw przeciwwirusowych.
Zastosowanie metody Real-Time PCR do ilosciowego oznaczania DNA w przeprowadzonym badaniu
(Grabarczyk i wsp.), pozwolito na skuteczne optymalizowanie leczenia przeciwwirusowego u chorych
cierpigcych na immunosupresje po przeszczepieniu allogenicznych komoérek krwiotwdrczych
(alloHSCT) [1].

W doswiadczeniu (Grabarczyk i wsp) DNA potrzebne do przeprowadzenia reakcji Real-Time PCR
izolowano z 200ul surowicy/osocza lub 200 pl petnej krwi pobranej na EDTA przy uzyciu QIAmp DNA
Mini Kit (Quiagen)). Nastepnie eluowano je 50 pl buforu AE.Tak otrzymane DNA cytomegalowirusa
wykrywano metoda Real-Time PCR wedtug procedury wprowadzonej przez Machida i wsp. [1], [7].
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