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Wspotczesna diagnostyka molekularna

Najmtodsza dziedzina diagnostyki laboratoryjnej jest diagnostyka molekularna, bedaca najczulsza
i najszybsza metoda, docierajaca do pierwotnych przyczyn choroby. Materiatem do badan jest DNA
i RNA

Diagnostyka molekularna znajduje szerokie zastosowanie w onkologii, w wykrywaniu chor6b
zakaznych, w badaniach zgodnosci tkankowej w przypadku doboru dawcow i biorcow przeszczepdw,
identyfikacji przestepcow czy ustalaniu ojcostwa. Gtéwnym przedmiotem badan jest wykrywanie
zmiany w obrebie materiatu genetycznego osoby chorej w przypadku kiedy chorobe cechuje
wystepowanie zmienionych pod wplywem mutacji fragmentéw DNA lub wykrywania materiatu
genetycznego patogenu. Takim materiatem moze by¢ genom mikroorganizmu wywotujacego chorobe.
Metody stosowane w diagnostyce molekularnej mozna podzieli¢ na dwie grupy:

- Pierwsza grupe stanowia techniki hybrydyzacji kwaséw nukleinowych, ktére pozwalaja na wykrycie
i pomiar stezenia specyficznych sekwencji kwasu nukleinowego z wykorzystaniem znakowanej
sondy DNA. W badaniach ilosciowych nadmiar sondy ulega rozktadowi za pomoca nukleazy, a ilo$¢
sondy ktora nie ulegta rozktadowi stanowi miare stezenia badanej sekwencji. Do metod
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hybrydyzacyjnych zaliczamy m.in.:
- Metode Southerna, oparta na elektroforetycznym rozdziale fragmentéw DNA, ktore potem
przenosi sie na filtr nitrocelulozowy i inkubuje z sonda znakowana DNA, co ma na celu wykrycie
tych fragmentéw DNA ktére sa komplementarne do sondy

- Metode Northerna, bedaca analogiczna metoda, z tym ze analizie podawane jest RNA

» Hybrydyzacje in situ w ktorej badana tkanke inkubuje sie z sonda w postaci znakowanego kwasu
nukleinowego. Nadmiar sady odmywa sie i okresla lokalizacje tej jej czesci, ktora ulegta
hybrydyzacji. Jest to metoda o wysokiej czutosci i specyficznosci, ale bardzo pracochtonna
i wymagajaca duzej wprawy.

- Druga grupe stanowia metody pozwalajace na analize odcinkéw DNA powstatych po strawieniu
enzymami restrykcyjnymi, ktére to enzymy rozpoznaja w dwuniciowym DNA specyficzne sekwencje
nukleotydowe i rozcinaja obydwie nici DNA w $cisle okreslonych miejscach umiejscowionych
w obrebie rozpoznanej sekwencji. Uzyskane w ten sposdb fragmenty restrykcyjne mozna rozdzieli¢
elektroforetycznie a nastepnie sporzadzi¢ mape restrykcyjna pokazujaca lokalizacje miejsc
rozciecia. Mapy te umozliwiaja porownanie dwoch czasteczek DNA bez koniecznos$ci okreslania ich
sekwencji nukleotydowych oraz umozliwiaja tworzenie zrekombinowanych czasteczek DNA in-vitro.

Do amplifikacji materiatu genetycznego stuza miedzy innymi:

1. PCR (reakcja tancuchowa polimerazy)
2. LCR (ligazowa reakcja tancuchowa)
3. Amplifikacja RNA

Szczegolnie popularna jest technika PCR, opracowana przez Karla Mullisa, ktéry w 1993 roku dostat
Nagrode Nobla za jej odkrycie. Jest to niezwykle prosta, ale i bardzo skuteczna metoda pozwalajaca
na wielokrotne powielenie dowolnej sekwencji DNA , ale pod warunkiem, ze znane sa sekwencje
krotkich odcinkéw DNA po kazdej stronie sekwencji przeznaczonej do powielania. Mieszanina
reakcyjna PCR zawiera dwuniciowy odcinek DNA przeznaczony do powielania, startery
hybrydyzujace z sekwencjami oskrzydlajacymi, 4 trifosforany deoksyrybonukleozydéw (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP) oraz termostabilng polimeraze DNA, pochodzaca z bakterii termofilnych. PCR
przeprowadza sie w aparatach zwanych termocyklerami i sktada sie z trzech etapow:

1. Denaturacja, czyli rozplatywanie podwdjnej nici DNA, co utatwi starterom dostep do nich. Proces
denaturacji zachodzi w temperaturze 900C, od kilkunastu do kilkudziesieciu sekund.

2. W drugim etapie temperature obniza sie do 37-720C, co umozliwia przytgczenia sie starterow do
pojedynczej nici DNA. Temperatura dobierana jest odpowiednio do uzywanych starteréw.

3. Trzeci etap obejmuje dobudowanie przez polimeraze DNA brakujacych nukleotydéw co pozwala na
odtworzenie dwuniciowej struktury DNA. Proces syntezy zachodzi w 720C.

Kazdy cykl sktadajacy sie z trzech zmiany temperatury, pozwala na uzyskanie dwoch czasteczek
potomnych z jednej macierzystej czasteczki DNA. Wydajnos¢ tej metody jest bardzo duza, ale nie
moze by¢ ona bezposrednie stosowana do badan ekspresji genéw, czyli syntezy mRNA ani tez do
wykrywania patogenéw, ktdrych materialem genetycznym jest RNA. W takiej sytuacji stosuje sie
dodatkowy etap poprzedzajacy PCR - etap odwrotnej transkrypcji, w czasie ktérego na matrycy RNA
powstaje komplementarny DNA. Diagnostyka immunochemiczna



W nowoczesnych metodach immunochemicznych wykorzystywane sa reakcje antygen-przeciwciato.
Do wytwarzania przeciwcial przeciwko oznaczanym substancjom, czyli antygenem, uzywa sie
gatunkéw heterologicznych (krolik, mysz, Swinka morska). W reakcji antygen - przeciwciato uzywane
sa przeciwciata poliklonalne i monoklonalne. Przeciwciata poliklonalne sga produkowane przez
roznorodne komorki, z tego powodu sa immunochemicznie rézne i reaguja z kilkoma epitopami na
antygenie. Natomiast przeciwciata monoklonalne produkowane z komorek myszy laboratoryjnych sa
identyczne immunochemicznie i reaguja z jednym specyficznym epitopem na antygenie.

Nowoczesne metody immunochemiczne, charakteryzujace sie wysoka czutoscia rzedu pikogram -
nanogram/ml, mozna podzieli¢ na :

- Metody radioimmunologiczne (RIA)
- Metody immunoenzymatyczne (EIA)
- Metody fluorescencyjne (FIA)

- Metody chemiluminescencyjne

Dodatkowo metody immunochemiczne moga by¢:

- heterogenne (jedna z reakcji sktadowych jest zwiazana z faza statq)

- homogenne ( reakcja w catosci przebiega w roztworze)

- kompetycyjne (przeciwciata reaguja z oznaczanym antygenem w obecnosci znanej ilosci antygenu
znakowanego. Antygeny konkuruja o ograniczona ilo$¢ miejsc wiazacych na powierzchni antygenu)

- niekompetycyjne ( bezposrednie, w ktorych znakowany antygen poddaje sie reakcji z badanym
plynem ustrojowym zawierajacym oznaczane przeciwciata)

Metody radioimmunologiczne (RIA) - izotopowe, oparte na pomiarze radioaktywnosci substancji
znakowanej izotopem promieniotwdérczym wchodzacej w sktad reakcji antygen-przeciwciato.
Znakowaniu mozna poddac antygenu lub przeciwciato. Uzywa sie izotopdéw: 125], 131] oraz 14C, 3H.
Do znakowania antygenéw biatkowych uzywa sie jodu a do zwiazkéw drobnoczasteczkowych - trytu
lub wegla.

Metody fluorescencyjne (FIA) - nieizotopowe, w ktorych stosuje sie substancje inne niz izotopy,
substancje fluoryzacyjne zwane fluoroforami np.: fluoresceina, rodamina, umbeliferon.

W przypadku tych metod stosuje sie dwa rodzaje znacznikow:

* Fluorofory bezposrednio przylaczone do antygenu

* Enzym, ktérego aktywnosc oznacza sie za pomoca produkty koncowego reakcji powodujacego
fluorescencje

Metody immunoenzymatyczne (EIA), w ktorych antygen lub przeciwcialo sprzega sie z enzymem,
a pomiar produktu powstajacego w reakcji enzymatycznej rozkladajacej okreslony substrat jest
miernikiem ilosciowym. Produkt reakcji jest barwny, a natezenie barwy zalezy posrednio od
zawartosci oznaczanego antygenu czy przeciwciata i jest mierzone z uzyciem metod
spektrofotometrycznych.

Najczesciej stosowanymi enzymami sa:
* Fosfataza alkaliczna AP (substrat - p-nirofenylofosforan [p-NPP])
* Peroksydaza chrzanowa HRP (substrat - o-fenylenodiamina [OPD])

Dalsze rozwiniecie tych, metod doprowadzito do ich rozbudowania przez zastosowanie drugiego
przeciwciata przeciw temu pierwszemu, znakowanego np. izotopem, enzymem. Wprowadzenie



uktadéw biotyna-awidyna lub biotyna-streptawidyna do tej techniki znacznie zwieksza czutos¢
detekcji - w takim uktadzie drugie przeciwciato jest wczesniej biotynylowane. Awidyna moze by¢
kowalencyjnie znakowana np.: enzymami. Streptawidyna nie posiada reszt cukrowych przez co
zwieksza sie specyficznos¢ metody. Coraz czesciej stosowana metoda jest heterogenna

i niekompetycyjna metoda ELISA. Biatko wiazace w tym przypadku przeciwciato wobec oznaczanego
antygenu, adsorbuje sie na powierzchni przezroczystego plastiku, a nastepnie poddaje dziataniu
antygenem w obecnosci analogu antygenu wyznakowanego enzmem.

Metody chemiluminescencyjne, w ktérych wykorzystuje sie znaczniki chemiluminescencyjne
(lucyferyna, izoluminol), emitujace pod wptywem reakcji swiatto o okreslonej dtugosci fali, co

pozwala na pomiar stezenia badanej substancji.
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