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Postep w rozwoju techniki cyklicznej
polimeryzacji DNA in vitro — Real-Time PCR*
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Stadejek T.
Recent developments in polymerase chain reaction — Real-Time PCR

Summary

Polymerase chain reaction (PCR) has for many years been regarded as the new standard procedure in
detecting the genes of microorganisms, plants and animals. Detecting the reacting products is reliant upon
agarose gel electrophoresis, ethidium bromide staining, ultraviolet irradiation and comparing the size to
a DNA size marker. This has slowed progress in adopting the PCR method in diagnostic laboratories. Developing
new methods of PCR product detection without opening a reaction tube has opened new possibilities in
applying this technique during routine diagnosis. Monitoring PCR product accumulation as amplification
progresses is possible through using labeled primers and/or oligonucleotide probes or DNA binding fluorophores.
Real-Time PCR methods can be subdivided into two groups: sequence dependent or sequence independent
DNA detection. All of these involve using fluorophores linked to oligonucleotides or their presence in the
reaction mixture. Their common feature is measuring fluorescence in each PCR cycle and calculating the
threshold cycle that corresponds to the DNA copy number in that sample.
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Reakcja polimeryzacji tancuchowej (PCR) (14) od
wielu lat uznawana jest za nowy standard wykrywa-
nia genéw drobnoustrojow, roslin i zwierzat. W meto-
dzie tej wykorzystuje sig pary oligonukleotydow (star-
tery), z ktorych kazdy hybrydyzuje do jednej z nici
podwojnego tancucha DNA, 1 ktore ograniczaja frag-
ment ulegajacy powieleniu w wyniku cyklicznej reak-
cji polimeryzacji (amplifikacji) DNA. Oligonukleoty-
dy sa substratem dla polimerazy DNA, ktora na zasa-
dzie komplementarno$ci dobudowuje do nich kolejne
nukleotydy, tworzac kopig nici DNA, z ktora zwiazat
si¢ starter. Cato$¢ procesu PCR opiera si¢ na wielo-
krotnym (25-45 cykli) powtarzaniu trzech etapow: de-
naturacji (95°C), hybrydyzacji (annealing) (50-65°C)
1 wydtuzania startera (72°C). W trakcie kolejnych
cykli amplifikacji mozna wyr6zni¢ faz¢ logarytmicz-
na, w trakcie ktorej w warunkach idealnych dochodzi
do podwajania sig liczby kopii DNA w kazdym cyklu,
fazg przejSciowa, w czasie ktorej obserwuje si¢ ha-
mujacy wptyw niedoboru polimerazy, starterow oraz
nagromadzonych produktéw PCR, przez co amplifi-
kacja stopniowo staje sig coraz mniej efektywna oraz
fazg plateau, w ktorej nie dochodzi juz do powielania
DNA.

* Badania wykonane w ramach projektu badawczego KBN 6 PO6K 029 21.

W tradycyjnej metodzie identyfikacja produktu PCR
wykonywana jest po zakonczeniu reakcji. Podstawo-
wa metoda jest tu elektroforeza w Zelu agarozowym
1 wizualizacja DNA w promieniach UV po barwieniu,
np. bromkiem etydyny (19). Widoczny w zelu pra-
zek DNA porownuje si¢ do wzorca wielkos$ci 1 na tej
podstawie wynik reakcji uznaje si¢ za dodatni lub
ujemny.

Niestety, wynik badania niedostatecznie zoptymali-
zowang metoda PCR moze by¢ obarczony duzym btg-
dem wynikajacym z amplifikacji nieswoistego DNA
o wielkosci zblizonej lub identycznej z produktem
swoistym. Dodatkowym elementem weryfikujacym
specyficznos¢ produktu PCR moze by¢ przeniesienie
uzyskanego DNA na membrang lub inne podtoze sta-
te 1 wykonanie hybrydyzacji z sonda molekularna (oli-
gonukleotyd znakowany enzymatycznie komplemen-
tarny do amplifikowanego fragmentu DNA). Jedna
z mozliwosci jest wykonanie transferu Southerna, czyli
przeniesienia DNA z zelu na membrang nylonowa po
przeprowadzeniu elektroforezy produktu PCR (19).
Inng stanowi PCR-ELISA, czyli przeniesienie produk-
tow PCR syntetyzowanych przy uzyciu znakowanych
starterow do dotkéw mikroptytki optaszczonych son-
dq (1 1). W kazdym przypadku nalezy wykona¢ bar-
wienie immunoenzymatyczne.
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Reakcja Real Time PCR

Tradycyjne metody wykrywania i identyfikacji pro-
duktu PCR sprawiaja, ze metoda ta z trudem toruje
sobie drogg do laboratoriow diagnostycznych ze wzglg-
du na pracochtonno$¢ oraz tatwos¢, z jaka dochodzi
do kontaminacji laboratorium. Pojawienie si¢ mozli-
wosci detekcji produktow PCR w kazdym cyklu reak-
cji (w czasie rzeczywistym — Real-Time) bez koniecz-
nosci otwierania probowki stanowito przetom w za-
stosowaniu PCR w diagnostyce (8, 9). Monitorowa-
nie akumulacji produktu reakcji w trakcie jej trwania
mozliwe jest dzigki wykorzystaniu znakowanych star-
teréw, sond lub uzyciu substancji fluoryzujacych
w obecno$ci amplikonow (barwniki interkalujace).
Mozliwo$¢ wykrywania produktéw w przebiegu re-
akcji PCR zredukowala rowniez catkowity czas nie-
zbedny do jej wykonania oraz umozliwita zastosowa-
nie PCR na wigksza skalg. Metody PCR, w ktorych
produkty wykrywa sig fluorescencyjnie w czasie trwa-
nia amplifikacji DNA bez koniecznosci otwierania pro-
bowki, nosza nazwe Real-Time PCR.

Metody Real-Time PCR mozna, w zaleznosci od
sposobu wykrywania produktu PCR, podzieli¢ na dwie
zasadnicze grupy: niezalezne od sekwencji matrycy
(nieswoiste) 1 zalezne od sekwencji matrycy (swoiste).
We wszystkich uzywa si¢ barwnikéw fluorescencyj-
nych (fluoroforéw) zwiazanych z oligonukleotydowy-
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Rye. 1. Krzywa amplifikacji DNA (a) oraz krzywa topnienia
(denaturacji) produktéw PCR (b). Linia w kolorze pomaran-
czowym oznacza poziom fluorescencji tla (a) lub temperatu-
r¢ topnienia swoistego produktu PCR (b). Reakcje wykona-
no w obecnosci barwnika interkalujacego SYBR Green 1 przy
uzyciu aparatu iCycler (Biorad)
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mi sondami lub/i starterami PCR (metody swoiste) lub
obecnych w stanie wolnym w roztworze, w ktérym
przebiega PCR (metody nieswoiste). Wspdlna cecha
obu grup jest pomiar fluorescencji w kazdym cyklu
PCR i okreslanie cyklu, w ktorym poziom fluorescen-
cji probki wzrasta ponad poziom tta. Cykl ten okresla-
ny jest skrétem Ct (threshold cycle) 1 odzwierciedla
poczatkowa liczb¢ kopii DNA w mieszaninie PCR

(ryc. 1).
lloSciowe oznaczenia w Real-Time PCR

Dotychczas stosowane w laboratoriach diagnostycz-
nych tradycyjne metody PCR umozliwiaja niemal
wylacznie oznaczenia jako$ciowe, a wigc daja odpo-
wiedz na pytanie, czy w badanym materiale znajduje
si¢ poszukiwany gen. Rozwdj metod Real-Time PCR
sprawil, Ze oznaczenie liczby kopii gendéw lub drob-
noustrojow stato si¢ znacznie tatwiejsze do wykona-
nia. Liczba drobnoustrojéw obecna w badanej probce
wyrazona warto$ciag Ct moze by¢ poréwnana do ich
liczby w materiale pobranym z innego organu we-
wnetrznego lub w probkach pobranych w réznym cza-
sie po zakazeniu. Mozliwe jest rOwniez okre$lenie
bezwzglednej liczby drobnoustrojow w probee. Zwyk-
le oznacza to porownanie wartosci Ct w badanym
materiale z krzywa standardowa okreslang w trakcie
tego samego eksperymentu przez amplifikacje serii
probek zawierajacych znang liczbg kopii oznaczane-
go DNA (16).

Precyzja oznaczen ilosciowych w Real-Time PCR
wynika z duzej dynamiki czuto$ci (dynamic range)
siggajacej 8 log j kopii DNA (2). Osiagnigcie tak
wysokiego parametru jest mozliwe dzigki temu, ze
dane odnosnie do ilosci produktu PCR zbierane sa
w trakcie fazy logarytmicznej amplifikacji, kiedy wa-
runki reakcji sa optymalne i nie obserwuje si¢ jeszcze
hamujacego wptywu niedoboru polimerazy, starterow,
nasycenia mieszaniny swoistymi i nieswoistymi pro-
duktami i dziatania innych inhibitorow, co jest przy-
czyna osiagania fazy plateau. [lo$¢ produktu oznacza-
na na tym etapie PCR (elektroforeza po zakonczeniu
reakcji) nie odzwierciedla poczatkowej liczby kopii
w probee.

Nieswoiste metody wykrywania produktow
Real-Time PCR

Podstawa nieswoistych metod detekcji produktow
w Real-Time PCR jest zastosowanie substancji, ktore
wykazuja zdolnos$¢ fluorescencji po zwiazaniu si¢
z dwuniciowym DNA 1 wzbudzeniu fala o okres$lonej
dhugosci. Najszerzej znanym barwnikiem tego typu jest
bromek etydyny wykorzystywany do barwienia DNA
po elektroforezie w zelu (9). Inna substancja naj-
czg$ciej stosowang w metodach Real-Time PCR jest
SYBR Green 1 (13). Metody Real-Time PCR z wyko-
rzystaniem SYBR Green 1 nie wymagaja korzystania
ze specjalnych starterow ani sond DNA, a wigc teore-
tycznie kazda wczedniej opracowana metoda PCR
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moze by¢ zaadaptowana do formatu Real-Time PCR.
Niestety, barwnik SYBR Green 1 wiaze si¢ rowniez
z nieswoistymi produktami PCR (dimery starterow,
produkty nieswoistej amplifikacji), co czgsto moze pro-
wadzi¢ do btednej interpretacji wyniku reakceji. Prob-
lem ten moze by¢ niekiedy rozwiazany przez okresle-
nie temperatury denaturacji produktow PCR (18)
(ryc. 1b). W tym celu po zakonczeniu PCR probdéwki
stopniowo podgrzewa si¢, dokonujac jednoczesnie po-
miaru fluorescencji. Gwattowny spadek poziomu fluo-
rescencji oznacza denaturacj¢ podwojnej nici DNA.
Temperatura, w ktorej ma to miejsce, jest w najwigk-
szym stopniu uzalezniona od dlugosci tancucha DNA
a wiec stosunkowo krotkie dimery starterow beda ule-
galy denaturacji w nizszej temperaturze niz produkt
swoisty (ryc. 1).

Swoiste metody wykrywania produktow
Real-Time PCR

Podstawa swoistej detekcji produktow PCR jest
wykorzystanie sond oligonukleotydowych o sekwen-
cjach komplementarnych do sekwencji DNA synte-
tyzowanego w trakcie reakcji. Sondy te znakowane
sa fluorescencyjnie w sposob umozliwiajacy emisje
swiatta o okres$lonej dlugosci wytacznie w obecnosci
swoistej matrycy. W metodach tych wykorzystuje si¢
naste¢pujace rodzaje sond: liniowe, nukleolityczne, typu
szpilka do wlosow, a takze samoidentyfikujace sig
amplikony przy udziale sondy DNA zwiazanej na sta-
te ze starterem PCR.

Wszystkie wymienione metody swoistego wykry-
wania produktéw PCR opieraja si¢ na przekazywa-
niu energii fluorescencji migdzy dwoma czasteczka-
mi fluoroforu — donorem i akceptorem (fluorescence
resonance energy transfer — FRET). Jest to proces,
w ktorym energia jest przekazywana bezpromieniscie,
bez emisji fotonu, migdzy czasteczkami oddalonymi
0 10-100 A, i ktérych zakresy emisji i absorpcji po-
krywaja si¢ (6) Efektywnos¢ transferu energii jest od-
wrotnie proporcjonalna do szostej potegi odleglosci
migdzy donorem i akceptorem (7). W zaleznos$ci od
konstrukcji sondy o swoistej amplifikacji i obecnosci
produktu PCR $§wiadczy fluorescencja donora lub ak-
ceptora. W takiej sytuacji fluorofor ten nazywany jest
reporterem.

Sondy liniowe (linear oligo probes, LightCycler
probes, HybProbes, kissing probes). Sondy liniowe
sa to zwykle uktady dwoch oligonukleotydow kom-
plementarnych do tej samej nici DNA produktu PCR,
ktore hybrydyzuja w bezposrednim sasiedztwie, w od-
legtosci okoto 10 nukleotydow od siebie (5). Oligo-
nukleotydy te znakowane sa pojedynczo na koncach,
ktérymi sa do siebie zwrocone. Na przyktad, jedna son-
da moze by¢ znakowana fluoresceing (donor) na kon-
cu 3’°, a druga np. fluoroforem LightCycler Red 640
(akceptor) na koncu 5’ (10). W obecnosci swoistej mat-
rycy DNA (swoistej amplifikacji) dochodzi do hybry-
dyzacji obu sond i zblizenia czasteczek fluoroforu. Po
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Ryec. 2. Schemat dzialania ukladu dwdéch sond liniowych hy-
brydyzujacych do nici swoistego produktu PCR. Dochodzi
wowecezas zblizenia czasteczek fluoroforow. Po oswietleniu
probéwki promieniami o dtugosci fali 490 nm czasteczka fluo-
resceiny (kolor zo6lty) emituje energie, ktéra wzbudza emisje
fali o dlugo$ci 680 nm przez czasteczke akceptora (kolor sza-
ry) stuzacego jako reporter. Swiatlo reportera jest mierzone
przez uklad optyczny aparatu do Real-Time PCR

oswietleniu probowki promieniami o dlugosci fali
490 nm wzbudzona czasteczka fluoresceiny emituje
energi¢, absorbowana przez czasteczke akceptora stu-
zacego jako reporter, ktora emituje falg o dtugosci
680 nm (ryc. 2). Swiatto reportera jest mierzone przez
uktad optyczny aparatu do Real-Time PCR.

Metoda umozliwia réwniez wykrywanie mutacji
w obrebie regionow hybrydyzacji sond przez okresla-
nie temperatury ich topnienia (20). W temperaturze
tej, podobnie jak w metodzie z barwnikiem SYBR
Green 1, dochodzi do zaniku fluorescencji. W przy-
padku sond liniowych temperatura ta zalezy jednak od
stopnia komplementarnosc1 sondy 1 matrycy, a nie, jak
we wczesniej opisanej metodzie, od dlugosci produk-
tu PCR (20).

Odmiang tej techniki stanowi metoda wykorzystu-
jaca transfer energii migdzy donorem zlokalizowanym
na koncu 5’ startera, a akceptorem znajdujacym si¢ na
oligonukleotydowej sondzie (PriProET — Primer-Pro-
be Energy Transfer) (17). Metoda ta jest szczegodlnie
przydatna w wykrywaniu genéw o zmiennych sekwen-
cjach, gdyz wymaga krétszego niz w przypadku dwoch
sond fragmentu konserwatywnego. Niedogodnos$cia
jest natomiast wigksza odlegto$¢ migdzy donorem
1 akceptorem, co w pewnym stopniu ogranicza mozli-
wosci wykorzystania fluoroforéw i aparatéw do Real-
-Time PCR.

Sondy nukleolityczne (TagMan®). Sondy nukleo-
lityczne znane sa najszerzej pod nazwa TagMan®. Sa
to oligonukleotydy komplementarne do jednej z nici
produktu PCR, ktorych konce 3’ i 5’ znakowane sa
dwoma réznymi fluoroforami, np. fluoresceing (ko-
niec 5°) (reporter) i TAMRA (koniec 3’) (quencher —
wygaszacz fluorescencji) (12). Naswietlenie miesza-
niny reakcyjnej PCR zawierajacej sondg, lecz nie za-
wierajacej komplementarnego do niej produktu PCR
promieniami o dtugosci fali 490 nm wywota wzbu-
dzenie czasteczki fluoresceiny, ktorej energia zosta-
nie jednak pochtonigta przez znajdujaca si¢ na drugim
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Ryec. 3. Schemat dzialania sond nukleolitycznych TagMan®. Sa to oligonukleotydy zna-
kowane fluorescencyjnie fluoroforem FAM (donor-reporter, kolor zéity) i TAMRA
(akceptor-wygaszacz fluorescencji, kolor szary). W obecnos$ci produktu PCR sonda
hybrydyzuje do niego, a nastgpnie ulega hydrolizie w wyniku dzialania polimerazy
DNA wydluzajacej starter komplementarny do tej samej nici, co sonda TagMan®.
W wyniku tego fluorescencja FAM nie jest thumiona przez czasteczk¢ TAMRA i moze

by¢ zmierzona

koncu oligonukleotydu czasteczk¢ TAMRA 1 fluore-
scencja nie bedzie wykryta przez uktad optyczny apa-
ratu do Real-Time PCR. W przypadku obecnosci
w roztworze DNA swoistego produktu PCR sonda
bedzie hybrydyzowac¢ do jednej z nici, a nastgpnie
ulegnie hydrolizie w wyniku dziatania polimerazy
DNA wydluzajacej starter. Napromieniowanie takleJ
mieszaniny wywola fluorescencjg reportera, poniewaz
jego energia nie bgdzie pochtaniana przez czasteczke
TAMRA 1 zostanie wykryta oraz zmierzona (ryc. 3).

Niestety w trakcie PCR dochodzi niekiedy do sa-
moistnego rozpadu sondy TagMan® co uwidacznia si¢
wzrostem fluorescencji w poéznych cyklach PCR i co
moze by¢ przyczyna biednego rozpoznania wyniku
reakcji (2). W tym przypadku nie ma mozliwos$ci we-
ryfikacji uzyskanego wyniku przez okreslenie tempe-
ratury denaturacji produktu ani topnienia
sondy.

Sondy o ksztalcie szpilki do wlosow
(hairpin oligoprobes, molecular beacons).
Sondy te sa oligonukleotydami znakowany-
mi na obu koncach, podobnie jak sondy
TagMan. Jak wskazuje nazwa, tego typu
sondy maja ksztatt szpilki do wlosow, gdyz
skrajne fragmenty sa do siebie wzajemnie
komplementarne, tworzac wydluzony frag-
ment dwuniciowy (stem), natomiast frag-
ment $rodkowy, ktory jest komplementar-
ny do sekwencji produktu PCR i decyduje
o swoisto$ci sondy, ma ksztatt jednonicio-
wej petli (loop) (21).

Opisany ksztatt sonda przybiera w tem-
peraturze nizszej od temperatury denatura-
cji wydhuzonego fragmentu struktury
(stem). W takich warunkach przy braku spe-
cyficznej sekwencji DNA oba fluorofory
znajduja si¢ w bezposredniej bliskosci
1 energia wzbudzonego $wiattem o odpo-
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wiedniej dtugosci fali donora
jest pochtaniana przez akceptor.
W obecnosci swoistej sekwencji
DNA, po denaturacji sondy,
a nastgpnie obnizeniu tempera-
tury dochodzi do jej hybrydyza-
cji do matrycy DNA, a w efek-
cie rozdzielenia czasteczek do-
nora i akceptora, dzigki czemu
mozna wykry¢ fluorescencjg (21)
(ryc. 4).

Uwaza sig, ze mutacje punk-
towe w obrgbie fragmentu pro-
duktu PCR, do ktoérego hybry-
dyzuje sonda, maja silniejszy
wptyw destabilizujacy na dimer
sonda-produkt PCR niz w przy-
padku sond liniowych ze wzgle-
dunato, ze wydtuzony fragment
struktury szpilki stanowi stabil-
na alternatywna konformacj¢ oligonukleotydu. Sondy
tego typu sa wige bardziej specyficzne (1).

Samoidentyfikujace si¢ amplikony. Zasada dzia-
tania tego typu detekcji amplikondw opiera si¢ na struk-
turze powstalej z potaczenia sondy DNA o ksztalcie
szpilki do wloséw z sekwencja startera, ktory jest do-
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Ryc. 4. Schemat dzialania sondy o ksztalcie szpilki do wloséw (molecular
beacon). Konce sondy sa wzajemnie komplementarne i w temperaturze
pokojowej tworza wydluzony fragment dwuniciowy (stem). Srodkowy frag-
ment jest komplementarny do sekwencji produktu PCR i ma ksztalt jedno-
niciowej petli (loop). W obecno$ci swoistej sekwencji DNA, po denaturacji
sondy, a nastepnie obniZeniu temperatury dochodzi do jej zwigzania z mat-
ryca DNA, a w efekcie oddalenia czasteczek donora (reportera, kolor z6}-
ty) i akceptora (wygaszacza fluorescencji, kolor szary), dzigki czemu moz-
na wykry¢ §wiecenie reportera
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taczony do konca 3’ sondy. Barwnik fluorescencyjny
sondy jest wigc wbudowywany w sekwencj¢ produk-
tu reakcji amplifikacji. W metodach tego typu wyko-
rzystuje si¢ startery ,,sunrise” (sunrise primers, Am-
plifluor hairpin primers™) i startery ,,skorpion” (scor-
pion primers) (23). W obecnosci swoistego produktu
PCR komplementarny do niego fragment sondy ,,sun-
rise” (fragment dzialajacy jako starter PCR) hybrydy-
zuje do matrycy 1 jest wydluzany przez polimeraze
DNA w trakcie pierwszego cyklu PCR. Produktem
tego cyklu jest wigc ni¢ DNA zakonczona petla po-
chodzaca z sondy. Na tym etapie emisja energii repor-
tera jest pochtaniana przez czasteczke wygaszacza
fluorescencji. W kolejnym cyklu z nowo zsyntetyzo-
wana nicia taczy si¢ drugi, nieznakowany starter,
a polimeraza, wydtuzajac go, destabilizuje wydtuzo-
ny fragment petli sondy 1 dobudowuje ni¢ komplemen-
tarng. Sekwencja nukleotydowa produktu PCR zawiera
wigc fragment pochodzacy z amplifikowanego genu
oraz sondy. W ten sposob czasteczka reportera uwal-
nia si¢ spod wplywu wygaszacza fluorescencji 1 $wie-
cenie reportera moze by¢ wykryte (15).

Podobna budowe posiadaja startery skorpion, z tym,
ze wbudowaniu w produkt PCR ulega tylko fragment
sekwencji startera ,,skorpion”, a sonda podobnie do
odwloka skorpiona ,,wygina si¢”’, hybrydyzujac do sek-
wencji amplikonu zlokalizowanej w pewnej odlegtos-
ci od konca 3’ startera, dzieki czemu dochodzi do fluo-
rescencji (23).

Podsumowanie

Ostatnio obserwowany jest intensywny rozwoj
w zakresie opracowywania nowych fluoroforéw, no-
wych metod znakowania DNA oraz nowych metod wy-
krywania produktéw PCR. Takze instrumenty wyko-
rzystywane w Real-Time PCR staja si¢ coraz bardziej
precyzyjne, szybsze i — co niezmiernie wazne — umoz-
liwiaja adaptacj¢ wszelkich dostgpnych technik de-
tekcji. To wszystko sprawia, ze mimo intensywnego
rozwoju technik wykorzystujacych mikromacierze
DNA (DNA microarrays) w najblizszym czasie nale-
7y si¢ spodziewac dalszej ekspansji PCR. Mozliwos¢
szybkiej detekcji kilku drobnoustrojow w czasie poje-
dynczej reakcji PCR przy jednoczesnej mozliwosci
oznaczenia ilo§ciowego wykrytych fragmentdéw spra-
wia, ze Real-Time PCR staje si¢ standardowa techni-
ka w wielu laboratoriach diagnostycznych (3, 4, 22,
24).
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