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ВВЕДЕНИЕ
Актуальность темы. Полимеразная цепная реакция (ПЦР) – экспериментальный метод молекулярной биологии, позволяющий добиться значительного увеличения малых концентраций определённых фрагментов нуклеиновой кислоты в биологическом материале. Открытию полимеразной цепной реакции предшествовало развитии молекулярно-биологических технологий. Результатом открытия ПЦР стало почти немедленное практическое применение метода. Особенно бурное развитие метод ПЦР получил благодаря международной программе «Геном человека». Были созданы современные лазерные технологии секвенирования, то есть, расшифровки последовательностей ДНК, что в свою очередь способствовало росту и накоплению информационных баз данных. Таким образом, открытие ПЦР- анализа стало одним из наиболее выдающихся событий в области молекулярной биологии за последние десятилетия. Это позволило поднять медицинскую диагностику на качественно новый уровень. На сегодняшний день метод ПЦР имеет огромное научное и прикладное значение, так как с его помощью были реализованы масштабные исследования в области медицины и биологии и был совершен прорыв, прежде всего, в диагностике широкого спектра инфекционных и генетических заболеваний. Накопленная информация позволила сформировать принципиально новый персонифицированный подход к комплексному обследованию пациента и определить альтернативные варианты терапии с учетом особенностей его генотипа и популяционной принадлежности. Технология ПЦР совершила гигантский рывок и стала неотъемлемой частью рутинной лабораторной практики, продолжая при этом совершенствоваться и развиваться. Изложенное выше, позволяет сделать вывод, что выполнение ПЦР- исследований остаётся актуальным, независимо от того, что сам метод ПЦР стал уже классическим из-за своей специфичности и надёжности, и поэтому он применяется как в повседневных клинических диагностических исследованиях, так и в прикладных, фундаментальных научных изысканиях. В связи с этим были определены объект и предмет настоящего исследования, поставлена соответствующая цель и задачи для её достижения.
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Цель исследования – выявить особенности постановки полимеразной цепной реакции в режиме реального времени в молекулярно-генетической лаборатории. 
Задачи исследования:
1. Проанализировать теоретические основы технологии полимеразной цепной реакции;
2. Изучить лабораторную технологию исследования на основе ПЦР- анализа. 
3. Рассмотреть базовые требования к организации и техническому оснащению ПЦР  лаборатории	

Глава 1. Исторические основы технологии ПЦР- анализа
Исторические предпосылки создания молекулярно-генетических методов на основе полимеразной цепной реакции. Открытию полимеразной цепной реакции предшествовало развитие молекулярно-биологических технологий. В 1869 г. Ф. Мишером была открыта ДНК. Биологическая функция нового вещества была не ясна, изначально ему было дано название «нуклеин», и лишь после обнаружения кислотных свойств этого вещества оно стало упоминаться как «нуклеиновая кислота» [8]. В 1944 г. О. Эвери, К. Маклеод и М. Маккарти провели ряд экспериментов по трансформации бактерий. Они доказали, что за приобретение болезнетворных свойств безвредной культурой отвечают выделенные из пневмококков ДНК [6]. Вплоть до 50-х годов XX века точное строение ДНК и способ передачи наследственной информации оставались неизвестными. В 1949-1951 гг. исследования группы биохимика Э. Чаргаффа [7] сыграли решающую роль для расшифровки в 1953 году структуры ДНК Дж. Уотсоном и Ф. Криком [8]. В 1955 г. А. Корнберг открыл фермент, названный им ДНК-полимеразой, способной удлинять цепь ДНК [5]. В 1971 г. Х. Клеппе и соавторы сформировали принципы использования коротких искусственно синтезированных молекул ДНК-праймеров для получения новых копий ДНК [10]. В 1969 г. Т. Брок и Х. Фриз открыли Thermus aquaticus – экстремально 
термофильную бактерию [8], а в 1976 г. из нее была впервые выделена Taq- полимераза [6]. В 1983-1984 гг. К. Мюллис провел ряд экспериментов по разработке ПЦР и первым начал использовать Taq-полимеразу вместо неустойчивой к высоким температурам ДНК-полимеразы [8]. Это позволило ускорить работы по разработке полимеразной цепной реакции.
Таким образом, сформировался принцип использования ПЦР как метода амплификации in vitro заданных фрагментов ДНК с полностью или частично известной последовательностью. Результатом открытия ПЦР стало почти немедленное практическое применение метода. В 1985 г. Саики с соавторами опубликовали статью, в которой была описана амплификация геномной последовательности β-глобина [7] и с этого момента количество публикаций 
[image: ]применении ПЦР стало увеличиваться в геометрической прогрессии, что показано наглядно на рисунке 1.

Рисунок 1 – Количество статей на PubMed за период с 1980 по 2015 год по критерию поиска «полимеразная цепная реакция»
Особенно бурное развитие метод ПЦР получил благодаря международной программе «Геном человека». Были созданы современные лазерные технологии секвенирования, что способствовало значительному росту и накоплению информационных баз данных, содержащих последовательности ДНК биологических объектов. В настоящее время предложены различные модификации ПЦР, показана возможность создания тест-систем для обнаружения микроорганизмов, выявления точечных мутаций, описаны десятки различных применений метода.
Таким образом, открытие метода ПЦР стало одним из наиболее выдающихся событий в области молекулярной биологии за последние десятилетия. Это позволило поднять медицинскую диагностику на качественно новый уровень.

Глава 2. Механизм полимеразной цепной реакци
Компоненты реакционной смеси. Для постановки полимеразной цепной реакции необходима особая реакционная смесь, включающая:
Праймеры – специфические олигонуклеотиды, комплементарные определённому участку исследуемой ДНК из биологического образца, их подбор является ключевым этапом подготовки к проведению ПЦР, так как неверный выбор праймеров приведёт к получению ложноотрицательных результатов;
Taq-полимераза – термостабильный фермент (температурный оптимум 70°C), обеспечивающий синтез новой цепи ДНК на матрице исследуемой;
Смесь дезоксинуклеотидтрифосфатов (дНТФ) – строительный материал для работы полимеразы;
Буферная смесь – раствор, обеспечивающий необходимое стабильное значение pH для оптимального протекания реакционных процессов;
Анализируемый образец – препарат, содержащий ДНК, готовящийся из взятого биологического материала. Методики выделения ДНК из исследуемого образца будут рассмотрены в работе позднее.
Этапы полимеразной цепной реакции. Если в анализируемом образце присутствует искомая ДНК, то в процессе реакции амплификации с ней происходят изменения, схематично изображённые на рисунке 2, которые обеспечиваются определенными температурными циклами. Каждый цикл амплификации состоит из трех этапов:
Денатурация – это переход ДНК из двухнитевой формы в однонитевую при разрыве водородных связей между комплементарными парами оснований противоположных цепей ДНК под воздействием высоких температур.
Отжиг – это присоединение праймеров к одноцепочечной ДНК-мишени. 
Праймеры подбирают так, чтобы они ограничивали искомый фрагмент ДНК и были комплементарны противоположным цепям ДНК. Отжиг происходит в соответствии с правилом комплементарности Чаргаффа. Если это условие не соблюдено, то отжига праймеров не происходит.
Элонгация (синтез). После отжига праймеров Taq-полимераза начинает достраивание второй цепи ДНК с 3'-конца праймера с использованием дНТФ. Температурный цикл амплификации многократно повторяется (30 и более раз). На каждом цикле количество синтезированных копий фрагмента ДНК удваивается. Результатом циклического процесса является экспоненциальное увеличение количества специфического фрагмента ДНК. Процесс накопления специфических продуктов амплификации по геометрической прогрессии идет лишь ограниченное время, а затем его эффективность критически падает – проявляется эффект плато. Термин «эффект плато» используют для описания процесса накопления продуктов ПЦР на последних циклах амплификации, когда количество ампликонов достигает 0,3–1 пмоль.
Рисунок 2 - Основные этапы ПЦР
Глава 3. Лабораторные технологии полимеразной цепной реакции

Технологический процесс ПЦР-анализа включает три этапа, схематично изображённых на рисунке 3:
1. Выделение нуклеиновых кислот (ДНК или РНК) из биологического материала;


2. Процесс	амплификации	фрагментов нуклеиновых кислот;


3. Детекция продуктов амплификации.



Рисунок 3. – Линейка технологического процесса
Первый этап ПЦР-анализа – выделение нуклеиновых кислот.
Методы выделения. Для подготовки пробы к постановке ПЦР используют различные методики выделения в зависимости от поставленных задач. Их суть заключается в экстракции (извлечении) нуклеиновых кислот (ДНК или РНК) из исследуемого материала и удалении или нейтрализации посторонних примесей. Для выделения нуклеиновых кислот в рутинной лабораторной практике используют три наиболее распространённых подхода:
1. Экспресс-методы выделения (используются для выделения ДНК) базируются на температурном лизисе клеток и последующем центрифугировании, в результате которого нерастворимые компоненты осаждаются на дне пробирки, а надосадочная жидкость (супернатант), содержащая ДНК, используется для проведения ПЦР. Метод прост в использовании, занимает не более 10-15 минут, обеспечивает максимальный выход ДНК, но малоэффективен при работе с материалом, содержащим высокое

количество примесей и ингибиторов ПЦР. Метод не может быть использован для выделения РНК, поскольку ферменты РНКазы устойчивы к нагреванию.
Более эффективным методом выделения и очистки нуклеиновых кислот (НК) при работе с таким материалом может быть использование сорбентов или сильных хаотропных агентов.
2. Сорбентные методы выделения – более эффективные методы не только выделения, но и очистки нуклеиновых кислот (допустимо выделение как ДНК, так и РНК) на твердом носителе, чаще всего: силикагель с повышенным отрицательным зарядом или модифицированной поверхностью, стеклянные бусы, диатомовая земля, стеклянное «молоко». Нуклеиновая кислота обратимо связывается со стеклом в присутствии высокой концентрации хаотропных солей (например, гуанидин тиоцианат). Ингибиторы и другие компоненты клинического материала остаются в растворе. Кроме хаотропных солей в лизирующем буфере чаще всего присутствуют детергенты, которые способствуют растворению и лизису белков. С помощью центрифугирования силикагель с НК осаждается, а супернатант c ингибиторами ПЦР удаляется. Серия последующих отмывок обеспечивает получение высокоочищенного препарата НК. Актуальная на данный момент модификация сорбентного метода
– выделение на магнитных частицах в ручном или автоматическом режимах. Использование магнитных твердых носителей имеет ряд преимуществ по сравнению с немагнитными сепарационными методами. Для процесса выделения используются магнитные носители (синтетические полимеры, биополимеры, пористое стекло, оксид железа с модифицированной поверхностью и другие) с высокой аффинностью к конкретной нуклеиновой кислоте. Обычно магнит прикладывается к стенке пробирки, содержащей образец, чтобы частицы агрегировали к стенке, а остаток образца можно было убрать. При этом можно выделять как ДНК, так и РНК с высоким выходом продукта из образцов, содержащих значительное количество примесей. В целом, сорбентные методы обеспечивают высокую степень очистки нуклеиновых кислот, но могут быть сопряжены с потерями (особенно в случае низкого содержания в образце
– «низкокопийный образец») вследствие необратимой сорбции на носителе или в процессе нескольких промывок.
3. Спиртовое осаждение (преципитация) – агрегация НК (как ДНК, так и РНК) в присутствии соли и спирта. После осаждения спиртом НК отделяется от раствора центрифугированием. Осадок, содержащий целевую НК, неоднократно промывается спиртами и концентрируется центрифугированием. На завершающем этапе процедуры происходит растворение НК в водном буфере, часто в процессе нагревания до 55–65 °С для лучшего растворения осадка. Преимуществом данной технологии является возможность работы со
«сложными» образцами, выделять в равной степени как ДНК, так и РНК, однако спиртовое осаждение приводит к преципитации не только НК, но и белков, что в свою очередь затрудняет получение чистого препарата. Наиболее простым путем решения проблемы с нежелательными примесями является уменьшение объема анализируемого образца, однако такой подход неприменим, если необходимо получить результат с максимальной чувствительностью. Для обеспечения качества процесса выделения важно учитывать не только «сложность» материала для исследования и, исходя из этого, подбирать наиболее эффективный метод экстракции, но и особенности целевой нуклеиновой кислоты. ДНК является достаточно стабильным субстратом, медленнее разрушается под действием ДНКаз, лучше сохраняется при транспортировке и хранении образца и допускает применение длительных методик выделения с использованием большой партии образцов. Напротив, РНК – нестабильный продукт, легко деградирует в условиях длительной транспортировки и хранения без дополнительной стабилизации в специальных средах. В условиях неавтоматизированных методик экстракции выделение нестабилизированной РНК лучше проводить небольшими партиями, исходя, например, из емкости имеющихся в ПЦР-лаборатории центрифуг, чтобы избежать деградации РНК в промежутках между этапами отмывок и центрифугирования. Таким образом, к выбору метода подготовки пробы к ПЦР следует подходить с пониманием целей проведения предполагаемых анализов и особенностей материала для исследования.
Второй этап – амплификация нуклеиновых кислот
(рассмотрен в параграфе 1.1. Механизм полимеразной цепной реакции).

Третий этап анализа – детекция продуктов амплификации. Способы детекции. На сегодняшний день существует несколько основных способов детекции результатов ПЦР:
· электрофоретический (в агарозном или полиакриламидном геле). Электрофореграмма продуктов ПЦР представлена на рисунке 4;

Рисунок 4. Результат электрофореза продуктов амплификации в агарозном геле. 1 - контрольный образец, 2-3 - опытные образцы.

· гибридизационно-флуоресцентный:
· регистрация	продукта	после	окончания	реакции амплификации – «анализ по конечной точке»;
· детекция продукта в режиме реального времени.
Метод гель-электрофореза. Наиболее распространенным до недавнего времени являлся метод электрофореза, основанный на разделении молекул ДНК по размеру. В этом случае визуализацию результатов проводят в пластине агарозного геля, который представляет собой застывшую после расплавления в электрофорезном буфере агарозу в концентрации 1,5–2,5% с добавлением специального красителя ДНК, например, бромистого этидия.
Застывшая агароза образует пространственную решетку. При заливке с помощью гребенок в геле формируют лунки, в которые вносят продукты амплификации. Пластину геля помещают в аппарат для горизонтального гель- электрофореза и подключают источник постоянного напряжения.
Отрицательно заряженная ДНК начинает двигаться в геле от минуса к плюсу. При этом более короткие молекулы ДНК движутся быстрее, чем длинные. На скорость движения ДНК в геле влияют: концентрация агарозы, напряженность электрического поля, температура, состав электрофорезного буфера и, в меньшей степени, ГЦ-состав ДНК. Краситель встраивается (интеркалирует) плоскостными группами в молекулы ДНК.
Все молекулы одного размера движутся с одинаковой скоростью. После окончания электрофореза, продолжающегося от десяти минут до одного часа, гель помещают на фильтр трансиллюминатора, который излучает свет в ультрафиолетовом диапазоне (254–310 нм). Энергия ультрафиолета, поглощаемая ДНК в области 260 нм, передается на краситель, заставляя его флуоресцировать в оранжево-красной области видимого спектра (590 нм).
Яркость полос продуктов амплификации может быть различной, поэтому часто в ПЦР-лабораториях принято оценивать результат по трех-, четырех- или пятибалльной системе. Однако, как уже отмечалось ранее, это нельзя связывать с начальным количеством ДНК-мишени в образце. Часто уменьшение яркости свечения полос связано со снижением эффективности амплификации под влиянием ингибиторов или других факторов.
Метод вертикального электрофореза принципиально схож с горизонтальным электрофорезом. Их отличие заключается в том, что в данном случае вместо агарозы используют полиакриламид и специальную камеру для вертикального электрофореза.
Электрофорез в полиакриламидном геле имеет большую разрешающую способность по сравнению с агарозным электрофорезом и позволяет различать молекулы ДНК с точностью до одного нуклеотида. 

Поскольку необходимость определить размер продукта амплификации с точностью до одного нуклеотида возникает редко, то в рутинной работе этот метод не используют.
Оба варианта электрофоретической детекции позволяют осуществлять только качественный анализ и сопряжены с рядом проблем:
- большие затраты времени на стадию детекции;
- невозможность автоматизации;
- сложности и субъективность трактовки результатов;
- высокий риск контаминации и большие затраты на ее устранение;
- повышенные требования к организации лаборатории;
- максимальное	удаление	зоны	детекции	от	других	зон проведения ПЦР;
- выделение отдельного сотрудника на стадию детекции;
- постоянный контроль смывов;
- большое количество отрицательных контрольных образцов для контроля контаминации ампликонами, что приводит к увеличению объема расходных материалов и времени для подготовки к проведению детекции.
Флуоресцентные методы детекции. Флуоресцентные методы детекции построены на использовании флуорохромов – молекул, обладающих способностью к свечению в результате поглощения световой энергии. Детекция осуществляется специальными приборами после амплификации (ПЦР с анализом результатов по конечной точке) либо в процессе амплификации (ПЦР в режиме реального времени). Технология позволяет минимизировать риск контаминации продуктами ПЦР и таким образом резко уменьшить число ложноположительных результатов. Также менее строгие требования предъявляются к организации ПЦР-лаборатории, становятся возможны автоматическая регистрация и интерпретация полученных результатов. Технологии, которые получили коммерческую реализацию, используют интеркалирующие красители либо флуорофоры в составе олигонуклеотидны гибридизационных зондов.

Интеркалирующие красители (лат. intercalatio – вставка, добавка) – молекулы, способные обратимо встраиваться (интеркалировать) между двумя комплементарными парами нуклеотидов в двуспиральной ДНК или РНК, что изображено на рисунке 5.
       Рисунок 5 – Интеркаляция красителя SYBR Green в цепочку ДНК
Для диагностических целей лучше использовать наборы реагентов, в состав которых входят гибридизационные зонды – более дорогая, но значительно более точная технология. В ее основе – резонансный перенос энергии флуоресценции (fluorescence resonance energy transfer, FRET), который базируется на обмене энергии между двумя фотоактивными молекулами или группами, одна из которых выступает донором (первый флуоресцентный краситель), а другая – акцептором (второй флуоресцентный краситель или
«темновой» тушитель) энергии. Эффективность переноса энергии зависит от взаимного расположения донора и акцептора [7]. На данный момент существует несколько вариантов таких зондов: TaqMan, Molecular Beacon, Scorpion, Duplex Scorpion и другие.
Система TaqMan отличается относительной простотой, высокой специфичностью и представляет собой линейный олигонуклеотид, меченый по 5'-концу флуорофором, а по 3'-концу – гасителем флуоресценции. Место его отжига располагают между участками отжига прямого и обратного праймеров, что исключает детекцию нецелевых продуктов, которые теоретически могут образоваться в результате неспецифического отжига [7]. Принцип данной технологии показан на рисунке 6.


Рисунок 6 – Технология TaqMan

Второй по популярности гибридизационной системой считаются так называемые молекулярные маяки (molecular beacons), представляющие собой шпилечные олигонуклеотиды, концевые последовательности которых спарены и несут флуорофор и гаситель флуоресценции, как видно на рисунке 7. Припоявлении в реакционной смеси ампликонов, которые содержат участок ДНК, комплементарный петлевой части зонда, происходит раскрытие олигонуклеотидной шпильки, что приводит к пространственному отдалению флуорофора и гасителя и, соответственно, к увеличению интенсивности флуоресценции [8].
Рисунок 7 – Технология molecular beacons
Преимуществами данной системы являются сближенное расположение красителя и тушителя, обеспечивающее максимальную эффективность тушения, и более высокая специфичность по сравнению с ИК, а недостатком – необходимость конструирования зондов и оптимизации условий ПЦР. Весьма высокоспецифичными могут считаться системы Scorpion и Duplex Scorpion, что обеспечивается необычным строением данных зондов. Специфичный олигонуклеотид-затравка, расположенный в начале праймера, отделяется от расположенного рядом с ним зонда спейсером, не позволяющим ДНК- полимеразе использовать в качестве матрицы гибридизационную часть праймера. Процесс схематично изображён на рисунке 8.

Рисунок 8 – Технология Scorpion
Зонд Scorpion представляет собой шпилечную структуру типа молекулярного маяка. На определенной стадии амплификации за счет образования в последовательности ампликона участка, комплементарного данному зонду, а также различий в энергии связей происходит раскрытие и разворачивание шпильки. Как у настоящего скорпиона, «хвост» этого составного праймера, разворачиваясь, «выбрасывается» вперед и отжигается на этом участке, приводя к пространственному разобщению тушителя и красителя и свечению последнего [5].
[bookmark: _Hlk153117253]Глава 4. Базовые требования к организации и техническому оснащению ПЦР лаборатории
Основные требования к обустройству, организации и оснащению лаборатории, использующей методы амплификации нуклеиновых кислот, описаны в соответствующих методических указаниях [1, 2].

В зависимости от мощности и профиля лаборатории зона для исследований может быть предусмотрена в виде:
· зала автоматизированных линий по проведению анализов с автоматами для пробоподготовки, анализаторами и компьютерами для обработки результатов;
· отдельных лабораторных помещений, разделенных по этапам и видам     анализа.     Планы      лабораторий      такого      вида      представлены на рисунках 9 и 10.
Зонирование ПЦР-лаборатории определяет следующий порядок работы: В Рабочей зоне 1 осуществляют прием материала, его маркировку,
регистрацию в специальном журнале, первичную подготовку (концентрирование материала путем центрифугирования, фильтрации, иммуносорбции, суспендирование, перевод сухих и плотных материалов в жидкую фазу и т. д.), объединение или разделение проб на аликвоты, обеззараживание и хранение проб, обеззараживание остатков исследуемого
материала. Допускается проведение приема, регистрации, разбора и первичной обработки материала, исследуемого другими методами диагностики (бактериологическими, вирусологическими, иммунологическими и т. д.). При работе с микроорганизмами I–II групп патогенности допускается размещение Рабочей зоны 1 в помещениях блока для работы с инфицированными животными. Материал из Рабочей зоны 1 подлежит передаче в Рабочую зону 2 только после обеззараживания в маркированных одноразовых микроцентрифужных пробирках объемом 1,5–2 мл с закрытой крышкой.
В рабочей зоне 2 проводят выделение и очистку нуклеиновых кислот.
После окончания работы пробирки передают в Рабочую зону 3.
В Рабочей зоне 3 осуществляют приготовление реакционных смесей, проведение обратной транскрипции, амплификации нуклеиновых кислот и учет результатов амплификации при использовании гибридизационо- флуоресцентного метода детекции.

В рабочей зоне 4 происходит учет результатов реакции амплификации нуклеиновых кислот на ДНК-чипах и/или секвенирования; детекция методом электрофореза или гибридизационно-ферментным методом.



Рисунок 9. – Зонирование ПЦР- лаборатории с гибридизационно- флюоресцентными методами детекции

Рисунок 10. – Зонирование ПЦР-лаборатории с гель-электрофорезными методами детекции
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Подводя итоги, анализируя литературные источники и результаты проведённой работы, выполненной в соответствии с поставленной целью и задачами, представляется необходимым отметить:
Открытие полимеразной цепной реакции стало одним из наиболее выдающихся событий в области молекулярной биологии за последние десятилетия. Это позволило поднять данную область науки на качественно новый уровень. Внедрение полимеразной цепной реакции в медицину открыло новое диагностическое направление — ДНК-диагностику. Спектр задач, для решения которых применяется ПЦР «в реальном времени», увеличивается с каждым днем. Сюда можно отнести как сферу научных исследований, так и сферу прикладных применений.
В целом, можно утверждать, что:
1.	Проанализированы теоретические основы технологии полимеразной цепной реакции;
2.	Изучены лабораторные технологии исследования на основе ПЦР- анализа;
3.	Рассмотрены базовые требования к организации и техническому оснащению ПЦР лаборатории.	
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