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Полимеразалық тізбекті реакция (ПТР) — биологиялық материалдағы анықталатын нуклеин қышқылдарындағы (ДНҚ) аз концентрациялы фрагменттердің айтарлықтай ұлғайтылуын қамтамасыз ететін молекулярлық биологиядағы эксперименталды әдіс.
ДНҚ-ны амплификациялаудан басқа ПТР нуклеин қышқылдарына әр түрлі әсер етуге мүмкіндік береді (мутация, ДНҚ фрагменттерін тұтастыру). Сонымен қатар, ПТР биологиялық және медициналық практикада кеңінен пайдаланылады, мысалы, мирастық немесе инфекциялық ауруларды анықтау, әкелікті орнату, гендерді клондау, жаңа гендерді бөліп шығару, т.б.

ПТР-ды іске асыру
Әдіс нуклеин қышқылының белгілі бір үлескісінің қайталанып отыратын таңдаулы көшірмеленуіне негізделген. Бұл үрдіс ферменттердің көмегімен жасанды жағдайда жүзеге асады (in vitro).
Реакция компоненттері
ПТР-ды ең қарапайым жағдайда жасау үшін келесі компоненттер керек болады:
· Амплификация жасалатын ДНҚ үлескісі бар ДНҚ-матрица
· Талап етілетін ДНҚ фрагменті әр түрлі тізбектерінің ұштарына комплиментарлы екі праймер
· Жоғары температураға тұрақты ДНҚ-полимераза - ДНҚ полимеризациясын катализдейтін фермент.
· Дезоксирибонуклеозидтрифосфаттар (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
· Полимеразаның қызметіне қажетті Mg2+ иондары
· Реакцияға қажетті жағдайларды (pH, ерітіндінің иондық күші) қамтамасыз ететін буферлік ерітінді
Реакция барысы
Әдетте ПТР жүргенде әрбіреуі 3 сатыдан тұратын 25-30 цикл жүзеге асады
Денатурация
ДНҚ тізбектері таралып, ширатылып кетуі үшін екітізбекті ДНҚ матрицасын 94-96°C-қа дейін 0,5-2 мин қыздырылады. ДНҚ тізбектері арасындағы сутектік байланыстар үзілетіндіктен, бұл кезең денатурация деп аталады.
Суыту
Тізбектер бөлінген соң, праймерлер байланысу үшін температураны төмендетеді.
Элонгация
ДНҚ-полимераза матрицалық тізбекті праймерлер арқылы репликациялайды.
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Никогда ещё в истории медицины врачи не имели столь точного, быстрого и эффективного метода диагностики инфекционных заболеваний, как ПЦР или полимеразная цепная реакция. Широко внедрённый на сегодняшний день метод имеет ряд значительных преимуществ, позволяющих считать, что ПЦР - единственный метод, имеющий почти 100% точность.
ПЦР была изобретена в США. Автор этого открытия Кери Муллис получил в 1993 году Нобелевскую премию в области химии. Учёным давно был необходим метод, позволяющий получить неограниченное число копий исходной ДНК или РНК. ПЦР в течение нескольких лет использовалась как экспериментальный метод. Широкое внедрение ПЦР в клиническую практику началось в конце 80-х - начале 90-х годов.
Каким образом проводится анализ ПЦР?
[bookmark: _GoBack]В основе метода - увеличение количества определённых последовательностей искомой ДНК, характерной для того или иного возбудителя инфекции. Наборы ПЦР реактивов, характерных для определённого возбудителя, загружаются в специальный аппарат. Туда же добавляют образцы, полученные от больного. Возможно, проводить анализ с любыми образцами – такими, как кровь, слюна, мазок. ПЦР отличается низкими требованиями к чистоте образцов. Можно исследовать даже кал.
На ПЦР аппарате запускается циклический процесс нагревания и охлаждения смеси реактивов и образцов. В ходе циклов, если в смеси находится последовательность ДНК, характерная для какого-либо инфекционного агента, происходит многократное увеличение копий ДНК или РНК возбудителя.
Когда количество копий ДНК или РНК возбудителя достигает количества, достаточного для обнаружения, можно провести качественный или количественный анализ. Наличие искомой ДНК свидетельствует о положительном результате - обнаружена последовательность нуклеотидов, характерная для возбудителя инфекции или для наследственной патологии.
Количественный ПЦР анализ позволяет определить, как много вирусов содержится в образцах. Таким образом, определяется тяжесть вирусной инфекции, называемая вирусной нагрузкой.
В тех случаях, если ПЦР отрицательный - можно с уверенностью сказать, что искомой патологии у человека нет.
Лаборатория ПЦР диагностики представляет собой сложный комплекс оборудования и реактивов. По этой причине анализ достаточно дорог.
Так как метод определяет последовательности ДНК, ПЦР широко используется и для других целей: в криминалистике, для установления факта отцовства, в молекулярной биологии и химии для проведения экспериментов.
Почему ПЦР - лучший из доступных сегодня методов диагностики
Плюсы ПЦР диагностики:
1. Широта диагностических возможностей - с помощью ПЦР можно определять все виды вирусных, бактериальных и грибковых инфекций.
2. Доступность - сегодня ПЦР проводится в любой частной или государственной клинике.
3. ПЦР может использовать для анализа любые образцы тканей или биологических жидкостей.
4. ПЦР - очень точный метод. Другой метод, применяющийся для диагностики инфекции, называемый иммуноферментный анализ или ИФА, в 30-40% случаев, по данным различных исследований, не обнаруживает возбудителя.
5. ПЦР определяет самого возбудителя, в отличие от серологических методов. (Серологические методы основаны на определении антигенов или антител к возбудителю в сыворотке крови. Для этого инфекция должна какое-то время существовать в организме больного. Например, первые месяцы после заражения ВИЧ, серологические методы не дают положительных результатов несмотря на то, что болезнь уже началась. Этот период называют серонегативным окном. ПЦР лишена этого недостатка).
6. ПЦР - высокоспецифичный метод. У него нет таких недостатков, как ложноположительные или ложноотрицательные результаты. Ошибки метода полимеразной цепной реакции скорее зависят от человеческого фактора.
Как выглядят результаты ПЦР
Результаты ПЦР анализа на инфекции обычно выглядят как таблица. В первой колонке идут виды возбудителей, определённых в ходе анализа. Во второй результаты. Например:
	Возбудитель
	Результат

	HCV (ПЦР)
	отр.

	Микоплазма (ПЦР)
	отр.

	ВИЧ (ПЦР)
	отр.

	Хламидия (ПЦР)
	отр.


В списке может быть много инфекций. В скобках указывается, что анализ был проведён с помощью полимеразной цепной реакции. Таблица упрощена, так как одних микоплазм существует несколько разных видов.
В спорных случаях, возникающих при положительных результатах на такие страшные диагнозы, как ВИЧ, полученные другими методами, ПЦР выступает в роли решающего метода, подтверждающего или исключающего диагноз.


image1.jpeg




