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Проведено огляд методів та моделей полімеразно-ланцюгової реакції для задачі математичного моделювання та 
оцінювання мінімально необхідного часу реалізації кожної стадії циклу, що в загальному випадку підвищить ефек­
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Вступ. Полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР або 
PCR) -  експериментальний метод молекулярної біо­
логії, спосіб значного збільшення малих концентрацій 
бажаних фрагментів ДНК в біологічному матеріалі. 
Крім простого збільшення числа копій ДНК (цей про­
цес називається ампліфікацією), ПЛР дозволяє про­
водити безліч інших маніпуляцій з генетичним мате­
ріалом (введення мутацій, зрощення фрагментів 
ДНК), і широко використовується у біологічній та 
медичній практиці, наприклад для клонування генів, 
введення мутацій, виділення нових генів, секвенуван- 
ня, для створення і визначення генетично модифіко­
ваних організмів, діагностики захворювань (спадко­
вих, інфекційних), ідентифікації малих кількостей ДНК, 
встановлення батьківства [1].

© А. С. Сверстюк, Т. В. Бігуняк, Б. О. Перевізник

Для проведення ПЛР використовують ДНК-амплі- 
фікатори, що забезпечують можливість програму­
вання та підтримки оптимальної температури, необ­
хідної для проходження процесів реакції (денатура­
ція молекули ДНК, відпалювання з праймерами і 
синтез фрагмента ДНК) [2].

Виділення ДНК полягає в екстракції із матеріа­
лу та виділенні чи нейтралізації доміш ок, які мо­
жуть зупиняти реакцію . Ампліфікація (природна 
р еп л ікац ія  Д Н К  in v itro ) складаться  із трьох  
етапів, що проходять при різних температурних 
режимах:

• денатурація (розплітання спіралі ДНК і розход­
ження ниток, здійснюється при температурі 93­
95 °С);
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Рис. 1. Полімеразна ланцюгова реакція: А  -  типовий ампліфікатор; Б -  схема проведення.

• відпал (приєднання праймерів при температурі 50­
65 °С);

• синтез ДНК (комплементарне добудування обох 
ниток ДНК, при температурі 70-72 °С). Матеріалом 
для синтезу нових ланцюгів служать дезоксирибо- 
нуклеозидтрифосфати, що додаються в розчин. Про­
цес синтезу каталізується ферментом їац-ДНК-полі- 
меразою.

Далі цикли повторюються знову -  ланцюги, що ут­
ворилися в першому циклі ампліфікації ДНК, служать 
матрицями для другого циклу ампліфікації. За 30-40 
циклів у  розчині накопичується близько 108 молекул, 
що достатньо для візуальної детекції цього фрагмен­
та за допомогою методу електрофорезу в агарозно­
му гелі.

Для ефективного проведення ПЛР необхідно за­
безпечити багатостадійний циклічний режим зміни 
температури. Кожна стадія циклу (денатурація, 
відпал, елонгація (синтез)) повинна відбуватися при 
певних температурах та впродовж відповідного часу. 
В іншому випадку необхідних перетворень молекул 
ДНК може не відбутися. Таким чином задача мате­
матичного моделювання і відповідних розрахунків 
полягає в оцінюванні мінімально необхідного часу 
реалізації кожної стадії циклу, що в загальному ви­
падку забезпечить досягнення мінімального часу 
проведення ПЛР.

Метою роботи є проведення огляду методів та 
математичних моделей ПЛР для ефективнішого 
використання методів молекулярної біології.

У  багатьох роботах [3-5] наведені різні моделі ПЛР, 
розглянемо як самі методи, так і математичні мо­
делі ПЛР.

Методи ПЛР. Пресимптоматична діагности­
ка за допомогою ПЛР. Пресимптоматична діаг­

ностика спадкових захворю вань за допомогою  
ПЛР відкриває нові можливості превентивного (по­
переджувального) лікування (наприклад, порушен­
ня міді при хворобі Вільсона-Коновалова). Прена­
тальна діагностика дітей із тяжкими спадковими 
захворюваннями (міодистофія Дюшена, муковісци- 
доз, міотонічна дистрофія) дозволяє сім’ям, які ма­
ють уже хвору дитину, надіятися народити здорову 
дитину. Ж інки -  носії патогенного гена (підтверд­
женого ДНК-діагностикою), коли вірогідність народ­
ження хворої дитини (наприклад, гемофілія А  та В) 
становить 50 %, при проведенні пренатальної діаг­
ностики (амніоцентез, кордоцентез із подальшою 
ДНК-діагностикою) можуть мати можливість на­
роджувати здорову дитину.

Метод ДНК-чіпів. Для масового сканування по­
ширених мутацій використовується метод ДНК-чіпів. 
В основі методу лежить принцип комплементарної 
гібридизації. Комплементарна гібридизація умовно 
складається з чотирьох кроків:

- визначення хімічної структури фрагмента ДНК;
- видалення фрагмента ДНК, який розміщується в 

рідинному субстраті у  відповідному довідковому сег­
менті;

- вивчення невідомого матеріалу. Дослідний зра­
зок ДНК вноситься в довідковий сегмент, який 
містить відомий фрагмент ДНК і при збігові струк­
тури здійснюється гібридизація;

- ідентифікація результату з допомогою різнома­
нітних світлочутливих хімічних речовин.

ДНК-чіп являє собою пластинку площею близько 
1 см2, на якій у чітко визначеному порядку розміщені 
комірчини, кожна з яких містить одноланцюгові полі- 
нуклеотиди однієї визначеної послідовності основ. При 
цьому розроблені методики, коли олігонуклеотиди

98 ІББИ 1996-1960. Медична інформатика та інженерія. 2014. № З



синтезуються безпосередньо на поверхні чіпа. З ’я­
вилася можливість розмістити на 1 см2 їх кілька 
мільйонів.

Постійно здійснюється удосконалення ДНК-чіпів. 
Розроблені та застосовуються ДНК-чіпи для діаг­
ностики таласемій, муковісцидозу, раку молочної 
(грудної) залози, спадкової схильності до наркоманії, 
менінгітів та різноманітних інфекційних хвороб. Роз­
роблені методики комбінації ДНК-чіпів та ПЛР. Це 
дало можливість розширити діагностичні можливості 
методу та прискорити процес ідентифікації.

Молекулярно-генетичні методи. М олекуляр­
но-генетична діагностика спадкових хвороб викори­
стовується і для вивчення геному людини. Щоб ви­
явити необхідні для цього специфічні фрагменти ДНК 
використовують блот-гібридизацію за Саузерном. 
Щоб виявити потрібні фрагменти, здійснюють гібри­
дизацію ДНК-зондом або клонування фрагментом 
ДНК. Результат гібридизації комплементарних лан­
цюгів радіоактивного фрагмента ДНК знаходять за 
допомогою радіоавтографії (ДНК проявляється у 
вигляді радіоактивної смуги). За допомогою методу 
Саузерна можна скласти карту геному на ділянці 
досліджуваного гена та встановити наявність мутації.

Методи мультиплексних ПЛР. Мультиплексні 
ПЛР використовують для визначення делецій у гені 
дистрофіну, на частку яких припадає 60 % усіх му­
тацій, які спричиняють дистрофію Дюшена. Мето­
дика базується на ампліфікації фрагментів різних ек- 
зонів гена, в яких найчастіше виникають делеції. Якщо 
делеції відсутні, фрагмети ДНК зафарбовуються 
рівномірно, якщо ж  у досліджуваній ДНК деякі екзо- 
ни делетовані, то на електроф ореграм і будуть 
відсутні фрагменти відповідних екзонів [6,7]. Недо­
ліком методу є те, що він не виявляє делеції, що пе­
ребувають в гетерозиготному стані або локалізовані 
в аутосомних генах [7].

ПЛР застосовують у дослідженнях з молекуляр­
ної біології пухлин. Зокрема, була підтверджена асо­
ціація між HTLV-1 та Т-клітинним лейкозом дорос­
лих і спастичним парапарезом, доведений зв’язок між 
вірусами папіломи людини 16 та 18 типів і карцино­
мою шийки матки, показана роль мутацій ряду про- 
онкогенів в канцерогенезі [8].

Метод генетичних відбитків пальців. М етод 
генетичних відбитків пальців (англ. genetic finger­
printing) використовується в криміналістиці для іден­
тифікації людини, порівнюючи її ДНК з ДНК в нада­
ному зразку. Із застосуванням ПЛР теоретично по­
тр іб н а  лиш е одна м олекула Д Н К  для п евн о ї 
ідентифікації, хоча у окремих випадках саме ця чут­

ливість збільшує ризик помилок через можливе за­
бруднення, і ампліф ікацію  в результаті ДНК з 
зовнішніх джерел. Існує кілька методів генетичних 
відбитків пальців, але всі вони звичайно використо­
вують гелевий електрофорез, після чого зразок фар­
бується за допомогою етідіум броміду або інших 
фарбників, або спостерігається за допомогою гібри­
дизації з пробами ДНК за допомогою саузерн-блот- 
тингу (англ. Southern blot). На практиці необхідний 
зразок генетичного матеріалу збирається з місця 
злочину -  кров, слина, сперма, волосся тощо. Цей 
зразок порівнюють з генетичним матеріалом підоз­
рюваного. Оскільки є невелика вірогідність, що у двох 
людей відбитки виявляться схожими, цей метод ча­
стіше використовується для доказу невинності підоз­
рюваного. Хоча «генетичні відбитки пальців» уні­
кальні (за винятком випадку однояйцевих близнят), 
споріднені зв’язки все ж  таки можна встановити, зро­
бивши декілька таких відбитків (рис. 2). Той же ме­
тод можна застосовувати, злегка модифікувавши 
його, для встановлення еволюційної спорідненості 
серед організмів [4].
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Рис. 2. Електрофорез фрагментів, ампліфікованих 
за допомогою ПЛР:

(1) -  батько; (2) -  дитина; (3) -  мати.

Дитина набула деякі, але не всі, лінії своїх генетич­
них відбитків пальців від кожного із своїх батьків, 
створюючи новий унікальний набір.

Математична модель стадій ПЛР. У роботі [5] 
розглядається модель ПЛР стадії відпалу та елон­
гації.

Для стадії відпалу система диференціальних рівнянь 
має вигляд:
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У формулах (1-3): 5 -  одноланцюгова ДНК, р  -  
молекула праймер, 5  -  одноланцюгова ДНК, зв’яза­
на з праймером, кх -  зворотна швидкість реакції для 
відпалу.

Модель стадії елонгації ПЛР, запропонована в ро­
боті [5], має вигляд:

Тут к 2; к — пряма і зворотна швидкості реакції 
для утворення комплексу, q — Taq молекула, с — чис­
ло копій, п—нуклеотидна послідовність для елонгації, 
к 3,к3—пряма і зворотна швидкості реакції для елон­
гації, d —дволанцюгова ДНК.

Для оцінювання мінімально необхідного часу реа­
лізації кожної стадії циклу керуючим впливом є тем­
пература, яка не врахована для вищенаведених мо­
делей стадії відпалу та елонгації.
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Висновки. У результаті огляду методів ПЛР мож­
на зробити висновок, що це високоспецифічна і чут­
лива реакція, оскільки дає можливість досліджувати 
навіть одиночну копію гена у вихідному матеріалі. 
Методи ПЛР є оригінальними та особливими щодо 
застосування. Зокрема, мультиплексну ПЛР викори­
стовують для визначення делецій, що перебувають 
у гомозиготному стані у хворих з генними захворю­
ваннями, метод ДНК-чіпів (array based analysis) дає 
змогу проводити масове сканування поширених му­
тацій, які є однонуклеотидними замінами (SNP) для 
різних скринінгових програм, що є продовженням 
програми «Геном людини».

При проведенні аналізу моделі ПЛР можна зроби­
ти висновок, що для оцінювання мінімально необхід­
ного часу реалізації кожної стадії циклу керуючим 
впливом є температура, яка не врахована в розгля­
нутих моделях. У  подальших дослідженнях потрібно 
дослідити питання щодо керованості стадії ПЛР з 
врахуванням температури та провести відповідне 
чисельне обчислення оптимального керування.

Таким чином, ПЛР є унікальним методом дослі­
дження з широкими можливостями застосування. 
Вся процедура реакції піддається автоматизації, що 
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