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karze niedostatecznie przygotowani do tych zadań, a na-
.wct młodzi absolwenci wydziałów weterynaryjnych,
ktorzy nie zdołali wyuczyć się zawodu (Ryc. 5). Rodzi
tc potrzebę uruchomienia s;-l3fgrny edukacji podyplomo-
wej w omawianym zakresie,

Powyższy pakiet problemów merytoryczno-prakse-
ologicznych nie wyczerpuje zagadnień związanych z Te-
olientacją ]ecznictwa zwierząt. Trudniejszymi do prze-
zwyciężenia zdają się być stare nawyki, wspomniana
rut;rna zawodowa, a nickiedy nawet znieczulica i utrata
poczucia godności zawodowcj. Przepisy państwowej służ-
by weterynaryjnej wkraczały do sfery stosunków mię-
dzy lekarzami i niepo,strzeżenie rugowały poczucic po-
trzeby poslępowania elycznego. Ściśle wyznaczone rejo-
ny działania nic preferowały 1epszych, a precyzyjnie
określona, aczkolwiek merytorycznie często nieuzasad-
niona hicrarchia funkcji i stanowisk tworzyła złudze-
nie o moralncj nicskazitelności środowiska lekarzy we-
terynarii. Tymczasem malało poczucie odpowiedzialnoś-
ci osobistcj , zantkały postawy patriotyczno-zawodowe,
powszechnie panoszył rsię stercotypowy szablon, a nara-
stające konflikty rozstrzygano decyzjami administracyj-
nymi o przcniesieniach, karach i awansach (Ryc. 6).

W warunkach, w których nakaz administracyjny za-
stępował ctyczne normy stosunków między hdżrni, roz-

wazania o etyce ograniczały się prawie wyłącznie do
zagadnteń prakseologicznych. Nie było to naganne, choć
dalece niewystarczającc. Trudno ganić dążenia do per-
f ekcjonizowania działalności zawodowc j, mimo, iż to
właśnie teza o potrzcbie dorskonalenia zawodowego pos-
połu z odgórnym zastępowaniem norm etycznych prze-
pisami administracyjnymi, przyczynIŁa się do kryzysu
postaw etycznie nienagannych. Mówiono przecteż w
przeszłości o potrzebie ,,szerzenia etyki i kultury zawo-
dor,vej na drodze oddziaływań idcologiczno-wychovzaw-
czych", nie zaś 

- 
jak to ploponuje Tarczyński - o po-

trzebie tworzenia postaw i zachowań dających poczucie
dobrze spełnionego obowiązku moralnego.

Reasumując pragnę wyrazić przekonanic, że odzy-
skanie wolności zawodowcj przyczyni się do za:adniczej
poprawy efektywności leczenia chorób zwierząt, a umie-
jętność uzupełniania przcsłanek i wskazań ekonomicz-
nych względami humanitarnymi znacznie poprawi naszą
zawodową kondycję etyczno-moralną. Skończył się czas
pracy lckarzy anonimowych. Nastajc okres pracy 1e-
karzy odpowiedzialnych, gruntownie wykształconych
i wrażliwych nie tylko na potrzcby własnc, ale przede
rvszystkim 

- na cierpienia istot żywych.
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Jedną z podstawowych trudności, jaką napotyka się
\v pracy nad kwasami nukleincrvymi, jest nicwielka
ilość rnateriału dostępna w badaniach. Pojedynczy gen
stano bowiem za]edwie 1 pikogram. DNA w 1 p8
DNA o:hodzącym z komórek eukariotycznych. Prak-
tycznic do badania nie nadają się pojedyncze molekuły,
]ecz ich niezwykle liczne populacje, Dlatego warunkiem
swobodnego manipulowania kwasami nukleinowymi jest
ich multiplikacja, Proces ten możliwy jest do przepro-
wadzenia w dwóch systcmach - klasycznym, określa-
nym jako klonowanie molckularne, który polega na
powielaniu identycznych kopii intercsującego nas frag-
mentu DNA w bakterich i drugim _ znanym jako
metoda PCR (Polymerase Chain Reaction), tłumaczona
na język poJ,ski jako łańcuchowa reakcja polimerazo-
wa lub enzymatyczna amplifikacja DNA. Po raz pierw-
szy jej zalstosowanie do amplifikacji Iudzkiego gcnu,
kodującego beta-globinę, zostało opisane w 1985 t. przez
Saiki i wsp. (45), chociaz za twórcę koncepcji PCR jest
uwazany Kary Mullis, pracownik Cetus Corporation
(3 9).

Mechanizm molekularny PCR

O-ois zasacly metody PCR wyma ga przytoczenia kilku
clanych na temat budowy i biologii DNA. Jego cząstecz-
ki zbudowane są z czterech rodzajói,v nukleotydów: ade-

artykuł przeglądowy

n'no-wego (A), cytydynowego (C), tyrnidynowego (T) i gu-
aniCynowego (G), których ]iniowe ułożenie (s:ki.vencja)
stanorvi informację genetyczną. Nukleotydy spięt-- są ze
sobą przez reszty cukrowe i fc;foranowe. W wiązaniu
tym biorą udział atomy cukru, dezoksyrybozy, któryc'l
węgle oznaczane są symbolami 5' i 3'. Dlatego l,v poje-
dynczej nici DNA można wyróżnić ]<ońce 5' i 3'. DNA
występuje zazwyczaj w postaci podwójnych nici, spiral-
nie skręccnych, połączonych wiązaniami wodcrowymi,
W pcdwójnej spirali nici ułożone są w sposób antyrółv-
noległy, co oznacza, ze naprzeciwko siebie leżą róż-
noimienne końce (J'-3'). Drugą cechą podwójnej nici
DNA jest jej komplementarność, bowiem zawsze na-
przeciwko A występuje T, a naprzeciw-ko C występu-
je G. W procesie podziału komorki informacja genetycz-
na zostaje przekazana pototnnym kolnórkom w proc3-
sie tzw, replikacji DNA. Podczas tego procesu wiązania
wodorowe ulegają przerwaniu i dwie pojedyncze nici
stano-wią tzw. matrycę służącą do nsosyntezy liomple-
mentarnych nici potomnych. W ten sposób materiał ge-
nctyczny ulega podwojeniu. W procesie tym uczestniczy
enzymJ polimera.za DNA, przyłączający od końca 3' do i'
pcszczególne trójfosforany dezoksyrybonu_kleozyclo w.

. 1) wykorzyst
jest to proces
uitro, a amp

cji D\TA, Jest
ki zastosorvaniu pary syntetyczn;lch ligonukleotydórv,
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Ryc. 1. Zasada metody PCR (opis w tekście)
PI - pierwszy primer, P2 - drugi primer

ma być uzyskana w wielokrotnej liczbie kopii. OJ,igonu-
k,leotydy te pełnią rolę tzw. primerów, czy też starte-
rów, rozpoczynających reakcję syntezy. Sama polime-
raza bowiem nie jest w stanie rozpocząć syntezy i wy-
maga do utworzenia pierwszego wiązania fosfodwuestro-
wego obecności pewnego, krotkiego fragmentu DNA
(primera). Jeden z nukleotydów jest komplementarny
do nici kodującej o orientacji 5'-3', drugi, odpowiednio
do nici niekodującej, o orientacji 3'-j'. Związanie pri-
tneIa z nicią 5'-3' (tzw. hybrydyzacja) zdenaturowane-
go, a więc jednoniciowego DNA, po którym następuje
wydłużenie (elongacja) przez polimerazę DNA, dopro-
wadza do powstania nowej nici o orientacji 3'-5' za-
wierającej żądaną sekwencję, Rownolegle na drugiej
matrycy zachodzi analogiczna reakcja doprowadzająca
do powsŁania nici o orientacji 3'-5', zawierającej row-
nież żądaną sekwencję. Reakcje te są cykliczne, po
pierwszej syntezie następuje ponowna denaturacja, hy-
brydyzacja primerów i elongacja nici DNA. Elementy
te obejmują jeden cykl PCR. W każdym następnym
cykJ,u teoretycznie następuje podwojenie liczby synte-
tyzowanych kopii danej sekwencji. Zależność tę opisuje
wzór: Y :2", gdzie Y - oznacza liczbę kopii, n - ljcz-
bę cykli. Teoretycznie po 20 cyklach liczba kopii wy-
nosi 10 04B 516. W rzeczywistości efektywność syntezy
jest niższa i po 25-30 cyklach, co rutynowo jest stoso-
wane, można otrzymać 106 - 10? kopii (55); od.powiada
to około 0,5-1,0 pg DNA. Warunkicm ciągłegu prze-
biegu reakcji są cykliczne zmiany temperatury, jakim
poddawana jest mieszanina reakcyjna. Najczęściej de-
naturację przeprowadza się w g4-95oc, pTzez 40-
60 sek. W pierwszym cyklu trwa ona zwykle 5-7 min.
ze względu na konieczność denaturacji długich, podwój-
nych nici DNA. Właściwa tempcratura hybrydyzacji
jcst kluczowym punktem w metodzie PCR. Zwykle na
podstawie zawartości zasad purynowych i pirymido-
wych w primerach oblicza się tak zwaną temperaturę
topnicnia (Tm), pTzy które j następuje denaturacja
kompleksu primer-matryca. Temperatura hybrydyzacji
powinna być oczywiście niższa od Tm, Iecz z drugiej
strony, zbyt łagodne warunki hybrydyzacji zwiększają

p:awdopodobieństwo formowania nicspecyficznych kom_
pleksów primer-matryca i nieswoilstych amplifikacji.
Ilybrydyzację przeprowadza się zwykle w tempraturze
55-65oC przez 20-40 sek. Optymalną temperatlrrą dla-
ciongacji jest 72oC. Osiągnięcie tych warunków jest
rnozliwe przez wykorzystanie tzw, termocyklerów, urzą-
dzcń mogących pomieścić od 20 do 30 probówek, lv
1ilórych programu je się zakresy temperatur i liczbę
cykli. Standardowo amplif ikację przeprowadza się
przez 25-30 cykli w probówce typu Eppcndorf o poj.
0,5 ml w objętości 50 pl mieszaniny reakcyjnej, na
którą składają się: roztwory primerów i fosforanó,,v
dezyksorybonukleozydów (dNTP), matryca DNA, poli-
meraza DNA z buforem,

Komponenty reakcji

P r i m e r y. Dobór sekwencji primerów jest kluczo-
wy dla całego przebicgu reakcji; decyduje bowicm o io-
kalizacji amplif ikowanego f ragmentu i ampIifikacji.
Optymalna długość primcrów waha się od 20-30 nu-
kleotydów. Wazna jcst zawartość zasad G + C, która
powinna być większa ntż 50Dlo, co ze względu na trzy
wiązania wodorowe między C i G zapervnia lepszą hy-
brydyzację. Sekwencje primerów powinny być tak do-
brane, aby na ich końcach 3' nie było sekwcncji kom-
plementarnych, bowiem umożliwia to amplifikację nic-
swoistych dimcrów typu primer-primer. Także duża
zawartość wielu G i C tzw. poly G lub poly C może
porvodować ich nie swoistą hybrydyzację. W przcci-
wieństwie do tego, na końcach primcrów 5' możiiwe
jest wprowadzenie dowolnych sekwencji nic wpływa-
jących na przebieg reakcji. Można w ten sposób
kreować nowe miejsca restrykcyjne, przydatne w pro-
cesie klonowania. Po raz pierwszy możliwość tę wyko-
rzystali Scharf i wsp. (46) do ktronowania fragmentu
genu beta-globiny ludzkiej. Długość amplif ikowanego
fragmentu, określana dystansem między primerami, za-
wicra lsię najczęściej w przedziale od 100-2000 par
zasad (pz), chociaż ostatnio Maga i wsp. (36) opisali
amplifikację f ragmentu 9000 pz, kodującego beta-ka-
zeinę bydła.

Matryca DNA. Najczęściej do badań uzywany
jest genomowy DNA uzyskany metodą ekstrakcji feno1-
-chloroform i precypitacji ctanolem, V/ przypadku
amplifikacji DNA z leukocytów krwi istotne jest cał-
kowitc usunięcie erytrocytów, bowiem pochodne hemu
są silnymi inhibitorami polimcrazy DNA (17). Matrycą
w metodzie PCR mo,gą być również pełne lizaty ko-
mórkowe uzyskane przez poddawanie komórek tempe-
ratlrze 100'C (11, 43) lub otrzymane przez lizę komó-
rek niejonowymi detergentami (?). Klasycznie, stosuje
się od 100 ng do 1 p8 DNA; większe ilości blokują mc-
chanizm reakcji i ułatwiają nieswoiste amplifikacje.
Istnieją dane o możliwości amplifikacji DNA ze skralv-
ka tkanki, będącego 40-1ctnim preparatem histologicz-
nym (49), czy amplifikowaniu rspec;rficznych sekwencji
z plam z krwi (54), śladów naskórka i włosórv ludzkich
(1B). Tę możliwość PCR wykorzystano w medycynie
sądowej do identyfikacji csób na podstawie analizy
ich DNA. W 19BB r. opublikowano dane o badaniu
sekwencji DNA pojcdynczej komórki diploidanej i po_
jedynczego plemnika ludzkiego (20).

E n z y m. Niekorzystne efekty używania fragmentu
Klenowa polimerazy I DNA z E. col,t zostały wyclimi-
nowane w wyniku użycia przcz Saiki i wsp, (44) no-
wego enzymu, Taq polimerazy, izolowancj z termofil-
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nych baktcrii Thcrmus aquatiqus zyjąc5lch w gorących
żrodłach Ycllo,1rstone National Park (B).

Optymalna tempcratura dla Taq polimerazy wynosi
72"C. Enzym ten zachowujc aktylvność nawet w 95oC.
Zwykle stosuje się 2,5 jednostki na reakcję. W tych
rvarltnkach szybkość ,;yntezy DNA wynosi 300 nukle-
otydów na minutę. Istotną konsekwencją wynikającą
z prowadzenia Taq polimerazy jest wzrost specyf icz-
ności reakcji. Jego termostabiln'ość pozwala bowiem
przeprow-adzić hybrydyzację primerów nawct w temp.
68'C. W tych vuarunkach primery związane z rnatrycą
rv micjscach od nicpełncj komplementarności sekwencji
tzsł. mismatches oddysocjowują, natomiast wiązania
utwoi:zone między całkowicie komplementarnymi sek-
r,vencjami lsą trwałe (Kwok i wsp. (31). Pewną niedo-
godnością stosowania Taq polimerazy jest jej częstsza
l-riż u innych polirneraz możlt-wosć omyłkowcgo dołą-
czania innego nuklcotydu. Wedlug Gelfanda i wsp. (13)
możliwość taka może wystąpió laz na 5 X 106 do
1.7 X 1Cr nukIeotydów, na jeden cykl.

B u f o r. Standardowo bufor dla Taq poJ.imerazy za-
ivicla 50 mM KCl, 10 mM Tris-IlCl pH B,3 i 1,5 mM
\,1gC1, oraz roztwory 200 ptM każdego z dNTP. Para-
mer'ry te powinny byĆ optymalizorvane dla każdego
układu rcagentów (21). Dotyczy to szczególnie zawar-
tości jonó-w M8-., niezbędnych dla aktywności polime-
razy, któr5.ch dostępność w reakcji może być rcduko-
.,vana obccnością ujemnie naładowanych grup fosfora-
nowych pochodzących z dNTP lub obecnością zwtąz-
ków chelatujących np. trDTA, który jest składnikiem
buforów stosowanych przy preparatyce DNA. Zazna-
czyć t|zeba, że częstotliwość błędu popełnianego przez
polimcrazę wzrasta, gdy stężcnia Mg i dNTP są
,,vvsokie.

Analiza produktów amplifikacji

Efcktywność amplifikacji analizowana jcst w prostej
rnetodzie elektrof orezy na żelu agarozowym. Po bar-
-,vieniu bromkiem ctydyny, który tworzy kompleksy
z DNA fluoryzującc w promieniach lampy UV, pro-
dukty amplifikacji widoczne są w postaci intensyw-
nych, pojcdynczych prążkóvr. Mctodą tą można wy-
kryć około 5 ng DNA. Bardziej precyzyjna ocena
ampIif ikac ji, uwzględniająca jej swoistość, polega na
hybrydyzacji z rsondą molekularną. Jcst to odcinek
DNA o znanej sekwencji, homologicznej do amplifiko-
-lvanego fragmentu, zawierający wbudowany izotop lub
inny znacznik. W warunkach metody PCR szczególne
zastosowanie znalazły tzw. sondy zimnc, nieizotopowc,
w których produkt hybrydyzacji wykrywany jest
lmmunoenzymatycznie np. sondy znakowane digoxy-
geniną, biotyną lub bezpośrednio z adową fosfatazą.
Są one od 10 do 50 razy mniej czu od, sond znako-

opem, jednak PCR,
do czynicnia z speł-
zadanie (37). o sy-

bezpieczeństwo teria-
łcm nieizotopowym, długi okres ważności sondy,
łatwość w użyciu.

Hybrydyzacja najczęściej wykonywana jest wg me-
tody Southerna (51), która polega na elektroforetycz-
nym rozdziale fragmentów po amplifikacji i przenie-
sieniu DNA z żelu na filtr nylonowy ]ub nitrocelulo-
zow,y. Znacznym uproszczeniem tej dość qzasochłonnej

iegającego na fazie stałej, nową formą analizy jest
ybrydyzacja w środowisku płynnym i wykrywanie

produktów PCR w mikropłytkach testowych typu
ELISA. System ten pozwala na wykrycie amplifikowi-
nego fragmentu równocześnie w licznych próbach w
ciągu 30 min., podczas gdy przy klasycznym systemie
hybrydyzacja trwa od 4 do 16 godzin (32, 3B),

zastosowanie pcĘ

Przykłady zastosowań PCR podziclić można na dwic
glupy. Pierwsza obejmuje klarsyczną metodę i jej mo-
dyfikacje, które znalazły zastosowanie jako nowe tech-
niki badawcze, względnie jako metody uzupcłniające
klasycznc techniki stosowane w biologii molckularnej.

Metoda zdegcnerorvanych primerów. Metoda wyko-
rzystująca fakt degeneracji kodu genetycznego, stcso-
wana do amplifikacji fragmentów o nieznanej sek-
rvencji DNA, a znanej sekwencji aminokwasów, które
tworzą białko kodowane przez ten fragment. Do reakcji
używa się mieszaniny primerów, w5zkorzystując zna-jomoś wykorzystywanych dla
daneg astosowanie tej metody
do id (35) oraz do wykrywa-
nia i irusa BVDV (53).

ra. Pcr:tępowanie obejmuje yntezę komplementarnego
cDNA przy pomocy znane ó primera, c)ołączenie Źa
Pomocą j transferazy, do końców 3'
lub 5' k poly (dG) i właściwą ampli-
fikację primera o sekwencji kom-
plcment tj. poly (dC). Metodę zasto-
so\łrano międ innymi do badania rzadkich transkryp-
tów np. genu t-2 myszy (I2).

Sckwencjonowanie DIVA. Wysoka spccyficzność PCR
z użyciem Taq polimerazy umożliwia wykorzystanie
tej metody
nukleotydów
w układzie
co umoż]iwia
mer, o identycznej do tego, który jest wmniejsz u wykorzystywany jako primer do
sekwen Zil,etą tego systemu jest znaczne
uproszczeni
niu do kl
Metodę tę
nowania fr

Przygotowan sond molckularnych. Powyższy sy-
stem amplifik ji jednoniciowych fragmentów DNA

Drugi obszar zastosowań PCR 
' 

e tej
mctody w celach diagnostycznych, cho-
rób genetycznych i chorób o podło

W diagnostyce chorób genetycznych uwarunkowa-
nych muta stworzyła możliwość
niego wyk ektywnych alleli gen
miejsce po utacji zawiera sekw
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poznawaną przez enzym rcstrykcyjny, wystarczy
zamplifikowany DNA pociąć tym enzymem. Odcinek
amplifikowany na matrycy zmutowanego DNA oczy-
wiście nie podlega trawieniu. Inną teehniką uwzględ-
niającą PCR, jest metoda ASO (Allele Specific Oligo-
nucleolide), która polega na przygotowaniu dwóch oli-
gonukleotydów o sekwencji komplementarnej do sek-
wencji normalnej i zmutowanej w danym genie Oli-
gonukleotydy te, po znakowaniu, służą jako sondy do
h;lbrydyzacji z odcinkiem amplifikowanym na matry-
cy zmutowanego DNA. Warunki hybrydyzacji są tak
dobrane, że sondy wiążą się tylko z identycznymi sek-
wencjami, natomiast brak komplementarności nawet
jcdnego nukleotydu uniemożliwia ich przyłączenie.
Metody te znalazły zastosowanie do diagnostyki B-taia-
semii (4), ancmii sierpowatej (44, 56) i hemofilii (50).

Dodatkową zaletą użycia metody PCR jest to, że te
tcchniki badawcze mogą być stosowane w diagnostyce
prcnatalnej, gdzie do amplifikacji DNA wykorzyrstuje
się kilka komórek płodu, pochodzących z biopsji tro-
foblastu (10, 26). Ta niezwykła właściwość PCR umoż-
liwia, na etapie życia płodowego, określanie płci czło-
wieka (55). Ostatnio Grobet i wsp. (15) opisali takie
postępowanie do określania płci u bydła.

Wprowadzenie PCR do diagnostyki chorób zakażnycll
otrł.orzyło nowe możlilvości diagnostyczne, oparte
o amplifikację i analizę genomu czynnika zakaźnego.
W tym celu, po raz picrwszy, wykorzystano PCR do
wykrywania wirusa HIV (2B). W powodzeniu tej me-
tody dccydujące znaczenie ma jej olbrzymia czułość.
Naif i wsp. (40) wykazali, że metodą PCR można wy-
kryć prowirusowy DNA wirrrrsa BLV nawet w 1 pg
gcnomowego DNA, co stanowi ekwiwalent DNA jed-
nej komórki, natomiast Leib i wsp. (33) stwierdzili
obccność pojedynczych kopii DNA wirusa HSV w po-
jedynczych komórkach zainfekowanych myszy.

Opisano liczne przypadki stosowania PCR w diagno-
styce zakażeń wywoływanych między innymi przez
bakterie: Treponemct pallżdum (6), Aeromonas hydrop-
łlżLa (4l), Clostrżdżum diJficale (24), Borell.ct burgdorferi,
(14), Listeria monocgtogenes (2l) oraz wirursy: BVDV
(5, 48), BLV (40), FIV (19), HBV (23), Epsteina-Barra
(42), koński herpes wirus typ 1 (2), r,virus choroby
Aujcszkyego (21) oraz niektóre adenowirusy (1) \M
prz;rpadku wirusów RNA konieczny jest wstępny etap
odwrotne j transkrypcji, której produkt, cDNA, służy
jako matryca do właściwej amplifikacji. Ostatnio wy-
kazano jednak, żc sama Taq polimeraza zdolna jelst do
odwrotnej transkrypcji (22) i że możliwa jest bezpo-
średnia ampiifikacja transkryptów ptzez ten sam
enzym (52).

Obecnie obserwuje się znaczny postęp doskonalenia
mctody PCR w kierunku ograniczenia czasu przygo-
towania matrycy (szybkie metody otrzymywania DNA,
wykorzystanie lizatów komórkowych) oraz szybkiej
identyfikacji produktów amplifikacji (hybrydyzacja w
środowisku płynnym, zimne |sondy oligonukleotydowe).

Poważnym zagrożeniem dla PCR jako czułej i swoi-
stej metody diagnostycznej jest mozliwość amplifikacji
DNA, którv przypadkowo zanieczyścił badaną próbę, co
doprowadza do nieswoistych amplifikacji. Zastosowana
ostatnio przez Longo i wsp. (34) metoda z inkorporacją
dUTP zamiast dTTP i trawienie produktów amplifi-
kacji glikozydazą uracylową (UDG) jesi skutecznym
środkiem eliminującym tę niedogodność. Kwok i wsp.
(30) opisują całe schematy postępowania i wykonywa-

nia reakcji mające na celu wyeliminowanie reakcji nie-
swoistych.

Wydaje się, że PCR z jcj wielokierunkowym zasto-
so,,vaniem, jest aktualnie potężnym narzędziem badarł,-
czym na miarę rozwoju biologii molókularnej u schył-
ku XX wicku.
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