Tabela 10

Emisja pytu w pomieszczeniach zajmowanych przez bydto, w niekto-
rych krajach Europy; dane z 2008 roku (Dammgen i wsp. 2009)

Emisja pytu

Kraj (kg/stanowisko/rok)

PM10 PM2,5
Belgia 0,28 0,06
Czechy 0,36 0,00
Dania 0,16 0,10
Francja 0,09 0,03
Niemcy 0,21 0,14
Polska 0,40 0,01
Szwaijcaria 0,13 0,02
WIk. Brytania 0,04 0,01

dow. Wielko$¢ emisji pytu w pomieszczeniach dla bydta w nie-
ktérych krajach europejskich podano w tabeli 10.

Produkcja mleka jest bardzo energochtonna. Wedtug badan
przeprowadzonych w FAL (2000), zuzycie energii elektrycznej
w przeliczeniu na jedng krowe o masie ciata 500 kg wynosi w
ciggu roku 263 kWh. Obejmuje to zuzycie energii na o$wietle-
nie, sprzatanie, wietrzenie, karmienie, dodj, schtadzanie mleka i
inne. Podczas produkcji 1 MWh energii elektrycznej w klasycz-
nej elektrocieptowni opalanej weglem kamiennym emitowane
jest 937 kg CO,, 7,8 kg SO,, 3,2 kg NO, i 0,2 kg CO (Grzybek
2005). Przy spalaniu gazu ziemnego lub ropy naftowej ilos¢
emitowanych gazéw jest mniejsza.

W artykule nie opisano problemu emisji metanu i innych ga-
zbw zwigzanych z kompleksowg produkcjg pasz dla bydta. Wy-
maga to osobnego opracowania, w tym bowiem zakresie wyko-
nano wiele ciekawych badan (Bachmaier i wsp. 2008, Brundsch
i wsp. 2008, Butterbach-Bahl i Kiese 2008). Przedstawione w
skrécie zagadnienia, zwigzane z produkcjg mleka i emisjg do

atmosfery metanu i innych gazéw, sktaniajg do zadania pytania:
jak nalezy prowadzi¢ chéw kréw, majac na uwadze emisje ga-
z6w cieplarnianych. W chwili obecnej odpowiedz nie jest znana.
Nalezy sadzi¢, ze w najblizszych latach opracowane zostang
nowe technologie chowu bydta, ktérych celem bedzie ograni-
czenie emisji gazéw majgcych wptyw na zmiany klimatyczne.

Trzeba pamieta¢, ze duze ilosci gazéw cieplarnianych uwal-
niane sg do atmosfery w procesie erupcji wulkanéw, podczas
pozarow laséw oraz sztorméw na oceanach i morzach. Do at-
mosfery emitowane sg inne gazy z przemystu oraz spaliny z
sektora motoryzacyjnego, ktére sg bardziej szkodliwe dla srodo-
wiska. Przyktadowo perfluorometan (CF,) wykazuje 5700 razy
wyzszy efekt cieplarniany niz dwutlenek wegla, za$ dla szescio-
fluorku siarki (SF;) rownowaznik dwutlenku wegla (CO,-eq) wy-
nosi 22 200. Podobne dziatania wykazuja ferony (CF,Cl, CFCI,,
CF,Cl). Obecnos¢ wymienionych zwigzkéw jest zwigzana z
dziatalnoscig cztowieka.

Ociepleniu klimatu zawsze towarzyszy wzrost zawartosci
gazoéw cieplarnianych w atmosferze. Najwiekszy udziat ma para
wodna, w mniejszych ilosciach wystepuja: dwutlenek wegla,
metan, tlenki azotu i ozon. W ciggu ostatnich 400 tysiecy lat —
jeszcze bez udziatu cztowieka — zawartos¢ CO, w powietrzu,
jak tego dowodzg rdzenie lodowe z Antarktydy, juz czterokrot-
nie byta zblizona, a nawet wyzsza od obecnej (Kope¢ 2010).
Nie wyklucza sie, ze wzrost iloSci gazoéw cieplarnianych jest w
pewnej czesci zwigzany z dziatalnoscig cztowieka. Nieuzasad-
nione jest jednak podejmowanie radykalnych i ogromnie kosz-
townych dziatah gospodarczych zmierzajgcych do redukcji emi-
sji wybranych gazéw cieplarnianych. Lobbing, inspirowany
przez zainteresowanych, prowadzi do stwierdzenia: ,nie ma
problemu, nalezy problem stworzy¢”.
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Rok 1983 byt przetomowy w naukach biochemicznych i moleku-
larnych. Wtedy to Kary B. Mullis, wraz ze wspotpracownikami z
Cetus Corporation w Emeryville w Kalifornii, stworzyt i opisat
przebieg tancuchowej reakcji polimerazy — PCR (ang. Polimera-
se Chain Reaction) [8]. Od tego roku swiat nauki dzieli historie
na ,przed PCR” i ,po PCR”. Mullis, urodzony 28 grudnia 1944 r.
w niewielkiej miejscowos$ci Lenoir w Pétnocnej Karolinie i wy-
chowany na farmie, po 10 latach od swojego odkrycia zdobyt
Nagrode Nobla w dziedzinie chemii.

4

Historia powstania PCR

Aby poznac¢ doktadnag historie opracowania metody PCR trzeba
cofnac sie do lat 50. ubiegtego wieku. Artur Kornberg rozpoczat
wtedy badania nad replikacjg DNA. Wyniki badan dotyczace
sposobu reprodukcji kwasu DNA w komodrkach bakteryjnych i
odtworzenie tego procesu w warunkach laboratoryjnych spra-
wity, ze w roku 1959 otrzymat Nagrode Nobla z dziedziny medy-
cyny. Wazne miejsce, posrednio zwigzane z powstaniem PCR,
to znajdujacy sie w Stanach Zjednoczonych Park Narodowy
Yellowstone — to tutaj w latach 60. ubiegtego wieku Thomas
Brock prowadzit badania nad bakteriami zyjacymi w goracych
zrédtach i gejzerach, zdolnymi przetrwac skrajnie trudne wa-
runki srodowiska i temperature dochodzaca do 80°C. Naukow-
com udato sie wyizolowa¢ Gram-ujemng bakterie, niezdolng do
poruszania sie i nie wytwarzajacqg przetrwalnikow, najczesciej
wystepujaca w formie kulistej, ktérej gtdwnym srodowiskiem zy-
cia sg wody termalne, gorgce zrédta oraz oceaniczne kominy
hydrotermalne. Nazwano jg Thermus aquaticus [2]. Nastepnym
krokiem byto odkrycie enzymu, bez ktérego niemozliwe bytoby
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przeprowadzenie procesu PCR. Jest to polimeraza DNA Taq
pochodzgca z bakterii Thermus aquaticus — termostabilny en-
zym tolerujgcy bardzo wysokie temperatury [3]. Enzym ten jest
zdolny replikowa¢ 1000 par zasad w czasie ponizej 10 sekund
w temperaturze 72°C. W roku 1971 zesp6t naukowcéw pod kie-
runkiem Kjell’a Kleppe odkryt proces bardzo zblizony w przebie-
gu do PCR i mimo ze nie opublikowat zadnych znaczgcych wy-
nikdw, jego badania staty sie podstawg pézniejszej pracy Mulli-
s’a. Kleppe w trakcie swoich badan doszedt do wniosku, ze
musi istnie¢ system dwéch sekwenciji starterowych (ang. pri-
mer), ktére moga zapoczatkowywac proces replikacji specy-
ficznego fragmentu DNA. Twierdzit mianowicie, ze: ,mozna
mieC nadzieje na uzyskanie 2 struktur bedgcych kompleksem
nici matrycowej i odpowiedniego dla niej primera. Proces ten
mogtby prowadzi¢ do naprawczej replikacji DNA, pod warun-
kiem dodania polimerazy DNA. W rezultacie mozliwe bytoby
otrzymanie 2 potomnych molekut. Mozliwe bytoby takze powto-
rzenie catego cyklu, pod warunkiem dodania Swiezej dawki en-
zymu” [7]. Juz w kilka lat po odkryciu PCR okazato si¢ mozliwe
przeprowadzanie analiz tg metodg z uzyciem niewielkich ilosci
DNA, pochodzacych przyktadowo z pojedynczego wtosa, poje-
dynczej komorki jajowej lub plemnika. Obecnie do wykonania
badan wystarcza sladowa obecnos¢ DNA w materiale. W po-
czatkach istnienia PCR dtugos¢ analizowanego fragmentu
kwasu deoksyrybonukleinowego wynosita zaledwie 6 kpz, w tej
chwili sg to fragmenty kilkakrotnie wieksze, o dtugosci nawet
ponad 40 kpz [12].

Przebieg reakcji PCR

Czasteczka kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA) od dzie-
sigtkow lat, praktycznie od czasu jej odkrycia, fascynowata na-
ukowcow wielu dziedzin. Odkrycie kodu genetycznego i po-
twierdzenie faktu, ze to geny w duzej mierze odpowiadajg za
funkcjonowanie zywych organizmow, zainspirowato biologow
do nowych analiz tej czgsteczki. Wynalezienie tancuchowej re-
akcji polimerazy spowodowato ogromny przetom w nauce.
Usprawnito i przyspieszyto badania naukowe oraz otworzyto
drzwi do rozwigzywania tych najbardziej skomplikowanych,
trudnych i zarazem waznych, nurtujgcych ludzko$¢ problemow.
Istotg tancuchowej reakcji polimerazy jest specyficzna ampli-
fikacja (powielanie) in vitro wybranych odcinkéw DNA. W efekcie
uzyskuje sie duza liczbe kopii interesujacego badacza fragmen-
tu, potrzebng do dalszych badan. Niedtugo minie 30 lat od wyna-
lezienia tej metody, w tym czasie sposoéb jej wykonywania bar-
dzo sie zmienit. Z bardzo prostej metody wykonywanej przy nie-
wielkim uzyciu zaawansowanego sprzetu, az do wysoko rozwi-
nietej techniki, gdzie stosuje sie skomplikowane procedury i naj-
nowoczesniejszy sprzet. Tym, co nie zmienia sig od lat jest sktad
mieszaniny reakcyjnej, czyli wszystkie substraty, bez ktorych
reakcja ta nie moze zachodzi¢. Kazdy z nich jest niezwykle waz-
ny i ma do spetnienia specyficzng role w procesie amplifikacji.
Pierwszym i podstawowym sktadnikiem jest matryca DNA.
Izolacja DNA moze odbywac¢ sie z materiatow réznego pocho-
dzenia. Mogg to by¢ zywe lub martwe tkanki roslinne, w tym
przypadku najwiekszym problemem jest obecnos¢ polisachary-
dow, czesto hamujgcych enzymy stosowane w pracach z DNA.
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Moga to by¢ zywe oraz martwe tkanki zwierzece (krew, frag-
menty skory, wloséw, organéw), wydzieliny ($lina, fzy, mocz)
czy wymazy, np. pochodzgce z jamy ustnej. W przypadku ma-
teriatdw zwierzecych najwiekszym problemem jest obecno$é
biatek. Eliminuje sie je za pomoca enzymoéw proteolitycznych
oraz fenolu. W badaniach DNA pochodzgcego z krwi, w celu
zwiekszenia wydajnosci analizy, w pierwszych jej etapach usu-
wa sie nie zawierajace jader komérkowych erytrocyty. Matryca
nie moze by¢ zdegradowana ani zanieczyszczona. Obecnie
stosowane metody oczyszczania DNA majg na celu przede
wszystkim uzyskanie wysokoczagsteczkowego DNA, nie zawie-
rajgcego biatek i inhibitoréw enzymow [12].

Szczegodlnego znaczenia nabiera oczyszczanie w trakcie
analiz tzw. DNA starozytnego (ang. ancient DNA, aDNA), czyli
materiatu genetycznego pochodzacego ze znalezisk paleonto-
logicznych, materiatéw archeologicznych, a takze eksponatéw
muzealnych. We wszystkich przypadkach sg to proby liczace
setki, tysigce, a nawet miliony lat. W swojej pracy Hofreiter i
wsp. [5] podajg obszerng charakterystyke materiatu genetycz-
nego tego typu. Lata dziatania wielu réznych czynnikéw $rodo-
wiskowych sprawiajg, ze DNA pochodzace z préb tego typu jest
bardzo zdegradowane i zanieczyszczone. Objawia sie to
ogromng jego fragmentacjq, do czastek wielkosci 100-500 par
zasad. Dobrg jakos¢ prébek mozna natomiast uzyskac z mate-
riatbw zakonserwowanych w niskiej temperaturze (pétnocne
rejony Eurazji — miejsca wystepowania wiecznej zmarzliny),
materiatow przez wieki znajdujgcych sie w jaskiniach, gdzie
utrzymuje sie swoisty mikroklimat badz tez materiatéw przez
dtugi czas zalegajgcych w osadach bagiennych z ograniczonym
dostepem mikroorganizmow. Ustalono, ze maksymalny czas,
jaki czasteczka DNA moze przetrwa¢ w geosferze, wynosi od
50 tysiecy do nawet 1 miliona lat.

Najwiekszg warto$¢ przedstawia DNA pobrane z zebdw i wto-
séw. W przypadku zebdéw szkliwo, a wtosow keratyna, zapewnia-
ja idealng ochrone przede wszystkim przed drobnoustrojami i
tym samym przed zanieczyszczeniem obcym materiatem gene-
tycznym. Odchody czy tez niestrawione resztki pokarmowe réw-
niez stanowig istotne zrédto dla pozyskania DNA ich gospoda-
rza. Probki do badan pobiera¢ mozna réwniez z naczyn, przed-
miotéw codziennego uzytku lub broni. W badaniach starozytne-
go DNA najczesciej wykorzystywane jest mitochondrialne DNA
(MtDNA) lub w przypadku roslin — chloroplastowe (chIDNA).
Duza liczba mitochondriéw w pojedynczej komérce sprawia, ze
liczba mtDNA jest w nich ogromna. Mitochondrialne DNA jest
replikowane przez cate zycie i u wiekszosci zwierzat jest prze-
kazywane potomstwu niemal wytacznie w linii zenskiej. Jest
ono ponadto wysoko polimorficzne, ze wzgledu na duze tempo
wystepowania w nim mutacji, na ktére wptyw majg prawdopo-
dobnie uboczne produkty metabolizmu oddechowego oraz
mniej efektywny od jadrowego mechanizm jego naprawy. Jedng
z cech mtDNA, dzieki ktorej jest on czesto wykorzystywany w
badaniach genetycznych, jest jego niewielki rozmiar, a tym sa-
mym tatwos¢ i prostota w wykonywaniu badan. Umozliwia to
ponadto opracowanie uniwersalnych starteréw amplifikujgcych
rézne fragmenty mtDNA u wielu kregowcow i bezkregowcow, co
oznacza, ze bardzo czesto udaje sie uzyskac informacje gene-



tyczng gatunku bez wczesniejszej wiedzy o sekwencji jego ge-
nomu. Inng réwnie wazng cechg jest brak rekombinacji tego
genomu. Jezeli pominiemy mutacje, mozemy stwierdzi¢, ze po-
tomstwo ma doktadnie taki sam genom mitochondrialny jak mat-
ka. Dzieki temu mozemy poznac¢ historie kazdej populacji wiele
pokolen wstecz. Niemniej wazny w przypadku badan kopalnych
jest fakt, ze genom mitochondrialny jest zazwyczaj duzo lepiej
zachowany niz genom jadrowy. Analizie poddaje sie najczesciej
fragmenty genu kodujacego cytochrom b, geny podjednostek
rybosomowych oraz oksydazy cytochromowej [4].

Czynnosci zwigzane z procesem optymalizacji PCR, czyli
doborem odpowiednich ilosci poszczegdlnych sktadnikow mie-
szaniny restrykcyjnej opisali Innis i Gelfand [6]. Jednym z czyn-
nikdw wptywajacych na przebieg reakcji PCR jest polimeraza
Taq. Sposob dziatania tego enzymu polega na wbudowywaniu
do nici matrycowej poszczegodlnych nukleotydow, zgodnie z za-
sadg komplementarnosci. Polimeraza dziata jedynie w kierunku
od konca 3’ do konca 5, czyli synteza nowej nici odbywa sie
zawsze w kierunku odwrotnym. Standardowo stosowane steze-
nie wyjsciowe tego enzymu w mieszaninie reakcyjnej wynosi
0,5-5 jednostek/ul. Optymalny zakres dziatania polimeraz to
68-72°C, a szybkos¢ reakcji 30-100 nukleotydéw na sekunde.
Rozne rodzaje polimeraz r6znig sie miedzy sobg wydajnoscia,
doktadnoscig i zdolno$cig sprawdzania syntetyzowanych frag-
mentéw DNA. Btad wbudowania nieprawidiowego, niekomple-
mentarnego nukleotydu w zaleznosci od rodzaju polimerazy
moze wynosi¢ 1/10 000 — 1/100 000 nukleotyddéw. O ile doktad-
nos¢ polimerazy nie ma istotnego znaczenia w badaniach wiel-
kosci produktow PCR, w przypadku wykrywania polimorfizmow
i mutacji punktowych jest ona niezwykle wazna. Nalezy podkre-
$li¢, ze nadmiar enzymu w mieszaninie reakcyjnej zawsze be-
dzie prowadzit do powstania niespecyficznych produktow reak-
cji, a zbyt mata ilos¢ polimerazy sprawi, ze produkt w ogole nie
zostanie uzyskany. Ze wzgledu na jej wrazliwo$é na zmiany
temperatury producenci zalecajg przechowywanie jej w tempe-
raturze —20°C i wyjmowanie tylko na czas dodawania do reak-
cji. Polimeraza Taq jako enzym wymaga odpowiednich warun-
kow do dziatania, obecnosci buforu dla polimerazy dziatajacego
w pH 8,3-8,8 oraz jonéw magnezu wystepujacych w postaci
MgCl,. Magnez jest zasadniczym kofaktorem dla polimerazy
DNA oraz katalizuje przebieg reakcji. Jony magnezu sg wigza-
ne nie tylko przez enzym, ale réwniez wchodzg w kompleks z
matrycg, starterami i wolnymi nukleotydami (dNTP). Doktad-
nos¢ amplifikacji jest proporcjonalna do stezenia magnezu, kto-
re $rednio wynosi 1,5 mM. Zapewnienie odpowiednich warun-
kow dla dziatania polimerazy to z kolei rola buforu, w sktad kt6-
rego wchodzi 50 mM KCI i 10 mM Tris-HCI. Zapewnia on site
jonowg oraz jest odpowiedzialny za buforowanie wydajnosci
reakcji. Koncentracja buforu wptywa ponadto na temperature
topnienia starteréw i stad na proces ich przytaczania [13].

Startery, to kolejny element niezbedny do prawidtowego
przebiegu reakcji PCR. Sg to krotkie, jednoniciowe tancuchy
DNA o standardowej dtugosci od 15 do 35 par zasad. Cechg
starterow, ktéra zapewnia specyficzno$¢ amplifikacji jest ich

komplementarnos¢ do badanej sekwenciji. Ich sekwencje sg do-
brane w taki sposdb, ze na zasadzie komplementarnosci wigzg
sie z okreslonymi odcinkami DNA nici matrycowych na obu kon-
cach sekwencji, ktdrg chcemy skopiowac [4]. Wazny jest dobér
stezenia starteréow. Rahman i wsp. [10] podaja, ze za odpowied-
nie uznaje sie 0,1-0,5 uM. Zbyt niska koncentracja starteréw
wptywa na uzyskanie bardzo niewielkiej ilos¢ produktu lub jego
catkowity brak. Nadmiar starteréw prowadzi natomiast zwykle
do powstania niespecyficznych produktéw. Poszczegdlne pary
starterow powinny wykazywac podobng temperature topnienia,
ktéra miesci sie w zakresie 55-72°C. Dla kazdej pary konieczne
jest ustalenie odpowiedniej temperatury przytaczania [6]. Jeze-
li temperatura jest zbyt niska amplifikujg sie niespecyficzne
fragmenty DNA, uwidaczniajgce sie na zelu w postaci ,drabinki”
wielu prazkéw. Gdy temperatura jest zbyt wysoka, amplifikacja
pozadanego produktu i czasami jego czystos¢ jest zaburzona z
powodu stabego przytaczania starteréw.

Ostatnim skfadnikiem reakcji PCR sg trifosforany deoksyry-
bonukleozydéw — potocznie nazywane wolnymi nukleotydami
(dNTP). Sa to nukleozydy adeniny, cytozyny, guaniny i tyminy
(dATP, dCTP, dGTP oraz dTTP). Ich stezenie wyjsciowe wynosi
na ogoét 5-10 yM (mikromol), natomiast stezenie w reakcji po-
winno wzrasta¢ do 20-200 yM. Trzeba uwzglednié, ze po 30
cyklach reakcji tylko 50% nukleotyddéw wystepuje nadal jako
dNTP, gdyz nastepuje rozktad nukleotydow, ktéry bardzo cze-
sto jest przyczynag braku ostatecznego produktu [12].

Majac tak przygotowang mieszanine reakcyjng mozna przy-
stgpi¢ do wiasciwej amplifikacji metodg PCR. Jest ona przepro-
wadzana w termocyklerach — urzgadzeniach wyposazonych w
blok grzejny z otworami na prébki. Urzadzenie zapewnia zmia-
ny temperatury zgodnie z ustalonym wczesniej programem.
Niektore nowoczesne termocyklery posiadajg kilka blokow
grzejnych, dzieki czemu mozliwe jest przeprowadzanie kilku re-
akcji rownoczesnie, z ktérych kazda moze by¢ prowadzona w
innych warunkach. Oprogramowanie wielu wspotczesnych ter-
mocykleréw pozwala ponadto na szeroka manipulacje warun-
kami temperaturowymi, umozliwiajac m.in. prowadzenie reakcji
PCR w gradiencie temperatur. Przebieg PCR wymaga bardzo
wysokich temperatur, ktére powodujg parowanie mieszaniny re-
akcyjnej. Parowanie w czasie trwania reakcji PCR moze prowa-
dzi¢ do wzrastania stezen sktadnikow, zwtaszcza starterow.
Podwyzszone stezenia starteréw prowadza, o czym wspomnia-
no wczesniej, do powstania niespecyficznych, niezamierzonych
zdarzen ich wigzania, a to nastepnie do btednych wynikéw ba-
dan. Ciggle prowadzone sg prace usprawniajgce dziatanie ter-
mocykleréw, polegajace m.in. na dodawaniu elementéw zapo-
biegajacych parowaniu mieszaniny reakcyjnej. Stosowane sg
na przyktad teflonowe poduszeczki, ktérych elastyczna forma
dopasowuje sie do wszystkich powszechnych ptytek do PCR,
probéwek i paskéw do PCR, co prowadzi do rébwnomiernego
nacisku i nagrzewania oraz zapobiega parowaniu.

tancuchowa reakcja polimerazy polega na cyklicznym po-
wtarzaniu sie 3 kolejnych etapow: denaturacji, przytaczania
starteréw i elongacji. W czasie denaturacji, kiedy temperatura
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wzrasta do okoto 95°C, pekajg wigzania wodorowe stabilizuja-
ce podwadjng helise DNA i czasteczka kwasu rozpada sie na 2
pojedyncze fancuchy. W kolejnym etapie temperatura zostaje
obnizona do takiej, jaka jest odpowiednia do przytaczenia po-
szczegolnej pary starteréw. Etap ten nazywany jest przytacza-
niem lub hybrydyzacjg komplementarnych sekwencji startero-
wych do matrycy. Polega na wigzaniu sie starteréw z matryca,
konczy sie natomiast utworzeniem komplekséw starter-matry-
ca. Ostatni etap to elongacja, czyli wtasciwa synteza DNA, po-
legajaca na wbudowywaniu komplementarnych nukleotydéw
przy udziale polimerazy. Proces ten odbywa sie w temperaturze
72°C. Typowa reakcja PCR obejmuje 30 cykli. W kazdym cyklu
dochodzi do podwojenia wyjsciowej liczby matryc, a po 30 cy-
klach reakgciji liczba matryc wzrasta do n=23°=107 474 824.

Powstanie niespecyficznych produktéw widocznych w zelu w
postaci ,drabinki” zbudowanej z licznych prazkéw, otrzymanie
prazka stabo widocznego lub rozmazanego badz tez catkowity
brak produktu moga by¢é spowodowane btedami popetnionymi
podczas przeprowadzania amplifikacji. W tabeli zestawiono
najczesciej popetniane btedy dotyczace poszczegdinych czyn-
nikow reakcji oraz wykonywania doswiadczenia. Poszczegdlne
btedy mozna eliminowa¢, dbajac m.in. o dobdér odpowiednich
stezen. Dotyczy to przede wszystkim koncentracji enzymu i jo-
néw magnezu. Brak produktu moze by¢ spowodowany roéwniez
nieodpowiednig temperaturg przytaczania starteréw. W przy-
padku, gdy produkt PCR stanowi wiele prazkéw warto rozwa-
zy¢ zwiekszenie temperatury przytgczania lub dokona¢ spraw-
dzenia procesu ich projektowania i sktadu. Jezeli w zelu wi-
doczny jest produkt PCR w postaci rozmazanego prazka moz-
na zmieni¢ ilo§¢ enzymu, zmniejszy¢ ilo§¢ MgCl,, wydtuzy¢
czas denaturacji lub zredukowaé ogélng liczbe cykli [13].

Tabela

Najczesciej spotykane btedy popetniane podczas przeprowadzania
reakcji PCR i ich nastepstwa

CZYNNIK BtAD SKUTEK

Polimeraza Taq Nadmiar Produkt niespecyficzny

Zbyt mata ilos¢ Brak produktu
Btedne wprowadzenie Niepetna wierno$¢ w
nukleotydu odtwarzaniu sekwencji

komplementarnej

Matryca Zanieczyszczenie Brak produktu
Degradacja Inny produkt o krétszej
sekwencji,
Startery Nieodpowiednia ilo$¢ Brak produktu
Nieodpowiednia temperatura Produkt niespecyficzny
przytaczania
Btedy Btedne rozcienczenie DNA Brak produktu
laboratoryjne Btedy w opisywaniu prébek Produkt niespecyficzny

Niestosowanie rekawiczek
Niesterylno$¢ koncowek

i probek
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Zastosowanie metody PCR

Opracowanie metody PCR przez ponad 30 lat zmieniato $wiat
nauki. Znalazta ona swoje zastosowanie w wielu dziedzinach,
m.in. w naukach medycznych, biologicznych, weterynaryjnych,
lesnych, rolniczych czy nawet prawniczych.

W medycynie coraz powszechniej metoda PCR stosowana
jest do wykrywania ré6znego typu zakazen u pacjentow. Przykfa-
dowo dla pacjentéw immunosupresyjnych, czyli oséb podda-
nych przeszczepom lub leczonych z powodu choréb nowotwo-
rowych, szczegolne zagrozenie niesie zakazenie wirusem cyto-
megalii (CMV). Takie zakazenie moze stanowi¢ bezposrednie
zagrozenie zycia, dlatego konieczne jest wczesne wykrycie
tego wirusa. Siennicka i wsp. [11] prowadzili badania na temat
przydatnosci réznych wariantéw PCR do wykrywania wirusa cy-
tomegalii w prébkach krwi pacjentéw z immunosupresja. Stosu-
jac ktérykolwiek wariant metody PCR wykryto zakazenie CMV
u 15 sposrdéd 19 badanych pacjentéw, podczas gdy objawy su-
gerujace zakazenie CMV obserwowano jedynie u 7 oséb. Jesz-
cze jeden przyktad badan medycznych, gdzie stosowana moze
by¢ metoda PCR, to identyfikacja bakterii. Szczegdlne znacze-
nie majg metody molekularne w epidemiologii, gdzie w krétkim
czasie mozna ustali¢ zrodto choroby, drogi jej przenoszenia
oraz okresli¢ identycznos¢ patogendw posiadajgcych charakte-
rystyczne sekwencje kwasow nukleinowych. W chwili obecne;j
badania oparte na metodzie PCR sg w stanie zastgpi¢ wiele
klinicznych metod diagnostycznych, takich jak: typowanie fago-
we, diagnostyke serologiczng, testy biochemiczne czy testy le-
kowrazliwosci. W badaniach Wydmuch i wsp. [14] nad identyfi-
kacjq bakterii z rodzaju Acinetobacter okazato sie, ze jedynym
zrodtem pozwalajgcym w sposob jednoznaczny oceni¢ cechy
charakterystyczne danego gatunku jest izolowany z niego ma-
teriat genetyczny poddawany dalszej analizie, np. metodg PCR.

Genetyka to kolejna dziedzina, gdzie zastosowanie znalazta
metoda PCR. W 2003 roku, po 13 latach intensywnych badan,
udato sie zsekwencjonowac ludzki genom. Projekt poznania
ludzkiego genomu (Human Genome Project, HGP) byt sponso-
rowany przez amerykanski Departament ds. Energii i Narodowy
Instytut Zdrowia. Naukowcy z wielu krajow zdotali zidentyfiko-
wac ponad 20 tys. gendw znajdujgcych sie w ludzkim DNA. Wy-
czyn ten ogtosili na wspdlnej konferencji prasowej prezydent
Standéw Zjednoczonych Bill Clinton i premier Wielkiej Brytanii
Tony Blair, méwigc: ,Bez watpienia, jest to najwazniejsza, naj-
bardziej cudowna mapa, ktorg rodzajowi ludzkiemu udato sie
stworzy¢ (...). Uczymy sie dzi$ jezyka, poprzez ktéry Bog stwo-
rzyt $wiat. Zostajemy przeniknieci gtebszym niz kiedykolwiek
podziwem wobec ztozono$ci, piekna i niezwyktosci najswiet-
szego daru Bozego”.

W archeologii i paleontologii przy uzyciu PCR prowadzi sie
badania nad wspomnianym wczesniej DNA ,starozytnym”. Dzie-
ki temu mozna analizowac¢ wptyw réznego rodzaju czynnikéw,
zwtaszcza srodowiskowych, na pojawianie sie i wymieranie wie-
lu gatunkéw. Mozna prowadzi¢ badania filogenetyczne pozwala-
jace zrozumiec¢, w jaki sposéb wydarzenia historyczne uksztatto-
waty obecne rozmieszczenie gendw, populacji i gatunkéw, moz-



na tez probowac ustala¢ relacje genetyczne pomiedzy zwierze-
tami wymartymi a ich wspoétczesnie zyjacymi hipotetycznymi
potomkami. Ponadto, dzieki prowadzonym badaniom nad aDNA
mozna blizej pozna¢ antyczne kultury Etruskéw, Indian preko-
lumbijskich, mieszkancéw wysp czy Australijskich aborygendw.
Mozna poznac ich sposéb zycia, rosliny ktére uprawiali, hodo-
wane przez nich zwierzeta, a takze migracje lub zasieg choréb
zakaznych, jak dzuma czy trad. Przy wykorzystaniu metody
PCR udato sie m.in. potwierdzi¢ tozsamos$¢ ostatniego cara Ro-
sji Mikofaja | i jego rodziny, ostatniego krola Wikingéw, a takze
,Cztowieka z Cheddar”, ktdrego szkielet znaleziono na poczatku
XX wieku w grocie w miejscowosci Cheddar w Anglii. Po wyizo-
lowaniu mitochondrialnego DNA z zebdw, naukowcom udato sie
poznac jego genetyczng mape. Do ciekawych odkry¢ doszli tak-
ze australijscy naukowcy z Uniwersytetu w Queensland. W roku
1991 we wtoskich Alpach dwaj niemieccy alpinisci odnalezli
szczatki cztowieka zamrozonego w Sniegach lodowca, nazwano
go Otzi — cztowiek z lodu. Zaczeto spekulowaé¢ na temat przy-
czyny $mierci tego cztowieka, pochodzacego najprawdopodob-
niej z Epoki Zelaza. Powstaty teorie, Zze zmart z powodu wychto-
dzenia oraz ze mogt sta¢ sie ofiarg rytualnych obrzeddéw. Ze
znalezionych przy nim strzat i noza pozyskano probki krwi. Ba-
dania genetyczne pozwolity stwierdzi¢, ze krew znaleziona na
narzedziach nalezata do co najmniej 4 r6znych osobnikow. Uzy-
cie tych informacji w powigzaniu z wynikami ekspertyz medycy-
ny sadowej pozwolito naukowcom na zrekonstruowanie ostat-
nich chwil Otzi. Zasugerowano, ze mégt zostac ciezko ranny w
walce, co z kolei byto bezposrednig przyczyng jego $mierci.

Ewolucjonizm to kolejna dziedzina, gdzie wykorzystywana
jest metoda PCR, przede wszystkim do doktadnego poznania
procesow rzgdzacych ewolucjg. Na poréwnywaniu znanych se-
kwencji opiera sie analiza nazywana zegarem molekularnym.
Konstruowana jest ona dla roznych gatunkéw, w celu okre$lenia
podobienstwa dwdch sekwencji DNA. Wyniki analiz sugerujg
czas réznicowania sie poszczegolnych grup zwierzat. Sekwen-
cje bardzo podobne réznicowaty sie najprawdopodobniej nie-
dawno, natomiast te bardzo odmienne ewoluowaty od bardzo
dtugiego czasu. Adkins i wsp. [1] prowadzili badania na temat
filogenezy gryzoni. Analize oparli na réznych markerach mole-
kularnych. Jednym z nich byta sekwencja mtDNA odpowiedzial-
na za kodowanie 12SrRNA. Najwyzszy wskaznik zmiennosci
byt obserwowany wtasnie dla tego fragmentu. Wyniki badan
pozwolity znalez¢ odpowiedz na wiele pytan, migdzy innymi,
ktéra grupa ssakéw jest najblizej spokrewniona z gryzoniami
oraz pytan dotyczacych ewolucji tej grupy zwierzat.

Ochrona $rodowiska i ekologia to dwie kolejne dziedziny,
gdzie PCR i poznawanie genomoéw moze by¢ wazng czescig
badan. Lepsze poznanie genomow pozwala na bardziej efek-
tywng ochrone zagrozonych gatunkéw. Dodatkowo, znajac se-
kwencje wybranych genéw zagrozonych gatunkéw mozna
przeciwdziata¢ klusownictwu oraz nielegalnemu handlowi. Na
podstawie sekwencji wybranego fragmentu mtDNA mozna
identyfikowa¢ osobniki. Mozna tez zidentyfikowa¢ populacje, z
ktérej pochodzi upolowany osobnik, np. wtedy, gdy tylko niekto-
re populacje podlegajg ochronie lub istnieje przypuszczenie, ze
osobnik pochodzi z prywatnego stada. Mozna takze identyfiko-

wac konkretne gatunki, gdy na podstawie innych cech nie jest to
mozliwe. Miedzynarodowy, nielegalny handel okazami dzikiej
przyrody przynosi miliardy dolaréw zysku rocznie i obejmuje
setki milionoéw roslin i zwierzat. Poniewaz nielegalnie transpor-
towane gatunki sg czesto nie do rozpoznania po ich przetwo-
rzeniu na wyroby przeznaczone do sprzedazy, niezwykle trud-
no udowodni¢ zarzut nielegalnego handlu. Z tego powodu ana-
lizy molekularne z uzyciem m.in. PCR sg bardzo przydatng
metodg identyfikacji gatunkow [4].

W prawie i kryminalistyce PCR jest podstawg uzyskania ,ge-
netycznego odcisku palca”. Dzieki temu staje sie mozliwe usta-
lenie sprawcy przestgpstwa na podstawie pozostawionych bio-
logicznych sladow, a takze ustalenie ojcostwa [9].

Przedstawione przyktady $wiadczg o rozmaitym zastosowaniu
techniki, jakg jest tancuchowa reakcja polimerazy (PCR). To tylko
niewielka cze$¢ mozliwosci, jakie stwarza ta metoda. Rozwdj ba-
dan molekularnych, jaki ma miejsce obecnie, daje nadzieje na
rozwigzanie wielu probleméw nekajacych wspoétczesnych ludzi.
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Zaktad Deratyzacji
,»OZCZUROLAP”

Wiestaw i Jarostaw Dobrzenieccy
ul. Graniczna 10
87-100 Torun
tel. (56) 655-21-41 lub 654-65-47
tel. kom. 601-212-487

Wyniszczam catkowicie bytujace i dochodzace
szczury, z gwarancja. Fermy, mieszalnie pasz, za-
klady rolne, magazyny, bezpieczenstwo 100%.
Metode przedstawitem w filmie ,,Szczurotap”.

Dla zainteresowanych wdrazamy HACCP.
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