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ΔΕΛΤΙΟΝ ΕΛΛ. ΚΤΗΝ. ΕΤΑΙΡΕΙΑΣ 1997, 48(2): 61-69 

Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης 
Περιγραφή της μεθόδου και εφαρμογής της στην ανίχνευση ιών 

Μ. Παπαναστασοπούλου 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ. Η μέθοδος της αλυσιδωτής αντίδρασης της 
πολυμεράσης (Polymerase chain reaction, PCR) περιγρά-
φηκε για πρώτη φορά το 1985. Από τότε έχει δημοσιευτεί 
πληθώρα εργασιών, που αφορούν τις εφαρμογές της 
μεθόδου στη μελέτη των ιογενών λοιμωδών νοσημάτων. 
Στην ανασκόπηση αυτή γίνεται σύντομη περιγραφή της 
μεθόδου και αναφέρονται οι διάφορες παραλλαγές της 
και τα προβλήματα που μπορεί να προκύψουν κατά την 
εκτέλεση της. Επιπλέον, παρουσιάζεται, ως εφαρμογή 
της μεθόδου στην εργαστηριακή διάγνωση των ιογενών 
λοιμωδών νοσημάτων, η ανίχνευση διάφορων ιών σε 
παθολογικά υλικά. 

ABSTRACT. Papanastassopoulou Μ. Polymerase chain 
reaction (PCR). Description of the method and its appli­
cation in the detection of viruses. Bulletin of the Hellenic 
Veterinary Medical Society 48(2):61-69. Since the first 
publication of the polymerase chain reaction (PCR) in 
1985, there has been a large number of reports on its 
applications in the study of viral infections. This review 
outlines the PCR methodology and its variations, as well 
as the problems that may be encountered during its 
performance. Its application in the detection of various 
viruses in clinical samples is also presented. 

Λέξεις ευρετηρίασης: Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμε-
ράσης (PCR), μέθοδος, εφαρμογή, ιογενή νοσήματα, ανί­
χνευση ιών. 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Αναμφίβολα η ανακάλυψη και η εφαρμογή της αλυ­
σιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης υπήρξε μια από 
τις μεγαλύτερες επιτυχίες της μοριακής βιολογίας. Η 
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μέθοδος είναι διεθνώς γνωστή ως PCR από τα αρχικά 
των λέξεων Polymerase Chain Reaction. Η PCR περι-
γράφηκε και εφαρμόστηκε για πρώτη φορά το 1985 από 
τους Saiki και συν.1 και βελτιώθηκε αργότερα από τους 
Mullis and Faloona2. Από τις βασικές τεχνικές της 
μοριακής βιολογίας που αναπτύχθηκαν την τελευταία 
δεκαετία, καμία δε χρησιμοποιήθηκε τόσο πολΰ, για 
διαγνωστικούς και μη σκοπούς, όσο η PCR. Με την 
τεχνική αυτή αντιγράφεται in vitro, κατά εκατομμύρια 
φορές, ένα τμήμα γονιδιακοΰ δεοξυριβονουκλεϊκοΰ 
οξέος (DNA) οποιασδήποτε προέλευσης. Πρόκειται 
δηλαδή για μια ενζυμική μέθοδο σύνθεσης γονιδιακοΰ 
DNA. Η μέθοδος βρίσκει ευρεία εφαρμογή στη βιολο­
γία, στην ιατρική, στη γενετική, στην ιολογία και σε 
άλλες επιστήμες. 

Σκοπός της ανασκόπησης αυτής είναι η συνοπτική 
περιγραφή της μεθοδολογίας της PCR, των παραλλα­
γών της και των προβλημάτων που μπορεί να εμφανι­
στούν κατά την εκτέλεση της. Παράλληλα γίνεται ανα­
φορά στην εφαρμογή της μεθόδου στην εργαστηριακή 
διάγνωση ιών σε παθολογικά υλικά. 

Για την ευκολότερη κατανόηση του τρόπου αντιγρα­
φής του DNA με τη μέθοδο PCR θεωρείται σκόπιμο να 
δοθούν μερικά στοιχεία που αφορούν τη μοριακή δομή 
του DNA και τον τρόπο αντιγραφής του in vivo3. 

Τα νουκλεϊκά οξέα (DNA, RNA) είναι μακρομόρια, 
που αποτελούνται από χιλιάδες απλούστερες δομικές 
μονάδες, τα νουκλεοτίδια. Κάθε νουκλεοτίδιο αποτελεί­
ται από μια αζωτούχο βάση, ένα μόριο μονοσακχαρίτη 
και ένα μόριο φωσφορικού οξέος. Οι αζωτούχες βάσεις 
(ή απλώς βάσεις) είναι οι: αδενίνη (Α), γουανίνη (G), 
κυτοσίνη (C), θυμίνη (Τ) και ουρακίλη (U). 

Τα νουκλεοτίδια συνδέονται μεταξύ τους με 3',5' -
φωσφοδιεστερικοΰς δεσμούς και σχηματίζουν μια πολυ-
νουκλεοτιδική αλυσίδα. Το μόριο του DNA, συγκεκρι­
μένα, είναι δίκλωνο, δηλαδή αποτελείται από δυο πολυ-
νουκλεοτιδικές αλυσίδες (κλώνους), που ενώνονται 
μεταξύ τους με δεσμούς υδρογόνου. Οι δεσμοί υδρογό­
νου σχηματίζονται ανάμεσα στις βάσεις της μιας αλυσί-
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δας με τις αντίστοιχες βάσεις της άλλης αλυσίδας. Έτσι 
δημιουργούνται ζεΰγη βάσεων. Ειδικότερα, η Α ενώνε­
ται πάντα με την Τ, ενώ η G με τη C. Γι' αυτό λέγεται 
ότι η Α και η Τ είναι συμπληρωματικές βάσεις. Το ίδιο 
ισχύει και για τις G και C. 

Σε καθεμιά αλυσίδα υπάρχουν δυο ελευθέρα άκρα, 
ένα 3'-υδροξυλικό (3'-ΟΗ ή 3') και ένα 5'-φωσφορικό 
(5'-Ρ ή 5'), τα οποία έχουν μεγάλη σημασία για τον 
καθορισμό της κατεύθυνσης αντιγραφής του DNA in 
vivo. To 3'-OH άκρο έχει ελεύθερη υδροξυλική ομάδα, 
ενώ το 5'-Ρ έχει ελεύθερη φωσφορική ομάδα. Οι δυο 
πολυνουκλεοτιδικές αλυσίδες δεν είναι όμοιες μεταξύ 
τους, αλλά συμπληρωματικές και αντιπαράλληλες. Το 
"αντιπαράλληλες" έχει την έννοια, ότι οι 3',5'-φωσφο-
διεστερικοί δεσμοί έχουν αντίθετη κατεύθυνση στους 
δυο κλώνους. Έτσι, η μια αλυσίδα ονομάζεται 5'-*3' 
και η άλλη 3'-*5'. 

Η αντιγραφή του DNA in vivo γίνεται με κατεύθυν­
ση 5'-Κ3'. Για την αντιγραφή απαιτούνται: α) μονόκλω-
νη πολυνουκλεοτιδική αλυσίδα, που θα χρησιμεύει ως 
πρότυπο (μήτρα) για την αντιγραφή, β) ολιγονουκλεοτι-
δική αλυσίδα με ελεύθερο 3'-ΟΗ άκρο, που θα χρησι­
μεύει ως αφετηρία (primer) για να ξεκινήσει η διαδικα­
σία της αντιγραφής, γ) το ένζυμο DNA πολυμεράση 
εξαρτημένη από DNA, το οποίο καταλύει την αντίδρα­
ση και δ) 5'-τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια 
όλων των αζωτούχων βάσεων. 

ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ1246 

Ι. Αρχή της μεθόδου 

Στην ιολογία η PCR χρησιμοποιείται για την ανί­
χνευση του γενώματος των ιών και όχι ολόκληρου του 
ιικοΰ σωματιδίου ή των αντιγόνων του, όπως γίνεται με 
τις κλασικές μεθόδους. Για την ανίχνευση των DNA ιών, 
ένα τμήμα του ιικοΰ γενώματος (DNA-πρότυπο ή DNA-
μήτρα) με γνωστή αλληλουχία βάσεων αντιγράφεται με 
τη βοήθεια του ένζυμου DNA πολυμεράση, κάτω από 
κατάλληλες συνθήκες κατά αρκετά εκατομμύρια φορές. 
Έτσι, η ποσότητα του DNA-προτΰπου πολλαπλασιάζε­
ται εκθετικά μέσα σε λίγες ώρες. Για παράδειγμα, από 
μια αρχική ποσότητα DNA-προτΰπου ΙΟ6 μg, μήκους 2 
χιλιοβάσεων (kilobase, kb), μπορεί να συντεθεί ποσότη­
τα αντιγράφων νουκλεϊκοΰ οξέος 0,5-1 μg μέσα σε 3 
ώρες. Συνηθίζεται, λοιπόν, να λέγεται ότι "η PCR βρί­
σκει βελόνα στα άχυρα και στη συνέχεια συνθέτει μια 
στοίβα από απειράριθμες βελόνες"7. Η μεγάλη ποσότητα 
των αντιγράφων DNA, δηλαδή του προϊόντος της PCR 
όπως αυτά ονομάζονται, μπορεί στη συνέχεια να ταυτο-
ποιηθεί ή να υποστεί παραπέρα ανάλυση (π.χ. χαρτο­
γράφηση γενώματος με ένζυμα περιορισμοΰ (enzyme 
restriction analysis), εξακρίβωση της αλληλουχίας βάσε­
ων (sequencing) κ.λπ.). Το τμήμα του ιικοΰ γενώματος 

που αντιγράφεται μπορεί να έχει μήκος 100-10.000 
βάσεις. Με κατάλληλη τροποποίηση, η οποία περιγρά­
φεται στο κεφάλαιο "Παραλλαγές της PCR", είναι δυνα­
τή και η αντιγραφή του γενώματος των RNA ιών. 

Π. Παθολογικό υλικό 

Ως πηγή ιικοΰ DNA μπορεί να χρησιμοποιηθεί οποι­
οδήποτε βιολογικό υλικό. Συνήθως χρησιμοποιοΰνται 
διάφορα όργανα, ιστοί, πλήρες αίμα ή λευκοκΰτταρα 
αίματος και εκχυλίσματα ενοφθαλμισμένων με παθολο­
γικό υλικό κυττάρων κυτταροκαλλιεργειών. Αρχικά το 
παθολογικό υλικό υφίσταται ειδική κατεργασία, ώστε 
το DNA (ιοΰ και κυττάρου) να είναι απαλλαγμένο από 
πρωτεΐνες και ενδογενείς νουκλεάσες. Ωστόσο, αρκετοί 
ερευνητές χρησιμοποιοΰν παθολογικό υλικό, το οποίο 
δεν υποβάλλεται στην παραπάνω ειδική κατεργασία, 
αλλά μόνο σε θέρμανση, ώστε να καταστραφεί η κυττα­
ρική μεμβράνη και να απελευθερωθεί το DNA8"10. Κατά 
την εφαρμογή της κλασικής PCR, ο αριθμός των μορίων 
του DNA- πρότυπου στο παθολογικό υλικό πρέπει να 
κυμαίνεται από ΙΟ2 -ΙΟ5 . Συγκέντρωση μορίων μεγαλΰ-
τερη του ΙΟ5 οδηγεί σε σΰνθεση μη ειδικών προϊόντων, 
λόγω υψηλής συγκέντρωσης κυτταρικών ρακών, ενώ 
συγκέντρωση μικρότερη του ΙΟ2 οδηγεί στη μη ικανο­
ποιητική απόδοση προϊόντος, το οποίο δεν είναι δυνατό 
να ανιχνευτεί με τις μεθόδους που αναφέρονται στο 
κεφάλαιο "Ανίχνευση και ταυτοποίηση του προϊόντος 
της PCR". Όμως, η ευαισθησία της μεθόδου μπορεί να 
αυξηθεί αν αυξηθεί ο αριθμός των κΰκλων αντιγραφής 
ή αν χρησιμοποιηθεί η διπλή PCR, η οποία αναφέρεται 
στο κεφάλαιο "Παραλλαγές της PCR". Η διπλή PCR 
επιτρέπει θεωρητικά την ανίχνευση ενός μορίου DNA-
προτΰπου σε 106 κΰτταρα. 

III Αντιδραστήρια 

Τα αντιδραστήρια που απαιτοΰνται για την in vitro 
αντιγραφή του DNA με τη μέθοδο PCR είναι ίδια με 
αυτά που περιγράφηκαν στην in vivo αντιγραφή. 

α) Αφετηρίες (primers). Ως αφετηρίες χρησιμοποι­
οΰνται δΰο μικρά μόρια (ζεΰγος) ολιγονουκλεοτιδίων, 
που παρασκευάζονται τεχνητά με διάφορες μεθόδους. 
Καθεμιά έχει αλληλουχία βάσεων συμπληρωματική 
προς εκείνη που βρίσκεται στο 3'-ΟΗ άκρο των 2 αντι-
παράλληλων αλυσίδων του DNA-προτΰπου. Καθορί­
ζουν τα άκρα του τμήματος που θα αντιγραφεί και αντι-
προσωπεΰουν τις περιοχές από τις οποίες θα ξεκινήσει 
η διαδικασία σΰνθεσης αντιγράφων DNA. Η παρουσία 
τους είναι απαραίτητη, γιατί το ένζυμο DNA πολυμερά­
ση δεν είναι ικανό να συνθέσει de novo νέα αλυσίδα 
DNA. Οι αφετηρίες έχουν μήκος συνήθως 20-30 βάσεις 
και ελεΰθερο 3'-ΟΗ άκρο. Επιπλέον, η θερμοκρασία 
μετουσίωσης ή τήξης (melting temperature, Tm) της 
μίας αφετηρίας πρέπει να είναι παραπλήσια με την Tm 
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της δεύτερης και να κυμαίνεται μεταξύ 55° C και 80° C. 
Η Tm της κάθε αφετηρίας εξαρτάται από την ποσοστι­
αία σύσταση της σε ζεύγη βάσεων κυρίως GC, αλλά και 
AT και βρίσκεται με διάφορους μαθηματικούς τύπους. 

β) DNA πολυμεράση. Το ένζυμο DNA πολυμεράση 
δρα ως καταλύτης κατά τη διαδικασία αντιγραφής του 
DNA in vivo και in vitro. Για να δράσει, απαιτεί την 
παρουσία μονόκλωνου DNA-προτΰπου, καθώς και την 
παρουσία 5'-τριφωσφορικών δεοξυριβονουκλεοτιδίων. 
Καταλύει την προσθήκη μονονουκλεοτιδίων στο 3'άκρο 
των αφετηριών στην κατεύθυνση 5'-*3'και κατ' αυτόν 
τον τρόπο οι αφετηρίες επιμηκύνονται. Έτσι συνθέτο­
νται δυο νέες αλυσίδες DNA, συμπληρωματικές προς 
τις πρότυπες. Τα τελευταία χρόνια, ως ένζυμο χρησιμο­
ποιείται η θερμοανθεκτική Taq- DNA πολυμεράση 
(Taq πολυμεράση), που απομονώνεται από το θερμόφι-
λο βακτήριο Thermus aquaticus(Taq). 

γ) Τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια (dNTPs). 
Τα τέσσερα 5'-τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια 
(dATP, dCTP, dGTP και dTTP) είναι ουσιώδη δομικά 
στοιχεία για τη σύνθεση των νέων αλυσίδων. Προμη­
θεύουν τα μονονουκλεοτίδια που είναι απαραίτητα για 
την επιμήκυνση των αφετηριών. 

δ) Ρυθμιστικό διάλυμα της αντίδρασης. Το ρυθμιστι­
κό διάλυμα περιέχει τα εξής συστατικά: Tris-HCl (pH 
8,3 στους 20° C), MgCl2 KCl, Tween 20 και ζελατίνη ή 
βόεια αλβουμίνη. Τα συστατικά αυτά υποβοηθούν τη 
διαδικασία αντιγραφής. Για παράδειγμα, το KCl διευ­
κολύνει την ένωση των αφετηριών στο DNA-πρότυπο 
και ενισχύει τη δραστικότητα της πολυμεράσης, ενώ τα 
ελευθέρα ιόντα Mg++, το απορρυπαντικό (Tween 20) 
και οι πρωτεΐνες είναι απαραίτητα για τη λειτουργία 
και τη σταθερότητα του ένζυμου. 

Όλα τα παραπάνω αντιδραστήρια χρησιμοποιού­
νται σε συγκεκριμένη συγκέντρωση σε κάθε νέα εφαρ­
μογή της μεθόδου. 

IV. Στάδια αντιγραφής 

Η μέθοδος περιλαμβάνει συνεχώς επαναλαμβανό­
μενους κύκλους διαδοχικής αύξησης και μείωσης της 
θερμοκρασίας του μίγματος παθολογικού υλικού και 
αντιδραστηρίων, που περιγράφηκαν παραπάνω. Κάθε 
κύκλος ολοκληρώνεται σε τρία στάδια (εικόνα 1). Το 
παθολογικό υλικό και τα αντιδραστήρια τοποθετούνται 
σε ειδικό μικροσωληνάριο των 0,2 ml ή 0,5 ml και ανα­
μιγνύονται. Το μίγμα καλύπτεται με λίγες σταγόνες 
παραφινέλαιου, ώστε να αποφεύγεται η εξάτμιση, και 
το μικροσωληνάριο τοποθετείται σε ειδική συσκευή, το 
θερμοκυκλοποιητή. Η συσκευή αυτή ρυθμίζει αυτόματα 
την κατάλληλη για κάθε στάδιο αντιγραφής θερμοκρα­
σία, συμφωνά με προεπιλεγμένο πρόγραμμα. 

Στη συνέχεια περιγράφονται τα 3 στάδια αντιγρα-

Εικόνα 1. Στάδια αντιγραφής ενός τμήματος ιικοΰ 
μέθοδο PCR 

5'-Ρ 

3'-OH 

Δίκλωνο μόριο D N A -• μήτρα 

DNA 

ν-
ν. 

με τη 

-OH 

- Ρ 

5'-Ρ. 

3'-OH 

Ι 
Στάδιο μετουσίωσης 

3'-OH 

5'-Ρ 

t 
Στάδιο ένωσης αφετηριών 

στη μήτρα 

Αφετηρία 

V - P 

5'-Ρ 

V - P 

3'-OH 

V - P 

3'-OH 

3'-OH 

3'-OH 

1 
Στάδο σύνθεσης νέων 

D N A αλυσίδων 

V - O H 

5'-Ρ 

V - P 

V - O H 

V- V 

3'-OH 

5'-Ρ 

t 
Επανάληψη του κύκλου των 3 σταδίων 25 - 30 φορές 

φής μιας τυπικής αντίδρασης και δίνεται ενδεικτικά 
για κάθε στάδιο η θερμοκρασία και ο χρόνος παραμο­
νής του μίγματος σε αυτή. Φυσικά δεν είναι δυνατό να 
ακολουθηθεί πάντοτε με επιτυχία η ίδια για κάθε 
περίπτωση μεθοδολογία. Έτσι, σε κάθε νέα εφαρμο­
γή της μεθόδου πιθανώς να απαιτείται προσδιορισμός 
της άριστης συγκέντρωσης των παραπάνω αντιδρα­
στηρίων ή κατάλληλη τροποποίηση των θερμοκρασιών 
σε σχέση με διάφορους παράγοντες που την επηρεά­
ζουν, αλλά και σε σχέση με τον τΰπο του θερμοκυκλο-
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ποιητή που χρησιμοποιείται. 

α) Στάδιο μετουσίωσης του δίκλωνου DNA-προτΰ-
που (Denaturation). Το μίγμα θερμαίνεται στους 95° C 
για 20 δευτερόλεπτα, ώστε να σπάσουν οι δεσμοί υδρο­
γόνου, που συνδέουν τις 2 πολυνουκλεοτιδικές αλυσίδες 
του δίκλωνου DNA/Ετσι, προκύπτουν δυο μονόκλωνες 
αλυσίδες, που θα χρησιμεύσουν ως μήτρα για τη σύνθε­
ση νέων συμπληρωματικών αλυσίδων. Η θερμοκρασία 
που χρησιμοποιείται στο στάδιο αυτό μπορεί να κυμαί­
νεται μεταξύ 90 και 95° C. 

β) Στάδιο ένωσης των αφετηριών στη μήτρα (Primer 
annealing). Η θερμοκρασία του μίγματος μειώνεται 
στους 55°C για 30 δευτερόλεπτα/Ετσι επιτυγχάνεται η 
ειδική ένωση των αφετηριών με τις συμπληρωματικές 
προς αυτές μονόκλωνες DNA αλυσίδες-μήτρα, που προ­
έκυψε στο πρώτο στάδιο. Οι αφετηρίες εντοπίζουν το 
προς αντιγραφή τμήμα του ιικοΰ DNA και προσανατο­
λίζονται κατά τέτοιο τρόπο, ώστε το 5' άκρο της καθε­
μιάς να ενώνεται με το 3' άκρο της συμπληρωματικής 
αλυσίδας-μήτρα. Η θερμοκρασία που χρησιμοποιείται 
στο στάδιο αυτό μπορεί να κυμαίνεται μεταξύ 40 και 60° 
C. Η άριστη θερμοκρασία εξαρτάται από το μήκος των 
αφετηριών, από τη συγκέντρωση τους στο μίγμα και 
από την Tm τους και επιλέγεται να είναι 5° C έως 10° C 
μικρότερη της Tm. 

γ) Στάδιο σύνθεσης αντιγράφων DNA (Primer 
extension). Η θερμοκρασία αυξάνεται πάλι στους 72° C 
για 1 λεπτό και η Taq πολυμεράση, χρησιμοποιώντας ως 
μήτρα τις μονόκλωνες αρχικές DNA αλυσίδες, επιμηκύ­
νει τις αφετηρίες. Κατ' αυτόν τον τρόπο συνθέτονται 
δυο καινούργιες DNA αλυσίδες, με αποτέλεσμα το 
διπλασιασμό των δυο αρχικών. Η διαδικασία αντιγρα­
φής εξελίσσεται, όπως προαναφέρθηκε, στην κατεύθυν­
ση 5'->3', δηλαδή εντός των ορίων του τμήματος του 
ιικοΰ γενώματος, το οποίο καθορίζουν οι δυο αφετη­
ρίες που αποτελούν και τα άκρα του. Η θερμοκρασία 
που χρησιμοποιείται στο στάδιο αυτό μπορεί να κυμαί­
νεται μεταξύ 70 και 75° C. 

Τα 3 παραπάνω στάδια αντιπροσωπεύουν ένα κΰκλο 
PRC, ο οποίος ολοκληρώνεται σε 2-3 λεπτά περίπου, αν 
και αυτό εξαρτάται από το πόσο γρήγορα ο θερμοκυ-
κλοποιητής επιτυγχάνει τις αυξομειώσεις της θερμο­
κρασίας στα προαναφερθέντα 3 στάδια αντιγραφής. 
Μετά το τέλος του Ιου κύκλου η θερμοκρασία αυξάνε­
ται και πάλι στους 95° C και ξεκινά ο 2ος κύκλος αντι­
γραφής. Συνήθως εκτελούνται 25-30 κύκλοι PCR. Ωστό­
σο, ο συνολικός αριθμός των κύκλων αντιγραφής εξαρ­
τάται από τη συγκέντρωση των μορίων του DNA προτύ­
που στο παθολογικό υλικό. Έτσι όταν η συγκέντρωση 
είναι π.χ. 3χ105 τότε απαιτούνται 25-30 κύκλοι, ενώ όταν 
αυτή είναι 103 ή μικρότερη απαιτούνται 40-50 κύκλοι 
PCR. Σε κάθε κΰκλο αντιγραφής, ως μήτρες χρησιμοποι-
οΰνται τόσο οι αρχικές όσο και οι καινοΰργιες DNA 

αλυσίδες που συνθέτουν στους αμέσως προηγουμένους 
κΰκλους. Επομένως, μετά το τέλος κάθε κΰκλου η προϋ­
πάρχουσα ποσότητα του DNA-προτΰπου διπλασιάζεται. 
Εάν, λοιπόν, ο αριθμός των κΰκλων είναι η, τότε η ποσό­
τητα του DNA που αντιγράφεται αυξάνεται σε 2η. Όταν 
η απόδοση του συστήματος είναι 100% η ποσότητα του 
πρότυπου, μετά από 25-30 κΰκλους, θα αυξηθεί κατά 
33,6 εκατομμΰρια έως 1 δισεκατομμΰριο φορές περίπου, 
αντίστοιχα, μέσα σε 3 ώρες. Στην πραγματικότητα όμως, 
λόγω της προοδευτικής μείωσης της δραστικότητας του 
ένζυμου και λόγω διάφορων άλλων παραγόντων, η από­
δοση του συστήματος είναι πάντοτε μικρότερη. Έτσι, 
για παράδειγμα, όταν η απόδοση είναι 80%, που θεω­
ρείται ως μια σχετικά καλή απόδοση, τότε η ποσότητα 
του πρότυπου, μετά από 30 κΰκλους, αυξάνεται κατά 
45,5 εκατομμΰρια φορές. 

Σε αρκετοΰς ιοΰς το DNA είναι μονόκλωνο. Στην 
περίπτωση αυτή, στον πρώτο κΰκλο παραλείπεται το 
στάδιο της μετουσίωσης και η αντιγραφή ξενικά από το 
2ο στάδιο, όπου ενώνεται η μία μόνο αφετηρία με το 
πρότυπο. Έτσι παράγεται ένα δίκλωνο DNA που απο­
τελείται από την αρχική και την καινοΰργια αλυσίδα. Ο 
2ος κΰκλος και οι επόμενοι περιλαμβάνουν και τα 3 
στάδια αντιγραφής. 

IV. Ανίχνευση και ταυτοποίηση του προϊόντος 
της PCR 

Για να γίνει ορατό το προϊόν της αντίδρασης και να 
επιβεβαιωθεί η ειδικότητα του, δηλαδή να διαπιστωθεί 
αν περιέχονται σε αυτό οι αναμενόμενες αλληλουχίες 
βάσεων του DNA-προτΰπου, χρησιμοποιοΰνται διάφο­
ρες μέθοδοι, όπως: 

α) Ηλεκτροφόρηση του προϊόντος σε πηκτή αγαρό-
ζης και στη συνέχεια χρώση του με τη φθορίζουσα χρω­
στική βρωμιοΰχο 3,8-διαμινο-5-αιθυλ-6-φαινυλφαιναν-
θριδίνιο (ethidium bromide). Με τον τρόπο αυτό προσ­
διορίζεται το μέγεθος του προϊόντος, το οποίο πρέπει 
να είναι ίδιο με εκείνο του DNA-προτΰπου. 

β) Ανίχνευση του προϊόντος με χρωματομετρική μέθο­
δο, π.χ., μέθοδος DIANA (Detect Immobilized Amplified 
Nucleic Acid)11, μέθοδος CODAF (Colorimetrie Detection 
of Amplicons on Filter)12, μέθοδος τΰπου ELISA13M κ.λπ. 

γ) Μοριακός υβριδισμός. 

δ) Μέθοδος εξακρίβωσης της αλληλουχίας βάσεων 
(sequencing). 

ΠΑΡΑΛΛΑΓΕΣ ΤΗΣ PCR 

Παραλλαγές της PCR αποτελοΰν η RNA-ή RT-PCR 
(reverse transcription-PCR), η διπλή PCR (nested PCR ή 
double PCR with nested primers), η αντίστροφη (inverse) 
PCR, η in situ PCR και η ανταγωνιστική PCR (compe­
titive PCR, cPCR). 
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1. RNA-fj RT-PCR. Στην περίπτωση των RNA ιών, 
μετά την αρχική κατεργασία του παθολογικού υλικού, 
το ιικό γενωμα πρέπει να μεταγράφει σε συμπληρωμα­
τικό DNA (complementary DNA, cDNA) για να ακο­
λουθήσει η εφαρμογή της PCR. To cDNA είναι μια 
μονόκλωνη αλυσίδα DNA, η οποία έχει αλληλουχία 
βάσεων συμπληρωματική προς εκείνη του τμήματος του 
RNA που θα αντιγράφει. Η μεταγραφή του RNA-προ-
τΰπου σε cDNA είναι απαραίτητη, γιατί η DNA πολυμε-
ράση δεν μπορεί να συνθέσει DNA χρησιμοποιώντας 
ως μήτρα το RNA. Για τη σύνθεση της πρώτης αλυσίδας 
cDNA από το ιικό RNA-πρότυπο χρησιμοποιείται ένα 
ένζυμο που ονομάζεται ανάστροφη αντιγραφάση και η 
διαδικασία είναι γνωστή ως ανάστροφη μεταγραφή. Στη 
συνέχεια η δεύτερη αλυσίδα cRNA συνθέτεται με τη 
βοήθεια της Taq πολυμεράσης. Τα στάδια και τα αντι­
δραστήρια της RNA-PCR, μετά την ανάστροφη μετα­
γραφή, είναι ίδια με αυτά που έχουν ήδη περιγραφεί. 

2. Διπλή PCR. Η διπλή PCR αναπτύχθηκε από τους 
Mullis και Faloona2 και έχει μεγαλύτερη ευαισθησία 
και ειδικότητα από την PCR των Saiki και συν1., που 
περιγράφηκε παραπάνω. Με τη μέθοδο αυτή μια μικρή 
ποσότητα του προϊόντος, που συντέθηκε με κλασική 
PCR (1η PCR), υποβάλλεται σε μια 2η PCR. Στη δεύτε­
ρη PCR χρησιμοποιούνται δυο νέες αφετηρίες, διαφο­
ρετικές από εκείνες της πρώτης. Οι αφετηρίες αυτές 
ονομάζονται εσωτερικές αφετηρίες και οριοθετούν μια 
περιοχή του ιικοΰ γενώματος, η οποία είναι τμήμα της 
αρχικής περιοχής-προτΰπου που αντιγράφηκε με την 
κλασική PCR. Η μέθοδος πραγματοποιείται κάτω από 
τις ίδιες συνθήκες που αναφέρθηκαν στην κλασική 
PCR. Εφαρμόζοντας διπλή PCR, η ποσότητα του αρχι­
κού νουκλεϊκοΰ οξέος-προτΰπου αυξάνεται κατά τουλά­
χιστον ΙΟ11 - ΙΟ12 φορές. 

3. Αντίστροφη PCR. Η αντίστροφη PCR χρησιμο­
ποιείται για την αντιγραφή ενός τμήματος του ιικοΰ 
γενώματος του οποίου η αλληλουχία βάσεων είναι 
άγνωστη, αλλά τα όρια του καθορίζονται από ένα τμήμα 
με γνωστές αλληλουχίες. Στην περίπτωση αυτή η αντι­
γραφή ακολουθεί αντίθετη πορεία από εκείνη που ακο­
λουθεί κατά την κλασική μέθοδο, δηλαδή εκτός των 
ορίων της γνωστής περιοχής του γενώματος, την οποία 
οριοθετούν οι αφετηρίες και γι' αυτό η μέθοδος ονομά­
ζεται αντίστροφη PCR. 

4. In situ PCR. Η in situ PCR συνδυάζει την ανί­
χνευση του ιικοΰ γενώματος με τον ταυτόχρονο εντοπι­
σμό της θέσης (πυρήνας ή κυτταρόπλασμα) που πολλα­
πλασιάζεται ο ιός μέσα στο μολυσμένο κΰτταρο. Η 
τεχνική είναι ίδια με την κλασική PCR, με τις εξής δια­
φορές: α) η όλη διαδικασία εκτελείται πάνω σε καλυ-
πτρίδα, στην οποία είναι μονιμοποιημένο το παθολογι­
κό υλοκό και β) το ένα από τα τριφωσφορικά δεοξυρι-
νουκλεοτίδια είναι επισημασμένο με ένα μόριο αναφο­

ράς, ραδιοϊσότοπο ή ένζυμο. Το μόριο αυτό ενσωματώ­
νεται στο προϊόν της PCR και στη συνέχεια ανιχνεΰεται 
με αυτοραδιογραφία ή ανοσοενζυμική μέθοδο, αντί­
στοιχα. Έτσι, κατά την ανίχνευση του ραδιενεργοΰ ή μη 
μορίου αναφοράς εντοπίζεται και η θέση που πολλα­
πλασιάζεται ο ιός 14. 

5. Ανταγωνιστική PCR Η ανταγωνιστική PCR χρη­
σιμοποιείται για τον προσδιορισμό της ποσότητας του 
νουκλεϊκοΰ οξέος-προτΰπου σε παθολογικά υλικά. Η 
μέθοδος περιλαμβάνει την ταυτόχρονη αντιγραφή του 
νουκλεϊκοΰ οξέος-προτΰπου (στόχος) και ενός νουκλεϊ­
κοΰ οξέος-μάρτυρα (ανταγωνιστικό νουκλεϊκό οξΰ), του 
οποίου η συκγέντρωση είναι γνωστή. Το νουκλεϊκό οξΰ-
μάρτυρας είναι το ίδιο με το πρότυπο, διαφέρει ωστόσο 
κατά τι από αυτό, π.χ. στο μέγεθος, έτσι ώστε, μετά την 
αντιγραφή, να είναι εφικτή η διαφοροποίηση του από 
το πρότυπο. 

Κατά την εκτέλεση της μεθόδου σταθερή ποσότητα 
πρότυπου αντιγράφεται σε μια σειρά αντιδράσεων 
PCR, μαζί με προκαθορισμένες αραιώσεις του μάρτυ­
ρα. Δηλαδή, τόσο το πρότυπο, σε σταθερή ποσότητα, 
όσο και η καθεμιά από τις αραιώσεις του μάρτυρα 
συνυπάρχουν στο αντίστοιχο μίγμα αντίδρασης και 
ανταγωνίζονται για το ίδιο ζεΰγος αφετηριών και τα 
άλλα συστατικά του μίγματος (εξ οΰ και το όνομα αντα­
γωνιστική PCR). Έτσι, η οποιαδήποτε μεταβολή στις 
παραμέτρους που επηρεάζουν την αντίδραση, θα επη­
ρεάσει κατά τον ίδιο τρόπο την απόδοση σε προϊόν και 
των δΰο νουκλεϊκών οξέων και, επομένως, αυτά αντι­
γράφονται με την ίδια αναλογία. Μετά το τέλος της 
αντιγραφής, τα προϊόντα της PCR ταυτοποιοΰνται με 
διάφορες μεθόδους και σε κάθε αντίδραση προσδιορί­
ζεται η αναλογία της απόδοσης σε προϊόν του μάρτυρα 
προς εκείνη του πρότυπου, με τη μέθοδο της ανάλυσης 
οπτικής πυκνότητας. Επειδή η ποσότητα του μάρτυρα, 
που προστίθεται σε κάθε μίγμα, είναι γνωστή, η αρχική 
συγκέντρωση του πρότυπου μπορεί εΰκολα να υπολογι­
στεί, αφοΰ η αναλογία μεταξΰ των δΰο προϊόντων αντα­
νακλά την αναλογία στις συγκεντρώσεις μεταξΰ του 
μάρτυρα και του πρότυπου 4 6 4 1 4 2 

ΠΡΟΒΛΗΜΑΤΑ ΤΗΣ PCR 

Η "αχίλλειος πτέρνα" της μεθόδου είναι η μεγάλη 
ευαισθησία της, με συνέπεια την πιθανή λήψη ψευδώς 
θετικών αποτελεσμάτων. Αιτία των αποτελεσμάτων 
αυτών είναι η τυχαία μεταφορά απειροελάχιστης ποσό­
τητας εξωγενοΰς νουκλεϊκοΰ οξέος από ένα δείγμα σε 
άλλο με τα εργαλεία, τον αέρα ή τα αντιδραστήρια. Το 
εξωγενές νουκλεϊκό οξΰ μπορεί να προέρχεται ακόμη 
και από το δέρμα των χεριών του εκτελεστή της μεθό­
δου. Το νουκλεϊκό αυτό οξΰ μπορεί να χρησίμευε ι ως 
μήτρα κατά την αντιγραφή, αντί του επιθυμητοΰ πρότυ­
που. Ο κίνδυνος τέτοιας "μόλυνσης" είναι ακόμη μεγα-
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λΰτερος σε περίπτωση που εφαρμόζεται διπλή PCR. Για 
την αποφυγή της "μόλυνσης" των δειγμάτων λαμβάνο­
ντας διάφορα μέτρα, τα οποία αναφέρονται από τους 
Wright και Wynford-Thomas 15. 

Περισσότερες λεπτομέρειες σχετικά με τη βασική 
μεθοδολογία της PCR, τις παραλλαγές της και τις παρα­
μέτρους που επηρεάζουν την ειδικότητα της και την από­
δοση της σε προϊόν αναφέρονται σε διάφορα εγχειρίδια, 
στα οποία μπορεί κάνεις ακόμη να βρει βασικές εφαρ­
μογές της μεθόδου στη γενετική, στην ιατρική, στην 
ιατροδικαστική και σε διάφορα άλλα πεδία έρευνας4 6 

ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΤΗΣ PCR ΣΤΗΝ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ 
ΑΙΑΓΝΩΣΗ ΤΩΝ ΙΟΓΕΝΩΝ ΑΟΙΜΩΑΩΝ ΝΟΣΗ­
ΜΑΤΩΝ 

Ανίχνευση ιών σε παθολογικά υλικά 

Είναι γνωστό, ότι οι εργαστηριακές εξετάσεις (απο­
μόνωση και ταυτοποίηση ιοΰ, ανίχνευση ιικών αντιγό­
νων, ανίχνευση ιικοΰ γενώματος με μοριακό υβριδισμό 
και ανίχνευση ειδικών αντισωμάτων) που χρησιμοποι­
ούνται για την επιβεβαίωση της κλινικής διάγνωσης 
ενός ιογενοΰς λοιμώδους νοσήματος παρουσιάζουν 
προβλήματα, λόγω διάφορων αιτιών (π.χ. παραμονή του 
ιοΰ σε λανθάνουσα κατάσταση, ύπαρξη μη κυτταροπα-
θογόνων στελεχών, νεογέννητα ζώα με αντισώματα 
λόγω φυσικής παθητικής ανοσίας κ.λπ.). η χρήση της 
PCR μπορεί να δώσει λΰση σε όλα σχεδόν τα προβλή­
ματα αυτά, έστω και αν περιορίζονται στη μεγάλη διάρ­
κεια χρόνου που απαιτείται για τη λήψη αποτελεσμά­
των. Οι πρώτες εργασίες για την εφαρμογή της PCR 
στην ανίχνευση ιών, οι οποίοι παρουσιάζουν ή όχι προ­
βλήματα στη διάγνωση, εμφανίστηκαν στα τέλη της 
δεκαετίας του '80 1617 και μέχρι σήμερα έχουν δημοσιευ­
τεί χιλιάδες σχετικά άρθρα. Είναι φανερό, ότι στην 
εργασία αυτή είναι αδύνατο να γίνει αναφορά σε όλα 
τα άρθρα, γι' αυτό δίνονται, ως παραδείγματα, βιβλιο­
γραφικές αναφορές που επιλέχθηκαν από την προσιτή 
σε εμάς βιβλιογραφία της τελευταίας πενταετίας. Αυτό 
σημαίνει ότι υπάρχουν και άλλα είδη ιών, εκτός αυτών 
που παρουσιάζονται, που έχουν διαγνωστεί πριν από το 
1992 και δεν αναφέρονται εδώ. 

Οι ιοι που ανιχνεύονται με PCR αναφέρονται στη 
συνέχεια κατά είδος ζώου που προσβάλλουν. 

Βοοειδή. DNA-προϊός της ενζωοτικής λεΰκωσης των 
βοοειδών 1819, ιός της ανοσολογικής ανεπάρκειας των 
βοοειδών 1920, ιός του αφθώδους πυρετού 142122, ιός της 
ιογενοΰς διάρροιας των βοειδών 231425, ερπητοϊός 2 του 
προβάτου (αίτιο του κακοήθους καταρροϊκοΰ πυρετού 
των βοοειδών)2627, ιός της λοιμώδους ρινοτραχειιτιδας 
/φλυκατινώδους αιδοιοκολπιτιδας των βοοειδών2829. 

Μικρά μηρυκαστικά. Ιός της αρθρίτιδας - εγκεφαλι-
τιδας των αιγών30, ιός της προϊούσας πνευμονίας (Maedi 

- Visna) του προβάτου31, ιός της πανώλους των μικρών 
μηρυκαστικών 32. Σε υγιή πρόβατα και αίγες έχει, επί­
σης, ανιχνευτεί ο ερπητοϊός 2 του προβάτου, ο οποίος 
θεωρείται ως αίτιο του κακοήθους καταρροϊκοΰ πυρε­
τού των βοοειδών26'27. 

Χοίροι. Ιός του αναπνευστικού και αναπαραγωγικού 
συνδρόμου του χοίρου 10, ιός της γρίπης του χοίρου 33, 
κοροναϊός της επιδημικής διάρροιας του χοίρου 34. 

Ιπποειδή. Ερπητοϊός 1 και ερπητοϊός 4 των ιπποει-
δών 35, ιός θηλωμάτων των βοοειδών (γενότυπος 1 και 
γενότυπος 2) που προκαλεί σαρκοειδες στα ιπποειδή36, 
ιός της πανώλους των ιπποειδών 37. 

Σκύλοι. Παρβοϊός 2 του σκύλου 3839. 

Γάτες. DNA-προϊός της ανοσολογικής ανεπάρκειας 
της γάτας4041, ιός της ανοσολογικής ανεπάρκειας της 
γάτας 4 2 4 3 , ερπητοϊός 1 της γάτας 4 4, κοροναϊοί της 

' 45 46 

γάτας * . 
Πτηνά. Ιός της λοιμώδους λαρυγγοτραχειιτιδας 47, 

ιός της λοιμώδους θυλακιτιδας48. 
Αλλα είδη ζώων. Ιός της ηπατίτιδας Β του αρκτό-

μυος (Marmota monax)49, ιός της ευλογιάς της καμήλας50. 

Σε αρκετές από τις παραπάνω περιπτώσεις ο υπεύ­
θυνος ιός ανιχνεύτηκε με την PCR σε πολΰ μικρότερο 
χρονικό διάστημα, μετά τη λοίμωξη, απ' ό,τι με μεθό­
δους απομόνωσης, ανίχνευσης αντιγόνων ή με μοριακό 
υβριδισμό 242526. Επιπλέον, όσον αφορά τους ιοΰς του 
γένους Lentivirus της οικογένειας των ρετροϊών, οι 
ερευνητές ήταν σε θέση να προσδιορίσουν τον αριθμό 
των μονοπύρηνων κυττάρων του περιφερικού αίματος, 
που είχαν προσβληθεί από ρετροϊό ή DNA-προϊό, με 
τιτλοποιηση in vitro 204043. Ακόμη, στην περίπτωση του 
ιοΰ της ανοσολογικής ανεπάρκειας της γάτας οι ερευνη­
τές, χρησιμοποιώντας ανταγωνιστική PCR, προσδιόρι­
σαν ακριβώς την ποσότητα των σωματιδίων του DNA-
προϊοΰ που υπήρχε στα μονοπύρηνα κύτταρα του περι­
φερικού αίματος προσβεβλημένων ζώων 41, αλλά και την 
ποσότητα του ελευθέρου RNA ρετροϊοΰ που υπήρχε 
στο πλάσμα του αίματος 42. Ο προσδιορισμός της ποσό­
τητας του ελευθέρου RNA ρετροϊοΰ στο πλάσμα του 
αίματος έχει μεγάλη σημασία για την πρόβλεψη της εξέ­
λιξης της αντίστοιχης νόσου και την εκτίμηση της αποτε­
λεσματικότητας των αντιιικών φαρμάκων και εμβολίων. 
Τέλος, οι ερευνητές εντόπισαν ζώα φορείς, τα οποία 
είχαν θεωρηθεί ως μη μολυσμένα, λόγω απουσίας ειδι­
κών αντισωμάτων 18·21·25·45. 

Ένα ακόμη πλεονέκτημα της PCR είναι η δυνατότη­
τα αναδρομικής εξέτασης μονιμοποιημένων και εγκλει­
σμένων σε παραφίνη ιστών, ώστε να προσδιοριστεί 
μετά από πολλά χρόνια το αίτιο μιας λοίμωξης. Οι ανα­
δρομικές μελέτες ανίχνευσης ιών σε συντηρημένους 
ιστοΰς αφοροΰν τον παρβοϊό 2 του σκΰλου 13, τους κορο-
ναϊοΰς της γάτας 45, τον ιό της ιογενοΰς διάρροιας των 
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βοοειδών 5152, τον ιό θηλωμάτων των βοοειδών που προ­

καλεί σαρκοειδή στα ιπποειδή 53, τους ερπητοϊοΰς 1 και 

4 του ίππου 54 και τον ιό του καταρροϊκοΰ πυρετού του 

προβάτου 55. Υπάρχει, όμως ένας περιορισμός ως προς 

την παλαιότητα του δείγματος, ώστε να είναι δυνατή η 

ανίχνευση του νουκλεϊκοΰ οξέος του ιοΰ που προκάλεσε 

κατά το παρελθόν τη λοίμωξη. Σε όλες τις παραπάνω 

μελέτες οι ερευνητές συμφωνούν, ότι διάφοροι παράγο­

ντες, που έχουν σχέση με τη διαδικασία μονιμοποίησης 

και το διάστημα συντήρησης του εγκλεισμένου σε παρα­

φίνη ιστοΰ, π ιθανόν να προκαλέσουν διάσπαση του 

ιικοΰ γενώματος, με αποτέλεσμα να ληφθούν ψευδώς 

θετικά αποτελέσματα. Ο κίνδυνος λήψης ψευδώς θετι­

κών αποτελεσμάτων είναι πολΰ μεγάλος εάν το τμήμα 

του ιικοΰ γενώματος, που θα αντιγράφει, έχει μήκος 

μεγαλύτερο των 900 βάσεων. Γι' αυτό, σε περίπτωση 

αναδρομικής μελέτης χρησιμοποιείται η διπλή PCR, η 

οποία, όπως προαναφέρθηκε, εμφανίζει μεγάλη ευαι­

σθησία. Και πάλι όμως το δείγμα δεν μπορεί να είναι 

παλαιότερο των 10 ετών. 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

Η τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμε-

ράσης είναι μια αποτελεσματική μέθοδος, η οποία βρί­

σκει όλο και περισσότερες εφαρμογές. Η βοήθεια την 

οποία μπορεί να προσφέρει σε περιπτώσεις που η εργα­

στηριακή διάγνωση είναι πολΰ δΰσκολη ή που απαιτοΰ-

νται περίπλοκες διαδικασίες (π.χ. συγκαλλιεργεια κλπ.) 

είναι μεγάλη. Προς το παρόν, βέβαια, δε φαίνεται ότι 

πρόκειται να αντικαταστήσει πλήρως τις κλασσικές 

μεθόδους διάγνωσης, οι οποίες σε πολλές περιπτώσεις 

δίνουν άριστα αποτελέσματα, γιατί ακόμη το κόστος της 

ε ίναι α ρ κ ε τ ά υψηλότερο α π ό εκείνο των κλασικών 

μεθόδων. Επιπλέον, δεν μπορεί να χρησιμοποιηθεί στη 

διάγνωση όλων των γνωστών ιογενών νοσημάτων, αφοΰ 

δεν είναι γνωστή η δομή και η οργάνωση του γενώματος 

όλων των ιών, πράγμα που θα καθιστοΰσε δυνατή την 

παραγωγή των κατάλληλων αφετηριών. 
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