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Kary Mullis to zdecydowanie najbardziej kontrowersyjny
z noblistow. Jako dziecko wysylal zaby na wysokosé

1,5 mili w skonstruowanych przez siebie rakictach.

W 1968 roku. pod wplywem przemyslen po zazyciu
LSD. napisal artykul ,, Kosmologiczne znaczenie
odwrdcenia czasu”, ktéry opublikowalo Nature.

Chytre sztuczki

Wreszcie. gdy pewnego letniego wieczoru wracal z pracy,
wpadl mu do glowy pomysl, ktéry zrewolucjonizowal
biologi¢ molckularna.

Wymyslit prosty sposéb na nicograniczone powielenie
niemal dowolnego fragmentu DNA. Do tamtego czasu
wymagalo to prowadzenia hodowli bakteryjnych

na duza skale, bylo bardzo pracochlonne i trwalo
przynajmniej dobe. Sposéb Mullisa wymagal jednej
probéwki. 5 odezynnikow i w clagu najwyzej kilku
godzin dostarczal ogromnych ilodci materialtu.

Dwie nici w czasteczee DNA biegna antyréwnolegle

i konce kazdej z nich nie sa réwnocenne. Oznaczamy
je 3715 od numerdw atoméw wegla, do ktérych
moga przylaczaé sic kolejne nukleotydy. Polimeraza
DNA dolacza nowe nukleotvdy wedlug zasady
komplementarnosci. wyvkorzystujac jako matryce
rozpleciona na pojedyvicze nici macierzysta czasteczke
DNA. Jednak moze ona dolaczaé nowe cegielki tylko
do nukleotvdow. ktére maja wolne konce 3’. Nie moze
rozpoczaé svutezy .od zera”, wymaga obecnodci

tzw. startera  czasteczki kwasu nukleinowego, ktora
dostarczy pierwszego nukleotydu z wolnym koncem 3.
Dzieki temu lokalizacja starteréw decyduje o miejscu
startu syntezy nowej nici DNA.

Sprébujmy przesledzi¢ nastepujacy cykl reakeji:
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Chcemy namnozy¢ fragment DNA czlowieka  odcinek

AB. W pierwszym kroku musimy rozdzieli¢ dwuniciowa
czasteczke — co jest proste, gdyz wystarczy ja podgrzac
do 95°C. W ten sposdb uzyskamy dwie jednoniciowe
matryce dla polimerazy. Do rozpoczecia syntezy
potrzebujemy jeszcze dwbch starterdéw, dolaczonych

do matryey doktadnie w punktach A (starter ,prawy”)
i B (starter lewy").

Starterami w naszej reakeji sa krétkie, jednoniciowe
fragmenty DNA, ktérych synteza zajmujg sie
komercyjne firmy. Cetus Corporation, dla ktérej
pracowal Mullis w latach 70. ubieglego wieku,
zajmowala sie wladnie ich produkeja.

Zaprojektowanie i zsyntetyzowanie odpowiednich
starteréw wymaga znajomosci sekwencji konecow
odcinka AB. Gdyby naszym materialem wyjsciowym
byl genom czlowicka, takie startery musiatyby wiaza¢
sie z matrycowym DNA tylko w regionie AB wsr6d

3 miliardéw par zasad.

Zakladajac, ze sckwencja nukleotydéw w nici
matrycowej jest losowa (kazdy z 4 nukleotydéw ma
jednakowa szanse znalezienia si¢ w dowolnym miejscu
sekwencji), szansa znalezienia dowolnej sekwencji

o dlugodci n w genomie wynosi (%)” . Aby starter

byl unikalny., (11) " musi by¢ mniejsze niz 3,3 - 10710;
warunek ten jest spelniony dla n > 16. Zwykle stosuje
sic startery o dlugoscei 17-26 nukleotydow.

Kiedy wige do jednoniciowych matryc dodamy nieco
starteréw, polimerazy, wolnych nukleotydéw i obnizymy
troche temperature, by startery mogly przylaczyc sie
do matrycy, polimeraza rozpocznic synteze nowych
nici. Jesli powtérzymy ten cykl zmian temperatury,
powiedzmy 30 razy, to po trzecim cyklu liczba
czasteczek potomnych — odcinkéw AB — zacznie rosnac
w postepie geometrycznym!

Tak wlasnie dziala PCR, czyli wymy$lona przez Karego
Mullisa laficuchowa reakcja polimerazy. Nie wymaga
uprzedniego wyizolowania odcinka AB z genomu

— po prostu selektywnie go powiela. Nie wymaga

duzej iloéci materialu wyjéciowego — wystarczy tylko
jedna czasteczka DNA matrycowego. Nie wymaga
skomplikowanego sprzetu - wspoélczesne maszyny

do PCR to po prostu bloki grzejno-chlodzace, ktorych
temperatura steruje procesor. Jeden cykl reakcji trwa
przecietnic minute. Jedynym powaznym problemem
zwigzanym ze stosowaniem PCR jest jego czulosé:
kazde zanieczyszczenie probki (np. nasz wlasny DNA)
namnozy sie réwnie dobrze jak badany DNA, jedli tylko
startery przylacza sie do czasteczki matrycowej. PCR
wymaga dobrej techniki laboratoryjnej i stosowania
wielu kontroli w kazdej reakcji. Oczywiscie, musimy tez
znaé sckwencje, ktéra chcemy namnozy¢.

Dzicki PCR mozna zidentyfikowaé przestepce

na podstawie DNA wyizolowanego ze $liny, ktéra ten
zostawil na polizanym znaczku listu z pogrézkami.
Mozna zdiagnozowaé chorobe genetyczna zarodka,
pobierajac zaledwie jedna jego komérke. Mozna tez
zbadaé DNA neandertalczyka, zachowany przez 30 tys.
lat w skamienialych kodciach.

Bez wielkiej przesady mozna powiedzie¢, ze wynalazek
Karego Mullisa zmienil biologie molekularng. Dla Cetus
Corporation mial tez wymiar bardziej bezposredni —
Hoffman-La Roche odkupil od niej patent na PCR za
300 milionéw dolaréw, co do dzi§ pozostaje rekordows
suma zaplacona za patent w historii.
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