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Streszczenie

Obecnie wiele technik diagnostycznych do identyfikacji patogendw ziemniaka bazuje na wykorzysta-
niu przeciwciat. Jakos¢ i specyficzno$c tych technik zalezy w gtdwnej mierze od sposobu izolacji i
jakosci stosowanych przeciwciat. W celu uzyskania przeciwciat o wysokim mianie i specyficznosci
stosuje sie rozne techniki oczyszczania. Dla polepszenia jakoSci przeciwciat, oprocz wielu standardo-
wych technik do ich izolacji, coraz czes$ciej stosuje sie rézne modyfikacje. Na uwage zastugujg inno-
wacyjne dziatania prowadzone w tym kierunku przez zespdt naukowcdw Pracowni Diagnostyki Mole-

kularnej i Biochemii ZNiOZ w Boninie.
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raca ma na celu zaprezentowanie

kilku nowych metod oczyszczania

przeciwciat wykorzystywanych w wy-
krywaniu i identyfikacji r6znych patogenow
ziemniaka. Ziemniak, jako jedna z wazniej-
szych gospodarczo roslin na $wiecie, jest
atakowany przez liczne patogeny. Wsréd
wielu stosowanych obecnie metod do ich
wykrywania i identyfikacji znaczng grupe
stanowig metody immunologiczne (serolo-
giczne), oparte na wykorzystaniu czastek
receptorowych — immunoglobulin, nazywa-
nych powszechnie przeciwciatami (Przewo-
dowski 2009). Do takich technik mozna zali-
czy¢ m.in. test immunoenzymatyczny ELISA
do wykrywania wiruséw i bakterii (Drennan i
in. 1993; De Boer i in. 1994, 2005), test po-
Sredniej immunofluorescencji — IF (Slack i in.
1979; De Boer, Copeman 1980), FISH czy
tez opracowane i opatentowane przez ze-
spot naukowcow z Pracowni Diagnostyki
Molekularnej i Biochemii IHAR — PIB w Bo-
ninie nowoczesne testy, jak paskowy typu
Lateral-Flow oraz filtracyjny typu Flow-
-Through do szybkiej i specyficznej identyfi-

kacji czystych szczepow bakterii Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus (Cms)
powodujgcych  bakterioze  pierscieniowg
ziemniaka (Przewodowski, Barnyk 2009).

Przeciwciata sg to biatka surowicy o ma-
sie czasteczkowej od 140 do 970 kD. W
przyrodzie w organizmach zywych gtéwng
funkcja przeciwciat jest unieszkodliwianie
obcych czasteczek — immunogendw (anty-
genow), takich jak obce biatka, kwasy nukle-
inowe, wirusy czy bakterie, ktére wnikajg do
organizmu. Witasciwo$¢ powstawania prze-
ciwciat w organizmie zwierzat pod wptywem
okreslonego antygenu oprécz zastosowan
medycznych zyskata réwniez ogromne zna-
czenie w szeroko pojetej diagnostyce. Dzieki
procesowi immunizacji, wskutek celowego
wprowadzenia do organizmu zwierzecia
okreslonego antygenu (ostabionych — atenu-
owanych lub zabitych bakterii czy wiruséw
zasiedlajgcych tkanke ziemniaka), uzyskuje
sie w krwi zwierzecia przeciwciata, ktére po
wyizolowaniu stuza do wykrywania tych sa-
mych bakterii czy wiruséw w testach diagno-
stycznych.
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Rozrézniamy rdzne rodzaje przeciwciat,
jak 1gG, IgM, IgA, IgD, IgE, z ktérych naj-
powszechniej wykorzystywane w diagnosty-
ce sg immunoglobuliny G (IgG) pokazane
schematycznie na rysunku 1. Skfadajg sie
one z dwodch tancuchéw ciezkich i dwdéch
tancuchow lekkich, ktére sg potaczone most-
kami dwusiarczkowymi.

Miejsca wigigce antygen

tancuch lekki

tancuch ciezki

Rys. 1. Przyktadowy schemat budowy
immunoglobuliny G (IgG)
(Zrédto wiasne PDMiB, ZNiOZ w Boninie)

Ze wzgledu na liczbe epitopow, czyli
miejsc na powierzchni antygenu, ktére moga
by¢ rozpoznawane przez przeciwciata (miej-
sca przeciwciat wigzace antygen), rozroz-
niamy przeciwciala mono- i poliklonalne.
Monoklonalne sg wytwarzane przez jeden
klon komorek i skierowane przeciwko $cisle
okreslonemu antygenowi. Ich przeciwien-
stwem sg przeciwciata poliklonalne, czyli
takie, ktére pochodzg z wiecej niz jednego
klonu komérek plazmatycznych i wigzg roz-
ne epitopy, a robwnoczesnie wykazujg rézne
powinowactwo tego samego antygenu.
Przeciwciata poliklonalne sg zazwyczaj mniej
specyficzne, ale bardziej czute, natomiast
monoklonalne charakteryzuja sie wysoka
specyficznoscig i nizszg czutoscig (Brzozow-
ski 2007). Przeciwciata poliklonalne mozna
otrzymac poprzez ich izolacje z krwi zwie-
rzecia immunizowanego antygenem i sg one
tatwiejsze i tansze do otrzymania niz mono-
klonalne.

Aby skutecznie wykrywac okreslony anty-
gen, przeciwciata muszg by¢ wobec niego
wysoce specyficzne, czyli muszg go bardzo
dobrze rozpoznawac. Te ceche przeciwciat
wykorzystuje sie do wykrywania i identyfika-
cji bakterii w testach diagnostycznych. Bar-

dzo waznym parametrem skutecznych te-
stow diagnostycznych, pozwalajacych wy-
krywac¢ z wysoka czutoscig i specyficznoscia
ré6zne patogeny bakteryjne i wirusowe ziem-
niaka, sg odpowiedniej jakosci przeciwciata.
Jakos¢ przeciwciat zalezy nie tylko od ich
koncentracji, ale gtéwnie od ich miana, czyli
liczby 1gG specyficznych na dany antygen w
stosunku do liczby innych przeciwciat w su-
rowicy. Jednym z czynnikéw wptywajacych w
znacznym stopniu na jakos¢ przeciwciat jest
sposob ich izolacji z surowicy.

Istnieje wiele sposobow wyodrebniania
przeciwciat z surowicy. Przeciwciata skiero-
wane przeciwko wirusom czy bakteriom wy-
stepujgcym w ziemniaku sg oczyszczane
m.in. przez wytrgcanie siarczanem amonu,
stracanie glikolem polietylenowym, metodg
chromatografii jonowymiennej, przez filtracje
na zelu (zawierajgcym np. usieciowany
dextran, agaroze lub usieciowang agaroze)
lub na drodze chromatografii powinowactwa
z biatkiem A itp. Metody te réznig sie pomie-
dzy sobg m. in. efektywnosciag, czystoscig
uzyskanych przeciwciat, czasem oczyszcza-
nia oraz kosztem.

Jednym z najprostszych  sposobdéw
oczyszczania przeciwciat jest stragcanie za
pomocg siarczanu amonu. Jest to proces
wytracania biatek z roztwordéw poprzez do-
danie stezonego, najczesciej 50-proc. roz-
tworu soli — tzw. wysalanie biatek (Ktyszejko-
-Stefanowicz 2005). Przeciwciata wytrgcane
siarczanem amonu nie ulegajga denaturaciji,
wiec po obnizeniu stezenia soli (np. przez
dialize) otrzymuje sie roztwér przeciwciat o
petnej aktywnosci biologicznej. Minusem tej
metody jest otrzymywanie przeciwciat zanie-
czyszczonych innymi biatkami o podobnych
wiasciwosciach.

W celu uzyskania przeciwciat o wyzszej
czystosci stosuje sie inne metody, np. chro-
matografie powinowactwa (rys. 2). Jest ona
szczegblnym typem chromatografii adsorp-
cyjnej, w ktérej wykorzystuje sie wzajemne
oddziatywanie dwoch substancji na zasadzie
taczenia ze sobg za pomocg odpowiadaja-
cych sobie wigzan. Technika ta pozwala na
znaczne uproszczenie procedur izolowania
wybranych przeciwciat, przy jednoczesnym
zachowaniu ich aktywnosci biologicznej.
Przeciwciata sg unieruchamiane (przytacza-
ne) na statym podtozu, takim jak np. zel aga-
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rozowy (Sefaroza), zele dekstranowe (Se-
phadex) lub zele poliakrylamidowe. Podtoze
jest aktywowane chemicznie i po zawiesze-
niu w buforze fosforanowym umieszczane w
specjalnych  kolumnach chromatograficz-
nych. Procedura oczyszczania przeciwciat
metodg chromatografii powinowactwa obej-
muje kolejne nastepujgce po sobie etapy,
takie jak: aktywacja ztoza, przytaczenie
przeciwciat do ztoza, ptukanie (usuwanie)
niezwigzanych przeciwciat i innych biatek
oraz elucja — odmycie zwigzanych z zelem
specyficznych przeciwciat (Walkowiak 2000).

Innym rodzajem wykorzystania chromato-
grafii powinowactwa jest modyfikacja opisa-
nej metody polegajaca na wigzaniu do ztoza,
unieruchomionego w kolumnie wypetnionej
np. dodatnio natadowang dietyloaminoetylo-
celulozg (DEAE-celulozg), biatek innych niz
oczyszczane przeciwciata, podczas gdy
przeciwciata — dzieki zastosowaniu odpo-
wiedniego buforu — opuszczajg kolumne
chromatograficzna.
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Rys. 2. Schemat systemu do oczyszczania
przeciwciat metodg chromatografii powinowactwa
(Zrédto wiasne PDMIB, ZNiOZ w Boninie)

Jednym z nielicznych osrodkéw w Polsce
i na Swiecie prowadzacym zaawansowane
prace nad nowoczesnymi technikami oczy-

szczania i udoskonalania metod izolacji IgG
oraz technik diagnostycznych do identyfikacji
patogendéw ziemniaka jest Zaktad Nasiennic-
twa i Ochrony Ziemniaka (ZNiOZ) w Boninie.
Realizowane przez zespét Pracowni Diagno-
styki Molekularnej i Biochemii (PDMiB) prace
skupiajg sie na udoskonalaniu metod izolacji
i oczyszczania przeciwciat skierowanych
przeciwko patogenom ziemniaka takim jak
wirusy i bakterie zasiedlajgce tkanki roslin i
bulw. W celu uzyskania bardziej efektywnych
sposobdw oczyszczania przeciwciat stoso-
wane sg rozne ulepszenia, polegajace na
zastosowaniu technik chromatograficznych i
membranowych. Przyktadowo taczy sie réz-
ne metody izolacji, jak wstepne oczyszcza-
nie przez strgcanie siarczanem amonu, a
nastepnie oczyszczanie na ztozu chromato-
graficznym.

Jednym ze stosowanych obecnie sposo-
boéw oczyszczania IgG jest chromatografia
tiofilna — jako czesto tansza i bardziej wydaj-
na od wielu innych metod (Barnyk i in. 2008).
W tego typu chromatografii wykorzystuje sie
zloze z wigzaniami o strukturze tioetylosulfo-
nowej, ktéra wykazuje powinowactwo do
grup sulfhydrylowych (siarkowych) wystepu-
jacych w biatkach typu 1gG. Z uwagi na duzg
liczbe grup siarkowych we frakcji biatek su-
rowicy, jaka stanowig immunoglobuliny G,
chromatografia tiofilna nadaje sie szczegol-
nie do oczyszczania tego typu biatek. Dodat-
kowym atutem metody jest efektywne wia-
zanie sie biatka do ztoza przy wysokim ste-
zeniu soli oraz uwalnianie biatka z kolumny
przy malejacej sile jonowej. W konsekwencji
tego pozbawione nadmiaru soli eluowane
biatko moze stanowi¢ dobry materiat do dal-
szych badan.

Obecnie przewage liczebng w oczysz-
czaniu przeciwciat majg pojedyncze metody
z zastosowaniem filtracji zelowej oraz trady-
cyjnej chromatografii jonowymiennej. Coraz
czesciej jednak dla uzyskania przeciwciat
lepszej jakosci (czystosci) i o wysokim mia-
nie w miejsce pojedynczych metod stosuje
sie potaczenie kilku réznych sposobow izo-
lacji. W PDMiB w Boninie takim sposobem
oczyszcza sie przeciwciata skierowane prze-
ciwko patogenom wirusowym oraz bakteryj-
nym ziemniaka, jak C. michiganensis ssp.
sepedonicus.
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Jednym z opracowanych w Pracowni w
Boninie testéw bazujgcych na wykorzystaniu
IgG oczyszczanych tg metoda jest filtracyjny
test do szybkiej i specyficzne] identyfikaciji
czystych szczepow bakterii Cms. Opraco-
wany test bazuje na wykorzystaniu ztota
koloidalnego, ktérego nanoczgsteczki po-
krywano przeciwciatami IgG anty-Cms. Jego
zasada polega na specyficznym barwieniu
znajdujacych sie w roztworze komérek bak-
terii Cms za pomocg koniugatu ztota kolo-
idalnego z poliklonalnymi przeciwciatami
kréliczymi skierowanymi na bakterie Cms
(Przewodowski, Barnyk 2009). Nanocza-
steczki ztota koloidalnego skoniugowane z
przeciwciatami rozpoznajg na zasadzie im-
munopowinowactwa komorki  bakteryjne,
tworzac na ich powierzchni barwng otoczke.
Opracowany test w poréwnaniu z konwen-
cjonalng metodg DAS — ELISA okazat sie
znacznie szybszy i prostszy w wykonaniu,
zachowujgc jednoczesnie analogiczng czu-
tos¢ jak test ELISA (Przewodowski, Barnyk
2009).
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Ziemniaki duszone z kapusta i kietbasa
po szwajcarsku

1 kg ziemniakdéw, 50 dag biatej kapusty, 2 cebule, 2 tyzki smalcu lub 2 tyZzki pokrajane;j
w drobng kostke stoniny, 2 szklanki rosotu lub wywaru z warzyw, 15 dag kietbasy
(zwyczajna, parowkowa), sol, pieprz lub ostra papryka

Cebule pokroi¢ w pidrka, posoli¢ podgrzac
chwile, dodac¢ smalec i poddusic, nie rumie-
nigc. (Jesli dodajemy stonine, trzeba jg naj-
pierw stopic i dopiero dodac cebule).
Kapuste umyc, drobno poszatkowac, pofg-
czy¢ z cebulg, osoli¢ i dusi¢ ok. 15 min, po
czym zala¢ gorgcym rosotem lub wywarem z
warzyw.

Obrane i optukane ziemniaki pokroi¢ na
czgstki, dodac¢ do kapusty, posoli¢, oprészyc
ostrg papryka lub pieprzem. Dusi¢ w rondlu

ustawionym na ptytce, na matym ogniu.

Pod koniec wtozy¢ obrang ze skorki kietba-
se, a gdy sie zagrzeje, wyjac i pokroi¢ w pla-
sterki.

Uduszong potrawe wytozy¢ na potmisek i
obtozy¢ plasterkami kietbasy. Podawac¢ na
obiad lub kolacje z surowka z pomidorow.

Z. Zawistowska. Ziemniaki. Watra Warszawa 1983



