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Streszczenie

Techniki biologii molekularnej znajdujg coraz szersze zastosowanie w wykrywaniu i identyfikacji pato-
gendw ziemniaka. Jedng z nich, cieszgcq sie duzg popularnoscia, jest metoda PCR bazujgca na tarn-
cuchowej reakcji polimerazy (ang. polymerase chain reaction). Na przetomie lat powstaty rézne mody-
fikacje metody, ktére majg wiele nowych zalet. W pracy przedstawiono mozliwo$ci zastosowania roz-
nych technik PCR w diagnostyce patogendw ziemniaka. Zaprezentowano takze sposoby opracowania
i wykorzystania modyfikacji PCR przez zespdt Pracowni Diagnostyki Molekularnej i Biochemii w Boni-
nie.

Stowa kluczowe: DNA, taricuchowa reakcja polimerazy, modyfikacje PCR

kacji drobnoustrojéw chorobotwérczych. doboru wykwalifikowanego, doswiadczonego
Tradycyjne, dobrze opracowane sposoby personelu. W ostatnich latach metody anali-
identyfikacji patogenéw wymagajg niejedno- tyczne zostaty wzbogacone w nowoczesne,

Istnieje wiele metod wykrywania i identyfi- krotnie duzego naktadu czasu i pracy oraz
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szybkie testy molekularne. Cieszg sie one
duza popularnoscig przede wszystkim dzieki
zwiekszonej czutosci i specyficznosci oraz
znacznemu przyspieszeniu procedury ba-
dawczej. Jedng z takich grup sg metody mo-
lekularne oparte na technice PCR.

Technika PCR - zasada dziatania

i zastosowanie

Technika ta wykorzystuje w warunkach in
vitro fancuchowg reakcje termostabilnego
enzymu — polimerazy Taq do powielenia
(amplifikacji) wybranego fragmentu genomu,
pochodzacego z poszukiwanego mikroorga-
nizmu, i uzyskania miliardowych kopii bada-
nego fragmentu genomu. Genom wiekszosci
organizméw jest zbudowany z kwasu deok-
syrybonukleinowego (DNA), dtugiej nici, zto-
zonej zwykle z dwoch pojedynczych tancu-
chow tworzacych tzw. dwuniciowy DNA —
dsDNA. tancuchy te zwijajg sie wokoét
wspolnej osi, tworzac tzw. podwdjng helise.
Jednym ze sposobdéw rozdzielenia (denatu-
racji) podwdjnej helisy DNA na dwie poje-
dyncze nici jest dziatanie wysokiej tempera-
tury.

Pod wzgledem molekularnym czasteczka
DNA jest zbudowana z czterech zasad azo-
towych: adeniny A, guaniny G oraz cytozyny
C i tyminy T, odpowiednio purynowych i pi-
rymidynowych, ktére specyficznie wigzac sie
ze sobg, tworzg pary zasad A-T (A-U), G-C.
Oprécz zasad, ktére skierowane sg do wne-
trza helisy, wystepujg rowniez reszty cukro-
we i fosforanowe, ktére znajdujg sie na ze-
wnatrz DNA.

Odkrycie DNA i poznanie jego struktury
byto niewatpliwie jednym z najwazniejszych
osiggnie¢ w biologii molekularnej. Opraco-
wanie techniki PCR przyczynito sie do duze-
go postepu w rozwoju wielu metod diagno-
stycznych w réznych dziedzinach zycia.
Znaczenie tego odkrycia byto tak istotne, ze
twérca PCR, Kary Mullis, zostat uhonorowa-
ny pod koniec XX w. nagroda Nobla.

Istotg diagnostyki molekularnej opartej na
zastosowaniu klasycznego testu PCR jest
analiza i wykorzystanie okreslonych se-
kwencji kwasow nukleinowych DNA lub
RNA. Aby umozliwi¢ synteze duzej liczby

kopii dowolnego fragmentu genomowego
DNA, konieczne jest opracowanie odpo-
wiedniej mieszaniny reakcyjnej PCR, w skfad
ktorej wchodza nastepujace sktadniki:

1. matryca — fragment DNA identyfikowa-
nego patogenu, zwany matrycowym, ktéry
ma by¢é namnozony;

2. startery — kroétkie, najczesciej ok. 20-
-nukleotydowe fragmenty DNA komplemen-
tarne, czyli pasujace do okreslonych frag-
mentow matrycy;

3. trojfosforany  deoksyrybonukleozyddw
— budulec nowej nici DNA;

4. termostabilna polimeraza Tagq — enzym
pochodzacy z bakterii Thermus aquaticus
(Taq). Bakterie te zostaty wyizolowane w
1969 r. z goracych zrédet Yellowstone przez
Thomasa Brocka (Brock, Freeze 1969), a 6
lat pdzniej wyizolowano z nich polimeraze
Taqg (Chien i in. 1976). Charakterystyczng
wiasciwoscig polimerazy jest termostabil-
nos¢ w zakresie 37-94°C, co oznacza, ze
jest ona oporna na wysokie temperatury pa-
nujgce w mieszaninie reakcyjnej (Bartkowiak
2003). Termostabilnos¢ polimerazy Taq stata
sie podstawg metody PCR (Gabryelska i in.
2009).

Aby mogto dojs¢ do reakcji PCR, oprécz
odpowiednio dobranego sktadu mieszaniny
reakcyjnej konieczne jest zapewnienie opty-
malnych warunkéw temperaturowych, ktére
umozliwia termocykler — urzadzenie wypo-
sazone w blok grzejny, zapewniajace szybka
i precyzyjng zmiane temperatury na po-
szczegOlnych etapach reakcji. W termocykle-
rach charakteryzujgcych sie dobrymi para-
metrami zmiana temperatury o kilkadziesiat
stopni nastepuje w przeciggu zaledwie kilku
sekund.

Technika PCR w uktadzie klasycznym
przebiega w trzech, cyklicznie powtarzanych
etapach, z ktérych kazdy charakteryzuje sie
odpowiednio dobrang temperaturg oraz cza-
sem inkubacji (Bartkowiak 2003). Kazdy cykl
sktada sie kolejno z denaturacji (rozpadu)
DNA (90-95°C), przytaczania starteréow (40-
-65°C) oraz syntezy DNA (wydtuzania tancu-
cha DNA w temperaturze ok. 72°C). Przy-
ktadowy profil termiczny techniki PCR przed-
stawiono na rysunku 1.
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Rys. 1. Przyktad profilu termicznego cyklu w reakcji PCR

Dzieki wysokiej temperaturze w czasie
denaturacji podwdéjna ni¢ DNA zostaje roz-
pleciona do pojedynczych nici. Na kolejnym
etapie do kazdej z tych nici nastepuje specy-
ficzne przytaczenie pary starterow do frag-
mentéw DNA. Wowczas polimeraza odbu-
dowuje na kazdej z nici brakujacy, komple-
mentarny odcinek, przez co uzyskuje sie w
ten spos6b wierng kopie namnozonego

3 4 Czas [min]

fragmentu DNA (Raszka i in. 2009). W na-
stepnym cyklu kazdy powstajacy produkt
stuzy jako matryca. Dzieki temu technika
PCR umozliwia zwielokrotnienie, nawet mi-
liardkrotne niewielkich ilosci DNA (Bal 2001).
Sposéb powstawania nowych odcinkow DNA
przedstawiono na ponizszym schemacie
(rys. 2).
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Rys. 2. Model reakcji PCR
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Rys. 3. Przykiadowy obraz elektroforetyczny
) produktow reakcji PCR
(Zrédfo wiasne: PDMIB ZNiOZ w Boninie)

Aby méc oceni¢ jakos¢ i ilos¢ uzyskanego
DNA, produkty reakcji PCR nalezy poddaé
dalszej analizie. W przypadku klasycznych
metod PCR najczestszg metoda oceny jest
analiza elektroforetyczna produktéw PCR w
zelu agarozowym lub poliakrylamidowym
(Raszka i in. 2009). Metody te pozwalajg
okresli¢ zaréwno obecnosé, jak i wielkos¢ i
ilos¢ powstatych produktow. Obecnosé¢ lub
brak prazka o okreslonej wielkosci swiadczy
odpowiednio o obecno$ci lub braku wykry-
wanego mikroorganizmu w badanej probie.
Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny zo-
stat zaprezentowany na rysunku 3. Na
pierwszej sciezce znajduje sie marker, czyli
znacznik wielkosci produktu. Na kolejnych
trzech Sciezkach wystapity prazki wskazuja-
ce na obecnos¢ badanych patogenéw w
prébach, natomiast w pigtej studzience zo-
stata umieszczona kontrola negatywna. Brak
prazka w przypadku kontroli negatywnej
Swiadczy o poprawnie przeprowadzonej re-
akciji oraz braku kontaminaciji.

Poza wieloma wspomnianymi zaletami
PCR istniejg rowniez stabe strony metody.
Zastosowanie tancuchowej reakcji polimera-
zy do préb uzyskanych bezposrednio z ma-
teriatu roslinnego czesto wigze sie z trudno-
$ciami z powodu obecnosci inhibitoréw, kt6-
re mogg znaczaco spowolni¢ reakcje PCR
lub catkowicie jg zahamowag. Inhibitorami
moga by¢ zaréwno zwigzki organiczne, i jak i

nieorganiczne réznego pochodzenia, np.
polisacharydy, zwigzki fenolowe, ktére licz-
nie wystepujg w tkance ziemniaka (Goerke
2001). W ten spos6b moze dojs¢ do sytuacii,
kiedy pomimo obecnosci patogenu (bakterii,
wirusa itp.) w badanej prébie wynik reakciji
bedzie falszywie negatywny. Dlatego na
podstawie standardowej procedury PCR
powstato wiele modyfikacji, ktére pozwalajg
polepszy¢é mozliwosci badawcze.

Modyfikacje PCR

e Nested-PCR — zwany inaczej ,gniazdo-
wym”, polega na przeprowadzeniu klasycz-
nej reakcji PCR z pierwsza parg starteréw, a
kolejnej z druga parg starteroéw, zlokalizowa-
nych blizej Srodka powielanego fragmentu
DNA. Pozwala to na zwiekszenie czutosci i
specyficznosci metody. Technike te najcze-
Sciej stosuje sie do wykrywania i identyfikacji
bakterii.

e Multiplex PCR — umozliwia zastosowanie
kilku par starteréw dla roznych patogenéw w
jednej probce, co pozwala na jednoczesne
wykrywanie 2-3 patogenéw o podobnych
wymaganiach termicznych reakcji PCR i
réznej dtugosci namnozonych odcinkéw
DNA. Z kolei zastosowanie kilku par starte-
row dla jednego patogenu umozliwia uzy-
skanie znacznie wigkszej specyficznosci
oraz pozwala na przyspieszenie badania
wiekszych obszaréw DNA. Metoda ta daje
duzg oszczednos¢ czasu i obniza koszty
badah przy jednoczesnym zachowaniu wy-
sokiej jakosci uzyskiwanych wynikow. Wa-
runkiem poprawnych wynikéw metody Multi-
plex PCR jest zastosowanie starteréw o wy-
sokiej specyficznosci gatunkowe;j.

e Real-Time PCR — technika PCR charakte-
ryzujgca sie mozliwoscia monitorowania
przyrostu produktéw reakcji PCR w czasie jej
trwania. Jest to mozliwe dzieki dodaniu do
mieszaniny reakcyjnej specjalnie dobranych
barwnikbw lub sond fluorescencyjnych.
Barwniki te, taczac sie z kwasami nukleino-
wymi, wysytajg sygnat fluorescencyjny pro-
porcjonalny do ilosci produkowanego DNA,
mierzalny przez przystosowany do tego celu
termocykler Real-Time PCR (Harms 2003).
Analiza produktu w czasie rzeczywistym
pozwala na oszacowanie poczatkowej ilosci
badanego DNA. Poniewaz wszystkie etapy
procesu przeprowadza sie w zamknietych
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naczyniach, technika Real-Time PCR do
minimum ogranicza ryzyko zanieczyszczenia
préby. Metoda charakteryzuje sie duza czu-
toscig i szybkoscig wykonania, jednakze jej
wadq jest relatywnie wysoki koszt urzadze-
nia oraz odczynnikow.

e RT-PCR - jest stosowany, gdy matrycg
jest RNA. Ma to szczegdlne odniesienie do
patogenéw takich jak wirusy, ktére nie po-
siadaja DNA. Woéwczas wykorzystuje sie
enzym zwany odwrotng transkryptaza, dzieki
ktorej mRNA jest przepisywane do cDNA
(komplementarnego DNA) stanowigcego z
kolei matryce do klasycznego PCR. Zaletg
tego sposobu jest znaczne zwiekszenie czu-
tosci metody w poréwnaniu ze standardo-
wym PCR (Raszka i in. 2009). Technika RT-
-PCR czesto jako jedyna daje mozliwos¢
zastosowania PCR w diagnostyce i badaniu
Wirusow.

Wybér wtasciwej diagnostycznej metody

molekularnej zalezy od potrzeb i stanu wie-
dzy na temat materiatu, z ktérego izoluje sie
materiat genetyczny badanego patogenu.
Jezeli badane préby charakteryzujg sie
obecnoscig inhibitorow reakcji PCR, nalezy
zastosowa¢ modyfikacje pozwalajace na
usuniecie tych inhibitoréw lub ztagodzenie
skutkéw ich dziatania. Sposréd takich mody-
fikacji nalezy wymieni¢ nastepujace:
» IC/Real-Time RT-PCR - stanowi pota-
czenie metod immunologicznego wytapywa-
nia i zageszczania wirusa (ang. Immunocap-
ture, IC) oraz identyfikacji technikg RT-PCR
w czasie rzeczywistym. Zasada metody po-
lega na poczatkowym wykrywaniu antygenu
wirusowego (w postaci wirionéw) przez spe-
cyficzne przeciwciato i nastepng reakcje RT-
-PCR, ktora przez ogrzewanie prowadzi do
dysocjacji wirionéw, w celu uwolnienia ge-
nomowego RNA bez koniecznosci ekstrakciji
catkowitego RNA. Z uwagi na obecnosc¢
komponentéw soku podczas izolacji wiruséw
z ekstraktow roslinnych ilosciowe oznacze-
nie wirusa metodami PCR z reguty stanowi
powazny problem. Dzieki zastosowaniu eta-
pu immunokoncentracji ogranicza sie nega-
tywny wptyw soku roslinnego oraz zwieksza
specyficznos¢ i czutos¢ tej metody. Ponadto
poprzez pominiecie pracochtonnego etapu
izolacji RNA technika ta jest przydatna do
masowego wykrywania wirusa.

» Multiplexed PCR-ELISA, opracowany w
2003 r. przez Millsa i Russella, taczy metode
molekularng i serologiczng. W pierwszym
etapie nastepuje amplifikacja trzech specy-
ficznych fragmentéw genomu Cms, nato-
miast w drugim produkty amplifikacji wykry-
wa sie za pomoca testu ELISA. Metoda ta
pozwala wyeliminowaé¢ reakcje fatszywie
pozytywne, a ponadio cechuje sie bardzo
wysoka specyficznoscig (Mills, Russell
20083).

» Metoda ,dig-labeled PCR” — opracowana
przez Lee i innych (2001). Namnozony w
wyniku reakcji PCR fragment DNA jest zna-
kowany digoksygening, nanoszony na mem-
brane nylonowg i wykrywany za pomocg
reakcji immunoenzymatycznej. Metoda ta
pozwala na znacznie tatwiejsze i szybsze
wykrywanie produktu PCR niz technika elek-
troforetyczna (Lee i in. 2001).

» PCR-ELOSA (ang. enzyme-linked oligo-
sorbent assay) — réwniez wykorzystuje reak-
cje immunoenzymatyczng, przeprowadzana
jest z uzyciem mikroptytek do testu ELISA.
Wynik reakcji enzymatycznej jest mierzony
kolorymetrycznie. Technika ELOSA jest o
13% czulsza w stosunku do technik PCR z
uzyciem elektroforezy (Baeriin. 2001).

» TagMan BIO-PCR — polega na zwigksze-
niu liczebnosci bakterii na pozywce agaro-
zowej przed przystgpieniem do reakcji Real-
-Time PCR, w wyniku czego zwieksza sie
czutos¢ testu i obniza poziom inhibitorow
reakcji PCR (Schaad i in. 1999).

Metody wykorzystujace tancuchowsg reak-
cje polimerazy charakteryzujg sie z reguty
duzg specyficznoscia przeprowadzanych
analiz, jednakze w celu zwigkszenia czutosci
reakcja PCR wymaga niejednokrotnie do-
pracowania poprzez optymalizacje. Wyko-
rzystujgac reakcje amplifikacji z zastosowa-
niem odpowiednich starterow PCR, mozna
wykry¢é obecnos¢ patogenu (wirusa, bakterii
itp.) znajdujacego sie w niewielkiej koncen-
tracji. Rozwdj biologii molekularnej oraz mo-
lekularnych metod diagnostycznych znacza-
co ufatwia analize mikroorganizméw w po-
rownaniu z konwencjonalnymi metodami,
trudnymi w realizacji gtbwnie ze wzgledu na
problemy z uzyskaniem czystych kultur mi-
kroorganizmow (bakterii) lub czastek wiru-
sowych.
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Przyktadowo, przy przenoszeniu wiruséw
przez nasiona testy molekularne wykrywajg
zaréwno czastki wirusowe infekcyjne, jak i
nieinfekcyjne, natomiast test biologiczny
tylko infekcyjne. Z drugiej strony dynamiczny
rozwoj diagnostyki molekularnej nie prowa-
dzi do eliminowania metod klasycznych, kto-
re w duzym stopniu je uzupetniajg, a niekie-
dy wrecz stanowig narzedzie do ich weryfi-
kacji. Zazwyczaj pojawiajace sie nowe tech-
niki molekularne na etapie opracowania i
weryfikacji wymagajq jednej lub wielu roz-
nych klasycznych technik diagnostycznych
(biochemicznych, morfologicznych, serolo-
gicznych i molekularnych) jako uktadu od-
niesienia i potwierdzenia prawidtowosci uzy-
skanych wynikéw.

Doskonatym przyktadem zastosowania
modyfikacji pozwalajacej na usuniecie inhibi-
toréw reakcji PCR jest nowy test filtracyjny
typu Flow-Through do szybkiej i specyficznej
identyfikacji bakterii Clavibacter michiganen-
sis ssp. sepedonicus (Cms), opracowany i
opatentowany przez naukowcéw z Zaktadu
Nasiennictwa i Ochrony Ziemniaka w Boni-
nie (Przewodowski 2012; Przewodowski,
Barnyk 2009). Zespét Pracowni Diagnostyki
Molekularnej i Biochemii, wykorzystujac spe-
cjalnie zmodyfikowang chemicznie, porowatg
strukture btony z osadzonymi kowalencyjnie,
specyficznymi wobec komérek bakterii Cms
przeciwciatami, opracowat sposob koncen-
tracji komorek bakterii Cms z duzej objetosci
na matej powierzchni przy jednoczesnym
usunieciu substancji mogacych hamowac
reakcje PCR (Przewodowski 2012). To pro-
ste, a zarazem skuteczne innowacyjne roz-
wigzanie pozwala na szybkie usunigecie inhi-
bitorow reakcji PCR przy jednoczesnym
zwiekszeniu czutosci i specyficznosci testu
PCR.
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