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Opracowana na poczatku lat osiemdziesigtych XX wieku metoda lafcu-
chowej reakcji polimerazy (ang.: PCR — Polymerase Chain Reaction) zrewo-
lucjonizowata nauki biologiczne i przemyst biotechnologiczny wlacznie
z diagnostyka patogendw zwierzat i ro$lin. Mozna za jej pomoca namnazaé
specyficzne fragmenty kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA).
W pofaczeniu z reakcja odwrotnej transkrypcji kwasu rybonukleinowego
(RNA) do DNA (ang.: RT - reverse transcription) jako test RT-PCR pozwala
na czulg i specyficzna detekcje wiruséw, ktérych genomy zbudowane sa
z RNA. Czutos¢ RT-PCR znacznie przewyzsza czuto$¢ metod immunologicz-
nych, nawet o kilka rzedéw wielko$ci. Jednak pomimo niewatpliwych zalet,
jego wada jest wysoki koszt aparatury, szczeg6lnie dla wariantéw umozliwia-
jacych sledzenie reakcji w czasie rzeczywistym (real time RT-PCR). Sam RT
-PCR jest réwniez drozszy od testu PCR, z uwagi na koszt izolacji RNA oraz
odwrotnej transkryptazy — enzymu ,,przepisujacego” RNA na jednoniciowe
cDNA. Réwniez opracowanie, standaryzacja i wdrozenie testu wigze sie
z ponoszeniem wysokich kosztow.

Dlatego w ciagu ostatniej dekady uczeni rozwijajacy diagnostyke mole-

“kularng poszukiwali alternatywnych metod amplifikacji DNA, niewymagaja-
cych cyklicznych zmian temperatury, a co za tym idzie — kosztownych termo-
cykleréw. Poszukiwania te skutkowaty opracowaniem szeregu metod amplifi-
kacji DNA i RNA zachodzacych w jednej temperaturze, czyli w warunkach
izotermicznych. Metody izotermiczne nie wymagaja stosowania drogiej apa-
ratury do przeprowadzenia reakcji. Ponadto czesto charakteryzuja sie duzo
wigkszg szybkoécig i wydajnoscia amplifikacji niz PCR. Pozwala to na wyko-
nanie testu w ciggu 15-30 minut przy zachowaniu lub nawet przekroczeniu
czutodci testu PCR. Posréd wielu obecnie istniejacych metod najbardziej
obiecujaca wydaje sie izotermiczna amplifikacja DNA za posrednictwem pe-
tli (ang.: Loop-mediated isothermal amplification — LAMP). W metodzie sto-
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suje sie od 4 lub 6 starteréw rozpoznajacych specyficznie 6-8 regionéw DNA.
Dzieki temu LAMP jest metodg wysoce specyficzng. Startery mozna podzie-
li¢ na wewnetrzne, zewnetrzne 1 zapetlajagce. Do wewnetrznych zaliczamy
FIP (Forward Inner Primer) oraz BIP (Backward Inner Primer). Ich sekwen-
cje sg komplementarne do dwoéch réznych miejsc w nici sensownej
i antysensownej. Dzigki temu powstajgcy pierwotny produkt reakeji tworzy
jednoniciowe petle na obu koncach. Startery zewnetrzne F3 (Forward) i B3
(Backward) sg komplementarne do regiondw okalajacych fragment amplifi-
kowany przez startery wewnetrzne. Startery te s krotsze, a ich stezenie
w reakcji jest nizsze po to by wolniej od FIP i BIP hybrydyzowaly do matry-
cy. Ich rola polega na inicjowaniu zastgpowania nici w dupleksie DNA przez
nowo powstajaca ni¢ potomna. W celu zwigkszenia szybkosci i czutosci reak-
cji mozna dodatkowo stosowa¢ komplementarne dla regionéw petli startery
zapetlajagce LoopF i LoopR. LAMP wykonywany jest w 60-65°C, a startery
projektowane sa dla regionéw, ktore w tej temperaturze oscyluja pomiedzy
stanem dwuniciowym i jednoniciowym. Umozliwia to przylaczenie starteréw
do nici docelowych bez etapu denaturacji termicznej dwuniciowego DNA.
Polimeryzacje nici potomnych katalizuje DNA zalezna DNA polimeraza po-
siadajgca zdolnos¢ do wymiany w dupleksie DNA nici komplementarnej na
nowo syntetyzowang ni¢ (ang.: strand displacement activity). Metoda LAMP
pozwala na szybka i niezwykle wydajng amplifikacje DNA. Reakcja
w optymalnych warunkach zachodzi w ciagu 5-30 minut. [lo$¢ produkowane-
go DNA jest tak duza, ze pochodzacy ze wbudowywanych do potomnej nici
nukleotydéw pirofosforan wraz z magnezem tworzy nierozpuszczalng sol.
Jest ona widoczna gotym okiem, jako zmetnienie w prébach pozytywnych.
Dzigki temu LAMP nadaje si¢ do opracowania szybkich testéw polowych,
w ktorych patogeny mozna wykrywaé bezposrednio w terenie. Dla dodatko-
wego zwigkszenia czutosci opracowano wiele wariantéw LAMP, wykorzystu-
jacych urzadzenia pozwalajace na pomiar zmetnienia, zmiany koloru lub flu-
orescencji zaréwno po zakoficzeniu reakcji, jak i w czasie rzeczywistym.
W wigkszosci tych testow pozytywny wynik reakcji wida¢ gotym okiem, apa-
ratura jedynie utatwia ilosciowg analize wynikow. LAMP wydaje sie ideal-
nym nastgpcag PCR. W ciggu ostatnich pigciu lat powstato ponad 5000 publi-
kacji opisujacych procedury LAMP i RT-LAMP do wykrywania bakteryj-
nych, grzybowych i wirusowych patogenéw zwierzat i roslin (wg Google
Scholar). Metoda ma jednak mniejszy potencjat w zakresie réznicowania ge-
netycznego. Czutos¢ i specyficznos¢ LAMP pozwala na wykrywanie nawet
jedno-nukleotydowych réznic (SNP), a zastosowanie specjalnych sond fluor-
scencyjnych umozliwia jednoczesng detekcje kilku patogenéw lub szczepéw
danego patogenu. Jednak duza liczba starterow i wysoka wydajnosé syntezy
DNA produktu moga stanowi¢ duza przeszkode w opracowaniu multiplekso-
waych wariantéw LAMP do wykrywania czy roznicowania szczepow patoge-
now lub wariantéw genu. :

Duzg zaleta om6wionej metody jest to, ze jest ona catkowicie skomercja-
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lizowana i dostepne sg zestawy dostosowanych do réznych sposobow wykry-
wania produktu. W praktyce eliminuje to koniecznos¢ optymalizacji warun-
kow reakeji i skraca czas oraz naklad pracy potrzebny do opracowania testu
diagnostycznego. Dostepnos¢ darmowych i komercyjnych programow
do projektowania starterow do LAMP, rowniez ulatwia opracowanie specy-
ficznej dla docelowego patogenu procedury. Dlatego w ciagu ostatniej deka-
dy prowadzono intensywne prace nad aplikacja RT-LAMP w diagnostyce.
Szczegdlnym wyzwaniem sg wirusy, ktérych genom zbudowany jest z RNA.
Kwas rybonukleinowy jest znacznie mniej stabilny od DNA, latwo ulega sa-
moczynnej degradacji. Ponadto z uwagi na powszechna obecnos¢ rybonukle-
az w probach biologicznych jest dodatkowo narazony na szybkie trawienie
przez te enzymy. Trudnym materialem do wykrywania RNA wirusow sg
tkanki i organy ziemniaka, rosliny bogatej nie tylko w rybonukleazy, ale row-
niez w polifenole, skrobie i enzymy katalizujace szereg reakcji redox. Meto-
dy skutecznego wykrywania RNA wiruséw w takim materiale majg duzy po-
tencjat aplikacyjny do wykrywania wiruséw w innych materiatach biologicz-
nych. Dlatego w pracach prowadzonych w Pracowni Dianostyki Molekularnej
i Biochemii (IHAR-PIB, Zaklad Nasiennictwa i Ochrony Ziemniaka
w Boninie) jako model do badaf nad opracowaniem szybkiej i skutecznej me-
tody wykrywania wiruséw za pomocg RT-LAMP wybrano wirus Y ziemniaka
(PVY), ktory poza omoéwionymi wyzej przyczynami spelnia dodatkowo te, ze
jest bardzo podobny do waznej grupy wiruséw zwierzecych — rodziny Picor-
naviridae, grupujacej wirusy wywolujace grozne choroby ludzi i zwierzat.

W trakcie prac prowadzonych w Pracowni, zauwazono, ze test wykorzy-
stujacy zaprojektowane przez zespdt Pracowni startery pozwala na szybkie
wykrycie obecnosci czgstek wirusowych, nawet w czasie 8-15 minut. Test
mozna wykonywaé¢ w tazni wodnej lub w-jakimkolwiek inkubatorze zapew-
niajacym uzyskanie 60-65°C. Jednak bardziej jednorodne warunki temperatu-
rowe oraz mozliwo$¢ monitorowania postepu reakcji w czasie rzeczywistym
umozliwia urzadzenie do amplifikacji izotermicznej firmy OptiGen — Genie
II. Urzadzenie jest niewielkie, mozna je zasila¢ bateria, dlatego nadaje sie do
wykonywania testéw polowych. Ponadto pozwala na pomiar fluorescencji,
dzigki czemu czutos¢ wykrywania wiruséw znacznie wzrasta. Aby test mozna
byto wykona¢ w warunkach polowych, zesp6ét Pracowni opracowal szybkg
metode izolacji RNA bez koniecznosci stosowania wiréwek, czy innych urzg-
dzen laboratoryjnych. Do prac stosowano komercyjny zestaw do fluorescen-
cyjnego wariantu testu RT-LAMP firmy Novazym-Polska. Zestaw zawiera
wszystkie odczynniki do wykonania reakcji wiacznie z polimerazg posiadajg-
ca aktywno$¢ wymiany nici, potrzebna do ,,rozplatania” podwojnej nici DNA
w warunkach izotermicznych. Do mieszaniny reakcyjnej wystarczy dodac
odwrotng transkryptaze, startery oraz RNA wyizolowane z badanej proby
i wstawi¢ probe do bloku urzadzenia Genie II. Po ok 12-15 min na monitorze
urzadzenia widaé krzywa obrazujaca amplifikacje fragmentu genomu wirusa,
jezeli byt on obecny w badanej probie. Opracowany test RT-LAMP pozwala
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na specyficzne wykrycie PVY w ciagu 30-40 minut (od pobrania préby do
uzyskania wyniku) i jest 10-krotnie bardziej czuty niz RT-PCR. Opracowany
test mozna wykona¢ zardwno w laboratorium, jak i w warunkach polowych.
Uzyskane wyniki $§wiadcza o tym, ze aplikacja innych metod izotermicznych
do wykrywania PVY ma duze szanse powodzenia.



