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Opracowana na poczatku lat 80. XX wieku metoda tancuchowej reakcji polimerazy (ang.
PCR — Polymerase Chain Reaction) zrewolucjonizowata nauki biologiczne i przemyst
biotechnologiczny wiacznie z diagnostyka patogenéw zwierzat i roslin. Mozna za jej pomocg
namnaza¢ specyficzne fragmenty kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA). W polfaczeniu z
reakcjg odwrotnej transkrypcji kwasu rybonukleinowego (RNA) do DNA (ang. RT — reverse
transcription) jako test RT-PCR pozwala na czulg i specyficzng detekcje wiruséw, ktérych
genomy sa zbudowane z RNA. Czuto$¢ RT-PCR znacznie przewyzsza czuto$¢ metod immu-
nologicznych, nawet o kilka rzedéw wielkosci. Jednak pomimo niewatpliwych zalet jego wa-
da jest wysoki koszt aparatury, szczegdlnie dla wariantéw umozliwiajacych 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
si¢ z ponoszeniem wysokich kosztow.

W ciagu ostatniej dekady uczeni rozwijajacy diagnostyke molekularng poszukiwali alter-
natywnych metod amplifikacji DNA, niewymagajacych cyklicznych zmian temperatury. Po-
szukiwania te skutkowaty opracowaniem szeregu metod amplifikacji DNA i RNA zachodza-
cych w jednej temperaturze, czyli w warunkach izotermicznych. Metody izotermiczne nie
wymagaja stosowania drogiej aparatury do przeprowadzenia reakcji. Ponadto czgsto charakte-
ryzuja sie duza wigksza szybkoscia i wydajnoscia amplifikacji niz PCR. Pozwala to na wyko-
nanie testu w ciagu 15-30 minut przy zachowaniu lub nawet przekroczeniu czulosci testu
PCR.

Posréd wielu obecnie istniejacych metod najbardziej obiecujaca wydaje si¢ izotermiczna
amplifikacja DNA za posrednictwem petli (ang. Loop-mediated isothermal amplification —
LAMP). W metodzie stosuje si¢ od 4 lub 6 starteréw rozpoznajacych specyficznie 6-8 regio-
néw DNA. Dzigki temu LAMP jest metoda wysoce specyficzna. Startery mozna podzieli¢ na
wewngtrzne, zewngtrzne i zapetlajace. Do wewnetrznych zaliczamy FIP (Forward Inner Pri-
mer) oraz BIP (Backward Inner Primer). Ich sekwencje sg komplementarne do dwoéch r6z-
nych miejsc w nici sensownej i antysensownej. Dzieki temu powstajacy pierwotny produkt
~ reakcji tworzy jednoniciowe petle na obu koficach.

Startery zewnetrzne F3 (Forward) i B3 (Backward) sa komplementarne do regionéw okala-
jacych fragment amplifikowany przez startery wewnetrzne. Startery te sa krétsze, a ich steze-
nie w reakcji jest nizsze, po to by wolniej od FIP i BIP hybrydyzowaty do matrycy. Ich rola
polega na inicjowaniu zastepowania nici w dupleksie DNA przez nowo powstajacg ni¢ po-
tomna. W celu zwigkszenia szybkosci i czutosci reakeji mozna dodatkowo stosowaé komple-
mentarne dla regionéw petli startery zapetlajace LoopF i LoopR. LAMP wykonywany jest w
60-65°C, a startery sa projektowane dla regionéw, ktére w tej temperaturze oscylujg pomie-
dzy stanem dwuniciowym i jednoniciowym. Umozliwia to przytaczenie starteréw do nici do-
celowych bez etapu denaturacji termicznej dwuniciowego DNA. Polimeryzacje nici potom-
nych katalizuje DNA zalezna DNA polimeraza posiadajaca zdolno$¢ do wymiany w duplek-
sie DNA nici komplementarnej na nowo syntetyzowana ni¢ (ang. strand displacement activi-

ty). .
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Metoda LAMP pozwala na szybka i niezwykle wydajng amplifikacje DNA. Ilos¢ produ-
kowanego DNA jest tak duza, ze pochodzacy z wbudowywanych do potomnej nici nukleoty-
d6éw pirofosforan wraz z magnezem tworzy nierozpuszczalng s6l. Jest ona widoczna gotym
okiem jako zmetnienie w prébach pozytywnych. Dla dodatkowego zwiekszenia czulosci
opracowano wiele wariantéw LAMP z wykorzystaniem urzadzen pozwalajacych na pomiar
zmgtnienia, zmiany koloru lub fluorescencji zaréwno po zakonczeniu reakcji, jak i w czasie
rzeczywistym.

Z uwagi na zalety tej metody w Pracowni Diagnostyki Molekularnej i Biochemii (IHAR-
PIB, Zaktad Nasiennictwa i Ochrony Ziemniaka w Boninie) podjeto badania nad opracowa-
niem szybkiej i skutecznej procedury wykrywania wiruséw za pomocg RT-LAMP, stosujac
jako model wirus Y ziemniaka (PVY). W trakcie prac zauwazono, ze test wykorzystujacy
zaprojektowane przez zespét Pracowni startery pozwala na szybkie wykrycie obecnosci cza-
stek wirusowych, nawet w czasie 8-15 minut. Test mozna wykonywaé w azni wodnej lub w
jakimkolwiek inkubatorze zapewniajacym uzyskanie 60-65°C.

Jednak bardziej jednorodne warunki temperaturowe oraz mozliwo$¢ monitorowania poste-
pu reakcji w czasie rzeczywistym umozliwia urzadzenie do amplifikacji izotermicznej firmy
OptiGen — Genie II. Urzadzenie jest niewielkie, mozna je zasila¢ baterig, dlatego nadaje sie
do wykonywania testw polowych. Ponadto pozwala na pomiar fluorescencji, dzigki czemu
czutos¢ wykrywania wiruséw znacznie wzrasta. Aby test mozna byto wykona¢ w warunkach
polowych, zespét Pracowni opracowat szybka metode izolacji RNA bez koniecznosci stoso-
wania wiréwek czy innych urzadzen laboratoryjnych. Do prac stosowano komercyjny zestaw
do fluorescencyjnego wariantu testu RT-LAMP firmy Novazym Polska. Zestaw zawiera
wszystkie odczynniki do wykonania reakcji, tacznie z polimeraza posiadajaca aktywnos¢
wymiany nici, potrzebna do ,,rozplatania” podwéj nej nici DNA w warunkach izotermicznych.
Do mieszaniny reakcyjnej wystarczy dodaé odwrotng transkryptaze, startery oraz RNA wy-
izolowane z badanej proby i wstawi¢ prébe do bloku urzadzenia Genie II. Po ok. 12-15 min
na monitorze urzadzenia wida¢ krzywa obrazujaca amplifikacje fragmentu genomu wirusa,
jezeli byt on obecny w badanej prébie. ,

Opracowany test RT-LAMP pozwala na specyficzne wykrycie PVY w ciagu 30-40 min
(od pobrania préby do uzyskania wyniku) i jest 10-krotnie bardziej czuty niz RT-PCR. Opra-
cowany test mozna wykona¢ zaréwno w laboratorium, jak i w warunkach polowych. Uzyska-
ne wyniki $wiadczg o tym, ze aplikacja metod izotermicznych do wykrywania PVY ma duze
szanse powodzenia.
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