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TECHNIKA LAMP JAKO POTENCJALNE NARZEDZIE W ANALIZACH
KRYMINALISTYCZNYCH

WSTEP

Jednym 2z najwiekszych osiagnie¢ biolo-
gii molekularnej jest odkrycie lancuchowej
reakcji polimerazy, czyli metody PCR (ang.
polymerase chain reaction) przez Karyego B.
Mullisa w 1983 r., za co w 1993 r. otrzy-
mal nagrode Nobla. Po raz pierwszy tech-
nike PCR wykorzystano w celach identyfi-
kacyjnych na potrzeby sadu juz w 1986 r.
Mialo tego miejsce w Pensylwanii i byl to
pierwszy przypadek, gdy sad zaakceptowal
material genetyczny jako dowdéd w sprawie
(RuDIN i INMAN 2001). Zaleta techniki PCR
jest mozliwos¢ przeprowadzenia badan gene-
tycznych nawet z niewielkiej ilosci wyjscio-
wego materialu biologicznego. Reakcja PCR
umozliwia powielenie dowolnego fragmen-
tu DNA w przeciagu 2-3 godzin. Ze wzgle-
du na swe zalety i liczne modyfikacje, stata
sie podstawowym narzedziem badawczym w
wielu laboratoriach naukowych, diagnostycz-
nych i kryminalistycznych. Pewne modyfika-
cje tej metody poprawiaja jej czulos¢ (nano
PCR) i specyficznos¢ (nested PCR), pozwala-
ja na analize przyrostu produktow w czasie
rzeczywistym (Real-Time PCR), umozliwiajg
amplifikacje wielu fragmentow genomu jed-
nocze$nie (multiplex PCR) oraz bardzo diu-
gich jego fragmentéw (long PCR). Wszystkie
odmiany reakcji PCR przebiegaja cyklicznie
w Scisle okreslonych etapach termicznych,
obejmujacych denaturacje podwodjnej nici
DNA (w temperaturze 92-98°C), hybrydyzacje
starterow do komplementarnych zasad DNA
(42-68°C) i specyficzng elongacje lancucha
DNA (72°C). Taki przebieg reakcji wymaga
uzycia specjalistycznego sprzetu (tj. termo-

cyklera) oraz duzo czasu, potrzebnego nie
tylko na sam przebieg reakcji PCR, ale tak-
ze na otrzymanie izolatow DNA niezbednych
do jej przeprowadzenia. Istnieje kilka spraw-
dzonych metod izolacji DNA (metoda fenolo-
wo-chloroforomowa, kolumnowa czy solna),
ktore dobiera sie w zaleznosci od rodzaju
materiatu jakim dysponujemy. Pomimo pew-
nych réznic w protokotach podanych wyzej
izolacji, kazda z nich jest czasochlonna, naj-
dtuzsza moze trwac nawet do 3 dni, a naj-
krotsza 2 godziny (MALEWSKA 2005).

TECHNIKA LAMP

W 1998 r. japoniska firma Eiken Che-
mical Co., Ltd. opracowata metode amplifi-
kacji izotermicznej za posrednictwem petli,
nazwanej technika LAMP (ang. loop-media-
ted isothermal amplification), eliminujac tym
samym pewne trudnosci, ktére pojawiaty
sie przy zastosowaniu reakcji PCR (Notowm1
i wspotaut. 2000). W Polsce nieliczne firmy
zajmuja sie dystrybucja odczynnikow do tej
metody i przykladowo sa to: A&A Biotech-
nology i Novazym. Technika LAMP jest wy-
soce specyficzna metoda amplifikacji DNA,
pozwalajaca na skuteczne zwigckszenie ilo-
$ci namnazanego DNA nawet do 10° kopii
w czasie krotszym niz 1 godzina, w porow-
naniu do 10° kopii uzyskiwanych w reakcji
PCR. Amplifikacja izotermiczna moze byc¢
przeprowadzona bez potrzeby uzycia za-
awansowanego sprzetu laboratoryjnego np.
w lazni wodnej lub w bloku grzejnym. No-
watorskim elementem techniki LAMP jest
takze zwiekszona specyficznosé, ktora wyni-
ka z zastosowania kilku par starterow (od 3
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Ryc. 1. Startery wykorzystywane w reakcji LAMP.

Internal primer FIP — Starter wewnetrzny Forward, zawiera region F2
komplementarny do F2c matrycy oraz wolny region Flc komplemen-
tarny do F1 na nowej powstalej nici; Internal primer BIP — Starter
wewnetrzny Reverse, zawiera region B2 komplementarny do B2c ma-

B2c B3
c_cr//prirner B3

Bilc

"_Internal

liwy jest dzieki zastosowa-
niu polimerazy posiadajacej
aktywnos$¢ wypierania nici,
co umozliwia pominiecie
etapu denaturacji matrycy
DNA w wysokiej tempera-
turze (92-98°C). Pozwala to
na przeprowadzenie reakcji
w warunkach izotermicz-
nych (NotoM! i wspétaut.
2000, NAGAMINE i wspotaut.

¥ _External

primer BIP

trycy oraz wolny region Blc komplementarny do Bl na nowej po-

wstalej nici; External primer F3 - Starter zewnetrzny Forward, za-
wiera w swojej sekwencji region F3 komplementarny do F3c matrycy;

External primer B3 — Starter zewnetrzny Reverse, zawiera w Swojej

sekwencji region B3 komplementarny do B3c matrycy; Loop primer
FL - Starter zapetlajacy Forward, komplementarny do jednoniciowej
petli pomiedzy regionami F2 i F1; Loop primer BL — Starter zapetla-
jacy Reverse, komplementarny do jednoniciowej petli pomiedzy regio-
nami B2 i Bl. Zgodnie z: Novazym Skrypt nr 4/2014.

do 4), pozwalajacych rozpoznaé¢ od 6 do 8
specyficznych miejsc na matrycy DNA, a nie
tylko dwoch jak w typowej reakcji PCR.
Startery wykorzystywane w reakcji LAMP
(Ryc. 1) mozemy podzielic na pare starte-
row zewnetrznych (ang. forward primer, F3;
backward primer, B3), dlugie startery we-
wnetrzne (ang. forward inner primer, FIP;
ang. backward inner primer, BIP) oraz star-
tery zapetlajace (ang. loop primers: loop pri-
mer BL i loop primer FL). Sekwencje star-
terow wewnetrznych, majace ok. 45-49 par
zasad (pz) sa komplementarne do dwoch
odleglych miejsc w sekwencji matrycy (na
nici sensownej i antysensownej), one inicju-
ja synteze DNA oraz tworza struktury petli.
Natomiast startery zewnetrzne komplemen-
tarne sa do zewnetrznych koncow matry-
cy i inicjuja reakcje zastepowania nici (ang.
strand displacement). Startery zewnetrzne sg
krotsze, maja ok. 21-24 pz i wystepuja w
mieszaninie reakcyjnej w mniejszym steze-
niu, aby wiazaly sie z matryca wolniej niz
dhuzsze startery wewnetrzne. Proces zastepo-
wania nici prowadzi do uwolnienia pojedyn-
czych nici DNA, stuzacych jako matryce dla
drugich wewnetrznych oraz zewnetrznych
starterow, ktore syntetyzuja charakterystycz-
ne struktury DNA zwane spinka do wlosow
(ang. stem-loop). Dodatkowym elementem
sa startery zapetlajace, komplementarne do
utworzonych wczesniej petli, zwiekszajace
ilos¢ ,punktow startowych” w reakcji LAMP

2001).
PRZEBIEG REAKCJI
LAMP
Technike LAMP moz-

na podzieli¢ na 3 etapy:

tworzenie materialu star-
towego do reakcji LAMP,
cykliczng  amplifikacje, a
nastepnie elongacje i re-
cyklizacje. Najwazniejszym

elementem jest utworzenie w pierwszym
etapie sztucznej matrycy w postaci jednoni-
ciowego DNA o strukturze typu spinki do
wlosoéw (ang. stem-loop) (Ryc. 2-6). Startery
wewnetrzne, flankujace nowopowstala nic,
maja wolne konce komplementarne do se-
kwencji nici, co prowadzi do utworzenia pe-
tli na jej koncach. Nastepne etapy polegaja
na amplifikacji tej matrycy dzieki ponowne-
mu dzialaniu starterow wewnetrznych, sa-
mopowielaniu sie¢ matrycy (ang. self-priming
template) oraz zastepowaniu nici, co skut-
kuje powstaniem mieszaniny dwuniciowego
DNA (Ryc. 7). Powstale struktury sktadaja
sie z powielonych petli formowanych z po-

laczenia starteréw 2z naprzemiennymi po-
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Ryc. 2. Starter wewnetrzny FIP komplementarny
do sekwencji F2c matrycy, przylacza sie i inicjuje
synteze nici DNA przy udziale polimerazy DNA o
wlasciwosciach wypierania nici (DNA Polymerase
with strand displacement activity). Zgodnie z: No-
vazym Skrypt nr 4/2014.
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Ryc. 3. Nowopowstala podwoéjna ni¢ DNA, beda-
ca efektem wydluzania wewnetrznego startera FIP.
Nastepnie starter zewnetrzny F3 (F3 Primer) przy-
lacza sie do miejsca F3c matrycy i amplifikuje
DNA uwalniajac pojedyncza ni¢ DNA. Zgodnie z:
Novazym Skrypt nr 4/2014.
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Ryc. 4. Produkty powstale w skutek wydhuizania
zewnetrznego startera F3: a) podwdjna ni¢ DNA,
b) pojedyncza ni¢ oflankowana starterem FIP
(Flc, F2). Zgodnie z: Novazym Skrypt nr 4/2014.

wtorzeniami nici docelowej. Oprocz zastoso-
wania 4 starterow rozpoznajacych 6 miejsc
docelowych, we wstepnych etapach LAMP
mozna uzy¢ dodatkowej pary starterow za-
petlajacych, pozwalajacych na zwiekszenie
miejsc startowych syntezy DNA i skroce-
nie czasu calej reakcji amplifikacji (Ryc.
8). Dodatkowo uzyte startery =zapetlajace
sa aktywne dopiero woéwczas, gdy zostanie
wytworzona sztuczna matryca o strukturze
spinki do wloséw, co znacznie zwicksza se-
lektywnos¢é amplifikacji. W efekcie konco-
wym tworza sie struktury podobne do ka-
lafiora (ang. cauliflower-like structures), co
ilustruje Ryc. 9. Wszystkie etapy reakcji
przebiegaja w stalej temperaturze ok. 60-
70°C, dlatego nie ma potrzeby uzycia ter-
mocyklera zapewniajacego precyzyjna zmia-
ne profili termiczno-czasowych, koniecznych
w przypadku przebiegu typowej, czy zmo-
dyfikowanej reakcji PCR. Brak koniecznosci
uzycia zaawansowanej aparatury umozliwia
przeprowadzenie reakcji LAMP w warun-
kach pozalaboratoryjnych, co w przypadku
kryminalistyki jest niezwykle przydatne. Na-
tomiast w przypadku standardowej reakcji
PCR jest to niemozliwe lub niezwykle trud-
ne do wykonania.
Najistotniejszym, a
niejszym elementem,

zarazem najtrud-
odpowiedzialnym za

Ryc. 5. Starter wewnetrzny BIP przylacza sie w
drugim koncu nici DNA do miejsca B2c na ma-
trycy DNA i rozpoczyna synteze. Starter zewnetrz-
ny B3 (B3 Primer) przylacza sie do miejsca B3c
matrycy wypierajac ni¢ DNA, powstala w wyniku
syntezy ze starterem BIP. Zgodnie z: Novazym
Skrypt nr 4/2014.
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Ryc. 6. Schemat jednoniciowego DNA o struktu-
rze spinki do wloséw, czyli sztuczna matryca do
dalszej reakcji amplifikacji technika LAMP. Zgod-
nie z: Novazym Skrypt nr 4/2014.

prawidlowy przebieg reakcji LAMP, jest po-
prawne zaprojektowanie kilku par starte-
row. Startery te w temperaturze 60-70°C
musza mie¢ strukture jednoniciowa i nie
moga tworzyC stabilnej formy dwuniciowe;].
Wieksza liczba starterow stosowanych do
amplifikacji jednej sekwencji moze zwiek-
sza¢ interakcje miedzy nimi. Ponadto, wy-
bor starterow wymaga wczesniejszej analizy
zmiennosci wielu sekwencji genowych ba-
danego gatunku czy gatunkéw w zalezno-
Sci od celu przeprowadzania reakcji LAMP.
W przypadku braku takich informacji ko-
nieczne jest poznanie poziomu zmienno-
§ci wybranego genu w gatunku lub gatun-
kach poprzez technike sekwencjonowania,
co znacznie wydluza czas i naklady pracy
przygotowujace do techniki LAMP.

Kolejnym minusem techniki LAMP jest
brak mozliwosci sprawdzenia, czy w da-
nej probie znajduja sie inhibitory reakc;ji.
W tym celu konieczne jest przeprowadze-
nie dwoch reakcji, jednej w celu detekcji
inhibitoréw i drugiej w celu amplifikacji.
Pomimo tego, ze technika LAMP jest do-
skonalym narzedziem diagnostycznym, jej
produkty nie nadaja sie do dalszych ana-
liz, takich jak klonowanie, czy sekwen-
cjonowanie produktu (SAHOO i wspotaut.
2016). Produkty docelowe reakcji LAMP
sg krotkie i w zwiazku z tym kazde za-
nieczyszczenie proby egzogennym materia-
lem genetycznym moze negatywnie wply-
wa¢ na wynik reakcji. Nalezy mie¢ duza
Swiadomos¢ ryzyka kontaminacji proby
i koniecznosci zachowania szczegbdlnych
procedur sterylnosci.
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Ryc. 7. Samopowielanie sie matrycy z udzialem starterow wewnetrznych (FIP i BIP). W wyniku etapow
A-E powstaja produkty skladajace sie z na przemian odwréconych powtérzen sekwencji matrycowej na
tym samym tancuchu. Zgodnie z: Novazym Skrypt nr 4/2014.

a
Loap Primer |
o Fl Ble Ble
&y - B2
F2 Fi¢ 3 m
r Ble
BiIF
h Leop Primer B

Flg

F1V
Fle [ pp
Ryc. 8. Sztuczne matryce DNA o strukturze spin-
ki do wloséw: a) Starter zapetlajacy F (Loop Pri-
mer F) hybrydyzuje do komplementarnego miejsca
matrycy pomiedzy regionami F1 i F2, b) Starter
zapetlajacy B (Loop Primer B) hybrydyzuje do
komplementarnego miejsca matrycy pomiedzy re-
gionami B1 i B2. Zgodnie z: Novazym Skrypt nr
4/2014.

DETEKCJA PRODUKTOW REAKCJI
LAMP

Klasyczna amplifikacja technika PCR (z
wyjatkiem Real-Time PCR) musi by¢ zakon-
czona rozdzialem elektroforetycznym otrzy-
manych produktow (elektroforeza agarozowa

lub poliakrylamidowa). Zaréwno przygoto-
wanie zelu (agarozowego lub poliakryloami-
dowego), jak i sam rozdziat elektroforetycz-
ny sa czasochlonne, a wizualizacja wynikéw
wymaga uzycia barwnikéw, ktére nierzad-
ko sa mutagenne i kancerogenne. Reakcja
LAMP pozwala na detekcje produktéow kilko-
ma szybkimi metodami. Produkty te moga
by¢ nawet obserwowane ,,golym okiem” za-
raz po zakonczeniu reakcji, badz jeszcze w
trakcie jej przebiegu bez zastosowania do-
datkowych procedur. Niezwykle szybka i nie
wymagajaca zaawansowanych urzadzen jest
analiza turbidymetryczna (MORI i wspotaut.
2001). Powstajacy w trakcie reakcji LAMP
produkt wuboczny, pirofosforan magnezu,
pozwala na ocene wyniku poprzez analize
zmetnienia roztworu reakcyjnego i woéwczas
produkt reakcji moze by¢ widoczny bez ko-
niecznosci uzycia jakiegokolwiek dodatko-
wego sprzetu. Widoczne zmetnienie oznacza
obecnos¢ produktu reakcji, a brak zmetnie-
nia Swiadczy o jego braku. Osad (zmetnie-
nie) powstaje w trakcie reakcji przylaczania
kolejnych nukleotydéw do wydluzanego tan-
cucha DNA. Podczas tej syntezy uwalniany
jest pirofosforan z ANTP (nukleotydow przy-
laczanych do nowo powstajacego tancucha).
Duza ilos¢ powstajacego piroforsforanu re-
aguje z jonami magnezu obecnymi w bufo-
rze reakcyjnym, tworzac wspomniany osad.
Zmetnienie w probéwce jest widoczne, gdy
stezenie pirofosforanu magnezu przekracza
0,5 mM. Taka analiza w przypadku reak-
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Ryc. 9. Schemat struktur podobnych do kalafiora, powstajacych w
trakcie cyklicznej amplifikacji LAMP przy uzyciu starteréw wewnetrz-
nych (FIP i BIP) i dodatkowo zapetlajacych (Loop primer F i Loop

primer B). Zgodnie z: Novazym Skrypt nr 4/2014.

cji PCR jest niemozliwa poniewaz stezenie
pirofosforanu magnezu wynosi zaledwie ok.
0,02 mM. Warunki termiczne, a dokladnie
denaturacja przebiegajaca w temperaturze
ok. 95°C, w reakcji PCR powoduje, ze jony
pirofosforanowe sa hydrolizowane do jonow
fosforanowych. Analiza zmetnienia pozwala
na ocene jakosciowa produktu. Natomiast w
celu analizy ilosciowej, metode LAMP moz-
na polaczy¢ z analiza w czasie rzeczywistym.
Okreslana jest wowczas zalezno$¢ pomiedzy
iloscia powstajacego pirofosforanu magnezu,
a iloscia powstajacego DNA.

Inng metoda oceny jakosciowej produk-
tow reakcji LAMP jest detekcja fluorescencji
barwnikéw emitujacych $wiatlo o okreslo-
nej dhugosci fali po zwiazaniu sie¢ z podwoj-
na nicia DNA. Do najczeSciej stosowanych
barwnikéw fluorescencyjnych naleza: bro-
mek etydyny, SYBR Green czy Eva-Green,
dzieki ktérym wynik moze byé obserwowany
w Swietle UV. Metode te mozna polaczyc¢ z
analiza w czasie rzeczywistym, pozwalajaca
takze na ocene ilosciowa produktu (MORI i
wspoélaut. 2004).

Pozytywny wynik reakcji LAMP mozemy
takze sprawdzi¢ stosujac klasyczng elektrofo-
reze w zelu agarozowym. W przeciwienstwie
do obrazu charakterystycznego dla typowej
reakcji PCR, wynik reakcji LAMP widoczny
jest w postaci prazkéw roznej dlugosci. Po-
wodem takiego obrazu jest rozna dlugosc i
struktura otrzymanych produktéw DNA.

WYKORZYSTANIE TECHNIKI LAMP

Metody molekularne oparte o klasycz-
na reakcje PCR wymagaja specjalistycznego

i aap
Frimer |

'—'-\*-k-..w .--Ir::

sprzetu oraz znacznego cza-
su do wuzyskania wyniku.
Amplifikacja izotermiczna za
posrednictwem petli pozwala
znacznie skroci¢ czas analiz
i dlatego stata sie jednym
ze standardowych narzedzi
w laboratoriach diagnostycz-
nych. Technika LAMP zysku-
je coraz wicksze zastosowa-
nie w diagnostyce nie tylko
F ludzkich, ale takze i zwie-

rzecych chorob zakaznych.

Metoda ta dzieki swej czu-

losci pozwala na identyfika-

cje drobnoustrojow nawet z

bardzo niewielkiej iloSci ma-

teriatu badawczego (107'°g)
(DHAMA i wspoétaut. 2014).
Powszechne stosowanie tej

techniki w laboratoriach dia-
gnostycznych jest mozliwe
dzieki dostepnosci na rynku
sprawdzonych starterow do
wykrywania wirusow, bakte-
rii, grzybow i pasozytow wywoltujacych cho-
roby u ludzi (np. SARS, zapalenie watroby
typu B, gruzlica), zwierzat (np. grypa typu
HSN1, pryszczyca) oraz roslin uprawnych
i ozdobnych (IMAI i wspotaut. 2007, CAI
i wspoétaut. 2008, PRZYBYLSKA i wspéblaut.
2015, BUDZISZEWSKA i wspoétaut. 20106).
Technika LAMP znalazta swoje zastoso-
wanie takze w przypadku przestepstw go-
spodarczych. Przemysl spozywczy boryka sie
z licznymi oszustwami ze strony producen-
tow jesli chodzi o sklad gatunkowy sprze-
dawanych mies i wyrobow miesnych. Drogie
miesa zostaja zastapione tanszymi zamien-
nikami, np. zamiast wolowiny czy baraniny
sprzedawana/uzywana jest wieprzowina. Do-
tychczasowe metody badan przetworzonych
produktéow miesnych (kielbas, pasztetow
czy suszonego miesa) opieraja sie o analize
biatek, ktore latwo ulegaja denaturacji pod
wplywem obrobki termicznej, soli czy ci$nie-
nia, co uniemozliwia ich detekcje. Najlepsza
alternatywa okazata sie amplifikacja kwa-
s6w nukleinowych, a dokladnie DNA mito-
chondrialnego (mtDNA), gdyz genom ten jest
mniej podatny na degradacje niz DNA ja-
drowy. Umozliwia to analize gotowanych lub
przetworzonych produktéw miesnych pod
katem zawartosci mtDNA z réznych zwierzat.
Do tego typu analiz najczesciej wykorzystuje
sie analize mitochondrialnych genow: cyto-
chromu b (cytb) i oksydazy cytochromowe;j
podjednostki 1 i II (coxI i cox2) oraz nieko-
dujacego regionu D (ang. D-loop) (DOOLEY i
wspotaut. 2004). Szeroka skala przestepstw
w sektorze przetworstwa miesnego doprowa-
dzita do opracowania komercyjnych zesta-
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wow shuzacych do identyfikacji 8 gatunkow
miesa (z krowy, Swini, kaczki, kury, konia,
owcy, kozy i indyka) przy uzyciu techniki
LAMP. Analizy te mozna przeprowadzi¢c w
ciagu 30 minut uzyskujac wieksza skutecz-
no$¢ niz w przypadku wykorzystywanej do-
tychczas reakcji PCR i jej odmian (AE-RI i
wspotaut. 2014).

Diagnostyka patogenow roslinnych ma
duze znaczenie ekonomiczne. Klasyczne me-
tody stuzace identyfikacji charakteryzuja sie
niska czuloscia i czasochlonnoscia (np. w
przypadku bakterii konieczne jest prowadze-
nie hodowli kultur wyizolowanych bakterii).
Czulosc¢ detekcji zostala znacznie poprawio-
na dzieki analizie kwaséw nukleinowych
przy uzyciu reakcji PCR. Jednak i ta me-
toda nie jest pozbawiona wad. Koniecznosé
stosowania drogich termocykleréw, ograni-
czona wydajnos¢ czy specyficznosé reakcji
to jedne z nich. W diagnostyce choréb ro-
Slin wazna jest mozliwos¢ natychmiastowe-
go przeprowadzenia testow pozwalajacych
uzyska¢ potrzebne informacje, nawet w
warunkach polowych. Technika LAMP jest
idealnym rozwiazaniem do tego typu ana-
liz. Pierwsza praca opisujgca wykorzystanie
techniki LAMP w detekcji choréb roslin zo-
stala opublikowana juz w 2003 r. przez Fu-
KUTA i wspotautoréw. Dotyczyla ona detekcji
japonskiego wirusa mozaiki jama (ang. Ja-
panese yam mosaic virus, JYMV) przy wyko-
rzystaniu odmiany techniki LAMP, czyli RT-
-LAMP (ang. reverse transcription loop me-
diated isothermal amplification). RT-LAMP,
podobnie jak RT-PCR, pozwala na synte-
ze komplementarnych odcinkéw DNA (ang.
complementary DNA, cDNA) na sekwencji
RNA, co umozliwia szybka, prosta i bardzo
czulg identyfikacje RNA wiruséw, stanowig-
cych powaznag grupe patogenéw roslin, np.
fasoli (WEI i wspélaut. 2012), dyni (WANG i
wspoélaut. 2014), pomidoréw (PRZEWODOWSKA
i wspoélaut. 2015), czy wisni (ZONG i wspol-
aut. 2014). Liczba publikacji dotyczacych
tego tematu ciagle wzrasta. Szybkos¢ i swo-
isto§¢ testow wykonywanych dzieki reakcji
LAMP pozwala na przeprowadzenie analiz
nawet w miejscu produkcji, co pozwala na
natychmiastowe wycofanie produktu, zapo-
biegajac tym samym rozprzestrzenianiu sie
patogenu (HARPER i wspélaut. 2010). Meto-
da LAMP pozwala na szybka detekcje cho-
rob roslin o szerokim znaczeniu ekonomicz-
nym, powodowanych przez bakterie: Xyllella
fastidiosa (HARPER i wspoétaut. 2010), Erwi-
nia amylovora (MORADI i wspolaut. 2012),
Ralstonia solanacearum (KUBOTA i wspoétaut.
2008).

Istotne znaczenie gospodarcze maja takze
organizmy genetycznie modyfikowane (ang.
genetically modified organisms, GMO), w

ktorych identyfikacji technika LAMP okaza-
la sie niezwykle skuteczna (LEE i wspotaut.
2009a). Opracowano procedure skladajaca
sie z szybkiej ekstrakcji DNA z modyfikowa-
nych genetycznie roslin poprzez mechanicz-
na maceracje tkanki w wodzie. Pominieto w
ten sposob dlugotrwaly etap oczyszczania,
ktory byt konieczny w przypadku innych
metod molekularnych np. reakcji PCR. Po-
mimo zastosowania nieoczyszczonego ma-
terialu biologicznego, otrzymano pozytywne
wyniki genotypowania technika LAMP, co
umozliwia zastosowanie tej metody nawet
w warunkach polowych (LEE i wspoélaut.
2009b).

Identyfikacja gatunkowa roslin przy uzy-
ciu techniki LAMP znalazta takze zastosowa-
nie w zielarstwie. Metody identyfikacji zi6t w
oparciu o morfologie czy obserwacje mikro-
skopowe dosc¢ czesto okazuja sie niewystar-
czajace. Dostepnych jest wiele publikacji do-
tyczacych wykorzystania techniki LAMP do
analizy roslin leczniczych, np. odréznienie
zenszenia wlasciwego od roslin podobnych
nie majacych wlasciwosci terapeutycznych
(Sasakl i wspotaut. 2008, CHAUDHARY i
wspotaut. 2011).

LAMP W KRYMINALISTYCE

Technika LAMP moze znalezé szerokie
zastosowanie w kryminalistyce ze wzgledu
na swe zalety i powszechnos¢ stosowania,
o czym S$wiadcza liczne publikacje naukowe
cytowane powyzej. Metoda LAMP jest bardzo
obiecujacg alternatywa dla standardowej re-
akcji PCR, a dodatkowo jak wynika z litera-
tury, w niektérych przypadkach przewyzsza
nawet czulos¢ metody Real-Time PCR, po-
wszechnie wykorzystywanej w laboratoriach
kryminalistycznych (NAGAMINE i wspotaut.
2002). W poréwnaniu do klasycznej reakcji
PCR, metoda LAMP jest duzo mniej wraz-
liwa na substancje hamujace amplifikacje,
zawarte w materialach biologicznych (KANE-
KO i wspotaut. 2007). Daje to mozliwo§é po-
miniecia niekiedy etapu izolacji DNA czy do-
datkowego oczyszczania materialu biologicz-
nego, co pozwala na zaoszczedzenie zar6wno
czasu, jak i nakladu pracy oraz kosztéow.
Opisane sa przypadki, w ktorych pominieto
typowa izolacje DNA zastepujac ja maceracja
tkanki w wodzie, inkubacja w temperaturze
95°C, a nastepnie schlodzeniem mieszaniny
w lodzie. Tak powstale izolaty wykorzystano
do dalszej reakcji LAMP, otrzymujac pozy-
tywne wyniki, ktore byly poréwnywalne do
prob otrzymanych z materialu po typowej
izolacji DNA (PRZYBYLSKA i wspotaut. 2015).

Juz w 2008 r. japoniscy naukowcy wy-
korzystali technike LAMP do ustalenia ptci
czlowieka. Analizie podlegal jadrowy gen
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amelogeniny, a material badawczy stano-
wily miazgi z 32 zeboéw liczacych nawet 25
lat (NoGgaMI i wspotaut. 2008). Czas wykry-
cia odpowiednich alelli na chromosomie X i
Y, okreslajacych pleé¢, wynosit ok. 30 minut.
Detekcja produktéow reakcji LAMP byla moz-
liwa bez koniecznosci uzycia jakiegokolwiek
sprzetu, ze wzgledu na pojawiajace sie zmet-
nienie w roztworze. W przypadku gdy ma-
teriat dowodowy stanowia kosci, okreslenia
plci dokonuje sie w oparciu o ich morfolo-
gie, jednak w przypadku kosci dzieci przed
okresem dojrzewania jest to niemozliwe, na-
wet dla doswiadczonych antropologow. W
takich sytuacjach analiza genetyczna jest
jedynym rozwigzaniem, a mozliwos¢ przepro-
wadzenia jej w krotkim czasie jest duzym
atutem techniki LAMP i z pewnoscia bedzie
szybko wykorzystana do analiz dowodow sa-
dowych.

Czesto spotykanym problemem w bada-
niach kryminalistycznych jest bardzo mata
ilo§¢ dostepnego materialu  biologiczne-
go oraz ustalenie, czy jest on pochodzenia
ludzkiego czy nie. W tym celu opracowany
zostal test laczacy amplifikacje DNA przy
uzyciu metody LAMP 2z reakcja koloryme-
tryczna z nanoczasteczkami zlota (WATTHA-
NA-PANPITUCK i wspélaut. 2014). Zaprojek-
towane startery rozpoznaja az 8 regionow
ludzkiego genu mitochondrialnego - cyto-
chromu b, a specyficznos¢ reakcji zostala
sprawdzona wzgledem wynikéw uzyskanych
dla 11 gatunkéw zwierzat, w tym blisko
spokrewnionych z czlowiekiem tj. szympan-
sem i orangutanem. Wyniki reakcji LAMP
byly obserwowane poprzez zmiane koloru
roztworu. Metoda ta okazala sie byc solid-
nym, konkretnym i malo kosztownym na-
rzedziem dla kryminalistyki dzieki mozli-
wosci identyfikacji ,,Sladéw” czlowieka. Do-
tychczasowe liczne badania kolorymetryczne
moga wskazywac¢ zwykle na rodzaj badanej
substancji, ale nie pozwalaja na okreslenie
jej przynaleznosci gatunkowej tylko do czlo-
wieka. Standardowe testy immunologiczne
stuzace do wykrywania ludzkiej krwi moga
dawac¢ pozytywne wyniki w przypadku krwi
naczelnych i czlonkéw rodziny tasicowatych
(fasica, borsuk). Ponadto, analizy ludzkich
mitochondrialnych markerow DNA oparte na
reakcji PCR (petla D oraz geny: cytochrom b
i 16S rDNA) wymagaja uzycia zaawansowa-
nych instrumentéw laboratoryjnych, a catly
proces zajmuje co najmniej 3-4 godziny, nie
uwzgledniajac izolacji DNA. Dostep do pro-
stego narzedzia umozliwiajacego rozréznienie
plynéw pochodzenia nie od ludzi ma wiel-
kie znaczenie dla kryminalistyki. Dodatkowo
skrocenie czasu analiz jest niezwykle wazne
w przypadku, gdy ma to istotne znaczenie w
postepowaniu sadowym.

PODSUMOWANIE

Technika LAMP jest idealna odpowiedzia
na rosnace zapotrzebowanie ze strony la-
boratoriow molekularnych, diagnostycznych,
a takze kryminalistycznych. W poréownaniu
do standardowych metod amplifikacji (re-
akcji PCR wraz z jej modyfikacjami), LAMP
pozwala przeprowadzi¢ calg reakcje w sta-
lej temperaturze i w krotkim czasie bez ko-
niecznosci uzycia zaawansowanej aparatury.
Ponadto, w porownaniu do reakcji PCR po-
zwala na otrzymanie wiekszej ilosci produk-
tu i jego detekcje ,,golym okiem” bez uzy-
cia dodatkowych procedur. Uzycie od 3 do
4 par starterow w technice LAMP zwieksza
szybkos¢ i specyficznos¢ syntezy DNA. Po-
mimo wystepujacych pewnych ograniczen,
liczne zalety tej techniki sprawiaja, ze sto-
sowana w badaniach kryminalistycznych
moze mie¢ w przyszlosSci ogromne znaczenie
dla wymiaru sprawiedliwosci. Zwiekszajaca
sie liczba publikacji naukowych jest dowo-
dem uzytecznosci i skutecznosci tej metody
w roznych dziedzinach. Obecnos¢ na rynku
duzej liczby gotowych, sprawdzonych zesta-
wow komercyjnych wykorzystywanych do
detekcji patogenéw ludzkich, daje szanse
na szybka diagnostyke choréb nawet ,,przy
16zku pacjenta”. Identyfikacja zakazen roslin
przy uzyciu techniki LAMP moze pozwoli¢
na szybkie przeniesienie organizmu do kwa-
rantanny i unikniecie duzych strat ekono-
micznych. Popularnos¢ jaka technika LAMP
osiaga w réznych, praktycznych dziedzinach
pozwala sadzi¢, ze jej wykorzystanie w kry-
minalistyce takze okaze sie skuteczne i po-
wszechne.

Streszczenie

Amplifikacja w warunkach izotermicznych (technika
LAMP) jest idealna odpowiedzig na rosnace zapotrzebo-
wanie ze strony laboratoriow molekularnych, diagno-
stycznych, a takze kryminalistycznych. Technika LAMP
jest atrakcyjna alternatywa dla klasycznej reakcji PCR,
a jej uzycie pozwala na skrocenie czasu analizy nawet
trzykrotnie. Polimerazy wykorzystywane do tego typu
amplifikacji maja zdolnos¢ wypierania nici DNA, co eli-
minuje konieczno$¢ denaturacji matrycy. Dzieki uzyciu
kilku par starterow w reakcji LAMP, przeprowadzona
amplifikacja jest bardziej specyficzna, a takze w porow-
naniu do reakcji PCR pozwala na otrzymanie wiekszej
ilosci produktu i jego detekcje bez uzycia dodatkowych
procedur i sprzetu. Technika LAMP zyskuje znaczenie w
takich dziedzinach jak: przestepstwa gospodarcze, dia-
gnostyka ludzkich i zwierzecych choréb zakaznych, de-
tekcja patogenoéw roslinnych o szerokim znaczeniu go-
spodarczym czy identyfikacja roslin GMO.
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LOOP MEDIATED ISOTHERMAL DNA AMPLIFICATION

Summary

Loop mediated isothermal amplification (LAMP technique) is an ideal response to the growing demands from
molecular, diagnostic, and forensic laboratories. The LAMP technique is an attractive alternative to the conventional
PCR, and allows for reduction of the analysis time up to three times. DNA polymerases used for this type of am-
plification have strand displacement activity, which eliminates the necessity of DNA template denaturation. By using
several pairs of primers in the LAMP reaction, the amplification is more specific, and compared to PCR a greater
quantity of the product is obtained. In addition, the detection is visible with the bare eyes, without the use of ad-
ditional procedures. The LAMP technique is gaining significance in cases such as economic crimes, diagnosis of hu-
man and animal infectious diseases, detection of plant pathogens and identification of plant GMOs.
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