Doba laboratorna

Vyvoj laboratornych technik na extrakciu nukleovych Kyselin

Mgr. Gabriela Pavlikova, PhD.', RNDr. Radka Tomasova', RNDr. Miroslav Tomka, PhD.', RNDr. lvana Hojsikova?
'MEDIREX GROUP ACADEMY, n. o., ¢len MEDIREX GROUP
’Medirex, a. s., ¢len MEDIREX GROUP

Uspesna izolacia nukleovych kyselin a proteinov je zaklad mnohych laboratérnych genetickych, biochemickych, imunologickych alebo
mikrobiologickych vysetreni. V sticasnosti je k dispozicii Siroka Skala extrakénych metdd a vyber tej spravnej zavisi od druhu a nasledného
pouzitia cielovej molekuly. V ¢lanku pontkame historicky prehlad vyvoja jednotlivych metéd a ich vyuzitie v sti¢asnosti.
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Laboratory age

Basic assumption of many genetic, biochemical, immunological and microscopis methods is succesfull nucleic acid or protein
purification. Wide range of different extraction methods is currently available and selection of the right one depends on the type
and subsequent use of the target molecule. Here, we describe a historical overview of the development of various methods and

their usage in present days.
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Uvod

Zijeme v modernej dobe laboratérnej, v dobe, ktord ndm otvéra
moznosti vstupovat ¢oraz hibsie do sveta molekul, produkovat v kratkom
¢ase a na malom priestore obrovské mnoZstvo Udajov. V laboratérnej
diagnostike v poslednych desatroc¢iach zaznamendvame vyrazny posun
k automatizacii vysetrovacich procesov, minimalizacii zariadenf a poci-
ta¢om asistovanej analyze. Tento stav je vysledkom snazenia mnohych
znadmych vyskumnikov aj bezmennych ¢lenov vyvojovych timov.

Svajciarsky lekar Friedrich Miescher (obrazok 1) v roku 1869 prvykrat
izoloval DNA. Nadejal sa, Ze objavi fundamentalne principy Zivota a che-
micku podstatu buniek. Spociatku experimentoval s analyzou chemickych
latok (prevazne proteinov ako hlavnej zloZky cytoplazmy) z leukocytov
ziskanych z hnisavych obvézov. Zdokonalovanim pokusov sa mu podarilo
Zistit, Ze dokéze z roztoku pridanim kyseliny precipitovat dovtedy nepozna-
nu substanciu, opat rozpustnu po pridani alkalickej latky. Zaznamenal, ze
tato substancia je bohaté na fosfor a vzhladom na jej
lokalizaciu v bunke ju nazval nuklein. V roku 1889 ju
jeho Ziak Richard Altman na podklade jej chemickych
vlastnosti premenoval na nukleovu kyselinu (NK) (1, 2).

Napriek nerozpoznanému vyznamu nukleovych
kyselin sa v nasledujucich rokoch o ne zvysil zdujem,
zdokonalovali sa izola¢né a purifika¢né techniky,
ale aZ v roku 1935 sa ruskému vedcovi Andrejovi
Nikolajevicovi Belozerskému podarilo izolovat ¢istu
DNA, ¢im sa definitivne otvorila brana k poznaniu jej
struktury a funkcie v organizme. Poznanie chemickej
a fyzikalnej povahy nukleovych kyselin znamenalo
dalsi rozvoj izola¢nych technik (3).

Obrdzok 1. Laboratérium Friedricha
Mieschera na zamku Tubinger
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MbZeme konstatovat, ze vietky historické metddy pretrvavajy, aj ked
v upravenej podobe do sti¢asnosti. Vroku 1958, v ¢ase experimentov Meselsona
a Stahla (dokazali semikonzervativnost DNA) sa na extrahovanie DNA vyuzivala
hustotna gradientova centrifugacia, ktord je v Specidlnych pripadoch a réznych
Upravéch vyuzivana dodnes. Na izolaciu nukleovych kyselin sa naj¢astejsie za-
uZivali dva pristupy — prvy (aj historicky), zaloZeny na roztokoch a druhy, zalozeny
na koldnkach (nosicoch). Viyber vhodného protokolu podlieha predovsetkym
potrebe mnozstva, kvality a druhu findlnej nukleovej kyseliny, ale aj kvantita-
tivnym, priestorovym, ¢asovym a financnym pomerom (4).

Prvym krokom Uspesnej izoldcie NK je lyza buniek. Jej cielom je uvolnit
obsah bunky (respektive organel) pomocou jemnych detergentov, pripadne
ultrazvukom. Aby sa zabrénilo degraddcii cielovych molekdl, rozpad bunky
prebieha v timivom roztoku a vhodnych teplotnych podmienkach. Na odde-
lenie cielovej NK z roztoku bunkového obsahu sa vyuziva docasné denaturécia
- teplotna, vysolovacia metdda alebo zrdzanie organickymi rozpustadlami.
Kontaminaciu DNA zvyskami RNA je mozné jednoducho
odstranit pridanim enzymu ribonukledzy.

Medzi jednoduchsie a historicky pdvodnejsie ex-
trakéné pristupy patri vysolovacia metdda zalozend na
principe zmeny rozpustnosti molekdl DNA v zavislosti
od zmeny koncentracie iénov v roztoku (najcastejsie
siranu amoénneho). Daléou jednoduchou moznostou
je zraZanie organickymi rozpustadlami (etanol, po-
lyetylenglykol), ktoré sa uskutoc¢huje na zéklade ich
schopnosti zniZit rozpustnost NK (zvysenim intramo-
lekulovej elektrostatickej interakcie). Rdzna rozpustnost
DNA sa vyuziva aj pri fenol-chloroformovej extrakcii. Jej
podstatou je oddelenie vodnej fazy (s DNA) od roztoku
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Obrdzok 2. Moderné laboratérium v priestoroch MGA

obsahujuceho fenol a chloroform pomocou vysokootackovej centrifugacie,

s naslednou etanolovou precipitadciou DNA. Aj ked je tato metdda ¢asovo
naroc¢nd a zavisla od kvality realizacie, je stéle pomerne ¢asto vyuzivand pre
jej financnu nendrocnost a vyssie vytazky DNA (4).

Metdda chromatografie na zivicovych koldnkach (RESIN, z angl. Zivica)
vyuziva viazanie a nasledné uvolnenie pozadovanej substancie pomocou
vymeny iénov medzi pevnou fazou a kvapalinou obklopujicou pevnu fézu.
Jeto pomerne stard metdda (Thomas a Way, 1906), spociatku vyuZivand v an-
organickej chémii. Povodné prirodné materidly — sulfonované uhlie a zeolit,
boli v polovici minulého storocia nahradené organickymi iénomeni¢mi, ktoré
sa pouzivaju az do sticasnosti (aj v podobe komercne dostupnych kitov). Je to
pomerne rychla metdda s vysokym vytazkom a Cistotou DNA (4, 5).

Metdda chromatografie na kremicitanovych koldnkach (SILIKA mat-
rice) je takisto pomerne star3, aj pri nej nahradil prirodny materidl — dia-
tomit (rozsievkova zemina), synteticky pripraveny silikagél. Silika materidl
(Si0,) v pritomnosti chaotropnych soli (jodid sodny, guanidin thiokyanat)
adsorbuje DNA na svoj povrch, z ktorého je po opakovanom precistent
uvolnend pomocou elu¢ného ¢inidla. Je to ¢asovo nendro¢nd metdda
s vysokou ¢istotou DNA a je takisto dostupna vo forme kitov (4).

Najmladsie metddy izoldcie vyuZivaju magnetické mikrocastice alebo
nanocastice. Maju jadro, tvorené magnetickymi oxidmi Zeleza, obalené
latkou (organické polyméry, Zivice) umozriujucou naviazanie cielovych
objektov, napriklad NK . Principom je separdcia takychto magnetickych
partikul posobenim siiného magnetu, ich nasledné premyvanie a uvol-
nenie NK z komplexu (obrdzok 3). Aj v tomto pripade je dostupnych
niekolko kitov, ktoré umoznuju pomerne v kratkom case ziskat DNA
nekontaminovanu proteinmi alebo RNA. KedZe tdto metdda nevyzadu-
je manipuléciu so skodlivymi organickymi rozpustadlami, opakovanu
centrifugéciu, filtraciu vo vakuu alebo kolénkovu separéciu, je idedlna na
automatizovanu separdaciu. Izola¢né automaty zabezpecia v krdtkom Case
a standardnych podmienkach spravidla vac¢sie mnozstvo vzoriek, preto
su idedlne v rutinnych aj vyskumnych laboratéridch. Ich nevyhodou je
finan¢nd ndroc¢nost (instrument, Specidlne plasty, kity) (4, 6).

Medzi moderné pristupy patrf aj rychla extrakcia DNA prostrednictvom
FINA diskov. Pre jej jednoduchost a vysoky stuper analytickej senzibility
je lahko uskutocnitelnd i v odlahlejsich lokdlnych zdravotnych centrach

NEWSLAB | 2015; 1(1) >

Obrdzok 3. Princip separacie pomocou magnetickych partikul. Bunky zo
vzorky v reakénej nadobe su rozrusené pomocou lyza¢ného pufra. U¢inkom
proteindzy K dochddza k degradécii proteinov. Po pridani sklenenych mag-
netickych castic dojde na ich povrchu k naviazaniu NK. Nasleduje premyva-
cia sekvencia a zavere¢né oddelenie magnetickych gulécok. Izolovana NK je
v elu¢nom roztoku premiestnend do jednorazovej platnicky.
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(napriklad v Afrike). Principom je zvislé filtracia a spociva v oddeleni buniek
s obsahom DNA separa¢nou membranou, ktord je v priamom kontakte
s absorpcnou vlozkou. Vzniknuty kapildrny tlak tak riadi prietok tekutiny.
Néslednou lyzou buniek (pomocou NaOH) sa s nadbytkom lyza¢ného
pufra oddeli bunkova debris a DNA ostane zachytend na separatnom
disku. Ten je mozné pridat priamo do PCR reakénej zmesi (7).
Automatizacia laboratdrif je nepochybne prinos; redukuje pracovny as i per-
sondlne zdroje, zvy3uje kvalitu a reproducibilitu vysledkov. V sticasnosti je nevy-
hnutné pokracovat v tomto trende. Nesmieme viak podlahnut pohodinému tlaku
automatov. Nadalej je dolezité zvolit si pre dany ciel najvhodnejsi spdsob izolacie.
Principidlne poznanie metdd preto ostava rozhodujlice pre pochopenie zdkonitost!
a obmedzeni jednotlivych pristupov. V tomto duchu nech nase mysle zostanu
rovnako otvorené ako mysle badatelov, ktorf pre nds dobu laboratérnu otvorili.

Tento ¢ldnok vznikol vdaka podpore v rdmci OP Viyskum a vyvoj pre projekt:
Centrum vyskumu zdvaznych ochoreni a ich komplikdcii. ITMS 26240120038,
spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho fondu regiondlneho rozvoja.
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