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STRESZCZENIE

Intensywny rozwdj nauk biologicznych, zaréwno w dziedzinie medycyny, kryminalistyki, jak i szeroko ro-
zumianych badan zwigzanych z biotechnologia, stworzyt potrzebe doskonalenia technik analitycznych.
Na szczegdlng uwage zastugujg metody biologii molekularnej bazujgce na analizie kwasow nukleino-
wych, charakteryzujace sie wysokg czutoscig i powtarzalnoscig. Pozwalajg one na precyzyjng identyfi-
kacje sladéw biologicznych, ocene zmian w profilach ekspresji genéw, a takze petng ewaluacje bioréz-
norodnosci nisz sSrodowiskowych. Kluczowym elementem determinujgcym efektywnosc przeprowadza-
nych analiz jest etap pozyskiwania (izolacji) materiatu genetycznego. Wyraznie dostrzega sie tenden-
cje rozwoju technologii w kierunku zwiekszenia przepustowosci oraz doktadnosci izolacji DNA. Aktual-
nie mozliwe jest pokonanie ograniczen zwigzanych z metoda manualnej izolacji poprzez zastosowanie
gotowych zestawdw oraz robotéw automatycznych umozliwiajgcych prace z wieloma setkami préb jed-
noczes$nie. Celem badan byto przeprowadzenie walidacji wybranych metod izolacji genomowego DNA.
Wykorzystano trzy komercyjne zestawy. Dwa z nich, dedykowane platformie automatycznej BioRobot
MA48 Robotic Workstation (Qiagen), bazowaty na zjawisku immobilizacji DNA na ztozach z czgstkami pa-
ramagnetycznymi: QIAsymphony DNA Investigator Kit (Qiagen) oraz MagAttract® DNA Mini M48 (Qia-
gen). Trzeci zestaw, Sherlock AX (A&A Biotechnology), przeznaczony byt do manualnej izolacji genomo-
wego DNA i wykorzystywat mechanizm adsorbcji kwaséw nukleinowych na membranach jonowymien-
nych potgczonej ze strgcaniem DNA izopropanolem. Ocenie poddano wykrywalnos$é, powtarzalnosé,
i odtwarzalnos¢. Wyniki wskazujg, ze wszystkie analizowane metody pozwalajg na izolacje materiatu ge-
netycznego o wysokich standardach, ktéry moze by¢ wykorzystany w dalszych procedurach badan mo-
lekularnych.
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ABSTRACT

The intensive development of biological sciences, both in the field of medicine and broadly defined bio-
technology, created the need to improve the analytical techniques. Molecular biology methods based
on the analysis of nucleic acids with high sensitivity and reproducibility deserve special attention. They
facilitate precise identification of biological traces, assessing changes in gene expression profiles and
complete evaluation of environmental niches biodiversity. The main factor determining effectiveness
of analysis is a stage of genetic material isolation. There is a clear trend to increase the capacity and
accuracy of DNA isolation. Currently it is possible to overcome the limitations associated with manual
isolation techniques. Using of kits and automated robots facilitates working with hundreds of samples
simultaneously. The aim of the study was to validate the selected genomic DNA isolation methods.
Three commercial kits were used. Two of them, which are dedicated to the automatic platform BioRo-
bot M48 Robotic Workstation (Qiagen), are based on the DNA adsorption on silica beads convenient
handling of magnetic particles: QlIAsymphony Investigator DNA Kit (Qiagen) and MagAttract® DNA Mini
M48 (Qiagen). A third kit Sherlock AX (A&A Biotechnology) for manual isolation of genomic DNA are ba-
sed on the mechanism of nucleic acin adsorption on ion exchange beads combined with the isopropa-
nol precipitation of DNA. The determination limit, reproducibility and repeatability were evaluated. The
results indicate that all of the analysed methods allow the isolation of high-quality genetic material,

which can be used in subsequent molecular testing procedures.

1. WSTEP

Odkrycie w XIX wieku kwaséw nukleinowych za-
poczatkowato intensywny rozwdj badan z dzie-
dziny biologii molekularnej, majacych dzi$ sze-
rokie zastosowanie w medycynie diagnostycznej
i sgdowej oraz w wielu gateziach biotechnologii.
W ciggu ostatnich 100 lat przeprowadzono wiele
przetomowych badan, ktére zaowocowaty pozna-
niem petnej struktury chemicznej i molekularnej
nierozgatezionego biopolimeru jakim jest DNA.
Wspdtczesna inzynieria genetyczna, cechujaca sie
wysokg czutoscig i powtarzalnoscig, pozwala na
efektywne klonowanie, modyfikowanie oraz se-
kwencjonowanie DNA, co stwarza dla nauki coraz
wieksze mozliwosci [1]. Kluczowym czynnikiem
determinujgcym jako$¢ analiz molekularnych jest
etap izolacji kwasow nukleinowych. Niezwykle
istotnym jest, by niezaleznie od matrycy zrodtowej
uzyskany materiat charakteryzowat sie wysoka ja-
koscig i czystoscig oraz byt wolny od inhibitoréw
reakcji PCR. Nie mniej istotng kwestig jest dobdr
odczynnikdw o stosunkowo niskiej toksycznosci
w celu zapewnienia bezpieczenstwa 0sdb prowa-
dzacych analizy oraz zminimalizowania oddzia-
tywania na $rodowisko [2]. Kazda procedura izo-
lacji wymaga lizy komdrek (mechaniczna, che-
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miczna lub enzymatyczna), inaktywacji egzonu-
kleaz oraz oczyszczania koricowego DNA. Obec-
nie na rynku dostepnych jest wiele komercyjnych
zestawow do izolacji genomowego DNA znacznie
zwiekszajacych efektywnos¢ procesu, redukuja-
cych ilo$é transferéw, a tym samym ryzyko zanie-
czyszczenia. Jednym z popularnych rozwigzan jest
zastosowanie technologii opierajgcej sie na powi-
nowactwie czgsteczek kwasow nukleinowych do
specyficznego ligandu zwigzanego z kulkami pa-
ramagnetycznymi [3]. Schemat metody przedsta-
wiono na Rysunku 1.

Proces izolacji rozpoczyna sie od enzymatycznej
lizy komorek z wykorzystaniem proteinazy k. Na-
stepnie do roztworu dodaje sie kulki paramagne-
tyczne zwigzane z ligandem, ktére wigzg DNA.
Podczas magnetycznej immobilizacji uktad prze-
mywa sie w celu usuniecia kontaminantéw. Osta-
tecznym etapem jest elucja czystego materiafu
genetycznego.

Innym popularnym rozwigzaniem jest wykorzy-
stanie membran jonowymiennych zdolnych do
zwigzania kwasow nukleinowych (Rys. 2).
Pierwszy etap stanowi enzymatyczna liza komorek.
Nastepnie zachodzi adsorpcja DNA na membra-
nach silikonowych oraz pierwsza filtracja w celu
usuniecia kontaminantéw. Roztwory poddawane
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Rysunek 2 Schemat metody separacji DNA wykorzystujgcej membrany jonowymienne

sg kolejnej filtracji w obecnosci soli chaotropo-
wych o wysokim stezeniu. Nastepnie ukfady sg
kilkukrotnie przeptukiwane w celu usuniecia bia-
tek, inhibitoréw reakcji PCR i innych zanieczysz-
czen. Ostatecznie DNA jest wymywane roztwo-
rem o wysokiej sile jonowej. Uzyskany eluat kwa-
sow nukleinowych jest wysalany oraz zageszcza-
ny poprzez precypitacje alkoholowg [3].

Obecnie na rynku coraz wiekszg popularnoscia
cieszg sie automatyczne aparaty do izolacji kwa-
sow nukleinowych. Nowoczesne stacje robocze
pozwalajg na jednoczesng prace z wieloma dzie-
sigtkami préb jednoczesnie i minimalizujg zaan-
gazowanie w bezposrednig obstuge procesu. Pet-
na automatyzacja niweluje ryzyko btedu ludzkie-
g0 i zewnetrznego zanieczyszczenia oraz gwaran-
tuje wysoka przepustowos¢ izolacji. Mozliwos¢
dodawania standardéw wewnetrznych umozli-
wia petng kontrole jakosci oraz ilosci uzyskiwane-
go materiatu genetycznego. Dostepne na rynku
bioroboty posiadajg gotowe, zoptymalizowane
procedury izolacji materiatu genetycznego z réz-
nych matryc oraz opcje ich modyfikacji w celu
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zwiekszenia efektywnosci w problematycznych
uktadach doswiadczalnych. Nie mniej istotng
kwestig jest fakt, ze podczas jednego cyklu pra-
cy bioroboty w sposéb automatyczny dozujg ob-
jetosci odczynnikdw w przeliczeniu na ilos¢ anali-
zowanych préb, co znacznie zmniejsza obcigzenie
srodowiska naturalnego w stosunku do metod
konwencjonalnych oraz pozwala na petng kontro-
le kosztow [2, 4]. Warto zwrdci¢ uwage, ze czesc
platform moze by¢ obarczona duzg zmiennoscig
jakosci izolacji DNA, z uwagi na fakt, iz nie wyma-
ga stosowania dedykowanych materiatéw zuzy-
walnych ktérych klasa moze miec znaczacy wptyw
na przebieg procesu.

Celem niniejszych badan byto przeprowadzenie
walidacji wybranych metod izolacji genomowego
DNA: immobilizacji materiatu genetycznego na
ztozach z czgstkami paramagnetycznymi z wyko-
rzystaniem platformy automatycznej i dedykowa-
nych jej kitdw oraz adsorbcji DNA na membranach
jonowymiennych z zastosowaniem zestawu do
izolacji manualnej.
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2. CZESC DOSWIADCZALNA

2.1 Materiaty i metody
2.1.1 I1zolacja materiatu genetycznego

Materiatem do badan byty prébki krwi oraz sliny
cztowieka. Zastosowano gotowe zestawy do izola-
Cji: pracujace na stacji roboczej BioRobot M48 Ro-
botic Workstation (Qiagen): QlAsymphony DNA
Investigator Kit (Qiagen) i MagAttract® DNA Mini
M48 (Qiagen) oraz dedykowane standardowej,
manualnej izolacji: Sherlock AX (A&A Biotechno-
logy). Oceny stezenia preparatéw genomowego
DNA dokonano przy pomocy zestawu Quantifiler
Human DNA Quantitation Kit. Do rozcienczen za-
stosowano wode o najwyzszym stopniu czystosci
(Sigma).

2.1.2 Wykrywalno$¢ metody

Przygotowano trzy serie prébek krwi oraz $liny
w rozcienczeniach 1:2,1:10, 1:20i 1:100 oraz kon-
trole negatywng zawierajgcg wode. Préby przy-
gotowano w objetosci 10 pl uzywajac do rozcien-
czen wode i naniesiono na czystg tkanine bawet-
niang. Nastepnie dokonano izolacji genomowego
materiatu genetycznego w trzech powtdrzeniach.
Prébki tkaniny z naniesiong krwig wycieto steryl-
nym ostrzem skalpela i umieszczono w koszycz-
ku do ekstrakcji DNA (NAO Baskets, Copan). Tech-
nologia ta umozliwita petny odzysk materiatu ge-
netycznego z podtoza nasigkliwego, w zwigzku z
czym na ocene stezenia DNA nie miata wptywu
chtonnosé¢ stosowanego nosnika. Ocene steze-
nia genomowego DNA przeprowadzono w trzech
powtdrzeniach za pomocg wymienionych zesta-
wow, zgodnie z procedurami rekomendowanymi
przez producenta. Za granice wykrywalnos$ci DNA
przyjeto najmniejszg ilos¢ materiatu biologiczne-
go, dla ktérego przynajmniej w jednej probie uzy-
skano stezenie 0,007 ng/ul. Jest to eksperymen-
talnie wyznaczona granica oznaczalnosci stoso-
wanej analizy loci mikrosatelitarnych STR metoda
multipleksowej reakcji PCR, ktéra jest aktualnie
najskuteczniejszym sposobem identyfikacji pro-
bek ludzkiego materiatu biologicznego [5].

2.1.3 Powtarzalnosc i odtwarzalnosc

Przygotowano pieé krgzkéw bibuty FTA z nanie-
siong sling o Srednicy 3 mm i 1,2 mm. Izolacji ge-
nomowego materiatu genetycznego oraz oceny
stezenia dokonano w pieciu powtdrzeniach, ana-
logicznie jak w przypadku oznaczenia wykrywal-
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nosci metody. Oznaczenie odtwarzalnosci zreali-
zowano w réznych seriach eksperymentdw, prze-
prowadzanych w réznym czasie, jako kontrole po-
zytywne rutynowych badan. Precyzje (powtarzal-
nos¢ i oznaczalnos¢) metod, bedaca miarg zgod-
nosci pomiedzy pojedynczymi wynikami analizy,
oceniono na podstawie obliczonego wspoétczynni-
ka zmiennosci (CV) [6] zdefiniowanego jako:

SsD
cV = — X 100% (1)

gdzie SD — odchylenie standardowe, ¥ — $rednia
ilos¢ DNA (x# 0)

3. WYNIKI I ICH DYSKUSJA

Wyniki wykrywalnosci poszczegdlnych metod izo-
lacji genomowego DNA z krwi i $liny przedstawio-
no w Tabeli 1.

Wyniki badan wskazujg, ze metoda izolacji geno-
mowego DNA wykorzystujgca mechanizm adsorp-
cji kwaséw nukleinowych na ztozach jonowymien-
nych (Sherlock AX) gwarantuje najwiekszg efek-
tywnos¢ w obu wariantach materiatu wyjsciowe-
go (krew i $lina). W przypadku izolacji z wykorzys-
taniem zestawu MagAttract® DNA Mini M48 po-
ziom wykrywalnosci ustalono na 1 pl (krew) i 0,5 ul
(Slina). Kity do izolacji QIAsymphony DNA Inve-
stigator Kit oraz Sherlock AX zapewniajg poziom
wykrywalnosci 0,1 pl dla obu matryc. Doniesie-
nia literaturowe potwierdzajg, ze ekstrakcja DNA
oparta na powinowactwie do kulek magnetycz-
nych wykazuje nieco nizszg wydajnos$¢ w stosun-
ku do ekstrakcji na drodze adsorpcji do fazy state;j.
Wynika¢ to moze z faktu, ze intensywne ptukanie
uktadu skutkuje wymywaniem stabo zaadsorbo-
wanych kwaséw nukleinowych [7]. Berensmeier
(2006) podkresla takze znaczenie faktu sity jono-
wej roztworu wymywajgcego, zmian pH i tempe-
ratury [8]. Mozna réwniez stwierdzi¢, ze wyko-
rzystanie stacji roboczej BioRobot M48 Robotic
Workstation (Qiagen) w metodach izolacji opartej
na powinowactwie do kulek paramagnetycznych
zwieksza ilos¢ uzyskiwanego materiatu genetycz-
nego. Wysoka przepustowos¢ pracy urzadzenia
wraz z efektywnoscia izolacji Swiadczy o przydat-
nosci w badaniach wymagajacych szybkiej analizy
duzej ilosci prob w krétkim czasie.

Wyniki analizy precyzji izolacji ggnomowego DNA
z matryc biologicznych przedstawiono w Tabeli 2
(powtarzalnosé) i Tabeli 3 (oznaczalnosc).
Dostrzec mozna tendencje, ze metoda wykorzy-
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Tabela 1 Wykrywalno$¢é DNA wraz z odchyleniami standardowymi (SD) w serii rozcieniczen krwi i sliny cztowieka za pomoca
wybranych zestawow do izolacji. Kolorem szarym oznaczono wyniki ponizej ustalonego poziomu wykrywalnosci

MagAttract® DNA Mini M48 QlAsymphony DNA Sherlock AX
Investigator Kit
Srednia ilos¢ DNA SD Srednia ilos¢ DNA SD Srednia ilos¢ DNA SD
[ng]
Krew
5ul 0,1231 0,0827 1,9000 0,7118 2,9233 0,6984
1l 0,0090 0,0036 0,1400 0,0432 0,5247 0,1774
0,5 ul 0,0038 0,0033 0,0867 0,0262 0,2460 0,0193
0,1 ul 0,0008 0,0012 0,0153 0,0105 0,0413 0,0077
Slina
5ul 1,0295 0,1014 0,7000 0,0000 4,3573 0,2318
1l 0,0525 0,0189 0,3333 0,1247 0,8457 0,1245
0,5 ul 0,0163 0,0057 0,1267 0,0249 0,4047 0,0859
0,1 ul 0,0000 0,0000 0,0087 0,0049 0,0713 0,0048
Tabela 2 Powtarzalnos¢ izolacji DNA ze sliny cztowieka przy pomocy wybranych zestawdw do izolacji DNA
wraz z odchyleniami standardowymi (SD) i wspétczynnikami zmiennosci (CV)
MagAttract® DNA Mini M48 Ol |I<)|tNA Investigator Sherlock AX
Srednica , o , o , L
srednia ilos¢ srednia ilos¢ srednia ilos¢
sgczka [mm] DNA SD CcVv DNA SD CcVv DNA SD CcVv
[ng/ull (%] [ng/ull (%] [ng/ul] [%]
3 3,600 0,157 4,347 0,640 0,102 15,938 8,7858 | 1,3289| 15,126
1 0,516 0,034| 6,552 0,268 | 0,0264 9,851 2,077 0,314 15,115
Tabela 3 Oznaczalnosc¢ izolacji DNA ze $liny cztowieka przy pomocy wybranych zestawow do izolacji DNA
wraz z odchyleniami standardowymi (SD) i wspdtczynnikami zmiennosci (CV)
MagAttract® DNA Mini mag | QAsymphony EitNA Investigator Sherlock AX
Srednica sgcz- | . L | s . s
Srednia ilos¢ Srednia ilos¢ Srednia ilos¢
ka [mm] DNA SD cv DNA SD cv DNA SD cv
[ng/ull [%] [ng/ull (%] [ng/ull [%]
3 1,7266 0,0948| 5,491 1,0234| 0,1579 15,429 8,241 1,0759| 13,055
1 1,208 0,1195| 9,892 2,8392| 0,2001 7,048 1,8972| 0,2429| 12,803

stujaca kulki paramagnetyczne cechuje sie wyzszg
precyzja niz metoda bazujgca na membranach jo-
nowymiennych. Badania Shiyang i in. (2013) do-
tyczace poréwnania metod izolacji bakteryjne-
go DNA z prébek ludzkiego osocza wskazujg tak-
Ze na najwyzszg powtarzalnos¢ metody magne-
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tycznej [9]. Berensmeier (2006) podkresla, ze eli-
minacja etapow wirowania proby w metodzie se-
paracji magnetycznej redukuje zjawisko degrada-
cji kwaséw nukleinowych na skutek dziatania sit
Scinajacych, co warunkuje wysokg powtarzalnosc
metody [8]. Doniesienia literaturowe wskazujg
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takze, iz w przypadku analizy precyzji (powtarzal-
nosci i odtwarzalnosci) wspoétczynniki zmiennosci
powinny osiggac jak najmniejsze wartosci. Za wy-
nik precyzyjny uzna¢ mozna taki, wobec ktérego
wspotczynnik CV nie przekracza 15%. Dopuszcza
sie rowniez zakres tolerancji do 20% w przypadku
probek o niskich stezeniach, z ktérymi mamy do
czynienia w niniejszym doswiadczeniu [6]. Ponie-
waz uzyskane analizy charakteryzujg sie wspot-
czynnikiem CV nieprzekraczajgcym 20%, mozna
jednoznacznie stwierdzi¢, ze wszystkie zestawy
do izolacji spetniajg kryteria odtwarzalnosci i po-
wtarzalnosci.

4. WNIOSKI

Przeprowadzona walidacja potwierdzita, ze wszyst-
kie analizowane zestawy do izolacji genomowego
DNA posiadajg potencjat aplikacyjny w dziedzi-
nach nauk molekularnych. Najwiekszg efektyw-
nos¢ ekstrakcji wykazata metoda membran jono-
wymiennych reprezentowana przez kit Sherlock

AX. Zestawy automatyczne wykorzystujgce kul-
ki paramagnetyczne MagAttract® DNA Mini M48
oraz QlAsymphony DNA Investigator Kit charakte-
ryzowaty sie natomiast najwiekszg precyzjg ozna-
czen. lzolacja DNA z wykorzystaniem platform au-
tomatycznych, mimo mniejszej efektywnosci eks-
trakcji, umozliwia wyeliminowanie btedu ludzkie-
go podczas pracy manualnej. Warto podkreslic,
Ze praca na stacji roboczej BioRobot M48 Robo-
tic Workstation (Qiagen) zapewnita wysokg prze-
pustowosé, wydajnos$é izolacji i powtarzalnosc.
Mozna sgdzi¢, ze bogaty asortyment dostepnych
na rynku zestawoéw do izolacji DNA przyczyni sie
do intensywnego postepu badan wykorzystuja-
cych narzedzia molekularne.
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