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Standardowe metody izolacji DNA z roznych
materialow biologicznych cz.2

W celu szybkiej diagnostyki zaréowno choréb genetycznych jak i wirusowych, czy
bakteryjnych, opracowuje sie coraz to nowsze metody diagnostyczne. Wiekszos¢ z nich
oparta jest na rutynowej izolacji materialu genetycznego (z réznych materiatow
biologicznych), a nastepnie na jego amplifikacji za posrednictwem reakcji PCR. W zwiazku
z tym ciagle dazy sie do opracowania szybkich i skutecznych metod izolacji DNA, by
redukowac koszty diagnostyki molekularnej, a takze przyspieszac¢ otrzymywanie wynikow.

Stowa kluczowe: krew obwodowa, zZywica Chelex-100, filtry papierowe, Koi Herpesvirus (KHV),
jadrzaste erytrocyty, PCR, wysokoczqgsteczkowy i niskoczgsteczkowy DNA, archiwizowane tkanki,
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genomowe DNA.

[zolacja DNA z krwi obwodowej jest poczatkowym etapem
w badaniach klinicznych ( np. do identyfikacji mutacji DNA), w ktérych przeprowadza sie reakcje

PCR. Tradycyjne procedury izolacji zapewniaja obfite iloSci wysoko oczyszczonego DNA  ktore
w zasadzie przekraczaja ( zaré6wno w ilosci jak i jakosci) standardy wymagane do pomyslnego
przeprowadzenia reakcji PCR , ponadto sa to procedury stosunkowo drogie, powolne i pracochtonne,
a dodatkowo zawieraja wiele transferéw i narazenia na toksyczne substancje chemiczne [6].

Aby przezwyciezy¢ te problemy opracowano alternatywne metody ekstrakcji, ktére sa ulepszone
i uproszczone pod wzgledem przetwarzania danej prébki. Ponadto, dostepne sa takze komercyjne
produkty, w ktérych wyeliminowano wykorzystanie toksycznych substancji i skrocono czas
przetwarzania danych (na przyktad, zestaw krwi QIAamp, Qiagen Inc, Chatsworth, Kalifornia, USA)
[6].

Celem badania J.M. Polski i wsp.(1998), byto okreslenie, czy Chelex100 moze by¢ uzywana do krwi
obwodowej impregnowanej na filtrach papierowych (szybkie przetwarzanie) w celu opracowania
efektywnej procedury odzyskiwania DNA opartej na technice PCR , w celu wykorzystania DNA do
badan diagnostycznych- badania schorzen dziedzicznych [6].

Chelex-100 jest zywica chelatujaca o wysokim powinowactwie do jondw metali wielowartosciowych.
Wiazac i usuwajac jony podczas izolacji DNA (po podgrzaniu) zapobiega uszkodzeniom DNA
i redukuje inhibitory polimerazy TaqDNA. Razem te dwa czynniki pozwalaja na efektywne
wykorzystanie minimalnie przetworzonych probek krwi w reakcji PCR. Procedura izolacji DNA
oparta na wykorzystaniu zywicy Chelex-100 jest uniwersalna, nie wymaga przygotowania warstwy
buforu i mozna w niej wykorzystywac¢ zaschnieta krew jako zZrédto DNA [6].

Chelex-100 uzywa sie do odzyskiwania DNA z réznych probek biologicznych , w tym z: prébek do
medycyny sadowej, zaparafinowanych tkanek statych, peilnej krwi myszy, suszonych plam krwi na
filtrach papierowych (dla testow wirusologicznych), kultur lub probek klinicznych (do badan
mikrobiologicznych) [6].

W doswiadczeniu przeprowadzonym przez J.M. Polski i wsp (1998), probki krwi obwodowej (5 ml
kazda) wykorzystano do przygotowania buforu (wg instrukcji) i rutynowych izolacji DNA za pomoca
Qiagen QIAamp blood kit (kontrola DNA), zgodnie z zaleceniami w instrukcji producenta. Krotko
moéwigc, 200pl buforu inkubowano z proteinaza K, zmieszano z etanolem i zwirowano na kolumnie
(QIAamp spin kolumn). Po wirowaniu kolumne przemyto, DNA eluowano rozgrzanym buforem [6].

Szybka metoda ekstrakcji genomowego DNA (Polski J.M i wsp. 1998) [6].

Dysk papierowego filtru (bibuta filtracyjna, 7mm, Whatman 3M), podziurkowano bezposrednio
w 500ul sterylnych probdwkach uzywajac sterylnego dziurkacza. 10 ul krwi obwodowej nakropiono
na papierowy filtr w probowce wirdwkowej . Po 30 minutach suszenia w temperaturze pokojowej, na
filtr dodano 500 pl sterylnej wody (millipore) , a nastepnie probke wirowano w temperaturze
pokojowej przez 10 minut [6].



Po catkowitym usunieciu supernatantu (niezbednego dla pewnej amplifikacji), dodano 200 pl 5%
zywicy Chelex-100 (Bio Rad Laboratories, Hercules, California, USA). Prébke inkubowano
w termocyklerze (Barnstead Thermolyne, Dubuque, Iowa, USA) przez 90 minut w 56°C , a nastepnie
przez 10 minut w temperaturze 99°C. Po ochlodzeniu prébke krotko vorteksowano i zwirowano .
Otrzymany supernatant byt uzywany jako substrat w reakcji PCR [6].

Wyniki przeprowadzonego badania(Polsk J.M. ii wsp., 1998) wskazuja, ze odzyskanie DNA z bibuly
filtracyjnej nasyconej petna krwia jest uzyteczna metoda przygotowania DNA do PCR (w celu
wykorzystania do testow genetycznych). Metoda ta jest optacalna, efektywna , nietoksyczna i latwa
w stosowaniu, a wiekszos¢ czynnosci mozna wykona¢ w termocyklerze. Ponadto cala procedura
odbywa sie w jednym pojemniku, zmniejszajac szanse na zanieczyszczenie probki, straty probki lub
btedy. DNA z krwi na filtrze z papieru impregnowanego pozostaje stosunkowo stabilne
w temperaturze pokojowej przez co najmniej 4.5 miesiaca [6].

Polski J.M i wsp. (1998) na podstawie przeprowadzonego doswiadczenia , stwierdzili, ze metoda
z wykorzystaniem Chelex-100 i filtru papierowego moze by¢ metoda alternatywna w warunkach
klinicznych do izolacji DNA. Jest metoda tatwa, stabilna i niedroga, zapewniajaca stabilny DNA dla
wielu testow. Mozliwo$¢ zanieczyszczenia probki jest ograniczona, , ponadto metoda pozwala na
latwe przechowywanie transport probek od momentu rejestracji [6].

W wyniku reakcji PCR ( Polski J.M i wsp, 1998), uzyskano identyczne wyniki z DNA izolowanego
rutynowymi metodami jak i z wykorzystaniem filtru papierowego i Chelex-100 [6].

Izolowanie DNA z jadrzastych erytrocytéw [1], [7].

Koi Herpesvirus (KHV) jest wysoce zarazliwa choroba wirusowa, ktora powoduje znaczne
zachorowalnosci i Smiertelnosci w karpia (Cyprinus carpio) i jej ozdobnej formy udomowionej, karp
koi. Cho¢ wirus jest obecnie uwazany za DNA wiruséw nalezacych do rodziny Herpesviridae,
niektore raporty maja watpliwosci tej klasyfikacji i zmieniono nazwe wirusa jako Carp Nephritis i Gill
Necrosis Virus, CNGV. Niedawno, raporty na podstawie morfologii i genetyki wykazaly mocne
dowody, ze KHV jest rzeczywiscie herpeswirusem [7].

Koi Herpesvirus (KHV) dotyczy zaréwno mtodych jak i dorostych karpi i koi, i jest szczegdlnie
zabodjczy dla narybku. Wysoka smiertelnos¢ spowodowana przez chorobe wywarta negatywny wptyw
na handel miedzynarodowy . Do wykrywania KHV stosowane sa rézne techniki diagnostyczne, w tym:
izolacja wirusa w hodowli komoérkowej, mikroskopia elektronowa, kilka testow PCR, ELISA,

hybrydyzacji in situ. Wszystkie te metody sa czasochtonne, pracochtonne i wymagaja
specjalistycznego sprzetu [7].

W celu szybkiej diagnostyki zakazenia wirusem KHYV stosuje sie coraz to nowsze metody identyfikacji,
oparte zazwyczaj na izolacji kwaséw nukleinowych z komoérek ryb ( gtownie z jadrzastych
erytrocytow), a nastepnie na ich amplifikacji
(PCR). Aktualnie, jedna z najnowszych metod
jest tzw. reakcja LAMP (amplifikacji kwasu nukleinowego za posrednictwem izotermicznej
amplifikacja, oparta na przesunieciu syntezy nici DNA przez polimeraze Bst DNA). W reakcji tej
wykorzystuje sie specjalnie zaprojektowane dwa wewnetrzne i dwa zewnetrzne startery, w celu
poprawy specyficznosci [7].

U kregowcow takich jak: ryby, ptazy, gady i ptaki wystepuja jadrzaste erytrocyty (Andrew 1965). U
ryb wystepuje srednio od 500 000 - 2 600 000 erytrocytéow w 1 mm3. Z kolei , erytrocyty pstraga
zawieraja ok. 5,6 pg DNA na jadro (Mirsky i Ris 1949). W zwiazku z tym, mozliwe jest uzyskanie
(wyizolowanie)stosunkowo duzej ilosci DNA z niewielkiej ilosci krwi [1], [5].

Opisana metoda opiera sie na odbiatczaniu do ktérego uzywa sie roztworu NaCl, powodujacego
odwodnienie i wytracenie biatek zawartych w komorkach krwi. Materiatem w przedstawionej



metodzie jest krew ryby np. krew z zyly ogonowej pstraga lub karpia [1], [5].

Krew , z ktorej bedzie izolowaé sie DNA nalezy pobra¢ na antykoagulant (np. EDTA) do probéwki
0 pojemnosci 5 ml (probéwka musi znajdowac sie w lodzie). Nastepnie krew nalezy odwirowac (1300
X g, temp. 4°C, 30 min). Po wirowaniu, erytrocyty tworzace osad (ok. 10-100ul) zawiesi¢ w 3 ml
buforu do lizy (tj. 10 mM Tris, 400 mM NaCl, 2 mM EDTA(pH=8.2)) w probdéwce o poj. 15 ml. Do
probowki dodac¢ 0,2 ml SDS (1% roztwér SDS w 2 mM EDTA o pH=8.2) oraz 0,5 ml proteinazy K
(stezenie 2 mg/ml) [1], [5].

Catos¢ inkubowac¢ w 50°C przez 2 h, od czasu do czasu lagodnie wytrzasajac w celu strawienia bialek
jadrowych i komoérkowych. Strawione biatka wytraci¢ przez dodanie 1 ml 6 M roztworu NacCl,
energicznie wytrzasajac przez 15 sekund. Po wytrzasani probke odwirowa¢ (1300 x g, 4°C, 15 min).
Otrzymany w wyniku wirowania supernatant przenies¢ do nowej probéwki. Nastepnie przeprowadzi¢
2-krotne wysalanie bialek (tj. doda¢ 1 ml 6M roztworu NaCl, wytrzasac¢ energicznie przez 15 sekund,
odwirowac, a otrzymany supernatant przenies¢ do nowej probéwki). Po ostatniej ekstrakcji powinno
sie otrzymac catkowicie przejrzysty supernatant [1], [5].

Otrzymany supernatant wytraca¢ 2 objetosciami etanolu (96% roztwdr etanolu) o temperaturze
pokojowej. DNA odzyska¢ przez nawiniecie na bagietke. Otrzymane DNA plukaé¢ 2-krotnie 70%
roztworem etanolu, a dalej wysuszy¢ je na powietrzu. Wysuszone DNA rozpusci¢ w 200 ul buforu TE
o pH=7.6 (j. 10 mM Tris/HCl, 0,2 mM EDTA).

Wydajnos¢ przedstawionej metody wynosi 220 ng DNA ze 100 pl upakowanych(pod wplywem
wirowania) erytrocytéw pstraga lub karpia. Otrzymany DNA nadaje sie jako substrat do reakcji PCR.
Nalezy pamietaé, ze w przypadku gdy objetos¢ upakowanych erytrocytow przekracza 200 pl, to
powinno sie wydtuzy¢ czas trawienia proteinaza K nawet do co najmniej 8 godzin.

DNA zabezpieczone buforem TE mozna podda¢ inkubacji w 95°C w celu usuniecia DNaz [1], [5].

Izolowanie DNA z archiwizowanych tkanek w celu zastosowania w reakcji PCR [2], [5].

Dzieki poznaniu metody archiwizowania tkanek w parafinie mozliwe jest badanie tych probek na
poziomie molekularnym nawet po uptywie wielu lat. Pozwala to tym samym na dziatania
o charakterze retrospektywnym, ktére moga dotyczy¢ duzej liczby osobnikéw, a dodatkowo mozliwe
jest sledzenie w duzych przedziatach czasowych zmian genetycznych, badz tez czynnikéw
infekcyjnych, ktére to zwiazane sa z rozmaitymi chorobami [2].

Analiza na poziomie klinicznym istotnych zmian DNA tkanek, ktére archiwizowane byty przez dtugi
czas w parafinie w ogromnej mierze zalezy od umiejetnosci prawidtowego i zarazem efektywnego
izolowania materiatu genetycznego (DNA) [2], [5].

W przedstawionej metodzie izolacji DNA jako materiatu uzywa sie tkanek archiwizowanych w postaci
blokéw parafinowych [2], [5].

Pierwszym krokiem w izolacji jest sporzadzenie z blokéw parafinowych skrawkéw o grubosci ok.
5-10 pm. W tym celu bardzo uzyteczny staje sie mikrotom, pozwalajacy na precyzyjne ciecie takich
skrawkow. Pociete skrawki nalezy umiesci¢ w probéwkach o pojemnosci 1,5 ml (jeden skrawek
w jednej probéwce). Do kazdej probéwki nalezy dodac¢ 1 ml ksylenu, a nastepnie miesza¢ przez 30
min. Probki odwirowac (14 000 x g, temp. pokojowa, 5 min). Po wirowaniu usung¢ supernatant (etap
z dodawaniem ksylenu, mieszaniem i wirowaniem ponownie powtdrzy¢) [2].

Po wirowaniu do probowki doda¢ 0,5 ml absolutnego etanolu, a calo$¢ wymiesza¢ przez delikatne
odwracanie probdéwki. Odwirowac ( 14 000 x g, temp. pokojowa, 5 min), po wirowaniu usuna¢
starannie jak najwieksza ilo$¢ etanolu. Znéw dodac etanol (jak wczesniej), wymiesza¢ odwirowac (14
000 x g, temp. pokojowa, 5 min) i usuna¢ etanol. Probdwke wysuszy¢ w aparacie prézniowym w celu
catkowitego odparowania etanolu [2], [5].

Nastepnie do probéwki doda¢ 100 pl buforu do trawienia zawierajacego proteinaze K (tj. 50 mM KCl,
1,5 mM MgCl2, 10 mM Tris/HCI, 0,5% Tween 20 o pH=9.0, proteinaza K w stezeniu 200 ng/ml)-
w przypadku duzych probek ilos¢ dodawanego buforu do trawienia mozna zwiekszy¢ do 200pul.
Probke z buforem inkubowac¢ w temp. 55°C przez 3 godziny. Po inkubacji krétko odwirowac dla



usuniecia cieczy z gérnej czesci probowki. Znéw inkubowac¢ w temp. 95°C przez 8-10 minut, w celu
inaktywacji proteinazy K. Nie nalezy przekracza¢ 10 minut inkubacji inaktywujac proteinaze K.
Otrzymany preparat DNA przechowywaé¢ w temperaturze -20°C [2], [5].

Metody izolacji wysokoczasteczkowego i niskoczasteczkowego DNA

Izolowanie wysokoczasteczkowego DNA z krwi [3], [5].

Z przeprowadzonych badan wynika, ze konwencjonalne metody nie nadaja sie do izolacji
wysokoczasteczkowego DNA , ze wzgledu na jego duza podatnos¢ na uszkodzenia. Zwiekszona
wrazliwo$¢ wysokoczasteczkowego DNA spowodowana jest konsekwencja duzej wartosci stosunku
dtugosci do srednicy heliksu wysokoczasteczkowego DNA [3], [5].

W trakcie izolacji wysokoczasteczkowego DNA wykorzystuje sie dziatanie destabilizujace
i denaturujace izotiocyjanian guanidyny, ktéry dziala na makroczasteczki- w tym tez na enzymy
trawiace DNA. Rozpuszczone w roztworze izotiocyjanian guanidyny DNA, mozna wytraci¢ stosujac
w tym celu standardowo alkohol izobutylowy. Przedstawiona ponizej metoda oprdcz zastosowania do
izolacji genomowego DNA , moze by¢ takze uzywana do oczyszczania plazmidéw i kosmitdw. Jedna
z gtéwnych zalet tej metody jest krotki czas jej wykonywania [3], [5].

Krew, z ktorej ma by¢ izolowane wysokoczasteczkowe DNA zmieszac z 5 objetosciami buforu do lizy
erytrocytow (tj. 140 mM NH4CI, 100 mM Tris/HCl o pH=7.6) ogrzanego do temperatury 37°C. Po
dodaniu buforu probke inkubowaé¢ w 37°C przez 5 minut. Nastepnie odwirowaé (1000 x g, temp.
25°C, 10 min). Otrzymany po wirowaniu supernatant ostroznie usung¢. Powstaty osad leukocytow
zawiesi¢ w 10 ml 0,85% roztworu NaCl. Znéw wirowac¢ (jak wyzej), otrzymany osad leukocytow
zawiesi¢ w 10 ml 0,85% roztworu NaCl (schemat ten powtarza¢ az do momentu uzyskania
zadowalajacego niskiego poziomu zanieczyszczenia erytrocytami) [3], [5].

Po ostatnim wirowaniu, osad leukocytow zawiesi¢ w buforze HTE (bufor HTE o pH=8.0 tj. 100 mM
Tris/HCl, 40 mM Na2EDTA). Po dodaniu buforu HTE, nalezy przeprowadzi¢ lize leukocytdéw,
wykonujac szybka iniekcje (strzykawka z igta nr 18) 2 ml roztworu SDS (tj. 0,2% roztwér SDS
w buforze HTE ) do zawiesiny leukocytow. Do tak zlizowanych komérek dodac¢ 1,5 objetosci roztworu
izotiocyjanian guanidyny (tj. 6 M roztwor izotiocyjanian guanidyny), catos¢ probki wymiesza¢ przez
odwracanie probowki. Po tym etapie przeprowadzi¢ ekstrakcje biatek komdrkowych za pomoca
réwnej objetosci mieszaniny fenol/chloroform/alkohol izoamylowy ( 25:24:1).

Ekstrakcje powtarza¢ do momentu zaniku interfazy (zazwyczaj do catkowitego zaniku interfazy
wystarczy powtorzenie 2-3 ekstrakcji) [3], [5].

Do fazy wodnej zachowanej po ostatniej ekstrakcji, doda¢ réwna objetos¢ alkoholu izobutylowego ,
w celu wytracenia DNA. Wielkoczasteczkowy DNA odzyska¢ uzywajac w tym celu pipety ze Scietym
koncem. DNA pluka¢ w 70% roztworze etanolu (bez wirowania). Tak wyizolowane DNA rozpuscic¢
w buforze TE (tj. 10 mM Tris/HCIl, 1 mM EDTA, pH=8.0) w temperaturze 4°C, przez co najmniej 24h
[3], [5].

Izolujac ta metoda otrzymujemy DNA, ktore jest stabilne w roztworze izotiocyjanian guanidyny przez
co najmniej 2 miesigce. Wydajnos$¢ przedstawionej metody przekracza niemal 2-krotnie wydajnosé
tradycyjnie stosowanej metody fenolowej [3], [5].

Izolowanie niskoczasteczkowego DNA [4], [5].

W trakcie enzymatycznego trawienia jader komoérkowych moze dochodzi¢ do sytuacji, w ktorej
w chromatynie beda wystepowac krotkie, powtarzajace sie fragmenty DNA. Ich masa czasteczkowa
moze waha¢ sie w granicach 45 000 - 65 000. Podobnie in vivo, w watrobie lub w trzustce, moga
formowac sie fragmenty tej samej dtugosci, w zwiazku z czym wysokoczasteczkowe DNA moze by¢
takze izolowane z tych narzadow [4]7,

[5]. Przedstawiona ponizej metoda
izolacji niskoczasteczkowego DNA opiera sie na izolowaniu jader komérkowych, a nastepnie
ekstrakcji DNA za pomoca rozpuszczalnikow organicznych [4], [5].

W przypadku izolacji DNA ze swiezo pobranej watroby szczura, nalezy ja najpierw wyptukac



w zimnym roztworze 0,25 M sacharozy, a dalej homogenizowaé w homogenizatorze nozowym
w chtodni. Nastepnie, rozdrobniong w ten sposéb watrobe nalezy homogenizowa¢ w buforze do
homogenizacji (tj. 2,2 M sacharoza, 3 mM CaCl2), w temp. 4°C, uzywajac w tym celu 12 czesci
buforu na 1 cze$¢ zmielonej tkanki. Otrzymany homogenat odwirowac (40 000 x g, 4°C, 1 godzina).
Otrzymany po wirowaniu osad jader, zawiesi¢ w roztworze o sktadzie 1 M sacharoza, 1 mM CaCl2.
Prébke zwirowa¢ (1000 x g, temp. 4°C, 10 minut). Zebra¢ osad oczyszczonych jader komoérkowych
i zawiesi¢ je w buforze do lizy (tj. 1% SDS, 1 mM EDTA), uzywajac 1-2 ml buforu na ilos¢ jader
otrzymana z 1 g tkanki [4], [5].

Nastepnie doda¢ RNaze (RNaza o stezeniu 10 mg/ml w 0,15 M roztworze NaCl , pH=5.0) do
koncowego stezenia 200pg/ml, poddajac ja wstepnej inkubacji (w temperaturze 90°C przez 10 min),a
dalej inkubowa¢ w temperaturze 37°C przez 1 godzine. Po inkubacji do probki doda¢ pronaze
(pronaza o stezeniu 20 mg/ml) do konicowego stezenia 300 pg/ml i inkubowac¢ w 37°C przez 2
godziny. Probke odwirowaé¢ (10 000 x g, 4°C, 30 minut). Otrzymany po wirowaniu supernatant
zachowac! [4], [5].

Do supernatantu doda¢ 4 M roztwdér NaClO4 w takiej ilosci, aby konicowe stezenie wynosito 1 M.
Ekstrahowa¢ probke 4 razy mieszaning alkohol izoamylowy/chloroform (objetos¢ 1:5), wirujac po
kazdej ekstrakcji (10 000 x g, 4°C, 30 minut) [4], [5].

Otrzymane DNA wytraci¢ za pomoca 2 objetosci zimnego etanolu, a dalej odzyskaé je przez
wirowanie (27 000 x g, temp. 4°C, 30 minut). DNA rozpusci¢ w buforze TE o pH=7.6 (tj. 10 mM
Tris/HCl, 1 mM EDTA) [4], [5].

Wydajnos¢ przedstawionej metody izolacji wynosi ok. 95% [4], [5].
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