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Izolacja materiatu genetycznego jest niezwykle
waznym etapem w pracowni biologii molekularne;.
Wzrastajgce zapotrzebowanie pocigga za sobg
doskonalenie metod pozyskiwania materiatu gene-
tycznego w kierunku zwiekszenia doktadnosci i przy-
spieszenia pracy. Automatyzacja w pracowni bio-
logii molekularnej znajduje coraz szersze zastoso-
wanie w wielu dziedzinach naukowych, gtéwnie
medycynie i kryminalistyce. Celem niniejszej pracy
byto opracowanie metodyki automatycznej izolacji
kwasow nukleinowych z uzyciem automatycznej
stacji Janus (Perkin Elmer). Wydajnos¢ i czystosc
automatycznej izolacji DNA byta zadowalajaca.
Pomimo licznych préb automatyzacji preparacji
RNA, nie udato sie uzyska¢ RNA, ktére pracowato-
by w sposéb oczekiwany w dalszych aplikacjach
jak RT-PCR i Real-Time PCR.

Isolation of genetic material is a crucial stage
in molecular biology. Increasing needs for DNA
analysis cause continuous improving of genetic
material isolation methods toward higher accuracy
and output. Automatization in molecular biology
is widely seen, especially in clinical and forensic
medicine. The objective of this research was
optimization of methods for automatic nucleic acid
isolation using the Janus automated workstation,
Perkin Elmer. The efficiency and purity of isolated
DNA was satisfactory. Despite numerous attempts
at achieving automatic RNA isolation, we did
not succeed in obtaining RNA working in other
applications, such as RT-PCR or Real-Time PCR.

WSTEP

Pozyskiwanie i sposoby izolacji materiatu gene-
tycznego z tkanek badz ptyndéw ustrojowych jest
niezwykle waznym etapem w pracowni biologii mo-
lekularnej. Od tego etapu zalezy mozliwos¢ przepro-
wadzenia dalszych analiz. Niezwykle wazng cechg
charakteryzujacg materiat genetyczny jest uzyskana
ilo$¢ oraz jego czystos¢. Dazy sie do uzyskania wy-
nikéw pozwalajgcych na otrzymanie wysokiej ja-
kosci DNA o duzej wydajnosci izolacji oraz o odpo-
wiedniej czystosci uzyskanego eluatu [11.

W dobie rozwoju badan molekularnych analizy
DNA i RNA stosowane sg w wielu dziedzinach me-
dycyny [2, 3], technologii, kryminalistyki [4] czy
tez biotechnologii. Ponadto identyfikacja osobnicza
za pomocg profilu markeréw genetycznych, jest re-
ferencyjng metodg stosowang do celdw identyfika-
cyjnych zwtok w przypadku katastrof, wypadkow
czy zywiotow natury [4]. Analiza RNA takze znala-
zta zastosowanie w medycynie sagdowej. Mozliwa
jest identyfikacja sladéw biologicznych, znajdowa-
nych na miejscach zbrodni, na podstawie profilu
ekspresji genow specyficznych dla okreslonej tkan-
ki. Dzieki zmianom w profilu ekspresji genéw
mozna okresla¢ czas jaki uptynagt od momentu po-
zostawienia $ladu na miejscu zbrodni [5, 6, 71,
a takze czas jaki uptynat od momentu zadania rany
do czasu zgonu. Pojawity sie ponadto doniesienia
0 prébach wykorzystania w medycynie sgdowej
microRNA (miRNA), ktdrego zaletg jest wieksza
stabilnos¢ w poréwnaniu z mRNA [8].
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Wzrastajgce zapotrzebowanie pocigga za sobg
doskonalenie metod pozyskiwania materiatu gene-
tycznego, w kierunku wzrostu przepustowosci i mo-
zliwosci izolacji kwasow nukleinowych, z duzej ilosci
prébek w stosunkowo krotkim czasie. Metoda manu-
alna izolacji materiatu genetycznego ma ograniczo-
ne mozliwosci i w sytuacji koniecznosci izolacji ma-
teriatu z setek czy tez tysiecy probek, w krétkim
przedziale czasowym, nie jest mozliwa. Takg mozli-
wos$¢ zapewniajg roboty automatyczne [9, 10, 111.

Automatyzacja w pracowni biologii molekularnej
nie jest nowym pojeciem. Wiele doniesien literatu-
rowych podaje sukcesywne proby automatyzacji
izolacji kwasow nukleinowych w wielu dziedzinach
naukowych, gtéwnie medycyny i kryminalistyki. Au-
tomatyczna izolacja kwaséw nukleinowych w me-
dycynie znalazta zastosowanie gtéwnie w diagno-
styce zakazen bakteryjnych i wirusowych [12, 13].
Podjeto takze proby automatyzacji izolacji kwasow
nukleinowych z trudnego materiatu, jakim sg tkanki
z bloczkéw parafinowych [14] czy tez izolacji DNA
ptodowego z osocza matki [15]. Automatyzacja
DNA znalazta szerokie zastosowanie w medycynie
sgdowej ze wzgleddw przede wszystkim matej ilosci
materiatu, ponadto koniecznosci analiz wielu pro-
bek w ograniczonym czasie [4, 11, 16]. Szereg pozy-
cji literaturowych donosi takze o mozliwosci i pozy-
tywnych wynikach automatyzacji preparacji RNA
z roznego materiatu [17], takze z tkanek parafino-
wych [14].

Celem niniejszej pracy byto opracowanie meto-
dyki automatycznej izolacji kwaséw nukleinowych,
zaréwno DNA jak i RNA, z uzyciem automatycznej
stacji Janus, Perkin Elmer. Proby izolacji przepro-
wadzono z uzyciem réznych komercyjnych zesta-
wOw oraz ze zrdznicowanych materiatéw zaréwno
klinicznych jak i sgdowych.

MATERIALY | METODY

Materiat poddany badaniu.

Automatyzacje izolacji DNA i RNA testowano
wykorzystujac bardzo szeroki rodzaj materiatu klini-
cznego i dowodowego. Materiat kliniczny stanowity
przede wszystkim krew pobrana na antykoagulant,
osocze, limfocyty krwi obwodowej w liczbie 3x106
komorek. Analizowano takze wydajnos¢ izolacji ma-
teriatu genetycznego z miesnia szkieletowego oraz
tkanki nowotworowej (guz nerki). DNA z osocza

Nr 1

izolowano bezposrednio po pobraniu i oddzieleniu
od elementéw morfotycznych krwi. lzolacji DNA
z krwi poddano krew $wiezg, sekcyjng oraz mrozo-
ng (-20°C). Limfocyty izolowano przez wirowanie
na Gradisolu G w gradiencie stezen i przechowy-
wano w temperaturze -75°C, miesien i tkanke no-
wotworowg réwniez przechowywano w tempera-
turze -75°C w obecnosci stabilizatora RNALater
(Ambion) w celu stabilizacji RNA.

Materiat dowodowy stanowity plamy krwi oraz
kosci kriogenicznie sproszkowane. Materiat ten pod-
dano odpowiedniej obrébce przez trawienie 48h
w temperaturze 56°C w obecnosci buforu lizujgcego
oraz proteinazy K (20 mg/ml).

Wykaz zestawdow do izolacji kwasow

nukleinowych.

Do préb dopracowania automatyzacji izolacji
materiafu genetycznego uzyto komercyjnych testow
réznych firm. Poniewaz stacja automatyczna Janus
posiada mozliwos¢ izolacji przy wykorzystaniu ku-
lek magnetycznych, do testowania wybrano zesta-
wy wykorzystujace te aplikacje. Zapoznano sie
z wieloma protokotami dotyczacymi izolacji mate-
riatu genetycznego z uzyciem kulek magnetycznych.
Jednym z gtéwnych kryteriéw doboru odpowied-
niego zestawu byta fatwos$¢ implementacji na plat-
formie pipetujgcej Janus.

Badano nastepujgce zestawy: NucleoMag96
Tissue (Macherey-Nagel), miniMAG NucliSens (Bio-
merieux), lllustra™ triplePrep™ kit (GE Healthcare).
[lo$¢ przeprowadzonych eksperymentéw — izolacji
byta rézna w zaleznosci od uzytych zestawdw i ro-
dzaju materiatu. Tabela nr | zawiera ilo$¢ przepro-
wadzonych do$wiadczen.

Izolacje prowadzono wedtug protokotéw zatgczo-
nych przez producentéw, w temperaturze pokojo-
wej. Jedynie wstepny etap lizy komorek prowa-
dzono w temperaturze 56°C, czas inkubacji byt
rézny dla réznych materiatow i wynosit od 10 min
dla krwi, do 48h dla kosci. Tkanke mie$niowa i no-
wotworowag, podobnie jak plamy krwi, inkubowano
3h. Izolujgc materiat genetyczny z miatu kostnego,
nie uwzgledniono wstepnie, procedury odwapnia-
nia. Takie postepowanie miato na celu udzielenie
nam odpowiedzi na postawione przez nas pytanie:
Czy etap odwapniania, stosowany w metodzie manu-
alnej, ktory jest pracochtonny, a wedtug niektérych
nieskuteczny, da sie pomingé¢ przy uzyciu auto-
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matyzacji. Dalszg procedure izolacji prowadzono llosci, wielkosci materiatéw biologicznych, z ktérych
zgodnie z zalecanym przez producenta protokotem. izolowany byt materiat genetyczny ujeto w tabeli nr ll.

Tabela I. Charakterystyka materiatu klinicznego i dowodowego oraz parametry charakteryzujgce
uzyskany materiat genetyczny z uzyciem automatycznej stacji Janus.
MN - Macherey-Nagel, B — Biomerieux, GE - GE Healthcare.

Table I.  Characteristics of clinical and forensic samples and parameters of genetic material obtained
using the Janus automated workstation.
MN - Macherey-Nagel, B — Biomerieux, GE - GE Healthcare.

Rodzaj materiafu Test Materiat genetyczny | Stezenie [ng/ull | R%%/xs0 llos¢ powtorzen | Wynik dodatni w PCR
Type of material Test Genetic material Concentration [ng/ull | R%%%/230 Number of repeats | Positive PCR result
Osocze MN,B | DNA 6,3+25 0,89 4 -

Plasma 0,03

Plama krwi MN B | DNA 24+12 14 110 +

Bloodstain 0,01

Krew petna $wieza B DNA 33,8+12 1,16 4 +

Fresh whole blood 0,24

Krew petna mrozona | B DNA 147+3,6 1,04 4 +

Frozen whole blood 0,11

Limfocyty B, GE DNA/RNA 7.0+0,2/ 1,53/ 1,87 4 +.-

Lymphocytes 59-+0,6 0,11/0.21

Migsien szkieletowy B, GE DNA/RNA 6,0+12/ 1,22/0,9 10 +.-

Skeletal muscle 6,134 0,01/0,01

Guz nerki B, GE DNA/RNA 6,8+2,6/ 1,12/1,09 4 4=

Renal tumor 58+23 0,01/0,01

Kosci NM,B | DNA 1,2+05 0,23 1 -

Bones 0,01

Tabela Il. llo$ci materiatu biologicznego, z ktdrego izolowano materiat genetyczny z uzyciem
automatycznej stacji Janus.
Table Il.  The amount of material used for nucleic acids isolation using the Janus automated workstation.

Rodzaj materiatu / Type of material Materiat genetyczny / Genetic material | llo§¢ / Amount | Wielkosé / Size
Osocze / Plasma DNA 1000ul -

Plama krwi / Bloodstain DNA - 2-8mm/ 3mm
Krew petna $wieza i mrozona / Fresh and frozen whole blood DNA 100ul -

Limfocyty / Lymphocytes DNA/RNA 3x106 lub 1x107 | -

Miesien szkieletowy / Skeletal muscle DNA/RNA 25mg -

Guz nerki / Renal tumor DNA/RNA 25mg -

Kosci / Bones DNA 0,2g -
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Testy analityczne prowadzone w celu analizy

przydatnosci materiatu genetycznego.

Stezenie uzyskanego materiatu genetycznego
oraz stopien czystosci (R?6%2g0 oraz R?6%230) oce-
niano spektrofotometrycznie z uzyciem aparatu
NanoDrop ND100O (Thermo Scientific).

Materiat genetyczny poddano amplifikacji w tes-
tach stosowanych do ustalania spornego ojcostwa
(AmpFISTR Identyfiler PCR Amplification Kit,
Applied Biosystems) oraz do analizy osobniczej
(AmpFISTR Y-filer PCR Amplification Kit, Applied
Biosystems). Materiat kliniczny analizowano z zasto-
sowaniem klasycznego PCR, srodowisko reakcji za-
pewniat Qiagen Multiplex PCR Kit, Qiagen). RNA
w pierwszej kolejnosci poddawano reakcji odwrot-
nej transkrypcji z uzyciem High Fidelity cDNA
Synthesis Kit, Applied Biosystems, nastepnie cDNA
amplifikowano z uzyciem starteréw dla genu meta-
bolizmu podstawowego GAPDH (1000pz) w obec-
nosci Qiagen Multiplex PCR Kit, Qiagen. Warunki
reakcji oraz profil temperaturowy dobierano odpo-
wiednio dla kazdego odczynnika zgodnie z reko-
mendowanym przez firme protokotem.

WYNIKI

Analiza jakosci i czystosci kwaséw

nukleinowych.

Parametry charakteryzujgce kwasy nukleinowe
wyizolowane za pomocg automatycznej stacji Janus
przedstawiono w tabeli numer I. Uzyskane DNA
posiadato stezenie oraz wspdétczynniki czystosci
R2%%/,80 oraz R?%%/,30 zadowalajgce, odpowiednie do
dalszych aplikacji. Oceniajgc RNA uzyskane za po-
mocg stacji Janus, stezenie RNA byto zadowala-
jace, natomiast wspétczynniki czystosci nie spet-
niaty oczekiwan.

Analiza przydatnosci zastosowania uzyskanego

DNA.

Uzyskane z uzyciem automatycznej stacji Janus
DNA zostato poddane analizie sprawdzania przy-
datnosci uzycia w rutynowo stosowanych testach
dla celéw klinicznych oraz medycyny sadowej. DNA
izolowane z plam (plamy pobrane od rodzin, u kto-
rych dochodzono spornego ojcostwa) poddano am-
plifikacji z uzyciem zestawu AmpFISTR Identyfiler
PCR Amplification Kit. Uzyskane produkty byty
specyficzne, wydajnosc¢ reakcji byta poréwnywalna

Nr 1

do wynikéw uzyskanych z uzyciem DNA izolowa-
nego rutynowg metodg manualna.

DNA izolowane z krwi petnej $wiezej i mrozo-
nej oraz plam krwi i izolaty z kosci analizowano
z uzyciem testu do amplifikacji polimorfizméw
Y-STR, AmpFISTR Y-filer PCR Amplification Kit.
Produkt PCR powstaty po amplifikacji DNA uzys-
kanego za pomoca stacji Janus, byt w praktyce nie-
odrdznialny od wynikéw analiz z wykorzystaniem
DNA izolowanego rutynowa metodg manualng. Nie
uzyskano produktu amplifikacji DNA izolowanego
Z kosci.

DNA uzyskane z materiatéw do badan klinicz-
nych, jak miesnie szkieletowe, tkanka nowotworo-
wa, czy limfocyty, poddawano amplifikacji w kla-
sycznym PCR z uzyciem starteréw specyficznych
dla genu VDR (Gen Receptora Witaminy D), region
3'UTR. Wielko$¢ otrzymanego produktu wynosita
220pz. Analize produktéw PCR przedstawiono na
rycinie 1. Uzyskano produkt amplifikacji dla DNA
izolowanego z limfocytéw, tkanki miesniowej, tkan-
ki nowotworowej, krwi pefnej $wiezej oraz mro-
zonej. Nie udato sie uzyskac produktu dla DNA izo-
lowanego z kosci i z osocza.

Analiza przydatnosci zastosowania uzyskanego

RNA.

Wyizolowane RNA poddano w pierwszej kolej-
nosci reakcji odwrotnej transkrypcji w celu prze-
pisania informacji z RNA na cDNA. Nastepnie
cDNA amplifikowano w reakcji RT-PCR z uzyciem
starteréow specyficznych dla cDNA. Przyktadowy
rozdziat elektroforetyczny przedstawiono na rycinie
2. Wynik dodatni uzyskano jedynie dla izolacji RNA
wykonywanej manualnie (rutynowa metoda izo-
lacji). Brak byto produktu amplifikacji cDNA uzys-
kanego z RNA izolowanego z limfocytéw i guza
nerki izolowanego przy uzyciu automatycznej stacji
Janus.

DYSKUSJA

W niniejszej pracy przedstawiliSmy wyniki $wiad-
czace o skutecznosci automatycznej izolacji DNA
z réznych materiatéw klinicznych oraz dowodo-
wych. Wydajnos$¢ automatycznej izolacji DNA, po-
dobnie jak jego czystosc, byta zadowalajgca po-
rownywalna do rutynowo stosowanych metod
manualnych. Jednakze pomimo licznych préb au-
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Wynik elektroforezy PCR z wykorzysta-
niem DNA izolowanego z uzyciem stacji
Janus (1 - limfocyty, 2 — kosci,

3 - osocze, 4 — guz nerki, K - — kontrola
ujemna). Wynik dodatni dla izolacji

z limfocytdw i guza nerki.

Wielkos¢ produktu PCR 220pz.
Agarose gel electrophoresis of PCR
products using DNA isolated with

the Janus automated workstation

(1 — lymphocytes, 2 — bones,

3 - plasma, 4 - renal tumor, K- -
negative control). Positive results are
seen for lymphocytes and renal tumor.
Product size 220bp.

Fig. 1.

tomatyzacji preparacji RNA, nie udato sie uzyskac
RNA, ktére pracowatoby w sposéb oczekiwany
w dalszych aplikacjach, jak RT-PCR i Real-Time
PCR. RNA jest czasteczkg bardzo labilng i ulega
bardzo szybkiej degradacji juz w temperaturze
pokojowej. Planowane jest w przysztosci dokupie-
nie elementéw chtodzacych, co pozwoli wyelimi-
nowa¢ degradacje RNA w czasie izolacji, jako
potencjalng przyczyne niepowodzen.

Wyniki przedstawione w pracy stanowig potwier-
dzenie wynikow uzyskanych przez inne zespoty
badawcze, rdwniez wdrazajace automatyzacje pre-
paracji kwaséw nukleinowych w laboratoriach [9,
10, 11, 171. W niniejszej pracy skupiliSmy sie
gtownie na materiale klinicznym dla projektéw
naukowych oraz dla celow medycyny sgdowe;j.
Udato nam sie pozyska¢ DNA z szerokiej bazy ma-
teriatu Kklinicznego oraz dowodowego. W przeci-
wienstwie do Huang et al. [15], nie powiodfa sie
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1000pz

500pz

Ryc. 2. Wynik elektroforezy RT-PCR z wyko-
rzystaniem RNA izolowanego

Za pomocga automatycznej stacji Janus
(1 - limfocyty, 2 — guz nerki) oraz
metodg manualng (3 - limfocyty). K- —
kontrola ujemna. Wynik dodatni tylko
dla izolacji manualnej, produkt dla
GAPDH - 1000pz.

Agarose gel electrophoresis of PCR
products using DNA isolated with the
Janus automated workstation

(1 — lymphocytes, 2 - renal tumor)
and using a manual method

(3 - lymphocytes). K- — negative
control. Positive result for manual
isolation only.

GAPDH product — 1000bp.

Fig. 2.

amplifikacja DNA izolowanego z osocza. Brak
dodatniego wyniku maégt by¢é spowodowany nie-
prawidtowym oddzieleniem osocza od elementéw
morfotycznych krwi, badz tez niewystarczajgcym
wigzaniem DNA do ztoza, jakim w naszym przy-
padku byty kulki magnetyczne. Dalsze analizy z wy-
korzystaniem innych zestawéw muszg byc¢ prze-
prowadzone.

Automatyzacja w medycynie sgdowej jest sze-
roko prowadzona na catym Swiecie. Liczne dane
literaturowe donoszg, iz uzyskane DNA metodg au-
tomatycznej izolacji jest wysokiej jakosci [11, 16].
Co wiecej, automatyzacja pomaga w uzyskaniu pro-
duktu amplifikacji, nawet przy bardzo matej ilosci
materiatu dowodowego badz zdegradowanego [4].
Uzyskalismy bardzo dobre wyniki automatycznej
izolacji DNA z prébek dla celéw medycyny sgdowe;.
Uzyskane metodg automatycznej izolacji DNA
w sposob zadowalajgcy pracowato w dalszych
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aplikacjach analiz zaréwno w celu ustalenia spor-
nego ojcostwa, jak i dla analizy personalnej z wy-
korzystaniem markeréw STR na chromosomie Y
(Y-STRs). Udato sie nam uzyskaé petny profil o sa-
tysfakcjonujgcej wydajnosci amplifikacji. Jedynie
proby izolacji DNA z kosci z wykorzystaniem stacji
Janus zakonczyty sie porazka. Otrzymane DNA nie
posiadato zadowalajgcych parametréw oraz nie
dato dodatniego wyniku w dalszych analizach.

W literaturze mozna doszukac sie licznych do-
niesien odnosnie automatyzacji preparacji RNA
z roznorodnego materiatu [14, 17]. Pomimo pod-
jetych licznych préb izolacji RNA z wykorzystaniem
stacji Janus, nie udato nam sie uzyska¢ RNA, ktore
pracowafoby w sposéb zadowalajacy w aplikacjach
diagnostycznych i eksperymentalnych. Brak wyniku
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