Тема №1. 
Основные методы выделения нуклеиновых кислот. Выделение нуклеиновых кислот из клинических образцов. Выделение нуклеиновых кислот бактериальной и вирусной природы. Особенности пробоподготовки и выделение нуклеинового материала из объектов внешней среды и пищевых продуктов, подозреваемых на бактериальную или вирусную обсемененность. 

1. Основные методы выделения нуклеиновых кислот (фенольный, щелочной, с использованием протеинкиназы К, гуанидинтиоционата и др.).
(слайд 1,2,3,4)
ДНК может быть изолирована из любого типа клеток и тканей, содержащих ядра. 
При этом, чтобы проводить дальнейший молекулярный анализ НК, необходимо добиться выделения ее в чистом виде. 
Большинство методов выделения НК состоят из следующих этапов: 
1 – Лизис клетки с последующим разрушением ядерной мембраны и выделением ядерной ДНК. Обычно, это достигается путем использования физических или химических методов дезинтегрирования клеток. 
2 – удаление липидов мембран путем добавления детергентов, хелатообразователей, хаотропных агентов. 
3 – удаление (осаждение) белков. 
4 – селективное выделение нужной НК. 
5 – осаждение выделенной НК этанолом или изопропанолом. 
(слайд 5)
[image: image8.png]3. Orbuparot cynepHaTaHT (JIM3UPOBAHHBIE IPUTPOLIUTHI) M MPOMBI-
BalOT OCAIOK TEM X€ PACTBOPOM.

4. PecycnieHaupyiot Kietku B 10 mn 6ydepa s BeuieneHus. Anibtep-~
HaTUBHbIA BapUaHT. PECYCIIEHAUPYIOT KieTKU B 1 My 6ydepa mwig
BBIIEJIEHHS!, OBICTPO 3aMOPAaXHBAIOT B XHUIKOM a30Te M XPaHSAT NPH
teMneparype He Bbie —70 °C. JHK MOxXHO BbLIETUTD 10OaBIeHU~
eM 9 M1 nonorperoro 6ygepa s BbLIeTEHHS, COOEPXAILIEro Mpo-
teuHasy K (110 Mxr/mn) u capkoaun (0,55%, B/0).




Каждый из существующих методов использует дополнительные этапы, которые позволяют добиться выделении искомой НК в чистом виде. 
 

1. Фенольный метод выделении НК. (СЛАЙД 7,8,9) 
Фенол не смешивается с водой, поэтому образуется двойная фаза, причем, фенол как более плотная жидкость, спускается на дно пробирки. Затем, пробирку начинают интенсивно встряхивать, добиваясь получения мелкодисперсной эмульсии.
 При этом, белки, как неполярные соединения хорошо растворяются в органических неполярных растворителях, таких как фенол, а НК, являясь отрицательно зараженной молекулой лучше взаимодействует с полярными молекулами воды. Далее, пробирку центрифугируют, добиваясь осаждения эмульсии и образованием четкой границы раздела фаз. При этом, белки с фенолом спускаются вниз, а в верхней водной фазе находится НК. 
Далее, пипеткой отделяют верхнюю фазу, содержащую НК, которую затем осаждают путем добавления этанола. 

2. Щелочной метод выделения НК. (СЛАЙД 10) 

Данный метод, разработанный Birnboim и Doly, включает в себя щелочной лизис клеток. Этот метод базируется на использовании гидроксида натрия и SDS, с последующей нейтрализацией высоких значений pH ацетатом калия. Это обеспечивает селективное осаждение ДНК, белков и др. клеточных элементов, причем, плазмидная ДНК остается в водной фазе. 

3. Выделение НК с использованием протеиназы К. (слайд 11) 
Данный метод, разработанный Блином и Стаффордом, основан на использовании протеиназы К, которая расщепляет белки в присутствии ЭДТА. При этом белки теряют свою нативную комформацию за счет удаления ионов Са2+, а становясь менее устойчивы к действию протеиназы К. Она селективно расщепляет пептидную связь между алифатическими и ароматическими аминокислотами, что приводит к образованию олигопептидов, связывающихся с органической фазой фенола/хлороформа. Важной особенностью этого фермента является то, что он устойчив в широком диапазоне pH (4-12), активен в присутствии денатуратов (SDS), хелатирующих агентов (ЭДТА), а также протеолитических ферментов. При этом, протеиназа К эффективно инактивирует ДНКазу и РНКаза. Минус данного метода заключается в том, что инкубирование образка с протеиназой К длится до 16 часов, а все выделение занимает 1-2 дня. 

4. Выделение НК с использованием гуанидинтиоционата. (СЛАЙД 12)
Гуанидинтиоизоцианат является сильным хаотропным агентом, который одновременно производит лизис клеток и денатурирует все клеточные белки, включая РНКазу. Поскольку, РНК является менее плотной молекулой, по сравнению с ДНК, то ее можно выделить путем центрифугирования в градиенте плотности CsCl. 
Почему для выделения РНК используют именно этот метод? 
Дело в том, что РНК является более лабильной и чувствительной к действию нуклеаз. Помимо этого, РНК более устойчива к денатурирующим белок веществам, чем ДНК. Поэтому, необходимо проводить одновременный лизис клетки с инактивацией РНКаз.
 В ходе этого РНК не разрушается благодаря своим небольшим размерам и устойчива к механической и химической деградации. 
5. Выделение НК с использованием ингибиторов РНКазы: ванадилрибонуклеозидные комплексы и РНКазин. 
6. Горячий фенольный метод с использованием гуанидина.

7. Метод с использованием гуанидина и хлористого цезия. 
8. Получении поли (А)+ - РНК в методе абсорбционной хроматографии. (СЛАЙД 13, 14)

2. Выделение эукариотических нуклеиновых кислот (геномной ДНК, митохондриальной ДНК, рРНК, мРНК) из клинических образцов (кровь, биопаты). 

 [image: image2.png]Yr06b! NPOBONMTH MONEKY/ISIPHBLI AHATH3 HYKIEMHOBBIX KHCJIOT,
HyKHO NIPEXIE BCEro MOMYYHTb HX B YMCTOM Buzte. Ecnu neTounmkom
HYK/IEHHOBBIX KMCJIOT CTYXHT KIMHUYECKMii 06pasell, To HeobXonumo
nono6paTh ONTHMATbHBIE METOJIbl BbUIETEHHs, NOIBONSIOUIME TIONTY-
YHT MAKCHMAJTbHOE KOTHHECTBO BbICOKOYHCTOTO NPOMIYKTa, NOCKO/b-
Ky pa3Mep TaKMX oGpa3iioB OOBIYHO OYEHb Mal M YacTo MX GbiBaeT
I0XHO NONYYHTL NoBTOPHO. [IpH paGoTe C KybTYPaMH KIETOK MOX-
HO HCTIO/Ib30BaTh GoJlee MPOCTHIE METO/Ibl BEUIENICHHS!, TAK KAK BBIXOI
HYKJICHHOBBIX KMC/IOT YBEJIHYMBAETCS NPONOPLMOHAILHO OGBEMY
KyJIBTYpBL.

‘THnuuHas AMIIOUHAS KIETKA Y€/0BEKa B HOPME COLEPXHT NpH-
mepHo 7 nr redomHoit JIHK U pasHoe KONHYECTBO MUTOXOHAPHATb-
noit [IHK. Takum o6pa3oM, CyMMapHbIii NPOLYKT, BblIe/sieMblil U3
KIMHHYECKHX 0GPA3LIOB, NPEACTaBIAET COGOM CMeCh FEHOMHOM H MH-
ToxoxapuansHoi JTHK. IMonyuuts unctyio renomuyio JHK moxHo
TONILKO OIHMM CrIOCOGOM: BBUIEEHHEM sUIEp M OCBOGOXIEHHEM H3
nnx JIHK. BripoyeM, B GONBLUMHCTBE Cy4aeB 3KCNEPUMEHTbI MOXHO
nposoauTs Ha cymmapHoit JITHK, rnockonbKy MHTOXOHApHalbHas
JIHK 06b14HO He MeluaeT aHanu3y.




[image: image3.png]B. O0pa3upl TKaHH

1. O6pa3usl TKaHH, NMpeaHa3HAYEHHbIE U BbUIENIEHUS M3 HUX HYK-
JIEMHOBBIX KHCJIOT, HOJIXHbBI XpaHUTbCS IPU TEMITEPATYPE He BbILLE
-70°C.

2.Ox1axnaloT B CyXOM JbAY CTAKAH M3 HEPXaBeloulel CTanu s
roMorenusaropa Yopunra (Patterson Scientific).

3. UaMenbyaloT B NOPOLLIOK IIPUMEPHO S T' CYXOro Jba.

4. l06aBns10T 3aMOPOXEHHYIO TKAHD M U3MENBYAIOT.

3. Y06k IpenoTBpaTHTS pa3MOpaXMBAHHE TKAHH BO BPEMsI HU3MEb-
HEHHUA, NOCTOSAHHO HOOAaBIAIOT CYXOH Ned.

6. Tepenocar M3MEJIbYEHHYIO CMECh B LEHTPU(DYXKHYIO NONUIIPONH-
JIEHOBY10 NpobHpKy Ha 50 MJI M JAIOT MCHIAPUTHCA OONbILEH YacTu
CYX0oro npga (HO He BceMy JIbAY).

-HoGasnsior 10 mn Oydepa s BblIeeHHs Ha 1 T TKaHHU.

-




[image: image1.png]OneHky kauectsa 3kcTparuposaHHoit JTHK mpoBoAsT Ha OCHOBaHMH H3Mepe-
HUA ONITHYecKoi ruioTHoCTH pactBopa JTHK B o6nacTy GexoBoro ¥ HyKJI€HHO-
BOTO CIEKTpoB mnornowmedus. B umcreix ofpasmax JTHK cootHoweHue
A(260)/A(280) > 1,8; roe A(260) u A(280) — onTHdecKas IUIOTHOCTb PacTBOpa
IIpH 7uHHeE BorHe! 260 1 280 HM, COOTBETCTBEHHO. B npoTUBHOM Ciydae Impo-
LEAYPY OYMCTKM HEOOXOAHMO MOBTOPSTH, TAK KaK MIA YCTIEMHOro HCIIONB30-
BaHus ¥ xpaneHus JTHK Genxyt NomKHB! GLITh TOJHOCTBIO yIAJIEHBL.



[image: image4.png]B. Kposs

l'HepCHOCﬂT 20 Mt B3siToM ¢ DJITA KpoBH B LeHTPUDYXHYIO MO~
IIponuneHoByio npo6upky Ha 50 M ¢ 30 mat 37,5 MM NaCl, pH 7,5.
larensHo TepeMELLIHBAIOT.
2. CaXnaror netikounTh HeHTpUdYTHpoBaneM npu 800 g B TeyeHUe
MUH nipy 4 °C.




Выделение мтДНК из эукариотической клетки основан на осаждение ядерной ДНК с использованием Hirt буфера для лизиса (Pfeiffer и соавт. 1998, Budowle и соавт. 2000)
(слайд 15,16) 
[image: image5.png]Tunuynag kJaeTKa MJACKONUTAIOLIETO COAEpXKHT ~ 107> MKr
PHK, 80—85% xoropo#t cocraBsasier pubocomuas PHK (B
ocHoBHoM 28§, 188 m 5S), a 10—159% npuxoauTcs Ha H0JIO0
pa3anuHbiX HH3KoMmoOJIeKyJaapHuX PHK (TpaHcnoprHble, HuU3-
KOMOJIeKyasipHble saepHbie W T. A.). PHK kaxjgoro m3 arux
THIIOB XapaKTePU3YETCH OIlpeJes]eHHbIM Pa3sMepOM MOJIEKY/I
H IIOCJeJOBaTeJIbHOCTbIO OCHOBAHHH M MO2KeT OBITh BBIJeJe-
Ha NpaKTHYECKH B YUCTOM BHJe C IMOMOIIbIO TIeJib-3JeKTPO-
q:)opesa L[eiHTpI/I(i)YDHpOBa'H‘HH B TpajuecHTe TJOTHOCTH  HJIH
HOHOOOMeHHOH Xpomarorpatuu. B otauyue ot storo MmPHK,
coctasasomaa or | g0 5% Bceit PHK xaetky, rereporeHHa
Kak 110 pasmepy (ot 200 10 HECKOJbKHX ThICAY OCHOBAHHH),
TaK H MO INOCAeLOBATEeJBHOCTH OcCHOBaHHH. OJHAKO NpakTH-
yeckn Bce MPHK Maexkonurapiuux umelor Ha 3’-KoHie poly
(A)-dparment, AJAHHA KOTOPOro JAOCTATOYHA ,IJas OUYHCTKH
MPHK ¢ nomoumbio addunnofi xpomartorpadpun na oligo-
{dT)-ueanronose; moaydaemasi npy 3ToM GU3HUYCCKH TeTepo-
TeHHas INONYJASIIMA MOJEeKYJ B COBOKYITHOCTH KOJIHPVET BcCe
UOJIHNENTHABL, CHHTe3UPYyeMble KJAeTKOH,

KJrouyeBble MOMEHTH MpH NOJYy4YeHHH XOPOLIHX Ipenapa-
TOB 3ykapuotHueckux MPHK — 310 cBenenne kK MHHHMYMY
pUOOHYKJIea3HOH AKTHBHOCTH Ha 'HayaJbHBIX CTAaIHAX BBLIe-
JCHHA U UCKJAIOYeHHe BO3MOXKHOCTH CJAyUYalHOTO BHECeHHUsd
€JIe10BbIX KOJUYECTB PHUOOHYKJEa3bhl CO CTeKJSHHOH TOCY/bI
H H3 pacTBOPOB. B nocjeAyIOUINX YCTHIPEX pasicJax Mbl ak-
IeHTHPYEeM Ha 3TOM oco0oe BHUMaHHe. ColepiKaHHe  3THX
pasiesoB MMEET CYHIeCTBeHHOe 3HaueHHe MJIS YCIEeUIHOTO BBI-
aeqaenust MPHK u3 xnmetox mMiaexkomurawomux.




(слайд 17,18)
Выделение НК вирусной природы сводится к накоплению в препаративных количествах вируса в клетках путем индукции его жизненного цикла, очистки НК путем добавления панкреатических ДНКаз и РНКаз, и последующим центрифугированием в градиенте плотности CsCl с выделением нужной фракции. 
[image: image6.png]g BeACJIEHHUSA NJa3MHAHOH ,ZIHK MOJIb3yIOTCS MHOTHMH MeTO-
JaMmH. Bce OHU BKJIIOYAIOT TPH OCHOBHHEIX 3Tama: pocT OaKTepHd H
aMIVIHPHKAUHIO NMIa3sMUAbl; cOop OGakTepuli W HX JH3HC; OYHCTKY
naasmuaHoin JIHK.

B 3TMX MeTonax OYHCTKH TaK WM WHaye HCNOJAB3YIOT HBa OC-
HOBHBIX Pa3HUHs Mex{jfjfmIIHK “Escherichia coli v nnasMuaHoR
JHK: 1) xpomocoma E. coli'no pasmepy muoro Gosnbue JHK nias-
MHA, OOBIYHO HCMO/MbL3YEeMbIX B KAa9eCTBE BEeKTOPOB; 2) OCHOBHAA
macca JHK E. coli BEifensiercss u3 KieTOK B _BHIE dbparMeHTHpO-
BAHHBIX JIHHEHHHIX MOJIEKYJ, TOTAA KaK 60JbIIHHCTBO ™ a3 U AHOMN
JTHK sKkctparupyercsi B BHIe KOBAJEHTHO 3aMKHYTHIX KOJbLEBEIX
MOUIEKY.JI. -

[TosTomMy GOJNIBIIMHCTBO METOJAOB OYHCTKH BKJIOYAKOT QCAXKJEHHS,
MPH KOTOPEHIX H3 Npenapara yaaJsioTcs NperMyIeCTBEHHO NJHHHbIE
ueny JHK E. coli, cayyafino zaxpauyeHHble 06JJOMKaMH NTH3HPOBAH-
HblX KJeTOK. MeToauKu 3TH OCHOBaHBI TaKXe Ha HCIOJb30BAaHHWH
cBoiicTB Koablerofi 3amkuyTtoit JHK. Kaxnas u3 koMmmnaeMmeHTap-
Hoix uenei maasmupuoir JHK npexacraBasier co6oif  KOBasJeHTHO
3aMKHYTOe KQJbLO, NO3TOMY HENH HeJb3si OFAEJNMTb APYT OT ApYra
(He pasopBaB OJIHY M3 HHX) B TeX YCJOBHSX, IIPH KOTOPHIX IPOUCXO-
AT pa3puB OoJnlIMHCTBa Bopopoiunix cBsseit B ILIHK, nampumep
NpH HATPEBAHWH WJM NP BBIIEPXKHBAHHM B YMEPEHHO ILIEJOYHBIX
pacrBopax (;10 pH 12,5). Ilpu oxnaxjJeHHH MJH BO3BpalleHHH K
HeHTpaJbHOMY P zamuesyThlie KOJblieBbie MOJEKYJbl BHOBb NMPHHH-
MaloT HaTHBHYIO KOHpopmauuio, torma kak JHK E. coli ocraercs
JeHAaTYPUPOBAHHOHM.

ITnasmuguas JHK Bener cebsi oranuno or JHK E. coli Takxke
H IPH DABHOBECHOM ueHTpHcpyerOBaHmi B IPaJHeHTaX XJOPHUCTOrO
Le3us, CONEpXKallHX KaKok- HHOYAb HHTEpPKANHPYIOWHH KpacHTeNb
B Hachlllalonleil KOHUEeHTpalWH, HanpuMep OPOMHUCTBIH STHAUH HJH
AuRoaucThii nponuaui. KoBaseHTHO 3aMkHyTble KoJblieBble JHK
CBSI3BIBAIOT MeHblle TAKOrO KpacuteJs, yeM JnHeiiHas IHK, u mo-
TOMy B TPaJHeHTax XJOPHCTOro LE3Hs, CoJepKAallhX HHTepKaJu-
PYIOUIHH areHT, OKa3LIBAIOTCS B ax ¢ 0Q/ee BHCOKO} NJOTHOCTBIO
(Radloff et al, 1967). Ity Merﬁ:my HCTIOJb3YIOT, eC/IH HEOOXOAHU-
Ma BbICOKAag cTeneHp ouvcTky paasmuaon JHK. Oxnako no mepe
Pa3BHTHS MeTOJOB PabOTH T DI;KOMﬁHHaHTHbIMH HIHK ana muorux
leyiefi 0Ka3aJjoch yXKe Heo053aTeJbHHIM TPOBOJAHTb OYHUCTKY O0Jb-
Iux Koauuects nmaasmuaHoit JIHK mo Takoil cremeHu, 4ToOBl mpe-
napar Oblj1 roMoreHHeIM. Hanpuwmep, paclienjieHHe peCTPUKTHPYIO-
INUMH 3HJAOHYKJea3aMH, JUTHPOBaHHe, TpaHchopmalusas U naxe
cekBeHupoBanue JJHK MoXHO .npoBOAHTH Tenepb, UCNOJb3Yysl OTHO-
CHTeJIbHO MaJIoOyHlleHHble Npenapatol naasMuanoi JHK, noayuen-
Hble H3 He6oupliHX 06BEMOB KyabTypbl (oxoso 10 ma). Ilnasmuz-
Hylo ITHK Bhizensior u3 Goablinx 06beMOB KYJbTYPHl JHIIb B TeX
cJydasix, KOrjga HYXHbl 3HAuHTe/ibHble ee¢ KOJHYecTBa (HamnpuMep,




[image: image7.png]B ONbITAaxX Mo rHOpHAM3auMH 145 ot6opa cnenudpuueckux MPHK unu
KOrja HYXHO NOMeTHTh O'-KOHUH ¢parmento JHK c¢ nomoiupio
IIOJIMHYKJIeOTHIKHHA3hI ),

OnncaHHble HUXKe METOAHKH MOXHO YCIeLIHO HCIOIb30BaTh A
BblAeJIeHHs] Pa3HOOOpPAa3HHIX NJAa3MHJA H3 Pa3jHUHBIX IITaMMOB 6ak-
TepHil. BooOiie roBops, yeM MeHblle ILIa3MHIA, TEM, Jyyllle JOCTH-
raemble pesyabtatel. C yBesudeHHeM MOJEKYJIIpHQH MagcH Na3MHu-
Il “ee CBOHCTBa CTaHOBATCH BCe OnMxe K cBoictBamM JHK xo3sH-
Ha. Brigenenne nnasMun, pasmMep KOTOPBIX NpeBbiliaeTr 25 kb, cuib-
HO 3aTpyJAHSIeTC W BHIXOJ OKa3biBaeTcsl HeBhICOKMM. OIHAaKO Bce
IW1a3MHAB, OOBIYHO HCNOJb3yeMHe NPH KJIOHHPOBAHUH, OTHOCHTE/b-
HO HeBeJHKH U NpUBeJeHHble HUXKe MeTOAbl JalOT XOpOlIHe pe3yJb-

~ TATHL




