Метод выделения микроРНК из образцов крови с использованием аффинных сорбентов
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Прямой количественный анализ зрелых микроРНК в образцах крови невозможен, так как эти биомолекулы находятся в виде комплексов с белками и липидами [1]. Одновременно с этим присутствие в крови молекул ДНК может влиять на количественный анализ микроРНК, который определяется с использованием реакции гибридизации. Поэтому необходим специфичный количественный метод выделения микроРНК.
Разработанный нами метод выделения микроРНК-39 основан на аффинном связывании микроРНК с антисмысловым ДНК-зондом. Использование микроРНК-39 связано с тем, что данная нематодная микроРНК отсутствует в крови человека. Антисмысловые зонды после их биотинилирования иммобилизовали на поверхности магнитных частиц с ковалентно пришитым стрептавидином. Сорбцию микроРНК-39 из буферных растворов и спайк-образцов, приготовленных добавлением микроРНК в предварительно полученный раствор пула РНК крови человека триазольным методом, проводили при проведении отжига. Десорбцию микроРНК-39 после отмывки магнитных частиц проводили повышением температуры. Эффективность метода выделения микроРНК оценивали, определяя количество микроРНК-39 до и после ее выделения по калибровочной кривой хемилюминесцентным методом определения микроРНК, основанного на применении амплификационной реакции с полимеризацией и замещением (АМПЗ), разработанным в нашей лаборатории ранее [2].
Длина комплементарности зонда задает баланс между селективностью и прочностью дуплекса и напрямую влияет на полноту последующей элюции. В ходе работы было установлено, что оптимальной длиной зонда является 15 нуклеотидов. Подобраны оптимальные условия гибридизации микроРНК-39. Показано влияние твина-20 на подавление неспецифической сорбции микроРНК.  Найдены оптимальные условия специфической сорбции микроРНК-39 на магнитные частицы. Оптимизированы условия элюции, включая состав буфера, а также определена оптимальная температура элюции, обеспечивающая максимальный выход микроРНК.
Применимость разработанного метода выделения микроРНК продемонстрирована на образцах тотальной РНК, выделенной из плазмы крови набором Биолабмикс (Россия). Показано, что после аффинного выделения для образца очищенной микроРНК матричный эффект при проведении ее анализа отсутствовал, тогда как при прямом определении микроРНК-39 в тотальной РНК этот негативный эффект проявлялся. Полученный результат позволяет корректно проводить количественный анализ микроРНК в крови. Другим позитивным результатом работы является высокое значение коэффициента извлечения микроРНК-39, равного 80-100%.
Таким образом, аффинный метод выделения микроРНК с применением иммобилизованных антисмысловых ДНК зондов на магнитных частицах открывает широкие перспективы по его использованию в медико-биологических исследованиях микроРНК.
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