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5 NUKLEOVE KYSELINY

Nukleové kyseliny uréuju genetické vlastnosti zivej hmoty, ovplyviiuju jej organizaciu a
reprodukciu. Predstavuju latku, ktora nesie informaciu pre vznik a priebeh vsetkych zivotnych
procesov, preto stoja v hierarchii latok potrebnych pre existenciu zivej hmoty najvyssie.

Existujii dve triedy nukleovych kyselin, ktoré delime podl'a sacharidovej zlozky mono-
nukleotidov na: deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a ribonukleové kyseliny (RNA).

DNA je nositel’kou dedicnosti vo vsetkych bunkovych formach Zivota a v mnohych viru-
soch, pricom plni dve funkcie:

m riadi vlastnu replikaciu pocas delenia bunky,
m riadi transkripciu za vzniku komplementarnych molektl RNA.
RNA ma viacero biologickych funkcii:
m medidtorova RNA (mRNA) riadi ribozomalnu syntézu polypeptidov (translacia),
m ribozomova RNA (rRNA) ma Struktiirnu a funként tlohu,
m transferovd RNA (tRNA) prendsa aminokyseliny na ribozém pocas syntézy proteinov,
m niektoré RNA sa spéjaju so Specifickymi proteinmi do ribonukleoproteinov, ktoré sa potom
zucastiuju posttranskripénych uprav inych RNA,
m v mnohych virusoch je RNA nositel’kou genetickej informacie namiesto DNA (hovorime
o tzv. RNA virusoch).

Zlozenie a Struktira DNA

Molekula DNA sa sklada zo Styroch baz, a to adeninu (A), guaninu (G), cytozinu (C) a
tyminu (T), dalej z 2-deoxyribozy a kyseliny fosfore¢nej. Okrem Styroch zakladnych baz
modze DNA obsahovat’ aj takzvané minoritné bazy ako st napriklad 5-metylcytozin, 5-hydro-
xymetyluracil a N-6-metylguanin. Molekula DNA obsahuje rovnaky pocet adeninovych
a tyminovych baz (A-T) a tak isto rovnaky pocet guaninovych a cytozinovych baz (G—C).
Tieto pravidla st zndme ako Chargaffove pravidla, ktoré v roku 1949 popisal Erwin Chargatff.
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Molekula DNA tak ako kazd4 makromolekula, je charakterizovana okrem primarnej Struktury

aj sekundarnou a terciarnou Strukturou. Urcenie tejto Struktary DNA Jamesom Watsonom

a Francisom Crickom s vyuzitim udajov rontgenovej analyzy uskuto¢nenej Rosalindou Fran-

klin a Maurice Wilkinsom je Casto oznaCované ako zrod modernej molekulovej biologie.

Watson-Crickova §truktira B-DNA ma4 tieto hlavné vlastnosti:

1. Sklada sa z dvoch polynukleotidovych retazcov, vinticich sa okolo spolo¢nej osi v smere
pohybu hodinovych ruci¢iek a tvoria tak pravotocivi dvojzéavitnicu (double helix)
o priemere asi 2 nm. Tieto dva retazce maji opacny smer a vinu sa jeden okolo druhého.
Bézy vytvarajl jadro dvojzavitnice a ich fosfosacharidové retazce sa vint po okraji.

2. Roviny baz su takmer kolmé na os dvojzavitnice. Kazda baza je spojena vodikovymi mos-
tikmi s bazou protil'ahlého retazca za vzniku rovinného pdru baz.

3. Ideéalna dvojzavitnica B-DNA ma 10,6 parov baz na zavit (obluk dvojzavitnice 36° na jeden
par) a stupanie zavitu dvojzavitnice 3,46 nm.
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Vodikové vizby, ktoré stabilizuju takato Struktiru sa mozu vytvarat’ vzdy len medzi urci-
tymi bazami, a to medzi adeninom a tyminom a medzi guaninom a cytozinom. Dvojica A-T
sa paruje dvoma vodikovymi vidzbami a dvojica G—C troma vodikovymi vdzbami. Sekvencia
v jednom ret’azci dvojzéavitnice je komplementarna (doplnkova) k sekvencii v druhom ret'azci
dvojzavitnice, to znamena, Ze baza jedného ret'azca sa moze parovat’ len s takou bazou, s kto-
rou moze vytvorit’ vodikové vizby (A=T a G=C, obrazok 5.1).
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Obrazok 5.1 Vznik vodikovych vizieb medzi bazami v molekule DNA.

Pérovanie baz, pri ktorom vznikaji dve vodikové vizby medzi adeninom a tyminom a tri vo-
dikové vazby medzi guaninom a cytozinom je jednym z faktorov, ktoré vplyvaji na stabilitu
molekuly DNA. Okrem vodikovych vézieb, dvojzavitnicu DNA stabilizujii 1 © —n elektro-
nové interakcie baz, ktoré zavisia od vzajomného prekrytia kruhov (stacking interactions).
Dal3imi stabilizaénymi faktormi s:

m van der Waalsove sily medzi susednymi bazami;

m zaporne nabité molekuly kyslika, ktoré vytvaraji vodikové viazby s molekulami vody alebo
s histonmi;

m Specifické enzymy a regulacné proteiny, ktoré sa pohybuju v Sirokych a uzkych Zliabkoch
DNA;

m superhelixy, ktoré vytvaraji molekuly DNA.

Dvojzavitnice DNA existuju vo viacerych formach, z ktorych st najznamejsie tieto tri: A-
DNA, B-DNA (obe st pravotocivé) a Z-DNA (I'avotoc¢ivd). Dvojzavitnica typu B (s vertikal-
nym rozostupenim 3,4 nm medzi nukleotidovymi bazovymi rovinami a s 10,5 sparovanymi
bazami na jedno otocenie) je vo vodnom prostredi stabilnejSia ako typ A, preto sa DNA v
bunkéch vyskytuje prevazne ako B forma (vécsina tsekov jednej DNA je ako B forma, nie-
ktoré useky moéZu mat’ aj Struktiru A formy alebo Struktiru l'avoto€ivej Z formy). Pri zniZeni
obsahu vody na 75 % (vysoka koncentracia soli a nizky stupenn hydratacie), prechadza B for-
ma do konforma¢ného usporiadania A. Tato formu charakterizuje pravoto¢iva dvojzavitnica
s priemerom 2,55 nm, v ktorej maji nukleotidové bazové roviny rozostipenie 2,46 nm s 11
sparovanymi bazami na jedno otoCenie. Z-DNA je lavotociva dvojzavitnica s priemerom
1,84 nm s rozostupenim bazovych rovin 4,56 nm, na ktory pripadd 12 parov baz. Nukleové
kyseliny st za fyziologickych podmienok silne nabité polyaniony s distribliciou jedného za-
porného naboja na fosfat. V nukleozome je iba polovica DNA naboja neutralizovana kladne
nabitymi ndbojmi histonovych proteinov. Velky podiel na neutralizacii DNA, a tym aj stabili-
zacii ma hydratacia a zlozky intracelularneho prostredia, z ktorych dominantné postavenie
maju kationy Mg?*, Ca*", K, Na*.
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Obrazok 5.2 Typy dvojzavitnicovej molekuly DNA: Z, B a A.

Dvojzévitnica DNA sa mdze vyskytovat’ ako:

1. linearna molekula — dvojretazcova DNA s vol'nymi koncami 5'a 3'.

2. kruhova molekula — spojita dvojretazcova DNA bez volnych koncov. Kruhova molekula
moze prejst do superhelikalnej konformacie. Touto konforméciou rozumieme zvinutie
DNA v priestore. DNA nevyznacujuca sa superhelikdlnym vinutim sa oznacuje ako relaxo-
vana.

m kovalentne uzavreta kruznica (ccc) — dvojzavitnicova DNA, ktord nemd vol'né konce

ani zlom v retazcoch. Moze sa vyskytovat’ v superhelikalnej alebo relaxovanej forme.

m otvorena kruZnica (oc) — relaxovana dvojzéavitnica ma aspon jeden zlom v jednom z

ret'azcov.

Kruhovéd molekula DNA je typickd pre plazmidovli, mitochondridlnu a chloroplastovi
DNA, atiez je pritomnd v prokaryotickych bunkach, kde tvori gendom mnohych virusov
a baktérii. cccDNA sa odliSuje od linearnej formy tym, Ze sa v nej moze indukovat’ superheli-
kalne pnutie a je Casto oznacovana aj ako superhelikialna DNA (scDNA). Superhelikalna
DNA ma v porovnani s relaxovanou formou (cccDNA) stav s vySSou termodynamickou ener-
giou, ktord je suctom energetickych prispevkov potrebnych na ohyb a priestorové staCanie
molekuly. Superhelikdlne vinutie vedie k zvySeniu reaktivity DNA s proteinmi alebo s inymi
molekulami, ktoré interaguji s DNA.

Topolégia superhelikalnej DNA

Topologické izoméry su molekuly superhelikalnej DNA, ktoré sa liSia celkovym ¢islom
vinutia LK. Pri superhelikalnom usporiadani moézZe os dvojzavitnice vytvarat’ lavotoc€ivé alebo
pravotoCivé zavity. Superhelikdlna DNA moéZe mat dve zékladné podoby, ktoré su
z topologického hl'adiska ekvivalentné a m6Zu medzi sebou navzajom prechadzat’. Su to:

m pravotocCivy, lavotocivy solenoid,
m pravotocCiva, lavotociva dvojitd nadzavitnica (superhelix).

Kruhové molekuly a ich topoldgiu je mozné charakterizovat’ pomocou topologickych pa-
rametrov:

e Tw (twisting number) udava pocet otoceni jedného ret'azca okolo osi dvojzavitnice
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o Wr (writhing number) udava pocet prekrizeni jedné€ho ret'azca druhym v priestore. Hodnoty
¢isel Wr a Tw nemusia byt’ celo¢iselné a nie vzdy sa daju presne urcit’.

e Lk (linking number) — celkové Cislo vinutia. Nadobtda celoCiselné hodnoty pre absolutny
pocet helikdlnych otaCok cccDNA. Z toho vyplyva, ze celkovy pocet zavitov cccDNA sa
neméze menit a akdkol'vek zmena v pocte otacok v ramci molekuly musi byt
vykompenzovand zmenou poctu superhelikalnych otacok, takze plati:

Lk=Tw+ Wr alebo ALk =ATw + AWr.

Tvorbu superhelixov, ale aj iné interakcie molekul DNA reguluje osobitnd skupina enzy-
mov, ktoré sa nazyvaju topoizomerazy. Z viacerych tried topoizomeraz st najlepSie prestu-
dované topoizomerazy typu I a II, ktoré su oznacené podla poc¢tu polynukleotidovych retaz-
cov, ktoré Stiepia. V zavislosti od topologickych vlastnosti ich mézeme rozdelit' do dvoch
skupin:

1. topoizomerazy I: premiestiiuju jeden neporuSeny retazec cez zlom protilahlého retazca
v dvojzavitnici. Tymto prispenim sa meni superhelikdlne vinutie kruhovych molekul
0 nasobky 1.

2. topoizomerazy II: premiestiiuji neporuSenti dvojzavitnicu DNA cez zlomy oboch retaz-
cov protil'ahlej dvojzavitnice. Tymto prispenim sa meni superhelikalne vinutie kruhovych
molekul o nasobky 2.

Topoizomerazy I1I: z hladiska mechanizmu patria medzi topoizomerazy typu 1. Topoizo-
merazy IV: spolu s gyrdzou sa zaraduju medzi topoizomerazy typu II. Reverzna gyraza:
patri medzi atypické topoizomerazy, pritomné v termofilnych a hypertermofilnych organiz-
moch. Zakladnd funkcia katalyzovana tymto enzymom in vitro je produkcia pozitivnych su-
perhelikalnych otacok v cccDNA, v termodynamicky nevyhodnej reakcii, riadenej ATP. Pri-
tomnost” pozitivneho superhelikdlneho vinutia stabilizuje dvojzavitnicu pri vysokych teplo-
tach.

Zlozenie a Struktira RNA

Molekula RNA sa tak isto ako DNA skladd zo Styroch baz, a to adeninu (A), gua-
ninu (G), cytozinu (C) a uracilu (U), sacharidovej zlozky ribézy a kyseliny fosfore¢nej.
Rovnako ako v molekule DNA sa i v molekule RNA nachadzaju minoritné bazy, ktorych je
v molekule RNA viac ako v molekule DNA. Pre molekuly RNA neplatia Chargaffove pra-

vidla.
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K zakladnym typom RNA patri:
m mediatorova RNA — mRNA,
m ribozomova RNA — rRNA,

m transferova RNA — tRNA,

m mald jadrovd RNA — snRNA,
m virusova RNA.
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Mediatorova RNA sprostredkiva prenos genetickej informacie z DNA na proteiny. Jej
velkost” zavisi od mnoZstva prenaSanych informéacii. Syntéza mRNA prebieha ako negativny
(komplementarny) prepis poradia nukleotidov z molekuly DNA na molekulu RNA s tym roz-
dielom, Ze v RNA sa nenachadza tymin ale uracil. V eukaryotickych bunkach sa na rozdiel od
bakteridlnych najprv syntetizuje prekurzor mRNA, ktory prechddza mnohymi upravami. Po-
sobenim ribonukle4dz sa molekula postupne skracuje (vystrihuji sa intrény a ponechavaju sa
exdny) a upravuju sa jej obidva konce. Tento proces Upravy sa nazyva splicing. Doba Zivota
mRNA je u kvasiniek niekol’ko desiatok mintt a u Zivo¢ichov niekol’ko hodin.

Ribozémova RNA je stavebnou zlozkou ribozémov a predstavuje az 90 % vsetkych RNA.
Ribozémy baktérii sa skladaji z troch réznych rRNA, ktoré sa oznacuju podla svojich sedi-
mentacnych konstant (5S rRNA, 16S rRNA, 23S rRNA). Ribozémy eukaryotickych buniek
obsahuju az Styri rdzne rRNA (5S rRNA, 5,8S rRNA, 18S rRNA, 28S rRNA). Ribozémy su
miestom, kde sa prekladé (translatuje) geneticka informacia z molekuly mRNA do molekuly
proteinu. Z funk&ného hl'adiska méZeme ribozémy povaZovat' za multienzymové komplexy,
ktoré katalyzuji vznik peptidovej vizby. Ribozémy sa nachadzaju v cytoplazme, mitochon-
driach, chloroplastoch a v bunkovom jadre.

transferase
center

Obrazok 5.3 Krystalova Struktara ribozému. Struktira 70S ribozému
zloZzena z 30S a 50S podjednotiek.

Transferova RNA. Biologickou funkciou tRNA je prenos aktivovanych aminokyselin pri
proteosyntéze. Nachadza sa v cytoplazme. Kazda tRNA moze prenasat’ len jednu aminokyse-
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linu, preto bunka musi obsahovat’ minimalne tol’ko rozlicnych tRNA, kolko je prirodnych

(kddovanych) aminokyselin, ktoré sa zabudovavaju do proteinov. Kazda tRNA obsahuje ak-

ceptorové miesto pre aminokyselinu, ktora prenasa. Oproti akceptorovému miestu sa nacha-

dza antikodénova slucka, ktord obsahuje antikodén. Antikodon je triplet, ktory pri proteo-

syntéze nadvézuje na prislusSny kodén na molekule mRNA.
Najznamejsie funkcie RNA molekul su:

m prenos genetickej informacie vo forme mRNA;

m vizbu medzi mRNA a vznikajicimi peptidmi sprostredkuju makromolekuly tRNA, ktoré su
"nabité" prislusnou aminokyselinou, ¢im vznikéd aminoacyl-tRNA;

m rRNA je zlozkou ribozémov, v ktorych prebiehaju translaéné pochody;

m virusova RNA prenasa geneticka informaciu RNA virusov;

m snRNA sa zucastiuju pri zostrihu "nezrelych" prekurzorov mRNA (splicing), pri ich edita-
cii, pricom dochadza k tomu, Ze genetickd informacia DNA sa nezhoduje so vznikajicim
proteinom.

Moznosti Studia nukleovych kyselin

Na stadium interakcii nukleovych kyselin s ligandmi sa vyuzivaji rézne techniky:

m optické metody (absorpcnd spektroskopia, fluorescenéna spektroskopia, Ramanova
spektroskopia, kruhovy dichroizmus)

m mikroskopické metédy (fluorescenéna mikroskopia, elektronovd mikroskopia, atomova
silova mikroskopia)

m hydrodynamické metody (izopyknicka centrifugacia, sedimentécia)

m kalorimetrické metody (izotermalna kalorimetria, diferen¢na skenujuca kalorimetria)

m elektroforetické metody (jednoduché elektroforéza, dvojrozmerna elektroforéza, teplotna
gradientova gélova elektroforéza)

Elektroforetické metédy sa pouzivaju na separaciu latok, buniek a inych castic, ktoré ma-
ju elektricky naboj. Elektroforéza sa Casto pouziva na Stadium bielkovin a nukleovych kyse-
lin. Elektroforetické delenie prebieha podl'a pohyblivosti makromolekul v elektrickom poli,
ktoré zavisi od: velkosti naboja, sily elektrického pola, velkosti a tvaru makromolekul a
podmienok prostredia.

Velkost’ naboja molekuly ovplyviiuje stupen ionizécie, pH a i6nova sila. Elektroforeticka
pohyblivost’ je funkciou ndboja, ktory nesie molekula, molekulovej hmotnosti a je zavisla od
tvaru, CiZze konformécie. Touto metdodou sa daju uspesne sledovat’ interakcie typu nukleova
kyselina-protein, nukleova kyselina-nukleova kyselina a protein-protein. Elektroforéza pre-
bieha v prostredi voI'ného elektrolytu, alebo v porovitych nosicoch, ktoré st nasytené elek-
trolytom. Ako nosice sa pouzivaju skrob, dextran, agar6za a polyakrylamidové gély. V sucas-
nosti sa pri elektroforetickej separacii najviac pouzivaju agarézové a polyakrylamidové gély.
Elektroforéza v polyakrylamidovom géli (PAGE) sa vyuziva hlavne pri §tidiu proteinov
a v malej miere aj nukleovych kyselin s menSou molekulovou hmotnost'ou. Polyakrylamidovy
g¢él bol pri elektroforéze prvykrat pouzity v roku 1959 Raimondom a Weintraubom. Popularita
tohto nosica je vd’aka jeho priehl'adnosti, mechanickej stabilite, chemickej inertnosti, stabilite
v Sirokom rozsahu hodnot pH a jeho nerozpustnosti vo vi¢sine rozpustadiel pouZivajicich sa
pri elektroforéze. Gél moze byt spolahlivo a reprodukovatelne pripraveny z analyticky Cis-
tych vychodzich materidlov, ktorych vzajomny pomer mé rozhodujici vplyv na hustotu
a priemernt vel'kost’ porov gélu. Koncentracia akrylamidu byva v rozsahu od 3 do 30 %, ¢o
umoziuje separovat’ latky od 10? do 10° g/mol, ¢o odpoveda peptidom s velkostou radovo od
jednej aminokyseliny do 10? pripadne az 10* aminokyselinovych zvyskov.
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Na studium nukleovych kyselin sa vyuziva
agarézova elektroforéza. Plazmidovd DNA sa
v bunkach nachadza v pocetnych topologickych
formach. Vo fyziologickych podmienkach sa v
dosledku disociacie fosfatovych skupin sprava
ako polyanion apri elektroforéze putuje ku
kladnej elektrode. V danom prostredi ma zmes
topoizomérov rovnaky naboj, apreto jedinym
faktorom, ktory ovplyviiuje pohyblivost’ topoi-
zomérov je priestorova konformacia. Klasicka
gélova elektroforéza cirkularnych molekual je
obmedzena deliacou schopnost'ou gélu. Jednot-
livé topoizoméry s molekulovou hmotnost'ou
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Obrazok 5.4 Jednoducha  agarozova
elektroforéza (Oc — open circular, L —
linear, Sc — supercoiled DNA).

mensou ako 7 kbp (kilobazopar) sa pozoruju pri 1 % agar6zovom géli ako jednotlivé pasy.
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Obrazok 5.5 Dvojrozmerna

elektroforéza plazmidovej
DNA (pUC 19).

Vyssie topoizoméry nad limitnou hodnotou Wr davaju pri
elektroforéze Siroky kontinudlny pas superhelikalnej DNA.
Tento péas sa sklad4d z viacerych topoizomérov s rozlicnou
hodnotou Wr, ale nedokazu sa navzajom jednoznacne odde-
lit.

Dvojrozmerna elektroforéza (2D elektroforéza) elimi-
nuje urcité nedostatky jednoduchej elektroforézy ako je
napr.: nedostatocna deliaca schopnost, vzdjomny prekryv
topoizomérov vplyvom Struktirnych prechodov, komigraciu
topologickych neekvivalentov a maskovanie linedrnej DNA.
Tato metdda umoziuje vypocitat’ niektoré topologické a ter-
modynamické parametre, napr. zmenu Wr a odpovedajici
pocet parov baz, ktoré presli na alternativnu Struktaru. Pri 2D
elektroforéze sa v prvom smere molekuly rozdelia na zaklade
kompaktného zbalenia a v druhom smere, (ktory je kolmy na
prvy), dochddza k separicii na zéklade konformacnych
zmien spdsobenych pritomnostou interkalatora. Vyznam

interkalatorov pri 2D elektroforéze spociva v relaxacii torz-
ného pnutia indukovaného vplyvom superhelikalneho vinutia.
Pri kontrolnej dvojrozmernej elektroforéze, ked’ sa v druhom
smere nemenia podmienky prvého smeru, ziskame topoizo-

méry v diagonalnom usporiadani.

Teplotna gradientova gélova elek-

troforéza (TGGE) je vhodnou metodou
na Studovanie konformacnych precho-
dov astability plazmidovej DNA a
na Studovanie stability proteinov. TGGE
sa prvykrat pouzila pri analyze konfor-
macnych prechodov a pri sekvencnych
varidciach nukleovych kyselin v roku
1989. Pri tejto metode sa vyuziva line-
arny teplotny gradient, ktory sa vytvara
kolmo na smer pohybu makromolekul.
Teplotny gradient je vytvoreny prostred-
nictvom medenej platne spojenej
s elektroforetickou aparatirou zostave-
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nou podl'a navrhu Riesnera. Pri pouziti TGGE sa ziska priama zavislost’ na teplote, a tym aj
moznost priamej konfrontdcie experimentov s termodynamickymi tedriami. Z pokusov
TGGE je mozné za pomoci Standardnych postupov urc€it’ termodynamické parametre (7m, AG,
AH, AS), ktoré podavaji informaciu o stabilite biopolyméru.

Priprava plazmidovej DNA

Kultivacia na tuhych agarovych médiach: tuhé pody vhodné na kultivaciu v Petriho
miskach obsahuji zakladné komponenty potrebné pre rast buniek (pepton, kvasinkovy
extrakt, NaCl) aj agar (max 1,5 % roztok). Jednotlivé komponenty st rozpustené vo vode (pH
7,5) avysterilizované. Po sterilizdcii a ochladeni na 55 °C sa pridavaju termolabilné
komponenty (napr. antibiotikd) a vylievaji sa do sterilnych Petriho misiek. Petriho misky
s agarovymi podami sa po naoCkovani prislusného bakteridlneho kmena, pomocou sterilnej
bakteridlnej kl'ucky, kultivuji v obratenej polohe (hore dnom) pri 37 °C v termostate.
Bakterialne kolonie sa mdzu na agarovych platniach uchovavat’ aj niekolko tyzdiov v
chladnicke (pre dlhsie skladovanie bakteridlnych kmenov sa vyuzivaju glycerinové konzervy,
ktoré sa mozu uchovavat’ aj niekol’ko rokov).

Kultivacia v tekutych médiach: tekuté média sa pripravuji z Bacto-peptonu, Bacto-
kvasinkového extraktu, NaCl a vody. Tieto zloZky sa zmieSaju, upravi sa pH a sterilizuju sa
(15 — 20 min) v autoklave alebo inej tlakovej nadobe. Po vysterilizovani a ochladeni sa prida
pozadované antibiotikum a kolonia kmena, ktory chceme kultivovat. Bakteridlne bunky
kultivujeme v termostate pri teplote 37 °C. Na inokuldciu sa pouziva no¢na bakterialna
kultara alebo jedna kolonia z agarovej platne. Pretoze vSetky bunky, vratane metabolickych
produktov, zostavaju pocas celej doby kultivacie v uzavretom prostredi, je rast podmieneny
zmenami prostredia. Medzi ne patria hlavne vycerpanie Zivin a nahromadenie odpadovych
produktov. Rychlost’ rastu bakteridlnej kultary je najvhodnejSie zaznamendvat meranim
optickej hustoty (OD) pri vinovej dizke 600 nm.

Izolacia molekuly DNA: zakladnym problémom pri izoldcii nukleovych kyselin je od-
stranenie proteinov a polysacharidov takym sposobom, aby sa neporusila primarna a sekun-
darna Struktara molekul. Pri izolacii je dolezité najprv uvolnit’ bunkovy obsah rozrusenim
bunkovej steny a cytoplazmatickej membrany. NaruSenie buniek mozeme uskutocnit’ mecha-
nicky pomocou homogenizatorov, pomocou enzymu lyzozymu, ktory rozklad4 polysacharidy
bunkovej steny a pomocou detergentov (dodecylsulfat sodny). Molekuly DNA zostdvaja
v roztoku, po centrifugacii sa vyzrazaji izopropanolom. Zrazenina sa rozpusti a zvySky pro-
teinov sa odstranuju roztokom fenol-chloroformu, ktoré sa vyzrazaju na rozhrani organicke;j
a vodnej vrstvy. Inou moZnost'ou odstranenia proteinov z nukleovych kyselin su detergenty,
guanidinchlorid, vysokd koncentridcia soli alebo ich enzymové odblravanie proteazami.
Z roztoku DNA sa eSte odstrani RNA pomocou RNdazy, ktora Stiepi molekulu RNA (ak by
sme cheeli vyizolovat’ RNA, tak sa namiesto RN4azy pouzije DN4za). Dalsou moznostou roz-
delenia DNA a RNA je ultracentrifugacia v rovnovdznom hustotnom gradiente CsCl.

Spektrofotometrické stanovenie koncentriacie nukleovych kyselin: molekuly nukleo-
vych kyselin obsahuju purinové a pyrimidinové bazy, ktoré maju aromaticky charakter
a absorbuju ultrafialové Ziarenie s vinovou dizkou 200 — 300 nm. Pri spektrofotometrickom
stanoveni koncentracie nukleovych kyselin meriame absorbanciu pri 260 nm. Absorbancia s
hodnotou 1 pri 260 nm odpoveda koncentracii: 50 pg/cm? pri dvojvlaknovej DNA,

40 pg/cm? pri jednovldknovej DNA,
40 pg/cm? pri molekule RNA,
20 pg/cm’ pri oligonukleotidoch.

Stanovenie Cistoty nukleovych Kkyselin: molekuly nukleovych kyselin st najCastejSie

zneCistené proteinmi, ktoré maju absorbéné maximum pri 280 nm. Pomer absorbancii pri

135



Praktické cvienia z biochémie Sedlak, Varha¢, Danko, Paulikova, Podhradsky, 2020

260 nm a pri 280 nm udava cistotu nukleovych kyselin. Ak je pomer 1,8 — 2,0 mézeme hovo-
rit’ o dostatocne Cistej DNA alebo RNA.
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