Metddy delenia a kvantitativheho stanovenia
nukleovych kyselin
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Kyselina ribonukleova a dezoxyribonukleova si polyméry nukleotidov s vy-
sokou molekulovou vahou. Nukleotid je kombinaciou purinovej alebo pyrimi-
dinovej bazy s fosforylizovanym cukrom. Kyselina ribonukleova sa odliduje
svojim zloZenim od kyseliny dezoxyribonukleovej v tom, Ze obsahuje ribdzu
a pyrimidinova bazu uracil; kyselina dezoxyribonukleova obsahuje dezoxyri-
bézu a tymin. Purinové bazy adenin a guanin a pyrimidinova baza cytozin su
spolo¢né pre obe nukleové kyseliny. Niektoré kyseliny dezoxyribonukleové ob-
sahujt aj 5-metyleytozin, iné dezoxyribonukleové kyseliny napriklad T-bakte-
riofdga obsahuje 5-hydroxymetylcytozin, V neporusSenych nukleovych kyseli-
nach su jednotlivé nukleotidy spojené navzajom fosfatovou skupinou. Hydroly-
zou nukleotidov mézeme ziskaf nukleozidy, ktorych bazy su viazané k cukor-
nej zlozke, resp. volné bazy, cukornu zlozku (ribézu alebo dezoxyribozu) a
kyselinu fosforetnd. Pyrimidinové nukleotidy sa tazsie hydrolyzuju ako pu-
rinové (1, 2).

Chemické metody stanovenia nukleovych kyselin si zaloZené na viac alebo
mene]j Specifickych reakcidch na stanovenie obsahu fosforu, cukru alebo obsahu
purinu alebo pyrimidinu.

Vzhladom ma to, ze obe nukleové kyseliny -— ribonukleovd a dezoxyribonuk-
leova maju spolotnu wvlastnost, t. j. obsah fosforu a UV absorpciu purinov a
pyrimidinov, je jasné, Ze najprv sa musia kvantitativne separovat obe nukleové
kyseliny a aZ potom sa stanovi kazda nukleova kyselina zvlagt. Najrozsirenejsie
pouZivané na delenie nukleovych kyselin si metédy Schmidt-Thannhau-
serova (3)a Ogur-Rosenovej (4).

Metody, ktoré sa zakladajii na rozdieloch medzi cukornymi zlozkami kyseliny
ribonukleovej a dezoxyribonukleovej, nepozaduju separédciu oboch mukleovych
kyselin. Na tomto je zaloZend Schneiderova metoda (5).

Pri pouziti akejkolIvek metddy delenia nukleovych kyselin musi byt analy-
zovany materidl majprv dokladne rozruSeny, pretoZe od toho su zavislé tak
uplné odstrénenie interferujicich substancii ako aj masledujici hydrolyzaény
postup. Za tymto Gcelom sa vyvinuli rézne typy homogenizatorov ako napriklad
tzv. Waring Blendor, skleneny alebo teflonovy tkanovy homogenizator, na
rozruSenie buniek mikroorganizmov dezintegracia ultrazvukom (6), alebo ho-
mogenizacia so sklenym praskom (7) a iné.
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Podla Bonnara a Duggana (8) podmienky, za ktorgch sa tkaniva
alebo mikroorganizmy skoncentruju, uchovavaju a spracuju predtym mnez sa
extrahuji nukleové kyseliny, majd znaény vplyv ma vysledky. V désledku
toho vzorky skumaného materidlu maju sa spracovat ihned po odobrati, v pri-
pade kde to nie je moZné, treba ich ihned zmrazif. V priebehu homogenizicie
musi sa material udrzovat v chlade.

Tkaniva, tkanivové extrakty alebo mikroorganizmy obsahuju okrem kyseliny
ribonukleovej a kyseliny dezoxyribonukleovej aj iné latky, ktoré absorbuju
v UV oblasti. Su to menovite koenzymy, adenozintrifosfat, bielkoviny a
pod., trichléroctovd kyselina, ktord sa tam dostdva mésledkom spracovania
materidlu. Dalej latky, ktoré reaguju s orcinolom alebo difenylaminom, napri-
klad glukéza, glykogén, mukopolysacharidy, bielkoviny alebo aminokyseliny
a nakoniec su tam latky, ktoré obsahuju fosfor, napriklad v kyslom prostredi
rozpustné cukorné fosforedfiany, anorganické fosforeénany, fosfolipidy, biel-
kovinové fosforecfiany, metafosforeéiany, koenzymy, adenozintrifosfat a pod.

Preto pred vlastnym stanovenim kyseliny ribonukleovej a kyseliny dezoxy-
ribonukleovej po uvedenom dokladnom zhomogenizovani sa skumany ma-
terial podrobi viacstuptiove] extrakeii, pri ktorej sa odstrani tento interferu-
juci materidl.

V kyseline rozpustné zlideniny odstrania sa 5—10%-nou trichléroctovou
kyselinou u metéd Schmidt—Thannhauserovej a Schneiderovej, prip. u Ogur—
Rosenovej metédy 0,2 normalnu kyselinou chloristou; lipidy sa odstrania ex-
trakciou s alkoholom, zahriatou zmesou alkohol—chloroform alebo alkohol—
éter.

Pri vybere vhodného postupu pre odstranenie rusiacich latok treba mat na
zreteli

a) chemické vlastnosti nukleovych kyselin, hlavne zlozky ktoré sa maja sta-

novit,

b) chemické vlastnosti tych komponentov, ktoré by rusili koneéné stanove-

nie, ak by sa vhodnym spésobom predtym nerozrusili alebo mneodstranili.

Metdéda Schmidt—Thannhauserova

Po odstraneni interferujucich latok zvySok skumaného materidlu sa cez noc
hydrolyzuje pri 37 °C normalnym roztokom hydroxydu draselného. V priebehu
alkalickej hydrolyzy sa rozklada kyselina ribonukleovd ma nukleotidy roz-
pustné v kyseline, zatial o kyselina dezoxyribonukleovd sa velmi nerozrusi
a vyzraza sa z kyselého roztoku. Obe nukleové kyseliny méZu sa stanovit na
zaklade obsahu fosforu metédou Fiske—Subbarowa (9), pripadne spek-
trofotometricky v UV oblasti.

Pri stanoveni mnozstva fosforu v oddelenych nukleovych kyselinach chyby
moézu pochadzat najmenej z dvoch zdrojov:

1. pri odstrafiovani interferujucich latok neeliminuju sa tplne iné fosfor ob-
sahujuce zlozky, ako bolo uvedené uz v predchadzajucej Casti,

2. nedostatocéne sa oddeli kyselina ribonukleovad od kyseliny dezoxyribonu-
kleovej.

Pri spekirofotometrickom stanoveni nukleovych kyselin je vhodnejsie po-
uzit na hydrolyzu kyselinu chloristi, nakolko tato len nepatrne absorbuje pri
260 nm zatial o v tejto oblasti ma kyselina trichléroctova znaénu absorpciu,
¢o moze skreslit vysledky.
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Metéda Ogur — Rosenovej

Metdda delenia nukleovych kyselin podla Ogur—Rosenovej je zaloZena na
rozdielnej rozpustnosti kyseliny ribonukleovej a dezoxyribonukleovej v kyseline
chloristej ,Jktord sa prejavuje v tom, Ze metodicky spresnené mnozstvo kyseliny
ribonukleovej sa rozpusta v normadalnej kyseline chloristej v chlade (4°C) za
urc¢eny cas (18 hodin), zatial ¢o kyselina dezoxyribonukleova za tychto pod-
mienok sa nerozpu$ta. Kyselina dezoxyribonukleova sa rozpusta v polnormalnej
kyseline chloristej za tepla (70 °C), za 20 minut.

Kvantitativne stanovenie kyseliny ribonukleovej a dezoxyribonukleovej vo
frakciach sa robi obvykle spektrofotometricky v UV oblasti, ale méZe sa opit
stanovit aj na zéklade obsahu fosforu alebo cukornych zlozZiek.

Metéda Cgur—Rosenovej bola pdvodne vypracovand na stanovenie malych
mnozstiev kyseliny ribonukleove] a dezoxyribonukleovej vo vegetatnom vrchole
rastlin. Zistilo sa v8ak, Ze ju moZno pouzit na delenie nukleovych kyselin iného
pbévodu, najmi mikroorganizmov, i ked mnie vio v8etkych pripadoch sa dosiahnu
rovnako dobré vysledky.

Schneiderovda metoda

Pri tejto metode sa podobne ako pri uvedenych pracovnych postupoch od-
strania rusivé latky a vydisteny substrat sa zahrieva podla pévodného predpisu
(5) v 5 %-nej trichléroctovej kyseline alebo v modifikovanej Gprave (10) v 6 %g-
nej kyseline chloristej po dobu 15 minuat pri teplote 90—95 °C. Obe nukleove
kyseliny sa pritom sucasne hydrolyzuju a takymto spdsobom sa oddelia od
bielkovin, ktoré zostanul v sedimente.

Nakolko pri hydrolyze nastane rozpad ako u kyseliny ribonukleovej tak aj
u dezoxyribonukleovej sa prislisné nukleotidy, pripadne aZ na voIné bazy, roz-
delenie nukleovych kyselin tymto spésobom nie je moZzné a tieto sa stanovia
jedine pomocou S$pecifickych reakeii na pentdézu a dezoxypentozu.

Kolorimetrické metédy na stanovenie
kyseliny dezoxyribonukleovej

Tieto metddy su zaloZené na stanoveni obsahu cukornej zlozky nukleovych
kyselin. Tieto vSak davaju reakcie zo vsetkymi 2-dezoxycukrami a nielen s 2-
dezoxyribézou. Vzhladom na to, Ze v prirode sa 2-dezoxycukry alebo ich zmesi
vyskytuju mimo kyseliny dezoxyribonukleovej len velmi vzacne, je tato zniZena
$pecificnost v praxi zanedbatelna.

NajznamejSou a najpouZivanejSou metédou na sbanovenie kyseliny dezoxy-
ribonukleovej je pracovny postup, ktory popisal uz v roku 1930 Dische (11).
Podla tejto metédy je mierou mnozetva kyseliny dezoxyribonukleovej intenzita
modrého zafarbenia, ktoré vznika reakciou kyseliny dezoxyribonukleovej so
zmesou ladove] kyseliny octove], kcncentrovanej kyseliny sirove] a difenyl-
aminu pri zahriati na 100 °C po dobu 10 minut.

Medzi navrhnuté metédy na stanovenie kyseliny dezoxyribonukleovej patri
aj metéda Webba a Levyho (12). Kyselina dezoxyribonukleova reaguje
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s p-nitrofenylhydrazinom v prostredi kyseliny trichléroctovej za vzniku fialovej
{arby, ktorej intenzita sa meria spektrofotometricky pri 560 nm. V niektorych
pripadoch tiou mozno dosiahnut lepsie vysledky ako Discheho metédou.
Dische (13) popisal aj reakciu kyseliny dezoxyribonukleove] s indolom
v prostredi kyseliny solnej. Princip metddy spoliva v tom, Ze kyselina dezoxy-
ribonuklecva v prostredi kyseliny solnej za tepla reaguje s indolom za vzniku
zltohnedej farby, ktorej intenzita sa meria spektrofotometricky pri 490 nm.

Kolorimetrické metdody na stanovenie kyseliny
ribonukleovej

Kolorimetrické metédy na kvantitativne stanovenie kyseliny ribonukleove]
postradaju tej Specifi¢nosti, ktorymi sa vyznacili metédy pre stanovenie ky-
seliny dezoxyrikonukleovej. St zalozené na viac alebo menej $pecifickych re-
akciach na pentézy, ich nedostatkom vsak je, Ze reaguju aj na niektoré iné
cukorné latky. Uréity stupenn $pecifiénosti reakcie sa dosiahne presne defino-
vanymi pedmienkami (acidita, teplota a pod.), ktoré su optimalne pre premenu
ribézy na furfural alebo na jeho derivaty pri miniméalnej premene inych cukrov.
Vytvoreny furfural alebo jeho derivaty potom reaguju s réznymi chromogén-
nymi latkami. Najpouzivanejsimi metédami stanovenia kyseliny ribonukleovej
su Mejbaumova orcinolova metéda (14) a metdda Eulera a Hahna
(15), ktora pouziva ako chromogénnu latku fluoroglucinol. Pri stanoveni orci-
nolom treba brat do uwvahy rusiaci vplyv kyseliny dezoxyribonukleovej, ktora
znizuje presnost vysledkov a preto je jej dokonalé cdstrianenie prvoradym
predpokladom reprcdukovatelnosti. V. metéde pouZivajucej fluoroglucinol (15)
pritommost kyseliny dezoxyribonukleove] necovplyviiuje koneény vysledok, ale
metéda je menej citliva nez s orcinolom. Ako katalyzator chromogénnej reakcie
sa pouZiva v uvedenych metodach chlorid Zelezity, pri niektorych inych modi-
fikaciach orcinolovej metddy sa pouZiva chlorid vapenaty (16).

Z inych metdéd stanovenia ribonukleovej kyseliny treba spomenut metédu
Webba (17), v ktorej furfural vytvoreny z kyseliny ribonukleovej sa zachy-
cuje v xyléne, xylénovy extrakt reaguje s p-bromfenylhydrazinom a intenzita
vzniklého sfarbenia sa meria spektrofotometricky pri 450 nm. Reakciu rusi
pritomnost kyseliny galakturonovej.

Spektrofotometrické stanovenienukleovych
kyselin

Hydrolyza nukleovych kyselin kyselinou trichloroctovou alebo kyselinou chlo-
ristou ddva extrakt, v ktorom sa moézu obe nukleové kyseliny meratf priamo
na zaklade charakteristickej absorpcie svetla v UV oblasti. Absorpcia nukleo-
vych kyselin v UV oblasti je sposobend systémom konjugovanych dvojnych
vazieb, ktoré su v purinovych a pyrimidinovych jadridch nukleotidov. Obe
nukleové kyseliny — kyselina ribonukleova a kyselina dezoxyribonukleova
maju charakteristické spektrum s maximom pri 263 nm a minimom pri 227 nm.
(18). Zahrievanie s kyselinou chloristou posunuje maximum kyseliny dezoxy-
ribonukleovej na 265 az 268 nm. Spektrum nukleovych kyselin sa meni
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podla stupnia denaturacie nukleovych kyselin a podla obsahu bz nukleovych
kyselin.

Vypotet mnozstva nukleovych kyselin sa wvztahuje najlep$ie podla Char-
gaffa a Zamenhofa (19) na obsah fosforu v nukleovych kyselinach.
Pretoze nukleové kyseliny obsahuju na dusikati bazu 1 atom fosforu, odvodzuja
uvedeni autori tzv. molarny extinkény koeficient (¢ P), vztahujuci sa na gram-
atom fosforu v 1 litri:

30,92 E 30,92 E
Py =Rt — o g
(e P) 0 a z toho ¢ <P d

kde E je namerand extinkecia; ¢ koncentrdcia fosforu v g/l; d vnutorna Sirka
kyvety v cm; (¢ P) molarny extinkény koeficient ktory vzhladom na meniace
sa spektrum nukleovych kyselin pre kyselinu dezoxyribonukleovi je 6000 aZ
8000, pre kyselinu ribonukleovi 8000—11 000 (20).

Moléarny koeficient merany za konstantnych podmienok je ukazovatelom na-
tivnosti, resp. stuptia denaturacie vzorky. Pri posudzovani é&istoty vzorky podla
spektra treba mat na zreteli, Ze nukleova kyselina ma mat nepatrni absorpciu
pri 310 nm a Ze posunutie maxima k vy$im vlnovym dlzkam ukazuje na zne-
distenie obzvlast bielkovinami.

Niektori pracovnici ako napriklad Canev a Markov (21) v snahe zniZif
vplyv primesi na minimum, odporiéaji meranie pri dvoch vlnovych dizkach
a to kyselinu ribonukleovd pri 260 a 286 nm a kyselinu dezoxyribonukleovi
pri 268 a 284 nm.

Delenie béaz mnukleozidov a nukleotidov

Chromatografia na papieri spolu s chromatografiou na iontomenidoch a elek-
troforézou na papieri hraji doélezitii ulohu pri kvantitatfvnom a kvalitativhom
stanoveni{ komponentov nukleovych kyselin a tiez pri sledovani Specificénosti
nukleaz.

Papierovd chromatografia je vhodna pre delenie purinovych
a pyrimidinovych baz a nukleozidov. Pre nukleotidy je hlavnou deliacou me-
té6dou elektroforéza na papieri a chromatografia na iontomenicoch. Vyhoda
delenia spodiva tiez v intenzivnej absorpcii UV lucov purinovymi a pyrimidi-
novymi zludeninami, ¢o ulahdéuje detekovanie ma papieri a dava moznost ich
priameho spektrofotometrického stanovenia po rozdeleni. Na taito metodicku
vyhodu poukdzali uz v rokoch 1947—1948 Vischer a Chargaff (22)
atieZz Hotchkiss (23).

Detekcia Metédy na detekciu komponentov nukleovych kyselin rozde-
Tujeme na chemické a fyzikdlne. Chemické metédy sa dnes pomerne maélo
pouzivaju, treba z nich spomenut predovsetkym detekciu ortufnatymi solami
(22, 24). po odstraneni prebytoénej ortuti sa jej fixovana cast, ktorou bazy
a nukleozidy tvoria nerozpustné komplexy, prevedie na sirnik ortutnaty. Dalgia
metéda je zaloZend na prevedeni baz a nukleozidov na strieborné soli (25).
Podla Michla (26) moZno puriny stanovit tiez tak, Ze ortutnaté komplexy
sa farbia eozinom. Ako to uZ bolo spomenuté, najdélezitejsie detekéné metddy
su fyzikalne, zalozené na absorpcii v UV oblasti. Vyuziva sa pritom to, Ze
v svetle UV lampy vybavenej zvla§tnym filtrom (Minerallight, Chromatolite),
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ktora mé velku emisiu v oblasti maxima absorpcie nukleovyceh kyselin, vystu-
puju purinové a pyrimidinové zluceniny v podobe $kvin na fluoreskujicom
pozadi chromatografického papiera. V poslednom éase sa vela pracuje s radio-
izotopmi, ktoré umozniuju presnejsie stanovit rozdelené latky.

Obycajne sa pouziva chromatografia zostupnd ma papieri Whatman 1 a ako
rozpudtadla sa pouZivaju alkoholy a to predovSetkym n-butanol, izopropanol
a po pripade amylalkohol. Pouziva sa ich v zmesi s vodou, kyselinou, niekedy
tiez s roztokmi soli.

Kvantitativne stanovenie. Pre kvantitativne uréenie $kvrny,
ktoré sa nasli a zakreslili v UV Vischer a Chargaff (23) aby sa
vyhli chybam podmienenym pritomnostou primesi absorbujucich v UV oblasti,
merali extinkciu vSetkych eluatov v oblasti maximélnej a minimélnej absorpcie
latky.

Delenie elektroforézou na papieri Elektroforetické metddy
su zalozené na nerovnakej pohyblivosti komponentov v elektrickom poli. Elek-
troforéza sa hodi najmé pre nukleotidy. Vyhoda elektroforézy na papieri
spociva aj v tom, Ze je nou mozné delit aj velmi malé mnoZstva latok. Roz-
delenie je mozné na zdklade aminoskupin s odlisnymi disocia¢nymi konstantami
najmi v oblasti pH 2—5. V tychto hraniciach pH primérne fosfatové skupiny
su uplne disociované. Najvhodnejsie sa zdd pH 3,5 pri ktorom stupett diso-
cidcie aminoskupin je u ademylovej kyseliny 0,54, guanylovej 0,05, cytidylovej
0,84 a u uridylovej kyseliny tato disociicia meexistuje. K tomu sa eSte pripaja
u nukleotidov zaporny néboj primdarnej fosforeénej skupiny rovny 1. Pri
bazach a mukleozidoch prichadza do uvahy len naboj aminoskupiny. Tieto sa
potom pohybuju ku katéde v obratenom poradi ako nukleotidy k andde (27).

Prvy pokus rozdelenia komponentov nukleovych kyselin kyslou elektroforé-
zou uskuto¢nili Gordon a Reichard (28) na agarovom géle. Mal vsak
rad nevyhod najmi pre zahrievanie gélu. Markham a Smith (29, 30)
popisali vhodnej§iu metodu, pri ktorej sa papier chladi ponorenim v chloride
uhli¢itom. Pristroj sa skladd z troch sklenenych nadob, z ktorych krajné ob-
sahuju tlmivy roztok a prostredna nadoba chlorid uhlié¢ity. Potrebny elektricky
zdroj ma mat moznost menif napitie od 500 do 1000 voltov, aby potencidlny
spad bol priblizne 20 voltov na centimeter. TImivé roztoky, ktoré sa pouZivaji
maju byt prchavé, aby sa dali z papiera odstranit, ¢o je doéleZité najmi vtedy,
ak sa vzorky potom delia chromatograficky. Pri elektroforéze sa obydajne po-
uziva papier Whatman 3. Detekcia a kvantitativne stanovenie sa prevadza
ako pri deleni chromatografiou na papieri.

Delenie chromatografiou na iontomenidoch. Metéda de-
lenia latok na iontomeniéoch mé& oproti chromatografii na papieri vyhodu
v tom, Ze sa mobZe pouzit ma delenie pomerne velkého mmnoZstva latok pre
preparativne ucely. Toto plati ako pre nukleotidy tak pre bazy a nukleozidy.
Jej nevyhodou je, Ze je fasove velmi naroénd, lebo niektord analyza trva aj
niekolko dni.

Pri deleni sa vyuziva to, Ze kazdd baza ma jednu alebo viac disociujtcich
skupin, ktoré v prislusnych podmienkach disociuji ako katiény alebo aniény.
Nadviazanie pentézy na tychto vlastnostiach ni¢ memeni, takZe nukleotidy di-
sociuju podobne ako prislusné voIné bazy. Nukleotidy sa znadne liia od baz
a nukleozidov a to zasluhou pritomnosti silne disociovaného zvysku kyseliny
fosfore¢nej, takze nukleotidy disociuju ako aniony, ale ich chovanie je ovplyv-
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nené i ostatnymi skupinami bazy. pH roztoku neurcuje Gc¢inny nadboj molekuly,
lebo ovplyviiuje stupen disocidcie jednotlivych skupin.

Delenie nukleotidov. Nukleotidy vzhladom na ich silnu kyslost
delia sa vyhradne za pouZitia bazickych anexov v chloridovom alebo mravéa-
novom cykle. NajcastejSie na anexe Dowex 1 alebo 2 o velkosti zrna 200—400
mesh. Tiez sa pouZivaju rozne derivaty celulézy. Pri deleni oligonukleotidov
a zmesi po enzymatickom Stiepeni, kde su pritomné zlozky vécSej molekulovej
vahy je vyhodné pouzit menej siefované ionexy napriklad Dowex 1 X 4 alebo
X 2.

PouZivany iontomeni¢ sa musi vzdy urcitym sposobom pripravit do potreb-
ného cyklu podla povahy eluaéného ¢inidla. Podla Cohna (31) rozdelenie
precistenych ribonukleotidov sa robi zriedenou kyselinou solnou. Zmes sa ad-
sorbuje zo zriedeného amoniakéalneho roztoku tak, aby spolo¢na koncentricia
chloridov bola mensia ako 0,01 mola. Potom masleduje premyvanie 0,01 molar-
nym chloridom amonnym pokial pH odtekajiceho roztoku nedosiahne hod-
notu 7. Takéto premyvanie chloridom amoénnym odstrafiuje pritomny bikar-
bonat a takym spésobom predchidza sa tvoreniu kysliénika uhli¢itého pri
prici s kyselinou. Namiesto kyseliny solnej a jej soli moézu sa pouzit tiez iné
kyseliny a ich soli a to napriklad mravéan alebo acetat (31, 32), ale iba v tom
pripade ak neide o nasledujuce koncentrovanie roztcku druhou adsorpciou
a ellciou, pretoze kyselina solna ma mald ionova silu.

Mnozstvo jednotlivych nukleotidov sa urdéi potom spektrofotometricky.

Delenie bdz a nukleotidov. Delenie baz a nukleotidov prebieha
najlepdie na anexe, kde sa vyuziva disocidcia ich kyslych skupin. K eluovaniu
tychto zlicenin z anexu sa pouZiva amoniak v zmesi s chloridom aménnym.
Eltcia v alkalickom prostredi je vyhodnd aj preto, Ze za tychto podmienok
je glykozidova viézba nukleotidov stalejsia nez pri deleni na katexe, kde sa
eluuje v prostredi pomerne silne kyslom. K deleniu ribonukleotidov od dezo-
xyribonukleotidov na anexe sa ¢asto vyuZiva tvorby komplexov s boritanmi.

Hydrolyza dezoxyribonukleovej kyseliny
pre kvantitativne stanovenie baz

Purinové a pyridinové komponenty dezoxyribonukleovej kyseliny sa dobre
uréuju v stave volnych baz, ktoré sa mézu ziskaf s kvantitativhym vyfazkom
po uskutocneni prislusnej kyslej hydrolyzy. Vytazky nukleotidov a nukleozidov
kyseliny dezoxyribonukleovej neboli uspokojivé tak po kyslej ako aj po zasa-
ditej hydrolyze.

Hydrolyza kyselinou solnou Puriny sa dostatotne uvoliiuju
z kyseliny dezoxyribonukleovej pri hydrolyze zriedenou kyselinou sofmou, ktora
je charakterizovanad pH 1,6 pri 37°C za 24 hodin alebo pH 2,8 pri 100°C za
1 hodinu (33). Silnej$ia hydrolyza 6 normalnou kyselinou solnou pri 120°C
za 2 hodiny (34, 35) dava dobry vytaZok pyridinov, ale vyvoldva rozrusenie
niektorych purinov, Podfa Hersheya a spolupracovnikov (36) mozno tomu
Clastofne zabranit ak sa hydrolyzuje vzorka kyseliny dezoxyribonukleovej 6
normalnou kyselinou solnou pri 100 °C za 3 hodiny v zatavenych skimavkach
naplnenych kysliénikom uhliéitym.

Hydrolyza kyselinou chloristou. Na hydrolyzu dezoxyribo-
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nukleovej kyseliny podla Marshaka a Vogela (37) treba pouzit 7,5
normalnu kyselinu chloristt; maximalny vytazok sa dostdva hydrolyzou pri
100 °C za 1 hodinu. Pri tejto hydrolyze sa S§tiepi malé mnozstvo tyminu, tio-
uracil sa meni na uracil a 5-metylcytozin sa rozkladd uplne (38).

Hydrolyza kyselinou mravéou 1—20 mg dezoxyribonukleovej
kyseliny sa hydrolyzuje s 0,5 ml 88—98 0/p-nej kyseliny mravéej pri 175 °C
vyfaZck guaninu a oxymetylcytozinu podstatne zvysit. Hydrolyza sa uskutoc-
huje v zatavenych ampulkach.

Hydrolyza ribonukleovej kyseliny

Ribozidy sa Stiepia faZziie ako prislusné dezoxyribozidy; stalost pyridinovych
ribozidov je taka velkd Ze sa neda dosiahnut kvantitativny vytazok volnych
baz. Napriek tomu sa mononukleotidy Iahsie uvolnuji z ribonukleove] kyseliny
a to umoZiiuje uréit pyrimidinové a purinové bazy v stave nukleotidov.

Chargaff a spolupracovnici (40) hydrolyzovali ribonukleovi kyselinu na
nukleotidy pri pH 13—14 pri 30°C za 18 hodin. Boulanger a Montre-
uil (41) pouZivali 0,5 normalny hydroxyd sodny pri teplote 20—22°C pocas
18 hodin a dosiahli pritom dobré vysledky. Pri 37 °C 1 normalny hydroxyd
sodny vyvolava &iastodné rozru$enie cytidylovej kyseliny; 0,3 normalny Iuh
takéto ucdinky nevyvoldva (42). Toto potvrdili aj Davidson a Smellie
a ini (43, 44), ktori pouzili 0,3 ncrmélny hydroxyd draselny pri 37°C za 18
hodin. Crosbie a spolupracovnici (46) uskutodnili analyzu radu vzoriek ri-
bonukleovej kyseliny ako touto metodou tak aj hydrolyzou v 1 normalnej
kyseline solnej a v koncentrovane]j kyseline chloristej s nasledujucim chroma-
tografickym rozdelenim. Alkalicka hydrolyza déavala stale vyssie vysledky pre
uracil a cytozin a tieZ vysoky sucétovy vysledok v prepoéte na fosfor v porov-
nani s inymi metédami. Alkalickd hydrolyza s mnasledujucim elektroforézovym
rozdelenim mnukleotidov je najspolahlivejsia metéda rozpracovana pre mikro-
analyzu ribonukleovej kyseliny (46).

Mikrobiologické stanovenie nukleovych kyselin

Hoff-Jgrgesen (47, 48) prvy vypracoval mikrobiologicki metédu na
stanovenie dezoxyribonukleovej kyseliny, pri ktorej je tymidin vyluénym zdro-
jom pre biosyntézu dezoxyribozidu osobitnym kmenom Thermobacterium aci-
dophilum a to tak v inokulu vzorky ako aj pri stanoveni kalibrac¢nej krivky.
Tuto metédu edte zdokonalili Lgvrup a Ross (49). Aplikdcia mikrobio-
logickych metodik predpokladd mat k dispozicii nielen osobitny {estovaci
kmen, ale aj ¢isté chemikdlie, menovite tymidin, dezoxycytidin, dezoxyadenozin,
dezoxyguanozin, z ktorych sa skladd definované rastové médium.

Suahrn

Strudny prehlad najpouzivanej$ich metéd na extrakeiu, preparaciu, rozdelenie
a stanovenie nukleovych kyselin a ich jednotlivych zloZiek.
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49.
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Meroger paspgeneHus
U KOJINYeBTEHHOTO OIIpefielieHNA HYKJIEHHOBRIX KUCJIOT

Pezwome

Hparkuit 0630p Haubosiee ymorpedaaeMEIX MeTONOB [JIA 3KCTPAKIUM, Mpelapaunn, pas-
ACJIEHUA ¥ ONpeIeNuHNA HYKIeNHONKX KHUCIOT I UX OTAeNbHHX COCTABHEIX YacTeii.

Methoden der Teilung und der quantitativer Bestimmung
von Nucleinséduren

Zusammenfassung
' Kurzgefasste Ubersicht der Methoden, die fiir die Extraktion, Vorbereitung, Ver-
teilung und Bestimmung der Nucleinsduren und ihrer einzelner Bestandteile am
meisten angewendet werden.
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