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Kyselinra ribo,n'ukleov| a dezoxy,ribornukleov6 sri polym6ry nukleortidov s vy-
sokou m,o ekulorvou v6hou. Nukleotird je korrnbin6ciou ptlrinovej alebo pyrimi-
dinovej bdzy s fosforyllzovanfm cukro,m. Kyselina ribonukleovS. sa odli5uje
svojim zloLenim od kyseliny dez,oxyrib,onukleovej v tom, Ze obsahuje rib6zu
a py,rimidinovri bilzu uracil; ky.selina dezoxyribonukleo.v6 obsahuje dezoxl'ri-
b6zu a tymin. Purinov6 b6zy adenin a guanin a pyrimidinovS, biza cytozin sri
spolodn6 pre orbe nukleov6 kyseLiny. Niekto,r6 kyseliny dezoxyribo,nukleov6 ob-
sahujrl aj 5-,rne'tylcyt'ozin, in6 dezoxyriborntlkle,ov6 kyseliny narpriklad T-bakte-
riof6ga obsahuje 5-hydroxSrmetylcytozin. V neporu5enych nukleoqjrch kyseli-
n6ch sli jed,nortliv6 nukleo,tidy spojen6 navz6jorn fosf6.tovou skupinou. Hydroljr-
zou nukleotidov m6Zeme ziskat nukleozidy, ktorfch bdzy su viazan6 k cukor-
nej zlo,Zke, resp. voln6 b6zy, cuko,rru0- zloLku (rib6zu alebo dezoxyrib6zu) a
kyselinu fosforrednri. Pyrimidinov6 nukleotidy sa taZSie hydrolyzujilako pu-
rinov6 (J., 2).

Chernick6 met6dy stanovenia ,nukleo,rr}ich kyselin sri zaloZen6 na viac alebo
menej SpecificJ<fch reakciAch rra stanovenie obsahu fosforu, oukru alebo o sahu
pu,rinu alebo pyrimidinu.

Vzhlad,om ma to, Ze obe nukleov6 kyseliny - ribonukleov6 a dezoxyribonuk-
leov6 majri spolodnri vlastrn'ost, t. j, o,bsah fosfo'ru a UV absorrpciu prulin.t t
pyrimi.dinov, je jasn6, Ze najprv sa musia kvantitativne separovat obe nukleov6
kyseliny a aZ po,tom sa stanovi l<abd6,nukleov6 kyselina zvl65t. Najro,zSirenejSie
pouZivan6 na delenie nukleowych kyselin sf mot6dy S c h m i d t - T h a n n h a u-
serova (3)a Ogur-Rosenovej (4).

Me,t6dy, ktor6 sa zakladajrl na rozdieloch medzi oukor,nymi zilahkarrtt kyseliny
ribonukleovej a dezoxyribonukleovej, nepoZadujri separ6ciu oboch nukleovjrch
kyselin. Na tomto jezalolen{t Schneider ova met6da (5).

Pri pouZiti akejkolvek met6dy 'delenia nukleor4jrch kyselin musi byf analy-
zova,ny materi6l najpnv ddkladne rozruSeny, pretoZe od toho sri z6visl6 tak
ripln6 odsbr6,nenie interrferujricicLr er.lbstar'-cii ako aj 'nasledujrici hydrolyzainy
postnp. Za tfmto ridelorn sa vyvinruli r6zne t;ryy hormogeniz5to,rov ako ,napriklad
tzu. Waring Blendo,r, sklenenli alebo tefl6novlir tk6flov,j homogeniz6tot', na
no,au5enie buniek mikroorganizmov dezintegr6oia ultrazv,ukom (6), aleb'o ho-
mogeniz6cia so sklenyim pr65kom (7) a inr6.
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Podla Bonnara a Duggana (8) podmienky, za ktorictr sa tkanivS
alebo mi,kroorga-nizrny skoncentrujri, uchov6vajri a spracujf predtjrm neZ sa

extr,ahujri nukleov6 kyseliny, majri znadnf vplf.v na qisledky. V d6sledktt
toho vzo,rky skriman6ho rnatenialu majri sa spracorvat irhned po o'dotbrati, v pri-
pade kde to nie je mo,Zn6, treba ich ihned zmrazit. V priebehu ho,mogenizdcie
musi sa materi6l udrZovaf v chlade.

Tkaniv6, tkanivo,v6 extrakty alebo mikroorganizmy obsahujri'okrem kyseliny
ribonukleovej a kyseliny dezoxJrribonukle'ovej aj in6 l6tky, kton6 abso'r:bujti
v UV oiblasti. Sri to me,novite koenzlfrny, adenozirntriforsfdt, bielkoviny a

pod., triehl6r,octov6 kyselina, kton6 sa tam dost6va n6sledkom sprracovaLnia
materi6lu. Dalej Litky, ktor6 re,agujri ,s orcinotrom alebo difenyla,rninorn, napri-
klad glr.:.k6za, glykogen, mukopoJ.ys,acharridy,,bielkoviny alebo aminokyseliny
a nakorniec sri tam 15rtky, ktor6 obsahujri forsfor, n:apriklad v kyslorn prostredi
roztrrustn6 cukorrn6 iosforedfiany, anorganick6 fosforednany, fosfolirpidy, biel-
kovinov6 fosfo,redi.any, metafosforedfla,'ny, koenzfmy, adenozintrifosf6t a pod.

Preto pred vlastn;lrm stan:rovenim kyseliny rib,o,nukleovej a kyseliny dezoxy-
ribo'nukleovej po uve'deno,m ddkladnorn zhornogeni.zovani sa skrim,anjr rna-
teri6l podro,bi viacstupiovej extrakcii, pri ktorej sa o,d,strdni te,nrto interferu-
jrici materi6l.

V kyseline rozpusbr6 zhlde,niny o'dstr6nia sa 5-10 0/s-nou trichl6roctovo,u
kyselinou u met6d Schmi.dt-Thannhausero,vej a Schneiderovej, prip. u Ogur-
Ro,se.novej met6dy 0,2 ,no,rm6lnu kyselino,u chloristou; Iirpidy sa o,dstrS.nia ex-
trakcio,u s a-lkoholom, zahriatou zmesou alkohol-chloroform alebo alkohol-
6ter.

Pri vlibere Vhodn6h'o postupu p,re odstrdnenie rruSiacich l6tok treba mat na
zreteli

a) chemiok6 vlastnosti nukleovjrch kyseli'n, hlavne zloilky ktor6 s,a majri sta-
novit,

b) chemick6 vlastnosti tfoh kornponentorv, ktor6 by ruSili ko,nedn6 sbanove-
nie, ak rby sa vhodnjrm sp6sobo,rn predtym nerozru5ili alebo neodstr6nili.

M e t 6 d a S c hmi d t - T h a n n h a u s e r o v a

Po od'strdneni interfe,rujricich l6tok zvySok skrimaneho materirilu sa cez noc
hydnolyzuje pni 37'C normSlnym rozto,kom hydroxydu draseln6ho. V priebehu
alkalickej hydrolyzy sa rozkladd kyselina ribotnukleov6 rr'-a nukle,otidy roz-
pustn6 v kyseline, zatia'I to kyselina dezoxyribonukle,ov6 sa velmi nenozrrrii
a vyzr6ia sa z kysel6ho ,roztoku. Obe nukleov6 kysellny m6Zu sa stano,vit na
zdklade oibsa'hu fosioiru met6do,u Fiske-Subbarowa (9), priLpadne spek-
trofotometiricky v UV oblasti.

Pri stanove,ni mno,Zstva iosforu v o'ddele,nych nukieovjrch kyselin5ctr chyby
m6Zu poch6dzaf rnajmenej z dvoch zdroj,ov:

1. pri od,strai,ovaini interfeiujricich lAtok neelirninujri sa riplne in6 fosf'or o,b-
sah,ujrice z\oilky, atko bolo uveden6 uZ v predchddzajricej 6asti,

2. nedostatodne sa oddeli kyselina rib,ornukleovS. od ,kyseliny dezoxynribonu-
kleovej.

Pri spektrod,ottornetrickou'n stanoveni nuktleorvjoh k;rselin je vhodnejSie po-
uZif na hydrollfzu kyselinu chloristir, nakolko t6to len nepatrne absorbuje pri
260 nm zatial do v tejto obLasti m6 kyselina fuichl6r,ootov4, n'Lain'0- absorpciu,
do mdZe skreslif v"jrsled,ky.
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Met6da Ogur - Rosenove j

Met6da dele,nia n;r.-lkleo,vych kyselin p,odla Ogur-Rrorsernovej je zaloZend na
rozdielnej ,ro'zpustnosti kyseli.ny riborurkleovej a dezox;rribonukleovej v kyseline
chloristej ,ktor6 sa prejavuje v tom, Ze meto'dicky spresnen6 m,noZstvo kyseliny
ribonukleovej sa rozpriSta v no,rm6lnej kyseliine chlorristej v chlade (4"C) za
urden}T das (18 ho,din), zatral to kyselina dezoxyribonukleo,v6 za lichto p,od-
mienok sa. nerozpriSta. Kyselina dezoxyribonukleov6 sa r,ozpriSta v polnorm6lnej
kyseline chloristej za tep),a (70 'C), za 20 mimit.

Kvantitrativne stanovenie kyseliny ribonukLeovej a dezoxyrib'o,nuklecvej vo
frakci6ch sa rc,bi obvykle spektrofo,tometridky v UV oblasti, ale m6Ze s,a opiif
stanovit aj na zdklade obsahu fosforu alebo cukornli'ch zlcZiek.

Met6da Ogur-Rose,novej bola pOvodne v)rpracovand. na stanovenie rnalych
mnoZstiev kyseliny ribonukl.e'cvej a dezoxyribo,nukl.eovej vo vegetadnom vrchole
rastlin. ZisrLllo sa vSak, Ze ju moZno pouZif ,na delenie nukleovych kyselin in6ho
p6vo,du, najmd mikroorrganizmov, i ked nie vo v5etkfch pripadoch sa dosiahnu
rovnako dobr6 vysl.edky.

Schneiderovd met6,da

Fri tejto met6de sa pod,obne ako pri uvedenfch pracovnj'ch pos,t,up,och od-
str'Ania ruSiw6 l6tky a vydiste,ny substr6t s,a zatrrieva podla p6vodn6ho predpisu
(5) v 5 %-nej trichl6ro,ctovej kyseline alebo v mo,difikovanej rlp,nave (10) v 6 0/s-

nej kyseline chlo,ristej po dobu 15 minrit ,pri teplote 90-95'C. Obe nukleove
kyseliny sa p'ritorn sridasne hydrolyzujr-i a takymto sp6sob,om sa oCdelia od
bielkovin, ktor6 zostanf v sedimente.

Nakolko pri hydrol;ize nastane r'ozpad 'ako u kyseliny rjlbonukle,ovej tak aj
u dezoxyribonukleovej sa prishiSn6 nukleotidy, pripadne aZ na voln6 bAzy, roz-
delenie nukleovych kyselin tfmt-o sp6sobom nie je rnoZn6 a tieto, s,a stranovia
jedine polmooou Specifickj'ch re,akcii na pernt6zu a dezoxypenl5zu.

Kolorimetrick6 met6dy na stano\renie
k y s e I i n y dezo x y r ib o,n u k 1e ov e j

Tieto met6'dy sti za).oZern6 na stanoveni ,obsahu ouk'o,rnej z\oZky rr,ukleo'vych
kyselin. Tieto vSak d6vajri reakcie zo vSetkjmi 2-dezoxycukreumi a nielen s 2-
dezoxyt:lbazou. Vzhlad,om na to, Ze v prirode sa 2-dezoxycukry alebo ich zmesi
wyskytujir mimo kyseliny dezoxyribonukl.eovej len velrni vzacrte, je t6to znilel:ltL
Specifidn'ost v praxi zanedrb'ateln5.

NajzndmejSo'u a najp,o'sZivanejSou me't6dou nra stanovenie kyseliny dezoxy-
ribonukleovej je prracovrny po,srtup, ktor57 popisal tt v roku 1930 Dische (11).
Podla tejto met6dy je mier.ou mnoZe,tva kyseliny dezoxyribonukleovej intenzita
nrodr6ho zafarbenia, ktor6 vznik6 reakciou kyseliny dezoxyribonukleovej so
zln€ercu ladowe'j kyseliny 'o'ctrorve,j, k'cnc,entrovanej kyseliny sirorvej 'a difenyl-
aminu pri zahriati na 100 "C po Cob;r,r 10 minrit.

Medzi navrhnut6 met6'dy nia stanoveni.e kyseliny dezoxyribonr.lkleovej patri
aj nrct6Ca Webba a Levyho (12). Kyselinra dezoxyrib,onr.lkleov6 reaguje
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s p.nitrofe,nylhydrazinom v pnostnedi kyseJ.iny trichl6rootovej za vzniku fialovej
{arby, ktonej intenzita sa meria spektrofo,tometricky pri 560 nm. V niektorych
pripadoch iou moZno dosiahnut lep5ie vysledky ako Discheho met6d,oir.r.

Dische (13) popisal aj reakciu kyseliny dezoxyribo,nukleovej s indolorn
v prostredi kyseliny solnej. Princip met6dy sp,odiva v tom, Ze kyselina dezoxy-
ribonuklecva v prostredi kyseliny solnej za tepla reaguje s indolorn za vzniku
Zltohne,dej farby, kto'rej intenzi'ta sa meria spektrofotometricky p,ri 490 nm.

Kolorimetrick6 met6dy na stanovenie kyseliny
ribonukleovej

Kolorimef ick6 met6dy na krrantitativne stanovenie kyseliny ribornukleovej
postr6dajri tej Specifidnosti, ktorymi sa vyznadili meit6dy pre stianovenie ky-
seliny dezoxyribonukleovej. Sri zalo2,en6. na viac aleb,o me'nej Specifickj.ch re-
akci6ch na pent6zy, ich nedostatkom vSak je, Ze reagujri aj na niektor6 in6
cukorn6 l6tky. Urdity stupei Spe'cifidnosti reakcie sa dosiahne presne defino-
va,nymi pc,dmienkami (acldita, teplota a pod.), ktor6 srl optimdlne pre premenu
rlbozy na furfural alebo na jeho deriv6ty pri minim6lnej prremene inych cukro,v.
Vytvoreny furfural alebo jeho de,rivdty potom reaguju s n6zn;rmi chr'orncg6n-
nymi l6tkami. Naj'po,uZivanejSimi met6dami stanovenia kyseliny ribonuklecvej
sir Me jbaumova orcinolova met6da (14) a metoda Eulera a Hahna
(15), ktor6 pouZiva ako chromog€lnnu l6tku fluorclglucinol. Pri stanoveni orci-
nolom treba brat do uvahy ru5iaci vplyv kyseliny dezoxyri,bonukleovej, ktor6
znlLuje presnost vysledkov a preto je jej doko,nale odstrdnenie prvoradjrm
predp,okladorn ,reprodukovatelnostri. V met6de pouZivajricej fl,uoroglucinol (15)
pritomnost kyseliny dezoxyribonukleovej neovpl)'viuje ko,nedny vfsledok, ale
met6da je menej citliv6 neZ s orcinolom. Ako ketalyz|tor chromog6nnej reakcie
sa pouZiva v uvede,nych met6dach chlorrid 1e\ezrty, pri niekto,rych infch modi-
fik6ci6ch orcinolovej met6dy sa pouLiva chlorid v6penatli (16).

Z inych met6d stanovenia ribonukleovej kyseliny treba spormemit met6du
W e b b a (17), v ktorej furfural vytvoreni z kyseliny ribonukleovej sa zachy-
cuje v xyl6ne, xyl6novy extriakt reaguje s p-bromfenylhydrazinom a irrtenzita
vznikl6ho sfarbenia sa meria spektrofotometricky pri 450 nm. Reakciu ruSi
pritomnost kyseliny galakturo,novej.

Spektrof otometrick 6 stanovenie nukleovlich
kyselin

Hydrolfza nukleo,r.XTch kyselin kyselinou trichl6r.octovou alebo kyselinou chlo-
ristou d6va extrakt, v ktorom sa m6Zu o,be nukleo,v6 kyseliny meraf priamo
na z6klade charakteristickej absorrpcie svetla v UV o,blasti. Ab,sorpcia nukleo-
v;ich kyselin v UV oblasti je sp6so'bend syst6mom konjugo,vanfch dvojnlich
vdzieb, ktor6 sri v purino,vli'ch a pyrimidinor4ich jadrdch nr.r,kleotidov. Obe
nukleov6 kyseliny - kyselina ribonukleovd a kyseliLna dezoxytibonukleov6
majri charakteristick6 s'perktrum s maximo,m pri 263 nm a mirnimom pri 227 nm.
(18). Zahrievanie s kyselinou chl,oristonr po,sur,.^uje maximum kyseliny dez,oxy-
ribonukleovej na 265 aL. 268 nm. Spektrum nukleovfch kyselin sa meni
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podla stupia denatur6cie nukleovych kyselin a podla ,obsahu bd.z nukleovych
kyselin.

Vfpodet mnoZs,tva nukleovSTch kyselin sa vztahuje najlepSie podla C h a r -
gaffa a Zamenhofa (19) na obsah fosforu v nukleovych kyselinrich.
Preto,Ze nukleov6 kyseLiny ob,saLrujri na dusikatf b{.zu 1 atom fosf,oru, odvodzujri
uvedeni autori tzv. moldrny extinkdnf koeficient (s P), vzt'ahujrici sa na gram-
atomfosforuvllitri:

30,92 E 30,92 E(:P):- azto,hoc: -----' dc (eP)d

kde E je -rameranA exti'nkcia; c k'oncentr6cia fosfor.u v g/l; d vnirtorn6 Sirka
kyvety v cm; (e P) rnol5rny extinkdny koeficient ktory vzhladom na meniace
sa spektrum nukleo,vlich kyselin pre kyselinu dezoxyrib,onukleovir je 6000 aZ

8000, pre kyselinu ribonukleoivf 8000-11 000 (20).
Mol6rny koeficie'nt merany za kon5tantnfch podmieno,k je r.r,kazovatelorn na-

tlvnosti, resp. stupira denatiurScie vzorky. Pri posudzovani distoty vzorky p,odla
spektra treba mat na zreteli, Ze nukleov6 kyselina m6 mat nepatrnri absorpciu
pri 310 nm a 2e posunutie maxima k wySSim vlnovjrm diZkam ukazuje na z,ne-
distenie obzvlASt bielkovinami.

Niektoni pracovnici ako napriklad Canev a Markov (21) v snahe zniZit
vplyv primesi na minimum, ,od'po,nidajri meranie pri dvoch vlnovfch dlZkach
a to kyseLinr.r riLbou'-ukleovri prf 260 a 286 nm ,a kyselinu dezoxyribonukleo,vri
pri 268 a 284 nrn.

Delenie bdz, nukleozidov a nukleotidov

Ctrromatografia ,na papieri spolu s chrornatografiou na iontomeni6och a elek-
lrofor6zo'u na p'apieri hrajr.i ddleZitri rilohu pri kvantitativnom a kvalifiativnom
stanoveni kompone,ntov nukLeo,vfch kyselin a ti'e? pri sledovani Speei.fidnosti
nurkledz.

Papierovd chromatograf ia je vho,dn6 pre delenie purinow}ich
a pyrimi,dinovych baz a nukleozidov. Pre nukleotidy je hlal"nou deliaco;r.r me-
t6d,ou elektroforlza na papieri a chromatografia na iontomenidoch. Vlfhoda
dele'nia spodiva tieZ v intenzivnej abso,rpcii UV lfdov ptlrinovymi a pyrimidi-
nor4imi zLrideninami, do ul'ahduje detekovanie rna papieri a d6va moZnost ich
priameho spek rofotormetrick6ho stanovenia po rozdeleni. Na trito rnetodickri
v,jrhodu pouk6zali uZ v rokoch 1547-1948 Vische,r a-Chargatt (22)
atieZ IJotchkiss (23).

D e t e k c i a. Met6dy na detekciu ko-npo,nentov nukleo,vych kyselin rozde-
Iujerne na chemiak6 a fyzlkS\ne. Chemick6 met6dy sa d,nes po'rnerne m6lo
pouZivajri, treba z nich spomenrit ,predov5etk;im detekciu ortutnatlfrni solami
(22, 24). p,o ordstrSneni prebytodnej o'rtuti sa jej fixovan6 dast, kto,nou b6zy
a nukleozi'dy tvoria ne,rozpustn6 komplexy, prevedie na sirnik ortutnat;i. Dal5ia
met6da je zalolend na 'prevedeni b5z a nukleozidov na striebom6 soli (25).
Podla Michla (26) m,oZno,puriny,stanovit tieZ tak, Ze ortutnat6 komplexy
sa farbia eozinom. .A,ko to u,Z boLo spomenut6, najd6teZitej5ie detekdn6 mert6dy
sri fyzik6lne, zaloZen6 na absotpcii v UV oblasti. VyuZiva sa prito,m lo, Le

v svetle UV lampy vybavenej zvl65tnfm fiLtrorn (Minerallight, Chnornatolite),
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ktor6 m6 velkri emisiu v oblasti maxima absorpcie ,nukleo,vgch kyselin, Wsbu-
pujri p,urinov6 a ppimidincrve zhideniny v podobe Skvfn na fluoreskujricom
pvzadi chrornatogr:afick6ho papiena. V posled,nom dase sa vela pracuje s r6dio-
izotopmi, ktror6 umoZf,ujri presnejSie stanovit r"orzdelen6 l6tky.

Obydajne sa p,o,uZiva chromatograf,ia zostup,nS na papieri Whatman 1 a ako
rozptiStadlS sa ,pouZivajf alkoholy s Js rpredovSetk;im n-butan'ol, izorpropanol
a po pripade ,amylalkohol. PouZiva sa ich ,v zme,si s vodou, kyselinor.r, nieke'dy
tieZ s noztokmi soli.

Kvantitativne stanovenie. Pre kvantitativne urdenie Skvrny,
ktor6 sa naSli a zakreslili v UV Vischer ra Chargaf f (23) aby sa
vyhli chybdm po'dmienen;im pritomnostou primesi absorrbujrieich v UV oiblas,ti,
merali extinl<c'iu v5etk;.ich eludtov v oib].asti rnaxim6lnej a minimdlnej absot"pcie
l5tky.

Delenie elektrof or 6zou na papieri. Elektroforetick6 mert6dy
sri zaloZen6 na nerovnakej po,hyblivosti kompo'nentov v elektrickom poli. Elek-
trofor6za sa hodi najmii pre nukleotidy. Vfhoda elektrofor6zy na papieri
spodiva aj v torn, Ze je f,ou moZn6 delit aj velmi mal6 mrnoZsibv6 l6tok. Roz-
delenie je moZn6 na z6klade ami'nosktrpin s o,dliSn;fmi disociadnymi kornStantami
najmd v orblasti pH 2-5. V tjrchto hraniciach pH prim6rne fosf6tov6 skupiny
sri riplne disociovan6. Najvhod'nej5ie sa zd6 pH 3,5 pri ktorom stupei diso-
ciiicie amino,skupin je u ade rylovej kyseliny 0,54, guanylovej 0,05, cytidylovej
0,84 a u uridylovej kyseliny tdto dis,ociScia rneexistuje. K tonr:u sa eBte prip6ja
u nukleotid,ov zdpornj' n6boj prim6rnej fosforednej skupiny rovn;i 1. Pri
bdzach a nukleozi'doch prich6dza d,o rivahy len n6boj aminoskupiny. Tieto sa
potom pohybujri ku kat6de v o'br6tenorn por"adi ako nukleotidy k an6de (27).

Prvjr pokus rozdelsnia ko,mponentov nukleovyoh kyseLin kyslou elektrofor6-
zou uskutodnili Gordon a Reichard (28),na agarovom g61e. MaI vSak
rad nevyhod najmii pre zahrievanie g6lu. Markham a Smith (29,30)
popisali vho'dnej5iu rnet6du, pri kto,rej sa pa,pier chladi ponorenim v chloride
uhliditom. Pristroj sa sklad6 'z troch sklenenych n6dob, z ktorlich krajn6 ob-
sahujri tlmiv'j roztok a ,prostredn6 nddoba chlorid uhliditf. Potrebn;i elektrickf
zdroj md mat mo,Znost menit napdtie od 500 do 1000 voltov, aby potenci6lny
sp6d bo pribliZne 20 voltov nra centimeter. Tlmiv6 rozlctky, ktor6 sa pouZivajri
majf byt prchav6, aby sa dali z papiera odstrdnit, do je d6leZit6 najmri vtedy,
ak sa vzorky p,otom delia cl:rrornatograficJry. Fri elektrofor6ze sa obydajne po-
uZiva papier Whatman 3. Detekcia a kvaLntitativne ,stanovenie sa prwSdza
ako pri deleni ehnomatografiou na papieri.

Delenie chromatograf i.ou na iontome'nidoch. Met6da de-
lenia 15.tok na iontornenidoch m5. orproti chromatografii na papieri vlihodu
v torn, Ze sa mOZe pouZit nra delenie pome,rne velk6ho mnoZstva l6tok pre
prepa,rativrne fdely. Toto plati ako pre nukleotidy tak pre bSzy a nukleoaidy.
Jej nevlfhod'ou je, Ze je dasove velmi n6rodn5, lebo niektord analjrza trv6 aj
niekolko dni.

Pri deleni sa vyuZiva to, i,e kahd5, b6za m5 jednu alebo viac disociujricich
skupin, ktor6 v p,risluSnfch podmienkach ,disociujr.i ako kati6ny aleb,o ani6ny.
Nadviazanie pent6zy na tlfchto vlastnostiach nid rnemeni, takle nukleotidy di-
sociujri p'odobne ako prisluSn6 voln6 bdzy. Nukleotidy sa znadne liSia od b6z
a nukleozidov a to z6sluhou pri'tomnosti silne disociovan6ho zry5ku kyseliny
fosforednej, takZe ,nukleotidy ,fllsedujri ako aniony, ale ich cho'vranie je ovplyv-
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ne,n6 i orstatnymi sku.rpinami bazy. pH roztoku neurduje fdinnj'n6bo,j molekuly,
leb,o o,vp,lyvfi.uj e stupei disoci6cie j e'dnotfiv;ioh sku,pin.

Delenie nukleotid,ov. Nukleo,tidy vzhladom na ich silnri kyslosf
delia sa vyhra'dne za povLttia b6zickf,ch anexov v chloridovom aleibo mravda-
novom cykle. NajdastejSie na anexe Dowex 1 alebo 2 o velkorsti zrn,a 200-400
mesh. TieZ sa pouZivajf rdzne derivdty ce1u16zy. Pri deleni oligonukle'o;1.idov
a zmesi po enzymaticko'rn Stierpeni, kde sri pritomne zlobky viid5ej m,olekulovej
v6hy je v.jrhodn6 pouZit menej siet,ovan6 ionexy napriklad Dowex 1 X 4 alebo
x2.

PouZivan;i iont'omenid sa musi vZdy urditlim sp6sobom pripravit do po,treb-
n6ho cyklu podla povahy eluadn6ho dinidla. Po'dla C o h n a (31) rozdelenie
predistcn;ich rib,onukle'ot,idov sa roibi 'zrie'denoru kyselinou ,soXnou. Zmes se ad-
sorbuje zo zrieden6ho am,o,niakSlneho roztoku tak, aby spolodn6 konce'ntr6cia
chloriciov b,ola menSia ako 0,01 m61a. Potom inasleCuje 'premyvanie 0,01 m,o16r-
nym chlo,ridcrm amonn;jrm pcrkial pH odtekajfceho roztoku nedosiahne ho,C-
notu 7. Tak6to premy'vanie chloridom am6nnym odstraiuje pritomnf bikar-
bon6t a takj'rn spO'sobom 'pr,edch6dza sa tvoreniu kyslidnika uhlidit6ho pri
prdci s kyselino,u. Namiesto kyseliny solnej a jej soli m6Zu sa pouZit tieZ i,n6
kyseli,ny a ich soli a to napriklad mravdan alebo acetdt (31, 32), ale iba v tom
pripade ak neide o nasledujrice konceintr'ovanie r,oztcku d,ruhou ad,sonp,cio,u
a ehiciou, preto,Ze kyselina soln6 m6 rnahi ionovri silu.

MnoZstvo jednoiliv;ich nuktreo,tidov sa urdi potom spektr,ofoto,metricky.
DeIec-rie bdz a nukleotidov. Delenie b6.z a nukleotidov prebieha

najlepSie rna anexe, kde sa vyuiiva diso,ciScia ich kyslfch skupirn. K ei.uovaniu
t;fchto zhidenin z anexu sa p'ouZiva am,orniak v zmesi s chlo,ridorn arn6n'nym-
Elricia v alkalickorn prostredi je v;ihodnd ,aj 'preto, i,e za t'ichto podmienok
je glykozidov6 vdzba nukleoti'd,ov stailejSia neZ, prt deleni na katexe, kde sa
eluuje v pT ostredi pomerne silne kyslo,m. K deleniu ribonukleo,tidov od dezo-
xy,ribonukleo,tidov na ,anexe sa dasto vyuLiva tvorrby komplexov s ,b,oritanmi.

Hydrolyza dez'oxyribonukleovej kyseliny
pne kvantitativne stanovenie b6z

Purinov6 a pyridinov6 komponenty dezoxyribon^ukleovej kyseliny sa dobre
urdujrl v st,a,ve 'volnfch bdz, kt'or6 sa mdZu ziskaf s kvantitatir;'nym vyfaZkom
po uskuto'dneni prislu5nej kyslej bydrolyzy. Yltabky nukleo,tidov a nukleozidov
kyseliny dezoxyribonukleovej neboli uspoko,jiv6 tak po ,kyslej ako aj po z6sa-
ditej hydrol;ize.

Hydroljuza kyselirnou solnou. Pr-lriny rsa dostatodne uvolr5.ujrl
z kyseliny dezoxyribo,nukleovej pri hydrollize zriedenou kyselinou sol'nou, ktor6
je charakterizovan6 pH 1,6 pri 37 "C za 24 hodin alebo pH 2,8 pri 100 "C za
t hodinu (33). Silnej5ia hydr,oljrza 6 norm6lnou kyseli,no'u solno,u pri 120 "C
za 2 hodi,ny (34, 35) dSva dobrli vytai:ok'pyridinov, a1e vyvol.6va roznuSernie
niektoqich purinov. Podla Hersheya a sproflspr'aoormikov (36) rno*no tornu
diastoine zabrdnif, ak sa hydro,lyzuje vzorka kyseliny dezoxyrlbonukle'ovej 6
nou-'rn5.lr:ou kyselinou solnou pri 100 "C za 3 hodiny v zatavenlrch skrimavk6ch
naplnenych kyslidnikom uhliditfm.

Hydr ol!za kyselinou chloristou. Na hydroljrzu dezoxyribo-
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nukleovej kyseiiny po,dla M,arshaka a Vogela (3?) treba pouZit ?,5

norrnSlnu kyselinu chloristri; maximSlny vyf'alrck sa dostdva hyd,rollfzo'u pri
100'C za t hodinu. Pri tejto hydr'ol5;ze sa Stiepi ma16 mnoZstvo t;'rninu, tio-
uracil sa meni na uracil a 5-metyl.cytozin s,a r'o,zklad6 fplne (38).

Hyd,r olyza kyselinou mravdou. 1-20 rng dez,oxyribonukleovej
kyseliny sa hydro,lyzuje s 0,5 ml 88-98 %-nej kyseliny mravd,ej pri 1?5'C
za 30 minrit (39). BoIo zisten6, Ze sa p'oruZivanim viid5ich koncen'tr6cii mdZe
vylaLcl< guaninu a oxymetylcytorzi,n;r.r prodstrat:ne zvySit. Hydrolyza sa uskutod-
iuje v zatavenych arnpulk6ch.

Hydrolyza ribonukleovej ky'seliny

Ribozidy sa Stiepia taZ5ie ako LprisluS,n6 dezoxyribozidy; st6losE pyridinor,lich
ribozidov je tak6 velkd. Ze sa ned6 ,dosiahnut kvantitativny vlit,aZok voln;ich
b6z. Naprriek to,mu sa rnonornukleo,tidy Iah5ie uvotrfiujir z ribonukleovej kyseliny
a to umoiiuj,e urdit pyrimidinov6 a purinov6 b6zy v stave nukleoti,Jov.

Chargaf f a spoluprracovnici (40) hy,ilr,olyzo,vali ribo'nukleovri kyselinu na
nukleotidy pri pH 13-14 piri 30"C za18 ho,din. Boulanger a Montre-
uil (41) pcuZivali 0,5 norm6).ny hydnoxyd sodnf pri teplote 20-22 'C podas
18 ho,din a dosiahli p,ritom dobr6 vysledky. Pri 37'C 1 normdlny hydroxyd
sodny vyvol6va diastodn6 roaruSerni.e cytidylovej kyseliny; 0,3 norm6lny lith
tak6to udinky nevyvol6va (42). To,to potvrdili aj Davidson a Smellie
a ini (43, 44), ktorri po'uZili 0,3 n'cnmAlny hydroxyd drasel,ny pri 37 "C za lB
h,odin. Crosbie a spoup,racovnici (46) uskutoi.,nili analfzu radu vzoriek ri-
bonukleovej kyseliny ako touto met6dou tak aj hydrolj'zou v 1 normSlnej
kyseline so'Inej a v koncentrrovanej kyseli,ne chlor'istej s rnasledujr-icim chr'oma-
tografickym rozdelenim. Alkalick6 hydrolyza ddvala st6le vy5Sie vj'sledky pre
uracil a cyhozin a tieZ vysokj' siidto,v;i vf,sledok v prepodte na fo,sfor v po ov-
nani s infmi met6d'ami. Alka.Iick6 hydrolyza s nasledujricim elektrofor6zo'rrj'rn
rozdelenim nu:kleotid,ov je najspolahlivej5ia met6da rozpracovat-r6 pre mikro-
anal}'zu ribonukle,ovej kyseliny (46).

Mik r ob i o l og i ck 6 st an ov e ni e n u k I e ovyc h ky s e li n

Hof t-JQrgese n (47,48) prvjr vypracoval miknobio ogickri met6du na
stanovenie dezoxyribonukieovej kyseliny, pri ktorej je tymidin vliludnym zdro-
jom pre biosynt6zu dezoxyri'bozidu osobi,trnym kmefiom Thermobacteri.um aci'-
dophilum a to tak v inokulu vzot'ky ako aj pri stanoveni kalibrradnej krivky.
Trito met6du e5te zd'o,konalili L/vrup a Ross (49). Aplik6cia mikrob.o-
logick;jr'oh metodik predpoklad6 mat k dispoaicii nielen osorbi,tn}i testovaci
kmei, ale aj dist6 chemik6lie, menovite tymidin,'dezoxycytidin, dezoxyadenozin,
dezoxygu,anor-in', z ktor;ieh sa sklad6 definonran6 r'astov6 m6dium.

Srihrn

Stru&rf prrehlad najpo,uZivanej3ich me't6d na extrakciu, prepar6ciu, rozdelenie
a stanove!:Iie nukleovych kyselitr a ich jednotlivfch zloLiek.
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Mero4rr paaAeJreHrrfi
Ilt ItOil[qeBTeHHOIO O[peAeJIeHAfi HyItJIeI4HOBbIx KI4CJIOT

Peerorue

ftparrrft o6aop uara6onee ynorpe6naeMrlx MeroAoB AJrff oncrparirlnr{, nperraparlfiu, paa-
leneHI4E I{ olpeAeJII4ItItE HyHJrerrHoABrx r(IrcJror Ir Irx orAenbHr{x cocraBlrHx tracreft.

Methoden der Teilung und der quantitativer Bestimmung
von Nucleinsauren

Zusammenfassung
;

Kurzgefasste Ubersicht der Methoden, die fiir die Extraktion, Vorrbereitung, Ver-
teilung und Bestimmung der Nucleinsduren und ihrer einzelner Bestandteile an
meisten angewendet werden.
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