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Metody izolacji biatlek zwigzanych z DNA i
RNA cz.1

Wsrod metod izolacji kwasow nukleinowych bardzo czesto mozna spotkac¢ takze metody,
w ktorych izoluje sie charakterystyczne dla kwasow nukleinowych biatka tj. rybo
nukleoproteiny i deoksyrybonukleoproteiny. Obecnie znanych jest wiele r6znych metod
izolacji tych bialek, jednak najlepsze z nich opieraja sie na badaniach Mirsky’ego (1971),
uwazanego za pionierskiego badacza w dziedzinie nukleoprotein. Pierwsze wiadomosci
odnosnie bialek zwiazanych z RNA datuje sie od doniesien Cramptona (1959).

Dzieki szeroko przeprowadzonym badaniom, dzi$ juz znane sa gldwne funkcje biatek zwiazanych
z kwasami nukleinowymi.
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towa kluczowe: nukleoproteiny (NP),
rybonukleoproteiny (RNP), deoksyrybonukleoproteiny (DNP), biatka NHC (NHCP), biatka

resztkowe DNP, histony, biatka rybosomowe, protaminy, biatka niehistonowe.

Biatka wiazace DNA pelnia wiele waznych funkcji w organizmie. Biora udziat w procesie ekspresji
genomu, a dodatkowo speiniaja funkcje strukturalne w chromosomach prokariotycznych
i eukariotycznych, a takze w procesie replikacji naprawy DNA. Duze znaczenie maja tez biatka
wiazace sie z RNA [4].

Aby specyficznie wigzac sie z podwdjna helisg, biatko musi wejs¢ z nia w kontakt, dzieki czemu
umozliwione bedzie poznanie przez niego sekwencji kwasu nukleinowego. W wiekszosci przypadkow,
dziatanie takie umozliwione jest dzieki penetracji wiekszego lub mniejszego rowka DNA- tak by
mozliwy byt bezposredni odczyt sekwencji. Zazwyczaj towarzysza temu mniej specyficzne
oddzialywania z powierzchnia czasteczki DNA. Przewaznie wplywaja one na stabilizacje kompleksu
biatko-DNA [4].

Nukleoproteiny (NP) okreslane sa jako tréjwymiarowe potaczenia dwojakiego rodzaju
wielkoczasteczkowych amfolitéw. Tak wiec potaczenia te obejmuja kwas nukleinowy (DNA lub RNA)
i biatka, ktore sprzezone sa ze soba za pomoca bardziej- lub mniej trwatych wigzan. Charakter
komponentu nukleinowego tj. DNA lub RNA, ktére uwazane sa za grupe prostetyczna nukleoprotein,
determinuje istnienie w materiale biologicznym dwdch rodzajéw bialek tj. rybonukleoprotein (RNP)
oraz deoksyrybonukleoprotein (DNP) [2].

Badania nad nukleoproteidami datuje sie od 189 roku. Wtedy to Miescher otrzymat z leukocytow
ztozona substancje, ktéra bogata byta w fosfor i azot. Tak wiec substancja ta nazwana zostata
nukleina , dla podkreslenia jej jadrowego pochodzenia. Analogiczne substancje zostaly takze
wyizolowane z tkanek charakteryzujacych sie duzymi jadrami komérkowymi, tak wiec wsréd nich
znalazty sie plemniki tososia, ptasie erytrocyty czy grasica. W toku licznych badan Miescher
zasugerowal, ze nukleina pochodzaca z nasienia tososia jest sola jakiegos kwasu (bogatego w fosfor)
z organiczna zasada azotowa. SOl ta zostala nazwana przez Miescher’a protamina.

Z kolei, Altmann (1889) zaproponowat termin ,kwas nukleinowy” jako nazwa dla kwasu zwiazanego
z sola, dzieki czemu zréznicowano kwas nukleinowy wyizolowany przez Altmann’a z komdrek
drozdzy (tj. kwas nukleinowy drozdzowy- ,roslinny”), od kwasu nukleinowego grasicowego
(,zwierzecego”). Nazwy te przez wiele lat byly btednie uzywane dla okreslania kwasu
rybonukleinowego (RNA) i deoksyrybonukleinowego (DNA), wystepujacych zaréwno w komoérkach
roslinnych jak i zwierzecych [2].

W 1884 roku Kossel wyizolowat z jader komoérkowych erytrocytéow ptasich inne biatko zasadowe,
ktore nazwal histonem. Kossel takze udowodnit biatkowy charakter protaminy. Protaminy i histony
przez dlugi czas uwazane byty za jedyne biatka DNP. W 1914 roku Steudel, obserwujac mniejsza



zawartos¢ histonow w poréwnaniu z catkowita iloscia biatka w DNP zasugerowal, ze istnieje jeszcze
inny komponent biatkowy, ktory jest sprzezony z DNA. I tak od lat 40. W literaturze pojawito sie
duzo roznych okreslen tego sktadnika [2].

Aktualnie w terminologii naukowej, pozostatosci jader komorkowych po wyekstrahowaniu RNP
i DNP okresla sie jako biatka resztkowe jader komorkowych lub biatko kwasowe pozachromatynowe.
Z kolei biatka kwasowe DNP lub chromatyny okresla sie jako biatka kwasowe chromatyny albo
biatka niehistonowe chromatyny (tj. biatka NHC lub NHCP) [2].

Pomimo, iz DNP ekstrahuje sie z jader komérkowych od konca XIX wieku, to dopiero w 1961 roku
Bonner i wsp. zaczeli utozsamiac ekstrakt DNP z chromatyna [2].

Z kolei, pierwsze wiadomosci na temat biatek zwigzanych z RNA datuje sie od doniesien Cramptona
(1959) i Petermana (1959), dotyczacych skladu aminokwasowego biatek zasadowych, ktore to
otrzymano ekstrahujac cytoplazmatyczne czastki rybonukleoproteinowe watroby szczura
rozcienczonymi kwasami [2].

Bialka zwiazane z RNA

Biatka zwigzane z RNA to przede wszystkim biatka rybosomowe, a to ze wzgledu na duza ilos¢
rybosomow w komérce eukariotycznej. Rybosomy czesto stanowia nawet ok. 50% objetosci komorki.
Rybosomy cytoplazmatyczne charakteryzuja sie stosunkiem wagowym biatko/RNA rownym 1:1.

Biatka RNP ekstrahuje sie zazwyczaj stosujac stezone roztwory mocznika , 66% roztwér CH3COOH
lub rozcienczony kwas solny (HCI). Ponadto, stosuje sie takze trawienie rybosoméw RNaza w 0.1 M
buforze Tris/HCl. Masy czasteczkowe tych biatek wahaja sie w granicach 10 - 50 kDa. W skladzie
biatek wyrdznia sie ok. 18-23 mol% zawartosci aminokwaséw zasadowych, ze stosunkiem Lys/Arg
bliskim 1.2, a takze suma aminokwasow kwasowych (tj. 17-20 ml %) [2].

Rybonukleoproteiny wystepuja w komorce zaréwno w jadrze komoérkowym, jak i w cytoplazmie.
Rybonukleoproteiny mozna podzieli¢ na:

1) jadrowe RNP, a wsrod nich wyrdznia sie rybo nukleoproteiny jaderkowe i pozajaderkowe oraz
2) cytoplazmatyczne RNP, a wsrdd nich: rybo nukleoproteiny rybosomowe i pozarybosomowe,
a takze RNP mitochondriéw i RNP chloroplastéw (u roslin) [2], [8].

Pod wzgledem wielkosci RNP mozna sklasyfikowac jako: RNP wysoko- i niskoczasteczkowe.
Wysokoczasteczkowe RNP stanowia gtéwnie prerybosomowe RNP (pre-rRNP), rybosomowe RNP
(rRNP), pre-mRNP inaczej okreslane hnRNP (niejednorodne jadrowe RNP) [2], [8].

Niskoczasteczkowe RNP to z kolei: mate RNP (sRNP- small RNP), wsrod ktoérych wyrdznia sie: rRNP
tj. rybo nukleoproteiny zawierajace mate rybosomowe RNA, snRNP tj. mate jadrowe RNP, mate
jaderkowe RNP (tj. snoRNP) oraz mate cytoplazmatyczne RNP (scRNP-small cytoplazmie RNP), ktore
utworzone sa z udziatem scRNP [2], [8].

Mate jadrowe rybonukleoproteiny stanowia grupe biatek Scisle zwigzanych ze sktadaniem
i dojrzewaniem czasteczek RNA i sa umiejscowione w miejscach aktywnej transkrypcji [9].

Podczas izolacji biatek zwigzanych zaréwno z DNA jak i z RNA tj. RNP i DNP, wszystkie zabiegi
przeprowadza sie w niskiej temperaturze. Tak wiec homogenizacja, ekstrakcja i wirowanie odbywaja
sie w temperaturze od 0°C do 4°C, najczesciej wiec zabiegi te przeprowadza sie w chlodni, lodéwce
lub w pojemniku z rozdrobnionym lodem. Uzywane w trakcie izolacji narzedzia i naczynia takze sa
wczesniej chtodzone. Dzialania takie sa niezbedne ze wzgledu na duza podatno$é zaréwno



komponentu nukleinowego jak i biatkowego na degradacje termiczna i enzymatyczna ( zwtaszcza pod
wplywem proteinazy chromatynowej. Niska temperatura zmniejsza aktywnos¢ wielu enzymow [2].

Ekstrakcja RNP [2].

Metody izolowania RNP za pomoca rozcienczonych zasad (np. 3% NaOH, 0.75 M NaOH), czy woda
z dodatkiem NaHCO3, badzZ lekko zasadowymi roztworami buforowymi (np. bufor boranowy
o pH=8.4), aktualnie wyszly juz z uzycia, ze wzgledu na mozliwos$¢ jednoczesnej ekstrakcji DNP
degradacje nukleoprotein [2].

Obecnie stosowane metody mozna podzieli¢ na dwie kategorie:

1) ekstrakcja RNP izotonicznymi roztworami soli

2) frakcjonowane wirowanie homogenatéw komorkowych.

Ekstrakcja RNP izotonicznymi roztworami soli [2].

Metody ekstrakcji z zastosowaniem izotonicznych roztworow soli cechuja sie pewna selektywnoscia.
Wykorzystuja one rozpuszczalnos¢ nukleoprotein w réznych stezeniach NaCl, a przede wszystkim
nierozpuszczalnos¢ DNP w 0.14 M NaCl przy braku zmian rozpuszczalnosci RNP zaleznie od
stezenia NaCl. Najczesciej w metodach tych stosowany jest 0.14 M roztwor NaCl ( o pH= 7).
W przypadku gdy z jednej porcji tkanki chce sie otrzymac¢ zaréwno RNP jak i DNP, wtedy do
roztwordw ekstrahujacych dodaje sie inhibitoréw DNazy. Wsrod tych inhibitoréow stosuje sie np.
cytrynian sodu w stezeniu 0.01- 0.05 M, NaF 0.1 M czy 0.1 M roztwér EDTA. Tkanki, ktore sa
szczegolnie bogate w RNP np. watroba, trzustka czy nerki, wymagaja wielokrotnej 20-30 minutowe;j
ekstrakcji , az do momentu braku stratu biatkowego z 5% roztworem CCI3COOH , ewentualnie do
ujemnej reakcji na tryptofan w wyciagu, podczas gdy dla materiatu o duzej wartosci stosunku
jadrowo- cytoplazmatycznego wystarczy 2-krotne przemycie odpowiednim roztworem [2].

Otrzymywanie bialek RNP metoda frakcjonowanego wirowania [2].

Zastosowanie tej techniki pozwala na uzyskanie czystej frakcji rybosomdéw cytoplazmatycznych lub
rybosomoéw jadrowych [2].

Homogenat komorek lub jader komdrkowych zawieszonych w roztworze 0.25 M sacharozy lub
w 0.05-0.1 M buforze Tris/HCI (o pH= 7) poddaje sie wirowaniu przy 20 000 - 30 000 x g przez 30
minut. Ma to na celu oddzielenie ciezszych czasteczek. Nastepnie, poddanie otrzymanego
supernatantu ultrawirowaniu przy 78 000 x g ( 3 godziny) , 105 000 x g (1,5 godziny) badz 150 000
X g przez 1 godzine, dostarcza osadu rybosomowego, ktéry z kolei stanowi gldwna mase
rybonukleoprotein komdérkowych [2].

Wydzielenie RNP z roztworow soli [2].

Z roztworow soli rybo nukleoproteiny straca sie poprzez dodanie kwasu. Najczesciej jest nim
CH3COOH lub HCI do pH= 4-5. Mozna takze zastosowac oziebiony 96% roztwor etanolu (tj. 1-2
objetosci). Wazne jest by mozliwie jak najszybciej oddzieli¢ strat RNP od supernatantu , w celu
unikniecia rozktadu nukleoprotein w sSrodowisku kwasowym lub alkoholowym. W przypadku gdy
uzyskany preparat RNP ma by¢ poddany analizie chemicznej , otrzymany strat RNP przemywa sie
etanolem, nastepnie mieszaning etanolu i eteru , a na koncu eterem, po czym suszy sie go w prézni
nad stezonym roztworem H2S04 lub bezwodnym CaCl2 [2].

Izolowanie RNA i bialka z preparatow RNP [2].

W celu przeprowadzenia ekstrakcji RNA lub biatlek uzywa sie swiezo uzyskanych i nieodwadnianych



stratéw RNP lub frakcji rybosomowej [2].
Izolowanie rybonukleoprotein z grasicy lub trzustki bydlecej [1], [2].

Grasica lub trzustka powinny by¢ jak najszybciej zamrozone w termosie z lodem po pobraniu
z organizmu zwierzecia i przechowywane w takim stanie do momentu rozpoczecia preparatyki [1].

1.Ekstrakcja RNP [1], [2].

Swieza tkanke grasicy (ok. 15 g) bardzo dokladnie oczyszczona z ttuszczu oraz bton
tacznotkankowych a takze przemyta roztworem SSC (ij. sodium chloride + sodium citrate: 0.14 M
roztwér NaCl w 0.014 M roztworze cytrynianu sodu , pH= 0k.7), pocig¢ na drobne kawalki, uzywajac
w tym celu nozyczek. Nastepnie probke homogenizowa¢ z dwoma objetosciami SSC przez 30
sekund. Homogenat przenie$¢ do probéwek wirdéwkowych, umieszczonych w tazni lodowej ,
a nastepnie mieszac szklana bagietka prze 20 minut. Odwirowac ( ok. 1000 x g, 10 minut) [1], [2].
Otrzymany supernatant ostroznie zla¢ jednym ruchem do matej zlewki: do 1 ml supernatantu doda¢
1 ml 20% roztworu CCI3COOH, po czym obserwowac pojawienie sie stratu swiadczacego
o obecnosci RNP [1], [2].

Ekstrakcje RNP ( wg opisanej metody) przeprowadzi¢ 2-3 razy, az do momentu gdy w supernatancie
nie bedzie widoczny strat z roztworem CCI3COOH (20%). Nastepnie, z potaczonych supernatantéw
(zlanych do erlenmejerki umieszczonej w lodzie) straci¢ RNP przez zakwaszenie roztworu za pomoca
HCl do pH= 4-5. Po uptywie ok. 30 minut otrzymany strat odwirowaé przy ok. 15 000 x g przez 10
minut, a dalej rozpusci¢ w roztworze SSC [1], [2].

2.0trzymanie preparatu RNP [1], [2].

Rozpuszczony w roztworze SSC RNP nalezy odwirowac (ok. 1500 x g, 10 minut). Otrzymany
supernatant przenies¢ do nowej probowki wiréwkowej i dodaé 2 objetosci oziebionego 96% etanolu.
Odstawic¢ do lodéwki na ok. 30 minut. Po tym czasie strat RNP odwirowa¢ (1000 x g, 5 minut),
przemyc¢ 96% roztworem etanolu i mieszaning etanol-eter ( w stosunku 3:1), a na koniec eterem, za
kazdym razem odwirowujac (1000 x g, 5 minut). Osad suszy¢ w strumieniu cieptego powietrza (np.
za pomoca suszarki fryzjerskiej) [1], [2].

Ze wzgledu na duza labilno$¢ nukleoprotein (nawet w temperaturze pokojowej), wszystkie etapy
izolacji nalezy przeprowadza¢ w pojemnikach umieszczonych na lodzie, a takze stosujac ochtodzone
narzedzia. Probowki, w ktérych odwirowuje sie probki powinny by¢ takze ochtodzone [1], [2].
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