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Metody izolacji biatlek zwigzanych z DNA i
RNA cz.I1

W trakcie izolacji DNA, warto zwroci¢ uwage takze na bialka bedace scisle powiazane z tym
rodzajem kwasu nukleinowego. Bialka wchodzace w sklad tzw. deoksyrybonukleoprotein (tj.
polaczen bialek z DNA) to: protaminy, histony oraz bialka niehistonowe. Izolacja tych
szczegolnych komponentow kwasow nukleinowych, moze dostarczy¢ wielu ciekawych
informacji o skladzie, czy budowie bialek.
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Bialka zwiazane z DNA

Jako komponent biatkowy w deoksyrybonukleoproteinach wystepuja protaminy, histony oraz biatka
niehistonowe (tj. chromatynowe kwasowe).

Protaminy

Protaminy sa definiowane jako biatka sprzezone z DNA w komdrkach spermy. Stanowia one
ostateczny produkt réznorodnych przeksztatcen komponentu biatkowego, towarzyszacych
spermatogenezie. Spermatogeneza obejmuje serie procesow dojrzewania od komorki, ktora zawiera
histony - z czasem zastepowane przez biatka silniej zasadowe tj. biatka przejSciowe TP (transition
proteins), az do momentu dojrzatego plemnika, w ktérym wystepuja juz tylko dojrzate protaminy [2],
[6].

W chromatynie dojrzatego plemnika dochodzi do sytuacji, kiedy to nukleosomy zastapione sa
kompleksami DNA-protaminy. Kompleksy te nie sa lub sa tylko w minimalnym stopniu
superhelikalnie skrecone. Protaminy, w porownaniu z histonami sa biatkami o potowe mniejszymi,
jednakze zawierajacymi dwukrotnie wieksza zawartoscia reszt argininy (tj. ok. 50-70%) i cysteiny
[6].

W pierwszym modelu tego biatka z 1982 roku, przedstawionym przez Balhorna, sugerowano, ze
protaminy ukladaja sie wzdluz waskiego rowka podwdjnej helisy DNA, wigzac sie z rowkiem za
pomoca centralnej domeny, z kolei wyeksponowane dlugie tancuchy reszt argininy neutralizuja
ujemny tadunek fosfodiestrowego szkieletu DNA [6].

Dzieki temu, polianionowy DNA ulega przeksztalceniu w neutralny polimer. Zas mostki
dwusiarczkowe reszt cysteiny dodatkowo wzmacniaja stabilno$¢ tego skomplikowanego uktadu [6].

Protaminy sa malymi zasadowymi biatkami, ktérych masa czasteczkowa waha sie w granicach
4000-12000 Da. Wyrdznia sie dwa rodzaje protamin: protamina 1 (P1), ktéra wystepuje u prawie
wszystkich ssakow oraz protamina 2 (P2), obecna u cztowieka i u kilku innych gatunkow [6].

Protaminy sa biatkami, ktére wiaza sie wzdtuz fosfodiestrowego szkieletu DNA, dzieje sie to
niezaleznie od sekwencji nukleotydéw. Jedna czasteczka protaminy wiaze sie zawsze tylko do
jednego skretu DNA (tj. okoto 11 pz DNA). Mechanizm, dzieki ktéremu protaminy uczestnicza w tym
procesie, jak dotad stanowi przedmiot szerokiej dyskusji. A to dlatego, poniewaz stwierdzono, ze
w warunkach in vitro protaminy moga wiaza¢ sie z DNA w szerszym rowku, zar6wno w szerszym jak
i wezszym rowku, wzglednie elektrostatycznie do powierzchni DNA [6].

Histony
Sa biatkami, ktére daja sie ekstrahowac¢ w srodowisku kwasowym, a takze straca¢ za pomoca zasad.

Ponadto, sa biatkami rozpuszczalnymi w odczynniku Mirsky’ego (tj. 1.88 M H2S04, 0.34 M HgS04),
nawet w temperaturze 60°C, Kidy to inne biatka w takich warunkach ulegaja wytraceniu [2].



Cecha charakterystyczna histonéw jest mata masa czasteczkowa (11 000-21 000). W ich skladzie
odnotowuje sie ok. 18% zawartos¢ azotu. Wsrdd aminokwaséw powszechnie wystepujacych
w biatkach, w histonach nie wystepuje tryptofan, i z matymi wyjatkami nie zawieraja cysteiny.
Wykazuja przewage aminokwasow zasadowych ( wiecej niz 22%) nad aminokwasami kwasowymi (ok.
15%) [7], [10].

Wszystkie frakcje histonowe zostaly podzielone na 3 gtowne grupy, ktére réznia sie miedzy soba
stosunkiem molowym lizyny do argininy.

W wyniku doswiadczen przeprowadzonych przez Panyima i Chalkleya (1969), otrzymano 5
komponentow odpowiadajacych gléwnym frakcjom histonowym tj.: H1, H2A, H2B, H3 i H4 [7], [10].

Od 1969 roku w literaturze pojawiaja sie prace o sekwencji aminokwasowej poszczegolnych
histonow grasicy bydlecej oraz innego pochodzenia tych bialek. W wyniku przeprowadzonych badan,
dzi$ juz wiadomo, ze histony sa biatkami o strukturze I-rzedowej, ktore doskonale zachowaly sie
w ewolucji molekularnej [2], [7], [10].

Bialka niehistonowe chromatynowe - bialtka NHC (lub bialka NHCP- kwasowe
chromatynowe) [2].

Biatka niehistonowe obok histonéw i DNA , stanowia integralny komponent kompleksu
deoksyrybonukleoproteiny lub chromatyny. Od klasycznych prac Mirsky’ego i Pollistera (1946) oraz
Wanga (1966) w biatkach niehistonowych (NHC) mozna wyrézni¢ dwie gtéwne grupy. Pierwsza
z nich stanowia biatka stabo zwiazane z DNA, za$ druga: biatka mocno zwiazane z DNA [2].

Biatka stabo zwiazane z DNA moga zosta¢ oddysocjowane z DNP lub chromatyny w 0.14 M
roztworze NaCl. Zas, biatka mocno zwigzane z DNA dziela sie dodatkowo na biatko sprzezone z DNA
wigzaniami silnymi, ale niekowalencyjnymi , oraz wigzaniami kowalencyjnymi, tj. biatka o silnym
i bardzo silnym powinowactwie do DNA. Biatka o silnym i bardzo silnym powinowactwie do DNA
okreslane sa mianem biatek niehistonowych resztkowych, ktore naleza do grupy biatek najtrudniej
ekstrahowanych [2].

Biatka niehistonowe stanowia niejednorodne peptydy o masie czasteczkowej ok. 5000 - 200 000.
Bialtka te zawieraja tryptofan rowny 0-1% ich masy czasteczkowej, a dodatkowo znaczny odsetek
fosforu tj. ok. 0-1.3% [2].

Metody izolacji DNP i jego komponentow [2].

W metodach izolacji DNA, zaréwno z tkanek jak i jader komdrkowych, stosuje sie ekstrakcje
roztworami o matej sile jonowej, a takze stezonymi roztworami soli. Podczas izolacji DNP wyodrebnia
sie 3 zasadnicze etapy. Pierwszym z nich jest usuniecie RNN, nastepnie ekstrakcja DNP, a ostatnim
etapem jest wytracenie i oczyszczenie DNP [2].

1.Usuniecie RNP

W etapie tym przeprowadza sie ekstrakcje homogenatu tkanki lub izolowanych jader komérkowych
za pomoca soli o matym stezeniu [2].

2.Ekstrakcja DNP



Wsréd réznych metod ekstrakcji DNP, godna uwagi jest technika Cramptona i wsp (1954), w ktorej
stosuje sie wielogodzinng ekstrakcje woda o temperaturze 0°C. Wérod metod opartych na ekstrakcji
DNP stezonymi roztworami soli najbardziej powszechna metoda jest metoda wg Mirsky’ego
i Pollistera (1942), atakze jej modyfikacje. W metodach tych stosuje sie ekstrakcje pozostatosci
tkankowej po usunieciu RNP za pomoca 1-2 M roztworu NaCl. Z kolei, w technice Hursta (1958)
stosuje sie homogenizacje tkanki ( 1- 2 minuty) wolnej od biatek RNP w mieszaninie réznych
objetosci roztworéw 2 M NaCl i 0.01 M EDTA. Nukleoprotaminy nasienia niektérych zwierzat nie SA
rozpuszczalne ani w wodzie ani w 1 M roztworze NaCl, w zwiazku z czym wymagaja bardziej
stezonych roztworéw NaCl, a dodatkowo przeprowadzenia hydrolizy zasadowej [2].

3.Wydzielanie DNP z roztworow

W celu wytracenia DNP z wodnych ekstraktow stosuje sie dodanie do nich NaCl do stezenia 0.05 M,
lub CaCl2. Uzywajac CaCl2 w konsekwencji otrzymuje sie osad DNP, ktory jest trudny do
rozpuszczenia. Stosujac 1-2 M roztwory NaCl DNP wytraca sie gtéwnie przez rozcienczenie woda do
koncowego stezenia rownego 0.14 M NaCl (Mirsky i Pollister 1942). Ewentualnie mozna zastosowac
etanol, tak jak w metodzie Gullanda i wsp. (1947). Oczyszczenie DNP przeprowadza sie stosujac
kilkakrotne rozpuszczenie DNP i ponowne jego wytracenie z rozpuszczalnika [2].

Izolowanie bialtek histonowych (histonow) [2].

Zastosowanie réznych metod izolacji kwasow nukleinowych powoduje utrate niewielkich ilosci biatek
histonowych. Mirsky i Ris w swoich badaniach doniesli, ze biatka histonowe stanowia ponad 80%
biatek zlokalizowanych w chromosomach grasicy [5].

Metody stosowane do izolacji biatek histonowych mozna podzieli¢ na 2 grupy tj.: ekstrakcja soli
histonowych przez poddanie materiatu badanego ( DNP, jader komérkowych lub tkanki) dziataniu
rozcienczonych mocnych kwaséw, oraz na metody, w ktorych zachodzi dysocjacja DNP w roztworach
soli obojetnych [2].

Metody, w ktorych stosuje sie ekstrakcje soli histonowych maja wiele odmian. W trakcie ich
stosowania uzywa sie np. rozcienczonych roztworéw HCI lub H2S04, lub kwasu cytrynowego, badz
1,88 M roztwoér H2S04 zawierajacy 0,34 M HgS04, 1 M roztwér NaCl o pH=2.9. Chlorek histonu lub
siarczan moze by¢ wydzielony z kwasowego ekstraktu siarczanem amonu, dzialtaniem amoniaku,
mozna réwniez straci¢ go izoelektrycznie z pomoca roztworéw NaOH, lub dzialajac na roztwoér
siarczanu histonu Ba(OH)2. Najczesciej jednak efekt otrzymuje sie zakwaszonym acetonem lub
stosujac liofilizacje dializowanego materiatu.

Wsrdéd metod wykorzystujacych dysocjacje DNP w roztworach soli obojetnych, najczesciej stosuje sie
metode Butler ai wsp. (1954), ktéra opiera sie na dysocjacji nukleohistonu w 10% roztworze NaCl
o pH=7.0. Nastepnie wytraca sie DNA w obecnosci 30% stezenia acetonu lub etanolu, dalej
przeprowadza sie wysolenie histonu z pozostatego roztworu stosujac w tym celu siarczan amonu,
otrzymany strat rozpuszcza sie , a na koncu przeprowadza sie liofilizacje po dializie roztworu histonu

[2].
Izolowanie bialek niehistonowych [2].

Biatka niehistonowe DNP (lub chromatyny) charakteryzuja sie bardzo trudna rozpuszczalnoscia
w powszechnie uzywanych rozpuszczalnikach, stosowanych w chemii biatek. Ta specyficzna
wlasciwosc¢ biatek niehistonowych przez wiele lat stwarzata problemy z wyizolowaniem i doktadnym
zbadaniem wtasnie tej grupy biatek. Przelom nastapit w latach 60. I 70., kiedy to opracowano dwa



generalne schematy postepowania z tymi biatkami, zastepujac tym samym drastyczne metody
zasadowej ekstrakcji biatek niehistonowych [2].

W pierwszej metodzie biatka niehistonowe oddziela sie od DNA za pomoca zbuforowanych
roztworow fenolu (pH=8.4), badZz stosujac ultrawirowanie. Materialem wyjsSciowym jest
odhistonowane DNP ( lub chromatyna), lub jadra komoérkowe, ktére pozbawione sa RNP, lipidow
i histonéw [2].

Druga metoda opiera sie na dysocjacji DNP (lub chromatyny) najczesciej w uktadzie 2 M NaCl- 5 M
mocznik ( lub 2.5 M chlorek guanidyny). Nastepnie usuwa sie DNA przez ultrawirowanie lub
stracanie, po czym oddziela sie biatka niehistonowe od histonéw. Zazwyczaj w tym celu stosuje sie
metody chromatografii jonowymiennej [2].

Otrzymywanie bialek NHC o slabym powinowactwie do DNA [2].

W metodzie tej preparat DNP lub chromatyny poddaje sie dysocjacji w 1 M roztworze NaCl. Pod
wplywem 6-8 godzinnej dializy tego roztworu (wobec 6 objetosci wody, a wiec w Srodowisku 0,14 M
NaCl) dochodzi do wytracenia kompleksu DNA-histon- biatko NHC mocno zwiazane z DNA,
w roztworze zas$ zostaje biatko NHC stabo zwigzane z DNA. Biatko to daje sie wydzieli¢ z dializatu za
pomoca (NH4)2S04 (nasycenie 70-80%) [2].

Metoda izolacji deoksyrybonukleoprotein z grasicy bydlecej [1].
1.Ekstrakcja DNP

Osad homogenatu grasicy bydlecej po ekstrakcji biatek RNP, potraktowac 3 objetosciami 1 M
roztworu NaCl. Wymieszac¢ szklana bagietka i odwirowa¢ (5000 x g, 15 minut). Zabieg ten powtorzy¢
2 razy. Otrzymywany po wirowaniu supernatant zlewa¢ do cylindra miarowego- wczesniej
oziebionego, i przechowywa¢ w lodéwce. Po skonczeniu ekstrakcji nalezy oznaczy¢ objetos¢
potaczonych supernatantéw DNP, a nastepnie przela¢ je do zlewki z doktadnie odmierzona 6-krotng
objetoscia ( w stosunku do objetosci roztworu DNP) oziebionej H20. Niewielka jej iloscig przeptukac
cylinder [1]. Zawartos$¢ zlewki delikatnie wymieszac¢, nawijajac na bagietke widékna wytraconego
DNP. Widkna DNP nawiniete na bagietke zsuna¢ do matej zlewki, zas wtékna DNP ktdére pozostaly
w roztworze zebra¢ przez odwirowanie probki ( ok. 1000 x g, 5 minut). Otrzymany strat DNP
rozpusci¢ w niewielkiej ilosci 1 M roztworu NaCl (pH= ok. 7) [1].

2.0trzymanie preparatu DNP [1].

Rozpuszczony w 1 M roztworze NaCl strat DNP nalezy odwirowac (5000 x g, 15 minut). Otrzymany
supernatant zmierzy¢ objetoSciowo w cylindrze miarowym. Okoto Y2 roztworu DNP nalezy
przeznaczy¢ na otrzymanie suchego preparatu. W tym celu, nalezy wytraci¢ DNP przez 6-krotne
rozcienczenie w wodzie , otrzymany po wirowaniu strat osuszy¢ etanolem (96%), eterem i cieptym
powietrzem (np. z suszarki fryzjerskiej). Pozostate % roztworu DNP w 1 M roztworze NaCl (pH= ok.
7) przeznaczy¢ do izolowania biatka NHC histonu [1].

Metoda izolacji biatka NHC o stabym powinowactwie do DNA z deoksyrybonukleoprotein grasicy
bydlecej [3].

Jako materiat do izolacji biatka NHC nalezy wykorzystac¢ ekstrakt deoksyrybonukleoprotein grasicy
bydlecej w 1 M roztworze NaCl (pH= ok. 7) [3].



1.0trzymanie bialtka NHC o stabym powinowactwie do DNA

Znana objetos¢ roztworu DNP ( w 1 M roztworze NaCl) nalezy przenies¢ (za pomoca lejka szklanego
przeptukanego 1 M NaCl) do worka dializacyjnego (wczesniej dobrze wymytego w wodzie
i przeptukanego 2 razy w 1 M roztworze NaCl). Zawiazany worek z roztworem DNP umiescié
w zlewce napehionej 6 objetosciami lodowatej wody w stosunku do objetosci roztworu DNP. Dialize
nalezy prowadzi¢ na mieszadle magnetycznym przez okres ok. 12 godzin. Momentem swiadczacym
o koncu dializy jest pojawienie sie stratu pozostatosci DNP ( tj. DNP + pozostatos¢ NHCP). Po tym
czasie, zawarto$¢ worka dializacyjnego odwirowac (przy ok. 1000 x g, przez 10 minut). Powstaty po
wirowaniu supernatant przenies¢ iloSciowo do cylindra miarowego o obj. 50 ml. Do okreslonej
objetosci roztworu biatkowego wprowadzi¢ taka odwazke (NH4)2S04 ( w stanie statym), aby
uzyska¢ 80% nasycenia. Wytrgcone w ten sposéb biatko NHC odwirowac¢ , nastepnie dializowac
wobec kilkakrotnie zmienianej zimnej wody, az do braku reakcji na siarczany. Dializat potraktowac
zimnym acetonem, zas$ osad przemy¢ 3-krotnie zimnym acetonem, a na koniec osad osuszy¢ cieptym
powietrzem [3].

Izolowanie histonu z pozostatosci DNP po oddializowaniu biatek NHC. Otrzymanie pozostatosci DNP
pozbawionej bialek NHC oraz histondw. Analiza histonu catkowitego [2].

Jako materiat do izolacji nalezy wykorzysta¢ DNP po oddializowaniu bialek NHC o stabym
powinowactwie do DNA [2].

1.Ekstrakcja histonu calkowitego

Strat DNH + pozostatos¢ NHCP przemy¢ za pomoca 0.14 M roztworu NaCl. Strat rozbi¢ doktadnie
w niewielkiej iloSci supernatantu za pomoca szklanej bagietki, po czym dodawac¢ do niego kroplami
0,2 M roztwér HCI, starannie mieszajac. Do probowki wiréwkowej wprowadzi¢ 2 objetosci 0,2 M
roztworu HCI] ( w stosunku do objetosci wyjsciowego osadu). Nastepnie ekstrahowac histon
catkowity w ciagu 20 minut za pomoca dokladnego rozcierania zawartosci probowki bagietka. Po
roztarciu, proébke odwirowaé (2000 x g, 10 minut), ekstrakcje histonu powtorzy¢ jeszcze 2 razy, za
kazdym razem zbierajac supernatant w oddzielnej probéwce wiréwkowej. Ekstrakt histonu
w probdwkach wiréwkowych lub w zlewkach, potraktowaé 10 objetosciami oziebionego acetonu,
calos¢ probki dobrze zamiesza¢. Wytragcony strat histonu przemy¢ 2 razy niewielka iloscia acetonu,
po czym wysuszy¢ w eksykatorze prézniowym [2].

2.0trzymanie pozostalosci DNP po wyekstrahowaniu bialek NHC oraz histonow [2].

Otrzymany osad DNP, ktéry pozbawiony jest zaréwno biatek NHC jak i histonéw, nalezy osuszy¢-
wykorzystujac w tym celu etanol, nastepnie eter i na koncu ciepte powietrze ( np. z suszarki ) [2].

Autor: Lidia Koperwas
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