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DO FLUORYMETRYCZNEJ IDENTYFIKACJI DNA LIMFOCYTOW LUDZKICH
W ALKALICZNYM GRADIENCIE GESTOSCI SACHAROZY

t

W pracy zastosowana fluorymetryczng metode z DABA x 2HC1 do okre-
Slenia lokalizacji DNA we frakcjach alkalicznego gradientu gestosci sa-
charozy. Uzywano limfocyty ludzkie pobudzone do transformacji blasty-
cznej Titohemaglutyning (PHA+), limfocyty ludzkie niepobudzone (PHA-)
oraz handlowy preparat DNA =z grasicy cielecej (Sigma Chem. .) . Uzyska-
ne dane wykazaty, ze wyniki fluorymetrycznego oznaczerfia DNA limfocy-
toéw ludzkich przy uzyciu DABA x 2HC1 we frakcjach alkalicznego gra-
dientu gestosci sacharozy zgodne sa z wynikami uzyskanymi metodag ra-
dioizotopowa, zaréwno w przypadku limfocytéw nienapromieniowanych, jak
1 napromieniowanych, a metoda ta moze by6" =zastosowana do badan mas czag-
steczkowych DNA przy pomocy wirowania w gradientach gestosci sacharo-

zy bez koniecznosci uprzedniego znakowania komérek.

WSTEP

Wirowanie w alkalicznym lub neutralnym gradiencie gestosci
sacharozy po bezposredniej lizie komérek na szczycie e gradientu
jest powszechnie uzywanag metodg do badan pojedynczych i podwdj-
nych peknie¢ DNA powstatych w wyniku popromiennych uszkodzen je-
go czasteczki. Jedng z bardzo czudych i najczesciej stosowanych
metod do okreslenia Jlokalizacji DNA we frakcjach gradientu jest



metoda radioizotopowa. Zastosowanie tej metody wymaga wczesniej-
szego wyznakowania DNA, ktéore moze by¢é prowadzone in vivo przez
iniekcje radioaktywnego prekursora do organizmu [18] lub In vitro,
w hodowli komérkowej [10]- G#6wng niedogodnoscia znakowania in vi-
vo jest niska aktywno$¢ specyficzna otrzymanych w ten sposo6b
kwaséw nukleinowych, a takze wysoki koszt i ddugi okres czasu,
jaki jest potrzebny do wyraznego wyznakowania DNA. Znakowanie DNA
w hodowli komérkowej umozliwia wprawdzie synteze DNA o wysokim
poziomie wyznakowania w warunkach zblizonych do fizjologicznych,
ale moze by¢ zastosowane tylko dla komérek dzielgacych sie . i w
przypadku limfocytéw ludzkich wymaga pobudzenia ich do transfor-
macji blastycznej.

Inne trudnosci, ktére nalezy bra¢ pod uwage w interpretacji
wynikéw doswiadczen z radioaktywnag tymidyna, to uszkodzenie ko-
morek przez wewnatrzjadrowg radiacje, wynikajaca z rozpadu 3H-
lub InC-tymidyny [2, 7, 9, 22]. Jak wykazano w pracach szeregu
autoréw, whaczenie radioaktywnego prekursora do DNA prowadzi do
uszkodzenia czgsteczki biopolimeru podobnego do uszkodzerf spowo-
dowanych przez ekwiwalentne dawki promieniowania X lub gamma
[3, 4, 8, 16], a dodanie H-tymidyny do hodowanych in vitro lim-
focytéw ludzkich powoduje powstanie aberracji chromosomowych [13].

W naszej pracy nad uszkodzeniami DNA limfocytéw ludzkich z
krwi obwodowej powstatych w wyniku promieniowania gamma spraw-
dzilismy mozliwo$s¢ zastosowania opisanej w 1958 r. przez K i s-
sane i Robinsa [12] fluorymetrycznej metody ozna-
czania DNA przy uzyciu DABA x 2HC1 do identyfikacji DNA we frak-
cjach alkalicznego gradientu gestosci sacharozy, sprawdzajgc m.
in. wptyw nastepujacych czynnikéw na wynik oznaczenia:

- zaleznos$¢ natezenia fluorescencji od czasu miedzy przygo-
towaniem a pomiarem fluorescencji préby DNA,

- precypitacja DNA,

- stezenie sacharozy w gradiencie.

MATERIAL 1 METODY

W pracy uzywano limfocyty ludzkie pobudzone do transformacji
blastycznej (PHA+) 1 znakowane [Metylo-3H] - tymidyna, limfocyty



ludzkie niepobudzone (PHA-) oraz handlowy preparat DNA z grasicy
cielecej (Sigma Chem. CoJ.

Limfocyty ludzkie 1izolowano z krwi obwodowej pobranej na he-
paryne. Erytrocyty po dodaniu metylocelulozy sedymentowano gra-
witacyjnie w temp. 37°C. Granulocyty i makrofagi usuwano przez

15-minutowg adherencje na szkle w temp. 37°C.

1. Hodowla komérek 1 znakowanie DNA

Hodowle komérek opracowano na podstawie metody podanej przez
Chessina i wsp. [5]-

Hodowle limfocytédw prowadzono w medium 199 zawierajacym 20%
surowicy cielecej, antybiotyki (100 (i streptomycyny + 120 j. pe-
nicyliny) i PHA (0,01 ml na 1 ml medium) w 37°C przez 48 godz.,
a nastepnie znakowano DNA przez 18 godz. [Metylo-3H]- TdR o a-
ktywnosci specyficznej 2Ci/mmol w ilosci 2 jag na 1 ml hodowli.

2. Wirowanie DNA w alkalicznym gradiencie gestos$ci sacharozy

Wirowanie DNA w alkalicznym gradiencie gestosci sacharozy
prowadzono wg metody McGrath i Williams [14].
Sktad gradientu: 5-20% sacharoza w 1,0 M NaOH, 0,9 M NaCl i

0,001 M EDTA (pH 12). Zawiesine 0,1 ml komérek w PBS (zbuforo-
wany roztwor soli fizjologicznej) lizowano na szczycie gradientu
w temperaturze pokojowej przez 60 min 0,5 M NaOH i 0,1 M EDTA.
Wirowanie uwolnionego w wyniku lizy DNA wykonywano w ultrawiréwce
L5-65 Beckman przy uzyciu rotoru SW-60 w temp. 10°C i 30 000
obr./min przez 90 min. Zbierano 30 frakcji 5-kroplowych. Do ka-
zdej frakcji dodawano albumine wodowg 1 zimny 10% TCA i pozo-
stawiano na noc w temp. 4°C w celu precypitacji osadu. Dalszy
tok postepowania byt rézny w zaleznosci od sposobu oznaczania
DNA we frakcjach gradientu.

Potozenie DNA we frakcjach alkalicznego gradientu gestosci sa-
charozy w celu poréwnania okreslano dwoma metodami: przez po-
miar radioaktywnosci poszczegélnych frakcji oraz fluorymetrycz-

nie przy uzyciu DABA x 2HCL1.



3. Oznaczanie DNA we frakcjach gradientu gestosci sacharozy

przez pomiar radioaktywnosci

Frakcje gradientu filtrowano przez filtry nitrocelulozowe
(Millipore typ HA 0,45 p) . Filtry ptukano dwukrotnie 5% zimnym
TCA 1 suszono. Radioaktywnos¢ frakcji zliczano w naczynkach

scyntylacyjnych zawierajacych 5 ml toluenowego roztworu scynty-
latora (Scyntol-3-Koch Light Lab., rozcienczonego 24 objetosciami
toluenu) na Spektrometrze LS-8100 Beckman.

4. Fluorymetryczne oznaczanie DNA we frakcjach

gradientu gestosci sacharozy przy uzyciu DABA x 2HC1

Wytracony wraz z albuming DNA wirowano przy 3000 obr./min
przez 15 min. Supernatant usuwano przez odsysanies a osad prze-
mywano kolejno: 2 razy zimnym 5% TCA, 1 raz alkoholowym roztwo-
rem 0,1 M CHMNCOOK w temp. 60°C, 1 raz absolutnym alkoholem w
temp. 60°C. Po kazdorazowym przemyciu osad wirowano przy 3000
obr./min przez 15 min. Otrzymany osad suszono przez noc w temp.
60°C, dodawano 50 pg wodnego roztworu 2M DABA x 2HC1, intensyw-
nie mieszano 1 inkubowano 60 min w temp. 60°C. Po ochtodzeniu
dodawano 1,5 ml 0,6 N KCIO™ i po godzinie okreslano fluorescen-
cje proby przy emisji 510 nm i ekscytacji 410 nm na spektroflu-
orymetrze Aminco Bowman, USA lub Jobin Yvon JY-3.

5. Obliczenia masy czasteczkowej 1 statej sedymentacji DNA

Statg sedymentacji S2gq obliczano z zaleznosci B ur g i-
-Hershey Il zmodyfikowanej przez M c G r ath i
Williams [14], natomiast mase czgsteczkowg DNA dla wi-

rowania w warunkach alkalicznych wg Studiera [20].-

WYNIKI I OMOWIENIE WYNIKOW

W celu okreslenia zaleznosci natezenia fluorescencji od cza-

su oznaczano TfTluorescencje 2 pg DNA i préoby zerowej w réznych



odstepach czasowych miedzy przygotowaniem préby, a pomiarem na-

tezenia fTluorescencji (rys. 1).

natezenie fluorescencji
[ jednostki arbitralne J
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Rys. 1. Zalezno$¢ natezenia fluorescencji od czasu przechowywania préby, =« -
2 jg DNA, o - préba kontrolna

The dependence of the intensity of fluorescence upon the storage time of the
samples, < - 2 jig DNA, o - control probe

Abhé&nyichkeit der Spannung der Fluoreszenz seit der Lagerung der Probe, - -
2 [lg DNS, o die Kontrole

Stwierdzono, ze roztwér DNA o stezeniu 2 pg wykazuje maksi-
mum natezenia fluorescencji po 1 godzinie, ktére utrzymuje sie
na statym poziomie do 4 godzin od chwili rozpoczecia pomiaru, a
fluorescencja proby zerowej wzrasta w niewielkim stopniu (staty-
stycznie nieistotnie) w miare updywu czasu. Z tych wzgledéw jako
optymalny czas pomiaru fluorescencji nalezy uwaza¢ okres 1 go-
dziny od chwili zakonczenia przygotowania proéby.

W poczatkowych eksperymentach sprawdzano zaleznosé miedzy
stezeniem DNA a natezeniem fluorescencji dla DNA wystepujacego w
osadzie oraz dla DNA rozpuszczonego w 1 N NHMOH =z pominieciem
procedury otrzymywania i przemywania osadu opisanej w metodach
(rys. 2).

Wyniki uzyskane z krzywych standardowych dla DNA grasicy cie-
lecej w zakresie 0,1-2 pg wykazaty, ze wytracenie DNA wraz z
albuming wodtowg 1 przemywanie osadu powoduje obnizenie fluore-
scencji o ok. 25% w stosunku do analogicznych ilosci DNA otrzy-
manych z pominieciem tej procedury. Prezentowana metoda pozwala
jednak na okreslenie zawartosci DNA w 1ilosci 10-7 g.
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Rys. 2. Krzywe standardowe do fluorymetrycznego oznaczania DNA w reakcji z
DABA « 2 HCl: o - DNAw 1 N NHMOH, < - DNA po precypitacji z albumina,

The standard curves for fluorimetric assay of DNA in the reaction with DABA <
e 2HC1: o0 - DNA in 1 N NHMOH, < - DNA after the precipitation with albumin

Die Standardkrummen zur fluorymetrischen Kennzeichnung der DNS in der Reak-
tion mit DABA < 2HC1: o0 - DNS in 1 N NH40H, . - DNS nach der Prazipitation
mit dem Albumin
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Rys. 3. Zalezno$¢ natezenia fluorescencji od gestosci sacharozy w kolejnych
frakcjach alkalicznego gradientu gestosci sacharozy

The. dependence of the intensity of fluorescence upon the density of sucrose
in the following fractions of the alkaline sucrose density gradient

Die Abhangigkeit der Spannuhg der Fluorescenz von der Dichtigkeit der Sacharo-
se in folgenden Fraktionen des alkalischen Gradients der Dichtigkeit von Sa-
charose



Pomiar fluorescencji frakcji gradientu gestosci sacharozy
przedstawiony na rys. 3 dowodzi, ze wzrost stezenia sacharozy
nie wptywa znaczagco na wartos¢ natezenia = fluorescencji poszcze-

golnych frakcji. Obserwowany niewielki wzrost fluorescencji wraz
ze wzrostem stezenia sacharozy byt w granicach proéby zerowej
(rys. 1), tak ze przy analizowaniu gradientu mozna go pomi-

nac, lub stosowa¢ jako odnosnik sacharoze o stezeniu 12%.

Rys. 4. Profil rozkktadu DNA grasicy cielecej w alkalicznym gradiencie gestosci
sacharozy

Zone sedimentation pattern of DNA obtained from calf thymus in alkaline suc-
rose density gradient

Das Profil des Zerfalls von DNS des Kalbsthymus im aikalischen Gradient der
Dichtigkeit von Sacharose

W celu okreslenia przydatnosci fluorymetrycznej metody ozna-
czania DNA z DABA x 2HC1 do okreslania lokalizacji DNA we frak-
cji alkalicznego gradientu gestosci sacharozy wirowano DNA z
grasicy cielecej (Sigma Chem. CoJ (rys. 4), DNA limfocytéw ludz-
kich znakowanych (Metylo- H)-tymidyng (rys. 5), DNA [limfocytow
ludzkich napromieniowanych dawkg 10 kiloradéw promieniowania gam-
ma 60CO0 ('rys. 6) oraz DNA niepobudzonych limfocytéw ludzkich z
krwi obwodowej (rys. 7).

Na podstawie przedstawionych danych mozna sadzicd, ze Fluo-
rymetryczna metoda z DABA x 2HC1 pozwala na 1identyfikacje DNA



we frakcjach alkalicznego gradientu gestos$ci sacharozy. Wirowa-
wanie DNA z grasicy cielecej wykazato, ze naniesiona na gra-
dient prébka 4 fig DNA po odwirowaniu jest mozliwa do identyfi-
kacji, a na podstawie wartosci natezenia fluorescencji mozna
sadzi¢, ze nie jest to graniczna ilos¢ DNA, jaka moze by¢ zi-
dentyfikowana ta metoda. Mozliwe jest réwniez okreslenie loka-
lizacji DNA po lizie 104 limfocytoéw.

Rys. 5. Profile rozk#ada DNA limfocytéw napromieniowanych w alkalicznym gra-

diencie gestosci sacharozy uzyskane metoda fluorymetryczng (——— ) oraz me-
toda radioizotopowg (———)

Zone sedimentation Tfiatterns of lymphocytes DNA unirradiated in the alkaline
sucrose density gradient obtained uslng the fluorimetric method (-——-), ra-
dioizotope method (——)

Die Profile des Zerfalls DNS der unbestrahlten Lymphozyten im alkalischen
Gradient der Dichtlgkeit von Sacharose, die mit Hilfe folgender Methoden ge-
wonnen wurden der fluorymetrischen Methode (C---- ), der radioizotopischen
Methode (G---- )]

Rozktady DNA w gradiencie gestosci sacharozy uzyskane meto-
da fluorymetryczng i radioizotopowg sa zblizone, a $rednie wa-
gowe masy czasteczkowe (Mw) wuzyskane tymi metodami odpowiadaja
sobie. dla DNA limfocytéw ludzkich uzyskane przez pomiar



Q
radioaktywnosci wynosi 1,76 +0,11 x 10 , natomiast uzyskane me-
toda fluorymetryczng 1,57 +0,17 x 108 (podano Srednig, + odchy-
lenie standardowe).
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Rys. 6. Profile rozkdtadu DNA z limfocytéw napromieniowanych dawka 10 kilo-
radéw promieniowania gamma w alkalicznym gradiencie gestos$ci sacharozy uzys-
kane metoda fluorymetryczng C---- ) 1 metodg radioizotopowg C---- )

Zone sedimentation patterns of lymphocytes DNA irradiated with the dose of
10 krads of gamma-irradiation in alkaline sucrose density gradient obtained

using fluorimetric method (C---- ), radioisotope method GE——-)
Die Profile des Zerfalls der DNS aus den mit Dose von 10 Kiloradium der Gam-
ma-Strahlung bestrahlten Lymphozyten, gewann man im alkalischen Gradient
der Dichtigkeit von Sacharose mit Hilfe fluorymetrischen Methode - ).

mit Hilfe der"radioizotopischen Methode (———-—-—- ) *



|z sumy
fluorescencji

Rys. 7. Profile rozk#adu DNA niepobudzonych limfocytéw ludzkich w alkalicznym

gradiencie gestosci sacharozy: ---- ) natezenie fluorescencji z DABA < 2HC1,
(———— ) procent z sumy fluorescencji
Zone sedimentation patterns of DNA from unexcited human lymphocytes in alka-
line sucrose density gradient: & - ) intensity of fluorescence of DNA with
DABA < 2HC1, ---- ) the percent of the sum of fluorescence
Die«Profile des Zerfalls der DNS unerweckter menschlicher Lymphocyten im al-
kalischen Gradient der Dichtigkeit von Sacharose: - ) die Spannung der
Fluorescenz DNS mit DABA < 2HC1, - ) Procent aus der Summe der Fluoresz-
enz
DYSKUSJA

Metode fluorymetrycznego oznaczania DNA przy uzyciu DABA x

X 2HC1 opisang po raz pierwszy przez Kissane i R o -
bi n s a, pézniej modyfikowang przez Santoiani i
wsp. [19/ Switzer i wsp. [21], Robertson i
wsp. [17], Cattolico i wsp. [6] stosowano do identy-

fikacji DNA z hodowanych leukocytéw myszy L5 178X przez Ono

i Ok ada [15] w alkalicznym gradiencie gestosci sacharozy



Rys. 8. Profil rozk#adu DNA z limfocytédw ludzkich nienapromieniowanych w ne-
utralnym gradiencie gestosci sacharozy uzyskane z identyfikacji DNA metoda
fluorymetryczng z DABA < 2HC1 i

Zone sedimentation pattern of the DNA from human lymphocytes wunirradiated in
neutral sucrose density gradient obtained by Identification of the DNA using

n the fluorimetric method with DABA < 2HC1
Das Profil des Zerfalls der DNS menschlicher. unbestrahlter Lymphozyten im
neutralen Gradient der Dichtigkeit von Sacharose, das aus der ldentifizierung
der DNS mit Hilfe der fluorymetrischen Methode mit DABA - 2HC1 gewonnen

wurde



oraz przez Kapp i wsp. do wykrywania mikroilosci DNA w
gradiencie CsCI.

Uzyskane przez nas dane dowodzg, ze wyniki TFfluorymetrycznego
oznaczenia DNA limfocytow ludzkich przy uzyciu DABA x 2HC1 we
frakcjach alkalicznego gradientu gestosci sacharozy sg zgodne z
wynikami uzyskanymi metoda radioizotopowa, zaréwno w przypadku
limfocytéw nienapromieniowanych jak i napromieniowanych, a meto-
da ta moze by¢ zastosowana do badan mas czasteczkowych DNA przy
pomocy wirowania w gradientach gestosci sacharozy bez konieczno-
Sci uprzedniego znakowania komérek.

Nasze wstepne doswiadczenia wykazaty, ze metode te mozna
stosowaé¢ roéwniez do identyfikacji DNA w neutralnym gradiencie
gestosci sacharozy (rys. 8), moze ona by¢é bardzo przydatna do
oznaczenia i1losci zardéwno pojedynczych jak i podwdjnych peknieé
uszkodzonego promieniowaniem jonizujgacym DNA.

Stwierdzono réwniez, ze =z zastosowanych odczynnikéw DABA x
X 2HC1 produkcji réznych firm (E. Merck, Darmstadt, Sigma Chem.
Co-NoD-8251, Fluka A.C. - No 32780, Aldrich Chemicals No 11383-
-2, Eastman Organie Chemicals - No 3904), jedynie chlorowodorek
kwasu 3,5-dwuaminobenzoesowego-Aldrich Chemicals mozna uzywac
bezposrednio do oznaczen, natomiast produkty innych firm wymaga-
jJja kilkakrotnego oczyszczania z weglem aktywnym lub krystaliza-
cji.
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Tadeusz Tranda, Wanda Leyko
APPLICATION OF DABA m 2HC1 TO A FLUORIMETRIC IDENTIFICATION

OF DNA FROM HUMAN LYMPHOCYTES IN ALKALINE SUCROSE DENSITY GRADIENT

The fluorimetrio method with DABA x 2HC1 was applied in the work in lo-

calizing the DNA in fractions of alkaline sucrose density gradient. The human



Iymphocytes used in the experiments were exclted towards the blastic trans-
formation wlth phitohemaglutinine (PHA+), the unexoitated human lymphocytes
(PHA-) and the commercise samcle of DNA izola ted frora the calf thymus (Sig-
ma Chem. Co) were also usod. The obtalned data show that the results of the
fluorimetric assay of the human lymphocytes DNA wusing the DABA x 2HC1 in the
fractions of the sucrose density gradient are in agreement with results
obtained using the radioizotope method,” both for the wunirradiated as well
as for irradiated lymphocytes, and that this method might be used in the
estimations of the molecular weight of the DNA using the centrifugation
method in the sucrose density gradients without previous labelling of the

cells.

Btazej Rézga, Aneta Koceva-Chyta, Elzbieta Poziomska

Tadeusz Tranda, Wanda Leyko

DIE ANWAENDUNG DER DABA = 2HC1 ZUR FLUORYMETRISCHEN IDENTIFIZIERUNG
DER DNS DER MENSCHLICHEN LYMPHOZYTEN
IN ALKALISCHEN GRADIENT DER DICHTIGKEIT DER SACHAROSE

In der vorliegenen Arbeit verwendete man die fluorymetrischen Methoden
aus DABA x 2HC1 =zur Bezeichnung der DNS-Lokalisierung 1in den Fraktionen des
alkalischen Gradients der Dichtigkeit der Sacharose. Man gebrauchte die men-
schlichen Lymphocyten, die zur blastlschen Transformation mit Hilfe von Fito-
hemaglutyninum (PHA+) angeregt wurden, di$ nicht angeregten menschlichen
Lymphozyten (PHA-) und das geziichtete Praparat der DNS des Kalbsthymus. (Sig-
ma Chem. Co). Die gewonnen Angaben zeigten, dass die Ergebnisse der fluoryme-
trischen Kennzeichnung DNS der menschlichen Lymphocyten bei der Verwendung
von DABA x 2HC1 in den Fraktionendes alkalischen Gradients der Dichtigkeit
von Sacharose mit den Ergebnissen, die mit Hilfe der radioizotopischen Met-
hode iibereinstimmen, sowohl im Fali der bestrahlten Lymphozyten ais auch
der unbestrahlen. Diese Methode kann bei den Untersuchungen der Masse von
Molekiilen der DNS mit Hilfe des Wirbelins in den Gradienten der Dichtigkeit
der Sacharose verwendet werden,, ohne die Notwendichkeit der friiheren Kennze-
ichnung der Zellen.

Die erwahnte Methode kann man ais Lokalisierung der DNS auf der Lyse 10

der Lymphozyten bezeichnen,



