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Wybrane metody oznaczania zawartosci
kwasow nukleinowych cz. 1

Zastosowanie do oznaczania kwasow nukleinowych metod chemicznych, opiera sie na
okresleniu ilosci jednego ze skladnikéw wchodzacych w sklad kwasu nukleinowego. Tak
wiec wsrod badanych i oznaczanych skladnikow znajduja sie albo kwas fosforowy, albo
ryboza ( w przypadku RNA lub deoksyryboza- gdy pracujemy na DNA) oraz zasady azotowe.
Dokladnos¢ z jaka uda sie okresli¢ zawartos¢ danego skladnika zalezy gléwnie od czulosci
zastosowanej metody analitycznej, a takze od zawartosci procentowej poszczegélnych
skladnikéw w kwasach nukleinowych [9].
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/ Stowa kluczowe: absorbancja, stezenie kwasow nukleinowych,
zel agarozowy, rozdziat elektroforetyczny, pomiar spektrofotometryczny, czipowa technika
Bioanalyzer 2100

Po wyizolowaniu kwaséw nukleinowych tj. DNA lub RNA, jednym z pierwszych etapdw jaki sie
wykonuje jest okreslenie ich czystosci i stezenia. Zaréwno stezenie DNA jak i RNA mozna okresli¢
dwoma sposobami. Pierwszym z nich moze by¢ pomiar absorpcji $wiatta UV przez wyizolowane
materiaty. Z kolei druga metoda opiera sie na wybarwieniu preparatu bromkiem etydyny, nastepnie
wykonaniu elektroforezy w zelu agarozowym, a na koncu poréwnanie fluorescencji preparatu
z preparatem o znanym stezeniu [8].

Preparaty do pomiaru absorbancji musza by¢ wczesniej rozcienczone (najczesciej 100 x H20 lub
buforem TE). Oznaczenie wykonuje sie za pomoca pomiary fluorescencji (spektrofotometrem), przy
czym nalezy pamieta¢, aby do kalibracji spektrofotometru uzy¢ tego samego buforu, w ktérym
wczesniej rozcienczono preparaty. Nastepnie po kalibracji spektrofotometru odczytuje sie punktowo
wartos¢ absorpcji przy 260, 280 i 320 nm, badz tez mozna wykona¢ widmo pomiaréow w zakresie od
200 do 350 nm. Wsrdd najczesciej stosowanych znajduja sie spektrofotometry typu NanoDrop.
Charakteryzuja sie one znacznie skrécona droga optyczna , jednoczesnie przy zachowaniu bardzo
duzej doktadnosci pomiaréow. Urzadzenia tego typu sa bardzo przydatne do pomiaréw stezenia DNA
i RNA, w momencie kiedy dysponuje sie unikatowym materiatem wyjsciowym (niewielkie jego ilosci)
[8].

Przyjeto sie, ze absorbancja przy 260 nm jest réwna 1 dla dwuniciowego DNA (dsDNA) o stezeniu
50ug/ml, dla jednoniciowego DNA o stezeniu 33 nug/ml, oraz dla RNA o stezeniu réwnym 40 pg/ml.
Ro6zna ztozonos$¢ struktury DNA i RNA powoduje réznice w absorbancji. W zwiazku z tym
jednoniciowe kwasy nukleinowe absorbuja wiecej Swiatta [8].

Mierzac stezenie kwasow nukleinowych przy dtugosci fali réwnej 260 i 280 nm, mozliwe jest
jednoczesne okreslenie ich czystosci. Ot6z, stosunek wartosci absorpcji A260 do A280 swiadczy
0 zanieczyszczeniu preparatow biatkami. Wartosé¢ tego wspotczynnika miedzy 1.8-2.0 oznacza, ze
wyizolowane preparaty sa wystarczajaco oczyszczone, z kolei wartos¢ rowna 1.5 swiadczy o tym, ze
w danym preparacie kwaséw nukleinowych (DNA lub RNA) jest 50% biatka, w zwigzku z czym
preparat taki wymaga dodatkowego oczyszczenia [8].

Nalezy mie¢ na uwadze fakt, ze na ustalenie stezenia DNA lub RNA ma wplyw obecnos¢
w preparacie innych substancji, dlatego tez zaleca sie, aby wykonywac¢ odczyt stezen przy kilku

dtugosciach fali.

Tabela: Substancje absorbujace i charakterystyczne dla nich dtugosci fali [8].



Dlugosc fali (nm) Substancje absorbujgce
230 EDTA, polisacharydy, etanol
260 DMNA, RMA

270 Fenol

280 Biatka

320 Drobiny komorkowe

Inna czesto stosowana metoda oceny ilosSciowej preparatéw kwaséw nukleinowych jest poréwnanie
po elektroforezie w zelu agarozowym z preparatem o znanym stezeniu. Metoda ta zaliczana jest do
metod z wyboru- w przypadku gdy dysponujemy bardzo malymi iloSciami objetosciami preparatow
DNA. Dzieki zastosowaniu rozdziatlu DNA w zelu agarozowym, mozliwe jest dodatkowo okreslenie
jakosci preparatu [8].

W celu sprawdzenia zarowno jakosci, jak i iloSci preparatu DNA nalezy przygotowac 0,8% zel
agarozowy, zawierajacy 0,5 p/ml bromku etydyny w buforze 1 x TBE (tj. 10 x TBE: 0,89 M Tris, 0,89
M kwas borowy, 0,02 M EDTA, pH=8.0), nastepnie naktada sie 0,5; 1,0; oraz 5,0 ng preparatu
0o znanym stezeniu, oraz preparaty do oszacowania (w buforze obcigzajacym). Nastepnie po
przeprowadzonej elektroforezie, ilo$¢ i jako$¢ preparatéw ocenia sie na trans iluminatorze, ktory
emituje swiatto o dtugosci 312 nm. Jezeli w poréwnaniu do markera, wielos¢ wyizolowanego DNA
migruje w postaci wartego prazka o wielkosci ponad 50 kpz, bez widocznych smug, o oznacza to, ze
wyizolowane DNA jest wysokoczasteczkowe [4], [8].

Metody pomiaru jakosci RNA

Czasteczka RNA odgrywa kluczowa role w przekazywaniu informacji zakodowanych w genomie
(DNA) do réoznych form biatka. Po ekstrakcji RNA z komérek za pomoca réznych metod, mozliwy jest
bezposredni pomiar aktywnosci komérkowej, wykorzystujac w tym celu rézne techniki pomiaru
ekspresji genow. Tak wiec wsrdd tych metod wyrdznia sie m.in. Real-Time PCR, czy mikromacierze
DNA (sa to aktualnie najczesciej stosowane techniki) [2].

RNA jest termodynamicznie stabilna czasteczka, ktéra jest jednak bardzo szybko trawiona przez
niemal wszechobecne enzymy RNazy. W celu oceny stopnia degradacji RNA przez enzymy stosuje sie
metody elektroforetyczne, ktore polegaja na separowaniu probek wedtug wielkosci wystepujacych
w nich fragmentéw kwasow nukleinowych. Zazwyczaj integralnos¢ RNA oceniana jest za pomoca
elektroforezy w zelu agarozowym, wybarwionym bromkiem etydyny, co powoduje uwidocznienie
w zelu pewnych pasmowych wzoréw (tzw. prazkow). Zazwyczaj na zdjeciach zeli widoczne sa dwa
pasma obejmujace 28S i 18S rybosomalne RNA (rRNA). RNA jest uznawane za wysokiej jakosci, gdy
stosunek pasm (prazkow) 28S : 18S jest rowny okoto 2.0 i wyzej. Takie podejscie opiera sie na
ludzkiej interpretacji obrazéw zelu, w zwiazku z czym ocena taka jest subiektywna , a takze trudno
porownywalna miedzy np. dwoma réznymi laboratoriami, a ponadto otrzymane dane rozdziatu
elektroforetycznego nie moga by¢ przetwarzane cyfrowo [2]. Szczegélnie diugie fragmenty mRNA do
10 kb sa bardzo wrazliwe na degradacje [3].



Ekstrakcja i procedury oczyszczania catkowitego RNA musza spetia¢ nastepujace kryteria:

* nie zawierac biatka (absorbancji 260 nm/280 nm);

* wolne od genomowego DNA;

* powinny by¢ niezdegradowane (stosunek 28S do 18S powinien by¢ mniej wiecej miedzy 1,81 2,0, z
mata iloscia krétkich fragmentéw);

* wolne od wszelkich substancji takich jak Mg lub Mn2 +

* wolne od nukleaz dla dtugotrwatego przechowywania [3].

Praca z RNA niskiej jakosci moze powaznie zagrozi¢ wynikom doswiadczalnym i dalszym wnioskom,
ktore sa czesto pracochtonne, czasochlonne i wysoce drogie. Korzystanie z nienaruszonego RNA jest
kluczowym elementem dla skutecznego stosowania nowoczesnych molekularnych metod
biologicznych, jak QRT-PCR lub analiza mikromacierzy. Obecnie, na rynku dostepne sa systemy do
automatycznej elektroforezy kapilarnej, ktore sa na dobrej drodze, by stac¢ sie standardem w ocenie
jakosci RNA. Generowane profile dostarczaja informacji na temat stezenia RNA, pozwalaja na
wizualna kontrole integralnosci RNA, i generuja zblizone proporcje miedzy masa podjednostek
rybosomu [3].

W przypadku oceny jakosci wyizolowanego RNA , mozna zastosowac 3 metody, tj. : ocena gestosci
optycznej w zelu agarozowym, ocena spektrofotometryczna preparatu, oraz jedna z nowszych
metoda tzw. czipowa technike Bioanalyzer 2100 [5].

Ocena gestosci optycznej w zelu agarozowym jest jedna z najstarszych metod stosowanych
w laboratoriach. W metodzie tej oznacza sie stosunek podjednostek 28S do 18S po rozdziale probki
RNA w zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny. Elektroforeze prowadzi sie w 1 lub 1,5% zelu
agarozowym, w warunkach denaturujacych. Rozdzial prowadzi sie przez ok. 2 godziny przy napieciu
70V. W wyniku rozdzialu otrzymuje sie 2 dobrze widoczne frakcje RNA tj. 28S i 18S. Intensywnosc
Swiecenia frakcji 28S powinna by¢ dwa razy intensywniejsza niz frakcji 18S. Zachowanie tej
zaleznosci swiadczy o niewystapieniu degradacji wyizolowanego materiatu. Podczas rozdziatu RNA
na zelu moze by¢ widoczna takze fakcja mRNA (w postaci smugi), a takze migrujaca jako pierwsza
frakcja tRNA oraz niskoczasteczkowe RNA [5], [6], [8].
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http://www.biocompare.com/Articles/ApplicationNote/388/Is-Your-RNA-Intact-Methods-To-Check-RN
A-Integrity.html [6]
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Zdjecie: Trzy frakcje prawidlowo wyizolowanego RNA (28S, 18S i 5S RNA),
http://www.wjgnet.com/1948-5182/full/v2/i6/WJH-2-233-g001.htm [7].

Pomiar spektrofotometryczny wyizolowanego RNA prowadzi sie przy réznych diugosciach fali
(podobnie jak i DNA). Pomiar absorbancji przy 240 nm, pozwala na okreslenie tta i ewentualnych
kontaminacji (podobnie jak pomiar przy 320 nm). Dlugos¢ 260 nm jest specyficzna dla kwasow
nukleinowych, z kolei pomiar przy 280 nm jest dtugoscia charakterystyczna dla biatek.

Na podstawie wykreslonego OD 260 nm odczytujemy ilo§¢ RNA natomiast stosunek OD 260/280
mowi nam o jakosci wyizolowanego preparatu. Stosunek dtugosci fali 260/240 nm lub 260/320 nm
wskazuje na czysto$¢ wyizolowanej probki. W przypadku, gdy stosunek pomiaréw przy diugosci fal
260/280nm jest wiekszy niz 1,8 to wynik jest akceptowany jako RNA o dobrej jakosci. Obecnos¢
genomowego DNA w prébce podczas pomiaru OD 260 moze prowadzi¢ do przeszacowania realnej
ilosci RNA [5].

Bardziej specyficznym spektroforetycznym pomiarem jest uzycie odpowiednich sond znakujacych np.
RNA RiboGreen dye. Uzycie sond pozwala wykry¢ juz 1ng RNA/ml. W poréwnaniu do pomiaru
spektrofotometrycznego, metoda ta jest bardziej specyficzna i nie oznacza ewentualnych
zanieczyszczen probki biatkami i DNA [5].

Czipowa technika Bioanalyzer 2100



W 1999 r. do rozdzielania DNA, RNA i probek biatka zostat wprowadzony Agilent 2100 bioanalyzer.
Od tego czasu jest on gtdwna technika analizy prébek RNA. Bioanalyzer jest automatycznym
bioanalitycznym urzadzeniem, wykorzystujacym technologie Microfluidics, ktory zapewnia
eletroforetyczna separacje w automatyczny i powtarzalny sposéb. Niewielkie ilosci probek RNA sa
rozdzielane w kanatach w zaleznosci od ich masy czasteczkowej, a nastepnie wywotana detekcja
fluorescencyjna jest wykrywane przez laser. Rezultatem sa dane przedstawione jako elektroforogram,
gdzie ilos¢ mierzonej fluorescencji koreluje z iloscia RNA o danym rozmiarze [2]. Poniewaz dane sa
produkowane w formacie cyfrowym, moga by¢ z tatwoscia przetwarzane w celu umozliwienia
dodatkowych obliczen na podstawie uzyskanych danych surowych [2].

Czipowa technika Bioanalyzer 2100 stuzy do okreslania integralnosci RNA jako liczby od 1-10
w zaleznosci od jakosci badanej probki materiatu genetycznego. Jest to jedna nowszych metod,
wykonywana z wykorzystaniem urzadzenia Agilent 2100. Podstawe dziatania tego specyficznego
urzadzenia stanowi polaczenie elektroforezy mikrokapilarnej , mikroptynéw, mikroczipéw i detekcji
fluorescencyjnej. Pomiar wykonywany jest automatycznie, a jedna z zalet tego urzadzenia jest fakt,
ze do analizy wymagane sa niewielkie ilosci badanego materiatu. Analizie mozna przeprowadzi¢
dysponujac juz 200 pg RNA.

Dzieki specyficznemu programowi, mozliwe jest okreslenie catoSciowego RNA w systemie
numerowym od 1 do 10, gdzie 1 wskazuje, Zze RNA jest najbardziej zdegradowane, zas 10, ze jest ono
najlepszej jakosci. Wynik analizy probki otrzymuje sie w postaci wykresu [4], [5].

Ll bad 4= L )
(=] o L=] o
1 L 1 i

Fluorescence

o
'

=

8
28 [

bt
s
da
(]
0
Lo
B
Lk
LY ]
-,
.
3

Time[s]

Zdjecie: Wykres rozdziatu elektroforetycznego probki RNA, piki 18S i 28S
http://www.biocompare.com/Articles/ApplicationNote/388/Is-Your-RNA-Intact-Methods-To-Check-RN
A-Integrity.html [6].



Proces degradacji RNA jest tylko czesciowo zrozumiaty, poniewaz jest to zalezne od rodzaju RNazy,
ktora jest obecna i czesto jest w potaczeniu z procesami fragmentacji. Ponadto, jakosé RNA w danym
eksperymencie moze rézni¢ sie w znacznym stopniu od ekstrakcji RNA w innym eksperymencie
i musi by¢ pod stalym nadzorem. Przy uzyciu precyzyjnej aparatury analitycznej, takiej jak Agilent
2100 bioanalyzer, eksperci sa w stanie odroznia¢ probki RNA o r6znej jakosci [2].

Aktualnie za jedna z najbardziej doktadnych metod stuzacych do pomiaru stezenia DNA uwaza sie
ilosciowy PCR w czasie rzeczywistym tj. RT PCR (ang. Real-Time PCR). Ten rodzaj PCR dostarcza
szczegodlnie cennych informacji odnosnie ilosci oraz jako$ci amplifikowanego DNA. W poréwnaniu do
innych metod, RT PCR charakteryzuje sie specyficznoscia gatunkowa. Ponadto metoda nie daje
falszywie zawyzonych wynikéw, ktére spowodowane sa obecnoscia domieszki obcych kwasow
nukleinowych , badz innych zwiazkéw wywotujacych interferencje [1].

Elektroforeza kapilarna

Dzieki postepowi technologicznemu mozliwe jest okreslenie wielkosci i stezenia wyizolowanych
kwasow nukleinowych znacznie szybciej i precyzyjniej niz dotychczas, a to wszystko za sprawa
automatyzacji systeméw rozdziatu elektroforetycznego bioczasteczek. Rozwdj ten zapewnito
pojawienie sie technik opartych na elektroforezie kapilarnej w tzw. mikrochipach (ang. chip capillary
electrophoresis). Tak jak juz wspomniano, jednym z pierwszych komercyjnie dostepnych systemoéw
wykorzystujacych technologie rozdzialu kwasow nukleinowych oparta na chipach jest 2100
Bioanalyzer (Agilent). Do analizy roznych czasteczek (o réznej wielkosci) zaprojektowano
odpowiednie odczynniki oraz ptytki chipowe [1].

W wyniku przeprowadzonych badan, wielu badaczy stwierdzito, ze metoda ta sprawdza sie nie gorzej
od wczesniej wykorzystywanych metod. Jedna z wielu zalet elektroforezy chipowej jest szybka
analiza nawet wielu prébek , oraz nizsza ocena analizy jednej probki w poroéwnaniu do komercyjnie
stosowanych testéw w identyfikacji osobniczej. Aparat 2100 Bioanalyzer pozwala na analize 12
prébek w ciagu pét godziny [1]. Wykorzystujac ten typ aparatu mozliwa jest analiza fragmentéw
DNA nie przekraczajacych kilkunastu tysiecy par zasad [1]. Do oznaczania wielkosci i stezenia
fragmentéw dwuniciowego DNA ( w zakresie od 1000 do 12000 pz) zaprojektowano zestaw Agilent
DNA 12000 LabChip. Wielko$¢ czasteczek DNA uzyskanych podczas izolacji klasyczna metoda
organiczna, miesci sie w zakresie 10000-15000pz, zas za pomoca zestawu DNA IQ System w zakresie
60-10000pz [1].

W doswiadczeniu przeprowadzonym przez Gorzkiewicz i wsp. przeprowadzono ocene przydatnosci
systemu do elektroforezy chipowe, zastosowanej do wstepnej analizy DNA badanego dla potrzeb
sadowych. W wyniku przeprowadzonych badan (Gorzkiewicz i wsp.), badacze wywnioskowali, ze
system 2100 Bioanalyzer w polaczeniu z zestawem Agilent DNA LabChip z powodzeniem moze by¢
wykorzystywany do analizy iloSciowej genomowego DNA, jednakze pomiar ten dotyczy tylko
okreslonych zakresow stezen [1].

Wedtug przeprowadzonych badan (Gorzkiewicz i wsp.) potaczenie obydwoch systemow nie nadaje sie
do doktadnej oceny stezenia ekstraktow, zarowno tych, ktére zawieraja zdegradowane DNA, jak
i tych zawierajacych bardzo duze stezenia materiatu genetycznego (DNA) [1].

Ponadto, system 2100 Bioanalyzer moze by¢ wykorzystany do ogdlnej oceny wielkosci fragmentow
DNA (w prébkach zawierajacych stosunkowo duze stezenie DNA o dobrej jakosci). W wyniku
doswiadczen stwierdzono, ze system 2100 Bioanalyzer niestety nie znajduje wiekszego zastosowania
do oceny DNA pochodzacego ze sladéw biologicznych (ze wzgledu na trudnosci w przewidzeniu
stezenia i jakosci DNA) [1].
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