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Wybrane metody oznaczania zawartosci
kwasow nukleinowych cz.II

Wykorzystanie do oznaczania kwasow nukleinowych metod chemicznych, opiera sie na
okresleniu ilosci jednego ze skladnikéw wchodzacych ich sklad. W zwiazku z tym, wsrod
badanych i oznaczanych skladnikow znajduja sie kwas fosforowy, ryboza lub deoksyryboza
oraz zasady azotowe. Dokladnos¢ i precyzyjnosc z jaka uda sie okresli¢c zawartos¢ danego
skladnika zalezy gléwnie od czulosci zastosowanej metody analitycznej, a takze od
zawartosci procentowej poszczegdolnych skladnikow w kwasach nukleinowych [4].
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( Metody chemiczne stosuje sie do oznaczania iloSciowego kwasow
nukleinowych w preparatach izolowanych z tkanek, jak i do iloSciowego okreslania zawartosci tych

zwiazkow w tkankach bez wczesniejszego wydzielania (izolacji) kwaséw nukleinowych. W tym celu
przed przystapieniem do zastosowania danej metody chemicznej, najpierw stosuje sie tzw.
frakcjonowanie wstepne [3].

Stowa kluczowe: metody chemiczne, frakcjonowanie zwiqzkéw fosforowych, wstepna ekstrakcja,
metoda Schmidta i Thannhausera, metoda Schneidera, metoda Ogura i Rosen, absorbancja.

Znanych jest wiele metod frakcjonowania zwiazkéw fosforowych, z wyodrebnieniem frakcji
zawierajacej kwasy nukleinowe, przy czym najbardziej znana ( w odniesieniu do tkanek i komérek
pochodzenia zwierzecego) jest technika Schmidta i Thannhausera (1945 r.), oraz jako druga
technika Schneidera (1945 r.). Obydwie metody, pomimo wielu réznych modyfikacji sa stosowane do
dzis. Jezeli zas chcemy oznacza¢ zawartos¢ DNA i RNA w materiale pochodzenia roslinnego, to
bardzo przydatna jest technika opracowana przez Ogura i Rosen z 1950 roku [3].

Cecha taczaca wszystkie wymienione metody jest to, ze w kazdej z nich stosuje sie wstepna
ekstrakcje zwiazkow fosforowych rozpuszczalnych w kwasie, wsrdd ktérych sa wszystkie
matloczasteczkowe polaczenia organiczne, np. wolne nukleotydy o réznym stopniu ufosforylowania,
estry (heksozo- i triozo fosforowe, fosfoenolopirogronian, acetylofosforan i inne), jak réwniez
nieorganiczne orto- , meta- i pirofosforany. Z kolei nierozpuszczalna w kwasi pozostatos¢ tkankowa
jest zrédtem fosfolipidow, kwaséw nukleinowych oraz fosfoprotein, w zwiazku z czym przed
zanalizowaniem kwaséw nukleinowych przeprowadza sie najpierw ekstrakcje lipidow. Zaréwno
zwiazki rozpuszczalne w kwasach jak i zwiazki lipidowe moga by¢ takze osobno badane, stosujac
w tym celu odrebne analizy [3].

Oznaczanie zawartosci kwasow nukleinowych- metoda Schmidta i Thannhausera [3].

W metodzie tej RNA oddziela sie od DNA oraz wiekszosci biatek wystepujacych w tkance, po
hydrolizie w 1 M roztworze NaOH lub KOH, przeprowadzonej w temperaturze 37°C w ciagu jedne;
nocy (w alternatywnie 8 godzin). W zastosowanych warunkach RNA ulega hydrolizie do nukleotyddéw,
z kolei DNA obecne w preparacie pozostaje nieroztozone. W takich warunkach czes¢ fosfory
fosfoproteidéw odszczepia sie w postaci fosforanu nieorganicznego. Osad zawierajacy DNA i biatka
mozna wydzieli¢ po wczesniejszym zakwaszeniu zasadowego hydrolizatu (III) za pomoca kwasu
solnego lub trichlorooctowego. Po tym zabiegu RNA pozostaje w roztworze w postaci nukleotydéw
rozpuszczalnych w kwasach. Tak wiec zaréwno RNA jak i DNA mozna oznaczyé na podstawie
zawartosci fosforu w otrzymanych frakcjach (IV i VI), jednakze czutos$¢ oznaczenia zalezy od czutosci
metody oznaczania fosforu [1], [3].

W przypadku matej zawartosci fosforu nieorganicznego, ktory pochodzi z fosfoprotein we frakcji (IV),
oznaczong zawartos¢ catkowitego fosforu mozna uwaza¢ w przyblizeniu za odzwierciedlenie ilosci
RNA. Dokladniejsze oznaczenie zawartosci RNA mozna otrzyma¢ po wytraceniu nieorganicznych
fosforanéw z frakcji IV, wtedy to ilos¢ fosforu RNA oblicza sie na podstawie réznicy zawartosci we



fakcjach IV i V. Jest to wazne przede wszystkim w przypadku tkanek bogatych w fosfor
nierozpuszczalny w kwasach i pochodzacy nie z nuklein, np. tkanki watroby lub mézgu (zaréwno
substancji biatej jak i szarej). W celu wytracenia nieorganicznych fosforandéw czesto stosuje sie
metode Delory’ego (1938) [3].

Gtéwna zaleta metody jest mozliwos¢ oddzielenia DNA od RNA, co nastepnie stwarza mozliwos¢
oznaczania ich poprzez oznaczenie fosforu, cukru badz puryn i pirymidyn. Wsréd wad metody
wymienia sie fakt, ze fakcja I (odpowiadajaca RNA) zawiera zwiazki, ktdre nie sa nukleotydami. Ze
wzgledu na to, Ze oznaczenie opiera sie na analizie fosforu, zawsze istnieje tendencja do
otrzymywania wynikéw, ktore sa zbyt wysokie. Nienukleotydowe polaczenia fosforowe we frakcji
I moga stanowi¢ do 25% catkowitego fosforu tej frakcji w watrobie, z kolei w tkance nerwowej nawet
do 80%. Zawieraja one fosfopeptydy i fosforany inozytu . Ponadto, nukleotydy moga by¢ z latwoscia
oddzielone od zwiazkéw towarzyszacych i otrzymane w stanie czystym, dzieki zastosowaniu
elektroforezy bibutowej, a nastepnie oznaczane oddzielnie [1].

Inng wada towarzyszaca tej metodzie jest tendencja do rozkladu DNA w niektérych tkankach,
a nastepnie przesuwania go do frakcji RNA, przy czym zjawisko to zmienia sie w zaleznosci od
rodzaju tkanki i gatunku zwierzecia i jest np. o wiele wyraZniejsze w grasicy cielecej niz w grasicy
krolika [1].

Oznaczanie fosforu moze by¢ przeprowadzone wieloma réznymi metodami analitycznymi m.in.
metoda Fiskego i Subbarowa, badZ Allena, Griswolda i innych. Z kolei, metoda Berenbluma i Chaina
nadaje sie do analizy bardzo matych ilosci tkanki (jak np. kultury fibroblastéow in vitro), w ktérych
ilos¢ oznaczanego fosforu jest rzedu 1pg. Duzo bardziej czute metody oznaczania fosforu zostaty
opisane przez Norberg (dolna granica 0,5ug fosforu) oraz Engstrom, ktéra oznacza catkowity fosfor
w jednej komorce, jednakze metody te nie sa zwiazane ze sposobem rozdzielania kwasow
nukleinowych wedtug Schmidta i Thannhausera [1].

Aktualnie znanych jest wiele modyfikacji metody Schmidta i Thannhausera. Zazwyczaj ma to na celu
zwiekszenie czutosci oznaczen, np. w przypadku gdy zawartos¢ DNA w danej tkance jest niewielka,
wtedy tez zaleca sie wprowadzenie 1% roztworu albuminy jaja, co w konsekwencji powoduje
latwiejsze formowanie sie osadu. Ponadto, czulos$¢ tej metody zwiekszana jest przez wprowadzenie
spektrofotometrycznych oznaczen kwasow nukleinowych. Wtedy to we wszystkich etapach
frakcjonowania stosuje sie roztwory HCLO4, ktére w przeciwienstwie do roztworéw CCI3COOH
wykazuja niewielki stopien pochtaniania dtugosci fali w zakresie od 257 do 270 nm. Jedna z takich
modyfikacji jest metoda Markova i Tsaneva (1960). Dodatkowo zawarto$¢ kwaséw nukleinowych
oznaczonych metoda Schmidta i Thannhausera mozna takze wyliczy¢ z ilosci nukleotydéw, ktore
rozdzielone sa za pomoca chromatografii lub elektroforezy [3].

Wsrod wprowadzonych modyfikacji metody bardzo korzystne okazato sie zmienienie kolejnosci
odlipidowania i odmywania zwiazkéw w rozpuszczalnych kwasach (najpierw przeprowadza sie
odlipidowanie) wprowadzone przez Niemierke (1953). Pozwala to na przechowywanie
odlipidowanego materiatu do dalszych badan, bez roztozenia frakcji rozpuszczalnej badz
nierozpuszczalnej w kwasach. Zmieniony sposob odlipidowania (tj. aceton/chloroform w stosunku 5:1
w temperaturze 0°C, a nastepnie etanol/eter w stosunku 3:1 w temperaturze 37°C) sprawia, ze
materiat jest odwodniony [3].

Tabela: Sposob postepowania preparatywnego w metodzie Schmidta i Thannhausera-
frakcjonowanie zwigzkdéw fosforowych [3].



Mumer frakeji POStEpowWaEnie Zwigzki fosforowe wchodzgoe w
skiad frakgji
Do analizy maledy ufywac thanki
Swieta thanka Swiete] badi zamrodone] w
temperaturze -10°C, ktora jest
dokiadnie rozdrobniona
3-krotna szybka ekstrakoa Zwigzki fosforowe rozpuszczaine w

EO% etanolem, gorgcg mi ming
etanol/chioroform{ w stosunku 3:1)
lub misszaning etanolfster [w
stosunku 1:1)

1 homozenatu = zichionego 5%- | kwasach
10% roztworem CCl.COOH
1 Ekstrakcja pozostatosc tkankowej 1 | Fosfolipidy

Hydroliza zasadowa pozostatosc
thankowe] Il w 1 M roztworze MaOH
lubw 1 M KOHwW temperaturze
37°C przez Eh (1 ml tugu na 100 mz
swizze] thanki]

RMA w postac nukleotydow, DHA

oraz fosfor iEnuklsRnAoY.

pochodzacy giownie z fosfoprotein

v Otrzrymanie supernatantu po Nukleotydy RMA i fosfor
dodaniu do frakgji 11 6 M roztwory | nisorganiceny pochodzenia
Holw celu zobojetnienia MaOH lub | pienub [ gtéwnie z
KOH, 3 nastepnie CClCCOH do fosfoprotein).
ostatecznego stezenis S-10%.
Otrzymany o=ad DNA nalery
oddzielic przez odwirowanie w
temp. 0°C, a nastspnie 2x przemyd
5% roztworem CClCOOH
v Wytrgcanie nieorganicemych Fosfor pienukleotydowy, gtownie
fosforandw z frakeji IV, a nastepris fosfor uwalniajgoy sis podozas
oznaczanie ich metody Dejory ego zazadowej hydrolizy fosfoprotein
vl Do otrzymanezo osadu z frakgim DMa& i biatka
dodaje sie & M HCl do zobojstnienia
oraz CClCOOH do stefenia 5%-10%
il Ekstrakt otrzymany po driataniv na DA

frakcje Wi 5% roztworem CClLCOOH
w temp. 20°C prezez 15 minut

Oznaczanie zawartosci kwasow nukleinowych metoda Schneidera [3].

W metodzie tej RNA i DNA sa réwnoczesnie ekstrahowane za pomoca goracego (90°C) roztworu
CCI3COOH lub HCIO4, ktore uwalniaja kwasy nukleinowe od znacznej czesci biatka, ktére wchodzi
w sktad frakcji nierozpuszczalnej w kwasach [3].

W trakcie ogrzewania kwasy nukleinowe ulegaja rozpadowi, a nastepnie przechodza do kwasnego
roztworu- jako juz rozpuszczalne produkty (frakcja III) [1]. Ze wzgledu na to, ze podczas takiej
ekstrakcji kwasy nukleinowe (zaré6wno DNA jak i RNA) rozpadaja sie do nukleotydéow lub
swobodnych zasad, niemozliwe jest ich rozdzielenie, mozna je oznacza¢ tylko za pomoca
specyficznych metod na ryboze i deoksyryboze [3].

Przeprowadzone badania wykazaly duza zgodnosé z oznaczenn DNA i RNA wedtug metody Schneidera
z oznaczeniami za pomoca metody Schmidta i Thannhausera dla wiekszosci tkanek zwierzecych (
w tym dla trzustki, sledziony, grasicy, leukocytow oraz retikulocytéw). Podczas oznaczenia
wykonanego na tkance mdézgowej i nerwowej otrzymano zas$ duze réznice wynikow. Przyczyna tego
moga by¢ znaczne ilosci fosfoprotein, oraz kompleksow biatek z inozynofosforanami. Dobre rezultaty
otrzymuje sie wowczas dzieki zastosowaniu obu metod analizy, a nastepnie uzupelnieniu ich
0 oznaczenie pochtaniania w nadfiolecie [3].



W zmodyfikowanej metodzie Schneidera zamiast kwasu trdjchlorooctowego uzywa sie kwas
nadchlorowy. Gtéwna zaleta tej metody jest jej szybkosc¢ i tatwos¢ stosowania, z kolei gtéwna wada
jest fakt, ze zarowno DNA jak i RNA nie sa rozdzielane, a ich oznaczenie moze by¢ wykonane tylko
przy pomocy zastosowania reakcji barwnych (swoistych dla pentozy i deoksypentozy, a wynik z kolei
zaleza od wielu zmiennych czynnikéw) [1].

Nalezy zaznaczy¢, ze stosujac ta metode mozliwe jest oznaczanie wiekszej ilosci fosfoproteidéw (
prawie dziesie¢ razy wiecej) , niz w przypadku postugiwania sie metoda Schmidta i Thannhausera
[1]. Przedstawiong metode mozna zastosowac do analizy ilosci rzedu paru miligramoéow lub nawet
paru mikrogramow wyjsciowego materiatu tkanki [1].

Tabela: Sposob postepowania preparatywnego w metodzie Schneidera- frakcjonowanie zwigzkow
fosforowych [3].

Numer frakeji Postepowanie Zwigzki fosforowe wchodzgoe w
shkiad frakgji

Swieza thanka Do analizy nalezy uzyc thanki
swisdej lub mrofonsj {-10°C),
dokfadnie rozdrobnione]

1 Szybka 3-krotna ekstrakojs Twigzkirozpuszczalne w kwasach
homogenatu. W tym celu uiywa
sig orichionego 5-10% rortworem
CChCO0OH

1 Ekstrakcja pozostatosc tkankowe] | Fosfolipidy
| za pomocg BO% stanoly, gorgoy
mizzzaning etanol/chioroform
[3:1} albo misszaning etanol/eter
[w stosunku 1:1)

m Popostatosc thankowa poljNl DMA, RMA oraz fosfoproteiny
ghstrakgji
v Otrrymanie ekstraktu po drataniv | RMA, DMA+ czest fosfoprotein

na frakcjg 11 5% roztworem

OOl 0O0H badz 6% HOIO, {w temp.
o0°C przez 15 minut), pozostaty
osad nalery proemyc 2x kwasem

W roslinach stezenie kwasu nukleinowego jest znacznie nizsze niz np. w tkankach zwierzecych,
ponadto wystepuje w nich wiele réznych zwiazkow powodujacych zaktécenia podczas izolacji, np.
polisacharydy i inne. Tak wiec, oprocz szczegdlnie korzystnych do izolacji i bogatych w kwasy
nukleinowe zarodkéw pszenicy, istnieje tylko fragmentaryczna wiedza na temat normalnych kwasow
nukleinowych tkanek roslinnych [2].

Kwas nukleinowy zostat po raz pierwszy wyizolowany z zarodkdéw pszenicy przez Osborne i Campbell
w 1900 roku. Z korzenia jeczmienia po raz pierwszy wyizolowano i scharakteryzowano kwas
nukleinowy w 1943-1944 roku przez Takasugi. Z kolei poprawiona procedure do izolacji z zarodka
pszenicy zastata podana przez Lusena (1951). Dezoksypentozy kwasu nukleinowego (DNA) wydzielili
z jader komoérkowych zarodkow zyta Feulgen, Behrens i Mahdihassan w 1937 roku. Mirsky i Pollister
(1946) selektywnie wyodrebnili pentozy nukleoproteiny z tkanek zwierzecych z wykorzystaniem
0,14 M chlorku sodu [2].

Thomas i Sherratt (1956) w swoich doswiadczeniach do izolacji frakcji kwaséw nukleinowych



wykorzystali r6zne tkanki roslinne, a m.in. tkanki pochodzace z paproci pospolitej, koniczyny,
kapusty czy buraka cukrowego [2].

W wyniku frakcjonowania w przeprowadzonego doswiadczenia (Thomas i Sherratt, 1956) otrzymano
miedzy innymi frakcje deoksypentozy, gdzie preparaty DNA zawieraly ok. 20-60% DNA, przy
zatozeniu, ze DNA zajmuje ok. 10% fosforu. Najlepsze preparaty zostaly uzyskane z materiatu
pochodzacego z kapusty i koniczyny [2].

Metoda Ogura i Rosen [3].

Postepowanie preparatywne metody Ogura i Rosen zostalo opracowane do oznaczania kwaséw
nukleinowych (DNA i RNA) w ilosci rzedu 1 pg w stozkach wzrostu korzeni roslin oraz w pylnikach.
Opisane powyzej metody sa nieprzydatne do materiatu roslinnego, ze wzgledu na wystepowanie
zwiazkOow przeszkadzajacych w oznaczeniach, wsrdéd nich np. pentozandéw, poliuronidéw.
Przeprowadzenie wstepnego ekstrahowania tkanki etanolem i mieszanina etanolu z eterem (frakcja
Ii1II) pozwala na oddzielenie rozpuszczalnych w nich zwigzkéw, ktére w potaczeniu z difenyloamina
daja intensywne purpurowe zabarwienie. Podczas ekstrakcji czesci nierozpuszczalnej w kwasach (IV)
za pomocag 1 M roztworu HClIO4 w temperaturze 4°C wyodrebnia sie jedynie RNA, ktérego
zawarto$¢ mozna oznaczy¢ na podstawie absorbancji ekstraktu przy 260 nm, albo okreslenia ilosci
fosforu. Nastepnie z pozostatosci tkankowej ekstrahuje sie DNA ( za pomoca goracego roztworu
HCI104, a dalej oznacza iloSciowo badajac absorbancje przy 270 nm lub zawartos¢ deoksyrybozy albo
fosforu [3].

Zawartos¢ kwasow nukleinowych moze by¢ oznaczana na podstawie zawartosci fosforu , pentozy
badz deoksypentozy lub puryn i pirymidyn. Gtéwna wada tej metody jest fakt, ze niektére rodzaje
DNA ulegaja wymyciu podczas zastosowania zimnego kwasu nadchlorowego, w wyniku czego
pojawiaja sie one we frakcji RNA [1].

Metoda Ogura i Rosen nie moze by¢ stosowana do wszystkich rodzajéow tkanek, poniewaz nie
dostarcza dobrych wynikéw analizy np. podczas ekstrakcji RNA z drozdzy réwnoczesnie wymywa sie
czes¢ DNA. Ponadto badajac material pochodzenia bakteryjnego ta technika, nalezy znacznie
wydtuzy¢ czas ekstrakcji RNA- nawet do 30 godzin. Metoda Ogura i Rosen moze by¢ takze
z powodzeniem stosowana do oznaczania kwaséw nukleinowych w tkankach zwierzecych. Wtedy to
DNA ekstrahuje sie 1 M kwasem nadchlorowym w temperaturze 80°C przez 30 minut [1], [3].

Tabela: Postepowanie preparatywne wediug techniki Ogura i Rosen- frakcjonowanie zwiqzkow
fosforowych [3].



Numer frakcji Postepowanie preparatywne Zwigzki fosforowe wchodzgoe w
skiad frakeji

Swisza thanka Swieza thanka moze by
proechowywana w 70-20% etanolu
w temperaturze 0°C, przed
prrystapieniem do skstrakgi thanks
nalezy zhomogenizowac

] Otrzymany homaogenat ekstrahowad | Zwigzkirozpuszczaine w etanolu
0% etanclem, z kolei pozostatosc
thankows przemyc 70% etanolem
zawierajgoym 0,1% HCKO5. Calg
procedure prowadsic w
temperaturze 4°C

M Przeprowadrenie 2-krotnej Zwigzki rozpuszezalne w kwasach
ekstrakeji pozostatosc tkankowe] |
mieszaning 26% etanoly i eteru [w
stosunky 3:1)

m Srybka, Z-krotna ekstrakgja [na RM&, DN&, fosfoproteiny
zimno) pozostatosc thankows] 11
0,ZM roctworem HClos

v Porostatost thamkowa I RMA, DN&, fosfoproteiny

v Ekstrakeja frakoji IV L M roztworem | pua, DA, fosfoproteing RMNA
HCIO s preeprowadzong w
temperaturze 4°C przez 18 godzin.
O=ad otrzymany po ekstrakgji
przemyf 2-krotnie 1 M roztworem
HCIOs, 3 otrzymane supernatanty
potaczyt

w1 2-krotna ekstrakoja porostatoed DMA + fosfor fosfoprotein
thankowe] ¥ 0,50 rozhworem HCKO s
w temperaturze J0°C przez 20
minut
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