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Wybrane metody oznaczania zawartosci
kwasow nukleinowych cz. III

Kwasy nukleinowe, nukleotydy, nukleozydy i zasady azotowe maja zdolnosc¢ selektywnego
pochlaniania swiatla w nadfiolecie (UV). Maksimum przypada na 260 nm. Zjawisko
absorpcji znalazto zastosowanie w analizie chemicznej. Wlasciwos¢ ta wynika z obecnosci
w kwasach nukleinowych ukladow purynowego lub pirymidynowego, ktore zawieraja
sprzezone wiazania podwdjne. Na intensywnosc¢ i charakter pochlaniania swiatla nie maja
wplywu obecne reszty monocukrow, a takze grupy fosforanowe, w zwiazku z tym widma
absorpcji zasad azotowych i odpowiadajacych im nukleotydow sa bardzo podobne [7].
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Stowa kluczowe: absorbancja, spektrofotometria, oznaczanie kwasow nukleinowych, metoda
Tsaneva i Markova, oznaczanie fosforu, zmodyfikowanqg metodq Schmidta i Thannhausera,
metamizol, metodq Horeckera , metodq Delory’ego

Absorbancja DNA nie jest addytywna suma absorbancji
wszystkich zasad azotowych wchodzacych w jego sktad, a to ze wzgledu na fakt, ze rzeczywista

molowa absorpcja jest nizsza o okoto 40% od wartosci teoretycznie obliczonej na podstawie sktadu
kwasu nukleinowego. Przedstawione zjawisko nosi nazwe efektu hipochromowego, jest ono zwigzane
z heliakalnym uporzadkowaniem przestrzennym obu nici polinukleotydowych, opisanym struktura
drugorzedowa i trzeciorzedowa DNA [7].

Preparaty kwaséw nukleinowych moga byé zanieczyszczone biatkami, ktérych maksimum
pochtaniania $wiatta przypada w pasmie dtugosci réwnej 280 nm. Wtasnosci spektroskopowe
makroczasteczek pozwalaja okresli¢ przyblizona czystos¢ preparatéw kwaséw nukleinowych.
Obliczen dokonuje sie na podstawie wartosci stosunku absorbancji przy 260 nm i 280 nm
(A260/A280). Wolny od zanieczyszczen dwuniciowy DNA (ds. DNA) ma warto$¢ wspotczynnika A260
/A280/ réwna 1,8, czysty RNA okotlo 2, czyste biatka ponizej 1 (okoto 0,5). Preparat DNA, ktérego
wartos¢ wspoétczynnika A260 /A280 jest wieksza od wartosci 1.8, moze by¢ zanieczyszczony RNA,
gdy wspodtczynnik A260/A280 ma wartos¢ ponizej 1.8- mozna mniemac, ze preparat zanieczyszczony
jest biatkami [7].

W przypadku pomiaréw spektroskopowych zasadnicze znaczenie ma znajomos¢ stezen molowych
kwasow nukleinowych. Stezenie kwasow nukleinowych mozna otrzymac z pomiaru absorpcji przy
diugosci fali rownej A = 260 nm (jest to maksymalna absorpcja promieniowania nadfioletowego
przez DNA)w przypadku, gdy znamy molowy wspotczynnik ekstynkcji :

C=A260/¢g 1

gdzie 1 - to dlugos¢ drogi optycznej w kuwecie. Przyjmuje sie, ze wartosci wspotczynnika ekstynkcji
wynosi 6600 M-1 cm -1 [8].

Absorpcja kwaséw nukleinowych zmierzona przy diugosci fali r6wnej 230 nm odzwierciedla
zanieczyszczenia pochodzace od weglowodordow, biatek badz fenolu. W przypadku czystych préobek
wartos¢ A260/A230 powinna wynosic¢ 2,2. Z kolei, absorpcja zmierzona przy dtugosci fali 325 nm
moze by¢ wyznacznikiem wytracen w roztworze lub zanieczyszczen pochodzacych od samej kuwety

[8].

Spektrofotometryczna metoda oznaczania kwaséw nukleinowych wedtug Tsaneva i Markova [2], [6].

W metodzie wedtug Tsaneva i Markova, do rozdziatu RNA i DNA w zasadowym hydrolizacie III, za$
do ekstrakcji DNA uzywa sie HC104,co pozwala przeprowadzi¢ swobodnie w danych ekstraktach
oznaczenia w nadfiolecie. Absorbancje otrzymanych ekstraktéw RNA i DNA mierzy sie przy dwoch



dtugosciach fali. Dla DNA jest to 268 i 284 nm, zas RNA mierzy sie przy 260 i 286 nm [2], [6].

Tabela: Postepowanie preparatywne - frakcjonowanie zwiazkow fosforowych wedlug metody

Tsaneva i Markova [2], [6].

Mumer frakcji

Postepowanie

Twiazki fosforowe wchodzace w
skiad frakcji

Swieia tkanka

Do analizy moina uzyc tkanki
twiezejlub mrozonej (w
temperaturze -10°C, dokfadnie
rozdrobniongj

Szybka 3-krotna ekstrakcja
homogenatu za pomoca silnie
oziebionego 5%-10% roztworu
cCl,CO0H

Fosfolipidy

Ekstrakcja pozostatoici tkankowej |
280% etanolem, gorgcg mieszaning
etanol/chloroform (wstosunku 3:1)
lub mieszaning etanol/eter (w
stosunku 1:1)

Zwigzki rozpuszczalne w kwasach

It

Hydroliza zasadowa pozostatosci
tkankowsj 11w 1 M MNaOH lubw 1
M EOQH - w temperaturze 37°Cprzez
8h {1 ml fugu na 100 mg Swisiej
tkanki)

RMA w postaci nukleotyddw, DNA, i
fosfaor z fosfoprotein

Supernatant otrzymany po dodaniu
do zasadowego hydrolizatu (111)
HCIO. najpierw do zobojetnieniaa
nastepnie do ostatecznego stezenia
3% [ temperatura 0°C)

O=zad otrzymany z frakcji lll przez jej
zakwaszenie HCIO,

OMA i biatka

Vi

2-krotna ekstrakcja 1 M roztworem
HCIO, w temperaturze 80°C przez
30 minut

OMA

Oznaczanie zawartosci zwiazkow fosforowych w tkance trzustki zmodyfikowana metoda

Schmidta i Thannhausera [3], [6].




Modyfikacja pierwotnej metody Schmidta i Thannhausera polega na zastosowaniu odlipidowania
zgodnego z metoda Niemierki (1953), a takze na zastosowaniu roztworéw HCIO4 do oddzielania
DNA i zwiazkéw rozpuszczalnych w kwasach [3], [6].

Jako material do przeprowadzenia oznaczenia uzywa sie Swiezej trzustki bydlecej. Pierwszym etapem
metody jest odlipidowanie tkanki. W tym celu nalezy sporzadzi¢ homogenat tkankowy z mieszanina
aceton/chloroform ( w stosunku 5:1) w homogenizatorze nozowym. Nastepnie, homogenat nalezy
pobra¢ do probéwki wirowkowej w ilosci odpowiadajacej 300 mg swiezej tkanki. Dalej przeprowadzic¢
3-krotna ekstrakcje za pomoca mieszaniny aceton/chloroform zmieszanych w stosunku 5:1
w temperaturze 0°C, a dalej 3-krotng ekstrakcje mieszanina etanol/eter (3:1) w temperaturze 37°C.
Po kazdej ekstrakcji probke odwirowa¢ w wiréwce z chtodzeniem (1000 x g, 5 minut) [3], [6].

Supernatanty, ktére zawieraja zwiazki lipidowe nalezy potaczy¢ i dopeini¢ jedna z mieszanin
odlipidowujacych do znanej objetosci. Po tym etapie nastepuje ekstrakcja zwigzkdéw rozpuszczalnych
w kwasach. W tym celu odlipidowana tkanke ekstrahuje sie w probowce wiréwkowej 3-krotnie 0,2 M
roztworem HC104 (roztw6r dodaje sie porcjami po 4-5 ml)w temperaturze 0-4°C przez 10 minut [3],

[6].

Po kazdej ekstrakcji probke nalezy zwirowaé¢ w wiréwce z chtodzeniem (ok. 2000 x g, 10 minut).
Powstajace supernatanty zbiera¢ w cylindrze miarowym i dopetni¢ do 15 ml 0,2 M roztworem HCIO4.
Otrzymany osad zwigzkdéw nierozpuszczalnych w kwasach przemy¢ 2 razy zimnym 96% roztworem
etanolu (dodawac porcjami po 4-5 ml), dalej przemy¢ 3-krotnie mieszaning etanol/eter ( w stosunku
1:1), oraz 1 raz eterem. Osad wysuszy¢ na powietrzu, a nastepnie w eksykatorze prézniowym [3], [6].

Kolejnym etapem metody jest hydroliza zwigzkéw nierozpuszczalnych w kwasach. W tym celu osad
tych zwiazkéw zala¢ 5 ml 1 M roztworu KOH, a po dokladnym wmieszaniu préobke umiescic
w cieplarce w temperaturze 37°C, na 18 godzin. Dalej przeprowadzi¢ rozdzielenie RNA i DNA-
w tym celu otrzymany hydrolizat ochtodzi¢ do 0°C i zobojetni¢ w tazni lodowej za pomoca 50%
roztworu HC104 ( wobec papierka wskaznikowego), po czym do probki dodaé roztwor 50% HCIO4 (
z takim wyliczeniem by koncowe stezenie HC1O4 w hydrolizacie wynosito 3%). Dokladnie wymieszac,
a probowke wirdwkowa umiesci¢ w tazni lodowej na 30 minut, aby uformowat sie osad. Po tym czasie
probke odwirowac ( ok. 1000 x g, 10 minut) w wiréwce z chtodzeniem [3], [6].

Osad, ktéry zawiera DNA po wirowaniu przemy¢ 3-krotnie za pomoca roztworu HC1O4 (porcjami po
4-5 ml), po kazdym przemyciu probke odwirowa¢ w wiréwce z chlodzeniem (jak wyzej). Otrzymany
po wirowaniu supernatant nalezy polaczy¢ z cieczami z przemycia i dopetni¢ do objetosci rownej 20
ml. Osad przemy¢ 2 razy zimnym 96% roztworem etanolu (dodawanego porcjami po 4-5 ml), oraz 1
raz 96% roztworem etanol/eter (zmieszanych w stosunku 1:1) i 1 raz samym eterem [3], [6].

Ostatnim etapem metody jest oznaczenie zawartosci fosforu metoda Horeckera (we wszystkich
otrzymywanych w trakcie metody zwiazkach tj. w catkowitym homogenacie, we frakcji lipidowej,
w supernatancie- fosfor catkowity rozpuszczalny w kwasach, w supernatancie- fosfor RNA
i fosfoprotein, oraz w osadzie- tj. DNA-P) [3], [6].

Zawartos¢ fosforu w poszczegolnych produktach wyliczy¢ w mg% swiezej tkanki- przeprowadzajac
bilans zwigzkow fosforowych. Ze wzgledu na mata zawartos¢ fosfoprotein w tkance trzustki fosfor
supernatantu mozna (w przyblizeniu) przyja¢ za fosfor RNA (RNA-P) [3], [6].

Oznaczanie zawartosci fosforu metoda Horeckera i wsp. (1940) [1], [6].

W trakcie badan nad enzymami stato sie pozadane by opracowaé¢ metode, ktéra pozwalataby na



okreslenie iloSciowe nawet niewielkich ilosci fosforu w biatkach. Dostepne metody byty
niezadawalajace ze wzgledu na to, Zze wymagaty albo przygotowania wiekszej préby niz byto to
mozliwe, albo dlatego , Zze nadmiar kwasu siarkowego, ktéry byt potrzebny do trawienia zaktdcat
obliczenia tj. okreslenie ilosci fosforu w prébce [1], [6].

Kuttner i Cohen zgtaszali metode, ktéra umozliwiata okreslenie niewielkich ilosci fosforu (1,7 pg), ale
ilos¢ kwasu siarkowego, ktéry jest dozwolony w trakcie oznaczania fosforu byt, z kolei
niewystarczajacy do poprzedzajacego trawienia . Berenblum and Chain byli w stanie okresli¢ mniej
niz 1pg, ale ich metoda ma te wade, ze wymaga ekstrakcji z niewielka iloscia alkoholu
izobutylowego [1], [6].

Poprzez modyfikacje metody Fiske i Subbarowa i za pomoca spektrofotometru fotoelektrycznego
opisane przez Hogness, Zscheile i Sidwell, 1 pug fosforu mozna okresli¢ z doktadnoscia do 3 procent.
Aby zapewni¢ catkowite trawienie i unikng¢ utraty fosforu, zwieksza sie ilo$¢ uzywanego kwasu
siarkowego. Koncowe stezenie kwasu siarkowego jest 2 M zamiast 0,5 M- tak jak jest okreslone
w oryginalnej metodzie. Intensywnos¢ zabarwienia (kolor niebieski) kompleksu kwasu
fosfomolibdenowego zwieksza sie wraz z ogrzewaniem probki- zgodnie z zaleceniami innych
badaczy tj. Benedict i Theis. W temperaturze pokojowej kolor jest stabilny przez kilka godzin.
Intensywnos$¢ zabarwienia okresla sie spektrofotometrycznie i na podstawie okreslonego standardu
oblicza sie ilo$¢ fosforu [1], [6].

Metody kolorymetryczne powszechnie stosowane sg do oznaczania fosforu nieorganicznego, ktéry
zalezny jest od tworzenia heteropolikwasu ,niebieskiego molibdenu”, z kwasu fosfomolibdenowego
w wyniku stosowania réznego rodzaju srodkow redukujacych, w tym np. metamizol (Guirgis i Habib,
1971) [5].

Metamizol jest sola sodowa kwasu fenylo-dwumetylopirazolonometylaminometasulfonowego
(C11H11N20)?CH2S0O3Na+H20) (ryc. 1) - o masie czasteczkowej 351. Jest on prawie bialym,
krystalicznym proszkiem, ktéry tatwo rozpuszcza sie w wodzie i alkoholu metylowym. Z kolei, jest
trudno rozpuszczalny w spirytusie i catkowicie nierozpuszczalny w eterach.

Wspolczesna wiedza na temat metamizolu zostata przedstawiona w przegladowej pracy Mészaros
w 2001 r. [5], [9].

Metamizol (lub methampyron), niedrogi zwiazek stosowany jako Srodek przeciwboélowy. W Polsce
metamizol znany jest od wielu lat jako preparat o nazwie pyralgina i stosowany szeroko w leczeniu
boélu, takze tego pooperacyjnego. Pomimo, iz metamizol stosowany jest w praktyce lekarskiej od lat
dwudziestych ubiegtego wieku, kiedy to zostal wprowadzony do leczenia w 1922 r., mechanizm
dziatania tego zwiazku zostal poznany blizej dopiero w ostatnich latach [9].

W swoich doswiadczeniach Guirgis i Habib (1971), zastosowali metamizol by sprawdzi¢ czy bedzie
on przydatny przy ustalaniu ilosci fosforu nieorganicznego w krwi i moczu, poniewaz wydaje sie by¢
dobrym zwiazkiem redukujacym [5].
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W metodzie tej probke o zawartosci fosforu od 3-10 pg nalezy zmineralizowa¢ (w probdéwkach)
dodajac 0,5 ml stezonego roztworu H2SO4 do pojawienia sie biatych dymoéw, po czym dodac 1-2
krople 72% roztworu HClO4. Po mineralizacji do probéwki wprowadzi¢ ok. 8 ml H20, a po
dokladnym wymieszaniu zawartosci probowki dodac 0,5 ml 5% roztworu molibdenianiu (VI) amonu
[6].Po ponownym wymieszaniu doda¢ 0,5 ml 0,2% roztworu eikonogenu (tj. s6l sodowa kwasu
1,2,3-aminonaftolosulfonowego) lub amidolu (tj. chlorowodorku 2,4-diaminofenolu) z dodatkiem 12 g
Na2S2051i 1,2 g Na2S03). Catos¢ dopetni¢ woda do 10 ml. W podobny sposob nalezy wykona¢ probe
kontrolna [6].



Przygotowane probki umiesci¢ w tazni wodnej na 15 minut, a nastepnie po ochtodzeniu nalezy
oznaczy¢ absorbancje przy dtugosci fali A=720 nm. Aby odczyta¢ zawartos¢ fosforu w badanych
prébkach nalezy sporzadzi¢ krzywa kalibracyjna w zakresie 1-15 pg fosforu (P) [6].

W metodzie tej intensywnos$¢ zabarwienia mieszaniny nizszych tlenkéw molibdenu zwieksza sie
wyniku ogrzewania analizowanych probek we wrzacej tazni wodnej przez 15 minut [6].

Oznaczanie zawartosci fosforu nieorganicznego pochodzacego z fosfoprotein metoda Delory’ego [4],
[6].

Opisana ponizej metoda jest przystosowana do oznaczania fosforanow nieorganicznych w obecnosci
substancji przeszkadzajacych w redukcji kompleksu fosfomolibdenowego. Zasada metody opiera sie
na wytraceniu nieorganicznych fosforanéw w postaci Ca3(P04)2, osadzonego na MgCO3 [4], [6].

Roztwér, ktory zawiera nieorganiczny fosforan- pochodzacy z fosfoprotein, nalezy odpipetowac do
skalowanych probéwek ( o objetosci 15 ml). Nastepnie, zawarto$é¢ probéwki zobojetni¢ ( w obecnosci
fenoloftaleiny), dodajac kroplami roztwor stezonego NH3, a po zobojetnieniu doda¢ dodatkowo 0,2
ml tego odczynnika. Do probowki wprowadzi¢ 1 ml 2,5% roztworu CaCl2 oraz 1 ml 0,5% wodnej
zawiesiny MgCO3. Zawartos¢ probowki nalezy doktadnie wymieszac¢, po czym zostawi¢ na 30 minut.
Po tym czasie probke ponownie wymieszac i odwirowac¢ . Otrzymany po wirowaniu supernatant
ostroznie zla¢ (odrzuci¢), a $cianki probdwki (wewnatrz) osuszy¢ bibuta [4], [6].

Otrzymany osad przemy¢ za pomoca 5 ml 2% roztworu NH3, probke odwirowaé, supernatant zlac¢
a $cianki probowki osuszy¢ bibuta (jak wyzej). Dalej, osad rozpusci¢ w 1,1 ml 60% HCIO4. Dodac ok.
10 ml H20, 1 ml 5% roztworu molibdenianu (VI) amonu, 0,5 ml roztworu eikonogenu (tj. sél sodowa
kwasu 1,2,3-aminonaftolosulfonowego: 2% roztwor eikonogenu z dodatkiem 12 g Na2S205i 1,2 g
Na2S03) i uzupemié¢ woda do objetosci rownej 15 ml. PO inkubacji prébki przez 10 minut, oznaczy¢
absorbancje roztworu w fotokolorymetrze przy A= 720 nm. Zawartos$¢ roztworu nalezy obliczy¢
przez poroéwnanie z absorbancja roztworéow wzorcowych[6], [4].

Autor: Lidia Koperwas
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