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Wybrane metody oznaczania zawartosci
kwasow nukleinowych cz. IV

Aktualnie znanych jest wiele réznych metod badania kwaséw nukleinowych. Zazwyczaj
opieraja sie one albo na przeprowadzenie charakterystycznych barwnych reakcji
chemicznych, badZ na pomiarze spektrofotometrycznym. Bardzo czesto do rozdziatu,

a takze do identyfikacji i oczyszczania kwasow nukleinowych stosuje sie elektroforeze
w zelu agarozowym.

Stowa kluczowe: pomiar spektrofotometryczny, orcyna, furfural, reakcja barwna, metoda
orcynolowa, metoda Dischego, elektroforeza w zelu agarozowym, pomiar nadfiolecie.
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- ¢ <) olne pentozy, fosfopentozy badZz zwiazane w nukleotydach
purynowych \ kwasach nukleinowych, w wyniku ogrzewania ze stezonym kwasem solnym (HCI)

maja zdolno$¢ przechodzenia w furfural. Powstaly w wyniku reakcji furfural tworzy z orcyna
(odczynnik analityczny stosowany przy oznaczaniu cukréw) kompleks o trwalej zielonej barwie.
Reakcja katalizowana jest przez jony Fe3+ . Maksimum absorpcji powstatego barwnego kompleksu
przypada przy dtugosci fali réwnej 610 nm. W takich warunkach deoksyryboza reaguje ok. 10-krotnie
stabiej od rybozy, w zwiazku z czym odczyn ten dla DNA wypada w postaci ujemnej. Reakcji tej nie
daje ryboza, ktéra zwiazana jest z zasadami pirymidynowymi lub z amidem kwasu  nikotynowego
[4].

Oznaczanie RNA metoda orcynolowa [1], [2].

W metodzie tej w obecnosci soli zelaza (III) (soli zelazowych), furfural, ktory powstaje w rybozy
w Srodowisku HCI daje z oryna kompleks o barwie zielonej [1], [2].

W celu przeprowadzenia doswiadczenia, do probowki wiréwkowej skalowanej na 10 ml nalezy dodac
2 ml roztworu rybonukleinianu magnezowego (tj.: lekko zasadowy roztwoér wodny o stezeniu ok. 1
mg/ml) oraz 10-krotnie mniejsza objetos¢ 1 M roztworu KOH. Probdwke z odczynnikami umiesci¢ we
wrzacej tazni wodnej na 15 minut, od czasu do czasu mieszajac jej zawartos¢. Po inkubacji, probke
oziebic¢ i zobojetni¢ za pomoca 60% roztworu HClO4, po czym dodac¢ 60% roztwér HC104 do stezenia
3%. Probowke nalezy umiesci¢ w lodzie , inkubowa¢ w lodzie przez 15 minut, a nastepnie odwirowac
osad zawierajacy KCIO4 i ewentualny DNA. Otrzymany po wirowaniu supernatant przenies¢ do kolby
miarowej o pojemnosci 25 ml. Osad przemy¢ 2 razy za pomoca 1 ml H20 w celu pelnego
wyekstrahowania rybo nukleotydéw z osadu i dotaczy¢ do cieczy (supernatant) w kolbie. Wtedy,
zawartos¢ kolbki uzupemi¢ do kreski woda, po czym starannie wymieszac [1], [2].

Do nowej, suchej probdwki pobra¢ ilosciowo 2 ml hydrolizatu, doda¢ do niego 1 ml wody oraz 3 ml
odczynnika orcynolowego (tj.: 1 g oczyszczonego orcynolu rozpusci¢ w 100 ml stezonego roztworu
HCI zawierajacego 0,5 g FeCl3. W celu oczyszczenia handlowego orcynolu nalezy rozpusci¢ go
w goracym benzenie, wytrzasac¢ z weglem aktywnym i po usunieciu wegla wykrystalizowac orcynol
po dodaniu heksanu). Zawartos¢ probki doktadnie wymieszaé, po czym umiesci¢ we wrzacej tazni
wodnej na 20 minut. Réwnolegle, w identyczny sposéb nalezy przygotowaé probe kontrolna na
odczynniki oraz probe zawierajaca wzorcowy roztwér RNA [1], [2].

W probowkach zawierajacych RNA powstaje trwatle, zielone zabarwienie kompleksu furfuralu
z orcyna. Po ostudzeniu przygotowanych proboéwek nalezy odczyta¢ wartosci absorbancji przy
dtugosci fali rownej A= 660 nm (jest to maksimum pochtaniania przez utworzony kompleks)
w fotokolorymetrze- w odniesieniu do proby kontrolnej [1], [2].

Zawartos¢ RNA znajdujaca sie w probce badanej obliczy¢ przez poréwnanie absorbancji proby
badanej z absorbancja proby wzorcowej. Jako wzorca w ilosciowych oznaczeniach RNA uzywa sie
roztwory RNA o znanej zawartosci fosforu RNA (tj. RNA-P), natomiast nigdy nie stosuje sie jako
wzorca wolnej rybozy. Wynik nalezy poda¢ w mg i pg zawartos¢ RNA w 1 ml oznaczonego roztworu
rybonukleinianu magnezowego, a takze podac¢ procentowa zawartos¢ RNA w otrzymanym preparacie
nukleinianu magnezowego [1], [2].



/ W\ o

G
O \
H

Furfural

Rys. http://www.food-info.net/pl/colour/maillard.htm [3].

W reakcjach przeprowadzanych z orcyna , barwne kompleksy daje tylko ryboza, ktéra uwolniona jest
z nukleotydéw i nukleozydéw purynowych. Ryboza, ktora potaczona jest z zasadami pirymidynowymi
nie wchodzi w reakcje (nie daje barwnego kompleksu) [1], [2].

Z orcyna (poza ryboza) moze reagowac takze 2-deoksyryboza, ktora daje 10-krotnie stabsze
zabarwienie niz ryboza. Podczas oznaczania iloSciowego RNA w obecnosci Dna, zawsze trzeba miec¢
na uwadze wprowadzenie poprawek na zawarto$¢ DNA [1], [2].

Proba Biala z orcyna na pentozy [2].

W wyniku dziatania na pentozy kwasem solnym powstaje furfural. Ten nastepnie w potaczeniu
z floroglucyna tworzy kompleks o zabarwieniu wisniowym. Analogicznie dzieje sie w przypadku
wykorzystania np. kwaséw uronowych, ktére w zaistnialych warunkach ulegaja procesowi
dekarboksylacji [2].

By przeprowadzi¢ wykrywanie pentoz metoda Biala, do 1 ml roztworu pentozy (lub heksozy) nalezy
doda¢ 2 ml stezonego roztworu kwasu solnego (HCI) oraz 4 krople 2% etanolowego roztworu
floroglucyny. Otrzymana mieszanine nalezy ogrza¢, w wyniku czego roztwor zmienia barwe na
wisniowofioletowy kolor. W przypadku wykrywania heksoz powstaje zdtte lub brazowe zabarwienie
roztworu [2].

Rozdzial kwasow nukleinowych za pomoca elektroforezy w zelu agarozowym [7].

Do jednej z gtéwnych metod identyfikacji, rozdzielania i oczyszczania kwasow nukleinowych zalicza
sie elektroforeze w zelu agarozowym. Ze wzgledu na fakt, ze czasteczka DNA w Srodowisku
obojetnym i alkaicznym posiada tadunek ujemny, tak wiec umieszczona w polu elektrycznym wedruje
w kierunku anody. Ponadto, DNA posiadajace ta sama mase czasteczkowa a r6zna konformacje, maja
rézna ruchliwosc¢ elektroforetyczng. Istnieje prosta zaleznosc¢, ze im dtuzsza jest czasteczka DNA lub
RNA , tym dluzej zachodzi jej rozdziat w porach zelu. By otrzymac¢ optymalny rozdzialt DNA
o wielko$ci wiekszej niz 2 kpz nalezy prowadzi¢ elektroforeze w polu elektrycznym o natezeniu nie
wiekszym niz 5V/cm. Powyzej tego napiecia rozdziat czasteczki zachodzi odwrotnie proporcjonalnie
do logarytmu ciezaru czasteczkowego. Zachowanie czasteczek DNA lub RNA w podczas rozdziatu
elektroforetycznego czesciowo zalezy od temperatury i nie zalezy od sktadu zasad azotowych [7].

By po rozdziale elektroforetycznym mozliwe bylo uwidocznienie DNA w zelu, stosuje sie bromek
etydyny (EtBr), ktéry ma zdolnos¢ interkalowania pomiedzy sasiadujace pary dwuniciowego DNA.
Powinowactwo bromku etydyny do jednoniciowego DNA jest znacznie mniejsze. Podczas dodania



bromku etydyny, nalezy mie¢ na uwadze, ze jego obecnos¢ zelu agarozowym zmniejsza ruchliwosc
elektroforetyczna o okoto 15%. Czesto stosowanym barwnikiem do uwidaczniania kwasow
nukleinowych w Zelu jest SYBR Green, ktéry charakteryzuje sie mniejsza czutoscia barwienia
dwuniciowego DNA niz EtBr (ok. 25 razy) [7].

Odrdznianie DNA od RNA- wykrywanie DNA metoda Dischego [4].

W sktad DNA wchodza nukleotydy zawierajace 2-deoksy-D-ryboze, z kolei RNA buduja nukleotydy
zawierajace D-ryboze. Dzieki istnieniu roznych pentoz w tych dwéch kwasach nukleinowych, mozliwe
jest odroznienie preparatu DNA od RNA za pomoca réznych metod chemicznych [4].

Metoda wykrywania DNA opiera sie na tym, ze w sSrodowisku kwasnym (stezone H2SO4 lub
CH3COOH) deoksyryboza wystepujaca w stanie wolnym lub zwiazanym w nukleotydach purynowych,
tworzy z difenyloaming produkt kondensacji o charakterystycznym niebieskim zabarwieniu.
Pojawienie sie barwnej reakcji, jest konsekwencja powstania aldehydu hydroksylewulinowego
z deoksyrybozy w wyniku dziatania kwasu siarkowego i octowego. Nastepnie, aldehyd ten ulega
kondensacji z difenyloaming , w wyniku czego powstaje produkt o barwie niebieskiej. Maksimum
absorpcji powstatego produktu przypada przy A=600 nm. Ponadto, oprécz deoksyrybozy, reakcji tej
podlega takze kwas N-acetyloneuraminowy- produkt powstaty w srodowisku obojetnym badz
zasadowym ma zO0lta barwe [4].

W celu przeprowadzenia doswiadczenia nalezy przygotowac w statywie 4 probowki, a nasteppnie do
kazdej z nich odmierzy¢ po 0,5 ml odpowiednich roztworéw tj.: kwasu nukleinowego nr 1 do
pierwszej probowki, kwasu nukleinowego nr 2 do drugiej probowki, deoksyrybozy do trzeciej
probéwki oraz wody destylowanej do czwartej proboéwki (bedzie o préba sSlepa). Nastepnie, do
wszystkich probowek wprowadzi¢ po 1 ml odczynnika Dischego (tj.: 1% difenyloamina w H2S04
i lodowaty CH3COOH). Catos¢ dobrze wymiesza¢. Probdwki z analizowanymi probkami wstawic¢ do
wstawi¢ do wrzacej tazni wodnej- inkubowa¢ przez 10 minut. Po inkubacji przeprowadzic¢
identyfikacje préobek na podstawie charakterystycznego zabarwienia [4].

Oznaczanie zawartosci DNA metoda difenyloaminowa (préba na deoksyryboze) [1], [2].

Deoksyryboza, ktéra jest skladnikiem kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA), z odczynnikiem
difenyloaminowym zawierajacym stezony kwas CH3COOH, daje niebieskie zabarwienie. Dzieki temu
mozliwe jest jej odréznienie od rybozy [1], [2].

Jako materiat do przeprowadzenia doswiadczenia moze by¢ uzyte 3 g grasicy, zhomogenizowane;j
z 5-krotna objetoscia zimnego 10% roztworu CCI3COOH w homogenizatorze nozowym. Powstatly
homogenat nalezy przenies¢ ilosciowo do probowki wiréwkowej (o objetosci 50 ml), umieszczonej
w lazni lodowej, miesza¢ przez 10 minut. Po tym czasie homogenat odwirowac, powstaly po
wirowaniu supernatant usuna¢, a osad przemy¢ 10-krotna objetoscia zimnego 10% roztworu
CCI3COOH i ponownie odwirowac¢. Zastosowanie zimnego roztworu CCI3COOH powoduje, ze
ekstrahowane sa =z tkanki matoczasteczkowe zwiazki frakcji rozpuszczalnej (tj. nukleotydy,
aminokwasy, estry fosforanowe, fosforany nieorganiczne), z kolei w osadzie pozostaja biatka,
wielocukry i kwasy nukleinowe [1], [2].

Do osadu nalezy doda¢ 10 ml 0,6 M roztworu HCIO4, po czym ogrzewa¢ mieszanine w tazni wodnej
w temperaturze 90°C przez 15 minut stale mieszajac. Dzieki ogrzewaniu w wysokiej temperaturze
w roztworze HC1O4 dochodzi do uwolnienia kwasow nukleinowych (RNA i DNA) od biatka, ulegaja
hydrolizie do zwiazkéw rozpuszczalnych w kwasach i przechodza do roztworu. Po ostudzeniu, probki
odwirowaé (osad zawierajacy biatko), zas supernatant przenies¢ ilosciowo do kolbki miarowej



0 pojemnosci 25 ml. Otrzymany osad przemy¢ 2-krotnie 5 objetosciami 0,6 M roztworu HClIO4
i supernatant dotaczy¢ do roztworu znajdujacego sie w kolbce, nastepnie zawartosé kolbki uzupetni¢
do kreski woda, a catos¢ doktadnie wymiesza¢ [1], [2].

Otrzymany ekstrakt kwasdéw nukleinowych (1 ml) przenies¢ do probéwki. Do niego dodac¢ 1 ml wody
i 2-krotna objetos¢ (4 ml) odczynnika difenyloaminowego (tj.: 1 g oczyszczonej difenyloaminy
rozpusci¢ w 100 ml lodowatego CH3COOH z dodatkiem 2,75 ml stezonego roztworu H2SO4. W celu
oczyszczenia difenyloaminy nalezy handlowy preparat przekrystalizowa¢ z goracego heksanu).
Zawartos¢ probowki doktadnie wymieszac¢, po czym umiesci¢ we wrzacej tazni wodnej na 10 minut.
Rdéwnolegle przygotowac probe kontrolna na odczynnika a takze prébe z wzorcowym DNA o znanej
zawartosci fosforu DNA tj. DNA-P (wzorcowy DNA o stezeniu 20 ng DNA-P w 1 ml) [1], [2].

W probdwkach, w ktorych jest DNA powstanie trwale, niebieskie zabarwienie. Absorbancje
oznaczanej proby wzorcowej nalezy odczyta¢ w odniesieniu do proby kontrolnej. Pomiaru dokonac
przy dlugosci fali réwnej A= 600 nm (j. maksimum pochlaniania przez utworzony kompleks barwny)

[1], [2].

Zawartos¢ DNA w probce badanej obliczy¢ przez pordéwnanie absorbancji préby badanej
z absorbancja proby wzorcowej- zawarto$¢ DNA poda¢ w mg/g sSwiezej tkanki [1], [2].
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Zdjecie: deoksyryboza, http://wdict.net/pl/gallery/deoksyryboza/ [6].

Reakcje barwne skladnika cukrowego [5].

Metody te opieraja sie na mniej lub bardziej specyficznych odczynach barwnych, ktore sa
charakterystyczne dl pentozy lub deoksypentozy. Metody te zostaly dos¢ szczegétowo omodwione
przez Dische’go. W reakcjach tych pentozy nie utrudniaja oznaczania deoksypentozy i na odwrot.
Jednakze wiekszo$é tych metod nie moze by¢ stosowana w obecnosci biatek, a to dlatego, ze
powstaje wtedy furfural, ktory znacznie utrudnia oznaczenie. W zwiazku z tym, przed zastosowaniem
metod kolorymetrycznych wazne jest, by mozliwie jak najdoktadniej uwolni¢ kwasy nukleinowe od
pozostatosci biatek tkankowych [5].

Bardzo prosta metode przeprowadzeni opisanej powyzej reakcji przedstawili Davidson i Waymouth.
Przeprowadzajac reakcje w ciggu kilku godzin w 30°C oraz w obecnosci aldehydu octowego,
mozliwe jest znaczne zwiekszenie czulosci reakcji - w pordwnaniu z pierwotna metoda
przeprowadzang w 100°C przez kilka minut. W metodzie tej obniza sie takze wrazliwos$¢ proby na
obecnos¢ substancji przeszkadzajacych [5].



Ceriotti opisat takze bardzo dogodna a dodatkowo bardziej czula reakcje barwna przeprowadzana
z wykorzystaniem indolu. Przedstawiona przez niego metoda nadaje sie do oznaczen iloSciowych
kwasow nukleinowych [5].

Podobna, mniej skomplikowana lecz takze mniej znana metoda oznaczania deoksypentozy, opiera sie
na ogrzewaniu DNA z cysteina i kwasem siarkowym, w wyniku czego powstaje rézowe zabarwienie

[5].
Oznaczanie puryn i pirymidyn przez pomiar absorpcji w nadfiolecie [5].

Po oddzieleniu DNA od RNA za pomoca metody Schmidta i Thannhausera badz Ogura i Rosena,
mozliwe jest przeprowadzenie tatwego oznaczenia ilosci puryn i pirymidyn , a dzieki temu mozna
oznaczy¢ ilos¢ kwasow nukleinowych w kazdej frakcji. W tym celu przeprowadza sie pomiar
ekstynkcji roztworu w swietle nadfioletowym przy uzyciu spektrofotometru kwarcowego. Podczas
sporzadzania wyciggéw do tego typu pomiaréw zaleca sie stosowanie kwasu kwasu nadchlorowego
zamiast tréjchlorooctowego, a to ze wzgledu na fakt, ze kwas trojchlorooctowy wykazuje silna
absorpcje w nadfiolecie- szczegdlnie przy 260 nm [5].

W swoich doswiadczeniach, Logan, Mannell i Rossiter analizujac tkanke nerwowa wykorzystali
zalety metody Schmidta i Thannhausera oraz Schneidera. W zwiazku z tym, frakcje P-DNA oddzielili
pierwsza z metod, nastepnie ekstrahowali DNA goragcym kwasem trdjchlorooctowym, po czym
oznaczali ekstynkcje przy 268,5 nm . Do ogdélnego wyodrebnienia frakcji kwaséw nukleinowych uzyli
metody Schneidera, po czym oznaczali ekstynkcje takze przy 268,5 nm. Ilo§¢ RNA oznaczali na
podstawie roznicy w przeprowadzonych oznaczeniach [5].

Zasada pomiaru gestosci optycznej w nadfiolecie (zamiast reakcji barwnych lub oznaczania fosforu)
byta wprowadzana takze przez innych badaczy. Metoda ta jest godna polecenia ze wzgledu na fakt,
ze jest szybka i prosta w wykonaniu, a takze swoista. Jednakze nie jest metoda wolna od wad,
poniewaz stosowanie jej wymaga przyjecia umownej wartosci dla ekstynkcji € (P), co z kolei nie jest
zupehie $ciste dla kwaséw nukleinowych wystepujacych w niektérych tkankach. Kwasy nukleinowe
w wyniku ogrzewania z kwasami wykazuja zmiany w krzywych absorpcji. Dzieki badaniom Logan’a
i wsp. udato sie stwierdzi¢, ze krzywe absorpcyjne dla rownych stezen DNA i RNA przecinaja sie przy
A=268,5 nm. Zauwazono rowniez, ze wlasnie przy tej dtugosci fali obydwa rodzaje kwasow
nukleinowych (DNA i RNA) maja wartos¢ € (P)= 9850 [5].

Nalezy zaznaczy¢, ze sam kwas trojchlorooctowy ma duza zdolno$¢ absorpcji w swietle
nadfioletowym, ktéra uwzglednia sie w obliczeniach dzieki zastosowaniu odpowiednich slepych prob.
Wlasnie na tych zalozeniach opiera sie jedna z modyfikacji metody Schmidta i Thannhausera, ktora
zostala wprowadzona przez Scott’a, Fraccastoro i Taft’a, do oznaczania mikrogramowych ilosci
kwaséw nukleinowych w skrawkach tkanek [5].

Autor: Lidia Koperwas
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