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Oznaczanie zasad purynowych i pirymidynowych z zastosowaniem
spektrofotometrii UV/VIS oraz spektroskopii magnetycznego rezonansu jagdrowego

CEL CWICZENIA

Celem I i Il czesci ¢wiczenia jest przeprowadzenie chemicznej hydrolizy RNA i DNA. W 1lI
czesci oznacza sie ilosciowo zawartosé zasad purynowych i pirymidynowych w otrzymanym
preparacie z wykorzystaniem spektrofotometrii UV/VIS. Celem IV czesci ¢wiczenia jest
okreslenie struktury nieznanej zasady na podstawie widm magnetycznego rezonansu
jadrowego.

PODSTAWY TEORETYCZNE

Puryny i pirymidyny (Rys. 1a) sg prekursorami DNA i RNA oraz wielu koenzymow, sg
zwigzkami niezbednymi w regulacji cyklu komdrkowego, gromadzeniu i transporcie energii
oraz sg przenosnikami sktadnikéw bton komdrkowych i cukréw.

W organizmie zywym wystepujg w kilku formach: jako wolne zasady, nukleozydy lub
nukleotydy (Rys. 1b). Wolne zasady i nukleozydy wystepujg gtéwnie w ptynach ustrojowych,
za$ nukleotydy wystepuja wytgcznie w przestrzeni wewnatrzkomorkowej.
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Rybonukleotyd zbudowany jest z pierscienia rybozy, w ktorym atomy wegla numeruje
sie od 1’ do 5’. W przypadku deoksyrybonukleotydu, grupa hydroksylowa przy atomie wegla
C2’ jest zastgpiona atomem wodoru. Czgsteczka cukru jest kowalencyjnie zwigzana w pozycji
C1’ z N9 zasady purynowej lub N1 zasady pirymidynowej. Utworzone w ten sposdb wigzanie
N-glikozydowe ma konfiguracje B. Najczestszym miejscem estryfikacji w nukleotydach jest
grupa hydroksylowa przy weglu C5 cukru. Tego rodzaju pofaczenie nazywane jest
nukleozydo-5’-fosforanem (w zaleznosci od ilosci reszt kwasu fosforowego — mono-, di- lub
tri fosforanem) lub 5’-nukleotydem. Dla podkreslenia kwasnego charakteru tych zwigzkéw sg
one niekiedy nazywane kwasami, np. kwas adenylowy, guanylowy, cytydylowy, urydylowy
itp.

W przemianach zachodzgcych w organizmie najczesciej biorg udziat di- i trifosforany
nukleozydéw: CDP i CTP, UDP i UTP, ADP i ATP, GDP i GTP oraz IDP i ITP. Najbardziej
rozpowszechnione sg nukleotydy adeninowe, ktére sg dawcami energii dla wszystkich syntez
komérkowych oraz biorg udziat w aktywacji kwasow ttuszczowych i aminokwasow.
Nukleotydy urydynowe aktywujg cukry i biorg udziat w syntezie laktozy i glikogenu.
Nukleotydy cytydynowe biorg udziat w syntezie lipidow, a guaninowe w biosyntezie biatek.

W DNA i RNA kolejne nukleotydy potgczone sg ze sobg wigzaniami kowalencyjnymi
pomiedzy resztami kwasu fosforowego i cukru tworzgc diugie polimerowe tancuchy.
Poniewaz fosforan potfgczony z grupg hydroksylowa przy C5’ jednego nukleotydu wigze sie
z grupg hydroksylowg przy C3’ nukleotydu nastepnego, a wigzanie to jest wigzaniem
estrowym, nazywa sie je wigzaniem 3’,5’-fosfodiestrowym.

Najwazniejszymi grupami funkcyjnymi puryn i pirymidyn sg niewatpliwie pierscieniowe
atomy azotu, grupy karbonylowe oraz grupy aminowe przytgczone bezposrednio do
pierscienia heterocyklicznego. Wigzania wodorowe tworzone przez te grupy pozwalajg na
komplementarne zwigzanie sie dwdch pojedynczych nici kwasu nukleinowego w ktoérych to
adenina tgczy sie specyficznie z tymidyna (lub uracylem w RNA), a guanina z cytozyna.
Pomiedzy komplementarnymi zasadami tworzy sie maksymalna (sposréd mozliwych) liczba
wigzan wodorowych. W kazdej parze G:C s3 trzy wigzania wodorowe, a w parze A:T(U) dwa
wigzania wodorowe.

PRZEBIEG CWICZENIA

I.  Zasadowa hydroliza RNA

Oznaczanie obecnosci kwasow nukleinowych w materiale biologicznym opiera sie na ich
charakterze wielkoczgsteczkowym, zdolnosci absorbowania sSwiatta UV oraz na analizie
sktadu kwaséw nukleinowych. Wiekszos¢ charakterystycznych reakcji dla poszczegdinych
sktadnikow  kwaséw  nukleinowych zachodzi dopiero po catkowitej hydrolizie
makroczgsteczki na sktadniki proste. W tym celu przeprowadza sie hydrolize chemiczna
kwasu nukleinowego. Zarowno DNA jak i RNA hydrolizujg w Srodowisku kwasnym pod
dziataniem mocnych kwaséw (H,SO,4, HCI, HCOOH) w podwyzszonej temperaturze, przy czym
reakcja ta jest wolniejsza dla DNA. RNA hydrolizuje w podwyzszonej temperaturze juz pod
wptywem rozcienczonych kwaséw. Uwalniane sg wéwczas zasady purynowe i nukleotydy
pirymidynowe. Wigzania N-glikozydowe w nukleotydach pirymidynowych (cytydyno-3’-P
i urydyno-3’-P) sg trwalsze i ulegaja hydrolizie dopiero w stezonych roztworach kwaséw.
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W $rodowisku alkalicznym kwas rybonukleinowy RNA ulega hydrolizie do nukleotyddéw
purynowych lub pirymidynowych. Powstajag odpowiednie kwasy: adenilowy, guanylowy,
cytydylowy i urydylowy.

Odczynniki:
* 100-200mg RNA,

¢ 0.3M roztwor NaOH,

e 0.01M roztwdr NH,CI,

e 0.002M, 0.005 i 0.0075M roztwér HCl,
e woda destylowana.

Szkto i inne materiaty oraz potrzebny sprzet laboratoryjny:

e taznia wodna,

* kolumna z wypetnieniem anionitowym w formie chlorkowej (DOWEX-1),
e zlewki,

* kolby stozkowe,

e odbieralniki,

* kuwety kwarcowe,

* bagietki,

* pipety Pasteur’a.

Wykonanie ¢wiczenia

1. Procedura zasadowej hydrolizy RNA

100-200mg RNA hydrolizuje sie w obecnosci 0.03M r-ru NaOH w temp. 37°C w czasie
8-12 godzin. Po zobojetnieniu hydrolizatu za pomocqg 0.01M NH,Cl roztwdr rozciencza sie do
koncowego stezenia 0.02M w stosunku do anionu chlorkowego.

2. Chromatograficzny rozdziat sktadnikéw hydrolizatu RNA

Na kolumne z wypetnieniem anionitowym w formie chlorkowej (DOWEX-1) nanosi sie
hydrolizat RNA. Zatrzymane na kolumnie nukleotydy, zasady purynowe i pirymidynowe, po
przemyciu kolumny 60ml wody oraz 600ml 0.01M roztworu NH4Cl, wymywa sie 0.002M
roztworem HCl (2-3dm?>). Zbiera sie frakcje o objetosci 20ml dla ktérych oznacza sie
absorbancje w przedziale dtugosci fali A=230-310nm. Gdy przy A=260nm absorbancja
w eluacie bedzie nizsza od 0.01, kolumne nalezy przemywa¢ 0.005M roztworem HCI
(2-3dm’®), a nastepnie 0.0075M roztworem HCl. W odbieranych frakcjach mierzy sie
absorbancje przy nastepujgcych dtugosciach fal (w nm): 250/260, 280/260, 290/260.
Odpowiednie nukleotydy identyfikujemy na podstawie danych przedstawionych w Tabeli 1:
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Tabela 1.
Wartos¢ absorbancji przy danej dtugosci fali A
250/260 280/260 290/260
Kwas adenilowy 0.84 0.22 0.03
Kwas cytydylowy 0.45-0.50 1.80-2.00 1.22-1.43
Kwas guanylowy 1.02 0.67 0.04
Kwas urydylowy 0.80 0.28-0.33 0.03

Il. Kwasna hydroliza DNA

Kwas dezoksyrybonukleinowy DNA jest odporny na dziatanie mocnych zasad
(pozostawienie go w roztworze 1M NaOH przez 20-40 godz. w temp. 37°C nie prowadzi do
powstania zadnych produktéw hydrolizy zasadowej). W tych samych warunkach RNA
rozpada sie catkowicie do mieszaniny 2’- i 3’-monofosfonukleozyddéw. Mozliwe jest to dzieki
obecnosci grupy —OH przy atomie C2' rybozy, ktéra w Srodowisku zasadowym uczestniczy
w tworzeniu nietrwatych cyklicznych nukleozydo-2’,3’-fosforanéw, rozpadajacych do
nukleozydo-2’- i nukleozydo-3’-fosforanéw. Brak grupy -OH przy atomie C2' deoksyrybozy
uniemozliwia powstanie cyklicznych fosforandw nukleozyddow w czasie hydrolizy zasadowej
DNA co jest przyczyng opornosci kwaséw deoksyrybonukleinowych na dziatanie zasad,
dlatego DNA hydrolizuje sie w srodowisku kwasowym z otrzymaniem odpowiednich zasad
purynowych lub pirymidynowych, deoksyrybozy i kwasu fosforowego. Powstajgce zasady:
adenine, guanine, tymine i uracyl rozdziela sie chromatograficznie.

Odczynniki:

e 20mg DNA,

e 70% roztwor HCIO,,

e 2M roztwor HCIO,,

* 0.1M, 2M i stezony roztwor HCI,
* izopropanol,

e woda destylowana.

Szkto i inne materiaty oraz potrzebny sprzet laboratoryjny:
¢ tfaznia wodna,

* wirdwka laboratoryjna,

e wytrzasarka,

e zlewki,

* kolby stozkowe,

¢ odbieralniki,

* bagietki,

* pipety Pasteur’a.

* komora chromatograficzna,

* bibuta do chromatografii bibutowej,
* lampa UV,

* linijka, otéwek, nozyczki.
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Wykonanie ¢wiczenia

1. Procedura kwasnej hydrolizy DNA

20mg DNA hydrolizuje sie w obecnosci 0.5ml 70% roztworu HCIO, ogrzewajgc zawiesine
we wrzqgcej taZzni wodnej przez 10 minut. Po ochfodzeniu hydrolizat rozciericza sie wodg do
2ml i wiruje. Klarowny supernatant poddaje sie rozdziatowi metodg chromatografii
bibufowe;.

2. Chromatograficzny rozdziat sktadnikéw hydrolizatu DNA

Na pasek bibuty o wymiarach 15x50cm nanosi sie na linie startowg w odlegtosci 7cm od
konca bibuty 10ul hydrolizatu DNA i 10ul 2M roztworu HClO,4 oraz 10ul wzorcowych zasad
purynowych i pirymidynowych rozpuszczonych w 2M roztworze HCI. Bibute suszy sie na
powietrzu i umieszcza w naczyniu z roztworem eluujgcym (izopropanol 65ml, stezony HCI
17.7ml, woda destylowana do 100ml). Chromatogram rozwija sie 15 godzin w temperaturze
pokojowej. Po wysuszeniu okresSla sie potozenie plam odpowiadajgcych poszczegdlnym
zasadom azotowym za pomocg lampy UV. Otdwkiem zaznacza sie kontury plam, po czym
wycina sie prostokatne paski bibuty z poszczegélnymi plamami. Otrzymane wycinki tnie sie
na drobne skrawki, umieszcza sie w probéwkach wiréwkowych i zadaje 5ml 0.1M roztworu
HCI. Probdwki wytrzgsa sie przez 2 godziny w temperaturze pokojowej, a nastepnie wiruje.
Mierzy sie absorbancje w supernatantach wobec préby kontrolnej, ktérg przygotowuje sie
nastepujaco: wycina sie pasek bibuty o powierzchni réwnej powierzchni paska z zasadg
azotowgy i eluuje jak opisano.

lll. Oznaczanie zasad purynowych i pirymidynowych metodg spektroskopii
UV/VIS

Selektywne pochtfanianie promieniowania nadfioletowego (UV) z maksimum absorpcji
przy A=260 nm przez nukleotydy, nukleozydy oraz zasady azotowe budujgce DNA i RNA
wynika z obecnosci uktadoéw purynowego i pirymidynowego zawierajgcych w swej budowie
sprzezone wigzania podwodjne. Widma absorpcji zasad azotowych i odpowiadajgcych im
nukleotydéw sg bardzo podobne, poniewaz obecne reszty cukrowe oraz grupy fosforanowe
nie majg wptywu na intensywnosc¢ i charakter pochtaniania swiatta. Wielkos¢ absorbancji
DNA nie jest sumg absorbancji wszystkich zasad azotowych wchodzacych w jego sktad i jest
nizsza o okoto 40% od wartosci teoretycznie obliczonej na podstawie sktadu. Zjawisko to
nosi nazwe efektu hipochromowego, ktéry zwigzany jest z helikalnym uporzgdkowaniem
przestrzennym obu nici polinukleotydowych, opisanych strukturg drugorzedowa
i trzeciorzedowg DNA. Preparaty kwasow nukleinowych mogg by¢ zanieczyszczone biatkami,
ktorych maksimum pochtaniania sSwiatta przypada w pasmie 280 nm. Wifasnosci
spektroskopowe makroczgsteczek pozwalajg okreslic przyblizong czystos¢ preparatow
kwaséw nukleinowych na podstawie wartosci stosunku absorbancji przy 260 nm i 280 nm
(A260/A280).-

Szkto i inne materiaty oraz potrzebny sprzet laboratoryjny:
e kuwety kwarcowe,
* pipety Pasteur’a.
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Wykonanie ¢wiczenia

Otrzymane eluaty przenosi sie do 1cm kuwet kwarcowych i oznacza ich absorbancje
wobec préoby kontrolnej w zakresie dfugosci fali A=230-310nm. Okreslenie zawartosci zasad
purynowych i pirymidynowych mozna dokona¢ na dwa sposoby:

1. Na podstawie wartosci absorbancji w maksimum absorpcji przy znanym
molowym wspétczynniku absorpcji zasad (Tabela 2)

Tabela 2.
Molowy wspoétczynnik
Zasada Amax [nm] absc:rpcu Masa molowa
(0.01M HCI)
Adenina 262.5 12600 135.13
Guanina 249 11100 151.13
Uracyl 260 8150 112.09
Tymina 265 7950 126.11
Cytozyna 276 10000 111.10
Adenozyna 259 15400 267.24
" przy pH=7

Crgy = EA"axm [mol/dm?]

max

A, - wartos¢ absorbancji w Amax

&
I - grubos¢ kuwety [cm]

max - Molowy wspdtczynnik absorpcji

2. Zroéznic absorbancji przy dwéch dtugosciach fali
AA=A L~ Ao

A« - wartos¢ absorbancji w Amax

Asgo(ao0) - Wartosc absorbancji przy A=290nm (dla guaniny i cytozyny przy A=300nm)

Dla roztwordéw standardowych zawierajgcych 10ug zasady w 1ml 0.1M roztworu HCI
roznice absorbancji sg nastepujace:

dla adeniny A2625-200) = 0.900
dla guaniny A2s2-300) = 0475
dla uracylu A 250-200) = 0.590
dla cytozyny A 26300 = 0-863
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dla tyminy A 65-200) = 0-549

Zawarto$¢ danego zwigzku oblicza sie poréwnujgc odczytang wartos¢ absorbancji
z absorbancjg roztworu wzorcowego 0 znanym stezeniu, oznaczong w tych samych
warunkach.

CX —_ CWZ
DA DA,

Po wykonaniu pomiaréw absorbancji hydrolizatdw DNA lub RNA obliczamy stezenia
zasad purynowych i pirymidynowych obiema metodami.

IV. Oznaczanie zasad purynowych i pirymidynowych DNA i RNA
z zastosowaniem spektroskopii NMR

Dla wybranej, nieznanej probki zasady purynowej lub pirymidynowej wykonuje sie
zestaw widm 1D i 2D NMR: 1H-NMR, 13C-NMR, COSY, HETCOR, HMQC, HSQC, HMBC
i analizuje sie otrzymane widma w celu ustalenia struktury badanego zwigzku.

PRZYGOTOWANIE DO ZAJEC

1. Przeczytaj uwaznie instrukcje i doktadnie przeanalizuj czynnosci oraz techniki
laboratoryjne opisane w czesci eksperymentalne;j.

2. Zapoznaj sie z zagrozeniami zwigzanymi z stosowanymi odczynnikami oraz
poszczegdlnymi czynnosciami wykonywanymi na zajeciach (karty charakterystyk).

2. Zwrd¢ uwage czy znasz nastepujace pojecia: hydroliza, prawo Lamberta-Beera,
absorbancja, molowy wspdétczynnik absorpcji, COSY, HETCOR, HMQC, HSQC, HMBC.

3. Zastandw sie, czy wiesz: na czym polega spektrofotometria UV/VIS, jakie zjawisko
wykorzystuje sie stosujgc tg metode, jakie zwigzki mozna oznacza¢ za jej pomocg oraz jak
jest zbudowany i jak dziata spektrofotometr UV-VIS.

4. Zastandw sie, czy potrafisz: wymieni¢ nazwy zasad purynowych i pirymidynowych,
tworzonych przez nie nukleozyddow i nukleotyddw oraz narysowac ich struktury, wymienic
réznice w budowie DNA i RNA.

OPRACOWANIE WYNIKOW

W celu opracowania sprawozdania nalezy:

a) opisa¢ doktadnie czynnosci wykonywane na zajeciach z uwzglednieniem ilosci
stosowanych odczynnikdw,

b) dokonac niezbednych obliczen (w tym przeliczen stezen jesli byto to konieczne),

c) zebrad otrzymane wyniki i zebra¢ je w Tabeli 3 dotaczonej do instrukgji,

d) wyciagna¢ wtasciwe wnioski.
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Tabela 3

Molowy Wartosé lit. . Wartos¢ oznaczona
Wzér Arac | wspdtczynnik B Ana: = A0) Ar Absorbancja | Absorbancja | Stezenie | Stezenie B e = A) Roznica
Lp. | Zasada chemiczny lit. absorpcji lub [nm] Allcm] A [290/300nrjn] [mgl/dm3] [fg/ml] lub -]
[nm] € AAA . —Ay)® | dosw. e DA, —Ayy) | DAY [%]
(0.01M HCI) dla c=10ug/m! dla c=10pg/ml
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
/Y
1 | Adenina |{ ] | 2625 12600 0.900°
. / i b
2 Guanina <ujfj;\.m 249 11100 0.475
o
3 Uracyl | i 260 8150 0.590°
H [¢}
4 | Tymina \ﬁl 265 7950 0.549°
NH,
5 | Cytozyna |\/L 276 10000 0.863"
H ¢}




