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STRESZCZENIE

Wiekszo$¢ danych pochodzacych z pismiennictwa prezentuje rutynowo dwa parametry dotyczace izola-
téw DNA, a mianowicie jego stezenie oraz zanieczyszczenie biatkami. Bardzo waznym parametrem cze-
sto pomijanym w doniesieniach naukowych jest zanieczyszczenie probek DNA odczynnikami do izola-
cji. Zanieczyszczenia te mogg hamowac dziatanie polimerazy DNA i enzyméw restrykcyjnych. W ocenie
spektrofotometrycznej istotne znaczenie ma droga optyczna kuwety, poniewaz przy 10 mm nie zawsze
mozliwy jest pomiar badanych parametréw DNA. Celem pracy byto okreslenie metodg spektroskopii
UV-Vis parametréw DNA wyizolowanego za pomocg dwdch komercyjnych zestawow przy dwéch dro-
gach przechodzenia wigzki swiatta przez kuwete (2 mm i 10 mm) oraz wzgledem dwadch réznych prob
Slepych, tj. wody i buforu, w ktérym zostato zawieszone DNA.

Comparison of DNA methods defined in UV-Vis spectrometry
with a 2 mm and 10 mm light beam passing through the cuvette
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ABSTRACT

Most of the data in this literature presents two parameters that routinely isolate DNA, namely its con-
centration and level of protein contamination. A very important factor that is often overlooked in sci-
entific reports is contamination of DNA samples with isolation reagents. These impurities can inhibit
the activity of a DNA polymerase and restriction enzymes. When assessed spectrophotometrically the
optical path of the cuvette is of great importance, because at 10 mm, it is not always possible to measu-
re the parameters of DNA. The aim of this study was to determine the method of UV-Vis spectroscopy
parameters for the DNA isolate using two commercial kits on two paths passing a beam of light through
a cuvette (2 mm and 10 mm) and the two different blind tests of water and a buffer in which the DNA
was suspended.
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1. WSTEP

Gtéwnym celem izolacji jest uzyskanie z mozliwie
jak najwiekszg wydajnoscig wysokoczgsteczko-
wego DNA, przy jednoczesnym oczyszczeniu prob-
ki z biatek i inhibitoréw enzymow, ktére mogtyby
utrudniac nastepne etapy pracy z DNA. Doktadne
i staranne przeprowadzenie izolacji DNA ma bar-
dzo duzy wptyw na jego czystos¢, a co za tym idzie
na przydatnos$¢ w dalszych badaniach. Nawet nie-
wielka domieszka fenolu lub etanolu w roztworze
DNA powoduje wyrazne zmniejszenie wydajno-
$ci PCR, poniewaz sg to silne inhibitory polimera-
zy DNA. Wyizolowany DNA mozna poddac ocenie
pod wzgledem jego stezenia, jakosci, a takze po-
ziomu zanieczyszczenia odczynnikami chemiczny-
mi. Jezeli parametry jako$ciowe i iloSciowe prepa-
ratu DNA nie sg zadowalajgce, mozna przeprowa-
dzi¢ jego doczyszczenie. Na ogdt DNA zanieczysz-
czony jest zwigzkami organicznymi, ktére zosta-
ty przefiltrowane na przyktad przez rozszczelnio-
ne mechanicznie ztoza lub nie zostaty strawione
przez proteinaze. Doczyszczanie rutynowo stosu-
je sie na ztozach selektywnych, ktére majg za za-
danie oczyszczenie prébkii jej dodatkowe zagesz-
czenie [1].

Precyzyjng metoda oceny ilosci i jakosci uzyska-
nego preparatu DNA jest pomiar absorbancji pro-
mieniowania ultrafioletowego przy uzyciu spek-
trofotometru. Urzadzenie to pozwala mierzy¢
wartosci absorbancji przy okreslonych dtugos-
ciach fali. W przypadku preparatéw DNA okres-
la sie wartos¢ absorbancji przy dtugosci fali 260 nm
oraz 320 nm. Z odczytanych wartosci obliczane
jest stezenie DNA.

Pomiar absorbancji przy dtugosciach fal z zakre-
su 220-320 nm pozwala oceni¢ czystos¢ uzyska-
nego preparatu DNA. Obecnos¢ réznych substan-
cji w badanej prébce jest odczytywana przy okre-
Slonych dtugosciach fal, np. EDTA, etanol czy po-
lisacharydy przy dtugosci fali 230 nm, fenol przy
270 nm, biatka przy 280 nm, natomiast drobiny
komdrkowe przy 320 nm. Dla czystego preparatu
DNA, stosunek wartosci absorbancji przy dtugosci
fali260 nm do 280 nm zawiera sie w przedziale 1,7
—1,9 [2]. Inni autorzy sugerujg wartos¢ od 1,8 do
2,0 [3]. Drugim parametrem stuzgcym do okresle-
nia czystosci DNA jest stosunek absorbancji 260
nm do 230 nm. Kwas DNA uwazany jest za czy-
sty, jezeli wartos¢ waha sie w granicach 1,8 —2,2.
Ponizej tych wartosci uwaza sie, ze kwas nukle-
inowy zostat zanieczyszczony odczynnikami ma-

jacymi maksimum absorbancji przy 230 nm. Dla
dtugosci fali 320 nm mozna okresli¢ takze poziom
drobin komodrkowych w prébce. Im ten wspodt-
czynnik jest nizszy, tym probka jest czystsza [4].
Celem pracy byto okreslenie metody spektro-
skopii UV-Vis parametréw DNA otrzymanego ze
sSwiezej krwi za pomocg dwdch komercyjnych ze-
stawoéw do izolacji przy dwdéch drogach przecho-
dzenia wigzki Swiatta przez kuwete tzn. przy 2 mm
oraz przy 10 mm, a takze wzgledem dwéch réz-
nych préb Slepych: wody i buforu, w ktérym zo-
stato zawieszone DNA.

Okreslono nastepujgce parametry DNA: koncen-
tracja, czystos¢ pod wzgledem zanieczyszczenia
biatkami i odczynnikami do izolacji oraz zanie-
czyszczenia drobinami komadrkowymi.

2. MATERIAL | METODY

Materiat badawczy stanowita krew pobrana z zyty
odtokciowej (v. basilica) od 10 kur rasy Polbar
utrzymywanych w Stacji Dydaktyczno-Badawczej
Zwierzat Drobnych im. Laury Kaufman, nalezacej
do Katedry Biologicznych Podstaw Produkcji Zwie-
rzecej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.

2.1 Izolacja DNA z krwi

Izolacja DNA zostata przeprowadzona w oparciu
o dwa rézne zestawy do izolacji DNA genomowe-
go: Genomic Midi AX firmy A&A Biotechnology
(w dalszej czesci okreslany jako zestaw AX) oraz
QlAamp DNA Blood Mini Kit (w dalszej czesci
okreslany jako zestaw Q). Zestaw Genomic Midi
AX firmy A&A Biotechnology opiera sie na kolum-
nach z membranami jonowo-wymiennymi, ktére
wigzg DNA. Zestaw QlAamp DNA Blood Mini Kit
zawiera kolumny ze ztozem krzemionkowym do
wigzania DNA. Izolacja DNA z krwi ptasiej wzbo-
gacona jest o etap pipetowania przy uzyciu ucie-
tej konicowki do momentu powstania pianki kolo-
ru kakaowego.

2.2 Ocena spektrofotometryczna

Pomiary zostaty przeprowadzone metoda spek-
troskopii UV-Vis, za pomoca Biofotometru fir-
my Eppendorf przy diugosciach fali: A230 nm,
A260 nm, A280 nm oraz A320 nm. Dodatkowo
urzadzenie automatycznie obliczato stezenie [ug/
ml], a takze proporcje A260/A280 nm i A260/
A230 nm, pozwalajace okresli¢ czystos¢ wyizolo-
wanego DNA.
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Dla kazdej probki roztworu DNA dwukrotnie
przeprowadzono pomiary spektrofotometryczne
w stosunku do prébki odniesienia (zerowej), kto-
rg stanowita woda destylowana oraz roztwor bu-
foru TE o takim samym stezeniu jak w prébkach
badanych dla oznaczern dokonanych przy pomo-
cy zestawu Genomic Midi AX. Analogicznie posta-
piono z prébkami DNA izolowanymi przy pomocy
zestawu QlAamp DNA Blood Mini Kit. Prébg zero-
wa byta woda destylowana oraz roztwér buforu
AE o takim samym stezeniu jak w prébkach bada-
nych dla oznaczen dokonanych przy pomocy ze-
stawu QlAamp DNA Blood Mini Kit. Pomiaru do-
konano przy uzyciu kuwet z tworzywa sztucznego
dotaczonych do BioPhotometru, wykorzystujgc
mozliwos$é pomiaru przy dwdch dfugosciach drogi
Swiatta przechodzgcego przez kuwete, a miano-
wicie 2 mm i 10 mm. Jak podaje producent prob-
ki, mozna mierzy¢ w dtugosci warstwy 10 mm, jak
i 2 mm. Obracajac kuwete o 90° mozna dokonac
pomiaru, unikajgc rozcienczenia probki [4]. Préby,
dla ktérych nie odczytano wartosci przy 10 mm
dtugosci drogi Swiatfa przechodzacego przez ku-
wete, rozcieficzono 2-krotnie, po czym ponownie
dokonano odczytu. Po zakorczeniu kazdego z po-
miaréw biofotometr automatycznie dokonywat
kalibracji. Przed kazdym pomiarem prébki DNA
worteksowano.

2. 3 Metody statystyczne

Uzyskane izobaty DNA podzielono na grupy w za-
leznosci od zestawu uzytego do izolacji, dtugosci
drogi optycznej kuwety oraz roztworu zerowego.
W tak zestawionych grupach poréwnywano sred-
nie wartosci cech testem t-Studenta. Oznaczen
statystycznych dokonano dla préb nierozcienczo-
nych.

3. WYNIKI BADAN

3.1 Stezenie DNA w izolatach

Na podstawie przeprowadzone]j analizy spektro-
fotometrycznej DNA otrzymanego przy pomocy
dwéch komercyjnych zestawdw do izolacji uzy-
skano nastepujgce wyniki przedstawione w Tabe-
lach 1-4. Bardzo duzy zakres wartosci wyizolowa-
nego DNA miedzy dwoma uzytymi kitami moze
wynika¢ z braku gotowych zestawdow do izolacji
DNA z krwi ptasie;j.

Uzyskano niewielkie réznice w wynikach odczy-
tujac stezenie DNA wzgledem préby zerowe;j.

Nie uzyskano wynikéw stezenia DNA w przypad-
ku izolacji kitem Genomic Midi AX przy dtugosci
drogi optycznej 10 mm. Te same proby odczyta-
ne przy drodze optycznej 2 mm charakteryzowa-
ty sie bardzo wysokg koncentracjg DNA. Wieksza
koncentracje DNA uzyskano przeprowadzajgc izo-
lacje kitem Genomic Midi AX (Tab. 1).

Tabela 1 Stezenie DNA [pg/ml], n=10
Table 1 Concentration of DNA [ug/ml], n=10

g:g:zé:e(}rogi 2 mm 10 mm
Kit Prébka X SD X SD
zerowa

AX TE 364,50° |81,54 |388,23* | 88,24
Q AE 113,61° [55,93 |97,43 35,33
tacznie 239,06 |128,6 242,83 |61,78
AX H,O 368,73 | 81,35 |[370,02* | 85,85
Q 117,06° |56,42 99,28 |40,43
tacznie 242,895 | 145,99 (234,65 |63,14

Oznaczenia dotyczg tabel 1-4

A, B —srednie w wierszach oznaczone réznymi literami
rdznia sie statystycznie istotnie przy P < 0,01

C, D —srednie w kolumnach oznaczone réznymi literami
roznig sie statystycznie istotnie przy P <0,01

* — préby dwukrotnie rozcieniczone

3.2 Zanieczyszczenie izolatéw DNA biatkami

Czystos¢ DNA pod wzgledem zanieczyszczenia
biatkami byta zblizona zaréwno dla prébek uzy-
skanych w wyniku izolacji krwi kitem AX jak i Q.
Wyniki odczytane wzgledem wody nie réznity sie
znacznie od wynikow odczytanych wzgledem bu-
foru. Wyniki uzyskane przy dtugosci drogi optycz-
nej 2 mm i 10 mm dla kitu Q byty poréwnywalne,
natomiast nie okreslono czystosci DNA w przy-
padku izolacji kitem AX przy dtugosci drogi optycz-
nej 10 mm. Wartosci wspdtczynnika A260/A280
dla odczytanych prébek miescity sie w zalecanych
granicach 1,8 - 2,0.

3.3 Zanieczyszczenie izolatow DNA odczynnika-
mi do izolacji

Czystos¢ DNA pod wzgledem zanieczyszczenia
odczynnikami do izolacji byta zrdéznicowana, za-
réwno pomiedzy uzytym kitem do izolacji jak i za-
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stosowanym roztworem do odczytu — woda lub
bufor, a takze rodzajem kuwety (2 mm, 10 mm).

Tabela 2 Czystos¢ DNA pod wzgledem zanieczyszczenia biatkami

(A260/A280), n=10

Table 2 DNA purity in terms of protein contamination
(A260/A280), n=10

Dtugosc¢ drogi optycznej |2 mm 10 mm

Kit Prébka zerowa |x SD X SD
AX TE 1,87 0,008 |1,77* {0,018
Q AE 1,85 0,017 (1,82 0,039
tacznie 1,86 0,020 |1,79 0,029
AX H,0 1,88 0,009 |1.76* {0,020
Q 1,87 0,017 (1,84 0,047
tacznie 1,87 0,015 |1,80 0,034

Tabela 3 Czystos¢ DNA pod wzgledem zanieczyszczenia odczyn-

Table 3 DNA purity in terms of contamination by reagents for
isolation (A260/A230), n=10

nikami do izolacji (A260/A230), n=10

Dtugos¢ drogi optycznej 2 mm 10 mm
Kit | probkazerowa | X SD X SD
AX TE 2,23 | 0,164 | 2,02* | 0,606
Q AE 1,65° | 0,601 1,53 0,576
tacznie 1,94 0,520 1,77 0,590
AX H,O 1,79¢ | 0,108 | 1,38* | 0,372
Q 1,28° | 0,453 1,19 0,424
tacznie 1,53 0,414 1,29 0,398

Tabela 4 Czystos¢ DNA pod wzgledem zanieczyszczenia
drobinami komarkowymi (A320), n=10

Table 4 DNA purity in terms of cell particles (A320), n=10

Istotne réznice zaobserwowano pomiedzy uzy-
tymi kitami przy odczycie 2 mm zaréwno we-
dtug wody, jak i buforu. Wartos¢ wspotczynni-
ka A260/A230 byta wieksza dla kitu Genomic
Midi AX.

3.4 Zanieczyszczenie izolatow DNA drobinami
komorkowymi

Pewng czes$¢ zanieczyszczen izolatu DNA mogg
stanowi¢ drobiny komdrkowe oraz nierozpusz-
czalne zwigzki absorbujgce przy dtugosci fali
A320.

Czystos¢ DNA pod wzgledem zanieczyszczenia
drobinami komérkowymi byta zréznicowana.
Odczyt wynikdéw przy dtugosci drogi optycznej
2 mm roznit sie od odczytu przy 10 mm.
Preparaty izolowane kitem AX zawieraty wiecej
drobin komdrkowych niz preparaty izolowane
kitem Q. Parametr A320 powinien osigga¢ war-
tosc¢ zblizong do 0,00.

4. DYSKUSJA

DNA wyizolowano przy pomocy komercyjnych
zestawow do izolacji DNA z krwi. Zestawy te sg
przeznaczone przede wszystkim do krwi ssa-
czej, ktoérej erytrocyty nie zawierajg jader, co
utatwia izolacje. Krew ptasig od ssaczej odréz-
nia m.in. to, ze wszystkie elementy morfotycz-
ne tj. erytrocyty, trombocyty, granulocyty s3 ja-
drzaste [5].

Jadrowe DNA organizmdéw eukariotycznych
jest zwigzane z biatkami histonowymi i niehi-
stonowymi. Biatka te charakteryzujg sie tym,
ze zawierajg domene specyficznie rozpoznaja-
cg dang sekwencje. Niedostateczne doczysz-
czenie preparatu DNA moze inhibowa¢ reakcje
enzymatyczne takie jak PCR, RT-PCR i inne [1].
Wartos¢ wspoétczynnika A260/A280 miedzy 1,8,
a 2,0 [3] oznacza, ze preparaty kwasow nukle-

Dlugoéé drogi optycznej |2 mm 10 mm inowych sg wystarczajgco oczyszczone z biatek
i mogg byc¢ traktowane jako ,czyste” DNA. Je-

Kit Probka zerowa | X SD X SD zeli wartos$¢ tego wspotczynnika jest mniejsza
X - 0038 10031 lo129" o153 od 1.,7, wsquuje to .na za.nieczyszczenie biat-
’ ’ ’ ’ kami, natomiast gdy jest wieksza od 2,0 na za-

Q AE 0,026°® |0,020 |0,070* |0,040 nieczyszczenie RNA [6]. Wyniki przedstawione
tacznie 0,032 (0,026 0,099 |0,113 w tej ,pracy zawieraty sie w podanych wyzej
. o 0039 0036 o142 lo15s wartosciach i stanowig potwierdzenie prac in-

2 ’ ’ ’ ’ nych badaczy [7, 8 ].

Q 0,026° |0,018 |0,068* |0,030 Wiekszos¢ danych pochodzacych z pis-
tacznie 0,032 |0,028 |0,105 |0,116 miennictwa prezentuje rutynowo dwa para-
metry dotyczgce izolatdbw DNA, a mianowi-
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cie jego stezenie oraz zanieczyszczenie biatkami.
Bardzo wazinym parametrem czesto pomijanym
w doniesieniach naukowych jest zanieczyszczenie
prébek DNA odczynnikami do izolacji. Do odczyn-
nikdéw tych nalezy m.in. EDTA i etanol, a gtéw-
ne pasmo absorbancji dla tych substancji wynosi
230 nm. Najczesciej kolejnym etapem analiz ge-
netycznych sg badania oparte na PCR. Na wydaj-
nos$¢ amplifikacji ma wptyw obecnosé w prébce
inhibitoréw reakcji PCR [9]. Inhibitory mogg by¢
obecne w oryginalnej probie takiej jak krew czy
tkanka lub mogg zosta¢ wprowadzone do pro-
by podczas pobierania materiatu biologiczne-
go (EDTA) lub procesu izolacji (etanol). Inhibito-
ry mozna usung¢ podczas procedury oczyszcza-
nia DNA. Moga one zmniejsza¢ dostepnos¢ ko-
faktorow (np. Mg*?) lub zaktécac dziatanie poli-
merazy DNA, w wyniku czego PCR zachodzi z ob-
nizong wydajnoscig. Zanieczyszczenia zawarte
w probce mogg hamowac lub nawet uniemozli-
wiacdziatanieenzymow restrykcyjnych [3]. Wspot-
czynnik A260/A230 jest stosowany jako miara
zanieczyszczenia DNA odczynnikami do izolacji.
Przyjmuje sie, ze czyste DNA ma A260/280>1,8
iA260/230>1,8. Na wartosc¢ tych parametrow nie-

znacznie wptywa uzyty bufor, ale generalnie ich
wartos¢ dla dobrze wyizolowanego DNA oscyluje
wokot1,8—-2,05. Krytyczne dlareakcjienzymatycz-
nych sg wartosci A260/280 i A260/230<1,4. Niz-
sze warto$ci mogg spowodowac brak amplifikacji
podczas PCR. Przy A260/230<1,0 nawet RT-PCR
moze okazac sie problemem. Dlatego w przypad-
ku niedostatecznej czystosci nalezy powtdrzyc
ekstrakcje alkoholem [3]. Rowniez inni badacze
w swoich pracach donoszg o podobnych proble-
mach z uzyskaniem czystego DNA pozbawionego
odczynnikéw do izolacji [10, 11].

5. PODSUMOWANIE

Stwierdzono statystycznie istotne réznice w ste-
zeniu DNA izolowanego réznymi zestawami do
izolacji. Roznice w stezeniu DNA w izolatach od-
czytywane przy dwdch prébach zerowych (woda
i bufor) nie byty statystycznie istotne. Standardo-
wo do oceny DNA zawieszonego w buforze moz-
na uzywac¢ wody. Lepszym zestawem do izolacji
DNA z krwi kurzej byt kit Genomic Midi AX, nato-
miast wydajniejsze odczyty uzyskano przy drodze
optycznej- 2 mm.
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