ACIZI NUCLEICI. STRUCTURA. PROPRIETATI

Introducere

Acizii nucleici, constituenti universali ai viului, sunt molecule informationale
cu rol in stocarea, transmiterea si exprimarea mesajului genetic, unele structuri
ARN (ribozim) avéand si rol catalitic. Ei reprezinta cele mai importante molecule
din celula, asigurand prin ADN banca de date si centrul de coordonare al celulei,
iar prin ARN punerea in aplicare a comenzilor date de ADN-ul nuclear.

Functile ADN cuprind atat mentinerea vietii celulei in conditjiile
schimbatoare ale mediului extracelular cat si transmiterea nealterata a tuturor
caracteristicilor celulei mama la celula fiica, in cursul diviziunii celulare.

Din punct de vedere chimic, acizii nucleici sunt catene polinucleotidice cu
masa moleculara mare, in care unitatile de baza, nucleotidele, sunt legate intre
ele prin legaturi 3’, 5’-fosfodiesterice.

O nucleotida are in compozitie:

- 0 baza azotata (purinica sau pirimidinica)

- 0 pentoza (riboza sau dezoxiriboza)

- 0 molecula de acid fosforic

Molecula de ADN se prezinta sub forma a doua catene polinucleotidice
complementare, orientate antiparalel, legate intre ele prin legaturi de hidrogen
intre bazele azotate complementare (adenina-timina, guanina-citozina). Catenele
sunt rasucite spre dreapta, in jurul unui ax imaginar, constituind o structura in
dubla elice.

Partea experimentala
A. Compozitia acizilor nucleici

Principiu

Acizii nucleici, ADN sau ARN, in mediu de acizi concentrati, la cald,
hidrolizeaza in componentele de baza: baze azotate, acid fosforic si pentoze.
Acestea pot fi identificate prin reactii specifice.

Reactivi

acid percloric 0,5 N

ADN sau ARN, preparate comerciale.

Amoniac 25%

Acid azotic concentrat 65% (densitate 1,40)

Molibdat de amoniu 5%

NaOH 10%

Reactiv Fehling | (70 g CuS0O4-5H20 se completeaza cu apa la un volum

final de 1000 ml)

e Reactiv Fehling Il (se dizolva 150 g sare Seignette in aproximativ 600 ml
apa, se adauga 300 ml solutie NaOH 25 % si se completeaza cu apa
distilata la 1000 ml)



e Reactiv Fehling de lucru (se prepara la nevoie amestecénd in raport
volumetric de 1:1, reactivul Fehling | cu reactivul Fehling II)
e Azotat de argint 5%

Mod de lucru

1. Obtinerea hidrolizatului de acid nucleic

Circa 50 mg acizi nucleici (ARN sau ADN), se trec intr-o eprubeta in care
se mai adauga 5 ml acid percloric 0,5 N. Eprubeta se tine in baie la fierbere timp
de 30 de minute, apoi se raceste rapid. In caz ca hidrolizatul nu este limpede, se
trece intr-o eprubeta de centrifuga si se centrifugheaza timp de 10 minute la
5000 g. Supernatantul limpede astfel obtinut va fi folosit la identificarea
componentelor acizilor nucleici.

2. ldentificarea acidului fosforic

Se introduc 1 ml de hidrolizat intr-o eprubeta. Se alcalinizeaza cu 0,50 ml
amoniac 25%, apoi se aciduleaza cu 0,50 ml acid azotic concentrat. Probei
omogenizate i se adauga 1 ml solutie molibdat de amoniu 5%. Se introduce timp
de 5 minute in baia de apa la fierbere. Aparifia unui precipitat galben de
fosfomolibdat de amoniu, indica prezenta ionului fosfat in proba.

3. Identificarea pentozelor

Se masoara 1 ml hidrolizat intr-o eprubeta. Se adauga 0,80 ml NaOH
10% , apoi 2 ml reactiv Fehling de lucru. Se mentin eprubetele 5 minute in baia
de apa la fierbere. Aparitia unui precipitat rosu de oxid cupros indica prezenta
componentei glucidice.

4. |dentificarea bazelor azotate

Intr-o eprubeté peste 0,50 ml amoniac 10%, se adauga 2,0 ml hidrolizat, si
1,0 ml solutie azotat de argint 5%. Prezenta bazelor azotate este semnalata de
aparitia lenta, in decurs de 10 — 15 minute, a unui precipitat brun — albicios de
compusi argentici ai bazelor purinice.

B. Absorbtia in UV a acizilor nucleici. Denaturarea acizilor nucleici

Principiu

Toti acizii nucleici, nucleozidele si nucleotidele, absorb intens radiatia
ultravioleta, proprietate datorata absorbtiei date de bazele azotate. Spectrul in
UV al unui acid nucleic este suma spectrelor bazelor azotate. Absorbtia maxima
are loc la A=260 nm, fiind proportionala cu concentratia acidului nucleic ( Figura 1

).

in general o solutie de 1 mg/ml de acid nucleic nestructurat secundar (cu
o catena liniara) are Ao de 25, la pH neutru, pentru o grosime a stratului de
solutie de un centimetru.

Structura secundara reduce absorbtia UV, deoarece bazele azotate,
legate intre ele prin legaturi de hidrogen, sunt mai putin expuse. Astfel, o solutie
de 1 mg/ml de acid nucleic cu structura secundara completa (ADN sau ARN;
nativ) are Axso = 20, in aceleasi conditii.



Prin denaturarea ADN (la pH puternic acid sau alcalin sau la incalzire) se
dezorganizeaza structura secundara, avand loc cresterea Azeso, fenomen numit
efect hipercromic. La renaturarea ADN (revenire la pH neutru, racire solutie) se
restabileste structura secundara, scazand Azeso, fenomen numit efect hipocromic.
Temperatura la care jumatate din ADN este denaturat se numeste temperatura
de topire a ADN, Tm (Figura 2). Temperatura de topire reprezinta energia
necesara ruperii legaturilor de hidrogen dintre bazele azotate, legaturi ce
stabilizeaza structura secundara. Ca urmare Tm va creste cu cresterea
continutului guanina-citozina, care formeaza trei legaturi de hidrogen. Valoarea
medie a T este de 70 - 75 °C.
Reactivi
¢ Solutie ADN 1 mg/ml. Solutia se dilueaza pana cand Azso devine = 1,0
¢ Materiale
¢ Spectrofotometru UV

Mod de lucru

Trasarea spectrului de absorbtie in UV al solutiei de ADN

Trasarea spectrului de absorbtie se face in functie de aparatura de care
se dispune. Daca se dispune de aparatura automata trasarea spectrului se face
in regim automat. Daca nu, se masoara valorile absorbtiei intre 200 si 300 de nm
notand absorbiiile din 5 in 5 nm. Se traseaza pe hartie milimetrica graficul
dependentei absorbtiei in functie de lungimea de unda

Solutia de ADN se incalzeste 5 minute in baia de apa la fierbere. Se
determina Azeo, apoi se raceste repede solutia in apa rece. Se determina din nou
Azeo. Se discuta rezultatele obtinute.

Pentru preparate inalt purificate cresterea in absorbanta poate fi pana la

40%.
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Figura 1. Caracteristici spectrale ale ADN si ARN
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Figura 2. Curba de topire a ADN

Continutul procentual in guanina (G) si citozina (C) poate fi calculat cu

%GC =2.44 (T — 69.3)
valori cuprinse intre 30 — 70 %.

C. Determinarea puritatii si cantitatii ADN prin metoda

spectrofotometrica

Principiu
Acizii nucleici absorb radiatia UV la 260 nm, iar proteinele la 280 nm.

Valoarea raportului dintre densitatile optice la 260 nm si la 280 nm este un
indicator al puritatji solutiei de acizi nucleici.

¢

Reactivi

Solutie TE : EDTA 1 mM in tampon Tris-HCI 10 mM, pH=8,00 (vezi pagina
6)

ADN dizolvat in solutie TE

Mod de lucru

Solutia continand ADN-ul de determinat, in cazul ca a fost pastrata la rece
este incubata 3 minute la 60°C

Se centrifugheaza solutia 20 secunde la 1000xg, apoi se pune la gheata.
ntr-o cuva spectrofotometrica, cu grosimea de 1 cm, se pun 2 ml solutie
TE (martor)

ntr-o altd cuva identicd se pun 1,99 ml solutie TE si 10 pl solutie ADN
(proba).

Se introduc cuvele in spectrofotometru, apoi se citeste extinctia probei la
260 nm si la 280 nm, fata de martor inaintea fiecarei citiri.

Cele doua citiri se vor nota cu Ezeo, respectiv Ezso.



Rezultate si discutii

Se calculeaza raportul Ezeo/E2g0. Preparatele pure au valoarea raportului
de 1,8. Valorile semnificativ mai scazute indica o contaminare cu proteine.

Prin metoda spectrofotometrica se poate determina cantitativ.  ADN-ul
extras din diverse probe biologice. Determinarea se bazeaza pe faptul ca la o
valoare a extinctiei Ezeo de 1,00 1i corespunde o concentratie de aproximativ 50
pg/ml.

Exemplu : o proba de ADN izolat a fost diluata de 20 de ori pentru ca E2so
sa ajunga la valoarea de 0,8. Cantitatea de ADN din proba se va calcula astfel :

0,80x50
=——X

ADN /ml
He 1,00

20
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