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Aktywnosé oscylopolarograficzna niskoczasteczkowych komponent
kwasow nukleinowych

Ocu.unnononaporpacpuqecnaﬂ AKTUBHOCTb MONEKYNAPHBIX KIMMNOHE TIB HYKNEWHOBbLIX
Knucnor

Oscillopolarographic Activity of Low-Molecular Weight Nucleic Acid Components

Jak wiadomo, podstawowymi skladnikami struktury kwaséw nukleinowych
sg cztery zasady: adenina, cytozyna, tymina/uracyl i gwanina. Do niedawna sadzo-
no (1), ze sposréd wymienionych zasad jedynie adenina jest polarograficznie
aktywna. Ostatnio wykazano (9), ze wszystkie zasady podlegajg redukeji na
kroplowej elektrodzie rteciowej. Rozpoznanie tych zasad metodg oscylopolarogra-
ficzng jest réwniez mozliwe w nukleozydach i nukleotydach, poniewaz ryboza
i dezoksyryboza oraz reszty fosforanowe nie ulegajg redukcji w ugrupowaniu
nukleotydowym w warunkach polarograficznego pomiaru (5). Moga one jedynie
wplywaé¢ na gesto$é¢ elektronows, dyfuzje i adsorpcje nukleozydu lub nukleotydu
i w konsekwencji nieco zmieniaé¢ ich oscylopolarograficzny profil.

Celem naszej pracy jest wykazanie aktywnosci oscylopolarograficznej nisko-
czgsteczkowych komponent kwaséw nukleinowych w roznych wartosciach pH
i temperatury.

MATERIAL 1 METODY

Stosowane w badaniach zasady pirymidynowe i purynowe, nukleozydy i nu-
kleotydy (Calbiochem, Loewengraben, Szwajcaria) oraz jednorodne polinukleotydy:
inozyny (poly I) i wydynowy (poly U) iMiles Chem. Comp. Corp., Indiana,
USA) oznaczano w nastepujacych roztworach podstawowych: 1) 0,1 M mréwczan
amonu doprowadzony 0,017 M buforem fosforanowym (Na) do pH 7,0; 2) 1 N kwas
siarkowy i 3) 1 N NaOH.

Stezenie wszystkich badanych skladnikéw za wyjatkiem polinukleotydow
i DNA w odniesieniu do pojedynezej substancji wahalo sie w granicach 2,5-10-4—
—3-10—-4 M. Stezenie polinukleotydu urydynowego (poly U) wynosilo 0,8 mg/ml,
a stezenie polinukleotydu inozynowego (poly 1) — 0,4 mg/ml.

Roztwér wysokospolimeryzowanego DNA z grasicy cielecej (Sigma Chem. Comp.,
St. Louis, USA) przygotowano w stezeniu 250 ug/ml! w 0,1 M mréwczanie amonu
i 0,025 M buforze fosforanowym (Na) o pH 7.
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wciecia katodowego charakteryzujgcego redukcje, lecz wciecie anodowe
S§wiadczace o utlenieniu. Zgodnie z danymi Janika i wsp. (4) wciecie
anodowe pochodnych gwaniny ma charakter artefaktu. Jest ono bowiem
nastepstwem redukcji pierscienia gwaninowego przy potencjale w pra-
wym punkcie koncowym, kolejnej adsorpcji zredukowanej postaci pier-
$cienia gwaninowego na elektrodzie kroplowej podczas jej polaryzacji
do dodatnich potencjaléw i w koncu utlenienia w poblizu lewego punktu.
Pochodne puryny o podstawnikach w miejscach 2 i 6 i wolnych po-
zycjach 7 i 8 np. 2,6-dwuoksypuryna (ksantyna), 2-metylo-6-hydroksy-
puryna i 2,6-dwuoksy-3-metylopuryna (teofilina) daja podobne weciecia
anodowe o potencjale nieco bardziej dodatnim. Nie tworzg weciecia ano-
dowego 6-oksypuryna (hipoksantyna), 2,6-dwuoksy-3,7-dwumetvlopuryna
(kofeina) i 6-aminopuryna (adenina).

Podczas redukeji nukleozydow gwaniny (ryc. 2) i adeniny (ryc. 4)
reszty dezoksyrybozy i fosfodezoksyrybozy nie mialy wplywu na prze-
suniecie potencjalu wciecia. Natomiast w szeregu cytozyny (ryc. 1, ko-
lumna lewa) stwierdzono wybitny wplyw reszty dezoksyrybozy i nie-
znaczny reszty fosfodezoksyrybozy na to przesuniecie. Mniejsza od-
leglo$¢ reszty dezoksyrybozy od miejsc redukeji w pierscieniu pirymi-
dynowym cytozyny w poréwnaniu z pierScieniem purynowym gwaniny
i adeniny ulatwiala odciggniecie elektronéw (electron-withdrawing effect)
z miejsc redukeji przez pierscien beta-furanozowy pentozy (5).

Adenina ulegala redukcji w $rodowisku kwasnym (1) (ryc. 4). Pigé
stabo zaznaczonych wcieé katodowych i jedno anodowe wciecie adeniny
przy pH 7,0 mialy charakter pojemno$ciowo-dyfuzyjny. Przemawialo
za tym poglebienie wciecia anodowego i trzeciego wciecia katodowego
(liczac od prawego punktu koncowego) w temp. 90° i zanik reszty
wcie¢ w tej temperaturze (obserwacje nie zostaly zilustrowane oscylo-
polarogramem). Czy szes¢ wcie¢ adeninowych przy pH 7,0 sygnalizowa-
Iy szeicioelektronowy mechanizm elektroredukcji adeniny sugerowany
przez Smitha i wsp. (13), czy byla to tylko przypadkowa zbiezno$é,
trudno rozstrzygnaé.

Oprocz adeniny nie udalo sie wykaza¢ aktywnosci oscylopolarogra-
ficznej przy pH 7,0 réwniez dla tyminy i uracylu. Tymina i uracyl
badane polarograficznie nie ulegaja redukcji lecz w $rodowisku alka-
licznym tworzg fale anodowa uwarunkowang powstaniem polyczen z
rtecig (8). Zgodnie z tym na oscylogramach tych zasad powstawaly
wciecia w anodowej i katodowej czes$ci krzywej w poblizu lewego punktu
koficowego (ryc. 4). Dezoksyurydyna, kwas urydylowy, tymidyna i kwas
tymidylowy nie dajg takich wecigé (6), natomiast urydyna (UM) (ryc. 4)
tworzyla jedno weciecie katodowe polozone blisko lewego punktu konco-
wego.
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Przy ocenie proceséow elektrodowych konieczne jest stwierdzenie,
czy wciecia na oscylogramie sg nastepstwem dyfuzji, efektéw pojem-
nosciowych lub kinetycznych. Badanie zalezno$ci zachowania sie wciecia
od temperatury i czestotliwosci pradu zmiennego umozliwia ustalenie
charakteru weciecia (2).

W pracy niniejszej zajmowano sie badaniem zalezno$ci glebokosci
wciecia od temperatury. Zauwazono, ze w temp. 90° (ryc. 2 — kolumna
Srodkowa) glebokosé weciecia pochodnych cytozyny wzrastala, a pochod-
nych gwaniny ulegala likwidacji w tej temperaturze. Silny wzrost glebo-
kosci wciecia wraz ze wzrostem temperatury dowodzi charakteru kine-
tycznego weciecia, natomiast slaby wzrost glebokosci wciecia wraz ze
wzrostem temperatury — charakteru dyfuzyjnego. Spadek glebokosci
wciecia wraz ze wzrostem temperatury $wiadczy o pochodzeniu pojem-
nosciowym wecigcia uwarunkowanym wielkoscig adsorpcji substancji na
elektrodzie kroplowej (3). Przy =zalozeniu, ze wzrost albo spadek roz-
puszczalnosci badanych pochodnych cytozyny i gwaniny ze wzrostem
temperatury jest tego samego rzedu, wcieciu katodowemu pochodnych
cytozynowych nalezaloby przypisaé charakter dyfuzyjny, a wcieciu ano-
dowemu pochodnych gwaniny charakter pojemno$ciowy. Zalozenie po-
wyzsze wydaje sie sluszne z dwdéch powoddéw: po pierwsze, rozpusz-
czalno$¢ w wodzie w temp. 25° dezoksycytydyny i kwasu dezoksycyty-
dyno-5"-fosforowego nie wiele jest wieksza od analogicznych pochodnych
gwaniny (12), a po drugie roztwér w temp. 90° nie wykazywal obja-
wow np. zmetnienia, ktore moglyby $wiadczyé o zmniejszeniu roz-
puszczalnoéci badanych substancji i tym samym wzroscie ich adsorpeji
na powierzchni elektrody kroplowej.

Wzrost glebokosci wciecia w temp. 90° widoczny na oscylogramach
polinukleotydéw i DNA (ryc. 3) wskazywal réwniez na dyfuzyjny cha-
rakter tych wcieé. Skladniki strukturalne kwaséw nukleinowych ogrza-
ne do temp. 90° i z powrotem ochlodzone do temp. wyjsciowej 30° nie
ulegly zadnym zmianom w przeciwienstwie do DNA. Ogrzanie roztwo-
ru DNA grasiczego do temp. 90° utrwalilo bowiem zmiany podenatu-
racyjne niezaleznie od szybko$ci ochladzania roztworu (ryc. 3, kolumna
prawa).

Jak wspomniano wyzej, wciecia o charakterze kinetycznym pogle-
biaja sie podczas wzrostu temperatury w znacznie wiekszym stopniu
niz wciecia dyfuzyjne. Jest to spowodowane przyspieszajacym wplywem
temperatury na szybko$é reakecji warunkujacg w otoczeniu elektrody
wyzszy gradient stezen produktéw reakecji. Wciecia kinetyczne wyste-
puja np. w procesie redukcji formaldehydu (2) lub elektroredukeji hy-
drolizatu glukozocykloacetooctanu etylu (11) badanych oscylopolarogra-
ficznie.
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Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze z niskoczgsteczkowych komponent
kwaséw nukleinowych sa wykrywalne oscylopolarograficznie cytozyna
i pochodne gwaniny przy pH 7,0, adenina w §rodowisku kwasnym, a ty-
mina i uracyl w zasadowym. Obecno$é reszty cukrowej w strukturze
nukleozydu danych zasad w pH 7,0 wplywa najbardziej na przesuniecie
potencjalu weciecia w szeregu cytozynowym. Stwierdzono charakter dy-
fuzyjny weciecia dezoksycytydynowego i pojemnosciowy weciecia dezo-
ksygwanozynowego. Wzrost temperatury powodowal nieodwracalnosé
obrazéw oscylopolarograficznych DNA po ochlodzeniu do temp. wyjscio-
wej w przeciwienstwie do badanych nukleozydéw, mono- i polinu-

kleotydéw jednorodnych.
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PE3KOME

O6HapyeHa ocuunnononsporpaduyeckasl aKTMBHOCTb YeTbipex HyKreu-
HOBbLIX OCHOBaHWM. YCTaHOBReHo Haubonbluee BAMAHUE CAXapPUCTOro ocTaTxa
Ha nepeMelleHne NOTEeHUMana Bpe3a B8 LUUTO3MHOBOM psaay. B tepmuueckux
MccnenoBaHWAX BblsiBReH AUMDEPYIMOHHLIM XapakTep Ae30KCUUMTMHOBOrO
Bpe3a u obbeMmHbId XapakTep [Ee30KCMrBAHO3MHOBOrO Bpesa.

SUMMARY

The different activity of four nucleic acid bases have been shown
oscillopolarographically. The sugar residue mostly influenced the shift
of the indentation potential in the cytosine series. Thermal experiments
have pointed out that the deoxycytidine and deoxyguanosine indentations
were of a diffusive and capacitive character, respectively.



