ANNALES
UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-SKLODOWSKA
LUBLIN — POLONIA
VOL. XLJ, 13 SECTIO D 1986

Katedra i Zaklad Chemii Fizjologicznej. Akademia Medyczna w Lublinie
Kierownik: prof. dr med. Tomasz Borkowski

Zbigniew PRASAL Tomasz BORKOWSKI,
Piotr PALUSZKIEWICZ

Oddzialywanie jonéw manganu (II) z DNA in vitro
Bsaimogeitcreue monos mapranua (II) uz IHA in vitro

Interaction of Manganese (I1) lons with DNA in vitro

Mangan jest jednym z pierwiastkéw sladowych wystepujacych w or-
ganizmie czlowieka, gdzie jego catkowita ilos¢ wynosi 12—20 mg. -Maga-
zynowany jest glownie w watrobie i nerkach, a wewnatrz komérki naj-
bogatsze w mangan sg mitochondria. W surowicy krwi laczy sie wybiér-
czo z f-globuling, a jego stezenie wynosi 40—200 ug/l. Mangan pelni swa
funkcje fizjologiczng jako aktywator enzymoéw: dehydrogenazy izocytry-
nianowej, arginazy, fosfotransferaz oraz glikozylotransferaz, biorgcych
udzial w syntezie glikoproteidow i mukopolisacharydéw chrzastek. Nie-
ktore enzymy sg SciSle zwigzane z jonami Mn(II), np. dysmutaza nadtlen-
kowa (7). Wykazano takze role manganu w niektorych procesach pato-
logicznych, miedzy innymi w karcynogenezie (1). Stwierdzono wplyw jo-
ndéw Mn(lI) na procesy reprodukcyjne (8) na réinych etapach biosyntezy
kwaséw nukleinowych oraz w interakcji z DNA (6). W badaniu interakeji
Mn(II) z DNA pozostaly niezupelnie wyjasnione nastepujgce zagadnienia:

a) interkalacja miedzylancuchowa jonow Mn(ll) z zasadami DNA na
podobienstwo na przyklad jonéow Cu(II) (13);

b) tworzenie komplekséw zasada—mangan—iosfor lub zasada—man-
gan (16); .

c) stechiometria wiazania Mn(II)—fosforan DNA (19) (ze wzoru for-
malnego reszty fosforanowej wynikaloby, ze jeden jon Mn(Il) winien aso-
cjowac z dwiema resztami fosforanowymi DNA).

Celem niniejszej pracy jest wyjasnienie tych zagadnien.
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MATERIAL I METODY

Material. Kompleksowanie jonow Mm(Il) przeprowadzano na DNA =z grasi-
cy cielecej (Sigma Chemical Co., St. Louis) o zawartosci G+C ok. 40% na drodze
réwnowagowej dializy z uzyciem workéw wiskozowych (Visking Co., Chicago),
uprzednio przygotowanych metodg Fu i wsp. (5). Worki przechowywano w wodzie
redestylowanej z dodatkiem tymolu jako s$rodka przeciwbakteryjnego. Roztwory
NaClQ, byly oczyszezane od Sladéw metali ciezkich na zywicy wymiennej w formie
kationowej Chelex-100 (Bio-Rad Laboratories, Los Angeles). Roztwory NaClQ, stu-
zyty do sporzadzenia standardowego roztworu DNA (4,3 mg DNA/10 mi). Zrédlo
jondéw manganu stanowit Mn(NQy), cz.d.a. Iloraz Agg/Agge rOWny 1,85 wskazywal, ze
DNA byl pozbawieny zanieczyszczen bialkowych. Oddzialywanie DNA z jonami
manganu (II) przeprowadzono z DNA natywnym i termicznie zdenaturowanym. Ter-
micznie zdenaturowany DNA otrzymywano przez ogrzewanie we wrzacej iazni wod-
nej standardowego roztworu DNA natywnego w 0,001 M NaClO, Doprowadzenie
roztworu do zadanej sily jonmowej dokonywano dodawaniem obliczonej ilosci NaClO,.

Rownowagowa dializa. Nie buforowane roztwory DNA dializowano w
ciemni chlodzonej podczas lagodnego mieszania wzgledem wzrastajgcych stezen
azotanu manganu (od 1,9 uM do 1,5 uM), w funkcji zmiennej sily jonowej (0,01—
0,1 M NacClOy), przy pH ok. 6, témp. 4°C i czasie 70 godz.

Oznaczanie Mn{ll) i DNA. Po zrownowazeniu probek w kazdej serii po-
bierano do analizy na mangan takie same objetosci roztworéw z zewnatrz i we-
wnatrz workow dializacyjnych. Minerailjzacja probek przebiegala w kwarcowych
probéwkach w czasie 1 godz. i temp. 130—140°C. {Mm(II) zwigzany] uzyskiwano
z roznicy [Mn(Il) zwigzany]=[Mm{Il) wewnatrz worka] — [Mn(II) zewmatrz worka].
Mangan oznaczano metoda koho-rynietrycz'na_ Marczenki (12) przy A=528 nm,
stosujgc spektrofotometr Spekol (Carl Zeiss, Jena), zaopatrzony w kiuwety o gru-
bosci warstwy optycznej 5 cm. Molowe steZenie roztworu DNA w dlosai fosforu
(tzw. DNA-P) oznaczano metoda Tsaneva i Markova (18), stosujac spekiro-
fotometr Hilgera.

Metody graficzne. Wyniki bomiar()w nanoszono na wykres Scat-
charda (15): ‘ ’

rle=K(n—r)

gdzie r jest ulamkiem molowym zwigzanych jonéw Mn(II), odniesionych do steze-
nia DNA-P w probie, ¢ jest stezeniem molowym wolnych jonéw manganu pozosta-
jacych w rownowadze z kompleksem, n jest Thax, maksymailng liczbg miejsc wigza-
nia w DNA (punkt przecigcia izotermy z osig odcietych) i K jest stalg wigzania.
Jezeli miedzy miejscami wiazania ligandu nie ma oddzialywan, to wykresy r/c
wzgledem r winny byé liniowe i moglyby stuzyé do oznaczen K i m: przeciecie ma
osi T/c jest KXn, przeciecie na osi 7 jest n.

Metoda Recorda i wsp. (14) byla stosowana do badan zaleznosci doswiad-
czainych stalych wigzania Kgpsq 0d stezenia Na+t zgodnie z Téwnaniem:

log Kopsa=—m" @ log [Na*]+log K,

gdzie m’ jest liczbg par jonowych utworzonych miedzy jonami Mm(II) i grupami
fosforanowymi DNA, ¢ jest ulamkiem przeciwjondéw zasocjowanych na reszcie fos-
foranowej i moze byé obliczany dla DNA (¢=0,88) z odpowiednich réwnan teorii
kondensacji polielekirolitow Manninga (11) oraz K, jest to Kopsa ekstrapolo-
wana do stezenia 1 M NaClO, (K, nie dotyczy wigzan elektrostatycznych).
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sit jonowych. Wartosci liczbowe Kgpsg malaly w miare wzrostu sily jo-
nowej. ,

Po naniesieniu tych warto$ci Konsa na wykres Recorda i wsp.
(ryc. 2) otrzymano prostg o nachyleniu do osi odcietych a= —41°. Z tan-
gensa kata nachylenia prostej:

tga= —m'y, gdzie y=0,88, a=-—41°

obliczono wartos¢ m’, informujgcg o stechiometrii wigzania jonéw man-
ganu (II) z resztami fosforanowymi DNA. Otrzymano warto$e m’ == 1,
$wiadezacg o tym, ze z kazda reszta fosforanowg DNA wigze sie jeden
jon Mn(II). Z ekstrapolacji prostej do 1 M Na* (ryc. 2) wyznaczono stalg
wigzania K,=63 M™!, odpowiadajaca wigzaniom nieelektrostatycznym jo-
néw Mn(II) z komponentami DNA w temp. 4°C i przy sile jonowej .
Korzystajac z zalezno$ci log Kopsa™=log Ko+log K;, obliczono dla niskiej
sity jonowej (0,01) stalg elektrostatycznego wigzania Mn(Il) z resztami
fosforanowymi DNA, K,=32 M~

' Ryc. 2. Zalezno$é doswiadczalnych statych
L00 wigzania jonu Mmn(II) z DNA, Kgusg, od
stezenia jonoéw Na* na wykresie Recor-
da i wsp. (14); ekstrapolacja prostej do
stezenia 1 M Na*+ pozwala wyznaczyé war-
tos¢é liczbowsg stalej dla wigzan nieelektro-
statycznych, K,
The Record et al (14) plot for de-
pendence of the experimental binding
Ne constants of DNA with Mn(II) ions, Kgpsa,
200 ~ on the Nat concentration; the striaght
“Jk, line extrapolated to 1 M Nat concentra-
tion yields a numerical value of non-
-100 00 electrostatic binding constant, K,
tog [Na't ) '

log Koped

-200

DYSKUSJA

Brak kooperatywno$ci wigzania jonéw Mn(lI) z DNA (krzywe na
ryc. la majg charakter zstepujaco-wklesty, a nie wstepujaco-wypukty),
prostoliniowy przebieg izoterm podczas kompleksowania jonéw Mn(II)
z DNA termicznie zdenaturowanym (ryc. 1b) i niepodatno$¢ krzywych
z ryc. la na rozklad graficzny na skladowe — wskazujg na jeden rodzaj
chemicznego wigzania jonow Mn(II) z DNA, z wykluczeniem interkala-
cyjnych wigzan miedzylancuchowych. Chemiczne wigzanie jonéw Mn(II)
z DNA, zgodnie z badaniami Lucka i Zimmera (10), dotyczy Sréd-
tancuchowego wigzania jonow Mn(II) z N7 guaniny i resztami fosforano-
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Schemat 1

5 Sita jonowa
B - dr
1. O=p —O0MH,0Mn  niska
B -dr<
p
- / i
B—-dR{ wysoka
2. M0 — P =0H,0)Na*
e
B —dR
~p

wymi. Taki typ wigzania destabilizuje strukture DNA, w przeciwienstwie
do wigzan miedzylancuchowych.

Leroy i Guéron (9) oraz Granot (6) postulowali dwa typy
wigzan Mn(Il) z resztami fosforanowymi DNA (schemat 1), o charakterze
kompleksu zewnetrznego i wewnetrznego, pozostajacych ze sobg w réw-
nowadze, Wzrost sily jonowej przesuwa¢ mial réwnowage w kierunku
tworzenia silniejszego kompleksu wewnetrznego, to znaczy powstalego
w wyniku bezposredniego wigzania Mn(II) z tlenem reszty fosforanowej,
bez udzialu wody. Niezalezno$¢ rmax (ryc. 1la) od wzrostu sily jonowej da-
je sie wytlumaczy¢ tym, ze wzrost stezenia jonéw Na't nie usuwa jonoéw
Mn(II) z wigzan elektrostatycznych z resztami fosforanowymi DNA do
srodowiska, lecz zachowuje jony Mn(Il) w silniejszym wewnetrznym
kompleksie. Zgodnie z zasadg wykluczenia najblizszego sgsiedztwa miejsc
wigzania Crothersa (3), interkalacja miedzylancuchowa jonu meta-
lu stanowi przeszkode dla przejscia kompleksu zewnetrznego w kompleks
wewnetrzny. Ze wzrostem sily jonowej musi dojs¢ do ubytku jonéw me-
talu z wigzan elektrostatycznych z resztami fosforanowymi i w rezultacie
do spadku 7Tmax (13). Stad spadek Tmax dla kompleksow jonéw metalu
z DNA natywnym ze wzrostem sily jonowej moze stanowi¢ kryterium
rozpoznawcze miedzylancuchowych wigzan interkalacyjnych.

Poréwnujgc wartosci liczbowe statych K, i Ky dla jonow Mn(II)
i Cu(Il) (13) w kompleksach z DNA stwierdzono, ze wartosci K, sg ze
sobg zgodne w granicach bledu metody (Kpmn=32 M™; Kpcy=26 M™Y),
natomiast K, dla kompleksow DNA z jonami Mn(II) jest ok. 7-krotnie
nizsze (Komn=63 M™1) w poréwnaniu z K, dla komplekséw DNA z jo-
nami miedzi (Kocy =420 M™1). Wartos¢ Komn przeliczona za pomocg row-
nania Vant Hoffa dla temperatury 82°C (Komn=2,3X 103 M™!) byla zgod-
na z danymi Blagoia i wsp. (2): K";=2,4—0,6)X 103 M~ dla zakresu
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- PE3IOME

Bbinyn coeamuennst mounb! mapranua (II) ¢ JHK BMJIOYKOBOS I HATHMBHON M TEepPMH-
YeCKHM ACHATYPUPOBAHHOM NPM IIOMOIIN MeTOJa DaBHOBECHOTO Imanmsa (remn. 4°C,
PH 6, Bpemst 70 yacoB) B (byHKIIMM MOHHBIX CMJI, M3MEHAKINXCA B npegemax 0,01—0,1.
Hucxonsie-BOrHy ThIit XOA M30TEPM IIPY PasHbIX MOHHBIX CMylax Ha Kpueoit Cke-
Yyaplia, HEBOCHPUMMYMBOCTE M30TEPM K rpadMyecKOMy paclpefesieHuI0 M TIPAMOJIN-
HEMHBIMA XO04 M30TePM HJA COeAUMHEHMI TepMMYecKM AeHaTypupoBanHoi JTHK c¢ mona-
My Mn (II) — #MCKIOYaAAM MNOABJEHUE MEIKLENOYHBIX MHTEPKAJNAIMOHHBIX CBA3EH
nonos Mn(Il) B komnnekrcax ¢ JHK. Crexmomerpua ceaszu monos Mn(II) ¢ ocTarou-
HeIM bocdaTom (1:1) OGeinia o6ozuavena mo Kpusoit Pexkopga u corp. (14) ma ocHo-
BaHUM IKCMIEPUMEHTANBHBIX KOHCTAHT CBA3Y, K opsa,

SUMMARY

Binding studies on the native and heat-denatured DNA with mamnganese (II)
ions by the equilibnium dialysis (temp. 4°C, pH =~ 6, equilibration time 70 h) in
various ionic strengths (0.01-—0.1) has been performed. The concave-downward
Scatchard plots obtained at various donic strengths, an insusceptibility of curvilinear
isotherms against the graphical break-down and rectilinear run of isotherms for
the heat-denatured DNA complexes with manganese (II) ions — ruled out an
occurrence of intercalation of manganese (II) ions in the interstrand sites within
DNA. From the Record et al. (14) plot and experimentally obtained binding
constants, Kgpsq, the stoichiometry binding of manganese (II) ions to phosphate
residues of DNA (1 :1) has been determimned.






