ANNALES
UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-SKLODOWSKA

LUBLIN—POLONIA
VOL. XXVII, 30 SECTIO D 1972

Zaklad Chemii Fizjologicznej. Instytut Chemii Podstawowych. Wydzial Farmaceutyczny.
Akademia Medyezna w Lublinie.
Kierownik: prof. dr med. Tomasz Borkowski

Tomasz BORKOWSKI i Zbigniew PRASAL

Oscylopolarograficzne badania DNA jadrowego i mitochondrialnego
moézgu cielecego

Ocumunnononsporpauueckme UCCNEAOBAHUA RAEPHOTrO M muTOoxoHapuansHoro [HK mosra
TeneHka

Oscillopolarographic Studies of Nuclear and Mitochondrial DNA from the Calf Brain

Od czasu, kiedy obecno$¢ DNA w mitochondriach réznych gatunkéw zostala
udowodniona (10, 12, 16), pojawil sie szereg prac wskazujacych na réznice w nie-
ktorych wlasciwosciach miedzy DNA jadrowym i mitochondrialnym (4, 32, 33).
Sposréd metod stosowanych dla blizszej charakterystyki DNA nalezy wymienié
réwniez metode oscylopolarografii. W r. 1965 pierwszy Palelek zastosowal tag
metode do wykazywania i okres$lenia stopnia denaturacji DNA (20). Jedng z zalet
oscylopolarografii jest mozliwo$é S$ledzenia zmian w strukturze DNA w zakresie
temperatur ponizej T, (27). Celem naszej pracy bylo wykazanie podobienistw
i réznic we wlasciwosciach DNA jadrowego i mitochondrialnego metodg oscylopo-
larograficzng.

MATERIAL I METODY

Czyste frakcje jader komérkowych i mitochondriow izolowano z kory mézgo-
we]j cielgt metodg réznicowego wirowania w réznych stezeniach sacharozy (2, 11).
Kwasy nukleinowe izolowano metods ekstrakeji fenolowo-detergentowej (3). DNA
jadrowy i mitochondrialny po trawieniu RNazg oczyszczano dodatkowo chroma-
tograficznie na kolumnie z metylowang albuming (13). Frakcje zawierajace DNA
precypitowane etanolem stuzyly do dalszych badan. Poréwnawczo uzywano réwniez
wysokospolimeryzowanego DNA grasicy cielecej firmy Sigma, Chem. Comp. St.
Louis, USA oraz preparaty dezoksycytydyny (dCM) i dezoksygwanozyny (dGM)
firmy Calbiochem, Loevengraben, Szwajcaria. Wysokooczyszczone preparaty RNazy
i DNazy pochodzily rowniez z firmy Calbiochem.

Do badan oscylopolarograficznych poszczegélne preparaty DNA rozpuszezano
w 0,1 M mréwezanie amonowym i 0,02 M buforze fosforanowym o pH 7,0. Roztwory
DNA o stezeniu 250 ug/ml umieszczano w termostatowanym naczynku polarogra-
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z ktorych pierwsza stanowi czes¢ produktow degradacji RNA, druga
zas odpowiada czystemu DNA mitochondrialnemu. Preparat kwaséw
nukleinowych ekstrahowany z czystej frakecji jader komoérek mézgowych
zawieral gléwnie DNA, ktory z fazy wodnej wytracony byl w formie
nici jedna objetoicia etanolu. Po trawieniu RNazg rozdzielony na ko-
lumnie z metylowana albuming DNA stanowil jedna czysta frakcje eluuja-
cg sie 0,6 M NaCl.

MNa(l
06

05

04

03

02

ot )

D 20 30 40 50 60 0
nr probéwk:

Ryc. 2. Oczyszczanie DNA mitochondrialnego na kolumnie z metylowang albu-
ming; I — produkty degradacji RNA, II — DNA mitochondrialny
Purification of mitochondrial DNA on the methylated albumin column; I — RNA
degradation products, II — mitochondrial DNA

Wszystkie preparaty badanych DNA nie posiadaly wyraznych wecieé
w temp. 30°, lecz tylko plytkie zagiecia w obu czesciach krzywej oscylo-
polarograficznej. Zmiany termiczne w poszczegbélnych preparatach $le-
dzono w gradiencie cigglym temperatury zmieniajacym sie o 0,5° C na
minute od 30° do 100° i ponownie obnizanej do 30°C. W miare ogrze-
wania pojawialy sie przy temp. 40° dwa wciecia katodowe o wartoSci
Q = 0,73 (mocniej zaznaczone) i Q = 0,80 (slabo widoczne). Wartosci
Q wyliczano na podstawie oscylograméw ze stosunku odleglosci weiecia
od lewego punktu koncowego do odleglosci miedzy obydwoma punktami
koficowymi (ryc. 4). Dalszy wzrost temperatury powodowal stopniowe
poglebienie wecigcia 0 Q = 0,80 i zanikanie weciecia o Q = 0,73. Zanik
wciecia 0 Q = 0,73 nastgpil w nizszej temperaturze na oscylogramach
DNA grasiczego i mitochondrialnego w poréwnaniu do DNA jadrowego.
Weiecie o warto$ei Q = 0,80 podczas wzrostu temperatury roztworu
ulegalo wyksztalceniu na tyle, ze glebokosé jego mogla byé¢ latwo zmie-
rzona (ryc. 3).

Weciecie powyzsze zmienialo nieco swoja wartosé potencjalu i dla
zrenaturowanych DNA osiggalo warto$é wyrazong ilorazem bezwymia-
rowym Q = 0,85. Podczas termicznej denaturacji trzech preparatow DNA
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weieciu katodowemu towarzyszylo symetryczne do niego wciecie anodo-
we. W czasie ochladzania roztwor6w DNA glebokosé wciecia katodowego
ulegala stopniowemu zmniejszeniu. Po doprowadzeniu ponownym do
temp. 30° jednak nie nastapil calkowity powrdt do wyjsciowego ksztaltu
krzywej oscylopolarograficznej: w miejscu wyjéciowego plytkiego za-
gigcia pozostalo wyraznie zaznaczone wciecie. Odkladajac na osi rzednych
wzgledne wartosci glebokosci wciecia katodowego, a na osi odcietych
odpowiednie temperatury, mozna bylo okreéli¢ procent renaturacji ba-
danych DNA (ryc. 4).
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Ryc. 3. Przebieg termicznej denaturacji DNA; x — DNA grasiczy, /A DNA
jadrowy, o — DNA mitochondrialny
The course of thermal denaturation of DNA; x — calf-thymus DNA, A — nuclear
DNA, ¢ — mitochondrial DNA

Stopniowemu zmniejszaniu weciecia katodowego towarzyszylo wspom-
niane juz wyzej symetryczne wciecie anodowe az do temp. 40°. Podczas
ochladzania roztworéw DNA powstawalo réwniez drugie weciecie ano-
dowe o wartosci Q = 0,18 od strony dodatnich potencjatéw, ktére po
ochlodzeniu roztworéw do temp. wyjsciowej 30° utrzymywalo sie nadal
na oscylogramach badanych preparatéw DNA (ryc. 7, 8, 9).

W celu okreslenia dzialania czynnikéw (promienie gamma, DNaza)
rozszczepiajacych pojedyncza ni¢é w podwdjnej spirali DNA poddano
preparat DNA grasiczy trawieniu DNaza. Okazalo sig, Zze juz po 1 mi-
nucie inkubacji w temp. 30° w obrazie oscylopolarograficznym DNA
trawionego enzymem powstawalo weciecie katodowe o analogicznym po-
lozeniu wzgledem osi potencjaléw jak na oscylogramie termicznie zde-
naturowanego preparatu DNA. Przebieg trawienia DNA grasiczego DN-
aza przedstawia ryc. 5.

Trawione DNazg preparaty poddawano nastepnie dzialaniu podwyz-
szonej temperatury w sposéb analogiczny jak preparaty natywne. Wy-
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Ryc. 4. Przebieg renaturacji DNA; x — DNA jadrowy, . — DNA grasiczy, o —
DNA mitochondrialny

The course of DNA renaturation; x — nuclear DNA, - — calf-thymus DNA, o —
mitochondrial DNA
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Ryc. 5. Trawienie DNA grasiczego dezoksyrybonukleaza w temp. 30° obserwowane
na podstawie wzrostu glebokosci wciecia katodowego. Mieszanina reakcyjna zawie-
rala w 3 ml 0,1 M mréwczanu amonu i 0,02 M buforu fosforanowego o pH 7,0
750 ug DNA grasiczego, 30 pg DNazy i 1,2 mg MegCl
Digestion of calf-thymus DNA with deoxyribonuclease at 30° observed on the
basis of the deepening of cathodic indentation. 3-ml reaction mixture contained
0.1 M amonium formate with 0.02 M phosphate tuffer pH 7.0, 750 ug calf-thymus
DNA, 30 ug DNase and 1.2 mg MgCl,
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tworzone dzialaniem DNazy wrciecie katodowe w miare podgrzewania
roztworu ulegalo poczatkowo nieznacznemu poglebieniu, a nastepnie
stabilizacji (ryc. 6).
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Ryc. 6. Wplyw temperatury na gleboko$é wrcigcia katodowego DNA po uprzednim
trawieniu dezoksyrybonukleaza

The effect of temperature on the depth of cathodic indentation of DNA earlier
digested with deoxyribonuclease

Z weczesniejszych prac wynikalo (17, 19), ze przy pH 7,0 aktywnosé
oscylopolarograficznag przejawiajg reszty cytozyny i gwaniny w DNA.
Stosujac mieszanine dezoksycytydyny i dezoksygwanozyny wykazano
duza zgodnoé§é w wielko$ci potencjaléw weieé (wyrazonych w wartosciach
bezwymiarowych Q) pochodzacych od tych nukleozydéw i DNA zdenatu-
rowanego (ryc. 10). Wartosci Q wcieé katodowych (wyliczonych z oscy-
lograméw dla mieszaniny dCM i dGM oraz DNA zdenaturowanego —
ryc. T0) wyniosly odpowiednio 0,178 i 0,172, wartosci za$§ Q wcieé ano-
dowych — 0,857 i 0,855.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN I WNIOSKI

W badaniu wlasciwosci DNA pochodzacego z réznych struktur ko-
morkowych (jadra, mitochondria) okreslano wplyw temperatury na stan
pobudzenia czasteczek. Dokonano tego rejestrujge weciecia na oscylo-
gramach odzwierciedlajagcych procesy zachodzace na polaryzowanej
elektrodzie kroplowej i w jej otoczeniu. Pochodzenie i mechanizm powsta-
wania tych wcie¢ byly przedmiotem badan Paleé&ka i innych autoréw.
Weciecie katodowe okre§lone na naszych oscylogramach wartoscia Q =
= 0,73 [wg Paletka (23) Q= 0,76 *0,02] i spostrzegane jako fala
I w impulsowe]j polarografii posiada nature pojemnosciows i $wiadezy
o desorpcji DNA (15), ktory ulega adsorpcji na elektrodzie kroplowej
tylko przy dodatnich potencjalach (23). Wciecie o Q = 0,85 (fala III)
wystepuje na oscylogramach zdenaturowanego DNA, powstaje kosztem
pradu elektrolitycznego i dowodzi elektroredukcji reszt cytozyny w lani-
cuchu DNA (19, 30). Wcigcie to na naszych oscylogramach (ryc. 7, 8, 9
od 1-—6) w obszarze przedtopnieniowym DNA przyjmowalo nieco zmie-
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Obserwowane przez nas przejScie (zanik) wecigcia katodowego o Q =
= (0,73 we weciecie o0 Q= 0,80 (ryc. 7, 8, 9) znalazlo potwierdzenie
w pracy Boha¢ka i Paled¢ka (1). Wymienieni autorzy poprzez
ustalenie liniowej zaleznosci miedzy iloscig pary G + C w DNA, a tem-
peraturg zaniku tego wciecia opracowali metode oznaczania zawartosci
pary G + C dla réznych DNA. Wyizszej temperaturze zaniku wcigcia
o Q= 0,73 na oscylogramie odpowiadala wyzsza zawartos¢ pary G + C
w odpowiednim DNA. Bohadt¢ek i Palet¢ek nie badali DNA mito-
chondrialnego i DNA jadrowego z mozgu cielat. Z zalaczonych oscylo-
graméw (ryc. 7, 8, 9) mozna bylo przekonaé sie, ze istotnie DNA jagdrowy
wykazywal wyzszg temperature zaniku tego wciecia od dwu pozostalych
DNA. Temperatura zaniku tego weciecia dla DNA mitochondrialnego
i grasiczego nie réznila sie od siebie. Zgodnie z wynikami pracy po-
wyzszych autoréw DNA jadrowy powinien wykazywaé wyzsza zawar-
to$é molowa pary G + C przy jednakowym skladzie pary G + C DNA
mitochondrialnego i DNA grasiczego. Podanie konkretnych wartosci skla-
du zasad badanych preparatéw DNA wymagaloby wyznaczenia tempera-
tury z dokladno$cig +0,7°C zaniku weciecia o Q = 0,73. Na podstawie
naszych oscylograméw bylo to niemozliwe, poniewaz zdjecia rejestrowa-
no w odstepach 10°C.

Poszukujac zaleznosci miedzy innymi wecieciami na krzywej dE/dt =
= f(E) a wlasnoSciami DNA zwro6cono uwage na do$§é znaczne zmniej-
szenie (0 30%) glebokosci weiecia katodowego o Q = 0,80 w temperatu-
rach 70—80° na oscylogramie DNA mitochondrialnego (ryc. 7, 8, 9 —
5, 6). Mniejsza glebokosé tego wciecia w poréwnaniu z pozostalymi DNA
wplynela na rézny ksztalt krzywych DNA w obszarze przedtopnienio-
wym (ryc. 3). Wyraznie odbiegajacy swym przebiegiem ksztalt krzywej
DNA mitochondrialnego mégiby sugerowaé przewage pary G + C w tym
DNA. Z obserwacji Paletka (23) nad wieloma DNA réznego pocho-
dzenia wynika, Ze réznica w zawartosci pary G -+ C nie jest proporcjo-
nalna do przesuniecia temperatury, przy ktorej nastepuja réznice glebo-
kosci weciecia katodowego. Wlasnosé ta spelnia natomiast temperatura
zaniku weciecia o Q = 0,73, z ktorej skorzystano w niniejszej pracy przy
ocenie zawartosci skladu pary G + C w trzech preparatach DNA. Mniej-
sza gleboko$§¢ weiecia katodowego DNA mitochondrialnego w poréwnaniu
z DNA grasiczym lub jadrowym mogla zatem pozostawaé w zwigzku
z réznicami w sekwencji nukleotydowej tego DNA. Wydaje sie, ze ana-
logicznie jak w przypadku DNA pochodzenia bakteryjnego (21, 22) ter-
miczne uwalnianie reszt cytozyny na elektrodzie kroplowej z DNA mito-
chondrialnego winno zachodzié¢ z obszaréw czasteczki tym trudniej, im
mniejsza liczba par A - T otaczala pary G + C. Sytuacja taka mogla
sugerowaé¢ inng sekwencje nukleotydowag DNA mitochondrialnego bo-
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gatszego w regiony o zwiekszonej liczbie par G + C. Jak dowiodl tego
Paleéek (23, 24), na podstawie roznic glebokosci wciecia katodowego
w temperaturach przedtopnieniowych udaje sie metoda oscylopolaro-
graficzng stwierdzié réznice w sekwencjach nukleotydowych DNA po-
siadajacych jednakowy sklad pary G + C. Zgodno§é naszych obserwacji
z wynikami autora wskazywalaby na réznice w sekwencji nukleotydo-
wej DNA mitochondrialnego.

Obserwacje wciecia anodowego o Q = 0,18 moga rowniez dostarczyé
informacji odnoénie wlasciwoéci DNA. W tym celu pomiary glebokosci
tego wciecia nalezaloby wykonywa¢ w temperaturze pokojowej po
naglym oziebieniu ogrzanego do 100° roztworu DNA; w tych warunkach
gleboko$é wcigcia anodowego wykazuje korelacje z iloscia pary G + C
(22, 26). Pomiary nasze byly wykonywane w podwyzszonych tempera-
turach w celu zaobserwowania zmian podczas renaturacji badanych
DNA. Procesy renaturacyjne DNA, ktorych szybkosé jest proporcjo-
nalna do sily jonowej roztworu i masy czasteczkowej, a odwrotnie pro-
porcjonalna do lepko$ci roztworu i niejednorodnosci preparatu (31) po-
stuzyly do scharakteryzowania badanych preparatéw od strony ich nie-
jednorodnosci. Z porownania oscylogramoéw (ryc. 7, 8, 9 — 1, 1) i ryc. 4
wynikalo, ze proces renaturacji badanych DNA nie byl calkowity. Pelna
odwracalno$¢ tej przemiany termicznej zachodzi jedynie w przypadku
jednorodnosci struktury DNA podczas powolnego ochladzania roztworu
(5). Struktura DNA 2z komoérek ssakow jest z reguly niejednorodna
w przeciwienstwie do struktury DNA wirusow i bakterii (5, 14). Sposrdod
trzech badanych DNA najnizszy stopien renaturacji (58%) stwierdzono
dila DNA jadrowego.

Jak wiadomo, dzialanie DNazy trzustkowej polega na rozkladzie DNA
do oligonukleotydéw majacych przecietnie cztery ogniwa w lancuchu,
wolng grupe hydroksylowa w pozycji 3" i reszte fosforanowsg w pozycji
5’. Niskie stezenia DNazy powodujg roszczepienie pojedynczej nici w po-
dwdjne]j spirali DNA (25). Nie jest mozliwa spektrofotometryczna analiza
tych zmian z pomiaréow ekstynkecji przy 260 nm w temperaturach przed-
topnieniowych DNA z powodu nienaruszenia pionowego oddzialywania
pomiedzy zasadami w lancuchu (25). Zmiany powyzsze moga by¢ stwier-
dzone metoda oscylopolarograficzng (ryc. 5), a dokladnie jej udoskona-
lona modyfikacjg tzw. ,technikg pierwszej krzywej” (29). W otoczeniu
rozerwanych wigzan fosfodwuestrowych w DNA odslanialy sie juz w
temperaturze wyjsciowej reszty nukleozydéw, z ktorych jakosciowo dwie
byly przy pH 7 aktywne oscylopolarograficznie. Ilos¢ tych reszt wi-
docznie byla na tyle wysoka, ze wzrost temperatury nie mial juz wieksze-
go wplywu na poglebienie wciecia katodowego (ryc. 6).
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PE3IOME

MposegeHsl ocumnnononsporpaguyeckte UCCNEAOBAHUA YWCTLIX npena-
paTos spaepHoro M mutoxoHapuansHoro AHK mosra tenst u JHK 306HoM
wenessi. Bce ananusuposanHule npenapatsl npu Harpesanuu go 100° akTms-
HO AeHYAupOBanW ocuunnononsporpatmuyeckue OCTaTKM OEe30KCUUMTUAMHA,
A NpU OXNaKAeHWM — OCTATKM [Ae30KCurBaHO3uHA. Ha ocHoBe oTHocuTenb-
HO BBLICOKOW TemnepaTtypbl atpogpuu KatogHol Beiemku ¢ Q=0,73 Ha oc-
UMINOrpammax, xapakrtepusytouwux coctosnume [JHK nepes nnasnenuem,
KOHCTaTMpOBaHo MonspHoe npeobnagavwe G+C B sgepHom [JHK. Ha
OcHOBe ymeHbleHusi rnybuHbl katogHol sblemku 3toro AHK wa 30% =o
Bpems AeHarypaluuu B dacTuue mutoxoHapuansHoro JHK obhapyeH ne-
pesec HYKNeoOTWHOBBLIX cekBeHLUMM, coctosawmx u3 napel G+C. Heogwo-
poaHocTe cTpykTypsbl [JHK noaTteepkaeHa W APYrMMM M3IMEHEHMSAMM, Bbl-
CTYnaloWMMK Ha ocUuMANOrpammax nocne peHartypauun. Koporkoe aetcteue
DN-a3bi Ha JHK 306HOM enesbl BbI3bIBANO TE e UIMEHEHWS, UTO U NPM
TePMHUECKON feHaTypauuu. NonydeHHble pe3ynbTaTsl cPaBHEHbI ¢ AAHHbLIMYU
M3 nuTepartypesl.

SUMMARY

Oscillopolarographic studies of pure preparations of nuclear and mi-
tochondrial DNA from the calf brain and of calf-thymus DNA were
carried out for the first time. All the analysed preparations when heated
to 100° unmasked active oscillopolarographic residues of deoxycytidine
and when cooled down unmasked deoxyguanosine residues. On the basis
of a relatively higher temperature, the disappearance of the cathodic
indentation of Q@ = 0.73 on the osillograms characterizing the premelting
state of DNA, the molar prevalence of the G + C pair was found in
the nuclear DNA. The predominance of nucleotide sequences consisting
of the G + C pair in the mitochondrial DNA molecule was demonstrated
on the basis of a 30% decrease in the depth of cathodic indentation of
this DNA during denaturation. The heterogeneity of the DNA structure
was confirmed by other changes on the oscillograms after renaturation.
A short-lasting effect of DNase on the calf-thymus DNA caused the
appearance of the same changes on the osclllogram as during thermal
denaturation. The above results were discussed.
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