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OSCILOGRAFICKA POLAROGRAFIE NUKLEOVYCH KYSELIN

EMIL PALECEK
Biofysikalni ustav Ceskoslovenské akademie véd v Brng

Byly nalezeny podminky pro stanoveni adeninu, guaninu, cytosinu, 5-
-methyleytosinu, thyminu, uracilu, hypoxanthinu atd. Oscilopolarograficky
byla rovnéi analysovéana vysoce polymerovand kyselina desoxyribonukleova
a nékteré jeji degradaéni produkty.

Polarografické chovani basi nukleovych kyselin zkoumal J. C. Heath
[1], ktery zjistil, Ze v&echny base kromé adeninu jsou polarograficky inaktivni.
Zkoumali jsme tyto latky metodou oscilografické polarografie stiidavym
proudem a zjistili jsme, Ze vS8echny base — tedy adenin, guanin, cytosin,
5-methylcytosin, thymin, uracil, jakoZ i jim blizké latky hypoxanthin, xanthin
a kyselina mocova se projevuji zafezy na kiivkich d&/d¢ = f,(E) [2].

Vétsinu méteni jsme provadéli na pristroji Polaroskop P 524 s rtufovou
kapkovou elektrodou. Jako zakladni elektrolyty jsme zvolili kyselinu sirovou,
chlorid draselny, hydroxyd sodny a mravenéan amonny. Mravendanu amonné-
ho se totiz pouZiva bud samotného, nebo ve smési s kyselinou mravenéi jako
eluéniho &inidla p¥i déleni nukleotidi na anexech. Déle budeme hovofit
o reaktivité nami zkoumanych latek v takovych prostfedich, kde poskytuji
nejlépe analyticky pouzitelné zatezy.

Vysledky a diskuse

Oscilogramy purini jsou uvedeny na oscilogramu 1. Poloha zéfezu adeninu a guaninu se
nemséni, je-li analysovdna volné base nebo odvozeny nukleosid anebo nukleotid. Oscilo-
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Oscilogram 1. Oscilopolarografické kfivky dE/dt = f,(E) a strukturni vzorce purini.
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gram adeninu a hypoxanthinu je zaznamenén v prostiedi kyseliny sfrové, guaninu a xan-
thinu v mravenéanu amonném. Adenin lze takto dokazovat v koncentraci niZsi neZ
10-¢ M, ostatni base fddové v koncentraci 10-® M. Na oscilogramu 1 muiZeme rovnéz
pozorovat uréity vztah mezi strukturou latky a oscilopolarografickou kiivkou zévislosti
dE/dt = f;(E) — vyména aminoskupiny za hydroxylovou vede k malému posunuti
zéfezu k negativnéjSim hodnotdm, substituce v poloze 2 zpusobuje vznik anodického
zétezu. VSechny hlavni zafezy se projevuji i na kfivkéch s tryskavou elektrodou a na
prvni kiivece. Kyselina modéovéa (2,6,8-trioxypurin) se svymi oscilogramy podobé xan-
thinu a hypoxanthinu, typicky oscilogram poskytuje vSak v prostiedi hydroxydu sodného

(oscilogram 2).
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Oscilogram 2. Oscilopolarografickd kfivka dE/dt = f,(E) kyseliny modové. 50 ug kyseliny
modové/ml 1 m-NaOH; ¢ = 0,4 mA. — Oscilogram 3. Oscilopolarografické kiivky dE/dt =
= f,(¥) a strukturni vzorce pyrimidint.

Na oscilogramu 3 jou znézornény oscilogramy pyrimidinovych latek. Zatim co se
uracil a thymin v prostiedi kyseliny sirové neprojevuji, cytosin se projevuje slabym, velmi
negativnim zéfezem; zdfez 5-methylcytosinu je jiZ o néco positivnéjsi (oscilogram 4)
a cytidin, kyselina cytidylové i kyselina desoxycytidylové davaji dobfe métitelny zdfez,
jehoZ pomoci 1ze uvedené latky dokazovat jeSté v koncentraci 10-5 m. Uvedené pyrimi-
dinové base poskytuji zafezy v prostfedi NaOH.

Vsechny zmin&né latky lze tsp&Sné analysovat ve smési: guanosin vedle xanthinu
(oscilogram 5), hypoxanthin vedle adeninu (oscilogram 6). Jsou moZné i jiné kombinace
latek — piitomnost nadbytku uracilu a thyminu nerusi.

Ve snaze charakterisovat elektrodové déje odpovédné za vznik pozorovanych zrezu
zjistili jsme zévislost hloubky zafezi na teploté (graf 1) a jejich frekvenc¢éni charakte-
ristiku. Zafezy kyseliny guanylové a xanthinu povaZujeme za kapacitni, éemuZ nasvéd-
duje rovnéz vétsi hloubka zéfezu méné rozpustného guanosinu nez kyseliny guanylové
v ekvimolarni koncentraci, presahovani ktivky zéakladniho elektrolytu kfivkou s aktivni
latkou v okoli zafezu pii vyssi koncentraci, tvar zafezu pri maximalni koncentraci latky
a zavislost na stejnosmérné sloZce. Zarezy cytidinu a hypoxanthinu nelze zatadit do Zddné
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ze znédmych skupin elektrodovych déjua. Jde o latky podle literatury [1, 3, 4, 5] polaro-
graficky neredukovatelné, jejichz zdfezy v katodické vétvi nejsou pusobeny artefakty;
z4dné z jejich charakteristik nenasvédcéuje tomu, Ze jde o zafezy kapacitni.

Oscilogram 4. Oscilopolarograficka kfivka dE|d¢ = f,(E) 5-methyleytosinu v mraven-
éanu amonném. 100 ug 5-methyleytosinu/ml 1 m-HCOONH,; ¢ = 0,6 mA.

Metody bylo pouZito v naSich laboratotich pri analyse nukleotidovych frakei ziskanych
z kolonek iontoménide a k identifikaci nezndmych skvrn na chromatogramu. Kromé
toho ji pouzil D. Kalab [6] pfi FeSeni dulezitych otdzek v mikrobiologii.

Dalsi pozornost jsme v&novali oscilografické polarografii vysoce polymerované kyseliny
desoxyribonukleové (ddle DNK). DNK jsme isolovali z teleciho thymu a z krysich slezin
metodou J. M. Gullanda a spol. a E. R. M. Kaye a spol. [7, 8]. Kromé vlastnich prepa-
rath jsme méli k disposici DNK z ascites tumoru, z thymu a slezin krys z Onkologického
tstavu v Bratislavé, které nam poskytli dr. Hnilica a dr. Holoubek. Jako zdkladniho

Oscilogram 5. Oscilopolarografickd kiivka dE/d¢ = f,(E) guanosinu a xanthinu v mraven-
danu amonném. 50 ug xanthinu 4 40 ug guanosinu/ml 1 Mm-HCOONH, s 0,01 m-HCOOH;
7 = 0,4 mA. — Oscilogram 6. Oscilopolarografickd kiivka dE/d¢ = f,(E) adeninu a
hypoxanthinu v kyseling sirové. 2,5 ug adeninu + 10 xg hypoxanthinu/ml 2 m-H,SO,.
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Graf 1. Zavislost hloubky zafezu na oE 7
teploté. i
D-CMP — kyselina desoxycytidylové,

A%

HX — hypoxanthin, AMP — kyselina
adenylovd, GMP — kyselina guanylovi,
X — xanthin, DNK — kyselina desoxyri-
bonukleové, A — vzdélenost od osy spoju-
jici oba krajni body oscilogramu k hrotu
zétezu, A% — A vyjadieno v 9, za
100 9, povaZovéana hodnota A piislusného 100
zéiezu pii 20 °C.
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elektrolytu jsme pouZili stejnych roztoku jako pii analyse sloZek nukleovych kyselin
8 vyjimkou kyseliny sirové.

Oscilogramy DNXK v raznych prostfedich jsou na oscilogramu 7. Pomoci méien{ hloubky
zdfezt DNK v mravendanu amonném a chloridu sodném jsme sledovali denaturaci
DNK — denaturaci se hloubka zéfezii zvétSuje. Naopak zafez vznikajici v prostiedi
louhu, s ¢asem, pfFi teplotd 37 °C, mizi. Vzhledem k tomu, Ze za t&chto podminek nemuze
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Oscilogram 7. Oscilopolarografické kiivky dE/d¢ = f,(E) kyseliny desoxyribonukleové
v riznych zdkladnich elektrolytech.

dojit k poruSeni Z4dné z basi ani k v&tsi hydrolyse, pFedpoklddédme, Ze pro vznik tohoto
zéfezu je tfeba uréité neporuSend jemné struktury DNK. Reaktivity DNK v prostiedi
nikelnaté a Brdickovy kobaltité soluce jsme vyuZili pro dikaz DNK a bilkovin vedle
sebe. Bilkoviny reaguji, jak zjistil D. Kalab [9, 10], v uvedenych prosttedich ji% ve vel-
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mi nfzké koncentraci; zjistili jsme, Ze pfritomnost nadbytku DNK tuto reakei nerusi,
takZe lze stanovit velmi mald mnoZstvi bilkoviny v prepardtech DNK (oscilogram 8).

Vsimnéme si nyni vice oscilogramti DNK v prostfedi mravenéanu amonného (oscilo-
gram 9) — na prvni pohled je patrno, Ze anodicky zafez se velmi podobé zéfezu kyseliny
guanylové v témie prostfedi (oscilogram 1). Shoduje se vSak nejen poloha obou zifezu,
ale i zdvislost na teplotdé (graf 1), na koncentraci zékladniho elektrolytu a na stejnosmérné
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Oscilogram 8. Oscilopolarograficka kfivka dE/d¢ = f;(E) kyseliny desoxyribonukleové
a bilkoviny v Brdi¢kové kobaltité soluci. 900 ug kyseliny desoxyribonukleové + 5 ug
albuminu z plasmy/ml 10-3 M-[CO(NH,)s]Cl, v 0,1 m-NH,Cl-NH,OH. I — zaFez kobaltu,
II — zéatez kyseliny desoxyribonukleové, III — zéafez bilkoviny. — Oscilogram 9.
Oscilopolarografické kfivky dE/dt = f,(F) kyseliny desoxyribonukleové a jejich degradad-
nich produktt v prostiedi mravenéanu amonného.
DNK — kyselina desoxyribonukleovd, APK — kyselina apurinovéd, APyK — kyselina
apirimidinové, ODNK — oxydovand kyselina desoxyribonukleova.
Uvnitt oscilogramii je schematicky zndzornéna struktura analysované latky.
A — adenin, G — guanin, C — cytosin, T — thymin, D — desoxyribosa, P — kyselina
fosforedna.

sloZce. Tyto udaje nasvédéuji tomu, %e anodicky zdfez DNK je zplusoben kyselinou deso-
xyguanylovou véazanou v molekule DNK. Abychom si mohli tento nazor potvrdit, od-
stranili jsme z molekuly DNK puriny, tedy adenin a guanin metodou C. Tamma a spol.
[11] za velmi mirnych podminek (pH 1,6; 37 °C; 20 hod.). Na oscilogramu 8 takto vzniklé
apurinové kyseliny se anodicky zafez neprojevil. Vznikly vSak nové zéfezy v kato-
dické vétvi, z nichZ nejnegativngjSi se velmi podobd zafezu kyseliny cytidylové. Po
deaminaci apurinové kyseliny pusobenim kyseliny dusité za pokojové teploty tento
zdfez vymizel (oscilogram 8). Positivnéjsi zdfez pozorovatelny na oscilogramu této
-deaminované kyseliny se s klesajicim pH posunuje k negativnéjSimu potencidlu, takze
kolem pH 3 neni jiZ pozorovatelny, kdezto negativnéjsi zdfez je za téchto podminek
dobfe méritelny, stejné jako zafez kyseliny cytidylové. Podle piredb&iného sdéleni
S. Takemury [12] vypracovali jsme metodu pripravy apyrimidinové kyseliny, souhrn
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z referatu C. R. Bayleyho a A. S. Jonese [13] ndm slouZil za zéklad pro vypra-
covani metody piipravy oxydované DNK. Na oscilogramu DNK zbavené thyminu
a cytosinu miZeme pozorovat anodicky zéfez kyseliny desoxyguanylové — naproti tomu
zéfez kyseliny desoxycytidylové neni pFitomen (oscilogram 9). Oscilogram oxydované
DNK pripravené oxydaci manganistanem draselnym v prostiedi kyselého uhliditanu
sodného, v nf¥ byly vSechny base kromé& adeninu oxydativné odbourany, potvrzuje
rovnd% nd§ predpoklad, Ze anodicky zdfez DNK je pusoben vézanou kyselinou desoxy-
guanylovou a katodicky zéfez apurinové kyseliny kyselinou desoxycytidylovou [10].
Podobné oscilogram pouhého polydesoxyribofosfatového fetzce (oscilogram 9), ktery
jsme sestrojili podle nami vypracovaného postupu z oxydované DNK.

VSechny zminéné latky i Fet¥zce jsme oscilopolarografovali rovné% v ostatnich zédklad-
nich elektrolytech — své vysledky zde vSak pro piehlednost neuvadime.

Podivejme se nyni, jaky vyznam mohou mit naSe vysledky pro bli#&i poznéni struktury
DNK. Na oscilogramu 9 jsou znézorndny nékteré naSe oscilogramy, o nichZ jsme jiZ
hovotili, a schéma polynukleotidového fetézce. Vidime, Ze v neporusené DNK je schopna
se oscilopolarograficky projevovat pouze kyselina desoxyguanylové, zatim co kyselina
desoxycytidylova vdzanda v jeji molekule je inaktivni. Tento fakt 1ze snad vysvétlit tak,
Ze dast purinového kruhu guaninu, které je pro vznik anodického zafezu velmi dileZité,
je v molekule v blizkosti jejiho povrchu, kdeZto analogické ¢ast eytosinu v povrchu nen{
pritomna. Pro vznik anodického zéfezu kyseliny desoxyguanylové je dileZit4 aminosku-
pina v poloze 2, o niZ se piedpokladé, Ze se netidastni tvorby vodikovych mustka [14].
Naproti tomu aminoskupina cytosinu v poloze 6, které je velmi duleZité pro vznik kato-
dického zéfezu, tvoti v DNK vodikovy mustek. V apurinové kyselind, kde je dvojspirélo-
vité struktura Gplng porusena, neni kyselina desoxycytidylové nijak stericky blokovéna,
tak¥e se muZe projevit jeji oscilopolarografické aktivita. Oscilogramy ostatnich degradad-
nich produkti na8i domn&nku potvrzujf. Adenin ani thymin v mravendanu amonném
zétezy mneposkytuji, takZe z uvedenych oscilogrami nelze usuzovat na jejich polohu
v molekule DNK.

OCIIMJIJIOTPAOMNYECKAS IIOJAPOTPADUA
HYHRJENHOBBIX KUCJOT

EMUJI MMAJIEYEHR

Brogmanveckuii uacTATYT YexocsoBanKoil aKajleMEn HayK
B BpHo

BriBoast

OcHOBaHASA HYKJIEHHOBLIX KUCIOT aJeHHMH, I'yaHOH, LUTO3MH, 5-METHJINUTO3MH, TUMHH,
yPauuJI ¥ NypPHHOBHE BeIlleCTBA, TMNOKCAHTHH, KCAHTHH M MOYeBas KHCJIOTa ORUIH HCCiIemo-
BaHLI MeTOJOM ocHuIorpaduueckoil monsporpagum HepeMeHHBIM TOKOM B cpefie
I m-H,SO,, HCOONH,, KCl # NaOH. Bce npuBefeHHLe BellecTBA AT HA KPHBLIX
dE/dt = f,(E) 3y6ns. BonpmuHECTBO U3 HUX, KAK X IPOM3BOIHEE HYKIE03H /bl B HYKJICOTHAR
MOKHO ONpeNeJHTh OTAeJbHO HJIH B CMecsX IpH KoHNeHTpammax 10—5m pame 10-¢m.

Brula npHroToBieHa BHICOKO IOJEMEpHAs HecoKcupmbomywxsemBHoBag Kmcaora (JJHK)
‘B Pa3JMVHBIX CPefjaXx M ee OCHE/IONOJApOrpauuecKoe IOBefeHHe MCCIEJOBAHO B cpefax
HCOONH,, NaCl, NaOH B pacrsope KobansTa mo Bpauuke m B coJH ABYXBaJleHTHOI'O
HuKensa. Bnulo ompenesneHo, 4To Bo Bcex mpuBefieHHBIX cpepax JHK mposasisercs xapak-
TepucTueckuMu 3ybnamu. B pacrBopax KoOajnbTa M HEKeJIsI BOSMOKHO OIpefe/nTh GesIKH
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1 JTHK Boane cebsa paxe npu Sonpmem na3duitke JHHK. Anamua JHK B ocTanpHHIX cpegax
naeT BO3MOKHOCTL CJIEIUTH 3a X0AoM eil genatypaunu. JJsi BHIACHEHMs, KOTOpPLIE T'PYIIILI
B Momekyne [IHK orTBeTcTBeHH 3a BO3BHMKHOBeHHMEe 3y0Ona, NMPUTOTOBMIIOCH HECKOJILKO
nponykToB ferpaganmn JTHHK (amypusOBasg KucI0Ta, aNMPUMAANHOBAST KUCJIOTA, OKHCJIEH-
Hag JHK wur. 7.) u mccaepoBanach MX ocHUIIIononaporpaduueckas akTuBHOCTH. Ompe-
JIeTTHIIOCh, UTO AHONHEIA 3y0en BosHuKalomuii B cpefe HCOONH, mpuunHEH eCOKCH-
TYaHHJI0BOM KMCIO0TOM, coequHeHHON B Moseryie [IHK, ¥ 0H eMKOCTHOrO IpOMCXOK/EHIIsI .
Ha ocHoBaHEM npHOOpeTeHHLIX AAHHLIX OLIIO BLICKA3aHO INPEATOJIOKEHHE O HEKOTODHIX
fleTanaX CTPOSHM 1eCOKCHPUOOHYKIICOBOI KUCIOTLI.

OSZILLOGRAPHISCHE POLAROGRAPHIE DER NUCLEINSAUREN

EMIL PALECEK

Biophysikalisches Institut
an der Tschechoslowakischen Akademie der Wissenschaften in Brno

Zusammenfassung

Oszillopolarographisch wurden die Basen der Nucleinséuren Adenin, Guanin, Cytosin,
5-Methyleytosin, Thymin, Uracil und Purinstoffe, Hypoxanthin, Xanthin und Harn-
gdure in Milieu von 1 M-H,SO,, HCOONH,, KCl und NaOH untersucht. Alle hier er-
withnten Substanzen bieten an der Kurve dE/d¢ = f,(F) Einschnitte. Die Mehrzahl dieser
Verbindungen, sowie auch abgeleitete Nucleoside und Nucleotide, kénnen auch in Mi-
schungen im Konzentrationsbereich von 10-% M bis 10-¢ M bestimmt werden.

Es wurde eine hoch polymerisierte Desoxyribonucleinsdure aus verschiedenen Quellen
hergestellt und ihr Verhalten in HCOONH,, NaCl, NaOH, Brdi¢ka Co(II1I)-Lésung und
Ni-Losung studiert. Es wurde festgestellt, dass DNK in allen Loésungen charakteristische
Einschnitte bietet. In Co(III)- und Ni-Losung kann der Beweis der Proteine neben DNK
auch bei grésserem Uberschuss von DNK durchgefiihrt werden. Die Analyse der DNK
in anderen Grundlésungen erméglicht das Verfolgen ihrer Denaturation. Um die Erkla-
rung zu finden, welche Gruppe in der DNK die Bildung des Einschnittes verursacht,
wurden einige Degradationsprodukte der DNK (Apurinséure, Apyrimidinséure, oxydierte
DNK, usw.) hergestellt und ihre oszillopolarographische Aktivitét untersucht. Es wurde
festgestellt, dass der anodische Einschnitt, der in Ammoniumformiat sichtbar ist kapazi-
tieven Ursprung hat und dass er durch die Desoxyguanylsidure, die im Molekiil der DNK
gebunden ist, verursacht ist. Auf Grund der festgestellten Fakte wurde eine Annahme
uber einige Detaile der Struktur der Desoxyribonucleinsdure ausgesprochen.

OSCILLOGRAPHIC POLAROGRAPHY OF NUCLEIC ACIDS

EMIL PALECEK
Biophysical Institute, Czechoslovak Academy of Sciences, Brno

Summary

The bases of nucleic acids adenine, guanine, cytosine, 5-methylcytosine, thymine,
uracil and purine derivatives, hypoxanthine, xanthine and uric acid were examined by
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means of the oscillopolarographic method with a. c. current in the medium of 1 M-H,S80,,
HCOONH,, KCland NaOH. All of the mentioned substances yield incisions on the curves
dE/dt = f,(EF) and the majority of them, as well as the derived nucleosides and nucleo-
tides, can be determined alone or in mixtures in the concentration range form 10-3 M
to 10-¢ m.

A highly polymerized desoxyribose nucleic acid was prepared from different sources
and its oscillopolarographic behaviour was examined in the medium of HCOONH,,
NaCl, NaOH, Brdi¢ka's cobaltic solution and in a nickel II-salt. It was found that in
all the mentioned media DNK yields characteristic incisions. In the cobalt(III)- and
nickel(II)-solution both the proteins and DNK can be proved even in a great excess
of DNK. The analysis of DNK in the other media enables us to follow the course of its
denaturation. In order to elucidate which groups in the DNK molecule are responsible
for the formation of the incisions, several degradation products of the DNK were pre-
pared (apurinic acid, apyrimidinic acid, oxidized DNK etc.) and their oscillopolarographic
activity was followed. It was found that the anodic incision observed in the ammonium
formiate solution is caused by the desoxyguanylic acid bound in the DNK molecule,
and is of the capacity nature. On the basis of these observations a hypothesis concerning
some details of the structure of the desoxyribose nucleic acid was made.
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Diskusni piispévky

P. Zuman znovu zdUraznuje nazor, Ze klasické a oscilografickd polarografie se maji
a musi doplnovat. Obéma metodami se mé pracovat paralelns. U purinovych latek, kde
nebyly zjiStény kapacitni efekty, nedoporuduje spoléhat na udaje z klasické polarografie
podle Heathe, nybrZ uvéZit i préci Lambové, kterd zjistila katodické viny u —1,5 V.
PovaZuje za nutné prostudovat chovani desoxyribonukleovych kyselin v pfitomnosti
kobaltu a bilkovin klasickou polarografii.

E. Paleéek odpovidé, %e u purint $lo jen o jeden, a to hypoxanthin, dale zkoumali
cytidin, a to jak oscilografickou polarografii s vnucenym proudem, tak i s vhucenym na-
pétim. Vysledky jsou ve shod®. Chovéni nukleovych kyselin v pfitomnosti bilkovin
a kobaltu studoval pomoci klasické polarografie H. Berg a G. Ruttkay-Nedecky. Autora
zajimaji predevSim praktické aplikace v biochemii.

R. Kalvoda pravi, Ze sniZovani kapacitnich z&fezi s teplotou je nejistym kritériem,
nebot napifklad u papaverinu byla zjiSténa opaéné zéavislost.
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P. Zuman vybiz{ k prostudovédn{ mechanismu redukce adeninu, ktery v kyselych
roztocich nemé dévat polarografickou vlnu. PrednéSejici odpovidé, Ze p&kny zéiez se
tvoii v roztocich H,SO, a mizi kolem pH 3.
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