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SPEKTROPOIARYMETRYCZHE POMIARY TERMICZNEGO 
PRZEJŚCIA FAZOWEGO DNA

Streszczenie. Przeprowadzono badania zależności skręcal- 
ności właściwej od temperatury dla kwasu dezoksyrybonukle
inowego rozpuszczonego w 0,1 m, 0,01 m, 0,001 m roztwo
rach NaCl.

Pomiary wykonano na spektropolarymetrze przy długoś
ciach fali jl = 365 nm, 436 nm, 578 nm, 589 nm.Zaobserwowar 
no niewielki wzrost skręcalnoścl właściwejfoi]^ poniżej tem
peratury termicznego przejścia fazowego. Wykazano zmiany 
konformacyjne w makromolekułach DNA przed zasadniczą zmia
ną struktury DNA z bispirali w kłębek.Te nie wyjaśnione do
tąd zmiany struktury DNA poniżej temperatury termicznego 
przejścia fazowego nie są rejestrowane innymi metodami 
spektrofotometrycznymi.

Stwierdzono również niejednakowy wzrost skręcalnoścl 
właściwejfcijyi przy powolnym ochładzaniu całkowicie zde- 
naturowanego DNA dla różnych stężeń NACI.

Badania struktury makromolekuł biologicznie aktywnych oparte są o meto
dy spektrofotometrii w ultrafiolecie i podczerwieni oraz rentgenografii . 
Metody te wymagają specjalnego i skomplikowanego przygotowywania próbek ma
kromolekuł dla pomiarów. Jak wynika z badań Doty 1 wsp. [i}, Fresco [Ż] 
oraz Ts'o i Helmkamp {VJ, również metody spektropolarymetryczne pozwalają 
na analizę zmian strukturalnych w makromolekułach. Poprzez bezpośredni po
miar kąta skręcalnoścl płaszczyzny polaryzacji o¿ , przy danej długości fa
li A oraz zmian skręcalnoścl wraz ze zmieną długości fali, czyli tzw.dys
persję optyczną, można wyznaczyć zmiany konformacyjne białek,polinukleoty- 
dów i kwasów nukleinowych.

Ze względu na możliwość użycia do pomiarów spektropolarymetrycznych roz
tworów o dużym stężeniu biopolimeru, metoda ta nadaje się również do in
terpretacji zmian konformacyjnych makromolekuł kwasu dezoksyrybonukleino
wego (DNA). Skręcalność płaszczyzny polaryzacji 0¿, día stężonych roztwo
rów DNA o stężeniu około 1 mg/cm^, wynosi zaledwie kilka dziesiętnych stop
nia. W związku z tą niewielką wartością skręcalnoścl o( ,zastosowanie spek- 
tropolarymetrli do badania zmian strukturalnych DNA stało się możliwe do
piero przy użyciu spektropolarymetrów o dokładności tysięcznych części 
stopnia.

Skręcalność właściwa , określona wzorem Wjt“ t t ć ’ sdile°ć- ąkr«-
calność w , c - stężenie roztworu w g/m^, 1 - długość kuwety w £dmj.
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wynosi dla w 124°. Wartość tę uzyskujemy, np. przy stężeniu DNA
równym 1 mg/cm^, dla kuwety o 1 a 1 dm i dla o( 3 0,124°. Skręcalność właś
ciwa ¡WJ^ DWA jest kilkakrotnie większa odjc/)^ dla nukleotydów, z któ
rych zbudowane są molekuły DNA. DNA jako mieszanina równych ilości mono- 
nukleotydów purynowych i pirymidynowych, powinien posiadać skręcalność 
właściwą [oó]^ w przybliżeniu równą zeru. Wynika to, z dodawania wartości 

monodezoksyrybonukleotydów pirymidynowych (¡oó] 58gnsl = -34°) i mono- 
dezoksyrybonukleotydów purynowych 5 3^ ^  * +31°) {2jw Bardzo wyraźna
różnica występująca pomiędzy rzeczywistą wartością skręcalnoścl właściwej 
dla DNA a wartością wyliczoną, świadczy wyraźnie o uporządkowanej struktu
rze przestrzennej cząsteczki DNA, w porówz.?niu z jej nukleotydowymi skład
nikami .

Makromolekuły DNA w wodnych roztworach HaCL występują w konfiguracji 
bispirall. W wyniku działania czynników denaturacyjnych, prowadzących do 
rozerwania wiązań wodorowych Tatsona-Crlcka £4], dochodzi do rozejścia 
się spiralnie skręconych molekuł DNA i do utworzenia konfiguracji nieupo
rządkowanego strukturalnie kłębka. Proces przejścia pomiędzy strukturą b±- 
spirali i kłębka prowadzi do istotnych zmian konformacyjnych w makromole- 
kule DNA i nazywany jest przejściem fazowym spirala-kłębek [5]. Zgodnie z 
danymi Marmura i Doty [5], termiczne przejście fazowe spirala-kłębek cha
rakteryzuje konformację molekuł DNA w stanie natywnyra 1 zdenaturowanym. 
Proces ten analizowany jest zwykle spektrofotometrycznie przy A  = 260 no 
co ogranicza stężenie roztworu DNA do około 0,02-0,03 mg/cm^. Stężenie to 
nie pozwala na obserwację zmian konformacyjnych w zakresie temperatur do 
około 60°C(dla roztworów DNA w 0,01 m NaCl), gdyż pomiar spektrofotome-

tryczny polega w zasadzie jedynie na re
jestracji efektu hiperchromatycznego spo
wodowanego rozerwaniem wiązań Watsona- 
Cricka. Duże stężenia DNA stosowane w 
metodzie spektropolarymetrycznej,, wyno
szące około 1 mg/eB*, pozwalają na uch
wycenie zmian konformacyjnych w makromo- 
lekułach DNA, nierejestrowanych metodą 
spektrofotometrii UV.
Porównanie krzywych termicznego przej

ścia fazowego dla DNA wyznaczonych me
todą spektrofotometrii UV 1 spektropola- 
rymetril^, przed stawione jest na Rys. 1.

Pomiary skręcalnoścl właściwej 
roztworów DNA, wykonano na spektropola- 

rymetrze firmy Perkln-Elmer typ 141. Przyrząd ten umożliwiał wyznaczenie 
skręcalnoścl właściwej przy długościach fali H » 589 nm, 578 nm, 546 na, 
436 nm i 365 nm. Dokładność pomiarów kąta skręcalności<o{ ■ t 0,002°.Kuse-

T E M P E R A T U R *  'C

Rys. 1. Krzywe termicznego przej
ścia fazowego DNA

1. Gęstość optyczna w 259 nm, 2. 
skręcalność właściwa ôi~J
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ta szklana o długości 1 s 1 da i pojemności 5 cm^, otoczona płaszczem wod
nym połączonym z ultratermostatem, pozwalała mierzyć skręcalność w zakre
sie temperatur 20-100^0.

Fizyko-chemiczna charakterystyka molekuł DNA stosowanych w pomiarach 
spektropolarymetrycznych opisana została szczegółowo w poprzedniej pracy 
Cd . Ciężar cząsteczkowy BHA wyznaczony poprzez pomiar lepkości wewnątrz 
ne j h i  wynosi 6,3 . 10^. Wyznaczono zależność skręcalności właściwej 

C °<J długości fali A  , dla bispiralnego DNA rozpuszczonego w roztwo
rach o różnych stężeniach HaCl. Pomiary wykonano dla 0,001, 0,01, 0,1^1,0 
molowych roztworów HaCl przy stężeniu DNA C = 0,916 mg/cm^. Jak wynika z 
pomiarów^im mniejsza jest długość faliyl , tym większa jest skręcalność
właściwafckij. Wzrost |ĉ J C nie jfest proporcjonalny do zmniejsza
nia się wartości . Przebadana zależność skręcalności właściwejfjóJ25°G 
od długości fali A dla DNA w 0,01 m roztworze NaCl przedstawiona jest na

Rys. 2. Zależność skręcalności właściwej [“O  ^  ^ od długości fali \ roz
tworu DNA w 0,01 m NaCl

Podobne krzywe uzyskano dla wszystkich roztworów DNA o stęże
niach NaCl (0,001 m, 0,1 m, 1,0 m). Uzyskane wynikijoój ̂ 5°C p0ewoiijy na 
wyznaczenie długości fali A  » 436 nm, jako długości fali przy 
której pomiary skręcalności o( są obarczone najmniejszym błędem. Badania 
wpływu temperatury na skręcalność właściwą /pćj^ DNA, przeprowadzono u- 
mleszczając roztwór DNA w termostatowanej kuwecie połączonej z ultratermo
statem o regulowanej szybkości zmian temperatury. Szybkość ta wynosiła 
0,3°C/min. Marmur, Rownd i Schlldkraut [YJ wykazali, że przy wzroście stę-
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żenią HaCl w roztworze DHA, termiczne przejście spirala-kłębek zachodzi 
przy wyższych temperaturach. W naszej pracy wykazaliśmy, że przesunięcie 
to Jest również obserwowane przy pomiarach spektropolarymetrycznych.Zmia
ny skręcalności właściwejfoO ̂  roztworów DHA przy A  = 436 nm w zależności 
od temperatury dla 3 stężeń HaCl (0,001 m, 0,01, 0,1 m) przedstawiono Ja
ko funkcję ■" * f(t) na Rys. 3.

fiJ25°0

Rys. 3. Zmiany skręcalności właściwej DHA|ó^jg nm w zależności od tempe
ra tury„w czasie termicznego przejścia fazowego przy różnych stężeniach 

7 HaCl
O O O  - 0,1 nm HaCl, O O O *  0,01 m HaCl, A A A  - 0,001 m HaCl

1

Widoczny na wszystkich krzywych niewielki przyrost śkręcalnoścl właś- 
ciwejMyj , przy wzroście temperatury w zakresie 25-50°C dla DHA w Q001 
m HaCl, dowodzi istnienia niewyjaśnionych zmian struktury drugorzędowej 
bispirall DHA przed przejściem fązowym spirala-kłębek. W zakresie tempe
ratur 25-75°C wzrost [ioć] ̂  dla roztworów DHA w wyższych stężeniach HaCl 
Jest odpowiednio większy.Te anouttalne zmiany w drugorzędowej strukturze 
DHA nie są w zasadzie widoczne na krzywych termicznego przejścia fazowego, 
wyznaczanych metodą spektrofotometrii UV Rys. 1. Podobne anomalia obserwu
je się również w metodach wiskozymetryczenych [8j. Rys. 3 przedstawia po
za krzywymi ogrzewania DHA, również krzywe otrzymane podczas powolnego o- 
chładzania roztworów DHA, po uprzednim całkowitym termicznym przejściu fa- 
zowym. Dla kaiJMłego stężenia HaCl skręcalność właściwa , w temperatu
rze całkowitego termicznego przejścia fazowego, wynosiła około 1 5% wartoś
ci początkowej^}^ . Krzywe zmiany skręcalnoścljóćj^. przy ochładzaniu 
różnią się w swym charakterze od krzywych ogrzewania i nie wykazują cha
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rakterystycznego przegięcia. Dla DNA rozpuszczonego w roztworach o róż
nym stężeniu NACI, uzyskano po ochłodzeniu do temperatury 25°C różne war- 
tości[°<f| ̂

Wartości te wynoszą odpowiednio:od 35% wartości początkowej dla 0,001 
m NaCl do i 75% dla 0,1 m NaCl. Różnice wartości skręcalności właściwej uzy
skane po ochłodzeniu są dowodem dużego stabilizującego wpływu stężenia 
NaCl na drugorzędową strukturę DNA. Przy powtórnym ogrzewaniu DNA zmiany 
wartoścl[°^]^ są identyczne jak w procesie chłodzenia.

Zjawiska te stanowią podstawę dla badnia mechanizmu procesu odwracal
nej denaturacji makromolekuł DNA.
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3PECTR0P0LARIMETRIC DETERMINATIONS OF THERMAL 
HELIX-COIL TRANSITION OF DNA

S u m m a r y
The dependence of specific rotation on temperature for deoxyribonu

cleic acid was measured in 0,1 m, 0,01 m, 0,001 m SaCl solutions by a spec- 
tropolarimetric method at wavelengths = 365 nm, 436 nm, 546 nm, 578 nm 
589 nm.

It was shown thatlPM^ incereases below the temperature of the thermal 
helix-coil transition demonstrating conformational changes in DNA macro
molecules below the helix was converted into a coil.

These conformational changes cannot be demonstrated by other spectrop- 
hotometric methods. It was also stated, that during lowering of tempera
ture, even after a complete denaturation, the incerease is not iden
tical for various NaCl concentrations.
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CnEKTPOliOJLiIPVüiiETPVi'iECKLiE H3MEPEHKE TEPMEHECKOrü 
4-A3030rO ÜEPEX0ÄA flHK

P e  3  d  u e

npoae^eHo HCCAeAOBaHaa aaajiCHMccTa yjeabHoro BpameHaa ot TeunepaTypu 
Xis oTBopeHoro b 0,1 u, 0,01 u 0,001 u paCTBopax HaCl.

MsuepeHaa coBepmeHo H a  cneKTponojmpaueTpe npH c;ieAy»WHX ÄAHHax b o a h k  

jl = 365 hu, 436 hu, 546 hu, 578 hu, 589 hu.
3aueueHo Heßoflbnoe noBbuaeHae yseAbH oro BpaneHaa [ ° ( ] ^  Haae TeunepaTypu 

TepuH uecKoro tpaaoBoro n e p e x o g a »  yxaaaK o KOH$opuannoflHHe asueHeH aa b  uaxpo 

uojieicyjiax flHK nepeA o c h o b h u u  nepexoAOU CTp/KTypu ÄHK H3 C acn apajia  B k a jOck. 
3 t h  HeBnacHeHbie s o  chx  nop nepeueHH CTpyKTyptj JJHK Huste Teun epaTypu T e p u a -  

a e c x o r o  $ a a o B o r o  ne p exoA a He b o 3 u o x h o  p eraC TpapoBaTb A Pyraua c a e K T p o $ o T o -  

ueTpauecKHua u e r c A a u a .

I l o A T B e p x A e H O  T a x x e  a h h b k o b o e  n o B t a u e H H e  y A e j i b H o r o  B p a r ç e H a a  E ° ( 3 ^  

u e x u e H H o u  o x x a x A e H H H  n o j i H O C T b D  C A e H a T y p a p o B a H o r o  ÄHK Ä J i a  p a 3 H u x  K O H u e H T p a

uaa NaCl.


