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Studies on the Formation of Supermolecular Particles in Solutions of DNA by 
Means of Light Scattering and Rheological Methods 

Buffered solutions of various preparations of calves thymus and salmon 
sperm resp. were investigated by optical and theological methods. The fine 
structure of measured P (@)-light scattering functions was interpreted as being 
caused by large supermolecular particles in solution. These could be analysed 
by use of the Rayleigh-Gans-theory and were found to have low density and to 
be very sensitive against temperature and shear. Number and size of 
supermolecular particles in DNA-solutions increase steadily when the solutions 
are allowed to rest for some days. 

Einleitung 

Es ist bekannt ,  dab LSsungen yon isolierter D N A  in ionenhi~ltigem, 
waBrigem Milieu gegen Wgrme,  Bestrahlung, Scherung und chemische 
Einfliisse empfindlich sind. Die DNA-Molekfile kSnnen durch mechani- 
sche oder hydrolytische Ket tenspa l tung  irreversibel gcschs und sic 
kSnnen bezfiglich ihrer Ter t i~rs t ruktur  ver~nder t  werden. Unsere 
eigenen Beobachtungen an verschiedenen DNA-LSsungen deuten 
darauf  hin, d~l~ sich auch beim l~ngeren Stehenlassen unter  Licht- und 
Luftausschlul~ schon bei l~aumtempera tur  zus~tzlich langsame Ver- 
s  in den LSsungen abspielen, die man am besten als einen 
fibcrmolekularen Aggregationsprozel~ deuten kann. Die Alterung der 
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L6sung  g ib t  sich u n t e r  a n d e r e m  durch  ~ n d e r u n g  der  L i ch t s t r euung ,  
des Brechungs index ,  der  S t r eu l i ch tdepo l a r i s a t i on  und  d e r  rheologi-  
schen E igenscha f t en  zu e rkennen .  

Das Lichtstreuverm6gen einer L6sung wird besonders stark dureh die 
Anwesenheit groBer, tibermolekularer Teilchen beeinflul]t, weft die Streuinten- 
siti~t direkt proportional der Teilehenmasse ist und die Winkelfunktion des 
Streuliehts stark yon der Teilehengr6ge abh/ingt. Es gilt: 

K(an~ 2 clin~ A I =  \~c}  "c'M'P(O) (1) 

A I = I - - ] I  
I Streuung der L6sung, I1 Streuung des L6sungsmittels, c Konzentration, 

~n 
M Molmasse, Occ Brechungsindexinkrement, K universelle Konstante,  P (0) 

Streufunktion. 

Enthiilt  die L6sung Teilchensorten verschiedener Masse, liefert die 
Streuintensitgt das Massenmittel M W = Z W~M~ (Wi Massenanteil der Teil- 
chensorte mit der Molmasse Mi). 

Sind alle Teilchen gegen die Lichtwellenlgnge klein, gilt fiir P (| nach 
Guinier 1 die N~herung: 

5,2h2 
P (0) ~ e 3 (2) 

4= 0 
h ~ - -  s i n -  

2 

), Lichtwellenl/~nge in der L6sung, 0 Streuwinkel, S Streumassenradius. 

1 
l n P ( O ) ~ - -  S s ' h  2 (2a) 

3 

Bei grOl~eren Teilchen findet man eine nicht monotone Streufunktion 
P(O = f(h2). 

Enth~lt  die L6sung Teilchensorten verschiedener GrSge, ergibt sich die 
Streufunktion als algebraische Summe aller Einzelstreufunktionen. 

Abb. 1 zeigt die theoretischen Streufunktionen zweier L5sungen, die neben 
einer kleinen Teilchensorte (Masse ml, Xquivalentkugelradius RI) eine gleieh 
grol3e Masse an .groBen fibermolekularen Teilehen enthalten. Die Streufunktio- 
nen wurden ffir _~quivalentkugeln naeh Rayleigh 2 und Gans 3 berechnet [Formel 
(3)]: 

P (O)=[ 3--(sin u--ucos u)l ~ (3) 
[_u 2 

2~ 0 
u = - - "  D " s i n -  

2 

D Durchmesser der ~quivalentkugel.  
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Diese einfaehe Beziehung ls sich am besten ftir fibermolekulare 
Gelpartikel verwenden, weft bei diesen die der Reehnung zugrunde gelegten 
Voraussetzungen (geringe Brechungsindexdivergenz, keine Totalreflexion ~n 
der Teilchenperipherie) recht gut erftillt sind. Aus der Lage der Extremwerte 
kann man naeh (4) n~herungsweise die Durchmesser der groBen Teilchen 
bereehnen 4 : 

7~ 
he = ~ (N + 0,89) (4) 

N Ordnungszahl des Extremwertes, he Winkellage des Extremwertes. 

-Z 
C 
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m 

Abb. 1. Theoretische Streufunktion einer Modell-L6sung aus Makromolekfilen 
(Index I) und fibermolekularen Gelteilehen (Index Z) unter Zugrundelegung 

streuungs/iquivalenter Kugeln berechnet nach Rayleigh-Gans 

Eine nicht zu groBe Uneinheitlichkeit bezfiglich Teilchenmasse und Gr6Be 
innerhalb einer Gruppe (aggregierte bzw. nieht aggregierte Teilehen) hat  
demgegeniiber nur einen geringen EinfluB auf die Form der Liehtstreufunktion. 

Die L6sungsviskosit/it spricht weniger deutlich auf das Vorhandensein 
fibermolekularer Teilchen an, weil sie nur yon der hydrodynamisch wirksamen 
Teilchendiehte abh/ingt. Nur beim Auftreten sehr lockerer und/oder stark 
anisotroper Gelpartikel findet man eine deutliche Viskosits Einen 
direkten Hinweis auf die Teilchengr6Be liefert dagegen die Scherabhis 
der Viskosit/~t (FlieBkurve oder FlieBfunktion). Aus einem Vergleich zwisehen 
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gemessenen und theoretisch berechneten Fliel]kurven kann man die Rotations- 
diffusionskonstante D R = ~/IcT (~ Rotationsreibungsfaktor) und das Aehsen- 
verh/~ltnis p = a/b yon strSmungs/iquivalenten Rotationsellipsoiden er- 
mitteln 4,6. 

Experimenteller Teil 

Untersuchte Substanzen und Herstellung der LSsungen 

Es wurden eine Reihe versehiedener Proben yon Laehsspermien- und 
Kalbsthymus-DNA untersucht. Die DNA-Proben; die hier mit den Buchsta- 
ben A- -F  bezeichnet sind, wurden entsprechend ihrer Herkunft verschieden 
vorbehandelt : 

A: Bei diesen Proben handelte es sich jeweils um hochmolekulare 
Lachsspermien-DNA der Firma Calbioehem. Die leicht 15slichen Proben 
wurden bei 5 ~ unter Luft- und Lichtausschlu~ in Phosphatpuffer gelSst 
(0,5M-Na2HPO4 �9 12 H20, O,25M-KH2P04, O,05M-NaeEDTA �9 2 H20). 

B : Diese Proben waren mit Probe A herkunftsgleieh, sie wurden jedoch vor 
dem LSsen mehrere Monate im trockenen Zustand im K~hlschrank gelagert. 
Die gelagerte Substanz war weniger gut 15slieh, bei der L6sung wurde in 
gleieher Weise verfahren wie bei DNA-A. 

C: Diese Substanz wurde yon H. Tritthart 7 gelSst und vermessen. Es 
handelte sieh um eine Kalbsthymus-DNA der Firma Laboratories, New York. 
Die Substanz war vor Inangriffnahme der Messungen einige Monate im 
Kfihlschrank gelagert worden. Sic wurde dann bei niedriger Temperatur in 
einem hoehverdfinnten Puffer gelSst (0,01M-Na2HPO4"10H20, 0,005M- 
KH2PO4, O,OO1M-NaeEDTA'2HuO, pH=7 ,07) .  Die Konzentration der 
LSsung war nie grSBer als 0,01--0,1gcm -3, LSsezeit der LSsung war 
mindestens drei Tage, in manchen F~llen viel l~nger. 

D: Mit Chloroform stabilisierte LSsnng yon Kalbsthymus-DNA (Firma 
Boehringer, Mannheim, Kat.-Nr. 15130). Die K o n z e n t r a t i o n  dieser 
StammlSsung betrug 2,94" l0 -3 g cm-S. Das Molekulargewicht 
lag nach den Angaben des Herstellers zwischen 1.,0 und 1,2"107.. 
Der spezifisehe, dekadisehe Extinktionskoeffizient wurde bei der nativen 
LSsung im Maximum der Absorptionskurve (X = 260nm) zu 1,70" 104 cm2g -1 
gemessen. Nach Denaturierung und Zusatz yon 0,1N-I~aOH bis pH = 12,0 
stieg dieser Wert auf 2,19 �9 104 em 2 g-1 an. Dies entspricht einer Hypochromizi- 
t/~t der urspr/inglichen LSsung yon 22 ~.  Die StammlSsung wurde mit NaC1- 
h/iltigem Phosphatpuffer (pH = 7,2) im Verh/iltnis 1:10 verdfinnt. Die so 
hergestellte LSsung war 0,025M an Phoslohat und 0,2M an NaC1. Zur 
Entfernung des Chloroforms und Herstellung des osmotisehen Gleichgewichts 
wurde die L5sung anschliel]end bei 5 ~ einige Male gegen eine PufferlSsung 
(0,025M-P04~-, 0,2M-NaC1) dialysiert. Die letzte DialyselSsung diente bei den 
anschlieBenden Messungen der UV-Absorption, des Brechungsinkrements und 
der Liehtstreuung als VergleichslSsung. 

E : Ein Teil der Stamml5sung ]agerte vier Woehen bei 4 ~ Diese gealterte 
L5sung, hier DNA-E genannt, wurde in gleicher Weise dialysiert, entstaubt 
und vermessen wie DNA-D. 

F: Bei dieser Probe handelte es sich um eine Kalbsthymus-DNA in 0,01N 
NaC1, deren Molekulargewicht durch kurzzeitige Behandlung mit Ultrasehall 
verringert und vereinheitlicht worden war. Das Pr/~parat wurde uns freund- 
licherweise yon Prof. U. Hagen, Insti tut  ffir Strahlenbiologie am Kernfor- 
sehungszentrum Karlsruhe, zur Verf~gung gestellt (Preparation nach Kay et 
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al.S). Die L6sung hatte eine Konzentration von 3,12'10-4gem -3. Eine 
Sedimentationsanalyse des Herstellers ergab ein S ~ = 9,35, ein M w = 720 000 
und einen Staudinger-Index yon [7,] =9,10"103emSg -1. Die spezifisehen 
Extinktionskoeffizienten wurden ftir die native Substanz zu 2,19' 104 cm~ g-1 
ffir die pH-denaturierte Probe zu 3,42" 104 cm 2 g-1 bestimmt. Dies entsprieht 
einer ttypochromizit~t von 36 ~.  Bei einer t~lberpriifun~ der Substanz naeh der 
Entstaubung dureh Filtration wurde keine wesentliehe ~nderung der eharakte- 
ristisehen Kenngr6gen festgestellt. 

{I : Dieses Pr/tparat war eine K a l b s t h y m u s - D N A ,  die in gleieher Weise wie 
D N A - F  hergestellt, aber nieht durch Ultrasehallbehandlung ver/~ndert worden 
war. Es wurde uns ebenfalls von Prof. U. Hagen, Inst i tut  ffir Strahlenbiologie 
am Kernforsehungszentrum Karlsruhe, zur Verfiigung gestellt. Die KMbsthy- 
m u s - D N A  war bereits in 0,01M-NaCi-L6sung gel6st. Angaben des Herstellers : 
Sedimentationsanalyse : S~o ' w, c = 24,2 S ; Molekulargewieht : M w ~ 1,6" 1OL 

Entstaubung der L6sungen 

Die zur Messung der Lichtstreuung erforderliche Entstaubung erfolgte 
durch Feinfiltration unter Kfihlung ( ~ 5 ~ LiehtausschluB und mit mSglichst 
geringem treibenden Druek. Es fanden G 5 f-Glassinterfilter und Millipore- und 
Nucleopore-Membranfilter Verwendung (Porenweite 0,5~m). Die LSsungen 
wurden direkt in die zuvor entstaubte und versiegelte Kiivette filtriert. 
Viskosere L6sungen wurden zuerst durch G2-Glasfilter vorgereinigt und 
ansehliegend staubfrei gemacht. Der Konzentrationsverlust in der ersten 
Filtrationsstufe betrug bis zu 20 ~o, in der zweiten Stufe bis zu 12 ~.  

Das L6sungsmittel wurde jeweils durch Filtration mit Membranfiltern 
(0,22 ~m Porenweite) staubfrei gemacht. 

Konzentrationsbestimmung 

Die Konzentration der filtrierten L6sungen wurde bei den Proben A 1? 
dureh Eindampfen der LSsungen und des Puffers aus einer Differenzw~gung 
ermittelt. 

Bei den Proben D- -F  wurde diese durch Messung der UV-Absorption 
festgestellt. Dazu wurde die Probel6sung dureh Titration mit NaOH auf 
p H =  12,0 denaturiert und das UV-Spektrum gegen eine L6sung gleieher 
Ionenkonzentration vermessen. Aus der gemessenen Extinktion wurde mit 
Hilfe des gesondert bestimmten spezifisehen Extinktionskoeffizienten r 
= 2,19 �9 104 cm 2 g-1 die Konzentration erreehnet. 

Messung des Brechungsinkrements 

Die Brechungsindexdifferenz A n = n - - n 1  zwischen LSsung (n) und 
L6sungsmittel (nl) wurde in einem Brice-Phoenix-Differentialrefraktometer 
bzw. in einem Zeiss-lnterferometer CKammerl/~nge 2 cm) bei 25 ~ bestimmt. 
Die Gers waren mit KC1-Standardl6sungen geeicht. 

Messung der Lichtstreuung 

Die Messungen der Substanz {J wurden an einem teilweise modifizierten 
Brice-Phoenix-Liehtstreuphotometer yon H. Tritthart 7 durchgefiihrt. Die 
Liehtstreuungsmessungen der anderen Proben wurden an einem Ger/~t FICA 
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PGD 42000 vorgenommen, wobei die Streufunktion im Bereich 30 ~ ,.< 0 < 150 ~ 
in Intervallen yon 2,5 ~ vermessen wurde. 

Das Mel3signal wurde graphisch aufgezeichnet und gegl/s Verwendete 
Lichtwellenl/~ngen : 436 und 546 nm. 

V iskositdtsmessungen 

Die Viskosit/~t der LSsungen wurde in Ubbelohde-Kapillarviskosimetern 
(mittlere Scherrate je nach Viskosit/it der L6sung 700---1200 s -1) oder in einem 
Zimm-Chrothers-Schwimm-l~otationsviskosimeter (mittlere Scherrate 
0,018--0,040s -1) gemessen. Zur Bestimmung des Staudinger-Index [~ wurde 
die reduzierte Viskosit~t ~red = ~sp/c graphisch auf verschwindende Kon- 
zentration extrapoliert. 

Ergebnisse und Diskussion 

I. Optische Messungen 

An allen Proben wurde die Winkelabh/~ngigkeit des Streulichts sehr 
genau als Funktion der Konzentration und der Lagerungsdauer der 
LSsung vermessen. Die Form der gefundenen Streufunktionen fiel 
dabei sehr unterschiedlich aus. In  Abb. 2 werden einige willkfirlich 
ausgew/~hlte Beispiele yon frisch vermessenen, in Abb. 3 yon gelagerten 
LSsungen angegeben. Die Streufunktion h/~ngt yon der Art  der Probe, 
der Konzentration, dem Ionenmilieu, dem Alterungszustand und dem 
Nativit~tsgrad ab. So unterschiedlich die Form der Streufunktion im 
einzelnen auch ist, man erkennt in jedem Fall eine nicht monotone 
Feinstruktur, die mitunter sogar dominiert. Reine Kn/iuel- oder 
Sti~bchenstreufunktionen konnten yon uns nut  in AusnahmefMlen 
festgestellt werden. Trotz sehr vieler Messungen haben wit nicht 
geniigend viele derartige Streufunktionen erhalten, um sie zuverl/~ssig 
auswerten zu kSnnen. Dies mag daran liegen, dab wir sehr grol3e 
Sorgfalt auf die Ents taubung der LSsungen legten und die LSsungen 
daher beim Vermessen nicht mehr ganz frisch waren. Wie aus Abb. 4 
und 5 hervorgeht, bildet sich nach tier Ents taubung die (3berstruktur 
beim Stehen in der Kfivette aus. Krasna 9 und Kirste lo berichten fiber 
DNA-Streufunkt ionen,  die sich sehr gut mit Hilfe der Stgbchenstreu- 
funktion beschreiben lassen. 

Als Ursache fiir die yon uns gefundenen ungewShnlichen Streufunk- 
tionen kSnnen drei verschiedene Arten von t)berstrukturen in der 
LSsung vermutet  werden: 

1. tTberkn/~uel mit Krfimmungspersistenz, 
2. L6sungsfernordnungen in einer Art  flfissig kristalliner Phase, 
3. grol3volumige Multimerisate. 
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I 'sin2 

o 

/ "  ~ t ONA-AI 6,23 ~0 -~ 
i~, / 2 0 N A - A 2  4fl3.10 4 

7 / w  3 ONA-B 4~93"10 "4 
4 ~ / ' j  4 DNA-C 9,40"10 -4 

h.lO4(cm "l) 

~b 2'o 3'o - 

Abb. 2. Streufunktion verschiedener D N A - L S s u n g e n  (Proben A, B, C), in der 
0 0 

Auftragung I sin--vs.2 sin ~-, unmitteibar n~ch Herstellung der LSsungen 

Re .h2lO-15 
206 K~.r 

. lo'4g.r 3 

c= B,22-/O-Sg, crn -a 

~h.7o-4r~m-'j 
/o 2'0 3'0 4'0 " 

0 
Abb. 3. Wie Abb. 2 for die Proben D, E, F, G nach L~gerung; h = (4 ~/X) s in--  

2 
72* 
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1. Zur Interpretation der Streufunktion als Folge von Uberkniiueln 

Wie in einer frfiheren Mitteilung 11 gezeigt, l&6t sich eine in der 
Auftragung I"  h a vs. h stufenf6rmigc Streufunktion als Folge einer 
kn/tuelartigen Terti~rstruktur interpretieren, die sich aus aufgedrillten, 
lockeren und aus starren, intakten doppelhelicalen Bereichen aufbaut. 

Re . h2.1043 | Kv 'C DNA-F(Ka[bst hymus) 
t T Ultraschall - behandelt  
200 c: 3,12.10-4 g I m[ 

0,01 m - NaCI 

t . 4.360 ~, 
=o 5460 ~,. 

17h 

/ m, h.l(~ 4 
/ 10 20 30 (cm -I) 40 

Abb. 4. Ausbildung einer nichtmonotonen Streufunktion beim Lagern der 
LSsung in der Kfivette (DNA-F, c = 3,12' 10-4gcm -a) 

Die von Feodorov, Birshtein und Ptiztyn 12 ffir unendlich lange Molekfile 
erhaltenen Ergebnisse wurden von uns ffir den Fall von Segmentketten 
endlicher L~nge erweitert 13. Es wurde gefunden, dal~ in der Streukurve 
bei einem Winkel ~* ein O-2-Abschnitt der Streukurve beginnt (Anfang 
eines abszissenparallelen Abschnitts in der Auftragung I"  h~ vs. h). Ffir 

* gilt 
lg~* = 0 ,5 - -0 ,451gN (5) 

4~ O* 
(~ = - - A  "sin-- ;  * Knickpunkt; A Segmentl~nge, N Segmentzahl der 

X 2 
Zick-Zack-Kette.) 
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Daraus  folgt ffir die Segmentl/ inge A : 

lg A = 0,497 - -  0,454 N - -  lg h* (6) 

W e n n  man  die Gelenkabsehni t te  der  Ke t t e  als punk t f6 rmig  ann immt ,  
gilt A ' N  = L (L Konturl/~nge des Superknguels).  K e n n t  man  die 
Kon tu r lgnge  - -  e twa  aus dem Molekulargewieht  und  den Dimensionen 

I00. 

90' 

80. 

70 

60' 

50 

40 

30 

20 

10 

Re'h 2 _._ DNA- G (Kolbsthymus) �9 I0 15 
_ L :0o.,f'o-2 r ' I 

/ Y'b M--1,6" w 7 t 

~,6 ~ ~ = 5 4 6  nm 

A ~ ~io7h 

15' noch 
Fil trr~tion 

, h.lO-4 (cm-l) 

7"o ~o 3'o 4'o 

Abb. 5. Wie Abb. 4 fiir DNA-G, c = 8,22" 10 -a gem -a 

der Grundeinhei t  - - ,  k a n n  man-aus  der Lage des Kn iekpunk te s  nach 
G1. (6) die Segmentl/ tnge bereehnen. 

E in  S t r e u k u r v e n t y p  von DNA-L6sungen erinnert  in der Ta t  an die 
S t reukurve  eines kurzen  Uberkn/~uels (siehe Abb.  2). Es wurde  aueh 
versueht ,  die Lage  des Kn iekpunk te s  zur E r m i t t l u n g  der eharakter is t i -  
schen Kngue lpa r a m e t e r  heranzuziehen n .  Dabei  ergaben sieh far  
teilweise denatur ier te  DNA-Proben durehaus  plausible Werte .  Ffir die 
hier angeffihrte P robe  B ergab sieh: A = 106,0 nm und  N = 14. Dazu  
war  es allerdings notwendig,  das Molekulargewieht  aus einer E x t r a p o -  
lation der S t r eukurven  auf  den Streuwinkel  Null  zu erhMten. D u t c h  die 
Fe ins t ruk tu r  der S t reufunk t ion  ist eine derart ige Ex t r apo l a t i on  - -  
sowohl in der Guinier-Auftragung als noeh st/~rker in der Reziprokauf-  
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tragung (Zimm) - -  sehr unsieher. Die Welligkeit des Streukurvenver-  
laufs wurde dabei nieht ausgewertet. Als qualitative Erkl~rungsmSg- 
lichkeit wurde eine Krfimmungspersistenz (nach Kirste) diskutiert. Es 
kSnnte sich aber auch um die Folge einer Fernordnung in der LSsung 
oder um die MIE-  oder Rayleigh-Gans-Streuung des Gesamtteilchens 
handeln. Auf Grund des Superpositionsprinzips i s t - e s  durchaus 
mSglich, dab der Streukurvenverlauf yon der Uberkn/~uelstruktur der 
Teilchen festgelegt wird, der sich die Rayleigh-Gans-Streuung des 
Gesamtteilchens als Feinstruktur  fiberlagert. Beide Ph/~nomene k6nnen 
natfirlich auch nebeneinander yon verschiedenen Teilchensorten in der 
LSsung hervorgerufen werden. In der vorliegenden Arbeit soll versucht 
werden, durch Kombinat ion aller zur Verffigung stehenden Indizien 
diesbezfiglich Klarheit  zu gewinnen. 

2. Zur Interpretation der Streufunktion als Folge einer 
L58ungsfernordnung 

L~Bt man DNA-L5sungen l~ngere Zeit ruhen, t r i t t  die nicht 
monotone Komponente  in der Streufunktion immer deutlicher hervor 
und wird schlieBlich zum dominierenden Faktor.  Dieser Vorgang ist in 
Abb. 4 und 5 zu erkennen. Die scharf hervortretenden Maxima legen die 
Vermutung nahe, dab es sich bei dem Strukturierungsvorgang um die 
Ausbildung einer Fernordnung in Form einer smektischen oder 
nematischen Phase handeln kSnnte. 

Auch die M5glichkeit einer Interpretat ion der Streuinterferenzen als 
intrapartikuli~re Effekte wurde yon uns diskutiert 14. Dabei ergaben 
sieh allerdings eine Reihe yon Widersprfiehen. Wie gezeigt wurde, 
kSnnen die Teilehen nicht, wie es im Falle einer flfissig-kristallinen 
Anordnung am wahrscheinlichsten ws parallel und /~quidistant 
gepackt sein. Um die MeBdaten mit dem diskutierten Modell in 
Einklang zu bringen, muB man annehmen, dab die Doppelhelixstr/~nge 
zu Bfindeln gepackt sind, dab also in der LSsung Multimerisationspro- 
zesse stattfinden. D i e  Multimerenteilchen mfiBten auf Grund ihrer 
groBen Abmessungen selbst eine nieht monotone Partikelstreufunktion 
hervorrufen, die allerdings yon der interpartikul/~ren Streuung fiber- 
deckt werden kSnnte. Ein weiteres Argument gegen das flfissig- 
kristalline Modell liefert die Beobachtung, dab sich die Lage der 
Interferenzextremwerte nicht genau durch das Braggsche Gesetz 
beschreiben li~Bt. Nach Hosemann 15 m~Bte man auch in einem flfissigen 
Kristall eine sehr viel geringere Gitterenergie und damit  eine viel 
grSBereSchwankungsbreite erwarten, als mit der beobachteten Seh/~rfe 
der Interferenzen zu vereinbaren ist. 

Naeh alldem muB geschlossen werden, daB man den Inter- 
pretationsversuch als LSsungsordnung als widerlegt betrachten kann. 
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3. Zur Interpretation der Streufunktion als Folge grofivolumiger 
Multimerisate 

Als drit te Interpretationsm6glichkeit  der nicht monotonen Streu- 
funktion bei DNA-LSsungen mul3 noch das Vorhandensein yon gegen 
die Wellenl~tnge groBen Multimerisatteilchen erwogen werden. Auch ffir 
diesen Fall mug man einige einschri~nkende Bedingungen beachten: 
Die ili Frage stehenden Teilchen mfissen groG, einheitlieh und,. 
wenn man sie mit Hilfe einer einfachen Theorie auswerten will, kugelig 
und homogen sein. Mit Ausnahme der ersten werden diese Bedingungen 
nur unvollst/~ndig erffillt sein. 

Was den Einflug der Polydispersit~t betrifft, wurde gezeigt, dag 
sieh die Untersehiedlichkeit der nebeneinander vorkommenden Unime- 
ren- und Multimerenphasen kaum auf die Auswertbarkeit  der Streu- 
extremwel%e auswirkt. Die Multimerenfraktion mug allerdings in sich 
eine relativ enge Gr6Benverteilungsfunktion aufweisen, wail sonst die 
Welligkeit der Funkt ion geglgttet wird. 

Die Multimeren brauchen nieht kugelig zu sein, um eine nicht 
monotone Streufunktion zu liefern. Voraussetzung ist nur, dal3 ihre 
Querdimensionen genauso wie die L/~ngendimension gegenfiber der 
Liehtwellenl/~nge ins Gewieht fallen. Kennt  man aber den Gestal t typ 
nicht, ist eine Auswertung sehr sehwierig. Wir werteten daher die 
Feinst ruktur  unter  Zugrundelegung der Rayleigh-Gans-Streufunktion 
ffir Kugelstrahler aus und erhielten damit  die Dimensionen von 
Kugeln, die den realen Teilchen streuungs~quivalent sind. 

GrSBe der Multimerisatteilchen 

Unter  Zugrundelegung der Hypothese,  dag die Streukurvenform 
dureh das Vorhandensein grogvolumiger Multimerisatteilchen be- 
s t immt wird, wurde versucht, die Kurvenextremwerte  nach der 
Rayleigh-Gans-Theorie auszuwerten. Es land sieh, dab die abgeleitete 
Beziehung ffir die relative Lage der Extremwerte  [Gleichung (4)] im 
Rahmen der zu erwartenden Fehlergrenze jeweils sehr gut  anwendbar 
war. Dagegen gehorchte die Extremwert lage nie der Braggsehen 
Beziehung. 

Abb. 6 zeigt an einigen willkfirlieh ausgews Beispielen die 
Abh/ingigkeit der Extremwert lage von deren Ordnungszahl N. Man 
sieht, dag G1. (4) relativ gut erffillt ist. Dies sprieht dafiir, dag das 
Rayleigh-Gans-Modell auf DNA-Multimerisate anwendbar ist. 

In Tab. 1 wird eine Ubersieht f iber  die fiir die an verschiedenen 
D2VA-Proben best immten Rayleigh-Gans-Aquivalentdurehmesser an- 
gegeben. Die Werte sind auf c = 0 extrapoliert.  Es wurde jeweils der 
sieh naeh 15mgerer Alterung einstellende Assoziationszustand zu- 
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Abb. Lage der Streukurvenextremwerte hex t aufgetragen gegen ihre 
Ordnungszahl N ffir verschiedene L6sungen 

Tabelle 1. Nach der Rayleigh-Gans-Theorie errechnete Aquivalentdimensionen 
der Multimerenteilchen fiir die untersuchten DNA-L6sungen 

DNA Art L6sungsmittel DR.G. (nm) SR.G. (nm) 

A L. Sp. a Phosphatpuffer 655 254 
A L. Sp. NaOH + NaC1, 

pH = 12 561 211 
B L. Sp. b Phosphatpuffer 900 348 
C K. Th. Phosphatpuffer 714 277 
D K. Th. Phosphatpuffer 720 279 
E K. Th. Phosphatpuffer 450 174 
F K, Th. 0,01N-NaC1 640 248 
(] K. Th. 0,01N-NaC1 730 283 

L. Sp. : aus Lachssperma. 
b K. Th. : aus Kalbsthymus. 

grunde gelegt. Die nach  der ffir isotrope Kugeln  giiltigen Be- 
ziehung 20 S 2 = 3 D 2 errechneten /~quivalenten Streumassen-  
radien SR.G. wurden ebenfalls angegeben. 

Die niedrigen Wer te  bei der in LSsung gelagerten P robe  D N A - E  
sind irreffihrend. Bei dieser P robe  ha t te  sich wiihrend der Lagerung  eine 
erhebliche Menge groftvolumiger Gelpart ikel  gebildet,  die allerdings bei 
der anschliel~enden En ts taubungsf i l t r a t ion  ent fernt  wurden.  
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A r t  de r  Mu l t ime r i s a t e  

(~ber die  F r a g e ,  ob es sich bei  den  / i be rmo leku la r en  Tei lchen u m  
A g g r e g a t e  oder  Assoz ia te  hande l t ,  k a n n  die  K o n z e n t r a t i o n s a b h ~ n g i g -  
ke i t  de r  S t r eue igenscha f t en  A u s k u n f t  geben.  Le ide r  is t  es be im  
A u f t r e t e n  e iner  n i c h t  m o n o t o n e n  S t r e u f u n k t i o n  n i ch t  le ich t  mSglich,  
aus  der  A b s o l u t s t r e u i n t e n s i t ~ t  a u f  ein sche inbares  Moleku la rgewich t  im 
Sinne von  Elias 16 zu schlieBen, weil  eine e inwandf re ie  E x t r a p o l a t i o n  
a u f  0 = 0 in d iesem F a l l  vo raus se t z t ,  dab  m a n  bis zu sehr  k le inen  

T~belle 2. Konzentrationsabh~ingigkeit der Dimensionen der DNA-Multimeren 
( Rayleig h-Gans-A uswertung ) 

DNA Konzentration (gcm -3) Dz (nm) 

A 

B 

E 1  

F 

(] 

9,35 10 -4 
6;23 10 -4 
3,87 10 -4 
4,93 10 -4 
3,05 10 -4 
1,41 10 -4 
1,89 - 10 .4 
1,275 ' 10 -4 
9,58 �9 10-~ 
3,12 �9 l0 -4 
1,586 �9 10 -4 
8,22 �9 10 -5 
5,22 �9 10-~ 
2,61 " 10 -5 

920 
650 
650 
880 
890 
900 
505 
500 
455 
570 
620 
765 
710 
730 

S t r euwinke ln  messen  kann ,  u m  noch  den Guinier-Bereich zu erfassen 
(Sadron 17 und  Z i m m  et  al. is h a b e n  wiede rho l t  d a r a u f  h ingewiesen,  dab  
bei  L6sungen  h o c h p o l y m e r e r  D N A  n u r  K le inw inke l l i c h t s t r e uungsme s -  
sungen  b r a u c h b a r e  Moleku l a rgewich t swer t e  liefern). Die Lage  der  
cha r ak t e r i s t i s chen  P u n k t e  a u f  der  W i n k e l a c h s e  is t  jedoch,  wie die  
E r f a h r u n g e n  der  R S n t g e n k l e i n w i n k e l s t r e u u n g s m e t h o d e  zeigen, r e l a t i v  
wenig  k o n z e n t r a t i o n s a b h ~ n g i g .  D. h. m a n  k a n n  wohl  m i t  e iniger  
S icherhe i t  d ie  Te i l ehend imens ionen  aus  e iner  bei  e iner  end l ichen  
K o n z e n t r a t i o n  b e s t i m m t e n  S t r e u k u r v e  gewinnen,  n i ch t  a b e t  die 
Te i lchenmasse .  

I n  Tab .  2 wi rd  ffir ve r sch iedene  DNA-Proben die Konzent ra t ions-  
a b h ~ n g i g k e i t  de r  Rayleigh-Gans-Kugeldurchmesser der  Mul t imeren-  
k o m p o n e n t e  angegeben .  Mit  A u s n a h m e  der  P r o b e  D N A - A ,  bei  de r  in 
de r  r e l a t i v  s t a r k  k o n z e n t r i e r t e r  L5sung  (c ~ 10-3g cm a) ein u m  50 ~o 
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grSBerer Teilchendurchmesser gefunden wurde als in den verdfinnten 
LSsungen, kann keine signifikante Abhgngigkeit der Teilchendimensio- 
nen yon der Konzentra t ion festgestellt werden. 

Daraus i s t  zu schlieBen, dal~ der Multimerisationsgrad im be- 
t rachteten Konzentrationsbereich nicht wesentlich von der Kon- 
zentration abh~ngt, dalt es sieh bei den Multimeren eher um Aggregate 
als um konzentrationsabh~ngige Assoziate handelt. 

Zeitlieher Verlauf der Aggregation 

Bei allen untersuchten DNA-L5sungen wurde gefunden, dab sich 
die Streufunktion gndert, wenn man die LSsungen nach der Ent-  
staubung l~ngere Zeit in der Kfivette lagert. Abb. 4 und 5 zeigen an 
Beispielen die Anderung der Form der Streufunktion beim Stehen in 
der LSsung. Meist wurde erst naeh einigen Stunden, mitunter  erst naeh 
Tagen, eine sich nicht mehr ~ndernde Streuung festgestellt. Der nieht 
monotone Charakter der Streufunktion nahm dabei stetig zu, so dal~ 
man das beobaehtete Ph~nomen als Bildung grol~er Aggregate in der 
L5sung deuten kann. Weft der Entstaubungsvorgang in unseren Fs 
selbst mehrere Stunden in Anspruch nahm, ist auch sehon bei den 
unmittelbar im Anschlul~ an die Filtration vermessenen LSsungen mit 
dem Vorhandensein von Aggregaten zu rechnen. So kann erkls 
werden, dab wit in keiner Probe eine reine St~behenstreufunktion, wie 
sie fiir native DNA zu erwarten wi~re, linden konnten. Dagegen lassen 
sieh manehe unmittelbar naeh der Ents taubung erhaltenen Streufunk- 
tionen als Superkn~uelstreufunktion interpretieren (ein deutliches 
Beispiel ist in Abb. 2 zu sehen). 

Die Auswertung der Lage der Streukurvenextremwerte nach der 
Rayleigh-GansPTheorie zeigte, dab die Dimensionen der Aggregate nach 
der Filtration erst zunehmen, ein Maximum durchlaufen, um dann 
einem annghernd konstanten Verlauf zuzustreben. Einige typisehe 
Beispiele zeigt Abb. 7 (Probe DNA-E und DNA-(]). Qualitativ war der 
Verlauf bei allen untersuehten Proben ~hnlich, Zeit- und Dimen- 
sionsmai~stab hingen jedoeh yon der Art  der Probe, der Konzentrat ion 
Und der Art der Behandlung ab. Kurzzeitiges Sehfitteln, Riihren oder 
Erwgrmen beschleunigte den Vorgang. 

Die Gesamtstreuintensit~t vergnderte sieh gleichzeitig mit der 
Ausbildung der Streukurvenstruktur.  Dies ist einerseits auf das 
Steilerwerden der Streufunktion und dem damit verbundenen Inten- 
sitgtsanstieg im Kurveninnentei l ' (Liehtstreuungsbereieh)  ws 
des Multimerisationsvorganges zurfickzufiihren. Andererseits wurde 
beobachtet,  dab sieh auch das Breehungsinkrement wi~hrend der 
Lagerung der L6sung in der gefraktionskfivette stark ~ndert. Abb. 8 
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zeigt die zeitliehe Ver/~nderung des Breehungsinkrements  bei der Probe 
D N A - G  (c = 8,22" 10-5g em-a, MeBtemperatur  20 ~ Die Probe war 
naeh der Dialysebehandlung genauso einer Ents taubungsf i l t ra t ion 
unterworfen worden wie die mit  der Liehts t reuungsmethode unter- 

10001 DR'o'(nrn) 

900~ 

5; 
i i _  

tO0 t (h) 
Abb. 7. Ver&nderung der Rayle igh-Gans-gqu iva len ten  Dimension der Aggrega- 
te beim Stehen in der Kfivette (t Standzeit in der Kfivette naeh dem Filtrieren) 

1,8 

1,o 

o,s 

o,2' 

d, [ , . l / g ]  

vor  d e m  
F I I t r i e r e n  

* Stunden 
L 

sb ibo lio 2bo 2io 3~o 

Abb. 8. Zeitliehe Nnderung des Breehungsindexinkrements bei Probe D N A - G  
w/~hrend des Stehens in der Refraktionskfivette (c = 8,22 - 10 -~ gem -3, 20 ~ 

X = 546 nm) 

suehten L6sungen. Aueh das Breehungsinkrement  durehl~uft beim 
Stehen der L6sung ein Maximum. Wegen der Niehtkonstanz des 
Breehungsinkrements  wurde in den F/illen, wo dieser Wert  nieht unter  
mit  der Lichtstreuungsmessung identisehen Bedingungen ermit te l t  
werden konnte, auf  eine Auswertung der Absolutstreuintensit/~t 
verziehtet.  



1130 E. Gruber u. a.: 

rite I 

t (h) 
0 0',I 

i 
Abb. 9. ZeigabhAngigkeit der Viskosig/~t einer LSsung yon DNA-G in Puffer 

gemessen im Zimm-Crothers-Viskosimeter 19 
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Abb. 10. Xnderung des Depolarisationsgrades Au, 4~6 beim Stehen von D N A -  
LSsungen. 1. D N A  G, c = 8,22 �9 10 -5 g cm-S ; 2. D N A  (], c = 5,22" 10 -5 g cm -3 ; 
3. D N A  G, c = 2,61 - l0 -5 gcm -3 ; 4. D N A  F, c = 3,12' 10 -4 g cm -3 ; 5. D N A  E, 

c = 9,58" 10 -5 g cm :3 

In  d iesem Z u s a m m e n h s n g  mull  such  s u f  die A n d e r u n g  zweier  

anderer  E igenschs f t en  be im Stehen  der LSsung hingewiesen werden.  In  

Abb.  9 wird gezeigt ,  dal] sich die Low-Shesr-Viskosi t /s  sowohl bei sehr 

l angsamem Scheren sis such  be im S t e h e n / i n d e r t .  E in  Vergleich dieser 

Messungen der  Zei tsbh/~ngigkei t  mi t  den s t s t i schen,  opt i schen Messun- 
gen ist na t i i r l ich  n u t  un te r  grofier Vors icht  mSglich, es kann  jedoch  mi t  
S icherhei t  q u a l i t s t i v  s u f  dssselbe zugrunde  l iegende Ph / inomen  

geschlossen werden.  
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Auch der Depolarisationsgrad i~ndert sich beim Stehen der 
LSsungen. Bei l~ingerer Dauer nimmt er immer ab, er kann jedoch auch 
anfangs etwas zunehmen (Abb. 10). Das Sinken des Depolarisationsgra- 
des weist auf die Ausbildung isotroper Strukturen in der gealterten 
LSsung hin. Der anfgngliche Anstieg wird wahrscheinlich dadurch 

DNA'D( Kalbsthymus ) 

h2 . 10 -16 
Kv-C 

100 (85%) 

.100 

i o~o a 85% 

o o o o C ~ ~  

~. h- lO~(cm -~1 
2,o 3,o 

Abb. 11. A.nderung der Streufunktion beim Erwgrmen (DNA-D, c = 2,07 �9 
�9 10-4g era-3) 

verursacht, da~ die Tertigrstruktur der Unimerenteilchen (Super- 
kn~Luel mit st~bchenfSrmigen Doppelhelixsegmenten) durch die Filtra- 
tion gestSrt wird, beim Stehen der LSsung aber wieder ,,ausheilt". 
Diese Molekiilstreckung verl/i.uft schneller als der parallel dazu 
einsetzende Aggregationsvorgang. 

Stabilitgt der Aggregatteilchen 

~ber die Stabilitgt der Multimerisate wurden, abgesehen von den 
rheologischen Messungen, nur wenige Untersuchungen angestel]t. Abb. 11 
zeigt die :4nderung der Streufunktion nach Erhitzen der LSsung in 
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der Kfivette und Messen der Streustrahlung bei erhShter Temperatur 
(Probe D N A - E ,  c = 2,04'10-4gem-3).  Bei einer Rayleigh-Gans-Aus- 
wertung ergibt sich eine klare Abnahme der Xquivalentdimensionen 
mit der Temperatur. 

Eine Guinier-Auswertung war nicht mSglich, well mit dem zur 

100 

100 

100 

100 

100 

\ 
~v. c .Re h 2. 10-T6~ DNA-F ( Kalbsthymus ) 

\ 

(4)  4 Tago nach R~hren 

3 

( 3 )  

2 

(2 )  o 20 rain nach Rg~hren 

(1) gerOhrt 

( 0 )  

ruhend 
(cm -)) 

10 20 30 i. 11.10 -~ 

Abb. 12. Einflu• yon Riihren auf die Streufunktion (DNA-F, c = 1,98" 
�9 10-4gcm -3, T=22~ 4: T Tage, 3 : 2  Stunden, 2 : 2 0  Minuten, l: un- 

mittelbar nacb dem l~iihren 

Verffigung stehenden Gers keine Kleinwinkelmessungen ausgeffihrt 
werden konnten. 

Durch meehanisehes l~iihren der LSsung in der Lichtstreuktivette 
lieBen sich die Multimerisate nicht vSllig zerst6ren. Abb. 12 zeigt den 
Effekt yon einstiindigem Riihren mit einem in der L6sung befindlichen 
Magnetriihrkern. Nach dem Riihren zeigte sieh ein Zustand, wie er 
unmittelbar nach dem Filtrieren gemessen wurde. Nach 20 Minuten 
Standzeit maehte sieh die Ausbildung der Uberstruktur  wieder deutlich 
bemerkbar. Die Streukurve erreiehte nach 4 Tagen eine konstante 
Gestalt. 
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II. Das Flie6verhalten der Liisungen 

Wie aus Abb. 9 hervorgeht,  kann sich such die Viskosit~t der 
LSsungen sowohl beim Scheren als auch beim Stehen stark g~ndern. Dies 
gilt insbesondere ffir die bei sehr kleinen Scherraten gemessene 
Viskositgt, aber auch bei sts Scherbeanspruchung wurde immer 
wieder eine langzeitliche Xnderung der Viskositg, t festgestellt. Dutch 
die scherbedingte ZerstSrung der isotroperen Multimerisatteilchen und 
Ents tehung gestreckter Bruchstficke (die nicht unbedingt Unimeren- 
teilchen sein mfissen) steigt die Viskosit~t bei anf~nglicher Scherung 
einer schon gealterten LSsung, allerdings in nicht monotoner  und 
schlecht reproduzierbarer Weise, an. Langzeitliche Umordnungsvor-  
g~nge kSnnen such wieder ein Absinken zur Folge haben. Es ist somit 
nur schwcr mSglich, das rheologische Verhalten gealterter LSsungen 
durch KenngrSl~en zu charakterisieren. 

Da die Ver~nderungen in der LSsung aber langsam verlaufen, so 
kann man an frisch hergestellten, schnell gefilterten und noch 
weitgehend multimeris~tfreien LSsungen durchaus brauchbare Viskosi- 
t~tsfunktionen erhalten. In  dieser Arbeit wurde nut  das Viskosit~tsver- 
halten der Proben D N A - A ,  B und C untersucht.  Die Proben D NA-D  bis 
G hat ten wir schon in Form von LSsungen erhalten, deren Alterungszu- 
stand unbekannt  war. 

Staudinger- Index 

Tab. 3 enth~lt die Staudinger-Indices (bestimmt mit Zimm-Crothers- 
Viskosimeter) und die Werte der konventionellen Grenzviskositi~tszah- 
len (bestimmt mit Ubbelohde-Viskosimeter) ffir die frisch gel6sten 
DNA-Proben.  Man erkennt,  dab die nativen Proben eine betrs 
Strukturviskosit~t  aufweisen, ein Indiz ffir die groBe Teilchen~nisotro- 
pie. Selbst bei den pH-denatur ier ten Proben (pH -- 12,0, eingestellt mit 
NaOH) findet sich noch deutlich Strukturviskosit/~t. 

Tabelle 3. Staudinger-lndices und konventionelle Grenzviskosit~itszahlen yon 
frisch gel6sten DNA-Proben 

DNA [~]0 ( cm3 g-i) [~]conv ( cm~ g-l) L6sungsmittel 

A 5020 1 7 2 0  0,05M-NaC1 
B 2040 1405 0,05 M-NaC1 
C 6200 2400 0,01 M-PO~--Puffer 
A 820 565 0,1 M-NaOH 
denat, pH = 12,0 
C 1300 790 0,1 M-NaOH 
denat, pH = 12,0 
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DN~-S 

~ ONA- C den. 
" ~ " ~ D N A - A  den. 

DNA -A 

i r i 
Igo 

Abb. 13. Doppelt-logarithmische Auftragung der auf verschwindende Kon- 
zentration extrapolierten Fliel]kurven (den. = pH-denaturiert) 

Tabelle 4. Rheologischr Kenngr6fien der Proben DNA-A,  B und C au8 den 
Flieflkurven 

DNA-A DNA-B DNA-C DNA-A DNA-C 
nativ gelagert nativ pH-denaturiert pH-denaturiert 

p 20 3,5 18 ~ 5 5 
D R (s -1) 36 0,6 43 ~ 400 125,9 
I~] ~,0 (cmS g-l) 38,53 4,22 33,11 5,8 5,75 
dv (gcm 3) 7,68" l0 -3 2,06" 10 -3 5,34' l0 -3 7,1 �9 10 -3 4,42" l0 -8 

aSH (nm) a 313,6 - -  338,8 - -  - -  
bSR (nm) 15,7 - -  18,8 - -  - -  
av (nm) b 170 510 158 62,8 92,4 

b v (nm) 8,5 146 8,8 12,6 18,5 

b aSH' bSH: aus Superhelixmodell. 
ap, bp: aus Fliegkurven. 

A uswertung der Fliefikurven 

Aus der F o r m  der Scher~bh~ngigkei t  der Viskosi ts  k a n n  m a n  auf  
die Anisotropie  u n d  die Ro ta t ionsd i f fus ionskons tan te  (DR) yon  
rheologisch s  Rota t ionse l l ipso iden  schlie~en 5. Dies g ib t  
einen A n h a l t s p u n k t  fiber die hyd rodynamisch  wirksame GrSSe der 
gelSsten Teilchen. Abb.  13 zeigt die au f  verschwindende  K o n z e n t r a t i o n  
ext rapol ie r ten  Fliei~kurven unserer  P roben .  D u t c h  e inen Fl ieBkurven-  
vergleieh mi t  den yon  Sheraga theoret iseh er rechneten  F u n k t i o n e n  2~ 
erhiel ten wir die in Tab.  4 zus~mmenges te l l t en  rheologischen K e n n -  
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gr6Ben (p: Aehsenverh~ltnis der rheologisch gquivalenten I~otations- 
ellipsoide, DR: Rotationsdiffusionskonstante, [~+,0: auf versehwindende 
Scherung bezogene Volumen-Grenzviskositgtszahl, a: Polaehse, b: 
Aquatoraehse der Rotationsellipsoide). Die naeh dem Superhelixmodell 
erreehneten Werte wurden naeh einer friiher angegebenen Methode n 
ermittelt. 

Man sieht, dag die Proben DNA-A und 1; in sehr gestreekter Form 

vorliegen (p = b ~ 20). Die gefundenen Rotationsdiffusionskonstanten 

liegen in derselben Gr6Benordnung wie DR-Werte, die ffir hoeh- 
molekulare, native DNA mit Hilfe der StrSmungsdoppelbreehung 
ermittelt wurden m. Man kann allerdings aueh hier nieht annehmen, 
dab die Molekfile als gestreekte oder nur wenig in Form einer 
Superhelix gekrfimmte Doppelhelixmolekfile vorliegen. Die naeh dem 
Superhelix-Modell aus der rheologisehen Diehte erreehneten Xquiva- 
lentdimensionen liegen etwa doppelt so hoeh. Dies laBt darauf 
schliegen, dag die Teilchen flexibler sind als es einer Superhelix 
entsprieht, dal3 sie also wahrseheinlieh in Form einer kurzen Ziek-Zack- 
Kette vorliegen. 

Bei B, die l~ngere Zeit in troekenem Zustand gelagert worden war, 
sind offensiehtlieh aueh sehon in den friseh bereiteten L6sungen 
Multimerenteilehen vorhanden, wodurch die durehsehnittliche Teil- 
ehenanisotropie auf p = 3,5 erniedrigt wurde. Der kleine Wert der 
Rotationsdiffusionskonstante weist gleiehzeitig auf eine viel hShere 
Teilchenmasse hin. 

Zusammenfassung der Ergebnisse 
Aus mehreren frfiheren Arbeiten (z. B. Sadron is und Zimm, Krasna 

et al. is) geht hervor, dab DNA-Molekfile in LSsung IJberstrukturen 
ausbilden, deren Dimensionen und Strukturparameter mit den her- 
kSmmlichen Methoden, Lichtstreuung, Ultrasedimentation und Visko- 
simetrie nur unbefriedigend bestimmbar sind. Dies wird teilweise auf 
aus der Pr/iparation herstammende, fiber Polypeptidreste gebundene 
Aggregate zurfickgeffihrt. Solche Aggregate k6nnen durch eine Chymo- 
trypsinbehandlung aufgelSst und beseitigt werden. Andererseits ist 
auch die Auswertbarkeit aggregatfreier LSsungen dadurch ersehwert, 
dab die DNA-Doppelmolekfile sehr groft sind und eine stark elongierte 
Terti~rstruktur besitzen. In einigen Arbeitskreisen ist es gelungen, das 
Streuverhalten auf eine gestreckte St/s zurfickzuffihren. 

Unsere eigenen Untersuchungen ergeben folgendes Bild: 
1. DNA-LOsungen in Puffer oder Salzl6sungen enthalten stets sehr 

groi3e Aggregatteilchen. 
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2. Entfernt  man diese Teilchen durch Ultrafiltration, werden in der 
ruhenden, gereinigten LSsung langsam innerha!b einiger Stunden bis zu 
einigen Tagen neue Multimerisate gebildet. 

3. Verdfinnt man multimerisathaltige LSsungen, gndern sich weder 
die Dimensionen noch die relative Konzentrat ion der Multimerisate. 
Trotzdem kann vermutet  werden, dab es sich hierbei nicht um echte 
Aggregate, sondern um relativ stabile Assoziate handelt. Dies folgt aus 
der Tendenz zur Nachbildung, der Scherlabilitgt und der Temperatur- 
empfindlichkeit. 

4. Die Assoziatbildung ist ein diffusionskontrollierter Prozeg, der 
dureh kurzzeitiges Erwgrmen und durch Rfihren gefSrdert werden 
kann. 

5. Die nicht monotone Feinstruktur  aller Streufunktionen lieg sich 
sehr gut  nach der Rayleigh-Gans-Theorie nach einem von uns 
angegebenen Verfahren auswerten. Daraus ist zu schliegen, dab die 
Assoziatteilchen weitgehend isotrop sind, einen vom LSsungsmittel 
nicht sehr verschiedenen Brechungsindex aufweisen und nieht stark 
polydispers sind. 

6. Eine friiher diskutierte Erklgrung der Streukurvenfeinstruktur  
als Folge einer Fernordnung in der LSsung wird nicht mehr ffir 
wahrseheinlich gehalten. Die Lage der Streukurven-Nebenextremwerte 
folgt wohl der Rayleigh-Gans-Theorie, nieht aber der Braggschen 
Beziehung. Die Intensit/~t und Schttrfe der Nebenmaxima lgBt sich in 
manchen Fallen nicht dureh Annahme einer flfissig kristallinen Phase 
erklgren. 

7. Bei der Ausbildung der Multimerisate gndert  sich auch das 
Brechungsinkrement. Die Multimerenteilchen zeichnen sich durch eine 
hohe dielektrisehe Polarisierbarkeit aus. Dies lggt darauf  schliegen, dag 
das yon ihnen eingeschlossene LSsungsmittel mit dem Polymeren 
weitgehend isorefraktiv ist. Das erklgrt auch, warum die Teilchen als 
Ganzes wie Rayleigh-Gans-(bzw. Mie)Strahler wirken. 

8. Auch der Depolarisationsgrad des Streuliehts gndert  sich im 
Verlaufe der Alterung der LSsungen. Er  n immt bei lgngerem Stehen 
stark ab. Daraus ist ebenfal]s auf eine im Verhs zu den 
Unimerteilchen isotrope Struktur  der Multimerisate zu schliel3en. 

9. Sehwache Scherung der LSsung kann eine langandauernde 
Vergnderung der Viskositgt hervorrufen. Ein Ansteigen der Viskosit~t 
kann auf deformierende StSrung oder eine teilweise ZerstSrung der 
Assoziate zurfickgeffihrt werden. 

10. Unmit telbar  nach einer Ultrafiltration von LSsungen fiber- 
wiegen die nicht assoziierten MolekfiIe. Aus den Streufunktionen und 
den Fliegkurven kann abgeleitet werden, dab ihre Tert igrstruktur  am 
besten durch das Model] eines Superkn~,uels mit geringer Segmentzahl 
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angen~hert werden kann. Bei Scherung liegt dieser Superkn/iuel nicht 
in der statistisch verkn~uelten, sondern in einer stark gestreckten Form 
vor. Die Form einer Superhelix erscheint weniger wahrscheinlich. 

11. Indizien weisen darauf  hin, dab bei ungest6rter Lagerung in 
L6sung sieh der Superkn/~uel durch ,,Ausheilen" der gest6rten 
Doppelhelix streckt. Wegen des gleichzeitigen Ablaufens der Assozia- 
tion konnte  diese Erscheinung nicht direkt untersucht werden. 

12. Dutch Lagerung der D N A - P r o b e n  in trockener Form wird die 
Tendenz zur Gelbildung noch verst~rkt. 
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