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Untersuchung der longitudinalen Kernspinrelaxation in konzentrierten Losungen von
Heringsspermien — DNA zur Frage des an DNA gebundenen Wassers * * §

Spin-Lattice Relaxation in Concentrated Solutions of Hering-Sperm DNA
and the Problem of Water Bound to DNA

A. DANIELS

Institut fiir Biophysik der Ruhr-Universitit Bochum

(Z. Naturforsch. 28¢, 136-143 [1973];

am 13. September/15. D ber 1972).
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Nuclear magnetic resonance (NMR), spin-lattice relaxation, deoxyribonucleic acid (DNA),
bound water, proton exchange

Proton and Deuteron spin — lattice relaxation have been measured in aqueous solutions of
herring sperm DNA as a function of concentration, temperature, and NMR frequency. We find
a minimum if the increment of the relaxation rates, 1/741-1/T; (free solvent) is plotted as a
function of the inverse temperature. The result can be understood by assuming a superposition
of two exchange processes: a very rapid exchange of water molecules causes the rate increment
at lower temperatures whereas the frequency dependent rate increment in the high temperature
region is caused by slow exchange of bound water molecules or DNA protons. The correlation
time or the exchange time of the fast exchanging water molecules is smaller than 107® s at 4 °C
with an activation energy of 7.2 kcal/mole, whereas the slowly exchanging water molecules or
DNA protons have at the same temperature a correlation time of more than 1077 s with an
activation energy of 9.8 kcal/mole and an exchange time of 1 s with an activation energy of

11.5 kcal/mole.
Einfiithrung

Die Eigenschaften des an DNA in wiflriger Losung
gebundenen Wassers konnen mit den verschiedenen
physikalisch-chemischen Mefimethoden jeweils nur in-
direkt erfaflt werden, so dafl ein Vergleich der Mef3-
resultate oft zu scheinbaren Widerspriichen fiihrt
(Tunis und HearsT!). Messungen der longitudinalen
und transversalen Kernspinrelaxationszeiten 7; und
T, ermdglichen eine Aussage iiber die gebundenen
Wassermolekiile, deren Korrelationszeit der Brown’-
schen Molekularbewegung wesentlich linger als die
der freien Wassermolekiile ist. Solche Messungen wur-
den bereits von LuBas und WiLczok?2 und von SPRINZ,
DoristApT und HUBNER3 durchgefithrt. Durch Ver-
gleich von T;- und T,-Messungen erhalten Lusas und
WiLczok? eine Abschitzung von Anzahl und Korre-
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Biophysik, D-4630 Bochum, Postfach 2148, Buscheystr.

* Kurzfassung der Dissertation Frankfurt 1971.

* Die Experimente zu dieser Arbeit wurden teilweise am
Max-Planck-Institut fiir Biophysik in Frankfurt/Main
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§ Die Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemein-
schaft im Rahmen des Forschungsvorhabens ,Unter-
suchung der Eigenschaften von an Makromolekiilen ge-
bundenem Wasser® unterstiitzt.

lationszeit der gebundenen Wassermolekiile. Da die so
gefundenen Korrelationszeiten in der Gréflenordnung
von 1078 s liegen, lag es nahe, 7', in Abhingigkeit von
der Larmorfrequenz zu messen (Noack?). Aus der
Frequenzabhingigkeit der Relaxationsrate sollte es so
moglich sein, die Korrelationszeiten direkt zu be-
stimmen.

Material

Als DNA diente Heringsspermien-DNA, die nach
ZAHN® pripariert war. Die Herstellung der Proben-
rohrchen fiir die Kernresonanzuntersuchung besorgte
Herr Professor ZauN, Physiologisch-chemisches Insti-
tut der Universitit Mainz. Das hier verwendete Pri-
parat ist bei B. HEickEe® beschrieben. Die analytischen
Daten geben wir in Tab. I wieder. Die trockene DNA

Tab. I. Analytische Daten der verwendeten Heringssper-
mien-DNA nach HEeicke$, dort Tabn. I und VI.

Wassergehalt 13,3 9/

RNA-Gehalt 0,86%0 des Trockengewichts
Proteingehalt 0,94%0 des Trockengewichts
Stickstoffgehalt 15,79%0 des Trockengewichts
Phosphorgehalt 9,33%0 des Trockengewichts
Molares N/P-Verhiltnis 3,74

P 6,058

Hyperchromer Effekt 49,20%0

»intrinsic viscosity® 56 dl/g

Molekulargewicht 2,2 107
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wurde direkt in die Probenrohrchen eingewogen und
auf 0,5 ml mit Pufferlésung (0,15 M NaCl, 0,01 M
Tris-Puffer, pH 7,0) aufgefiillt. Nach 10 min Wirbeln
in einem ,Whirlimix“ blieben die Proben 8 Tage
lang bei Zimmertemperatur stehen, um eine gleich-
miflige Durchfeuchtung der DNA zu erreichen. Da-
nach waren wegen der groflen Viskositit dieser Lo-
sungen einige Luftblasen in den Rohrchen hingen
geblieben; diese wurden entfernt, indem 60 min lang
bei 2000xg flotierend zentrifugiert wurde. Durch ab-
wechselndes Evakuieren und Herstellen reiner Stick-
stoffatmosphire wurde der Sauerstoff weitgehend ent-
fernt, und die Probenrthrchen wurden in Stickstoff-
atmosphire abgeschmolzen. In der gleichen Weise
wurden zu einem spiteren Zeitpunkt aus derselben
DNA-Charge D,O-Losungen hergestellt. Die DNA-
Konzentrationen betrugen 3, 30, 60 und 100 mg
DNA/mlH,0. Von DNA-Proben mit 60 bzw. 100 mg/
ml wurde im Anschlufl an die Kernresonanzmessung
der Schwermetallgehalt durch Neutronenaktivierungs-
analyse festgestellt. Diese Messungen fithrten freund-
licherweise die Herren Dr. Samsahl und Dr. Schramel
von der Gesellschaft fiir Strahlen- und Umweltfor-
schung mbH, Miinchen, durch. Die Ergebnisse sind fiir
die konzentrierteste Losung in Tab. IT wiedergegeben.

Tab. II. Gehalt an Schwermetallen in den DNA-Proben
mit 100 mg DNA/ml H2O.

Metall Ng [cm™] Anzahl der Basenpaare
pro Metallion
Mn 0,78 - 1014 1,3 - 108
Ni 0,86 - 1017 1,2 -10%
Cu 0,43 - 1015 23 - 10
Cr 0,35 - 1014 3,4 -108
Co 0,46 - 1014 2,2 -108
Fe 0,99 - 1017 1,05 - 103

* Ng = Anzahl der Ionen pro Volumen in der konzen-
triertesten DNA-Losung.

Um den Einfluf der Eisenionen auf die Relaxations-
rate in Abhingigkeit von der Temperatur zu ermit-
teln, wurden auflerdem 8 Proben mit verschiedenen
Konzentrationen von FeCl, und einer DNA-Konzen-
tration von je 0,8 mg/ml und 5 Proben ohne DNA,
ebenfalls mit verschiedenen FeCl;-Konzentrationen,
hergestellt.

Mefimethode

Die Bestimmung der longitudinalen Relaxationszeit
T, erfolgte mit einem kommerziellen Spin-Echo Gerit
B-KR 304 s der Firma Bruker Physik AG. Durch eine
Sattigungsfolge von 90°-Pulsen (Pulslinge ca. 3us bei
einer Sendefrequenz von 60 MHz, Pulsabstand zwi-
schen 40 und 400us) wird erreicht, dafl als Anfangs-
bedingung die Magnetisierung M = 0 ist. Nach der
Zeit t wird die durch Relaxation wieder erreichte
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Magnetisierung durch einen einzelnen 90°-Puls ab-
gefragt. Die Auswertung erfolgte sowohl graphisch,
indem M (o) — M (t) halblogarithmisch gegen ¢
aufgetragen wurde, als auch mit Hilfe eines Rechner-
programms, indem In (M (o) — M (t)) in Abhingig-
keit von ¢ nach der Methode der kleinsten Quadrate
durch eine Gerade angenihert wurde. Beide Auswerte-
verfahren ergaben im Rahmen der Mefigenauigkeit
dquivalente Ergebnisse. Die schlechtest reproduzierten
Mefpunkte zeigten in H,O eine Fehlerbreite von
+ 39, in D,O von * 5%, im Durchschnitt lagen
die Fehlerbreiten bei + 1 bis + 29/ bzw. + 2 bis
+ 39,. Die Relaxationszeiten wurden in Abhingig-
keit von der Temperatur in den H,O-L&sungen bei
den vier uns zur Verfiigung stehenden Mefifrequenzen
6, 15, 30 und 60 MHz, bei den D,O-Losungen bei
6 MHz gemessen. Die Temperatur war wihrend der
Messung auf 0,1 °C konstant. Die Temperaturinde-
rung erfolgte bei den H,O-Losungen bei jeder Mef3-
frequenz von neuem. Die Meflwerte bei 60 und
15 MHz wurden nach diesem viermaligen Erwirmen
und Abkiihlen im Rahmen der Mefigenauigkeit repro-
duziert.

Ergebnisse und Interpretation

Fiir alle Proben ergab sich bei allen Temperaturen
im Rahmen der Mefigenauigkeit eine exponentielle
Relaxation, was in Abb. 1 fiir die konzentriertesten
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Abb. 1. Normierte Relaxationsfunktion der DNA-L&sung
mit ¢ = 100 mg DNA/ml HsO bei der Mefifrequenz
60 MHz bei verschiedenen Temperaturen.

DNA-Lgsungen bei der Mef}frequenz 60 MHz darge-
stellt ist. Die Relaxationsrate hingt bis zur Konzen-
tration 60 mg/ml linear von der Konzentration ab.
Da die Abweichung der Meflwerte bei der hdchsten
Konzentration vom linearen Zusammenhang keine
systematische Temperatur- und Frequenzabhingigkeit
erkennen liefl, wurden diese Werte bei der weiteren
Auswertung nicht beriicksichtigt. Die Konzentrations-
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Abb. 2. Relaxationsrate 1/77 in Abhingigkeit von der
DNA-Konzentration bei verschiedenen Temperaturen, Mefi-
frequenz 60 MHz.

abhingigkeit ist in Abb. 2 fiir verschiedene Tempera-
turen bei der Mefifrequenz 60 MHz dargestellt. Wir
definieren den Relaxationsratenzuwachs 4 (1/T,) fiir
die Konzentration ¢

1=z (T =m0
— =) == — 6,
78 Tile 7O R i

wobei k; die Steigung der in Abb. 2 dargestellten
Geraden bezeichnet. Abb. 3 zeigt diesen Relaxations-
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Abb. 3 Relaxationsrateninkrement A7/T1 fiir vier verschie-
dene Larmorfrequenzen in Abhingigkeit von 1000/7. Kur-
ven nach Gl. (5) mit (6) und (9), Parameter nach Tab. III
mit xg = 0,003.

005

ratenzuwachs in Abhingigkeit von 1000/T bei den
vier Mefifrequenzen. k, wurde hierfiir aus Abb. 2
entnommen, ¢ ist willkiirlich = 100 mg/ml gesetzt.
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Abb. 4 zeigt das entsprechende Ergebnis, das an den
D,O-Lésungen erhalten wurde.

1 1 | S— 1 1 1 1
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1000/[1.
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Abb. 4. Relaxationsrateninkrement in DNA-L&sung in D2O.

Kurven nach Gl. (5) mit (6) und (9), obere Kurve mit der
Konstanten nach Gl. (13), untere nach Gl. (14).

Zur Deutung der Messungen verwenden wir das
Modell von ZimMERMANN und BRITTIN (im folgenden
ZB), das die Relaxation eines Mehrphasensystems bei
chemischem Austausch oder beim Austausch ganzer
Molekiile beschreibt. Phasen im Sinn dieser Theorie
sind Protonen in verschiedenen Bindungszustinden.
Phasen, zwischen denen der Austausch so schnell er-
folgt, daf die Korrelationsfunktion der Dipol-Dipol-
Wechselwirkung vom Austausch beeinflufit wird
(BeckerT und Prerrer®, SitLEscu und BRUssau,
SiLLEscu?), sind im Sinn der Theorie von ZB als eine
Phase anzusehen. Wir unterscheiden in der DNA-
Losung sieben Klassen von Protonen:

1. Den Hauptbestandteil bilden die Wasserprotonen
der frei beweglichen Wassermolekiile, zu denen wir
auch die Wassermolekiile zihlen, die an freien Na*-
und Cl™-Ionen gebunden sind, da diese erst bei sehr
viel grofleren NaCl-Konzentrationen merklich zur
Relaxationsrate beitragen (HERTZ und ZEIDLER?).

2. Protonen, die sich in gebundenen Wassermolekiilen
befinden. Nach den Untersuchungen von FaLk, HART-
MANN und Lorp!! und LEwIN? sollte man die Mog-
lichkeit in Betracht ziehen, dafl diese Wassermolekiile
keine einheitliche Relaxationszeit haben, da sehr ver-
schieden stark gebundene Wassermolekiile vorkom-
men.

3.DNA-Protonen,die im Watson-Crick Modell
aus der Doppelhelix in die grofle und kleine Furche
herausragen, also Aminoprotonen, die nicht in der
Doppelhelix zur Wasserstoffbriickenbindung beitragen.
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4. Protonen, die in der Doppelhelix Wasserstoff-
briicken bilden.

5. Protonen an aromatischen Ringen der Basen.

6. Protonen der Zuckermolekiile.

7. Protonen in der Hydrathiille von Schwermetallio-
nen.

Wir untersuchen zunichst, ob letztere allein das
Meflergebnis erkliren konnen. Ein Vergleich von
Tab. II mit den Ergebnissen von EISINGER, SHULMAN
und Szymanski!3 zeigt, dafl die Verunreinigung mit
Eisen und Nickel geringfiigig zur Relaxation beitragen
kann. Fiir die Relaxation der Wassermolekiile in der
Hydrathiille dieser Ionen ist als Korrelationszeit der
Dipol-Dipol-Wechselwirkung die Elektronenspinre-
laxationszeit 7g mafigebend. Diese ist fiir Fe?* und
Ni2* nach der in 13 angegebenen Tab. II wesentlich
kleiner als 10711 s, diese Ionen konnen also auf keinen
Fall die Frequenzabhingigkeit bei hohen Tempera-
turen erkliren. Fiir Fe3* liegt aber ws 75 (ws =
Larmorfrequenz der Elektronenspins) in der Groflen-
ordnung von 1, so daf} zu untersuchen ist, ob die
Frequenzabhingigkeit bei hohen Temperaturen mit
der Verunreinigung an Fe3* erklirt werden kann. Wie
in 13 gezeigt wird, sind Fe3*-Ionen im Inneren der
DNA gebunden, es ist also denkbar, daff diese bei
hohen Temperaturen in die freie Losung gehen und
dann verstirkt zur Relaxation beitragen. Es miifite
dann der bei EisINGER, SHULMAN und SzyMANski!3
definierte ,relaxation enhancement factor® ¢ bei hohen
Temperaturen sich dem Wert 1 nihern. An DNA-
L8sungen der Konzentration 0,8 mg/ml mit unter-
schiedlichen Konzentrationen von FeCly; haben wir
daher das dort beschriebene Experiment bei vier ver-
schiedenen Temperaturen durchgefiihrt, das Ergebnis
ist in Abb. 5 dargestellt. Fiir die kleinste Fe3*-Ionen-
konzentration von 10! Ionen/cm3 ergeben unsere
Messungen fiir ¢ unabhingig von der Temperatur
einen Wert von 0,22 * 0,01. Auflerdem zeigt Abb. 6,
dafl der Beitrag der Fe3*-Ionen zur Relaxation tat-
sichlich mit zunehmender Temperatur abnimmt, so
daf der Wiederanstieg des Ratenzuwachses bei hohen
Temperaturen nicht mit der Verunreinigung an Fe3*-
Ionen erklirt werden kann. Wollte man den Wieder-
anstieg mit der Verunreinigung an Schwermetallen er-
kliren, dann sollte der MefReffekt in der D,O-Lésung

um den Faktor
2
(E) _ .1 @)
YH 42,4

geringer sein als in H,O-Lésungen, da der Beitrag zur
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Relaxationsrate dann proportional zu 2 (y = ma-
gnetogyrisches Verhiltnis) ist!3. In den D,O-Lésungen
wird aber bei hohen Temperaturen ebenfalls ein deut-
licher Anstieg des Ratenzuwachses beobachtet. Die
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Abb. 5. Spin-Gitter-Relaxationszeit 7y, in FeClg-Losungen
ohne DNA (O) und mit 0,8 mg/ml DNA ([J) in Abhan-

gigkeit von der Fe3*-Ionenkonzentration.
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Abb. 6. Rateninkrement R = 1/Ty — 1/T; Wasser in der
FeCls-Losung mit 10'7 Ionen/cm® in Abhingigkeit von
1000/T; O ohne DNA; [] mit 0,8 mg/ml DNA.
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weitere Diskussion wird aber zeigen, dafl bei tiefen
Temperaturen der Ratenzuwachs in der H,O-Losung
teilweise durch diese Verunreinigungen bedingt ist.

Im folgenden untersuchen wir den Einflufl der Pro-
tonen in den Bindungszustinden 1 bis 6. Im allge-
meinsten Fall der Theorie von ZB wire von diesen als
Relaxationsfunktion eine Uberlagerung von 6 Expo-
nentialfunktionen zu erwarten. Der Beitrag zur Re-
laxationsfunktion von langsam austauschenden Pro-
tonen kann aber nur beobachtet werden, wenn der
Molenbruch dieser Protonen hinreichend grof} ist. Der
Molenbruch der Basenpaare in der konzentriertesten
Losung betragt xgp = 0,003, da die Protonen der
Sorten 4, 5 und 6 aber langsam austauschen verglichen
mit der gemessenen Relaxationsrate (PRINTZ und von
HippeL!4), tragen diese nicht meflbar zur Relaxations-
funktion bei. Diese Uberlegung gilt mdglicherweise
nicht fiir Protonen der Sorte 3, deren mittlere Aufent-
haltsdauer an der DNA nach FritzscHE!® in der
Groflenordnung von 1 s oder weniger liegt. Lassen
wir auflerdem die Moglichkeit zu, daff Protonen der
Sorte 2 sehr unterschiedlich fest gebunden sind, so
haben wir strenggenommen die Theorie von ZB auf
ein System von vier Phasen anzuwenden. Mit Hilfe
unserer Meflergebnisse wire es aber nicht méglich,
zwischen einem solchen System und einem solchen mit
drei Phasen zu unterscheiden. Wir behandeln daher
lediglich drei Phasen und miissen es offenlassen, ob
zur dritten Phase besonders fest gebundene Wasser-
molekiile oder DNA-Protonen gehdren. Auch im Fall
von drei Phasen ist die Losung der ZB-Gleichungen
nicht mehr in algebraischer Form darstellbar. Es er-
gibt sich aber im Fall kleiner Molenbriiche der Phasen
2 und 3, x;, und xp, als Relaxationsfunktion in sehr
guter Niherung eine Exponentialfunktion mit der
Relaxationsrate

L 1- xp-28 Xp XB
Tin+1p + T,g+7tB

3
T, Tow ©)

falls folgende Bedingungen erfiillt sind:

xp, 8 < 0,01; (4a)
T, T8 < 0,01 T,yw; (4b)
T < 0,01 le; (4C)

8 < 0,01 T\y. (4d)

Gleichung (3) stellt eine Verallgemeinerung einer
von Luz und MEBoom!® angegebenen Gleichung dar.
Anstelle von Gl. (4¢) ist vermutlich die weniger ein-
schrinkende Bedingung 7, << 0,01 T',w ausreichend, die
Ubereinstimmung von Gl. (3) mit der Relaxationsrate
nach ZB wurde aber nur mit der Bedingung (4c) iiber-
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priift, da wir aus der Temperaturabhingigkeit des
Ratenzuwachses schlieflen konnen, dafl 7, << Ty ist.
Mit (3) und (4) ergibt sich also fiir den Relaxations-
ratenzuwachs

Xp XB

= - — )

1
A —
Tl le + T1B+TB

Wir nehmen vereinfachend an, daf} die Relaxations-
raten 1/Ty, und 1/T; durch Rotationsdiffusion ge-
bundener Wassermolekiile bzw. DNA-Protonen be-
dingt sind, so daf} sich fiir die Frequenzabhingigkeit
ergibt:

4 7ep,B
- (6)
1+4w?zen, B

wobei die Konstante C davon abhingt, ob die Relaxa-
tion durch Dipol-Dipol- oder durch Quadrupolwech-
selwirkung verursacht wird. Der erste Fall liegt in der
H,O-L6sung vor, es ist dann

T c [ Tch,B
le.B o 1—!—(0210‘0,132

3

Cop = — htym* X 7y ™
10 i

der zweite Fall liegt in der D,O-Losung vor, und

es ist

2 2
Co = 1) (722 ®

h = b/2 7, b = Plandck’sches Wirkungsquantum;
y = magnetogyrisches Verhiltnis;
ri = Abstinde der Nachbarprotonen, im Fall der
Wassermolekiile wird 3; r; ¢ = b 8, b = Abstand
der Protonen im Wassermolekiil;
e ¢ Q/h = Quadrupolwechselwirkungskonstante;
n = Asymmetrieparameter;
(vgl. ABRAGAM!7).

Die Dipol-Dipol-Wechselwirkungskonstante nach
Gl. (7) fiir H,O-Molekiile berechnen wir mit & = 1,52
A zu

Cpp = 1,38 - 1010 s-2 (KRYNICKI'S). ©)]

Fiir Aminoprotonen der DNA trigt im wesentlichen
nur das Nachbarproton in derselben Aminogruppe zur
Dipol-Dipol-Wechselwirkung bei, es ergibt sich so mit
r, = 1,68 A

Cpp = 0,77 -10%° s-2. (10)

Beriicksichtigt man aber zusitzlich die Wechsel-
wirkung mit gebundenen Wassermolekiilen in den
von LEwIN!? vorgeschlagenen Konfigurationen, so er-
geben sich fiir Cpp Werte zwischen 1010 und 1,54 - 1010
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s 2, auf jeden Fall also Werte, die dem fiir Wasser-
molekiile angenommenen vergleichbar sind. Dagegen
konnen wir annehmen, dafl die Quadrupolwechsel-
wirkungskonstanten fiir D,O und -ND,-Gruppen deut-
lich unterschieden sind. Fiir -ND,-Gruppen in DNA
ist uns kein Wert fir Cg bekannt, versuchsweise
haben wir den von SARASWATI® angegebenen Wert
fiir ND,-CH,-COOD verwendet und erhalten so

Co = 0,19 - 1011 572 (11)

fiir Deuterium in der Deuteroaminogruppe. Fiir D,O
ist

Cq = 0,1566 - 1012 52 (12)

(ABrAaGaM!?). Die geringfiigige Temperaturabhingig-
keit der Quadrupolwechselwirkungskonstanten in
D,O, die GLAsEL2? angibt, kénnen wir hier vernach-
lassigen.

Fiir die mittlere Aufenthaltszeit zg und fiir die
Rotationskorrelationszeiten 7., und 7.5 nehmen wir
an, dafl sie nach der A rrh e nius-Gleichung von der
Temperatur abhingen:

AE
r=1(0) * exp.<—> 13)

RT
Mit den Gln. (5) und (6) lif8t sich dann ohne
weiteres das Minimum des Relaxationsratenzuwachses
in Abb. 3 verstehen. Bei tiefen Temperaturen tauschen
DNA-Protonen oder fest gebundene Wassermolekiile
langsam mit freiem Wasser aus, so daf} sie nicht
merklich zur Relaxation beitragen. Weniger fest ge-
bundene Wassermolekiile dagegen tauschen so schnell
aus, dafl 7, < T,y ist, auflerdem ist @ 7cp <€ 1, es wird
also bei tiefen Temperaturen

AQT)=%n+C+5» 1ep (14)

Vergleichen wir die Konstanten nach (9) und (12),
so sollte nach Gl. (14)

1
A o= WS
( Tl >D20 CQ

—— = 11‘0
P
( T1>HZO

1
Con (15)
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sein. Wir finden aber fiir dieses Verhailtnis experimen-
tell einen Wert von 6. Diese Diskrepanz lafit sich mit
der Anwesenheit von Schwermetallionen erklaren. Wir
nehmen an, dafl Gl. (10) den Ratenzuwachs in der
D,O-Lésung richtig beschreibt, dann ist fiir die H,O-
Losung ein Term hinzuzufiigen, der den Beitrag der
Schwermetallionen beschreibt:
1

<A *>H20 = #p - Cpp * 5ty + Rum

T (16)

Bei tiefen Temperaturen wird somit der Ratenzu-
wachs in H,O in etwa zur Hilfte von Schwerme-
tallionen bestimmt. Aus den Messungen in der D,O-
Losung folgt mit Gl. (14) und der Bedingung w 7cp
< 1 eine untere Grenze fiir den Molenbruch der ge-
bundenen Molekiile. Da in H,O bis zur Frequenz
w/2 71 = 60 MHz keine Frequenzabhingigkeit ge-
messen wurde, mufy in unserem Modell 7., < 107%
bei 4 °C sein. Damit folgt aus Gl. (14) x, > 0,005.
Da xgp = 0,003, mufl man also annehmen, daf} mehr
als ein Wassermolekiil pro Basenpaar zum Ratenzu-
wachs bei tiefen Temperaturen beitrigt. Als Aktivie-
rungsenergie fiir die Rotation dieser gebundenen Mole-
kiile ergibt sich 4 E¢, = 7,2 kcal/Mol.

Bei hohen Temperaturen wird der Austausch der
DNA-Protonen oder der fest gebundenen Wasser-
molekiile schneller, so dafl der zweite Term in Gl. (5)
merklich zur Relaxation beitrigt. Insgesamt ergibt
sich eine gute Ubereinstimmung zwischen unseren
Meflwerten und Gl. (5) mit (13), wenn fiir die Para-
meter nach Gl. (13) die in Tab. III angegebenen
Werte eingesetzt werden. Zur Berechnung dieser Werte
wurde angenommen, daff Ry in Gl (12) mit der-
selben Aktivierungsenergie von der Temperatur ab-
hingt wie 7c,. Richtiger wire es, fir Ry die in
Abb. 6 dargestellte Temperaturabhingigkeit mit der
Aktivierungsenergie 4 E =~ 3,5 kcal/Mol anzunehmen.
Wenn man annimmt, dafl Ry und xp/7;p bei der tief-
sten Temperatur zu gleichen Teilen zur Relaxation
beitragen, ergeben sich dann wesentlich groflere Werte
fir die Aktivierungsenergien 4 Ep und A4 E.g und
sehr kleine Werte fiir 7p(°) und 7.p(°). Die in Tab. III

Tab. III. Parameter nach Gl (9) zur Beschreibung des Rateninkrements bei hohen Temperaturen.

AEg 7g(0) 78 (80°C) AE:p 7oB(0) TeB (80°C)
. _4Es B9 Zen(® Ze (80°C)
- [kcal/Mol] [s] [s] [kcal/Mol] [s] [s]
0,003 11,5 0,83 - 10-° 0,012 9,8 0,31 - 10-14 0,37 - 10-
0,01 9,4 0,75 - 10~ 0,052 9,2 0,25 - 10-13 0,13 - 10-7
0,03 9,2 0,29 - 10-5 0,16 9,2 0,78 - 10-13 0,403 - 10-7
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angegebenen Aktivierungsenergien sind also lediglich
als untere Schranken der tatsichlichen Aktivierungs-
energien anzusehen. Die Kurven der Abb. 3 wurden
mit den Werten aus Tab. III fiir xg = 0,003 berech-
net.

Ob austauschende DNA-Protonen oder besonders
fest gebundene Wassermolekiile den Mefleffekt bei
hohen Temperaturen verursachen, sollte im Prinzip
durch die Messung in der D,O-Losung unterschieden
werden konnen, da ihre Konstanten nach Gl. (11) und
(12) sich um eine Gréflenordnung unterscheiden. Ver-
wenden wir die Parameter nach Tab. III, die allein
aus den in H,O-Lésung gefundenen Meflwerten be-
rechnet wurden, um den Ratenzuwachs in D,O-Lé&-
sung zu berechnen, so erhalten wir die beiden Kurven
in Abb. 4, und zwar die obere Kurve fiir D,O, die
untere fir -ND,. Obwohl es nach diesen Kurven
naheliegt, den Mefleffekt den Aminoprotonen zuzu-
schreiben, ist diese Deutung bei der Unsicherheit un-
serer Meflwerte nicht gesichert.

Diskussion

Wir haben bei der Deutung unserer Messungen
darauf verzichtet, hydrophobe Wechselwirkungen
(vgl. HErTZ2!) zu diskutieren, da wir annehmen, daf8
im gesamten uritersuchten Temperaturbereich nur die
hydrophilen Aminogruppen, nicht aber die hydro-
phoben Kerne der Basen mit dem L&sungsmittel Kon-
takt haben. Das Minimum des Relaxationsratenzu-
wachses und die Frequenzabhingigkeit bei hohen
Temperaturen konnen durch das Modell dreier Pha-
sen, zwischen denen Austausch stattfindet, nach ZB
beschrieben werden. Die Frage, ob bei hohen Tempe-
raturen Aminoprotonen oder besonders fest gebun-
dene Wassermolekiile zur Relaxation beitragen, kann
eindeutig erst durch wesentlich aufwendigere Mes-
sungen (Anderungen von pH-Wert und Ionenstirke,
vgl. LEwIN'2, Messung der 17O-Relaxation) entschie-
den werden. Letztere Erweiterung der Messungen ist
geplant. Zur Deutung des Relaxationsratenzuwachses
bei tiefen Temperaturen haben wir uns hier auf das
Modell von ZB beschrinkt. Im Rahmen dieses Mo-
dells bedeutet 7., die Rotationskorrelationszeit der
gebundenen Wassermolekiile. Es muff aber betont
werden, dafl dieses nicht die einzig mdgliche Deutung
ist. Nimmt man an, daf die mittlere Lebensdauer
dieser gebundenen Molekiile nicht nur klein ist im
Vergleich zur Kernspinrelaxationszeit, sondern ver-
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gleichbar oder kleiner als die Rotationskorrelations-
zeit, so ist, wie oben erwihnt, die Theorie von
BEckerRT und PreIFerS, die von SILLEscu® in allge-
meinerer Form neu hergeleitet und begriindet wurde,
anzuwenden.

Falls in dieser Theorie, xp, <€ 1 und w 7¢p < 1 ist,
ergibt sich unabhingig von dem dort eingefiihrten
»Korrelationskoeffizienten® anstelle von Gl. (14)

1
111 .
T _ch+ Tb

Ist hierbei 7, <€ 7cp, 5o wird also der Ratenzuwachs
der schnell austauschenden Molekiile allein von der
Austauschzeit 7y, bestimmt. Die aus unserer Messung
in D,O gefundene Abschitzung der Aktivierungs-
energie 4 E¢, ist in diesem Fall als Aktivierungs-
energie fiir den Austauschprozefl, 4 Ey, zu deuten.
Diese stimmt iiberraschend gut mit der von BRrissau
und SitLescu?® fiir D,O-Lésungen von Polyvinylpyr-
rolidon gefundenen Aktivierungsenergie E, (r) = 7,0
+ 1,2 kcal/Mol iiberein.

Herrn Professor Dr. A. REDHARDT danke ich fiir die
Anregung und Forderung dieser Arbeit, Herrn Pro-
fessor Dr. R. K. ZauN danke ich fiir die Priparation
der DNA-Proben und fiir Diskussion der biochemi-
schen Probleme.
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