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Nucleosides and nucleotides have been investigated by means of the spin-lattice-relaxationtime
T, , the measurements carried out in CDCl; on the nucleosides adenosine (A), uridine (U) and ino-
sine (I) indicate that the strensth of H-bonding is highest in the basepair (A)—(U). The systems
(A)—-(A), (U)—(U), 1)-(A) and (I)-(U) however, show only a low tendency to associate. Plotting
the spin-lattice-relaxationtime, of the nucleotide protons in fragments (mol weight below 40,000)
ori(%inated from DNA or RNA, against increasing temperature gives a curve with a sigmoide shape
and a Tm value of 80 °C. The average of the activation energy for the H-bonding is 18.02 KJ/mol.
The investigations clearly show that the spin-lattice-relaxationtime measurements open first of
all a new method for research on H-bonding, secondly it is even in the case of nucleosides and oli-
gonucleotides, where most of the common methods fail, a way to get information about H-bond-

ing effects.

Einleitung

Kernresonanzmessungen zur Eigenassoziation
von Nucleosiden [1-4] sind bereits mehrfach durch-
gefiihrt worden. Da sich die Relaxationszeitanalyse
[5] als sehr effiziente Methode zur Untersuchung von
verbriickten Systemen angeboten hat, soll sie auch
auf den Problemkreis der Basenpaarung angewandt
werden, um Aussagen iiber die Stabilitit der Briik-
ken zwischen verschiedenen Nucleosidabkémmlin-
gen machen zu kénnen.

Experimenteller Teil

Die Messungen der Spin-Gitter-Relaxationszeit
sind an entgasten Proben nach der Inversion-Reco-
very-Methode [6] durchgefiihrt worden. Mittlerer
Fehler ca. 5%, MeBtemperatur 31°C, Varian
HA-100D-Kernresonanzgerdt fir fouriertransfor-
mierte Spektren modifiziert (DIGILAB Inc. Nova
1200 Computer von Data General).

DNA Type III Na-Salz aus Lachstestes (Sigma
Chemical Company) abgebaut mit Deoxyribonu-
clease I von Bovine Pancreas (Sigma Chemical Com-
pany) mittleres Molekulargewicht laut Untersuchung
mit Sephadex etwa 40 000. RNA Type VI aus Bék-
kerhefe (Sigma Chemical Company) abgebaut mit
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Ribonuclease Nr. 7103126 (Boehringer Mannheim
GmbH), mittleres Molekulargewicht etwa 40 000
(Sephadex G 75).

Ergebnis und Diskussion

Um zunichst das assoziative Verhalten mit sich
selbst zu erfassen, sind 2'.3’-Isopropylidenadenosin-
5’-monoacetat (A) und 2.3".5-Triacetyluridin (U)
sowie 2'.3".5'-Triacetylinosin (I) bei verschiedenen
Konzentrationen in CDCl; als Losungsmittel unter-
sucht worden.

Der allgemeine Anstieg der Spin-Gitter-Relaxa-
tionszeit 7, bei Abnahme der Konzentration ist ge-
nerell sichtbar. Die stirksten Anstiege sind bei briik-
kenbildenden Protonen NH und NH, sowie den
Protonen des Heterocycluses feststellbar.

Formal kann man das skizzierte Verhalten erkla-
ren, wenn man beriicksichtigt, daB
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geschrieben werden kann.

* y: Gyromagnetische Konstante; n: Viskositit; a: Mole-
kiilradius; 7c: Korrelationszeit — extrem narrowing
condition; r: Intramolekularer H—H-Abstand.
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Abb. 1. Gewichtsprozente 2".3’-Isopropylidenadenosin-5'-monoacetat (A), 2".3".5'-Triacetyluridin (U) sowie 2".3".5"-Triace-
tylinosin (I) gegen die Spin-Gitter-Relaxationszeit 7, . Die Symbole charakterisieren die bei der angegebenen Verdiinnung
exakt beobachtbaren Protonen (CHs, : Isopropylgruppe; H': Protonen der Ribose). Mittlerer Fehler +5%.

Das bedeutet, daB sich die Spin-Gitter-Relaxa-
tionszeit T, ausschlieBlich aus der intramolekularen
Dipol-Dipol-Relaxationszeit TPP,, (1) aufbaut. Fiir
verdiinnte Losungen sowie die Relaxation von 'H
stellt diese Annahme, ebenso wie die Beschreibung
der Korrelationszeit 7c nach Bloembergen [7] (2)
keine gewichtige Simplifikation dar.

Beachtet man, da3 bei Verdiinnung an den Ver-
bindungen selbst keine Anderungen eintreten und
auch fiir die Viskositit im dargestellten Bereich n=
konst. in 1. Ndh. gelten muB, so folgt zwangslaufig
der SchluB, daB nur die MolekiilgroBe a fuir die oben
beschriebenen Anderungen zusténdig sein kann. Fiir
Assoziationen gilt nach Zeidler [8]

*(@*) = kpoai+kpai+kp,ai... 3)

das heiBt auf die Ergebnisse iibertragen, dafl bei
fortschreitender Verdiinnung die Assoziationen auf-
brechen (p,> p,) und folglich auch die Radien
(ai > aj) kleiner werden.

Der Grad des T',-Anstiegs in Abb. 1 14Bt auf eine
erhebliche Selbstassoziation der Nucleoside schlie-
Ben. Interessant ist, daB auch die an der Ribose lo-
kalisierten Protonen in ihrem 7,-Verhalten den Ba-
senprotonen dhneln und drastisch in das mikrodyna-
mische Geschehen (3) einbezogen werden.

* p: Haufigkeit der durch das jeweilige Sub-
skrigt angegebenen Verbriickung; a: der, dem durch jewei-
lige ubskriptbeschriebenen Assoziat,entsprechendeRadius;
a*: effektiver Radius fur (2); k: Konstante der Aktivierungs-
energie.

Nachdem die Eigenassoziation sich in der Ver-
diinnung manifestiert hat, ergibt sich sofort die Fra-
ge nach der Mischassoziation. Um hier Einblick zu
gewinnen, sind die verschiedenen Basen in Losung,
unter Konstanthaltung der Gesamtkonzentration,
kombiniert worden. Dadurch sind Viskositits- und
Verdiinnungseffekte ausgeschlossen.

Wie Abb.2 zeigt, kommt es beim Mischen zur
Ausbildung stabiler Briicken zwischen den beiden
Partnern, da nur stabile Briicken eine Zunahme der
Zahl der gebundenen Systeme und/oder gleichzeiti-
ge Erhohung der Lebensdauer nach sich ziehen, wel-
che letztlich via (3) zu einer formalen Vergroerung
von a mit allen Konsequenzen (1) Anla3 gibt.

Um auf die Frage, inwieweit sich in obigem Er-
gebnis die energetische Einmaligkeit des Paares (A)—
(U) widerspiegelt, eine Antwort geben zu konnen, ist
das Verhalten beider Basen beziiglich anderer Briik-
kenpartner analysiert worden und zwar soll das Ver-
halten der Spin-Gitter-Relaxationszeit 7, von (U)
mit 2-Aminopyridin sowie von (A) mit Pyridon stell-
vertretend fiir andere Paare diskutiert werden.

Wihrend fur (U)-2-Aminopyridin 7; mit Verdiin-
nung steigt (Auflosung der Selbstassoziation), ist in
Abb. 3 fiir die Protonen am Heterocyclus von (A)
ein Absinken der 7)-Zeit bei Zugabe von Pyridon
beobachtbar. Die Beschrinkung des Effektes auf die
Protonen des Heterocyclus 146t die Annahme eines
langlebigen, wie eine eigene Molekel reagierenden,
briickengebundenen Assoziates — wie im Fall Abb. 2 —
jedoch nicht mehr zu. Vielmehr kann der Effekt



H. Sterk et al. - Messungen der Spin-Gitter-Relaxationszeit 7; an Nucleosiden 505

25F H25

T|

sec

201 120
HZ

15 q15

05 405
NH
CH;,0 2
A N7 9.4 6.72 504 235 0
0 235 504672 94 N7 U

Abb. 2. 2".3'-Isopropylidenadenosin-5’-monoacetat (A)
und 2".3".5'-Triacetyluridin (U) Mischungen in Gewichts-

rozenten gegen die Spin-Gitter-Relaxationszeit. Die Sym-

ole charakterisieren hier, sowie in den folgenden Abbil-
dungen, die beobachteten Protonen, die Messung der T-
Zeit erfolgte wenn ihr mittlerer Fehler 5% nicht iibersteigt.
Konzentrationen fir welche ein groerer Fehler meBtech-
nisch nicht umgehbar ist, sind nicht dargestellt worden.
Desgleichen fehlen Protonen, deren Lage durch andere
Protonen teilweise maskiert ist.

des Pyridons auf das Adenosin nur mehr in der Aus-
bildung eines losen hinsichtlich des Radius a ge-
trennten Komplexes mit zusétzlicher intermolekula-
rer Dipol-Dipol-Relaxation (zwischen (A) und Pyri-
don) bestehen.

Das Verhalten zu einem anderen Nucleosid, wie
2'.3".5’-Triacetylinosin (I), ist in Abbn. 5, 6 darge-
stellt.

Beziiglich (U) zeigt (I) eine konstante Spin-Gitter-
Relaxationszeit 7;. Die Assoziation zwischen (A)
und (I) schldgt sich in den T,-Zeiten von (A) als Ab-
senkung, in (I) als Zunahme deutlich nieder. Kreu-
zungsversuche mit Cytosin und Guanosin sind we-
gen fehlender Loslichkeit der beiden Basen in
CDClI; nicht méglich.

Die Abhingigkeit der Spin-Gitter-Relaxationszeit
T, der einzelnen Paare sowie der verschiedenen Pro-
tonen von der Konzentration — es wurde in den Ab-
bildungen Wert darauf gelegt, daB zumindest die
Protonen der Heterocyclen eindeutig charakterisiert
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Abb. 3. 2.3-Isopropylidenadenosin-5-monoacetat (A)
und 2-Pyridon in verschiedenen Gewichtsprozenten gegen
die Spin-Gitter-Relaxationszeit 7 .
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Abb. 4. 2".3".5-Triacetyluridin (U) und 2-Aminopyridin in
verschiedenen Gewichtsprozenten gegen die Spin-Gitter-
Relaxationszeit 7, .

sind —, eroffnet zwar keine quantitative Aussage-
moglichkeit hinsichtlich der Briickenmechanismen,
semiquantitative Abschitzungen sind jedoch sehr
gut moglich.

Samtliche Abschitzungen laufen dabei iiber die
vergleichende Betrachtungsweise des Selbstassozia-
tionsverhaltens und des Mischassoziationsverhal-
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Abb. 5. 2".3'-Isopropylidenadenosin-5'-monoacetat (A)
und 2".3".5-Triacetylinosin (I) Mischunéen in verschiede-

nen Gewichtsprozenten gegen die Spin-Gitter-Relaxations-
zeit T, .
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Abb. 6. 2'.3'.5-Triacetylinosin (I) und 2'.3".5-Triacetyluri-
din (U) Mischungen in verschiedenen Gewichtsprozenten
gegen die Spin-Gitter-Relaxationszeit T; .

tens und erlauben die Charakterisierung von 3 Ver-
haltensgruppen.

i) Beide Partner zeigen beim Mischen (Gesamt-
konzentration = konstant) eine Absenkung der Re-
laxationszeit, z. B. (A)—(U). Nach dem Vorhergesag-
ten bedeutet dies die Ausbildung begiinstigter lang-
lebiger Briickenstrukturen. Im Falle (I)—(U) halten
sich die Ausbildung von Briicken zwischen den Part-
nern und die Selbstassoziation gerade die Waage.
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Abb. 7. RNA () und DNA (O) bei variabler Temperatur
(°C) gegen die Spin-Gitter-Relaxationszeit. Bei Tempera-
turerhohung und Abkithlung %emessen. Die Marke gibt
den mittleren Fehler, der fiir alle Temperaturen konstant
ist, an. RNA und DNA gemessen in D,0.
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Abb. 8. ATP bei variabler Temperatur (°C) gegen die
Spin-Gitter-Relaxationszeit 7,. Bei Temperaturerhdhung
und Abkiihlung gemessen. Die Marke gibt — wie Abb. 7 -
den mittleren Fehler an. ATP gemessen in D,0.

ii) Einer der Partner weist einen verdiinnungsbe-
dingten Anstieg der Relaxationszeit auf. Dies bedeu-
tet, daB die Selbstassoziation das Verhalten be-
stimmt. Vergleiche (U)-2-Aminopyridin sowie
(A)—(I). Im letzteren Fall zeigt sich jedoch durch das
unterschiedliche T7,-Verhalten sehr iiberzeugend,
daB die Assoziationsstirke von (I) mit (I) groBer als
von (A) mit (I), diese jedoch wiederum groBer als
die Selbstassoziation von (A) mit (A) ist.
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iii) Der letzte Fall (A)—(Pyridon zeichnet sich wie
im obigen Text bereits diskutiert, durch Ausbildung
schwacher Briicken aus. (Blockierung des NH’s im
Pyridon durch eine Methylgruppe bringt den Effekt
zum Verschwinden.)

Versucht man die Untersuchungen der H-Briicken
von den Nucleosiden auf die makromolekularen Po-
lynucleotide zu iibertragen, so bieten sich die Tem-
peraturabhingigkeit der Spin-Gitter-Relaxationszeit
T, von DNA und RNA als besonders signifikant an.
Abb. 7 zeigt z. B. die Temperaturabhéngigkeit der
T,-Zeit von DNA und RNA gemessen an der Met-
hylgruppe des Thymins. Der Verlauf entspricht da-
bei einem Verhalten wie es aufgrund des Aufbre-
chens von H-Briicken zu erwarten ist. Tatsachlich ist
Lage und Verlauf der Kurve weitgehend dquivalent
den sogenannten Aufschmelzkurven, die mit ande-
ren Methoden gefunden wurden [9, 10]. Die Tatsa-
che, daB effektive Anderungen am System RNA
oder DNA erfolgen, kann durch Untersuchungen
der Temperaturabhingigkeit anderer Systeme wie
ATP, die keine Temperaturabhéngigkeit erkennen
lassen, untermauert werden. Die teilweise Irreversi-
bilitdt beim Abkiihlen stellt ein MaB fiir den Dena-
turierungsprozeB dar. Die fiir die Temperaturande-
rung bei DNA berechenbare Aktivierungsenergie Ea
nach

_ Ea
TTC = 'rcoe RT
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liefert einen Wert von Ea = 18,02 KJ/mol und
stimmt mit Literaturwerten, die nach anderen Me-
thoden gemessen worden sind, gut iiberein (verglei-
che Porschke [11]: 21,79 KJ/mol).

Zusammenfassung

Strukturdnderungen von Nucleinsduren bei der
Aufspaltung von Wasserstoffbriicken lassen sich auf-
grund der Zunahme der UV-Absorption, der Ab-
nahme der Viskositdt sowie der Anderung der opti-
schen Drehung verfolgen. Diese Methoden eignen
sich nur fir hochmolekulare Systeme, iiber H-Briik-
ken in Oligonucleotiden und Nucleosiden kénnen
sie jedoch keine Aussage liefern. Wie unsere Unter-
suchungen eindeutig zeigen, kann bei diesen Syste-
men die Messung der Spin-Gitter-Relaxationszeit
der Nucleosidprotonen [12] mit Erfolg eingesetzt
werden. Zusitzlich ergeben sich aus der Temperatur-
abhiangigkeit der Spin-Gitter-Relaxationszeit Aus-
sagen iber die Stabilitit und Lebensdauer von H-
Briicken in Nucleosiden und Oligonucleotiden.
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