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TECHNIKA ECHA SPINOWEGO W ZASTOSOWANIU DO BADAŃ 
UWODNIENIA I RUCHLIWOŚCI MOLEKULARNEJ BIOPOLIMERÓW

Streszczenie. Scharakteryzowano metodę pozwalającą na gra
ficzne wyznaczenie uwodnienia nierotacyjnego i czasu kore
lacji molekuł białek 1 DNA z pomiarów magnetycznych cza
sów relaksacji protonów T^ 1 T2 w wodnych roztworach tych
związków. Czasy relaksacji T^ i T2 wyznaczano techniką e-
cha spinowego na aparaturze o częstości rezonansowej 14 
MHz. Stwierdzono, śe nierotacyjne uwodnienie makromolekuł 
DNA jest w stanie natywnym rzędu 8-10# wagowych i zmniej
sza się w miarę spadku ciężaru cząsteczkowego. Po denatu- 
racjl uwodnienie molekuł DNA maleje. Czas korelacji DNA 
ma w stanie natywnym wartość 1.2 - 1.4 . 10“8s i po dena- 
turacji wzrasta. Wyniki uzyskane dla DNA porównano wynika
mi uzyskanymi dla białek - owalbumlnu, gllkogenu i białka 
jaja kurzego.

Wszelkie procesy życiowe zachodzą w środowisku, które w około 80 - 90# 
składa się z wody, a w około 10-20# ze składników niewodnych, w tym bio
polimerów czyli makromolekuł biologicznie aktywnych. Oddziaływania makro
molekuł z poszczególnymi dipolami wodnymi prowadzą do strukturalnego wią
zania drobin wody przez makromolekułę i tworzenia warstwy hydratacyjnej 
określanej również mianem uwodnienia. Znajomość uwodnienia jest bardzo i- 
stotną Informacją związaną ze stabilnością i stabilizacją strukturalną bio
polimeru.

Wyniki pomiarów uwodnienia biopolimerów dokonywanych różnymi metodami 
były dotąd bardzo rozbieżne. Również teoretyczne modele wiązania wody 
przez makromolekułę sprowadzić można do dwóch rozbieżnych hipotez,obu uza
sadnionych z punktu widzenia termodynamiki. Według KLOTZA [i] makromole- 
kuła wiąże dużą ilość wody, porządkując dipole wodne w postaci sieci lo- 
dopodobnej. Według KAUZMANNA [2] makromolekuły raczej unikają bezpośred- 
nego kontaktu z fazą wodną, tworząc wiązania hydrofobowe.

Wydaje się, że większość rozbieżności dotycząca uwodnienia biopolime - 
rów wynikała z faktu, że stosowane do oznaczania uwodnienia metody nie po
zwalały na rozróżnienie dwóch stanów wody w roztworze - drobin związanych 
strukturalnie przez makromolekułę i drobin jedynie uporządkowanych.

Metoda, którą przedstawiamy, umożliwia takie rozróżnienie, _gdyż przy 
jej zastosowaniu wyznacza się tzw. uwodnienie nierotacyjne,czyli tę część
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warstwy hydratacyjnej, której dipole nie rotują swobodnie w polu wysokiej 
częstości, a więc są integralnie związane z makromolekułą.

Opracowana metoda polega na zastosowaniu techniki echa spinowego do po
miaru podłużnego i poprzecznego Tg czasów relaksacji protonów w wod
nych roztworach biopolimerów.

Technika echa spinowego stanowi impulsową modyfikację metod z zakresu 
magnetycznego rezonansu jądrowego. Schemat blokowy zastosowanej aparatury 
[3] przedstawiono na Rys. 1.

Natężenie pola magnetycznego wytworzonego przez magnes stały wynosi o- 
koło 3280 gaussów i odpowiada ściśle częstości rezonansowej dla protonów 
równej 14 MHz. Badane próbki umieszcza się w cewce odbiorczej głowicy po
miarowej i poddaje się działaniu impulsów pola wysokiej częstości speł
niającej warunek rezonansu. Impulsy są wytwarzane przez część nadawczą a- 
paratury. Sygnały precesji swobodnej 1 echa spinowego są odbierane i wanac- 
niane w części odbiorczej aparatury. Mogą one być zarejestrowane niezależ
nie przy użyciu oscylografu lub oscylografu pętlicowego.

Pomiary podłużnego czasu relaksacji T^ przeprowadzano metodą zerową [4] 
stosując trzy impulsy pola w.cz.: jf, 1T/2, 1Ti obserwując pojedyczne echa 
spinowe. Pomiary podłużnego czasu relaksacji Tg przeprowadzano metodą 
CARRA-PORCELLA [4"] w modyfikacji MEIBBOOMA-GILLA [5], stosując impuls ̂ ¡2 
i sekwencję n impulsów 7T oraz obserwując ciąg ech spinowych, których ob
wiednia stanowi eksponentę.

Badania przeprowadzono [6,7] w roztworach kwasu dezoksyrybonukleinowe
go (DNA), izolowanego z grasicy cielęcej i porównano z rezultatami uzyska
nymi poprzednio [8 ,9] dla białek - ovalbuminy, glikogenu i białka jaja ku
rzego.

Pomiary czasów relaksacji wykonywano dla DNA w stanie natysnym i zdena- 
turowanym oraz dla DNA. o różnym ciężarze cząsteczkowym, po degradacji me
chanicznej. Jako rozpuszczalników DNA używano roztworów NaCl o różnym stę
żeniu molowym.



Technika echa spinowego w zastosowaniu.. 143

Dla wszystkich roztworów DNA czasy relaksacji i Tg były skrócone w 
stosunku do rozpusuczalników i malały mcnotonicznie ze wzrostem stężenia 
DNA. Typowe doświadczalne zależności czasów relaksacji roztworów od stę
żenia DNA przedstawiono na Rys. 2.

Jak widać z wykresów, skrócenie po
przecznego czasu relaksacji Tg jest wię
ksze niż podłużnego T^. Po denaturacji 
skrócenie zarówno T^ jak i Tg zmniejsza 
się.

Przeprowadzone badania spektrograficz- 
ne DNA i rozpuszczalników [7] wykluczy
ły obecność jakichkolwiek zanieczyszczeń 
pararaagnetycznych, które mogłyby prowa
dzić do skrócenia czasów relaksacji, Skró
cenie T.j i Tg można wobec tego zinterpre
tować jedynie przy założeniu szybkiej wy
miany dipoli wodnych obecnych w nierota- 
cyjnej części uwodnienia DNA z wodą swo
bodną.

Wymianę tę można opisać analitycznie
równaniami, które wyprowadzono na podsta-

Rys. 2. Zależność czasów re~ wie teorii ZIMMERMANNA i BRITTINA [1Ó] . 
laksacji T. i T- od stężenia ~ . . .1 4  * Końcowe zależności na uwodnienie nierota-DNA dla natywnego DNA V i zde- , . .naturowanego DNA Va cyjne wn mają postać

(wn )i = k, 1n* <v2 k- T2 2n (1)

gdzie T1n i czasami relaksacji makromolekuły, stałe k^ i k2 są rów
ne

(2)

a T^w i Tgw oznaczają czasy relaksacji rozpuszczalnika,
T.j i Tg mierzone czasy relaksacji roztworów DNA i c stężenie DNA.

Ruch makromolekuły DNA w roztworze jest izotropowy, co przedyskutowano 
poprzednio [7], więc wielkości T1n i Tgn można wyrazić według teorii S0- 
LOMONA fil) w funkcji czasu korelacji T~ oznaczającego czas obrotu dro
biny w roztworze o kąt równy \J 2/3 radiana. Wzory na i TgB przybierai- 
ją wówczas postać

i er¥ r r 4 r 1 (3)
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1 3 r ,< r . 5 f  2 T  1

gdzie oznacza czynnik giromagnetyczny dla protonu, h stałą Plancka, b 
odległość między protonami w drobinie wody, równą 15.15 nm a<0- czę
stość rezonansową, w naszym przypadku równą co w 2 TT. 14 MHz.

Przez kombinację równań (1) i (3) uzyskujemy układ dwóch równań z nie
wiadomymi wfl iV. W dowolnym zakresie czasów korelacji najdogodniej jest 
rozwiązać ten układ metodą graficzną. Przykładowe rozwiązania przedstawio
no na Rys. 3.

Rys. 3. Graficzne wyznaczenie uwodnienia nierotacyjnego 1 czasu korelacji 
DNA dla natywnego DNA IY i DNA V oraz dla zdenaturowanego DNA Va

Krzywe wzrastające wyliczono na podstawie wartości (wn ).j. a krzywe ma
lejące - na podstawie wartości (wn )2 . Współrzędne punktów przecięcia przed
stawionych krzywych stanowią rozwiązania skonstruowanego układu. Linie 
3krajne oznaczają wykresy dla wartości k1 i k2 z uwzględnieniem dokład
ności ich wyznaczenia z pomiarów i T_,. Obszary zakreskowane oznaczają 
pole niepewności wyników.

Wyniki obliczeń uwodnienia nierotacyjnego 1 czasu korelacji DNA zesta
wiono w Tabeli 1 i porównano z analogicznymi parametrami wyznaczonymi dla 
białek.

Maksymalny błąd względny oznaczenia wartości uwodnienia jest rzędu 51*, 
a maksymalny błąd względny oznaczenia czasu korelacji - rzędu 101*.

Wykazano, że uwodnienie nierotacyjne makromolekuł ma wartość niewielką 
osiągającą w stanie natywnym maksymalnie wartość wn = 11.251* dla molekuł 
DNA o największym ciężarze cząsteczkowym.

Po denaturacji uwodnienie DNA wyraźnie maleje dla wszystkich badanych 
preparatów. Zmniejszenie uwodnienia obserwuje się również w miarę spadku 
ciężaru cząsteczkowego DNA.
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Tabela 1
Wyniki obliczeń uwodnienia nierotacyjnego w^ i czasu 
korelacji V dla DNA z grasicy cielęcej i dla białek

Biopolimer
Stężenie

Mx106
Stan natywny Stan

zdenaturowany
NaCl wn W  r - io_tiw wn W r .10-y[a]

DNA IV/65 0.15 7.70 10.10 1.21 - -
DNA V/65 0.15 6.00 8.55 1.47 5.95 2.09
DNA XIII /66 0.02 8.66 11.25 1.93 6.07 2.71
DNA XIIl/66a 0.02 6.50 8.50 1.55 4.90 2.28
DNA XIIl/66b 0.02 4.52 4.60 1.30 3.45 1.87

Białko jaja 
kurzego (£) roztwory 1.97 1.20 12.30 3.25
Ovalbumina (8) wodne 1.60 1.03 8.70 2.63
Glikogen (9) 5.26 2.01 - -

Z porównania uwodnienia DNA 1 białek widać, że uwodnienie nierotacyjne 
białek ma w Btanle natywnym wartości o wiele niższe niż uwodnienie niero
tacyjne DNA. W skrajnych przypadkach jest ono dla DNA ponad siedmiokrot
nie wyższe niż dla ovalbumlny. Ponadto relacja uwodnienia nlerotacyjnego 
w stanie natywnym i zdenaturowanym jest dla białek 1 DNA zupełnie inna. 
Dla białek uwodnienie nierotacyjne pod wpływem denaturacjl kilkukrotnie 
wzrasta, dla DNA - wyraźnie maleje.

W świetle tych wyników wydaje się, że nie można generalizować problemu 
uwodnienia wszystkich biopolimerów. 0 ile dla białek uzyskane wyniki po
twierdzają hipotezę wiązań hydrofobowych KAUZMANNA , które ulegając, 
zerwaniu w czasie denaturacjl mogą prowadzić do odsłonięcia grup polar
nych i wiązania większej ilości wody, dla DNA nie znajdujemy potwierdze
nia tej hipotezy.

Czas korelacji X , wyznaczony dla molekuł DNA w stanie natywnym ma war
tości porównywalne z analogicznymi wartościami T dla białek, choć ciężar 
cząsteczkowy DNA jest o dwa rzędy wielkości większy od ciężaru cząsteczko
wego badanych białek. Wynik ten dowodzi wyjątkowo szybkiej rotacji mole
kuł DNA w roztworze w stosunku do ich wielkońci.

Degradacja DNA, prowadząca do spadku ciężaru cząsteczkowego statystycz
nej molekuły, prowadzi zarówno w stanie natywnym jak i zdenaturowanym do 
zmniejszenia czasu korelacji, a więc 1 zwiększenia szybkości rotacji DNA. 
Za to denaturacja zarówno DNA jak i białek prowadzi do wyraźnego wzrostu 
czasu korelacji, a więc i ograniczenia ruchliwości molekularnej tych bio
polimerów.
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STUDY OF HYDRATION AND MOLECULAR MOBILITY OF BIOPOLIMERS 
BY SPIN-ECHO TECHNIQUE

S u m m a r y
The method for graphical determination of the nonrotational hydration 

and correlation time of the proteins and DNA molecules was described.Mea
surements of proton magnetic relaxation times T1 and T2 in aqueous solu
tions of biopolymers were performed. The relaxation times T1 and T2 were 
measured by spin echo technique on an apparatus with resonance frequency 
of 14 MHz. It was found, that the nonrotational hydration of DNA macromo
lecules reaches in native state the value of 8 -10 weight per cent and dec
reases with decreasing of the molecular weight. After dénaturation the hjr- 
dration of DNA molecules decreases. The correlation time for DNA in nati-Ove state was found as 1.2-1.4.10“ s and after dénaturation an incerase 
was observed. The results obtained for DNA were compared with data for 
proteins - ovalbumin, glicogen and egg white.
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UPKMEHEHKE METOflA CEKH-3X0 flJK KCCJIEHOBAHKfl niflPATAłWH 
K HCJIEKyJISPHOii IIOfiBliKHCCTk EEOlIOJIElIEPCfl

P e 3 d u e

Ks BpeueuH «arHHTKOü pexaiccuuHH npoTOHOB T j i  s  boshmc pacT B cpax
fie jm a h flHK, rpaijum ecicii iioJiyneHO BejiKHMHy HepoTaUHOHHcft n u p a T a u n H  u B p e - 
u a  KopejiauwH 3thx  MaKpoMOJiexyji» IJpHueHeuHe ueTOAa ciih h - sxc paspemn.no « 3 -  
MepHTb B peua peaaiecauHH h T-, Ha ycTaHOBite a n a  waCTOTu peaoH aH ca 14 
id ru . OnpeAeaeHO, >jto  senHHHHa iiepoTauHOHHofl rHApaTauHH aaKpouoJieKyB flHK 
Ana HBTHBHoro cocToaH H a paBHa 0-10%  B e c . h CHaacaeTca b saBHCHMOCTii ot n o -  
HHxeHHa u o aeK y aap H o ro  s e c a  aoneicyjibi. IJocae AeHaTypauuH raA p aiem aa  flHK n o -  
HKScaeTca. 3  HaTMBHoa cocToaHHM B peua KopeaauHH EHK HueeT BensmEHy 1 .2  -O
1 .4  • 10 c e a .  a nocae seKaTypaMHH yBejiHHHBaeTca.

Pe3yabTaTu noayveHU »na fiHK cpaBHCHo c peayjibTaTanH ncnyieHhiHH *xa 6eit- 
XOB.


