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TECHNIKA ECHA SPINOWEGO W ZASTOSOWANIU DO BADAN ]
UWODNIENIA I RUCHLIWOSCI MOLEKULARNEJ BIOPOLIMEROW

Streszczenie. Scharakteryzowano metode pozwalajacg na gra-

ficzne wyznaczenie uwodnienia nierotacyjnego i czasu kore-
lacji molekut biatek 1 DNA z pomiaréw magnetycznych cza-
s6w relaksacji protonéw T 1 T2 w wodnych roztworach tych

zwigzkéw. Czasy relaksacji T i T2 wyznaczano technikg e-

cha spinowego na aparaturze o czestosci rezonansowej 14

MHz. Stwierdzono, $e nierotacyjne uwodnienie makromolekut

DNA jest w stanie natywnym rzedu 8-10# wagowych i zmniej-

sza sie w miare spadku ciezaru czgsteczkowego. Po denatu-

racjl uwodnienie molekut DNA maleje. Czas korelacji DNA

ma w stanie natywnym wartos¢ 1.2 - 1.4 . 10“8s i po dena-

turacji wzrasta. Wyniki uzyskane dla DNA poréwnano wynika-
mi uzyskanymi dla biatek - owalbumlnu, gllkogenu i biatka

jaja kurzego.

Wszelkie procesy zyciowe zachodza w Srodowisku, ktore w okoto 80 - 90#
sktada sie z wody, a w okoto 10-20# ze skdtadnikéw niewodnych, w tym bio-
polimeréw czyli makromolekut biologicznie aktywnych. Oddziatywania makro-
molekut z poszczegélnymi dipolami wodnymi prowadzg do strukturalnego wig-
zania drobin wody przez makromolekute i tworzenia warstwy hydratacyjnej
okreslanej roéwniez mianem uwodnienia. Znajomos¢ uwodnienia jest bardzo i-
stotng Informacjg zwigzang ze stabilnosciag i stabilizacja strukturalng bio-
polimeru.

Wyniki pomiardéw uwodnienia biopolimeréw dokonywanych réznymi metodami
byty dotad bardzo rozbiezne. Réwniez teoretyczne modele wigzania wody
przez makromolekute sprowadzi¢ mozna do dwéch rozbieznych hipotez,obu uza-
sadnionych z punktu widzenia termodynamiki. Weddug KLOTZA [i] makromole-
kuta wigze duzg ilos¢ wody, porzadkujac dipole wodne w postaci sieci lo-
dopodobnej. Weddtug KAUZMANNA [2] makromolekuty raczej unikaja bezposSred-
nego kontaktu z faza wodng, tworzac wigzania hydrofobowe.

Wydaje sie, ze wiekszo$¢ rozbieznosci dotyczaca uwodnienia biopolime -
row wynikata z faktu, ze stosowane do oznaczania uwodnienia metody nie po-
zwalaty na rozréznienie dwéch stanéw wody w roztworze - drobin zwigzanych
strukturalnie przez makromolekute i drobin jedynie uporzadkowanych.

Metoda, ktdérg przedstawiamy, umozliwia takie rozréznienie, _gdyz przy
jej zastosowaniu wyznacza sie tzw. uwodnienie nierotacyjne,czyli te czesé
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warstwy hydratacyjnej, ktérej dipole nie rotuja swobodnie w polu wysokiej
czestosci, a wiec sa integralnie zwigzane z makromolekuta.

Opracowana metoda polega na zastosowaniu techniki echa spinowego do po-
miaru podtuznego i poprzecznego Tg czasow relaksacji protonéw w wod-
nych roztworach biopolimeréw.

Technika echa spinowego stanowi impulsowga modyfikacje metod z zakresu
magnetycznego rezonansu jadrowego. Schemat blokowy zastosowanej aparatury
[31 przedstawiono na Rys. 1.

Natezenie pola magnetycznego wytworzonego przez magnes staly wynosi o-
koo 3280 gaussow i odpowiada sScisle czestosci rezonansowej dla protonéw
réwnej 14 MHz. Badane proébki umieszcza sie w cewce odbiorczej gtowicy po-
miarowej i poddaje sie dziataniu impulséw pola wysokiej czestosci spet-
niajacej warunek rezonansu. Impulsy sa wytwarzane przez czes$¢ nadawczag a-
paratury. Sygnaty precesji swobodnej 1 echa spinowego sa odbierane i wanac-
niane w czesci odbiorczej aparatury. Moga one by¢ zarejestrowane niezalez-
nie przy uzyciu oscylografu lub oscylografu petlicowego.

Pomiary podduznego czasu relaksacji T" przeprowadzano metodg zerowa [4]
stosujac trzy impulsy pola w.cz.: Jf, I1/2, 1Ti obserwujac pojedyczne echa
spinowe. Pomiary podduznego czasu relaksacji Tg przeprowadzano metoda
CARRA-PORCELLA [47 w modyfikacji MEIBBOOMA-GILLA [5], stosujac impuls 72
i sekwencje n impulséw 7T oraz obserwujac ciag ech spinowych, ktérych ob-
wiednia stanowi eksponente.

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

Pomiary czaséw relaksacji wykonywano dla DNA w stanie natysnym i zdena-
turowanym oraz dla DNA. o réznym ciezarze czasteczkowym, po degradacji me-
chanicznej. Jako rozpuszczalnikéw DNA uzywano roztwordéw NaCl o réznym ste-
zeniu molowym.
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Dla wszystkich roztworéw DNA czasy relaksacji i Tg byty skrécone w
stosunku do rozpusuczalnikéw i malaty mcnotonicznie ze wzrostem stezenia
DNA. Typowe doswiadczalne zaleznosci czaséw relaksacji roztworéw od ste-
zenia DNA przedstawiono na Rys. 2.

Jak wida¢ z wykresoéw, skrécenie po-
przecznego czasu relaksacji Tg jest wie-
ksze niz podtuznego T/. Po denaturacji
skrécenie zaréwno T jak i Tg zmniejsza
sie.

Przeprowadzone badania spektrograficz-
ne DNA i rozpuszczalnikéw [7] wykluczy-
4y obecnos$¢ jakichkolwiek zanieczyszczenh
pararaagnetycznych, ktére mogtyby prowa-
dzi¢ do skroécenia czasow relaksacji, Skro-
cenie Tj i Tg mozna wobec tego zinterpre-
towa¢ jedynie przy zatozeniu szybkiej wy-
miany dipoli wodnych obecnych w nierota-
cyjnej czesci uwodnienia DNA z wodg swo-
bodna.

Wymiane te mozna opisac analitycznie
réwnaniami, ktoére wyprowadzono na podsta-

Rys. 2. Zaleznos$¢ czasow re~ wie teorii ZIMMERMANNA i BRITTINA [10] .
laksacji Tl i4T— od stegzenia

DNA dla natywnego DNA V i zde-

Korncowe zaleznosci na uwodnienie nierota-

naturowanego DNA Va cyjne wn maja postaé
@noF =K, g <:\/:2 k3 Ton @
gdzie Tin i czasami relaksacji makromolekuty, state k™ i k2 sg réow-

ne

@)

a T™w i Tgw oznaczaja czasy relaksacji rozpuszczalnika,
Tj i Tg mierzone czasy relaksacji roztworéw DNA i c stezenie DNA.

Ruch makromolekuty DNA w roztworze jest izotropowy, co przedyskutowano
poprzednio [7], wiec wielkosci T1n i Tgn mozna wyrazi¢ weddug teorii SO-
LOMONA fil) w funkcji czasu korelacji T~ oznaczajgcego czas obrotu dro-
biny w roztworze o kat réwny \2/3 radiana. Wzory na i TgB przybierai-
Jja woéwczas postac

1 er¥rr 4r 1 .
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1 3 r,<r 5f 2T 1
gdzie oznacza czynnik giromagnetyczny dla protonu, h staltg Plancka, b
odlegtos¢ miedzy protonami w drobinie wody, réwnag 15.15 nm a<0- cze-

stos¢ rezonansowag, w naszym przypadku réwng COw 2 TT.14 MHz.

Przez kombinacje rownan (1) i (3) uzyskujemy uktad dwéch réwnan z nie-
wiadomymi  wfl iv. w dowolnym zakresie czaséw korelacji najdogodniej jest
rozwigza¢ ten uktad metoda graficzna. Przyktadowe rozwigzania przedstawio-
no na Rys. 3.

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

Krzywe wzrastajgce wyliczono na podstawie wartosci (wn).j. a krzywe ma-
lejace - na podstawie wartosci (wWn)2. Wspéirzedne punktédw przeciecia przed-

stawionych krzywych stanowig rozwigzania skonstruowanego uktadu. Linie
3krajne oznaczaja wykresy dla wartosci k1l i k2 z uwzglednieniem doktad-
nosci ich wyznaczenia z pomiaréw i T_,. Obszary zakreskowane oznaczaja

pole niepewnosci wynikéw.

Wyniki obliczen uwodnienia nierotacyjnego 1 czasu korelacji DNA zesta-
wiono w Tabeli 1 i pordéwnano z analogicznymi parametrami wyznaczonymi dla
biatek.

Maksymalny b#ad wzgledny oznaczenia wartosci uwodnienia jest rzedu 5%,
a maksymalny b#ad wzgledny oznaczenia czasu korelacji - rzedu 101*.

Wykazano, ze uwodnienie nierotacyjne makromolekut ma wartos¢ niewielka
osiggajaca w stanie natywnym maksymalnie wartos¢ wn = 11.251* dla moleku#
DNA o najwiekszym ciezarze czasteczkowym.

Po denaturacji uwodnienie DNA wyraznie maleje dla wszystkich badanych
preparatéw. Zmniejszenie uwodnienia obserwuje si¢ réwniez w miarge spadku
ciezaru czasteczkowego DNA.
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Tabela 1
Wyniki obliczen uwodnienia nierotacyjnego w" i czasu
korelacji V dla DNA z grasicy cielecej i dla biatek
Stezenie Stan
Biopolimer Mx106 stan natywny zdenaturowany
NaCl wn W r - io_tiw wnW r .10-y[d]
DNA 1V/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 X111 /66 0.02 8.66 11.25 1.93 6.07 2.71
DNA X111/66a 0.02 6.50 8.50 1.55 4.90 2.28
DNA X111/66b 0.02 4.52 4.60 1.30 3.45 1.87
Biatko 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 poréwnania uwodnienia DNA 1 biatek wida¢, ze uwodnienie nierotacyjne
biatek ma w Btanle natywnym wartosci o wiele nizsze niz uwodnienie niero-
tacyjne DNA. W skrajnych przypadkach jest ono dla DNA ponad siedmiokrot-
nie wyzsze niz dla ovalbumlny. Ponadto relacja uwodnienia nlerotacyjnego
w stanie natywnym i zdenaturowanym jest dla biatek 1 DNA zupednie inna.
Dla biatek uwodnienie nierotacyjne pod wptywem denaturacjl kilkukrotnie
wzrasta, dla DNA - wyraznie maleje.

W Swietle tych wynikéw wydaje sie, ze nie mozna generalizowac¢ problemu
uwodnienia wszystkich biopolimeréw. 0 ile dla biatek uzyskane wyniki po-
twierdzajag hipoteze wigzan hydrofobowych KAUZMANNA , ktore ulegajac,
zerwaniu w czasie denaturacjl moga prowadzi¢ do odstoniecia grup polar-
nych i wigzania wiekszej ilosci wody, dla DNA nie znajdujemy potwierdze-
nia tej hipotezy.

Czas korelacji X , wyznaczony dla molekut DNA w stanie natywnym ma war-
tosci poréwnywalne z analogicznymi wartos$ciami T dla biatek, choé ciezar
czasteczkowy DNA jest o dwa rzedy wielkosci wiekszy od ciezaru czasteczko-
wego badanych biatek. Wynik ten dowodzi wyjatkowo szybkiej rotacji mole-
kut DNA w roztworze w stosunku do ich wielkonci.

Degradacja DNA, prowadzgca do spadku ciezaru czasteczkowego statystycz-
nej molekuty, prowadzi zaréwno w stanie natywnym jak i zdenaturowanym do
zmniejszenia czasu korelacji, a wiec 1 zwiekszenia szybkoSci rotacji DNA.
Za to denaturacja zaréwno DNA jak i biatek prowadzi do wyraznego wzrostu
czasu korelacji, a wiec i ograniczenia ruchliwosci molekularnej tych bio-
polimerdw.
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STUDY OF HYDRATION AND MOLECULAR MOBILITY OF BIOPOLIMERS
BY SPIN-ECHO TECHNIQUE

Summary

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 Tl and T2 in aqueous solu-
tions of biopolymers were performed. The relaxation times Tl 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 decrease%. The correlation time for DNA in nati-
ve 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 METOFIA CEKH-3X0 fIJK KCCJIEHOBAHKFI nifIPATA¥WH
K HCJIIEKyJISPHORT 110FiBIIKHCCTk EEOHIQIIENIERCE

Pesdue

Ks BpeueuH «arHHTKOU pexaiccuuHH npoTOHOB Tj i S boshmc pacTBcpax
fiejma h FIHK, rpaijumecicii iioJiyneHO BejiKHMHy HepoTaUHOHHcft nupaTaunH u Bpe-
ua KopejiauwH 3thx MaKpoMOJiexyji» IJpHueHeuHe ueTOAa ciihh-sxc paspemn.no «3-
MepHTb Bpeua peaaiecauHH h T-, Ha ycTaHOBite ana waCTOTu peaoHaHca 14
idru. OnpeAeaeHO, 3to senHHHHa iiepoTauHOHHofl rHApaTauHH aaKpouolieKyB  fIHK
Ana HBTHBHoro cocToaHHa paBHa 0-10% Bec. h CHaacaeTca b saBHCHMOCTii ot no-
HHxeHHa uoaeKyaapHoro seca aoneicyjibi. 1Jocae AeHaTypauuH raApaiemaa fIHK no-
HKScaeTca.OS HaTMBHoa cocToaHHM Bpeua KopeaauHH EHK HueeT BensmEHy 1.2 -
1.4 « 10 cea. a nocae seKaTypaMHH yBejiHHHBaeTca.

Pe3dyabTaTu noayveHU »na fiHK cpaBHCHo c peayjibTaTanH ncnyiethiHH *xa Gt
XOB.



