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NOTIZEN

Kernmagnetische Relaxation in Proteinlosungen

R. KmmMIcH und F. Noack

I. Physikalisches Institut der Universitat Stuttgart
(Z. Naturforsch. 25 a, 299—301 [1970] ; eingeg. am 24. Dezember 1969)

a) MeBergebnisse

Zum Studium der Molekiilbewegung in Biopolyme-
ren wurde die magnetische Protonenrelaxationszeit Ty
in einigen wélrigen Proteinlésungen (Serum-Albumin
vom Rind, Gelatine) iiber einen sehr grolen Magnet-
feld- bzw. Larmorfrequenzbereich (1 Oe bis 3-10* Oe
2 4-10% Hz bis 1,2-108 Hz) bei verschiedenen Tempe-
raturen und Konzentrationen gemessen. Dazu wurde ein
frilher beschriebenes Kernresonanz-Impulsspektrome-
ter ! mit einer fiir kurze T;-Werte (= 5:1073 sec) und
kleine Probenvolumina (~ 15 cm3) geeigneten Zwei-
feldermethode 2 auf den Tieffeldbereich erweitert.

Unsere Ergebnise sind in der Abb.1 zusammenge-
fat: Das Auffallendste in diesem Diagramm ist die
bis zu kleinen Frequenzen herab auftretende Dispersion
der Relaxationszeiten, die den iiblichen Vorstellungen
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iiber das Einwirken der Makroviskositdt auf Spinsysteme
widerspricht. Die Abnahme von T; mit sinkender Fre-
quenz erfolgt ersichtlich in zwei Stufen, die im Beispiel
der Gelatinelosungen (links) deutlich getrennt sind,
wihrend sie im Fall der Serum-Albuminlésungen
(rechts) weitgehend ineinandergreifen. Aus diesem
Sachverhalt ist an Hand der bekannten Methoden der
magnetischen Relaxationsspektroskopie® zu folgern,
dal die Protonen der hydratisierten Proteinmolekiile
zweierlei Bewegungsprozesse ausfithren: Jede Disper-
sionstufe ist danach mit einer molekularen Umorientie-
rung verbunden, wobei das Produkt aus Sprungzeit
und mittlerer Dispersionsfrequenz ¥ von der GroBen-
ordnung eins ist. In fritheren dielektrischen* und ma-
gnetischen ® Untersuchungen wurde bislang nur ein ein-
ziger Bewegungsprozel3 diskutiert.

Wichtig scheint uns der Hinweis, dafl die Relaxation
im Rahmen der Megenauigkeit dennoch nur mit einer
Zeitkonstanten, also einfach exponentiell abldauft. Wir
schlieBen daraus, dal zwischen allen relaxierenden Pro-
tonenspins ein schneller Austausch im Zimmerman-
Brittinschen ® Sinne stattfindet, wodurch die beobachtete
Relaxationsrate einen gewichteten Mittelwert darstellt.
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Abb. 1. Frequenz- bzw. Magnetfeldabhidngigkeit der Protonenrelaxationszeit T'; in wéBrigen Losungen von Serum-Albumin
vom Rind (rechts; Konzentration C=28 Gewichts-Proz.) und Gelatine (links; Konzentration C=11% bzw. 30%) bei ver-
schiedenen Temperaturen. Das Serum-Albumin wurde von den Behring-Werken, die Gelatine von Serva bezogen.
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b) Deutung

Qualitativ deuten wir die MeBergebnise durch di-
polare Proton-Proton-Wechselwirkung zwischen sowie
innerhalb der Protein- und Wassermolekiile. Grob be-
trachtet 1dBt sich dabei die Gesamtheit der Protonen in
der Losung in zwei Phasen I und II aufteilen, namlich
in die Protonen des freien, nichthydratisierten Wassers
(I) und die Protonen der Proteinmolekiile samt deren
Hydrathiille (II). Von der Phase I erwarten wir in un-
serem Fall keinen nennenswerten Relaxationsbeitrag,
denn die Relaxationszeit des Wassers (T'1,25°c= 3,7 sec)
ist bei den hier verwendeten hohen Proteinkonzentra-
tionen der Losungen im Vergleich zu den MeBwerten
in Abb.1 vernachldssigbar. Die Phase II miifite dem
komplexen Aufbau der Proteine entsprechend genau
genommen in eine Vielzahl weiterer Unterphasen auf-
geteilt werden. Zur Erkldarung unserer Meflergebnisse
betrachten wir jedoch zunéchst nur solche Gruppen von
Phasen, deren Protonen wesentlich verschiedene Diffu-
sionskoeffizienten besitzen, d.h. wir beschrinken uns
auf die Unterscheidung von zwei Protonengruppen 7—?

(Abb. 2) :
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Abb. 2. Schematische Darstellung der Helix- und Knéuel-Be-
reiche in einer Gelatinelosung.

NOTIZEN

1. Protonen, die sich in den starren Bereichen der Pro-
teine, also vorwiegend in den Helixanteilen befin-
den;

2. schneller bewegliche Protonen, die sich vorwiegend
in den Knéuelanteilen und in der Hydrathiille auf-
halten.

Der ersten Gruppe ordnen wir die langsame Bewe-
gung zu, welche fiir die Tieffeld-Dispersionstufe verant-
wortlich ist. Das Hochfeld-Dispersionsgebiet resultiert
aus der schnelleren Diffusion der zweiten Gruppe. In
Ubereinstimmung mit diesem Bild steht, da8 die beiden
Dispersionsgebiete in Gelatine- und Serum-Albumin-
l6sungen verschieden gut aufgeldst sind. In Gelatine als
faserformigem Protein ist die Protonenbeweglichkeit
sowohl in den Helix- wie in den Knéuelbereichen (vgl.
Tab. 1) sicherlich grofler als in den entsprechenden Re-
gionen des globuldren Serum-Albumins, da im ersten
Fall rein geometrisch gesehen eine hohere Flexibilitét
zu erwarten ist.

Quantitativ 1dBt sich die beobachtete Frequenzabhin-
gigkeit T;(») mit den gebrduchlichen Relaxationsfor-
meln des Zweispin-Zweiphasenmodells (Hiipfmodell fiir
isotrope statistische Fluktuationen der Spinverbindungs-
vektoren mit Debyeschem Intensitdtsspektrum, schneller
Austausch der Phasen) nur unbefriedigend erfassen.
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sches Verhiltnis, H, Zeeman-Feld] folgt eine gegeniiber
dem Experiment in beiden Beispielen zu steile Disper-
sion. Als mogliche Ursachen dafiir kommen u. a. aniso-
trope Rotationsbewegungen, translatorische Diffusions-
schritte und ganz allgemein (durch den komplexen
Molekiilbau bedingte) Sprungzeitverteilungen in Frage,

Tab. 1. Mittlere Sprungzeiten 7, , 7, der

Protein Konz./% Temp./°C a, 7,/sec as 7,/sec Protonenbewegung in den Helix- und
Knéuelbereichen wiBriger Proteinlosun-
Serumalbumin 28 0 046  5,55-10—8 2,0 1,1-10—° gen nach Abb.1 und Gl (1) in Ver-
Serumalbumin 28 30 0,46 3,2:10—8 2,0 5,7-10—10 bindung mit einer Log-GauB3-Verteilung
Gelatine 30 0 0,34 4,4-10—° 0,6 1,5-10—10 9(t/ti) =ai/ V-exp{— (ailn 7/1;)2},
Gelatine 30 15 0,34 2,8-10—° 0,6 8,4-10—11 i=1 bzw. 2,
Gelatine 11 0 0,38 4,2-10—° - . mit dem Breitenparameter a;. Die Werte
HiihnereiweiB 10 20 034 15-10-° _ _ fiir Hithnereiweil sind aus Ref. ® ent-
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deren eindeutige Trennung jedoch Messungen an weite-
ren Proteinen voraussetzt.

Beispielsweise fithrt die Anpassung mit einer Log-
Gaul}-Sprungzeitverteilung > 1° niherungsweise zu den
in Tab.1 angegebenen mittleren 7-Werten. Die aus di-
elektrischen Dampfungsmessungen ¢ bekannten Sprung-
zeiten sind allesamt ldnger und zeigen zudem nicht so
groBe 7,/t,-Verhiltnisse (etwa 30 bis 50). Das Aus-
bleiben schnellerer Sprungzeiten im Falle der dielektri-
schen Relaxation fithren wir darauf zuriick, daB bei
elektrischen, auf das Gesamtmolekiil bezogenen Dipol-
umlagerungen in einem hydratisierten Protein Bewe-
gungen von Teilbereichen weniger gut differenzierbar

Die Dampfdrudkkurve von In,S,

G. BoLLMANN und H. NELKOWSKI

I1. Physikalisches Institut der Technischen Universitédt Berlin
(Z. Naturforsch. 25 a, 301—302 [1970] ; eingeg. am 27. Dezember 1969)

The temperature dependence of the In,S; vapour pressure
was investigated by means of the effusion method using radio-
active In-116. In the range from 900 —1200 K the pressure is
given by log p=—1.118-104/T +9.23.

Die Kenntnis der Dampfdruckkurven wird u.a. in
der Festkorperphysik fiir Untersuchungen der Diffusion
aus der Gasphase benotigt. Derartige Daten sind je-
doch fiir viele der zur Dotierung von Halbleitern und
Leuchtstoffen wichtigen Verbindungen nicht bekannt.
Fiir die Untersuchung der Diffusion von In in ZnS1
wurde deshalb mittels der Effusionsmethode 2 die Tem-
peraturabhingigkeit des Dampfdrucks von In,S; be-
stimmt. Das dafiir benutzte radiochemische Verfahren
erwies sich als leicht durchfithrbar und lieferte sehr re-
produzierbare Werte, deshalb sei es hier mitgeteilt.

Bekanntlich ist die Effusionsrate G:Am/a:t, d. h.
die Masse Am, die in der Zeit t durch eine Offnung
vom Querschnitt ¢ ins Vakuum transportiert wird, dem
Dampfdruck p proportional, solange die freie Wegldnge
groB ist gegen den Lochdurchmesser (Knudsen-Bedin-
gung) :

p=GR2aRT/M)" . (1)
Dabei ist R die Gaskonstante, T die absolute Tempera-
tur, M das Molekulargewicht und » ein Formfaktor.
Fiir Lochblenden hingt » nur vom Verhéltnis des Loch-
durchmessers zur Wandstarke der Blende ab, fiir diesen
Fall wurde » von KENNARD 3 berechnet.

Abbildung 1 zeigt das MeBgefaf3. Ein ca. 15 c¢cm lan-
ges Quarzrohr von 8 mm Innendurchmesser ist in den
Verdampfungsraum (links) und den Kondensations-
raum (rechts) unterteilt. Das wurde dadurch erreicht,
dal ein Quarzrohr einseitig zu einer Kapillare ausge-
zogen und diese so abgetrennt wurde, daB eine Offnung
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sind als in magnetischen Spinsystemen: In gro8en Mo-
lekiilen wie den Biopolymeren muB nicht jede Relativ-
bewegung zweier Protonen, die magnetisch relaxierend
wirkt, gleichzeitig das elektrische Dipolmoment &n-
dern. Die beobachtete Verkiirzung der Sprungzeiten
mit steigender Temperatur bzw. abnehmender Protein-
konzentration ist im Rahmen eines Arrhenius-Gesetzes
verstdndlich.

Allen unseren Kollegen, insbesondere den Herren G. PREIs-
sING und G. HELD, danken wir fiir niitzliche Ratschldge. Der
Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die zur
Verfiigung gestellten Sach- und Personalmittel.
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Abb. 1. Schematische Darstellung des MeBgefdBBes und des
Temperaturverlaufs.

von ca. 0,05 mm ( entstand. Durch Stauchen dieses
Endstiickes und Anschmelzen eines zweiten Rohres, an
dessen anderem Ende sich der Einfiillstutzen befindet,
wurde die endgiiltige Form hergestellt. Nach dem Ein-
fiilllen der zu untersuchenden Substanz und sorgfilti-
gem Evakuieren unter griindlichem Ausheizen wird das
Versuchsgefdll abgeschmolzen.

In der Abildung ist auch die Temperaturverteilung
wihrend der Effusionsmessung skizziert. Der Verdamp-
fungsraum befindet sich auf der Temperatur, fiir welche
der Dampfdruck bestimmt werden soll. Die Temperatur
des dufleren Endes des Kondensationsraumes wird da-
bei so niedrig gehalten, dal} eine Riickdiffusion in den
Verdampfungsraum vernachldssigt werden kann.

Fiir die Untersuchung wurde In,S; benutzt, welches
durch Neutronenbestrahlung aktiviert worden war.
(Aktives Isotop: In-116, Halbwertszeit 54,2 min.) Da-
durch konnte die Bestimmung der transportierten Masse
auf eine Aktivitdtsmessung zuriickgefiihrt werden. Die
Nachweisgrenze von ca. 10712 g In,S; war dabei durch
den Neutronenflul des fiir die Aktivierung benutzten
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3 E. H. KenNARD, Kinetic Theory of Gases, McGraw-Hill,
New York 1938.



