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Protonenspinrelaxation und Wasserbeweglichkeit in Muskelgewebe
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The frequency dependence of the proton spin relaxation in muscle tissue shows that the mobility
of the muscle water must be described by a continuous distribution of jumping times instead of
the usually assumed two-phase model. Measurements on frog muscles (rana esculenta and rana
pipiens, gastrocnemius) in the Larmor frequency range 3 kHz to 75 MHz can be understood
quantitatively by a log-gaussian distribution, which supports a close relation to protein solutions.

1. Problemstellung und Zielsetzung Giiltigkeit des Zweiphasen- oder Kontinuummodells
zu iiberpriifen; auf die Notwendigkeit solcher Disper-
sionsmessungen hatten bereits BRATTON und Mitarb. 2

hingewiesen.

Der trotz zahlreicher Bemiihungen ungeklirte Ord-
nungszustand und die Beweglichkeit von Wassermole-
kiilen in Muskelgewebe ! wurden in jiingster Zeit auch
mehrfach mit Methoden der magnetischen Kernspin-
resonanz 2-8 untersucht. Dabei diskutierte man im we-
sentlichen die Vorstellung, wonach das sich auf knapp
80 Gewichtsprozente belaufende Muskelwasser in zwei
durch unterschiedliche Beweglichkeiten charakterisier-
ten, gegeniiber der freien Fliissigkeit hoher geordneten
Konfigurationen vorliegen soll, wihrend die alterna-
tive Hypothese einer kontinuierlichen Struktur- und
Sprungzeit-Verteilung zwar mehrfach angedeutet 2 5,
mangels experimenteller Kontrollméglichkeiten jedoch
nicht niher verfolgt wurde. Beide Modelle sind im
Rahmen der gesicherten Hydratation von Proteinen,
die etwa 20 Gewichtsprozente des Muskels ausmachen,

2. Mefitechnik und Ergebnisse

Unsere Relaxationsuntersuchungen erfolgten an
Froschmuskeln (rana esculenta und rana pipiens, Ga-
strocnemius-Gewebe) mit an anderer Stelle®-11 beschrie-
benen frequenzvariablen Kernresonanz-Impulsspektro-
metern. Dazu wurden die Muskeln unverletzt ausfrisch
getdteten Tieren herausseziert und in schlieffbare Glas-
gefifle eingebracht, in denen sie wihrend der Dauer
eines Meflprogramms von einigen Tagen mit ihrem
eigenen Wasserdampfdruck im Gleichgewicht standen.
Zur Bestimmung der Dispersion der Protonenspinre-

denkbar.

Die in den letzten Jahren verfeinerten Methoden
der magnetischen Relaxationsspektroskopie® zum
Studium von molekularen Bewegungen mittels der
Magnetfeld- bzw. Larmorfrequenzabhingigkeit der
Kernspinrelaxationszeiten boten uns eine Chance, die

Sonderdruckanforderungen an Dr. F. Noack, Physika-
lisches Institut der Universitit D-7000 Stuttgart, Wieder-
holdstr. 13.

laxation im verfiigbaren Larmorfrequenzbereich, nim-
lich 3 kHz < vproton = Wproton/27 < 75 MHz, mufiten
drei Probengréflen zwischen 1 und 15 cm3 hergestellt
werden, die einen, zwei bzw. zwdlf Gastrocnemius-
Muskeln enthielten und deren gleiches Relaxationsver-
halten durch Kontrollmessungen sichergestellt werden
konnte. Mit unserem Spektrometer durchaus mégliche
Untersuchungen bei noch hdheren Larmorfrequenzen
wurden unterlassen, da die Muskeln hierzu wegen der
im Hochfeld magnetbedingt kleineren Probenkammern
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hitten zerschnitten werden miissen. Um Alterungspro-
zesse hinauszuzdgern, lagerten die Proben in den zur
Umjustierung der Apparatur erforderlichen Mefipau-
sen in einem Kiihlgefif bei +5 °C; iiber einen Zeit-
raum von 0,5 Stdn. bis zu 10 Tagen traten im Relaxa-
tionsverlauf keine nennenswerten Anderungen auf.

Die mit Standardverfahren ¢ parallel und senkrecht
zu vorgelegten Zeemanfeldern registrierten Relaxa-
tionsfunktionen (longitudinal: Hahnsche Sittigungs-
methode; transversal: Carr-Purcellund Gill-
M eib o om Technik) zeigten bei einer fiir unser Fliis-
sigkeitsspektrometer typischen Zeitaufldsung von etwa
einer Millisekunde im Rahmen der Mefigenauigkeit
jeweils einen einfach exponentiellen Verlauf, d. h.
nach dieser Totzeit geniigten die Relaxationszeiten T
bzw. T, iiber mehrere Zeitkonstanten hinweg zu ihrer
Festlegung. Dies steht einerseits im Einklang mit Be-
obachtungen an Rattenmuskeln 5 und bedeutet ande-
rerseits, dafl die an Nervengewebe ¢ im Millisekunden-
bereich gefundene Nichtexponentialitit des Kernsignal-
abfalls nicht ohne weiteres auf Muskeln zu iibertragen
st.
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Abb. 1. Abhingigkeit der longitudinalen und transversalen

Protonenspinrelaxationszeiten (7,, Tp) in Froschmuskelge-

webe (rana esculenta und rana pipiens, gastrocnemius) von

der Protonenlarmorfrequenz (vp) bzw. dem Dispersions-
produkt (2avp - 70 = WTy).

(a) rana esculenta: @ T, bei 25 °C, O T, bei 25°C, A T,
bei 0 °C, A T, bei 0 °C;

(b) rana pipiens: m T, bei 25 °C, y T, bei 0°C, X] T, bei

25 und 0 °C;

(¢) ———— Theoretischer Verlauf nach Gl. (3a—3c) mit
7o =1,1"-10-1 sec, «=0,15 sowie T,(0) =T5(0)=1,8 - 10-2 sec.

Unsere Ergebnisse sind in Abb. 1 zusammengefafit.
Diese Zeichnung veranschaulicht unter anderem (linke
und untere Skala) die an rana esculenta, gastrocne-
mius, bei 25 °C gemessene Abhingigkeit der Relaxa-
tionszeiten 7, und T, von der Protonenlarmorfrequenz
v, Ersichtlich sind beide Groflen erheblich kiirzer als
in reinem Wasser 12 13, besonders bei kleinen Abszis-
senwerten, wobei schon bei den niedrigsten zugingli-
chen Frequenzen im kHz-Gebiet eine geringe Disper-
sion von T, besteht, die oberhalb 100 kHz die Form
T, ~ (v,)%* annimmt. Insgesamt verliuft damit der
T, (v,)-Anstieg dhnlich wie in diamagnetischen Prote-
inldsungen 14-16 aber anders als in vielen paramagneti-
schen Losungen % 17,18 auflerordentlich flach; ein Ab-
biegen der T,-Dispersionskurve auf den in freiem
Wasser zu erwartenden Grenzwert hin, der unter Nor-
malbedingungen je nach Sauerstoffgehalt 2—3,5 sec
betragt 12 und der die Existenz ungebundener H,O-
Molekiile anzeigen wiirde, ist wegen der Mefigrenze
bei 75 MHz nicht erkennbar, kann allerdings auch
nicht ausgeschlossen werden. Anders als T, nimmt T,
im erfafiten Frequenzintervall von 450 kHz bis 75
MHz nur wenig zu, nimlich um knapp 309, was den
Meffehler kaum iibertrifft. Denn die etwa 10 mm lan-
gen Gewebeschnitte ragten bei den Untersuchungen im
hoheren Megahertzbereich stets aus dem homogenen
Zentrum der verwendeten Spektrometerspulen heraus
und erschwerten eine genaue Justierung der Apparatur.

Neben den zuvor erlduterten Daten enthilt Abb. 1
einige Angaben zur Temperaturabhingigkeit der Re-
laxation. Sie verdeutlichen bei 0 °C gegeniiber 25 °C
eine T,-Verkiirzung um durchschnittlich 209/ ohne
wesentliche Anderung der Form der Dispersion, wih-
rend die zugehorige To-Abnahme iiberraschenderweise
merklich kleiner ist bzw. im Rahmen der Mefgenauig-
keit vollig verschwindet. Letzteres war schon bei frii-
heren Experimenten !? mit dem amerikanischen Labor-
frosch rana pipiens aufgefallen; ein umfassender Ver-
gleich zwischen rana pipiens und rana esculenta Mus-
keln muflte leider unterbleiben, da die hierfiir vorge-
sehenen Proben beim Transit offenbar gelitten hatten
und nurmehr qualitativ ein zu Abb. 1 passendes Re-
laxationsverhalten erkennen lieflen.

Die von BRATTON 2, ABETSEDARSKAYA 3 und CHANG?
bei einzelnen Larmorfrequenzen fiir Muskelgewebe
verdffentlichten T,-Werte weichen von unseren Daten
in Abb. 1 bis zu einem Faktor zwei ab, wohingegen
die T-Ergebnisse gut iibereinstimmen. Diese insgesamt
relativ geringe Streuung bestitigt die in der Litera-
tur 7> 8 oft betonte Feststellung, daff die Kernresonanz



PROTONENSPINRELAXATION IN MUSKELGEWEBE 61

an biologischen Systemen trotz der Gewebevielfalt der
Groflenordnung nach meist auf #hnliche Resultate
fiihre; fiir quantitative Vergleiche ist jedoch eine iden-
tische Probenpriparation unabdingbar. Insbesondere
besteht eine starke Abhingigkeit der Relaxationszei-
ten vom Wassergehalt der Muskeln 19, weshalb bei den
vorliegenden Untersuchungen auf die hiufige Praxis
einer Gewebetrinkung mit der Ringerschen Losung 4
verzichtet wurde.

3. Diskussion

Unsere experimentellen Ergebnisse erlauben eine
Entscheidung zwischen dem Brattonschen Zwei-
phasen- und Kontinuummodell 2. Anhand des iiberaus
flachen T,-Anstiegs in Funktion der Protonenlarmor-
frequenz v, kann man ersteres, wonach Muskelwasser
mit den Hiufigkeitsdichten f, und f, in zwei durch
diskrete Sprungzeiten 7, bzw. 7, gekennzeichneten,
schnell austauschenden Konfigurationen (,solid-like®
und ,liquid-like‘) vorliegen soll und die Protonenspins
durch magnetische dipolare Wechselwirkung relaxieren,
leicht ausschliefen. Denn die hiernach zu erwartende
Dispersion der longitudinalen Relaxationsrate 1/T},
niamlich

2
1 o 1 1
T,(vp) Ty1(0) Z 5fiti

4fii
1+ (47 vp 11)2:I O

fiti
X 1+ @Qavp )2

die als Grenzfall eine charakteristische quadratische
Hochfrequenzasymptote

T,(vp)

~ 2

2rvpTi > 1 e @
enthilt, tritt entgegen den Brattonschen Vorstel-
lungen nicht auf. Dagegen gelingt eine befriedigende
Beschreibung der Frequenzabhingigkeit beider Rela-
xationszeiten unter der Annahme einer Protonenbe-
weglichkeit im Muskel mit Sprungzeitverteilung vom
Log-Gauflschen Typ, d. h. mit dem zuerst von OpA-
JiMA eingefithrten und begriindeten Formalismus 20, 21

1 1 J Qavp) + 4] (47 vp)
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Die Intensititsfunktion J(nzmy,; 74, &), die durch
einen Mittenparameter 7, und einen Breitenparameter
1/a die Sprungzeitstatistik festlegt (7 = 2 bzw. 4),
ibernimmt hier die Rolle der vier Konstanten (f;, f,
74, T5) aufweisenden Summe von D e b y e-spektren in
Gl. (1); sie gestattet es durch Verbreiterung der Ver-
teilung von 1/a = O ausgehend, die 7,-Dispersion
gegeniiber dem Zweiphasenmodell drastisch abzufla-
chen, was dem Experiment nahekommt. Eine Compu-
terauswertung des Integrals (3¢c) ergab mit dem Wer-
tetripel

T = 1,1 + 10-4sec
« = 015 “)
Ti0) = Ts(0) = 1,8 - 10-2sec

den in Abb. (1) eingezeichneten Verlauf der Relaxa-
tionszeiten als bestmdgliche Anpassung des Kontinu-
ummodells an die bei 25 °C vorliegenden Messungen.
Bei 0 °C fiihrte eine entsprechende Analyse auf 7, =
3,5 - 104 sec, @ = 0,16 und T,(0) = Ta(0) = 1,75 -
10-2 sec, wobei jedoch wegen der verschiedenen Tem-
peraturabhingigkeiten von 7, und T, Grenzen des
Ansatzes (3) unverkennbar blieben.

Derartige Sprungzeitverteilungen sind aus der Kern-
spinrelaxation von adsorbierten Fliissigkeiten 22-24 so-
wie speziell wiflriger Proteinldsungen 14-18 wohlbe-
kanntund haben dort ihre Ursache in 8rtlichen Schwan-
kungen der fiir die molekularen Bewegungsmechanis-
men maflgeblichen Aktivierungsenthalpie und -entro-
pie 2!, Sie iiberraschen daher in unserem Fall nicht
wenn man bedenkt, dafl neben dem dominierenden
Wasser die beiden Proteine Myosin und Aktin die
Hauptkomponenten des Muskelgewebes ausmachen 1.
Die T,-Frequenzabhingigkeit einer hochkonzentrier-
ten wiflrigen Serumalbumin- oder Ovalbumin-L6-
sung 16 entspricht in ihrer Form weitgehend dem in
Abb. 1 fiir Froschmuskeln wiedergegebenen Verlauf;
allerdings mit dem bemerkenswerten Unterschied, dafl
Proteinldsungen unter vergleichbaren Bedingungen ge-
rade noch einen schwachen Wendepunkt im T;-Anstieg
erkennen und dadurch zwe:i Ursachen der Verteilung
trennen lassen: langsame Proteinumlagerungen neben
schnellen Hydratwasser- und Kettensegmentbewegun-
gen. Da sich die Aufspaltung der Dispersion in zwei
Stufen mit zunehmender Konzentration der Losungen
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verwischt 15, 16, ist das Ausbleiben des fiir eine ent-
sprechende Analyse entscheidenden Wendepunktes im
Relaxationsdiagramm von Muskelgewebe nicht ver-
wunderlich, zumal die Art der Mefiproben eine zu-
sitzliche Unsicherheit ins Spiel bringt.

Die unvollstindige Analogie zwischen Muskelgewe-
be und Proteinlésungen beldfit damit die Frage unbe-
antwortet, ob und inwieweit das zuvor verworfene
Zweiphasenmodell in neuer Form in das fiir gut be-
fundene Kontinuummodell mit einzubeziehen ist, so
daf aus der eingangs gestellten Alternative eine Syn-
these werden konnte. Nach den Erfahrungen an reinen
Proteinen liegt es jedoch nahe, auch in Muskeln als
Relaxationszentren zweierlei Protonengruppen zu ver-
muten, die im Hydratwasser bzw. Proteingeriist, also
keinesfalls in unterschiedlichen Wasserphasen lokali-
siert sind und die sich durch differierende Sprungzeit-
verteilungen auszeichnen. Stiitzen hierfiir erbrachten
an einem Festkorperspektrometer 11 durchgefiihrte er-
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