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sec. Die Differenz der MeBwerte 1/7y —1/T; be-
tragt bei Benzol nur 0,003 und ist somit erheblich
kleiner als bei vielen anderen Autoren.

Fir Ty 5> 1 sec lassen sich die Messungen bei so
kleinen H;-Werten durchfithren, dal verschiedene
Protonen bei chemischen Verschiebungen > 1 ppm
getrennt untersucht werden konnen. Auch bei einer
Wasserstoffkonzentration von 1073 g/ml wird noch
eine ausreichende Signalintensitét erhalten. Aus den
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gemessenen Relaxationszeiten T, ergeben sich na-
tirliche Linienbreiten bis zu 1072 Hz, die weit un-
terhalb der bei bester Magnetfeldhomogenitit prak-
tisch erreichbaren Werte liegen.

Herrn Professor Dr. G. V. ScHULZ und Herrn Pro-
fessor Dr. G. MEYERHOFF danke ich fiir anregende Dis-
kussionen, der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir
die Bereitstellung von Sachmitteln.

Zur Deutung der kernmagnetischen Relaxation in Proteinldsungen *

R.KimmicH und F. Noack

Physikalisches Institut der Universitdt Stuttgart

(Z. Naturforsch. 25 a, 1680—1684 [1970] ; eingegangen am 20. August 1970)

Measurements of longitudinal and transversal proton relaxation times in both H,O and mixed
H,0/D,0 protein solutions show a low-frequency as well as a high-frequency dispersion of the
longitudinal relaxation time and a nonexponential two-phase transversal relaxation. These results
are discussed qualitatively in terms of “rigid” and “mobile” relaxation centers within the protein

molecules.
1. Einfiithrung

In einigen kiirzlich veroffentlichten Arbeiten ™4
wurde die Frequenzabhéngigkeit der longitudinalen
Protonenrelaxationszeit T; in wéfirigen Protein-
lésungen untersucht. Das Auftreten zweier Disper-
sionsgebiete 3, ndmlich einer Tieffeld- bzw. Hochfeld-
dispersion in (wegen der leichteren Nachweisbarkeit
konzentrierten) Losungen von Serumalbumin und
Gelatine, warf dabei erneut die Frage auf, welche
der drei Protonenphasen (Proteinprotonen, Proto-
nen in der Hydrathiille und Protonen des ungebun-
denen Solvens) fiir das spezifische magnetische Re-
laxationsverhalten dieser Kernspinsysteme verant-
wortlich ist.

Nach einem Vorschlag von HENNEL und Mit-
arb.1'5 wird die Relaxationsrate der Wasserproto-
nen in Losungen verschiedener Hiithnereiproteine
durch stark rotationsbehinderte, jedoch mit dem
freien Losungsmittel schnell gegeniiber T'; austau-

Sonderdruckanforderungen an Dr. F. Noack u. Dipl.-Phys.
R. KmvmMicH, Phys. Inst. der Universitat Stuttgart, D-7000
Stuttgart, Wiederholdstrafle 13.

* Auszugsweise vorgetragen auf der Physikertagung Darm-
stadt 1970 sowie auf der IV-th International Conference
on NMR in Biological Systems in Oxford 1970.

1 S, BLicHARSKA, J. HENNEL u. Mitarb.,, BBA 207, 381
[1970].

2 S. H. K6n16 u. W. E. SCHILLINGER, J. Biol. Chem. 244,
3283 [1969].

schende Wassermolekiile der Hydratschale® be-
stimmt. Die Proteinprotonen selbst sollen eine nicht-
beobachtbar kurze Relaxationszeit besitzen. Da eine
derartige Rotationsbehinderung nur eine einfache
Ty-Dispersion erklart, schlagen KOENIG und ScHIL-
LINGER 2 zur Deutung der Hochfelddispersion (be-
obachtet an Apotransferrin in Wasser) ergdnzend
eine sterische Behinderung der Wassermolekiile in
der Nahe der hydratisierten Proteinmolekiile vor.
Als weiterfilhrende Untersuchungen haben wir so-
wohl mit einem globuldren wie mit einem fibrillaren
Protein zwei Experimente durchgefiihrt, die eine
bessere Trennung der verschiedenen Phasen als die
bisherigen Messungen erlauben und dadurch den
Einbezug der Spindiffusion in die genannten Relaxa-
tionsmodelle erfordern. Diese Aufschliisselung ge-
lang einerseits mit Hilfe eines breitbandigen Kern-
resonanzimpulsspektrometers 7, wodurch sicherge-
stellt wurde, dafl das Kernsignal sdmtliche Protonen-
phasen erfafit; und andererseits durch Beobachtung

3 R. KimmicH u. F. Noack, Z. Naturforsch. 25 a, 299 [1970].

4 R. KimmicH u. F. Noack, Z. Angew. Phys. 29, 248 [1970].

5 0. K. Daszkiewicz, J. W. HENNEL u. Mitarb., Nature Lon-
don 200, 1006 [1963].

6 J. ZIMMERMAN u. W. BrrrTIN, J. Phys. Chem. 61, 1328
[1957].

7 U. HaeBerLEN, Kolloid-Z. und Z. Polymere 225, 15 [1968];
Z. Angew. Phys. 23, 341 [1967].
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des Dispersionsverhaltens der Proteinprotonen selbst
in (soweit wie aus Griinden der Nachweisempfind-
lichkeit moglich) deuterierten Losungsmitteln.

2. Serumalbumin-Lésungen

2.1. Experimentelle Ergebnisse

Als Beispiel fiir globuldre Proteine wihlten wir Se-
rumalbumin vom Rind (,reinst“; Hersteller: Behring-
werke AG; elektrophoretischer Reinheitsgrad: 100%),
das in entgastem destilliertem Wasser (H,0-, D,O- und
H,0/D;0-Gemische, H,0-Leitfihigkeit << 0,1 us) ge-
16st wurde. Zur Vermeidung von Alterungserscheinun-
gen mufiten die Proben in Glasrohrchen mit méglichst
kleinem Restgasvolumen versiegelt werden.

Das mit unserem breitbandigen Festkorper-Spektro-
meter 7 (90°-Impuls: 2 usec; Totzeit: 5 usec; Larmor-
Frequenzbereich: 4—86 MHz) aufgenommene trans-
versale Kernsignal der Protonen dieser Losungen setzt
sich aus zwei Komponenten zusammen: Neben dem
iiberwiegenden Fliissigkeits-Signal (FL) mit langem T,
(=70 msec bei 44 MHz und 22 °C) tritt eine Fest-
kérper-Komponente (FK) mit kurzer Relaxationszeit
(T = 60 usec bei denselben Bedingungen) auf. Das
FK-Signal 148t sich besonders deutlich in einer D,O-
Losung nachweisen (Abb. 1). Die relative FK-Ampli-
tude Ark/Agesamt steigt mit sinkender Temperatur stark
an (Tab. 1), bleibt dabei jedoch im untersuchten Tem-
peraturbereich stets kleiner als das Verhiltnis der Pro-
tein- zur Gesamtprotonenzahl. Da das FK-Signal sicher
von den Proteinmolekiilen herriihrt, muB demnach ein
Teil der Proteinprotonen zum Fliissigkeitssignal bei-
tragen und um so mehr dafiir verantwortlich sein, je
groBler der Dy0-Gehalt des Losungsmittels ist.

Abb. 1. Protonensignal einer Serumalbuminlésung in D,0

(0,39 g Serumalbumin/cm® D,0) ; Protonenlarmorfrequenz:

44 MHz; Temperatur: 20 °C; Zeitablenkung: 100 usec/cm;

Probenalter: 1 h. Hersteller des Serumalbumins (vom Rind) :
Behringwerke.

Soweit es Nachweisempfindlichkeit und Auflosungs-

vermogen unseres Fliissigkeits-Spektrometers4 (Fre-
quenzbereich 3 kHz bis 120 MHz) erlaubten, wurde die
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Abhéngigkeit der longitudinalen Protonenrelaxations-
zeit T; von der Larmor-Frequenz »p in ganz oder teil-
weise deuterierten LOsungen gemessen; und zwar so-
wohl fiir das gesamte Kernsignal (FK+FL) als auch
fir die Fliissigkeitskomponente (FL) allein. Die meB-
technischen Einzelheiten sind in 4 beschrieben. Im Ge-
gensatz zur transversalen ist die longitudinale Relaxa-
tion des Gesamtsignals (FK+FL) bei allen untersuch-
ten Proben innerhalb der MeBgenauigkeit einfach ex-

Temperatur AFK : Ages AFK : Ages
O H,0-Lésung D,0-Losung
-5 0,12 0,45
0 0,08 —
15 — 0,21
30 0,03 0,13

Tab. 1. Relative Amplitude AFg/Ages der Festkorpersignal-
Komponente in Serumalbuminlésungen (1 g Serumalbumin
pro 2,56 cm® Losungsmittel, gemessen bei der Protonen-Lar-
mor-Frequenz 44 MHz). Das Probenalter lag zwischen 1 h
und 220 h, in diesem Zeitraum traten keine Alterungseffekte
auf. Die Gesamtamplitude Ages wurde 10 usec nach dem An-
fang des 90°-Impulses abgelesen und auf Impulsende extra-
poliert.

ponentiell. Abbildung 2 verdeutlicht, daB eine mehr
oder weniger starke Deuterierung der Proben den Ver-
lauf der T,-Dispersion nur unwesentlich beeinfluflt:
Sowohl im Tieffeld- als auch im Hochfeldbereich bleibt
eine Verldngerung der Relaxationszeiten gegeniiber der
nichtdeuterierten Losung gemdB & aus, was bei einer

H,

0
Oe
06 10° 10’ 102 10° 10*
) - ; - —r
no ] ¥
Sec | /
o
/n
)V/(
5.7
//
o1 7
b e
] o,/
7
] -
- >
e/
’/
—"./
-7
002 e ———rr e rrro
0% 10° 10° 0’ ,  10°
e o 3 P
Hz

Abb. 2. Frequenzabhingigkeit der longitudinalen Relaxations-

zeit T, in waBriger Losung von Serumalbumin (SA). Konzen-

tration: 0,39 g SA/cm® Losungsmittel; Temperatur: 0 °C.

® SA in einer H,0/D,0-Mischung, 50 Vol.-% D,0, FL-Signal;

Probenalter: 1 h bis 1 Woche. X SA in D,0, FL-Signal; Pro-

benalter: 1 h. [] SA in D,0, Gesamtsignal (FL+FK) ; Pro-
benalter: 1 h. ——— SA in HyO (nach 3).

8 W. A. ANDERSON u. J. T. ArNoLD, Phys. Rev. 101, 511
[1956].
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einzelnen Frequenz (14 MHz) an Hiihnereiproteinen
bereits frither von BLICHARSKA und Mitarbeitern! ge-
funden wurde. Nach ® und ! bedeutet dies, da der
entscheidende Relaxationsprozel innerhalb der Protein-
molekiile (intramolekulare Wechselwirkung) erfolgen
muf}. Insbesondere bestdtigen die im Hochfeldbereich
an reinen D,0-Losungen moglichen Messungen wegen
des unverdnderten Relaxationsverhaltens direkt, daf
das Proteinmolekiil selbst und nicht das Wasser fiir
die Hochfelddispersion verantwortlich ist, denn hierbei
sind die iibrigen Protonenphasen ,,Hydrathiille“ und
sungebundenes Losungsmittel“ praktisch nicht vorhan-
den und damit kernmagnetisch weitgehend relaxations-
unwirksam.

Die geringfiigigen Unterschiede zwischen den H,0/
D,0-Gemischen und den H,0-Losungen (bis zu 15%)
iiberraschen nicht. Verantwortlich fiir die kleine gegen-
iiber den nicht deuterierten Proben auftretende Ver-
schiebung der Dispersionskurve zu kleineren Frequen-
zen und etwas niedrigeren asymptotischen Endwerten
T,(vp), »p— 0 diirfte die groBere Viskositdt der D,0-
Losungen sein, die sdmtliche Bewegungen etwas ver-
langsamt. Nach 10 ist das auf reines HyO bezogene Vis-
kosititsverhiltnis einer 50-proz. H,0/D,0-Lésung bei
25°C ca. 1,11, womit sich die beobachteten Abwei-
chungen der Ty-Werte gut erkldren lassen.

2.2. SchluBfolgerungen

Die Tatsache, daf} die longitudinale Relaxation
des Gesamtsignals (FL +FK) bei allen Losungen
innerhalb der Mefigenauigkeit einfach exponentiell
ablduft und dafl zudem in deuterierten Proben die
mogliche Trennung des FK- und Gesamtsignals auf
nahezu gleiche Relaxationsraten fithrt (Abb. 2),
rechtfertigt die Annahme, dal die nicht materiell
austauschbaren, insbesondere die in der transver-
salen Magnetisierung als FK- bzw. FL-Signal ge-
trennten Protonenphasen, longitudinal durch Spin-
diffusion &hnlich oder gleich relaxieren konnen. Auf
Grund der unterschiedlichen Bindungsenergie der
Protein- und Wasserprotonen wird innerhalb des
Proteinmolekiils die Spindiffusion, in der Hydrat-
hiille und im ungebundenen Losungsmittel jedoch
der materielle Protonenaustausch den Transport der
Spins bestimmen, was zusammengenommen zu fol-
gendem Modell fiir die molekularen Ursachen der
Tief- bzw. Hochfelddispersion fithrt (Abb. 3): Wir
leiten das Relaxationsverhalten des Gesamtsystems
»Protein und Losungsmittel“ von ,,Relaxationszen-
tren® ab, die nach Abschn. 2.1 im Proteinmolekiil
lokalisiert sein miissen. Da in unseren Losungen zwei
durch verschiedene Korrelationszeiten 7,~1/27v;
(v; = mittlere Dispersionsfrequenz) charakterisierte

9 D. MicHEL, Z. Naturforsch. 21 a, 366 [1966].
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Abb. 3. Schematische Darstellung der Protonenrelaxation in
Proteinlosungen durch materiellen Austausch und Spindiffu-
sion. Die schnell bzw. langsam beweglichen Protonen des Pro-
teinmolekiils wirken je nach Larmor-Frequenz als Relaxa-
tionszentren, an denen die Gesamtmagnetisierung im Hoch-
bzw. Tieffeldbereich relaxiert. Der Transport der Spinorientie-
rung erfolgt einerseits iiberwiegend materiell vom ungebunde-
nen zum hydratisierten Wasser und andererseits vorwiegend
durch Spindiffusion von der Hydrathiille sowie den je nach
Feldstirke indirekt relaxierten Proteinprotonen an die je-
weils effektiven ,,Zentren“. Offen bleibt an Hand der vorlie-
genden Messungen, ob die dipolare Wechselwirkung zwischen
Hydrat- und FK-Protonen fiir eine Spindiffusion ausreicht.
Die Hydratschale (und moglicherweise ein Teil der Protein-
protonen) tauscht mit den freien Wasserprotonen schnell ge-
geniiber T'; aus.

Dispersionsgebiete auftreten, miissen auch zwei un-
terschiedliche Relaxationszentren vorliegen3. Im
Tieffeldbereich sind die starren Anteile des Protein-
molekiils, die weitgehend die Bewegung des Gesamt-
molekiils ausfiihren, relaxationswirksam, so dal} sich
hier eine lange Korrelationszeit ergibt. Die kiirzeren
Korrelationszeiten rithren von relativ zum Gesamt-
molekiil beweglichen Seitengruppen oder Molekiil-
teilen her (z.B. der rotationsbefdhigten Ammonium-
gruppe des Lysinsdurerestes) und fithren zu der
Dispersionsstufe im Hochfeldbereich. Im Ubergangs-
gebiet sind beide Zentren fiir die Gesamtrelaxation
verantwortlich. Das Verhalten der jeweils relaxa-
tionswirksamen Protonenphase teilt sich allen iibri-
gen Protonen durch Spindiffusion (innerhalb des
Proteinmolekiils) sowie durch materiellen Protonen-
austausch (im Losungsmittel) mit. Der Kontakt zwi-
schen Hydrat- und Proteinprotonen erfolgt durch di-
polare Wechselwirkung und damit verkniipfter Spin-
diffusion. Die Moglichkeit, daB8 die Hydrathiille le-
diglich durch dipolare Wechselwirkung zwischen be-
nachbarten Protein- und Hydratprotonen ohne Spin-
diffusion relaxiert wird !, kann im Hochfeldbereich
durch die einheitliche Relaxationszeit des Gesamt-
signals bei allen Deuterierungsgraden ausgeschlos-
sen werden. Im Tieffeldbereich ist dieser Nachweis
wegen der groferen Totzeit nach den HF-Impulsen
bei unserem Spektrometer z. Zt. nicht moglich.

10 G. JonEes u. H. FORNWALT, J. Chem. Phys. 4, 30 [1936].
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Die indirekte Relaxation von Protonen durch
Spindiffusion kann entweder durch die Spindiffu-
sion selbst oder, wenn diese geniigend rasch erfolgt,
durch die Relaxationsrate der ,,Relaxationssenken“
begrenzt werden (diffusions- bzw. relaxationsbe-
grenzter Fall) 11; eine Diskussion dieser Grenzfille
fiir rein diamagnetische Substanzen findet man bei
CONNOR !2 und HAEBERLEN 3. Sie sind bequem un-
terscheidbar durch ihre stark differierende 7'i-Fre-
quenzabhingigkeit, insbesondere an Hand des asym-
ptotischen Verlaufs der Dispersionskurven bei hohen
Frequenzen (T; ~ %" bzw. T; ~%?).

Die in Abb. 2 dargestellte Dispersionskurve laBit
sich sowohl im Tief- wie im Hochfeldbereich mit
dem Modell der diffusionsbegrenzten indirekten Re-
laxation beschreiben. Nach 14 ist der mit diesem Typ
verbundene, anfinglich nichtexponentielle Aufbau
der longitudinalen Magnetisierung praktisch nicht
beobachtbar, so daBl sich kein Widerspruch zu dem
gemessenen exponentiellen T';-Verhalten ergibt. Ge-
gen den friiher 3 zur Erklarung der Frequenzabhin-
gigkeit diskutierten relaxationsbegrenzten Fall in
Verbindung mit einer Korrelationszeitverteilung
spricht, da} in deuterierten Losungen die dabei zu
erwartende, vom Deuterierungsgrad abhingige Ver-
kiirzung der Relaxationszeiten (auf Grund der ver-
anderten Protonenzahl pro Zentrum) gegeniiber den
H,0-Losungen ausbleibt 2.

Da bei der Tieffelddispersion an Hand der durch-
gefithrten Experimente eine dipolare Wechselwir-
kung zwischen benachbarten Protein- und Hydrat-
protonen ohne Spindiffusion, jedoch in Verbindung
mit einer Korrelationszeitverteilung, nicht ausschlie-
bar ist, bleibt hier eine zweite, in ! und 2 be-
niitzte Deutungsmoglichkeit offen. Diese Erkldrung
setzt allerdings voraus, dafl die Aufenthaltsdauer
der Wasserprotonen in der Hydrathiille grofer als
die Rotationssprungzeit des Proteinmolekiils ist.
Zieht man zum Vergleich die Hydratation wélriger
Losungen paramagnetischer Ionen heran, so wird
diese Bedingung moglicherweise nicht oder nur fiir
einen Teil der Hydratprotonen erfiillt.

Die Abschidtzung der Korrelationszeiten des dif-
fusionsbegrenzten Relaxationsmodells nach Con-
NOR 12 an Hand der Abb. 2 fithrt bei 0 °C auf

Tlang = 1,8-107 6 sec Tiurz = 2,4 1079 sec

11 H. E. RorRsCHACH, Physica 30, 38 [1964].

12 T. M. CONNOR, Polymer 7, 426 [1966].

13 U. HAEBERLEN, Polymer 9, 51 [1968].

14 E. FukusHiMA u. E. A. UeHLING, Phys. Rev. 173, 366
[1968].
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fiir den Tief- bzw. Hochfeldbereich **. Diese Zeiten
liegen zwar iiber den Mittelwerten, jedoch innerhalb
der Breite der in 3 angepaBiten Korrelationszeitver-
teilungen. Bedeutsam scheint uns der Hinweis, daf}
die (beziiglich der Frequenzabhingigkeit) gleich-
artige Statistik der Spindiffusion und Sprungzeit-
verteilung durch die Analyse deuterierter Proben
unterscheidbar wird.

3. Ergebnisse bei Gelatinelosungen

Gelatine als Beispiel der fibrilliren Proteine zeigt
einige gegeniiber Serumalbumin abweichende Er-
gebnisse. Sowohl das FK-Signal als auch die Tief-
felddispersion von T; (Abb. 4) konnten nur im Gel-
zustand, d. h. unter 30 °C festgestellt werden. Dar-
aus ist zu schlieBen, dal die in sich starren Helix-
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Abb. 4. Frequenzabhéngigkeit der longitudinalen Relaxations-
zeit T; in wéBriger Losung von Gelatine. Konzentration:
0,43 g Gelatine/cm® Losungsmittel; Hersteller der Gelatine
(»reinst“, DAB 6) : Serva. — O, X, @, [] Gelatine in H,0
bei 0, 15, 30 und 45 °C. Zur Homogenisierung wurden die
Proben zunichst 2 Tage bei 70 °C getempert; die Lagerung
erfolgte bei 4 °C. Temperierdauer vor den Messungen 0,5 h.
— /\, V Gelatine in D,0, lange bzw. kurze T;-Komponente
bei 0 °C. Probenalter ungefihr 2 Tage (bei 70 °C getempert) ;
Temperierdauer vor den Messungen 0,5 h.

** Fiir die Abschidtzung wurde D~1/T," (T,’—!=Relaxations-
rate fiir Flip-Flop-Prozesse) verwendet, d. h. die Diffusions-
konstante dndert sich beim Durchlaufen eines Dispersions-
gebietes um den Faktor 3/5.
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Gebiete, in denen die Molekiile nach 15 die Gel-Ver-
netzung bewirken, sowohl als Ursache der FK-Kom-
ponente als auch fiir die Tieffelddispersion verant-
wortlich gemacht werden sollten.

In D,0-Losungen wurde neben dem zweiphasigen
transversalen auch ein nichtexponentieller longitudi-
naler Verlauf der Protonenrelaxation beobachtet,
der sich aus der Uberlagerung zweier Exponential-
kurven mit den Zeitkonstanten T,5X"? und T,'2*¢ auf-
bauen 1d6t. Die bei zwei Larmor-Frequenzen (v, =
5 MHz und 44 MHz) durchgefiihrte Zerlegung der
Relaxationskurven einer 2 Tage bei 70 °C getem-
perten Probe ergab im Vergleich zur Relaxations-
zeit Ty (H,0) einer H,O-Losung entsprechender Kon-
zentration einerseits eine frequenzabhingige kurze
Komponente [7T,5%(D,0) < T,(H,0)] und an-
dererseits eine praktisch frequenzunabhéngige lange
Komponente [T,#"%(D,0) > T,(H,0)].

Offenbar bewirkt die Deuterierung der Losungen
eine weitgehende Entkopplung der direkt relaxierten
Protonen in den Relaxationszentren mit kurzem T,

15 F. H. voN HiprpEL, in: G. N. RAMACHANDRAN (Ed.), Trea-
tise on Collagen, Academic Press, London 1967.

16 A. ABRAGAM, The Principles of Nuclear Magnetism, Cla-
rendon Press, Oxford 1962.
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und den durch materielle bzw. Spindiffusion indirekt
relaxierten Protonen mit langem T, , wobei die kurz-
relaxierende Phase der in D,0 gelosten Gelatine
weitgehend dem Dispersionsverhalten der normalen
H,0-Lésung folgt. Die Entkopplung der beiden Pha-
sen entspricht einem verkleinerten Spindiffusions-
koeffizienten D, was wegen ¢ D~a"4%n~1 einer
VergroBerung der Viskositdt # und des mittleren
Protonenabstandes a durch Deuteroneneinbau gleich-
kommt. Ein derartiger Einbau!? in das Protein-
molekill wird durch einen T; verlingernden, sich
iber Tage erstreckenden Alterungsproze3 der D,O-
Gelatinelosungen nahegelegt.

Eine quantitative Diskussion dieser Ergebnisse
ist in einer spéteren Arbeit beabsichtigt.

Allen unseren Kollegen, insbesondere den Herren
G. Herp, H. KoL, G. PREISSING und J. V. ScHUTZ,
danken wir fiir ihre freundschaftliche Hilfe bei der
Durchfithrung der Messungen und Herrn Prof. PIL-
KUHN fiir sein forderndes Interesse. Der Deutschen
Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die zur Verfii-
gung gestellten Sach- und Personalmittel.

17 R. B. MARTIN, Introduction to Biophysical Chemistry,
McGraw-Hill, New York 1964, S. 245.



