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UNTERSUCHUNGEN UBER DEN EINFLUSS VON HAMIN- UND
HAMOPROTEINDERIVATEN AUF DIE KERNMAGNETISCHE
PROTONENRELAXATION WASSKIGER LOSUNGEN

W. SCHELER
Pharmakologisches Institut der Eynst Moritz Arndt-Universitds, Greifswald (Deutschland)
{Eingegangen am 10. Septemixr, 1962)

SUMMARY

Investigations on the snfuciice of haemin and haemin derivatives on
the nuclear-magnetic relaxation of water prolons
Haeinin, haemin derivatives and ferric haemoproteins are investigated on their in-
fluence on the nuclear-magnetic relaxation of water protons. The effectiveness in-
creases in the following order : ferricytochrome c {neutral form), horse methaemoglobin,
horse metmyoglobin, cheironomus methaemoglobin, ferricytochrome ¢ (acidic form),
haematin.

The high effectiveness of the haematin is already decreased by the adsorptive
bonding to polyvinylpyrrolidone.

The influence on the relaxation of water protons may be divided into a magnetic
and a steric component, the latter is thought to be a relative measure for the acces-
sibility of the prosthetic groups in the haemin derivatives. It is shown, that the haemin
groups in cytochrome ¢ and cheironomus methaemoglobin are situated at the surface
more than those of horse methaemogicbin or horse metmyoglobin. By the bonding
of ligands to the horse methaemoglobin the influence of the iron on the relaxation of
water protons is attributable not only to the variation of the magnetic moment but
also to the variation of the steric arrangement of the prosthetic group to the protein.
The methaemoglobin fluoride compound shows especially striking behaviour.

EINLEITUNG

Paramagnetische Stoffe sind hoch wirl-:am, die kernmagnetische Relaxation von
Protonen wissriger Lisungen zu beschleu.vigen. Die longitudinale (T,) und trans-
versale Relaxationszeit (T,) der Wasserproton. 2 werden bei Anwesenheit z.B. von
[Fe(H 0),]**, Himin u.a. erheblich verkiirzt. Die Effekiivitit der Paramagnetika
auf die Protonenrelaxation hingt dabei u.a. davon ab, in welchem Masse sich para-
magnetisches Teilchen und Wassermolektile einander nihern kdnnen. Es wurde
deshalb diese Methodr benutzt, um die riumliche Zuginglichkeit der prosthetischen

Abkiirzungen: DXFA, Dimv thylforrmamid; PVP, Polyvioyipyrrolidon.
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Gruppen in Himoproteiden abzuschitzen. So konnten Davipsox Uxp GoLD? bzw.
Ko~ uxp Davipson? zeigen. dass die Himingruppe des Walmyoglobins oberflichlicher
liegen muss als die Himine z.B. im menschlichen Himoglobin. LUMRY, MATSUMIYA,
BoveEy UND KowaLsky? studierten dann mit gleicher Methodik die Relaxations-
Effektivitit des reduzierten Myoglobins bzw. Himoglobins, sowie den Eisflu. ..
schiedener denaturierender Prozeduren, der sict im allgemeinen in einer Intensi-
vierung der Wirkung kund tut.

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es, die Messungen der Effektivitat der
Beeinflussung der Wasserprotonenrelaxation auch auf andere Himoproteide aus-
zudehnen, weiterhin die Wirkung des Hamins unter wechselnden Bedingungen zu
priifen, sowie die Auswirkung der Ligandenbindung an das Fe(lIl) des Methimo-
globins zu analysieren. Gleichzeitig sollten die Uniersuchungen dazu dienen, unsere
fiiiheren Befunde iiber Himin-Protein- sowie Himin-Milieu-Wechselwirkungen*®
Zu erweitern.

MATERIAL UND METHODIK
Praparate

Folgende Himinkorper kamen zor Verwendung: Pferdemetmyoglobin wurde
nach THEORELL® gewonnen und mehrfach umkristallisiert. Chironomusmethimoglobin
lag als gereinigtes Priparat vor, seine Gewinnung wurde {rither von uns beschrieben’.
Pferdemethimoglobin erzeugten wir intraerythrocytir mittels NaNO,, dann wurden
die braunen Erythrocyten 4-5 Mal mit 0.9 %iger NaCl-Losung gewaschen, mittels
destilliertem Wasser hdmolysiert und schliesslich die Stromareste hochtourig ab-
zentrifugiert. Cytochrom ¢ wurde aus Rinderherzen nach der Methode von KEILIN
uUND HARTREE® erhalten. Himin (Ferriprotoporphyrin) wurde unter geringer Modifi-
kation des SCHALFEJEFF'schen Vorgehens gewonnen®.

Vorbercitung der Messproben

Die Ferrihiimoproteide wurden miitels einer Gefriertrocknungsanlage Iyophi'isiert
und danach in einem D,0/H,0-Gemisch (95 Vol. %, D,0-5 Vol. %, H,0) gelést, so
dass ihre Endkonzentration etwa bei 7-10~¢ Mol Fe/l lag. Die genauen Konzentra-
ticnen dieser Ansitze wurden spektralphotometrisch bestimmt, wobei 1:10 mit H,0
bzw. wissrigem Puffer verdiinnt wurde. Den Konzentrationsberechnungen wurden
die fiir normales wissriges Milieu angegebenen Extinktionskoeffizienten zugrunde-
gelegt. der geringe Anteil D,O (9.5 %) in dieser verdiinnten Losung wurde vernach-
lissigt. Wenn Salze zugesetzt werden sollten, wurden statt einer Menge von 0.05 ml
H,O pro 1.0 ml Endvolumen jeweils 0.05 m! einer 2 M Salzlésung zugefiigt. Die
Salzkonzentration lag dann bei 0.1 M. Bei einigen Ansitzen wihlten wir eine 102 M
Endkonzentration. Die fertigen L3sungen wurden in Messrohrchen gefiillt und diese
verschmolzen. Die Konzentration der Himin-L3sungen wurden durch Einwage der
trockenen Kristalle fectgelegt. Einige der Haminlésungen enthielten ausser dem
D,O/H,0-Gemisch zusitalich noch basische Ldsungsmittel, wie Dimethylformamid
bzw. Pyridin in den unten angegebenen Konzentrationen.

Das angefithrte Polyvinylpyrrolidon hatte ein mittleres Molekulargewicht
von 36000.

Neben den Ferrihimoproteiden bzw. Himinderivaten wurden unter jeweils
analogen Bedingungen entsprechende diamagnetische Vergleichsproben wie Himo-
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chromogene und dgl. gemessen, um lediglich den Einfluss des paramagnetischen
Anteils auf die Protonenrelaxation beriicksichtigen zu kénnen.

Apparative Anordnung

Zur Messung der kernmagnetischen Relaxationszeitei: (T) diente ein Spin-Echo-
Spektrometer fiir 16 MHz Protonenresonanzfrequenz, iiber das an anderer Stelle
ausfiihrlich berichtet wurde. Die aus der Amplitude des Spin-Echos nach einem
#— 7 —m-Impulstripel bei Variation des Abstands der ersten beiden Impulse ermittelten
Relaxationszeiten sind auf ca. 10 % genau. Dieser Fehler ist im wesentlichen auf die
zeitliche Inkonstanz des Magnetfeldes (nichtstabilisierter Permanentmagnet) zuriick-
zufithren. Orientierende Messungen der transversalen KRelaxationszeiten (T,) an
einigen Proben zeigten innerhalb der Messgenauigkeit die gleiche Tendenz wie die
entsprechenden T,-Werte. Die Probentemperaturen betrugen bei allen Unter-
suchungen 24° 4- 1°. pH-Messungen wurden mittels Glaselektrode und Réhrenvolt-
meter vorgenominen. Die spektrule Kontrolle der Reaktionsansitze erfolgte mit
einem Spektralphotometer der Fa. Zeiss, Jena.

Auswertung

Die kernmagnetischen Relaxationszeiten von Fliissigkeiten werden durch geldste
paramagnetische Teilchen stark beeinflusst. Dies liegt an den im Verhiltnis zu den
Kernmomenten um ca. 3 Grossenordnungen héheren magnetischen Momenten der
Elektronenhiillen dieser Teilchen, wodurch u.a. eine stirkere Kopplung zwischen
Kernspinsystein und Gitter bewirkt wird, die sich in einer Verkiirzung der longitudi-
nalen Relaxationszeit T, dussert. Die resultierende Relaxationsrate der Losung (1/7',)
setzt sich additiv aus dem Anteil infolge der Wechselwirkung mit den paramagne-
tischen Teilchen und dem Anteil infolge Wechselwirkungen der Protonen unter-
einander und mit allen iibrigen Teilchen cinschliesslich der Proteinkomponente
der Himoproteide zusammen. Durch die Restimmung der Relaxationsrate einer
gleichkonzentrierten analog zusammengesetzten diamagnetischen Vergleichslosung
(1/Ty)v kaan 1/T; auf den Anteil infolge der Wechselwirkung mit den paramagne-
tischen Teilchen reduziert werden: 1/T,— (1/T,)y, bzw. unter Berficksichtigung
der molaren Konzentration ¢ der paramagnetischen Teilchen ergibt sich [1/T, —
(x/T\)v]-1/c = (1/T)m. (1/T,)u ist proportional u*F(a), da unter recht alige-
meinen Voraussetzangen perr. = p gilt. @ ist hierbei der minimale Abstand, bis
auf den sich Protonen des Milieuwassers dem paramagnetischen “Kern" des Hamo-
protelas ndii~n kdnnen. Die Zuginglichkeit der paramagnetischen prosthetischen
Gruppen in einem Himoproteid und insbesondere ihre Abhingigkeit F(a) vom mini-
malen Abstand a wird in der Literatur unterschiedlich betrachtet. So verwenden
Davinsox vND GoLp! F(e) ~ (1/e), Wisantall geht aus von F(a) ~ (1/a)%, wihrend
LuMmy o &.® die Zuginglichkeit als unabhinyi» von & annehmen. Inwieweit diese
verschiedenen Deutungen der Zuglinglichkeit berechtigt sind, wird in der nachfol-
genden Arbeit von PreirER genauer dargestelt™.

Wenn wir nun als sterischen Faktor der Relaxationseffektivitit sines para-
magnetischen Himoproteids die um den magnetischen Faktor rednzierte Grisse

aeme =[5 —(5).]
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verwenden, muss dabei berficksichtigt werden, dass ausser a noch andere Faktoren
die Zuginglichkeit der prosthetischen Gruppe wesentlich beeinflussen konnen. So
steckt z.B. in F(a) noch die Elektronenrelaxationszeit v,, und 15 kann fiir verschiedene
Proteide durchaus verschiedene Werte annehmen. Der sterische Faktor ist also nur
dann ein relatives Mass der Zugénglichkeit (d.h. der Geometrie und der Geschw, ug
keit des Austausches mit dem Milieuwasser), 'venn bei den verglichenen Teilchen sich
74 nicht geéindert hat. Dieses Problem und der Einfluss der Nullfeldaufspaltung wird
nachfolgend von PFEIFER ausfiihrlich diskutiert®®. Diese Einschrinkungen fiihren
dazu, dass im allgemeinen nur qualitative Aussagen iiber die Lage der prosthetischen
Gruppen gemacht werden konnen. Als diamagnetisches Vergleichshamoproteid ver-
wendeten wir im Falle des Cytochrom ¢ das mittels Na,S,0, hergestellte Ferrocyto-
chrom ¢, fiir die iibrigen Ferrihimoproteide setzten wir den Wert des Globin-Hamo-
chiromogens ein, der exakt zur Korrektur des (1/T,)-Wertes des Pferdemethdmoglobins
diente und in erster Niherung auch zur Korrektur fiir das Pferdemetmy-oglobin oder
Chironomusmethimoglobin herangezogen wurd<.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Hamin und Haminderivate

Die bisherigen Studien iiber die Beeinflussung der Protonenrelaxation des
Wassers durch Haminkérper sind in der Regel mit dem im alkalischen Milieu geldsten
Himin (Himatin, Hydroxo-Aquo-Himin} bzw. mit dem menschlichen Methdamo-
globin bzw. Walmetmyoglobin und ihren reduzierten Stufen durchgefiihrt worden!-3.
Da wir die Himoproteide im weiteren Sinne als Komplexe des Eisenporphyrins
auffassen miissen, erschien es notwendig, auch einfache Himinderivate in die Unter-
suchungen mit einzubeziehen. Wir wihlten hierfiir das Pyridin- Himin und DMFA -
Himin (vgl. Tabelle I). Durch die Bindung von Stickstoffbasen (z.B. Pyridin) erniedrigt
sich das magnetische Moment des Himatins von 3.2 auf 1.96 pp (Ref. 13}. Es sollte
damit also eine Verminderung der Relaxations-Efiektivitit verbunden sein, die auch
gefunden wurde. So betrigt (1/T,)u fiir das Himatin 1602 und fiir den Pyridin-
Himin-Komplex 488 (M-t-sec-*-1). Eine entsprechende Erniedrigung wurde auch fiir
das DMFA-Himin beobachtet.

TABELLE I

EINFLUSS VON PROTOHAMIN AUF DIE PROTONENRELAXATION
VON WASSER UNTER VERSCHIEDFNEN BEDINGUNGEN

T,des reinen H,0/D,0-Gemisches betrug 7.5 sec, nachCO-Durchstromuns (O,-Entfcrnung} £3.0 sec.

Kons. T 1T, (1T,
Lboumgen iy P (o) by (M)

Hamin in H,0/D,0 650 >t 0.85 1810 1502
Hzm in H,O/D,0 + CO* 750 10.62 6.40 208 -
Himin in H,0/D,0 + 7.5 M DMFA 740 5.2 1.02 1325 983
Himin in I1,0/D,0 + 7.5 M DMFA 740 ca. 8 1.48 914 572
Him in HyO/D,O + 7.5 M DMFA + CO 750 7.58 3.90 342 -
Hamin in H,0/D,0 + 3.2 M Pyridin 750 >11 1 89 206 486
Ham in HO/D,O + 3.2 M Pyridin + CO 730 7.28 6.10 218 —
Hamin in HO/D,0 + 7.10°* M PVP 630 >11 4.i8 368 281
Him ie HO/D,C + 7.10* M PVP 4+ CO 750 .11 15.40 87 -

* Bi\dung einzs leichten Bodensatics in dicsem Ansate.

Brochum. Brophys Acia, 00 (1963} 424433
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Das aikalische Hamatin ist ein Hydroxo-Aquo-Komplex des Eisenprrphyrins.
Bei Ansiuerung geht es in eine reine Aquo-Struktur fiber (= Aquohimin!*). Dieses
ist unter normalen Bedingungen nicht in Lisung zu kalten, es aggregiert und flockt
aus. Es ist aber zu erwarten, dass dieses Aquohidmin noch deutlich effektiver die
kernmagnetische Protonenrelaxation des Wassers beeinflusst. Einen Hinweis dafiir
bietet das im DMFA-Wassergemisch geloste Hamatin, das bei pH-Erniedrigung
einige Zeit stabil ist, und das unter diesen Bedingungen eine stirkere Relaxations-
Effektivitiat aufweist als das im alkalischen Milieu geloste Produkt, (1/T,)u betragt
im sauren hierbei 983 gegen 572 (M~*-sec!-1) im alkalischen.

Im Hinblick auf die Befunde bei den IHamoproteiden erhob sich als nédchstes
Problem die Frage, inwieweit bereits durch eine oberflichliche adsorptive Bindung
des Hamins an ein praformiertes Makromolekiil die Relaxations-Effektivitit beein-
flusst wird. In diesem Falle liegt somit ein Himin-Triger-System ohne spezifische
Himin-Bindung vor, wihrend ja die Hamoproteide durch eine hochspezifische
Himin-Eiweiss-Bindung gekennzeichnet sind und dadurch funktionell charakteri-
siert und festgelegt werden.

Wie der Tabelle I entnommen werden kann, wird in dem Hiamin-PVP-System
die Effektivitit der Beeinflussung der Protonenrelaxation ganz erheblich reduziert,
(1/T,)u betrigt 281. Himatin-PVP besitzt ein niedriges magnetisches Moment, wir
fanden bei pH > 11 und Lei 22°, pesr. = 2.07 pp. Die Verminderung der Reiaxations-
Effektivitat ist somit zu cinem grosscn Teil auf das niedrigere pegr. des Himin-PVP
zuriickzufithren.

Versucht man nun zwischen magnetischem und sterischem Anteil der Relaxa-
tions-Effektivitit zu differenzieren, so ergibt sich folgendes Bild (Tabelle II).

TABELLE 11

STERISCHE UND MAGNETISCHE ANTEIIE DER RELAXATIONS-EFFEKTIVITAT
VERSCHIEDENER HAMINKORPER

Grmsid o Pyridey-Hammtiny PY P-Himatin
(1/Ty)u 1602 488 281
u 10.24 3.88 4.28
u (1/T)u 156 126 66

* Die magnetischen Momente wurden der Zusammenstellung von HARTREE!® entnommen.

Der “sterische Anteil”’ 1/u®(1/7T;)u des Hamatins liegt danach bei 156—ver-
glichen mit ca. 325 des [Fe(H,0)1* Durch die Komplexbildung mit Pyridin wird,
der Erwartung gemiss, der sterisch effektive Anteil an der Wirkung auf die Protonen-
relaxation nur schwach verringert, stark hingegen der magnetische Antcil. Erst bei
der oberflachlichen adsorptiven Bindung an das PVP sinkt die sterische Komponente
der Relaxations-Effektivitit sehr stark ab, :/x3 (3/T \y erreicht etwa den Wert 66.

Hamoproi:ide
In Erweiterung a.r Vntersuchungen von Davipsox UxXD GoLp! bzw. Kox uxp
DaviDson® sowie der Beitnde von Luury o «l.? bzw. WisHNIAI! bezogen wir in

Biochim. Biophys. Acta, 66 (1963) ¢24-433
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globin sowie die neutrale und saure Form des Rindercvtochrom ¢ ein. Es sollten
damit die Spezies Abhingigkeit der Himoglobine sowie ein funktionell ven den
O,-Uhertragern differentes Proteid gepriift werden. Wir wihiten dafiir das Cyvto-
chrom ¢, weil es sich von den Aquo-Komplexen der Himo- und Muaglobine durch
seine Anhydro-Struktur sowie seinen vollig anderen Bindungstyp de; prosthetischen
Gruppe unterscheidet. Die Ergebn'sse dieser Messungen finden sich in Tatelle I1f.

Aus den gewonnen Daten lassen sich folgende Feststellungen ableiten:

{(a) Bei den reversibel O,-bindenden Hamoprot:iden, deren oxvdierte Stufen
verglichen werden sollen, bestehen deutliche Spezies- bzw. Molekulardifferenzen. Das
zeigt sich noch mehr, wenn auch die bereits bekant.ten ' .. .. urtmyoglobins
bzw. des menschlichen Himoglobins!-3 teriicksichtigt werden. Es ergibt «ich dann
in der Relaxations-Effektivitit etwa folgende Reihenfolge:

Menschien-Hb =~ Pferde-Hb ¢ Pferde-AMb ¢ Chironomus-Hbo { Wal-Mb

{b) Der Einfluss des neutraien Ferricvtochrom ¢ auf die kernmagnetische Re-
laxation der Wasserprotonen ist geringer als der der Methimoglobine bzw. Metmvo-
globine, (1/T,)u betrigt 265 (sec~'-M-1-1). Das entspricht der Erwartung, da sine
weitgehend kovalente Komplexstruktur des Hamineisens vorliegt und die 5. und
6. Koordinationsstelle des Zentralions durch basische Gruppen der Eiweisskom-
ponente unmittelbar besetzt sind. Ausserdem bestehen Thioédtherbindungen zwischen
Porphyrin und Protein. Diese Komplexstruktur findet aasser im magnetischen
Moment u.a. im bekannten Hamochromogen- bzw. Parahimatinspektrum des Ferro-
bzw. Ferricytochrom ¢ seinen Ausdruck. Sie geht aber im stirker sauren Miliea ver-
loren. Das Ferricytochrom c erfihrt spektral stark aktive Strukturinderungen mit
einem pK’-Wert von 2.5, wobei der Parahimatintyp der Lichtabsorption in einen
Methimoglobintyp, und mit pK’ ca. 0.4, wobei der Methimoglobintyp in einen dem
sauren Himatin entsprechenden Typ iibergeht?. Wie der Tabelle III zu entnehmen
ist, steigt (1/T,)u bei pH 0.9 auf etwa 1124 (M~1-sec?-1} an, liegt semit im Bereich
der Metmyoglchine bzw. des Chironomusmethiamoglobins.

(¢} Auch bei den Himoproteiden ist nun die Differenzierung zwischen mag-
netisch und sterisch wirksamen Anteil der Relaxations-Effektivitit aufschlussreich.
Fiir den letzteren ergeben sich die Werte aus Tabelle IV (zum Vergleich sind noch
einige erginzende Daten hinzugefiigt).

Danach lassen sich bei den gepriiften Ferrihimoproteiden 3 Gruppen einteilen.
Besonders stark abgeschirmt miissen die prosthetischen Gruppen der Vertebraten-
himoglobine (Mensch, Pferd) liegen. Der sterische Anteil der Relaxations-Effektivitit
des Eisens wird in ihnen durch das umgebende Protein bemerkenswert abgeschwicht.
Eine Zwischenstellung nimmt das Pferde-Mb ein und die dritte Gruppe wird durch
das Rindercytochrom ¢, das Wal-Mb, sowie durch das Chironomus-Hb gebildet. In
diesen Hamoproteiden miissen die presthetischen Gruppen sehr oberflichlich ange-
ordnet sein. Fiir das Wal-Mb ist dies durch die Réntgenstrukturanalyse bekannt®.2,
Vermutlich dirfte also anch beim Chironomus-Hb eine ahnliche Lage der Himin-
gruppen in Frage kommen. Rereits frither haben wir auf die sehr gute Zugingiichkeit
der prnsthetischen Gruppen des Chironomus-Hb hingewiesen®.®. Die 1/p® (1/Tjx-
Werte des letzteren sowie des Wal-Mb streben dem Wert des PVP-Himins zu, sind
aber noch deutlich von ihm verschieden. Da die Himinanlagerung an das prifor-

Brochim. Biophy<. Acia, tn. 963 424433
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mierte PVP nur oberflichlich erfolgt, andererseits z. B. im Myoglobin die prosthetische
Gruppe in einer Tas :he des Protcins sitzt™®- 2 15t die Differenz Cer 1:p2- (1 T, ) m-Werte
zwischen beiden Korpern sehr plausibel. Der 1/u?- (1/T)y-Wert des neutralen Cyto-
chrom ¢ liegt mit ca. 33 etwas niedriger als z.B. der des Wal-Mb. Méglicherweise
hingt diese Differenz mit der unterschiedlichen Komplexstruktur des Eisens in
beiden Hamoproteiden zusammen. Der Ligandenverband des Eisens im Cytochrom ¢
enthidlt keine Wassermolekiile, hingegen sind die Methimoglobine und Metmyoglobine
Aquoverbindungen. Wihrend Ferricytochrom ¢ be! Wasserentzug sein Spektrum
nicht verindert, wandeit sich z.B. das Methamoglobinspektrum bei Wasserentfernung
vollig um, es besitzt dann Parahdmatincharakier, . o uu o Ferricytochrom r
typisch ist®. 3. Die Riicktitration eines Anhydro-Methimoglobins mit Wasser liefert
das Ausgangsspektrum, wobei aus dem Verlauf der Titrationskurve geschlossen werden
muss, dass sich pro prosthetische Gruppe insgesamt 4 Wassermolekiile an Porphvrin-
system und Eisen spektral aktiv binden®. Bei den Aquostrukturen der Methimo-
globine und Metmyoglobine diirfte ein Austausch von Ligandenwasser und Milieu-
wasser (direkt oder iiber die Hydrathiille des Proteins) méglich sein und auch erfolgen.
Es ist denkbar, dass ein solcher Austausch an der Relaxations-Effektivitit der Aquo-
Ferrihimoproteide mit beteiligt ist und dann scivstverstindlich in den “sterischen
Anteil” eingeht. Beim neutralen Cytochrom ¢ als Anhydro-Ferrihimoproteid ist
diess Méoglichkeit nicht vorhanden. Vermutlich liegt deshalb der 1/p2-(z/T ;)% Wert
hierbei etwas niedriger. Da die Differenz (33 gegen 39} nicht sehr gross ist, sollte
deshalb der direkte Austausch von Milieu- und Ligandenwasser an den Aquo-Ferri-
himoproteiden fiir die sterische Komponente der Relaxations-Effektivitat von ge-
ringerer Wirkung sein als der geometrische Beitrag des minimalen Abstandes zwischen
paramagnetischem Zentralion und Milieu- bzw. Hydratationswasser.

Eine Erginzung dieses Problems wird durch das Verhalten des sauren Cytochrom ¢
geliefert. Wie angefiihrt nimmt es bei pH < 2.5 spektral Methimoglobincharakter
an'. In unveriffentlichten Versuchen konnten wir zeigen, dass dabei das Ferri-
cytochrom ¢ auch gegen Wasserentzug empfindlicn wird. Saures Ferricytochrom ¢
scheint somit auch ein Aquo-Ferrihdmoproteid zu sein, bei dem nun cbenfalls, wie
z.B. beim Metmyoglobin, ein Austausch von Liganden- und Milieuwasser moglich
wiire. Vielieicht ist auf diesen Faktor der hohere 1/u®-(1/T,)u-Wert des sauren gegenr-
fuer dem neutraien Cytochrom ¢ zuriickzuiiihren (37 gegen 33).

Die vergleichenden Betrachtungen der Himinkdrper und Himoproteide miissen
jedoch noch durch Beriicksichtigung der Elektronenrelaxationszeit dieser verschie-
denen Verbindungen erginzt werden; sie haben dann volle Giiltigkeit, wenn die
Differenzen der Elektronenrelaxationszeit miteinander vergiichener Korper klein sind
gegen die Differenzen der sterischen Faktoren. Die Untersuchungen miissen in dieser
Richtung fortgesetzt werden.

Methamoglobinkompicxe

Um festzustellen, ob in den verschiedenen Pferdemethimoglobin-Komplexen bei
der Ligandenbindurg eine Verinderung der riumlichen Verhiitnisse in der Umgebung
der prosthetischen Gruppen srfolgt, priiften wir einige dieser Verbindungen mit
un*erschiedlichen magnetischen Eigenschaften. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe
wurden tabellarisch erfasst (vgl. Tabelic V). Da bei den vorgeiegten Ligandenkonzen-
trationen (meist 0.1 M) bei einigen Hb(111)-Verbindungen nur eine partielle Umwand-
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lang in den Komplex erreicht wurde. erfoigte eine Korrektur des experimentel
erhaltenen Wertes 1 {7 clexp. (= bexp | gemiss der Beziehung,

bexp — badimm
y o= ¥ 100
bavan-1 — banian

wobel y die auf Grund cer Gleichgewichtskonstante ermittelte prozentuale Umwarnd-
lung in den Komplex, bupam der 1/(T;-c)-Wert fir Me! Amoglobin und émsam —L
der gesuchte Wert fiir den Komplex sind.

Aus der Zusammenstellung ergeben sich einige Riickschliisse. So schwicht sich
bei Zugzbe von 0.1 M KCl, das praktisch keine spektrale Verinderung der Losung
herbejfihrt, die Fe-Milieu-Wechselwirkung ab, vorausgesetzt allerdings, dass der
a-Wert gleich gross ist wie iur das salzfreie Methdmoglobin (5.65). Entsprechend sind
die Befunde bei Zugabe von KOCN und KSCN. Deutlich héher ist die Fe~Milieu-
Wechselwirkung aber schon beim Formiat- und Azidkomplex. Besonders auffillig
verhilt sich Methiamoglobinfluorid. Seine Effektivitat auf die Protonenrelaxation
des Wassers iiberschreitet bei weitem die vom magnetischen Moment her zu erklirennde
Komponente. Der sterische Anteil der Fe—Milieu-Wechselwirkung liegt um etwa eine
Grossenordnung hoher als bei den iibrigen Komplexen. Die Ursachen fiir dieses
abnorme Verhalten miissen weiter analysiert werden.

DANK
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Leipzig, danke ich fiir die Durchfithrung der Relaxations-Messungen sowie fiir an-
regende Diskussionen.

ZUSAMMENFASSUNG

Héamin, Himinderivate und Ferrihimoproteide wurden in ihrer Wirksamkeit der
Beeinflussung der kernmagnetischen Relaxation von Wasserprotonen untersucht. Es
ergab sich folgende Reihenfolge : Neutrales Ferricytochrom ¢ <. Plerdemethimoglobin
<7 Pferdemetmyoglobin < Chironomusmethimoglobin < saures Ferricytochrom ¢ <
Hamatin.

Die hohe Relaxations-Effektivitit von freiem Himatin wird bereits durch die
adsorptive Bindung an ein priformiertes Makromolekii! (PVP) erheblich einge-
schriankt.

Die Relaxations-Effektivitit der untersuchten paramagnetischea Stoffe wurde
auf einen magnetischen und einen sterischen Anteil reduziert, wobei letzterer ein
relatives Mass fiir die riumliche Zugiinglichkeit der prosthetischen Gruppe in den
Himinderivaten darstelit. Dabei zeigt sich, dass die Himingruppen im Cytochromm ¢
und 1im Chsronomusmethamoglobin noch oberflichlicher angeordnet sein missen als
dic des Pferuemetmyoglobins bzw. -methimoglobins.

Bei der Bindung von Liganden an das Pferdemethimoglobin wird der Einfluss
des Fisens auf die Protonenrelaxation c-s Wassers nicht nur durch ein verindextes
magnuetisches Moment, sondern anch durch '+ inderung der riumlichen Verhiiltmisse
in der Umgebung der prostheticchen Gruppe vedingt. Besonders auffillig verhilt
sich dabei das Methimoglobinfluorid.
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