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S U M M A R Y  

Investigations on ate i n f l ~  of haemin and haemin derivatives on 
the nudear-magnetic relaxation of water protons 

Haemin, 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 c (acidic form), 
haematin. 

The lfigh cfiectiveness 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, i t  is shown, that the haemin 
groups in cytochrome c and cheironomus methaemoglobin are situated at the surface 
more than those of horse methaem~iobin or horse metmyoglobin. By the bonding 
of ligands to the horse methaemoglobin the influence of the h-on 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 esp~ially striking behaviour. 

EINLEITUNG 

Paramagnetische Stoffe sind hoch wir1-:am, die kernmagnetische Relaxation von 
Protonen wissriger Iz3sungen zu beschk~..~;gen. Die longitudinale (Ta) und trans- 
versale Relaxatim~-~eit (T,) der Wasserproton, .~ we~den bei Anwesenheit z.B. yon 
[Fe(H,O)e] 8+, Hlimin ~a .  erheblich verk~zt .  Die Effekti~it~t der Par~_~ne t ika  
auf t3~ie Protonenrelaxation lu?mgt dabei u.a. davon ab, in welchem Masse sich para- 
nucgnetisches Teilchen und Wamermolek~ einander nahem l~nnen. Es wurde 
deshalb diese Methode benmzt, um die rinmliche Zugiaglichkeit d ~  prostbetischen 

Abt~guaem: D~tFA. ~,am tbym~untd:  PVP. P o L ~ ~ .  
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Gruppen in Hamoproteiden abzusch~tzen. So konnten DAS1DSO.~ UND GOLD 1 bzw. 
KON VSD DAVIDSON t zeigen, dass die Hgmingruppe des Walmyoglobins oberfl~hlicher 
liegen muss ah  die H~unine z.B. im menschlichen H~moglobin. LCMRV, MATSt:mVA, 
BOVEY UND KOWALSKY 8 studierten dann mit gleicher Methodik die Relaxations- 
Effektivit~t des reduzierten Myoglobins bzw. H~moglobins, sowie den E',3fla . . . .  
schiedener denaturierender Prozeduren, der sick im a!lgemeinen in einer Intensi- 
viertmg der Wirkung kund tut. 

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es, die Messungen der EffektivitAt der 
Beeinflussung der Wasserprotonenrelaxation auch auf andere H~noproteide aus- 
zudehnen, weiterhin die Wirkung des H~nins unter wechselnden Bedingungen zu 
prfifen, sowie die Auswirkung der Ligandenbindung an das Fe(III) des Meth~.mo- 
globins zu analysieren. Gleichzeitig sollten die Umersuchungen dazu dienen, unsere 
fr~iheren Befunde tiber H~min-Protein- sowie H~nin-Milieu-Wechseiwirkungent, ~ 
zu erweitern. 

MATERIAL UND METHODIK 

Pr~parate 
Folgende H~mink6rper kamcn z,,,r Verwendung: Pferdemetmyoglobin wurde 

nach 1~HEORELL 6 gewonnen und mehrfach umkristallisiert. Chironomusmeth~moglobiJt 
lag Ms gereinigtes PrAparat vor, Nine Geg~innung wurde frtLher yon uns beschriebenL 
Pferdemeth~moglobin erzeugten wit intraerythrocyt~Lr mittels NaNO,, dana wurden 
die braunen Erythrocyten 4-5 Mal mit o. 9 %iger NaCl-IxTrsung gewaschen, mittels 
destilliertem Wasser ~molysiert und schliesslich die Stromareste hochtourig ab- 
zentrifugiert. Cytochrom c wurde aus Rinderherzen nach der Methode yon KEILIN 
UND HARTREE s erhalten. Hiimin (Ferriprotoporphyrin) wurde unter geringer Modifi- 
kation des SCBALFEJEFF'schen Vorgehens gewonnenL 

Vorber~tung der Messproben 
Die Ferri~moproteide wurden J~fittels einer Gefriertlocknungsanlage lyophi'isiert 

und danach in einem DtO/H=O-Gemisch (95 Vol. °o DzO- 5 Vol. °o HtO ) gel6st, so 
dass ihre Endkonzentration etwa bei 7" Io-4 Mol Fe/l lag. Die genauen Konzentra- 
tionen dieser An~tze wurden spektralphotometri~h t~t immt,  wobei I : Io mit HzO 
bzw. w~.ssrigem Puffer verdtinnt win'de. Den Konzentrationsberechnungen wurden 
die fOr normales w~sriges Milieu angegebenen Extinktionskoeffizienten zugtunde- 
gelegt, tier ge.ringe Anteil DtO (9-5 %) in dieser verd0nnten L6sung wurde vernach- 
lissigt. Wenn Salze zugesetzt werden sol]ten, v~atrden statt e~-.er Menge yon o.o5 mJ 
HtO pro x.o ml Endvolumen jewe;.Is o.o5 m! einer 2 M Sa!z!7osung zugefiigt. Die 
Salzkonzentration lag dann bei o.x g .  Bei einigen Ansitzen w~Jdten wir eine Io -s M 
Endkonzentration. Die f e r t i ~  I.~ungen wurden in Messr~hrchen gefitllt und diese 
ver~hnmlzen. Die Konzentration der H l m i n - ~ n  wurden durch Einwage der 
trockenen Kristalle r~to~._k'~t Einige der H ~ n  enthielten ausser dem 
DtO/HtO-C~misch zu~tiLich aoch basis,'_he ~ t t e l ,  wie ~ y l l o r m a m i d  
bzw. P~xktin in den unten att~egebenen Konzentrationen. 

Das angefiihrte Pol)-dnylp)xrol/don hatte ein mittler~ Molekulargewicht 
VO~ 36000.  

Neben den F ~ n  hzw. H/mindenvaten ~nzrden tinter jew~ils 
analogen Bcdiagun~a e n ~  diamagnet~he V e r g l e ~  wie H~to- 

Bterl.m Bwpky~. Aa~. ~ (t~3) 4~4-433 



W. SCHELER 

chromogene und dgl. gemessen, urn ledigfich den Einflu~s des paramagnetischen 
Anteils auf die Protonenrelaxation bera3cksichtigen zu k6nnen. 

A pparatit~ Anordnang 

Zur Messung der kemmagnetischen Relaxationszeiten (Tl) diente ein Spin-Echo- 
Spektrometer flir I6 MHz Protonenresonanzfrequenz, fiber das an anderer SteRe 
ausfiihrlich berichtet wurde t0. Die aus der Amplitude des Spin-Echos naeh einem 

• r -,r-lmpulstripel bei Variation des Abstands der ersten beiden Impulse ermittelten 
Relaxationszeiten sind auf ca. Io % genau. Dieser Fehler ist im wesentlichen auf die 
zeitliche Inkonstanz des Magnetfeldes (nichtstabilisierter Permanentmagnet) zurtick- 
zuffihren. Orientierende Messungen der transversalen Relaxationszeiten (Tt) an 
einigen Proben zeigten innerhalb der Messgenauigkeit die gleiche Tendenz wie die 
entsprechenden Tl-Werte. Die Probentemperaturen betrugen bei allen Unter- 
suchungen 24 ° ± :o. pH-Messungen wurden mittels Glaselektrode und R6hrenvolt- 
meter vorgenorr, men. Die spektr',le Kontrolle der Reaktionsans~tze erfolgte mit 
einem Spektralphotometer der Fa. Zeiss, Jena. 

A us~erlung 

Die kernmagnetischen Relaxationszeiten yon Fliissigkeiten werden durch gelbste 
Imxanmgnetische Teilchen stark beeinttusst. Dies llegt an den im VerhAltnis zu den 
Kernmomenten um ca. 3 GrOssenordnungen h6heren magnetischen Momenten der 
Elektronenhtillen dieser Teilchen, wodurch u.a. eine stirkere Kopplung zwischen 
Kernspinsystc~ und Gitter bewirkt wird, die sich in einer Verkttrzung der longitudi- 
nalen Relaxationszeit T 1 ~ussert. Die resultierende Relaxationsrate der L6sung (I/7"t) 
setzt sich additiv aus dem Anteil infolge der Wechselwirkung mit den paramagne- 
tischen Teilchen und dem Anteil infolge W echselwirkungen der Protonen unter- 
einander und mit allen fibrigen Tei]chex. ciJschlic:6Hch der Proteinkomponente 
der Hgrnoproteide zusammen. Durch die Bestimmung der Relaxationsrate einer 
gleichkonzentrierten analog zusammengesetzten diamagnetischen Vergleichsl6sung 
(I/T~)v kaa,l z/T t auf den Anteil infolge der Wechselwirkung mit den paramagne- 
tischen Teilchen reduziert werden: x /Tx- - ( i /T t )v ,  bzw. unter Beritcksichtigung 
der molaren Kotmentration c der paramagnetischen Teilchen ergibt sich li lT t -  
(xlTi)v].X/c = (x/Tl)u. (x/Tt)u ist proportional ptF(a), da unter recht allge- 
meinen Voraussetzungen /~n -=  p gilt. a ist hierbei der minimale Abstand, his 
auf den sich Protonen des Mifienwassers dem paranmgnetischen "Kern" des Hlmo- 
protei~ nak .~  k6nnen. Die Zug~gl/chkeit der paramagneti~hen prosthetischen 
G~ppen in en,em Hltm~oteid  und insbesondere ihre Abblngigkeit F(a) vom mini. 
malen Abstand a wird in der Literatur untersdfiedlich betrachtet. So verwenden 
Davtt~o~ trod GOLV l F ( a )  ~ (z/a), WmnN,~ u geht am yon F ( a )  ~ Or/ap, wlhrend 
I.ATMrg d d .  s die 7~ i .~ l i c ]~e i t  ads ~ J p  yon • annehmen. Inwieweit diese 
verschiedenen Deutungen tier ~ t  berechtigt sind. wird in tier nach~-  
genden Arbeit you P m u ~ n  genm~ dargestentm. 

Wenn wit nun ads sterischeu Faktor der Relaxationseflk4~-itlt e ~  para- 
magnetischen IHnmpr~eids die um den magnetischen Faktor redmderte GrOsse 

I I 1 
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verwenden, muss dabei beracksichtigt werden, dass ausser a noch andere Faktoren 
die Zuglnglichkeit tier ~osthetischen Gruppe wesentlich beeinflussen k6nnen. So 
steckt z.B. in F(a) noch type Elektronenrelaxationszeit z,, und Ts kann f'7~r verschiedene 
Proteide durchaus verschiedene Werte annehmen. Der sterische Faktor ist also nur 
dann ein relatives Mass der Z ~ c h k e i t  (d.h. der Geometrie und der G~,ch~,  ~as 
keit des Austausches mit dem Milieuwasser), wenn bei den verglichenen Teilchen sich 
z, nicht gegndert hat. Dieses Problem und der Einfluss der Nullfeldaufspaltung wird 
nachfolgend yon P F ~ a  ausftihrlich dislmtiert ~. Die~ Einschr~nkungen fiihren 
dazu, class im allgemeinen nur qualitative Aussagen tiber die Lage der prosthetischen 
Gruppen gemacht werden k6nnen. Als diamagnetis:hes Vergleichshgmoproteid ver- 
wendeten wir im Falle des Cytochrom c das mittels Na,S~O. hergestellte Ferrocx~o- 
chrom c, ffir die iibrigen Ferrih/imoproteide setzten ~fir den Weft des Globin-H~imo- 
chromogens ein, tier exakt zur Korrektur des (z/Tz)-Wertes des Pferdemethgmoglobins 
diente und in erster Naherung auch zur Korrektur for das Pferdemetmyoglobin oder 
Chironomusmethgmoglobin herangezogen wurd~. 

E R G E B N I S S E  U N D  D I S K U S S I O N  

H~min und Hdmir, d~ival,¢ 

Die bisherigen Studien tiber die Beeinflussung der Protonenrelaxation des 
Wassers durch Hfunink6rper sind in der Regel mit dem im alkalischen Milieu gel6sten 
H ~ f i n  (Hgmatin, Hydroxo-Aquo-Hgmin) bzw. mit dem menschlichen Meth~-~ao- 
globin bzw. Walmetmyoglobin und ihren reduzierten Stufen durchgefiihrt worden ~-*. 
Da wir die H~noproteide im weiteren Sinne als Komplexe des Eisenporgh)Tins 
auffassen miissen, erschien es notwendig, auch einfache Hgrainderivate in die Unter- 
suchungen mit einzubeziehen. Wir w~ilflten hierftir das P)~din-H~imin und DMFA- 
Hfunin (vgLTabelle I). Durch die Bindung yon Stickstoflbasen (z.B. Pvridin) erniedrigt 
sich das magnetische bioment des Hgmatins von 3.2 auf L96 ~a (Ref. 13). Es sollte 
damit also eine Verminderung der Relaxations-Ehektix'it~it verbunden sein, die auch 
gefunden wurde. So betrggt (I/T1)M flit das H~-natin i0o2 und fiir den Pwid in-  
H~min-Komplex 488 (M -~- sec-l-1). Eine entsprechende Erniedrigung ~ r d e  auch fiir 
das DMFA-Hgrain beobachtet. 

TABELLE I 
EINFLUSS VON PROTOH,~MIN AUF DIE PROTONENRELAXATION 

VON ~.'ASSER UNYER VERSCHIEDFNEN BEDINGU.~GEN 

Tzdes reinen HIO/DzO-Gemisches betrug 7.5 sec, nachCO-Durchstr6mun~ (Oz-Entfcrrm~g) z3.0 s~-~. 

K~A611. ( ~ . l - ' )  pH T~ xh'T, .c; {zlTd,V 
( ~ )  {M-*.~-L.I)  (M-t.~c-L 6 

in I-]~O/D,O 65o > i z 0.85 z8zo xSo2 
H i m  in HzO!DaO ~ CO" 750 zo.6z 6.4o zo8 -- 
]F[Ikmin in H I O / D s O  + .-.b M D M F A  740 5.z ! ,oz z3z5 983 

in [IsOiDsO + 7-5 M DMFA 74 ° ca. 8 z.48 914 572 
H i m  in H~O/DaO + 7-5 M DMFA + CO 750 7.58 3.90 ~42 - -  

in HsOIDzO + 3.z M ~ 750 > s z s.89 70o 4 g8 
H I ~  ta ]HIzO/DtO + 3.z M l ~ r i dm  + CO 750 7.z8 0.~o zz8 --  
~ m HzO/DsO + 7.zo-S M P%'P O.~o > z x  4.s8 368 z8x 
H l m / ~  HsO/DsO + 7.zo4  M l ~ ' P  + CO 75 ° ~ l z  x5.4o 87 --  

" ]BZkh,~ ~ Zekhten ~ i~ ~ Amatz. 
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Das aik'alische Hgmatin ist ein Hydroxo-Aquo-Komplex des Eisenl~rphy~ins. 
Bei An~uerung gehT es in eine reine Aquo-Struktur ~ber (---- Aquohgminl4). Dieses 
ist unter normalen Bedingungen nicht in Ix3sung zu ~alten, es aggregiert und flockt 
aus. Es ist aber zu erwarten, dass dieses Aquohgmin noch deutlich e~ektiver die 
kernmagneti~¢he Protonenrelaxation des Wassers beeinflusst. Einen Hinweis da~u- 
bietet das im DMFA-Wassergemisch gel6ste Hgmatin, das bei pH-Erniedrigung 
einige Zeit stabil ist, und das unter diesen Bedingungen eine stgrkere Relaxations- 
Effektivit~t aufweist als das im alkali~chen Milieu gelOste Produkt, (x/r~)u betr~gt 
im sauren hierbei 983 gegen 572 (M-Lsec-~-l) im aikali~hen. 

Im Hinblick auf die Befunde bei den Ilfamoproteiden erhob sich als n~ichstes 
Problem die Frage, inwieweit bereits durch eine oberflgcldiche adsorptive Bindung 
des Hgmins an ein prffformiertes Makromolektil die Relaxations-Efle~i~t~tt beein- 
flusst wird. In diesem FaUe liegt somit ein Hgmin-Trggcr-$ystem ohne spezifische 
Hgmin-Bindung vor, wghrend ja die Hgmoproteide durch eine hochspezifische 
Hgmin-Eiweiss-Bindung gekennzeichnet sind und dadur:h iunktionell charakteri- 
siert und festgelegt werden. 

Wie der Tabelle I entnommen werden kv.nn, wird in dem Hgmin-PVP-System 
die Effektivit~it der Beeinflussung der Protonenrelaxation ganz erheblich reduziert, 
(I/T~)M betrggt 28L Hgmat in -PVP besitzt ein niedriges magnetisches Moment, wir 
fanden bei pH > xx und Lei 22 °, pe.*r. = 2.o7 pB. Die Verminderung der Rei~xations- 
Effektivitgt ist somit ~ einem grog:.cn Tell auf das niedrigere #e, .  des H ~ i n - P V P  
zurtickzufi3hren. 

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

T A B E L L E  I I  

STERISCHE U~D MAGNETISCHE ANTEII E DER RELAXATIONS-EFFEKTIVIT-I-T 
VERSCHIEDENEit HJ, MINK~RPER 

( i /Ts)  u 76o2 488 28z 
/ / I  IO.~.4 5-88 4.28 
I / ~  2" ( I /T I )M I56  126 66  

" Die magnetische_n. Momente  wurden  der  Zus a m m e ns t e l l un  8 yon HARTliEE ls e n t n o m m e n .  

Der "sterische Anteii" x//~ I (x/Tl)u des Himatins  liegt danach bei x56--ver- 
glichen mit ca. 3~ 5 des [Fe(HzO)6~ s+ Durch die Komplexbildung mit Pyridin wird, 
der Erwartung gemiss, der sterisch effektive Anteil an der Wirimng auf die Protonen- 
relaxation nur schwach verringert, stark hingegen der magnetische Anteil. Erst bei 
der oberfllehlichen adsorptiven Bindung an das PVP sinkt die sterische Komponente 
dec Relaxationa-Effektivit~t ~hr_ ~t~rk ah. _;/l~s IT~_,.ITua ~'" erreicht e twa den W e f t  66. 

In Erweitenmg ckr U ~ h u n g e a  yon DAvl~sox u x o  GOL~ b~w. Kox u t ~  
D A ~ s  4 sowie der Be,=nde you Lu--~rt d 4/. s bzw. Wlsa~IA n b e a t e n  wit in 
u~ere StucU~ das F ~ l e m ~ .  aas ~ .  das Cb~'ommmbJ~ 
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globin sowie die neutrale und ~ure  Form des Rindercvtochrom c ein. Es sollten 
damit die Spezies Abhingigkeit der Himoglobine sovAe ein funktiene!! yon den 
Oz-L~oertr~gern differentes Proteid geprtiit werden. Wir w~hlten dafiir das Cvto- 
chrom c, weil es sich yon den Aquo-Komplexen der H~no- und My-globine durch 
seine Anhydro-Struktur sowie seinen ~Ollig ~der.--~i Bindungstyp de; prosthetisch-m 
Gruppe unterscheidet. Die Ergeba~sse die~r Messungen finden sich in TaLeiie III. 

Aus den gewonnen Daten lassen sich tolgende Feststellungen ableiten: 
(a) Bei den reversibel Ot-bjndenden Himoprot~;idon, doron oxvdierte Stufen 

verglichen werden sollen, bestehen deuttiche Spezies- bzw. Molekulard;fferenzen. Das 
zeigt sich noch mehr, wenn auch die bereits bekamteh ' . .  ,.',. .~ tmyoglobins 
bzw. des menschlichen H~Amoglobins ~-3 Eeriicksichtigt werden Es ergibt ~ich datm 
in tier Rela_xations-Effektivit~it etwa iolgende Reihenfolg,~: 

M e n s c h e n - H b  --  P f e r d e - H b  < P f e r d e - 3 t b  < C h i r o n o m u s - H b  < V;a l -Mb 

(b) Der Einfluss des neutraien Ferricvtochrom c auf die kernmagnetische Re- 
laxation tier Wasserprotonen ist geringer als der der Meth/imoglobme bzw. Metmvo- 
globine, (I/T1)x betr/igt 265 (sec-X'M-X-l). Das entspricht der Erwartung, do ~ine 
weitgehend kovalente Komplexstruktur des H~mineisens vorlie~ und die 5. and 
6. Koordinationsstelle des Zentralions durch basische Gruppen der Eiweisskom- 
ponente unmittelbar besetzt sind. Ausserdem bestehen Thio~itherbindungen zvdschen 
Porphyrin mad Protein. Diese Komplexstruktur findet aasser im magnetischen 
Moment u.a. im bekannten Hgmochromogen- bzw. Parah~matinspektrum des Ferro- 
bzw. Ferricytochrom c seinen Ausdruck. Sie geht aber ma st/ixker sauren Miliea ver- 
loren. Das Ferricytochrom c erfghrt spektral stark aktive Struktur~tnderm, gen ,-nit 
einem pK'-Wert  yon 2.5, wobei der Parahgmatintyp der Lichtabsorption in einen 
Methgmoglobint>~p, und mit pK'  ca. o. 4, wobei der Meth~mog!obintyp in einen dem 
sauren Hgmatin entsprechenden Typ iibergebtlL Wie der Tabelle III zu entnehmen 
ist, steigt ( I /Tt)x  bei pH o. 9 auf e t~a IX24 (M-~.sec-].l) an, l ie~ som;A im Bereich 
der Metmyeg!~bme bzw. des Chironomusmeth~noglobins. 

(c) Auch bei den Hgmoproteiden ist nun die Oifferenzierung zwischen n~ag- 
netisch und sterE, oh wirksamen Anteil der Relaxations-Effektivit&t aufschlussreich. 
FOr den letzteren ergeben sich die Werte aus Tabelle IV (zum Vergleich sind noch 
einige erggnzende Daten hinzugefiigt). 

Danach lassen sich bei den geprtiften Ferrihgmoproteiden 3 Gruppen einteilen. 
Besonders stark abgeschirmt miissen die prosthetischen Gruppen der Vertebraten- 
Ifftmoglobine (Mensch, Plerd) liegen. Der sterische Anteil der Relaxations-Effelctivitat 
des Eisens wird in ihnen dutch das u_mg#bende Protein bemerkenswert abgeschwacht. 
Eine Zwischenstellung nimmt das P|erde-Mb ein und die dritte Gruppe wird dutch 
das Rindercytochrom c, da~ Wal-Mb. sowie durch das Chironom~s-Hb gebildet. In 
diesen H~aoproteiden mOssen die presthetischen Gruppen seh~ obe~5,cldich ange- 
ordnet sein. FOr das Walo]db ist dies durch die R6ntge~t rukturanal~e  bekannt m,~. 
Vermutlich d~dte  also anch behn Chironomus-Hb eine ~ Lage der H~vin- 
g r n ~  in Frage komraen. Bereits lr~lher haben wit auf die sehr gute Z~nglicahkeit 
der lxnsthcCbchea Grup~n des Om'onomus-Hb hingew~,,:=enU =. Die x i l=a. ( t l Tt  ) x -  
Werte des lleC=te~ r, owie des Wal-]lgb streben dent Weft  des PVP-H l inm~ =a. sind 
a l ~  noch demlich ~ a  ilma ~sda ieden .  Da die ~ an das prito¢- 
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mierte PVP nur oberfl~hlich erfolgt, anderer~eits z.B. im Myoglobin die proszhetischc 
Gruppe in einer Tas :he dm Pr, otcLqs sitzt ~- ~ :st ~e  Di~erenz der I / p  t" (I T1)M-Werte 
zwischen beiden KOrpern sehr plausibel. Der I/F t. (I/T1)~-Wert des neutralen Cvto- 
c h r o m c  liegt mit ca. 33 etwas niedriger als z.B. der des Wal-Mb. M6glicheraveise 
h~tgt  diese DiRerenz mit dor unterschiedlichen Komplexstruktur des Eisens in 
~ i d e n  Hgmoproteiden zusammen. Der Ligandenverband des Eimns im Cytochrom c 
enthgit keine Wassermoleldile, hingegen sind die Meth/imoglobine und Metmyoglobine 
Aquoverbindungen. Wghrend Ferricvtochrom c be! Waosprentzug sein Spektrum 
nicht ver~ndert, wandeit sich z.B. das Methgmoglobinspektrum bei Was~rentfernung 
v611ig urn, es besitzt dann Parah~natinchal'ak~er,., ~ ~ ::~. .~ Ferricytochr,~m r 
typisch istu, tt. Die R0ektitration eines Anhydro-Meth~noglobins mit Wasser liefert 
alas Ausgangsspektrum, wobei aus dem Verlauf der Titrationskurve geschlossen werden 
muss, dass sieh pro prosthetische Gruppe insgesamt 4 WassermolekOle an Porphyrin- 
system und Eisen spektral aktiv binden u. Bei den Aquostrukturen der MethAmo- 
globine and Metvayoglobine d0rfte ein Austausch ,'on Ligandenwasser und Milieu- 
wasser (direkt oder fiber die Hydrathtille des Proteins) m6glieh sein und auch erfolgen. 
Es ist denkbar, class ein soleher Austausch an der Relaxations-EffektivitAt der Aquo- 
Ferribimoproteide mit betpiligt ist und dann selbstverst~ndlich in den "sterischen 
Anteil" eingeht. BeL, v_. neutralen Cytochrom c als Anhydro-Ferrihiimoproteid ist 
diese M6gliehkeit nieht vorhanden. Vermutlieh liegt deshalb der I/t~t.('./Tx)~i Wert 
hierbei etwas niedriger. Da die Differenz (33 gegen 39) nicht sehr gross ist, sollte 
deshalb der direkte Austausch yon blilieu- und Ligandenwasser an den Aquo-Ferri- 
h£amoproteiden for die sterische Komponente der Relaxations-Effektivit~t yon ge- 
ringerer Wirkung sein als der geometrische Beitrag des minimalen Abstande3 zwischen 
paramagnetischem Zentralion and Milieu- bzw. Hydratationswasser. 

Eine Erg~nzung dieses Problems wird dureh das Verhalten des sauren Cytochrom c 
gefiefert. Wie angefiihrt nimmt es bei pH < 2.5 spectral MethS.moglobincharakter 
an tT. In unver6ffentlichten Versuehen konnten wit zeigen, class dabei das Ferri- 
cytochrom c aueh gegen Wasserentzug empfmdlicn ,~'ird. Saures Ferricytochrom c 
scheint somit auch ein Aquo-Ferrih~noproteid zu sein, bei dem nun cbenfal!s, wie 
z.B. beim Metmyogiobin, ein Austausch yon Liganden- and Milieuwas~r m6glich 
ware. VieUeicht ist auf diesen Faktor der hOhere x/~ t, (x/Tl)M-Wert des sauren gegev- 
~oer dem neutraien Cytochrom c zurttckzufOhren (37 gegen 33). 

Die vergleichenden Betraehtungen der H~-nink6rper and H~moproteide miis~n 
jc~loch noch dureh Beriieksiehtigung der Elektronenrelaxationszeit dieser verschie- 
denen Verbindungen erginzt werden; sle haben dann voile G01tigkeit, wean die 
Differenzen der Eiektronenrelaxationszeit miteinander velgiichener K6rper klein sind 
gegen die Differer~en der sterischen Faktoren. Die Untersuchungen miissen in dieser 
RJe.htung fortgesetzt wet'den. 

Um festzab-teBen, ob in den re.  -,~chiedenen Pferdemethtmoglobin-Komplexen bei 
der Ligandenbindtmg eme Verindenmg der riumfichen Verhiitnisse in der Umgebung 
der pmlthetischea ~ .a'lolgt, prORen wir einige dieser Verbindungen mit 
m : ' e n c h i e d l k ~ a  magne t i sc~ i  E/genschaiten. Die Ergebnisse d/esef Versu~. 'e ihe 
warden ~ e r f a ~  ('.Xi. Tabel~ V). Da ~i ~ v~xgetegtea l.igeadenlmusen- 
trat/onen (racist o.!  M) bei einigen Hb(lll)-Verbindungen nut  eine partielle Umwand- 
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l~mg in den K,,mplex erreicht wurde, erfolgte eine Korrektur des experiment~U 
erhaltenen Wertes I i T l . c i . x  p, (= bexp~ gem.s  der B~oziehur, g, 

bexp  ~ bFlb*i ID 
y ~ - -  :," IOO 

bHb,  I I D - L  - -  b H b ! l l D  

wobei y die auf Grund aer Gleichgewichtskonstante ermittelte prozentuale U m w a n d -  
lung in den Komplex, bHbom der I/(Tl.c)-Wert ftir Me'~i .~'noglobin und bl~bOI~--l, 
der gesuchte Weft fiir den Komplex sind. 

Atl~ der Zusammenstellung ergeben sich einige Riickschliisse. So schw~icht s i c h  
bei Zugabe yon o.I M KCI, das praktisch keine spektrale Ver~nderung dec LOs t tng  
herbeif(lhrt, die Fe-Milieu-Wechselwirlmng ab, vorausgesetzt allerdings, dass d e r  
~-'Wert g!eich gros~g ist wit iur ~as salzfreie Methiimoglobin (5.65). Entsprechend s i n d  
die Befunde bei Zugabe von KOCN und KSCN. Deutlich h6her ist die F e - M i l i o u -  
WectLc, elwirkung abet schon beim Formiat- und Azidkomplex. Besonders auff/i,llig 
verh/flt sich Meth;Amoglobinfluorid. Seine Effektivit/it auf die Protonenrelaxation 
des Wassers iiberschreitet bei weitem die vom magnetischen Moment her zu e r k l ~ e n d e  
Komponente. Der sterische Anteil der Fe-Milieu-Wechselwirkung liegt um etwa e i n e  
Gr6ssenordnung h6her als bei den tibrigen Komp.lexen. Die Ursachen fiir d i e s e s  
abnorme Verhalten miissen welter analysiert werden. 

D A N K  

Herrn Professor H. PFEIFER, Physikalisches Institut der Karl-Marx-Universit~it, 
Leipzig, danke ich fiir die Durchfiihrung der Relaxations-Messungen sowie fiir ~ n -  
regende Diskussionen. 

Z U S A M M E N F A S S U N G  

Hamin, H~minderivate und Ferrih~noproteide wurden in ihrer Wirksamkeit d e r  
Beeinflussung der kernmagnetischen Relaxation yon Wasserprotonen untersucht. Es  
ergab sich folL~.nde Reihenfolge: Neutrales Ferricytochrom ~ < Pferdemeth~-rtoglobin 
-t_ Pferdemetmyoglobin < Chironomusmeth~noglobin <saures Ferricytochrom tr < 
H~matin. 

Die hohe Relaxations-EfiektivitAt yon freiem H~matin wird bereits durch d ie  
adsorotive Bindung an ein pr~formiertes Makromolekad (PVP) erheblich einlge- 
schr~inkt. 

Die Relaxations-Effektivitit der untersuchten paramagnetiscl-,cn Stoffe w ~ r d e  
auf einen magnetischen and einen sterischen Anteil reduriert, wobei l e t t e r e r  ein 
relatives Mass flir die r~umfiche Zugranglichkeit der prosthetischen Gruppe in d e n  
HL, ninderivaten darstellt. Dabei teigt sich, dass die H~maingruppen im Cytochrona  c 
urui tm Ch, T~nomusmethamoglobin noch oberllt._xhlicher angeordnet sein m ~ r t  als 
di~ des P/er~zetmycO~bim b ~ .  -mttlaimo#olfi~. 

Bei der Bimiung you ~ m das ~ wild der E i n f l m s  
des FJ~em auf die P r o t c Q ~ x a t ~ m  o ~  W ~ ' s  ~ nut dutch ein 

m m m C  somlem ,och dutch .'. ~ de," ~ V ~  
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