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Abstract

Subject of this thesis is the study of the chemical exchange between free water
and water bound to macromolecules. This exchange induces frequency differences
of the resonance frequencies of protons — especially of water — which are directly
registered in the phase contrast of magnetic resonance imaging (MRI). The phase
contrast is influenced by a changed physicochemical environment: hydrogen bonds
change the density and thus the electrostatic configuration; an exchange of protons
between different chemical environments, i. . varied resonance frequency, becomes
visible. Physical parameters, such as magnetic susceptibility, are also dependent on
the direction of the static magnetic field.

In systems with well-defined boundary conditions — protein solutions or tissue ex-
tracts — the interactions of the physicochemical parameters were investigated by
means of nuclear magnetic resonance (NMR). In particular, the influence of dif-
ferent NMR reference substances (for the precise determination of the resonance
frequencies) was analyzed in detail and describes the occurring interactions. Thus,
interactions of the widely used NMR reference substance 2,2,3,3-tetradeuterio-3-
trimethylsilyl-propionate (TMSP) with proteins were detected. A process with dif-
ferent reference substances — with and without chemical contact with the substance
under study — was used to quantify the proportions of magnetic susceptibility and
chemical exchange between water and macromolecules. Both have the same mag-
nitude but are opposite, so that the combined effect is smaller.

The influence of the geometry of the tissue on the water macromolecule exchange
(WME) is differentiated: translational diffusion affects the WME and the induced
frequency shifts of the MR resonances more than rotational diffusion. Thus, con-
clusions can be drawn on tissue degeneration.

Associated with the correlation times influenced by WME also the relaxation be-
haviour changes. This must be taken into account within MRI and can also be used

for the characterization of the tissue condition.

Keywords: Water Macromolecule Exchange, MRI Phase Contrast, NMR Spec-

troscopy



Zusammenfassung

Gegenstand dieser Arbeit ist die Untersuchung des chemischen Austauschs zwi-
schen freiem Wasser und an Makromolekiile gebundenem Wasser.

In der Magnetresonanztomographie ergeben sich dadurch Frequenzunterschiede der
bei der Phasenbildgebung direkt registrierten Resonanzfrequenzen von Protonen —
v.a. des Wassers. Der Phasenkontrast ist durch die verdnderte physikochemische
Umgebung beeinflusst: Wasserstoftbriickenbindungen verdndern die Dichte und da-
mit die elektrostatische Konfiguration; ein Austausch von Protonen zwischen ver-
schiedenen chemischen Umgebungen, d. h. variierter Resonanzfrequenz, wird sicht-
bar. Physikalische Parameter, wie magnetische Suszeptibilitit, sind zudem von der
Richtung des statischen Magnetfeldes abhiingig.

In Systemen mit definierten Randbedingungen von Proteinlosungen oder Gewebe-
extrakten wurden die Wechselwirkungen der physikochemischen Parameter mittels
NMR-Spektroskopie untersucht. Insbesondere der Einfluss unterschiedlicher NMR-
Referenzsubstanzen, die der genauen Bestimmung der Resonanzfrequenzen die-
nen, wurde eingehend analysiert und die auftretenden Wechselwirkungen beschrie-
ben. So wurden Wechselwirkungen der weit verbreiteten NMR-Referenzsubstanz 3-
(Trimethylsilyl)propionsdure-2,2,3,3-d4 Natriumsalz (TMSP) mit Proteinen nach-
gewiesen. Ein Verfahren mit verschiedenen Referenzsubstanzen mit und ohne che-
mischen Kontakt zur untersuchten Substanz wurde eingesetzt, um die Anteile von
magnetischer Suszeptibilitdt und chemischen Austausch (zwischen Wasser und Ma-
kromolekiilen) zu quantifizieren. Beide haben die gleiche GréBenordnung, sind je-
doch entgegengesetzt, sodass der kombinierte Effekt geringer ausfillt.

Der Einfluss der Geometrie des Gewebes auf den Wasser-Makromolekiil-Austausch
ist differenziert: translatorische (stidrker als rotatorische) Diffusionsanteile wirken
sich auf den Wasser-Makromolekiil-Austausch und die davon hervorgerufenen Fre-
quenzverschiebungen der MR-Resonanzen aus. Damit lassen sich Riickschliisse auf
Gewebedegenerationen ziehen.

Die mit der Wasser-Makromolekiil-Wechselwirkung einhergehende Beeinflussung
der Korrelationszeiten hat zusétzlich einen Einfluss auf das Relaxationsverhalten.
Dies muss bei der MRT-Bildgebung in verstirktem MaB beriicksichtigt werden und
kann ebenfalls hinsichtlich der Charakterisierung des Gewebezustandes verwendet
werden.

Schlagworter: Wasser-Makromolekiil-Wechselwirkung, MRT-Phasenkontrast,
NMR-Spektroskopie
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Hinfithrung zur Problemstellung

Prizise fiir Diagnostik und Forschung, dabei schonend fiir Patienten — das sind
zentrale Anforderungen an Bildgebungsverfahren in der Medizin. Um diesen An-
spriichen gerecht zu werden durchlaufen nichtinvasive bildgebende Verfahren, wie
Computertomographie (CT), Magnetresonanztomographie (MRT) und Positronen
emissionstomographie (PET), eine fortwidhrende Entwicklung.

Die groBte Bandbreite an Einsatzmoglichkeiten bietet die MRT, da sie durch die Va-
riation technischer Parameter in der Lage ist, eine Vielzahl von unterschiedlichen
Bildkontrasten zu erzeugen.

Die MRT-Daten sind komplexwertig. Bei den gebrduchlichsten Anwendungen wird
jedoch der Phasenanteil nicht genutzt. Die resultierenden Darstellungen reprisen-
tieren Protonendichte und Relaxationsverhalten des untersuchten Objektes bzw. von
dessen Komponenten. In neuerer Forschung erwies sich der Phasenanteil jedoch als
niitzlich.

Der Phasenkontrast in der Hochfeldmagnetresonanztomographie (HF-MRT; Ma-
gnetfeldstirken ab 3 T) zeigt dabei einen iiberproportional intensivierten Kontrast
zwischen weiller (Substantia alba) und grauer Substanz (Substantia grisea) [1].
Hierin zeigen sich insbesondere die Suszeptibilititsdifferenzen. Daneben wird zu-
sitzliche anatomische Information illustriert, die in der Darstellung der Magnitu-
den (zum Beispiel T';-gewichtete MRT) fehlen (s. Abb. 1.1). So sind zum Beispiel
Regionen vermehrten Eisengehaltes [2] oder vendsen Blutes [3] mit intensiverem

Kontrast sichtbar. Daher besitzt der Phasenkontrast ein gro3es Potential zur Diagno-
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se und Pradiktion beispielsweise neurodegenerativer Erkrankungen, wie Multipler

Sklerose oder Alzheimer.

(a) Magnitudenbild (b) Phasenbild

Abbildung 1.1: Der Phasenkontrast (b) zeigt zusétzliche Details im Vergleich zu
konventioneller Magnitudenbildgebung (a) in der MRT — insbesondere im Bereich

grauer und weiBer Substanz sowie in Substrukturen [4].

Bei diesen Erkrankungen sind Lisionen im Gehirn nachweisbar. Die dadurch ver-
dnderte Gewebestruktur zeigt sich unter anderem in einem variierenden Phasenkon-
trast, obwohl die quantitative Zusammensetzung aus Proteinen und Wasser meist
unverédndert bleibt. Daher ist anzunehmen, dass es eine entscheidende Rolle spielt,
wie der Einfluss der Gewebestruktur, d. h. der qualitativen Zusammensetzung, auf
das MRT-Signal ist. Grundlegend dabei ist die Suszeptibilitit im Bezug auf das
statische Magnetfeld des MRT-Gerites und die elektromagnetischen Einwirkungen
in Abhéngigkeit von der applizierten Radiofrequenz (RF)-Pulssequenz. Damit ldsst
sich auch ein Teil des Phasenkontrastes zwischen grauer und weier Substanz erkla-
ren [5]. Andererseits ist der Austausch von Magnetisierung zwischen Wasser und
Makromolekiilen eine Grundlage insbesondere des Phasenkontrastes'. Durch die-
sen Austausch kommt es zu Frequenzverschiebungen, die im Phasenkontrast sicht-
bar werden.

Grundlage der hier vorliegenden Dissertation ist der Artikel ,,The molecular basis

! Auch die Relaxationskontraste basieren auf physikochemischen Wechselwirkungen der betei-
ligten Molekiile.

2
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for gray and white matter contrast in phase imaging* [6] von Zhong et al. und der
Forderungsantrag [7] an das Center for Behavioral Brain Sciences (CBBS) Neuro-
Networks?. Hierin wird das Modell der Wasser-Makromolekiil-Wechselwirkung als
Ursache fiir den guten Phasenkontrast in der Hochfeld-MRT beschrieben. In die-
ser Arbeit wurde dies an Hand von Messungen der chemischen Verschiebung des
Wassersignals in Anwesenheit von Makromolekiilen (Proteinen) mittels Nuklear-
magnetresonanz (NMR)-Spektroskopie tiberpriift. Erste Messungen dazu hat unter
anderem A. Brensing in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrt [8,9].

Mogliche Ursachen des Phasenkontrastes wurden auch mit Hilfe von Gewebeex-
trakten aus Rattenhirn beziiglich verschiedener Parameter, wie magnetische Sus-
zeptibilitdt und Frequenzverschiebung, untersucht.

Es wird gezeigt, dass die Interaktion zwischen Wasser und Makromolekiilen einen
signifikanten Effekt im Kontext des Phasenkontrastes hervorruft. Damit sollte es
moglich sein, einer differenzierteren Diagnostik auf Grund MRT-basierter Bildge-

bung eine fundiertere Basis zu geben.

1.2 Hypothesen und Arbeitsprogramm

Hypothese 1. Magnetische Suszeptibilitit und chemische Austauscheffekte wirken

sich mit entgegengesetztem Vorzeichen auf die MRT-Frequenzverschiebung aus.

Die hauptsédchlich diamagnetischen Eigenschaften biologischer Substanzen bewir-
ken eine Verschiebung der Resonanzfrequenzen zu kleineren Werten. Dahingegen
verursacht der Austausch zwischen Wasser und Makromolekiilen im Regelfall eine
Verschiebung zu hoheren Resonanzfrequenzen.

Daher wurden in dieser Arbeit mittels NMR-Spektroskopie wissrige Losungen von
Makromolekiilen (Proteine, langkettige Saccharide) hinsichtlich der Frequenzver-
schiebung von Wasser untersucht. Variierende Konzentration und Molekiilgrof3e

dienten dabei als Kontrollparameter.

Hypothese 2. Magnetische Suszeptibilitit und chemische Austauscheffekte sind in

ihrem absoluten Verhdiltnis unterschiedlich grof.

Da die Suszeptibilitit als Hauptursache des Phasenkontrastes herangezogen wird,

muss sie quantifiziert und gegeniiber dem Austauscheffekt abgegrenzt werden. Dazu

’Im Internet: http://www.med.uni-magdeburg.de/neuromd;.
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wurde eine Methode mit interner und externer NMR-Referenzsubstanz entwickelt

und mit verschiedenen Proteinen und Gewebeextrakten durchgefiihrt.

Hypothese 3. Der Austauscheffekt ist abhingig von physikochemischen Parame-
tern wie Viskositdt, Proteingrof3e und Temperatur, die Auswirkungen auf makromo-

lekularer Ebene haben.

Die Wirkung des Austausches auf die Resonanzfrequenz ist von Parametern, wie
Molekiilgrole und -geometrie, Temperatur, Ladungszahl, pH-Wert und Bindungs-
stellen abhédngig. Durch Variation und gegenseitige Beeinflussung dieser Parame-
ter konnen Schliisse auf das Zusammenspiel der einzelnen Eigenschaften gezogen
werden. Daraus lassen sich allgemeine Aussagen beziiglich des Nachweises (pa-
thologischer) Verdnderungen auf makromolekularer Ebene mittels Phasenkontrast

ableiten.
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Grundlagen

2.1 Vorbemerkungen

Mit zunehmender Verwendung der MRT in der medizinischen Forschung und Dia-
gnostik schreitet auch die technische Entwicklung der verwendeten Gerétschaften
voran. Aufgrund der linearen Abhingigkeit der Signalstirke von der Feldstirke
des verwendeten statischen Magnetfeldes sind im Laufe der Zeit 1,5 Tesla von
3 Tesla-Geriten abgelost worden. Mit der Installation des europaweit ersten 7 Tesla-
Human-MRT in Magdeburg vor ca. 10 Jahren (und Nachfolgern an verschiedenen
Standorten weltweit) zeichnet sich eine fortwdhrende Entwicklung hin zur Hochfeld-
MRT ab. Die bei solchen Feldstirken gewonnenen Phasendaten zeigen bessere Kon-
traste zwischen grauer und weiller Substanz (vgl. Abb. 1.1), als dies mit konventio-
nellen Techniken unter Zuhilfenahme der Amplitudenbilder moglich war: Es ist eine
nichtlineare Erhohung des Signal-Rausch-Verhiltnisses um einen Faktor zwischen
zweil und sechs zu verzeichnen [10].
Die in den Phasenbildern manifestierten Frequenzunterschiede f zeigen sich nach
der Formel

o=2nfTE 2.1)

in der Phase ¢, wobei TE die Echozeit zwischen Anregungspuls und Registrierung
der Resonanz ist [11].

Ursachen fiir diese Frequenzvariation sind in der physikochemischen Zusammen-
setzung und den damit verbundenen Eigenschaften biologischen Gewebes zu su-
chen.

Aufgrund des grofen Anteils von Wasser im Gehirn (etwa 70% [12]) und der hiu-
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figen Anwendung von '"H-MRT! ist eine genauere Betrachtung des Wassersignals
mittels "H-NMR-Spektroskopie im Hinblick auf Frequenzunterschiede naheliegend.
Bisherige Anwendungen und Studien des MRT-Phasenkontrastes postulierten als
wesentlichen Anteil der Kontrasterzeugung unterschiedliche magnetische Suszep-
tibilitdten im Gewebe. Die magnetische Suszeptibilitit variiert beispielsweise auf-
grund verschiedener Eisen- [13, 14] und Myelingehalte [15] (hauptsédchlich in der
weillen Substanz enthalten) und ist zusétzlich von der Orientierung im statischen
Magnetfeld abhdngig. Damit lassen sich auch Einfliisse der Faserorientierung auf
den Phasenkontrast erklédren [14,16]. Des Weiteren lisst sich auch die Frequenzver-
schiebung aufgrund chemischer Wechselwirkung zwischen Wasser und Gewebebe-
standteilen als Ursache des Phasenkontrastes anfiihren [11]. Auch dies kann eine
Abhingigkeit von der Faserorientierung erkldren [17], da die Diffusion im dichten
Gewebe eingeschrinkt ist. Die Verhiltnisse im wissrigen Milieu, in dem sich die
Biologie abspielt, sind insbesondere in der vorliegenden Arbeit von Bedeutung.
Daher wurden als Untersuchungsgegenstand Makromolekiile in wéssriger Losung
gewihlt (vgl. Abschnitt 3.2). Diese wurden mittels NMR-Spektroskopie unter Ver-
zicht auf rdumliche Lokalisation (vgl. MRT) hinsichtlich der Frequenzverschiebung
des Wassers untersucht (vgl. Abschnitt 3.3).

Im Rahmen der Fokussierung wird in dieser Arbeit die makromolekulare GréBen-
ordnung betrachtet. Gleichzeitig wird der daraus erstehende Mangel an Prizisi-
on im Bezug auf die Mannigfaltigkeit der Skalen im (menschlichen) Gehirn vom
Mikro- zum Zentimeterbereich nicht auler Acht gelassen. Dafiir sorgt das wihrend
der gesamten Projektlaufzeit durchgefiihrte CBBS?-Projekt. Darin vereint sind Teil-
projekte, die von makromolekularer Ebene [18-20] iiber Experimentell-Allergisch-
Encephalomyelitis (EAE)-Ratten-Modelle [21,22] bis hin zu Studien an Patienten
mit Multipler Sklerose (MS) das Phinomen des MR-Phasenkontrastes untersuchen.
Dabei bewegen sich die Forschungsfelder in verschiedenen Skalen: einige Nano-
meter der Hydrathiille, Mikrometer von subzelluldren Strukturen und Millimeter
der Auflosung von MRT bzw. den beobachtbaren Strukturen.

In den folgenden Abschnitten werden die hier kurz angerissenen Themen weiter
ausgefiihrt, um die Verkniipfung zwischen den Hypothesen und den angewandten

Methoden bzw. den erzielten Ergebnissen zu vermitteln: Zunéchst folgt eine Einfiih-

ISiehe dazu weiter unten in den Abschnitten 2.2.2, S. 7, und 2.4.1, S. 15.
2CBBS = Center for Behavioral Brain Sciences, Magdeburg.
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rung in die Grundlagen der MRT, insbesondere aber der NMR-Spektroskopie, da sie
die verwendete Methode der vorliegenden Arbeit ist. Danach wird ein Uberblick zu
den Kontrasten gegeben, die in der MRT auftreten konnen und Bezug zu den hier
ergriindeten Ursachen des Phasenkontrastes — magnetischer Suszeptibilitit und che-
mischem Austausch — hergestellt. Ein groerer Abschnitt befasst sich sodann multi-
perspektivisch mit den Ursachen des Wasser-Makromolekiil-Austauschs. In einem
gesonderter Abschnitt werden die Besonderheiten der NMR-Referenzsubstanzen
im Kontext des Austauschs beleuchtet und am Ende des Kapitels werden schlie3-

lich die Parameter, die den Phasenkontrast beeinflussen, zusammengefasst.

2.2 Einfithrung zu NMR und MRT

2.2.1 Vorbemerkungen

Bei der Aufklidrung der Ursachen der phinomenologischen Effekte im MR-Phasen-
kontrast, die sich hauptsidchlich im Mikro- bis Millimeterbereich manifestieren,
kommen Methoden der nicht-invasiven NMR-Spektroskopie (vgl. Kapitel 3) zum
Einsatz, welche ihre Sensitivitit bis hin zum Nanometerbereich haben. Die makro-
skopischen Effekte lassen sich so prizise und mit den in der Anwendung der MRT

vergleichbaren Mitteln beobachten und analysieren.

2.2.2 NMR-Spektroskopie

Quantenmechanisch betrachtet besitzt jedes Elementarteilchen einen Eigendrehim-

puls (Spin). Fiir einen Atomkern resultiert der Gesamtdrehimpuls p

p=HAIT+ 1) (2.2)

mit dem reduzierten Planckschen Wirkungsquantum 7 = %/2r und der Spinquanten-

zahl I. Mit der Parallelitdt von magnetischem Moment & und Spin g

-

d=vyp (2.3)

lasst sich das gyromagnetische Verhiltnis y des betrachteten Kerns abzuleiten [23].
Dieser ist fiir jeden Kern abhingig von seiner Konfiguration, d. h. der Zusammenset-
zung des Atomkerns aus Neutronen und Protonen unterschiedlicher Quantenzahlen
(s. Tab. 2.1).
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Tabelle 2.1: Ubersicht zu Spin-Quantenzahl, natiirlicher Hiufigkeit und dem gyro-

magnetischen Verhiltnis y wichtiger Isotope [24].

Isotop Spinl [107rad/Ts] Hiufigkeit [%]

'H 12 26,7522 99,9885
BC 12 6,7283 1,07
BN 12 -2,7126 0,368
70 5/2 -3,6281 0,038
YR 12 25,1815 100

3p 1/ 10,8394 100

Die Anwesenheit eines magnetischen Feldes By bewirkt eine Prizessionsbewegung
des Kernspin um eine Achse parallel zum Magnetfeld [23] mit der Kreisfrequenz

wy, die als Larmor-Frequenz bezeichnet wird:
Wy = —’)/BO (24)

Unter dem Einfluss eines dufleren Magnetfeldes tritt der Zeeman-Eftekt auf, d. h. ei-
ne Aufspaltung der Energiezustinde in Abhingigkeit von der Magnetquanzenzahl
m(l,1-1,1-2,...,—1+1, =I). Daraus resultiert, dass ein Kern mit Spin / eine Zahl
von 21 + 1 Zustinden einnehmen kann. Bei Protonen (!H-Kern) mit Spin I = 1/2 er-
geben sich daher zwei mogliche Spin-Zustidnde (@ und ) welche unterschiedlichen
Energieniveaus entsprechen: niedrig bei paralleler (@) und hoch bei antiparalleler
(B) Ausrichtung zum dulleren Magnetfeld (s. Abb. 2.1).

x B>=|-1/2>  E= +uB,= +IB, =+%B,

Bn Ilvl! = ZHBH

4

la>=|+1/2>  E= —uB,= —IB,=-%yB,

Abbildung 2.1: Energieniveaus fiir einen Kern mit Spin / = 1/2 bei eingeschaltetem
duBeren Magnetfeld (By) [25].

Die verschiedenen Besetzungszustinde stehen zueinander im Verhiltnis

N’g —AE —hvg hV()
B e n ] - 2 2.5
N, ¢ T kT (&)
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und unterliegen somit der Boltzmann-Verteilung, was fiir hohe Temperaturen (7 >
4K) auf der rechten Seite mit dem ersten Glied der Taylor-Reihe approximiert
ist [25].

Um den Energiesprung von @ zu 8 durch Immission einer elektromagnetischen Wel-

le zu realisieren, muss Bohrs Resonanzbedingung
AE = hyy (2.6)

unter Einbeziehung des Planckschen Wirkungsquantums / und der Larmor-Frequenz
v erfiillt sein. Ausgehend von dieser energetischen Anregung durch RF-Pulse rela-
xiert der Kern, d. h. er kehrt zum urspriinglichen Energiezustand zuriick und emit-
tiert dabei mit gleicher Frequenz die zuvor induzierte Energie.

Gleichzeitig richtet sich bei der Absorption die Nettomagnetisierung aus der lon-
gitudinalen Ausrichtung parallel zum Magnetfeld (z-Richtung) hin zu maximaler
transversaler Orientierung (xy-Ebene) aus. Die Relaxation der Magnetisierung nennt
man freien Induktionszerfall, englisch Free Induction Decay (FID). Die Bloch-
Gleichungen beschreiben diesen Prozess der zeitlichen Variation der Magnetisie-
rung M in den drei Raumrichtungen (Ausgangsmagnetisierung M, in z-Richtung)

in Form von Differentialgleichungen:

dt T,
dM, M,

dr = (,U()My - T_2 (27)
My _ o -

dt 0™ T,

Die damit verbundenen Relaxationsprozesse werden in longitudinale und transver-
sale Relaxation unterschieden. Erstere bezieht sich auf die Wiederherstellung der
Nettomagnetisierung M), wie sie durch das Verhiltnis in Gl. 2.5 beschrieben ist. Die
Energie wird dabei an das Gitter der (molekularen) Bindung abgegeben, weshalb
dieser Vorgang als Spin-Gitter-Relaxation bezeichnet wird. Die Zeitkonstante fiir
die longitudinale Relaxation wird mit 7, bezeichnet. Fiir den transversalen Relaxa-
tionsprozess, der durch Spindephasierung (Spin-Spin-Wechselwirkung) bestimmt
wird, ist die Zeitkonstante 7, fiir den Verlust der Quermagnetisierung definiert.

Feldinhomogenititen verursachen meist eine schnellere Relaxation mit 7 [26]:

1 1
— = —vyABy + —. 2.8
T 5 YABo T (2.8)
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Das Relaxationsverhalten hat dabei lediglich einen Einfluss auf die resultierende
Linienform, hier dargestellt als g(v) im Frequenzraum:

2T,
1+ 42T (vo — v)?

gv) = (2.9)

d. h. die Linienbreite ist proportional zu 1/7, und hat die Form einer Lorentz-Kurve.
Die resultierenden Resonanzfrequenzen im NMR-Spektrum sind dabei unabhingig
vom Relaxationsverhalten. Dahingegen stehen die Resonanzfrequenzen im Zusam-
menhang mit der resultierenden Magnetisierung einzelner Spins aufgrund des auf
sie wirkenden Magnetfeldes.

Durch die Umgebung der betrachteten Spins (hier Makromolekiile in der Umgebung
von Wasser) ergeben sich spezifische Anderungen des effektiven Magnetfeldes. Da-
zu tragen beispielsweise die magnetische Suszeptibilitit des Kerns selbst, die ab-
schirmende Wirkung der Elektronen im 1s-Orbital, strukturell benachbarte Kerne
(z. B. im Molekiil) und temporir benachbarte Spins bei. Letzteres ist beispielsweise
durch chemische Wechselwirkung oder Protonenaustausch insbesondere mit dem
Losungsmittel, also Wasser, gegeben. Dies wird auch als Magnetisierungstransfer?
bezeichnet. Durch die Summe der Effekte ergeben sich verschiedene Resonanzfre-

quenzen oder auch chemische Verschiebungen

y=X . By-(1-0), (2.10)
2

charakterisiert durch die Abschirmungskonstante o

Um eine von der Magnetfeldstirke unabhédngige und damit zwischen Messungen
bei unterschiedlichen Feldstirken vergleichbare chemische Verschiebung 6 zu er-
halten, wird das Verhiéltnis der ermittelten Frequenz vy relativ zu einer chemischen
Referenzsubstanz mit Frequenz vger zur Resonanzfrequenz* vyess bestimmt und in
parts per million angegeben:

5X) = ZXZR 109 [ppm] @2.11)

VMess
Eine nihere Betrachtung von NMR-Referenzsubstanzen im Kontext dieser Arbeit
erfolgt ausfiihrlich in Abschnitt 2.8.
In der NMR-Spektroskopie wird der FID in der Regel mit der gleichen Spule regis-

triert, mit der auch die elektromagnetische Anregung induziert wird. Das ermittelte

3Englisch: Magnetization Transfer (MT)
“Bezogen auf die Kernsorte (z. B. "H) auf die das NMR-Experiment abzielt.

10
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Signal ist eine Kombination aus Absorption (x-Komponente der transversalen Ma-
gnetisierung, Realteil) und Dispersion (y-Komponente, Imaginérteil) und kann so

als komplexwertiges Signal betrachtet werden. Mit Hilfe der Fourier-Transformation

g(w) = f ) fHe ™ dt 2.12)

wird das Signal aus der Zeitdoméine f(¢) (s. Abb. 2.2a) in die Frequenzdoméne g(w)
iberfiihrt (s. Abb. 2.2).

(a) FID (b) Spektrum
Abbildung 2.2: (a) Darstellung des freien Induktionszerfalls und (b) der Spekt-

raldarstellung (fouriertransformierter FID) am Beispiel von Cyclosporin mittels 'H-
NMR-Spektroskopie.

Die gewonnenen NMR-Spektren konnen, wie bspw. in der obigen Abbildung dar-
gestellt, sehr komplex sein und genaue Aufschliisse iiber die chemische Komposi-
tion und Molekiilstruktur einer Substanz geben. Dariiber hinaus sind Interaktionen
einzelner Substanzen (hier Wasser und Makromolekiile) im NMR-Spektrum und
damit im MRT-Phasenkontrast verschliisselt, was das Hauptinteresse dieser Arbeit

darstellt. Darauf wird insbesondere im Abschnitt 2.6.3 (S. 25) eingegangen.

2.2.3 Magnetresonanztomographie

Die MRT hat ihren Ursprung in der Anwendung von NMR-Spektroskopie auf Ge-
hirnextrakte [27]. Dies brachte Lauterbur im Jahre 1971 auf die Idee, mittels ma-
gnetischer Gradienten den lokalen Ursprung eines FID-Signals innerhalb des (in
vivo) zu untersuchenden Individuums zu kodieren [28]. Damit war der Weg zur An-
wendung auch in der Medizin bereitet.

Die detaillierte technische Umsetzung und Funktionsweise der MRT soll in dieser

Arbeit zugunsten der Konzentration auf NMR-Spektroskopie nicht néher betrachtet

11
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werden. Bei weitergehendem Interesse kann in entsprechender Literatur, z. B. bei
Haacke [29], nachgelesen werden.

Im Folgenden werden die wichtigsten angewandten MRT-Kontraste und deren ma-
terielle Ursachen dargestellt. Dies dient dazu, die gewonnenen Erkenntnisse aus der
NMR-spektroskopischen Untersuchung in das Feld der Bildgebung iibertragen zu
konnen und einen kurzen Uberblick iiber andere Kontraste (neben dem Phasenkon-

trast) zu geben.

2.3 Uberblick zu Kontrasten in der MRT

2.3.1 Vorbemerkungen

Hinsichtlich der generierten Kontraste in der MRT sind Relaxation’, Spindichte,
magnetische Suszeptibilitit, elektrische Leitfahigkeit des Gewebes, chemische Ver-
schiebung und Diffusionseigenschaften ma3gebliche Parameter der zu untersuchen-
den Objekte und Subjekte. Variationen dieser Parameter im betrachteten Untersu-
chungsobjekt erzeugen somit differenzierte Kontraste. Fiir die Darstellung dieser
Kontraste werden unterschiedliche Sequenzen aus Gradienten- und RF-Feldern an-
gewendet, womit eine Sensibilisierung auf verschiedene Parameter bzw. Parameter-
bereiche erfolgt (vgl. [30]).

Wie bereits in Abschnitt 2.2.2 beschrieben, bildet der transversale Anteil der Ma-
gnetisierung das komplexwertige Signal in der MRT. Daraus werden in der NMR-
Spektroskopie die Frequenzanteile f; berechnet (vgl. Gl. 2.12). In der MRT hin-
gegen wird im Wesentlichen die Amplitude, d. h. die Signalintensitit (S = }; f)
betrachtet. Demgegeniiber spiegelt sich bei der Phasenbildgebung die Frequenzver-
schiebung f wieder (s. Gl. 2.1).

Die Spindichte (oder auch Protonendichte) bildet sich direkt in MRT-Bildern ab
und ist die am einfachsten zu erkldrende Kontrastursache. Wie bereits im vorigen
Abschnitt dargestellt, sind Relaxationsprozesse als dissipative Effekte die Hauptver-
antwortlichen bei der Generierung von Kontrasten. Diese sind aber nur eine Eigen-
schaft im Zusammenspiel vieler Faktoren, wie sie sich im Signal-Rausch-Verhiltnis

darstellen lassen:

SNR o Ny 2B2T2 (I + 1) T2/ Ty Vintess - (2.13)

SBestimmt durch die Zeitkonstanten 75, T, und Tz*
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KAPITEL 2 GRUNDLAGEN

Dabei sind die Anzahl der Spins N, das gyromagnetische Verhiltnis y, die statische
Magnetfeldstirke By, Temperatur 7', Spinquantenzahl /, Relaxationskonstanten 7',
und 7, sowie die Messzeit fyss die wesentlichen Variablen in der MRT-Bildgebung.
Dabei ist der Faktor /7,/T, abhingig von der gewihlten Sequenz — hier in der
Form, dass 90°-RF-Pulse mit zeitlichen Abstinden von ¢, = T, gesendet werden,
d. h. die Anzahl der Messungen n = fyess/ 77 1t.

Durch Variation der Repetitionszeit TR zwischen Anregungspulsen und der Echo-
zeit TE vor der Aufnahme des Signals konnen beispielsweise T- und 7,-gewichtete
Bilder generiert werden, da folgende Zusammenhinge zwischen Spindichte p und

Signal § bestehen (einfache Sequenz bestehend aus 90°-RF-Pulsen):

S ocp(l _e—TR/Tl)

-TE|T,

(2.14)
S o pe

Direkt im Zusammenhang mit den sich darin widerspiegelnden Relaxationsprozes-
sen stehen chemische Austauschprozesse, welche zusitzlich zum Einfluss auf die
Amplitudenbildgebung auch Phasenkontrast generieren.

Die zum Phasenkontrast beitragenden Anteile wurden von Wharton [31] wie folgt

zusammengefasst:
e isotrope und anisotrope magnetische Suszeptibilitit
e chemischer Austausch
e Mikrostruktur

Dies ldsst sich in der Gleichung

Af = Af Suszeptibilitit T Af Austausch T Af Mikrostruktur (215)

ausdriicken, die die zuvor genannten Anteile in gleicher Reihenfolge enthilt.

Die Leitfahigkeit des Gewebes trigt ebenfalls zum Phasenkontrast bei. Die einzel-
nen Anteile unterscheiden sich maf3geblich in ihrer Abhéngigkeit von der Richtung
des Magnetfeldes und der geometrischen Gewebestruktur. Dazu sollen die fiir den

Phasenkontrast wesentlichen Ursachen im Folgenden genauer betrachtet werden.
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2.3.2 Suszeptibilitit und Phasenkontrast

Zum Phasenkontrast trigt anteilig direkt die (isotrope und anisotrope) magnetische
Suszeptibilitit y bei, da die physikalische Beeinflussung des Magnetfeldes® die Re-
sonanz der Kerne variieren ldsst. Mit der Echozeit TE der Signalaufnahme spiegelt
sich im Phasenkontrast (s. Gl. 2.1) eine Variation der Larmor-Frequenz und damit
indirekt das mittlere lokale Magnetfeld der Wasserstoffkerne wieder. Makroskopi-
sche Verzerrungen des Magnetfeldes B, beeinflussen direkt die Larmor-Frequenz
(vgl. Gl. 2.4):

w, (% By) = —y - AB(P) . (2.16)

Die lokale Magnetfeldverzerrung im Volumen V hédngt dabei von der Richtung des
Magnetfeldes und der umgebenden Verteilung der effektiven magnetischen Suszep-

tibilitiit y ab:
, 3-cos26— 1

AB(?) = 'BO'-fX(f‘)-Ld? 2.17)

\%4

~
47r-|?—r’

wobei der Winkel 8 die Ausrichtung der Gewebestruktur gegeniiber dem Magnet-
feld By im Bogenmall ausdriickt und die magnetische Suszeptibilitit beeinflusst.
Diese Betrachtungen machen sich die Generalisierung von Dipolfeldern, wie sie
von Atomkernen generiert werden, in Form von Lorentz-Kugeln zu Eigen. Genaue-
re Ergebnisse werden erzielt, wenn statt Kugeln Ellipsoide betrachtet werden [32],
was insbesondere die Form von Wassermolekiilen besser reprisentiert (s. Abschnitt
2.4.2, S. 17). Damit kann beispielsweise die Wasserfrequenzverschiebung A faxon

(bezogen auf die Larmorfrequenz f;) eines Axons mit Zytosol ausgedriickt werden

als
A Xon . 4
ffL =2 (XAxon - XZytosol) SIHZ ¥+ § T X Zytosol (2 1 8)
0
mit dem Winkel @ zwischen der Richtung des Axons und des externen Magnetfel-
des By [33].

Im Bereich kurzer Echozeiten TE wurde ein nichtlinearer Effekt der Phasenentwick-
lung (entgegen GI.2.1) von Schweser et al. gezeigt [34], der in der Modellbildung
und entsprechender Anwendung bei der Wahl der Sequenzparameter in der Bildge-
bung ebenfalls Beachtung finden muss.

In einer Studie bei einer Feldstirke von By = 7T wurde eine Frequenzverschie-

®Biindelung im Falle para-/ferromagnetischer (y > 0) bzw. Abschwichung des Magnetfeldes

durch diamagnetische (-1 < y < 0) Substanzen.
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KAPITEL 2 GRUNDLAGEN

bung von etwa 2 Hz aufgrund von Suszeptibilititsunterschieden im Gehirn festge-
stellt [10].

2.3.3 Austausch und Phasenkontrast

Die schnellen Wechselwirkungen zwischen Wasser und Makromolekiilen — Wasser-
Makromolekiil-Austausch (WMA) — fiihren ebenfalls zu Anderungen der Larmor-
Frequenz in der Form

wwma = E(F) - ¢ (7) (2.19)
mit der Konzentration der Makromolekiile ¢ und dem Austauschterm E am Ort 7.
Diese Frequenzinderung ist im Gegensatz zur magnetischen Suszeptibilitidt nicht
von der Ausrichtung zum Magnetfeld abhiingig (wie soeben erldutert) und im All-
gemeinen den (in biologischen Systemen) suszeptibilitdtsbedingten (diamagneti-
schen) Frequenzidnderungen entgegengesetzt [33, 35,36].
Im folgenden Abschnitt soll das Thema Austausch ausfiihrlicher und aus verschie-
denen Blickwinkeln (biologisch, chemisch und physikalisch) betrachtet werden.
Dabei wird auch Bezug auf die Mikrostruktur genommen, die ebenfalls den be-

trachteten Phasenkontrast beeinflusst.

2.4 Ursachen des Wasser-Makromolekiil-Austauschs

2.4.1 Zusammensetzung biologischer Materie

Betrachtet man die Ursachen des MRT-Phasenkontrastes auf der Ebene des chemi-
schen Austauschs, so stellt sich zunichst die grundsitzliche Frage, welcher Aus-
tausch in den hier aufgefiihrten Uberlegungen betrachtet werden soll.

Dazu ist zunéchst zu kldren, welche Interaktionspartner in dem betrachteten Sys-
tem (hier biologisches Material in Form von Gehirnen) in Frage kommen. Der ho-
he Wasseranteil in biologischem Gewebe und die Skalenvariabilitit, d.h. die un-
terschiedlichen Liangenskalen der funktionellen und organisatorischen Strukturen,
sind als Besonderheiten hervorzuheben. Auf makromolekularer Ebene besteht bio-
logische Materie — in der hier relevanten Skala des Gewebes — aus Proteinen, Zy-
toskelett, Lipidmembranen, Zytoplasma etc. (vgl. [37,38]). Das zunehmende Auf-
l6sungsvermogen der MRT im Bereich der Molekiile ist gerade hier von zunehmen-

dem Interesse. Es sei dabei insbesondere auf Forschungen im Bereich der Metabo-
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liten und Neurotransmitter hingewiesen. Diese und die vorliegende Studie finden an
der Schnittstelle zwischen Chemie (Nanometer-Auflosung) und Medizin (iiblicher-
weise im Millimeter- bis Zentimeter-Bereich) statt. Dabei ist der lokale Fettgehalt
von Hirngewebe nicht zu vernachlissigen: etwa 80% in Myelin, 49-66% in weiller
Substanz und 36-40% in grauer Substanz [39]. Hinsichtlich der Wechselwirkung
mit Wasser spielt dies jedoch eher eine untergeordnete Rolle aufgrund der hydro-
phoben Eigenschaften der Lipide.

Insbesondere wegen der funktionalen Eigenschaften’ sind Proteine Gegenstand be-
sonderen Interesses innerhalb dieser Arbeit. Dies wird im Kapitel 3 nidher erldu-
tert (S. 35). Proteine sind zusammengesetzt aus Aminosduren. Es gibt insgesamt
20 kanonische Aminosduren, die proteinogen sind. Davon sind sechs lipophil, al-
le anderen hydrophil. Aufgrund der Zusammensetzung von Proteinen aus vielen
unterschiedlichen Aminoséduren, sind Proteine in ihrer Primérstruktur amphiphil.
Beim Faltungsprozess der Primérstruktur (in wissriger Losung) aggregieren hydro-
phobe Aminosduren in Inneren und die hydrophilen Aminosduren werden an der
Oberfliche des Proteins exponiert. Dabei konnen sich aber auch, insbesondere aus
funktionalen Griinden, Kavitidten mit hydrophoben Aminosiduren an der Oberfld-
che des Proteins bilden. Daraus resultiert iiberwiegend hydrophiles und stellenwei-
se hydrophobes Verhalten der Proteine aufgrund der so gebildeten Sekundér- und
Tertidrstruktur. Die Proteinfaltung ist ein Prozess im Sinne der Selbstorganisation
und wird vor allem durch die amphiphile Komposition begiinstigt. Dadurch ist im
Wesentlichen auch die Stabilitit der bis zu mehrere Tausend® Aminosiuren umfas-
senden Molekiile gewéhrleistet.

Beim Faltungsprozess werden auch Wassermolekiile im Protein eingeschlossen.
Tatséchlich sind etwa 0,2 bis 0,4 g Wasser je Gramm Protein fest am bzw. im Protein
gebunden [41]. Auch dies begiinstigt die Bildung einer funktionell relevanten Hy-
drathiille um Proteine herum. Durch Diffusion (s. u.) und Neubildung von Wasser-
stoftbriickenbindungen kommt es zum Austausch von Wassermolekiilen zwischen
der Hydrathiille bzw. dem Protein und dessen freien Bindungsstellen an der Oberfli-
che und freiem Wasser. Die hierbei in Frage kommenden Bindungsstellen fiir Was-
ser sind Hydroxy- (-OH), Carboxyl- (-COOH) und Amino-Gruppen (-NH,, -NH),

"Proteine fungieren im Wesentlichen als Enzyme und haben Bedeutung beim Transport von ver-

schiedenen Substanzen innerhalb des Korpers — durch Membranen hindurch oder subzellulir.
8Im Falle des hier verwendeten BSA, welches hiufig im Blut vorkommt, sind es 582 Aminoséu-

ren [40].
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welche in einem breiten Bereich von etwa 1 bis 7 ppm des '"H-NMR-Spektrums in
Erscheinung treten.

Dariiber hinaus sind die elektromagnetischen Eigenschaften biologischer Materie in
der MRT von herausragender Bedeutung. Biologisches Gewebe ist zumeist diama-
gnetisch, lediglich desoxygeniertes Himoglobin und Eisenablagerungen sind para-
magnetisch. Die vielfdltige Zusammensetzung des Gewebes beziiglich der vorkom-
menden Atome und Lingenskalen kann Unterschiede in der magnetischen Suszep-
tibilitdt, wie durch paramagnetischen Sauerstoff [42], und der physikochemischen
Wechselwirkung, wie durch Restriktion der Bewegung [43], zeigen.

Auch die Geometrie ist sehr vielfiltig: die Organisationseinheiten der Zelle haben
verschiedenste Ausprigungen geometrischer Formen. Im Gehirn, insbesondere in
der weillen Substanz, sind (Nerven-)Fasern formbestimmend und damit auch fiir
die physikochemische Wirkung dieser Mikrostruktur maB3geblich. So sind, wie wei-
ter unten beschrieben, Vergleiche zwischen Gewebe und Poren in Gestein im Hin-
blick auf die Wechselwirkung des Wassers in bestimmten Langenskalen nahelie-
gend (vgl. [43]).

2.4.2 Besonderheiten von Wasser

Im vorigen Abschnitt habe ich bereits mit der Besonderheit der Lokalisation im
wissrigen Milieu vertraut gemacht. Dazu mochte ich noch ein paar Hinweise zur
Besonderheit des Wassers selbst geben.

Zunichst ist darauf hinzuweisen, dass Wasser als polare Substanz mit tetraedrischer
Form ein ausgeprédgtes Bindungsverhalten iiber Wasserstoffbriickenbindungen auf-
recht erhélt. Es entsteht das sogenannte Clustering von Wassermolekiilen, die so
eine gewisse Nahordnung erhalten (gefaltet hexagonal bzw. nahezu plan pentago-
nal) [44]. Im Gegensatz zu anderen Fliissigkeiten erhoht sich dadurch das spezifi-
sche Volumen bei steigender und abnehmender Temperatur (Anomalie des Wassers)
— ausgehend von einer Temperatur von etwa 4 °C.

Hinzu kommt die Féhigkeit, einen schnellen Protonenaustausch zu begiinstigen
[44]. Die vorhandenen Bindungen sind also flexibel genug, um einen schnellen Mo-
lekiiltransport zu gewéhrleisten.

Die hohe Polarisierbarkeit und die unsymmetrische Ionenverteilung sind ein weite-
rer wichtiger Aspekt (beispeilesweise die Leitfahigkeit von Gewebe betreffend). Ei-

ne generalisierte Lorentz-Approximation (vgl. Abschnitt 2.3.2) ist daher fiir Wasser
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nicht ohne Kompromisse anwendbar und sollte daher auf das sphérische Lorentz-

Modell erweitert werden, wie von He et al. gefordert [33].

2.4.3 Physikochemische Wechselwirkungen im Kontext der NMR-
Spektroskopie

Generell gibt es eine Vielzahl an Wechselwirkungen zwischen Wasser und den Be-
standteilen biologischen Gewebes. Einige der Prozesse lassen sich mit Hilfe von
NMR-Spektroskopie oder auch in der MRT gezielt untersuchen. Als gebriduch-
liche Messmethoden sind beispielsweise Magnetization Transfer (MT) [45] und
Chemical Exchange Saturation Transfer (CEST) [46] zu nennen. Diese Metho-
den sind jedoch sehr selektiv (Begrenzung auf schmale Frequenzbereiche), bezie-
hen eine komplizierte Pulssequenz ein und erfordern eine mehrschrittige Auswer-
tung. Auch Chemical Shift Imaging (CSI) wire in dieser Hinsicht eine Methode,
die sogar mittels Bildgebung auf direktem Wege chemische Verschiebungen vi-
sualisieren wiirde. Jedoch ist hierbei das Auflosungsvermdgen wesentlich gerin-
ger, als bei der Phasenbildgebung. Im Gegensatz dazu bietet die Phasenkontrast-
bildgebung den Vorteil, direkt im hochaufgeldsten Bild die mittleren Frequenzver-
schiebungen darzustellen, die (neben u. a. Suszeptibilititsunterschieden) durch den
Wasser-Makromolekiil-Austausch bewirkt werden.

Der Prozess des Austausches lisst sich als Ubertragung von elektromagnetischem
Spin zwischen Protonen des Wassers und Protonen von Makromolekiilen bzw. de-
ren Hydrathiillen [47,48] durch deren Bewegung im Raum beschreiben. Dadurch
bewirkt der Austausch veridnderte Resonanzfrequenzen, wie weiter unten beschrie-
ben. Die damit verbundenen Vorginge finden in Zeitskalen statt, die schnelle Bewe-
gungen, wie Vibration oder Rotation (etwa 1071 — 107% s, s. Abb. 2.3), beinhalten.
Unterscheidet man hierbei die einzelnen Ursachen nach klassischen Wissenschafts-
gebieten, so kann man den Sachverhalt des Wasser-Makromolekiil-Austauschs ver-

einfacht wie folgt beschreiben:
e physikalisch: Brownsche Bewegung (Diffusion)

e chemisch: chemische Bindung (van-der-Waals- und Wasserstoffbriickenbin-

dung)
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Abbildung 2.3: Zeitskalen von Proteindynamik (oben) und NMR-Verfahren (un-
ten) [49]. Proteinbewegungen und NMR Relaxationsverfahren zur Erforschung um-

fassen mehr als 12 Groenordnungen der Zeitskala.

Zusammengenommen fiithren beide Teilaspekte zu chemischem’ Austausch zwi-
schen Wasser und Makromolekiilen und folglich zu wechselnder physikochemi-
scher Umgebung der betrachteten Spins.

Die Beeinflussung beider Prozessarten (Diffusion und Bindung) wird durch physi-
kalische Parameter, wie Temperatur und Phasengrenzen (Bewegungsrestriktion in
Folge der Geometrie), sowie chemische Einflussgroflen, wie pH-Wert und Konzen-
tration, direkt beeinflusst. Durch Andemngen der Temperatur lassen sich zudem
weitere Parameter, wie Viskositit und Proteinkonformation, beeinflussen. Letztere
ist zudem abhéngig von pH-Wert und Polaritit bzw. lonenstérke als chemische Pa-
rameter, was z. B. mit dem Vorhandensein bestimmter Salze [S0] zusammenhéngt.
Im Folgenden sollen tiefer gehende Aspekte betrachtet werden, die ihrerseits Ein-
fliisse auf Diffusion und chemische Bindung haben. Obwohl physikalische und che-
mische Parameter miteinander in Wechselwirkung stehen, erfolgt der Ubersicht hal-
ber eine getrennte Reflexion. Dabei wird insbesondere auf die Betrachtungsweise
mittels NMR-Spektroskopie Wert gelegt. Demzufolge ist der einbezogene Energie-

einfluss im Bereich elektromagnetischer Energie zu verzeichnen.

°Im Folgenden soll dieser Begriff beibehalten werden, wobei in den allermeisten Fillen gleich-
zeitig auch die physikalischen Auswirkungen gemeint sind. Demzufolge miisste eigentlich von ,,phy-

sikochemischem* Austausch gesprochen werden.
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2.5 Physikalische Mechanismen im Kontext der Dif-

fusion

2.5.1 Vorbemerkungen

Zu den physikalischen Mechanismen des Wasser-Makromolekiil-Austausches zéh-
len thermische, elektrostatische und durch Aggregation von Mikroteilchen (hier ins-
besondere Makromolekiile) bedingte Verdnderungen der Diffusion. Damit variiert
die Nihe der Protonen zu anderer chemischer und physikalischer Umgebung, d. h.
Magnetisierung und daraus resultierende Resonanzfrequenzen dieser Wasserproto-
nen dndern sich. Wichtig hierbei ist die mittlere Verweildauer eines Wassermolekiils
an den zum Teil fraktalen'® Oberflichen von Makromolekiilen [51]. Dies driickt
sich in den Umorientierungszeiten aus, die mit den Rotationszeiten der Makromo-
lekiile ins Verhiltnis gesetzt werden konnen. Diese sogenannten correlation times
bewegen sich in Gréenordnungen von Mikro- bis Picosekunden, z. B. fiir Wasser
74~ 6,1-107'% s und fiir BSA 7, ~ 7,5- 107 s bei 298 K [52], und sind proportional

zur dynamischen Viskositit 7 und dem Volumen V,, hydrierter Makromolekiile [52]:

7, =NV, /kT . (2.20)

Anhand der genannten Beispielwerte wird deutlich, dass es sehr kurze Zeitrdume
sind, in denen Wassermolekiile in direktem Kontakt mit Makromolekiilen stehen.
Dennoch kann die Diffusion von Wasser in der Nidhe von Proteinoberflichen bis zu
einer Groenordnung langsamer sein als im frei beweglichen Wasser [53].

Das Diffusionsverhalten wird durch Bewegungsrestriktion des Wassers in einer von
Mikrostruktur gepriagten Umgebung in Verbindung mit variierendem Bewegungs-
verhalten, bspw. Verkettung1 I der Makromolekiile selbst beeinflusst. Der damit ver-
bundene Energieaustausch ist entscheidend fiir die Betrachtung des (chemischen)
Austauschprozesses zwischen Makromolekiilen und Wasser im Kontext des MRT-
Phasenkonstrasts, weshalb Diffusion und Austausch eng miteinander verkniipft be-
trachtet werden miissen.

Zunichst soll jedoch niher auf die physikalischen Parameter eingegangen werden,

10 Anomales Diffusionsverhalten wegen Unebenheit, d. h. Verzweigungen und Selbstihnlichkeit,

der Proteinoberflache.
TS0 sind immobilisierte, d. h. miteinander verkettete, Proteine ein gutes Modellsystem fiir Gewe-

be [54].
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die das fiir den Phasenkontrast relevante Verhalten von Wasser und Makromolekii-

len beschreiben.

2.5.2 Diffusion

Die translatorische Diffusion D, des Wassers geht in Wechselwirkung mit (globulé-
ren) biologischen Makromolekiilen in rotatorische Diffusion D, iiber. Dabei befin-
det sich Wasser in einem quasigebundenen Zustand in einer Umgebung mit anderen
magnetischen Eigenschaften als in ungebundenem Zustand, wodurch sich die Re-
sonanzfrequenz dndert. Dies wird im Phasenkontrast registriert.

Die Aufenthaltszeiten von Wassermolekiilen an Makromolekiilen liegen, wie be-
reits oben genannt, in der GroBenordnung von einigen Nanosekunden. Unter phy-
siologischen Bedingungen kénnen jedoch auch Verweildauern im Bereich zwischen
1 us und 1 ms auftreten [55]. Otting et al. [55] vermuten, dass dies vor allem durch
die erhohten Austauschraten wegen Katalyse an Amino-, Hydroxyl- und Carboxyl-
Gruppen bedingt wird. Als entscheidend wird der Umstand betrachtet, dass an und
in Makromolekiilen an sich schon Wasser gebunden ist (vgl. Abschnitt 2.4.1, S. 15),
welches somit einer anderen physikochemischen Umgebung ausgesetzt ist und da-
mit der Austausch nur noch einen weiteren Beitrag dazu leistet.

Fiir die rotatorische und translatorische Diffusion gelten folgende Zusammenhénge
mit der dynamischen Viskositit 77, der Temperatur 7 und dem hydrodynamischen
Radius Ry [56]:

D, = kT/(87n,R3); D, = kT/(6nn,R7) . (2.21)

Entscheidend hierbei sind nun wiederum die Energien, wie die Aktivierungs- oder
Platzwechselenergie E,4, die im Verhiltnis zu der allgemeinen Gaskonstante R und

der Temperatur 7" die dynamische Viskositit  bestimmt (vgl. Gl. 2.30):
n = noe™/*7 (2.22)

Es ist dabei festzustellen, dass beispielsweise die Aktivierungsenergie E, fiir rota-
torische Umorientierung geringer ist als fiir translatorische Diffusion [52]. Auch die
Umorientierungszeiten folgen der gleichen GesetzmiBigkeit (vgl. [26]).

Betrachtet man beispielsweise Wassermolekiile in einem porésen Medium, so wird
die Bewegung durch die Kompartimente (s. Abb. 2.4) beeintrichtigt. Dies kann ins-

besondere durch die freie Weglidnge bzw. Diffusionsldnge [/, beschrieben werden,
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Abbildung 2.4: Darstellung der Diffusion eines Wassermolekiils zwischen festen
Kompartimenten (grain). Blaue Linien zeigen lokale Magnetfeldlinien der Kompar-
timente. [43]

die abhingig von der Zeit ¢ ist, in der Wassermolekiile mit der Diffusionskonstan-
te D die Bewegungseinschrinkung innerhalb einer Hydrathiille im Abstand von I
registrieren [57]:

I, « VDt. (2.23)

Der Diffusionskoeflizient des Anteils r, der in der Bewegung eingeschrinkten Was-

sermolekiile

(2.24)

ist dann um den gleichen Faktor r reduziert, wobei der sphérische Durchmesser d
der Restriktionsobjekte mit der Oberfldche S und dem Volumen V im Verhiltnis

6V

d
S

(2.25)

zueinander steht.

Zudem kommt es durch die Wechselwirkung elektromagnetischer Spins zu einer
Anderung des Relaxationsverhaltens'? der durch Bewegungsrestriktion beeintrich-
tigten Protonen (vor allem in Wassermolekiilen). Dies wirkt sich jedoch nicht auf

den Phasenkontrast aus und soll daher hier nicht weiter betrachtet werden.

12Niheres beispielsweise in den Publikationen [54, 58-60].
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KAPITEL 2 GRUNDLAGEN

2.5.3 Temperatureinfluss

Die Temperatur als mittlere kinetische Energie ist gleichzeitig ein Ma8 fiir die Kom-
bination rotatorischer und translatorischer Bewegungen, sowie von Vibrationen der
Teilchen. Dies driickt sich in den Anteilen der Diffusion als lineare Abhédngigkeit
aus (s. Gl. 2.21).

Die Relaxationsraten sind iiber die rotatorischen und translatorischen Reorientie-
rungszeiten (in erster Ndherung linear) temperaturabhéngig [61].

Des Weiteren gilt eine lineare Abhédngigkeit der Wasser- bzw. Hydrodeuteriumoxid
(HDO)-Frequenzverschiebung von der Temperatur 7 [°C] im Bereich von 0°C
bis 50 °C mit fypo=>5,051-0,01117 [62]. Verursacht wird dies hauptsédchlich durch
Dichtednderungen und damit verinderte Volumensuszeptibilitdten. Vereinfacht fiir
minimal wechselwirkende organische Fliissigkeiten (magnetisch isotrope Molekii-
le) und mit gasformiger!® externer NMR-Referenz gilt dann fiir die temperaturab-

hingige Resonanzfrequenzverschiebung

T
Dovs _ 5 094 . 1054292

(2.26)

mit der Volumensuszeptibilitit y” und der Dichte o7 bei Temperatur T' [64].

Diese Dichteinderungen haben aber auch direkte Auswirkungen auf die Bindungs-
langen der Wasserstoftbriickenbindungen. Dabei sind insbesondere die Bindungen
zwischen Wasser und Makromolekiilen betroffen, weniger die Bindungen mit Was-
ser innerhalb der Makromolekiile [65].

Die Temperatur als statistische Grofe driickt gleichzeitig Enthropie und Enthalpie
der betrachteten Teilchen und Molekiile aus. Somit lassen sich auch Austauschra-
ten und NMR-Resonanzverschiebungen theoretisch herleiten. Hierzu erfolgt jedoch
keine weitergehende Betrachtung, sondern eine auf die NMR-Spektroskopie spe-
zialisierte Beschreibung wird verwendet (s. Abschnitt 2.6.3, S. 25). Dabei sind
die betrachteten GroBen nicht mehr linear von der Temperatur abhingig: ein Bei-
spiel fiir die Bedeutung der Temperaturdnderungen sind um 66% reduzierte Wasser-

Austauschraten bei einer Temperatur von 20 °C statt 37 °C [66].

3Verwendung von Edelgasen, wie '?°Xe, bei niedrigen Driicken, da diese wegen fehlender intra-

molekularer Wechselwirkungen keine Temperaturabhingigkeit im NMR-Spektrum zeigen [63].
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2.6 CHEMISCHE MECHANISMEN IM KONTEXT DER BINDUNG

2.5.4 Elektrostriktion

Neben temperaturbedingten Dichtednderungen kommt es durch die chemischen Bin-
dungen ebenfalls zu Dichteinderungen der Hydrathiille um Proteine herum [67,68].
Ursache hierfiir sind die Packungsdichten an den Oberfldchen der Makromolekiile.
Durch Unebenheiten (konkave und konvexe Strukturen an der Proteinoberflache)
sind Wasserstoftbriickenbindungen teilweise geringer ausgeprigt (im Gegensatz zu
den engen Bindungen innerhalb des Proteins), weshalb in der Hydrathiille eine ge-
ringere Dichte und als Ausgleich unmittelbar daran angrenzend eine hohere Dichte
der Wassermolekiile nachzuweisen'# ist [67]. Die in diesem Zusammenhang auftre-
tende Elektrostriktion hat dabei unmittelbaren Einfluss auf die Resonanzfrequenzen
der beteiligten Kerne aufgrund der beeintrichtigen elektronischen Abschirmung des

Kerns.

2.6 Chemische Mechanismen im Kontext der Bindung

2.6.1 Vorbemerkungen

Durch austauschbare Protonen an den Makromolekiiloberflidchen ist eine Verédnde-
rung der resultierenden Resonanzfrequenz des Wassers zu verzeichnen [55]. Die
fiir diesen Prozess zur Verfiigung stehenden Protonen sind die von NH- und OH-
Gruppen an der Oberfliche von Proteinen. Mit einem Austauschmodell ldsst sich
damit auch die Frequenzverschiebung erkldren (vgl. Abschnitt 2.6.3, S. 25). Auch
der Austausch von Wasser zwischen Hydrathiille und freiem Wasser lésst sich als
Ursache heranziehen.

Zunichst soll dazu ein kurzer Abschnitt zur Hydratation von Makromolekiilen in die
chemische Betrachtungsweise einfithren um dann chemischen Austausch im Kon-

text der NMR-Spektroskopie zu beleuchten.

2.6.2 Hydratation von Makromolekiilen

In diesem Kontext sind insbesondere Wasserstoffbriickenbindungen im Zusammen-
hang mit den Besonderheiten des Wassers und der biologischen Materie (vgl. Ab-

schnitt 2.4.2, S. 17) von Bedeutung. Durch Ausbildung von Wasserstoffbriickenbin-

“Durch Proteinkristallographie mittels Rontgenstrahlen.
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KAPITEL 2 GRUNDLAGEN

dungen kommt es im Allgemeinen zur Verschiebung hin zu tiefem Feld (Entschir-
mung) durch Dipolfelder [69]. Dies ist auch temperaturabhingig, wie oben bereits
erwahnt.

Die Anlagerung von Wassermolekiilen an der Oberfldche von Makromolekiilen, wie
Proteinen, ist durch die Komposition aus hydrophilen Bestandteilen bedingt und
lasst so die Unterscheidung in gebundene, d. h. in der Hydrathiille lokalisierte, und
freie Wassermolekiile zu. Durch den schnellen Protonenaustausch, im Sinne einer
Neubildung von Wasserstoffbriickenbindungen, ist das freie Wasser sehr sensibel
fiir mogliche Bindungsstellen.

Zunichst kommt es zur Anderung von Relaxationsraten im Zusammenhang mit ge-

bundenem Wasser und freiem Wasser:

1 b N 1-b
I Ty T+t

(2.27)

mit 7'y, als longitudinale Relaxationszeit der gebundenen Wasserfraktion (b < 1),
T als longitudinale Relaxationszeit der freien Wasserfraktion und 7, als Residenz-
zeit des Wassers [61].

Fiir die Betrachtungen von hydratisierten Molekiilen ist der effektive Radius ry,

(Stokes-Radius) definiert als
3 [3M©y
= [ — 2.28
"= N 4N (2:28)

mit dem partiellen spezifischen Volumen v, dem Molekulargewicht M und der Avo-
gadrozahl N [70]. Daraus ldsst sich der Zusammenhang zwischen Molekiilmasse M

und -oberfliche S herleiten:
_ My

N
Die verschiedenen Modelle und darin betrachtete Abldufe (vgl. [55]; Magnetisie-

S (2.29)

rungstransfer, Protonenaustausch, Dipol-Dipol-Wechselwirkung etc.) beschreiben
letztlich jedoch die gleichen Auswirkungen und sollen folgend unter dem Begriff

Austausch betrachtet werden.

2.6.3 Chemischer Austausch

Eine ausfiihrliche Betrachtung der Bloch-Gleichungen unter dem Gesichtspunkt
chemischen Austausches liefert McConnell [71]. Dabei wird als Austausch der

Transfer eines Kerns (in unserem Fall eines Protons oder eines Wassermolekiils)
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2.6 CHEMISCHE MECHANISMEN IM KONTEXT DER BINDUNG

zwischen verschiedenen chemischen Umgebungen (hier: Makromolekiil und wiss-
rige Losung) verstanden.

Allgemein gilt als empirische Beschreibung der Austauschrate k nach Arrhenius mit
der Austauschenergie E, folgendes (vgl. auch Gl. 2.22) [72]:

k=A- e EaRT (2.30)

Dies stellt die Betrachtungen in den Zusammenhang mit den physikalischen Gro-
Ben, insbesondere der Temperatur 7.

Gehen wir nun iiber zu einem System, das mittels NMR-Spektroskopie betrachtet
wird. Das resultierende NMR-Spektrum der interagierenden Substanzen ist nach
Bain [72] immer eine Summe von Einzelspektren nicht miteinander wechselwir-
kender Substanzen.

Fiir die weitere Betrachtung wird eine einfache chemische (reversible) Reaktion

k
-1

zwischen Edukt S| und Produkt S, mit Austauschraten k und k_; angenommen.
Nach Palmer [49] lassen sich die Resonanzfrequenzen und Relaxationszeiten zwei-
er interagierender Substanzen in Formeln darstellen. Entscheidend fiir die Auspri-
gung des resultierenden Spektrums ist das Verhiltnis der kumulierten chemischen
Austauschrate K4 = k + k_; und der Differenz der Resonanzfrequenzen Aw aus den
separaten Resonanzfrequenzen wy der Populationen (k=1, 2 fiir zwei Populationen).
Bei einem langsamen Austausch, d.h. K4 < Aw, bleibt es bei separaten Resonanz-
frequenzen (s. Abb. 2.5).

Mit den relativen Populationen p, der beteiligten Substanzen im chemischen Gleich-
gewicht lassen sich die Resonanzfrequenz w, und die Relaxationskonstante'® R}
im Austausch berechnen. Den einfachsten Fall stellt ein schneller Austausch mit
K, > Aw dar:

Wp = p1wy + prw» (2.31)
A 0 2
Ry = Ry + p1p2Aw’ /Ky (2.32)
5Die Relaxationskonstante ist die inverse der Relaxationszeirkonstante, d.h. Ry = 1/T; bzw.

Ry, = 1/T».

26



KAPITEL 2 GRUNDLAGEN
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Abbildung 2.5: Simulierte Resonanzspektren mit chemischem Austausch [49]. (a -
f) Gleichwertige Populationen p; = p, = 0,5. (g - 1) Ungleichmifige Populationen
mit p; = 0,75 und p, = 0,25. Austauschkoeffizienten K, (a, g) 10000, (b, h) 2000,
(c, 1) 900, (d, j) 200, (e, k) 20 und (f, 1) 0s™!. Verwendung einer Relaxationsrate
R, = 10s7! und Resonanzdifferenz Aw/2m = 180 Hz.
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2.7 MODELL ZUM WASSER-MAKROMOLEKUL-AUSTAUSCH

Bei einem intermedidren Austausch (K4 ~ Aw) kommt es zu einem allmihlichen

Verschmelzen der Resonanzfrequenzen:

w1 + Wy 1
= — — AW -K?+V 2.33
w4 3 \/§ \/ w A A ( )
K, 1
R?ZRS'F?—%\/KE\—AU)Z'FVA (234)
mitV, = \/(Kj + Aaﬂ)z — 16p1 prAw? /Ky (2.35)

wobei R) die populationsgewichtet gemittelte transversale Relaxationskonstante der
nicht interagierenden Substanzen ist und eine Relation p; > p, der Populationen
angenommen wird. Die Variable V, bezieht die vorgenannten Relationen, die Fre-
quenzdifferenz Aw und die Austauschrate K, ein und ist hier zur Vereinfachung der
Formeldarstellungen separiert.

Zhong et al. [73] zeigten den Zusammenhang zwischen Linienbreite 6v;,, und den
Frequenzunterschieden Av wechselwirkender Bindungsstellen mit der Ratenkon-

stante 1/7:
(Av)?

1/t

51/1/2 = (236)

2.7 Modell zum Wasser-Makromolekiil-Austausch

Zhong et al. schlagen als Austauschmodell fiir die chemische Verschiebung A f fol-

genden exponentiellen Zusammenhang vor [74]:
Af =k, - M-e™ (2.37)

Dabei sind Austauschstirke k,, Aktivitdtsfaktor » und Makromolekiilkonzentration
M die bestimmenden Groflen. Die Austauschstirke kann dabei iiber die mittlere
translatorische Diffusionsldnge D, des freien Wassers und die mittlere rotatorische

Diffusionsldnge D, der Makromolekiile ausgedriickt werden [74]:
ko ~ e Pr/Pr (2.38)

Fiir geringe Konzentrationen M lisst sich Gl. 2.37 durch Taylorreihenentwicklung

in erster Niherung in eine lineare Gleichung der folgenden Form umwandeln:
Af =k, M. (2.39)
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2.8 Wechselwirkungen mit interner NMR-Referenz

Dieser Abschnitt wurde im wesentlichen der eigenen Publikation [20] entnommen.
Insgesamt muss in den Uberlegungen zum Messverfahren (vgl. Abschnitt 3.10, S.
53) berticksichtigt werden, dass alle in Losung befindlichen Komponenten mitein-
ander in Wechselwirkung treten konnen.

Daher ist ein weiteres Gebiet dieser Arbeit die intensive Betrachtung der Wech-
selwirkungen zwischen dem Losungsmittel (Wasser) und der verwendeten NMR-
Referenzsubstanz. Die Resonanzfrequenzen in der NMR werden immer relativ zu
einer Referenzsubstanz gemessen. Grundsitzlich ist die wesentliche Eigenschaft
einer Referenzsubstanz die vom Losungsmittel und der zu untersuchenden Sub-
stanz unabhingige Frequenzverschiebung im NMR-Spektrum. Dies kann gewéhr-
leistet werden, wenn die Referenzsubstanz durch die unmittelbare Umgebung nicht
in Struktur und magnetischem Verhalten beeinflusst wird. Eine externe Referenz-
substanz (beispielsweise in einem koaxialen Rohrchen) kann dies besser gewihr-
leisten als eine interne, die sich in der zu untersuchenden Losung selbst befindet.
Verschiedene Studien ( [35,63,75,76]) zeigen, dass es Wechselwirkungen zwischen
Referenzsubstanz und Losungsmittel bzw. den zu untersuchenden Substanzen gibt,
weshalb hier ein besonderes Augenmerk darauf gelegt wird. Auch die Abhédngigkeit
von der gewihlten Temperatur wurde als EinflussgroBe identifiziert [77], weshalb
auch diese Grofe spiter in die Betrachtungen mit eingehen soll (Abschnitt 4.2.1).
Der Austausch zwischen zwei Bindungsstellen kann durch Geschwindigkeitskon-
stanten fiir Hin- (k) und Riickreaktion (k_;) charakterisiert werden. Daraus ldsst sich

die Gleichgewichtskonstante K berechnen aus
K = k/k_, (2.40)

Um den Wasser-Makromolekiil-Austauscheffekt zu beschreiben, miissen drei Aus-
tauschprozesse folgender Substanzen beriicksichtigt werden: (A) Wasser (H,O) und
Makromolekiile (MM), (B) Wasser und Referenzsubstanz R, sowie (C) Makromo-

lekiile und Referenzsubstanz. Dabei ist (A) der primir interessierende Prozess. Die
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2.8 WECHSELWIRKUNGEN MIT INTERNER NMR-REFERENZ

drei Prozesse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

kWM kWM
MM + HQO — MM - HQO KwMm = WM ° (A)
KM k7
JRW kRW
R + H,0 = R - H,0 Kpw = — (B)
KRW KRy
WM kRM
MM + R = MM - R Kint = — . ()
AR e

Fiir Proteinlosungen in Wasser spielt nur Prozess A eine Rolle.
Unter der Annahme eines schnellen Austauschprozesses und der Populationswahr-
scheinlichkeiten

pr=ng/M und p;=n,/M

der freien (Anzahl ny) und der gebundenen (Anzahl n,) Wassermolekiile kann die
Gleichung 2.31 (siehe S. 25) angewandt werden. Die Gesamtzahl der Wassermole-
kiile M ist

M =ng,+ny

und das Verhiltnis gebundener und freier Wassermolekiile driickt sich in der Raten-

konstante
K WM = g / ny

aus. Mit dem Wasser-Makromolekiil-Austauscheffekt werden somit die Konzentra-
tion der Makromolekiile [MM], die Ratenkonstante Ky und die chemische Ver-
schiebung Awyy zwischen freiem und an Makromolekiilen gebundenem Wasser
als Faktoren einbezogen. Damit erhilt man eine Niherung fiir die Frequenzver-

schiebung fwma der Wasserfrequenz in Anwesenheit von Makromolekiilen:

KwmAwvim [MM]

~ ) 2.41
Sfwma 1+ Koy [MM] (2.41)

Da die Makromolekiilkonzentration (insbesondere bezogen auf die Wasserkonzen-
tration) als sehr klein angenommen werden kann, ist der Faktor Kyy[MM] mit der
Ordnung O(0) abzuschitzen. Daher kann die Frequenzverschiebung als linear ab-

hingig von der Makromolekiilkonzentration betrachtet werden:
Swma ~ KwmAwmm[MM] (2.42)

Diese Abhingigkeit wird spiter noch gezeigt (siehe Abschnitt 4.2.8). Wie bereits

oben erwihnt, werden die Resonanzfrequenzen in Relation zur Resonanzfrequenz
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einer Referenzsubstanz gemessen. Sofern die Referenzsubstanz mit dem Losungs-
mittel (also Wasser) und den Makromolekiilen interagiert, muss dies beriicksichtigt
werden. Dies ist der Fall bei 1,4-Dioxan. In Anwesenheit von 1,4-Dioxan erfihrt
Wasser eine kompetitive Bindungssituation, da es mit Dioxan Wasserstoftbriicken-
bindungen eingeht [78]. Daher miissen die beiden Prozesse A und B in die Berech-

nung der Wasserverschiebung mit einbezogen werden:

KWMACUMM
~ MM
P S IMMT + K D]
KRwAa)D

+
1+ KWM[MM] + KRw[D]

[D] (2.43)

wobei Krw die Gleichgewichtskonstante fiir den Wasser-Dioxan-Austausch ist, Adp
die Differenz der chemischen Verschiebung von Wasser zwischen freiem und mit
Dioxan gebundenem Zustand und [D] die Dioxankonzentration. Die Wasserver-
schiebung reduziert sich somit in Anwesenheit von Dioxan um den Faktor (1 +
Kwm [MM] + Kgrw [D]), der von der Dioxankonzentration [D] abhédngt. Bei gerin-
gen Dioxan- und Makromolekiilkonzentrationen, wie in dieser Studie verwendet,
kann die Wasserverschiebung beziiglich Dioxan mit der Ableitung von GI. 2.43 wie
folgt angendhert werden

0 fwma _ KrwAwp + KwmKrw(Awp — Awnvim) [MM]
o[D] (1 + KwmuIMM] + Krw[D])?

(2.44)

Bei geringen Konzentrationen von Dioxan ist der beschriebene Anstieg maf3geblich
von der Makromolekiilkonzentration [MM] und den chemischen Verschiebungs-
differenzen der Bindungszustinde Wasser—Makromolekiil (Awyp) und Wasser—
Dioxan (Awp) abhiingig.

Da die Verschiebungsrichtung von Awp entgegengesetzt zu der Wasser-Makromole-
kiil-Austauschverschiebung Awyy ist, kann es bei hoherer Dioxankonzentration
zum Vorzeichenwechsel und zu einem anderen Betrag der Austauschwechselwir-
kung kommen. Direkte Interaktion zwischen Dioxan und Makromolekiilen kann
dabei vernachlissigt werden.

Die Methylgruppen von TMSP kénnen mit hydrophoben Kavitéiten oder Bindungs-
stellen an der Oberfldche der Makromolekiile interagieren und damit das Signal von
TMSP verindern.

Ublicherweise existiert an Proteinen mehr als eine Kavitit, mit der TMSP wech-

selwirken kann. Nach [79] gibt es bei dem Protein BSA zwei verschiedene Typen
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hydrophober Bindungsstellen. Daher kann ein Michaelis-Menten-Modell mit ran-
domisierter Mehrfachbindung [80] den Prozess fiir TMSP beschreiben. Die oben
beschriebenen Prozesse A und C werden hierbei beriicksichtigt und lassen sich wie

folgt darstellen:

N Ci[T] + G[TJ?
1+ K'[T] + K”[T]

Sfwma = (KWMA(UMM ACUR) [MM] (2.45)

wobei C; und C, Anpassungsparameter sind. K” und K" reprisentieren die ver-
schiedenen Gleichgewichtskonstanten der hydrophoben Bindungsstellen und Awg
die Frequenzseparation zwischen freiem und gebundenem TMSP, dessen Konzen-
tration mit [T] abgekiirzt ist.

Gleichung 2.45 liefert nicht direkt die Zahl der hydrophoben Bindungsstellen zwi-
schen BSA und TMSP. Daher kann folgendes Austauschmodell nach [81] wie folgt

angenommen werden:

Apax([L] + NIP] + K4 = y/(IL] + N[P] + K4)> = 4[LIN[P])
(2N[P])

Af = (2.46)

mit der observierten chemischen Verschiebung Af (relativ zur Resonanzfrequenz
ohne TMSP — hier angendhert durch geringe Konzentration von TMSP), der Fre-
quenzidnderung A,,,, im Gleichgewicht, Protein- [ P] und Ligandenkonzentration [L]
und der Dissoziationskonstante K;. Mit dem Faktor N wird die Anzahl hydrophober
Bindungsstellen an der Proteinoberflache einbezogen. Wechselwirkungen zwischen
TMSP und Wasser werden dabei als vernachlidssigbar angenommen.

Bei der Bestimmung absoluter Resonanzfrequenzen wird zumeist auf externe NMR-
Referenzsubstanzen zuriickgegriffen. Unter Einbeziehung der IUPAC-Empfehlung
Nr. 3 [82] muss die Observable 6°° um die magnetische Suszeptibilitit der Refe-

renzsubstanz korrigiert werden:
5= 6% +6, =" + (1 - @) (x — xrer) (2.47)

mit dem Formfaktor @ = O fiir einen unendlich langen, parallel zum statischen
Magnetfeld orientierten Zylinder und den magnetischen Suszeptibilititen y der zu
untersuchenden Losung und der Referenz yg.r im koaxialen, rdumlich getrennten
Zylinder. Im Kontext dieser Arbeit wird dies jedoch meist auller Acht gelassen, da

Frequenzdifferenzen betrachtet werden.
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2.9 Schlussbemerkungen

Die Vielzahl der vorgenannten Parameter (chemische Wechselwirkungen und phy-
sikalische EinflussgroB3en) beeinflussen in unterschiedlicher Stiarke und Ausprigung
(positiv/negativ; vgl. Gl. 2.15) den Phasenkontrast. Insbesondere der letzte Ab-
schnitt zeigt, dass eine Unterscheidung der einzelnen Anteile hochst kompliziert
ist und eine sehr differenzierte experimentelle Untersuchung erfordert.

Dazu mochte ich an dieser Stelle die genannten Anteile am Phasenkontrast noch

einmal kurz zusammenfassen:
e isotrope und anisotrope magnetische Suszeptibilitit, darunter z. B.

— Eisen- und Myelingehalt
— desoxygeniertes Himoglobin
— paramagnetischer Sauerstoft
— diamagnetisches Gewebe

o chemischer Austausch — zu unterscheiden in

Diffusion (physikalisch) unter Einfluss von v. a.

Viskositit und Proteinkonformation

Bewegungsrestriktion der Wassermolekiile

Temperatur

Elektrostriktion

und chemische Bindung, abhhing von bspw.

Bindungsstellen fiir Wassermolekiile

Ionenstirke

pH-Wert

Austauschrate
e Mikrostruktur, ma3geblich bestimmt durch

— Faserorientierung

— Geometrie
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Kapitel 3

Experimentelle Durchfithrung

3.1 Vorbemerkungen

In diesem Kapitel soll zunidchst im Abschnitt 3.2 auf Spezifika der Materialwahl
eingegangen werden, um die Auswahl der Studienobjekte verstiandlich zu machen.
Eine Zusammenstellung der angewandten Methoden erfolgt anschlieend in den
Abschnitten 3.3 bis 3.10.

Dabei wird zunéchst die Methodenwahl begriindet (Abschnitt 3.3), beriicksichtig-
te Parameterdimensionen (Abschnitt 3.4) und die Probenvorbereitung (Abschnitt
3.5) vorgestellt, die verwendeten Methoden der NMR-Spektroskopie (Abschnitt
3.6) und die Datenextraktion (Abschnitt 3.7) erldutert.

Abgeschlossen wird das Kapitel mit den Methoden zur Ermittlung von Suszeptibi-
litdt (Abschnitt 3.8) bzw. Suszeptibilitit und Austausch (Abschnitt 3.10) mit einem
Einschub zur doppelten Referenzierung (Abschnitt 3.9) in der NMR-Spektroskopie.

3.2 Auswahl der Materialien

3.2.1 Proteine

Auf der Suche nach einem moglichst eingegrenzten, leicht handhabbaren und den-
noch verallgemeinerbaren Studiengegenstand betrachten wir zunichst die Bestand-
teile des menschlichen Gehirns nach absteigendem Gehalt. Zuallererst fillt Wasser
mit einem Anteil von 70% am stéirksten ins Gewicht, danach folgen Gewebe (graue

und weille Hirnsubstanz), und wenn man hiervon noch eine GréBenordnung kleiner
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betrachtet folgen die Makromolekiile!, darunter hauptsichlich Proteine (vgl. auch
Abschnitt 2.4.1, S. 15).

Makromolekiile sind in einer Groenordnung, die den Untersuchungsgegenstand
der Wasser-Makromolekiil-Wechselwirkung am besten reprédsentieren und zudem
auf dem Markt frei verfiigbar sind. Zudem haben Proteine eine grofle Bedeutung
fiir die biologische Funktion (z. B. enzymatische Wirkung). Ebenso bedeutend sind
Membranen, wiirden aber zugleich wieder eine andere Komplexitit mit sich brin-
gen, wie z. B. Mizellbildung. Daher kommen Proteine als Studienobjekte in Be-
tracht.

In Tabelle 3.1 sind die Proteine verzeichnet, die im Laufe der Studien verwendet

wurden.

Tabelle 3.1: Ubersicht iiber verwendete Proteine und deren KenngroBen (M = Mo-

lekulargewicht).
ADK. Name M [kDa]
RNase A Ribonuklease A 13,7
Lys Lysozym 14
GST Glutathione S-transferase 26
BSA Bovine Serum Albumin 67
IgG Immunoglobulin G 144

Bei der Auswahl der Proteine spielten verschiedene Gesichtspunkte eine Rolle:
Fiir die Untersuchungen eignen sich globulidre Proteine am besten. Diese zeigen
zum einen nur geringe richtungsabhingige Effekte, die sich in einem entsprechend
isotropen Verhalten im Bezug auf die magnetische Suszeptibilitidt auswirken. Das
isotrope physikochemische Verhalten (wie beispielsweise der Diffusion) ist dabei
ein weiterer entscheidender Gesichtspunkt.

Des Weiteren ist auf eine ausgewogene Verteilung der molekularen Massen geachtet
worden, um ein breites Spektrum der im Gehirn vorzufindenden Lingenskalen ab-
zudecken. Beschrinkungen in der Auswahl nach dem Molekulargewicht der Protei-
ne ergaben sich aus praktischen Erwédgungen der Probenvorbereitung und Vorgaben
der NMR-Spektroskopie (Verwendung verdiinnter Losungen) sowie des Kostenrah-

mens fiir die Beschaffung von Ausgangsmaterial. So konnten nur Proteine gewihlt

'Man kann Makromolekiile ab einem Molekulargewicht von etwa 3,5 kDa zédhlen [83].

36



KAPITEL 3 EXPERIMENTELLE DURCHFUHRUNG

werden, die in groBen Mengen gewonnen werden konnen, wie beispielsweise Ly-
sozym aus Hiithnereiweill oder Bovine Serum Albumin (BSA) aus Rinderserum.
Aufgrund schlechter Loslichkeit sehr groer Eiweifle (> 100 kDa) in Wasser wurde
die Auswahl der Proteine beziiglich des Molekulargewichts limitiert. Die verwende-
ten Konzentrationen der Makromolekiile liegen weit unter Werten physiologischer
Bedingungen: bis zu 1 mM im Vergleich zu etwa 30 mM [83]. Dennoch ist die re-
sultierende Viskositidt der Losungen ein Problemfall in der hochauflosenden NMR-
Spektroskopie aufgrund der zunehmenden Linienbreiten im Spektrum, was im Ka-
pitel 5 diskutiert wird. Bereits die Einbringung der Proben (hochviskose Suspen-
sionen) in NMR-Rohrchen ist ein schwieriges Unterfangen, was sich insbesondere
bei der Untersuchung von Gewebeextrakten gezeigt hat. Minimierung der Umfiill-
reste gelingt mit Hilfe von Pipetten und langsamem Arbeiten unter Ausnutzung der
Oberflichenspannung durch Andriicken der Pipettenspitzen an die Glaswand des
NMR-Rohrchens.

Eine weitere Frage bei der Proteinauswahl ist die allgemeine Verwendung und Ak-
zeptanz in der Forschung. Unter Beriicksichtigung all dieser Aspekte (Grée und
Form, Verfiigbarkeit und Handhabbarkeit) wurde BSA als Standardprotein fiir die

meisten der hier durchgefiihrten Experimente verwendet.

3.2.2 Gewebeextrakte

Um auch Makromolekiile aus dem direkten Zusammenhang eines Gehirns in vitro
zu untersuchen fiel die Wahl auf Gewebeextrakte aus Rattenhirn. Dazu wurden aus
mannlichen, 12 Wochen alten Ratten, Vorder- bzw. Kleinhirn entnommen. Nach
Homogenisierung in Pufferlésung mit Potter S? bei 900 U/s und in 12 Doppelhiiben
wurde die Suspension mit einer Beschleunigung von 1000 g fiir 10 min zentrifugiert.
Danach erfolgten weitere Schritte zur Trennung verschiedener Zellbestandteile ent-
sprechend unterschiedlicher Dichten iiber Zentrifugation und anschlieende Resus-
pension der Sedimente (sieche dazu [19]). Um den Einfluss von Membranen auf
die Wasserverschiebung zu untersuchen wurde bei den Extrakten aus dem Cortex
mittels Zugabe von Triton X-100 (nicht-ionisches Tensid zur Entfernung der Mem-
branproteine — es bleibt im Wesentlichen das Zytoskelett) bzw. Aceton (Entfernung

der Lipide) eine Lipidextraktion durchgefiihrt. Damit konnten Proben gewonnen

2Gewebehomogenisiermaschine, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland.
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werden, die die Membranen nicht mehr enthalten und damit wiederum ein verein-
fachtes System darstellen.

Aus Cortex und Kleinhirn wurden jeweils die Bestandteile Myelin, Mitochondrien,
grobe und ,,leichte’ Membranen sowie Synaptosomen verwendet. Zusitzlich wur-
den synaptische Verbindungen aus dem Cortex und Mikrosomen sowie Zytosol aus
dem Kleinhirn untersucht. Homogenat aus Kleinhirn fand ebenfalls Eingang in die
Studien.

Die gemessenen Grofen waren hierbei Proteinkonzentration (mittels BCA-Test),
Eisenkonzentration (mittels Atomabsorptionsspektrometrie (AAS)?) und Frequenz-
verschiebung des Wassers (mittels NMR-Spektroskopie). Im Falle der Kleinhirn-
gewebeextrakte wurden die Relaxationszeiten 7 und 7, sowie der Diffusionsko-
effizient D des Wassers bestimmt (sieche dazu Abschnitte 3.6.2-3.6.4). Dazu sind
die Proben in reinen D,O-Losungen zubereitet worden, um den radiation damping

Effekt* zu reduzieren und somit die EM-Pulssequenzen korrekt durchzufiihren®.

3.3 Auswahl der Methoden

Zur Untersuchung von Wechselwirkungen zwischen Wasser und Makromolekiilen
sind Relaxation, Magnetisierungstransfer (MT), und Chemical Exchange Saturati-
on Transfer (CEST) weit verbreitete Mittel (siehe auch Abb. 2.3, S. 19). Mit diesen
Methoden konzentriert sich die Untersuchung hauptséchlich auf Unterprozesse des
sehr komplexen Vorganges der Wechselwirkung verschiedener Kompartimente. So
kann man beispielsweise das Relaxationsverhalten oder den Austausch von Magne-
tisierung an sich betrachten.

Hinzu kommt, dass die unterschiedlichen Untersuchungsmethoden ihre spezifischen
Zeitskalen mit sich bringen (s. Abb. 2.3). Dabei sind meist aufwindige Verfah-
ren anzuwenden, die der in der Regel schnell und einfach durchfiihrbaren Pha-
senbildgebung in der MRT entgegenstehen. Daher wurde die Beschrinkung auf

eine Resonanzfrequenzbestimmung des Wassersignals aus ebenso direkt erzeug-

3Die ermittelten Werte haben die Einheit mg/kg. Der Einfachheit halber wird in dieser Arbeit

jedoch die gleichwertige Einheit ppm verwendet.
4Zusitzliche Relaxation wegen Riickkopplung zwischen emittiertem EM-Signal und der Emp-

fangsspule.
3 Andernfalls misslingt die 90°-Pulswinkel-Bestimmung: es zeigt sich statt der Sinus- eine Sige-

zahnchrakteristik der Pulswinkel-Signal-Abhiéngigkeit [84].
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baren FID-Spektren vorgenommen. Aus dem komplexwertigen Signal der magne-
tischen Spin-Prizession im statischen Magnetfeld ldsst sich die Phase eines MRT-
Bildes/Bildbestandteiles direkt ermitteln (s. Gl. 2.1). Somit ist grundsitzlich eine
Vergleichbarkeit der hier durchgefiihrten Resonanzfrequenzmessungen und einer
MRT-Phasenbildgebung gegeben.

Parallel zur zeitlichen Auflosung ist eine Begrenzung in der rdumlichen Auflo-
sung notwendig: Ein wasserunterdriicktes Spektrum der BSA-Losung (s. Abb. 3.1)
lasst die komplexe Struktur des Proteins erahnen und macht die potentiellen Bin-
dungsstellen (vor allem -OH, -NH,), -COOH) fiir Wasser im Bereich von etwa
7 £ 0,5 ppm sichtbar. Bei solch komplexen Strukturen mit hunderten von Endgrup-
pen an der Makromolekiiloberfliche und einem Vielfachen von Verzweigungen,
Unterabschnitten etc. sind die Bereiche in denen die Resonanzen der Bindungs-
stellen auftreten sehr weit gestreut und konnen auch unterhalb der Wasserfrequenz

liegen (wie hier im Bereich von etwa 1-4 ppm).

BSA in 90%20 und 10% wat er
Gener al

DATE = 2009/ 10/ 12
TIME = 15: 07

I NSTRUM = spect
PULPROG = p3919gp

14 [rel]

12

Sl = 16384
SF = 600.13
SWp = 7246.377

10

I I I I I I T
10 8 6 4 2 0 [ppm]

Abbildung 3.1: Darstellung eines Spektrums mit Wasserunterdriickung (reduziertes
Wassersignal durch WATERGATE-Sequenz) mit BSA.

Eine gezielte Untersuchung, mit welchen Bindungsstellen sich einzelne Wasser-
molekiile im Austausch befinden, ist demzufolge ein kompliziertes und angesichts
der vorliegenden Variabilitit biologischer Makromolekiile unangemessenes Verfah-

ren. Die Konzentration der durchgefiihrten Studien liegt daher auf Parametern der
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Makro-Ebene und einer rudimentédren Untersuchung von Strukturverdnderungen an

Makromolekiilen.

3.4 Parameterdimensionen

Es gibt viele wihlbare Parameter zur quantitativen und qualitativen Untersuchung
des Einflusses des Wasser-Makromolekiil-Austausches auf den MR-Phasenkontrast
(vgl. Abschnitt 2.9, S. 33). Darunter fallen (neben GroéBe und Form der Makro-
molekiile) die hier betrachteten physikochemischen Parameter Makromolekiilkon-
zentration, pH-Wert, Viskositit (variiert durch Zugabe von Polysacchariden) bzw.
Diffusionskoeffizient und Temperatur. Direkt verbunden mit der Wahl der Makro-
molekiile und von einer Steuerung ausgeschlossen® sind Parameter, wie die Zahl
der hydrophilen Bindungsstellen oder die Ladungszahl eines Proteins.

Durch die Einbeziehung von Gewebeextrakten bzw. Zellkompartimenten (s. Ab-
schnitt 3.2.2) kommen noch weitere Parameter hinzu, die sich nicht mehr mit ver-
tretbarem Aufwand kontrollieren lassen und somit der Analyse iiberlassen wer-
den. Demzufolge wird eine genaue Charakterisierung der Gewebe- und Zellex-
trakte hinsichtlich der Massenverteilung mittels Gelelektrophorese vorgenommen
und zusitzlich eine Bestimmung der Eisenkonzentration mittels Atomabsorptions-
spektroskopie’ vorgenommen. Letzteres dient der Uberpriifung des Suszeptibilit:its-
einflusses von Eisen (s. Hypothesen 1 und 2 in Abschnitt 1.2), welches im Gehirn
auch auferhalb des Blutes an verschiedenen Stellen, insbesondere aber in Proteinen
eingebunden ist. Zumeist ist dies auch mit pathogenen Lésionen verbunden und ist
daher besonders im Hinblick auf Auffilligkeiten in der Phasenbildgebung zu beach-
ten.

In Tabelle 3.2 werden die variierten bzw. bestimmten Parameter und deren Kombi-
nationen aufgezeigt. Dabei sind die praktischen Erwédgungen maBigeblich, wie die
Parameter beeinflussbar und getrennt voneinander wihlbar sind und welche Ein-
flussgrofe auf den Phasenkontrast damit erfasst wird.

Letztlich sollen die vorgenannten Parameter im Zusammenhang mit dem Austausch-

%Biochemische Verfahren zur Manipulation von Proteinen existieren, sind aber so aufwendig,
dass die Herstellung von Proteinmengen in der hier verwendeten Groflenordnung von einigen Mil-
ligramm mehrere Tausend Euro und mehrere Wochen, wenn nicht gar Monate in Anspruch nehmen

wiirden.
"Methode: Graphitrohr AAS, Gerit: SpectrAA800 VARIAN.
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Tabelle 3.2: Variierte (oben) und bestimmte (unten) Parameter, deren Kombinatio-
nen (jeweils durch Doppelpunkt aufgeteilt zwischen variierten und ermittelten Pa-

rametern) sowie Angabe der korrespondierenden Abschnitte im Ergebnisteil.

Parameter Abk. Kombinationen Abschnitt
Temperatur T TPIX:f, TGIX:f 4.2.1,S. 58ff.
Zeit Z Z:f 4.2.2,S.61
pH-Wert H H:Af 4.2.7,S.79
Makromolekiilkonzentration M  PM:fk,bR 4.2.8, S. 80 ff.
Ammoniumsulfatkonz. A APMT:f 4.2.6, S. 76 ff.
Polysaccharidkonz. Y YMT:V 4.2.5, S. 73 ff.
Protein P PM:fk,bR 4.2.8, S. 80 ff.
Gewebeextrakt G G:ESfRD 4.4,8S.91ff.
interne NMR-Referenz I PMT:f 4.3, S. 83 ff.
externe NMR-Referenz X PMX:f 4.3,S.91
Linge des Gradientenpulses A AT:D 4.2.4,8.70
Gradientenfeldstirke B BA:1 4.2.4,S.70
Wasserresonanzfrequenz f  GPMIX:f 4.5, S.105
Linienbreite L YM:f 4.2.5,S.75
Eisengehalt E G:E 4.4.2,S. 921t
Suszeptibilitit S KP:LS 4.2.3,S. 651t
Relaxationszeiten R G:R 4.4.3,S. 100 ff.
Diffusionskoeffizient D PMT:fD 4.2.4,S. 67 ff.
Viskositit vV  APMT:V 4.2.4,8S. 67 ff.
spektrale Integralwerte I BA:1 42.4,S5.70
Austauschterm k, YMTk, 425,S.73
Aktivititsfaktor b YMT:b 4.2.5,S.74
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term betrachtet werden, um den auf makromolekularer Ebene stattfindenden Ein-
fluss des Gewebes auf den Phasenkontrast nachzuweisen und verstandlicher zu ma-

chen (s. Hypothese 3 in Abschnitt 1.2).

3.5 Probenvorbereitung

Zur Stabilisierung der Proteinlosung und als Grundlésungsmittel wird phosphatge-
pufferte Salzlosung® mit pH =7 verwendet. In der NMR-Spektroskopie ist es iib-
lich, die Messfrequenz mit einer zusitzlichen Frequenz (hier die Resonanzfrequenz
von 2H) zu koppeln (sogenannter lock). Damit wird das langsame Abnehmen des
Magnetfelds (sog. drift, hervorgerufen durch Unvollkommenheiten der Supraleiter)
kompensiert. Zur Pufferlosung wurde daher D, 0O beigemischt (10 Volumenprozent).
Die Proteine wurden in der damit zubereiteten Pufferlosung entweder in verschie-
denen Mengen gelost oder Stammldsungen mit dem Grundlosungsmittel verdiinnt.
Bei Verwendung interner NMR-Frequenzstandards wurde die entsprechende Sub-
stanz (TMSP, DSS) dem Losungsmittel vor der Probenbereitung zugesetzt, da diese
in fester Form vorliegen. Im Falle von 1,4-Dioxan konnte auch eine Zugabe nach
der Probenbereitung mit einer variablen Kolbenhubpipette® fiir Mengen zwischen
0,5 ul und 10 wl erfolgen. Auch im Falle der Beimischung anderer Substanzen, wie
Dextran, wurden Losungen unterschiedlicher Konzentrationen hergestellt und ent-
sprechend zusammengebracht, um eine Konzentrationsvariation (meist im Bereich
0-100mM) zu erreichen. Zur Vermeidung von Luftblasen wurden die Losungen
zentrifugiert. Die resultierenden Proteinkonzentrationen wurden entweder mit Hil-
fe der Absorptionsspektroskopie!'® oder einem BCA-Test!!' ermittelt.

Die erreichten Proteinkonzentrationen variieren zwischen 0 mg/ml und 100 mg/ml.
Damit liegen die Konzentrationen im Bereich physiologischer Bedingungen: im
Zytosol liegen Makromolekiile mit Konzentrationen zwischen etwa 40 mg/ml und
60 mg/ml vor [85]. Da Zytosol der wissrige Zellbestandteil ist, liegt dort jedoch die

geringste Makromolekiilkonzentration (abgesehen vom Liquor) in vivo vor. Hohere

8Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, PBS; Cell Concepts GmbH, Umkirch, Deutschland.
°Digitale Mikropipette, pipet4u, AHN Biotechnologie GmbH, Nordhausen, Deutschland. Mes-

sunsicherheit max. 2,5%, Ungenauigkeit max. 1,5%.
10Eine 1:10 Losung wurde dazu am Nanodrop 1000 Spektrophotometer iiber die Methode ,,Pro-

tein A280* (Absorptionsmessung bei 280 nm Wellenldnge) untersucht.
"BCA = Bicinchoninsiure. Der BCA-Test ist ein quantitatives Verfahren zur Proteinbestimmung.
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Konzentrationen konnen zum einen aufgrund der Losungseigenschaften mancher
Proteine und zum anderen wegen der Anforderungen der hochauflésenden NMR-

Spektroskopie'? nicht verwendet werden.

3.6 NMR-Spektroskopie

3.6.1 Allgemeine Versuchsabliufe

Die vorbereiteten Losungen wurden mittels Pipetten in angepassten Volumina'?

zwischen 500 ul und 700 pl in Prizisions-NMR-Réhrchen mit einem Durchmesser
von 5 mm eingefiillt. Die Rohrchen wurden in einem Rotor positioniert und in den
Magneten des NMR-Spektrometers iiber eine Stickstoff- bzw. Druckluft-betriebene
Lift-Anlage eingefiihrt. Die Messungen erfolgten mit den NMR-Spektrometern DPX
400 (400 MHz) und AVANCE 600 (600 MHz) der Firma Bruker. Die Proben wur-
den in den Experimenten bei Temperaturen von 298 K, 303 K und 308 K fiir etwa
10 Minuten stabilisiert.

Zur Reduktion von Feldinhomogenitidten durch die Probe wurde manueller (400-
MHz-System) bzw. Gradienten-Shim (600 MHz-System) durchgefiihrt. Mit einer
einzelnen Pulsanregung erfolgte eine kleinwinklige'* Spin-Anregung. Der darauf-
hin entstehende freie Induktionszerfall (FID) wurde iiber Verstirker und Digitalisie-
rer im Spektrometer registriert'>. Das erhaltene zeitlich modulierte Frequenzsignal
wurde mit Hilfe einer Fourier-Transformation in ein Frequenzspektrum umgewan-
delt, das relativ zur Spektrometerfrequenz in Einheiten von parts per million (ppm)
dargestellt wird (s. Abb. 3.2). Zur Registrierung der Frequenzverschiebungen des
Wassers wird diese relativ zu den Referenzsubstanzen bestimmt. Bei Losungen oh-
ne interne Referenzsubstanz wird Chloroform in einem koaxialem NMR-Ro6hrchen
verwendet. Dieses beinhaltet etwa 150 ul Chloroform als externe Referenz. In der
Regel wird eine Vergleichsmessung mit dem reinen Losungsmittel (PBS und D,0)
durchgefiihrt. Relativ zu dem Resultat aus dieser Messung wird die Verschiebung

des Wassersignals angegeben als Af.

2NMR-Proben miissen eine niedrige Viskositit aufweisen und frei von Luftblasen sein.
3Die Fiillhche liegt standardmiBig bei 4,5 cm. Bei der Verwendung von koaxialen Inserts redu-

ziert sich das Probenvolumen entsprechend.
14Resultierender Auslenkungswinkel < 30°.
15 Anzahl der Datenpunkte: 64k, resultierende Auflosung: 0,15 Hz.
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Abbildung 3.2: Darstellung eines fiir diese Arbeit typischen NMR-Spektrums. Zen-

tral das dominante Wassersignal, bei O ppm das Referenzsignal von TMSP.

3.6.2 Messung der longitudinalen Relaxationszeit 7'

Zur Bestimmung der longitudinalen Relaxationszeit 77 wurde das Pulsprogramm
Inversion Recovery verwendet (s. Abb. 3.3). Dabei wurden folgende Parameter ge-
wihlt: 8 Mittelungen, 10 variierte Inversionszeiten 71'°. Die Relaxationszeit wurde
mit dem Statistikprogramm R [86] berechnet, indem die Intensitdten bzw. Integrale

I der aufgenommenen Einzelspektren an die Funktion
I=1-P-&"h (3.1)

angepasst wurden. Dabei ist 71 die Inversionszeit, P ein Anpassungsfaktor und I,

die maximal messbare Intensitéit des Signals.

16Werte: 0,01s, 0,15, 0,255, 0,55, 1s,2s,3s,4s,5sund 10s.
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P2 phl PI ph2

DI TI

Abbildung 3.3: Schema der Pulsfolge Inversion Recovery zur Bestimmung der lon-
gitudinalen Relaxationszeit 7. 180°-Puls P2 mit Phase phl (0°, 0°, 180°, 180°, 90°,
90°, 270°, 270°), 90°-Puls PI mit Phase ph2 (0°, 180°). Variable Inversionszeit 71.

Wartezeit zur Relaxation D/.

3.6.3 Messung der transversalen Relaxationszeit T,

Zur Bestimmung der transversalen Relaxationszeit 7, wurde das Pulsprogramm
CPMG (Carr, Purcell, Meiboom, Gill) verwendet (s. Abb. 3.4). Dabei wurden fol-
gende Parameter gewihlt: 8 Mittelungen, 12 variierte Zyklenzahlen'’. Dabei wird
die Frequenz des eingestrahlten RF-Pulses resonant zu Wasser gewihlt. Die Rela-
xationszeit wird manuell berechnet, indem die Intensititen/Integrale / der aufge-

nommenen Einzelspektren an die Funktion
[=1, ¢ TET (3.2)

angepasst werden. Dabei ist I, ein Anpassungsfaktor und die Echozeit TE wird

berechnet iiber die Gleichung
TE=(D20-2+P2)-c , (3.3)

wobei ¢ der Zyklenzahl entspricht, D20 ist eine Wartezeit und P2 die Linge des
180°-Pulses. Letztgenannte Parameter werden der Datei acqu entnommen, in der

alle Versuchsparameter verzeichnet sind.

"Werte: 3,7, 15, 31,45, 63,91, 127, 255, 511, 1023, 2049.
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PIphl  P2ph2 P2 ph2

TE

DI DI19 D20 D20

Abbildung 3.4: Schema der Pulsfolge CPMG zur Bestimmung der transversalen
Relaxationszeit 7,. 180°-Puls P2 mit Phase ph2 (90°, 270°, 90°, 270°, 0°, 180°, 0°,
180°), 90°-Puls PI mit Phase phl (0°, 0°, 180°, 180°, 90°, 90°, 270°, 270°), War-
tezeit zur Relaxation D1, Wartezeit D19 (= D20 — P1/2), Wartezeit D20, Echozeit
TE. Wiederholung des Sequenzabschnitts der beiden 180°-Pulse mit Zyklenzahl ¢
(siehe Text).

3.6.4 Diffusionsmessung

Das Programm stebpgp1s (Stimulated Echo Experiment) erméglicht die Ermittlung
der Zerfallskurve zur Diffusionsmessung (s. Abb. 3.5). Die Messungen erfolgen
ebenfalls resonant zur Wasserfrequenz. Dazu sind die Parameter D20 und P30 zu-
nichst anzupassen, indem das Programm stebpgp1s1d ausgefiihrt wird. Dabei wird
das Referenzspektrum bei 2% Gradientenfeldstirke (gpz6) mit dem Spektrum bei
95% verglichen. Dabei sollte die Signalstirke auf 5% abfallen. Die Anderung von
P30 (= 1/26) wirkt sich im Optimisierungsprozess am stédrksten aus.

Dabei wurden folgende Parameter gewihlt: Variation der Gradientenfeldstirke auf
linearer Rampe mit 16 Stufen!8, Startwert 2%, Endwert 95%.

Die Diffusionskonstante D ergibt sich durch Anpassung an die Gleichung

=1y e Preee=o (3.4)

mit einem Anpassungsfaktor Iy, dem gyromagnetischen Moment y'°, der Gradient-
enfeldstirke g, der Linge des Gradientenpulses A (= D20) und der Diffusionszeit 6
(=2-P30).

I8Finzelwerte des Gradienten: 0,681 G/cm, 2,793 G/cm, 4,904 G/cm, 7,016 G/cm, 9,127 G/cm,
11,239 G/cm, 13,35 G/cm, 15,462 G/cm, 17,573 G/cm, 19,685 G/cm, 21,796 G/cm, 23,908 G/cm,

26,019 G/cm, 28,131 G/cm, 30,242 G/cm, 32,354 G/cm
19267522210 Hz/T
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P30:6 P19:7 P30:6

/\ P30:6 /\ P30:6
sine.100 sin\vﬁw sine.100 sine.100 sin\V‘OO

PI phl P2 ph2 Pl ph3 Pl ph4 P2 ph2

DI 50u Di6 DIi6 D16 DELTA DIi6 D16 4u

Abbildung 3.5: Schema der Pulsfolge Spin Exchange (SE) zur Bestimmung der
Diffusion. Gradientenpuls ,,6“ mit 100% Feldstirke und Dauer P30 (P30:6) bzw.
71 mit —17,5% Feldstiarke und Dauer P19 (P19:7, spoil); sinusféormige Pulsform
(sine.100). 90°-Puls PI mit Phase phl (0), ph2 (0, 0, 0, 0, nr, &, nr, 7r), ph3 (0, 0, 0, 0,
0,0,0,0, m, m, m, m, m, M, m, ), bzw. ph4 (0, /27, &, 3/4 ), m-Puls P2 mit Phase ph2.
Diffusionszeit DELTAI (= D20 — P12 — P2 —-P30+2— D16 =3 — P19). Wartezeit
zur Relaxation DI, bzw. zur Erholung der Gradienten D76 und Wartezeiten 50 us
(50u) und 4 us (4u).
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3.7 DATENEXTRAKTION

3.7 Datenextraktion

Zur Betrachtung und Auswertung der erhaltenen Spektren wurden die Program-
me TopSpin (Bruker BioSpin), Spinworks [87] und matNMR? [88] verwendet.
Letzteres kam insbesondere bei der Bestimmung der Relaxationszeiten und Diffusi-
onskonstanten zum Einsatz, da die herstellereigene Implementierung der Software
TopSpin in der verwendeten Version 2.1 fehlerhaft arbeitet. Statistische Auswertun-
gen, insbesondere Kurvenanpassungen, wurden mit dem Statistikprogramm R [86]
durchgefiihrt.

Protonenspektren wéssriger Proteinlosungen wurden mittels NMR-Spektroskopie
aufgezeichnet (vgl. Abschnitt 3.6). Nach einer Verarbeitung?! des FID ist zur ver-
einfachten und konsistenten Auswertung jedes Spektrum auf einen feststehenden

Wert referenziert worden (s. Tab. 3.3).

Tabelle 3.3: Verwendete Referenzsubstanzen und deren zugehorige Frequenzver-

schiebung fy

Substanz Jo [ppm]

TMSP 0,00
1,4-Dioxan 3,75
Chloroform 7,26

Die resultierenden Spektren wurden hinsichtlich der Verschiebung des Wassersi-
gnals ausgewertet, d. h. die Frequenz f der Signalspitze, die Wasser zuzuordnen ist,
wurde bestimmt. Im Allgemeinen wurde eine Referenzmessung mit dem reinen Lo-
sungsmittel durchgefiihrt und die ermittelte Resonanzfrequenz des Wassers f; bei
den Messergebnissen mit Proteinen bzw. Gewebextrakten subtrahiert (s. Abb. 3.6).
Die Linienbreite des Signals von Wasser ist sehr gro8 (i. d. R. bis zu 20 Hz i. Vgl. zu
etwa 1 Hz bei Chloroform). Daher ist zum einen das Ablesen der Frequenzverschie-
bung nicht sehr prizise (i.d.R. hat nicht nur ein Datenpunkt den Maximalwert).
Zum anderen veridndern sich die Maximalwerte durch Feldinhomogenititen. Dies

ist insbesondere bei Temperaturinderung zu verzeichnen (vgl. Abschnitt 4.2.1).

20Verwendung in Verbindung mit Matlab R2009b, The MathWorks, Inc.
2l Fourier-Transformation, automatische/manuelle Phasenkorrektur, automatische Grundlinien-

korrektur
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Referenzmessung

Messungen mit Parametervariationen

Lésungsmittel

Protein/
Gewebeextrakt
(im Lésungsmittel)

NMR-
Spektrum

NMR-
Spektrum

fP _D

Abbildung 3.6: Darstellung des Verlaufs der Datenextraktion aufgeteilt in einzel-

ne Referenzmessung und Messungen mit Parametervariation. Der linke Block wird

dabei i.d. R. nur einmal durchgefiihrt, der rechte entsprechend der Anzahl der Pa-

rametervariationen.

Dabei dndern sich sowohl die Shim-Parameter, die Eigenschaften der Sende- und

Empfangsspule, als auch auch die Reaktion der Atomkerne (vgl. auch Boltzmann-

verteilung). So zeigen beispielsweise die von der Temperatur linear abhéngigen Re-

sonanzfrequenzen Abweichungen (s. Abb. 3.7, links). Dieses Phianomen kann durch

eine nachtrédgliche Dekonvolution der Linienform behoben werden, d. h. es kommt

zu einer Glittung der Kurve (s. Abb. 3.7, rechts), indem die vorhandenen Daten-

punkte einer Lorentz-Kurve angepasst werden (s. Abb. 3.8).

2843

2842

2841

2840

Wasserresonanzfrequenz (Hz)

2839
298 300,5 303

Temperatur (K)

305,56

2843

2842

2841

2840

Wasserresonanzfrequenz (Hz)

2839
308 298 300,5 303

Temperatur (K)

305,5

308

Abbildung 3.7: Variation der Wasserfrequenz mit der Temperatur. Durchgezogene

Linie: lineare Regression. Links mit normaler Vorverarbeitung (r = 0,9841), rechts
nach Dekonvolution (r = 0,9914).
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- 77\\ 1et26370 4 999 E:\Dokumente\ Spektren\tissue\int-ext |
\et 26370 4 1 E:\Dokumente\Spektren\tissue\int-ext
\\

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4.740 4.738 4.736 4.734 4.732 4.730 4.728

[ppm]

[rel]

15.0

145

14.0

Abbildung 3.8: Signalspitze eines 'H-Spektrums einer reinen Pufferlosung (blau)

mit angepasster Lorentz-Kurve (rot).

Bei der Darstellung der Ergebnisse im folgenden Kapitel wurden im allgemeinen

Messtehler von 0,003 ppm angenommen (thermisches Rauschen, Magnetfelddrift)

und beriicksichtigt, soweit dies in der Darstellung sinnvoll moglich ist. Bei abgelei-

teten GroBlen sind die Standardabweichungen als Fehler beriicksichtigt.

3.8 Methoden zur Ermittlung der Suszeptibilitét

3.8.1 Vorbemerkungen

Da die magnetische Suszeptibilitit als eine Hauptursache des Phasenkontrastes an-

gesehen wird, ist es erforderlich, diesen Parameter ebenfalls in den Untersuchungen

mit einzubeziehen. Im Verlaufe meiner Arbeit habe ich verschiedene Methoden an-

gewendet bzw. erprobt, die im Folgenden kurz dargestellt werden sollen.
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3.8.2 Winkelabhiingige Messung

Grundlage fiir diese Methode ist die richtungsabhingige Wirkung der magnetischen
Suszeptibilitiat im Magnetfeld. Dabei gilt fiir die Suszeptibilitit y folgender Zusam-
menhang

X o cos’6—1/3 3.5

fiir eine homogene Substanz in zylindrischer Geometrie und mit dem Winkel 6 zum
statischen Magnetfeld. Variiert man den Winkel, bspw. eines Rohrchens mit der
Probesubstanz, kann mit Gleichung 3.5 die Suszeptibilitit bestimmt werden.

Fiir eine Durchfiihrung am 7 T Human Scanner wurde eine selbstgebaute®? Spule
(Spulendurchmesser 5 mm) verwendet. Eine zu geringe Sensitivitit lieS keine ge-
nauere Untersuchung mit dieser Anordnung zu.

Am 7T NMR Spektrometer (Microimaging, Spulendurchmesser 30 mm) ergaben

sich dhnliche Probleme, weshalb die Methode keine weitere Anwendung fand.

3.8.3 Methode nach Hoffman

Hoffman beschrieb 2003 eine Methode unter Verwendung von NMR-Spektrometrie
[63]. Grundlage sind unterschiedliche Formfaktoren bei verdnderter Fiillung der
NMR-Spule. Zwei FID-Messungen mit unterschiedlicher Position des Probenrohr-
chens unterhalb des Zentrums der Spule?® werden dazu durchgefiihrt: (a) 20 mm
(die normale Position) und (b) 2 mm. Die Differenz der Linienbreiten bei 4% Si-
gnalintensitit (s. Abb. 3.9) liefert ein relatives MaB3 der magnetischen Suszeptibili-
tit und kann durch Vergleichswerte bekannter Substanzen umgerechnet werden, da
ein linearer Zusammenhang zwischen Linienbreite und Suszeptibilitdt besteht (s.

Abb. 3.10). Damit kann iiber den Zusammenhang
x =-0,3313- LB +0,0162 (3.6)

die Suszeptibilitit y liber die Bestimmung der Linienbreite LB nach der beschrie-
benen Methode bestimmt werden.
Diese Methode wurde wegen der schnellen und einfachen Durchfiihrung insbeson-

dere bei den Gewebeextrakten angewendet.

22Dank an Matthias Kladdeck, damals Diplomand in der Arbeitsgruppe.
2 Die Positionierung erfolgte mittels Probenrohrchen-Justage-Zylinder der Firma Bruker.
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Line-width at 4% height
2 mm below o
center
oil center coil
i i i center

ppm 70 65 60 55 50 45

Abbildung 3.9: Darstellung eines typischen Spektrums mit Rohrchenpositionen bei
2 mm (durchgezogene Linie) und 20 mm (gestrichelte Linie) unterhalb des Spulen-

mittelpunktes (coil center) [63].

094 K=0.3312w-0.161
R?= 0.9979

Susceptibility (-ppm)

0.4 T T T

14 1.9 2.4 2.9
Line width, ppm

Abbildung 3.10: Korrelation der magnetischen Suszeptibilitdt mit der Linienbrei-
te fiir spezifische NMR-Rohrchen (5 mm Durchmesser) und Probenkopf (Bruker
5mm BBO) [63].
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3.8.4 Weitere Methoden

Eine magneto-mechanische Methode verwendet eine Waage zur Messung der Kraft-
wirkung der Felddnderung, hervorgerufen durch die in einem Magnetfeld befindli-
che Substanz mit einer Gouy- oder sonstigen (empfindlichen) Waage (vgl. [89]).

Eine mit Hilfe der NMR-Spektroskopie durchfiihrbare Methode wird im folgenden
Abschnitt beschrieben, die die kombinierte Messung von magnetischer Suszeptibi-

litdt und chemischer Austauschwechselwirkung mit Hilfe von NMR erméglicht.

3.9 Doppelte Referenzierung

Aufgrund der Beeinflussung der untersuchten Substanzen durch die Suszeptibilitét
der externen NMR-Referenzsubstanz (s. Ende Abschnitt 2.8), wurde teilweise eine
doppelte Referenzierung mit interner und externer NMR-Referenzsubstanz vorge-
nommen. Dies geschieht in der Form, dass gemeinsam mit der Pufferlosung die
Resonanzfrequenzen der internen Referenz Dioxan ( flgv ) und der externen Referenz
Chloroform ( 1Y ) gemessen wurden. Dies erfolgte entsprechend mit den Proteinlo-
sungen ( /) und f¥ ) Die Wasserresonanzfrequenzen wurden dann nach folgender

Formel korrigiert, wie bei Blackburn et al. vorgeschlagen [90]:

fow =t =1+ (- 1) (3.7)

3.10 Messung von Austausch und Suszeptibilitit

Das hier beschriebene Verfahren habe ich in Anlehnung an ein Verfahren entwickelt,
das Luo et al. veroffentlicht haben [91]. Die Vorgehensweise ist nun stark verein-
facht: statt der Messung der Suszeptibilitit in zweil orthogonalen Ausrichtungen
eines NMR-Rohrchens (vgl. Abschnitt 3.8.2) und der Bestimmung des Austausch-
terms mittels normaler NMR-Spektroskopie, wird die integrierte Messung beider
Parameter mit Hilfe der NMR-Spektroskopie durchgefiihrt.

Grundlage ist eine Messreihe, bestehend aus vier unterschiedlichen Parametersit-
zen (s. auch Abb. 3.11):
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Abk. Erlduterung

ohne interne Referenz (CHCI; als externe Referenz)
mit interner Referenz (1,4-Dioxan)

ohne Protein (wissrige Losung mit D,0)

.“?.2.79

mit Protein in wissriger Losung

A) Pufferlésung B) Pufferlosung mit Protein/Gewebeextrakt
NMR- OW: Messung 1W: Messung OP: Messung 1P: Messung
Messungen ohne Dioxan mit Dioxan ohne Dioxan mit Dioxan

v
fow P
Daten fWOW w fwop w
fDIW fDlP

Abbildung 3.11: Schematische Darstellung des Messverfahrens zur Bestimmung

von chemischem Austausch und magnetischer Suszeptibilitit.

Diese Einzelmessungen lassen sich auch folgenden Kombinationen zuordnen:
e OW und OP, d. h. Wasser bzw. Proteinlosung ohne Dioxan
e 1W und 1P, d. h. Wasser bzw. Proteinlosung mit Dioxan.

Dabei gelten fiir die chemischen Verschiebungen fy des Wassers in den einzelnen

Messungen folgende Gleichungen:

™ = fi? + ASf° (3.8)
% = i’ + AL + Afup + Afsp (3.9)
S =+ AL+ Afap + Afsp (3.10)
't = i’ + AL+ Afap + Afsp+ Afap + Afsp (3.11)

wobei die Indizes S fiir Suszeptibilitidt, A fiir Austausch und die Subindizes P fiir
Protein, D fiir Dioxan und O fiir den Referenzwert (ohne Protein und interne Refe-
renz) stehen. Die meisten dieser Variablen und die Referenzwerte dienen der voll-

standigen Darstellung. Sie sind fiir die Zwecke dieser Arbeit irrelevant und werden
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daher nicht ermittelt.
Fiir die chemischen Verschiebungen fj, der internen Referenz Dioxan in den einzel-

nen Messungen gelten folgende Gleichungen:

o™ = foo + Afsp + Afap (3.12)
o' = foo + Afsp + Afap + Afsp. (3.13)

Bei der Berechnung der magnetischen Suszeptibilitit und des chemischen Austau-
sches ist mit den vorgestellten Gleichungen wie folgt vorzugehen:

Die Differenz der Verschiebungen f,'" (Gl. 3.13) und f»'" (Gl. 3.12) liefert die
durch das Protein hervorgerufene Frequenzverschiebung Af;”, die nur auf die Sus-
zeptibilitidt zuriickzufiihren ist. Die Subindizes ,,abs®, ,.,rel*, und ,korr* stehen da-
bei fiir die Auswertung (1.) absoluter Resonanzfrequenzen, (2.) relativ zu externem
Chloroform — mit Resonanzfrequenz f- — und (3.) korrigierter Doppelreferenzie-
rung nach Abschnitt 3.9:

Afsgbs = fDlP - fDlW (3.14)
Afsf;l — (fDlP _ fCIP) _ <fD1W _ fCIW)
=o' =1 =" Y (3.15)
Afstor = (o' = f!" + 15) = (o™ = £V + f°T)
= fplP = f 1P Wy W (3.16)

Es ist dabei festzustellen, dass die beiden letztgenannten Gleichungen identisch
sind. Demzufolge ist eine Unterscheidung zwischen Doppelreferenzierung und Ver-
wendung von externem Chloroform nicht nétig.

Aus der Differenz der Verschiebungen fiy'” (Gl. 3.11) und f'" (GI. 3.10) bzw.
fWOP (Gl. 3.9) und fWOW (Gl. 3.8), sowie der gerade berechneten Frequenzverschie-
bung Afs” ergibt sich die Verschiebung Af,” bzw. AP f,” fiir den Austausch zwi-

schen Protein und Wasser?*:

AP = 't = ' = AfT (3.17)
Afabo = % = ™ = AT (3.18)

%4Der Subindex D bei AP f4* soll die Berechnung aus Frequenzverschiebungen von Messungen

mit Dioxan verdeutlichen, d. h. ausschlieBlich Messungen mit Dioxan werden beriicksichtigt.
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Diese beiden Gleichungen gelten fiir absolute Resonanzfrequenzen und erweitern
sich mit den vorgenannten Gleichungen 3.15 bzw. 3.16 auf die nachstehenden For-
men mit einfacher bzw. doppelter Referenzierung (jeweils identisch, daher nur mit

der Bezeichnung rel):
APl = fw't = ™ = T+ 'Y (3.19)
AfAi;] — fWOP _fCOP _fWOW +fCOW _fDlP +fC1P _fCIW +fD1W (320)

was zu Abweichungen von den absoluten Berechnungen nach Gl. 3.17 bzw. 3.18
fihrt:

Afal = AfE = =0+ £ + - Y (3.21)
Afshy = Afshs = =17+ 'V (3.22)

Absolute und relative Berechnungsvarianten fiir den Austauschterm AP f,” (Mes-
sungen mit Dioxan) sind dahingegen identisch.

Die Dioxankonzentration wird so gering gehalten wie moglich, um die Wechselwir-
kung zwischen Dioxan und Wasser zu minimieren (vgl. Abschnitte 2.8 bzw. 4.3).
Letztlich ist eine Menge von 10 ul je Probe (Ausgangsvolumen 550 ul) verwendet
worden und entspricht damit einer Konzentration von 2mM. Dabei ist das Reso-
nanzsignal von Dioxan noch gut von Ethanol-Signalen aus der externen Referenz
(Chloroform mit etwa 0,05% Ethanol) zu unterscheiden (s. Abb. 3.12).

38 376 372 368 364 ppm
Abbildung 3.12: Darstellung der Dioxan-Resonanzfrequenz (grofites Signal) im

NMR-Spektrum mit Ethanol-Quartett (rechts) und iiberlagernden Signalen der Ma-

kromolekiile.
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Kapitel 4

Ergebnisse

4.1 Vorbemerkungen

Nach der Vorstellung der Grundlagen und Methoden, wie chemischen Austausch
und magnetische Suszeptibilitit betreffend, soll nun in der Darstellung der Ergeb-
nisse diese Reihenfolge aufgegriffen werden:

Zunichst werden Beobachtungen hinsichtlich allgemeiner technischer und physika-

lischer Parameter gezeigt (s. Abschnitte 4.2.1-4.2.3). Darunter zihlen:
e Temperatur
e Messstabilitit
o Suszeptibilitit
e Diffusion/Viskositit

Danach betrachte ich konkretere Systemgroflen niher, die eher dem chemischen
und biophysikalischen Bereich zuzuordnen sind (s. Abschnitte 4.2.5-4.2.7):

¢ OH-Bindungsstellen
e Konformationsinderungen
e pH-Wert

Die unumgingliche Verkniipfung physikalischer und chemischer Parameter spie-

gelt sich auch hier wieder (insbesondere im Bereich der Diffusion). Abgeschlossen
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wird die Betrachtung dieser Grundparameter mit dem Abschnitt 4.2.8 zur Protein-
konzentration.
SchlieBlich sollen drei grole Abschnitte dieses Kapitel beschlieen und die wesent-

lichen Erkenntnisse meiner Arbeit begriinden (s. Abschnitte 4.3-4.5):
e die Problematik der Wahl von NMR-Referenzsubstanzen
e Ergebnisse der Untersuchung von Gewebeextrakten

e die Ermittlung von Austausch und Suszeptibilitdt mit Hilfe geeigneter NMR-

Referenzsubstanzen

Diese sind iiber die Methodik (s. Abschnitte 3.8 und 3.10, S. 50 ff.) und damit
einhergehende Uberlegungen (s. Abschnitt 2.8, S. 29 ff.) eng miteinander verkniipft.

4.2 Einfluss von Grundparametern auf die Frequenz-

variation des Wassersignals

4.2.1 Temperatur

Die NMR-Messungen wurden in der Regel bei drei verschiedenen Temperaturen
durchgefiihrt, um die Temperaturabhingigkeit zu erfassen, wie sie im Abschnitt
2.5.3 (S. 23) dargestellt wurde. Fiir das Protein BSA wurde die Temperaturabhén-
gigkeit ausfiithrlicher untersucht. Die lineare Abhédngigkeit (abnehmende Wasserfre-
quenzverschiebung fiir steigende Temperatur) wird in Abb. 4.1 gezeigt; die Anstie-
ge der temperaturabhiingigen Wasserfrequenzen iiber der Proteinkonzentration fiir
BSA und IgG sind in Abb. 4.2 dargestellt. Fiir zunehmende Proteinkonzentration
zeigt sich in beiden Fillen eine Zunahme der Anstiege bis zu einer Konzentration
von 33 mg/ml IgG bzw. 50 mg/ml BSA. In beiden Versuchsreihen wurde TMSP als

interne NMR-Referenz verwendet.
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Abbildung 4.1: Temperaturabhédngigkeit der Wasserfrequenzverschiebung mit BSA
(Konzentrationen: m 0 mg/ml, ¢ 25 mg/ml, X 50 mg/ml, — 75 mg/ml, | 100 mg/ml).
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Abbildung 4.2: Anstiege der temperaturabhiingigen Wasserfrequenzverschiebungen
(vgl. Abb. 4.1) bezogen auf die Proteinkonzentrationen von BSA (links) und IgG
(rechts).
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In Abschnitt 4.3 wird darauf eingegangen, wie die Konzentration von TMSP die
Wasserfrequenzverschiebung beeinflusst. An dieser Stelle will ich bereits mit Bezug
auf die Temperaturabhéngigkeit darauf eingehen. Bei der Vorbereitung der Probe-
16sungen von BSA mit unterschiedlichen TMSP-Konzentrationen variiert auch die
BSA-Konzentration leicht. Uber dieser Variation von etwa 0,06 mM BSA indert
sich die temperaturabhingige Frequenzverschiebung um ca. 15 ppb/K (s. Abb. 4.3)
— im Vergleich zu 4 ppb/K bei 1,5 mM BSA-Variation und gleichzeitig konstan-
ter TMSP-Konzentration (vgl. Abb. 4.2, links). Eine wesentlich stirkere Kausalitéit
liegt jedoch bei der Variation der TMSP-Konzentration im Bereich von 0 mM bis
100 mM. Die Anstiege der Wasserfrequenzverschiebung iiber der Temperatur stabi-

lisieren sich fiir h6here Konzentrationen von TMSP (iiber etwa 50 mM, s. Abb. 4.4).

«— BSA-Konzentration (mM)

0,96 0,95 0,94 0,93 0,92 0,91 0,9 0,89
-0,0100
£ W60
E 00095 40
o
B =100
% -0,0000 [
& 50
2
©
g -0,0085 W25
& "0
T
00080 4 yms
-0,0075 LN

Abbildung 4.3: Anstiege der temperaturabhingigen Wasserfrequenzverschiebungen
in BSA-Losungen mit variabler TMSP-Konzentration (Werte in mM notiert an den
Datenpunkten). Beachte: Ausrichtungen von Abszisse und Ordinate sind umge-

kehrt, um visuelle Korrespondenz mit Abb. 4.4 und 4.40 herzustellen.

Eine vergleichbare Charakteristik der Abhingigkeit einer Variablen von der TMSP-
Konzentration zeigt sich spéter bei der Wasserfrequenzverschiebung mit Bezug auf
die BSA-Konzentration (vgl. Abschnitt 4.3 und Abbildungen 4.41 ff., wo die von
Temperatur- und Proteinkonzentration abhiingigen Frequenzverschiebungen in Re-
lation zueinander gesetzt werden).

Eine weitere Auffilligkeit im temperaturabhingigen Verhalten mit einer NMR-Re-
ferenz zeigt sich bei Verwendung von Chloroform als externe Referenzsubstanz:

im Vergleich von NMR-Frequenzverschiebungen relativ zur Resonanzfrequenz von
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Abbildung 4.4: Anstiege der Frequenzverschiebung in Abhingigkeit von der Tem-
peratur dargestellt iiber der TMSP-Konzentration (gleicher Datensatz, wie in
Abb. 4.3). Ahnlichkeiten zum Verlauf s. Abb. 4.40.

Chloroform und absolut zeigen sich 30-50fach stirkere Anstiege temperaturabhin-
giger Frequenzverschiebungen im Falle relativer Verschiebungen (s. Tab. 4.1, S.
62). Es gilt das gleiche Verhiltnis von relativen zu absoluten Resonanzfrequenzen

wie nach der Berechnung der relativen Frequenzverschiebungen nach Gl. 2.11, d. h.

= - Jenuay, -

4.2.2 Stabilitiat des Messsystems

Die im vorigen Abschnitt dargestellten Ergebnisse legen unter anderem nahe, dass
es fiir diese Studie essentiell ist, sehr geringe Frequenzunterschiede zu registrie-
ren. Neben den Aufnahmebedingungen der NMR-Spektren, wie Bandbreite, Da-
tenpunkte und Messdauer, spielt auch die physikalisch-technische Stabilitéit des Ge-
samtsystems aus supraleitendem Magneten, Anregungs- und Registrierungselektro-
nik eine Rolle.

Im Allgemeinen ist die Reliabilitdt der NMR-Spektroskopie auch gegen geringfiigi-
ge Verstellungen einzelner Parameter wie Beispielsweise Matching (Anpassung der
Messempfindlichkeit) und Tuning (Anpassung der Resonanzfrequenz) sehr hoch.
Der am héufigsten verinderte Parameter — auch fiir einzelne Proben (beispiels-
weise bei Temperaturdnderung) — ist die Korrektur lokaler Feldinhomogenititen
(shim). Fiir eine Abschiétzung der Fehler bei Wiederholung von Messungen mit un-

terschiedlichem shim wurden fiir mehrere Proben drei Messungen durchgefiihrt. Bei
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Tabelle 4.1: Anstiege A fr der temperaturabhingigen Frequenzverschiebungen fiir
die Pufferlosung (PBS) und 2,17 g/l Myelin in PBS mit und ohne Dioxan. Die Daten
wurden relativ (rel.) zur Resonanzfrequenz der externen NMR-Referenz (CHCl;)
und absolut (abs.) ausgewertet. Die beiden letzten Spalten beziehen sich auf Daten

mit doppelter Referenzierung (intern & extern, vgl. Abschnitt 3.9). p < 2E-05.

rel. zu Dioxan

Substanz Resonanz rel./abs. Af; (Hz/K) R*> Afr (Hz/K) R?
PBS Wasser rel. -8,53 0,99964 -1,45 0,99860
Wasser abs. 0,22 0,99405
CHCL, abs. 8,74 0,99958 1,69 0,99870
PBS Wasser rel. -8,26  0,99990 -1,49 0,99786
mit Wasser abs. 0,20 0,99073
Dioxan Dioxan rel. -1,69 0,99870 5,11 0,99915
Dioxan abs. 6,80 0,99974
CHCl; abs. 8,49 0,99987 1,92 0,99147
Myelin Wasser rel. -8,41 0,99906 -1,63 0,99123
Wasser abs. 0,21 0,99214
CHCL, abs. 8,63 0,99901 1,80 0,97081
Myelin Wasser rel. -8,46 0,99964 -1,63 0,99142
mit Wasser abs. 0,21 0,99368
Dioxan Dioxan rel. -1,58 0,99979 4,98 0,99779
Dioxan abs. 7,09 0,99953
CHCl; abs. 8,67 0,99960 1,84 0,99170
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KAPITEL 4 ERGEBNISSE

jeder Einzelmessung wurde die Probe aus der Probenspule entfernt und wieder ein-
gesetzt und wieder ein neuer shim eingestellt. Dabei betrdgt die mittlere Standard-
abweichung der gemessenen chemischen Verschiebung von Wasser 0,0002 ppm.

Ohne die oben genannten Messparameter zu dndern (eingeschaltetes autoshim),
wurde eine Messreihe durchgefiihrt, die die zeitliche Stabilitit des NMR-Systems
iber einen halben Tag zeigt (s. Abb. 4.5). Dabei sind lediglich Abweichungen von
+0,0002 ppm zu verzeichnen. Trotz Frequenzstabilisierungs-(Lock-)System ist ei-

ne Drift von 0,11 Hz/h zu verzeichnen.

1,0748

1,0743 BB B— B
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Abbildung 4.5: Darstellung des Zeitverlaufs der Frequenzdifferenzen von Wasser
und 1,4-Dioxan. Die Abweichungen vom Mittelwert A f = 1,0743 ppm betragen ma-
ximal £0,0002 ppm bei 7' = 293 K.

Das Signal-Rausch-Verhiiltnis liegt in der Regel in der GroBenordnung 10* bis 10°,
abhédngig von der Anzahl der Mittelungen und der Signalintensitdt/Konzentration
der untersuchten Losung.

Hinsichtlich der Wiederholbarkeit der NMR-Messungen mit Unterbrechung ist im
zeitlichen Verlauf auch eine stirkere Variation aufgefallen als oben berichtet: Ab-
weichungen mit bis zu 0,1 ppm sind zu verzeichnen — insbesondere bei der Durch-
fiilhrung von Messreihen, die an verschiedenen Tagen durchgefiihrt worden, also

langere Unterbrechungen enthielten (s. Abb. 4.6).
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Abbildung 4.6: Wasserfrequenzen von PBS-Losungen bei verschiedenen Tempera-
turen und mit verschiedenen Probenkopfen (Triple Resonance Broad Band = TBI,
Double Resonance Broad Band = BBO) zu verschiedenen Zeiten unter Angabe des
Datums: m 2011-05-03 (TBI), + 2011-09-21 (TBI), , ¥ 2012-05-29 (TBI), 4 2012-
08-17 (BBO). Darstellung der linearen Anpassung fiir den ersten Datensatz und

(gemittelt) fiir die letzten drei Messungen.
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KAPITEL 4 ERGEBNISSE

4.2.3 Suszeptibilitit

Die Anwendung der Methode nach Hoffman (Abschnitt 3.8.3) zeigt in der Prinzi-
pieniiberpriifung grofle Zuverldssigkeit in Hinsicht auf die stabil bleibende Linien-

breite im Bereich von etwa 2-5 mm iiber dem Zentrum (Position des Rohrchenbo-
dens, s. Abb. 4.7).

5,0
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Abbildung 4.7: Nachweis der Linienbreitenstabilisation fiir Positionen des Proben-
rohrchens zwischen 2 mm und 5 mm oberhalb des Spulenmittelpunktes fiir die Sus-

zeptibilitdtsbestimmung nach Hoffman.

Bei Wiederholung der Messungen (an verschiedenen Tagen) mit Proteinlésungen
zeigen sich jedoch groflere Abweichungen (> 0,4 ppm) und es ist eine Varianz der
Linienbreiten in der Ausgangslage des Probenrohrchens bei 20 mm unterhalb des
Spulenzentrums (Standardposition) im Bereich von etwa 0,07 ppm bis 0,24 ppm fiir
verschiedene Proteinldsungen festzustellen.

Ein eindeutiger Trend der Abhingigkeit der Suszeptiblilitit von der Proteinkonzen-
tration ldsst sich aufgrund der erhobenen Daten nicht nachweisen (s. Abb. 4.8).

Im Gegensatz dazu ldsst sich fiir die Linienbreite des NMR-Wassersignals eine li-
neare Abhédngigkeit von der Konzentration verzeichnen (s. Tab. 4.2). Dabei gibt es
eine nur geringe Variation iiber verschiedene Proteingroflen — lediglich fiir Lyso-
zym fillt ein abweichender Wert auf, der im Gegensatz zu den anderen negativ und

absolut etwas grof3er ist.
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Abbildung 4.8: Darstellung der relativen Suszeptibilitéten iiber der relativen Prote-

inkonzentration fiir verschiedene Proteine (inkl. Aminosdure L-Glutamin).

Tabelle 4.2: Anstieg Arp der Linienbreiten LB des NMR-Wassersignals bezogen

auf die Konzentration verschiedener Proteine. Angabe der F'-Werte und der dafiir

ermittelten p-Werte zur statistischen Signifikanz.

RZ

Protein Masse (kDa) Apg (Hz/mg/ml) F p
GST 26,0 0,0277 0,6748 6,22 0,05
BSA 67,0 0,0220 0,7957 7,79 0,06
RNase A 13,7 0,0233 0,8784 14,44 0,03
LYS 14,3 -0,0431 0,8913 16,41 0,02
IgG 144.0 0,0334 0,8619 12,49 0,04
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4.2.4 Diffusion und Viskositat

Die durchgefiihrten Experimente zeigen, dass die Viskositit abhidngig von der BSA-
Konzentration steigt und indirekt proportional zur Temperatur ist (s. Abb. 4.9).

Die Zugabe von Ammoniumsulfat (AS) erhoht die Viskositidt der BSA-Losung, wie
in Abb. 4.10 dargestellt. Dabei korrespondiert die Zugabe einer Menge von 9,44%
Ammoniumsulfat mit einer Erhohung der Viskositidt um 0,16 mPa-s ohne Anwesen-
heit von BSA. Fiir zunehmende Protein-Konzentration nimmt dieser Anteil nicht-
linear zu (s. Abb. 4.11). Die Wasserfrequenzverschiebungen variieren dabei stark
mit der resultierenden BSA- und AS-Konzentration (s. Abb. 4.12). Dabei gibt es
einen Sattigungsbereich in Form eines Sattelpunktes (s. Abb. 4.13).

T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
BSA-Konzentration (mM)

Abbildung 4.9: Abhingigkeit der Viskositit 7 von der BSA-Konzentration mit 3%-

Ammoniumsulfat bei verschiedenen Temperaturen.
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Abbildung 4.10: Darstellung der Viskositit iiber der Temperatur fiir verschiedene

Ammoniumsulfat-Konzentrationen mit 48 mg/ml BSA.
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Abbildung 4.11: Zunahme der Viskositét in Abhédngigkeit von der Zugabe von Am-

moniumsulfat (AS) bei verschiedenen BSA-Konzentrationen und Temperaturen.

68



KAPITEL 4 ERGEBNISSE

= 495 C,s = 0,000(0)M = 495, ¢, = 0,825(26)M

Q Q.

a o

o 4,904 =~ 4,90

jo)) (2]

c C

3 4,85 2 4,854

Q0 0

< <

@ 4,804 3 4,80

3 2

o 4,754 / o 4,754

< <

[5} [5]

2 2

s " / £ 4,70

9] @

e <

© 465 x x x x x —© 465 ; ; x x x x
0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0

Viskositat n (mPa-s) Viskositat n (mPa-s)

Abbildung 4.12: Darstellung der chemischen Verschiebung iiber der Viskositit der

Proteinldsungen unterschiedlichen Konzentrationen und Temperaturen.
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Abbildung 4.13: Anstiege der Kurvenanpassungen der Frequenzverschiebung in
Abhingigkeit von der Viskositit — verursacht durch variable BSA-Konzentration

(vgl. Abb. 4.12) — fiir variable Ammoniumsulfat-Konzentration und Temperatur.
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Bei der Bestimmung der Diffusionskonstanten mittels NMR zeigen sich Schwierig-
keiten/Inkongruenzen bei der Wahl der Wartezeiten (s. Abb. 4.14). Statt einer Opti-
mierung zeigt sich ein von der Erwartung abweichendes Verhalten der Integralwert-
entwicklung iiber der Gradientenfeldstirke (s. Abb. 4.15). Mit zunehmender BSA-
und Lysozym-Konzentration nimmt der ermittelte Diffusionskoeffizient ab (s. Abb.
4.18 und 4.16) und ist bei hoherer Temperatur groler (s. Abb. 4.16). Letzteres ist

besser bei drei verschiedenen Temperaturen in Abb. 4.17 zu sehen.
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Abbildung 4.14: Variation der Diffusionskonstanten D mit der Lange D20 des Gra-
dientenpulses bei 298 K (m). Abweichende Temperaturen bei 1800 ms: 303 K (e),
308 K (V).
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Abbildung 4.15: Variation der Spektren-Integralwerte / zur Diffusionsbestimmung

mit Variation der Linge D20 des Gradientenpulses (jeweils in ms, bei 298 K): 1)
1600, 2) 1700, 3) 1800, 4) 1900, 5) 2000, 6) 1800 (bei 303 K), 7) 1800 (bei 308 K).
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Abbildung 4.16: Variation des Diffusionskoeffizienten D iiber der BSA-
Konzentration bei m 298 K und e 303 K.
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Abbildung 4.17: Diffusionskoeffizienten von BSA (58 mM) in Abhingigkeit von

der Temperatur (Messreihe X und Wiederholung —).
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Abbildung 4.18: Darstellung der mittels NMR-Spektroskopie ermittelten Diffusi-

onskoeflizienten D von Lysozymldsungen verschiedener Konzentration.
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Bei den untersuchten Gewebeextrakten sind die ermittelten Diffusionskonstanten
eher unabhéngig von der Proteinkonzentration (s. Abb. 4.19). In der Diskussion

wird auch darauf genauer Bezug genommen.
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Abbildung 4.19: Diffusionskoeffizienten fiir variable Proteinkonzentrationen in Ge-

webeextrakten (Kleinhirn).

Eine gezielte Beeinflussung der Viskositit erfolgte mit der Zugabe von Saccharose,
welche eine lineare Erh6hung der Viskositit in Abhédngigkeit von der Konzentration
bewirkt (s. Abb. 4.20).
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Abbildung 4.20: Lineare Erhohung der Viskositit mit der Konzentration von Sac-

charose bei verschiedenen Temperaturen 7'.

Eine Anpassung von Messwerten bei variierter BSA- und Saccharosekonzentration

an das exponentielle Modell nach Gl. 2.37 liefert die Parameter k, und b, die den
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folgenden (qualitativ dhnlichen) Darstellungen folgen (s. Abb. 4.21 und 4.22):

k, = C + Be M4 (4.1)
b=C—Be™ 4.2)

wobei M die Makromolekiilkonzentration (von Saccharose) und A, B, C Anpas-
sungsparameter sind. Fiir zunehmende Saccharosekonzentration nehmen die Terme

also ab, wobei der Abfall bei geringen Konzentrationen am grof3ten ist.

= T=298K
0,0015 e T=303K|
A T=308K
g 0,0014 v T=313K
E
g 0,0013
£
2 v
3 0,0012 v
o
= A
£ 0,011 7'}
h =
2 [ ]
= 00010
4
[ )
. n
0,0009
T T T T T T T T T T
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Saccharose-Konzentration (mM)

Abbildung 4.21: Austauschterm k, fiir BSA bei variabler Saccharosekonzentration
mit Anpassung an Gl. 4.1 mit R? im Bereich von 0,87-0,95 (p < 0,025).

4.2.5 OH-Bindungsstellen

Langkettige, gerade Polysaccharide unterschiedlicher Massen (40 kDa und 200 kDa)
wurden in verschiedener Konzentration mit BSA (67 kDa) in Mischung gebracht
und die Wasserverschiebung im "H-Spektrum untersucht. Dabei wirkt sich die Zu-
gabe von Dextran kaum nachweisbar auf die Verschiebung des Wassersignals aus,
wie die gleichbleibenden relativen Verschiebungen in Abb. 4.23 und 4.24 zeigen.

Demgegentiiber ist eine Zunahme der Linienbreite der Wasserresonanzlinie in Ab-

hingigkeit von der Dextrankonzentration nachweisbar (s. Abb. 4.25).
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Abbildung 4.22: Aktivitédtsfaktor b fiir BSA bei variabler Saccharosekonzentration
mit Anpassung an Gl. 4.2 mit R? im Bereich von 0,93-0,98 (p < 0,006).
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Abbildung 4.23: Relative chemische Verschiebung des Wasser-Signals in Anwe-

senheit von Dextran 40 und BSA in unterschiedlichen Konzentrationen und bei drei

Temperaturen.
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Abbildung 4.24: Relative chemische Verschiebung des Wasser-Signals in Anwesen-

heit von Dextran 200 und BSA in unterschiedlichen Konzentrationen. Exponentielle
Modellanpassung nach GI. 2.37.
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Abbildung 4.25: Linear angepasste Linienbreitenvariation der Wasserresonanzlinie

bei variierter Dextran 200 Konzentration und variabler BSA-Konzentration.
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4.2.6 Konformationsinderungen

Um sowohl die Zahl der Bindungsstellen, die Ladungszahl als auch die Form eines
Proteins (Konformation) zu veréndern, wurde durch Zugabe von Ammoniumsulfat
(AS) eine Entfaltung des Proteins erzwungen. Ergebnisse dieser Teilstudie mit BSA
bzw. IgG zeigen die Abbildungen 4.26-4.29 bzw. 4.30. Mit zunehmender AS-Kon-
zentration nimmt die relative chemische Verschiebung des Wassersignals zu: von
0,05 ppm/mM BSA bei OM AS auf 0,08 ppm/mM BSA bei 0,825 M AS. Dies ent-
spricht einer Zunahme der von BSA abhingigen Frequenzverschiebung von etwa
0,04 ppm/mM je 1 M AS im betrachteten Bereich bei 298 K (s. Abb. 4.27).

Mittels Wasserunterdriickung wurde die Konformitétsanderung iiberpriift. AuBer ei-
ner verstirkten Linienbreite und phasenbedingter Unterschiede sind keine augentil-
ligen Verdnderungen mittels 1D-NMR festzustellen (s. Abb. 4.29).
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Abbildung 4.26: Vergleich des Wassersignals bei variabler BSA- und Ammonium-

sulfatkonzentration.
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Abbildung 4.27: Vergleich des Wassersignals bei variabler BSA- und Ammonium-

sulfatkonzentration.
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Abbildung 4.28: Variation des Wassersignals bei gleichbleibender BSA-
Konzentration aber verschiedener Ammoniumsulfatkonzentrationen. Die Verschie-
bung folgt der Ammoniumsulfatkonzentration linear (durchgezogene Linien). Der

Anstieg ist proportional zur Temperatur.
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Abbildung 4.29: Vergleich hoch aufgeloster NMR-Spektren von BSA mit (rot) und
ohne (blau) Ammoniumsulfat (3M, 10%). Spektren mit Wasserunterdriickung.
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Abbildung 4.30: Kurvenanpassungen laut Austauschmodell (Gl. 2.46) von Cava-
nagh et al. [81] fiir verschiedene Ammoniumsulfat-Zugaben zur IgG-Proteinlosung
(= Opl, @ 100 ul, v 200 ul). Anpassung bei O pl nur fiir Werte bis 20 mM TMSP mit
N=10 (po.u = 0,886; proow = 0,059; proou = 0,034).
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4.2.7 pH-Wert

Durch Zugabe von Natriumhydroxid (NaOH) wurde der in der Proteinlosung vor-
liegende pH-Wert variiert. Die Wasserresonanzfrequenzen mit und ohne zugegebe-
nem Protein sinken mit zunehmendem pH-Wert nichtlinear (s. Abb. 4.31). Dabei
ist der anwendbare pH-Wert-Bereich mit Proteinen aufgrund der Degeneration bei
stark von pH =5 abweichenden Werten eingeschrinkt auf einen Bereich von etwa

4<pH<T.
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0,025 o \Nasser
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Abbildung 4.31: Abfall der Wasserfrequenz iiber steigendem pH-Wert mit (o) und
ohne (o) BSA.
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4.2.8 ProteingroBe und -konzentration

Die NMR-Frequenzverschiebung des Wassersignals wurde fiir globulédre Proteine
unterschiedlicher Grofle (s. Tab. 3.1, S. 36) ermittelt. Dabei wurde die Konzentrati-
on der Proteine in der wissrigen Losung in einem Bereich zwischen 0 g/l und 100 g/1
variiert. Eine Auftragung iiber der Proteinkonzentration (s. Abb. 4.32) veranschau-
licht die vom jeweils verwendeten Protein verursachte Frequenzverschiebung des
Wassers. In dem untersuchten Konzentrationsbereich zeigt sich eine lineare Abhén-
gigkeit der Frequenzverschiebung von der Proteinkonzentration. Der daraus ermit-
telbare Grad der Frequenzverschiebung ist auch gegeniiber der korrespondierenden
ProteingroBe als linear abhédngig zu betrachten (r = 0,963, p < 0,0003, s. Abb.
4.33).

|
* *
4,79
£ st .
Q.
g - mBSA
=
S 4,78 + RNA-A
g I . +LYS
§ + * IgG
S 477 x Py ® GST
; 3
+
[ ]
4,76
0 2 4 6 8 10

Proteinkonzentration (mol/l)

Abbildung 4.32: Darstellung der Frequenzverschiebung des Wassers fiir verschie-
dene Proteine bei variabler Konzentration. Die absolute Abweichung vom Wasser-
signal ohne Proteine (4,793 ppm) nimmt mit der Proteinkonzentration je nach Art
unterschiedlich stark zu (vgl. Abb. 4.33).

Zusitzlich zur reinen Messung der Frequenzverschiebung wurden Relaxationszeit-

messungen (T, T,) durchgefiihrt. Beispielhaft sind hierfiir Messergebnisse fiir GST
(s. Abb. 4.34) und BSA (s. Abb. 4.35) dargestellt.
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Abbildung 4.33: Zunehmende Konzentrationsabhingigkeit der (absoluten) Fre-
quenzverschiebung im Verhiltnis zur MolekiilgroBe basierend auf Messungen mit

verschiedenen Proteinen und deren Konzentrationen (vgl. Abb. 4.32).

0,14 i 12 Y

0,12 12
— [ ] — "
2 0,10 2 6
— [aV] N
£ oe - £

| ] 2 ”
0,06 0
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70
GST-Konzentration (mg/ml) GST-Konzentration (mg/ml)

Abbildung 4.34: Darstellung der Relaxationskoeffizienten 1/T; und 1/T, fiir ver-

schiedene GST-Konzentrationen.
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Abbildung 4.35: Darstellung der inversen Relaxationszeiten fiir verschiedene BSA-
Konzentrationen und die wissrige Losung. Abnahme von 1/T; und Zunahme von

1/T, fiir steigende BSA-Konzentrationen.
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4.2 FREQUENZVARIATION DES WASSERSIGNALS

Betrachtet man Mischungen von Proteinen (in unserem Fall BSA und 1gG), so er-
geben sich vom linearen Verhalten abweichende Frequenzverschiebungen bei va-
riabler Zusammensetzung, wie in der Abbildung 4.36 zu erkennen ist. Die Kurven
konnen dabei wieder dem exponentiellen Modell (Gl. 2.37, S. 28) angepasst und die
Parameter k, und b aufgetragen werden. Dabei ergibt sich fiir k, ein linearer Verlauf

und ein mit Maximalwert konkaver Verlauf fiir den Parameter » (s. Abb. 4.37).
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Abbildung 4.36: Relative Wasserfrequenzverschiebung bei unterschiedlichen Kon-

zentrationsverhéltnissen von BSA und IgG iiber der BSA-Konzentration.
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Abbildung 4.37: Modellparameter &, (links) und b (rechts) nach GI. 2.37 fiir varia-
bles BSA:IgG-Verhiltnis.
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4.3 Einfluss der Wahl der NMR-Referenz

4.3.1 Vorbemerkungen

Wie im Abschnitt 2.8 besprochen, ist die Wechselwirkung mit der Referenzsub-
stanz in den Betrachtungen zur Wasser-Makromolekiil-Wechselwirkung von Be-
deutung fiir die Durchfiihrung und Auswertung der NMR-Experimente. Die Abhéin-
gigkeit der Wasserverschiebung, bezogen auf die verwendeten Referenzsubstanzen
1,4-Dioxan (s. Abb. 4.38), TMSP (s. Abb. 4.39) und DSS (s. Abb. 4.45), zeigen
unterschiedliches Verhalten. Dies wird besonders fiir variierte Konzentrationen der
Referenzsubstanz deutlich (vgl. Abb. 4.38 und 4.39).

4.3.2 Dioxan

Fiir Dioxankonzentrationen bis zu 50 mM bleibt die Frequenzverschiebung Af in
etwa konstant bei 0,009 ppm/mM (bei einer Temperatur von 298 K). Das ist kon-
sistent mit Ergebnissen aus einer d@hnlichen Studie, in der 0,011 ppm/mM ermittelt
wurde [91].
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1,0200

Af (ppm)

1,0175 4

Dioxan-Konz.
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50 mM
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10 mM
5mM
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1,012 4———F—"""—F—"—F——F——T——1———
0,2 03 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

BSA-Konzentration (mM)

Abbildung 4.38: Frequenzverschiebung bei 298 K fiir verschiedene Konzentration-

en von Dioxan (siehe Legende).
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43.3 TMSP

Im Vergleich zu den Messungen mit Dioxan als interne Referenzsubstanz ist das
Frequenzverhalten fiir TMSP komplexer. Um dies iibersichtlicher zu erfassen, wer-
den die Anstiege der Frequenzverschiebungen in Abhingigkeit von der BSA-Kon-
zentration (s. Abb. 4.39) fiir die variierenden Dioxan- und TMSP-Konzentrationen

durch lineare Regression ermittelt und dargestellt (s. Abb. 4.40).

4,80 -
TMSP-Konzentration
0O 100mM < 25mM
O 75mM > 10mM
A 60mM ¥ 5mM
a vV 50mM X 3mM
4,79 O 40mM + 1mM
4,78 4
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4,77 4 X\%

4,76 4 
T

T T T T T T T T T T T T T 1
0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0

BSA-Konzentration (mM)

Abbildung 4.39: Frequenzverschiebung bei 298 K fiir verschiedene TMSP-Konzen-

trationen.

Fiir TMSP-Konzentrationen unter 10 mM ist die Frequenzverschiebung bezogen auf
die BSA-Konzentration leicht negativ oder verschwindend. Wird mehr TMSP als
Referenzsubstanz verwendet (ab 25 mM), so konvergiert die Verschiebung zu ei-
nem konstant bleibenden Wert von etwa 0,025 ppm/mM (s. Abb. 4.40), was dem
Michaelis-Menten-Modell (s. Gl. 2.45) entspricht, an das die Daten mit einem Kor-
relationskoeffizienten von R? = 0,918 (p = 0,014) angepasst werden konnen.
Diese Anderung ist deutlicher zu verzeichnen, wenn die proteinabhingigen Ver-
schiebungen gegen die temperaturabhiingigen Verschiebungen aufgetragen werden
(s. Abb. 4.41).

Dann zeigt sich bei den hoheren TMSP-Konzentrationen eine ungeordnete Ab-
folge von Datenpunkten in Relation zur temperaturabhiingigen Verschiebung des

Wassersignals. Ordnung ldsst sich darin wiederherstellen, wenn die entsprechen-
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Abbildung 4.40: Konzentrationsabhingige Frequenzverschiebung fiir BSA bei
298 K. Dioxan (o) zeigt eine konstante Verschiebung von 0,009 ppm/mM. Die Ver-
schiebung mit interner Referenz TMSP () variiert mit der TMSP-Konzentration und
stabilisiert sich bei hohen TMSP-Konzentrationen zu etwa 0,025 ppm/mM. Kurven-
anpassung fiir TMSP erfolgte mittels Michaelis-Menten-Kinetik.
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Abbildung 4.41: Anstiege der Frequenzverschiebung in Abhédngigkeit von der BSA-
Konzentration dargestellt iber den temperaturabhéngigen Anstiegen (vgl. Abb. 4.4)

mit Notierung der jeweiligen TMSP-Konzentration in mM iiber dem Datenpunkt.

den protein- und temperaturabhiingigen Werte durch die korrespondierende TMSP-
Konzentration in mM geteilt werden. Dadurch lésst sich die Aufteilung in niedri-
ge (bis 10mM) und hohe (ab 25 mM) TMSP-Konzentrationen mit ihrem jeweils
entgegengesetzten Verhalten in Bezug auf die Wasserverschiebung darstellen (s.
Abb. 4.42). Man kann nun die Datenpunkte korrespondierend zu TMSP-Konzen-
trationen von 1-10mM bzw. 25-100 mM linear verbinden. Beide Geraden schnei-
den sich dort, wo eine TMSP-Konzentration von jeweils 13,6 mM, 14,1 mM und
14,6 mM vorliegen wiirde'. Berechnet wurden diese Werte aus den Darstellungen
der Frequenzverschiebungen bezogen auf die BSA-Konzentration gegeniiber den
temperaturabhéngigen Verschiebungen (die durch die jeweiligen Konzentrationen
geteilt wurden) bei 0,92 mM, 0,70 mM und 0,35 mM BSA (vgl. Tabelle 4.3). Die
Konzentrationen von TMSP wurden aus den temperaturabhingigen Verschiebungs-

anstiegen Tgsa zuriickgerechnet, indem der Faktor A aus der Relation

TBSA = —A/[TMSP] (43)

'Der genannten Darstellung liegt eine BSA-Konzentration von 0,92mM fiir die Berechnung
der temperaturabhingigen Frequenzverschiebungen zu Grunde und ergibt einen Schnittpunkt bei
13,6 mM TMSP. Der temperaturabhingige Anstieg wurde zusitzlich auf die BSA-Konzentration

normiert. Andernfalls verdndern sich die Schnittpunkte nur geringfiigig (0,1 mM).
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durch nicht-lineare Kurvenanpassung bestimmt wurde.
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Abbildung 4.42: Anstiege der Frequenzverschiebung in Abhingigkeit von der
BSA-Konzentration iiber temperaturabhingigen Anstiegen bei variierter TMSP-
Konzentration (Zahlenwerte an den Datenpunkten), jeweils normiert auf 1 mM
TMSP. Entgegengesetztes lineares Verhalten: ansteigend fiir 1-10 mM, abnehmend
fiir 25-100 mM TMSP. (VergroBerter Ausschnitt rechts unten fiir [TMSP] > 25 mM.)

Nach der Gleichung 2.46 wurde aus den gemessenen Werten der Frequenzverschie-
bung fiir variierte TMSP-Konzentrationen die Anzahl von hydrophoben Bindungs-
stellen fiir TMSP an BSA berechnet. Diese betragen im Mittel 11,74 (s. Tab. 4.3).
Der Parameter A, ist dabei die Differenz zwischen minimaler und maximaler be-

obachteter Frequenzverschiebung (s. Abb. 4.43).
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Abbildung 4.43: Darstellung der angepassten Gleichung 2.46 mit Parameter A«
fiir TMSP.

Tabelle 4.3: Ermittelte Parameter nach Gleichung 2.46 fiir die Bindungsstellen N fiir
TMSP am Protein und die Austauschrate K; (Fehlerwerte N, Kyerr; p < 0,034).

T (K) [BSA](mM) N Neww Ky Ker R

298 0,34627 12,71 2,63 1,33160 0,36650 0,99240
0,70199 10,41 3,18 1,20450 0,87490 0,96990
0,92886 11,84 1,37 0,71030 0,40590 0,99381

303 0,34627 13,07 4,46 1,17460 0,60470 0,97525
0,70199 875 3,17 1,62660 093510 0,97408
0,92886 11,39 0,15 0,78036 0,04438 0,99993

308 0,34627 14,75 3,61 1,28110 0,50730 0,98658
0,70199 11,39 0,15 0,78036 0,04438 0,99972
0,92886 11,39 0,15 0,78036 0,04438 0,99991
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4.3.4 Vergleich der NMR-Referenzsubstanzen TMSP und Diox-

an

Die bei hoheren Temperaturen (303 K und 308 K) beobachteten Kurven fiir TMSP
und Dioxan sind qualitativ dhnlich zu denen bei 298 K. Die entsprechenden Ver-
schiebungen bei hohen TMSP- und niedrigen Dioxankonzentrationen liegen bei
0,028 ppm/mM und 0,010 ppm/mM (303 K) bzw. 0,031 ppm/mM und 0,012 ppm/mM
(308 K).

Um die Wasser-Referenzsubstanz-Interaktion néher zu quantifizieren wurde eine
Messreihe ohne Makromolekiile (BSA) durchgefiihrt (s. Abb. 4.44). Darin zeigt sich
eine negative Frequenzabhiingigkeit fiir Dioxan mit (2,68 + 0,42)x 10~> ppm/mM
(R?=0,85, p = 1E-05). Fiir TMSP ergibt sich eine Relation der Wasser-Frequenz
mit dem Wert (4,76 + 0,19) x 10~ ppm/mM in entgegengesetzter Richtung und mit
wesentlich geringerer Signifikanz (R*> = 0,01, p = 0,998).
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1,026
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Referenzsubstanz-Konzentration (mM)

Abbildung 4.44: Wasserfrequenzen in Losungen mit TMSP bzw. Dioxan (kalibriert
auf 0 ppm bei 0,00 ppm fiir TMSP bzw. 3,75 ppm fiir Dioxan). Lineare Regression
ergibt (—2,68 + 0,42) - 107> ppm/mM (R*> = 0,85, p =1E-05) fiir Dioxan und
(4,76 + 0,19) - 1075 ppm/mM (R*> = 0,01, p = 0,998) fiir TMSP.
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4.3.5 DSS

Zur Ergianzung meiner Untersuchungen wurde auch DSS betrachtet, da es von Shi-
mizu et al. (ebenso wie TSP, das TMSP sehr dhnlich ist) wegen Wechselwirkung mit
Proteinen, also Abhingigkeit der Resonanzfrequenz von der Proteinkonzentration
als ungeeignet betrachtet wird [75]. Eine spezifische Auswertung der in Abb. 4.45
beispielhaft dargestellten Daten bei 298 K erfolgte daher nicht.
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Abbildung 4.45: Darstellung der chemischen Verschiebung des Wassersignals fiir

unterschiedliche DSS-Konzentrationen bei 298 K.

4.3.6 Chloroform (extern)

Eine Messung des kombinierten Austausch- und Suszeptibilititseffekts wurde in
koaxialer Anordnung vorgenommen. Das innere Rohrchen ist dabei mit Chloro-
form gefiillt. Gleichzeitig ist der Probenlosung mit BSA nun keine Referenzsub-
stanz mehr zugesetzt, um zusitzliche Interaktionen mit Wasser und Makromole-
kiilen zu vermeiden. Es zeigt sich dabei (s. Abb. 4.46) eine Frequenzverschiebung
bezogen auf die BSA-Konzentration mit (-0,016 + 0,003) ppm/mM bei 298 K. Der
dabei angenommene experimenteller Fehler von + 0,003 ppm soll Temperaturgra-
dienten, Feldfluktuationen (Drift) und Feldinhomogenititen (imperfect shimming)

beriicksichtigen.
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Abbildung 4.46: Abhingigkeit der relativ zu externem Chloroform ermittelten

Wasser-Resonanzverschiebung von der BSA-Konzentration.

4.4 Gewebeextrakte im Hinblick auf Wasserfrequenz-

verschiebung und andere Parameter

4.4.1 Vorbemerkungen

Neben einer NMR-spektroskopischen Auswertung hinsichtlich der Wasserfrequenz-
verschiebung wurden Eisen- und Proteingehalte, sowie Massenverteilungen der pri-
parierten Gewebeextrakte ermittelt (vgl. Abschnitt 3.2.2). Bei den Extrakten aus
Kleinhirn wurde zusitzlich eine Suszeptibilititsbestimmung nach der Methode von
Hoffman vorgenommen (vgl. Abschnitt 3.8.3). Auerdem wurden die Relaxations-
zeitkonstanten (7} und 7») und die Diffusionskonstante D bestimmt.

Zunichst sollen die Wasserfrequenzverschiebungen gegeniiber den Protein- und Ei-
sengehalten dargestellt und statistisch zusammengefasst werden (Abschnitt 4.4.2).
Die ermittelten Suszeptibilititen werden hierin einbezogen. Im darauffolgenden
Abschnitt stelle ich Relaxationszeit- und Diffusionskonstanten in Bezug zur Prote-
inkonzentration (Abschnitt 4.4.3). Im letzten Abschnitt versuche ich mit einer aus-
fiihrlicheren statistischen Auswertung Zusammenhinge zwischen den Parametern
und deren Einfluss auf die Wasserfrequenzverschiebung herzustellen (Abschnitt
4.4.4).
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Tabelle 4.4: Deskriptive Statistik von Parametern der Gewebeextrakte.
oM. =

A fie1 = relative Wasserfrequenzverschiebung, y = Suszeptibilitit.

Abkiirzungen: ohne Membranen, Std.-abw. = Standardabweichung,

Cortex Mittelwert Std.-abw.  min. max.
[Protein] / mg/ml 26,5 5,6 20,4 30,0
[Fel] / ppm 4,1 1,8 1,6 6,3
Afel / ppm -0,029 0,009 -0,046 -0,020
Cortex (0. M.) Mittelwert Std.-abw.  min. max.
[Protein] / mg/ml 2,6 04 2,1 3,0
[Fel] / ppm 3,6 0,6 2,9 4,7
Afiel / ppm -0,009 0,003 -0,014 -0,007
Kleinhirn Mittelwert Std.-abw.  min. max.
[Protein] / mg/ml 6,8 4,9 1,7 15,6
[Fe] / ppm 1,4 1,7 0,4 5,4
Afiel / ppm 0,010 0,007 0,003 0,022
Ti/s 4,8 1,3 2.5 6,1
T, /s 0,6 0,5 0,1 1,7

D /1075 cm?/s 1,6 0,6 0,5 2,2
X/ ppm -0,8 0,2 -1,2 -0,6

4.4.2 Wasserfrequenz, Eisen- und Proteingehalt

Alle Werte sind in den folgenden Abbildungen 4.47-4.51 aufgezeichnet und in der
nachstehenden Tabelle 4.4 mit charakterisierenden statistischen Werten zusammen-
gefasst. Sofern nicht anders angegeben kommen die Daten zur Darstellung, die bei
einer Temperatur von 308 K aufgezeichnet wurden (entspricht annidhernd Korper-
temperatur).

Bei der Abhingigkeit der Eisen- von der Proteinkonzentration zeigt sich eine nur
geringe Korrelation (vgl. auch andere Werte in Tab. 4.5) mit » = 0,4070 (p = 0,80)
bzw. nach der Membranextraktion mit r = 0,2911 (p = 0,94; s. Abb 4.47).

92



KAPITEL 4 ERGEBNISSE

a
) 40
Synaptosomen
. 35 X
£
g2 . .
g 30 Mltoch)(zndrlen
3 Myelin
5
g 25 X Synaptische Verbindungen
< X
g 20 Leichte Membran X
a Grobe Membran P2
15
1 2 3 4 5 6 7
Eisenkonzentration (ppm)
b)
Grobe Membran P2
Synaptische Verbindungen \itochondrien X
) X X
E
(=]
E 275
f =
S
g
s 2,50
g Synaptosomen
& X Myelin
<
S 225 x
< ’ Leichte Membran
= X
2,00
2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0

Eisenkonzentration (ppm)

Abbildung 4.47: Darstellung der Protein- und Eisenkonzentrationen der Gewebeex-
trakte (Cortex) und linearen Regressionen a) mit (R*> = 0,1656, p = 0,49) und b)
ohne Membranen (R = 0,0847, p = 0,79).
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Eine dhnlich schwache Korrelation von r = 0,4318 (p = 0,76) ergibt sich fiir den
Zusammenhang zwischen Eisenkonzentration und Frequenzverschiebung. Dennoch
sind qualitative Ahnlichkeiten bei der Auftragung der Frequenzverschiebungen des

Wassers iiber Eisen- und Proteinkonzentrationen zu erkennen (s. Abb. 4.48).

Eisenkonzentration (ppm) Proteinkonzentration (mg/ml)
. 1 2 3 4 5 6 7 16 20 24 28 32 36 40
E 0,00 E 0,00
= =
2 2
® -0,01 & -0,01
e sv £ sv
= -
S -0,02- Myelin + Synapt. g 002 ° Synapt.
s + 3 b ° b
= =y .
& -0,03 2 -003 o Myelin g
§ Mito.  p2 : Mito.
[=

Q Q
% 0,04 I. Mem. % 0,04 I. Mem.
I + T L

-0,05 -0,05

Abbildung 4.48: Frequenzverschiebungen (relativ zur Wasserfrequenz) iiber Eisen-
(links) und Proteinkonzentrationen (rechts) der verschiedenen Gewebeextrakte
(Cortex): Myelin, leichte Membran (1. Mem.), Mitochondrien (Mito.), Synaptische
Verbindungen (SV), grobe Membran (P2), Synaptosomen (Synapt.). Durchgezoge-

ne Linie im linken Diagramm: lineare Regression mit R?> =0,1864 ( p = 0,43).

Diese qualitative Verteilung der Datenpunkte @ndert sich stark nach der Entfernung
von Membranproteinen (s. Abb. 4.49). Die Korrelation zwischen Frequenzverschie-
bung und Eisenkonzentration nimmt jedoch zu auf r = —-0,9006 (p = 0,0009, vgl.
Abb. 4.49).

Fiir die Verschiebungen unterschiedlicher subzelluldrer Fraktionen zeigen sich vor
der Membranentfernung stiarker voneinander unterscheidbare Werte (s. Abb. 4.52).
Die Darstellung von Eisen- und Suszeptibilititswerten zeigt eine vergleichbar starke
Korrelation von r = —0,8997 (p = 0,01; s. Abb. 4.53), wie sie zuvor zwischen
Eisenkonzentration und Frequenzverschiebung festgestellt wurde.

Die Korrelationen r zwischen Protein- und Eisengehalt sowie der Frequenzverschie-
bung des Wassersignals sind generell schwach?, aber in vergleichbarer GréRenord-

nung, sowohl fiir den Eisen- als auch fiir den Proteingehalt (s. Tab. 4.5).

ZKorrelationen r zwischen 0,4070 (p = 0,80)und 0,6475 (p = 0,15); auBer fiir Eisen-Frequenz-
Korrelation ohne Membranen mit » = —0,9006 (p = 0,0009).
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Abbildung 4.49: Darstellung der Frequenzverschiebungen von Wasser verschiede-
ner Gewebeextrakte (Cortex) nach Membranextraktion. Aufgetragen jeweils iiber
den Eisen- (links) und Proteinkonzentrationen (rechts). SV = Synaptische Verbin-
dungen. Durchgezogene Linie im linken Diagramm: lineare Regression mit R*> =
0,8111 (p = 0,0009).

Tabelle 4.5: Korrelationen r zwischen Parametern von Gewebeextrakten
(0. M. = ohne Membranen) bei anndhernd Korpertemperatur (308 K). Entsprechen-
de p-Werte darunter.

Cortex Cortex (0. M.) Kleinhirn

[Protein] Af [Protein] Af [Protein] Af

[Eisen]  0,4070 0,4318 0,2911 -0,9006 0,5499 0,6475

p-Werte 0,80 0,76 0,94 0,0009 0,36 0,15
[Protein] 0,4704 -0,4982 0,5604
p-Werte 0,70 0,64 0,33
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Abbildung 4.50: Darstellung der Frequenzverschiebungen von Wasser verschiede-

ner Gewebextrakte (Kleinhirn). Aufgetragen jeweils iliber den Eisen- (oben) und

Proteinkonzentrationen (unten). Durchgehende Linie (oben): lineare Regression mit
R* =0,4192 (p = 0,075).
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Abbildung 4.51: Gegeniiberstellung der Eisen- und Proteinkonzentrationen ver-

schiedener Gewebeextrakte aus Kleinhirn.
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Abbildung 4.52: Darstellung der Frequenzverschiebungen bei variierter Temperatur
fiir verschiedene Gewebeextrakte mit (durchgehende Linien) und ohne (gestrichelte

Linien) Membranen.
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Abbildung 4.53: Darstellung der Korrelation von Eisenkonzentration und Suszepti-
bilitit verschiedener Gewebeextrakte (Kleinhirn; R> = 0,8092, p = 0,0009).

In die Betrachtungen einzubeziehen sind auch die unterschiedlichen Massenver-
hiltnisse der aus verschiedenen Proteinen, Zytoskelett und anderen subzellulidren
und zelluldren Kompartimenten bestehenden Gewebeextrakte. Hierzu konnen durch
Gelelektrophorese gewonnene Massenprofile herangezogen werden. Um einen bes-
seren Vergleich ziehen zu konnen, wurden die Ursprungsdaten normiert und lineari-
siert (s. Abb. 4.54). Prinzipiell zeigen sich nur geringe Unterschiede in den Massen-
verteilungen. Auch die Membranextraktion fiihrt zu keiner bemerkenswerten Ver-
dnderung, da die Strukturproteine erhalten bleiben. Lediglich die Lipidmembranen
werden herausgelost, die im Massenspektrum eher im unteren Bereich zu verzeich-
nen sind. Dies ist beispielsweise im Bereich von etwa 0-10 kDa bei Myelin in Abb.

4.54 zu sehen, da Myelin einen hohen Lipidanteil besitzt.
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Abbildung 4.54: Massenverteilungen m aus Gelelektrophorese (rf = relative front)
fiir Myelin (gestrichelte Linie) und Synaptosomen (durchgéingige Linie). Die Werte
sind zur einfacheren Vergleichbarkeit normiert (bezogen auf den Integralwert) und

linear korrigiert dargestellt.
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4.4.3 Relaxations- und Diffusionskonstanten

Im Folgenden sollen zur Vervollstindigung der Messdaten und zum besseren Ver-
gleich mit den Proteinlosungen auf der einen und mit in vivo Messungen auf der
anderen Seite auch die Relaxationszeitkonstanten zur Darstellung gebracht werden.
Fiir zunehmende Proteinkonzentration der Gewebeextrakte aus Kleinhirn zeigt sich
eine Zunahme? der inversen Relaxationszeitkonstanten 1/7; (s. Abb. 4.55)und 1/7T>
(s. Abb. 4.56).

0,45

Mikrosomen
0,40 i

0,35

Myelin
0,30 MPBS [ |

Mitochondrien
0,25 n

UT1 (Us)

0,20 i
leichte %embran P2 B Synaptosom

u |
0,15 Zytosol Homogenat

0,10
0 5 10 15

Proteinkonzentration (g/l)

Abbildung 4.55: Zunahme der inversen Relaxationszeit 1/7; bei zunehmender Pro-

teinkonzentration von Kleinhirnextrakten.

Eine Gegeniiberstellung der Relaxationszeitkonstanten 7', T, und der Diffusions-
konstanten D (s. Abb. 4.57) zeigt eine schwankende Diffusionskonstante mit nicht
signifikanter Korrelation r = —0,4306 (p = 0,67). Die gute Korrelation von 7, mit
der Proteinkonzentration (r = —0,7396, p = 0,05) gegeniiber der etwas geringe-
ren von 77 (r = —0,5789, p = 0,29) mit der Proteinkonzentration ist ebenso zu

erkennen. Die Korrelationskoeflizienten genannter Groen finden sich in Tab. 4.6.

3Fiir 1/T; zeigt sich dies nur unter Ausschluss von PBS und mit einem AusreiBer bei Mikroso-

men.
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Abbildung 4.56: Zunahme der inversen Relaxationszeit 1/7, bei zunehmender Pro-

teinkonzentration von Kleinhirnextrakten.
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Abbildung 4.57: Zusammenstellung der Relaxationszeiten 74, T, und der Diffusi-
onskonstanten D fiir (v. 1. n.r.) zunehmende Proteinkonzentration von Kleinhirnex-

trakten.
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Tabelle 4.6: Korrelationskoeffizienten der Relaxationszeiten 7, T, und der Diffu-

sionskonstanten D fiir Gewebeextrakte aus Kleinhirn (mit und ohne Einbeziehung

der Referenzmessung mit PBS) unter Angabe der p-Werte (jeweils darunter).

mit PBS ohne PBS
[Protein] D T, [Protein] D T,

T, -0,5789 0,3831 0,0717 -0,8958  0,5811 10,7214
p-Wert 0,29 0,78 1,00 0,001 0,28 0,06

T, -0,7396 0,5814 -0,7373  0,5744
p-Wert 0,05 0,28 0,05 0,30

D -0,4306 -0,3358
p-Wert 0,67 0,87

4.4.4 Parameterstatistik

Mit Hilfe statistischer Methoden (deskriptiv s. 0. in Tab. 4.4, S. 92) wurden die Zu-

sammenhinge zwischen den einzelnen Parametern, wie Eisen- und Proteingehalt

und der Wasserresonanz, untersucht. So wurden die Korrelationen bereits in den

Tabellen 4.4 und 4.6 dargestellt. Im Folgenden sind noch einmal wichtige Korre-

lationen und Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse dargestellt. Dabei wurden

Korrelationen innerhalb der Resonanzfrequenzen bei verschiedenen Temperaturen

vernachlissigt, da dies keinen weiteren Erkenntnisgewinn liefert (vgl. Abschnitt

4.2.1).
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Tabelle 4.7: Ubersicht der Ergebnisse statistischer Auswertung der Gewebeextrakt-
daten hinsichtlich hochster Korrelationen r zwischen Parameter P1 und P2, so-

wie Hauptkomponenten PCA1 und PCA2 mit Rotationsfaktoren (Rot.). Signifikanz

(p < 0,05) mit * gekennzeichnet.

Cortex
max. Korr. PCA1 PCA2
P1 P2 r Param. Rot. Param. Rot.
[Protein] f(308K) 0,4704 f(BO8K) 0,5417 [Protein] -0,6667
[Fe] f(93K) 0,4480 f(93K) 0,5294 [Fe] -0,5918
[Fe] f(BO8K) 0,4318 f(BO3K) 0,5040 fBO3K) 0,3799
[Fe] [Protein]  0,4070 [Fe] 0,3056 f(293K) 0,2211
[Protein] f(293K) 0,2922 [Protein]  0,2808 f(BO8K) 0,1099
Cortex (ohne Membranen)
P1 P2 r Param. Rot. Param. Rot.
[Fe] f(BO8K) -0,9006" f(BO8K) 0,4999 [Protein] -0,9421
[Fe] f(B03K) -0,8875* f(BO3K) 0,4928 f(293K) -0,2434
[Fe] f(93K) -0,8163 [Fe] -0,4700 [Fe] 0,2242
[Protein] f(308 K) -0,4982 f(293K) 0,4696 f(BO3K) -0,0530
[Protein] f(303K) -0,4417 [Protein] -0,2564 f(BO8K) 0,0086
[Fe] [Protein] 0,2911
Kleinhirn

P1 P2 r Param. Rot. Param. Rot.
X [Fe] -0,8997* T, -0,3874 f(293K) 0,6356
T, [Protein] -0,8958" [Fe] 0,3773 f(298K) 0,5152
T, [Fe] -0,8317* f(B0O8K) 0,3746 f(BO8K) 0,3145
D X 0,8168 X -0,3721 [Protein] -0,2980
T, X 0,7964 T, -0,3271 T, 0,2300
T, [Protein] -0,7373 D 0,3202 X 0,2059
T, T, 0,7214 [Protein]  0,3178 T, 0,1580
D [Fe] -0,7193 f(98K) 0,2901 D 0,1205
T, f(BO8K) -0,6816 f(293K) 0,1848 [Fe] -0,0901
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4.5 Austausch und Suszeptibilitiit bei Proteinen und

im Gewebe

Mit der Methode der Anwendung interner und externer NMR-Referenzen wurden
die beiden Parameter Suszeptibilitit y und Austauschterm Z bestimmt. Das zwei-
schrittige Verfahren liefert nach der in Abschnitt 3.10 notierten Subtraktion der Fre-
quenzverschiebungen von Wasser bzw. Dioxan mit und ohne der zu untersuchenden
Substanz (Protein/Gewebe) das von Luo et al. [35] beschriebene Verhalten: Suszep-
tibilitit verringert und Austausch erhoht die Frequenzverschiebung. Uber die linea-
re Regression (s. Abb. 4.58) der ermittelten Parameter mit der Proteinkonzentration
konnte so eine vergleichbare Darstellung gewonnen werden (s. Tab. 4.8 und 4.9).

Die Berechnung erfolgte unter Beriicksichtigung der beiden moglichen Verfahren:
Verwendung absoluter und zu der externen NMR-Referenzsubstanz relative Reso-
nanzfrequenzen. Dabei ist ein generell kleinerer Wert der Suszeptibilitit (Faktor
0,17-0,81, vgl. Tab. 4.9) und ein teilweise groBerer Wert des Austauschterms (Fak-

tor 1,08-1,33, vgl. Tab. 4.8) aus der absoluten Berechnung im Vergleich zur relativen

festzustellen.

a) relativ b) absolut

é 10 § 10

£ cl< £ e "

[J)

£ 0 > £ 0

2 2

g g T x——x

g [}

% -10 X % -10

5 5
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Abbildung 4.58: Darstellung von Suszeptibilitit (X) und Austauschterm (e nach GI.
3.18/3.20 bzw. » nach Gl. 3.17/3.19 unter Beriicksichtigung aller Messungen bzw.
nur denen mit Dioxan) bei unterschiedlichen IgG-Konzentrationen. Datengrundlage
a) relativ zu CHCl; bzw. b) absolut.
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Tabelle 4.8: Austauschterme fiir verschiedene Gewebeextrakte (oben) und Proteine
(unten) unter Angabe des jeweiligen BestimmtheitsmaBes R? und p-Wertes, berech-

net mit absoluten und relativen Wasserfrequenzverschiebungen.

Austausch = / ppb/(g/1)

relativ absolut
Gewebe/Protein =~ = R? p = R? p
Myelin 0,766 00,9994 1E-05 0,766 00,9994 1E-05
Synaptosom 0,971 0,8810 0,028 0,971 0,8810 0,028
Lys 0,131 09711 0,003 0,142 0,9879 0,001
BSA 0,079 0,8876 0,026 0,105 1,0000 1E-07
IgG 0,044 0,9591 0,005 0,044 0,9595 0,005

Tabelle 4.9: Suszeptibliltitswerte fiir verschiedene Gewebeextrakte (oben) und Pro-
teine (unten) unter Angabe des jeweiligen BestimmtheitsmaBes R? und p-Wertes,

berechnet mit absoluten und relativen Wasserfrequenzverschiebungen.

Suszeptibilitit y / ppb/(g/1)

relativ absolut
Gewebe/Protein ~ y R? p Y R? p
Myelin -1,209 0,7652 0,081 -0,350 0,7652 0,081
Synaptosom -0,368 0,9894 0,001 -0,298 00,9829 0,001
Lys -0,368 0,9987 3E-05 -0,140 0,9787 0,002
BSA -0,227 0,9998 2E-06 -0,114 0,9281 0,013
IgG -0,188 0,8973 0,022 -0,032 0,5136 0,268
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Diskussion

5.1 Vorbemerkungen

Im Folgenden sollen die im vorigen Kapitel dargestellten Ergebnisse entlang der
dort verwendeten Gliederung interpretiert und kritisch betrachtet werden. Im Aus-
blick am Ende zeige ich weitere Schritte und offene Fragen auf (Abschnitt 5.7), um

dann mit der Zusammenfassung zu schlief3en.

5.2 [Einfluss von Grundparametern auf die Frequenz-

variation des Wassersignals

5.2.1 Temperatur

Die nachgewiesene lineare Abhiingigkeit der Resonanzfrequenzen von der Tempe-
ratur! (mit p < 2E-05) stellen die Ergebnisse, wie nachfolgend gezeigt, in einen
bekannten Rahmen (vgl. Abschnitt 2.5.3, S. 23). Zunichst sollen jedoch davon ab-
weichende Ergebnisse diskutiert werden.

Bereits bei der Parameterraumerweiterung auf die Proteinkonzentration zeigt sich
ein unerwartetes konkaves Verhalten der Temperaturabhéngigkeit tiber der Konzen-
tration von Proteinen unter Verwendung der internen Referenz TMSP (s. Abb. 4.2,
S. 59). Besonders deutlich wird dies bei stirkerer Variation der TMSP-Konzentration

(s. Abb. 4.42, S. 87), sodass ein Zusammenhang mit der Protein-Konzentration

'In Folge von Dichteéinderung und damit Suszeptibilititsinderungen. Vgl. Abb. 4.1, S. 59, bzw.
Tab. 4.1, S. 62
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vernachldssigt werden kann, obwohl dies durch eine Betrachtung des f(7,[BSA])-
Zusammenhangs (bei einer geringen Variation von BSA mit 0,06 mM) nahegelegt
wird. Da diese starke Abhédngigkeit (in Zahlen 250 ppb/K/mM BSA) jedoch nur bei
variierender TMSP-Konzentration festgestellt wird (lediglich 2,7 ppb/K/mM BSA
bei konstanter TMSP-Konzentration) ist die interne NMR-Referenz TMSP als Ver-
ursacher zu benennen. Denn ein dhnliches (konkaves) Verhalten der Temperaturan-
stiege in Abhingigkeit von der Konzentration konnte auch fiir die alleinige Varia-
tion der TMSP-Konzentration festgestellt werden (s. Abschnitt 4.3.3, S. 84), wobei
das Verhalten f(7,[TMSP]) dort zunichst als Séttigung interpretiert werden konnte
(s. Abb. 4.40, S. 85). Daher liegt die Vermutung nahe, dass sich auch hierbei eine
Wechselwirkung zwischen Proteinen und TMSP manifestiert (s. Abb. 4.4, S. 61).
Dies wurde verifiziert, indem Frequenzverschiebungsanstiege in Abhéngigkeit von
Temperatur und Proteinkonzentration gegeneinander aufgetragen wurden und dabei
eine deutliche konkave Abhingigkeit? sichtbar wird (s. Abb. 4.42, S. 87).

Auch die Verwendung externer Resonanzsubstanzen erweist sich in diesem Kon-
text als problematisch: die starke Temperaturabhingigkeit der Frequenzverschie-
bung von Chloroform (2,3 ppm/K vs. 0,5 ppb/K fiir 2H,O [64]) verfilscht die relativ
zu Chloroform ermittelten Frequenzverschiebungen von Wasser und Dioxan (vgl.
Tab. 4.1), d. h. die so ermittelten Werte sind tatsdchlich etwa 40fach hoher als die
absolut berechneten. Beispielsweise erhilt man durch Division der Resonanzfre-
quenz von 600,13 MHz Werte von 0,37 ppb/K (mit absoluten Resonanzfrequenzen)
und -14,21 ppb/K (mit relativen Resonanzfrequenzen) fiir PBS. Fiir die (absolut be-
trachtet) hoheren Werte sind dennoch vergleichbare Literaturangaben zu finden: ex-
perimentell -11,9 + 0,3 ppb/K [92] und theoretisch: -11,88 ppb/K [93]. Bei diesen
stark voneinander abweichenden Literaturwerten ist die Methode der Bestimmung
zu beachten: Cross et al. [64] verwendeten Ethan (bei niedrigem Druck) und Wis-
hart et al. [92] lediglich D,0 als externe NMR-Referenz, d. h. dort wurde die Tem-
peraturabhédngigkeit absolut bestimmt.

Die Beeinflussung der Resonanzfrequenzen der Substanzen durch unterschiedliche
Suszeptibilititen ist als Hauptursache fiir die vorgenannten Schwierigkeiten zu nen-
nen [90], wobei mit der Korrektur nach dem Doppelreferenzverfahren (s. Abschnitt
3.9) zumindest eine Anndherung der Werte in die selbe GroBenordnung erreicht

wird. Fiir Chloroform ergibt sich so ein Wert von 2,82 ppb/K, was nun dem vorge-

~Wechsel des (linearen) Kurvenanstiegs vom Positiven zum Negativen.
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nannten Literaturwert bis auf eine Abweichung von 22% deutlich ndher kommt als
die ermittelten 14,56 ppb/K mit 533% Abweichung. Fiir Dioxan ergibt sich ledig-
lich eine Annidherung in die gleiche Gréenordnung (von 14,1 ppb/K zu 8,5 ppb/K
mit der Doppelreferenzmethode im Vergleich zu 1,7 ppb/K bei Cross et al. [64]).
Fiir die reine Pufferlosung (PBS) weicht der Wert mit -2,42 ppb/K stédrker von den
Literaturwerten ab. Der Vorzeichenwechsel grenzt das neue Ergebnis zu den Er-
gebnissen mit der externen NMR-Referenzsubstanz ab und weist auf eine verliss-
lichere Bestimmung des Wertes hin. Da jedoch weiterhin die Einbeziehung einer
NMR-Referenz (nun der internen in Bezug zur externen) eine Rolle spielt, sind die
mit den absoluten Resonanzfrequenzen berechneten Werte als verlédsslicher anzu-
sehen. Dennoch wére mit der Einbeziehung der konkreten temperaturabhédngigen
Suszeptibilitiaten der Genauigkeit gedient. So liefern Hoffman ez al. [77] einen Wert
von k = 0,782 + 9,5 x 107*T fiir die Volumensuszeptibilitdt von Chloroform. Des
Weiteren miissten dann auch die konkreten Formfaktoren (verschieden von 0) fiir
die verwendeten NMR-Rohrchen einbezogen werden (vgl. Gl. 2.47, S. 32).

Diese Uberlegungen finden hier jedoch keine weitere Anwendung, da die dynami-
sche Betrachtung des Systems Wasser-Makromolekiil lediglich aufgrund der Fre-
quenzverschiebungen bei konstanter Temperatur vorgenommen wird. Insofern bei
pathologischer Verdnderung auch Temperaturvariation im Gehirn auftreten kann, ist
das vorgenannte komplexe Verhalten in die Betrachtungen mit einzubeziehen.
Zum Abschluss dieses Abschnitts will ich noch auf die Ergebnisse der Messungen
mit Myelin eingehen (s. unterer Abschnitt in Tab. 4.1, S. 62). Abhingig von der
Modalitidt der Messung (mit/ohne Dioxan) wechseln die Differenzen der Tempera-
turabhingigkeit (relativ zu den Werten der reinen PBS-Losung) die Vorzeichen. Au-
Ber im Falle der Wasserresonanzfrequenzen nach der Doppelreferenzmethode: hier
betrigt die Differenz konsistent -9,4% bzw. -12,4% (mit/ohne Dioxan). Etwa halb
so klein sind die Differenzen bei absoluter Betrachtung der Resonanzfrequenzen
(+5,0%/-4,6%) bzw. wesentlich kleiner bei relativer Betrachtung (CHCl;-Referenz)
mit -2,4% bzw. +1,4%.

Insgesamt ist festzuhalten, dass die Referenzierung eine grofle Rolle spielt. Eine
Korrektur, wie beim Doppelreferenzverfahren, scheint nur bedingt erfolgverspre-
chend zu sein. Moglicherweise sind andere Ergebnisse zu erwarten, wenn auf eine
Referenzierung verzichtet wiirde, welche iiber die Suszeptibilititsunterschiede eine

zusitzliche Beeinflussung der beobachteten Resonanzfrequenzen verursacht.
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5.2.2 Stabilitiit des Messsystems

Insgesamt ldsst sich eine ausreichende Stabilitdt des Messsystems fiir die Ermitt-
lung der geringen Resonanzfrequenzunterschiede von weniger als 1 ppb bei einer
mittleren Abweichung von 0,2 ppb feststellen (s. Abb. 4.5, S. 63). Trotz Frequenz-
stabilisierung bleibt eine Drift von 0,11 Hz/h zu verzeichnen. Dies konnte auf den
verwendeten autoshim zuriickzufiihren sein. Bei einer mittleren Aquisitionszeit von
unter 20 Minuten (inklusive Temperaturstabilisierung von etwa 10 Minuten) bedeu-
tet dies eine Drift von 0,04 Hz bzw. 0,06 ppb. Fiir das einzelne Experiment ist diese
Drift daher irrelevant. Bezogen auf eine ganze Messreihe mit mehreren Proben sind
im Mittel etwa vier Stunden iiblich, was eine Drift von 0,44 Hz bzw. 0,73 ppb be-
deutet. Dies liegt noch im Rahmen der Toleranz, muss aber als Fehlerquelle mit
einbezogen werden.

Die wesentlich groleren Abweichungen in der GroBenordnung von 0,1 ppm (s.
Abb. 4.6, S. 64) sind nicht durch einen Wechsel des NMR-Probenkopfes begriind-
bar, da auch wiederholte Messungen mit verschiedenen Probenkdpfen zum gleichen
Ergebnis fiihrten (s. Abb. 4.6, S. 64). Moglicherweise sind andere Grundeinstellun-
gen bei den dazwischenliegenden Messungen verdndert worden. So sind beispiels-
weise die Ausgangswerte fiir den Shim, sowie Lock und Match héufig variierte
Parameter, insbesondere beim Wechsel von Losungsmitteln oder gar Kernresonan-
zen (beispielsweise '3C oder '°N). Aufgrund dessen wurde bei der Auswertung in
den betrachteten Datenreihen auf Konsistenz geachtet, was dadurch erleichtert wird,
dass die tiblichen Frequenzvariationen innerhalb einer Messreihe wesentlich kleiner
ausfallen und damit groBere Abweichungen besonders auffallen.

Aus diesem Grunde wurden beispielsweise im Falle der Gewebeextrakte aus dem
Cortex nicht die NMR-Daten vom 03.05.2011 aus dieser Messreihe, sondern aus ei-
ner nachfolgenden (21.09.2011) — mit den iibrigen Messungen konsistenten — Mess-
reihe als Referenz verwendet (s. Abb. 4.6, S. 64).

5.2.3 Suszeptibilitit

Auf der einen Seite sind die Messungen nach der Methode von Hoffman zuver-
lassig hinsichtlich der stabilen Linienbreiten im Bereich von 2 bis 5 mm unterhalb
des Spulenmittelpunktes (s. Abb. 4.7, S. 65). Demgegeniiber scheint jedoch fiir die

Normalposition (bei 20 mm iiber dem Spulenmittelpunkt) keine vergleichbare Sta-
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bilitdt zu existieren. Zudem beeinflussen Unterschiede in der Einfiillhohe hierbei
noch zusitzlich die betrachteten Parameter, insbesondere der hier als konstant an-
genommenen Formfaktoren. Diese Annahme ist jedoch bei leicht unterschiedlichen
Einfiillmengen der Probesubstanzen (wegen hoher Viskositit) nicht mehr gegeben.
Bei den iibrigen NMR-Experimenten spielt dies keine oder eine untergeordnete Rol-
le, solange das gesamte Spulenvolumen von der Substanz ausgefiillt ist.

Die bereits in der Ausgangsposition variierenden Linienbreiten verschiedener Pro-
teinlosungen haben ihre Ursache in der Komposition (also tatsdchlicher Suszeptibi-
litatsunterschiede), der Grofle (direkter Einfluss auf die Linienbreite iiber transver-
sale Relaxation) und der erreichten Feldhomogenitidt durch den shim. Daher sind
auch keine schliissigen Ergebnisse fiir die relativen Suszeptibilitdten der untersuch-
ten Proteine zu erwarten (s. Abb. 4.8, S. 66).

Dagegen erscheinen die Betrachtungen der Linienbreiten in Abhingigkeit von der
Proteinkonzentration (abgesehen von Lysozym) in einem nahezu konstanten und
von der MolekiilgroBe unabhingigen Bereich zu liegen (im Mittel 0,0213 Hz/mg/ml,
siche Tabelle 4.2, S. 66). Die Korrelationen von Molekiilmasse und Linienbreite lie-
gen zwischen r = 0,4809 und r = 0,7205 (ohne Lysozym) und sind nicht signifikant
(p = 0,73 bzw. p = 0,42 ohne Lysozym). Daraus kann eine konstante Volumensus-
zeptibilitdt geschlossen werden, die wegen des prinzipiell dhnlichen Aufbaus der

Proteine aus Aminosduren moglich, aber nicht zwingend erforderlich ist.

5.2.4 Diffusion und Viskositat

Bezugnehmend auf die temperaturabhédngigen Resonanzfrequenzdnderungen ldsst
sich bei der Betrachtung der Diffusion (s. Abb. 4.17, S. 71) eine Zu- und bei der
Viskositit (s. Abb. 4.10, S. 68) eine Abnahme bei steigender Temperatur beobach-
ten. Diese Beobachtungen entsprechen den Erwartungen, da die Temperaturerho-
hung eine Zunahme der Brownschen Bewegung bewirkt (vgl. Gl. 2.21 und 2.22, S.
21). Dies ldsst sich auch mit der Variation der freien Weglidngen begriinden (vgl. GI.
2.23, S.22), die bei abnehmender Dichte zunehmen.

Die nichtlineare Zunahme der Viskositit in Abhidngigkeit von der BSA-Konzentra-
tion (vgl. Abb.4.9, S. 67) spiegelt sich ebenfalls in der Viskositdtszunahme tiber der
Ammoniumsulfatkonzentration wieder (s. Abb. 4.11, S. 68). Qualitativ kommt es
hierbei zu einer exponentiell approximierbaren Zunahme der Viskositit mit zuneh-

mender Makromolekiilkonzentration (vgl. exponentielles Modell Gl. 2.37, S. 28).
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Der in Abb. 4.13 (S. 69) sichtbare Sattelpunkt ldsst sich als Bereich interpretieren,
in dem die Proteinkonformation stabil bleibt (vgl. weiter unten).

Als Griinde fiir die geringe Variation der Diffusionskoeffizienten zwischen den ver-
schiedenen Gewebeextraktproben (s. Abb. 4.19, S. 72) sind trotz der starken Varia-
tion der Proteinkonzentration zwischen 1,7 mg/ml und 15,6 mg/ml folgende Mog-

lichkeiten zu nennen:

e suboptimale Parameter bei der Diffusionsmessung
Teilweise mussten viele der zur Berechnung des Diffusionskoeffizienten er-
mittelten Werte verworfen werden, da keine Ubereinstimmung mit dem zu
erwartenden Kurvenverlauf nach GI. 3.4 vorlag (vgl. auch Darstellung des
Einflusses der Parameterwahl in Abb. 4.15, S. 70).

e hochkonzentriertes Makromolekiilgemisch
Emulsionen schlagen sich im Laufe der Zeit nieder und haben moglicher-
weise zum Zeitpunkt der Diffusionsmessung (zumeist letzte Messung nach
>30min Messzeit) dhnliche Sittigungsgehalte von Proteinkonzentrationen;
das Vorliegen unterschiedlicher Grof3enordnungen von Molekiilen mit insge-
samt dhnlichem Massenprofil (vgl. Abb. 4.54, S. 99) in den Gewebeextrakten

kann ebenfalls das wenig abweichende Diffusionsverhalten erkléren.

e Wasserdiffusion und Proteinrotation vergleichbar
Wie Koenig et al. zeigen, haben die genannten GréBen auch in Umgebungen
mit hoher Makromolekiildichte (wie sie in Zellen anzutreffen ist) nahezu die
gleichen Werte, wie in verdiinnten Losungen [94]. Dies ist insbesondere der

hohen Protonenmobilitit im Wasser zuzuschreiben.

Gerade die letztgenannte Ursache ldsst sich nicht einmal mit intaktem Gewebe,
das fixiert wurde, beheben. Denn die Fixation fiihrt zu erhohter extrazellularer und
transmembraner Diffusion und der Restriktionsgréen, sowie zur Reduktion der Re-
laxationszeiten aufgrund weniger freier Aminogruppen und einer Reorganisation
der Membranstruktur [66].

Im Zusammenhang mit variierter Relaxation steht die Zunahme der Linienbreite mit
erhohter Proteinkonzentration. Dies ist auch direkte Folge des Austausches (vgl. GI.
2.36 und Abschnitt 2.6.3).
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5.2.5 OH-Bindungsstellen

Werden einer wissrigen Losung Polymere hinzugefiigt, nimmt die Viskositit zu,
d. h. die Diffusion nimmt ab (s. Abb. 4.20, S. 72). Dies hingt insbesondere mit der
starken Hydratation der Polymerstrukturen zusammen, die ca. 100 mal stérker ist
als bei globulidren Makromolekiilen [95]. Somit sind Anderungen des Diffusions-
und Austauschverhaltens zwischen Wasser und Makromolekiilen zu erwarten.
Abbildung 4.23 (S. 74) bildet die Frequenzvariation von Losungen mit BSA und
unterschiedlichen Dextrankonzentrationen ab. Dabei zeigt sich keine Abhingigkeit
von der Dextrankonzentration im untersuchten Bereich (bis 100 mM). Die Abhin-
gigkeit der Wasserfrequenzverschiebung von der BSA-Konzentration ist hingegen
deutlich zu verzeichnen (s. Abb. 4.24, S. 75) und geniigt hierbei in guter Ndherung
dem von Zhong et al. vorgeschlagenen Austauschmodell [74] aus Gleichung 2.37 —
nahezu unbeeinflusst von der Dextrankonzentration.

Dahingegen nimmt die Linienbreite des NMR-Wassersignals linear mit der Dex-
trankonzentration zu (s. Abb. 4.25, S. 75) und ist dabei unabhiingig von der BSA-
Konzentration. Daraus lisst sich eine separate Wechselwirkung der polymeren Dex-
tranmolekiile mit Wasser schlieen. Dextran tendiert aufgrund der Kettenlinge zur
Vernetzung, was zur Restriktion der Bewegung der Makromolekiile, aber auch von
Wasser fiihrt. Die primidre Wechselwirkung mit Wasser findet durch chemischen
Austausch an den Hydroxyl-(OH)-Gruppen der Polymerketten statt. Dadurch wird
das Relaxationsverhalten beeinflusst, was sich in der Zunahme der Linienbreite wie-
derspiegelt. Dies liefert einen Hinweis darauf, dass nicht dieser Austausch den Bei-
trag zum Phasenkontrast liefert, sondern der Diffusionsaustausch (in Kombination
mit chemischem Austausch), wie von Hills et al. vorgeschlagen [96].

Dies wird auch durch das Verhalten der Austauschstirke k, (s. Abb. 4.21, S. 73)
bei zunehmender Saccharosekonzentration veranschaulicht: der Gleichung 2.38 fol-
gend ist der translatorische Diffusionsanteil D, (proportional zu 1/M in Gl. 4.1) bei
geringen Konzentrationen noch grofler als der rotatorische Diffusionsanteil D,, der
sich als konstant betrachten lisst, weil die Polymerstrukturen (wie oben beschrie-
ben) zur Verkettung neigen. Bei zunehmender Saccharosekonzentration nimmt die
Restriktion der translatorischen Diffusion zu, womit die rotatorische Diffusion do-
miniert. Der Austausch von Wasser mit Makromolekiilen scheint damit hauptséch-
lich an die translatorische Diffusion gebunden zu sein, da der Austauschterm diesem

am stédrksten folgt. Dies ist auch plausibel, da iiber die translatorische Bewegung am
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schnellsten eine neue physikochemische Umgebung erreicht wird.
Verallgemeinert lisst sich somit Protonenaustausch als der treibende Prozess fiir die

Phasenkontrastdnderung ansehen.

5.2.6 Konformationsinderungen

Die relativ breite Variation der 'H-Verschiebungen einzelner Resonanzen von Ami-
nosduren im Bereich von bis zu mehreren ppm ist typisches Merkmal der starken
Konformationsvariation von Proteinen [97] (vgl. Abschnitt 2.4.1, S. 15 ff.). Bei
der gezielten Beeinflussung der Proteinkonformation (und weiterer bindungsspe-
zifischer Parameter, wie pH-Wert und Ionenstérke) durch die Zugabe von Ammoni-
umsulfat zu BSA-Losungen lésst sich eine Zunahme der chemischen Verschiebung
des Wassersignals nachweisen (vgl. Abschnitt 4.2.6, S. 76 ft.). Dabei konnen jedoch
keine quantitativen Aussagen iiber den Konformationszustand der Proteine gemacht
werden?. Aufgrund der Kurvenform in Abb. 4.13 (S. 69) ist jedoch von einem er-
folgten Ubergang des Proteins in eine andere Konformation auszugehen.

Quantitativ ist wiederum auf die Diffusionsbeeinflussung der Strukturdnderung hin-
zuweisen, da aggregierte Proteine geringere rotatorische und translatorische Diffu-
sion und erhohte Restriktion fiir Wassermolekiile vorweisen und somit die Mitte-
lung der Austauscheftekte ebenfalls reduziert ist [98]. Daher sind hohere Wasser-
frequenzverschiebungen auf stirkere Aggregation zuriickzufiihren. Die ermittelte
pH-Wert-Abhiéngigkeit der Wasserresonanzfrequenz (s. Abb. 4.31, S. 79) entspricht
sehr gut den Beobachtungen einer anderen Studie [99]. Aussagen iiber das Verhal-
ten mit Protein sind somit differenziert zu betrachten. Abweichend zur Messung
mit reinem Wasser ist eine Zunahme der Resonanzfrequenz mit BSA {iiber einem
weiten Frequenzbereich zu verzeichnen (pH < 6). Bei hoheren bzw. niedrigeren
pH-Werten ist von einer Denaturierung der Proteine auszugehen, was Entfaltung
und Verkettung (Aggregation) zur Folge hat, wodurch die rotatorische und transla-
torische Diffusion und damit der Einfluss auf Wassermolekiile abnimmt. Dies kann
das Absinken der relativen Wasserfrequenzverschiebung auf nahezu Null erkléren.
Der beobachtete pH-Wert-Bereich liegt in Ubereinstimmung mit dem von Peters

berichteten Bereich normaler Konformation fiir 4,3 <pH < 8 [40].

3Dies wiirde beispielsweise 2- und 3-dimensionale NMR-Spektroskopie erfordern, was iiber den

Rahmen dieses Projekts hinausgegangen wire, da das verwendete Protein sehr komplex ist.
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5.2.7 ProteingroBe und -konzentration

Eine theoretische Betrachtung des Prozesses der Faltung und Entfaltung von Pro-
teinen bzw. Mischungen von Proteinen wurde von Zhou durchgefiihrt [100]. Dar-
in wird die freie Energie zur Proteinfaltung in Abhingigkeit von der Proteingrofle
betrachtet. Dabei erscheinen die theoretischen Beschreibungen qualitativ d@hnlich
zu den hier durchgefiihrten experimentellen Beobachtungen mit unterschiedlichen
ProteingroBen (vgl. Abb. 5.1) bzw. Konzentrationen von Proteingemischen (vgl.
Abb. 5.2).

-1.5

AAG ik 8T
In(k,)
RS

&

_0 5 L 1 L 1 L 1 -7
. 20 40 80 80
15 25 35 45 R;in A

R (A)
Abbildung 5.1: Vergleich zwischen freier Energie (links, Bildrechte bei [100]) und
Wechselwirkungskoeffzient &, (rechts [74]) als Funktion des Molekiilradius Ry.
Links: Maximum der freien Energie bei Ry = 22,5 A (Konzentration der Mole-
kiile: 150 g/1). Rechts: Bei kleinen Molekiilen (Ry < 20 A) ist die Wechselwirkung
deutlich geringer als bei groBen. Fiir Radien Rs > 40 A nimmt die Wechselwirkung
langsam wieder ab, nachdem sie bei Ry ~ 38 A (vgl. BSA: 67kDa = 35,5 A) ein

Maximum erreicht hat.

ProteingroBe und -konzentration sind demnach bestimmend fiir die Dynamik eines
Wechselwirkungssystems. Demzufolge ist anzunehmen, dass auch die Wechselwir-
kung zwischen Wasser und Makromolekiilen dhnlichen GesetzmiBigkeiten unterle-
gen ist. Dies ist vor allem daher naheliegend, weil in der Berechnung von Zhou die
Ubergiinge zwischen gefalteten und entfalteten Proteinen betrachtet werden, d. h.
zwischen globuldren und polymerdhnlichen Formen. Die maximale freie Energie
entspricht dabei dem stabilsten Zustand globulirer Proteine. Unter der Annahme,
dass die globuldre Form auch maximale Frequenzunterschiede generiert (vgl. Ab-
schnitt 5.2.5), sind somit im Phasenkontrast die stabilen Proteine am besten abge-

bildet, wohingegen bei Proteindenaturierung und fiir deren Stabilitit ungiinstigen
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'
(3%

-0,004

-0,005 +

-0,006 -

n

-0,007 o

AAG tlk 8T

-0,008 -

b-Wert des Modells

-0,009 +

-0,010 o

-0.5

0 50 100 150 6 zb 4‘0 (;0 50 160
¢, (g/]) BSA-Konzentration (BSA:IgG) (%)

Abbildung 5.2: Vergleich zwischen freier Energie (links [100]) und Modellparame-

ter b (rechts) fiir variables Proteinverhéaltnis.

Gemischen der Kontrast reduziert sein kann.

Betrachten wir der Einfachheit halber wieder Losungen von Proteinen einer Grof3e.
Wie bereits oben beschrieben, zeigt die Volumensuszeptibilitit der Proteine ein li-
neares Verhalten — zumindest hinsichtlich der Linienbreite in Abhéngigkeit von der
Proteinkonzentration (s. Abschnitt 5.2.3, S. 110). Linearitét zeigt sich insbesondere
in der Abhédngigkeit der Wasserfrequenzverschiebung und der inversen Relaxations-
zeit 1/T, von der Proteinkonzentration, weniger jedoch bei 1/7. Fiir 1/T, ist dies
insbesondere auf die Austauschwechselwirkung der Wassermolekiile mit Makro-
molekiilen zuriickzufiihren, wie von diversen Studien bereits belegt [54, 60]. Dies
wird insbesondere mit der Sensibilitdt des Wassers beziiglich der rotatorischen Dif-
fusion der Makromolekiile begriindet.

Fiir die Wasser-Makromolekiil-Wechselwirkung im Falle geringer Konzentrationen
wurde ebenfalls eine lineare Abhingigkeit vorhergesagt (s. Gl. 2.42). Dies konnte
hier an verschiedenen Proteinen nachgewiesen werden (s. Abb. 4.32, S. 80). Fiir
die Abhingigkeit der Frequenzverschiebung von der Konzentration ist entgegen der
obenstehenden nichtlinearen Funktionalitét eine lineare Darstellung am passendsten
(s. Abb. 4.33) mit einem Bestimmtheitsmaf3 von R*> = 0,9630 (p < 0,0003). Mog-
licherweise wird der Austauscheffekt durch die linear von der Proteinkonzentration

abhingende Volumensuszeptibilitit iiberlagert (vgl. Abschnitt 5.5, S. 124).
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5.3 Einfluss der Wahl der NMR-Referenz

5.3.1 Vorbemerkungen

Im Zuge der quantifizierbaren Erfassung des Austauscheffektes und der Suszep-
tibilitdt wurden separat TMSP und Dioxan als interne NMR-Referenzsubstanzen
verwendet.

Die Studie von Luo et al. [91] mit Dioxan als interner NMR-Referenz ergab einen
Austauscheffekt von 0,011 ppm/mM und einen doppelt so grolen Suszeptibilitits-
effekt von -0,022 ppm/mM, jedoch mit negativem Vorzeichen [91].

Meine Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass der Wasser-Makromolekiil-Austausch
unter Ausschluss der Interaktion mit der internen NMR-Referenz ermittelt werden
kann. Der von mir gemessene Wert von 0,025 ppm/mM bei 298 K mit TMSP als in-
terne NMR-Referenz (bei Konzentrationen von TMSP iiber 25 mM) weicht von den
vorgenannten Ergebnissen von Luo et al. [91] ab. Die Differenz der Austauschwer-
te von dieser und meiner Studie ist mit der Einbeziehung der Interaktion zwischen
Dioxan und Wasser begriindbar. Dies wurde bei Luo et al. [91] nicht beriicksichtigt

und kann somit zu einer Unterschidtzung des Austauschwertes fiihren.

5.3.2 Dioxan

In Anwesenheit von Dioxan ist der gemessene Austauschterm unabhéngig von der
Dioxankonzentration (bis 50 mM) konstant und mit 0,009 ppm/mM nicht einmal
halb so groB3, wie der Wert mit TMSP-Konzentrationen iiber 25 mM (s. Abb. 4.40,
S. 85). Bei 50 mM Dioxan entspricht dies einem Volumenanteil von etwa 0,85%.
Der Austauschterm bei anderen Studien mit 1,5% und 1% Dioxan entsprach le-
diglich einem Dirittel [35] bzw. der Hélfte [91] des Suszeptibilititsterms. Auch in
diesen Studien wurde der reduzierte Austauschterm mit der konkurrierenden Wech-
selwirkung zwischen Wasser und Dioxan begriindet [78]. Diese Wechselwirkung
konnte gut mit der Messung der Resonanzfrequenzen in Abwesenheit von Proteinen
nachgewiesen werden (s. Abb. 4.44, S. 89), wohingegen fiir TMSP eine vergleichs-
weise schwache Wechselwirkung mit Wasser (eine GroBBenordnung schwécher) mit
sehr geringer und nicht signifikanter Korrelation (R?>=0,01, p = 0,998) festgestellt
wurde. Dies ist auch mit dem Austauschmodell unter Beriicksichtigung der kom-

petitiven Bindungssituation in Gl. 2.43 der Fall. Danach ist eine Reduzierung des
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Austauschterms fiir hohe Dioxankonzentrationen zu erwarten. Fiir die verwendeten
Konzentrationen bis 50 mM ist jedoch keine Abhéngigkeit des Austauschterms von
der Dioxankonzentration zu verzeichnen (s. Abb. 4.38 und 4.40). Demzufolge ist
der Austauschterm bei geringen Dioxankonzentrationen — wie in Abschnitt 2.8 (S.
31) beschrieben — hauptsichlich von der Makromolekiilkonzentration und den che-
mischen Verschiebungsdifferenzen der Bindungszustinde Wasser—Makromolekiil
und Wasser—Dioxan abhingig.

Daher kann Dioxan aufgrund der geringen Konzentrationsabhiingigkeit beziiglich

des Austauschterms als verlisslicher angesehen werden als TMSP (s. nachfolgend).

5.3.3 TMSP

TMSP als NMR-Referenz hingegen erscheint zunédchst verlésslicher, den Betrag
des Austauschterms betreffend, insofern kaum Interaktion von TMSP mit Wasser
nachzuweisen ist und bei hoheren Konzentrationen (auf den ersten Blick) eine Sit-
tigung des Austauschterms zu verzeichnen ist (s. Abb. 4.40, S. 85). Die genauere
Betrachtung im Zusammenhang mit den temperaturabhingigen Verschiebungsan-
stiegen (s. Abb. 4.42, S. 87) zeigt jedoch einen Knick bei einer mittleren TMSP-
Konzentration von 14,1 mM (im Bereich von 13,6 und 14,6 mM). Da die Werte
jeweils auf 1 mM TMSP normiert sind, ldsst sich dieser Zahlenwert von 14,1 mM
auch unabhingig von der Einheit betrachten und stimmt sehr gut mit den ermittel-
ten Bindungsstellen fiir TMSP an BSA iiberein, die im Mittel bei 11,7 liegen (alle
signifikant; im Bereich von 8,8 bis 14,7; vgl. Tab. 4.3, S. 88). Literaturwerte liegen
meist bei neun hydrophoben Bindungsstellen [101]. Die damit zusammenhéngende
Interaktion von TMSP und BSA wurde bei Luo et al. anhand von Linienbreitenva-
riation nachgewiesen [91]. Zur qualitativen Darstellung dieses Austausches geniigt
ein Michaelis-Menten-Modell (s. Abb. 4.40). Die quantitativ ermittelten Gleichge-
wichtskonstanten K, (s. Tab. 4.3) sind bei hoheren BSA-Konzentrationen geringer,
was auf die zunehmende Séttigung der Bindungsstellen zuriickzufiihren ist. Die An-
zahl von Bindungsstellen an der Oberfldche fiir hydrophobe Substanzen sind in der
Regel bei Proteinen sehr gering, was auf den Prozess der Proteinsynthese zuriick-
zufiihren ist. Dennoch kommen hydrophobe Bindungsstellen in Kavitédten vor und
sind so fiir hydrophobe Substanzen erreichbar.

Die zum oben beschriebenen Knick analoge konkave Darstellung von temperatur-

abhingigen Verschiebungen iiber Proteinkonzentrationen (s. Abb. 4.2, S. 59) wurde
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bereits in Abschnitt 5.2.1 beschrieben. Nach dieser eingehenden Analyse der Daten
konnen wesentlich hohere TMSP-Konzentrationen im Séattigungsbereich der Bin-
dungsstellen zwischen TMSP und Proteinen demzufolge nicht die Verlisslichkeit
der gewonnenen Daten steigern, wie zuvor in der eigenen Publikation [20] darge-
stellt.

Eine Abhiéngigkeit von TMSP liee sich demzufolge nur bedingt reduzieren, zumal
die Anstiege entlang der dargestellten Datenpunkte fiir temperatur- und austausch-
abhédngige Frequenzverschiebungen im oberen Bereich (25-100 mM TMSP) nahezu
dreimal so groB} sind, wie im niedrigen Bereich (1-10 mM TMSP), jedoch mit ne-
gativem Vorzeichen. Moglicherweise verursacht die Zugabe von TMSP Konforma-
tionsdnderungen am Protein, die bei der Bindung von hydrophoben Liganden sehr
typisch sind.

Der mit TMSP ermittelte Austauschterm mit 0,025 ppm/mM bei 298 K ist etwa
doppelt so groB3, wie der mit Dioxan ermittelte Wert. Da TMSP jedoch eine deut-
lich geringere Interaktion mit Wasser zeigt, ist anzunehmen, dass dieser Wert im
Sattigungsbereich von TMSP am ehesten dem Wert des Wasser-Makromolekiil-

Austausches entspricht.

5.3.4 DSS

Wie bereits im zugehorigen Abschnitt 4.3.5 erwihnt, wurden aufgrund der bekann-
ten Wechselwirkungen mit Proteinen keine weiteren Auswertungen der — verglichen
mit TMSP — weniger umfangreichen Messung durchgefiihrt. Gegeniiber DSS ist zu-
dem TMSP ein wesentlich verbreiteterer NMR-Standard.

5.3.5 Chloroform (extern)

Die mit Chloroform als externer Referenzsubstanz ermittelte Verschiebung der Re-
sonanzfrequenzen ergibt sich zu -0,013 ppm/mM bei 298 K, was zunédchst mit dem
bei Luo et al. berichteten Wert fiir die Suszeptibilitdt nahezu iibereinstimmt (s. 0.),
wenn man einen Messfehler von 0,003 ppm annimmt. Wichtige Voraussetzung fiir
diese Annahme ist jedoch, dass die Vernachldssigung einer gegenseitigen Beein-
flussung der Suszeptibilititen zwischen untersuchter Proteinlosung und der NMR-
Referenz ausgeschlossen ist und der Wasser-Makromolekiil-Austausch bei dieser

Messung keine Rolle spielen wiirde. Insbesondere die letztere Annahme ist jedoch
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nicht haltbar, weshalb nicht anzunehmen ist, dass es sich bei dem ermittelten Wert
lediglich um die Suzeptibilitit handelt, sondern ebenfalls ein kombinierter Effekt
von Austausch und Suszeptibilitit zum Tragen kommt. Was die Beeinflussung der
Suszeptibilitit selbst angeht, findet sich im Abschnitt 5.5 eine eingehendere und

abschlielende Diskussion.

5.4 Gewebeextrakte im Hinblick auf Wasserfrequenz-

verschiebung

5.4.1 Allgemeine Bemerkungen

Berichtete Frequenzdifferenzen von etwa 0,02 ppm in Phasenbildern [85] sind sehr
gut vergleichbar mit den Messwerten in der vorliegenden Studie mit Gewebeextrak-
ten (s. Tab. 5.1), womit die Vergleichbarkeit mit in vivo Messungen gegeben ist.
Eine herausgehobene Stellung von Myelin [102] beziiglich des Eisengehaltes und
der resultierenden chemischen Verschiebung in Abhingigkeit von Protein- und Ei-
sengehalt — im Vergleich zu in vivo Messungen* — konnte nicht festgestellt werden.
Dies ist vor allem der nicht mehr erhaltenen Schichtstruktur von Myelin zuzuschrei-
ben, da eine Angleichung aller Gewebeextrakte im Hinblick auf die geometrische
Struktur dem Gewinnungsverfahren der Proben geschuldet ist. Auch in der Massen-
verteilung zeigen sich nur geringe Unterschiede (s. Abb. 4.54, S. 99).

Wie in Abbildung 4.6 dargestellt, gab es abweichende Messergebnisse der Was-
serfrequenz 1m Losungsmittel fiir die ersten Messungen an Gewebeextrakten aus
dem Cortex. Eine mit den anderen Daten konsistente Darstellung (vgl. Abschnitt
5.2.2) fithrt somit zu negativen relativen Frequenzverschiebungen, wohingegen die
relativen Frequenzverschiebungen der Gewebeextrakte vom Kleinhirn positiv sind.
Einerseits zeigt dies Probleme in der Datenauswertung mit Bezug auf eine NMR-
Referenzsubstanz (siehe voriger Abschnitt). Zum anderen fallen Unterschiede in der
GroBenordnung der mittleren Protein-Konzentrationen der vorliegenden Gewebeex-
trakte auf (s. Tab. 5.1). Wie bei den Messungen von Austausch und Suszeptibilitét
(s. Abschnitt 4.5) festgestellt wurde, sind besonders im Bereich geringer Protein-

Konzentrationen beide Anteile gering - die resultierende Summe ist also erst bei

“Hierbei ist weiBe Substanz aufgrund des hohen Myelingehaltes gut von grauer Substanz mit

geringem Myelin-Anteil zu unterscheiden, d. h. es ist ein hoher Kontrast zwischen beiden zu sehen.
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hoheren Konzentrationen auch deutlich von Null verschieden.

Tabelle 5.1: Vergleichswerte fiir die Gewebeextrakte. Fe = mittlere Eisenkonzentra-
tion, P = mittlere Proteinkonzentration, |A /| = mittlere relative Wasserfrequenz-
abweichung (absolut), |A ™ | = maximale relative Wasserfrequenzabweichung (ab-

max

solut), o. M. = ohne Membranen.

Gewebe aus ... Fe [ppm] P [mg/ml] |Af<|[ppm] |Afzl| [ppm]

max

Cortex 4,1 26,5 0,031 0,051
Cortex (0. M.) 3,6 2,6 0,009 0,015
Kleinhirn 1,4 6,8 0,009 0,022

5.4.2 Wasserfrequenz, Eisen- und Proteingehalt

Die generell schwachen und nicht signifikanten® Korrelationen r zwischen Eisen-
und Proteinkonzentration lassen darauf schlieen, dass in den gewihlten Gewe-
beextrakten keine hervorgehobenen Eisenspeicher vorzufinden sind. Andererseits
sind vermehrte Eisenablagerungen altersabhingig [103], weshalb bei wenige Wo-
chen alten Ratten keine signifikante Eisenablagerung vorzufinden ist. Demgegen-
iiber sind die vorzufindenden Korrelationen r zwischen Wasserfrequenzverschie-
bung und Protein- (0,47-0,56) bzw. Eisenkonzentration (0,43-0,64) fiir Cortex- und
Kleinhirngewebeextrakte dhnlich schwach und nicht signifikant (p > 0,15). Dabei
sind die Korrelationen r zur Wasserfrequenzverschiebung fiir die Gewebeextrakte
ohne Membranen generell negativ und fiir Eisen sogar bei einem Wert von r = —0,9
und damit sogar signifikant (p = 0,01). Daraus kann geschlossen werden, dass
Membranlipide am Phasenkontrast doch einen Anteil haben und der Eisengehalt
insbesondere in Proteinen und nicht in den Membranen vorzufinden ist.

Gleichzeitig weisen die Gegeniiberstellungen der Eisen- und Proteinabhingigkeit

SWerte r zwischen 0,29 und 0,55 mit entsprechendem p zwischen 0,36 und 0,94 (vgl. Tab. 4.5,
S. 95).
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5.4 GEWEBEEXTRAKTE

in Abb. 4.48, 4.49 und 4.50 (S. 94 ff.) sehr d@hnliche Konfigurationen auf, wobei

groBere Abweichungen in folgenden Gewebeextrakten zu finden sind:

e P2, Myelin, synaptische Verbindungen (Cortex),

e Synaptische Verbindungen, Mitochondrien, Myelin (Cortex ohne Membra-

nen),

e Myelin, Mitochondrien, Synaptosom (Kleinhirn).

Lediglich dahingehend ist Myelin besonders auffillig, aber auch synaptische Ver-
bindungen sind dhnlich herausgestellt.

Festzustellen sind grofere Variationen des Eisengehaltes im Falle der Cortexgewe-
beextrakte (1,6-6,3 ppm) bei relativ geringer Schwankung der Proteinkonzentration
(20,4-30,0 g/1). Bei den Gewebeextrakten ohne Membranen bzw. aus Kleinhirn sind
diese Unterschiede hingegen deutlich geringer.

Generell ist festzuhalten, dass der Protein- und Eisengehalt eine Frequenzvariation
hervorruft, aber weder in Kombination noch alleinig fiir den resultierenden Phasen-
kontrast ursidchlich sein kann. Auch die Darstellung der Wasserfrequenz iiber der
Temperatur (s. Abb. 4.52, S. 97) zeigt eine uneindeutige Tendenz, welche auf die
konkurrierenden Anteile zuriickzufiihren ist. Besonders ins Gewicht fillt hier al-
lerdings die reduzierte Proteinkonzentration der Gewebeextrakte ohne Membranen,
was sich in deutlich verringerter Abweichung von der ungestorten Resonanzfre-
quenz des Wassers bemerkbar macht.

Dennoch lisst sich der Protein- und Eisenkonzentration ein gleichwertiger Anteil
am Phasenkontrast zuschreiben. Der fiir Eisen angenommene lineare Anteil (ent-
sprechend der Suszeptibilitit, s. Abb. 4.53) wird hierbei durch den Austauscheftekt
tiberlagert (vgl. Abschnitt 5.5 bzw. bei Oros-Peusquens et al. [104]).

Die ermittelten Suszeptibilitidtswerte (s. Abb. 4.53, S. 98) liegen fiir die meisten Ge-
webeextrakte im Bereich der Suszeptibilitit von Wasser (-0,72 ppm cm® g~!, [63]).
Lediglich die Werte fiir Myelin und Mikrosomen sind mit -0,96 ppm und -1,15 ppm
wesentlich geringer. Zudem miisste mit zunehmender Eisenkonzentration die Sus-
zeptibilitidt in den positiven Bereich iibergehen. Die Korrelation zeigt aber einen
gegenteiligen Trend. Dazu trigt vor allem die Komposition des Gewebes aus para-
magnetischem Material bei, die auch bei hoheren Konzentrationen von Eisen in der
Lage ist, den entgegengesetzten ferromagnetischen Effekt des Eisens zu kompen-
sieren [105].
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5.4.3 Relaxations- und Diffusionskonstanten

Die niiherungsweise linear® (vgl. Tabelle 4.6) mit der Proteinkonzentration zuneh-
menden inversen Relaxationszeiten 1/77 (s. Abb. 4.55,S. 100) und 1/75, (s. Abb. 4.56)
sind konform mit den oben gezeigten Ergebnissen fiir einzelne Proteine. Wie zuvor
zeigt sich fiir die Diffusionskonstante keine eindeutige Tendenz (p > 0,28). Da-
bei verweise ich hier auf die vorangegangene ausfiihrliche Diskussion dazu (s. Ab-
schnitt 5.2.4).

Die Ergebnisse stimmen mit Daten iiberein, in denen die Relaxationszeitkonstanten
von Nervenfasern mit und ohne Myelin verglichen wurden: dort zeigten sich hohere

Zeitkonstanten fiir diejenigen Nerven ohne Myelin [106].

5.4.4 Parameterstatistik

Zunichst spiegeln sich die vorgenannten Beziehungen in den hochsten Korrelatio-
nen wieder (s. Tab. 4.7, S. 103) . Des Weiteren verdichten die Hauptkomponenten-
analysen die beobachteten und zu erwartenden Abhédngigkeiten. So zeigt sich bei-
spielsweise bei der zweiten Analyse bei Cortexgewebeextrakten (PCA2) ein Kon-
trast zwischen Frequenzvariation und Eisen- bzw. Proteinkonzentration (erkennbar
an entgegengesetzten Vorzeichen). Dies ist ebenfalls der Fall bei PCA1 fiir die auf-
bereiteten Extrakte ohne Membranen. Des Weiteren zeigt PCA?2 bei Kleinhirnge-
webeextrakten einen Kontrast zwischen Eisen- bzw. Proteinkonzentration und Fre-
quenzvariation, Relaxationszeiten und Diffusionskonstante sowie Suszeptibilitét.
Alle iibrigen ableitbaren Kontraste sind nicht kausal begriindbar und daher nicht

aussagekriftig.

®Insbesondere unter Vernachlissigung des Wertes fiir PBS: fiir 7 verringert sich der p-Wert von
0,29 auf 0,001.
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5.5 Austausch und Suszeptibilitit bei Proteinen und

im Gewebe

Im Zusammenhang mit den Problematiken bei der Verwendung von NMR-Referenz-
substanzen (s. Abschnitt 5.3) steht vor allem die Frage nach der getrennten Ermitt-
lung von Suszeptibilitits- und Austauschtermen.

Mit der in Abschnitt 3.10 beschriebenen Methode konnte dieses Anliegen erfiillt
werden. Dennoch verbleibt ein uniibersehbarer Einfluss der NMR-Referenzsub-
stanzen (vgl. Gl. 3.21 und 3.22, S. 56). Damit lassen die vorliegenden Differenzen
jedoch konkret auf die variierenden Resonanzfrequenzen der Referenzsubstanzen
schliefen und sind quantifizierbar.

Die Uberlagerung beider Effekte zeigt eine reduzierte Frequenzverschiebung. Be-
trachtet man die relativ berechneten Werte (s. Tab. 4.8 und 4.9, S. 106), so ist die
Suszeptibilitit (auBer im Falle der Synaptosomen) absolut betrachtet immer stidrker
als der Austauschterm. Demgegeniiber ist nach der absoluten Berechnungsvariante
das absolute Verhiltnis |Z/y| der Austausch- und Suszeptibilitdtsterme nur noch im

Falle von BSA etwas groBer als 1, sonst sind also die Austauschterme dominierend.

5.6 Kritik und Verbesserungsvorschlige

Insbesondere in der Verfahrensweise gibt es Alternativen, die ich hier kurz benen-
nen und diskutieren mochte. Zundchst ist die Messung der Suszeptibilitdt nach Chu
et al. [107] mit orthogonal und parallel zum Magnetfeld ausgerichteten Kapillaren
moglich. Dies wurde auch ansatzweise versucht: am 300 MHz NMR-Spektrometer
mit Micro 2.5 Probenkopf und 50 mm Resonatordurchmesser wurden gekiirzte NMR-
Rohrchen verwendet, um die Orientierung auch senkrecht zum Magnetfeld zu reali-
sieren. Dies wurde jedoch nicht weiter verfolgt, da das Signal-Rausch-Verhiltnis zu
gering war. Des Weiteren wurde eine in der Arbeitsgruppe angefertigte Spule ver-
wendet, um am 7 T-Ganzkorper-Human-MRT NMR-Rohrchen bei verschiedenen
Winkeln zum Magnetfeld zu untersuchen, was aus dhnlichen Griinden wie oben
fallen gelassen wurde.

Eine weitere Methode wire die Messung mit sogenanntem magic angle spinning,
bei der die Proben im Winkel von etwa 54,7° gegen das Magnetfeld gekippt bei

hoher Drehzahl rotiert werden. Dies fiihrt zur Unterdriickung dipolarer Wechsel-
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wirkungen und richtungsabhingiger (anisotroper) Anteile, wie beispielsweise der
Suszeptibilitit.

Aufgrund der hohen Relaxationszeitkonstante des Wassers im Sekundenbereich ist
die gewihlte Wartezeit von 10s vor der neuerlichen Anregung mit einem RF-Puls
in Frage zu stellen. Dies konnte auch die beobachteten Linienbreiten des Wasser-
signals erkldaren. Des Weiteren wurde nicht beachtet, dass die Relaxationszeiten
vom Protonierungsgrad abhingen [73], jedoch zwischen 10% und 100% Deute-
rium verwendet wurde. Dies fiihrt auch zu Anderungen der Wasser-Makromolekiil-
Wechselwirkung aufgrund von austauschbaren Protonen an der Oberflache von Mo-
lekiilen.

Eine weitere Ungenauigkeit in der Betrachtung ist die Vereinfachung auf isotro-
pe chemische Wechselwirkung. Bei Erweiterung auf den sog. chemical shift ten-
sor [108] ist jedoch auch der Wasser-Makromolekiil-Effekt als anisotrop zu betrach-

ten.

5.7 Ausblick

Wie im vorigen Abschnitt erwihnt, ist auch die Anisotropie der chemischen Wech-
selwirkung und der magnetischen Suszeptibilitit in kiinftige Betrachtungen mit ein-
zubeziehen.

Eine Verbesserung der Unterscheidungsmoglichkeit der einzelnen Ursachen, die
den Phasenkontrast generieren (Suszeptibilitiat bzw. Austausch), erscheint unerléss-
lich. Die in dieser Arbeit verwendeten Methoden haben ihre Grenzen, wie oben aus-
fiihrlich dargestellt. Verschiedene Ansitze hierbei konnten inerte NMR-Referenzen
beziiglich der physikochemischen Wechselwirkung sein. Eine Moglichkeit sind gas-
formige NMR-Referenzsubstanzen, die in der praktischen Anwendung weitaus kom-
plizierter sind. Eine andere Variante ist die Verwendung von Deuterium bzw. ande-
rer Kerne mit von 'H verschiedenen Resonanzfrequenzen. Jeweils miissen Prakti-
kabilitdt und mogliche andere Einfliisse gepriift werden.

Eine eingehende Untersuchung von Membranlipiden mit den hier durchgefiihrten
Methoden sollte weitere wichtige Hinweise auf die Zusammenhénge zwischen Pha-
senkontrast und Makromolekiil- bzw. Eisenkonzentration geben. Mdoglicherweise
sind weitere Gewebebestandteile in Betracht zu ziehen, die besonders bei Patholo-

gien eine Rolle spielen.
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Insbesondere die Interpretation von in vivo Daten kann mit Hilfe des hier geschil-
derten Verstidndnisses des Phasenkontrastes konkretere Hinweise auf Pathologien
liefern. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass geringere Kontraste eine stér-
keren Restriktion und energetisch instabile Proteine belegen. Suszeptibilitidtskon-
traste sollten in diesen Situationen unverdndert bleiben, da Suszeptibilitidtsunter-
schiede verschiedener Gewebeextrakte und MakromolekiilgroBen als vernachlas-

sigbar nachgewiesen wurden.
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Kapitel 6
Zusammenfassung

Gegenstand dieser Arbeit ist die Untersuchung des chemischen Austauschs zwi-
schen freiem Wasser und an Makromolekiile gebundenem Wasser.

In der Magnetresonanztomographie ergeben sich dadurch Frequenzunterschiede der
bei der Phasenbildgebung direkt registrierten Resonanzfrequenzen von Protonen —
v.a. des Wassers. Der Phasenkontrast ist durch die verdnderte physikochemische
Umgebung beeinflusst: Wasserstoftbriickenbindungen veridndern die Dichte und da-
mit die elektrostatische Konfiguration; ein Austausch von Protonen zwischen ver-
schiedenen chemischen Umgebungen, d. h. variierter Resonanzfrequenz, wird sicht-
bar. Physikalische Parameter, wie magnetische Suszeptibilitit, sind zudem von der
Richtung des statischen Magnetfeldes abhingig.

In Systemen mit definierten Randbedingungen von Proteinlésungen oder Gewebe-
extrakten wurden die Wechselwirkungen der physikochemischen Parameter mittels
NMR-Spektroskopie untersucht. Insbesondere der Einfluss unterschiedlicher NMR-
Referenzsubstanzen, die der genauen Bestimmung der Resonanzfrequenzen dienen,
wurde eingehend analysiert und die auftretenden Wechselwirkungen beschrieben.
So wurden Wechselwirkungen der weit verbreiteten NMR-Referenzsubstanz TMSP
mit Proteinen nachgewiesen. Ein Verfahren mit verschiedenen Referenzsubstanzen
mit und ohne chemischen Kontakt zur untersuchten Substanz wurde eingesetzt, um
die Anteile von magnetischer Suszeptibilitit und chemischen Austausch (zwischen
Wasser und Makromolekiilen) zu quantifizieren. Beide haben die gleiche Gré8en-
ordnung, sind jedoch entgegengesetzt, sodass der kombinierte Effekt geringer aus-
fallt.

Der Einfluss der Geometrie des Gewebes auf den Wasser-Makromolekiil-Austausch
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ist differenziert: translatorische (stirker als rotatorische) Diffusionsanteile wirken
sich auf den Wasser-Makromolekiil-Austausch und die davon hervorgerufenen Fre-
quenzverschiebungen der MR-Resonanzen aus. Damit lassen sich Riickschliisse auf
Gewebedegenerationen ziehen.

Die mit der Wasser-Makromolekiil-Wechselwirkung einhergehende Beeinflussung
der Korrelationszeiten hat zusitzlich einen Einfluss auf das Relaxationsverhalten.
Dies muss bei der MRT-Bildgebung in verstirktem MaB beriicksichtigt werden und
kann ebenfalls hinsichtlich der Charakterisierung des Gewebezustandes verwendet

werden.
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