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1. Zusammenfassung

Die Elektronen Spin Resonanz (ESR)-Spektroskopie kann zur Untersuchung von
pathologischen Vorgangen in Zellen eingesetzt werden mit dem Ziel,
charakteristische ESR-Signale nachzuweisen, diese entsprechenden Spezies
zuzuordnen und deren Verhalten unter verschiedenen Bedingungen zu untersuchen.
Allerdings ist die Zusammensetzung biologischer Proben oft nicht exakt zu definieren
und die Spektren bestehen aus komplexen, sich Uberlagernden Signalen, so dass
eine ldentifikation nicht immer gelingt. Daher ist eine systematische Untersuchung
an moglichst nativen, gut definierten Proben fur einen Vergleich mit pathologischen
Zellproben von grundlegender Bedeutung. Durch gezielte chemische Beeinflussung
der Proben oder Bestrahlung mit ionisierenden Strahlen kann deren Signalverhalten
modellmaRig beschrieben werden, um Signalverdnderungen an pathologischen
Proben spater interpretieren zu kénnen.

Blut nimmt im Organismus eine zentrale Stellung ein und ist neben einer reinen
Transportaufgabe  fur  Sauerstoff an nahezu allen  Transport- und
Stoffwechselprozessen im Korper beteiligt. Somit sind die im Blut enthaltenen
Proteinsysteme in besonderem Malie stdndig wechselnden physiologischen und
besonders pathologischen Veranderungen ausgesetzt.

In dieser Arbeit wurden die einzelnen Bestandteile humanen Blutes systematisch auf
ESR-Signale untersucht. Dazu wurden Erythrozytenkonzentrate und
Plasmakonzentrate (,Fresh-Frozen-Plasma®) préapariert und anschlieRend bei 77K
und 4K vermessen. Der Hauptbestandteil der im Blut nattrlich vorkommenden ESR-
Signale wird gebildet von den drei eisenhaltigen Proteinen Ferri-Hamoglobin,
Katalase und Transferrin. Diese Proteine bilden alle ein Fe(lll)-,high-spin“-System
mit jeweils charakteristischem ESR-Spektrum, gekennzeichnet durch den so
genannten g-Faktor, der durch deren unterschiedliche paramagnetische
Eigenschaften bestimmt wird. Aufgrund der kurzen Relaxationszeit dieser
Metalloproteine sind zur bestmoglichen Signalableitung ESR-Messungen bei
Temperaturen von 4K notwendig. Ferri-Hamoglobin besteht aus einem axialen
Signal mit g1=5,9 und g|=2, die Katalase aus zwei rhombischen, sich Gberlagernden
Signalen mit g=(6,78; 5,02; 1,99) und g=(6,46; 5,26; 1,99). Transferrin hingegen

bildet ein Spektrum zwischen einem axialen und einem rhombischen System aus,



das im wesentlichem von sich anlagernden ,synergistischen Anionen® bestimmt wird.
Um das Verhalten der Eisengruppen unter veranderten Redox-Bedingungen zu
beschreiben, wurden Dithionit als Reduktionsmittel und Hexacyanoferrat als
Oxidationsmittel in definierten Konzentrationen zugesetzt. Wahrend Dithionit Ferri-
Hamoglobin und Fe(lll)-Transferrin reduziert, werden die beiden Signalpaare der
Katalase in ein einzelnes rhombisches Signal mit g=(6,67; 5,22; 1,99) uberfihrt.
Durch Hexacyanoferrat wiederum erfolgt eine Oxidation des Fe(ll)-Hamoglobin zu
Ferri-Hamoglobin, wohingegen Katalase und Fe(lll)-Transferrin nicht weiter
reagieren.

Da auch ionisierende Strahlen Reaktionen an Biomolekilen bewirken kénnen,
wurden die Blutbestandteile mit Rontgenstrahlen von definierter Dosis bestrahlt.
Hamoglobin zeigt dabei in Abhangigkeit der Umgebung unterschiedliches
Signalverhalten.

Wahrend intrazellulares Fe(ll)-Hamoglobin unter Bestrahlung durch ein oxidierendes
Aquivalent oxidiert wird, kommt es bei frei in der Lésung vorhandenem Ferri-
Hamoglobin zu einer Reduktion. Diese erfolgt durch mobile Elektronen, die durch die
Bestrahlung im Losungsmittel generiert werden. Zusatzlich wird das ESR-Signal des
bestrahlten, intrazellular gelegenen Ferri-Hamoglobins im Vergleich zum nativen
Ferri-Hamoglobin-Signals deutlich verandert. Dies weist auf eine Beeinflussung
benachbarter Fe(lll)-Zentren oder auf eine Interaktion mit im Protein generiertem
Radikalprodukt hin.

Das Katalase-Signal wird durch das Ferri-Hamoglobin-Signal Uberlagert und kann
daher nicht genau betrachtet werden, die Signalintensitat erscheint nach Bestrahlung
aber unverandert. Transferrin wird unter Bestrahlung nur allméahlich reduziert,
gleichzeitig bildet sich eine Fe(lll) basierte Radikalspezies aus, die neue
Signalbeitrage im Bereich g=4 und moglicherweise g=11,2 liefert. Im oberen

Feldbereich entstehen durch die Bestrahlung neben den bekannten Signalen der

FeO, -Zentren der a- und B-Ketten des Hamoglobins sowie der H- und

OH’ -Radikale, organische Radikale und Radikale im Lésungsmittel, deren komplex

zusammengesetzte Signale nicht weiter aufgetrennt werden kénnen. Allein ein

strahleninduziertes Signal mit einem g-Faktor g=2,09, das im Temperaturbereich von



77K nicht nachweisbar ist, weist auf ein schnell relaxierendes organisches oder
metallgebundenes Peroxidradikal hin.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Blutbestandteile systematisch auf ESR-Signale
untersucht. Neben der genauen Beschreibung der ESR-Eigenschaften der Fe(lll)-
Systeme konnte modellmalig deren Verhalten unter veranderten Redox-
Bedingungen und nach Bestrahlung aufgezeigt werden. Neben bereits bekanntem
Verhalten der Fe(lll)-Systemen unter unterschiedlichen Redox-Bedingungen konnten
insbesondere durch Bestrahlung neue Erkenntnisse gewonnen und zum Teil neue
Signale generiert werden. Obwohl die Ergebnisse dieser Arbeit nicht ohne weiteres
auf physiologische Vorgange ubertragbar sind, kénnen sie als Grundlage fur
systematische Untersuchung von Blutproben im Rahmen pathologischer
Veranderungen (Neoplasie, Ischamie, Sepsis, Medikamenten-Wirkung, Bestrahlung,

Dialyse) genutzt werden.



Examination of the redox behavior of components ohuman blood with
electron spin resonance (ESR-) spektroscopy

Summary

Electron spin resonance (ESR)-spectroscopy can be applied for studying
pathological cells with the aim of monitoring characteristic ESR-signals and their
behavior under varying conditions, attributing them to corresponding paramagnetic
species, and explaining pathophysiological processes. However, often the
composition of biological samples cannot be precisely determined, and, in addition,
the spectra consist of complex overlapping signals which cannot always be
separated and identified. Therefore, a systematic study with native and well defined
samples is of fundamental importance for a possible later comparison with
pathological cells. Modifying the samples chemically or exposing them to ionizing
radiation it is possible to follow and interpret signal behavior of the samples.

Within the organism blood plays a central role. Apart from its mere purpose of
transporting oxygen, it is involved in almost all processes of transport and of
metabolism. Therefore, the protein systems that are contained in the blood are
particularly exposed to constantly changing physiological and also pathological
conditions.

In this study human blood components were systematically examined for ESR-
signals. For this purpose packed red cells and packed plasma (“Fresh-Frozen-
Plasma”) were prepared and then measured at 77K and 4K. The major components
of the ESR-signals that naturally exist in blood are arising from the three iron
containing proteins ferric-hemoglobin, catalase and transferrin. They form Fe(lll)-
"high-spin" systems, but their ESR-spectra differ considerably in their specific
properties. Fe(lll)-hemoglobin consists of mainly an axial signal with g+=5,9 and
g|=2, the catalase of two rhombic overlapping signals with g=(6,78; 5,02; 1,99) and
0=(6,46; 5,26; 1,99) and Fe(lll)-transferrin on the other hand produces ESR-spectra
with a symmetry in between an axial and a rhombic system, which is largely

determined by attaching "synergistic anions”. Due to the short relaxation time of



these metallo-proteins the ESR measurements had to be performed mostly at a
temperature of 4K. In order to determine the behavior of the iron groups under
changed redox conditions, dithionite was added as a reducing agent and
hexacyanoferrat as an oxidizing agent, both in defined concentrations. Fe(lll)-
hemoglobin and Fe(lll)-transferrin were completely reduced by dithionite. The
reaction with dithionite transforms both signal pairs of the catalase into a single
rhombic signal with g=(6,67; 5,22; 1,99). Hexacyanoferrat causes an oxidation of
Fe(ll)- to Fe(lll)-hemoglobin, whereas catalase and Fe(lll)-transferrin could not be
oxidized any further.

Since ionizing radiation also affects biomolecules either via direct interaction or
through the creation of radical products, blood components were exposed to X-rays
of a defined dose at 77K. It was found that the radiation effect on hemoglobin
depends on its environment. Whereas intracellular Fe(ll)-hemoglobin is oxidized
upon exposure, a reduction of Fe(lll)-hemoglobin in frozen solution is occurring. The
reduction of ferric hemoglobin in the solution matrix is attributable to radiation
generated mobile electrons, whereas the oxidation of intracelluar ferrous hemoglobin
requires the action of an oxidizing equivalent. In addition, the ESR features of the
radiation generated intracellular Fe(lll)-hemoglobin are also significantly altered as
compared to the originally observed Fe(lll)-hemoglobin signals. This may be
indicative for a mutual influence between the Fe(lll)-centers in close proximity or for
the interaction with a nearby radical generated in the protein. The radiation dose
dependent behavior of the typical catalase ESR-signals cannot be analysed in detalil
because of the strong overlap with the modified Fe(lll)-hemoglobin signal. For small
doses the signal intensities appear to be unchanged. Upon exposure to X-rays
transferrin is reduced only gradually. Simultaneously a Fe(lll) based species is
formed with signal contributions at g=4 and possibly g=11,2. At higher magnetic field
complex signals are found upon irradiation with X-rays. Apart from the known signals

of the FeO, -centers of thea- and B-chains of hemoglobin, the H'- and OH.-radicaIs,

additional organic and solvent radicals are formed which cannot be separated
further. Only one new radiation induced organic or metal bound peroxide radical can
be observed with a g-factor g=2,09, which shows short relaxation times and therefore

can not be detected at 77K.



In this study the components of human blood were systematically examined for ESR-
Signals. In addition to the precise description of the ESR properties of the Fe(lll)-
systems, it was also possible to follow their behavior upon changing redox conditions
and after exposure to X-rays under model conditions. Some well known reactions of
the Fe(lll)-systems particularly under changing redox-conditions were observed.
However, after exposure to X-rays some novel signals were generated and
tentatively assigned. Even though the result of this study cannot simply be applied to
physiological processes, they can serve as a starting point for the systematic
examination of blood samples related to pathological changes (such as neoplasia,
ischemia, sepsis, the effect of medication or dialysis, or exposure to ionizing

radiation).



2. Einleitung

Die komplexen Vorgange in lebenden Zellen laufen vielfach auf der Grundlage von
Redox-Reaktionen ab. Zu diesem Zweck nitzen sie Enzyme, die als Katalysatoren
diese Reaktionen ermoglichen. Die einzelnen Reaktionsschritte werden dabei genau
gesteuert und héngen in ihrer Abfolge voneinander ab [ALBERTS, 1986]. Bereits
geringe Anderungen in der Abfolge einer Reaktionskette kdnnen zu veranderten
oder fehlenden Endprodukten und damit zu einer pathologischen Entgleisung fuhren
[LOFFLER, 1988]. Damit kommt den Enzymen eine besondere Stellung in der
Funktionsweise einer Zelle zu. Die prosthetische Gruppe dieser Enzyme besteht oft
aus Metallen, die Uuber Elektronenaufnahme und -abgabe die eigentliche
Reaktionseinheit bereitstellen. Diese Metallo-Proteine bilden haufig paramagnetische
Zentren und sind damit durch die Elektronenspin-Resonanz (ESR)-Spektroskopie
darstellbar [WALLICK, 1984; BLOOM, 1986; PERUSSI, 1990; CAMMACK, 1993;
GAFFNEY, 1993; FIEGE, 1995]. Sie ist eine physikalische Methode zum Nachweis
von paramagnetischen Molekilen, wobei diese bereits ab einer Konzentration von
ca. 10° M detektierbar sind [CAMPBELL, 1984]. In Abhangigkeit von den
Messbedingungen kénnen Informationen Uber die Zentren selbst, Uber deren
Umgebung sowie Uber ablaufende Reaktionen erhalten werden. Damit kann die
ESR-Spektroskopie fir die Untersuchung von biologischen Systemen und die
Aufklarung von pathologischen Prozessen sowie deren biochemischen Vorgangen
eingesetzt werden [INGRAM, 1969].

In vielen pathologischen Prozessen werden freie Radikale fur die eigentliche Stérung
der Zellen verantwortlich gemacht [McBRIEN, 1982; BULKLEY, 1983; PARKS, 1983;
HALLIWELL, 1987; AUST, 1993]. Es sind reaktive Spezies mit einem ungepaarten
Elektron und damit ebenfalls durch die ESR-Spektroskopie detektierbar.

Betrachtet man zum Beispiel Perfusions- und Reperfusionsstérungen
(Myokardinfarkt, cerebraler Insult, Ischamie, Sepsis) kommt es unter ischdmischen
Bedingungen zunachst zu einer Umwandlung des Enzyms Xanthin-Dehydrogenase
in Xanthin-Oxidase, das in der anschlieBenden Phase der Reperfusion die Bildung
von Superoxidradikalen hervorruft. Diese Sauerstoffradikale werden fir die

resultierenden pathologischen Entzindungsprozesse (zellulare Entziindungs-



reaktion, interstitielles Odem, Gewebsnekrosen) mitverantwortlich gemacht, die dann
selbst unabhangig vom auslésendem Agens ablaufen [McCORD, 1983, 1985;
ZIVIN, 1991]. Diese pathologischen Prozesse, hervorgerufen durch die Bildung
reaktiver Sauerstoffradikale, kénnen ebenfalls mit Hilfe der ESR-Spektroskopie
untersucht werden [van der KRAAIJ, 1989; UKEI, 1994].

Auch die maligne Entartung einer Zelle geht mit einem veradnderten Stoffwechsel
einher. Radikale kbnnen dabei eine direkte schadigende Wirkung an der DNS oder
die Bildung von Zwischenprodukten mit Veranderung der DNS verursachen. Diese
Verdanderungen kénnen die Grundlage einer Entartung der betroffenen Zelle mit
veranderten Stoffwechselleistungen bewirken [SCHWARTZ, 1972]. Die Folge kann
eine Anderung der Konzentration natirlich vorkommender Radikale oder die
Entstehung neuer Radikale sein. ESR-Messungen haben gezeigt, dass bei
bestimmten malignen Erkrankungen eine Korrelation zwischen der Erkrankung und
der Anderung eines ESR-Signals besteht [MARUYAMA, 1971; RIKHIREVA, 1978;
PULATOVA, 1978; LASSMANN, 1989; WICKENS, 1990]. Ist dieses Signal
spezifisch fur die Erkrankung, kénnte es als Marker bei der Diagnose oder als
Verlaufsparameter bei der Therapie Verwendung finden.

LOHMANN [1979, 1981, 1986] untersuchte Blut von Patienten mit akuter
lymphatischer Leukamie (ALL) mit Hilfe der ESR-Spektroskopie. Er konnte ein
charakteristisches Signal bei g=2,005 nachweisen, das im Blut gesunder Probanden
nicht vorhanden war. Verursacht wird dieses Radikalsignal nach Ansicht von
LOHMANN [1986] durch eine verminderte Wirkung oxidierender Substanzen (z.B.
Ascorbin-Oxidase) in maligne verdnderten Zellen. Unter Vermittlung eines
kupferhaltigen Membranproteins in der Erythrozytenmembran kommt es dadurch zu
Reaktion von Ascorbinsaure mit Bildung eines Semihydroascorbat-Radikals, welches
das fur die ALL charakteristische ESR-Signal liefert. Dieses spezifische Signal
konnte zur Diagnostik und Therapiekontrolle der ALL genutzt werden.

Auch Untersuchungen an Proben von Endometrium-Karzinomen, die bei
Patientinnen bioptisch enthommen wurden, zeigten eine deutliche Abnahme von
ESR-Signalen im Vergleich mit Gewebeproben gesunder Probanden. Da man mit
der ESR-Spektroskopie paramagnetische Zentren kleinster Konzentration

detektieren kann, konnte mit dieser Methode daher theoretisch die maligne
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Transformation von Zellen nachgewiesen werden, noch bevor sie histologisch
Auffalligkeiten zeigen.

Allerdings kam gerade im Rahmen dieser Versuch die Frage auf, inwieweit die
Signalverdnderungen nicht durch Verarbeitungsprozesse der Probe verursacht
waren [BENEDETTO, 1981; McBRIEN, 1982; TOMASI, 1984].

Biologische Proben stellen ein komplexes System dar. Sie sind in der
Zusammensetzung der paramagnetischen Zentren variabel und oft kbnnen diese
auch nicht genau identifiziert werden. lhre ESR-Spektren bestehen aus zum Teil sich
stark Uberlagernden Einzelsignalen, deren Trennung und Zuordnung nicht immer
gelingt. Auch die Verdnderung der ESR-Signale ist wegen der vielfachen
Wechselwirkung einzelner paramagnetischer Zentren im intakten zellularen Verbund
haufig nur schwer zu interpretieren. Weiterhin muss der Einfluss der
Probenverarbeitung auf die Signalverdnderung bericksichtigt und untersucht
werden. Nur die genaue Untersuchung weitgehend natirlicher Proben und die
Beschreibung der darin enthaltenen Signale ermdglichen einen spateren Vergleich
mit pathologischen Proben. Somit erlauben erst die Auftrennung der
zusammengesetzten Signale und deren Zuordnung zu einzelnen Zellbestandteilen
eine Interpretation komplexer Prozesse an biologischen Systemen.

In der vorliegenden Arbeit wurden Komponenten des Organsystems Blut mit Hilfe
der ESR-Spektroskopie untersucht. Dabei sollten die im Blut nattrlich vorhandenen
Bestandteile aufgetrennt, deren Signale charakterisiert und soweit méglich einzelnen
Molekulsystemen zugeordnet werden. Die Untersuchung sollte an mdglichst
unveranderten Blutproben erfolgen. Um die zu erwartenden komplexen ESR-Signale
auftrennen zu kdnnen, wurde bereits vor der Messung eine Aufteilung des Blutes in
zellulare (Erythrozytenkonzentrat) und plasmatische (,Fresh-Frozen-Plasma*“-
Konzentrat) Bestandteile vorgenommen. Diese beiden Hauptgruppen wurden durch
Zentrifugation gegen eine semipermeable Membran nach ihrem Molekulargewicht
weiter aufgetrennt. Dadurch sollte die Zuordnung der Signale zu den so erhaltenen
Fraktionen noch genauer moglich werden. Die gemessenen Signale wurden in
Hinsicht auf ihr  Temperaturverhalten und ihrer  Abhangigkeit von
Spektrometerparametern untersucht. Um modellmafig Aussagen tber das Verhalten
der Molekulsysteme unter veranderten Redox-Bedingungen zu bekommen, erfolgte

die Zugabe eines starken Reduktionsmittels (Dithionit) und eines starken
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Oxidationsmittels (Hexacyanoferrat) in definierten Konzentrationen. Eine Anderung
der Elektronenkonfiguration der paramagnetischen Zentren sollte sich in einer
Anderung des ESR-Signals bemerkbar machen. Auch ionisierende Strahlung
erzeugt eine Vielzahl an Radikalprodukten und kann zudem direkte Schaden an
biologischen Systemen verursachen. Daher erfolgten in einem weiteren Schritt die
Bestrahlung der Blutbestandteile mit variablen Dosen und eine anschlie3ende
Untersuchung mit Hilfe der ESR-Spektroskopie.

Die ESR-Messungen waren in erster Linie qualitativ und beschrankten sich auf die
Beschreibung der Signalverdnderungen. Soweit mdglich wurde auch eine
quantitative Auswertung vorgenommen, um die gemessenen Signalveranderungen
in Beziehung zum Reaktionspartner zu setzen. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen kdnnten dann als Grundlage zur Interpretation veranderter ESR-
Signale des Blutes im Rahmen von pathologischen Prozessen nach chemischen,

medikamentdsen und ionisierenden Einflissen dienen.

3. Grundlagen

3.1 CHEMISCHE VORGANGE IN DER ZELLE AUF DER BASISON REDOX-
REAKTIONEN

Lebende Zellen leisten im erheblichen Umfang Arbeit. Dazu gehdéren mechanische
Arbeit Biosynthese-, und Transportarbeit. Heterotrophe Zellen beziehen die dafir
notwendige Energie aus der O,-abhéngigen Oxidation komplizierter organischer
Moleklle wie Kohlenhydrate, Aminosauren und Fette zu CO,, Ammoniak (NH3) und
H,O. Alle chemischen Reaktionen gehen mit der Ubertragung von Elektronen
zwischen den Reaktionspartnern einher, wobei der eine Reaktionspartner Elektronen
abgibt und damit oxidiert wird, wahrend der andere Elektronen aufnimmt und
reduziert wird. Man spricht allgemein von Redox-Reaktionen [BOLTON, 1991]. Die
einzelnen Reaktionen folgen den Gesetzen der Thermodynamik. Exergone
Reaktionen werden entweder direkt an endergone Prozesse gekoppelt oder in Form
von chemischer Energie in energiereichen Verbindungen gespeichert und bei Bedarf

freigegeben. Enzyme erhdhen zusatzlich als biologische Katalysatoren die
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Reaktionsgeschwindigkeit durch Verminderung der Aktivierungsenergie. In vielen
wichtigen Enzymen sind Ubergangsmetalle als prosthetische Gruppe enthalten. Sie
zeichnen sich durch ihre Fahigkeit aus, mehrere Oxidationsstufen zu bilden. Haufig
sind sie Uber feste koordinative Verbindungen im Enzym verankert und stellen die
eigentlichen Reaktionspartner bei Redox-Reaktionen dar.

Die Redox-Reaktion kann hierbei im Fall eines eisenhaltigen Enzyms nach

folgendem Schema erfolgen:

Substrat A + Enzym-Bé = Substrat A + Enzym-Fé"

Substrat B + Enzym-F&" = Substrat B + Enzym-Eé

In Tabelle 1 sind einige Enzymklassen mit den beteiligten Ubergangsmetallen

aufgefuhrt.

Gruppenbezeichnung |Funktionelle Gruppe \Wichtigste Vertreter

Cytochromoxidase,

Oxidase Cu(ll) , Fe(lll) Caeruloplasmin,
Superoxiddismutase

Aerobe L .

Dehydrogenasen Fe(ll), Mo(V1) Xanthinoxidase, Aldehydoxidase

Anaerobe :

Dehydrogenasen Fe(lll) Cytochrome, Lipoxygenase

Hydroperoxidasen Fe(lll) Peroxidase, Katalase
Phenylalaninhydroxylase,

Oxygenasen Fe(ll) Cytochrom Pusg

Tabelle 1

Als Beispiel kann die Regenerierung von ADP und P zu ATP in der als
~LAtmungskette” bekannten Abfolge von Reaktionen angefiihrt werden, bei der eine
Ubertragung von Elektronen (iber gekoppelte Redox-Reaktionen auf Sauerstoff
stattfindet. Diese wird auch ,Elektronentransportphosphorylierung” genannt
[LOFFLER, 1988]. Die Elektronen folgen dabei einem elektrochemischen

Gradienten, und die dadurch frei werdende Energie wird Uber weitere Schritte zur
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Phosphorylierung von ADP zu ATP genutzt. Die an dieser Reaktionsabfolge
beteiligten Enzyme, die Cytochrome, enthalten Eisenatome in der prosthetischen
Gruppe, einer Ham-Gruppe, die als Elektronen-Akzeptoren und -Donatoren wirken.
Das Schema in Abb.1 verdeutlicht die Reaktionsschritte.

Als Grundprinzipien der chemischen Vorgédnge der Zelle erkennt man hier die
kontrollierte Ubertragung von Elektronen, die Aufspaltung einer stark exergonen
Reaktion in mehrere kleinere Schritte und die Kopplung der frei werdenden Energie

an eine endergone Reaktion.

~04}
N:\D
ADP +
FMN o P,
~0,2- * 027V
e i ATP
of + —_
— CoQ-+Cytb 4 ADP +P,
= 0,22V (
L Cyte,/c _1_ ATP
\
04} Cytafa,
—~ ADP + F"1
0,6 053v Q
ATP
0,

Abb.1: Elektronentransportphosphorylierung / Atmskegte [LOFFLER, 1988]

3.2 PATHOLOGISCHE PROZESSE AUF DER BASIS VON ENZYHEBEKTEN

Jedes katalytisch wirksame Protein ist in einem System von Stoffwechselreaktionen
und Stoffwechselzyklen mit anderen Enzymen verbunden. Nur durch die
gegenseitige Kontrolle der einzelnen Reaktionsschritte kann das komplizierte
Gleichgewicht der Zelle und des Organismus erhalten bleiben.

Abb.2 zeigt schematisch die mdglichen Reaktionswege eines Produkts A, in

Abhangig von der Enzymleistung der Zelle und die negative Ruckkopplung des
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Endprodukts D. Genetische Stdrungen, die eine veranderte Genexpression zur Folge
haben, beeinflussen in Abhangigkeit von der Stellung des jeweiligen Enzyms den
Stoffwechsel der Zelle. So kann die fehlende oder verminderte Aktivitdt eines
Enzyms die vollstandige oder partielle Blockade einer Reaktionskette zur Folge
haben (siehe Abb.3). Die daraus resultierende Pathologie entsteht durch sich
anhaufende Zwischenprodukte oder fehlende Endprodukte des Stoffwechsels.
Weiterhin  kdénnen normalerweise nicht eingeschlagene Nebenwege des
Stoffwechsels zur vermehrten Bildung pathologisch wirkender Substanzen fuhren.

Ein Beispiel hierfur ist die Transformation einer Zelle in eine maligne Zelle, die eine
genetische Mutation voraussetzt. Die daraus resultierenden Eigenschaften
unterscheiden sich von denen der normalen Zelle im zugehdrigen Zellverband.
Ungehemmtes Wachstum, Verlust der spezifischen Stoffwechselleistung und
Produktion zellfremder Stoffwechselprodukte sind Folgen einer ,Entgleisung” des

Stoffwechsels durch eine veranderte Genexpression.

Zelle
A Enzymdefekt
A = T E, E, E, A——>B
>A —»B —>C —D v\ Normal
Ex l T A1 A2
A, - Nebenwege

Abb.2: Abbauwege des Stoffs A in ein@bb.3: Vermehrte Bildung von Neben-
Abfolge von Enzymsystemen und negatp®dukten bei Blockade des normalen
Ruckkopplung des Endprodukts D auf ekbbauwegs durch einen Enzymdefekt
Schlisselenzym {E Daneben mogliche[LOFFLER, 1988]

parallele Abbauwege

3.3 BLUT ALS TEILSYSTEM DES ORGANISMUS

Da in dieser Arbeit speziell humanes Blut mit der ESR-Spektroskopie untersucht

wurde, soll hier kurz auf die wesentlichen Komponenten des Blutes und deren
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Funktionen eingegangen werden. Durch seine vielfaltigen Aufgaben und seine
Zusammensetzung an spezialisierten Zellen lasst sich Blut als Teilsystem des
Organismus, im weiteren Sinn als ein eigenstandiges Organ betrachten. Die
Komplexitat der Funktionen und Erkrankungen fihrte zur Bildung eigenstéandiger
Teilgebiete innerhalb der Inneren Medizin (Hamato-Onkologie, Haemostasiologie),
die sich mit allen Fragen der Zusammensetzung, der Funktion sowie der Pathologie
des Blutes und deren Auswirkung auf andere Organsysteme beschéftigen. Wichtige
Erkrankungen sind hier z.B. die Anamien, die myeloproliferativen und
myelodysplastischen Erkrankungen, die Leukamien und Lymphome sowie die
hamorrhagischen Diathesen.

Das Blut besteht aus korpuskularen Elementen, eingeteilt in rote (Erythrozyten) und
weille  Blutkdrperchen  (Leukozyten,  Lymphozyten), den  Blutplattchen
(Thrombozyten) und einem wassrigem Medium, dem Blutplasma mit seinen
Bestandteilen. Die Blutbildung erfolgt im roten Knochenmark und selten in
blutbildungsfahigen Organen wie der Leber oder der Milz. Die einzelnen
korpuskularen Bestandteile haben wie alle Zellen eine begrenzte Lebensdauer. lhre
Bildung und der Abbau liegen im Gleichgewicht und unterliegen strengen
Kontrollmechanismen durch Hormone (z.B. Erythropoetin, ,colony-stimulating-
factors* (CSF)).

Die Aufgaben des Blutes sind der Transport, die Pufferung, die Abwehr, die
Regulation der Korpertemperatur und des Wasserhaushalts. Blut transportiert
Hormone von den endokrinen Drisen zu den Erfolgsorganen, sowie Nahrstoffe,
Stoffwechselprodukte, Elektrolyte, Medikamente und Gase. Blut dient der
Kommunikation zwischen den einzelnen Organen und ermdglicht dadurch die
Verbindung der einzelnen Organe zu einem Gesamtorganismus. Der Transport der
Stoffe erfolgt entweder in Form von frei gelésten Substanzen oder gebunden an
speziellen Transportproteinen wie dem Albumin.

Sauerstoff als die wichtigste zu verteilende Substanz wird an Hamoglobin gebunden
und durch die Erythrozyten transportiert. Durch Bindung von H™-lonen an
Hamoglobin sind die Erythrozyten auch an der Pufferung bei der Regulation des
Saure-Base-Haushalts beteiligt. Zusatzlich verédndert sich in Abh&ngigkeit vom

Saure-Base-Status des Organismus die Konzentration von Kohlendioxid und dessen
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Reaktionsprodukt Bicarbonat im Blut, die Gegenregulation erfolgt dann in den beiden
Ausscheidungsorganen Lunge und Niere.

Bei der Abwehr gegen schadigende Einflisse sind die weil3en Blutkorperchen direkt
beteiligt (zellulare Abwehrreaktion). Zudem werden im Blut humorale Bestandteile
der Abwehrreaktion (Immunglobuline, Interleukine und andere Serumproteine) vom
Ort der Bildung (z.B. Lymphknoten, Leber) zum betroffenen Organ transportiert
[LOFFLER, 1988].

Aufgrund der hohen spezifischen Warme von Wasser ist das Blut imstande, die in
einzelnen Organen gebildete Warme auf den gesamten Organismus zu verteilen.
Die Uberschissige Wéarme wird an der Hautoberflache abgegeben [SCHMIDT,
1987]. Die Konzentration von Proteinen und Elektrolyten im Blut bestimmt dessen
kolloidosmotisches und osmotisches Gewicht. Davon abhangig kommt es zum
Austausch von Wasser zwischen der zirkulierenden Flussigkeit und der
Gewebsflussigkeit [LOFFLER, 1988].

3.4 GRUNDLAGEN DER ESR-SPEKTROSKOPIE

Die im folgendem dargelegten theoretischen Grundlagen der ESR-Spektroskopie
stiitzen sich im Wesentlichen auf gangige Lehrbiicher [CHESTON, 1964; BAR 1975;
HOPPE, 1977; CAMPBELL, 1984; FINKELNBURG, 1976; CAMMACK, 1993;
HAGEN, 1993; WERTZ, 1972]

Das freie Elektron besitzt einen Eigendrehimpuls, den Spin, beschrieben durch den

Vektor §, und damit ein magnetisches Moment Z/S. Die Entstehung dieses

magnetischen Moments kann man mit der klassischen Betrachtung der Kreisstrome

erklaren, die eine rotierende Ladung erzeugt. Fir die quantitative Beziehung

zwischen S und ,ZS gilt:
:us :_ge u‘IB [5

M. magnetisches Moment des Elektrons

Mg Bohrsches Magneton, als Grundeinheit fir atomare magnetische Momente
Je: Lande-Faktor
S:  Spinmoment des Elektrons
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In einem a&aulBeren homogenen Magnetfeld H richtet sich das Elektron als

magnetischer Dipol mit seinem Spin S parallel oder antiparallel zu einer gegebenen

Magnetfeldrichtung aus. Nach den Gesetzen der Quantenmechanik gilt fur den

Betrag des Spinvektors S:

‘é{:h S[S+1) mit 4 =hi2n

S:  Spin-Quantenzahl, mit S =1/2, 1, #3/2,...
B Plancksches Wirkungsquantum

Wahlt man die Richtung des &aufieren Magnetfeldes als Vorzugsrichtung z, so

schlieRt der Vektor S mit z einen bestimmten, von der Quantenmechanik

vorgegebenen Winkel ein.

Fur die Projektion von S auf z gilt:

S, =m[h

Mms:  magnetische Quantenzahl, mit: ms=S,5-1,S-2,..,-S+1,-S

Somit ergeben sich (2S + 1) Einstellungsmoéglichkeiten im angelegten Magnetfeld.
Aus der klassischen Betrachtung der Energie eines Dipols im &uf3eren Magnetfeld,

berechnet sich die Energie des Elektrons allgemein mit:
E=F +m[g. s [H-

Eo: Energie im Grundzustand, ohne &ul3eres Magnetfeld
Hz: Magnetfeld in Richtung der z-Achse

Fur ein einzelnes freies Elektron mit mg = + 1/2 qilt:
E=E,+1/20%, 4, H.

Somit ergeben sich zwei unterschiedliche Energieniveaus. Wird nun dem System
Energie in Form von elektromagnetischer Strahlung mit der Frequenz v zugefihrt,
konnen die Spins durch Absorption dieser Energie von einem Energieniveau ins

andere Ubergehen, wenn folgende Resonanzbedingung erfullt ist:
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AE=h =g, H.

Abb.4 veranschaulicht die Aufspaltung der Energieniveaus durch ein externes

Magnetfeld und die bei einer bestimmten Frequenz stattfindende Resonanz.

Energie , m=+1/2
hv
B D
| m,=-1/2
_ hv " Magnetisches Fe

Abb.4: Aufspaltung der Energieniveaus eines fr&kktrons in einem magnetischen Feld

Innerhalb eines Systems mit einer Vielzahl von freien Elektronen folgt die Besetzung

der beiden Energieniveaus im thermischen Gleichgewicht der Boltzmann-Verteilung:

N, / N_ = exp(AE /(kT))

Besetzungszahl im oberen Energieniveau
Besetzungszahl im unteren Energieniveau
Boltzmann-Konstante, mit k = 1,38 -10 % JK
Absolute Temperatur in K

-1

4xZ =

Die Wahrscheinlichkeit fir Absorptions- und Emissionsibergdnge ist gleich. Ein
Uberwiegen der Absorptionsiibergange erhalt man, wenn das untere Energieniveau
gegenuber dem oberen starker besetzt ist. Bei gegebener Energie der eingestrahlten
elektromagnetischen Welle hangen die Besetzungszahldifferenz und damit die

Absorption von der Temperatur ab.
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3.4.1 RELAXATIONSZEITEN

Eine unendliche Aufenthaltswahrscheinlichkeit der Spins im héheren Energieniveau
nach Absorption der eingestrahlten Energie wirde zu einer Gleichbesetzung der
Energieniveaus und damit zur Ausléschung des ESR-Absorptionssignals fihren.
Eine kontinuierliche Beobachtung der Ubergangsphanomene ist daher nur moglich,
wenn die absorbierte Energie strahlungsfrei an die Umgebung wieder abgegeben
wird und die Spins in ihren Grundzustand zuriickkehren. Dieser zeitabhangige
Vorgang wird durch die longitudinale Relaxationszeit T; beschrieben, die auch Spin-
Gitter-Relaxationszeit genannt wird. T, gibt die Zeit an, in der die Stérung der
Besetzungszahldifferenz (N.-N.) gegeniber der Boltzmann-Verteilung auf 1/e

abgesunken ist, gemal} der Beziehung:

N(t) =N, [0-€"")

N(t): Besetzungszahl eines Energieniveaus zum Zeitpunkt t
No: Besetzungszahl eines Energieniveaus im thermischen Gleichgewicht

Die strahlungsfreie Energieabgabe erfolgt dabei an das Gitter, das alle
Freiheitsgrade beinhaltet, mit Ausnahme des Spinfreiheitsgrades. Die
Relaxationsprozesse sind stark temperaturabhdngig. In Festkorpern wird bei
Temperaturen T>20K die Energieabgabe durch den ,Raman-Prozess" bestimmt, bei
dem die Spin-Energie von Phononen absorbiert wird [SCHNEIDER, 1971]. Die
notwendige Wechselwirkung des Spins mit den Phononen erfolgt Gber die Spin-

Bahn-Kopplung. Dabei gilt fur die Relaxationszeit T;:
VT, OH*O7
Bei tieferen Temperaturen dominiert ein ,direkter Prozess®, der die direkte

Wechselwirkung der Spins mit den Phononen beschreibt [GORDY, 1980]. Fur T, gilt

dann:

1T, OH* T

Magnetische Wechselwirkungen der Spins untereinander bewirken eine zeitliche

Fluktuation der Energieniveaus. Dieser Prozess wird durch die transversale oder
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Spin-Spin-Relaxationszeit T, charakterisiert. In erster Naherung ist T, nur von der
Konzentration der paramagnetischen Zentren abhangig [SCHNEIDER, 1971].
Sowohl die Spin-Gitter-Relaxation als auch die Spin-Spin-Relaxation flihren zur
Verbreiterung der ESR-Linie. Bei extrem kurzen Relaxationszeiten tritt unter
Linienverbreiterung ein Sattigungseffekt auf, so dass eine Detektion des ESR-

Signals unmaoglich wird.

3.4.2 ANISOTROPIE DES G-FAKTORS

Der g-Faktor des freien Elektrons (der Landé-Faktor) mit Spin S =1/2 betragt 2,0023.
Betrachtet man ein Elektron in einem atomaren System, so kann neben dem Spin-

Moment ein Bahn-Drehimpuls L wirken, fur den gilt:
\Q:JLmL+n L=0,1,2,..,n-1

n: Hauptquantenzahl

Das wirksame magnetische Moment ist damit durch den Gesamtdrehimpuls J
gegeben, der sich additiv aus dem Spin-Moment und dem Bahn-Drehimpuls des

Elektrons zusammensetzt:

J=S+L
mit; \3\ =JII+) &

Diese Wechselwirkung des Bahn-Drehimpulses mit dem Spin-Moment fuhrt zu
Abweichungen der g-Faktoren vom Wert des freien Elektrons. Ohne Einfluss von
elektromagnetischen Wechselwirkungen durch innere Felder wird der g-Faktor

berechnet nach:

N J(JI+D)+S(S+1)-L(L+D
2J(J+)

g=1

Paramagnetische Zentren in biologischen Molekilen gehéren lberwiegend zur

Reihe der Ubergangsmetalle. Diese besitzen funf 3d-Orbitale, die im freien lon
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energetisch gleich, somit flnffach entartet sind und mit bis zu 10 Elektronen
aufgeflllt werden kénnen. Oft stehen die Metallionen innerhalb eines biochemischen
Komplexes unter Einfluss innerer elektrostatischer Felder, erzeugt durch sie
umgebende Liganden. Die Abweichung des g-Faktors vom Wert des freien Elektrons
ist dann abhangig von der Richtung des Magnetfeldes und damit anisotrop. Somit

muss der g-Faktor dann durch einen 3-dimensionalen Tensor § dargestellt werden:
g=0.[a+k,,[1)

Die Spin-Bahn-Kopplungskonstante A beschreibt dabei die Starke der Spin-Bahn-
Kopplung. Durch symmetrische Anordnung der Liganden und unter Beriicksichtigung
der z-Achse als Hauptachse in Richtung des &auferen Magnetfelds, kann man

folgende Falle unterscheiden:

isotropes Spektrum: Ox=0y=0:
axiales Spektrum: Ox =0y Z0; mit gx, 9y = 9o, 9z = g
rhombisches Spektrum: Ox Z0y 20z

3.4.3 NULLFELDAUFSPALTUNG

Durch innere Felder, bedingt durch die Einbettung des Metallions in seine
Umgebung, etwa in ein Protein, werden die d-Orbitale der Metallionen energetisch
getrennt, die Entartung wird aufgehoben. Diese Trennung der Energieniveaus bei
Abwesenheit eines aul3eren magnetischen Feldes nennt man Nullfeldaufspaltung.
Die Besetzung der Orbitale mit Elektronen richtet sich dann nach der Starke der
inneren Felder. Bei schwachen Feldern mit nicht zu starker energetischer Trennung
der Orbitale werden sie nach der Hund'schen Regel so besetzt, dass das
resultierende Spin-Moment maximal ist. Man spricht vom ,high-spin“-System. In
einem ,low-spin“-System verursachen die starken inneren Felder (,starke Liganden®)
eine grofle energetische Aufspaltung der Orbitale. Die energetisch niedrigsten

Orbitale werden dann nach dem Pauli-Prinzip maximal mit Elektronen aufgefullt.
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3.4.4 THEORETISCHE BESCHREIBUNG DER ESR-SPEKTREN

Quantenmechanisch kann der Energiezustand eines Systems durch folgende

Eigenwertgleichung beschrieben werden:

~

HIWY=E[WY

Dabei definiert die Wellenfunktion ¢ die Eigenfunktion, das System H ist der
Hamilton-Operator, der alle Wechselwirkungen beinhaltet, denen das System
ausgesetzt ist. Angewandt auf die Wellenfunktion erzeugt der Operator eine neue
Funktion, die sich von der urspringlichen nur durch die Multiplikation mit einer
reellen Zahl unterscheidet, diese wird als Eigenwert E bezeichnet. Der fur die ESR-
Theorie relevante Operator, der Spin-Hamilton-Operator, beschreibt die
magnetischen Eigenschaften und Wechselwirkungen des ungepaarten Elektrons. Er
setzt sich aus mehreren Einzeloperatoren zusammen. Das mathematische Korrelat

zur Wechselwirkung zwischen aufRerem Magnetfeld und ungepaartem Elektron ist

der Elektron-Zeeman-Term HAz5- Er wird nach folgender Gleichung berechnet:

~ —_—

H e = 1z TH [79‘[?3

aulleres Magnetfeld als Zeilenvektor

Spinvektor-Operator als Spaltenvektor
g-Tensor

Q ! I

Benachbarte Atomkerne mit Kernspin | > 0 erzeugen ein lokales Magnetfeld und

Uben dadurch eine Wechselwirkung auf das ungepaarte Elektron aus. Diese wird

beschrieben durch den Hyperfeinstrukturterm I:|hfs, der sich aus zwei Anteilen

zusammensetzt:

N

Hy = He +Hgy

Die isotrope Fermi-Kontakt-Wechselwirkung H  entsteht durch die nicht verschwin-
dende Aufenthaltswahrscheinlichkeit des ungepaarten Elektrons am Kernort im
kugelsymmetrischen s-Orbital. Sie ist richtungsunabhangig (isotrop) und wird

bestimmt durch die isotrope Kopplungskonstante a:
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-

| : Kernspin-Operator

ﬁdd gibt die klassische Dipol-Dipol-Wechselwirkung zwischen magnetischen Dipolen
an. Sie ist stark richtungsabhangig, damit anisotrop und kann durch den

symmetrischen Tensor (A’) mit der Spur (A’) = 0 beschrieben werden:

~

H, =SA O

Fur den Hyperfeinstrukturterm gilt nach Umformung:

~ _— =

H, . =hBAO

Der Tensor A setzt sich zusammen aus den isotropen und anisotropen Anteilen

nach:

A=a - 1+A mit 1als Einheitsmatrix

Der Kern-Zeeman-Operator ﬁkz gibt die Wechselwirkung zwischen &uf3erem

Magnetfeld und dem Kern-Spin an:

I_,i ke = gn Hln D:ﬁ
y7s Kernmagneton
On: Kern-g-Faktor

FUr ein ungepaartes Elektron in einem atomaren System ergibt sich somit flr den
Spin-Hamilton-Operator:

~

H = HAZE + Hyp - HAkz

Bei biochemischen Metallionen-Komplexen mit S>1/2 spielt haufig die

Nullfeldaufspaltung eine wesentliche Rolle. Sie wird beschrieben durch den

Hamilton-Operator H o

H, =S5
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Die Nullfeldaufspaltung muss zum Spin-Hamilton-Operator addiert werden. Der
Tensor D gibt die Wirkung der Liganden auf das Metallion an, die in biochemischen
Komplexen oft sehr viel starker ist als die Wirkung des auf3eren Magnetfeldes. Die
Hauptachsen sind dann durch die Anordnung der Liganden gegeben. Der Tensor D
wird symmetrisch mit der Spur (D)=0 und der Hamilton-Operator kann in folgender

Weise geschrieben werden:

H,, =DIS? - 1/3MB(S+1)|+ EQS? - S?)

Dabei ist D die axiale Aufspaltungskonstante und E die rhombische, mit:

D=D, -1/2- (D +Dy)

E=1/2- (D - )

Ublicherweise wéahilt man die Achsen so, dass der axiale Term der dominante ist.
Das Ligandenfeld hebt die Entartung der Energieniveaus auf und damit zumindest
teilweise auch die Wirkung des Bahn-Drehimpulses. Ist zudem die Differenz
zwischen dem energetisch tiefsten Niveau, dem Grundniveau, und den héheren
Niveaus groRRer als die Energie der eingestrahlten Mikrowelle, so erfolgt der ESR-
Ubergang nur innerhalb des Grundniveaus. Das System hat einen fiktiven Spin
S=1/2 und der g-Faktor liegt im Bereich des Wertes des freien Elektrons. Vielfach
bleibt in biochemischen Systemen eine geringe Wechselwirkung der hdheren
Energieniveaus mit dem Grundniveau bestehen. Dies fuhrt zu einem Beitrag des
Bahn-Drehimpulses zum Spinmoment, der stark von der Richtung des Kristallfeldes
abhangig ist. Analog der g-Faktor-Anisotropie variiert der beobachtete g-Faktor, der

effektive g-Faktor, mit der Richtung des aufReren Magnetfeldes.

Die Energieniveaus eines ,high-spin“ Eisens mit S=5/2 kann man in einem streng

axialem System angeben mit:

H zero) = D+( Sz2 - 35/12) mitE=0

25



Diese Gleichung beschreibt ein System, wie man es z.B. im ,high-spin® Ferri-
Hamoglobin findet. Wahilt man das Magnetfeld parallel zur Hauptachse z, ergibt sich

fur die einzelnen Energieniveaus eine Aufspaltung, wie sie in Abb.5 gezeigt ist.

A m3=15/2

4D

N < ms=+3/2
ZD]

7 .-
Ni 112

Magnetisches Feld

Abb.5: Aufspaltung der Energieniveaus eines ,higmsFerri-Hamoglobins in einem
axialen Feld mit den moéglichen ResonanzibergdnDeneinzelnen Energieniveaus stellen
die Kramer-Dubletts dar

Die durch das Magnetfeld erzeugten Aufspaltungen der Energieniveaus, zwischen
denen Resonanziibergédnge stattfinden kénnen, werden Kramer-Dubletts genannt.
Fur das ,high-spin® Ferri-Hamoglobin ist D mit D=0,7cm™ sehr viel groer als die
eingestrahlte Mikrowelle (fur X-Band: h-v=0,3/cm) [GAFFNEY, 1993]. Der
Resonanziibergang erfolg damit nur im unteren Kramer-Dublett (Abb.5), das System
hat einen fiktiven Spin S=1/2. Wegen der starken Anisotropie, die durch die Wirkung
des Ligandenfeldes im Hamoglobin erzeugt wird, ist der effektive g-Faktor anisotrop,
mit g-=5,9 und g|=2. Abb.6 zeigt ein typisches ,high-spin“-Ferri-Hamoglobin ESR-

Spektrum, aufgenommen bei 4K.
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g-Faktor 9=5.9
\ ‘ 1

0 100 200 300 400 500 600
B [mT]

Abb.6: ESR-Signal von Ferri-Hamoglobin, Sweep Tif¥s, Time const.=655ms, Mod.
Ampl.=0,8mT, 18,6mW, 4K

Fur ein maximal rhombisches System ist E ungleich Null und es gilt E/D=1/3. Das
resultierende Signal hat den g-Faktor g=4,3. Der Resonanziibergang erfolgt hierbei
im mittleren Energie-Niveau, dem mittlerem Kramer-Dublett. GAFFNEY [1993] hat
die effektiven g-Faktoren (gx, 0y, 9;) in Abhangigkeit von E/D fir ein S=5/2 System
berechnet. Die folgende Abb.7 zeigt das g-Faktor-Verhalten der einzelnen Kramer-
Dubletts. Die Nummern 1 bis 6 reprasentieren die Energieniveaus (siehe Abb. 5), die
Resonanzwahrscheinlichkeiten fur die Ubergange sind durch Zahlen angegeben,
wobei hohe Zahlen hodhere Resonanzwahrscheinlichkeiten reprasentieren. Die
zugehdrigen g-Faktoren sind an der linken Ordinate angegeben.

Man erkennt in Abb.7, dass das obere Kramer-Dublett (,5 to 6%) keine signifikante
Resonanzwahrscheinlichkeit hat und somit kein Signal liefert. Die

Resonanzwahrscheinlichkeit fur das mittlere Kramer-Dublett (,3 to 4) ist fur ein
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rhombisches System mit E/D=1/3 am hdchsten, der g-Faktor betragt dabei g = 4,3.
Im Fall eines rein axialen Systems mit E/D=0 liefert das untere Kramer-Dublett
(,1 to 2) ein Signal bei g=6 und g=2, die Resonanzwahrscheinlichkeit des mittleren
Kramer-Dubletts ist hierbei 0. Das Signalverhalten eines Fe(lll) S=5/2 Systems ist
also stark vom Verhaltnis E/D und damit von der Anordnung und Art der Liganden
abhéngig. In Abb.8 ist das Verhalten des Signals und der Signalintensitat des
unteren Kramer-Dubletts eines Fe(lll) ,high-spin“ Systems im unteren Feldbereich
(g=6 bis g=10) in Abhangigkeit von E/D gezeigt, wie sie von YANG [1987] berechnet
wurde.

Bei konstanter Spinkonzentration ist die hdchste Signalintensitéat in einem axialen
System mit E=0 gegeben. Dies entspricht der in Abb.7 berechneten
Ubergangswahrscheinlichkeit des unteren Kramer-Dubletts (,1 to 2%). Mit
zunehmender rhombischer Komponente (E/D=1/3) nimmt die
Ubergangswahrscheinlichkeit und damit die Signalintensitat im unteren Kramer-
Dublett ab, es kommt zu einer Verschiebung des Signals in einen Bereich von g=9
[YANG, 1987]. Gleichzeitig nimmt die Ubergangswahrscheinlichkeit im mittlerem
Kramer-Dublett zu (Abb.7) und man erhéalt einen zuséatzlichen Signalbeitrag bei g=4,3

(nicht gezeigt in Fig. 8).
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E/D mit D = 2 cn' ; die berechnete Ubergangswahrscheinlichkeited siarch die Zahlen
reprasentiert [Gaffney, 1993]
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Abb.8: Signalverhalten des unteren Kramer-Dubletes Fe(lll) ,high-spin“-Systems in
Abhangigkeit von E/D im unteren Magnetfeldbereicle. (=6 bis 10). Die Spin-
Konzentration ist normiert, D = 2,0 cit [YANG, 1987]

3.5 GRUNDLAGEN DER STRAHLENCHEMIE

Da in dieser Arbeit auch Ro&ntgenstrahlen zur Erzeugung bzw. Ausléschung
paramagnetischer Zentren eingesetzt wurden, soll kurz auf die wesentlichen
Prozesse eingegangen werden, die sich bei der Absorption von Strahlungsenergie in
wassrigen Losungen abspielen. Die Ausfiihrungen beziehen sich dabei auf gangige
Lehrbiicher und Ubersichtsartikel [z.B. SYMONS, 1982].

Bei der Wechselwirkung ionisierender Strahlung mit Wasser entstehen im

Wesentlichen drei primare Radiolyseprodukte: hydratisierte Elektronen e_aq,
Hydroxyl-Radikale OH" und Wasserstoffatome H'. Ihre Bildung wird nachfolgend

beschrieben. Durch Absorption der Strahlungsenergie wird zunachst Wasser ionisiert

oder angereqgt:
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Das angeregte Wassermolekdl (HZO*) kann in den Grundzustand relaxieren oder

durch homolytischen Bindungsbruch in H und OH’ zerfallen:
H,O" - H +OH

Diese Radikale besitzen eine hohe Mobilitdt und Reaktivitat und reagieren mit
anderen Molekulen oder rekombinieren zu molekularen Folgeprodukten (H,O, Ha,
H,05,).

Das H,O" - Kation ist &uBerst kurzlebig und reagiert mit Wassermolekiilen nach

folgender Gleichung:

H,O" + H,O - HsO" + OH

Diese Reaktion stellt den hauptsachlichen Bildungsmechanismus von Hydroxyl-
Radikalen dar.

Wegen ihrer hohen Energie sind die strahlungserzeugten priméren Elektronen
zunachst in der Lage, weitere Wassermolekile in ihrer Umgebung zu ionisieren.

Wenn ihre Energie abgesunken ist, findet entweder Hydratisierung

e +nHO - ey
oder eine weitere Reaktion mit Wassermolekiilen statt:
e +H0 - H +OH

Das hydratisierte Elektron (e’a;) hat selbst bei Raumtemperatur eine relativ lange
Lebensdauer von ca. 10 s. Die Ausbeute der Radiolyseprodukte wird tber den G-

Wert messbar, der durch die folgende Gleichung definiert ist:

_ AnzahlderProdukte
100eV absorbierrStrahlungsnergie
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Bei Raumtemperatur und pH=7 nimmt der G-Wert der Radiolyseprodukte des

Wassers folgende Werte an:
G(€)=2,6 G(OH)=2,6 G(H) =0,6
Bei Temperaturen von 77 K sind die G-Werte deutlich kleiner und betragen:

G(€) =0,0002 G(OH) =0,2-0,8.

Das bedeutet, es werden unter diesen Bedingungen fast nur OH’ stabilisiert. Bei

genugend grolRer Reichweite kdnnen die Radiolyseprodukte mit den im Wasser
enthaltenen Proben reagieren.
Zu berucksichtigen ist auch ein direkter Strahleneffekt an den Proben, der ganz

allgemein nach folgender Gleichung beschrieben werden kann:
R - R+ (€)

Die im Wasser und in der Probe erzeugten Elektronen (e") sind auch in gefrorenen
Lésungen sehr mobil und besitzen Reichweiten bis zu 100A. Sie kénnen also mit

Substratmolekilen reagieren.

3.6 ESR-AKTIVE METALLOPROTEINE IM BLUT

3.6.1 HAMOGLOBIN

Den Hauptanteil der fir die ESR-Spektroskopie wichtigen Metalloproteine im Blut
liefert das Hamoglobin. Adultes menschliches Hamoglobin besteht aus vier
paarweise identischen Polypeptidketten, den so genannten a-Ketten und B-Ketten,
die jeweils eine prosthetische Gruppe enthalten. Diese wird als Ham-Gruppe
bezeichnet und setzt sich aus Protoporphyrin IX und einem Eisen-(Il)-lon zusammen.
Das Protoporphyrin IX wird aus 4 Pyrrolringen gebildet, die Uber Methin-Bricken

miteinander verbunden sind. Dieses konjugierte Ringsystem weist einen hohen Grad
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an Resonanzstabilisierung auf und bildet leicht Komplexe mit Ubergangsmetallen.
Das Eisen(ll)-lon wird in der Mitte ringférmig in einer Ebene mit den Pyrrolringen
eingeschlossen. Die Bindungspartner des Eisen(ll)-lons sind die vier Stickstoffatome
der Pyrrolringe (Abb.9). Die Bindung erfolgt Gber die ,van der Waals-
Wechselwirkung“ [LOFFLER 1988].

O

/
@

w+ N
(e )

\+/N
N
N
' N \ 7
O .
O:I \ P?H ]mgl:;ol QNH

Ham-
Gruppe

Histidin-
NH Aminosiure

Abb. 9: Pyrrolring der Ha&m-Gruppe mit einem in dééam-Ebene gebundenem Fe(ll)-Atom.
Schematische Bindung von molekularem Sauerstoffiea®. Koordinationsstelle des Fe(ll)
[LOFFLER, 1988]

Die funfte Koordinationsstelle, senkrecht zur Ham-Ebene wird vom proximalen
Histidin besetzt. Hier ist das Fe(ll)-lon kovalent mit dem Histidin gebunden. Uber die
sechste Koordinationsstelle, wiederum senkrecht zur Ham-Ebene, werden externe
Liganden angelagert und hier vor allem molekularer Sauerstoff. Jede der vier
Untereinheiten des Hamoglobins kann ein Sauerstoffmolekil am Fe(ll)-lon der HAm-
Gruppe binden [HO CHIEN, 1982], wobei sich dabei die Wertigkeit des Fe(ll)-lons
nicht verandert. Die Bindung eines Sauerstoffmolekils an eine Ham-Gruppe fuhrt zu

betrachtlichen Veranderungen der Tertidr- und Quartarstruktur der Polypeptidkette
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und beeinflusst dariber hinaus durch Anderung der Konfiguration das
Bindungsverhalten der restlichen Untereinheiten. Durch diese als kooperatives
Verhalten  bezeichnete  Eigenschaft wird die Bindung nachfolgender
Sauerstoffmolekiile erleichtert.

Das Ham-Eisen kann, je nach Ligand, in der Fe(ll)- und der Fe(lll)-Oxidationsstufe
(Methamoglobin oder Ferri-Hamoglobin) vorliegen. Unter Beteiligung starker
Oxidationsmittel (z.B. H»O;) ist sogar die Bildung eines Fe(lV)-Hamoglobins
(Ferryl-Hb) nachgewiesen worden [SVISTUNENKO, 1997]. Allerdings ist nur das
Fe(ll)-Hamoglobin in der Lage, Sauerstoffmolekiile zu binden. Bereits durch die
Ummantelung mit der Polypeptidkette wird die Ham-Gruppe abgeschirmt, um die
Oxidationsrate zu Ferri-Hamoglobin zu erschweren. Die Anlagerung von O, kann zu
einer partiellen, geringfigigen Oxidation des Fe(ll)-Hamoglobins (Autooxidation)
fuhren [RACHMILEWITZ, 1971; KANNER, 1985]. Daher besitzen die Erythrozyten
das Enzym Methamoglobinreduktase, das intrazellular entstandenes Ferri-
Hamoglobin (Methamoglobin) wieder in Fe(ll)-Hamoglobin umwandelt, so dass unter
physiologischen Bedingungen die Ferri-Hamoglobin-Konzentration nur 1-2% betragt
[LOFFLER, 1988].

Eisen gehort zu den Ubergangsmetallen und besitzt funf d-Orbitale in der duReren
Schale. Durch die Nullfeldaufspaltung (Wechselwirkung mit umliegenden Liganden)
wird die Entartung der 3d-Orbitale aufgehoben (siehe S.22ff.). Wenn die Differenz
zwischen den Energie-Niveaus nur gering ist, konnen die 3d-Orbitale maximal
einfach mit Elektronen belegt werden. Das Eisen erhélt den gré3t mdglichen Spin
und man spricht vom ,high-spin“-Zustand. Fuhrt die Wechselwirkung mit der
Umgebung zu einer groRen Auftrennung der Energie-Niveaus, so werden die 3d-
Orbitale maximal doppelt besetzt. Es liegt ein ,low-spin“-Zustand vor, mit dem kleinst
moglichen Spin [INGRAM, 1969; SWARTZ, 1972].

Das fur die Sauerstoffbindung bendtigte Fe(ll)-Hamoglobin mit dem zweiwertigen
Eisen besitzt 6 d-Elektronen und kann somit im Spin-Zustand S=2 (,high-spin“) oder
S=0 (,low-spin®) vorliegen. Nur der ,high-spin“-Zustand mit S=2 ist paramagnetisch
wirksam. Allerdings fuhrt hier die Nullfeldaufspaltung zu Energieniveaus, deren
Differenz grof3er ist als die Energie der eingestrahlten Mikrowelle. Selbst wenn die
Differenz der Energieniveaus kleiner und somit eine Resonanz mdglich ware, fihrt

die extrem kurze Relaxationszeit doch zu einer zu starken Verbreiterung des Signals.
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Damit ist der Fe(ll)-,high-spin“-Hamoglobin-Zustand mit der ESR-Spektroskopie nicht
ohne weiteres zu beobachten.

Dagegen besitzt das Ferri-Hadmoglobin mit finf d-Elektronen eine ungerade Anzahl
mit einem Spin S=5/2 im ,high-spin“-Zustand. Durch die starke Nullfeldaufspaltung
wird die Entartung der 3d-Orbitale aufgehoben. Die Differenz der Energie-Niveaus ist
groBer als die Energie der eingestrahlten Mikrowelle, so dass nur
Resonanzibergange im Grundniveau mdglich sind. Somit liegt hier ein fiktiver Spin
S=1/2 vor, der zur Ausbildung des charakteristischen Ferri-Hamoglobin ,high-spin®
Signals mit g1=5,9 und gj=2 fuhrt [GERSONDE, 1964; PALMER, 1983; GAFFNEY,
1993]. Unter physiologischen Bedingungen kann also nur ein geringer Anteil des
Gesamt-Hamoglobins (max. 1-2%) zur Signalintensitat beitragen. Das typische ESR-
Spektrum von Ferri-Hamoglobin und das zugehdrige Energieniveau-Schema sind in
Abb.5 und 6 des Kap. 3.4.4 gezeigt.

3.6.2 KATALASE

Aerobe Organismen benodtigen molekularen Sauerstoff zur Energiegewinnung,
eukaryote Zellen erzeugen aus Sauerstoff und Wasser energiereiche Phosphate. Da
molekularer Sauerstoff durch seine Elektronenkonfiguration eine hohe oxidative
Potenz besitzt, wird er im normalen Stoffwechsel durch Enzyme (Katalase,
Peroxidase) Uber mehrere Schritte zu H;O reduziert. In diesen

Stoffwechselprozessen entstehen als unerwiinschte Nebenprodukte zu 1 bis 2%

hoch reaktive Sauerstoffspezies wie das Hydroxid-Radikal (OH.), das Superoxid-

Radikal (O,), oder Wasserstoffperoxid (H.O,). Diese kurzlebigen Radikale und
Produkte reagieren sofort weiter und koénnen am Entstehungsort Schéden
verursachen (z.B. DNA-Schaden, Zellwandschaden) oder aber Radikal-
Kettenreaktionen auslosen, die zur Bildung langer Ilebiger Radikale fihren
(Lipidperoxidation, Ascorbin-Radikal-Bildung) [BULKLEY, 1983]. Nachfolgende
Gleichungen verdeutlichen schematisch die Bildung der Sauerstoffradikale:
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O,+e - Oy (Superoxid-Radikal)
0, +6+2H - H0, (Wasserstoffperoxid)

H,O, + € + H = H,0 + OH (Hydroxyl Radikal)

Diese Reaktionsprodukte sind fur die Zelle toxisch. Gerade Erythrozyten sind wegen
der hohen Konzentration an gebundenem und frei geléstem Sauerstoff im hohen
Maf3e durch die Bildung von Sauerstoffradikalen gefahrdet. Zur Protektion besitzen
die Erythrozyten eine Reihe von Enzymen, die entstehende Sauerstoffradikale
abfangen. Neben der Superoxiddismutase, einem kupferhaltigen Enzym, dessen
Konzentration im Erythrozyten ca. 20mmol/l betrdgt, kommt die Gruppe der
Hydroperoxidasen mit den Enzymen Peroxidase und Katalase vor. Beide Enzyme
besitzen Ham als prosthetische Gruppe und reduzieren H,O, zu Wasser und
Sauerstoff.

Das Schema in Abb.10 verdeutlicht die méglichen Reaktionswege mit den beteiligten
Enzymsystemen.

Wahrend die Peroxidase fir diese Reaktion andere Substanzen als Protonen-
Donatoren bendétigt, zeigt die Katalase in Abhangigkeit vom jeweiligen
Substratangebot Peroxidaseaktivitat, kann aber auch mit Wasserstoffperoxid als

Protonendonator reagieren.

Cytochrom Oxidase Complex / Atmungskette

Katalase
Peroxidas

!

o —/> O, — HO —> o —HO

Superoxiddismuta

Abb.10.: Reaktionswege des Sauerstoffmolekilsanibdteiligten Enzymsystemen
[BULKLEY, 1983]
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Der Reaktionsweg der Katalase erfolgt hierbei in mehreren Schritten [HEWSON,
1979; JOUVE, 1997]. Im ersten Schritt findet eine 2 Elektronen Oxidation der
Katalase durch H,O, statt. Dabei wird Wasser und als Zwischenprodukt ein
Oxoferryl-Radikal Kation (E-Fe(IlV) = O 1) gebildet. Dieses wird allgemein als
~-compound |“ bezeichnet. In einem zweiten Schritt reagiert ,Compound I* sofort
weiter und wird Uber eine 2 Elektronen Reduktion mit H,O, unter Bildung von
Wasser und Sauerstoff in den Ausgangszustand zurtickgefihrt.

Nachfolgende Gleichungen zeigen schematisch den Reaktionsweg:

H,0, + E-Fe(lll) -~ H,0+E-Fe(IV) = O " (1)

H,0, + E-Fe(IV) = On ** o HO0+O+E-Fe(ll) (2)

Die Katalase ist ein Tetramer mit einem Molekulargewicht von 220 bis 350 kDa. In
den vier identischen Untereinheiten ist jeweils eine Ham-Gruppe als prosthetische
Gruppe gebunden [VAINSHTEIN, 1986]. Die Ham-Gruppe ist tief in der Doméne
eingebettet, die einzelnen Ham-Gruppen sind deutlich voneinander getrennt. Bei der
Reaktion mit Wasserstoffperoxid und dem dabei erfolgten Elektronentransport sind
die benachbarten Aminosauren mit beteiligt. Die katalytische Aktivitat der Katalase
ist mit 200x10° katalytischen Einheiten pro Sekunde sehr hoch. Die Katalase der
einzelnen Spezies (Tiere, Pflanzen und Mikroorganismen) unterscheiden sich in ihrer
Zusammensetzung und Funktion nur wenig voneinander [GOLDBERG, 1989].

Da die prosthetische Gruppe der Katalase eine Ham-Gruppe mit dreiwertigem Fe-lon
enthdlt und damit paramagnetisch aktiv ist, konnten ESR-Untersuchungen an
isolierten Enzymen zur Aufklarung der Struktur und der Reaktionswege durchgefuhrt
werden [BLUMBERG, 1971; WILLIAMS-SMITH und MORRISON, 1975; WILLIAMS-
SMITH und PATEL, 1975; BLUM, 1978; JACOB, 1979; MANDON, 1992]. Isolierte
Katalase unterschiedlicher Herkunft liefert jeweils ein aus zwei Komponenten
(breite (B) und schmale (A) Signalkomponente) zusammengesetztes rhombisches
»high-spin“-Fe(lll) Signal mit gx= 6,5, gy= 5,3 und g, = 2. Die beiden Signalgruppen
sind aber nicht Folge einer Hyperfein-Aufspaltung, sondern werden durch

unterschiedliche paramagnetische Eigenschaften ansonsten identischer Ham-
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Gruppen verursacht. Dies wird durch das Verhalten der ESR-Signale unter dem
Einfluss chemischer Reaktionspartner deutlich [GARY, 1979]. Durch Reaktion mit
bestimmten niedrigmolekularen  Substanzen kann in  Abhé&ngigkeit des
Reaktionspartners die eine Signalkomponente in die andere konvertiert werden
[WILLIAMS-SMITH und PATEL, 1975], oder es resultiert ein einzelnes rhombisches
Signal mit leicht abweichenden g-Faktoren [JACOB, 1979]. Bei Untersuchungen an
der Katalase der Leber konnte eine Konversion der schmalen Signalkomponente in
die breite Signalkomponente durch Senkung des pH-Werts erreicht werden [BLUM,
1978]. Die gleiche Veranderung wurde unter anaeroben Bedingungen der Leber
beobachtet [WILLIAMS-SMITH und MORRISON, 1975]. Demgegeniber besteht das
ESR-Signal der Katalase aus frisch entnommenem menschlichem Blut hauptsachlich
aus der schmalen Signalkomponente und verandert sich unter anaeroben
Bedingungen nicht (z.B. Lagerung bis 48h bei 4°C) [WILLIAMS-SMITH und
MORRISON, 1975]. Der genaue Mechanismus der Anderung der lokalen Umgebung
des Fe(lll)-lons, die zur Ausbildung unterschiedlicher ESR-Signale fuhrt ist noch
nicht genau geklart, allerdings scheint die katalytische Aktivitdt nicht von der
Signalkomponente abhangig zu sein [BLUM, 1978].

Ein typisches ESR-Signal der Leber-Katalase bei 4K ist in Abb.11 dargestellt, wobei
die beiden Signale unterhalb 100mT nicht mit der Ham-Gruppe der Katalase

verknlpft sind.
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Abb.11: ESR-Signal der Leber-Katalase, 4K, A: sdbn&gnalkomponente, B: breite
Signalkomponente (Uberlassen von P.-P. Schmidphggk Homburg/Saar)

3.6.3 TRANSFERRIN

Transferrin ist ein Glycoprotein aus 700 Aminoséauren mit einem Molekulargewicht
von 79,5 kDa, das aus zwei ahnlichen, aber nicht identischen Domé&nen besteht. In
Abb.12 ist die schematische Struktur des Transferrins mit 2 angelagerten
Eisenatomen am N-terminalen und am C-terminalen Ende abgebildet [FLETCHER,
1968; PRICE, 1972; PRINCIOTTO, 1975; SADLER, 1997].
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Abb.12: Schematische Darstellung der Polypeptidketeines menschlichen
Transferrinmolekils [HUEBERS, 1984]

Abb.13 zeigt die raumliche Anordnung der Liganden an der Eisenbindungsstelle der
N-terminalen Domé&ne von Transferrin. Die Zahlen in Klammern beziehen sich auf
die entsprechenden Aminosauren der C-terminalen Domane. Das Fe(lll)-lon ist von
zwei Tyrosin-, einer Histidin- und einer Aspartatgruppe umgeben und wie in einer
Tasche eingefasst. Zusatzlich ist die Anlagerung des Bicarbonats als
.Synergistisches Anion“ dargestellt. Pro Molekul Transferrin werden zwei Fe(lll)-
lonen gebunden, wobei nur der ,Diferric—Transferrin-Komplex* an den spezifischen
Rezeptor der Zelle bindet. Durch Endocytose wird der ,Diferric-Transferrin-Rezeptor-
Komplex® in die Zelle aufgenommen. Innerhalb der Vakuole sinkt der pH-Wert von
7,4 (extrazellular) auf ca. 5,5, wodurch die beiden Eisenatome abgegeben werden.
Der entstandene ,Apotransferrin-Rezeptor-Komplex* bleibt bestehen und wird an die
Zellmembran transportiert. Die Erh6hung des pH-Werts auf den extrazellularen Wert
von 7,4 fuhrt schlie3lich zur Dissoziation des Komplexes, das Apotransferrin wird in
den Kreislauf freigegeben [SADLER, 1997].

Durch Réntgenbeugungs-Analysen an Lactoferrin-Kristallen, einem dem Transferrin
verwandten Eisenbindungsprotein, konnte gezeigt werden, dass die Aufnahme und
Abgabe der Eisen-Atome mit einer Konformationsdnderung der jeweiligen Doméne
verbunden ist. Dabei fihrt eine Protonierung und Deprotonierung zweier

benachbarter Lysine (Lys 209 — Lys 301) zu einer Rotation innerhalb der
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N-terminalen Domanen und damit zum Offnen und SchlieBen der
Eisenbindungsstelle. In der C-terminalen Doméne ist eine &hnliche Stelle
nachgewiesen worden (GIn541-Lys 638). Somit konnte hier eine pH-abh&ngige
Triggerung der Eisenaufnahme und Eisenabgabe vorliegen (Abb.14) [SADLER,
1997; HOGZHE; 1997]. Die Bindungskonstante der C-terminalen Domane ist fur das
Fe(lll) bei einem ph-Wert von pH=7,4 etwa 20 Mal starker als die der N-terminalen
[AASA, 1963]. Die Abgabe des Eisenatoms erfolgt an der N-terminalen Doméne bei
pH=5,7, an der C-terminalen bei pH=4,8. Die Eisenaufnahme der beiden Domanen
ist dabei unabhéngig voneinander. Die Bindung von Eisen an die spezifische
Bindungsstelle des Transferrins vollzieht sich nur in Anwesenheit eines Anions, dem
.Synergistischen Anion“, so dass man von einem Fe(lll)-Transferrin-Anionen-
Komplex (Fe(ll)-Tf-Anion) sprechen muss [BATES, 1971; 1975]. Unter
physiologischen Bedingungen dient ein Carbonat-Anion als Partner. Das Carbonat-
Anion kann aber durch eine Reihe weiterer Anionen ersetzt werden, wobei sich das
typische ESR-Spektrum des Eisen-Transferrins andert.

DUBACH [1991] untersuchte die ESR-Spektren der Fe(lll)-Tf-Anionen-Komplexe in
Abhangigkeit von unterschiedlichen Anionen-Typen. Die Abb.15 zeigt schematisch
die in dieser Studie vorgeschlagene Anionenbindung an das Fe(lll)-lon. Jeweils zwei
Carboxylgruppen bzw. eine Carboxylgruppe und eine weitere polare Gruppe stellen
die Liganden fur das Eisenatom. Eine Carboxylgruppe bildet zusatzlich eine Art
Briicke zu den positiven Ladungen des Proteins. In Abb.15 ist bereits erkennbar,
dass sich die Art der Ligandierung des Fe(lll)-lons unterscheidet. Die
unterschiedlichen Liganden beeinflussen die paramagnetischen Eigenschaften des
Fe(lll)-lons, so dass die ESR-Spektren in Abb.16 flr verschiedene Liganden-Typen
deutlich differieren und als Modellsubstanzen fur unterschiedliche Kristallfeld-
Symmetrien dienen kénnen. Das Spektrum von Fe(lll)-Tf-Nitrilotriacetat stellt ein rein

rhombisches System mit E/D=1/3 dar.
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Abb.13: Modell der N-terminalen Domane der Metalthingsstelle des humanen
Serumtransferrins. Die Nummern in Klammern beziedielm auf die entsprechende C-
terminale Doméne, Bi entspricht dem Bicarbonat [HONGZE, 1997]
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Abb.14: Schematische Darstellung des Triggers deddn Lysine (Lys 301, Lys 209) am
Ovotransferrin. Protonierung in diesem Bereich tiiis Trigger zum Offnen der ,Tasche*
und zur Eisenabgabe [HONGZE, 1997]
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Abb.15: Modelle des Eisen-Transferrin-Anionen-Kawps, mit verschiedenen
Anionengruppen: 1: Fe(ll))-Tf-Carbonat, 2: Fe(lllFCarboxylat mit einer OH-, Keto
oder Amino-Gruppe (-L-) und zusatzlich einer potar€ruppe (-R), 3: Fe(lll)-Tf-

Dicarboxylat [Dubach, 1991]

Die Resonanziibergange erfolgen hier nur im mittleren Kramer-Dublett (Spektrum 1
in Abb.16). Fe(lll)-Tf-Thioglycolat ist ein nicht ganz rhombisches System mit
E/D < 1/3, man erhéalt auch Resonanzwahrscheinlichkeiten im unteren Kramer-
Dublett mit einem schwachen Signal bei ¢g=9 (Spektrum 2 in Abb.16).
Fe(ll)-Tf-Oxalat und - Malonat zeigen ein zunehmend axiales System mit dem
Verhéltnis E/D zwischen 0 und 1/3 (Spektrum 3+4). Man erkennt einen zunehmend
starkeren Beitrag des unteren Kramer-Dubletts im Bereich g=6, wahrend die
Resonanzwahrscheinlichkeit im mittlerem Kramer-Dublett bei g=4,3 abnimmt.
Insbesondere Fe(lll)-Tf-Oxalat dient als Modelsubstanz fur ein Fe(lll)—,high-spin®-
System mit 0 < E/D < 1/3, und liegt in der Symmetrie zwischen einem rein axialem
System, wie dem Ferri-Hamoglobin, und einem nahezu rein rhombischem System,
wie dem Fe(lll)-Transferrin-Bicarbonat [AISEN, 1972].

43
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Abb.16:  Fe(lll)Transferrin  mit  unterschiedlichen  Anionengruppen, 7K7
1: Fe(lll)-Tf-nitrilotriacetat, ein rein rhombiscleSystem mit E/D=1/3; 2: Fe(lll)-Tf-
thioglycolat; 3,4: Fe(lll)-Tf-malonat und -oxal@Aisen, 1972]

Das ESR-Spektrum des humanen Eisen-Transferrins besteht aus zwei sich
Uberlagernden Signalkomponenten. Untersuchungen an den beiden Transferrin-
Monomeren zeigten, dass die Eisenbindungsdoméne in zwei unterschiedlichen
Konformationen vorliegt. Das Verhaltnis der beiden Signalkomponenten ist abh&ngig
von der lonenkonzentration so genannter ,nicht-synergistischer Anionen*, von denen
besonders das Chlorid-Anion eine wichtige Rolle spielt [FOLAJTAR, 1982]. Das
Lnicht-synergistische Anion“ bindet, allerdings nur in Anwesenheit eines
synergistischen Anions, an positive Ladungen des Transferrin-Proteins und
verursacht so die Verlagerung der Eisenbindungsdoméne von einer
Konformationsstellung in die andere. Dies fiihrt zur Anderung des ESR-Spektrums
[PRICE, 1972]. Dieser Effekt zeigt Sattigungsverhalten und deutet auf einen
Bindungsprozess hin [FOLAJTAR, 1982]. Die ,nicht-synergistischen Anionen®
erleichtern die Eisenabgabe, so dass hier ein mdglicher Regulationsmechanismus
vermutet wird. In einer ionenfreien Lésung konnte keine Eisenabgabe beobachtet
werden [KRETCHMAR, 1988].
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Auch die Simulationen des Fe(lll)-Transferrin-Komplexes sind nur mit mehreren
Komponenten moglich. YANG [1987] simulierten Fe(lll)-Tf-Bicarbonat-Spektren des

unteren Kramer-Dubletts mit zwei Komponenten, mit den Anteilen von 70% fur

Komponente | und 30% fir Komponente I, mit D=0,23 cm™ (Abb.17).

Abb.17:

Experimentelles  (-)
und simuliertes (---)
Signal des unteren
Kramer-Dubletts von
Fe-Transferrin mit
Bicarbonat mit zwei
Komponenten (I und

II) [Yang, 1987]

Simulationen des mittleren Kramer-Dubletts mit D=0,23 cm™ waren mit 3
Komponenten mit unterschiedlichen Resonanzwahrscheinlichkeiten notwendig
(Komponente 1=46%, Komponente 11=48%, Komponente 111=6%), wobei Komponente
[l keine Intensitat im unteren Kramer-Dublett aufweist (Abb.18).

Das ESR-Signal des Fe(lll)-Transferrin-Komplexes ist in seiner Symmetrie abhéngig
von den ,synergistischen Anionen“. Unter physiologischen Bedingungen dient
Bicarbonat als Partner, das entsprechende ESR-Signal ist ein rhombisches Signal
mit E/D<1/3 [WINDLE, 1963]. Allerdings setzt sich das Signal aus zwei
Komponenten zusammen. Die beiden Komponenten entsprechen zwei

Konformationszustanden der einzelnen Doménen. Das Verhaltnis der beiden

45



Konformationszustanden und damit die Zusammensetzung des ESR-Signals werden
durch die ,nicht-synergistischen® lonen und dem pH-Wert bestimmt. Anderungen des
ESR-Signals lassen also Riuckschlisse auf die Reaktionspartner des Fe(lll)-

Transferrin-Komplexes zu.

3 ‘ 5 3 Abb.18:

(a) Gemessenes und simuliertes
ESR-Spektrum des Transferrins
des mittleren Kramer-Dubletts
mit 3 Komponenten [YANG,
1987]; Experimentelles

Spektrum von Fe(lll)-

Transferrin und Simulation in

Abhangigkeit von E/C

(gestrichelte Linie), mit den

Einzelkomponenten (b), die bei
der Simulation verwendet
wurden [Yang,1987]

(b)
5006
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3.6.4 KUPFERHALTIGE PROTEINE

Kupfer wird im Blutplasma an Albumin und an das Kupfertransportprotein
Transcuprein gebunden und transportiert. Weitere kupferhaltige Proteine sind
Oxidasen mit hohen Redox-Potentialen. Wegen ihrer entscheidenden Rolle bei der
Ubertragung von Elektronen auf Sauerstoff in der Atmungskette kommen sie in allen
eukaryoten Zellen vor [LOFFLER, 1988]. Im Erythrozyten katalysiert das Kupfer-
Protein Superoxiddismutase die Umwandlung von O, zu H,O,.

Das Kupfer liegt in den meisten Proteinkomplexen in der zweiwertigen Valenzform
vor (Cu2+) und besitzt 9 d-Elektronen in der &aufRReren Schale. Kupferhaltige
Proteinkomplexe sind paramagnetisch aktiv (S=1/2) und kdénnen dadurch mit der
ESR-Spektroskopie untersucht werden.

Die funf 3d-Orbitale spalten sich in Abhéngigkeit des Kristallfeldes energetisch auf,
beeinflussen sich aber gegenseitig. Die draus resultierende Spin-Bahn-Kopplung
fuhrt zu einer Abweichung des g-Faktors vom Wert des freien Elektrons. Daneben
verursacht der Kernspin mit 1=3/2 eine Hyperfein-Aufspaltung, die durch klassische
Dipol-Dipol-Wechselwirkung benachbarter Cu**-lonen zusatzlich modifiziert werden
kann [INGRAM, 1969; SWARTZ, 1972].

Im Blutplasma liegt das kupferhaltige Enzym Caeruloplasmin mit einer Konzentration
von 20-40 mg/100 ml vor. Caeruloplasmin spielt im Eisenstoffwechsel bei der
Mobilisierung von Eisen aus den Eisenspeichern eine entscheidende Rolle. Durch
seine Fahigkeit zur Oxidation von Fe(ll) zu Fe(lll) mit anschlieender Bindung an
Transferrin scheint Caeruloplasmin eine transmembranare Carrier-Funktion fur Fe(ll)
auszulben [AISEN, 1977]. Zusatzlich stellt Caeruloplasmin ein, allerdings
unbedeutendes, Kupfer-Transportprotein dar [LOFFLER, 1988].

Caeruloplasmin kann bei der ESR-Untersuchung von menschlichem Blutplasma
einen bedeutenden Signalanteil liefern [FEE, 1975; ONORI, 1981]. Caeruloplasmin
beinhaltet bis zu 8 Kupfer-lonen pro Molekiil, die sich in ihren ESR-Eigenschaften
unterscheiden [INGRAM, 1969; SWARTZ, 1972]. Durch die Spin-Bahn Kopplung
und die Kristallfeld-Symmetrie liegt ein axiales System mit g+=2,05 und g|=2,2 vor.
Anhand der Hyperfein-Aufspaltung im ESR-Signal kdnnen zwei Kupfer-Systeme
differenziert werden, die sich bereits in ihren optischen Eigenschaften unterscheiden.

Das als ,Typ I bezeichnete, blaue Kupfer-System hat eine geringere Hyperfein-
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Aufspaltung (A|=10mT) als das ,Typ IlI“-Protein (A|=20mT), das nicht optisch aktiv
ist. Die entsprechende Komponente AL ist in den ESR-Spektren von Caeruloplasmin
nicht aufgeldst [INGRAM, 1969; SWARTZ, 1972; HAGEN, 1993].

Abb19.:

Darstellung eines X-Band Tieftemperatur-
ESR-Spektrums nativen Schaf-
Caeruloplasmins (Spektr. a) und der 5-fach
verstarkt gezeigten Hyperfeinibergange des
Kupfers [modifiziert nach G. MUSCI,
1999]

Rl
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Bei der Auswertung der ESR-Signale von plasmatischem Caeruloplasmin muss
berticksichtigt werden, dass bei Lagerung der Proben in einem Temperaturbereich
bis zu -65°C die Signalintensitat innerhalb weniger Tage deutlich abnimmt. Nur bei
Lagerungstemperaturen unter -80°C bleibt die Signalintensitét stabil [ONORI, 1981].

3.6.5 WEITERE METALLOPROTEINE

Neutrophile Granulozyten besitzen zur Infektabwehr eine Reihe von Oxidasen und
Peroxidasen, die in Vakuolen gespeichert sind. Im Rahmen einer Infektabwehr
kommt es zu Phagocytose des Erregers mit der Bildung einer intrazellularen
Vakuole, dem Phagosom. Oxidasen und Peroxidasen bilden Sauerstoffradikale, um
den eingeschlossenen Erreger zu zerstoren. Die speziell in neutrophilen
Granulozyten vorhandene Myeloperoxidase erzeugt ein Chloridradikal, das zur
Peroxidation von Membranlipiden fuhrt. Die Myeloperoxidase ist ein Ham-Eisen-

Protein mit einem ,high-spin“-Fe(lll)-Signal mit rhombischer Symmetrie.
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Die g-Faktoren betragen: ¢=(7,03; 5,20; 1,94). In Abhangigkeit vom
Reaktionszustand des Enzyms bilden sich zusatzlich ,low-spin“ Fe(lll) Signale mit g-
Faktoren 2,87; 2,21 und 1,67 [FUJIl, 1992]. Die Konzentration der Neutrophilen
Granulozyten im peripheren Blut unter normalen Bedingungen betragt 4000-8000/pl.
Besonders in der frihen Phase einer entzindlichen Reaktion kann sich die
Konzentration sehr stark erhéhen.

Die Konzentration weiterer Cytochrome z.B. aus der Atmungskette ist im Blut
vernachlassigbar klein, weil die reifen Erythrozyten keine Mitochondrien mehr
besitzen. Das Eisen-Speicherprotein Ferritin ist hauptsachlich im Gewebe
vorhanden, seine Konzentration im Plasma betragt ca. 20-300ng/ml. Ferritin bindet
Eisen in der zweiwertigen Form und kann im Rahmen pathologischer Prozesse als
»Akut Phase Protein® stark erhdht sein.

Metallionen zahlen zu den Spurenelementen, die im Blutplasma an spezielle
Proteine gebunden transportiert werden. Der Plasmaspiegel von Eisen und Kupfer
betragt jeweils 13-32 pmol/l, von Zink 15-20 umol/l, Molybdan 0,16 pmol/l, Mangan
0,27umol/l, Kobalt, Zinn und Vanadium sind wegen der geringen Konzentration im
Blutplasma nicht nachweisbar [LOFFLER, 1988].

4. Material und Methoden

4.1 PROBEN UND CHEMIKALIEN

Zur Herstellung samtlicher wassriger Losungen wurde destilliertes Wasser aus einer
Millipore-Anlage verwendet. Hexacyanoferrat-lll der Firma Sigma, angesetzt als
10mM Stammlédsung diente als Oxidationsmittel. Dithionit der Firma Sigma wurde als
1M Stammlésung angesetzt. Die Herstellung der Dithionit-Lésung erfolgte in einem
Handschuhkasten unter Stickstoff-Atmosphare. Daflir wurde das destillierte Wasser
etwa 3h mit Stickstoff unter konstantem RuUhren inkubiert, um den physikalisch
geldsten Sauerstoff zu verdrangen.

Menschliches  Erythrozytenkonzentrat als  Blutkonserve und  gefrorenes

gerinnungsfahiges Plasmakonzentrat (,Fresh-Frozen-Plasma“/FFP) wurden von der
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Blutbank der Abteilung fur klinische Haemostasiologie und Transfusionsmedizin der

Universitat des Saarlandes bereitgestellt.

4.2 ERYTHROZYTENKONZENTRAT-PRAPARATION

Die von der Blutbank zur Verfiugung gestellten Erythrozytenkonzentrate (Ery-
Konzentrate) werden in der Klinik fur die Bluttransfusion verwendet. Sie sind
industriell hergestellt, haben ein Volumen von 200-350ml und entsprechen den
geforderten Qualitatskriterien mit einem Hamatokrit (HK) von 50-70% und einem
Gesamt-Hamoglobin Gehalt von >40g (>24,8mmol) pro Konserve. Der Gehalt an
Leukozyten ist kleiner 1x10° und der Anteil von Restplasma betragt weniger als 25ml
auf 300 ml. Die Hamolyserate am Ende der Laufzeit muss unter 0,8% betragen. In
den Erythrozytenkonserven sind die tbrigen zellularen Bestandteile (Leukozyten und
Thrombozyten) entsprechend den Qualitatskriterien entfernt.

In einer Zentrifuge (Centrikon H-401 der Firma Kontron) wurden durch Zentrifugieren
mit 1000g (5000U/min) die Erythrozyten von vorhandenen Lipiden und anderen
Plasmabestandteilen getrennt und aufkonzentriert. Die Zentrifugation erfolgte in
mehreren Zyklen von 15 min Dauer bei einer Durchschnittstemperatur von 4°C. Der
Uberstand wurde jeweils vorsichtig abpipettiert, das gleiche Volumen durch
physiologische Kochsalzlésung ersetzt, mit dem Sediment vermischt und erneut
zentrifugiert. Die Erythrozyten konnten dadurch zusatzlich gereinigt werden. Nach
mindestens drei Zentrifugationszyklen wurden zuerst der Uberstand, dann das aus
konzentrierten und gereinigten, intakten Erythrozyten bestehende Sediment
abpipettiert. Zur Bestimmung der Hamoglobinkonzentration des Sediments wurde
der von der Firma Merck gelieferte Merkotest 3317 und das Spektralphotometer
Uvikon 810 der Firma Kontron verwendet. Hamoglobin wird durch eine
standardisierte Reaktion in Hamoglobincyanid umgewandelt und anschlielend die
Extinktion im Spektralphotometer bei 540nm gemessen. Die

Hamoglobinkonzentration wird nach folgender Formel berechnet:

[Hb] = Extinktion - 22,8mmol Hb/I

= Extinktion - 36,8g Hb/dl
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Die gemessene Hamoglobinkonzentration des Sediments, im weiteren Erythrozyten-
Fraktion (ERY-Fraktion) genannt, lag bei den verschiedenen Blutkonserven zwischen
30 und 49g/dl. Die quantitative Auswertung der ESR-Signale erfolgte jeweils nur
innerhalb  einer Probereihe, so dass die groRe Schwankung der
Hamoglobinkonzentration der unterschiedlichen Blutkonserven nach der Praparation
keinen Einfluss auf die Messergebnisse hatte.

Zur Untersuchung der Plasmabestandteile wurde der aus der Erythrozytenreinigung
gewonnene Uberstand durch Zentrifugation in Zentrifugenréhrchen mit eingebauten
Membranen (Centriprep der Firma Amicon) weiter aufgetrennt. Die Zentrifugation
erfolgte bei 2500g (3000U/min) mit einer Durchschnitts-Temperatur von 4°C und
dauerte etwa 75 bis 95 min. Zentrifugation mit ,Centriprep 30 lieferte im Ruckstand
Bestandteile des (Erythrozyten-) Plasma (EP) mit einer Molekilgro3e grof3er 30kDa.
Diese Fraktion wird im weiteren ,EP 30" genannt. Das Ubrig gebliebene Sediment
wurde in einem letzten Schritt mit ,Centriprep 10“ in die Fraktion mit Molekilgro3en
zwischen 30kDa und 10kDa, ,EP 30/10“ und in eine mit MolekllgroRen kleiner
10kDa, ,EP 10 aufgetrennt. Das Diagramm in Abb.20 verdeutlicht die
Separationsschritte.

Die so gewonnenen Proben wurden in Quarzréhrchen (4mm AulRendurchmesser) mit
jeweils gleichen Volumina pipettiert, vorsichtig in flissigem Stickstoff eingefroren und
bei 77K gelagert. ESR-Untersuchungen zeigten, dass eine Lagerung von
Erythrozyten und Hamoglobin bei 77K ohne Signalverdnderung fir mindestens 2
Monate erfolgen kann und erst die Lagerung bei Temperaturen tber -20°C (im
gefrorenen Zustand) bereits nach einer Woche zu einer Zunahme an Ferri-
Hamoglobin fuhrt WAJNBERG, 1993].

Die Erythrozytenkonzentrate werden in der Blutbank standardmaRig bei 3°C bis zu 7
Wochen gelagert. Nach 7 Wochen ist die Haltbarkeit einer Blutkonserve abgelaufen
und sie darf nicht mehr transfundiert werden. Die bei den Versuchen verwendeten
Konserven hatten ein unterschiedliches Alter. Die Ausgangskonzentration an Ferri-
Hamoglobin war vor den Messungen nicht bekannt, so dass die Signalintensitat
insbesondere des Ferri-Hamoglobin-Signals in den unterschiedlichen Chargen stark
variierte. Auch konnte im Rahmen dieser Versuche nicht unterschieden werden, ob

die beobachtete Variabilitdat der Signale durch eine physiologisch unterschiedliche
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Zusammensetzung des Blutes beziiglich Radikalspezies verursacht wird oder nur

Folge der Lagerung ist (z.B. Abbauprozesse, Oxidationsprozesse).

Erythrozytenkonzentrat

|

Zentrifugation

TN

(Ery-) Plasma

!

Centriprep 300  ——— EP30

.Centriprep 10°

/

EP10 EP30/10

Abb.20: Schema der Auftrennung der Blutkonserveytlieszytenkonzentrat) durch
Zentrifugation in einzelne Fraktionen (ERY, EP3B3H/10 und EP10)

4.3 PLASMA (,FRESH-FROZEN-PLASMA") PRAPARATION

Fur die Untersuchungen an Plasmabestandteilen des Blutes wurden zusatzlich
gefrorene gerinnungsaktive Plasmakonserven, das ,Fresh-Frozen-Plasma“ (FFP)
verwendet, wie sie von der Blutbank flir die klinische Routine bereitgestellt werden.

Das gerinnungsaktive Plasma wird aus der Vollblutspende (Einzelspende oder Pool)

durch verschiedene industrielle Verfahren gewonnen (Zentrifugation und Abpressen,
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Apherese). Das gewonnene Frischplasma muss baldmoglichst schockgefroren und
bei -30°C gelagert werden. Es beinhaltet alle plasmatischen Gerinnungsfaktoren und
deren Inaktivatoren, wobei deren Gehalt in Abhangigkeit der individuellen
Ausgangswerte stark schwanken kann. Als Qualitatskriterium dient die Faktor VIII-
Aktivitdt, die mindestens 70% der Ausgangsaktivitdit betragen muss
[BUNDESGESUNDHEITSBLATT, 2000]. Das Frischplasma sollte frei sein von
zellularen Bestandteilen. Die maximal tolerierten Grenzwerte betragen hierbei:
6000 Erythrozyten/ul, 500 Leukozyten/ul und 20000 Thrombozyten/pl.

Die Trennung der Bestandteile des Plasmakonzentrats erfolgte entsprechend der
rechten Spalte des Schemas in Abb.20 unter Verwendung der Zentrifugenréhrchen
~centriprep 30“ und ,Centriprep 10“ der Firma Amicon. Zentrifugiert wurde bei einer
Durchschnittstemperatur von 4°C mit 2500g (3000U/min). Die Zentrifugationsdauer
betrug bei der Herstellung der Plasma-Fraktionen mit Molekilgrof3en grof3er 30kDa
(P30) 6 bis 10h und bei der Herstellung der Fraktionen mit Molekilgrof3en von 30kDa
bis 10kDa (P30/10), bzw. kleiner 10kDa (P10) maximal 6h. Die so gewonnenen

Proben konnten ohne Verlust an Signalen bei -20°C gelagert werden.

4.4 HERSTELLUNG DER DITHIONIT-TITRATIONSREIHE

Dithionit (Na;S20,4) wirkt nach folgender Reaktion als Reduktionsmittel:

(S,04)% + 40H = 2(SQ)* + 2H,0 + 26

Die molare Konzentration von Dithionit betragt 174,11mg/ml. Die Herstellung der
Dithionit-Titrationsreihe erfolgte bei allen Fraktionen in gleicher Weise. 1 ml der zu
untersuchenden Fraktion wurde mit unterschiedlichen Volumina der 1M Dithionit
Stammldsung versetzt. Die nachfolgende Tabelle 2 zeigt die jeweiligen Mischungs-
verhaltnisse und die molare Konzentration an Dithionit in der Probe.

Bei den Mischungsverhaltnissen 500:1 und 200:1 wurde eine 0,1M Dithionit-Losung
verwendet. Praparationstechnisch erwies sich dieses Verfahren sowohl bei der

Dithionit- als auch bei der Hexacyanoferrat-Titrationsreine als vorteilhaft.
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DieHerstellung ungleicher Endvolumina wirde zu unterschiedlicher Verdiinnung der
Fraktionsldsung und damit alleine durch den Verdinnungseffekt zur Beeinflussung
der ESR-Signalintensitat fihren. Daher wurde in den Erythrozyten-
Verdinnungsreihen 2:1, 5:1, 10:1 und 50:1 die in der Tabelle angegebene molare
Konzentration des Dithionits auf ein einheitliches Endvolumen von 1,5ml angesetzt,

wobei 1ml des Erythrozytenkonzentrats mit 500ml Dithionit-Losung versetzt wurde.

1 ml F_ralftlo_n * = Verhaltnis Dithionit-Konz.
X I Dithionit
20l 0,2 M = 500:1 1,994 mM
50ul 0,1 M = 200:1 4,972 mM
10ul = 100:1 9,894 mM
20 ul = 50:1 0,0198 M
200l = 5:1 0,166 M
500l = 2:1 0,4997 M

Tabelle 2: Mischungsverhéltnis vom 1ml Fraktion detr entsprechenden Menge Dithionit
und Umrechnung auf die jeweilige molare Dithionifigentration

Da im Fall der Plasma-Titrationsreihen das Ausgangssignal sehr schwach war, hatte
eine Verdunnung auf 1,5ml Endvolumen zu einer weiteren Abnahme der
Signalintensitat gefuhrt. Deshalb wurde die molare Konzentration des Dithionits auf
ein  Endvolumen von 1ml wumgerechnet und das Dithionit direkt unter
Stickstoffatmosphare in 1ml Plasma gelést. Der Verdinnungseffekt der tbrigen

untersuchten Fraktionen war wegen der geringen Volumenzugabe vernachlassigbar.
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4.5 HERSTELLUNG DER HEXACYANOFERRAT-TITRATIONSREIHE

Kalium-Hexacyanoferrat gehort zu den Cyano-Komplexen des Eisens. Das
Eisenatom bildet im Zentrum das Metallkation, um das sich oktaedrisch Cyanid-
Liganden anlagern. Von Bedeutung sind die beiden Anionen Hexacyanoferrat(ll)
([Fe(II)(CN)6]4') und Hexacyanoferrat(lIl) ([Fe(III)(CN)6]3'), die sich in der Wertigkeit
des Eisenatoms unterscheiden. Hexacyanoferrat(lll) ist ein starkes Oxidationsmittel,
das Uber eine Elektronenaufnahme nach folgender Gleichung in das

Hexacyanoferrat(ll) tbergeht:

[Fe(I)(CN)s]> + 1 € = [Fe(I)(CN)]*

Hexacyanoferrat bildet das Hybridorbital (Fe d°sp®). Wahrend Hexacyanoferrat(ll) die
Orbitale doppelt besetzt hat und damit einen stabilen und paramagnetisch inaktiven
Komplex bildet, findet man bei Hexacyanoferrat(lll) ein einfach besetztes Orbital, das
damit paramagnetisch aktiv ist. Das typische ESR-Signal ist in Abb.21 dargestellt.
Hexacyanoferrat(lll) fuhrt zu einem breiten Signal Uber einen Feldstarkenbereich von
fast 500mT, mit einem Maximum bei g=2,72 und einem deutlichen ,Baseline drift".

Die molare Konzentration von Hexacyanoferrat betragt 329,26mg/ml. Als sehr
starkes Oxidationsmittel musste Hexacyanoferrat als 10mM Stammldsung angesetzt
werden. Die Volumenverhaltnisse sind in Tabelle 3 angegeben. Auch bei den
Titrationsreihen mit Hexacyanoferrat musste der Verdinnungseffekt berticksichtigt
werden. In den Verdunnungsreihen 10:1 und 2:1 wurde sowohl bei der ERY-Fraktion
als auch bei der Plasma-Fraktion die Hexacyanoferrat-Konzentration auf ein
Endvolumen von 1,05ml umgerechnet, wobei 1ml der Fraktionslésung mit 50l
Hexacyanoferrat-Loésung versetzt worden ist. Der Verdinnungseffekt der tbrigen
Fraktionen konnte wegen des geringen Volumens vernachlassigt werden. In der
Erythrozyten-Versuchsreihe erfolgten Versuche mit den Hexacyanoferrat-
Konzentrationen im Verhaltnis 1:1, 1:4 und 1:10. Auch hier wurde die molare
Konzentration des Hexacyanoferrats auf ein Endvolumen von 1,05ml

(Iml Ery + 0,05ml Hexacyanoferrat) umgerechnet.
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Abb.21: ESR- Signal von Hexacyanoferrat (Ill), Suv&ane=200s, Time const.=200ms,
Mod. Ampl.=0,8mT, 18,6mW, 4K, 10mM wassrige Losung

1 ml Fraktion + = Verhaltnis Hcf-Konz.
X il Hef
1l = 500:1 9,766uM
10ul = 100:1 98,99uM
100l = 10:1 0,908 mM
50 ul = 2:1 3,33mM
50 ul = 1:1 6,34mM
50 ul = 1:4 25,391mM
50 ul = 1:10 63,478mM

Tabelle 3: Mischungsverhaltnis vom 1ml Fraktion nder entsprechenden Menge
Hexacyanoferrat (Hcf) und Umrechnung auf die jeigeiimolare Hcf-Konzentration
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4.6 BESTRAHLUNG DER FRAKTIONEN

Alle Rontgenbestrahlungen der einzelnen Fraktionen fanden bei 77K statt. Die Probe
wurde daflr in einem Glas-Dewar mit flissigem Stickstoff umspult und direkt Gber
dem Bestrahlungsfenster der Rontgenréhre angebracht. Mit dem Generator I1SO
Debyeflex der Firma Seifert wurde eine Réntgenréhre (PW2184, Philips) mit 25mA
Anodenstrom und 95kV Beschleunigungsspannung betrieben. Ein Aluminiumblech
von 1mm Dicke diente der Hartung der Strahlung. Die Dosisleistung bei Bestrahlung
im Dewar fur flussigen Stickstoff lag bei ca. 160 Gray/min. Die jeweilige Probe wurde
vor der Bestrahlung auf ESR-Signale untersucht, danach erfolgte die Bestrahlung mit
steigender Bestrahlungsdauer. Die Gesamtbestrahlungszeit wurde dabei
aufsummiert. Zwischen den einzelnen Bestrahlungseinheiten erfolgte jeweils eine
ESR-Messung. Fur die ESR-Spektren und den daraus abgeleiteten Diagrammen ist

die Bestrahlungsdauer in Minuten angegeben.

4.7 SPEKTROMETERANORDNUNG

Die Induktion und der Nachweis von Elektronenspinresonanzen erfolgten mit Hilfe
eines ESR-Spektrometers. Der grundsatzliche Aufbau eines ESR-Spektrometers
wird anhand der Abb.22 besprochen. Der Mikrowellengenerator, ein Klystron,
erzeugt eine elektromagnetische Welle mit einer Frequenz von 9-10GHz (X-Band),
die an einen Hohlleiter abgegeben wird. Am ,Zirkulator* wird sie in Richtung des
Hohlraumresonators (Cavity) geleitet. Der Detektionsarm mit der Messdiode ist
entkoppelt. Die Mikrowelle gelangt zur Cavity, in der die Probe positioniert ist. Durch
die Geometrie der Cavity und die geeignete Ankopplung mittels einer variablen
Lochblende, der Iris, entsteht im Resonator eine stehende Welle, so dass die
Mikrowellenenergie dort vollstandig gespeichert wird. Das Amplitudenmaximum der
magnetischen Komponente liegt dabei in der Mitte der Cavity am Ort der Probe. Die
vom Klystron erzeugte Mikrowellenfeldstarke wird durch diese Resonanziiberhéhung
verstarkt [SCHNEIDER 1971; FITZKY, 1984; GALLA; 1988].
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Abb.22: Schematischer Aufbau eines ESR-Spektraneter

Die Cavity mit der Probe befindet sich im homogenen Feld zwischen den
Polschuhen eines Elektromagneten. Das in der Cavity aufgebaute magnetische Feld
der Mikrowelle liegt dabei senkrecht zum homogenen Feld des Elektromagneten.

Um bei konstanter Mikrowellenfrequenz die Resonanzbedingung:

h.V:g.u. H

zu erflllen, wird die Feldstarke des Elektromagneten zeitlich definiert geandert. Im
Zustand der Resonanz absorbiert die Probe einen Teil der Mikrowellenleistung, die
optimale Anpassung der Cavity geht verloren und ein geringer Teil der
Mikrowellenenergie wird reflektiert. Am Zirkulator wird die reflektierte Welle zum
Detektor geleitet. Um stérende Koppelschwingungen am Klystron zu verhindern, ist
dieses durch einen Richtleiter geschutzt. Der zum Detektor laufende Teil der

Mikrowelle enthélt das ESR-Signal in Form einer Amplitudenmodulation. Das
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Modulationsfeld wird durch Spulen erzeugt, die sich an den seitlichen Wanden der
Cavity befinden. Es handelt sich um ein sinusférmiges Wechselfeld mit konstanter
Frequenz (100kHz) und verdnderbarer Modulationsamplitude, das parallel zum
homogenen Feld des Elektromagneten liegt. Der Modulationshub soll dabei kleiner
als die Linienbreite des ESR-Signals sein. Abb.22 zeigt, wie sich die Feldmodulation
der Absorptionskurve in eine Amplitudenmodulation der Mikrowelle umsetzt. Am
Lock-In-Detektor erfolgt eine phasen- und frequenzempfindliche Verstarkung und
Gleichrichtung des sinusférmigen ESR-Signals, wodurch das Signal-Rausch-
Verhéltnis wesentlich verbessert wird. Die registrierte Kurve entspricht dann der

1.Ableitung des Absorptionssignals.

Magnetfeldmodulation

Absorption

Intensitats-
anderung

N

1. Ableitung der
Absorption

Abb.23: Umsetzung der Feldmodulation der Mikrowellan eine
Amplitudenmodulation des ESR-AbsorptionssigffabLLA, 1988]
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4.8 ESR-SIGNALAUFNAHME

Fur Messungen bei 77K befand sich das ESR-Quarzréhrchen mit der Probe in einem
Quarzfinger-Dewar, der mit flissigem Stickstoff gefullt war. Wegen der in Kapitel
3.4.1 ndher beschriebenen kurzen Relaxationszeiten der Metalloproteine mussten
die meisten Messungen bei Temperaturen um 4K durchgefihrt werden. Dazu wurde
folgender Helium-Aufbau der Firma Oxford benutzt. Flissiges Helium der Firma
Messer-Griesheim gelangte Uber einen mit Vakuum isolierten Helium-Heber in den
vakuumisolierten Quarzfinger innerhalb der Cavity, umspilte und kihlte die im ESR-
Quarzréhrchen enthaltene Probe und wurde dann Uber eine Rucklaufleitung wieder
aufgefangen. Der Heliumfluss wurde durch eine Unterdruckpumpe und ein
Nadelventil am Heber gesteuert. Durch die Variation des Heliumdurchflusses konnte
so die Temperatur am Ort der Probe definiert verandert werden. Die aktuelle
Temperatureinstellung wurde Uber den Temperatur-Controller ITC 502 der Firma
Oxford bestimmit.

Die Messung erfolgte mit den X-Band-Spektrometern BER-420 und ESP-300E der
Firma Bruker. Die Daten der Spektren wurden im ersten Fall auf Datenplatten eines
ATARI- Rechners abgelegt, im zweiten Fall konnten sie Uber einen internen Rechner
auf handelsublichen 5 1/4 -Zoll Disketten gespeichert werden. Die Auswertung der
Spektren erfolgte mit speziellen Programmen, die vom Institut fir Biophysik in
Homburg der Universitat des Saarlandes erstellt wurden und mit Microcal Origin®
5.0.

Das Ziel dieser Arbeit war in erster Linie die Darstellung der im nativen Blut
vorkommenden ESR-Signale, deren Zuordnung sowie das Verfolgen der
Signalverdnderungen unter Einwirkung definierter Reaktionspartner. Obwohl der
Versuchsaufbau primar auf eine qualitative Auswertung ausgerichtet war, wurde
dennoch versucht, die Signalveranderungen auch quantitativ zu erfassen. Im

folgenden Kapitel werden die Methoden naher beschrieben.
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4.9 QUANTITATIVE AUSWERTUNG DER ESR-SIGNALE

Das registrierte ESR-Signal liefert wegen der Modulation des externen Magnetfeldes
die erste Ableitung des Absorptionssignals. Die Anzahl der Spins, die zur
Signalintensitat beitragen, entspricht der Flache unter der Absorptionskurve und
kann damit Uber das zweite Integral des ESR-Signals berechnet werden. Mochte
man zwei unterschiedliche Proben beziglich ihrer Spin-Konzentration vergleichen,
S0 ist eine Integration nur bei mdglichst gleichen Aufnahmebedingungen (Probentyp,
Fullhdhe und Probenposition; Spektrometer-Parameter, Messtemperatur) sinnvoll.
Bei biologischen Proben mit meist recht schwachen Signalen und
zusammengesetzten Spektren unterschiedlicher Spin-Systeme gelingt die Integration
der Signale oft nicht. Das bei schwachen Signalen verstarkte Rauschen der Baseline
sowie der ,Baseline drift” fuhren zu fehlerhafter Bestimmung der Werte. Mdchte man
zudem Signale in zusammengesetzten Spektren isoliert betrachten, ergeben sich
durch die Uberlagerung der Signale Schwierigkeiten, die Integrationsgrenzen sinnvoll
festzulegen ohne variable Beitrage anderer Signale einzuschlieen. Entsprechend ist
eine quantitative Auswertung der Signale Uber die Integration, abh&ngig vom
gemessenen System héaufig mit grof3en Fehlern behaftet.

Eine andere Moglichkeit, Signalintensitaten miteinander zu vergleichen, ist die
Bestimmung der Maximalh6he des ESR-Signals. Dies geschieht entweder Uber die
Hohe des Maximal-Peaks von der Baseline oder als relative Signalhohe durch
Differenzbildung zwischen Maximum- und Minimum eines Peak. Diese Methode ist
ausreichend, wenn man das Verhalten der Signalintensitaten zueinander vergleichen
mochte, es kann aber nur bedingt eine Aussage Uber die Spin-Konzentration
getroffen werden, da die Linienbreite nicht bertcksichtigt werden kann. Im Vergleich
zur Integration konnen Storfaktoren wie Rauschen und ,Baseline drift* besser
ausgeglichen werden. Weiterhin gelingt es auch Signale in sich Uberlagernden
Spektren isoliert zu betrachten.

Die in dieser Arbeit gemessenen ESR-Signale bestanden aus komplexen
Uberlagerten Einzelsignalen sowie zum Teil starken Variationen der Baseline. Soweit
madglich wurde auch eine quantitative Auswertung der Signale vorgenommen. Die
dabei zu bericksichtigenden Probleme werden in den jeweiligen Kapiteln

beschrieben.
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4.10 HINTERGRUNDSIGNALE DES MESSYSTEMS

Die Hintergrundsignale des Cavity-Dewar (Kryostat)-Systems erschwerten in beiden
Temperaturbereichen (77K, 4K) die Auswertung der Probensignale durch
Uberlagerung. Um Hintergrundsignale von den Signalen der Probe unterscheiden zu
kénnen, erfolgten ESR-Messungen des Cavity-Dewar-Systems vor den eigentlichen

Probemessungen in beiden Temperaturbereichen mit jeweils anné&hernd gleichen

Aufnahmeparametern.
2,05
43 |
| 2,0
4K ‘
77K
| | | | |
' | ' | ' | ' | ' |
100 200 300 400 500

B[mT]

Abb.24: Cavity-Hintergrundsignale bei 4K und 77Kwe®p Time=671s, Time
const.=327ms, Mod. Ampl.=0,8mT, 18,6mW
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Bei 77K wurde die Cavity inklusive dem Finger-Dewar vermessen, bei 4K die Cavity
mit dem Helium-Kryostaten ohne Proberéhrchen. In Abb.24 sind diese typischen
Signale in beiden Temperaturbereichen im Vergleich dargestellt. Bei 77K erkennt
man einen breiten Signalkomplex im Bereich g=2, der nicht weiter differenziert
werden kann.

Die eigentlichen Probesignale in diesem Temperaturbereich waren insgesamt
schwach, so dass bei hoher Verstarkung mit einer hohen Mikrowellenleistung
gemessen werden musste. Dies fuhrte haufig zu einem verstarkten ,Rauschen” und
einem ,Baseline drift“. Durch diese Artefakte und die Uberlagerung der schwachen
Probensignale durch die Eigensignale der Cavity war die Auswertung der ESR-
Signale in diesem Temperaturbereich sehr oft nicht mdglich.

Die Hintergrundsignale der Cavity bei 4K bestehen im oberem Feldstarkenbereich
aus einem zusammengesetzten Signal mit einer breiten Schulter bei g=2,05 und
einem scharfen Signal bei g=2,0. Das breite Signal bei g=2,05 kénnte von einem
Kupfer(ll)-Komplex als Verunreinigung in der Cavity oder am Kryostat-System
stammen. Das kleine scharfe Signal bei g=2,0 entspricht dem g-Faktor des freien

Elektrons. Aufgrund der Nullfeld-Aufspaltung der Metalloproteine ist gerade in
diesem Bereich um g=2 aber das korrespondierende Signal (g9z, g;) zu erwarten, so

dass hier Uberlagerung des Cavity-Eigensignals die Auswertung stéren. Das
schwache Signal bei g=4,3 in Abb.24 entspricht dem g-Faktor des freien oder
unspezifisch ligandierten Fe(lll)-lons. Auch dieses lag als Verunreinigung vor und
Uberlagert mogliche Signale des Transferrin-Komplexes. Trotz sorgféltiger
Sauberung des gesamten Systems und besonders der Cavity vor der jeweiligen
Messreihe waren die Hintergrundsignale in unterschiedlicher Starke immer
vorhanden.

Auch die Bestrahlung des Quarzrohrchens erzeugt bereits nach kurzer
Bestrahlungszeit (5min) ein scharfes Signal bei g=2, das in beiden
Temperaturbereichen in unterschiedlicher Intensitat nachzuweisen war. In Abb.25 ist
das typische ESR-Spektrum des Quarzrohrchens bei 4K nach 60min Bestrahlung
(bei 77K) unter Sattigungsbedingung gezeigt.

Prinzipiell besteht die Mdglichkeit, die Hintergrundsignale vom eigentlichen
Probesignal zu subtrahieren und das ESR-Spektrum so zu korrigieren. Daflr ist aber

ein gut aufgelostes Referenzsignal notwendig, um den Grad der Subtraktion zu
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bestimmen. Da die vom Hintergrundsignal Uberlagerten Probensignale in den hier
durchgefiihrten Messungen meist sehr schwach waren und recht starke ,Baseline
Drifts”, vor allem bei den weiten Feld-Sweeps auftraten, wurde auf die Subtraktion
verzichtet. Damit sollten mdgliche Verfalschungen der Signale vermieden werden.
Stattdessen wurden die jeweiligen Hintergrundsignale zum Vergleich in den
Abbildungen mit dargestellt und bei der Interpretation der Messergebnisse

bertcksichtigt

g-Faktor

‘ L ‘ L ‘ L ‘ L ‘ L ‘ L ‘
300 310 320 330 340 350 360 370

B[mT]

Abb.25: ESR-Signal vom Quarzréhrchen, nach 60 niintge&nbestrahlung (bei 77K),
Sweep Time=83s, Time const.=81ms, Mod. Ampl.= 0,38,6mW, 4K
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5. Ergebnisse

5.1 EINFUHRUNG

Ziel dieser Arbeit war die mdglichst vollstandige Darstellung von vorhandenen bzw.
erzeugbaren ESR-Signalen in den Bestandteilen des menschlichen Blutes. Nach
Praparation und nach definierter chemischer Reaktion sowie Einwirkung
ionisierender Strahlung sollten zusammengehdorige spektrale Komponenten separiert
und soweit moglich bestimmten Proteinkomplexen oder niedermolekularen
Blutbestandteilen zugeordnet werden. Dazu wurden ihre ESR-Charakteristika bei
systematischer Variation von Bedingungen untersucht. Nach der im Kapitel 4.2
beschriebenen Methode wurden die Blut- und Plasmaproben zunachst durch
Zentrifugation in einzelne Fraktionen aufgetrennt. Diese wurden dann hinsichtlich
vorhandener ESR-Signale untersucht und in ihrem Temperatur- und
Sattigungsverhalten analysiert. Danach wurde den Proben ein Reduktionsmittel
(Dithionit) bzw. ein Oxidationsmittel (Hexacyanoferrat(lll)) in definierten
Konzentrationen zugefligt und die Veranderung mit der ESR-Spektroskopie
dargestellt. AbschlieRend erfolgte die Bestrahlung mit Roéntgenstrahlung mit

steigender Bestrahlungsdosis.

5.2 ERY-FRAKTION

Die Proben der ERY-Fraktion enthalten die Bestandteile aus dem Sediment der
Erythrozytenkonzentrate nach Zentrifugation. Zunachst wurden Messungen bei einer
Temperatur von 77K durchgefuhrt, die allerdings meist keine fur die Auswertung
brauchbaren Ergebnisse erbrachten und deshalb nur kurz vorgestellt werden. In
Abb.26 ist das typische Spektrum der ERY-Fraktion bei 77K zweier unterschiedlicher
Chargen gegenuber gestellt. In beiden Messungen erkennt man ein Signal bei g=5,9,
das dem Eisen-,high-spin“-Signal des Ferri-Hamoglobins entspricht, sowie ein
unspezifisches Signal bei g=2, das hauptsachlich von Hintergrundsignalen herrihrt.

Obwohl beide Chargen nach annahernd gleicher Praparation und unter gleichen
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Aufnahmebedingungen vermessen wurden, zeigen sich deutliche Unterschiede in
der Signalstarke und Qualitat. Offensichtlich sind die Anteile an Ferri-Hamoglobin in
Charge 1 sehr viel gro3er. Das relativ breite Signal bei g=4,3 ist ebenfalls in beiden
Chargen in stark unterschiedlicher Intensitat vorhanden. Es ist im Hintergrundsignal
nicht enthalten und stammt entweder von unspezifischem Fe(lll) oder, wegen der
schwach aufgelésten Struktur in Abb.27, von geringen Anteilen des in der
Praparation noch vorhandenen Transferrins.

Wegen der sehr kurzen Relaxationszeit vieler eisenhaltiger Metalloproteine und der
damit einhergehenden Linienverbreiterung bei hoheren Temperaturen liefern diese
Systeme bei tiefen Temperaturen (4K) eine sehr viel bessere Signalauflésung
und -intensitat. Zum Vergleich ist in Abb.28 das Spektrum der Charge 2 aus Abb.26
gezeigt, das nun bei 4K gemessen wurde.

Der bei 77K sehr breite und schwache Peak des Ferri-Hamoglobins weist nun eine
sehr viel hohere Intensitat auf. Das Eisen des Hamoglobins liegt im dreiwertigem
Zustand vor und besitzt wegen der finf ungepaarten Elektronen der d-Orbitale (3d5)
einen Gesamtspin von S=5/2, aufgrund der Nullfeldaufspaltung aber einen ,fiktiven
Spin“ S=1/2 Dies fuhrt zur Ausbildung des bekannten axialen Signals mit den g-
Faktoren gr=5,9 und g=2 (siehe Kapitel 3.6.1), wobei die Komponente g;=2 von
weiteren Signalen uberlagert ist, die im Vergleich zur Messung bei 77K jetzt
deutlicher aufgelést werden kdnnen. Das Uberlagernde breite Signal bei g=2,06
sowie das scharfe Signal bei g=2 kdnnten zusatzlich von weiteren in der Probe
enthaltenen Radikalen herriihren, da sie so nicht im Hintergrundsignal des Cavity-
Dewar-Systems enthalten sind (Abb.28). Diese Signale konnen aber in dieser
Messung trotz verbessertem Signal-Rausch-Verhdltnis nicht weiter differenziert
werden.

Im unteren Feldstarkenbereich zeigt sich bei 4K neben dem Ferri-Hamoglobin-Signal
(gL=5,9) ein zusatzlicher Signalkomplex aus mehreren Linien, der in den Spektren,
die bei 77K gemessen wurden, nicht nachweisbar ist. Auf3erdem tritt diese
Signalgruppe in gereinigtem Hamoglobin-A (HbA) nicht auf (Kap. 5.3). Nachdem
viele Metalloproteine, insbesondere der Fe-Gruppe, im unteren Feldstarkenbereich
(zwischen 80 und 170mT) gut aufgeloste Signale liefern, kann die folgende
Betrachtung und Auswertung der Spektren hauptsachlich auf diesen Bereich

beschréankt werden.
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Abb.29 =zeigt die Signalgruppe im unteren Feldstarkenbereich, wie sie an
unterschiedlichen Chargen von Erythrozytenkonzentraten gemessen wurde. Zur
Unterscheidung der Signale konnen die folgenden apparenten g-Faktoren

herangezogen werden:

P1 mit g=6,78
P2 mit g=6,46
P3 mit g=5,26
P4 mit g=5,02
P5 mit g=4,3

Die einzelnen Signale P1-P4 zeigen Chargen-abhangig stark unterschiedliche
Intensitaten. Allerdings verhalten sich die Signalpaare P1/P4 und P2/P3 gleichsinnig

zueinander, so dass man sie formal jeweils einem Zentrum zuordnen kann.

5.9
g-Faktor |

4,3
Charge 1

Charge 2

Cavity-Hintergrundsignal
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T l T l T l T l T l
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Abb.26: Unterschiedliche Chargen der ERY-Fraktiam Vergleich zum Cauvity-
Hintergrundsignal: Sweep Time=335s, Time const.¥65518mW, Mod. Ampl.=0,8mT,
77K
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Abb.27: Gleiches Spektrum wie in Abb.26 (Chargenit) VergréRerung im Bereich
9=4,3, 77K
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Abb.28: ERY-Fraktion der Charge 2 aus Abb.26, Sviee@=335s, Time const.=655ms,
Mod. Ampl.=0,8 mT, 18,6mW, Hintergrundsignal: Swedpme=200s, Time
const.=200ms, Mod. Ampl.=0,5mT, 18,6mW, stark \@grt, 4K
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Eine weitere Mdoglichkeit zusammengesetzte Signale zu trennen ist die Betrachtung
des Sattigungsverhaltens der einzelnen Signale in Abhangigkeit von der
Mikrowellenleistung. In Abb.30 sind die ESR-Spektren der Charge D aus Abb.29 bei
steigender Mikrowellenleistung abgebildet. Man erkennt, dass die Signalintensitét
sowohl der Signale P1-P4 als auch des Ferri-Ha&moglobin-Signals mit steigender
Mikrowellenleistung  zunimmt. Um eine genaue Aussage Uuber das
Sattigungsverhalten der einzelnen Zentren zu machen, werden die Signalintensitaten
bestimmt und in Abhéngigkeit von der eingestrahlten Mikrowellenleistung betrachtet.
Das Ergebnis ist in Abb.31 fur das Ferri-Hamoglobin-Signal und fir die Signale
P1-P4 aufgetragen. In beiden Fallen erfolgt bei der Temperatur von 4K eine
Signalséttigung bei hohen Mikrowellenleistungen, jedoch wird das Signal g=5,9
weniger stark gesattigt als P1-P4. Die einzelnen Signale P1-P4 verhalten sich hierbei

gleichsinnig und kdnnen somit nicht weiter differenziert werden.

g-Faktor | 646 5,26 ‘

Charge A

Charge B

Charge C

Charge D

Abb.29: ERY-Fraktion, Sweep Time=200s, Time cofs2s; Mod. Ampl.=0,5mT, 18mW,
4K, unterschiedliche Chargen
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Abb.30: ESR-Spektren der ERY-Fraktion (Charge D) Abhéngigkeit der
Mikrowellenleistung (56mW-0,186mW), Sweep Time=167T$me const.=163ms,
Mod. Ampl.=0,5m, 4K, auf gleiche Verstarkung nomnie

Gemald Kapitel 3.6.2 kann man die Signale P1-P4 dem Ham-Enzym Katalase mit
dem typischen, aus zwei Komponenten zusammengesetzten rhombischen Signal
des Fe(lll)-,high-spin“-Systems der prosthetischen Gruppe zuordnen. Dabei
entsprechen die Signalpaare P1/P4 (g=6,78; 5,02; 1,99(?) der breiten
Signalkomponente (B) und die Signalpaare P2/P3 (g=6,46; 5,26; 1,99(?)) der
schmalen Signalkomponente (A) (vgl. Abb.11), wobei das entsprechende Signal
0,=1,99 auch hier von oben beschriebenen Signalen (g=2,06, g=2,0) Uberlagert ist
und nicht weiter aufgetrennt werden kann.

Um weitere Signale nachzuweisen, die mdglicherweise vom intensiven Signal des
Ferri-Hamoglobins der Erythrozyten Probe Uberlagert sein kdnnten, wird das
entsprechende  Ferri-Hamoglobin-Signal vom gesamten Erythrozyten-Signal

subtrahiert. Das isolierte Ferri-Hamoglobin-Signal erhalt man dabei aus Messungen
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an gereinigten und konzentrierten Hamoglobin A-Proben (Ferri-HbA). In Abb.32 ist

das Ergebnis fur die unterschiedlichen Chargen dargestellt. Wird das Ferri-HbA-

Signal subtrahiert, bleibt in unterschiedlichen Ausmal? ein residuelles Signal mit dem

g-Faktor g=5,8 zuriick. Da jedoch die Linienbreite und Linienform des Ferri-HbA-

Signals auch bei gleichen Bedingungen nicht voéllig identisch zum entsprechenden

Signal im Erythrozytenkonzentrat ist, kann das residuelle Signal keiner neuen

Spezies oder einer zusatzlichen Komponente der P1-P4-Signale zugeordnet werden.

Vielmehr erscheint es als Folge der Subtraktion (Abb.32).

rel. Intensitat
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—A— EryHBmax
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Abb.31: Signalverhalten des Ferri-Hamoglobin-Sign&)=5,9) und der Signale P1-P4

aus Abb.29
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Abb.32: Subtraktion des Ferri-Hamoglobin-Signaleirif~HbA) vom Erythrozyten-Signal,
unterschiedliche Chargen, residuelles Signal (Saktions-Signal) bei g=5,8, 4K

5.2.1 PLASMA>30KDA, PLASMA 30-10KDA, PLASMA <10KDA

Die Proben der hier untersuchten Fraktionen wurden aus dem Uberstand der
Erythrozytenkonzentrate nach Zentrifugation gewonnen und nach der in Kapitel 4.2
beschriebenen Methode weiter nach ihrer MolekllgroRe aufgetrennt. Die so
erhaltenen Plasma-Fraktionen enthalten Bestandteile mit einem Molekulargewicht
groBer 30kDa (EP>30), zwischen 30 und 10kDa (EP30/10) und kleiner 10kDa
(EP<10).

Die einzelnen Fraktionen wurden auf ihre Signale hin untersucht. Messungen bei

77K waren von Hintergrundsignalen stark Uberlagert und erbrachten keine
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verwertbaren Informationen, die Spektren sind hier nicht gezeigt. Abb.33 zeigt die
Spektren der Fraktionen EP>30, EP30/10 und EP<10 gemessen bei 4K im Vergleich
mit den Signalen der ERY-Fraktion. Zur Unterscheidung zwischen Eigensignalen der
Probe und Hintergrundsignalen ist das ESR-Spektrum des Cavity-Dewar-Systems
gegeniber gestellt. Das axiale Signal des Ferri-Hamoglobins ist in der Fraktion
EP>30 deutlich sichtbar. Hamoglobin tritt im Rahmen der Praparation in geringen
Konzentrationen durch Hamolyse aus und kann durch weitere Zentrifugation nicht
vollstdndig aus der plasmatischen Fraktion abgetrennt werden. Es liegt somit als
.Verunreinigung“ im Uberstand vor und liefert das typische Ferri-Hamoglobin-Signal.
Nachdem Hamoglobin ein Molekulargewicht tber 64kDa besitzt, kommt es aber in
den weiter nach Molekulargewichten aufgetrennten Fraktionen (EP30/10 und EP<10)
nicht mehr vor. Im Gegensatz dazu ist das rhombische Signal der Katalase in den
Plasma-Fraktionen nicht nachweisbar. Katalase ist ein intrazellulares Enzym der
Erythrozyten und in Peroxisomen angereichert. Diese werden offensichtlich bei der
Zentrifugation mit den Erythrozyten aus dem plasmatischen Uberstand abgetrennt.

In der Fraktion EP>30 ist im Bereich g=4,3 eine schwache Struktur aufgeldst, die
maoglicherweise vom Fe(lll)-Transferrin stammt. Transferrin kann als Bestandteil des
Plasmas in unterschiedlicher Konzentration in den Erythrozytenkonzentraten
vorhanden sein. Aufgrund seines Molekulargewichts von ca. 79,5kDa ist es aber in
den weiter aufgetrennten Fraktionen nicht mehr nachweisbar. Weiterhin ist in Abb.32
insbesondere in der Fraktion EP30/10 ein relativ breites Signal bei g=4,3 dargestellt,
das bereits in der ERY-Fraktion (Abb.28) vorkommt und mdglicherweise von
unspezifischem Fe(lll) herriihrt. Eine genaue Zuordnung zur Probe gelingt allerdings
auch hier nicht, weil das Signal in unterschiedlicher Intensitat auch als

Hintergrundsignal vorhanden ist.
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Abb.33: ESR-Signale der zentrifugierten FraktiomanVergleich zur Erythrozyten-Fraktion
und Cavity-Dewar-Systems (Hintergrundsignal), Swé&ape=335s, Time const.=655ms,
Mod. Ampl.=0,824mT,18,6mW, 4K

5.2.2 ERY-FRAKTION / DITHIONIT-TITRATIONSREIHE

Nachdem die ESR-Signale der einzelnen Fraktionen der unbehandelten
Erythrozytenkonserve beschrieben und einzelnen Metalloproteinen zugeordnet
wurden, kann ihr Verhalten nach Einwirkung des starken Reduktionsmittels Dithionit
untersucht werden. Bei der Reaktion mit Dithionit werden zwei Elektronen an den

Reaktionspartner abgegeben, die durch den Elektronentransfer verbundenen
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Valenzéanderungen sollten sich in einer Verdnderung des ESR-Signals bemerkbar
machen.

Die Proben der ERY-Fraktion wurden nativ und nach Zusatz unterschiedlicher
Dithionit-Konzentrationen auf ihre Signale hin untersucht. Die Messungen bei 77K
lieferten auch in dieser Versuchsreihe keine weiter verwertbaren Signale, die
folgende Beschreibung beschrankt sich daher auf Messungen bei 4K. In Abb.34 und
Abb.35 sind die Spektren der ERY-Fraktion gleicher Charge bei steigender Dithionit-
Konzentration Uber den gesamten Feldstarkenbereich von 500mT gezeigt. Die
Spektren sind zur besseren Darstellung nicht auf die gleiche Verstarkung normiert.

In der nativen ERY-Fraktion erkennt man im unteren Feldstarkenbereich den
Signalkomplex der Katalase und das starke Signal des Ferri-Hamoglobins. Beide
Signalkomponenten verandern sich deutlich bei steigender Dithionit-Konzentration.
Im oberen Feldstarkenbereich sind eine Linie bei g=2 sowie das breite
Hintergrundsignal des Cavity-Dewar-Systems aufgelOst. Letzteres ist zur besseren
Darstellung in der Abb.34 noch einmal vergroRert und bleibt durch Dithionit Zugabe
unbeeinflusst. Das scharfe Signal bei g=2 ist auch im Hintergrundsignal enthalten,
allerdings ist es bei einer Konzentration von 0,166M Dithionit deutlich intensiver
aufgelost.

Nachdem die hauptséachlichen Effekte in dieser Versuchsreihe bei niedrigen
Feldstarken erfolgen, sind die Signale in diesem Bereich (70-170mT) daher
gesondert vermessen worden (Abb.36). Dabei ist vor allem die Verdnderung der
Katalase-Signale von Interesse, so dass die Spektren in Abb.36 zur besseren
Ubersicht nicht auf eine Verstarkung normiert sind.

Sowohl das Signal des Ferri-Hamoglobins als auch der Signalkomplex der Katalase
zeigen bei steigenden Dithionit-Konzentrationen deutliche Veranderungen. Um das
Verhalten des Ferri-Hamoglobin-Signals (g+=5,9) genauer zu untersuchen, wird die
relative Signalintensitdt bestimmt. Dabei werden die Differenzen der jeweiligen
Maximalwerte (Pmax) und die Minimalwerte (Pmin) des auf einen Verstarkungsfaktor
normierten Ferri-Hamoglobin-Signals (g1=5,9) berechnet und kénnen so grob zur
quantitativen Darstellung der Signalveranderungen herangezogen werden. Die so
bestimmten relativen Werte korrelieren mit der Anzahl der Spins (vergleiche Kapitel
4.9). Eine Integration der Signalkurve kann wegen der Uberlagerung mit den

Signalen der Katalase, die zur Verschiebung der Funktionswerte an den
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Integrationsgrenzen fuhrt, nicht gut ausgefuhrt werden. In Abb.37 ist diese relative
Signalintensitat in Abhéngigkeit der Dithionit-Konzentration fur das Ferri-Hamoglobin-
Signal aufgetragen.

Man erkennt, dass bei niedrigeren Dithionit-Konzentrationen die relativen
Intensitaten in einem Bereich von ca. 20% streuen. Erst bei hohen Konzentrationen
verschwindet das Ferri-Hamoglobin-Signal vollstandig, wie es fur den Datenpunkt bei
0.166M Dithionit-Konzentration der Fall ist. Da keine weiteren Zwischenwerte
vermessen wurden, kann die Abnahme nicht genauer beschrieben werden. Dithionit
ist also in der Lage das Fe(lll) des Ferri-Hamoglobin zu Fe(ll) zu reduzieren, so dass

das charakteristische g1=5,9 Signal nicht mehr beobachtbar ist.
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Abb.37: Ferri-Hamoglobin-Signal in Abhé&ngigkeit d&ithionit-Konzentration (Mol),
relative Signalintensitat (Pmax-Pmin), 4K

Die Veranderungen der Signalpaare der Katalase sind komplexer. Um eine
bessere Auflésung der Signale zu bekommen, wird das Uberlagernde Signal des
Ferri-Hamoglobins vom Signalkomplex subtrahiert (Abb.38). Zur besseren
Ubersicht sind die Spektren in Abb.38 nicht auf gleiche Verstarkung normiert. Die
beiden Signalkomponenten der Katalase (P1/P4) g=(6,78/5,02/1,99(7?)) und
(P2/P3) g=(6,46/5,26/1,99(?)) kbnnen mit steigender Dithionit-Konzentration in ein
einzelnes rhombisches Signal mit g-Faktoren von g=(6,67/5,22/1,99?) konvertiert
werden. Das neue Signal liegt damit zwischen den beiden Signalkomponenten
des Ausgangssignals der nativen Katalase. Ein Vergleich der Signalintensitaten
deutet dabei nur auf eine geringe Abnahme der Gesamtkonzentration der
Katalase-Signale hin, so dass die Reaktion mit Dithionit nicht zu einer Reduktion
des Fe(ll)-lons der prosthetischen Gruppe fiihrt, sondern eine Anderung dessen

paramagnetischer Eigenschaften bewirkt.

80



In der ERY-Fraktion ist zusatzlich zu den bereits beschriebenen Signalen ein
schwaches Signal im Bereich g=4,3 vorhanden (Abb.38), das durch Dithionit
reduziert wird. Die Signalintensitdten sind hierbei aber so gering, dass eine
weitere Interpretation nicht méglich ist. Insgesamt ist festzuhalten, dass neben
den bereits vorhandenen Signalen durch die Reaktion der ERY-Fraktion mit
Dithionit keine zusatzlichen Signale erzeugt werden konnten, die auf weitere

Metalloproteinspezies hindeuten.
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Abb.38: ERY-Fraktion mit steigender Dithionit-Kontzation (0-0,499M), Ferri-Hb-Signal
(g=5,9) subtrahiert, 4K, nicht auf eine Verstarkumgrmiert
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5.2.3 ERY-FRAKTION / HEXACYANOFERRAT-TITRATIONSREIHE

Im Gegensatz zu Dithionit fihrt Hexacyanoferrat(lll) (Hcf) als starkes
Oxidationsmittel ~ Gber eine  Elektronenaufnahme zur  Oxidation des
Reaktionspartners. In dieser Versuchsreihe sollte die Veranderung der ERY-
Fraktion (ERY-Fraktion) und deren Bestandteile in Anwesenheit eines starken
Oxidationsmittels untersucht werden. Messungen bei 77K haben auch in dieser
Versuchsreihe keine verwertbaren Signale geliefert, so dass nur die bei 4K
gemessenen Spektren dargestellt werden. Die Spektren der ERY-Fraktion bei
steigender Hexacyanoferrat(lll)-Konzentration sind in Abb.39 und Abb.40
abgebildet. In der nativen Probe sind das starke Signal des
Ferri-Hamoglobins, sowie die Signalpaare der Katalase erkennbar, deren
Verdnderungen mit steigender Hexacyanoferrat(lll)-Konzentration in diesem Scan
Uber 500mT nicht genau ausgewertet werden konnen. Im mittleren
Feldstarkenbereich bildet sich dagegen mit steigender Hexacyanoferrat(lll)-
Konzentration (ab 3,33mM) ein breites Signal (Uber 150mT) um g=2,72 aus, das
dem Eigensignal des Hexacyanoferrat(lll) entspricht (Kapitel 4.5). Da in dieser
Versuchsreihe die Veranderungen des Ferri-Hamoglobins und der Katalase
genauer untersucht werden sollten, erfolgten zusatzlich Messungen im unteren
Feldstarkenbereich (60-180mT). Die Spektren sind in Abb.41 dargestellt und zum
besseren Vergleich auf eine Verstarkung normiert. Wie in Abb.41 erkennbar,
kommt es mit steigender Hexacyanoferrat(lll)-Konzentration zu einer Zunahme
der Signalintensitat des Ferri-Hamoglobin Signals. Dabei bleiben die Signalform
und der g-Faktor unverandert. Um die Signalveranderung grob quantitativ zu
erfassen, wird die relative Signalintensitat wiederum durch die Differenzbildung
der Peak-Extrema bestimmt und gegen die Hexacyanoferrat(lll)-Konzentration

aufgetragen. Das Ergebnis ist in Abb.42 gezeigt.
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Abb.40:
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Sweep Time=671s,
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Abb.41:

ERY-Fraktion mit
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Hexacyanoferrat(lll)-
Konzentration (O-
25,39mM), unterer
Feldstarkenbereich
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Abb.42: Ferri-Hamoglobin-Signal (g=5,9), relativeg8alintensitat in Abhangigkeit der
Hexacyanoferrat(lll)-Konzentration (0-25.39mM), 4K

Bereits bei niedrigen Hexacyanoferrat(lll)-Konzentrationen kommt es zu einer
raschen Zunahme der Signalintensitat des Ferri-Hamoglobin  Signals.
Hexacyanoferrat(lll) fuhrt zu einer Oxidation des in der ERY-Fraktion vorhandenen
Fe(ll)-Hamoglobins. Die Reaktionsgleichung ist im Folgenden vereinfacht

dargestellt:

Hb-Fe(ll) + Fe(lll)-(CN) — Hb-Fe (Ill) + Fe(ll)-(CN})

Die Reaktion scheint dabei schnell und vollstandig abzulaufen. Bei hdheren
Konzentrationen des Hexacyanoferrat(lll) bildet sich das Eigensignal aus und
zeigt damit die vorhandene Menge des Oxidationsmittels an. Gleichzeitig scheint
das Ferri-Hamoglobin-Signal dabei einem Grenzwert zuzustreben. Im Extremfall,
d.h. bei ausreichender Hexacyanoferrat(lll)-Konzentration und Reaktionsdauer
wird die Signalstarke des Ferri-Hamoglobin-Signals von der Gesamtmenge des in
der Probe enthaltenen Fe(ll)-Hamoglobins bestimmt. Dabei wird der in der Probe

enthaltene Anteil an Fe(ll)-Hamoglobin vollstandig in Ferri-Hamoglobin Gberfihrt.
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Um den Signalkomplex der Katalase detaillierter darstellen zu kénnen, werden die
Spektren in Abb.43 im unteren Feldstarkenbereich fir die beiden Linien P1 und
P2 separat und auf gleiche Verstarkung normiert aufgetragen. Es zeigt sich, dass
sich die Signalintensitat der beiden Katalase-Signale nicht wesentlich verandert,
wahrend das Ferri-Hamoglobin-Signal (am rechten Figurrand) stark zunimmt, sich
verbreitert und sich zunehmend auch mit den Linien P1, P2 Uberlagert. Bei hohen
Konzentrationen an Hexacyanoferrat(lll) scheinen sich die Katalase-Signale
zusatzlich zu verbreitern, was aber wegen der starken Beeinflussung durch das
Ferri-H&amoglobin-Signal nicht klar zu erkennen ist. Das Fe-lon der Ham-Gruppe
der Katalase liegt bereits im dreiwertigen Zustand vor, das Redox-Potential des
Hexacyanoferrat reicht offensichtlich nicht aus, um einen Ubergang in den
vierwertigen Zustand zu bedingen. Diese Beobachtung ist bereits aus der Literatur
bekannt [WILLIAMS-SMITH und PATEL, 1975]. Die Signalverbreiterung sowohl
des Ferri-Hamoglobin-Signals als auch ansatzweise der Katalase-Signale kdonnte
Ausdruck einer Wechselwirkung mit dem paramagnetischen Hexacyanoferrat(lll)
bei hohen Konzentrationen (>3,33mM) sein. Insgesamt konnten durch Titration
mit Hexacyanoferrat(lll) keine zusatzlichen ESR-Signale in der ERY-Fraktion
generiert werden.

Untersucht wurden auch die vom Erythrozytenkonzentrat abzentrifugierten
Fraktionen EP>30, EP30/10 und EP<10. Nur die Fraktion EP>30 enthielt das
Ferri-H&moglobin-Signal, das nach Reaktion mit Hexacyanoferrat(lll) weiter an
Intensitdt zunahm, &hnlich wie bereits fir die ERY-Fraktion beschrieben. Die
dbrigen  Fraktionen lieferten  keine  weiteren  Signale. Bei  hoher
Hexacyanoferrat(lll)-Konzentration war nur das Eigensignal nachweisbar. Die

Spektren sind hier nicht gezeigt.
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Abb.43: Signale der Katalase mit steigender Hexaoferrat(lll)-Konzentration, normiert
auf das Signal des Ferri-Hb. Sweep Time=500s, Tdamest.=200ms, Mod. Ampl.=0,8mT,
18mw, 4K

5.2.4 ERY-FRAKTION-BESTRAHLUNGSREIHE

Die Bestrahlung einer organischen Substanz bringt freie Radikale hervor. Dabei
kann es entweder zu einer direkten Radikalbildung an den untersuchten
organischen Molekilen kommen, oder es werden Radikale in der Lésung oder
Matrix generiert, die dann sekundar mit organischen Molekulen reagieren kénnen.
Die Radikalentstehung kann mit der ESR-Spektroskopie nachgewiesen werden
und liefert Informationen (ber das Verhalten der organischen Substanz
gegenuber ionisierenden Strahlen, ihrer Stabilitdt und mégliche Folgeprodukte.
Aus spektralen Informationen (g-Tensor, Hyperfein-WW) kann auch auf die

Radikalstruktur geschlossen werden. Die Lebensdauer der bei Raumtemperatur in
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Losung sehr kurzlebigen Radikale kann durch eine gentigend niedrige Temperatur
verlangert werden, so dass sie stabilisiert und mittels ESR-Spektroskopie
nachweisbar werden. Die hier untersuchten Proben wurden bei einer Temperatur
von 77K bestrahilt.

Die Bestrahlung von Blut mit Réntgenstrahlen fihrt primar zu einer massiven
Freisetzung von Elektronen aus den Proteinen und aus der Matrix des
Ldosungsmittels. Die Ham-Gruppe wirkt dabei als eine Senke fir Elektronen, die in
der Umgebung erzeugt wurden. An oxigenierten Ham-Gruppen von Hamoglobin
oder Myoglobin wurde die Bildung von ESR-aktiven (FeOz)i Zentren nach
Anlagerung eines strahlungsinduzierten Elektrons an die (FeO,) Einheit mit den
typischen ESR-Spektren fir die a- und B-Untereinheiten beobachtet, die sich bei
hoheren Temperaturen auch weiter umwandeln kénnen [DAVIDOV, 2004;
KAPPL, 1985; KAPPL, 1988]. Daneben kdnnen auch  mobile
Bestrahlungsprodukte in der gefrorenen Matrix zur Radikalbildung beitragen.

Im Rahmen der folgenden Versuche ist das Verhalten der bereits charakterisierten
Bestandteile des Blutes auf ionisierende Strahlung untersucht worden. Die Proben
der ERY-Fraktion wurden bei 4K vermessen und anschlie3end bei 77K im ESR-
Quarzrohrchen (Finger-Dewar) mit Roéntgenstrahlen (X-Ray) bestrahlt. Die
Bestrahlungszeiten wurden nach jeder Messreihe jeweils gesteigert, die
Gesamtbestrahlungszeit dadurch aufaddiert. Die ESR-Messung erfolgte nach
jeder Bestrahlungsepisode bei 77K und 4K.

Die Spektren der Bestrahlungsversuche der ERY-Fraktion sind in Abb.44 (ber
den gesamten Feldstarkenbereich von 500mT dargestellt.

Bereits nach kurzer Bestrahlungsdauer bilden sich im oberen Feldstarkenbereich
starke, zusammengesetzte Signale aus, die in diesem Scan nicht weiter
differenziert werden konnen. Im unteren Feldstarkenbereich sind die
Veranderungen des Ferri-Hamoglobin-Signals und des Katalase-Signhals dagegen
nicht so auffallig, so dass dieser Bereich zur besseren Darstellung getrennt
betrachtet wird. Die Spektren sind in Abb.45 abgebildet, auf gleiche Verstarkung

normiert.

89



90

g-Faktor | X-Ray
I
/]\/\/ Omin
T Abb.44:
5min ERY-Fraktion mit
steigender
W Bestrahlungsdauer
(Gesamtbestrahlungszeit
der Probe), Sweep
. Time=671s, Time
15min const.=655s, Mod.
Ampl.=0,8mT, 18,6mW,
4K, nicht auf eine
Verstarkung normiert
/\/, J_J\ﬁ 40min
J\/’ J 85min
I I I I I
' I I I I I
0 100 200 300 400 500
B[mT]



6,01
g-Faktor

105min
45min
15min
5min
Ery

| | | |
I T I I I I

T I
80 100 | 120 140 160 180
59

B[mT]

Abb.45: ERY-Fraktion mit steigender Bestrahlungsda(Gesamtbestrahlungszeit der
Probe), Sweep Time=167s, Time const.=163ms, Moghl.A5mT,18,6mW, 4K, auf

gleiche Verstarkung normiert

Betrachtet man das Ferri-Hamoglobin-Signal, dann zeigt sich mit steigender
Bestrahlungszeit eine deutliche Zunahme der Signalintensitat. Dabei wird das
Signal breiter und Uberlagert zunehmend die Signalpaare der Katalase. Bei hohen
Bestrahlungsdosen bilden sich an beiden Seiten des Ferri-Hamoglobin-Signals

(bei etwa 80 mT bis 140 mT in Abb.45) breite, wenig intensive Signale aus, die mit
den Katalase-Signalen tberlagern (in Abb.46 mit (x) markiert). Zusatzlich kommt

es zu einer geringen g-Faktor-Verschiebung von ¢g=5,9 nach g=6,01. Zur
Verdeutlichung sind die Spektren in Abb.46 aufgetragen, auf eine Verstarkung

normiert und Ubereinander gelegt.
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Abb.46: Ery-Hb mit steigender Bestrahlungsdauergidajie Probe wie in Abb.45, zur
besseren Ubersicht tibereinander gelegt, auf einstif&ung normiert. Das neu entstandene breite
Signal ist mit (*) markiert, die gestrichelte Linie (g=5,9) verdeutlicht
den g-Faktor-Shift

Um das Signalverhalten semiquantitativ. zu erfassen, ist die relative
Signalintensitat als Differenz des Maximal-Peaks und des Minimal-Peaks des
Ferri-Hamoglobin-Signals bestimmt und gegen die Bestrahlungszeit aufgetragen
worden. Das Ergebnis ist in Abb.47 gezeigt. Mit steigender Bestrahlungsdauer
nimmt die Signalintensitat bei g=5,9 zu. Das Eisen der Ham-Gruppe wird
offensichtlich durch die Bestrahlung von Fe(ll) zu Fe(lll) oxidiert. Ob dabei ein
,Grenzwert* ausgebildet wird, der die vollstandige Oxidation des in der Probe
enthaltenen Fe(ll)-Hamoglobins anzeigt, kann anhand der wenigen Messwerte
nicht entschieden werden. Das Ferri-Hamoglobin-Signal wird zusatzlich bei hohen

Bestrahlungsdosen breiter, so dass sich der apparente g-Faktor zu etwas hdheren
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Werten verschiebt. Diese Signalanderung kann durch eine magnetischen
Wechselwirkung der Fe(lll)-Zentren untereinander oder auch mit benachbarten
Radikalen (die z. B. im g=2 Bereich einen spektralen Beitrag ergeben) bei

ausreichend hoher Konzentration herrtihren.

rel. Signalintensitat

0 T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘
0 20 40 60 80 100 120

Bestrahlungszeit [min]

Abb.47:  Ferri-Hamoglobin-Signal (g=5,9) der ERY-Beo mit steigender
Bestrahlungsdauer, relative Signalintensitat (PrRamin), 4K

Das Verhalten der Katalase-Signale nach Bestrahlung ist schwierig zu beurteilen,
da sie mit steigender Bestrahlungsdauer zunehmend vom Ferri-Hamoglobin-
Signal und dem sich ausbildenden breiten Signal Gberlagert werden. In Abb.45
kann man jedoch erkennen, dass sich die Signalintensitat und die Lage der Linien
zumindest fur die kurzeren Bestrahlungszeiten kaum &andern. Zur Verdeutlichung
werden die beiden Spektren ohne Bestrahlung und nach 15 min Exposition, auf
eine Verstarkung normiert, verglichen (Abb.48). Die markierten Signale P1 und P4

sind vom verbreiterten g=5,9 Signal des Ferri-Hamoglobins noch weitgehend
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ungestort und zeigen gleiche Intensitat, wahrend die inneren Linien (P2, P3)
bereits stark Uberlappt werden. Dies weist darauf hin, dass die Katalase bei
diesen applizierten Strahlendosen nicht oder nur wenig beeinflusst wird. Der
Anstieg des breiten Signals bei etwa g=9,4 ist in Abb.46 und Abb.48 mit einem
Stern markiert. Sein Ursprung ist unklar, aber es kann vermutet werden, dass es
von, durch die Bestrahlung verdnderten Ham-Gruppen des Ferri-Hamoglobins
verursacht wird.

Im oberen Feldstarkenbereich um g=2 bilden sich bereits nach kurzen
Bestrahlungszeiten komplexe, zusammengesetzte Signale aus, wie sie in Abb.49

gesondert gezeigt sind.

Das komplexe Muster bei g=2 wird von organischen Radikalen und OH-Radikalen
verursacht, die durch  Sattigung verbreitert sind. Daneben sind
strahlungsgenerierte H -Radikale (H-Atome) durch ein typisches Dublett von 50,5

mT Aufspaltung charakterisiert (mit (*) in Abb.49 markiert) und erscheinen unter
den Aufnahmebedingung (4K und 18mW Leistung) ebenfalls durch partielle
Sattigung verzerrt. Zwischen 300 und 320 mT ist eine breite Struktur (g-Faktoren:
2,25; 2,21; 2,14; 2,12) zu sehen, die bei langerer Bestrahlungszeit und etwas
hoheren Messtemperaturen das typische Muster des (FeO2) Komplexes zeigt.
Aufgrund der gunstigen Potentialmulde werden bei Bestrahlung Elektronen an der
oxigenierten Ham-Gruppe des Hamoglobins eingefangen und (FeO2) Zentren
gebildet. Die Bildung dieser Zentren ist temperaturabhangig und erfolgt erst bei
hoheren Temperaturen ab 35K. Auch die Signalintensitat der (FeOz)_-Zentren ist
temperaturabhangig. Sie nimmt mit fallenden Temperaturen stark ab
[KAPPL, 1988].
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Abb.48: Katalase-Signale (ERY-Fraktion) ohne undhna5 min Rdontgen-Bestrahlung.
P1 und P4 zeigen gleiche Intensitat. Signalanstieigg=9,4 ist mit (*) markiert. Sweep

Time=167s, Time const.=163ms, Mod. Ampl.=0,5mT,W8dK

Um die bei tiefen Temperaturen auftretende Sattigung zu vermeiden, ist die ERY-

Fraktion auch bei 77K vermessen worden (Abb.50). Man erkennt nun sehr gut

aufgeldst die unterschiedlichen (FeOz)f-Zentren der a- und B-Untereinheiten des

oxigenierten Hamoglobins sowie H'- und OH.-SignaIe. Zwischen den Hyperfein-

Linien des Hydroxylradikals (in Abb.50 mit (*) markiert) ist eine weiter Linie im
77K-Spektrum zu sehen, die mdaglicherweise von weiteren organischen Radikalen
verursacht wird.

In Abb.49 erkennt man bereits nach kurzer Bestrahlungszeit ein intensives Signal
bei g=2,09, das bei Temperaturen von 77K nicht mehr vorhanden ist (Abb.50).
Dies weist auf eine schnell relaxierende Spezies hin. Der g-Faktor dieser Spezies

weist auf das Vorhandensein eines Peroxidradikals (ROO') hin. Allerdings ist das

Relaxationsverhalten dafiir eher ungewohnlich, so dass auch ein Metall-Peroxid
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als Moglichkeit in Frage kommt. Zudem werden durch Bestrahlung Radikale im
Quarzrohrchen gebildet, die ein scharfes Signal bei g=2,0 liefern (Abb.49). Zum
Vergleich ist in Abb.51 das im Quarzréhrchen generierte Signal dem Probensignal
nach anndhernd gleicher Bestrahlungsdauer gegenibergestellt. Dieses wird
allerdings bei hoheren Modulations-Amplituden (>0,5mT) ,geglattet” und ist daher
in den Abb.50 und Abb.52 nicht so scharf abgebildet.

221 214 2,09 2,0
g-Faktor 2,25 | | 212 | | X-Ray
T ‘ i T | ‘ T | ‘ i T | ‘ ‘ | T
w =\ .
60min
x1/4
2,01 30min

‘ x1/2

Ery
L ‘ L ‘ L ‘ \\F L ‘ L
290 300 310 320 330 340 350 360 370
B[mT]

Abb.49: ERY-Fraktion mit steigender BestrahlungsdauSweep Time=167s, Time
const.=163ms, Mod. Ampl.=0,5mT, 18,6mW, 4K, Bebirghbei 77K, Signalintensitat
zur besseren Ubersicht angepasst (Multiplikator Bitd angegeben); Beschreibung im
Text
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Abb.50: ERY-Fraktion, gemessen bei unterschiediichemperaturen (4K und 77K).

Linien der OH-Radikale mit (*) gekennzeichnet, Sweep Time=1®ifse const.=163ms,
Mod. Ampl.=0,8mT, 18,6mW,; Bestrahlung erfolgte 1@

Von besonderem Interesse ist die Frage, ob bei der Bestrahlung der ERY-Fraktion
nur fir diese Fraktion charakteristische Signale in diesem Feldstarkenbereich
generiert werden konnen. Dazu wurden die aufgetrennten Fraktionen EP>30,
EP30/10 und EP<10 bei 77K bestrahlt und anschlielend bei 4K vermessen. Wie
in Abb.52 erkennbar, kénnen bis auf die (FeO2) -Signale die Ubrigen spektralen
Komponenten in unterschiedlicher Intensitdt auch in den Plasma-Fraktionen
nachgewiesen werden.

Eine weitere Moglichkeit Radikale zu trennen, ist die Untersuchung der
Temperaturabhangigkeit der Signale (Abb.53). Bereits nach geringem

Temperaturanstieg (21K) ist das Signal bei g=2,09 nicht mehr nachweisbar. Im

weiteren Verlauf bilden sich die typischen Signale der (FeOz)_-Zentren sowie die
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H'- und OH.-SignaIe (mit * markiert) aus. Ab einer Temperatur von ca. 103K bildet

sich das OH°-SignaI vollstandig zuriick, bei Temperaturen von 130K bleibt ein

zusammengesetztes komplexes Signal Ubrig, das neben den Bestandteilen der

(FeOz)_-Zentren Komponenten von stabilen organischen Radikalen und Radikalen

im Losungsmittel beinhaltet, die im Rahmen dieser Versuche nicht weiter

aufgetrennt werden kdnnen.

g-Faktor 20

Ery 45min X-Ray

Quarzréhrchen 60min X-Ray

300 310 320 330 340

350

360

370
B[mT]

Abb.51: Vergleich Ery-Fraktion (45min Kay), Sweep Time=167s, Time const.=163

und Quarzrohrchen (gestrichelte Linie, 60min X-Rayweep Time=83s,

const.=81ms, Mod. Ampl.=0,5mT, 18,6mW, 4K

Time
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Abb.52: Vergleich der ESR-Signale der ERY-Fraktioit den Plasma-Fraktionen
(EP>30, EP30/10, EP<10), Bestrahlungszeit 90min, e§w Time=167s, Time

const.=163ms, Mod. Ampl.=0,8mT, 18,6mW, ARadikal mit (*) markiert

g-Faktor 2,01

4K

21K

63K

103K

130K

280 300 320 340 360

Abb.53: Ery-Fraktion, 60min bestrahlt bei 77K, Targiur-Variation (4-130K), Sweep
Time=41s, Time const.=41ms, Mod. Ampl.=0,5mT, 18/61@H -Anteile mit (*) markiert
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5.3 HAMOGLOBIN(A)-FRAKTION

Das ESR-Signal der ERY-Fraktion bei 4K setzt sich hauptsachlich aus den
Signalen der Katalase und des Ferri-Hamoglobins zusammen, die in einer
komplexen intrazellularen Umgebung vorliegen. Von besonderem Interesse ist
dabei das Verhalten des Hamoglobins als Hauptbestandteil der Erythrozyten. In
dieser Versuchsreihe wurden Messungen mit aufgereinigtem H&amoglobin(A)
(HbA) durchgefuhrt, um mdgliche Unterschiede im Verhalten des intrazellularen
und des frei gelésten Hadmoglobins heraus zu arbeiten. Nachdem die Zugabe von
Hexacyanoferrat(lll) in der ERY-Fraktion lediglich zu einer Signalzunahme des
Ferri-Hamoglobin-Signals, d.h. zu dem hinreichend bekannten Oxidationsprozess

fuhrte, wurden Untersuchungen mit Hexacyanoferrat(lll) nicht durchgefihrt.

5.3.1 HAMOGLOBIN(A) / DITHIONIT-TITRATIONSREIHE

Aufgereinigtes, freies Hamoglobin(A) wurde mit steigender Konzentration an
Dithionit versetzt. Nachdem die Auswertung der Signale der ERY-Fraktion
hauptséchlich bei Temperaturen von 4K erfolgte, beschrankt sich die
Untersuchung der HbA Signale auch nur auf diesen Temperaturbereich. Die
Messungen bei 77K erbrachten ahnlich den Versuchen der ERY-Fraktion nur
schwache, von Artefakten Uberlagerte Signale (Spektren nicht gezeigt). In Abb.54
sind die ESR-Spektren der Hamoglobin(A)-Probe bei steigender Dithionit-
Konzentration Uber den gesamten Feldstarkenbereich von 500mT dargestellt.

Als natives Signal erkennt man in Abb.54 das Ferri-Hamoglobin-Signal mit g1=5,9
und g|=2, das bei steigender Dithionit-Konzentrationen abnimmt bis es schlief3lich
bei hohen Konzentrationen nicht mehr nachweisbar ist. Das Linienmuster der
Katalase fehlt vollstandig. In Abb.55 ist das Verhalten der Signalintensitat bei
g=5,9 quantitativ erfasst. Ahnlich den Ergebnissen der ERY-Fraktion fiihrt Dithionit
auch hier erwartungsgemald zu einer Reduktion des Ham-Eisens von Fe(lll) zu
Fe(ll).
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Abb.54

Aufgereinigtes
Hamoglobin(A) mit
steigender Dithionit-
Konzentration,
Sweep-Time=671s,
Time const.=655ms,
Mod. Ampl.=0,8mT,
18,6mW, 4K
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Abb.55: relative Signalintensitat des Ferri-Hamdglo-Signals (g=5,9) in Abhangigkeit
der Dithionit-Konzentration, 4K

5.3.2 HAMOGLOBIN(A)-BESTRAHLUNGSREIHE

Die Veranderungen der Signale der ERY-Fraktion nach Bestrahlung sind komplex.
Um auch hier eine weitere Separation der Signale zu erhalten, ist analog den
Versuchen der ERY-Fraktion aufgereinigtes Hamoglobin(A) mit unterschiedlicher
Dauer bei 77K bestrahlt worden. Die ESR-Messung erfolgte auch hier bei 4K
jeweils zwischen den einzelnen Bestrahlungseinheiten. In Abb.56 sind die
Spektren der Hamoglobin(A)-Probe mit steigender Bestrahlungsdauer tber den

gesamten Feldstarkenbereich (500mT) dargestellt.
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Hamoglobin A
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Zur besseren Ubersicht sind die Spektren nicht auf eine Verstarkung normiert.
Ahnlich den Versuchen der ERY-Fraktion werden im oberen Feldstarkenbereich
komplexe, zusammengesetzte Signale generiert, wahrend die Verdnderung des

Ferri-Hamoglobin-Signals im unteren Feldstarkenbereich scheinbar nur

geringfugig ist.

5,9
X-Ray
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5min
15min
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g-Faktor

80

Abb.57: Hamoglobin A (HbA) mit steigender Bestralglsdauer, unterer Feldstarkenbereich,
Sweep Time=167s, Time const.=163ms, Mod. Ampl.=D,%Iq, 18,5mW, auf eine Verstarkung

normiert

Zur besseren Darstellung des Signalverhaltens des Ferri-Hamoglobins erfolgten
Messungen im unteren Feldstarkenbereich. Die Spektren sind in Abb.57

abgebildet und auf eine Verstarkung normiert. Man erkennt, dass das Signal in

104



seiner Form mit steigender Bestrahlungsdauer unverandert bleibt, wahrend sich
das Ferri-Hamoglobin-Signal der ERY-Fraktion mit steigender Bestrahlungsdauer
deutlich verbreitert hat. Auch lasst sich eine Verschiebung des g-Faktors, wie sie
in der ERY-Fraktion beobachtet wurde nicht nachweisen.

Tragt man die relative Signalintensitat der Peak-Maxima gegen die
Bestrahlungszeit auf, so nimmt das Signal des Ferrri-Hamoglobins mit steigender
Bestrahlungszeit allméhlich ab (Abb.58), ohne dass es zu einer vollstandigen
Reduktion kommt. Die Bestrahlung fuhrt zu einer Reduktion des Ferri-
Hamoglobins von Fe(lll) zu Fe(ll). Die in dieser Versuchsreihe angewandte
Bestrahlungsdosis reicht aber fir eine vollstandige Reduktion des Ferri-
Hamoglobin-Signals nicht aus. Hier zeigt sich der entscheidende Unterschied zum
Verhalten der ERY-Fraktion (Kap. 5.2.4), bei der im gleichen Dosisbereich eine
deutliche Zunahme der g=5,9 ,high-spin“ Ferri-Hamoglobin Species beobachtet

wurde.

rel. Signalint.
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Abb.58: Signalintensitat des Ferri-Hamoglobin-Sign@bA) bei g=5,9 in Abhangigkeit von der
Bestrahlungsdauer, 4K
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Die Veranderungen im oberen Feldstarkenbereich sind auch in diesen Versuchen
komplex und zur besseren Ubersicht in Abb.59 gesondert dargestellt. Auch hier

erkennt man bereits nach geringer Bestrahlungszeit die charakteristischen Signale

der H -Radikale. Mit zunehmender Bestrahlungsdauer bilden sich zuséatzlich die

rhombischen Anteile der a- und [(-Ketten des (FeOz)- des oxigenierten
Hamoglobins aus, die zur Verdeutlichung vergroéRert dargestellt sind. Auch hier ist
die g-Tensorkomponente bei g, =1.969 der a- und B-Kette von den intensiven
Signalen des Hydroxyl-Radikals und der nicht weiter differenzierbaren Radikale
bei g=2 Uberlagert. Im Gegensatz zum g=5,9-Signal ist das Verhalten in diesem
Bereich praktisch identisch zu den Beobachtungen der ERY-Fraktion nach

Bestrahlung.
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Abb.59: HbA mit steigender Bestrahlungsdauer, abEsddstarkenbereich (280-370mT),
Sweep Time=167s, Time const.=163ms, Mod. Ampl.=D,a8MW, 4K, nicht auf gleiche

Verstarkung normiert, Signalanteil der (FO- Zentren vergroRert dargestellt
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5.4 PLASMA-FRAKTION

Blut besteht aus zellularen und plasmatischen Anteilen, die beide
paramagnetische Komponenten enthalten und damit einen Beitrag zum ESR-
Spektrum liefern kdnnen. Um eine bestmdgliche Trennung und Zuordnung der
sich Uberlagernden Signale zu den Bestandteilen des Blutes zu erreichen, wurden
neben Messungen an Erythrozytenkonzentraten auch Messungen an
Plasmakonserven (FFP="Fresh-Frozen-Plasma") durchgefihrt. Wahrend die
Erythrozytenkonzentrate hauptsachlich Erythrozyten und nur wenig Plasma
beinhalten, bestehen die Plasmakonserven aus Blutserum und sind weitgehend
frei von Erythrozyten und anderen zellularen Bestandteilen. Analog den
Versuchen der Erythrozytenkonserven erfolgte auch hier die weitere Auftrennung
der Plasmakonserve durch Zentrifugation gegen eine semipermeable Membran,
um Fraktionen mit unterschiedlichen Molekulargewichten zu separieren (P>30,
P30/10 und P<10). Die Methode ist im Kapitel 4.3 beschrieben.

Abb.60 zeigt die ESR-Spektren der Plasma-Fraktion (P>30) bei Temperaturen von
77K und 4K im Vergleich mit dem Hintergrundsignal des Cavity-Dewar-Systems
im jeweiligem Temperaturbereich. In beiden Temperaturbereichen erkennt man
ein charakteristisches Triplett bei g=4,3, das dem Fe(lll)-Transferrin zugeordnet
werden kann (Kapitel 3.6.3). Im Gegensatz zu den Messungen der ERY-Fraktion
ist das Transferrin-Signal bereits bei 77K gut darstellbar und die Intensitat
zwischen den einzelnen Chargen schwankt nicht so stark (Spektren nicht gezeigt).
Allerdings sind die Signale bei 4K deutlich intensiver und weniger von Artefakten
Uberlagert, so dass auch im Bereich g=9,3 das typische Signal des unteren
Kramer-Dubletts des Fe(lll)-Transferrins deutlich besser aufgelost ist (Kapitel
3.6.3).

Im oberen Feldstarkenbereich lasst sich bei 77K ein Signal mit einer breiten
Schulter bei g=2,06 darstellen, das vom Hintergrundsignal abgegrenzt werden
kann. Es konnte von dem im Plasma vorhanden kupferhaltigem Protein
Caeruloplasmin stammen [FEE, 1975; ONORI, 1981].
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Abb.60: ESR-Spektrum der Plasma-Fraktion (P>30y0{ und 4K, Sweep Time=335s
Time const.=655ms, Mod. Ampl.=0,8mT, 18,6mW

Bei Temperaturen von 4K ist dieses Signal deutlich starker vom Hintergrundsignal
Uberlagert (Abb.60). Zudem erkennt man ein schmales Signal bei g=2, das in den
Proben der ERY-Fraktion (Abb.33) in dieser Form nicht nachweisbar ist und somit
maoglicherweise von einer, nur im Plasma vorkommenden Spezies herrihren
konnte. Dieses Signal kommt in den einzelnen Chargen in unterschiedlicher
Intensitat vor. Vergleicht man Ergebnisse aus der Literatur, so wird ein ahnliches
Signal beschrieben, das allerdings nicht im Blutplasma, sondern in der zellreichen
Erythrozyten-Fraktion menschlichen Blutes vorkommt und als zellgebundenes
Radikal interpretiert wird [DIMITRI, 1997]. Eine eindeutige Zuordnung dieses

Signals zu einer Radikalspezies gelingt im Rahmen dieser Versuche nicht.
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Nachdem die Signale, vor allem im unteren Feldbereich, bei 4K deutlich besser zu
beobachten sind, erfolgten die weiteren Messungen im Wesentlichen in diesem
Temperaturbereich.

Zur  Charakterisierung des Fe(lll)-Transferrin-Signals  wurden  zunéchst
Messungen bei unterschiedlichen Mikrowellen-Leistungen durchgefiihrt. Die
Spektren sind in Abb.61 gezeigt.

Mit steigender Mikrowellenleistung nimmt die Intensitdt der einzelnen
Komponenten des Fe(lll)-Transferrin-Signals zunachst zu, um bei hohen
Mikrowellenleistungen (56mW) deutlich verzerrt zu werden. Zur genaueren
Auswertung konnen die Maximalwerte der einzelnen Signale (Abs. Peaks)
bestimmt und gegen die Mikrowellenleistung aufgetragen werden. Das Ergebnis
fur die Signale g=9, g=4,4 und g=4,3 ist in Abb.62 dargestellt. Dabei zeigt sich,
dass mit steigender Mikrowellenleistung die Signale des mittleren Kramer-Dubletts
abgesattigt werden, wohingegen das Signal des unteren Kramer-Dubletts (g=9,3)
weiter an Intensitat zunimmt. Bei hohen Mikrowellenleistungen werden dann beide
Signalgruppen verzerrt, eine genaue Bestimmung der Peak-Maxima der Signale

der mittleren Kramer-Dubletts gelingt nicht mehr.
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Abb.62: Signalverhalten des mittleren (g=4,4 un@)4und unteren (g=9,3) Kramer-
Dubletts des Fe(lll)-Transferrins, in Abhangigkeér eingestrahlten Mikrowellenleistung

4K. Aufgetragen sind die Peak-Hohen an den Signehma

5.4.1 PLASMA-FRAKTION / DITHIONIT-TITRATIONSREIHE

Nachdem die ESR-aktiven Bestandteile des ,Fresh-Frozen-Plasma®“ bestimmt
waren, sollte deren Verhalten nach Reaktion mit einem Reduktionsmittel
untersucht werden. Analog der Versuche mit Erythrozytenkonzentraten wurde
Dithionit als Reduktionsmittel verwendet. Wegen der besseren Signalauflosung
werden die Ergebnisse der Messungen bei 4K aufgezeigt. Messungen bei 77K
erbrachten keine zusatzlichen ESR-Signale, die Spektren sind nicht gezeigt. In
Abb.63 sind die Spektren bei steigender Dithionit-Konzentration im gesamten
Feldstarkenbereich aufgetragen. Neben dem bereits bekanntem Fe(lll)-
Transferrin-Signal mit den Komponenten des unteren Kramer-Dubletts (g=9,3)
und dem Triplett des mittleren Kramer-Dubletts (g=4,3) ist in dieser Charge auch
das Signal des Ferri-Hamoglobins bei g=5,9 nachweisbar. Bedingt durch die
Herstellung ist das ,Fresh-Frozen-Plasma® (FFP) nicht ganz frei von zellularen
Bestandteilen (Nach den Qualitatskriterien sollte die Erythrozytenkonzentration

unter 6000/ul liegen), so dass Hamoglobin (freies oder intrazellulares) in den
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einzelnen Chargen als ,Verunreinigung® in unterschiedlicher Konzentration
vorliegen kann.

Im oberen Feldstarkenbereich erkennt man in Abb.63 in der unbehandelten P>30-
Fraktion wieder ein zusammengesetztes Signal mit einer breiten Schulter bei
g=2,06 sowie ein scharfes Signal bei g=2,0. Beide Signale sind in dieser Charge
besonders stark ausgepragt.

Auch hier konnte das breite Signal vom kupferhaltigen Protein Caeruloplasmin
herriihren, das aber bereits bei kleinen Dithionit-Konzentrationen reduziert wird.
Die Betrachtung des g=2-Signals ist wegen der Uberlagerung mit dem
Hintergrundsignal erschwert, allerdings scheint auch dieses Signal mit steigender
Dithionit-Konzentration geringfligig abzunehmen.

Um die Veranderungen der Signalintensitdt genauer betrachten zu kénnen, sind
die Spektren aus Abb.63 im unteren Feldstarkenbereich in Abb.64 noch einmal
dargestellt. Bei gleicher Verstarkung sind die Intensitaten der einzelnen Signale
miteinander vergleichbar. Das Signal des Ferri-Hamoglobins ist bereits bei
geringen Dithionit-Konzentrationen nicht mehr nachweisbar, analog dem
Verhalten der ERY-Fraktion erfolgt die Reduktion von Ferri-Hamoglobin zu Fe(ll)-
Hamoglobin. Von besonderem Interesse sind die Verdnderungen des Fe(lll)-
Transferrin-Signals, die aus dem alleinigen Vergleich der Spektren in Abb.64 nicht
klar sichtbar sind. Dazu werden die Signalintensitaten semiquantitativ bestimmt
und zur Dithionit-Konzentration in Beziehung gesetzt (Abb.65 und Abb.66). Beim
Signal des unteren Kramer-Dubletts (g=9,3) konnte die Bestimmung der
Absolutwerte durchgefuhrt werden (Abb.65), wahrend sich beim mittleren Kramer-
Dublett die relative Signalintensitat als Differenz des Maximal-Peaks bei g=4,4
und des Minimal-Peaks bei g=4,06 als genauer erwies (Abb.66).

Dithionit fuhrt in hinreichender Menge zu einer vollstindigen Reduktion des
Transferrins von Fe(lll) zu Fe(ll). Die Signale des unteren und des mittleren

Kramer-Dubletts verhalten sich hierbei erwartungsgemar gleichsinnig.

112



93 59 4,3 2.0
| | | |
| | | |

Hintergrundsignal AbD.63:

Plasma-Fraktion mit
steigender Dithionit.
Konzentration,
Sweep-Time =671s,
Time const.=655s,
Mod. Ampl. = 0,8mT,

0,0198M 4K. gleiche
Verstarkung,

Hintergrundsignal:
Signal des Cauvity-
0,0908M Dewar-Systems

gleiche
Aufnahmeparameter
0,166M
0,499M

' | ' | ' | ' | ' |
0 100 200 300 400 500
B[mT]

113



g-Faktor 9.3 5,9 4,3
I |\ ‘

P>30 Abb.64:

Plasma-Fraktion mit
steigender Dithionit-
Konzentration, unterer
Feldstarkenbereich,

19,8mM Sweep-Time=167s,
Time const.=163s,
Mod. Ampl.=0,8mT,
18,6mW, 4K, auf eine
Verstarkung normiert
90,8mM

0,499/M — .

0 50 100 150 200 250
B[mT]
114



" unteres Kramer-Dublett (g=9)
L
10 S~
X~ RN
S ~o
() S
o ~.
3‘ ] ] ‘\\\
< \\
0 T [ T [ T [ T [ T > - T ‘
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

DT-Konz. [mMol]

Abb.65: Signalverhalten des unteren Kramer-Dublettst steigender Dithionit-
Konzentration, Absolute Signalintensitat (Abs. BedK
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Abb.66: Signalverhalten des mittleren Kramer-Duisleh Abhangigkeit der Dithionit-
Konzentration, relative Signalintensitat (Pmax(gh4Pmin(g=4,06), 4K
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5.4.2 PLASMA (30/10)KDA, PLASMA < 10KDA

Nachdem im vorherigen Kapitel Plasmabestandteile mit Molekulargewichten
groBer 30kDa untersucht wurden, werden nun die Plasmakomponenten mit
Molekulargewicht zwischen 30 und 10kDa (P30/10) sowie kleiner 10kDa (P<10)
betrachtet. Bei 77K zeigten diese Fraktionen keine verwertbaren Signale, weder
bei nativen Proben noch durch Zugabe von Dithionit oder Hexacyanoferrat(lll) in
verschiedenen Konzentrationen (Spektren nicht gezeigt). In Abb.67 sind Spektren
der beiden Fraktionen ,P 30/10“ und ,P<10" bei 4K zusammen mit den

Hintergrundsignalen gegentbergestellt.

g-Faktor 592 43 2|’8 2,00

Hintergrundsignal

P30/10

P<10

' | ' | ' | ' | ' |
100 200 300 400 500
B[mT]

Abb.67: ESR-Signale der Fraktionen "P30/10" und 1B% Sweep Time=671s,Time

const.=655ms, Mod. Ampl.=0,8mT, 18,6mW, 4K; Hintendsignal gleiche
Aufnahmeparameter, nicht auf gleiche Verstarkungnmnert
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In beiden Proben werden die schwachen Signale durch das Cavity-
Hintergrundsignal im Bereich g=2 und deutliche Artefakte der ,Baseline”
Uberlagert. (Kapitel 4.10) Das Signal bei g=4,3 koénnte durch freies Fe(lll)
verursacht sein, da es keine Struktur, wie z.B. das Transferrin-Signal zeigt. Das
schwache Signal bei g=6 in der Fraktion mit Molekulargewichten zwischen 30 und
10kDa (,P30/10%) stammt wahrscheinlich von einem Fe(lll)-Ham-Protein.
Mdglicherweise sind hier einzelne Ham-Ketten als Verunreinigung nachweisbar,
Hamoglobin selbst ist wegen seines Molekulargewichts in dieser Fraktion nicht
mehr vorhanden. Im oberen Feldstarkenbereich werden mdgliche Probensignale
vom Hintergrundsignal Uberlagert, das sich aus einem Signalkomplex mit einer
breiten Schulter um g=2 zusammensetzt. Auch die Reaktionen mit Dithionit und
Hexacyanoferrat(lll) ergaben keine weiteren Signalveranderungen (Spektren nicht

gezeigt).

5.4.3 PLASMA /| HEXACYANOFERRAT-TITRATIONSREIHE

Analog den Versuchen der Erythrozytenkonzentrate erfolgte die Untersuchung der
Plasma-Fraktion unter Einwirkung von Hexacyanoferrat(lll) als starkes
Oxidationsmittel. Von Interesse war hierbei das Verhalten des Fe(lll)-Transferrins
unter Einwirkung eines starken Oxidationsmittels, aber auch die Frage, ob weitere
Signale durch die Reaktion generiert werden kénnen. Auch hier erfolgten die
ESR-Messungen bei 77K und 4K, wegen des besseren Signalverhaltens werden
die Messungen bei 4K dargestellt. Die Signale bei 77K erbrachten keine
zusatzlichen Informationen. Abb.68 zeigt Spektren der Plasma-Fraktion (P>30) bei
steigender Hexacyanoferrat(lll)-Konzentration bei 4K. Auch in dieser Charge ist
zunachst das Ferri-Hamoglobin-Signal als ,Verunreinigung“ vorhanden. Daneben
erkennt man das bekannte Signal des Fe(lll)-Transferrins mit den Anteilen des
unteren Kramer-Dubletts und des mittleren Kramer-Dubletts. Mit steigender
Hexacyanoferrat(lll)-Konzentration nimmt das Ferri-Hamoglobin-Signal stark zu,
bei hohen Hexacyanoferrat(lll)-Konzentrationen (ab 3,33M in Abb.68) l&asst sich
das Hexacyanoferrat(lll)-Eigensignal als breites Signal nachweisen. Zur
genaueren Auswertung des Fe(lll)-Transferrin-Signals erfolgte die Messung im
unteren Feldstarkenbereich. Die auf eine Verstarkung normierten Spektren sind in
Abb.69 gezeigt.
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Abb.68:

Plasma-
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Durch Bestimmung der relativen Signalintensitaten lasst sich das Verhalten der
Signale in Abhangigkeit der Hexacyanoferrat(lll)-Konzentration betrachten
(Abb.70 und Abb.71). Wahrend mit steigender Hexacyanoferrat(lll)-Konzentration
die Intensitat des Ferri-Hamoglobin-Signals zunimmt und scheinbar einem
Grenzwert entgegen strebt, verandert sich die Signalintensitat des Transferrins in
der angewandten Hexacyanoferrat(lll)-Konzentration kaum. Betrachtet man die
Verdnderung des Ferri-Hamoglobin-Signals, so fuhrt Hexacyanoferrat im
Extremfall &hnlich den Ergebnissen der ERY-Fraktion zu einer vollstandigen
Oxidation des in der Plasma-Fraktion vorhandenen Fe(ll)-Hamoglobins zu Fe(lll)-

Hamoglobin.

25

rel Signalint.

0 T T T T T T .
0 1 2 3 4 5
HC-Konz [mMol]

Abb.70: Signalverhalten des Ferri-Hamoglobins (g®5nit steigender Hexacyanoferrat-
Konzentration, 4K
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rel. Signalint.

HC-Konz. [mMol]

Abb.71: Signalverhalten des mittleren Kramer-Dulsldiei steigender Hexacyanoferrat
(Il-Konzentration, 4K

Die Veradnderungen im oberen Feldstarkenbereich sind in Abb.72 gesondert
aufgezeigt. Erneut erkennt man das mdoglicherweise von Caeruloplasmin
verursachte breite Signal bei g=2,06 das sich aber unter Einwirkung von
Hexacyanoferrat(lll) kaum veradndert, wahrend es unter Einwirkung von Dithionit
rasch reduziert wurde. Auch das scharfe, gut aufgeléste Signal bei g=2,0 scheint
kaum verandert, die Schwankungen der Signalintensitat sind wahrscheinlich Folge
der Messungenauigkeit. Zudem kommt es bei hohen Hexacyanoferrat(lll)-
Konzentrationen (ab 3,33mM in Abb.68) zu einer deutlichen Uberlagerung mit
dem Hexacyanoferrat(lll)-Eigensignal, daher ist diese Messung in Abb.72 zur

besseren Ubersicht herausgenommen.
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Abb.72: P>30 mit steigender Hcf-Konzentration, e Feldstarkenberiech
(250-400mT), Sweep Time=671s, Time const.=655%. Mmpl.=0,8mT, 18,6mW, 4K,
auf gleiche Verstarkung normiert. Messung mit 38Bdcf zur besseren Ubersicht
herausgenommen

5.4.4 PLASMA-FRAKTION-BESTRAHLUNGSREIHE

Um die Einwirkung ionisierender Strahlung auf Transferrin und weitere
Plasmabestandteile des Blutes zu untersuchen, wurden die Plasma-Fraktionen
analog der Versuchsreihe der ERY-Fraktion bei 77K bestrahlt und anschlieRend
bei 77k und 4K auf ESR-Signale untersucht. Nachdem die Signalauflosung vor
allem des Transferrin-Signals bei Temperaturen von 4K deutlich besser war,
erfolgt die Auswertung der Signale nur in diesem Temperaturbereich. Messungen
bei 77K erbrachten keine fir die Fragestellung zusatzlichen Informationen,
Aufwarmversuche wurden hier nicht durchgefuhrt. In Abb.72 sind die Spektren der
Bestrahlungsreihe Uber den gesamten Feldstarkenbereich von 500mT mit der
jeweiligen Bestrahlungszeit aufgetragen.

In der unbestrahlten Probe erkennt man in Abb.73 das Fe(lll)-Transferrin-Signal

mit den Anteilen des oberen und unteren Kramer-Dubletts, sowie das Ferri-
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Hamoglobin-Signal bei g=5,9. Im oberen Bereich liegt wieder ein breites Signal
um g=2 vor, das diesmal dem Cavity-Hintergrundsignal entspricht und weitere
Signale Uberlagert. In dieser Charge ist weder das breite Signal bei g=2,06, noch
das scharfe Signal bei g=2,0 nachweisbar (vergleiche Abb.63). Bereits nach
kurzer Bestrahlungsdauer werden auch hier im oberen Feldstarkenbereich um
320mT starke Signale ausgebildet, wahrend die Veranderungen im unteren
Feldstarkenbereich nicht so eindeutig zu erkennen sind. Zur besseren Ubersicht
sind die Spektren in Abb.73 nicht auf eine Signalintensitat normiert. Das
Hintergrundsignal, das native P>30-Signal und die jeweiligen Signale im unteren
Feldstarkenbereich (50-250mT) sind zusatzlich stark vergroRert wiedergegeben.
Um das Verhalten der Signale im unteren Feldstarkenbereich (50-250mT) besser
untersuchen zu kénnen, wurden auch hier gesondert Messungen durchgefihrt.
Die Spektren sind in der folgenden Abb.74 gezeigt, die Signale sind auf eine
Verstarkung normiert und damit direkt vergleichbar. Man erkennt, dass das Ferri-
Hamoglobin-Signal mit steigender Bestrahlungsdauer abnimmt und damit dem
Verhalten des frei gelésten Hamoglobins, mit Reduktion der Ham-Gruppe von
Fe(lll) zu Fe(ll) entspricht. Durch Betrachtung der relativen Signalintensitaten in
Abhangigkeit der Bestrahlungsdauer kann die Signalabnahme nachgewiesen
werden (Abb.75).
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Abb.73:

Plasma-Fraktion mit
steigender
Bestrahlungsdauer,
Sweep Time=671s,
Time const.=655ms,
Mod. Ampl.=0,8mT,
18,6mW, 4K.
Hintergrundsignal und
P>30-Signal
vergroRRert
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Abb.75 : (frei gelostes) Ferri-Hamoglobin-Signal=(g9) als ,Verunreinigung“ der
Plasmakonserve, mit steigender Bestrahlungsdater, 4

Auch das Fe(lll)-Transferrin Signal nimmt mit steigender Bestrahlungsdauer ab,
wobei wegen der geringen Konzentration die Auswertung des unteren Kramer-
Dubletts nur ungenau maoglich ist. In Abb.76 ist die Abnahme der Signalintensitat
als Differenz des Peak(g=4,4) und Peak(g=4,04) in Abhangigkeit der
Bestrahlungsdauer aufgetragen. Man erkennt die Abnahme der Signalintensitat
mit steigender Bestrahlungsdauer, die geringe relative Intensitatszunahme fir den
Messpunkt nach 105min Bestrahlungszeit (,Y* in Abb.76) kdnnte durch kleine
Abweichungen in der Probenpositionierung und der Temperatur-Stabilitat
verursacht sein. Interessant ist zudem, dass sich gleichzeitig im Verlauf der
Bestrahlungsreihe im Bereich von g=4,0 ein scharfer Peak zeigt, welcher an der
Flanke des Tripletts Uberlagert und mit steigender Bestrahlungszeit an Intensitat
zunimmt. Unterhalb des g=9,3 Signals bildet sich eine breite nur schwache Linie
aus (g=11,2), die nur in weiterer Verstarkung zu erkennen ist und moglicherweise
mit dem Peak bei 4,0 korreliert (Fig.74). Offenbar kommt es durch die Bestrahlung
zu einer Reduktion des an Transferrin gebundenen Eisens von seinem

dreiwertigen in seinen zweiwertigen Valenzzustand. Hohe Bestrahlungsdosen
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konnten dann zusatzlich zur Freisetzung von Fe(lll) aus dem Transferrin-Molekdl
fihren, was zur Ausbildung eines Singlets bei g=4 und der Linie bei g=11,2 fuhrt.
Im oberen Feldstarkenbereich bilden sich analog der vorherigen

Bestrahlungsversuche komplexe zusammengesetzte Signale aus den bereits
bekannten Signalen der (H')- und (OH')-RadikaIe, sowie anderer organischer

Radikale und Radikale des Losungsmittels. Das scharfe Signal bei g=2, das bei
hoheren Bestrahlungszeiten zunehmend uberlagert wird, stammt erneut von
einem im Quarzrohrchen gebildetem Radikal. Die weitere Differenzierung der

Signale ist auch in dieser Versuchsreihe nicht moglich (Abb.77).

2,5
g=4,3-Signal

204 =

\: (105min X-Ray)
1,54 =

rel Signalint

1,0 H

0,5+

0,0 T T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
X-Ray in Min

Abb.76: Relative Signalintensitat des Transferrigrg@ls Peak (g=4,4)-Peak (g=4,04) mit
steigender Bestrahlungsdauer, 4K

Betrachtet man die Ergebnisse der Bestrahlungsversuche aller untersuchten
Proben, so sind die durch Bestrahlung generierten Signale in allen Fraktionen in
unterschiedlicher Intensitat nachweisbar. Eine Gegenuberstellung der ESR-

Signale der einzelnen Fraktionen ist in Abb.78 gezeigt.
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Zur besseren Ubersicht ist in der folgender Tabelle (Tabelle 4) das Vorhandensein
X oder das Fehlen ,0“ der Signale (charakterisiert durch die g-Faktoren) in den
untersuchten Proben zusammengestellt. Die Signale mit ,(X)“ kénnen wegen

Uberlagerung nicht sicher differenziert werden, sind aber wahrscheinlich

vorhanden.
205 203 59
g-Faktor 2,0|9 | 204 | |
| | | ' |
—J\/\A/]k/l 5min
—/V\N/H
* 105min
L | | L | | L
310 320 330 340 350 360
B[mT]

Abb.77: P>30-Fraktion mit steigender Bestrahlungsela Sweep Time=83s, Time

const.=81ms, Mod. Ampl.=0,5mT, 18,6mW, 4K;')(Hnteil mit (*) markiert, nicht auf
eine Verstarkung normiert

Bis auf die Anteile der a- und B-Ketten der (FeO2)- -Zentren des oxygenierten
Hamoglobins kdnnen durch Bestrahlung offensichtlich keine, fir eine Fraktion

charakteristischen Signale erzeugt werden Die meisten durch Bestrahlung

erzeugten Signale sind in allen untersuchten Proben enthalten. Neben den (H')-

und (OH.)-RadikaIen werden Radikale im Lésungsmittel oder organische Radikale

gebildet, deren weitere Auftrennung und Identifizierung im Rahmen dieser

Versuche nicht gelingt.
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Abb.78: ESR-Signale unterschiedlicher Fraktioneny, EHbA, P>30: Sweep Time=83s,
Time const.=81ms, Mod. Ampl.=0,5mT, 18,6mW, X-Ra@ymin; EP>30, EP30/10,
EP<10: Sweep Time=167s, Time const.=163ms, Mod. |AMBmT, 18,6mW, X-Ray

90min, 4K
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Tabelle 4. Zusammenstellung der Signale der untéegitichen Fraktionen nach

Bestrahlung (90-105min X-Ray)
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6. DISKUSSION

Die vorliegende Arbeit hatte das Ziel, die verschiedenen Komponenten
menschlichen Blutes, wie zellulare Bestandteile oder Fraktionen des Plasmas,
systematisch auf vorhandene ESR-Signale zu untersuchen, diese Signale zu
charakterisieren und sie natirlich vorkommenden Molekilsystemen zuzuordnen.
Wegen der Bedeutung von Redox-Reaktionen auch im Organsystem Blut, war
dabei das Verhalten dieser spektralen Spezies in Hinsicht auf unterschiedliche
Redox-Bedingungen der Probe von besonderem Interesse. Durch Zugabe von
Dithionit als Reduktionsmittel und Hexacyanoferrat als Oxidationsmittel wurde
modellmaRig das Verhalten dieser Molekilsysteme in den verschiedenen
Komponenten des Blutes unter veranderten Redox-Bedingungen untersucht.
Dazu wurden die Proben in zwei Temperaturbereichen (4K und 77K) vermessen,
um maoglichst alle spektralen Spezies zu erfassen und zu charakterisieren.

Auch ionisierende Strahlung kann U(Uber Radikalbildung deutliche, auch
pathologische Veranderungen in Zellen bewirken. Um die Wirkung auf
Bestandteile des Blutes zu untersuchen, wurden die Blutfraktionen mit
Rontgenstrahlen variabler Dosis bei 77K bestrahlt und anschlieend in beiden

Temperaturbereichen (4K und 77K) vermessen.

Der Hauptbestandteil der in den Blutkomponenten nachgewiesenen ESR-Signale
stammt von drei eisenhaltigen Metalloproteinen, dem Ferri-Hamoglobin, der
Katalase, sowie dem Fe(lll)-Transferrin, deren ESR-Eigenschaften in der Literatur
bereits beschrieben sind. Ferri-Hamoglobin und Katalase sind Bestandteile der
Erythrozyten und liegen intrazellular vor, Fe(lll)-Transferrin hingegen ist frei im
Blutplasma gelost.

Obwohl in der Vergangenheit wiederholt ESR-Messungen an biologischen
Systemen bei 77K durchgefihrt wurden [BENEDETTO, 1981; LOHMANN, 1979,
1981, 1986], sind aufgrund der kurzen Relaxationszeit dieser Metalloproteine
ESR-Messungen bei Temperaturen von 4K notwendig, was mit einem deutlich
erhohten technischen Aufwand verbunden ist. Denn erst bei diesen tiefen

Temperaturen sind die ,high-spin“ Eisensignale dieser Metalloproteine gut
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aufgelost. Das Katalase-Signal kann erst bei Temperaturen von 4K gut
beobachtet werden, bei Temperaturen von 77K ist es nicht nachweisbar.

Alle drei Proteine bilden jeweils ein Fe(lll)-,high-spin® System. Allerdings
unterscheiden  sich  die ESR-Signale aufgrund der verschiedenen
Molekulstrukturen und damit einhergehenden paramagnetischen Eigenschaften
erheblich voneinander.

Ferri-Hamoglobin bildet ein stark axiales Signal mit g+=5,9 und g|=2. Wie bereits
in der Literatur beschrieben [CAMMACK, 1993], fiuhrt Dithionit als
Reduktionsmittel zur vollstandigen Reduktion des Signals, dabei wird Ferri-
Hamoglobin in Fe(ll)-Hamoglobin umgewandelt.

Durch Hexacyanoferrat(lll) hingegen erfolgt eine Oxidation von vorhandenem,
ESR-inaktiven Fe(ll)-Hamoglobin zu Ferri-Hamoglobin, womit das ESR-Signal
zunimmt, bei hohen Hexacyanoferrat(lll)-Konzentrationen scheinbar ein
Grenzwert ausbildet und damit bei vollstandiger Oxidation die in der Probe
enthaltenen Gesamtmenge an Fe(ll)-Hamoglobin widerspiegelt. Hamoglobin ist
somit in der Lage, an seiner Ham-Gruppe mit Redox-Parthern mit
entsprechendem Redox-Potential zu reagieren. Insbesondere die Oxidation von
Fe(ll)-Hamoglobin zu Ferri-Hamoglobin ist hier von besonderem Interesse, da
diese Reaktion zu einem Funktionsverlust des H&amoglobins als
Sauerstofftransporter fuhrt.

Bei den hier untersuchten Ery-Konzentraten, wie sie fur die klinische Routine
verwendet werden, ist auffallig, dass bereits in den nativen und unbehandelten
Proben das Ferri-Hamoglobin-Signal sehr intensiv ableitbar ist und damit eine
unphysiologisch hohe Konzentration an Ferri-Hamoglobin anzeigt. Somit muss
schon wahrend der Lagerung ein erheblicher Auto-Oxidations-Prozess stattfinden,
geringe Mengen eines Oxidationsmittels mit &hnlicher oder hdherer oxidativer
Potenz wie Hexacyanoferrat(lll) fihren dann zu einer weiteren Zunahme an Ferri-
Hamoglobin. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die in den Ery-
Konzentraten zum Oxidationsschutz vorhandene Methdmoglobinreduktase nicht
ausreichend aktiv ist und eine Oxidation des Fe(ll)-Hamoglobins nicht verhindern
kann. Bisher wird die Konzentration von Ferri-Hamoglobin als aktuelles
Qualitatskriterium von Ery-Konzentraten nicht bertcksichtigt. Es ware zu
untersuchen, ob neben den laborchemischen Bestimmungen auch die

Konzentration von Ferri-Hamoglobin Aussagen Uber die Qualitat einer
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Blutkonserve vor allem in Hinsicht auf eine Optimierung der Konservierung und
Lagerung erbringen wirde. Dabei ist notwendig, die wahrend der Lagerung der
ERY-Konzentrate stattfindenden Oxidationsprozesse des Fe(ll)-Hamoglobins
detailliert zu untersuchen.

Bei der Auto-Oxidation von molekularem Sauerstoff entstehen hochreaktive
Radikale und Radikalprodukte (02_, H.0,, OH.), wobei vor allem durch H,O, die

Bildung des Fe(lV)-Hamoglobin-Radikals und weiterer stabiler Radikalprodukte
eine Schadigung des Erythrozyten verursacht [KANNER, 1984; McBRIEN, 1982;
SVISTUNENKO, 1997]. Diese Radikale werden daher unter physiologischen
Bedingungen durch spezielle Enzyme (Superoxiddismutase, Katalase,
Peroxidase) abgebaut [LOFFLER, 1988]. Die Entstehung von Sauerstoffradikalen
und Radikalfolgeprodukten konnte in den hier untersuchten nativen und mit
Hexacyanoferrat(lll) behandelten Proben nicht beobachtet werden. Unter
physiologischen Bedingungen ist aber durch Anwesenheit geeigneter
Oxidationsmittel (durch Bildung im Rahmen pathologischer Prozesse oder durch
Aufnahme von Substanzen mit entsprechender oxidativer Potenz) neben dem
Funktionsverlust des Hamoglobins auch die Anhdufung von reaktiven
Sauerstoffradikalen mit nachfolgender Schadigung der Zellen vorstellbar.

Das ESR-Signal der Katalase ist aufgrund der kurzen Relaxationszeit erst bei
Temperaturen unter 10K gut detektierbar. Es besteht aus zwei sich Gberlagernden
rhombischen Signalkomponenten mit g=(6,78/5,02/1,99) und g=(6,46/5,26/1,99).
Die beiden Signalgruppen werden durch ungleiche paramagnetische
Eigenschaften ansonsten identischer Ham-Gruppen verursacht [WILLIAMS-
SMITH und PATEL, 1975; BLUM, 1978; JACOB, 1979]. In der Literatur wird eine
.breite* (B) von einer ,schmalen* (A) Signalkomponente unterschieden [BLUM
1978]. Die in der Literatur beschriebenen ESR-Spektren an frischem
menschlichem Blut bestehen im Wesentlichen aus der schmalen
Signalkomponente [WILLIAMS-SMITH und MORRISON, 1975, WILLIAMS-SMITH
und PATEL, 1975], und verandern sich unter anaeroben Bedingungen wie einer
Lagerung bei 4°C nicht. Diese Stabilitat der Signale ist allerdings nur bis zu einer
Zeitdauer von 48h getestet worden [WILLIAMS-SMITH und MORRISON, 1975].
Die reversible Konversion der Signalkomponenten ist von den &ul3eren
Bedingungen (pH-Wert, Reduktionsmittel, anaerobe Bedingungen) abhangig und
fuhrt nicht zu einem Funktionsverlust der Katalase [WILLIAMS-SMITH und
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MORRISON, 1975; JACOB, 1979]. Im Gegensatz dazu fallt bei den hier
durchgefiihrten Messungen an menschlichen Erythrozyten ein deutlich starkerer
Beitrag der breiten Signalkomponente auf, wobei sich die Anteile der
Signalkomponenten in ihrer Intensitat deutlich zwischen den einzelnen Chargen
unterscheiden. Die genauen Zusammenhange dieser unterschiedlichen
Signalausbildung sind im Rahmen dieser Arbeit nicht im Detail untersucht worden.
Neben wechselnden pH-Werten der Konserven, Signalverdnderungen durch die
Praparation ist auch die unterschiedlich lange Lagerungsdauer (alle hier
verwendeten Konserven hatten eine Lagerungsdauer von mehreren Wochen) der
einzelnen Chargen als mogliche Ursache denkbar. Ob die Konversion der
Signalkomponenten besonders im Falle der Lagerungsdauer als Marker fir die
Haltbarkeit der Erythrozytenkonserve verwendet werden kann, musste durch
weitere Versuche untersucht werden.

Weiter konnte gezeigt werden, dass die Katalase ein streng intrazellular
gebundenes Enzym ist, das durch Praparation und Hamolyse der Erythrozyten
nicht in den plasmatischen Uberstand ubertritt.

Dithionit als Reduktionsmittel reagiert mit beiden Signalkomponenten der Katalase
und fahrt bei ausreichend hoher Konzentration zur Ausbildung einer einzelnen
Spezies mit leicht abweichendem g-Faktoren (g=6,67/5,22/1,99). Eine Reduktion
des Fe(lll)-lons findet dabei nicht statt. Dieses Verhalten ist auch in der Literatur
beschrieben [JACOB, 1979], der genaue Mechanismus der Signalkonversion ist
aber nicht bekannt und kann auch im Rahmen dieser Arbeit nicht ndher geklart
werden.

Demgegenuber kann durch Hexacyanoferrat in der hier angewandten
Konzentration keine Verdnderung der Katalase-Signale erreicht werden.
Offensichtlich reicht das Redox-Potential von Hexacyanoferrat nicht aus, das in
der Katalase enthaltene Fe(lll)-HAm weiter zu oxidieren, obwohl in der unter
physiologischen Bedingungen ablaufenden Reaktion mit H,O, ein Oxoferryl-
Radikal mit Fe(IV) als Zwischenprodukt gebildet werden kann [HEWSON, 1979;
JOUVE, 1997].

Das Signal des Eisen-Transferrins ist sowohl bei 77K als auch bei 4K gut
aufgelost. Auch Eisen-Transferrin bildet ein Fe(lll)-,high-spin“ System, die
Symmetrie wird aber im Wesentlichen durch die Art der bindenden

.Synergistischen Anionen“ bestimmt. Unter physiologischen Bedingungen dient
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Bicarbonat als ,synergistisches Anion“, wobei die Symmetrie der Spektren
zwischen einem rein axialen und einem rein rhombischen System liegt [AISEN,
1972]. Das Transferrin-Spektrum setzt sich aus mehreren Komponenten
zusammen, die durch unterschiedliche Konformation der beiden Domanen des
Transferrin hervorgerufen werden [FOLAJTAR, 1982; YANG, 1987]. Durch die
Molekulstruktur in Anwesenheit von Bicarbonat werden Resonanzibergange
sowohl im unteren Kramer-Dublett bei g=9, als auch im mittlerem Kramer-Dublett
bei g=4,3 moglich. Durch Dithionit kann Fe(lll)-Transferrin vollstéandig zu Fe(ll)-
Transferrin reduziert werden. Aufgrund der starken Streuung der Messwerte kann
Uber die Kinetik der Reaktion aber keine sichere Aussage gemacht werden.
Allerdings ist schon lange bekannt, dass Transferrin mit Fe(lll) einen Komplex
bildet, der gegen chemische Einwirkung, Proteolyse und Denaturierung sehr stabil
ist [WINDLE, 1963; FLETCHER; 1968]. Transferrin bindet Eisen unter
physiologischen Bedingungen in der dreiwertigen Form. Ob bei der Reduktion mit
Dithionit das Fe(ll) dann vom Transferrin-Komplex dissoziiert, kann im Rahmen
dieser Versuche nicht beantwortet werden, denn freies Fe(ll) liefert aufgrund der
Elektronenverteilung keinen spektralen Beitrag. Demgegentber verandert sich
das ESR-Signal des Fe(lll)-Transferrin unter Einwirkung von Hexacyanoferrat
nicht, eine Reaktion mit Hexacyanoferrat findet unter diesen Bedingungen nicht
Statt.

lonisierende Strahlung kann direkte Schéadigung an organischen Molekilen
verursachen oder Uber die Bildung von Radikalen weitere Reaktionen ausldsen.
Im Rahmen dieser Versuche wurde ROntgen-Strahlung mit definierter Dosis
eingesetzt, um Veranderungen an den bereits beschriebenen Metalloproteinen zu
untersuchen. Zudem sollte geprift werden, ob durch ionisierende Strahlung neue
ESR-Signale erzeugt werden kdnnen.

Die groten Verdnderungen konnen dabei bei der Bestrahlung von Ferri-
Hamoglobin beobachtet werden. Wird isoliertes Ferri-Hamoglobin (HbA) oder frei
im Plasma geldstes Ferri-Hamoglobin bestrahlt, so kommt es zu einer Abnahme
der Signalintensitat, die die Reduktion des vorhandenen Ferri-Hamoglobins zu
Fe(ll)-Hamoglobin anzeigt. Eine Reduktion von Ferri-Hamoglobin durch
Bestrahlung ist durch Bildung von im Ld&sungsmittel generierten mobilen
Elektronen als auch durch direkte Strahlenwirkung am Protein beschrieben

[KAPPL, 1981]. Der genaue Mechanismus der im Rahmen dieser Versuche zur
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Reduktion fuhrt kann allerdings alleine durch die hier durchgefuhrten ESR-
Messungen nicht geklart werden.

Durch die Bestrahlung intakter Erythrozyten wird demgegenuber eine Oxidation
des Fe(ll)-Hamoglobin beobachtet. Dabei kommt es zusatzlich zu einer deutlichen
Veranderung des ESR-Signals mit Verbreiterung und Verschiebung des g-
Faktors. Mit steigender Bestrahlungsdauer bilden sich zudem breite Signale an
beiden Seiten des Ferri-Hamoglobin-Signals aus. Diese Verdnderungen sind im
Rahmen dieser Versuche nur schwer zu interpretieren. In der ERY-Fraktion liegt
das Hamoglobin intrazellular vor und ist im Vergleich mit dem frei gelosten
Hamoglobin deutlich héher konzentriert und weniger von wassrigem Lésungsmittel
umgeben. Durch die Bestrahlung wird scheinbar ein oxidierendes Aquivalent
generiert, das moglicherweise einen Bestandteil des Erythrozyten darstellt, das
Uber eine Oxidation mit Fe(ll)-Hamoglobin weiter reagiert. Denkbar, aber wenig
wabhrscheinlich, ist auch ein direkter Strahlungseffekt am Hamoglobin-Molekil mit
nachfolgender Oxidation der Fe(ll)-HAm-Gruppe. Dies koénnte die Ursache der
beobachteten Strukturveranderung des ESR-Signals und/oder der Ausbildung des
breiten Signals an den beiden Flanken darstellen. Allerdings kann die
Verdanderung des Ferri-Hamoglobin-Signals auch durch Wechselwirkung der
Fe(lll)-Zentren untereinander oder aber mit generierten Radikalen, die einen
spektralen Beitrag im Bereich g=2 haben, einhergehen. Diese Vorgange kdénnen
im Rahmen dieser Versuche nicht genau getrennt werden.

Die Veranderungen der Katalase-Signale in Erythrozyten nach Bestrahlung lassen
sich wegen der zunehmenden Uberlagerung des Ferri-Hamoglobin-Signals nicht
genau beobachten. Geringe Bestrahlungsdosen fuhren aber zunachst zu keiner
Reaktion am Fe(lll)-Ham-Zentrum der Katalase.

Die Bestrahlung des Fe(lll)-Transferrins verursacht eine nur allmahliche Abnahme
der Signalintensitat, ohne dass das Signal durch die in dieser Versuchsreihe
verwendeten Bestrahlungsdosen vollstandig reduziert werden kann. Das mit
steigender Bestrahlungsdosis im Bereich von g=4,0 zunehmende scharfe Singlet
wird durch eine Fe(lll) basierte Spezies verursacht, die moglicherweise im Bereich
g=11,2 ein Korrelat besitzt. Diese Veranderungen hangen mit dem Fe(lll)-
Transferrin zusammen. Allerdings kann alleine durch die Messungen nicht geklart
werden, ob die Bestrahlung zu einer Freisetzung des Fe(lll) fihrt oder ob die neue

paramagnetische Spezies noch mit dem Transferrin assoziiert ist.
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Neben den beschriebenen Hauptsignalen der Fe(lll)-,high-spin“-Molektle
Hamoglobin, Katalase und Transferrin sind in unterschiedlichem Mal3e schwache
Signale besonders im oberen Feldstarkenbereich bei 4K detektierbar. Diese
Signale sind aber nicht konstant in den Fraktionen unterschiedlicher Chargen zu
beobachten und zudem haufig von Hintergrundsignalen Uberlagert. Alleine das
kupferhaltige Protein Caeruloplasmin mit dem typischen Linienmuster konnte in
manchen Chargen der ,FFP“-Konzentrate nachgewiesen werden. Die nicht
konstante Detektion der Signale ist wahrscheinlich auch hier durch die
unterschiedliche Lagerungsdauer der einzelnen Chargen verursacht [ONORI,
1981]. Die Reaktion mit Dithionit fuhrt zu einer Reduktion des Caeruloplasmin-
Signals, wahrend unter Einwirkung von Hexacyanoferrat keine Verdnderung
erfolgt. Durch Bestrahlung wird das Caeruloplasmin-Signal stark von
strahlungsgenerierten Signalen Uberlagert, so dass es nicht weiter klar
beobachtbar ist.

Bei der Bestrahlung der Proben werden besonders im oberen Feldbereich starke,
komplex zusammengesetzte Signale gebildet. In der Hamoglobin-Fraktion kénnen
bei 77K FeO, -Zentren mit den typischen Anteilen der a- und B-Ketten
differenziert werden [KAPPL, 1981]. Die Intensitdt dieser Signale ist
temperaturabhangig, sie sind bei 4K nur schwach aufgelost [KAPPL, 1988]. In den

Ubrigen Fraktionen konnten durch Bestrahlung keine fur eine Fraktion typischen
Signale erzeugt werden. Neben den Signalen der H'- und OH’-Radikale kann ein

offensichtlich schnell relaxierendes, strahlungsgeneriertes Signal mit g=2,09
beobachtet werden, dass im Temperaturbereich von 77K nicht nachweisbar ist
und madglicherweise von organischen oder metallgebundenen Peroxidradikalen

herrihrt.

Die hier durchgefuhrten systematischen ESR-Untersuchungen zeigten, dass die
bereits bekannten Signale der eisenhaltigen Proteine (Ferri-Hamoglobin,
Katalase, Fe(lll)-Transferrin) erwartungsgemalfd vorhanden sind. Die Fe(lll)-
Komponenten von Ferri-Hamoglobin und Fe(lll)-Transferrin  konnten durch
Dithionit in allen Fallen reduziert werden, wohingegen das Signal der Katalase
deutliche spektrale Anderungen zeigte, ohne dass das Signal vollstandig verloren

ging. Unter oxidativen Bedingungen konnte alleine Fe(ll)-Hamoglobin zu Ferri-
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Hamoglobin oxidiert werden. Weder durch Oxidation noch durch Reduktion
konnten in den untersuchten Fraktionen neuen Signale generiert werden.

Im Gegensatz dazu fuhrte die Bestrahlung von ERY-Konzentraten, freiem
Hamoglobin und Plasma-Fraktionen teilweise zu neuen Signalen. Intrazellulares
Hamoglobin zeigte eine Zunahme des Fe(lll)-Signals und damit eine Oxidation
von Fe(ll)-Hamoglobin, wahrend die Bestrahlung von freiem Hamoglobin(A) und
frei im Plasma vorliegendem Ferri-Hamoglobin zu einer Reduktion fuhrt. Ebenso
konnte im oberem Feldstarkenbereich ein schnell relaxierendes Signal bei g=2,09
nachgewiesen werden, dessen Herkunft ungeklart ist. Durch die Bestrahlung von
Fe(ll)-Transferrin  wird ein neues Singlet-Signal bei g=4,0 generiert, bei
gleichzeitiger Abnahme des Transferrin-Signals. Ob dabei das Eisen aus dem
Transferrin gelost wird oder ob eine strukturelle Anderung der Bindungstasche
induziert wird, kann mit den hier durchgefiihrten Versuchen nicht beantwortet
werden.

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse sind allerdings nicht ohne weiteres auf
physiologische Vorgadnge Ubertragbar. Die Messungen sind bei sehr tiefen,
unphysiologischen Temperaturen durchgefihrt worden, so dass madgliche
temperaturabhangige Veranderung der Struktur und damit der Eigenschaften der
Proteine in der Interpretation bertucksichtigt werden missen. Zudem sind die
Molekilsysteme unter physiologischen Bedingungen Teil einer dynamischen und
regulierenden Umgebung und kénnen in ihren Reaktionen nicht isoliert betrachtet
werden. Auch bestand die Zielsetzung dieser Arbeit in einer qualitativen
Untersuchung der Proben, Parameter wie Alter der Blutproben, exakte Lagerung,
konstanter pH-Wert der Fraktionen und Signalverdanderungen durch die
Praparation wurden nicht systematisch untersucht. Dennoch koénnen die
Ergebnisse als Grundlage fur weitere Versuche mit spezieller Fragestellung
genutzt werden. Dabei ist insbesondere die systematische Untersuchung von Blut
und dessen Bestandteilen von besonderem Interesse, weil es im Rahmen von
generalisierten Krankheitsbildern (Sepsis, Ischdmie, Neoplasie) oder &ulieren
Einflissen (Medikamenten-Wirkung, therapeutische Bestrahlung,
Dialysebehandlung) immer mit beteiligt ist. Neben der Aufklarung von
pathologischen Prozessen kodnnten auch spezielle ,Marker-Signale* definiert
werden, die dann zum frihzeitigen Nachweis von pathologischen Verédnderungen

dienen konnten. Wegen der Detektion kleinster Radikalkonzentrationen und der

137



Moglichkeit, paramagnetische Zentren und deren nachste Umgebung isoliert
betrachten zu kdnnen eignet sich die ESR-Spektroskopie dabei besonders gut als
sensitive Methode. Aufgrund der oft nicht bekannten und komplexen Ablaufe
innerhalb  zellularer Systeme ist aber die genaue Festlegung der
Untersuchungsparameter notwendig. Insbesondere muss vor einer Interpretation
der Signale die Auswirkung der Lagerung und Verarbeitung der Proben genau
untersucht und definiert werden. Nur unter standardisierten Bedingungen kann die
ESR-Spektroskopie dann zum Nachweis und der Aufklarung pathologischer

Veranderung in komplexen biologischen Systemen eingesetzt werden.
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