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Abstract

The effect of oxygenation on the structure of haemoglobin molecules

was investigated by microwave measurements. A measuring method for
phase shifts <0.5° (accuracy 10.010) and attenuation differences
<0.1 db (accuracy %0.002 db) in high loss fluids was developed
using a 3cm waveguide interferometer with a measuring cell
connected to a closed loop circulation system. The resulting
differences of the dielectric constant of an aqueous solution of
human haemoglobin (8e'= -0.0221% 0.005 and &€"= -0.009+ 0.003 )

indicate a change in molecular structure due to the oxygenation.
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1. EINLEITUNG

Damit ein biologisches Objekt den physikalischen Unter -
suchungsmethoden zugidnzlich gemacht werden kann, muB es im all-
gemeinen seiner natiirlichen Umgebung entzogen werden; auch ist
es meistens unumgdnglich, pridparative MaBnahmen zu treffen, die
zu Anderungen seines urspriinglichen Zustandes fithren. Dadurch
kann der Aussagewert der experimentellen Ergebnisse beziiglich
der naturgegebenen Struktur und Funktion des Objektes in einem

erheblichen Mafle beeintrichtigt werden (Kaiser /2/).

Als ein Beispiel fiir diese Problematik sei das Cytochrom
genannt, das die Zellatmung katalysiert (Karlson /3/). Das was-
serunlosliche Cytochrom muB, um iiberhaupt isoliert werden zu
konnen, durch ein kompliziertes chemisches Verfahren erst was-—
serloslich gemacht werden, was eine wesentliche Merkmalinderung

bedeutet.

Vergleichsweise einfach und im ohigen Sinne weniger hedenk-
lich ist die Isolierung eines anderen biologischen Makromolekiils,
des Hamoglohins (abgekﬁrzt Hb). Es liegt, mit einer Konzentra-
tion von 0.4 g/cm3, in den roten Blutzellen in widssriger Losung
vor. Die Mafinahmen zu seiner Isolierung beschrinken sich haupt-
sichlich auf die sogenannte Hdmolyse, einem Platzenlassen der
Erythrozyten durch Osmose. Bei diesem Verfahren ist die voriiber-
gehende Anwesenheit von kleinen NaCl-Mengen unvermeidbar, doch
abgesehen davon befinden sich die Hb-Molekiile auch nach dieser
Prdparation wie urspriinglich in den Blutkérperchen in wissriger

Losung.

Fiir Untersuchungen am Himoglobinmolekiil kommen neben der
Rontgenstrukturanalyse Kleinwinkelstreuexperimente mit Neutronen-
und Rontgenstrahlen, optische und dielektrische MeBmethoden zur
Anwendung. Wie bhei chemischen Untersuchungsverfahren sind die
experimentellen Einwirkungen auf das Objekt in den erstgenannten
Fallen erheblich; so erfordert beispielsweise die Rontgenstruk-
turanalyse die Markierung des Hb-Molekiils mit Schwermetallatomen
und eine Kristallisierung des Proteins. Optische und dielektri-

sche MeBmethoden bieten wohl die weitestgehenden Moglichkeiten,




das Objekt in seinem natiirlichen Zustand und Verhalten zu er -
forschen. Von Vorteil sind bei diesen Experimenten die geringen

Fnergien, welche auf den Untersuchungsgegenstand einwirken.

Hiamoglobin ist ein typisches Enzym, da es die Figenschaften
der Kooperativitiat seiner funktionellen Gruppen und der Regula-
tivitat besitzt. Erkenntnisse iiber Struktur und TFunktion eines
Enzyms konnen unter anderem von Mikrowellenexperimenten erwartet
werden. Von Messungen im unteren Gigahertz-Bereich, dem dielektri-
schen Dispersionsgebiet des Wassers, sind Riickschliisse auf Struk-
tur und EinfluB geloster Makromolekiile moglich. Ihre Eigenschaften
und ihr Verhalten sowie deren Anderungen konnen sich auf die Was-
serstruktur auswirken, wodurch dann die Wasserdispersion in einer
charakteristischen Weise beeinfluflt wird. Diese Dispersionsidnde-

rung wiederum ldBt sich mit Mikrowellen verfolgen.

Es erschien somit aussichtsreich, mit Mikrowellenmessungen
weitere Kenntnisse iiber die noch nicht aufgeklirte Strukturinde-
rung des Ilimoglobinmolekiils bei der Sauerstoffiibertragung zu ge-

winnen.

Der Auftrag zu dieser Arbeit lautete, an einer Mikrowellen-
MeBbriicke ( im AnschluBf an die Arbeit von Keilmann /h/) das di-
elektrische Verhalten widssriger Losungen von nativem Human-Hamo-

globin zu untersuchen.
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2. EXPERIMENTELLER TEIL

2.1, Me Bob jekt

Hier werden lediglich die fiir die experimentelle Seite der
Untersuchung wesentlichen Angaben zusammengestellt. LEine kurze
Darstellung der Eigenschaften des Hamoglobinmoliekiils wird im Ab-

‘schnitt 4.1. wiedergegeben.

2.1.1. Herstellung der Hidmoglobinldsungen

Die Praparation der Human-Hdmoglobinlosungen wurde nach
folgendem Verfahren durchgefithrt: Absaugen des Blutplasmas —
bis zu zehnmal Waschen (Aufschwemmen der roten Blutfliissigkeit
in physiologischer Kochsalzlosung und Abzentrifugieren der Blut-
korperchen) — Hidmolyse (die Zugabe von bidestilliertem Wasser
im Verhdltnis 1:1 bewirkt osmotisches Sprengen der Erythrozyten,
wonach das Hidmoglobin in freie Losung geht) — Abzentrifugieren
der Zellreste in der Ultrazentrifuge . Alle Schritte erfolgten
bei 5 bis 10 S0 Es ergaben sich Losungen mit einer Konzentra-
tion von etwa 100 g Hb pro Liter Wasser. Ohne anschlieflendes

Dialysieren verblieben noch maximal 5 g/1 NaCl in der Lésung.

Die anfangs mit Wasser aus dem Ionenaustauscher pridparierten
Losungen zeigten in der Apparatur eine starke Neigung zur Bildung
kleiner Flocken, welche die ersten Messungen samtlich verfalsch-
ten. Die Verwendung von bidestilliertem Wasser brachte eine aus-

reichende Unterdriickung und Verzogerung dieser Erscheinung.

2.1.2. Verhalten der Losungen

Die Losungen erwiesen sich als sehr empfindlich gegeniiber
Alterung, ein Auftreten der erwahnten Flocken im Laufe der ganz-
tigigen Messungen konnte trotz sorgfaltigster Reinigung der Appa-
ratur, stindiger Gewidhrleistung der tiefen Temperatur und schonen-

der Behandlung der Liésungen beim Riihren und Pumpen nur selten ver-

hindert oder lange genug hinausgezigert werden. Es ist zu vermuten,

daB Hamoglobin in diinnen Fliissigkeitsschichten zur Zusammenballung
neigt; unter dem Mikroskop erwiesen sich die Flocken als rotgelb

gefidrbte Fiden, die eine etwas groBere Dichte als die Losung be-




saflen. Eine geringere Riickstandsbildung dieser Art zeigte sich
bei Verwendung des zweiten Typs der in Abschnitt 2.2.5.2. be-

schriebenen Umsatzgefdle.

2.2. Me B apparatur

2.2.1. Wellenausbhreitung in Rechteckhohlleitern

In Abb.1 ist die Verteilung der elektrischen Feldstirke bei
Aushbreitung des einfachsten Wellentyps H,, fiir einen festen

Zeitpunkt wiedergegeben ( siehe auch Klinger /5/).
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Abb. 1 Wellentyp H,; im Rechteckhohlleiter ; Magisches T

Die als Ay bezeichnete groBte Wellenldnge, die im Recht-
eckhohlleiter mit der Querdimension a gerade noch ausbreitungs-
fihig ist, berechnet sich zu Ag= 2a (Grenzwellenlinge). Im
verlustfrei angenommenen Hohlleiter breitet sich die elektro-

magnetische Welle der Vakuumwellenlidnge A, mit der Wellenldnge
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aus, wihrend sie im gleichen Hohlleiter, falls er mit einem Di-
elektrikum mit der komplexen Dielektrizitdtskonstanten (abge—

kiirzt DK) € =: €' - i€" gefiillt ist, mit der Wellenlinge fort-




schreitet, die sich nach der Formel berechnet
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Die einzelnen Feldstidrkekomponenten der HlO-Welle mit der

Frequenz vy = w/@n stellen sich wie folgt dar:
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wobei <y die Fortpflanzungskonstante bedeutet:

v o= (2) (e- i) - (B

Es sind die Losugen der Maxwellschen Gleichungen fiir den Anrege-

modus des Senders und die durch die Hohlleitergestalt gegebenen

Randbedingungen.

Grundsdtzlich lassen sich also die beiden Anteile €' und €”
der komplexen DK durch Wellenlingenmessungen in Hohlleitern er-

mitteln.

Die Funktionsweisen der einzelnen Hohlleiterbauteile seien
im Folgenden kurz heschrieben: Einwegleitungen hewirken infolge
des nicht reziproken Verhaltens eingesetzter Ferrite eine extrem
unterschiedliche Dampfung fiir beide Durchstrahlungsrichtungen
(etwa 0.5 und 20 db). Richtkoppler dienen zur Abzweigung eines

Teils I der Strahlung I, in der Hauptleitung. Die spezielle

o
Bauweise verhindert eine storende Einstrahlung aus dem Seiten -
arm in die Hauptleitung. Ein Magisches T besitzt vier Arme (vgl.
Abb. 1); bei reflexionsfreiem AbschluB aller Arme gilt: Einstrah-
lung der Welle in den E-Arm hat eine symmetrische (bezﬁglich der

Phasenlage und Intensitdt) Weitergabe in die Arme A und B zur

-5 -




Folge, hingegen keine Abgabe von Leistung in den H-Arm. Einstrah-
lung in den H-Arm verteilt die Energie mit gleicher Intensitidt ,
jedoch gegenphasig in die Arme A und B ohne Abstrahlung in den
E-Arm. Umgekehrt interferieren bei Einspeisung von Intensitidten
in die Arme A und B die Wellen so, daBl die Summe der gleichpha-
sigen Komponenten den Ausgangszustand fiir die Welle in Richtung
E~Arm, die Summe der gegenphasigen Komponenten den Ausgangszu-
stand fir die Strahlung in den H-Arm darstellt. Gegenphasiger
Eintritt gleicher Intensitdten bei A und B bedeutet also Abgabe
der gesamten Energie in den H-Arm; dieser Fall wird beim Null -

abgleich im unten beschriebenen MeBverfahren realisiert.

Die Dimpfungsglieder ermdglichen es, die Feldstdrke durch
verschiedene Stellung von leitfidhigen Schichten im Ilohlleiter so
zu beeinflussen, daB ein durch Eichung festgelegter Anteil der
Energie in Wirme verwandelt wird. Phasenschieber in der hier ver-
wendeten Ausfiihrungsform verwandeln die H10—Welle mittels eines
A/&—Plﬁttchens in eine zirkularpolarisierte Welle, die durch ein
verstellbares A/2—Plﬁttchen meBbar phasenverschoben wird; hier-
durch erreicht man, nach erneuter Umwandlung in eine linearpola-
risierte H10~We11e, jede gewiinschte Phasenverschiebung gegeniiber

der eingestrahlten Welle.

Hinsichtlich genauerer Angaben zu Fragen der Hohlleiter-
technik und der Funktionsweisen ihrer Bauelemente wird auf /5/,

/30/ verwiesen.

2.2.2. Prinzipielle Versuchsanordnung

In Abb. 2 wird der Aufbau des Mikrowellen-Interferometers
wiedergegeben. Die Klystronstrahlung wird gleichphasig auf beide
Aste der MeBbriicke verteilt. Bei leerer Kiivette werden durch Ver-
stellen des Diampfungsgliedes und des Phasenschiebers im anderen
Briickenzweig die beiden Teilwellen am Briickenausgang gegenphasig
zur Interferenz gebracht. Der an den E-Arm des Magischen T an-
geschlossene Detektor empfiangt dann kein Signal (vgl. auf dieser
Seite oben), die gesamte Energie wird in den H-Arm abgegeben und

in einem sogenannten Z-AbschluB absorbiert.

Bt 1S 2




Wird die Kiivette mit der zu untersuchenden Fliissigkeit ge-
fiillt, so lassen sich die dadurch hervorgerufene Phasenlagen-
und Ddmpfungsinderung wiederum mit Hilfe der MeBglieder kompen-
sieren. Die Eichungen dieser Gerdte und die Detektorempfindlich-

keit bestimmen die Genauigkeit der Messungen.
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D1 P1 MeBkiivette 1

Abb. 2 MeBapparatur, elektronischer Teil

2.2.3. Versuchsaufbau

2.2.3.1. Mikrowellenbriicke

Zweck und Funktionsweise der einzelnen Briickenglieder sind
im Abschnitt 2.2.1. erlédutert worden. Der Einbau einer zweiten
Kiivette, welche im Aufbau mit der MeBkiivette identisch ist, wird
im Abschnitt 2.2.5.1. begriindet. Das Dampfungsglied D2 im glei-
chen Zweig ermdoglichte es, bei beliebigen Kiivettenfiillungen in
den empfindlichsten Einstellbereich von D1 zu kommen (0 bis 1.0
db), wenn durch Verstellen von D1 die Schreiberanzeige geeicht

wurde. In Richtung des Detektors wird im Falle des Nullabgleichs

-




(Interferenz gleicher, gegenphasiger Intensititen im Magischen T
M2) ein minimales Signal abgestrahlt, die restliche Energie wird
dem Z-Abschlufl zugeleitet, der den H-Arm von M2 abschliefit. Uber
den E-Arm verliBt das (im Idealfall verschwindende) Signal die

MeBbriicke in Richtung des Detektors.

Das Dampfungsglied D3 schiitzt die Dioden des Detektors vor
Uberlastung und wird nur bei den eigentlichen Messungen auf 0 db
gestellt. Die Amplitudenmodulation des Signals mit 100 KHz er-
méglicht die schmalbandige Verstirkung, die Einwegleitungen die-
nen zur Vernichtung von reflektierten Mikrowellen aus dem Detek-
tor, welche andernfalls zusammen mit dem Briickensignal moduliert

und mitverstarkt wiirden.

Das vor der MeBbriicke ausgelioppelte Referenzsignal, mit
etwa einem Zehntel der Klystronleistung, wird dem anderen Lin-

cangs—-T des Detektors zugefiihrt.

o

.2.3.2, Detektorbriicke und Registrierteil

An den beiden Eingingen der von 0'Brien /7/ entwickelten
Detektorbriicke werden Referenz- und MeBbriickensignal jeweils
symmetrisch verteilt. Lines dieser beiden MeBbriicken-Teilsig-
nale wird durch den Phasenschieber P2 um 90° phasenverschoben.
Durch geeignete Einstellung der Phasenlage des Referenzsignals

mittels P3 ergeben sich an den Diodenpaaren 1 und 2 die Signale
A, = A sin o sin 2nf,t und

A,

A cos a sin 2nf_t ,

wobei a der mit P3 einstellbare Phasenwinkel zwischen Referenz-—
und Briickensignal und A proportional zur Amplitude des letzteren

ist. f, stellt die Modulationsfrequenz dar.

Es ist zu bemerken, daB die Verwendung von Diodenpaaren an-
stelle von Einzeldioden in der Rauschverminderung bhegriindet ist
und ferner die obigen Formeln fiir die Amplituden A, und A, nur
gelten, wenn die Referenzamplitude wesentlich grioBer ist als die

des MeBsignals.
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Die Signale A und A, werden iiber einen Zwillingsverstirker
mit dem VerstArkungsfaktor k einem phasenempfindlichen Detektor
mit dem Referenzsignal sin 2n f it zugefithrt und verlassen ihn als
gleichgerichtete Signale proportional zu kA sina und kA cosa .
Diese Indsignale werden auf einem 2-Komponenten—Schreiber auf-

gezeichnet.

Auf diese Weise ist die getrennte Negistrierung der heiden
orthogonalen Signale moglich, die ihr Entstehen einer den Null-

abgleich storenden Phasenlagen- oder Dampfungsinderung verdanken.

Vom Zwillingsverstiarker kinnen die Signale auch auf ein
Oszilloskop gegeben werden, wodie Verstellungen von D1 hzw. P1
zu orthogonalen Verschiebungen aller Punkte der Phasenellipse
fithren., Die Darstellung auf dem Oszilloskop ermoglicht die Ju-
stierung der Phasensclieber P2 und P3 und den Ausgleich eventu-

eller Unterschiede der Diodenempfindlichkeiten.

2.2.4, Storungen

Auf Seite 10 findet sich eine Zusammenstellung der Storun-
gen, welche bei dem oben beschriebenen Mefllverfahren zu Verfil-
schungen der MeBgroBen fiihrten. Da sich im Laufe der Experimente
herausstellte, daB der Unterschied der DK der Oxy-IIb- und Desoxy-
IIb - Losungen kleiner sein muBlte als die bisher erreichte Genauig-
keit der MeBbriicke (etwa *0.20und 20.05 db, entsprechend klein-
sten nachweisbaren Differenzen &g'= *0.03 und &€e" = +0.04 ) ,
wurde durch geeignete MaBnahmen eine Einschrdankung der Storungen
und durch eine Anderung des MeBverfahrens eine Erhiohung der MeB-

genauigkeit angestrebt.

2.2,5. Verbesserung der Versuchsanordnung

2.2.5.1. Temperiersystem
Die Himoglobinlésungen sollten wegen der geringeren Dena-
turierungsgefahr bei moglichst tiefer Temperatur untersucht wer-
den. Um die Losungen in allen Teilen der Apparatur auf der ge-
wihlten Temperatur von 4 °C halten zu konnen, wurde ein Kiihlbe-

hilter angefertigt, der auBler der MeBkiivette das gesamte, im

-9 -
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Abschnitt 2.2.5.2.

beschriebene Kreislaufsystem aufnahm. Ein

eigener Thermostat kithlte diesen Behilter sowie die Kontroll-

kiivette und siimtliche Zuleitungen fiir die Losungen. Abb. 3 gibt

schematisch das Temperiersystem der Versuchsanordnung wieder.

flexible Zuleitung
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Temperiersystem und Gasversorgung

Wie aus der Zusammenstellung von Seite 10 hervorgeht, muBte

eine hohe Temperaturkonstanz, besonders der MeBkiivette, aber auch

der iibrigen Briickenteile erreicht werden. Die MeBbriicke wurde in

einem Holzkasten untergebracht, dessen Innentemperatur der mitt-

leren Labortemperatur entsprach; durch ihn konnte der EinfluB von

kurzfristigen Temperaturschwankungen, z.B. durch Zugluft, ausge-

schaltet werden. Die Kiivetten wurden mit Styropor-Verkleidungen

versehen, die Zuleitungen mit Moosgummischldauchen umhiillt und die

Kiivettentemperierung durch den Tischthermostaten 1 mit Hilfe des

auf +0.0030C genau regelnden Gerdtes gesteuert.

Temperaturschwankungen der MeBkiivette vom Betrage 0.05 ©°C

verschoben die Phasenlagen- und Ddmpfungsanzeige um 0.259 bzw.

0.02 db.

lkuvette

Zur Uberwachung der Temperaturverhiltnisse in der Mef3 -

(beim Einspielen der MeBtemperatur nach Auswechseln der

Fiillung und bei der Kontrolle der Temperaturkonstanz) war die ge-—
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wohnliche Schaltung eines Thermoelementpaars zu ungenau (Thermo-
elemente in Eiswasser und Neﬂkﬁvette). Versuche zeigten, dafl Ab-
weichungen der mit einem Rohrenvoltmeter gemessenen Thermospan-
nung nicht eindeutig der Temperaturinkonstanz der MeBkiivette oder
des Eiswassers zuzuschreiben waren. Es wurde daher eine der MefB-
kiivette identische Kiivette in den anderen Briickenzweig eingesetzt,
welche, mit destillierten Wasser gefiillt, auch hinsichtlich Tem-
peraturschwankungen viéllig gleichsinnige Auswirkungen anf die
Dimpfungs— und Phasenlagenanzeige gewiihrleistete. Der Thermostat

1 temperierte beide Kiivetten auf 0.0039C genau.

Eine ﬁberprﬁfung ergab, daB sich mefbare Stérungen des Null-
abgleichs erst bei 0.7°C abweichender Temperatur des Kiithlwassers
bemerkbar machten (kurzfristiges Hochregeln des Thermostaten) .

Die zweite Kiivette stellte also den zuverlidssigen, von der abso-
luten Temperatur weitgehend unabhdngigen Standard dar; es mufite
nur darauf geachtet werden, daB keine Temperaturdifferenz zwischen
den beiden Kiivetten wiihrend der Messung auftrat. Iin empfindliches
Quecksilberthermometer im Thermostaten wurde zur Messung der Ab-
soluttemperatur benutzt, welche wegen der guten Wirmeisolierung

als die Kiivettentemperatur angesehen werden konnte.

Die Konstanz der Konzentration wurde durch exaktes Wasser-
dampfsittigen der einstromenden Gase erreicht (Abb. 3). Eine
Schlauchquetschpumpe forderte das Gas durch eine Waschflasche ,
die sich auf Zimmertemperatur befand; das so teilgesidttigte Gas
durchstromte ein Rohrsystem mit der Temperatur 4°C, in dem es
wegen der niedrigen Temperatur infolge ﬁberscﬁreitens des Satti-
gungsdampfdrucks den Danpfiiberschull abkondensierte. Ehe es auf
die Himoglobinlosung geleitet -wurde, durchlief es nochmals eine
auf gleicher Temperatur gehaltene Waschflasche. Das Nohrsystem
wurde in der kilhlwasserdurchstromten Doppelwand des Kiihlbehdlters
untergebracht, der das UmsatzgefdB, die Pumpe und die zweite

Waschflasche aufnahm.

Einwirkungen von Experimenten mit starken Magnetfeldern in

Nachbarlabors wurden durch Verkleiden der Einwegleitungen mit

mu—Metall vermieden. Dies verhinderte ein Verzerrtwerden der
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Eigenfelder der eingebauten Ferrite durch das zusdtzliche AuBen-
feld.

Die bisher beschriebene Einschriankung der MeBwertverfal-
schungen war jedoch noch nicht ausreichend: das Berﬁhreﬁ der Mef-
briicke beim Verstellen der MeBglieder, vor allem aber das Heraus-
nehmen und Wiedereinsetzen der Kiivette liell lediglich eine Repro-
duzierbarkeit-der Phasenlagen— und Didmpfungswerte auf &¢ = 10.4°

bzw. 6D = #0.06 db genau zu.

Deshalb muBte einerseits die Moglichkeit geschaffen werden,
die MeBlosung rasch und luftblasenfrei ohne Beriihren der Kiivette
wechseln zu konnen; andererseits war es erforderlich, bei den
Messungen eine Beriilhrung der gesaumten Mikrowellenbriicke zu ver-

meiden.

Die Liosung dieses Problems gelang durch Aufbau des nachste-

hend beschriebenen Kreislaufsystems.

2.2.5.2, Kreislaufsystem

Die Mefkiivette bestand aus einem V2A-Stahlblock, dessen
Durchbruch genau dem Hohlleiterquerschnitt entsprach und beider-
seits durch 0.85 mm dicke Glasfenster abgeschlossen war, vgl.
Abb. & auf Seite 14 . Die Wandstromverteilung der Mikrowellen
bedingt eine Lage der Einfiilloffnungen in der Mitte der Hohl -
leiterbreitseiten, die optimale Durchstromung zwingt dazu, sie
oben und unten anzubringen und sie an gegeniiberliegende Fenster-—

kanten zu verlegen.

Es wurden zwei UmsatzgefiBe entwickelt, um die Himoglobin-
losungen vom Oxy- in den Desoxy-Zustand und umgkehrt iiberfiihren
zu konnen. Das in Abb. 5 oben d;}gestellte GefiB aus Plexiglas
enthilt ein mit 8 Umdr./min rotierendes Scheibensystem, welches
sich stindig neu benetzt und die diinne, mit dem dazwischenstro-
menden Stickstoff oder Sauerstoff iiberstrichene Fliissigkeitshaut
sogleich wieder in die Losung einriihrt. Die rund 15 cm? Losung
konnten bei 4°C in etwa 20 min vollstdndig desoxygeniert werden,

wobei der nachgereinigte und wasserdampfgesittigte Stickstoff in-
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folge der unterschiedlichen 0, -Partialkonzentration in Losung

und Gasraum den Sauerstoff aus dem Himoglobin entfernte (ohne

E Wasserentzug, also bei gleichbhleibender Himoglnbinkonzcntration).
Das Oxygenieren durch Einblasen gesidttigten Sauerstoffs erfor-

derte etwa 8 min.

Aus nicht geklirten Griinden traten bei der Umsetzung nach

wenigen Stunden die im Abschnitt 2.1.2. erwvihnten flockenartigen
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Rickstinde auf, die mit der vermutlich groBferen Koagulations -
neigung des Hiamoglobins in diinnen TFliissigkeitsfilmen zusammen-—
hingen kann. Is wurde daher ein zweites Umsatzgefi konstruiert,
welches die Vermeidung von diinnen Fliissigkeitsschichten ermig-
lichte, jedoch den Nachteil besaBl, daB das Desoxygenieren rund
2.5 bis 3 h, das Oxygenieren ungefihr 20 min dauerte (Abschnitt
2.4.1.1.) . Hier wird, grundsitzlich in gleicher Weise wie im
kleineren UmsatzgefiB, das Desoxygenieren dadurch erreicht, daB
der Stickstoff iiber die Uberfliache der Losung radial nach auflen
hinwegstreicht, widhrend nacheinander alle Fliissigkeitsteile durch
langsames Riihren (etwa 8 Umdr./min) an die Oberflidche gebracht
werden. Der in der Hohe verstellbare Gasbehilter erlaubte es, bei
verschiedenen I'liissigkeitsmengen jeweils eine sehr flache Aus-
tauschzone zu schaffen, die bei moglichst geringer Gasforderlei-
stung eine optimale Stromung dicht iiber der Losungsoberfliche ge-

wihrleistete (siehe Abb. 5) :

In diesem GefdB konnten, bei Konzentrationen his zu 125 g/l
und 4 °C, 70 cm® Hb-Losung in maximal 3h vollstdndig desoxy-
geniert werden; dabei betrug der Stickstoffverbrauch 6 l/h. Es
wurde auch eine weitgehende Unabhingigkeit der Dauer des Umsatz-
prozesses von der Konzentration festgestellt; dies wird damit er-
klirt, daB jedes emporgeriihrte Volumenelement auch bei hoher Kon-
zentration quantitativ desoxygeniert wird, jedoch, trotz rascheren
Erreichens dieses Zustandes bei geringerer Konzentration, jedes
Volumenelement die gleiche Verweilzeit an der Oherfliche besitzt
und somit ein friilheres Nachstromen nicht desoxygenierter Losung

verhindert wird.

Das dritte Glied im Kreislaufsystem war die Pumpe. Meflver-
fahren und Empfindlichkeit der Mefllosungen machte den Bau einer
Schlauchquetschpumpe erforderlich, die den besonderen Bedingungen
des Versuches hinsichtlich Forderleistung und Raumbeanspruchung
seniigte. Sie findet sich in Abb. 6 auf Seite 17 dargestellt. Ein
elektrischer Antrieb erlaubte die Wahl einer langsamen Pumpge-
schwindigkeit von 1 cm’/ min fiir das Fiillen der Kiivette und von

3 cm®/min fiir das Wechseln der MeBlisung.
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Es wurde ferner noch eine Kontrollkiivette aus Plexiglas in
den Kreislauf zur Meflkiivette parallelgeschaltet, die von den Zu-
leitungsverzweigungen ab die gleiche Innengeometrie wie die MefB-
kiivette besafl und in einem durchsichtigen, kiihlwasserdurchstrom-
ten Plexiglaszylinder untergebracht war (Abb.7) . Sie ermdglichte
die visuelle Uberwachung der Vorginge in der MeBkiivette, die ja
wihrend der Messung nicht aus ihrem Gehduse herausgenommen wer-—
den konnte. Eigens angestellte Versuche mit Verfolgung des Aus-
tauschvorganges erwiesen dessen vollig analogen Verlauf in beiden

nebeneinandergestellten Kiivetten.

In Abb. 8 ist das Kreislaufsystem nocheinmal schematisch

wiedergegeben, die Kontrollkiivette ist nicht eingezeichnet.
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Der Drfolg der in diesem Abschnitt beschriebenen MaBnahmen
bestand schliefilich, wie in 2.3.2. gezeigt wird, in einer etwa
20fachen Steigerung der MefBgenauigkeit, d.h. nunmehr X0.01°
und £0.002 db als Nachweisgrenzen {iir Phasenlagen- und Damp-
fungsinderungen, welche kleinsten meBbaren Anderungen von
5e' = *0.002 und 6€"= 20.002 entsprechen. BEs kann angenommen
werden, daB die Mefibriicke bei schwidcher diampfenden Fliissigkeiten
eine noch groflere MeBempfindlichkeit erreichbar werden 1laft. Die
hier untersuchten wiassrigen Losungen verursachten eine Dampfung
von 30 bis 40 db durch die 10 mm starke Fliissigkeitsschicht, d.h.
bei 80 mW Ausgangsleistung des Klystrons eine Leistung von etwa
10 pW in jedem Zweig vor dem Briickenausgang M2 . Die Nachweis-
empfindlichkeit des Detektors betrigt theoretisch 107" mw (nach

0'Brien /7/) .

2.353. MeBver fahren

Die Aufnahme der einzelnen MeBpunkte geschah in folgender
Weilse :

a. Fiillen des Kreislaufsystems mit destilliertem Wasser
(beim Entfernen der Luftblasen gingen meist mehrere cm?®
Fliissigkeit verloren, daher noch kein Einfiillen der Hb-
Losung)

b. Kiihlen des Systems auf die MeBtemperatur

c. Entfernen des Wassers aus dem UmsatzgefdB bis zu den
Offnungen der Zuleitungen und anschlieBendes Einfiillen
der Hamoglobinlosung ins Umsatzgefall

d. Vermischen der Lésung und des Restwassers durch Pumpen;
dabei Konzentrationsverminderung der Ausgangslosung ;
Kontrolle der vollstdndigen Vermischung und einwandfreien
Fiillung

e. Einsetzen der MeBkiivette in die Mikrowellenbriicke, An-
schlieflen an die Prizisionstemperierung und Entnahme
von 0.5 cm® llb-Lésung aus dem UmsatzgefdB zur Konzentra-
tionsbestimmung

f. Fichung der Schreiberanzeige durch Verstellen der beiden

MefBgleider P1 und D1
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g. Nullabgleich fiir die Oxy-Hb-Losung; in der Zwischen -
zeit Desoxygenieren im Umsatzgefil

h. Nach AbschluBl des Desoxygenierens Austausch der Liosung
durch Pumpen, dabei auch Desoxygenieren der ins Umsatz-—
gefdll zuriickgespiilten Oxy-IIb-Losung aus der Kiivette

i. Messung der Abweichungen 6¢ und 8D vom vorherigen
Nullabgleich, welche sich bei unverinderten Einstellun-
gen von P1 und D1 als Abweichungen der Schreiberanzeige
dufern; inzwischen Oxygenieren der Losung im Umsatzgefal

J. Entsprechendes Wiederholen der Schritte h. und i., ab-
wechselnd mit Oxy- und Desoxy-Hb-Losung

k. Vor AbschluB der Messungen nochmaliges Eichen fiir Oxy-

Hb-Losung und erneute Konzentrationsbestimmnng..

2.3.1. Idealverlauf einer Messung

Das im Zuge der ganztdgigen Messungen unvermeidliche Auf-
treten der genannten Riickstidnde und die Vermutung uniiberschau-
barer Verinderungen: der Losung sowie der Briickeneigenschaften
machten es notwendig, das MeBverfahren dahingehend abzuwandeln,
dafl im Oxy- bzw. Desoxy-Zustand des Himoglobins jeweils mehrere
MeBpunkte mit neuer Losung aufgenommen wurden, um eventuell vor-
handene Tendenzen aufgrund der unkontrollierbaren Einfliisse er-
fassen zu konnen. Es erwies sich als vorteilhaft, durch _8 min
langes Pumpen den Austausch bis zu 0 mal fiir denselben Hb-Zustand
durchzufilhren, wobei das Wiedereinspielen stabiler Temperaturver-

hidltnisse nur etwa 7 min erforderte.

Wegen der starken Abweichungen der Schreiberanzeige widhrend
des Pumpens wurde das Dampfungsglied D3 auf mindestens 20db ein-
gestellt. Durch eine Ddmpfung von etwa 70 db mit Hilfe von D3
konnte auBerdem ein idealer Nullabgleich simuliert werden (in der
Abb. 9 mit R bezeichnet); die dadurch gegebenen Stellungen der
Schreibernadeln lieferten die Bezugslinien fiir Phasenlage und

Diamp fung .

Wurde nach Registrierung einer solchen MefBreihe die Losung

im anderen Hb-Zustand eingefiillt und in gleicher Weise die neue
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Reihe gemessen, so konnte nun der Sprung der MeBsignale durch
Extrapolieren der Kurven auf den Zwischenzeitpunkt dem Oxy—»
Desoxy-Ubergang zugeordnet werden. Die Reversibilitdt der Zeiger-
stellungen lieferte einen zusidtzlichen Beweis fiir die Zuldssig-

keit dieses Vorgehens.

Abb. 9 zeigt (der Ubersichtlichkeit wegen gekiirzt und nur
fiir eine MeBgroBe) den vom Schreiber in Zeitabhdngigkeit festge-
haltenen Verlauf einer Messung. Nicht dargestellt ist dabei die
Auswirkung von Anderungen der Briickeneigenschaften oder der Ein-
fluB der allmihlich auftretenden Riickstinde in der Losung. Diese
Erscheinungen #duBerten sich in einer Abweichung der R-Linie und

der MeBpunkte-Kurven vom geraden Verlauf (vgl. Abb. 12 und 13).

2.3.2. Leisungsfahigkeit der geidnderten Versuchsanordnung

Mit einer Reihe von 3 schwachkonzentrierten KCl-Losungen
wurde untersucht, wie genau und zuverlissig die verbesserte Ap-

paratur arbeitete. Der fiir den Ubergang Oxy—sDesoxy-IIb erwartete

€0 = 0,372 g KCL/1 H,0 = 0,005 molar

0,44
$001° ] Genauigkeit ] £0,002 db
[ H,0 0,10+
db |
0,3 o T~ - S
T i -};-ce 0,08-
1 b
$ g
€ "6_0,05‘
¢ 0,2 E
g S
f o -— lco ] —-— -i- Co
: 2 0,041
0,11 O- o = lc,
4
o 0,02+
4 ~ <o -— c,
a H,0
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Zeit ———=

Abb. 10 Messungen an H,0 und KCl-Lésungen zur Ermittlung

der Leistungsfiahigkeit der Versuchsapparatur
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geringe BEffekt sollte zundchst durch eine einfache und stabile
sModell-Losung” simuliert werden. In Vorversuchen erwiesen sich
die 0.005m , 0.0025m und 0.00125m KCl-Losungen als geeignet ,
um im Wechsel mit H,0 einen Prozel darzustellen, der kleine
Phasenlagen- und Dimpfungsinderungen verursachte. Abb. 10 zeligt
das Ergebnis dieses Demonstrationsversuches. Die Lisungen wurden
bei 20°C und in sonst gleicher Weise gehandhabt und gemessen

wie es fiir die Ib-Lisungen vorgesehen war (Fiillen der Kiivette ,

Austauschen durch Pumpen usw.) .

Dieser Versuch ergab, daB durch die in Abschnitt 2.2. und
2.5 beschriebenen Maflnahmen etwa 20fach genauere Messungen er-
moglicht wurden: die Genauigkeiten fiir Phasenlagen- und Dimp-
fungsinderungen hetrug nunmehr *0.019 und *0.002 db, entspre-
chend DK-Differenzen von 6g'= 20.002 und 6g"= 20.002 . Dies

reichte aus, um die DK-Anderungen am Himoglobin zu messen.

2.4, Me s sungen an Human-H4dmoglobin-

l 6 sungen

2.4.1. Vorversuche

2.4.1.1. Desoxygenieren und Oxygenieren

Mit 50g/1 - und 125g/1-—Lﬁsungen wurde der zeitliche Ver-
lauf der reversiblen Zustandsinderung des Hdmoglobins unter -
sucht. Abb.11 veranschaulicht den Ablauf des Prozesses. Dabhei
wurde die Ausgangslosung zunichst 15 min lang mit wasserdampf-
gesattigtem 0, iberspiilt, anschlieBend mit gesdttigtem N, . In
Abstinden von etwa 30 min wurden Losungsproben unter sorgfil-
tiger Vermeidung von Sauerstoffzutritt entnommen und in einem
Spektrophotometer untersucht, um das charakteristische Absorp-
tionsspektrum im A-Bereich 6500 bis 8500 A zu erhalten. Gleich-
zeitig wurde die Konzentration hestimmt; sie blieb, wie auch
ein anderes Lxperiment iiber eine Zeitdauer von 23 h zeigte,

fiir die Dauer der Messungen ausreichend konstant. Die nach etwa




3 h entnommene Probe 9 wies keine melbaren Abweichungen ihres

Spektrums von dem der Probe 8 auf, was als Anzeichen fiir die

vollstindige Desoxygenierung gewertet wurde. Probe 10 und 11 .
nach 20 bzw. 40 min Oxygenieren ahgenommen, besaflen gleiche
Spektren, sodaB die 0,-Sdttigung als innerhalb von 20 min ab-

geschlossen hetrachtet werden durfte.

Teil ein Diagramm, welches fiir 5 Wellenldngen (6800, 7000, 7400,
7600 und 7700 K) das Ansteigen der Absorption wiedergibt, wobei
auf 0 fiir Losung 10 (0, —gesdttigte Losung) und 100 fiir Losung 9

In Abb. 11 finden sich die einzelnen Spektren, im rechten

(desoxygenierte Lﬁsung) normiert wurde.
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1,0 \\ 9 LA
\ :
: \\. ) ‘// 80 -
\ \ /N
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Temperatur 4°C
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N, - Strom 61l/h
8800 9% 7500 A 8000 (\tusserdampfgesattlgt)
l ——
Abb. 11 DesoxygenierungsprozeB im UmsatzgefdB 2
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2.4.1.2, Austauschen der Losungen

Das in Abschnitt 2.3.1. beschriebene MeBverfahren machte
ein moglichst rasches Auswechseln der Hb-Losung in der Kiivette
erforderlich. Wegen der gréflleren Dichte mufite die desoxygenierte
Losung von unten in die MefB- und Kontrollkiivette eingepumpt wer-
den, die oxygenierte Liosung dagegen von oben. Bei Schritt d. auf
Seite 19 muBlte die oxygenierte Hh-Losung von unten eingespﬁit
werden, da sie wiederum eine grollere Dichte als: Wasser besal.
Nur dann bildeten sich die fiir die allmahliche Verdrdngung der
ersten Fliissigkeit (auch aus den Randzonen der Kiivetten) giinsti-
gen Wirbel aus. Bei einer Pumpleistung von 3 cmﬁ/min waren nach
3 min nur noch unbedeutende Reste der vorherigen Losung in den
Kiivettenraumecken vorhanden, nach weiteren 5 min konnte der Aus-

tausch als abgeschlossen betrachtet werden.

Ein gleiches Experiment mit Austauschen von Wasser und indi-
katorgefirbter KCl-Losung gegeneinander bestitigte die Zuverlas-

sigkeit dieses Verfahrens fiir den Fiillungswechsel.

2,.4,2, Die eigentlichen Messungen

Abb. 12 und 13 auf Seite 26 geben zusammengefaBt die MefB-
resultate wieder, die an einer Human-Ilimoglobinlosung mit einer
Konzentration von 107g/1 gewonnen wurden. Die MeBtemperatur be-—
trug 4.00C , die MeB8frequenz f=9.405 GHz. In der Losung befand
sich von der Pridparation her noch NaCl mit einer Konzentration
von hochstens 5g/1 , was jedoch fiir diese Messung unerheblich
blieb, da die Oxy-Hb- und die Desoxy-Hb-Losung die gleiche NaCl-

Menge enthielten.

Die Steigungen der Verbindungslinien der Oxy-Hb- bzw. Desoxy-
Hb-MeBpunkte werden vor allem damit erkldrt, daB die Losung durch
allmahliches Denaturieren des IIb immer mehr Riickstdnde enthielt,
die sich teilweise in der Kiivette ablagerten, beim erneuten Aus-

tausch jedoch in uniiberschaubarer Weise vermehrt oder durch die
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Stromung herausgespiilt wurden. Wesentlich sind die eindeutig

sichtbaren, reversiblen Signalspriinge zwischen den Hb-Zustinden.
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3. AUSWERTUNG

3.1. MeBBer gebnisse

a. Die in den Abbn. 12 und 13 wiedergegebenen Diagramme liefern

fiir den Ubergang Oxy-Hb auf Desoxy-Hb fiir die betreffende Losung

eine Phasenlagen- und Dimpfungsdnderung von

69 = +0.17+£0.04 © und 6D = +0.011 % 0.004 db

b. Bei einem zu 10% A* angesetzten Volumen des hydratisierten

Hb-Molekiils bedeutet die Konzentration 107 g/1 einen Volumenanteil

Y des gelidsten Hdmoglobins + Hydratwasser :

y = =297 _6.02:10"10° [£/1] = 0.100
64500
mit einer geschitzten Unsicherheit von *0.005 (vgl. Abschnitt 4.3).

c. Da die in dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen keine Ab-
solutbhestimmung der DK-Werte erlaubten, miissen fiir die Berech-
nungen im nidchsten Abschnitt Anhaltswerte von Keilmann /h/ iiber-
nommen werden (Abb.lk ): aus seiner Darstellung der Temperatur-
abhidngigkeit der DK von Wasser und Pferde-Hdmoglobinldosungen wird

fiir die MeBlosung interpoliert:
e (Hb-Losung, 4°C) = (31.3x1.5)— (32.3x2.5)i
Aus Abb. 15 wird entsprechend fiir Wasser entnommen :
€ (Wasser, 4°C ) = (49.5%£1.5) - (40.5+2.5)1i
Nach Brausse /22/ ist fiir die DK des Hamoglobins € = 4.0 zu setzen.
d. Die Cole-Cole-Darstellung der Dispersion (vgl. Abb. 15) er-
moglicht eine Berechnung der Relaxationswellenldnge A, einer Lo-

sung, wenn die statische DK €, , die hochfrequente DK €, und die

komplexe DK (bei der MeBfrequenz f= ¢/A) € =€'- i€" hekannt sind:

1; [ el _ E,,.,-E,,
B A By T Llat) = )

Darin bedeuten: €, =€, (A=0), & =€, (A=), T= A/2mn c (Re-

laxationszeit), w = 2nc¢/A mit A= Vakuumwellenldnge fiir die MeB-
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frequenz f und a= Cole-Cole-Paramenter (=0 fiir das Vorhanden-
sein einer einzigen Relaxationszeit, wie im Fall von Wasser und
Himoglobinlosungen in diesem Frequenzbereich). Daraus folgt

EJ=E Er — &,

CTGar @B € ) e O

e. Fiir die HAmoglobinlosung werden gemifB der einfachsten
Mischungsregel die GroBen g, und €, bherechnet. Es gilt nach
Brausse /22/ €, (Hb) =€, (IIb) = & und nach Buchanan /28/ sowie
Buckley, Maryott /9/ e,(HO0, 4C) = 4.8*0.1 , g,(HO, 4C)= 86.2
+0.5 (interpoliert). Aus diesen Werten und dem oben in b. er-

rechneten Volumenanteil y erhidlt man die Werte €, und €, fiir die

llb-Losung bei 4°C zu
g, (HIb-Losung) = 4.9 * 0.15 €, (Ib-Lésung) = 77.9 + 0.7

f. Als letzte GroBe wird fir die Berechnungen im ndchsten Ab-
schnitt noch die Relaxationswellenlinge der IIb-Losung benotigt.
Sie wird durch Einsetzen der in e. ermittelten Werte €, und €,
in die Cole-Cole-Formeln auf dieser Seite oben errechnet; dabei
werden auf der linken Seite dieser Beziehungen fiir €' und €" die

in Abb. 15 interpolierten Werte gesetzt:
e'= 31.3%1.5 und €' = 32.3%2.5

Die der MeBfrequenz entsprechende Wellenlidnge ist A = 3.18 cnm.
Wegen der verschiedenen Fehler der aus heiden Formeln sich er-
gebenden Relaxationswellenliingen wird der gewichtete Mittelwert

gebildet, man erhilt

A, (Hb-Lésung 107 g/l 4°C) = 4.3 + 0.15 cn

3.2. Berechnungen

Unter Zugrundelegung des Rechenprogramms von Keilmann /4/,
welches die komplexe DK stark diampfender Fliissigkeiten aus den
Transmissionsdaten der durchstrahlten Fliissigkeitsschicht zu be-
rechnen erlaubt, erhilt man Faktoren f' und f" , mit denen aus
den gemessenen GrioBen 69 und 6D unmittelbar die DK-Differenzen

5e' und 6" gewonnen werden konnen:




o9

e
g — —
H, 0

50 ////////;///
= 26 g/l
W
e
c
'g 45 / //
c
o
XX
5 / 116 /1
E /
%
<
2
(]

40 / /

\ .
\.
) \ -
S o
35 ~ -

e 4
-.O 4!-. .

/ . \\
s \
/ g \ . N
30 4 :
/ i \
|
116 gll\ . N
‘.l \\
0 5 10 15  Temperatur [C] 25
Abb. 14 Temperaturabhingigkeit der komplexen Dielektrizi-

tatskonstanten

von H,0 und Pferde-Himoglobinlosungen

L 00




de'

L ey e e
f it B

"+

+0129

0:006 [*]= ¢ in [°]
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Die auf Seite 27 unter a. angegebenen Werte bedeuten also

eine Zunahme beider DK-Anteile beim Desoxygenieren der Hb-Lésung:

de' = f'-8¢ +0.022 £ 0.005

be" = f"-8D

+0.009 £0.003

Diese DK-Anderung wird dem Zusammenwirken zweier Effekte zu-
geschrieben: da das Auflosen des Hamoglohins im Wasser eine kon-—
zentrationsabhingige (nach Keilmann /4/ proportionale) Verkleine-
rung von €' und €" zur Folge hat, kann das geringe Anwachsen um &€
und 6€" (durch das Desoxygenieren) als Auswirkung einer entspre-
chenden Abnahme 6y des Volumenanteils y angesehen werden; auBler-
dem ist zu beriicksichtigen, daB durch das Einbringen des Hb die
Relaxationswellenlinge A. des Wassers vergroflert wird: nach
Buckley,Maryott /9/ ist A, = 2.95 cm fiir Wasser bei 4°C (Abb. 15),
die IIh-Losung dagegen hat eine Relaxationswellenlinge A, = 4.3 cm

(vgl. Seite 28 unter f.).

Es mufl also angenommen werden, daB eine gewisse Knderung LY

der Relaxationswellenldnge zur VergrioBerung der DK beitrigt.

Die Volumenanteildnderung &y und die Wellenlingenverschie-

bung 6A. bewirken gemeinsam die DK-Spriinge:

o Bindels e

de' = = by + ar, 8A, (%)
i dEu dE"

6" = -—[Tr 6'}’ + d}\.c LY (5)

Die gleichzeitige Messung der beiden GrifBen 6p und &D und
die sich daraus ergebenden Differenzen 6€' und 6€" liefern also
2 Gleichungen fiir die unbekannten Anderungen &y und 8A. ; zu ihrer
Bestimmung miissen die Koeffizienten de'/dy , de'/dA., de/dy wund
de"/dA_, ermittelt werden.
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3.2.1 Volumen-Effekt

Zur Berechnung der Zahlenwerte fiir dew/dy und dEV’dy wird
auf eine Formel zuriickgegriffen, die Buchanan /28/ angibt, wonach
die DK einer widssrigen Proteinlisung in folgendem Zusammenhang

mit den DK-Werten der Komponenten steht:

e = fl(ep-¢) v e, (6)

Darin bedeuten €, die DK des Proteins, €, die des Wassers, y ist
der Volumenanteil des Proteins und a ein Faktor, der die Gestalt
des Proteinmolekiils beriicksichtigt. Fir ellipsoidformige Molekiile
mit einem Achsenverhiltnis 0.% bis 2 wird a = 1.53 * 0.03 an-
gegeben.

Die Trennung von Real- und Imagindrteil liefert

L (a€p —€y) 7 +Ey (7)
1+ (a— 1)y
ro s g

Daraus gewinnt man die gesuchten Faktoren

de' a(€, - €)

day T T (s (a-1)y) )
de" ag,
ar (1 (a-1)y)? o

und durch Einsetzen der entsprechenden Zahlenwerte (Abschnittj.l)

de'

FTihe - (48.0%2.0)
de"
F i (53.0%3.5)

(pabei wurde der DK-Wert fiir Wasser nach Keilmann /4/ eingesetzt,
vgl. Abb. 14 . Die Fehler wurden mit Fehlerfortpflanzung ermit-

telt) .
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3.2.2. Relaxationswellenlingen-Effekt

Die Cole-Cole-Formeln (2) und (3) ergeben in einfacher

Weise durch Ableitung das andere Koeffizientenpaar fiir das G

lei-

chungssysten (4), (5):

de' 2A,

dA, s (E"' _E") (T (?\c/l )z)z (11)
det o — /A ) =1

an, =~ (e e TGy e

Mit den Zahlenwerten aus Abschnitt 3.1. ergibt das

de’

o - (7.721.)
(4
gi = - (2.4%0.6)

3:2.3. Uberlagg;ung beider Effekte

Das Gleichungssystem (4), (5) lautet somit nach Einsetzen

der Koeffizientenwerte

(0.022+0.005) +.(48.022,0) 67, .= (7:7% 1.1)ab0nulls)

(0.009 +0.003)

]

- (53.0£3.5) 6y - (2.4%0.6) 6A, (14)

Bei fehlerfrei angenommenen Koeffizienten ergeben sich, da
die Systemdeterminante 7é 0 ist, natiirlich eindeutige Losungen
fiir 8y und 6A. . Die GroBe der Fehler macht es jedoch erforder -
lich, eine eingehendere Betrachtung anzustellen: da es moglich
schien (durch entsprechende Kombinationen von Minimal- und Maxi-
malwerten der Koeffizienten) &y- und 6A~Werte verschiedenen Vor-
zeichens als Losungen zu erhalten, wurde ein Fortran-IV-Rechen-
programm aufgestellt, das die 35 = 729 moglichen Gleichungs-
systeme durchrechnete, die sich bei Einsetzen von jeweils fehler-

freiem Wert, Minimal- und Maximalwert fiir jeden Koeffizienten
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aufstellen lassen. Ausgedruckt wurden die Werte &y und &A. fiir
fehlerfreie Koeffizienten, ferner die kleinsten und grofiten sich
ergebenden Werte sowie die arithmetischen Mittel aus allen er-
rechneten Losungen (diese letzten Werte nur, um einen gewissen

Hinweis auf die Verteilung zu erhalten). Das Ergebnis lautete :

mit fehlerfreien | Minimal- Maximal- Mitt t
Koeff. berechnet wert wert Loy
o3 = -+ =1 S
( - 0.56 - 10 -2.2-10 + 2.3-10 - 0.50-10
'r =
0.100)
& A,
ik s o B 1 - 5.9.1077 | -"0.7-10 2| T SoNGEEILE.
. =
%.3cm)

Fiir 8y ergibt sich also kein eindeutig negativer oder posi-

tiver Wert : - 0.0002 <« &y < + 0.0002
A, dagegen ist eindeutig negativ: - 0.004 < 8A_ < - 0.001cm

Als Resultat und Grundlage fiir die Uberlegungen in Abschnitt
4, erhdlt man also die Aussagen: der Volumenanteil des reinen
Wassers (1-y) bleibt beim Desoxygenieren auf 0.2 ‘. konstant,
die Relaxationswellenlinge wird durch den ProzeB um 0.001 bis

0.004 cm verkiirzt (0.2 bis 0.8 %, ) .

3.3 Fehlerbetrachtung

Die relativ grofen Fehler der MeBresultate - etwa 25 o
fiir 8¢ wund 35 % fiir 8D - miissen im Zusammenhang mit der Tat-
sache gesehen werden, daBl die beobachtete DK-Differenz zwischen

Oxy—- und Desoxy-Hb nur wenig auflerhalb der MeBgenauigkeit lag.

Im Falle der Hb-Liosungen ergab die Eichung (durch Verstellen
der MeBglieder P1 und D1) eine Skala, welche fiir ¢ und D etwa

5 %,ungenau war, bedingt durch die Einstell- und Ablesegenauig-—
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keit von #0.05° bzw. *0.005 db der MeBglieder.

Die ‘Temperaturschwankungen in der MeBkiivette konnten auf
+0.001°C geschitzt werden, da die auf 20.003°C begrenzten Schwan-
kungen der Kiihlwassertemperatur weitgehend von der Metallmasse
der Kiivette aufgefangen wurden und sich die Messungen auflerdem
iiber mehrere Minuten erstreckten (Abb.9 Seite 21). Abweichungen
von *0.001°C wiirden *0.005° fiir ¢ und *0.004 db fiir D bedeuten,

was also vernachldassigbar bleibt.

Fiir das Klystron, welches frequenzstabilisiert betrieben
wurde, ist eine Leistungskonstanz von 2 % angegeben; Schwan -
kungen der Mikrowellenenergie fiihren bei der Methode des gestor-

ten Nullabgleichs zu proportionalen Schwankungen des MeBsignals.

Eine Differenz in der Hb-Konzentration von 0.5 % (der Ge-
nauigkeitsgrenze, welche bei der Konzentrationsbestimmung nach

der Methode von Bogner /13/ in den hier durchgefiihrten Versuchen

erreicht werden konnte) wiirde zu Differenzen von 0.1° fiir ¢ und

0.015 db fiir D fiihren, also in die GrofBenordnung des gemessenen
Effektes fallen. Die MeBmethode jedoch lieB es iduflerst unwahr-
scheinlich werden, daB eine solche Konzentrationsinderung gerade
zwischen den Messungen beider Hb-Zustidndes und niemals zwischen
aufeinanderfolgenden MeBpunkten desselben Zustandes auftreten

sollte (vgl. die Abbn.12 und 13).

Ein EinfluB des von der Priparation her noch in der Losung
verbliebenen NaCl (etwa 5 g/l), z.B. durch Leitfahigkeit, auf
das MeBergebnis besteht nicht, da es sich um Differenzmessungen
an der gleichen Liosung mit unveridnderter NaCl-Konzentration

handelte.

AbschlieBend kann gesagt werden, daB die grofBen Fehler in
erster Linie auf die ungeklirten Veridnderungen in der Himoglobin-—
losung selbst (Denaturieren, Ausflocken) zuriickge fiihrt werden
miissen. Die Ausschaltung der oben erwidhnten iibrigen Fehlerquellen
bzw. die ausreichende Verminderung ihres Einflusses wurde durch

die angewendete MeBmethode erméglicht.
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hoslT HE O RE TS GHE R TEIL

Zunichst wird ein Uberblick iiber die Eigenschaften der bei-
den Komponenten des untersuchten Systems gegeben, des Himoglobins

als geliostem Stoff und des Wassers als Losungsmittel.

41, Human-HTdamoglobin

4,1.1. Das Molekiil

Ausfithrliche Darstellungen der bisher hekannten Eigenschaf-
ten des Hb-Molekiils bringen z.B. Rossi-Fanelli, Antonini, Caputo.
Es werden im Folgenden die Tatsachen zusammengestellt, die fiir

diese Arbeit von Belang sind.

Das Molekiil besteht aus 4 Untereinheiten, 2 Paaren jeweils
identischer globulirer EiweiBkorper mit je einer angehingten
Him-Gruppe. Die Untereinheiten bezeichnet man als a- bzw. B-
Ketten. Jede wird aus etwa 150 Aminosiuren gebildet, die in Pep-
tidbindung gekoppelt sind, und ist griéBtenteils zu einer a-llelix
gewunden. Durch die rdumliche Faltung der einzelnen Helix wird
die zugehorige Hadm-Gruppe teilweise umschlungen. Diese Iim-Gruppe
ist ein Porphyrinring, in dessen Zentrum ein Fe-Atom gebunden
vorliegt; iiber die 5. und 6. Koordinationsstelle des Fe wird die
Bindung zwischen der Him-Gruppe und dem Globin bzw. den Liganden

0,, CO, CN usw. aufgebaut.

Als Primiarstruktur bezeichnet man die Aminosduresequenz in
den Ketten; sie bestimmt weiterhin die Sekundirstrultur (die Aus-
bildung der Ketten zu a-Helices) und die Tertidirstruktur (die
riaumliche Lagze der einzelnen Kettenabschnitte zueinander) . Die
Aggregation der 4 Untereinheiten zum gesamten Molekiil stellt die
Quartirstruktur dar. Die Sekundirstruktur beruht auf H-Briicken-—
bindungen, die Tertidrstruktur vorwiegend auf hydrophober und
hydrophiler Wechselwirkung und die Quartirstruktur auf Salzbin-

dungen komplementirer Gruppen der Untereinheiten.

Perutz et. al. /1/ ermittelten mittels Rontgenstrukturana-

lyse die rdumliche Anordnung der Helixabschnitte im Molekiil; es

a R




ergab sich eine nahezu symmetrische Lapge der Ketten um eine zwei-—
zihlige Achse und die duBlere Gestalt eines Ellipsoids mit den
Achsen 65, 55 und 50 A . Aufgrund dieser Daten errechnet sich ein
Volumen von 93500 A*und eine Oberflédche von 11000 A*. Fiir Human—
Himoglobin erhilt man aus der Aminosduren-Zusammensetzung ein
Molekulargewicht von 64458, also eine Masse des Molekiils ohne

Hydrathiille von 1.07-107" g .

4,1.2, Uberblick iiber Untersuchungen zur Strukturum-

wandlung des Himopglobin-Molekiils

Neben den aus dem Bereich der Chemie stammenden Kenntnissen,
daB viele Reagenzien jeweils verschieden schnell und intensiv mit
oxygeniertem bzw. desoxygeniertem Hb reagieren, interessieren
hier die von physikalischen Untersuchungen her bekannten Unter-
schiede zwischen beiden Hb-Zustinden. Es hat sich erwiesen, daB
der reversible Prozefl der Sauerstoffanlagerung mit einer Struktur-
umvandlung des Molekiils verbunden ist, iiber dessen Natur jedoch

noch keine ausreichende Klarheit besteht.

Haurowitz entdeckte die verschiedene Kristallstruktur des
oxygenierten und desoxygenierten Hb (1938). Fiir Human-Himoglohin
zeigt sich eine groBere Loslichkeit des Oxy-IIb gegeniiber dem Des-
oxy-Hb (Jope, O'Brien 19&9). Im Bereich 210 mp wurde eine unter-
schiedliche optische Rotationsdispersion festgestellt ( Brunori,
Engel, Schuster 1967). Perutz et. al. /1/ stellten bei einem
Aufldsungsvermogen von 5.6 X eine Quartidrstrukturinderung fest
(Drehungen und Translationen der Untereinheiten), wihrend sich
keine erkennbare Tertiarstrukturdnderung zeigte. Schlecht /8/
ermittelte aus dielektrischen Messungen ein unterschiedliches
Dipolmoment, was auf eine variierende Dipol- und damit Ladungs-
verteilung im Molekiil schliefBen ldft. Czybulka /1&/ erhielt eine
unterschiedliche Temperaturabhingigkeit der spezifischen Wdrme
im Bereich 100 bis 250 9K. Die vorliegende Arbeit zeigt, daB
widssrige Losungen von nativem Oxy- und Desoxy-Human-Hémoglobin

eine geringe Differenz der DK im GHz-Bereich aufweisen.
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Das unterschiedliche Dipolmoment der Hb-Molekiile in beiden
Zustinden bewirkt keine DK-Anderung wissriger Losungen im GHz-
Bereich, da wegen der hohen Melfrequenz keine Orientierungspo-
larisation der Makromolekiile vorliegt. Das Bestreben, die beim
Experiment beobachtete unterschiedliche DK der Losung zu erkldren,
erfordert also auch eine Betrachtung der Eigenschaften des Lo-
sungsmittels Wasser und der moglichen Wechselwirkungen zwischen

ihm und dem geldsten Himoglohin.

L.2. Wasser

4.2.1. Dielektrisches Verhalten des Wassers

Die Frequenzabhingigkeit der komplexen Dielektrizitdtskon-
stanten des Wassers ist durch die Dispersion im Bereich A = lcm
bis 10cm , entsprechend f = 3 GHz bis 30 Glz, gekennzeichnet .
Abb. 15 auf Seite 38 gibt die graphischen Darstellungen der Zu-

sammenhinge wieder.

4.2.2. 1Uberblick iiher die Wasserstruktur-Modelle

Das dielektrische Verhalten des Wassers fithrte zu Vorstel-
lungen iiber die Wasserstruktur, die im Folgenden kurz umrissen
werden. Morgan, Warren /10/ gewannen 1938 aus Rontgenbeugungs-
versuchen das Modell von einer “broken down ice structure” :
jedes 1,0 -Molekiil strebt danach wie im Eis die tetraederformige
H-Briicken-Bindung an 4 Nachbarmolekiile an, wobei jedoch ein
stindiger Auf- und Abbau dieser Koppelungen erfolgt und alle
Stufen, d.h. 0 bis 4 realisierte Bindungen pro Molekiil, vor-
kommen. Collie, Hasted, Ritson /11/ vertraten die Ansicht, daf
die Wasserstruktur durch kurzzeitiges Bestehen geordneter Be-
reiche charakterisiert sei, deren Grenzfldichen sich in stindiger
Bewegung befinden. Eine hohere Temperatur oder anorgénische Ionen
wiirden eine teilweise Storung dieser Erscheinung im Sinne einer
Verkiirzung der Relaxationszeit, d.h. also der Relaxationswellen-
linge, bewirken. Haggis, Hasted, Buchanan /12/ untersuchten den

EinfluB organischer und anorganischer gelister Stoffe auf die
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Wasserstruktur und kamen zu dem Brgebnis, daB positive Ionen
die Relaxationszeit verkleinern, II-Briicken bildende Molekiile

(mit polaren Gruppen) sie vergrolern, also stabilisierend wirken.

Wie in den vorher genannten Arbeiten wird auch von Garg,
Smyth /16/ eine einzelne Relaxationszeit angegeben (Cole-Cole-
Parameter a=0); dagegen ermittelten Grant, Buchanan, Cook /17/
eine geringe Streuung der Relaxationszeit ( a = 0.02). Es wird
also vermutlich ein einheitlicher Relaxationsmechanismus vor-—

liegen.

Dem 1957 von Frank, Wen /20/ aufgestellten Modell der Was-
serstruktur liegt die Vorstellung von strukturierten Bereichen
zugrunde, die neben den Wassermolekiilen mit ihrer normalen Di-
polvechselwirkung als sogenannte "cluster” in verschiedener
GroBe und mit unterschiedlicher Lebensdauer existieren. Die Mo-—
lekiile werden dabei durch II-Briicken zusammengehalten. Nemethy,
Scheraga /18/, /19/ machten Angaben iiber die Clusterverteilung
und -groBe in Abhangigkeit von der Temperatur. Danach steigt
die Anzahl der Cluster mit der Temperatur; zugleich aher ver-
ringert sich die Clustergrife (etwa 90 Molekiile pro Cluster bei
0°C, rund 45 Molekiile hei 30°C) in einem MaBe, daB die Gesamt-

zahl der H-Briicken-Bindungen ebenfalls abnimmt.

Wahrend die erwahnten Wasserstruktur-Modelle in modifizier-
ter Form die Vorstellung von einer Fluktuation geordneter Mole-—
kiilbereiche geben, wobei die rdumliche Vernetzung durch H-Briicken
und Dipolwechselwirkung zustandekommt und der Relaxationsmecha-
nismus im Auf- und Abbau dieser eisdhnlichen Zonen gesehen wird,
vertreten Davis, Litovitz /21/ eine "Two-state—theory” der Was-
serstruktur. Ihr Modell beruht auf der angenonmenen Existenz
hexagonaler Ringe (mit Sesselform), welche sich auf 2 Arten zu-
sammenlagern konnen: in einer spiegelsymmetrischen, offeneren
Anordnung wie in Eis und einer streng parallelen, dichteren Stel-

lung zueinander.
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4.3, HAmoglobdin in Wasser

Dis kussion

Das Himoglobinmolekiil ist von einer Hydrathiille umgeben;
es bestehen jedoch keine einheitlichen Vorstellungen iiber Grofle
und Natur derselben. So wird beispielsweise der sogenannte Ge-
wichts-Hydratisierungsfaktor, welcher die Menge des Hydratwassers
ins Verhdltnis zur Hb-Molekiilmasse setzt, in der Literatur sehr

verschieden angegeben, je nach dem Untersuchungsverfahren zu 0.13
bis 0.40 gH,0/g Hb (nach /22/,/23/,/%/,/21/,/28/,/13/,/24/) .

Aufgrund von Diffusions— und Sedimentataionsmessungen ergab
sich ein Molekulargewicht des hydratisierten Hb-Molekiils von
68000 ; dies wiirde einen Faktor von nur 0.055 bedeuten, dessen
kleiner Wert jedoch damit erklirt werden kann, daB in den obigen
MelBverfahren nichtbéwegte Himoglobinmolekiile mit einer vermutlich
mehrschichtigen ,statischen” Hydrathiille untersucht wurden, wo-
hingegen die auf bewegten Molekiilen beruhenden letztgenannten
MeBverfahren zu kleineren Hydratisierungsfaktoren fiihren missen,
da eine vollkommene Mitfiihrung der Hydrathiille nur fiir die inner-

ste Schicht erwartet werden kaﬂn.

In der Auswertung im Abschnitt 3.2.1. wird statt des Ge-
wichts-Hydratisierungsfaktors der Volumenanteil des hydratisier-
ten Hb-Molekiils benotigt. In der Berechnung der Volumen- und
Relaxationswellenlingeninderung aus den ermittelten DK-Differen-
zen spielt aber die Unsicherheit bei der Angabe eines Volumen-
Hydratisierungsfaktors eine untergeordnete Rolle, wie das Ein-
setzen Gon Extremverten in die Gleichungen (9) und (10) und
das anschlieBfende Berechnen des Gleichungssystems (13),(14) er-
wies (fiir das Molekiilvolumen wurden 100000 X’ und 135000 A’ein-
gesetzt) .

Das Experiment ergab aufgrund der Vorstellung einer gleich-
zeitigen Volumeninderung und Verschiebung der Relaxationswellen-
linge, daB der DesoxygenierungsprozeB keine Volumenanteilédnder-

ung des reinen Wassers groBer als 0.2 %. , dagegen eine Verkiir-

zung der Relaxationswellenlinge um 0.2 bis 0.8 %, bewirkt.
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Es ist bekannt, daB beim Oxygenieren des Himoglobins im
py-Bereich 6 bis 8 pro Molekiil 2 Protonen in Losung gehen (Bohr-
Effekt), die vermutlich von den Carboxyl- bzw. Imidazolgruppen
des Hb abdissoziieren und nunmehr im Wasser zu Zentren eines ge-—
ordneten IL,0,- Komplexes werden. Es wird angenommen, daB sich &
Wasserdipole im Feld des H¥-Ions orientieren und durch ihre Aus-
richtung zur Stabilisierung weiterer Wasserdipole AnlaBl geben.
Das Volumen eines solchen Bereichs wird auf etwa 60 A* geschitzt
(der H,0, -Komplex modellmiBig als Kugel mit dem Radius 2.5 A&
betrachtet). Die entsprechende Abdeckung der einzelnen polaren
Gruppe des Hb-Molekiils durch ein bis zwei Wassermolekiile wiirde
dann mit 30 A* zusdtzlich gebundenen Hydratwassers anzusetzen
sein. Insgesamt wirkt sich der Bohr-Effekt also hier als volumen-
miaflige Zunahme des stabilisierten Wassers um anndhernd 200 Aspro

Oxy-Himoglobinmolekiil aus.

Perutz /1/, Conrad /25/ und Schneider /26/ geben an, daB
eine lochartige Vertiefung im Desoxy-Zustand des Hb-Molekiils von
der GroBe 5 bis 8 mal 20 bis 25 & vorhanden sei. Nimmt man
an, daB dieses 100 bis 200 X% groRe Loch sich ebenfalls mit Was-
ser fiillt, welches somit immobilisiert wird, so tritt bei einem
Oxy—=Desoxy-Ubergang hierdurch 100 bis 200 R* stabilisiertes Was-
ser auf, was also dem beobachteten Effekt einer Relaxationswel-

lenlingenverkiirzung entgegenlauft.

Samtliche Volumenverschiebungen haben sich wegen der im Ex-
periment festgestellten Konstanz des ,Freiwasservolumens?” (mit
einer Genauigkeit von +0.2 %,)innerhalb des Komplementdrvolumens

abzuspielen, d.h.

Vasanyoiib e BV L L atitie " Voch

vay-Hb 4 VOxy-llydrathiille * vBohr-Protonen
-Hydrathiille
was mit geschidtzten Zahlenwerten bedeutet:
3 12 2
94000 A s VDesoxy-—Hydrat.hiille 128
CELE S T +2.30 X* + 2-60 %°

Oxy-Hydr.
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Die 94000 £® werden fiir das Volumen des desoxygenierten IIb-Mole-
kiils aufgrund von Schneiders DLrgebnis einer maximal einprozenti-
gen VolumenvergriofBerung bheim Desoxygenieren angenommen. Die Ab-
schitzungen auf Seite 41 erlanben es, eine teilweise Kompensa-
tion der Effekte zu vermuten, welche eine Wasserstabilisierung
bedeuten: die Immohilisierung des Wassers im Loch heim Desoxy-
Zustand éinerseits, auf der anderen Seite die Bildung der Hy0, -
Komplexe um die Bohr-Protonen. Im Rahmen dieser zahlenmdBigen
Uberlegungen ergibt sich also fiir das Oxy-Ilimoglobinmolekiil eine

um etwa 500 R*® groBere Hydrathiille.

Dies befindet sich in Ubereinstimmung mit dem beobachteten
negativen O6A_beim Desoxygenieren und mit der von Jope, 0'Brien

/29/ angegebenen griofleren Loslichkeit des Human-Oxy-Himoglobins.

Es wird vermutet, daBl eine Quartérstrukturﬁnderung.fﬁr das
Herausdrehen weiterer polarer Gruppen andie Oberfliche des Mole-
kiils sorgt. Diese Annahme wird auch durch die Ergebnisse von
Haggis, Hasted, Buchanan /12/ gestiitzt, wonach viele organische
Substanzen mit polaren Gruppen eine Relaxationswellenlingenver-
groflerung in Wasser bewirken; fiir einmolare Losungen wird eine
Verschiebung von + 0.20 bis + 0.40 cm angegeben. Die 1.5-10_in
Himoglobinlésung wiirde, falls nur die Hydratisierung der beiden
polaren Gruppen nach Ablosen der Bohr-Protonen eintrdte, zu einer
geringeren A_-Verschiebung fiihren, als sie im Experiment beobach-
tet wurde: statt auf den Wert 8A. = +( 2.5 * 1.5)'10-3 cm  zu
kommen, erhielte man lediglich ein 6Acs-+Q40-1.5-10_3cm. Es
ergibt sich also ein weiterer Hinweis auf eine Strukturédnderung

des Hiamoglobinmolekiils bei der Sauerstoffanlagerung.

Die Uberlegungen in diesem Abschnitt wurden in dem BewuBt-
sein angestellt, daB in Anbetracht der Fehler der Meflergebnisse
und der verhidltnismidBig geringen Sicherheit der iibrigen herange-
zogenen Daten nur qualitative Aussagen méglich sind. Das Zusam-
menwirken der nur in GréBenordnungen abschatzbaren Effekte kann

jedoch erkldrt werden.
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5. ZUSAMMENTFASSUNG

Bei dieser Arbeit war zur Aufgabe gestellt worden, die
dielektrischen Eigenschaften wissriger Ildmoglobinldsungen im GHz-
Bereich zu untersuchen. Es sollte der EinfluB des Oxygenierens
und Desoxygenierens auf die Struktur des nativen Human-Hdmoglobins

studiert werden.

Der Leitgedanke war, daB sich Strukturdnderungen des Hb-
Molekiils auf die Wasserstruktur auswirken konnten, die ihrerseits
das dielektrische Verhalten bestimmt; in umgekehrter Schluflveise
wiirden sich dann vermutlich aus Anderungen der DK (mit Mikrowel-
len im Bereich der Wasserdispersion gemessen) Aussagen iiber diese

Hb-Strukturinderungen gewinnen lassen.

Die Genauigkeit des vorhandenen 3cm-Mikrowellen-Interfero-
meters und des .iiblichen MeBverfahrens geniigte anfangs nicht, den
EinfluB der Sauerstoffanlagerung auf die komplexe DK der Losung

nachzuwveisen,

Um die die MeBwerte verfialschenden Storungen auszuschalten,
wurde die Versuchsanordnung ausgebauv und das MeBverfahren gein-
dert (Messungen an ein und derselben Losung, Desoxygenieren und
Oxygzenieren auBlerhalb der Mefikiivette im geschlossenen Kreislauf,
MeBmethode des gestorten Nullabgleichs). Dadurch wurde eine etwa
20fache Steigerung der MeBempfindlichkeit erreicht: sie betrug
+ 0.01° fiir Phasenlagendifferenzen und +0.002 db fiir Dimpfungs-
inderungen, wie durch Messungen an schwachkonzentrierten KC1 -

Losungen demonstriert wurde.

An einer konzentrierten Human-Himoglobinlosung konnte als
Folge des Desoxygenierens eine Phasenlageninderung von 8¢ =
+# 0.17 £ 0.04° und eine Dampfungserhshung von 8D = +0.011 + 0.004

db gemessen werden.

Die Experimente erlaubten keine Absolutbestimmungen von
Phasen- und Dimpfungswerten der Fliissigkeiten; zur Berechnung der
DK-Differenzen &€' und 6€" , welche den gemessenen Werten ¢ und

8D entsprachen, wurden die von Keilmann /4/ bestimmten Absolut-
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werte herangezogen. Unter Zugrundelegung dieser Zahlenangaben
wurden die Anderungen &€'= + 0.022 * 0.005 und 6€"= +0.009 * 0.003

berechnet.

Zur Deutung der Ursachen fiir diese DK-Anderungen wurden
zwel zusammenwirkende Effekte angenommen:

a. ein Volumen-Effekt (Wasserverdrﬁngung durch die gelbs-
ten Hb-Molekiile); er bewirkt, daB sich die beiden Anteile der DK
des Wassers verringern. Bei exakt gleicher Konzentration, jedoch
Ubergang zum anderen Hb-Zustand, konnte eine weitere kleine DK-
Anderung der Lésung als Folge einer Volumeninderung der Hb-Mole-
kiille verstanden werden,

b. ein Relaxationswellenlingen-Effekt: der Zusammenhang
zwischen der komplexen DK und der Relaxationswellenlinge nach der
Debye-Theorie diente als Grundlage fiir eine Deutung der DK-Diffe-
renzen als Folgen einer Relaxationswellenlingenidnderung beim Des-

oxygenieren.

Beide Ursachen fiir die DK-Anderung - die Volumenanteil-
verschiebung 6y und die Relaxationswellenlingeninderung §A, -
lieBen sich wegen der gleichzeitigen Messung der Groflen ¢ und D
berechnen; infolge der relativ groflen Fehler konnte aus der durch-
gefiihrten Rechnung jedoch nur die Aussage gewonnen werden, dalB der
Desoxygenierungsprozell den Volumenanteil des Wassers auf £0.2 %,
konstant 1ldBt, andererseits die Relaxationswellenlinge (Absolut-

wert 4.3 cm) um etwa 1 bis 5-10 7 em verringert.

Eine qualitative Abschdtzung, welche im Zusammenhang mit
den Ergebnissen anderer Autoren hinsichtlich Volumen, Hydrathiille
und stabilisierender Wirkung der Hb-Molekiile durchgefiihrt wurde,
1liBt eine Strukturinderung des Molekiils (Quartirstrukturinderung)

vermuten. Quantitative Aussagen kionnen nicht gemacht werden,

AbschliefBend sei bemerkt, daB die Apparatur ganz allgemein
die Moglichkeit bietet, kleinste DK-Differenzen von Fliissigkeiten
zu bestimmen, sie diirfte sich daher gut fiir die Verfolgung von
physiologisch-chemischen Vorgingen und fir in-vivo-Untersuchungen

biochemischer Prozesse eignen.
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