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Untersuchungen zur Metallbindung im Eisentransportprotein Transferrin mit der

Methode der zeitdifferentiellen Beobachtung von gestérten Winkelkorrelationen

Zusammenfassung

Die Bindung des Ubergangsmetalls Hafnium an Transferrin wurde mit der Methode
der zeitdifferentiellen Messung von gestorten yy - Winkelkorrelationen (TDPAC)
unter verschiedenen chemischen Bedingungen untersucht. Die Beobachtung der
elektrischen Quadrupolwechselwirkung des Sondenkerns 181Hf erlaubt die Be-
stimmung des elektrischen Feldgradienten der von den Liganden des Metallions
erzeugt wird und seiner Symmetrieeigenschaften. Die MeRergebnisse lassen auch
schlieRen, wie einheitlich die Bindung definiert ist und inwieweit Relaxations-
effekte involviert sind. Mithilfe der ausgezeichneten ZeitauflSsung, die mit
neuventwickelten BaFZ—Detektoren erreicht wurde, konnten die Quadrupolkopplungs-
parameter von 181Hf—Transferrin mit groRer Genauigkeit ermittelt werden. Unter
anndhernd physiologischen Bedingungen wurden einzelne Bindungskonfigurationen

mit hoher Spezifizitdt unterschieden und spektroskopisch charakterisiert.

Mit flussigen Proben wurden zwischen pH 7 und pH 9,5 zwei sehr einheitliche
Konfigurationen gefunden, deren Feldgradienten in Betrag und Symmetrie stark
voneinander abweichen. Die relative Verteilung der Sondenkerne auf diese Plidtze
wird im wesentlichen vom pH-Wert der Probe bestimmt. Durch biochemische Unter-
suchungen ist gesichert, daR Hafnium an den beiden Eisenbindungsplétzen von
Transferrin gebunden wird, die in der C- bzw. N-Terminalhdlfte des Molekiils
lokalisiert sind. Die mit TDPAC beobachteten spezifischen 181Hf‘—Tr'ansfer’r'in
Konfigurationen entsprechen folglich den Metallbindungsplitzen des Proteins.
In Ubereinstimmung mit anderen Untersuchungen wird geschlossen, daB die C- und
N-Terminalpldtze chemisch und strukturell nicht #quivalent sind. Bei niedrigen

pH-Werten wird die C-, bei hoheren pH-Werten die N-Konfiguration bevorzugt.

Ein Vergleich der Quadrupolkopplungsparameter von Serumtransferrinen verschie-
dener Spezies ergab eindeutige Unterschiede zwischen Rattenserum-Transferrin
und Human- und Hamsterserum-Transferrin. Aus dem beobachteten Relaxationsver-
halten bei verschiedenen Temperaturen, zum Teil unterhalb des Gefrierpunktes
der Transferrinproben, konnte geschlossen werden, daf die Proteinmolekiile eine
innere Dynamik aufweisen. Bei ausreichender thermischer Energie gehen ver-

schiedene Konformationsunterzustinde von Transferrin stdndig ineinander {iber.




Studies of Metal Binding by the Iron Transport Protein Transferrin using

Time Differential Perturbed Angular Correlation Spectroscopy

Abstract

The binding of the transition metal hafnium to transferrin was studied under
various chemical conditions using time differential perturbed vy angular
correlation spectroscopy (TDPAC). Observing the electric quadrupole inter-
action of the 181Hf‘ probe nuclei size and symmetry of the electric field
gradient induced by the ligands of the metal ions can be determined. The
experimental data also suggest how homogeneous the binding conditions are
and to which extend relaxation phenomena are involved. Due to the excellent
time resolution obtained with new BaF2 detectors the quadrupole coupling
parameters of 181Hf‘mtransfer*r‘in could be determined very accurately. Under
nearly physiological conditions different binding configurations were quan-

titatively characterized by spectroscopic means and distinguished with high

specificity.

In liquid samples two very homogeneous configurations were found between pH 7
and pH 9.5. The corresponding field gradients are very different in both size
and symmetry. The distribution of the probe atoms between the two sites is
determined merely by the pH-value of the sample. Biochemical studies showed
that hafnium is bound at the two iron binding sites of transferrin located

in the N- and C-terminal region of the molecule, respectively. Therefore the
specific 181Hf—transferrin configurations observed with TDPAC correspond to
the two metal binding sites of the protein. In accord with former studies it
has been concluded that the C- and N-terminal sites are nonequivalent both
chemically and structurally. At comparatively low pH-values the C-configuration

is preferred whereas at higher pH the N-configuration becomes more favoured.

Comparing the quadrupole coupling parameters in serumtransferrins of different
Species a significant deviation of rat serumtransferrin from human and hamster
serumtransferrin was found. Intramolecular dynamics had to be assumed to ex-
plain the observed relaxation times at different temperatures even below the
freezing point of the transferrin samples. At sufficient thermal energies fast

transitions among a large number of conformational substates may occur.
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1. Einleitung

Die zeitdifferentielle Messung von gestdrten yy - Winkelkorrelationen zihlt
zu den kernspektroskopischen Verfahren auf der Grundlage der Hyperfeinwechsel-~
wirkung. In der Literatur wird die Methode allgemein als TDPAC-Spektroskopie
(Time Differential Perturbed Angular Correlation spectroscopy) bezeichnet.
Wie durch Kernquadrupolresonanz (NQR)- und M&Rbauver-Untersuchungen ist es
mit ihrer Hilfe mbglich, elektrische Feldgradienten in unterschiedlichen
Probenmaterialien zu bestimmen. Als Sondenkerne fiir TDPAC-Messungen kommen
Isotope in Frage, die einey<y - Kaskade aufweisen, deren Zwischenniveau eine
mittlere Lebensdauer im Bereich von 10_6 bis 10_9 Sekunden und ein endliches
Kernquadrupolmoment besitzt. Die Methode wird bei der Untersuchung von fest-
kdrperphysikalischen und chemischen Fragestellungen seit langem erfolgreich

eingesetzt.

In biologische und biochemische Untersuchungen hat die TDPAC-Spektroskopie
dagegen nur zdgernd Eingang gefunden. Dabei bietet gerade dieses Verfahren die
Mbglichkeit, mit duRerst geringen Probenmengen (wenige Nanomol) Messungen
unter physiologischen Bedingungen, d.h. in Ldsung und bei Normaltemperatur,
durchzufiinren. Bindungsverhidltnisse in Biomolekiilen kénnen mit hoher
Spezifizitit bestimmt werden. Die vorliegende Arbeit wird versuchen, die
Leistungsfihigkeit von TDPAC-Untersuchungen anhand einer speziellen Problem-
stellung in der Biologie aufzuzeigen. Verwendung findet dabei das Hafnium-
isotop 181Hf, das aufgrund seiner Eigenschaften flr solche Messungen sehr

gut geeignet ist.

Eine physikalischen Methoden besonders zugingliche Klasse von biologischen
Substanzen stellen die Metalloproteine dar. Diese EiweiRmolekiile binden ein
oder mehrere Metallionen, die fiir ihre physiologische Funktion wesentlich
sind, oder von ihnen im Rahmen der Stoffwechselvorginge gespeichert und
transportiert werden. Zu den letzteren zihlt das Transportprotein Transferrin.
Es findet sich im Blutserum vieler Wirbeltiere, insbesondere auch des Menschen,
und besitzt nur zwei Metallbindungsplidtze pro Molekiil. Die entscheidende
Bedeutung kommt diesem Protein im Eisenmetabolismus zu. Mit biochemischen und
Physikalischen Methoden wurde aber auch gezeigt, daR an den Eisenbindungs-
pPl&tzen von Transferrin viele andere Metallionen spezifisch gebunden werden.




Frihere Arbeiten im Institut flr Genetik und fir Toxikologie von Spalt-
stoffen (IGT) des Kernforschungszentrum Kalsruhe zeigten, daR dies auch fiir
das Ubergangsmetall Hafnium gilt. Damit war es moglich, mit 181Hf Winkel-
korrelationsmessungen an Transferrin durchzufihren und die Bindungsverhdit-

nisse von Metallionen in diesem Protein zu untersuchen.

Wesentliche Beweggriinde, derartige Experimente vorzunehmen, waren einige
Aspekte der Metall-Transferrin Bindung, die mit anderen Methoden bisher

nicht eindeutig gekldrt werden konnten. Im Vordergrund standen dabei Fragen
bezliglich mbglicherweise vorhandenen Unterschieden in der chemischen Natur
und im biochemischen Verhalten der beiden Metallbindungspldtze und deren
Abhdngigkeit von verschiedenen Parametern. Durch vergleichende Untersuchungen
an in vivo und in vitro prédparierten Proben sowie an den Serumtransferrinen
verschiedener Spezies sollte gekldrt werden, ob die Umgebung des Metalls in
unterschiedlichen Systemen einheitlich definiert ist. Aufgrund der hohen
Empfindlichkeit der TDPAC-Methode war es moglich, durch diese Messungen

neue Ansdtze bei der Untersuchung von Transferrinen aufzuzeigen.

Im Kapitel 2 werden zundchst Struktur und Funktion von Transferrin darge-
stellt und die flir die Arbeit wichtigen Fragestellungen zur Metallbindung
erldutert. AnschlieBend wird im dritten Kapitel die Theorie und das Prinzip
von TDPAC-Untersuchungen kurz umrissen und der Sondenkern 181Hf speziell
vorgestellt. Kapitel 4 beschreibt den Aufbau und die Funktion der verwendeten
Winkelkorrelationsapparaturen. Besondere Behandlung erfidhrt dabei die Ver-
besserung der ZeitauflSsung, die durch den Einsatz von neu entwickelten BaFE_
Kristallen erzielt wurde und die Voraussetzung flr hochpridzise Messungen mit
181Hf‘ war. Im Anschlu® daran wird in Kapitel 5 die Durchfihrung der Messungen
und die Auswertung der gewonnenen Spektren erldutert. In Kapitel 6 werden die

181Hf—Transf‘err‘in Proben beschrieben, die Durchfiihrung der

Prédparationen der
einzelnen MeRreihen geschildert und die Ergebnisse der Auswertung vorgestellt
und kurz analysiert. Die Resultate der verschiedenen MeRBreihen werden in
Kapitel 7 auf ihre Aussagekraft untersucht und vergleichend bewertet. Es wird
versucht, eine systematische Interpretation in Bezug auf die eingangs ange-

sprochenen Fragestellungen zu geben.




2. Das Eisentransportprotein Transferrin

2.1. Struktur und Funktion

Die Transferrine sind R-globuldre Glykoproteine in den Kérperfliissig-
keitén von Wirbeltieren. Neben den Serumtransferrinen des Blutes, die hier
als Untersuchungsgut dienten, gehodren dazu auch die Ovotransferrine und
Lactoferrine, die in Vogeleiern bzw. in der Milch und in anderen Koérper-
sekreten von Siugetieren enthalten sind (siehe z.B. /Chas83/). Alle
Transferrine bestehen aus elher einstridngigen Polypeptidkette und einem
Kohlehydratanteil, der von Spezies zu Spezies stark variieren kann /Broc85/.
Die EiweiRBkette enthdlt rund 700 AminosHuren, deren Sequenz flr einige
Transferrine bestimmt werden konnte (siehe /Bezk80/). So besteht z.B. Human-
serum-Transferrin aus 679 Aminosduren und besitzt ein Molekulargewicht von
79550 Dalton /McMe83/. Da die Sequenzen der ersten und der zweiten H&dlfte
des Proteinstranges zu 40 % homolog sind /MaMe82/, vermutet man, daR dieses
Molekiil bei der Evolution durch Verdopplung aus einem Vorginger der halben
GroRe entstanden ist /Will85, PaSc85/.

Die Tertidrstruktur des gefalteten Proteins setzt sich entsprechend aus zwei
rdumlich getrennten, lappenférmigen Bereichen zusammen, die nur durch einen
kurzen Aminosdurestrang verbunden sind /GoHo79/. Je nachdem, ob sie das
Amino- oder das Carboxylende der Peptidkette enthalten, bezeichnet man die
Untereinheiten als N- bzw. C-Terminale. Jeder dieser beiden Bereiche besitzt
genau einen spezifischen Bindungsplatz flir Eisenionen /WiE1l82/. Der Abstand
der Plidtze betridgt ca. 35 it /OHYe81/, sie liegen maximal 17 ! unter der
Oberflidche des Proteins /YeMe80/. Das eisenfreie oder Apotransferrin hat
nach /RoSo71/ angendhert die Form eines langgestreckten Ellipsoids mit der
Dimension 25 8§ x 25 § x 62 §. Kristallographische Untersuchungen liefern
durchweg etwas groRere Abmessungen (siehe z.B. /GoHo79/). Wenn die Metall-
bindungskapazitit abgesidttigt ist, d.h. zwei Eisenionen pro Molekiil gebunden
sind, wird die Struktur etwas kompakter und das effektive Volumen Kleiner.

Das Protein erfihrt also eine deutliche Konformationsinderung /ChasT7/.

Die Liganden der beiden Metallionen im Transferrin sind bisher nicht eindeutig
bekannt. Vieles spricht jedoch dafiir, daR jeweils zwei Tyrosine, ein oder

zwel Histidine und ein Wassermolekiil oder Hydroxidion an der Bindung be-




teiligt sind. Zum Teil gibt es auch schon konkrete Vorstellungen, welche
Positionen die metallbindenden Aminos&uren in der Peptidsequenz einnehmen

und wie ihre rdumliche Anordnung aussehen kénnte /Chas83, MoMa85/.

Neben der starken spezifischen Bindung in den N- und C-Terminal Sites kdnnen
Metallionen in geringem MaRe auch eine schwache Bindung an der Oberflidche
des Proteins eingehen, die liblicherweise als 'unspezifisch' bezeichnet wird

/BaSc73/.

Eine einzigartige Besonderheit der spezifischen Metall-Transferrin Bindung
stellt die Tatsache dar, daR sie nur zusammen mit der ‘'synergistischen'
Bindung bestimmter Anionen erfolgen kann (siehe z.B. /GeHa80/). Es ist
erwiesen, daf in vivo Carbonat oder Bicarbonat als synergistische Anionen
dienen /ZwWo81/. In deren Abwesenheit kdnnen aber auch eine Vielzahl anderer
organischer Anionen diese Rolle Ubernehmen /ScBa75/. Die Voraussetzungen fiir
synergistische Anionen sind klar umrissen. Sie missen sowohl eine Carboxyl-
gruppe als auch eine weitere funktionelle Gruppe, die als Metalligand geeignet
ist, in einem Abstand kleiner 6,3 R enthalten und diirfen nicht grofer als

ca. 38 x 6 8 x 6 & sein /ScBa75/. Das favorisierte Modell der synergistischen
Metall-Anion Bindung des Transferrins geht davon aus, daR das Anion Uber die
funktionelle Gruppe mit dem Metallion koordiniert ist, wdhrend die Carboxyl-
gruppe wahrscheinlich an Arginin- und/oder Lysin-Residuen der Peptidkette des
Proteins bindet (siehe z.B. /Broc85/). Neben den bereits genannten Bindungen
stellt das synergistische Anion damit eine weitere bindende Briicke zwischen
Metall und Transferrin dar. Zu den in Frage kommenden Anionen zihlen Nitrilo-
triacetat(NTA), Malonat, Oxalat und Maleat /CaCh77/. Nicht geeignet sind z.B.

Sucecinat, Chloroacetat und Citrat /ScBa75/.

Eisen wird von Transferrin als dreiwertiges Ion (Fe3+) im high-spin Zustand
gebunden. Die Bindung ist vergleichsweise stark, unter physiologischen Be-
dingungen betrdgt die Bindungskonstante etwa 1024 Molm1, nimmt in ihrer

Stabilit&dt mit sinkendem pH-Wert jedoch schnell ab /AiLe68/.

Neben Eisen bindet Transferrin, wenngleich stets schwicher, eine Vielzahl
anderer Metallionen mit unterschiedlichen Wertigkeiten spezifisch /Broc85/.
Genannt seien hier als Beispiele die {ibergangsmetall-Ionen CF3+, Cd2+ und
Ni* /TaWo69/, die Lanthaniden HoS™, Na3* und Pr3* /LukC71/, die Aktiniden

Th™*, Np°* und Pu' /HaCa81, WiTa85, DuTa86/ und das in dieser Arbeit im




Vordergrund stehende Hfu+ /TalLe83/. Bindungskonstanten sind absolut bisher
kaum bestimmt worden. Es gibt jedoch konkrete Aussagen Uber die relativen
Affinitdten der einzelnen Metallionen zu Transferrin /TaWo69/. Insbesondere
wurde gezeigt, daR bei groReren Ionenradien (» 1 ®) eine der beiden Bindungs-
stellen nicht mehr besetzt werden kann, und da® die Koordination zumindest an

einem der beiden Plitze von Metall zu Metall verschieden sein kann /HaCa81/.

Die Struktur von Transferrin sowie seine Eigenschaften bezliglich der Bindung
von Metallen sind in einigen zusammenfassenden Artikeln ausfihrlich darge-
stellt (z.B. /AiLi80, AiseB80, Chas83, Broc85/). Dort finden sich auch zahl-
reiche Verweise auf die Originalliteratur. Gleiches gilt filir die folgenden
Ausfihrungen zur Funktion und zum physiologischen Verhalten der Serum-
transferrine (siehe z.B. /Morg74, Brow76, AiBr77, Gori82, Chun84/).

Hauptaufgabe des Transferrins ist der Eisentransport von Stellen der Aufnahme
und Speicherung sowie des Erythrozyten-Abbaus zum blutbildenden Gewebe (siehe
z.B. /Chun84/). Man geht davon aus, daR der wesentliche Aufnahmemechanismus
der Zellen dabei die rezeptorvermittelte Endozytose ist /Daut86/. Bei diesem
Prozess wird das eisenbeladene Transferrin an spezifischen Rezeptorproteinen
der Zellmembran /Test85/ gebunden und zusammen mit diesen internalisiert.
Nachdem das Eisen geldst worden ist, wird das Apotransferrin von der Zelle
wieder freigesetzt. Da die Eisen-Transferrin Bindung so stark ist, erfordert
die Ablésung des Metalls einen speziellen Mechanismus, der noch nicht voll-
stindig aufgeklidrt werden konnte (siehe /Broc85/). Es wird vermutet, daR®

zundchst durch einen erniedrigten pH-Wert, wie er z.B. in den Lysosomen

vorhanden ist, einer oder mehrere Liganden des Eisens (evtl. das Carbonat-Ion)

protoniert werden /PaAr84/. Dadurch geht das Protein aus einer geschlossenen,
stabilen Konformation in eine offene, reaktionsfdhige tiber. Vorhandene
Chelatbildner kénnen dann mit Fe3+, Transferrin und Hydrogencarbonat

einen Zwischenkomplex bilden, der zerfdllt und den Fe3+ - Chelatkomplex

und das synergistische Anion freisetzt /DaCi83/. Eventuell findet dabei auch
eine Reduktion von Fe3+ zZu Fe2+ statt /KoBa79/. In jedem Fall wird das
Transferrin in der Zelle nicht abgebaut, sondern steht nach der Exozytose

flr weitere Transportzyklen zur Verfiigung.

Die Konzentration von Transferrin im Serum variiert fiir verschiedene Spezies
etwa zwischen 20 und 50 pMol/Liter /Morg80/. Je nach Spezies ist ein Anteil

von 15 bis 60 % der damit verbundenen Bindungskapazitdt mit Eisen gesdttigt.




Beim Menschen betridgt die Transferrinkonzentration zum Beispiel durchschnitt-
lich 36 * 5 uMol oder ca. 2,9 Gramm pro Liter /StDe84/, die Eisenbindungs-

kapazitdt ist bei Frauen zu 34 %, bei Minnern zu 39 % abgesédttigt.

Neben seiner Funktion im Eisenstoffwechsel spielt Transferrin auch in der
Immunabwehr und bei der Bekdmpfung von Infektionen eine wichtige Rolle.
Mikroorganismen bendtigen fir Wachstum und Vermehrung in der Regel groRere
Mengen Eisen. Dessen Zuginglichkeit wird jedoch durch die hohe Affinitdt an
Transferrin erschwert. Durch eine verstirkte Transferrinproduktion kann der
Organismus die Ausbreitung von FremdkSrpern in verstérktem Mafe einddmmen.
Transferrin kann so als Teil der unspezifischen Immunabwehr verstanden werden.
Es wirkt dariiber hinaus vermutlich auch als Regelmechanismus im Immunsystem
indem es die Produktion von Antikdrpern stimuliert. Die jeweilige Transferrin-
konzentration bestimmt die bakterienwachstumhemmenden Eigenschaften des Serums

wesentlich mit (siehe z.B. /Broc85, GaIs85/).

2.2. Biochemie der Metallbindung

Die Existenz von zwei spezifischen Metallbindungspl&dtzen pro Transferrin-
moleklil flihrt zwangsldufig zu Fragen nach strukturellen, funktionellen und
bindungschemischen Unterschieden und eventuell vorhandenen Wechselwirkungen
zwischen diesen Pldtzen (siehe z.B. /Chas83/). In der Tat wurde in vielen
Untersuchungen aufgezeigt, daB sich die N- bzw. C-Terminale des Proteins bei
der Metallbindung unterschiedlich verhalten (vgl. /Chas77, AiLi80, Bezk80/).
Es wurde aber auch klar, daB die auftretenden Unterschiede stark von den
chemischen und physikalischen Bedingungen abhingen /BaSo81, DeMo82, EiNo78,
Harr77, LeAiT79/. Die Konzentrationsverhdltnisse zwischen den Metallionen,
den synergistischen Anionen und Transferrin, der pH-Wert und die Temperatur
der Losung sowie die Salzkonzentration gehen entscheidend in die resultier-
ende Verteilung der Metallionen auf die beiden Plitze ein /HuJo84, MoHu78,
Prza76, WiMo80, ZaAi85/.

Unter physiologischen Bedingungen (atmosphirisches COZ’ pH = 7,4) unter-
scheiden sich die Bindungskonstanten fiir FeN~ und FeC—Transferrin schon
deutlich (2,4*1019 bzw. 4,7*1020 Mm1) /AilLe78/. Bei niedrigeren pH-Werten
wird diese Diskrepanz gréfer, bis bei pH = 5,5 Eisen nur noch am C-Terminal

gebunden wird /PrZa75, Lest76/. Man bezeichnet deshalb das C-Terminal auch




als 'acid stable'(A-), das N-Terminal als ‘'acid labile'(B-) 'site' /EvWi78/.
Umgekehrt wird bei hotheren pH-Werten (> 8,2) die Bindung am N-Terminal be-
vorzugt /ChWi81, AiLe78/. Der Grad der Bevorzugung hingt entscheidend von
der Salzkonzentration ab /WiCh82/. Sowohl in stark sauren (pH < 5) /PrZaf75/,
als auch in stark alkalischen Medien (pH > 9,5) /ZaPr80/ geht die Eisen-

bindungskapazitdt vollig verloren.

Mit der Bindung des ersten Metallions ist offensichtlich eine Konformations-
dnderung des Proteins verbunden /KiSi85/. Ob dadurch die Bindung des zweiten
Metallions erleichtert oder erschwert wird, ob also positive oder negative
Kooperativitdt vorliegt, konnte bisher nicht eindeutig geklért werden.

Nach /AiLe78/ tritt bei niedrigen pH-Werten negative, bei hoheren pH-Werten
positive Beeinflussung auf. Im physiologischen Bereich ist keine Wechsel-

- wirkung zwischen beiden Pl&tzen erkennbar /ChWi81/. Anderungen in der
Salzkonzentration, der Temperatur und anderen Bedingungen bewirken auch

hier deutliche Verschiebungen.

Spektroskopische Studien, vor allem ESR (Elektronen - Spin - Resonanz) -
Messungen, zeigen ebenfalls Unterschiede zwischen den N- und C-Terminal
Bindungsplitzen auf /Aasa72, AiLe78, ZalLe78/. Konkrete Vorstellungen iber
die strukturellen Unterschiede, die zu den verschiedenen Ladungsverteilungen
um die Metallionen fihren, gibt es jedoch nicht (siehe /Chas83/). Dabei ist
auch zu berticksichtigen, daR die ESR-Messungen Uberwiegend bei tiefen
Temperaturen durchgefiihrt werden. Das Protein befindet sich folglich nicht
im physiologischen Zustand. Die spektroskopisch beobachteten Abweichungen
zwWwischen den Bindungsstellen sind stets sehr klein und daher nur schwer zu
parametrisieren. Es gibt auch Hinweise darauf, daB® jeder der beiden Pl&tze
in verschiedenen Konfigurationen existieren kann, die einander sehr &hnlich
sind /BaSo82/. Als mbgliche Ursache fiir diese Beobachtung werden kleine
Anderungen in der Tertiirstruktur des Proteins genannt /CaCh80, ChWi81,
PeHaB81/. Im Extremfall fihren die Konformationsinderungen nach /HaCa81/
sogar dazu, daf sich bei hohen pH-Werten der C-Terminal Platz in seinen

spektroskopischen Eigenschaften dem N=Terminal Platz vollig angleicht.

Es Uberrascht nicht, daR sich die Gegenwart verschiedener synergistischer
Anionen in spektoskopischen Untersuchungen am Metallion bemerkbar macht
/AiLeTl4/ wenn Anion und Metall im Transferrin-Komplex direkt aneinander ge-

bunden sind /ZwAi79/. Die Natur der verwendeten Anionen bzw. der angebotenen



Metall-Anion Komplexe beeinfluft aber auch die Reaktionskinetik und die
Einstellung des thermodynamischen Gleichgewichts der Metall-Transferrin
Bindung ganz entscheidend /AiLe78/. Wihrend z.B. mit Fe-NTA oder &hnlichen
Chelaten die Bindung ans C-Terminal bevorzugt wird, geben Citrat- und Oxalat-
Komplexe das Metall vornehmlich ans N-Terminal ab /EvWi78, ZaPr80/. Andere
Anionen (z.B. Ascorbat) zeigen keine Prédferenz /ZaPr77/. Offensichtlich
findet nach erfolgter teilweiser Beladung des Transferrins nach reaktions-
kinetischen Gesichtspunkten in gréferen Zeitrdumen (Stunden bis Tage)

eine Umbesetzung auf Grund der thermodynamischen Stabilit&dtskonstanten
statt /FiNo78/. Wenn Bicarbonat zugegen ist, verdridngt dieses dabei das
urspringlich eingesetzte Anion vom synergistischen Bindungsplatz am

Transferrin /KoBa79/.

Die geschilderte Komplexitdt der Metall-Transferrin Bindung, wie sie haupt-
séchlich in vitro beobachtet wurde, 148t nur schwer Schliisse auf das
tatsidchliche physiologische Verhalten im lebenden Organismus zu /Broc85/.
AuRerdem liegen im Blut viele Komponenten vor, deren EinfluR auf die
Bindung von Metallionen an Transferrin in der Gesamtheit kaum beurteilt

werden kann.

Ovotransferrin und Lactoferrin unterscheiden sich in Bezug auf die Metall-
bindung von den Serumtransferrinen. So ist z.B. die Bindungskonstante flr
Eisen bei Lactoferrin wesentlich hdher als bei Serumtransferrin, so daB

die Fe-Lactoferrin Bindung bis herunter zu pH = 2 stabil bleibt /AiLe72/.
Auch zwischen den Serumtransferrinen verschiedener Spezies treten kleine
Unterschiede im Bindungsverhalten auf /Brow76/. Ob dies die Konsequenz
struktureller Eigenschaften der Bindungsplitze selbst ist, konnte bisher
nicht nachgewiesen werden. Dariiber hinaus gibt es in einzelnen Spezies
verschiedene Transferrin-Varianten. So sind in der Ratte zwei 'Iso'-Trans-
ferrine nachgewiesen /OkJa79/, im menschlichen Serum gibt es eine Vielzahl
genetischer Varianten, die in unterschiedlichen Hiufigkeiten auftreten
/Budo85/. Es scheint gesichert, déB diese Heterogenitidt hauptsichlich auf
Unterschieden im Gehalt an Sialinsduren, der Struktur und Anordnung der
Polysaccharid-Ketten und auf der Substitution oder Auslassung einiger weniger,
funktionell unbedeutender Aminosiuren der Sequenz beruht. Konsequenzen fiir
die Metallbindung und die Funktion des Transferrins werden allgemein verneint

(siehe /Broc85/).




2.3. Motivation fiir TDPAC Untersuchungen

Spektroskopische Methoden sind speziell geeignet, die Metallbindungsplétze
in Makromolekiilen zu charakterisieren, wenn kristallographische Experimente
keine Aufschlisse geben. Vor allem ESR-Messungen, aber auch optische und UV-
Differenzspektroskopie wurden bisher zur Untersuchung der Metall-Transferrin
Bindung herangezogen. Dabei gelang es, spezifische Signale zu detektieren,
die typisch fir einzelne Metall-Transferrin-Anion Komplexe sind. Es wurden
kleine Unterschiede zwischen den beiden Bindungsplitzen gefunden, die aber
nur schwer quantifizierbar sind (siehe z.B. /Chas83/). Kernspektroskopische

Untersuchungen an 57Fe—Transferrin mit Hilfe des MoRbauver-Effekts lieRen

keine Riickschliisse auf eine spektroskopische Unterscheidbarkeit der Pldtze
zu /SpOo73, TsBo73, TsBo76/. Ursache dafiir kdnnte sein, daf solche Messungen,
wie auch ESR-Experimente, nur bei Proben im festen Zustand wohldefinierte
Signale liefern /GrGl74/. Da es bisher nicht mbglich ist, Transferrine zu-
verlédssig auszukristallisieren, ist man gezwungen, das Probenmaterial einzu-
frieren und bei tiefen Temperaturen zu messen. Dabei kénnen sich aber die
Bindungsverhéltnisse, bei denen ja auch Wassermolekiile eine wesentliche
Rolle spielen, entscheidend verdndern. Unterschiede zwischen verschiedenen
Konfigurationen verschwinden unter diesen Umstdnden ganz oder teilweise.
Auch wird jegliche innere Dynamik, die bei vielen Proteinen eine wichtige
Rolle spielt /Frau8l, Para85/, erheblich beeinfluft wenn die Temperatur so
drastisch erniedrigt wird /FrPe79/. Das Protein wird dann in einer Reihe
von geringfligig unterschiedlichen Zustdnden ('conformational substates')
eingefroren, die bei Normaltemperatur stdndig ineinander (bergehen /HaPa82,
SiSc84/. Ist es nicht méglich, diese Zusténde spektroskopisch aufzuldsen,

S0 werden nur unspezifische Signale beobachtet.

Die TDPAC Methode unterliegt keinen Einschrinkungen beziiglich Temperatur und
Aggregatzustand. Fiir Sondenkerne, die an Makromolekiile gebunden sind, erhilt
man auch in flissigen Proben sehr spezifische Aussagen Uber die Wechselwirkung
mit der Ladungsverteilung ihrer unmittelbaren Umgebung /Baue85/. Wie sowohl
theoretische Uberlegungen als auch eine Vielzahl chemischer und festkdrper-
Physikalischer Untersuchungen mittels TDPAC zeigen, machen sich bei diesem
Verfahren auch kleine Unterschiede in den Bindungsverhiltnissen stark bemerk-
bar (siehe z.B. /Ad1o78, Rinn79, BoBa84/. Die Methode ist auch dynamischen
Prozessen gegentiber empfindlich. Aus dem beobachteten Relaxationsverhalten

kdnnen die typischen Umorientierungszeiten bestimmt werden /GrGl74, SaHa78/.



— 10 —

Von den genannten Voraussetzungen her erscheint die TDPAC Methode fir die
Untersuchung einer ganzen Reihe von Aspekten der Metall-Transferrin Bindung

geradezu préddestiniert:

= Die chemische Umgebung des Metallions im Transferrin kann tber die Wechsel-
wirkung mit dem Quadrupolmoment des Sondenkerns eindeutig parametrisiert

werden. Der Einfluf verschiedener Anionen kann aufgezeigt werden.

- Die Frage, ob die beiden Bindungsplédtze gleich oder verschieden sind,
sollte eindeutig beantwortet, vorhandene Unterschiede klar erfaft werden

konnen.

- Unter der Voraussetzung, daR sich die Pldtze mit TDPAC unterscheiden
lassen, kann die Verteilung der Metallionen auf N- und C-Terminal unter
verschiedenen Bedingungen untersucht werden. Einfliisse von Konzentrations-
verhdltnissen, Sdttigungsgrad, verschiedenen Anionen, Salzgehalt, pH-Wert
und Temperatur auf das Besetzungsverhdltnis kdnnten sichtbar gemacht

werden.

- Vergleichende Untersuchungen an den Serumtransferrinen verschiedener
Spezies oder an den Varianten der gleichen Art kénnen AufschluB geben,
ob beobachtete Unterschiede im biochemischen Verhalten auch an den

Metallbindungsplidtzen erkennbar sind.

- Experimente konnen sowohl in vivo, d.h. nach Injektion der Metallionen
in den lebenden Organismus, als auch in vitro mit Serum oder kommerziell

erhdltlichem Apotransferrin durchgefihrt werden.

- Messungen an fliissigen, eingefrorenen und getrockneten Proben versprechen
Aufschliisse Uliber Verdnderungen beim Ubergang zur festen Phase. Eine
Bewertung der Ergebnisse, wie sie mit anderen Methoden unter solchen

Bedingungen gewonnen werden, wiirde dadurch erleichtert.

Flir alle dazu notwendigen TDPAC Experimente, mit Ausnahme der in vivo Injek-
tionen, werden nur HuRerst geringe Mengen radioaktiver Sondenkerne und

damit auch nur geringe Transferrinkonzentrationen bendtigt. Physiologische
Mengen, d.h. 10 bis 100 nMol/ml, sind vollkommen ausreichend.

181Hf als Sondenkern einzusetzen, waren mehrere Grinde

Flir die Entscheidung,
maRgeblich. Voraussetzung war, daR gezeigt werden konnte, daB auch Hafnium
spezifisch an Transferrin bindet. Eine Reihe von Untersuchungen, die im

Institut mit biochemischen Methoden durchgefiihrt wurden, bestétigten diese
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Tatsache /Tale83, TaDu86/. Eine wesentliche Rolle spielte die besondere
Eignung des Isotops 181Hf fiir Winkelkorrelationsmessungen, die spdter noch
eingehend erliutert wird. Fir biologische Untersuchungen &duferst angenehm
ist die mit 42,4 Tagen relativ lange Halbwertszeit des Mutterisotops. Erste

TDPAC-Untersuchungen an Transferrin mit 181Hf /ThZe83/ zeigten bereits, daR

mit diesem Isotop im Gegensatz zu 1HIn /MaSk78, SmLuB84/ sehr spezifische
'Fingerabdriicke' der Metall-Transferrin Bindung gewonnen werden kénnen. Wie
bei allen PAC-Nukliden, die iiber Elektroneneinfangprozesse erzeugt werden,
zu erwarten ist, filihrt die Reorganisation der Elektronenstruktur in 111In-==
Transferrin offensichtlich zu einer starken Storung der Sondenkernumgebung
(sog. 'Aftereffekte'). Dies ist nach dem B - Zerfall bei 181Hf nicht zu

befiirchten (siehe /BoBa84/).

Aus der Sicht der Toxikologie ist von Interesse, daR sich Hafnium metabolisch
dhnlich verh&dlt wie das hochgiftige Plutonium, dessen Wirkung und Dekorpora-
tion Gegenstand vieler Untersuchungen ist /TalLe83/. Beide Metalle treten be-
vorzugt vierwertig auf, haben dhnliche Ionenradien und duBere Elektronen-
konfigurationen und die gleiche Tendenz zur Hydrolyse in wissrigen Medien
(vgl. /zel184/).




3. Grundlagen der zeitdifferentiellen Messung von gestdrten
vy = Winkelkorrelationen (TDPAC) mit 181Hf

3.1. Allgemeiner Formalismus

Die Theorie gestdrter Winkelkorrelationen ist flr die meisten Anwendungen
wohlverstanden und wird in einer Reihe von Arbeiten ausfiihrlich dargestellt
(siehe z.B. /FrSt65, ShHa72, StAl75/). An dieser Stelle sollen im folgenden
nur die Grundlagen der yvy - Winkelkorrelationen fiir die Spezialfdlle der
statischen elektrischen Quadrupolwechselwirkung in polykristallinen Proben
und der Wechselwirkung mit zeitlich verdnderlichen elektrischen Feld-

gradienten kurz beschrieben werden.

Geht ein angeregter Kern durch die sukzessive Emission zweier v - Quanten
(yv - Kaskade) in einen tieferliegenden Zustand tber, so erfolgt die Ab-
strahlung des zweiten Quants bezliglich der Richtung des ersten in der Regel
nicht mehr isotrop. Die Wahrscheinlichkeit W, daR die beiden ¥ - Quanten
unter einem Winkel © emittiert werden, ergibt sich zu

Krax
W(e) = E%AkkPk(cose) (3/1)

Pk sind die Legendre-Polynome, die Koeffizienten Akk hdngen von den Multi-
polaritidten L1 und L2 der beiden Uberginge, sowie von den Kernspins Ia’/

I und Ig der beteiligten Niveaus ab (siehe Abb. 1).

Iy, mj Iq

If,ﬁu —e ]i,ﬂh I,
l hvy L2

Abb. 1: Niveauschema einer yy- Kaskade




Meist genligt es, sich auf die kleinstmdglichen Multipolarititen zu

beschrinken, so daB gilt:

L, = IIa -If, Ly = [T - Igl und

Akk = Fk(L1L1IaI)*Fk(L2LZIIg)

Die Korrelationskoeffizienten Fk kénnen explizit berechnet werden, sie liegen
fir verschiedene Spins tabelliert vor (siehe z.B. /Appeb8/). Fir reine
Richtungskorrelationen, d.h. ohne Beriicksichtigung der Polarisation, treten

nur gerade Werte flr k bis kmax = Min(21, 2L1, 2L2) auf.

Wechselwirkt nun der Kern wihrend der Lebensdauer ™ des Zwischenzustands
der Kaskade mit der Ladungsverteilung seiner Umgebung, so wird die Korre-
lationsfunktion W(®) auch zeitabhingig (W = W(0,t)). Flir Sondenkerne in
polykristallinen Proben kann diese Zeitabhidngigkeit durch Einfihrung einer
Storfunktion Gkk(t) parametrisiert werden:

Kinax

W(o = G 2 (3/2)
(6,t) :éo kk(‘c)IS‘L(kPk(cos )

Die Storfunktion Gkk(t) wird von der Art der vorliegenden Wechselwirkung

zwischen dem Kern und seiner Umgebung bestimmt.

3.2. Statische elektrische Quadrupolwechselwirkung in polykristallinen Proben

Erzeugt die Ladungsverteilung der Sondenkernumgebung ein inhomogenes elek-
trisches Feld Eﬁ d.h. einen elektrischen Feldgradienten (EFG) am Kernort, so
wechselwirkt dieser mit dem Quadrupolmoment Q des Kerns. Allgemein ergibt
sich der Storfaktor fir die statische elektrische Quadrupolwechselwirkung
zZu:

Nfnax

G (£) = Z%skn(n) cos(e, (n)u t) (3/3)

Diese Beziehung sowie die in ihr enthaltenen Gréfen sollen im folgenden

erliutert werden.
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Der elektrische Feldgradient ist ein Tensor zweiter Stufe, der sich aus dem

elektrischen Potential V = -0 ableitet:

Im Hauptachsensystem x,y,z sind nur die Diagonalelemente Vii von Null ver-
schieden. Thre Summe, d.h. die Spur des Tensors, liefert keinen Beitrag zur
Quadrupolaufspaltung und wird deshalb Null gesetzt: VXX + Vyy + VZZ = 0.
Ublicherweise ordnet man die Betrige der einzelnen Kompomenten gemif

IVZZI Z.IVyyl 2,lvxx| und beschreibt den EFG durch die groRte Komponente
,sz, und einen Asymmetrieparameter n = (VXX - Vyy)/VZZ, der dann stets

zwischen Null und Eins liegt.

Durch die Wechselwirkung des EFG mit dem Quadrupolmoment Q des Kerns im
Zwischenzustand wird die Entartung der m=Unterzustinde zum Kernspin I teil-

weise aufgehoben. Im axialsymmetrischen Fall Vxx =V d.h. n» = 0, lassen

yy’
sich die zugehdrigen Aufspaltungsenergien AEmm' = Em - Em' leicht berechnen:
3eQV
_ 2 _ p12) —2%2
AB e = (0% = m'2) i or0)

Als praktische GroRen definiert man die Quadrupolfrequenz wy oder auch

die spinunabhingige Quadrupolkopplungskonstante Yq'

eQVv eQV
WA = Zz y = 2 (3/4)
Q HI(21-1)h QT h

Die Frequenz Wy in Gleichung (3/3) entspricht der kleinsten auftretenden
Energiedifferenz AE_, (= he ). Fiir ganzzahlige I gilt w_ = 3w, fir halb-
zahlige I o = 6“@' Alle mbglichen Energiedifferenzen hw ergeben sich fur

n = 0 aus ganzzahligen Vielfachen der Grundfrequenz W,

n =|m® -m'2| und n I2 flir ganzzahlige I

max

w = ] ]
n N, wobeil

it

n=|m-m2|/2und n

1ax (412-1)/8 flr halbzahlige I

Im allgemeinen Fall eines nichtaxialsymmetrischen Feldgradienten (n # 0)
verschieben sich die Energieniveaus der magnetischen Unterzustdnde gegen-
einander, die verschiedenen Energiedifferenzen stehen nicht mehr in ganz-

zahligen Verh#ltnissen zueinander. {iblicherweise beschreibt man die Auf-
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spaltung weiter mit der oben definierten Grundfrequenz Wys obwohl diese

nun nicht mehr der kleinsten Energiedifferenz entspricht, und schreibt:

w =
n cn(n)“’o

Die Faktoren cn(n) konnen durch Diagonalisieren der Wechselwirkungsmatrix

<Im|HQIIm'>, wobei H

Q

der Hamiltonoperator der statischen elektrischen

Quadrupolwechselwirkung ist, fiir beliebige n berechnet werden (siehe z.B.
/Heid81/). Sie sind fiir I = 5/2 in Abb. 2a dargestellt. Es gilt stets

Cn(n = 0) = n (axialsymmetrischer Grenzfall) und co(n) = 0.

Ch(n)

()

b A " 4

.0 0.2 0.4 0.8 0.8 L.

n

0

Szn("ﬂ)

0.

.3

4

(b)

Abb. 2: Koeffizienten c,(n) (a) und sp,(n) (b) als Funktion des
Asymmetrieparameters v fir I = 5/2

.0 0.2 0.4 0.6 0.

8

Die Besetzung der m-Unterzustdnde ist nicht statisch. Durch die Quadrupol-

wechselwirkung werden wihrend der Lebensdauer ™ des Zwischenniveaus

periodische Umbesetzungen bewirkt. Im halbklassischen Sinn prédzediert die

Polarisationsachse mit den Frequenzen w, um die Hauptachsen des elektri-

schen Feldgradienten. Die Beitrédge der einzelnen {iberginge m —> m' werden

durch die Koeffizienten s

k

polykristallinen Proben aus den 3j-Symbolen:

2

n beschrieben. Fir n =

0 ergeben sich die Sy

n

in

L.
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Fir » # 0 werden auch die Sin eine Funktion des Asymmetrieparameters und
missen aus der Diagonalisierung der Wechselwirkungsmatrix bestimmt werden
(vgl. /Heid81/). Abb. 2b zeigt die Ergebnisse fir k = 2 und I = 5/2.

Die Stoérfunktion Gkk(t) (Gleichung 3/3) beschreibt folglich die Gesamtheit
der periodischen Umbesetzungen zwischen den Unterzusté&nden des Zwischen-
niveaus, ist jedoch flir » # 0 im allgemeinen selbst keine periodische

Funktion mehr.

3.3. Zeitabhingige elektrische Quadrupolwechselwirkung (Relaxation)

Durch isotrope Reorientierung, wie sie z.B. aufgrund der Brown'schen Bewegung
in Flissigkeiten auftritt, &ndert sich der EFG am Ort des Sondenkerns
statistisch mit der Zeit. Diese Zeitabhidngigkeit &duRert sich in der Stér-
funktion fiir die Quadrupolwechselwirkung allgemein als exponentielle Ddmpfung

mit der Relaxationskonstanten xk :
-\ b
G (t) ~ e "k (3/5)

Die Schnelligkeit der Relaxationsprozesse wird durch eine mittlere Reorien-
tierungsrate W bzw. durch die zugehérige Korrelationszeit Ty = 1/W be~
schrieben. Je nach der GréRe von 7, im Vergleich zur charakteristischen

Wechselwirkungszeit 1/“6 kénnen drei Fdlle unterschieden werden:

a) Schnelle Relaxation
Flr Wy T, S 0,1 erhdlt man ein rein exponentielles Abklingen der Anisotropie
mit der Storfunktion /AbPo53/:

G (t) = k" (3/6)

N o 3kCer1) [BT(T+1) k(e 1)=1] ) o -

mit
k 5 Q

Aufgrund der Schnelligkeit der zeitlichen Anderung mittelt sich die statische
Storung heraus, ist also nicht mehr beobachtbar. Im Extremfall T, > 0

geht auch Ak gegen Null, die Zeitabhiingigkeit verschwindet ganz und man
beobachtet die ungestérte Winkelkorrelation W(O).




b) Mittlere Relaxationszeiten

Flr w, 7, & 1 18Rt sich die Stérfunktion allgemein nicht analytisch

angeben /BoBa84/. Der Zusammenhang zwischen N und 7 kann nur durch
spezielle Relaxationsmodelle beschrieben werden (siehe z.B. /Blum71, Zell84/).

c) Langsame Relaxation
Fir @O T, » 10 ergibt sich eine ‘quasistatische' Storung, d.h. der statischen

Storfunktion G;E' (t) ist eine exponentielle Ddmpfung aufgrund der Relaxation

Uberlagert (siehe z.B. /MaMe72/):

-\ t stat
Gkk(t) = e "k G (t) (3/7)

: k(k+1)

mit N
k 67,

Die Relaxationskonstante ist in diesem Bereich umgekehrt proportional zur
Korrelationszeit, geht also auch fiir sehr langsame Reorientierung (76'——> o)

gegen Null. Man beobachtet dann die reine statische Storung GE@‘ (t).

3.4. Gberlagerung von statischen und zeitabhingigen Feldgradienten

Es besteht auch die Mdglichkeit, daR nur ein Teil der Sondenkernumgebung
statisch ist, also einen in Betrag und Richtung zeitlich konstanten EFG er-
zeugt, zum Teil aber auch Fluktuationen auftreten, die einen reorientierenden
Feldgradienten bewirken. Flir eine solche Uberlagerung lassen sich in den
Grenzfidllen langer und kurzer Korrelationszeiten die resultierenden Stor-

funktionen analytisch angeben /BoBa8l4/.

a) Schnelle Relaxation Wy T, S 0,1
Man erhilt:

G () = e Nt G (1) (3/8)

N o k(1) [AT(T+1)k(k+1)-1]

mit 2
K : <wQ > TC

Im Grenzfall Té‘-“9 0 ist nur der statische Anteil der Stérung beobachtbar:

_ stat
Ge(t) = G ()




b) Langsame Relaxation Wy Ty P > 10

Formal ergibt sich wieder eine 'quasistatische' Storung:

=k t ~sta
G (E) = G' t(t) , (3/9)

mit = K(_gl)
[+

GEE‘ (t) ist jetzt durch die statische Uberlagerung des zeitunabhdngigen und

des fluktuierenden Feldgradienten gegeben. Flr 1b-——> oo verschwindet
der Dadmpfungsfaktor und man erhdlt die rein statische Storung aufgrund des

resultierenden Feldgradienten:

Gkk(t) - Gstat (t)

181

3.5. Winkelkorrelation mit Hf

181

Das Zerfallsschema von Hf ist in Abb. 3 gezeigt. Hervorgehoben ist die

Yy - Kaskade des Tochterkerns 181

fihrt werden:

Ta, an der die TDPAC - Messungen durchge-

- E =
Ia = 1/2 T

133 keV
= 2

Fir diese Kaskade lautet die ungestdrte Korrelationsfunktion:
W(®) = 1 + Ay,P,(cos6) + Ay P (cose) (3/10)

mit A22 = =0,295 und AUU = =0,069 /AvIr71/

Wegen des vergleichsweise kleinen Wertes fir Auu ist der Term mit k = 4 fir

181

die meisten TDPAC-Messungen mit Hf vernachlissigbar (siehe z.B. /Heid85/,

so daR gilt:
W) = 1~ 0,295 Pg(cose)
Im Experiment muB noch der endliche Raumwinkel der Detektoren beriicksichtigt

werden. Dies filihrt zu einer Reduzierung des Anisotropiekoeffizienten auf einen

Wert ASZ , der aus der Zihlergeometrie berechnet werden kann (siehe Kap. 5.2).
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Abb. 3: Vereinfachtes Zerfallschema von V8Hf (nach /1LeSh78/)

Die zeitabhidngige Korrelationsfunktion (Gleichung 3/2) vereinfacht sich flr

181Hf‘ damit zu:

- eff
W(O,t) = 1 + A5, G, (t)P,(cose) (3/11)
Die Stérfunktion G22(t) fir statische elektrische Quadrupolwechselwirkung
in polykristallinen Proben lautet:

3

G22(t) = ZSZn(n) COS(Cn(n)wot) (3/12)

n.-_O

i = =
mit R 6wQ (3%/10) Vq
Bei zeitlich verinderlichen Feldgradienten tritt ein Relaxationsterm e_>‘2t
auf. Je nach Relaxationsbereich gelten folgende Beziehungen zwischen der -

Relaxationskonstanten A2 und der Korrelationszeit T




a) Fiir schnelle Relaxation:

Ny = 100,8(1 + 72/3) wo?r, (3/13)
b) Fir langsame Relaxation:
)\2 = 1/7’0 (3/14)

In Flissigkeiten wird das Relaxationsverhalten durch die Brown'sche Mole-
kularbewegung bestimmt. Bei gegebener Temperatur hdngt die Reorientierungs-
rate von der Viskositdt % der Losung und dem Volumen und der Form der
Partikel ab, in denen die Sondenkerne gebunden sind. Im Fall kugelfOrmiger
Teilchen kann die Rotationskorrelationszeit R ndherungsweise nach dem
Debye-Modell berechnet werden (siehe z.B. /Wall67/):

T = 3 (3/15)
kT
mit V= (4n/3)-r3, r = Radius der Teilchen

L&Rt sich aus der mittels TDPAC gemessenen Relaxationskonstanten AZ die
R nach Gleichung (3/13) oger (3/14) bestimmen, so kann
mit Gleichung (3/15) daraus die Grofe der [ 1Hf—Komplexe abgeschédtzt werden

(vgl. /Zell84/).

Korrelationszeit r

Eine Reihe von Gegebenheiten 18t 'O'HF fiir TDPAC-Untersuchungen im bio-
logischen Bereich als besonders geeignet erscheinen:

- Der Mutterkern 181Hf"wir*d durch eine (n,y)-Reaktion aus dem stabilen Isotop

180Hf (natiirlicher Anteil 35 %) erzeugt. Der sehr hohe Einfangquerschnitt
fir thermische Neutronen (102 barn) erlaubt die Anreicherung hoher spezi-
fischer Aktivitdten, so daB selbst beim Einsatz geringer Hafniummengen nur

kurze MeRzeiten erforderlich sind.

- Die Lebensdauer des Mutterkerns ist mit 42,4 Tagen ausreichend grof, um
léngere Prédparationen und Mefreihen durchzufiihren. Die Aktivitdt kann
kommerziell beschafft werden (Amersham & Buchler) und steht dann viele

Wochen zur Verfiigung.

- Das Ausgangsniveau der vy - Kaskade weist eine relativ lange mittlere
Lebensdauer von 26 usec auf und wird durch einen B~ - Zerfall bevdlkert.




Damit sind sog. Aftereffekte durch die Reorganisation der Elektronenhiille
nach dem Zerfall weitestgehend ausgeschlossen /BoBa84/. Das unterscheidet |
181Hf z.B. von 1Hi[n, flir das gezeigt wurde, daf nach einem Elektronen-

einfangprozess, Aftereffekte in Isolatoren eine vollstdndige Ausldschung

der Quadrupolkorrelation bewirken kénnen /BaBo82/.

Neben diesen Vorteilen speziell in biologischen und chemischen Anwendungen,
vereint 181Hf als Winkelkorrelationsisotop allgemein viele Vorzlige, die es

zu einem Standardkern der TDPAC-Methode werden lieRen:

- Hohes Verzweigungsverhidltnis des B = Zerfalls in das Ausgangsniveau

der Kaskade (93 %).

- Starke Anisotropie der Winkelverteilung aufgrund der Spinfolge der vy-
Ubergénge (ca. 30 %).

~ Einfache Korrelationsfunktion (k = 2, = 3), d.h. leicht interpretier-

Mmax
bare Spektren.
- Sehr gut zu trennende v - Energien mit gilinstigen Verzweigungsverhdltnissen

fir die Kaskade (100 % fir 133 keV, 85 % fir 482 keV).

= Ausreichend lange Halbwertszeit des Zwischenniveaus (10,8 ns) fir zeit-

differentielle Messungen.

- Hohes Quadrupolmoment des Zwischenniveaus (2,36 * 0,05 barn /BuLe83/),

d.h. starke Kopplung an elektrische Feldgradienten.

Der letzte Punkt fiihrt aber auch oft zum Auftreten sehr hoher Quadrupolfre-
quenzen im Bereich mehrerer Gigahertz. Um die resultierenden Oszillationen
mit Perioden von wenigen Nanosekunden aufzuldsen, ist eine extrem gute

Zeitaufldsung der MeRapparatur (siehe Kap. 4 und 5) erforderlich /BeBe69/.
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4. Aufbau und Funktion der TDPAC-Apparatur

4.1. Nachweiszihler

Bisher wurden fiir TDPAC-Experimente vorwiegend NaI(Tl)-Kristalle zum Nachweis
der v - Quanten verwendet. Die gute Energieaufldsung dieser Szintillatoren
(ca. 7 % fir die 661 keV v- Strahlung von '5/Cs) bietet zusammen mit der
hohen Nachweiswahrscheinlichkeit optimale Voraussetzungen fiir TDPAC-Messungen
mit vielen Winkelkorrelationsisotopen. Wenn allerdings das Zwischenniveau der
Kaskade eine kurze Halbwertszeit (T1/2,g 40 ns) und ein vergleichsweise grofes
Quadrupolmoment (Q » 1 b) besitzt, erweist sich die Zeitaufldsung von NaI(T1)-
Detektoren oft als unzureichend. Gerade bei TDPAC-Untersuchungen mit 181Hf‘
(T1/2 = 10,8 ns, Q = 2,36 b) ist es nicht moglich, hohe Feldgradienten und
insbesondere die zugehérigen Asymmetrieparameter mit NaI(T1l)-Zihlern zuver-
léssig‘zu bestimmen, da flir die relevante Kaskade (133 keV - 482 keV) eine
Zeitaufldsung o (FWHM) von etwa 2 ns kaum unterschritten werden kann. Auf der
anderen Seite sind flir solche Messungen auch Plastikszintillatoren, deren

10 s liegt, wenig geeignet, da ihr

zeitliches Aufl8sungsvermdgen bei 10~
geringer Wirkungsquerschnitt fiir Photoeffekt und die daraus resultierende
schlechte Energieaufltsung keine Diskriminierung der Energien der yvy - Kaskade

ermbglichen /BaBo83/.

Eine neue Perspektive bieten hier Bariumfluorid-Kristalle. Im UV-Bereich des
Szintillationsspektrums von BaF2 entdeckten Laval et al. vor wenigen Jahren
/LaMo83/ bei 220 nm eine schnelle Komponente, die eine ZeitauflSsung von etwa
500 ps gestattet. Die gleichermaRen gute Energieaufldsung von ca. 10 % flr
661 keV, die hohe Nachweiswahrscheinlichkeit aufgrund ihrer hohen Dichte und
die leichte Handhabbarkeit der nicht hygroskopischen Kristalle lassen diese
Szintillatoren fir TDPAC mit 101

lichen Eigenschaften von BaF,, und NaI(T1l) werden in Tabelle 1 verglichen.

Hf als konkurrenzlos erscheinen. Die wesent-

Die Ergebnisse von ersten TDPAC-Untersuchungen an Hafniumverbindungen mit
BaF2—Detektoren, die 1983 von Baudry et al. verdffentlicht wurden /BaBo83/,
machten bereits deutlich, daB diese Szintillatoren fiir die TDPAC-Methode
einen auBerordentlichen apparativen Fortschritt bedeuten. Zur gleichen Zeit
zeigten Messungen, die in unserem Labor an anorganischen Hafniumverbindungen
/BaBs82, Then82, ThAp83/ und an Hafnium-Transferrin /ThZe83/ unter Verwendung




von NaI(Tl)-Kristallen durchgefihrt wurden, daf die unzureichende Zeitauf-
lésung die wesentliche Begrenzung bei der Analyse der gewonnenen Spektren
darstellte. Der Aufbau einer neuen Apparatur mit BaFZ—Szintillatoren erschien

somit unerliplich.

Tabelle 1: Einige physikalische Eigenschaften von BaFy und NaI(T1) (FaSw71, LaMo83/

Feuchtigkeits- Lin. Abschwdchungs- Wellenlange Brechungs- Abkling- Licht-
empfindlichkeit Dichte koef fizient max. Emission  index konstante ausbeute
Photonen
|g/cm3i lcm"1 bei 511 kev| || ]nsl pro MeV
BaF nicht 310 1,55 620 6500
2 hygroskopisch %8 0,47 220 1,57 0,6 2000
NaI(Tl) hygroskopisch 3,67 0,34 420 1,85 250 40000

-Detektoren wird in Anhang A beschrieben. Mit

Die Entwicklung der neuen BaF
181Hf

2
einer Energieaufldsung von 11 % bei 661 keV konnten die ¥ - Energien von

sehr gut getrennt werden. Die Nachweiswahrscheinlichkeit lag bei gleicher

KristallgréRe sogar etwas iliber der von NaI(Tl). Flir die 133 keV - U482 keV

181Hf‘ wurde eine Zeitaufldsung von ca. 550 ps erzielt. Damit

konnten die Voraussetzungen fiir TDPAC-Untersuchungen an Transferrin mit 181Hf‘

Kaskade von

wesentlich verbessert werden (siehe /HeTh86/).

4.2, Prinzip der Datenaufnahme

Die TDPAC-Messungen wurden mit einer Vierzihlerapparatur durchgefithrt,

deren prinzipieller Aufbau in Abb. 4 gezeigt ist (vgl. /ArHo80/). Um die
MeRprobe sind in einer Ebene vier BaFg—Detektoren rechtwinklig zueinander
angeordnet. Die Zdhler sind radial verschiebbar, so daf ihr Abstand zur
Probe variiert werden kann. Mit der nachfolgenden 'slow-fast' Elektronik
werden acht Zeitspektren aufgenommen, je vier entsprechen Koinzidenzen unter
180° bzw. 90°. Die verwendeten Detektorkombinationen sind 1-2 und 3-4 (180°)
bzw. 1-4 und 3-2 (90°), wobei in jeder Kombination beide Zihler wechselweise
als Start- und Stop-Detektoren fiir zwei verschiedene Zeit-Impulshohen-Wandler

(TPC) dienen. Bei der zeitdifferentiellen Messung mit 'CUHf liefert der Nach-
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Abb. 4: Schematischer Aufbau der Vierzihlerapparatur zur Aufnahme
von acht Koinzidenzspektren




wels eines 133 keV y-Quants, das den Zwischenzustand der Kaskade bevdlkert,
einen Start-Impuls, der des 482 keV y-Quants, mit dem der Kern in den Grund- g
zustand Ubergeht, den Stop-Impuls (vgl. Abb. 3). Die Verwendung zweier TPCs
mit den zugehdrigen Koinzidenzsystemen fiir je vier Zihlerkombinationen
gestattet die simultane Aufnahme von acht Zeitspektren und reduziert die
Mefzeit gegeniiber herkdmmlichen Vierzihlerapparaturen auf die Hilfte.

Dies ist besonders fiir die Beobachtung der zeitlichen Entwicklung von bio-

logischen Proben von Bedeutung.

Die Zeitspektren werden in acht separaten Bereichen eines Vielkanalanalysators
(MCA) mit jeweils 1024 Kandlen akkumuliert. Die Zeiteichung betrdgt 100 ps

pro Kanal. Wihrend der Messung sind die Daten stindig auf einem Videodisplay
sichtbar. Nach Beendigung der Datenaufnahme oder auch zu Zwischenauswertungen
werden die Speicherinhalte des MCA auf den Laborrechner (PDP 11/34) iber-

tragen.

Eine ausfiihrliche Beschreibung der Nachweiselektronik wird in Anhang B

gegeben.
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5. Reduktion und Auswertung der Daten

5.1. Bestimmung des R(t)-Verhiltnisses

Die acht gemessenen Zeitspektren stellen die Rohdaten filir die TDPAC-Aus-
wertung dar. Zunidchst werden die MCA-Daten geeicht, d.h. eine Kanal-Zeit-
Zuordnung vorgenommen, und die Zeitnullpunkte tO der Einzelspektren bestimmt.
Fir t > to spiegeln die Daten dann im wesentlichen den exponentiellen Zerfall
des Zwischenniveaus der vy - Kaskade mit der Halbwertszeit T1/2 = 10,8 ns
wieder. Uberlagert ist diesen Zerfallskurven die zeitabhdngige Korrelations-
funktion W(O,t), so daB sich folgende Parametrisierung (to = 0 per def.)

der Koinzidenzzihlraten anbietet:

_ -t/
Nij(t) =gy n W(Gij’t) + Uij (5/1)
mit 0, = 180° fur 1j = 12, 21, 34, U3
0,5 = 90° fur ij = 14, U1, 32, 23

Dabei bertlicksichtigen eij die apparativen Ansprechwahrscheinlichkeiten der
Z&hlerkombinationen ij, Uij den jeweiligen konstanten Untergrund und
W(eij,t) die zeitabhdngige Stoérung aufgrund der Quadrupolwechselwirkung

(siehe Kap. 3).

Um die Stérrfunktion G22(t) zu extrahieren (vgl. /ArHo80/), wird zundchst in
allen Spektren der Untergrund aufgrund von zuf&lligen Koinzidenzen bestimmt

und abgezogen:

Nij(t) — Nij(t) - Uij

AnschlieRend bildet man die Mittelwerte der Koinzidenzzdhlraten der 180°-
bzw. 90°-Spektren:

N(180°,t) = LvN12(t)N3u(t)N21(t)NLB(t)'
(5/2)

N( 90°,t)

1

)4 1
Y NN (M, (0N o()




Aus diesen Zshlraten wird dann die zentrale GroRe flir die eigentliche

Auswertung, das sog. R(t)-Verhdltnis berechnet:

N(180°,t) - N(90°,t) (5/3)
N(180°,t) +2N(90°,t)

R(t) =2

Dabei fallen sowohl die apparativen Faktoren Eij’ als auch die exponentielle

-t/

Zerfallsfunktion e n heraus, so daR gilt:

W(180°,t) - W(90°,t) (5/4)
W(180°,t) +2W(90°,t)

R(t) = 2

Mit Gleichung (3/11) und den Werten des Legendre-Polynoms
P5 = (1/2)(3cos20 - 1) fir © = 180° bzw. 90° folgt:

_ peff
R(t) = A5 Gyo(t) (5/5)
Das R(t)-Verhdltnis liefert also direkt die gesuchte Stdrfunktion G22(t)
/ArHo80/. Im Idealfall unendlich guter Zeitaufldsung entspricht der konstante

Faktor Agg dem Wert R(t=0), da dann G,,(t=0) = 1 gilt.

5.2. Auswertung der R(t)-Spektren

Die Ergebnisse von TDPAC-Messungen werden in der Regel als R(t)-Spektren,
d.h. als Funktion der Zeit t zwischen der Emission des ersten und des zweiten
Y - Quants der Kaskade, graphisch dargestellt und mit einem theoretischen
Modell verglichen. Aus der Anpassung der geeigneten Modellfunktion an das
gemessene R(t)-Spektrum werden die Parameter der zugrundeliegenden Wechsel-
wirkung bestimmt. Ausgangspunkt fiir die hier erforderliche Beschreibung von
Quadrupolwechselwirkungen mit 181Hf ist die allgemeine Storfunktion fur
kombinierté statische und zeitabhingige elektrische Feldgradienten nach

Gleichung (3/8) und (3/9):

3
G,s(t) = e_AZt:Z:SZH(n)cos(cn(n)abt) (5/6)
n=0

Beriicksichtigt man zusdtzlich die apparativen Gegebenheiten, und 1&Rt

zu, daf mehrere Anteile fi von Sondenkernen auftreten kdnnen, die aufgrund
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ihrer Umgebung unterschiedlichen Wechselwirkungen ausgesetzt sind, ergibt sich

eine adiquate Parametrisierung der R(t)-Spektren mit der Modellfunktion:

3

- eff —>\(i)t =C (n.)w‘”&.t —(C (7).)0)“)0')2/1611’12

R(t) = RO + A22 E fie 2 E szn(ni)e n'"i’%0 %1 e *"n*"1’"0
n:O

M COS(Cn(ni)ué”t) (5/7)

Neben den bereits eingefiihrten Parametern Wy 7 und A2, aus denen die
Komponenten des EFG und die Korrelationszeit der Hafniumumgebung bestimmt

werden konnen, enthdlt dieser Ansatz zwel exponentielle Dampfungsglieder:

a) Dampfung aufgrund der endlichen Zeitaufldsung:
Die apparative Zeitaufldsung ¢ flhrt zu einer frequenzabhidngigen, zeit-
lich konstanten Reduzierung der Oszillationsamplituden. In Abb. 5 ist
der Ddmpfungsfaktor Dg = e'(cn(”)“b”)2/16ln2 /BeBe69/ als Funktion der
Frequenz w = Cn(n)“b fiir ¢ = 2,5 ns und ¢ = 0,6 ns dargestellt. Man
erkennt deutlich, daB die Nachweisgrenze (D < 0,1) bei der Zeitauf-
16sung, die typisch fiir NaI(T1l)-Detektoren ist, schon bei etwa 2000 MHz
liegt, wdhrend mit der Aufldsung, die mit BaF2 erreicht wird, noch

wesentlich hShere Frequenzen gemessen werden koénnen.

blo=0,6ns

0)o0=2,5ns

e

0.0 — e
0 1000

b

2000 3000 4000 3000
w, [Mrad/s]

b,

Abb. 5: Dimpfungsfaktor Dy(w,) aufgrund der endlichen
Zeitauflosung o als Funktion der Frequenz wp
a) fiir NaI(Tl)-Detektoren (¢ = 2,5 ns)
b) fir BaFp-Detektoren (o = 0,6 ns)




b) Diampfung aufgrund der endlichen Verbreiterung des Feldgradienten:
Ist der EFG nicht scharf definiert, so resultiert daraus eine Frequenzver- |
teilung mit der relativen Breite ¢ = Aw/w. Dies fihrt zu einer exponentiell
zeitabhingigen Ddmpfung der Quadrupoloszillationen, die flir lorentzférmig
angenommene Verbreiterungen durch D5 = emon(n)“’oat /BaBo83/ beschrieben
wird. Bei starken Verbreiterungen (6§ » 20 %) ist es oft notwendig, statt
der Lorentz- eine GauB-Verteilung vorzugeben, flr die der Dampfungs-
faktor dann durch Dy = e~ (Cplnln dt)2/2 gegeben ist /BeBe69/.

Kleine Werte flr ¢ zeigen an, daf die Sondenkerne in der Probe in sehr
einheitlichen Konfigurationen gebunden sind. GroBRe Verbreiterungen be-

deuten dagegen, daR die Umgebung von Kern zu Kern relativ stark variiert.

Der Parameter Ro in Gleichung (5/7) beriicksichtigt eine zeitlich konstante
Verschiebung der R(t)-Spektren. Endliche Werte fir RO kénnen sowohl physika-
lische als auch apparative Ursachen haben. Einerseits werden mit RO Anteile
von Sondenkernen erfaft, deren Umgebung keinen EFG erzeugt ('ungestorte’
Kerne) oder die einer starken, uneinheitlichen Wechselwirkung ausgesetzt
sind ('stark gestdrte' Kerne). Andererseits gehen in Ro auch Ungenauig-
keiten bei der Bildung des R(t)-Verhdltnisses ein. Aufgrund der maximal
erreichbaren Genauigkeit bei der Untergrunds- und Zeitnullpunktsbestimmung
in den Einzelspektren konnen die R(t)-Werte geringflgig verschoben sein.
Die Interpretation eines endlichen Wertes flir Ro muR stets beriicksichtigen,
daf die resultierende Gesamtanisotropie dem theoretischen Wert Azg ent-
sprechen sollte. Mit diesem Kriterium konnen die angesprochenen Moglich-

keiten in der Regel unterschieden werden.

Der Zeitnullpunkt des R(t)-Spektrums kann nur mit einer Genauigkeit, die
in der Grofenordnung einer Kanalbreite (0,1 ns) liegt, bestimmt werden. Es
empfiehlt sich, insbesondere bei hohen Quadrupolfrequenzen, auch kleine
Zeitnullverschiebungen zu beriicksichtigen. Man fiihrt dazu einen weiteren
Parameter to in die Anpassungsfunktion ein, indem man die Zeit t durch

t -t ersetzt.
0

Die Anpassung der Modellfunktion an die gemessenen R(t)-Spektren erfolgt nach
der Methode der kleinsten Abweichungsquadrate (Least Squares Fit), wobei die
analytischen Ableitungen nach den einzelnen Parametern benutzt werden. Die

Startwerte werden aufgrund einer Fourieranalyse des R(t)-Spektrums abge-



schitzt (£, wg), nyy 8;). Die Werte der Asymmetrieparameter n, werden aus
den Koeffizienten s2n(n) und cn(n), die als Potenzreihen in » dargestellt
sind (siehe /Heid81/), abgeleitet. Die Frequenzverbreiterungen 8y kdnnen
in beliebigen Kombinationen wahlweise als gauf- oder lorentzfdrmig ange-
nommen werden.

Die apparativen Parameter Zeitaufldsung ¢ und effektive Anisotropie Ae2f2f
wurden experimentell bestimmt (siehe Anhang A und C). Es ergaben sich die
Werte A% = - 23 % und ¢ = 0,5 ns, die bei allen weiteren Auswertungen zu-
grundegelegt wurden. In Anhang C sind neben den Messungen, aus denen Agg
und ¢ bestimmt wurden, auch eine Reihe von Testmessungen an Systemen wieder-
gegeben, die als Zwischenprodukte bei der Transferrin-Pridparation entstehen.
Die Ergebnisse dieser Messungen zeigen die Leistungsfdhigkeit und Langzeit-
stabilitidt der verwendeten TDPAC-Apparaturen und bilden eine unverzichtbare
Grundlage fir die Transferrin-Untersuchungen. Es war damit stets mdglich,
die Transferrin-Spektren auf eventuell vorhandene Beitridge von Zwischen-

produkten unvollstidndig ablaufender Reaktionen zu liberpriifen,




6. TDPAC-Messungen an Hafnium-Transferrin

Die Hafnium-Transferrin Bindung wurde in einer Reihe von Systemen studiert.
Vom Untersuchungsgut und der Vorgehensweise bei der Priparation her lassen
sich die durchgefiihrten Experimente wie folgt klassifizieren:
a) In vivo Untersuchungen
Fiir diese MeRreihe wurde 181Hf an Rattenserum-Transferrin gebunden,
indem die Aktivitdt in geeigneter Form lebenden Tieren injiziert wurde.
Untersucht wurde dann das nach bestimmten Zeiten entnommene Serum.
b) In vitro Untersuchungen mit Serum
Frisch gewonnene Serumproben wurden im Reagenzglas mit 181Hf versetzt.

Neben Rattenserum wurde auch Human- und Hamsterserum verwendet.

¢) In vitro Untersuchungen mit Apotransferrin
Kommerziell erhidltliches menschliches Apotransferrin (Sigma, Minchen)
wurde mit 181Hf‘ beladen und mit TDPAC untersucht.
Wesentliche Voraussetzung fiir die TDPAC-Experimente waren biochemische
Untersuchungen, mit deren Hilfe aufgezeigt werden konnte, daR Hafnium bei
den verwendeten Priparationsverfahren stets quantitativ an Transferrin
gebunden wurde. Es soll hier nicht auf die Einzelheiten der verwendeten
Methoden eingegangen werden, diese lassen sich in der zitierten Literatur
nachlesen. Im folgenden werden nur die Ergebnisse der durchgefihrten

Versuche erliutert.

Durch Gelfiltrationen mit einer Sephacryl S-200-Sdule und anschlieRende
Analyse der Transferrin-Fraktion auf DEAE-Zellulose konnte gezeigt werden,
daf Hafnium bei den Pr&parationen, sowohl mit Ratten- und Hamsterserum
/TaLe83/, als auch mit menschlichem Serum und Apo-Transferrin /TaDu86/ stets
zu Uber 90 % an Transferrin bindet. Fir den Nachweis, daf irgendein Metall
spezifisch an den beiden Eisenplitzen gebunden wird, gelten sog. 'Competitive
Binding'- Experimente als unerliflich /Aise80/. Diese Methode wird anhand
von Untersuchungen zur Plutonium-Transferrin Bindung in /DuTa86/ eingehend
beschrieben. In analoger Weise wurden hier Transferrin-Proben mit 181Hf

und natirlichem Eisen beladen, um die Verdringung von Hafnium aus den
spezifischen Bindungsplitzen bzw. deren Blockierung durch Eisen aufzuzeigen.
Die Ergebnisse der Analyse von solchen Serumproben mittels Gelchromatographie

Uber Sephadex-50 sind in Tabelle 2 wiedergegeben (siehe auch /ThAp86/).




Tabelle 2: EinfluB von Eisen auf die Proteinbindung von Hafnium in Rattenserun

Probe Eisen- Anteil von 1814f in der
sdttigung Proteinfraktion aus der
(%) Sephadex G-50 Sdule (%)
Zugabe von 1814 2u A 32 ‘ 91 + 3
vorher mit Eisen B 84 17+ 4
beladenem Rattenserun C 150 <2
Zugabe von Eigen zu PP
. 181 D 86 54 * 12
vorher mit 'TTHE > 200 <2

beladenem Rattenserum

Hi trelwerte aus jeweils drei Messungen. Hafniumkonzentration: 3 rmol/ml.

Die Resultate konnen wie folgt zusammengefaft werden:

- Mit zunehmender Vorsidttigung der Proben durch Eisen nimmt der Anteil von
181Hf‘, der an Transferrin gebunden wird, deutlich ab. Bei Eisentiiberschuf
(im Vergleich zur Bindungskapazitdt des Transferrins) wird kein 181Hf‘

mehr in der Proteinfraktion gefunden.

~ Umgekehrt wird bei Zugabe von Eisen zu Serum, das vorher mit 181Hf beladen

wurde, die Hafniumaktivitidt fast vollstdndig vom Transferrin verdringt.

Ahnliche Untersuchungen wurden mit Apotransferrin durchgefiihrt. Vor-
sdttigung mit Eisen reduzierte dabei den Anteil Transferrin-gebundenen
Hafniums auf weniger als 1 %, wogegen ohne Eisen (92 * 10) % der einge-
setzten Hafniumaktivitdt auf die Transferrinfraktion entfielen. Umgekehrt
bewirkte auch hier die Zugabe von Eisen zu 181Hf-Tr'ansf‘er'r'in die schnelle

Freisetzung der Hafniumionen.

Durch UV-Differenzspektroskopie (siehe z.B. /HaCa81/) an Hafnium-Transferrin
konnte gezeigt werden, daR pro Mol Transferrin nur 2 Mol Hafnium spezifisch
gebunden werden kdnnen /TaDu86/. Auch daraus muB auf eine definierte Bindung

an den beiden Metallbindungsplidtzen geschlossen werden.

Aufgrund der geschilderten Resultate kann kein Zweifel daran bestehen, daf
Hafnium in vivo wie in vitro spezifisch an Transferrin bindet. Im folgenden
wird gezeigt werden, daR die TDPAC-Untersuchungen diesen Befund bestidtigen.
Zur Kontrolle der Pridparation wurden die Hafnium-Transferrin Proben parallel
zu den TDPAC-Messungen im allgemeinen auch gelchromatographisch analysiert.




6.1. In vivo beladenes Rattenserum

Sprague Dawley Ratten wurde intravends sowohl die in Anhang C3 beschriebene
Hafnium-NTA L&sung (|Hf| : |NTA| = 1 : 4), als auch Hafniumoxalat- und
Hafniumeitrat-Losungen injiziert. Hafniumoxalat wurde dazu ebenfalls im
Verhidltnis 1 : U4 angesetzt, bei Hafniumcitrat war dagegen ein hoher Citrat-
Uberschu® erforderlich, um eine Komplexierung der Metallionen zu gewdhr-
leisten. Der pH-Wert der Injektionsl&sungen wurde mit Bicarbonat auf 7,4
eingestellt. Im Serum, das bei 181Hf—NTA und 181Hf‘-=0xalat Injektionen nach
15 Minuten entnommen wurde, fanden sich ca. 16 % der eingesetzten Aktivitdt
von 200 bzw. 300 uCi. Bei 181Hf‘-=—Citr‘at Injektion war dagegen nach 12 Minuten
noch 80 %, nach 60 Minuten noch 33 % der urspriinglichen Aktivitdt (300 pCi)

im Serum vorhanden.

Flir die TDPAC-Messungen wurden Proben mit einer Aktivitdt von ca. 20 uCi,
maximal jedoch 1 ml, in Plexiglashalter abgefiillt und luftdicht verschlossen.
Der pH-Wert zu Beginn der Messungen entsprach dem physiologischen Wert 7,4,
die hohe Pufferkapazitit des Serums lieB auch {iber lingere Zeiten keine
Enderungen erwarten. Fiir die Serumprobe, die nach Hafniumoxalat-Injektion
entnommen wurde, ergab eine Kontrolle nach Beendigung der TDPAC-Messungen

einen pH-Wert von 7,48. Diese Verschiebung ist in der Tat vernachléssigbar.

Die Eisenbindungskapazitét TIBC (Total Iron Binding Capacity) des Sprague
Dawley-Serums wurde im Rahmen der Routineuntersuchungen an dieser Tierkolonie
bestimmt. Mit kommerziellen Testsitzen (Bdhringer, Mannheim) konnten auch
die Konzentration von Eisen im Serum und die freie Eisenbindungskapazitét

UIBC (Unsaturated Iron Binding Capacity) ermittelt werden /TaP185/:

(38 + 4) nMol/ml
(36 * 5) nMol/ml

8]

| Fe|
| UIBC|

Daraus 148t sich auf eine Transferrinkonzentration von 37 nMol bzw. 3 mg pro
ml Serum schlieRen. Die Eisensidttigung des Proteins betrdgt (51 * 4) %. Aus
diesen Zahlen und den gefundenen Retentionen der Hafniumaktivitdt im Serum
ergeben sich flir die einzelnen Proben Verhdltnisse von Hafniumionen zur Zahl
der freien Bindungsplitze (K = |Hf|:|UIBC|) zwischen K = 1 : 60 und K = 1 : 7
(siehe Tabelle 3). In-allen Fdllen steht also am Transferrin geniligend freie

Kapazitit fiir die Bindung des gesamten vorhandenen Hafniums zur Verfigung.




Tabelle 3: TDPAC-Messungen an in vivo mit 181hf beladenem Rattenserum-Transferrin

Probe Injizierter tipx IHfl leI : lUIEC' Alter der 1 ) Messung
Nr. Komplex  (min) (nMol) @) Probe (d) (%) (%) Nr.
I Hf-NTA 15 0,6 1:60 5 5742 1232 1

14 635 64 2
II  HE-NTA 15 0,8 1:45 7 5142 21% 3
13 572 9+3 4

25 6112 612 5

60 5782 442 6

111 Hf-oxalat 15 1,3 1:28 4 431 2012 7
23 601 93 8

IV Hf-citrat 60 3,0 1:12 3 3941 28%2 9
10 4611 5+2 10

v Hf-citrat 12 5,1 1:7,0 4 3013 34%3 1

(#) Der Fehler dieser Werte betrdgt etwa 15 %

Insgesamt wurden an flnf verschiedenen Proben Messungen in Zeitabstidnden bis

181Hf-=L‘o’sung und Entnahme des Serums durch-

zu 60 Tagen nach Injektion der
geflhrt (siehe Tabelle 3). Unabhingig vom Anion des injizierten Hafnium-
komplexes (NTA, Oxalat oder Citrat), der Inkubationszeit tink (12 bis 60 min)
und der Zeit zwischen Injektion und Messung wurden R(t)-Spektren beobachtet,
die sich aus drei charakteristischen Komponenten zusammensetzen. Das bedeutet,
daR die Hafniumionen im Serum auf mindestens drei verschiedene Bindungs-
konfigurationen verteilt sind. Die aus den R(t)-~Spektren gewonnenen Parameter
der einzelnen Sondenkernumgebungen, d.h. die Quadrupolkopplungskonstanten "Q’
die Asymmetrieparameter » und die Frequenzverbreiterungen §, sind in Tabelle 4

wiedergegeben. Die Ergebnisse wurden kiirzlich auch verdffentlicht /ThAp86/.

Tabelle 4: Quadrupolkopplungsparameter fiir in vivo mit 181Hf beladenes Rattenserum-Transferrin

Bindungs- Q n 8 A
konfiguration (Miz) (%) (M)
1 9034 0,92210,010 1,810,4
2 1463%6 0,531*0,005 1,310,4 594
3 950%6 0 8,741,5

== (1,12 £ 0,10) %




Aufgrund der kleinen Werte fir § miissen die Komponenten 1 und 2 als sehr
spezifische, einheitliche Bindungskonfigurationen von Hafnium-Transferrin
interpretiert werden. Es liegt nahe, diese Anteile mit den beiden Metall-
bindungsplétzen zu identifizieren. Die relativ groRe Verbreiterung des
Feldgradienten der dritten Konfiguration entspricht einer Reihe von gering-
flgig unterschiedlichen Sondenkernumgebungen, spricht also flr nicht-
spezifische Hafniumbindung. Wegen der starken Ddmpfung der Oszillationen
der dritten Komponente in den R(t)=-Spektren ist es nicht mdglich, den
zugehdrigen Asymmetrieparameter zuverlidssig und eindeutig zu bestimmen.

Die Analyse der Daten wurde deshalb durchgehend mit Ny = 0 durchgefihrt.

Es ist nicht ausreichend, die Spektren mit rein statischen Quadrupolwechsel-
wirkungen zu beschreiben. Die Anpassung erfordert vielmehr flir alle drei
Konfigurationen einen quasistatischen Ansatz mit Relaxationskonstanten #g R
&5) und ﬁg). Offen bleiben mu® jedoch, ob filir diese Parameter drei ver-
schiedene Werte zugrundeliegen, oder ob alle Anteile der gleichen Dynamik
ausgesetzt sind. Beide Modelle ergeben die gleiche Anpassungsglite. Im ersten

Fall erhidlt man:

N ooy + 5) MHz

2
NSV = (78 * 6) Miz
NS = (90 £10) MHz
. . A . (1) _ y(2) _ \(3) : .
Die einheitliche Beschreibung (xz = A=A, ) liefert:

%2 = (59 * 4) MHz

Es zeigt sich, daR sich die anderen Wechselwirkungsparameter unabhingig
von der gewdhlten Beschreibung der Relaxation extrahieren lassen. Lediglich
mit den Anteilen fi der einzelnen Fraktionen und den Ddmpfungsparametern é
ist eine gewisse Korrelation festzustellen, signifikante Anderungen der
Werte treten jedoch nicht auf. Die in Tabelle 3 und 4 angegebenen Werte

entsprechen der Beschreibung mit einer gemeinsamen Relaxationskonstanten.

Wahrend der Anteil der dritten Fraktion bei allen Messungen konstant bleibt
und etwa 20 % betridgt, ergeben sich fiir die spezifischen Anteile f1 und
f2 zum Teil unterschiedliche Werte. Diese sind in Tabelle 3 gezeigt. Man
erkennt, daf bei den Proben aus Hafnium-NTA- und Hafniumoxalat-Injektionen




(Nr. I, IT und III) die erste Konfiguration deutlich dominiert. Der Anteil
nimmt mit dem Alter der Proben noch zu, scheint sich aber nach einiger Zeit
zu stabilisieren. Abb. 6a zeigt das R(t)-Spektrum einer Probe bei 181Hf‘—
NTA-Injektion nach 25 Tagen (Messung Nr. 5 in Tab. 3), in Abb. 6b ist das

Ergebnis einer Messung 23 Tage nach der Entnahme des Serums bei 181Hf-~-0xalat—
Injektion (Messung Nr. 8 in Tab. 3) wiedergegeben.
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Abb. 6: R(t)-Spektren von in vivo beladenem Rattenserum-Transferrin
a) nach Hf-NTA Injektion (Messung Nr. 5 in Tab. 3)
b) nach Hf-Oxalat Injektion (Messung Nr. 8 in Tab. 3)
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Abb. 7: a) R(t)-Spektrum der injizierten Hf-Citrat Ldsung
b) R(t)-Spektrum von Rattenserum-Transferrin 3 Tage nach Hf-Citrat
Injektion und Entnahme des Serums (Messung Nr. 9 in Tab. 3)
c) R(t)-Spektrum der gleichen Probe 14 Tage spiter (nicht in
Tab. 3 aufgefiihrt)




Bei den Proben mit Citrat liegen die beiden spezifischen Konfigurationen zu
Beginn in etwa gleichen Anteilen vor (siehe Tab. 3). Es muB jedoch erwdhnt
werden, daf diese Proben nicht stabil waren und sich innerhalb von ein bis
zwel Wochen deutlich verinderten (vgl. Abb. 7b und ¢). Nach dieser Zeit
zeigten die TDPAC-Messungen eine starke Ddmpfung durch Relaxationseffekte,
wie sie fir niedermolekulare Hafniumkomplexe in L&sung typisch ist (Abb. 7c).
Eine gelchromatographische Analyse ergab in der Tat, daB nur noch ein kleiner
Teil der Hafniumionen an Transferrin gebunden war. Zum Vergleich ist in

Abb. T7a das R(t)-Spektrum der injizierten Hafniumcitrat-Ldsung gezeigt.

In Tabelle 3 sind flir die einzelnen Proben auch die Hafniumkonzentrationen,
bzw. die Verhdltnisse K = |Hf| : |UIBC| angegeben. Es f#llt auf, daf die
Anteile f1 und f2 mit der HafniumsZttigung korreliert sind. Je mehr Hafnium
vorhanden ist, desto kleiner ist im allgemeinen der erste und entsprechend
grofer der zweite Anteil zu vergleichbaren Zeiten nach Serumentnahme.

Da Inkubationszeiten kleiner 10 Minuten aus reaktionskinetischen Gesichts-
punkten nicht sinnvoll erschienen, konnte das Konzentrationsverhdltnis K
in vivo nicht beliebig variiert werden. Es war deshalb erforderlich, zu den
im folgenden beschriebenen in vitro Pridparationen iberzugehen, um die

Konzentrationsabhidngigkeit von f1 und f2 weiter zu untersuchen.

6.2. In vitro beladenes Rattenserum

Durch Zugabe unterschiedlicher Mengen der Standardldsung von 181Hf—NTA

(|Hf| & |NTA| =1 : 4, pH = 7,4) zu jeweils 1 ml frisch gewonnenem Ratten-
serum im Reagenzglas konnte das Konzentrationsverhdltnis K = |Hf| : |UIBC|
in einem groReren Bereich variiert werden. Um die Dauer einer Einzelmessung
auf maximal 3 bis 4 Tage zu beschridnken, war allerdings eine Probenaktivitit
von mindestens 5 uCi erforderlich. Bei der gegebenen spezifischen Aktivitit
der Stammldsung zum Zeitpunkt der Pridparation (12 pCi/ug) betrug die ent-
sprechende Hafniummenge 2,3 nMol, so daR mit 1 ml Serum K nicht kleiner als
1 : 15,6 gewdhlt werden konnte. Es zeigte sich auch, daB eine Transferrin-
bindung bei Sdttigungsgraden gréBer 1 : 4 nicht mehr vollstindig ge~
wéhrleistet war, weil dann offensichtlich ein Teil des eingesetzten Hafniums
niedermolekular gebunden in L&sung blieb. Als grofter Wert fiir K wurde
daher 1 : 3,1 eingestellt.




6.2.1. Konzentrationsabhingigkeit

In Zeitabstidnden bis zu 4 Monaten nach der Prédparation wurden Messungen
an einer Reihe von Rattenserum-Proben mit unterschiedlicher Hafniumbeladung

(1: 15,6 <K <1 :3,1) durchgefihrt (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5: TIPAC-Messungen zur Konzentrationsabhingigkeit an in vitro mit 181y¢
beladenem Rattenserum-Transferrin

Probe IHfI |Bf | : [UI_BC| End- Alter der 1 fo  Messung
Nr. (nMol) €)) pH-Wert  Probe (d) (%) (%) M.
I 2,3 1:16 7,5 2 4612 1943 1

16 5742 1113 2

II 4,6 1:7,8 7,8 5 472 1913 3
19 54t2 11%2 4

42 56t2 102 5

ITI 6,9 1:5,2 9,2 7 43t2 1743 6
21 2281 402 7

38 ™ 5742 8

v 9,6 1:3,7 9,5 1 (Al 2743 9
6 451 4913 10

129 581 45t 1

v 11,5 1:3,1 9,5 1 221 1943 12
2 1141 1914 13

10 41 324 14

128 8+1 19+3 15

(#) Der Fehler dieser Werte betrigt etwa 15 %

Die gewonnenen R(t)-Spektren kénnen mit den drei charakteristischen Anteilen

beschrieben werden. Die Quadrupolkopplungsparameter sind in Tabelle 6 gezeigt.

Tabelle 6: Quadrupolkopplungsparameter flir in vitro mit 1814f beladenes Rattenserum-Transferrin
(Messungen zur Konzentrationsabhangigkeit)

Bindungs- vQ n e} Ny
konfiguration (Miz) (%) (M)
1 89514 0,934+0,013 2,740,4
2 1472%5 0,526+0,002 0,410,1 602
3 93545 0 7,9+1,7

== (1,3 *0,08) %




Ein Vergleich mit Tabelle 4 belegt, daR die Werte innerhalb der MeRgenauig-
keit denjenigen entsprechen, die mit in vivo beladenem Rattenserum gewonnen
wurden. Damit ist bewiesen, daR sich die Bindungsverhdltnisse von Hafnium-

Transferrin fir in vivo und in vitro pré&parierte Proben nicht unterscheiden.

Bei den héchsten Hafniumkonzentrationen (K = 1 : 3,7 und K = 1 : 3,1) tritt
ein kleiner zusdtzlicher Anteil (ca. 10 %) von niedermolekular gebundenen
181waKemen auf. Die Beschreibung der Daten erfordert filr diese 4. Fraktion
einen Ansatz fir schnelle Relaxation (Gleichung 3/6) mit einer Relaxations-
konstanten AZ ~ 100 MHz. Das beobachtete Relaxationsverhalten 13Rt es als
ausgeschlossen erscheinen, daR diese Kerne an Transferrin gebunden sind.

Die Natur der niedermolekularen Komplexe kann aus den TDPAC-Messungen jedoch
nicht bestimmt werden. Selbst wenn man die gréRere Viskosit&dt von Serum im
Vergleich zu einer widssrigen Hafnium-NTA Losung berilicksichtigt, liegt die
1%

gemessene Relaxationskonstante fir [HfNTA2 - Ionen deutlich zu hoch

(vgl. Anhang C3).

Der dritte Anteil ist auch bei den in vitro prédparierten Proben ziemlich
unspezifisch (groRe Frequenzverbreiterung §), so daR kein Asymmetrieparameter
bestimmt werden kann. Gegeniiber den in vivo gewonnenen Proben betrédgt der
Anteil im Mittel 28 statt 21 %. Diese Erhdhung muR nicht unbedingt signifikant
sein, wdre jedoch durchaus verstidndlich, da bei der in vitro Pr&paration

nicht die Moglichkeit besteht, daR unspezifisch gebundenes Hafnium durch

den Stoffwechsel aus dem Serum entfernt wird.

Das Hauptaugenmerk bei der Auswertung gilt natlirlich den Anteilen f1 und f2
der beiden spezifischen Konfigurationen. Die ermittelten Werte fiir alle
Einzelmessungen sind in Tabelle 5 mit aufgenommen. Flir die beiden niedrigsten
Hafniumkonzentrationen K = 1 : 16 und K = 1 : 7,8 (Proben I und II) dominiert
von Beginn an der 1. Anteil deutlich und nimmt mit der Zeit noch zu. Die Summe
der beiden Anteile bleibt dabei konstant, sie betridgt etwa 65 %. Nach einem
Monat scheint ein stabiler Zustand erreicht. Das Verhiltnis f1 pAV| f2 betrigt

dann etwa 5,6 : 1.

V6llig anders verhalten sich die Proben mit hoherer Hafniumkonzentration.
Fir K = 1 : 5,2 (Probe III) dominiert zwar anfangs (Messung Nr. 6) der
erste Anteil etwa in gleichem MaRe wie bei Probe I und II, nimmt mit der

Zeit Jjedoch stark ab, bis nach 38 Tagen nur noch 7 % der Kerne in dieser
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Konfiguration vorliegen (Messung Nr. 8). Gleichzeitig nimmt der zweite Anteil
zu, so daR schlieBlich eine Verteilung f‘1 : f2 = 1 : 8,1 erreicht wird.

Die Erhdhung der Hafniumkonzentration von 4,6 auf 6,9 nMol/ml flhrt also

zu einer vollstidndigen Umkehrung im Besetzungsverhdltnis der beiden spe-

zifischen Konfigurationen.

Auch bei den hdchsten Hafniumkonzentrationen |Hf| = 9,6 und 11,5 nMol/ml
(Proben IV und V) dominiert der zweite Anteil. Wenngleich die Summe der spe-
zifischen Anteile kleiner ist, da etwa 10 % der Kerne auf die Konfiguration 4
entfallen, stellt sich schnell eine 8 bis 10-fache Bevorzugung der zweiten

Konfiguration ein.

In Abb. 8 sind drei charakteristische R(t)-Spektren und die zugehdrigen
Fouriertransformationen gezeigt, aus denen die Verteilung auf die Konfigu-
rationen 1 und 2 qualitativ ersichtlich ist. In Abb. 8a (Messung Nr. 5)
erkennt man fast nur die erste Konfiguration, Abb. 8b (Messung Nr. 7) zeigt
ein Spektrum, in dem beide Anteile deutlich vorhanden sind, wihrend Abb. 8
(Messung Nr. 8), das Spektrum der gleichen Probe 17 Tage spiter gemessen,

vOllig vom zweiten Anteil dominiert wird.

Wie schon erwdhnt, wurde der pH-Wert aller Proben bei der Pr&paration auf
7,4 eingestellt. Eine erneute Kontrolle der pH-Werte nach AbschluR der
TDPAC-Messungen ergab zum Teil deutlich erhdhte Werte, die aus Tabelle 5
ersichtlich sind. Wihrend bei den niedrigen Hafniumkonzentrationen (kleiner
4,6 nMol/ml) nur ein leichter Anstieg auf 7,5 bzw. 7,8 zu verzeichnen war,
wurden fir |Hf| > 6,9 nMol/ml pH-Werte von iliber 9 gefunden. Es besteht
also ein eindeutiger Zusammenhang zwischen Hafniumkonzentration und dem sich
einstellenden pH-Wert. Je mehr Hafnium angeboten wird, desto alkalischer
werden die Serumproben. Es ist auch offensichtlich, daB eine Korrelation
zwischen der Verteilung der Hafniumionen auf die spezifischen Bindungs-
konfigurationen und dem pH-Wert der Proben besteht. Bleibt der pH-Wert
kleiner als 8, dominiert die erste Fraktion, steigt er jedoch auf {iber 9

an, wird bevorzugt die zweite Konfiguration angenommen.

Un diese pH-Abhdngigkeit genauer zu untersuchen und insbesondere auch die
Besetzungsverhiltnisse f1 : f2 im tibergangsbereich zwischen pH 8 und 9
zu bestimmen, wurde eine zusdtzliche Mefreihe durchgefiihrt. Die Ergebnisse

werden im folgenden Abschnitt dargestellt.
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Abb. 8: R(t)-Spektren und zugehdrige Fouriertransformationen von in vitro

beladenem Rattenserum-Transferrin mit verschiedenen Anteilsverhilt-
nissen der spezifischen Bindungskonfigurationen 1 und 2

a)K =1:7,8, pH = 7,8 (Messung Nr. 5 in Tab. 5): fq:fp = 5,6: 1
b) K =1:5,2, pi = ? (Messung Nr. 7 in Tab. 5): f1:f2 = 1 :1,
c) K =1:5,2, pH = 9,2 (Messung Nr. 8 in Tab. 5): f1:fo = 1 :8,

(gleiche Probe wie b), 17 Tage spiter gemessen)

Aus den Fouriertransformationen sind die Verhdltnisse der Anteile

f1 und fp qualitativ ersichtlich. 2' entspricht der Frequenz e (Mg,
der 2. Bindungskonfiguration. Bei der 1. Konfiguration fallen die
Frequenzen ¢q(nu, und cp(nky, wegen des hohen Wertes von n zusammen.

8
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6.2.2. pH-Abhiingigkeit

Flr diese Untersuchungen wurden mehrere Rattenserum-Proben mit einer
Hafniumkonzentration von 6,9 nMol/ml, d.h. einer Transferrin-Beladung

K = |Hf| : |UIBC| = 1 : 5,2 bei pH = 7,4 pripariert. Es zeigte sich, daB

es nicht moglich war, durch Zugabe von NaOH oder HCl diesen oder auch

hohere bzw. niedrigere pH-Werte zu stabilisieren. Stets erhdhte sich der
pH-Wert mit der Zeit, um schlieRlich, wie auch bei den vorangegangenen
Untersuchungen mit der gleichen Hafniumkonzentration, etwa pH 9 zu erreichen
(vgl. Tab. 5). Da andererseits das Hafnium-Transferrin System nicht durch
massive Pufferzusidtze verdndert werden sollte, waren Messungen an Proben mit
festen, stabilen pH-Werten nicht durchfihrbar. Als Alternative blieb somit
nur, die natiirliche Entwicklung der Proben auszunutzen, d.h. in kurzen Ab-
stédnden TDPAC-Messungen vorzunehmen und den pH-Wert vorher und nachher

zu kontrollieren. Da jeweils eine MeRzeit von ca. 2 Tagen benttigt wurde,
dnderte sich der pH-Wert auch wihrend der MeRdauer zum Teil betr&dchtlich.
Als pH-Wert der Messung wurde dann das Mittel der Werte vorher und nachher
definiert (siehe Tabelle 7). Die GréRe der AEnderung wurde bei der Angabe
des Fehlers berticksichtigt.

In einigen Fdllen wurde der pH-Wert, nachdem er sich im Laufe der Zeit
(ca. 1 Monat) bei etwa 9 stabilisiert hatte, durch Zugabe von HCl wieder
herabgesezt. Dabei konnten Werte zwischen 6,6 und 7,6 erreicht werden,
die jedoch wieder nicht stabil blieben, sondern relativ schnell auf den

urspringlichen Wert bei 9 anstiegen.

Eine Auswahl der R(t)-Spektren ist in Abb. 9 gezeigt. Sie kénnen mit den
bekannten charakteristischen Anteilen beschrieben werden. Die Bestimmung
des Asymmetrieparameters n und der Frequenzverbreiterung 6 der ersten Kon-
figuration ist bei kleinen Anteilen schwierig. Es wurde deshalb vorgezogen,
fr 4 und 61 die Werte einzusetzen, die beil grofen Anteilen ermittelt
wurden, und bei der Anpassung festzuhalten. So konnte eine zuverlidssige und
konsequente Bestimmung der Verteilung f, : f, bei allen pH-Werten gewdhr-

1 2
leistet werden.
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Abb. 9: R(t)-Spektren von in vitro beladenem Rattenserum-Transferrin
bei verschiedenen pH-Werten

a) pH = 7,86: £1!' =82 % d) pH = 8,30: £1' =46 %
b) pH = 7,92: £1' = 68 % e) pH = 8,66: £1' = 30 %
c) pH = 8,15: f1' =55 % £) pH = 9,03: £1' =16 %

In Tabelle 7 sind die so ermittelten spezifischen Anteile f1 und f2 fur alle

Einzelmessungen zusammengefaft. Da die Summe f1 + f2 nicht immer konstant
ist, speziell von Probe zu Probe ergeben sich Unterschiede (siehe Tab. 7,
werden die Werte normiert, d.h. in relative Anteile f1' = f.]/(f‘1 + f2) und
f2' = f2/(f1 + f2) umgerechnet (f1' + f2' = 1). Die sich dann ergebende
pH-Abhingigkeit der Besetzungsverhdltnisse ist in Abb. 10 dargestellt.
Zwischen pH 7,9 und 9,3 nimmt f1' kontinuierlich von ca. 85 % auf 10 % ab,
f2' entsprechend von 15 % auf 90 % zu. Die damit verbundene Anderung der
R(t)-Spektren wird anhand der Beispiele in Abb. 9 deutlich. Eine Gleichbe-

setzung der beiden Konfigurationen wird bei pH 8,2 erreicht (vgl. Abb. 10).
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Tabelle 7: TDPAC-Messungen zur pH-Abhdngigkeit an in vitro mit 1815 beladenem
Rattenserum-Transferrin

£1' = fo! =
Probe pH-Wert £1 fo £1 + fo £1/(£14£2)  fo/(fq+£p)
Nr. (%) (%) (%) (%) (%
I 7,77 * 0,02 44 * 2 20+ 3 64 4 68 * 3 32+3
7,81 * 0,02 46 1 2 15%3 61 * 4 B4 25t 4

7,86 + 0,02 48 1 10 +1 58 +1 82+ 1 1811

7,9 * 0,01 42 1 17 %1 59 f2 nt2 29%2

7,92 + 0,01 42 1 20 1 6211 68 * 1 32 +1

8,49 * 0,03 23+ 1 38 +1 61 1 38 *1 62 * 1

8,66 * 0,01 19 1 44 1 6312 30+2 0%t2

8,65 + 0,02 1811 45 * 1 63 12 28 +1 72 £1

8,75 0,02 13+1 50 + 1 63 * 1 21 1 91

8,92 + 0,02 12 +1 51 +1 63 F1 201 80 + 1

8,98 + 0,01 12 X1 55+ 1 67 *1 18 1 82 +1

9,03 + 0,01 1M+ 58 1 692 16 * 1 84 1

8,84 *+ 0,02 1511 48 *1 63 1 1 23 1 77+ 1

+ K1 8,15+ 0,05 30 1 25 11 552 55 + 1 45 + 1
8,67 + 0,03 181 42+ 2 60 + 2 29 + 1 71 +1

8,80 * 0,01 1741 4312 60+ 2 282 2%2

I 8,30 + 0,05 27 %1 322 59+2 46+ 2 54 2
8,84+ 0,02 13+ 1 50 + 1 63 + 1 20 + 1 80 + 1

8,90 * 0,05 151 46 1 61 +1 25 +1 751

IIT 8,45 + 0,05 14+ 1 29t 2 43 12 32*2 68 + 2
9,20 * 0,05 7+1 55+ 3 62+3 11 +1 89 +1

v 8,40 + 0,10 12 1 18 + 1 30+2 40+ 2 60+ 2
9,30 + 0,05 41 A2 382 ntr2 89 * 2

\ 7,90 * 0,05 40 + 1 8+1 48 1 84+ 2 16 * 2
VI 9,08 + 0,02 13%1 52 1 65 + 1 20 1 80 * 1




— 46 —

=~
P24
(- F*‘—
80 t ¥>
o~ \#\\
N \\
e +‘ ¢ \\\
+ 60 L
< e
~ 4
- 40 } —
e -
e \~\\_§ ) y
\\\\_‘__:g_
20 | A S
&~
————
O L
7.8 8.3 8.8 9.3

pH

Abb. 10: Abhingigkeit des relativen Anteils f{' der ersten Bindungs-
konfiguration in Rattenserum-Transferrin vam pH-Wert der Probe
(fp! = 1- £1'). Die gestrichelte Kurve soll lediglich den
prinzipiellen Verlauf der Mefipunkte verdeutlichen.

Das Absinken des ersten Anteils unterhalb pH 7,9 (siehe Tab. 7 und Abb. 10)
ist nicht unbedingt signifikant. Zum einen handelt es sich dabei um Messungen
kurz nach der Prdparation, bei denen die Auswertung der Daten schwierig war,
zum anderen deuten die Ergebnisse der Proben mit niedrigeren Hafniumkonzen-
1' bei pH 7,5 und 7,8 auch
etwa 85 % betrigt. Es sieht also so aus, als ob bei niedrigen und hohen

trationen im vorigen Abschnitt darauf hin, daB f

pH-Werten eine Art Sdttigung mit etwa umgekehrten Besetzungsverhdltnissen
f1' : f2' erreicht wird. Der Anteil der dritten Konfiguration betridgt
konstant etwa 27 %.

Bei Probe III und IV (siehe Tab. 7) wird wieder ein zusdtzlicher Relaxations-
anteil mit KZ ~ 100 MHz benotigt. Diese Proben nehmen auch die hdchsten
pH-Werte (9,2 bzw. 9,3) an. Der Anteil der vierten Konfiguration betrdgt dann
2 bzw. 7 %. Dieser Befund ist in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen in

Kap. 6.2.7, wo bei den Proben, die pH 9,5 erreichten (vgl. Tabelle 5), etwa

10 % reine Relaxation gefunden wurde.
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In zwei F4llen wurde der pH-Wert von 8 bzw. 9 durch Zugabe von HCl auf unter
7 (6,8 bzw. 6,6) herabgesetzt. Resultat war stets das Verschwinden der charak-
teristischen Struktur in den R(t)-Spektren. Obwohl sich der pH-Wert im Laufe
der Zeit auf etwa 8 erhdhte, traten die spezifischen Anteile nicht wieder in

den Spektren auf. Dies ist in Abb. 11 am Beispiel der Probe VI veranschaulicht.

t [ns]

Abb. 11: R(t)-Spektren einer Rattenserum-Probe vor und nach Erniedrigung
des pH-Wertes durch Zugabe von HCl unter pH 7
a) vor Zugabe von HCl: pH = 9,08
b) nach Zugabe von HCl: pH = 6,6
c) nach Wiederanstieg des pH-Wertes auf 8,0
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Dagegen blieb bei Erniedrigung des pH-Wertes auf 7,6 bis 7,8 das charakter-
istische Spektrum erhalten (siehe z.B. Abb. 9c), die Anteile f1' und f2'
entsprechen diesen pH-Werten (vgl. Tabelle 7). Diese Ergebnisse zeigen auf,
daR die Hafnium-Transferrin Bindung unterhalb pH 7 nicht stabil ist. Bei
Unterschreiten dieses Werts werden die Hafniumionen freigesetzt. Da auch bei
anschliefender Wiedererhthung des pH—Wertes)keine Bindung an Transferrin
mehr eingegangen wird, muB geschlossen werden, daR Hafnium unter pH 7 in

nicht reaktionsfdhiger Form komplexiert wird oder ausfdllt.

Aus den in Tabelle 7 aufgefiihrten Messungen im pH-Bereich 7,8 bis 9,2 wurden
erneut die Quadrupolkopplungsparameter der drei charakteristischen Bindungs-
konfigurationen von Rattenserum-Transferrin bestimmt. Der Asymmetrieparameter
der ersten Konfiguration wurde aus den oben genannten Griinden fest vorgegeben.
Flr die anderen Parameter sind in Tabelle 8 die Mittelwerte aller Einzel-
messungen aufgefthrt. Sie stimmen mit denen der vorhergehenden MeRreihen

gut Uberein (vgl. Tab. 4 und 6).

Tabelle 8: Quadrupolkopplungsparameter fiir in vitro mit 1814f beladenes Rattenserum-Transferrin
(Messungen zur pH-Abhingigkeit)

Bindungs- vq n 8 A
konfiguration (MHz) (%) (M)
1 897+, 0,934 1,5%0,2
2 146315 0,528+0,001 0,210,1 64F1
3 93316 0 14,310,9

R, = - (1,35 % 0,05) %

6.3. In vitro beladenes Humanserum

Analog zu den in vitro Experimenten mit Rattenserum wurden durch Zugabe
verschiedener Mengen Hafnium zu Humanserum Proben mit unterschiedlichen
Konzentrationsverhdltnissen K = |Hf| : |UIBC| prépariert (siehe Tabelle 9).
Bei Zusatz gleicher Mengen Hafnium zu Ratten- bzw. Humanserum ergeben sich
etwas andere Beladungswerte, da sowohl die Transferrinkonzentration als auch

die Eisenvorsittigung fiir beide Spezies nicht identisch sind. Nach neueren
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Untersuchungen /StDe8Y4/ enthilt 1 ml Humanserum 36 + 5 nMol (= 2,9 + 0,4 mg)
Transferrin, die Bindungskapazitdt ist zu etwa 35 % mit Eisen gesittigt. Die
freie Bindungskapazitdt betrdgt damit ca. 47 nMol/ml (Ratte: 36 nMol/ml).

An den einzelnen Proben wurden in verschiedenen Zeitabst&nden nach der
Prdparation (bis zu 80 Tage) TDPAC-Messungen durchgefiihrt. Nach AbschluR
der Untersuchungen wurde der pH-Wert erneut kontrolliert. Wieder wurden zum
Teil betridchtliche Erhthungen des urspriinglich eingestellten, physiolo-
gischen Wertes (pH = 7,4) festgestellt (siehe Tabelle 9).

Tabelle 9: TIPAC-Messungen an in vitro mit 1814f beladenem Humanserum-Transferrin

Probe IHfI IHfl : IUIKJl Fnd- Alter der £q fo  Messung
Nr. (nMol) €] pH-Wert  Probe (d) (%) (%) Nr.
I 2,3 1:20 7,9 2 3641 2542 1

16 4241 2412 2

II 4,6 1:10 7,8 5 3311 3141 3
19 4N 2312 4

52 48+1 1612 5

111 6,9 1:6,8 9,2 7 1222 5812 6
21 11+2 602 7

v 6,4 1:7,3 8,5 8 1341 59*1 8
38 %, 424 9

72 3153 337 10

v 6,4 1:7,3 8,8 il ™ 661 1
41 1541 55+2 12

80 2141 47+ 13

(#) Der Fehler dieser Werte betrigt etwa 15 %

Auch flr Humanserum erfordert die Beschreibung der TDPAC-Spektren drei
Komponenten, von denen eine aufgrund der groRen Frequenzverbreiterung

(6 ~ 15 %) stark geddmpft ist und einen konstanten Anteil von ca. 27 %
aufweist. Die Quadrupolfrequenzen der beiden anderen Fraktionen sind sehr
scharf definiert (8 < 1 %) und bestimmen somit die charakteristische Form
der R(t)-Spektren. Die im einzelnen ermittelten Kopplungskonstanten uQ,
Asymmetrieparameter n und Frequenzverbreiterungen é sind in Tabelle 10
aufgefihrt.
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Tabelle 10: Quadrupolkopplungsparameter fiir in vitro mit 1814 beladenes Humanserun-Transferrin

Bindungs- VQ n 8 Ay
konfiguration (Miz) (%) (Mt )
1 8724 0,949+0,008 0,7+0,3
2 14375 0,57710,002 0,720,1 6712
3 977 0 15,240,6

R, = - (1,31 +0,03) %

Obwohl die Werte denen fiir Rattenserum sehr dhnlich sind, kdnnen aufgrund
der guten Zeitaufldsung der Apparatur und der Vielzahl der durchgefihrten
Messungen statistisch signifikante Unterschiede zwischen beiden Spezies
festgestellt werden (vgl. Tabelle 10 mit den Tabellen 4, 6 und 8):

= Flir alle Anteile liegen die Quadrupolkopplungskonstanten "q bei Human-
serum-Transferrin um 2 bis 3 % niedriger als bei Rattenserum-Transferrin.
Aus den Verteilungen der EinzelmeRwerte in Abb. 12a und 12b sind diese

Unterschiede fir die beiden spezifischen Konfigurationen klar ersichtlich.

100

80

60

40

{farbitrary units)

20

Distributlion of measured values

825 875 925 1400 1450 1500

vg (MHz] ve ([MHz]

Abb. 12: Verteilungen aller Einzelmesswerte der Quadrupolkopplungskonstanten vq
fiir Human- ( ) und Rattenserum (-~ - -)-Transferrin
a) Bindungskonfiguration 1
b) Bindungskonfiguration 2




- Flir den ersten

Anteil kann kein signifikanter Unterschied im Asymmetrie-

parameter festgestellt werden, da die Bestimmung aufgrund der hohen Werte

(771 ~ 0,95) nur mit relativ groRer Unsicherheit (ca. 2 %) méglich ist
(siehe Abb. 13a).

- Die Asymmetrieparameter der zweiten Konfiguration konnen dagegen extrem

genau bestimmt

werden (An/n = 0,2 %). Sie unterscheiden sich um etwa 10 %

(siehe Abb. 13b).
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Abb. 13:

(b)
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Verteilungen aller Einzelmesswerte des Asymmetrieparameters 1)
fir Human- ( ) und Rattenserum (- - -)-Transferrin

a) Bindungskonfiguration 1

b) Bindungskonfiguration 2

- Die Relaxationskonstante AZ (ein Wert flr alle Anteile) ergibt sich bei

Humanserum-Transferrin mit (67 * 3) MHz etwas hdher als bei Rattenserum-
Transferrin (60 + 2 MHz).

Die erreichbare Genauigkeit bei der Bestimmung von Asymmetrieparametern

hidngt davon ab, wie empfindlich kleine Anderungen in # in die Form der

R(t)-Spektren eingehen. Wihrend im Bereich mittlerer Werte (n =~ 0,5) schon

geringfiigige Abweichungen die Struktur der Spektren stark beeinflussen,

bewirken grofe Werte (n » 0,94) innerhalb des MeBbereichs (ca. 60 ns)

nur eine mehr oder weniger starke, zusdtzliche Didmpfung der Oszillationen.




Da diese Dampfung nur schwer von denjenigen aufgrund von Frequenzverbreiterung
und Relaxation zu trennen ist, wird die Anpassungsgiite zwischen 7 = 0,94 und 1

durch den jeweils gewdhlten Wert von n nur wenig verdndert (siehe Abb. 14).

X2

Abb. 14: Anpassungsgiite X?* als Funktion des in der Anpassung eingesetzten
Asymmetrieparameter-Wertes n fiir R(t)-Spektren, simuliert mit
Frequenzverbreiterung & = 1 % und Relaxationskonstante A= 60 Miz
a) fiir hohe n (0,95) und b) fir niedrige n (0,575)

Das hat zur Konsequenz, daR die R(t)-Spektren von Ratten- und Humanserum klar
unterscheidbar sind, wenn der zweite Anteil (n =~ 0,5) dominiert, wogegen bei
Uberwiegen des ersten Anteils (y ~ 0,95) kaum Unterschiede in der Spektrums-
form festgestellt werden konnen. Ein Vergleich der entsprechenden R(t)-
Spektren in Abb. 15 14Rt dies sofort erkennen.

In Tabelle 9 ist auch die Verteilung der Sondenkerne auf die beiden spezi-
fischen Bindungskonfigurationen bei den einzelnen Messungen aufgefthrt.
Wieder dominiert bei niedrigen Hafniumkonzentrationen (K = 1 : 20 und

K =1 : 10) der erste Anteil mit zunehmendem Alter der Proben immer deut-
licher. Allerdings ist die Prédferenz (2 : 1 bis 3 : 1) nicht so ausgeprégt
wie bei den entsprechenden Rattenserum-Proben (vgl. Tab. 5). Fir K = 1 : 6,8
wird erwartungsgemidR eine starke Bevorzugung der zweiten Fraktion be-
obachtet (f‘1 : f2 = 11:7), die sich mit der Zeit kaum &ndert. Bei etwas
niedrigerer Hafniumkonzentration (K = 1 : 7,3) dagegen wird der anfangs

ebenfalls hohe Anteil f2 innerhalb von 10 Wochen deutlich reduziert.
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Abb., 15: Vergleich der R(t)-Spektren fiir Fuman- und Rattenserum-
Transferrin a) bei niedrigem und b) bei hohem pH-Wert,
d.h. bei dominierender erster bzw zweiter Konfiguration

Vergleicht man die jeweils direkt nach den letzten TDPAC-Messungen bestimmten

pH-Werte mit den zugehdrigen Verhidltnissen f1 : f2, so fdllt auch bei Human-

serum eine eindeutige Korrelation auf. Je hdher der pH-Wert, desto groRer

ist f2. Unter pH 8 dominiert klar die erste, oberhalb pH 9 dagegen die zweite
Fraktion. Bei pH = 8,6 sind beide Konfigurationen annshernd gleich stark
vertreten. Dieser Zusammenhang wird in Abb. 16 anhand von drei charakteri-

stischen R(t)-Spektren (pH = 7,8(a), 8,5(b) und 9,2(c)) belegt.
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Abb. 16: R(t)-Spektren fiir menschliches Serum-Transferrin bei

verschiedenen pH-Werten

a) pH = 7,8: £1' = 75 % (Messung Nr. 5 in Tab. 9)
b) pH = 8,5: £1' = 48 % (Messung Nr.10 in Tab. 9)
c) pH =9,2: £1' =15 % (Messung Nr. 7 in Tab. 9)
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6.4. In vitro beladenes Hamsterserum

Aufgrund der aufgezeigten Unterschiede in den Bindungskonfigurationen der
Serumtransferrine von Ratte und Mensch stellt sich die Frage, ob grundsdtz-
lich eine Speziesabhidngigkeit beobachtet wird, oder ob die Abweichungen
Singuldr fiir eines der untersuchten Proteine sind. Um diesen Punkt nZher

zu beleuchten und eine bessere Vorstellung von der mdglichen Variations-
breite zu gewinnen, wurden zwei Hamsterserum-Proben nach dem iblichen
Verfahren in vitro mit 181Hf beladen. Dabei wurden 3,7 nMol (Probe I) bzw.
4,6 nMol (Probe II) Hafnium eingesetzt. Um genligend Substanz auch fir die
parallel durchgefiihrten biochemischen Versuche zur Verfigung zu haben,
muRte flr jede Probe das Serum von 10 chinesischen Hamstern gemischt werden.
Nach den vorliegenden Untersuchungen an der verwendeten Tierkolonie betrigt
die Transferrinkonzentration bei dieser Spezies 36,8 nMol oder 2,9 mg pro
Milliliter Serum, die Eisensidttigung ist mit 79 % sehr hoch /WiSe81/. Damit
steht flr Hafnium nur eine freie Bindungskapazitit von etwa 16 nMol/ml zur
Verfiigung, so da® bei den beiden Proben Verhdltnisse K = |Hf| : |UIBC|

von 1 : 4,3 bzw. 1 : 3,4 resultierten.

Erste Messungen kurz nach der Pridparation ergaben R(t)-Spektren mit den
bereits diskutierten, charakteristischen Anteilen (siehe Abb. 17a). Die
Quadrupolkopplungsparameter stimmen fiir beide Proben innerhalb der Fehler
Uberein, die Mittelwerte sind in Tabelle 11 gezeigt. Ein Vergleich mit den
Daten fiir Ratten- (Tabelle 4, 6 und 8) und Humanserum (Tabelle 10) zeigt,
dafl die Werte denen flr Humanserum entsprechen, und sich wie diese klar von
den Parametern flir Rattenserum unterscheiden. Es muR deshalb geschlossen
werden, da® das Serumtransferrin der Ratte innerhalb der hier getroffenen

Auswahl eine Sonderstellung einnimmt.

Tabelle 11: Quadrupolkopplungsparaneter fiir in vitro mit 1814f beladenes Hamsterserun-Transferrin

Bindungs- v 1 8 Ay
konfiguration (Miz) (%) (Mtz)
1 86116 0,94510,008 1,010,4
2 1440%7 0,565+0,008 0 682
3 91445 0 13,041,0

Ry = - (1,44 % 0,11) %
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Abb. 17: R(t)-Spektren von zwei Hamsterserum-Transferrin Proben
a) kurz nach der Priparation
b) nach 27 Tagen (I) bzw nach 15 Tagen (II)

Wahrend der Anteil der unspezifischen dritten Konfiguration flir beide

Hamsterserum-Proben etwa gleich ist (29 * 1 %), ergeben sich fur die

spezifischen
Probe 1I: f1
Probe II: f

1

Konfigurationen unterschiedliche Anteile f1 und f2:

(42
(50

%
1) %

£y
£y

1) %
1) %

(23
(11

Diese Unterschiede werden im Zusammenhang mit den jeweils direkt vor den

Messungen bestimmten pH-Werten verstidndlich. Bei Probe I, d.h. bei der

niedrigeren Hafniumkonzentation, lag der pH-Wert mit 8,0 hoher als bei

Probe II, fiir die pH 7,7 gemessen wurde. Die Anteile folgen also dem stets




beobachteten Trend, daR® bei niedrigerem pH-Wert die erste Konfiguration
stdrker besetzt wird. Die sonst gefundenen Korrelation zwischen pH-Wert

und Konzentrationsverhdltnis K ist hier allerdings nicht gegeben.

Weitere Aufschliisse wurden von Messungen lidngere Zeit nach der Préparation
erwartet. Es zeigte sich jedoch, daR die R(t)-Spektren von Probe I nach 27
Tagen und Probe II nach 15 Tagen (Abb. 17b) nicht mehr allein mit den drei
charakteristischen Konfigurationen beschrieben werden kénnen. Insbesondere
erfordert der Ansatz einen zusitzlichen Relaxationsanteil fu. Die zweite
Konfiguration ist nicht mehr nachweisbar (d.h. f2 < 3 %), die erste deutlich
reduziert (f1 =293 99%bzw. 24 F 2 %). Auf die dritte Fraktion entfallen
unverdndert knapp 30 % der Kerne. Der Anteil reiner Relaxation ist in beiden
Messungen stark unterschiedlich. Er betridgt filir Probe I etwa 6 %, fiir Probe II
dagegen 45 % (siehe Abb. 17b). Die zugehdrige Relaxationskonstante *g) liegt
in der Gr&Renordnung 100 MHz.

Die abschliefende Messung des pH-Werts bei einer Probe ergab den Wert 7,2.
Von den vorausgegangenen Untersuchungen her scheint es plausibel, daR bei
diesem pH-Wert der zweite Anteil nicht mehr auftritt. Die Tatsache, da® nur
noch ein Viertel der Kerne spezifisch gebunden ist, stellt ebenfalls keine
Uberraschung dar, wurde doch bei Rattenserum unterhalb pH 7 keine spezifische
Bindung mehr beobachtet (siehe Kap. 6.2.2). Man muR auch in Betracht ziehen,
daR die Mischung des Serums verschiedener Tiere eventuell eine Zersetzung der
Serumproteine hervorruft. Das ungewshnliche Absinken des pH-Wertes ist ein

Indiz fir chemische Verdnderungen in den Proben.

6.5. In vitro beladenes menschliches Apotransferrin

Im Hinblick auf weiterfihrende Untersuchungen der Metall-Transferrin Bindung
unter optimal kontrollierbaren Versuchsbedingungen, das heift zum Beispiel
bei stabilen pH-Werten, wurde auch eine Reihe von Messungen mit kommerziell
erhdltlichem menschlichen Apotransferrin durchgefihrt. Als Ausgangsmaterial
diente gefriergetrocknetes Transferrin der Fa. Sigma (Minchen). Die Substanz
war vom Hersteller durch mehrere Losungs- und Trocknungszyklen gereinigt
(Reinheitsangabe: > 90 %) und eisenfrei gemacht worden war. Erste Beladungs-

versuche mit Ldsungen von Apotransferrin in Wasser oder TRIS-Puffer liefien
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R(t)-Spektren von drei Apotransferrin-Proben (wissrige Lsungen)
prapariert mit 6,9 nMol Hafnium bei pH = 9. Die Anteile der
einzelnen Konfigurationen sind:

a) f1=25% fom45% f3=207% f, =0

b) f1< 2% fomd0% f3x35% f4,=15% A= 20 Miz
) f1< 5% fom15% f3m25% f4,m45% A 20 Miz



erkennen, daf in diesen Inkubationsmedien eine spezifische Hafnium-Transferrin

Bindung nur schwer kontrolliert und reproduzierbar erreicht werden konnte.

Die Ergebnisse von TDPAC-Messungen an Proben, die von den Préparations-
bedingungen her identisch sein sollten, zeigten eine grofe Variationsbreite,
insbesondere den Anteil niedermolekular, also nicht an Transferrin, gebundenen
Hafniums betreffend. Als Beispiele sind in Abb. 18 drei R(t)-Spektren gezeigt,
die an Proben gemessen wurden, die alle mit einer Hafniumkonzentration von
6,9 nMol bei pH 9 prapariert worden waren. Die Auswertung ergibt fir diese
Messungen unterschiedliche Anteile der bekannten Konfigurationen 1 bis 4
(siehe Abb 18).

Zudem traten zum Teil (quasi-)statische Anteile auf, die auf Ausfédllungen
von anorganischen Hafniumverbindungen hindeuteten. Obwohl stets auch die
spezifischen Konfigurationen der Hafnium-Transferrin Bindung beobachtet
wurden (vgl. Abb. 18), schien es angebracht, auf geeignetere, die physio-
logischen Bedingungen in Serum besser wiederspiegelnde Inkubationsmedien

auszuweichen.

Als gut geeignet fiir die Hafnium-Transferrin Préparation erwies sich ein
klinstliches Serumprodukt der Fa. LKB (Minchen) mit Handelsnamen ULTROSER G.
Es besteht aus einer Mischung verschiedener Proteine in Anteilen, wie sie
flr natlirliches Rinderserum typisch sind. Insgesamt enthdlt ein Gramm

der getrockneten Substanz 750 mg Protein, davon etwa 3 mg Eisen-Transferrin.
In 10 ml destilliertem Wasser geldst, erhidlt man eine phosphat-gepufferte
Salzldsung, die normalerweise fiir Zellkulturen verwendet wird. Fir die

TDPAC-Messungen wurde jeweils 1 ml dieses kiinstlichen Serums eingesetzt.

Um zu zeigen, daR Hafnium nicht von irgendwelchen Bestandteilen von ULTROSER
gebunden wird, wurde die 181Hf—NTA Lésung zundchst ohne Apotransferrin zur
Proteinlésung gegeben (|Hf| = 4,6 nMol/ml). Das Ergebnis der TDPAC-Messung
ist in Abb. 19a gezeigt. Die Beschreibung ist mit einem reinen Relaxations-

ansatz méglich. Mit A, = (23 * 1) MHz ergibt sich eine Relaxationskonstante,
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die in etwa der einer Hf-NTA Ldsung entspricht (vgl. Anhang C3). Offensicht-
lich reicht die Bindungskapazitdt des vorhandenen Rindserum-Transferrins

(0,3 mg/ml) nicht aus, meBbare Mengen von Hafnium zu binden.
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Nach Zugabe einer physiologischen Menge Apotransferrin (ca. 3 mg) zu dieser
Probe wurde dagegen das quasistatische R(t)-Spektrum von Hafnium-Transferrin
beobachtet (siehe Abb. 19b).
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R(t)

t [ns]

Abb. 19: R(t)-Spektren in einer Lisung von kiinstlichem Serum (ULTOSER G)
a) 4,6 mmol Bf in Ultroser chne Apotransferrin: reine Relaxation
b) 4,6 nmol BE in Ultroser +3mg Apotransferrin: f1' = 84 %
¢) 6,9 nmol Hf in Ultroser +3mg Apotramsferrin: f1' = 12 %




Die Anteile der spezifischen Bindungskonfigurationen kdnnen daraus zu

f1 = (43 + 1) % und f2 = (8 + 1) % bestimmt werden. Einer unspezifischen
Bindung unterliegen immerhin ca. 40 % der Kerne. Bei einer weiteren Probe,
die mit hoherer Hafniumkonzentration (6,9 nMol/ml) prédpariert wurde, wurde
ein R(t)-Spektrum gemessen, in dem die zweite Konfiguration deutlich
dominiert (Abb. 19c). Die Werte der einzelnen Anteile ergeben sich zu
£,20921) % £,=(65%1) % undf3z(19i2)%e

Aus diesen und einer Reihe weiterer Messungen, die stets mit dem Modell von
drei charakteristischen Quadrupolwechselwirkungen beschrieben werden konnen,
erhdlt man die Parameter der einzelnen Konfigurationen wieder mit groRer
Genauigkeit. Die Werte sind in Tabelle 12 zusammengefafRt, sie stimmen mit

Ausnahme der Frequenzverbreiterung 53 sehr gut mit den Ergebnissen der

Untersuchungen an Humanserum iiberein (vgl. Tab. 10).

Tabelle 12: Quadrupolkopplungsparameter fiir in vitro mit 1814f beladenes menschliches
Apotransferrin in kiinstlichem Serum (Ultroser G)

Bindungs- vQ n 5 Ay
konfiguration (Miz) (%) (M)
1 868F 4 0,948+0,003 0,3%0,2
2 1434t 6 0,574+0,005 0 6612
3 922+11 0 21,8t1,6

R, = - (1,22 +0,08) %

Wahrend jedoch mit Humanserum ein konstanter Wert fiir den Anteil der unspe-
zifischen Konfiguration gefunden wurde, variiert diese Grofe hier von Messung

Zu Messung stark (20 % < f, < 50 %). Bei der Prdparation mit Apotransferrin

3
ist die Gefahr einer unspezifischen Hafnium-Transferrin Bindung offensichtlich
groRer als in natiirlichem Serum. In diesem Zusammenhang scheint auch die er-

hohte Verbreiterung des Feldgradienten der dritten Konfiguration verstidndlich.

Die TDPAC-Untersuchungen an Apotransferrin beweisen eindeutig, daB sowohl in
vivo als auch in vitro mit Serum stets die Bindung von Hafnium an Transferrin
beobachtet wurde. Des weiteren erscheint es nun mdglich, an Apotransferrin-
Systemen spezifischere Untersuchungen zu Konzentrations- und pH-Abhingigkeiten

vorzunehmen, als sie mit den relativ komplexen Serumproben mSglich waren.



6.6 Getrocknete und gefrorene Proben

Alle bisher geschilderten TDPAC-Messungen wurden an fliissigen Proben, also
unter nahezu physiologischen Bedingungen durchgefiihrt. Durch die Brown'sche
Molekularbewegung filihren die Transferrinmolekiile in der Fliissigkeit eine
Rotationsbewegung durch, d.h. die Richtung der Komponenten des elektrischen
Feldgradienten am Ort der Hafniumsondenkerne bezliglich der Detektoren &ndert
sich zeitlich mit der Rotationskorrelationszeit T, Liegt 7, in der GroRen-
ordnung der mittleren Lebensdauer - deryy -Kaskade, so dufert sich die
Rotationsdiffusion als exponentielle Dimpfung in den R(t)-Spektren (siehe
Kap. 3.3). Die fiir Transferrin beobachtete Relaxationskonstante AZ liegt

bei 60 bis 70 MHz (siehe Kap. 6.1 bis 6.5), entspricht also T, = 1/>\2 = 15 ns
(langsame Relaxation), und fihrt dazu, daR die Struktur in den R(t)-Spektren
nach 30 ns fast vOllig weggeddmpft ist. Die Auswertung der Messungen wiirde
erheblich erleichtert, wenn es gelidnge, die Relaxation so zu verlangsamen,
daR® die Dampfung im relevanten Zeitfenster (ca. 50 ns) verschwindet. Im
Prinzip kann das durch Einfrieren oder Trocknen der Probe, indem man also
vom flussigen in den festen Zustand Ubergeht, erreicht werden (rc———> 00

und damit A,—> 0).
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Sowohl an getrockneten, als auch an bei 77 K gefrorenen Rattenserum-Proben,
die in vitro bei Raumtemperatur mit 181Hf (ca. 5 nMol/ml) beladen worden
waren, wurden TDPAC-Messungen durchgefiihrt. Entgegen den Erwartungen er-
gaben sich dabei stets R(t)-Spektren, die zwar frei von Relaxation waren,
aber eine extreme Ddmpfung aufgrund grofer Frequenzverbreiterungen auf-
wiesen. Die Bindungskonfigurationen sind im festen Zustand offenbar sehr

uneinheitlich. Typische R(t)-Spektren sind in Abb. 20 gezeigt, die zuge-

hérigen Fouriertransformationen veranschaulichen die breite Verteilung

elektrischer Feldgradienten in den Proben.

Am groRten ist die Frequenzverbreiterung é bei der getrockneten Probe
(Abb. 20a). Die Auswertung erfordert zwei Anteile mit gauBf6rmigen Ver-

breiterungen 51,2 = 36 %. Da die R(t)-Werte zu groReren Zeiten hin deut-
lich ansteigen, wird mindestens ein relaxierender Term benttigt. Aufgrund
der unspezifischen Struktur ist es jedoch nicht mdglich, zu entscheiden,
ob alle oder nur ein Teil der Kerne dieser Relaxation unterliegen, und ob

es sich um einen Anteil reiner Relaxation oder um eine quasistatische



Stérung handelt. AuRerlich erschien die Probe vSllig trocken, so daB
Brown'sche Bewegung als Ursache fiir die Relaxation ausgeschlossen werden
kann. Statt dessen muR angenommen werden, daR Prozesse innerer Protein-
dynamik fiir die Zeitabhdngigkeit der Quadrupolwechselwirkung verantwort-
lich sind.

Demgegeniiber wurden im eingefrorenen Zustand bei 77 K R(t)-Spektren ohne
Relaxation beobachtet (Abb. 20b und 20c). Die beiden gezeigten Messungen
wurden an zwei verschiedenen Proben durchgefihrt, die aufgrund der voraus-

gegangenen TDPAC-Untersuchungen bei Raumtemperatur (RT) ausgewidhlt wurden.
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Abb. 20: R(t)-Spektren und zugehdrige Fouriertransformationen fiir
getrocknete und gefrorene (77 K) Rattenserum-Transferrin Proben
a) getrocknete Probe
b) gefrorene Probe (77 K), £1' bei Raumtemperatur: 83 %
c) gefrorene Probe (77 K), fq' bei Raumtemperatur: 10 %
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Wéhrend in einem Fall (b) bei RT eine Verteilung auf die beiden spezifischen
Konfigurationen (siehe Kap. 6.1 bis 6.5) von f1 : f2 = 5 : 1 vorlag, war
dieses Verhdltnis im anderen Fall (c¢) mit f1 : f2 = 1 : 9 etwa umgekehrt.

Wie insbesondere aus den Fourieranalysen leicht zu erkennen ist, spiegelt
sich dieser Unterschied auch bei 77 K wieder. Die Auswertung der R(t)-Spektren
liefert wegen der starken Diampfung freilich weitaus weniger eindeutige Er-
gebnisse als bei RT. Es scheint, daR bei dominierendem ersten Anteil auch bei
77 K noch ein Teil der Kerne mit den Parametern ’q und 7 dieser Konfiguration
beschrieben werden kann (siehe Abb. 20b). Lediglich die zugehérige Frequenz-
verbreiterung ¢ (lorentzférmig) ergibt sich mit 17 % erheblich groRer als

bei RT. Der Rest der Kerne erfihrt eine sehr unspezifische Wechselwirkung

(6 = 25 %, gauBformig) mit einer kleineren mittleren Quadrupolfrequenz.
Dagegen wurde im Fall der Probe mit nahezu verschwindendem erstem Anteil bei
17 K ein v6llig unspezifisches Spektrum beobachtet (Abb. 20c). Die Auswertung
ergibt zwei Anteile mit &hnlichen Parametern wie fiir die getrocknete Probe
(Abb. 20a). Die gauBférmigen Frequenzverbreiterungen sind mit ca. 30 % nur

wenig kleiner als dort beobachtet.

Es ist zu vermuten, daf die gewsdhlte Parametrisierung der Spektren mit
zwel Anteilen groRer Frequenzverbreiterung nur eine grobe Nidherung dar-
stellt. Schon eine relativ geringe Zahl (5 bis 10) wohldefinierter Konfi-
gurationen mit nahe beieinander liegenden Frequenzen wéire in der Lage,
dhnlich stark gedampfte Spektren zu erzeugen. Ein entsprechender Modell-
ansatz ist jedoch wegen der Vielzahl der unbekannten Parameter flr die

Auswertung der Spektren nicht geeignet.

Nach dem Wiederauftauen der gefrorenen Proben durchgefihrte TDPAC-Messungen
ergaben R(t)-Spektren, die den urspriinglich bei Raumtemperatur beobachteten
entsprachen. Durch den Einfriervorgang werden also keine irreversiblen Ver-
dnderungen der Hafnium-Transferrin Bindung induziert. Im gefrorenen Zustand
beobachtet man jedoch eine drastisch gednderte Ladungsverteilung in der Um-
gebung der Sondenkerne. Im Fall der getrockneten Probe wire noch zu zeigen,
ob durch den Trocknungsvorgang nicht irreversible Schiden am Hafnium-
Transferrin Komplex verursacht werden. Die Frage nach der Ursache der Unter-
schiede zwischen getrockneten und gefrorenen Proben muB deshalb vorlidufig

offen bleiben.




Um zu kliren, wie sich der Ubergang von den R(t)-Spektren bei Raumtemperatur
zu denen bei 77 K vollzieht wurden in der Arbeitsgruppe Messungen bei ver-
schiedenen Temperaturen zwischen 77 und 330 K durchgefihrt. Die Ergebnisse
/ApDuB6/ zeigen, daB einerseits beim Gefrierpunkt (ca. =5° C) selbst eine
dramatische Anderung auftritt, daR andererseits aber auch im flissigen

(-5° C < T < 50° C) und festen (T < =5° C) Zustand noch kontinuierliche
Verdnderungen ablaufen.




7. Diskussion der Ergebnisse

Nachdem biochemische Untersuchungen zweifelsfrei ergeben hatten, daf auch

das Ubergangsmetall Hafnium quantitativ an Transferrin bindet, konnte die
Metall-Protein Bindung in Human-, Ratten- und Hamsterserum sowie in Apotrans-
ferrin-Losungen unter verschiedenen chemischen Bedingungen spektroskopisch
charakterisiert werden. Die Wechselwirkung des elektrischen Quadrupolmoments
der 181Hf---Sondenkeme mit der Ladungsverteilung der unmittelbaren Umgebung
erzeugt wohldefinierte Signale, die mit den tblichen Gréfen var M & und

A2 parametrisiert werden. Die gewonnenen Daten werden im folgenden in Bezug

auf' die eingangs erliuterten Fragestellungen diskutiert.

7-.1. Charakterisierung der Hafnium-Transferrin Bindung

Bei allen TDPAC-Messungen werden drei Anteile von Sondenkernen beobachtet,
die sich mit dem Modell quasistatischer Wechselwirkung beschreiben lassen.
Die einzelnen Bindungskonfigurationen unterscheiden sich deutlich in den
Quadrupolkopplungskonstanten und Asymmetrieparametern. Dagegen erlaubt die
Auswertung keine Entscheidung, ob die zugehdrigen Relaxationskonstanten
alle den gleichen oder drei verschiedene Werte haben. Aufgrund der jeweils
gefundenen Frequenzverbreiterungen miissen die beiden ersten Anteile als
sehr spezifisch, der dritte dagegen als vergleichsweise schlecht definiert

bezeichnet werden.

7-1.1. Spezifische Bindung

Mit einer relativen Frequenzverbreiterung von ca. 1 % entsprechen der erste
und zweite Anteil sehr einheitlichen Bindungskonfigurationen, wie sie nor-
malerweise in hochreinen, kristallinen Hafniumverbindungen beobachtet werden.
Daraus darf man folgern, daB sich die Anordnung der Liganden um die Hafnium-
ionen in diesen Konfigurationen von Transferrinmolekil zu Transferrinmolekiil
nur geringfigig unterscheidet. Dies entspricht der Erwartung flir spezifisch
an den beiden Metallbindungsplidtzen von Transferrin gebundene Hafniumionen.
eine solche Interpretation wird durch die Tatsache unterstiitzt, daf beide

Bindungskonfigurationen sowohl bei den in vivo und in vitro Prdparationen mit




Serum als auch mit Apotransferrin beobachtet werden. Da zudem in vivo ver-
schiedene Hafniumchelatkomplexe (NTA, Oxalat und Citrat) eingesetzt wurden,
stets jedoch die gleichen Aufspaltungsparameter gemessen wurden, mul ge-
schlossen werden, daR® in allen Fillen das gleiche Anion den synergistischen
Bindungsplatz zwischen Metallion und Transferrin einnimmt. Dabei kann es sich
nur um Carbonat bzw. Bicarbonat handeln, das in allen Proben in ausreichender

Konzentration vorhanden war.

Der Asymmetrieparameter der ersten Konfiguration liegt nahe bei Eins. Das be-
deutet, daR die Komponenten V., (siehe Gleichung 3/4) und Vyy = =(1+9)/2 V.
des elektrischen Feldgradienten betragsmiRig anndhernd gleich sind, wéhrend
die Komponente VXX = =(1=9)/2 VZZ fast verschwindet (vgl. Tabelle 13). Die
Ladungsverteilung der Hafniumumgebung erzeugt also ein elektrisches Feld, das
in der yz-Ebene sehr inhomogen, senkrecht dazu aber nahezu homogen ist. Eine
solche Verteilung elektrischer Feldgradienten tritt in &dhnlicher Form z.B.
auch in HfFM*HF*2H2O und HfOCl2*8H20 auf (siehe Anhang C2 und C6). Es wird
vermutet, daR n = 1 typisch flir achtfache Koordination von Hafnium in einer

D2 - quadratisch-antiprismatischen Struktur ist /Adlo78, BoBa84/.

Die zweite Konfiguration weist eine fast doppelt so grofe Quadrupolkopplungs-
konstante und eine deutlich geringere Asymmetrie (y ~0,55) auf. Asymmetrie-
parameter dieser Grofenordnung werden in einer Reihe von Hafniumverbindungen
beobachtet. Im einzelnen handelt es sich dabei z.B. um Hafniumsulfat /KoMa80/,
Hafniumtropolonat /BaBo78/, verschiedene Alkalimetall-Oxalatohafniate /VuBaT78/
und Hafniumoxychlorid mit 4 Wassermolekiilen /ZmLo72/ (vgl. auch Anhang C6).

In diesen Verbindungen ist das Hafniumion dodecaedrisch von acht Sauerstoff-
atomen umgeben. DaR eine #dhnliche Anordnung auch der Bindung von Hafnium an
Transferrin in der zweiten Bindungskonfiguration entspricht, wire durchaus
denkbar.

Da das Hfu+ - Ton (Elektronenkonfiguration d°) relativ grof, stark geladen
und kugelformig ist und keine teilgefiillten Schalen aufweist, zeigt es keine
stereochemischen Préferenzen /CoWi80/ und tendiert zu hohen Koordinations-
zahlen. In wissrigen Medien und in Gegenwart von stark elektronegativen

®~, OH und H,
ausschlieRlich eine achtfache Koordination verwirklicht /BrTh73/. Man muB
deshalb davon ausgehen, und die mit TDPAC gefundenen Asymmetrieparameter

bestédtigen dies, daR Hafnium auch in den beiden spezifischen Bindungs-

Donatoren, wie O 0, oder mehrzdhnigen Gruppen wird fast




konfigurationen von Transferrin achtfach koordiniert ist. Das unterscheidet
dieses Metall von Eisen, fiir das aufgrund von EXAFS (Extended X-Ray Absorption
Fine Structure)-Messungen (siehe z.B. /LiBa86/) eine sechs- oder siebenfache
Koordination bei der Transferrinbindung postuliert wird /RoSc84/. Jiingste
Untersuchungen mit dieser Methode /GaEv86/ favorisieren die sechsfache Koordi-
nation. Bei den Eisenliganden kénnte es sich um vier Sauerstoff- und zwei
Stickstoffatome handeln, die von Carbonat oder Bicarbonat, je zwei Tyrosin-
und Histidinresiduen und einem Wassermolekiil oder einer OH-Gruppe stammen.

Es scheint auch denkbar, daR zumindest in einem der beiden Bindungsplédtze

nur ein oder gar kein Stickstoff koordiniert ist, also finf bzw. sechs

Sauverstoffatome direkt an das Metall binden.

Es liegt nahe anzunehmen, daR die beiden zusdtzlichen Pl&dtze in der
Koordinationsschale des Metallions bei der Hafnium-Transferrin Bindung von
weiteren Wassermolekiilen und/oder OH-Gruppen eingenommen werden. Die be-
obachteten Unterschiede in den Quadrupolaufspaltungen der spezifischen
Bindungskonfigurationen von Hafnium-Transferrin kdnnen damit verschiedene

Ursachen haben:

- Bindung von Bicarbonat oder Carbonat

= Bindung von H20 oder OH  in einer oder auch mehreren Koordinations-
stellen

- Bindung an unterschiedliche Zahl von Tyrosin- und Histidinresiduen

Alle genannten Ersetzungen stellen drastische Anderungen der Ladungsver-
teilung um das Metallion dar und wiirden die stark unterschiedlichen
Kopplungsparameter erkliren. Andererseits wurde bei Untersuchungen an
anorganischen Hafniumverbindungen aufgezeigt, daR® auch geringe Abstands-
&nderungen ausreichen, Symmetrie und GroBe des elektrischen Feldgradienten
stark zu beeinflussen /BaBo79/. Aufgrund der Komplexitdt der Stereochemie
von achtfach koordinierten Hafniumionen lassen sich deshalb vorliufig keine
konkreten Schlisse auf die Natur und Anordnung der Liganden in Hafnium-

Transferrin ziehen.

Die Prézision, mit der die beiden spezifischen Bindungskonfigurationen von
181

Transferrin bei den vorliegenden TDPAC-Messungen mit Hf charakterisiert
werden konnen, wird deutlich, wenn man die Ergebnisse mit denen aus TDPAC-

Untersuchungen an 111In--Tr‘ansferr‘in /MaSk78, SmLu84, LuSm85/ vergleicht.




Mit 111In—Transferrin—Proben werden nur sehr unspezifische R(t)-Spektren
beobachtet, deren Auswertung und Parametrisierung wenig konkrete Resultate
liefert. Es kénnen offensichtlich gleichermaRen eine oder zwei Bindungs-
konfigurationen zugrundegelegt werden. Es ergeben sich dann Quadrupol-
kopplungskonstanten zwischen 20 und 90 MHz, die durchwegs mit grofen Fehlern
behaftet sind. Nur in einer Arbeit /SmLu84/ werden Asymmetrieparameter ange-
geben. Je nachdem, ob ein oder zwei Anteile angenommen werden, finden die
Autoren 4 =~ 0,55 (ust 50 MHz) bzw. nq & 0,3 (uQ ~ 90 MHz) und N, A 0,4

(VQ ~ 25 MHz). AuRerdem wird stets darauf verzichtet eine endliche Frequenz-
verbreiterung 6 einzubeziehen, so daR die zum Teil bestimmten Relaxations-
konstanten die gesamte Didmpfung beschreiben und auf unzuverlidssige Korre-

lationszeiten fihren. Messungen im gefrorenen Zustand /SmLu8ld4/ liefern im

Gegensatz zu den hier berichteten Ergebnissen ausgepridgtere Spektren mit
h&heren Kopplungskonstanten als bei Raumtemperatur. Eine Bewertung der

Untersuchungen mit 111In mufs eine Reihe von Gesichtspunkten berilicksichtigen:

-~ Die TDPAC-Messungen wurden mit Apotransferrin in widssrigen Medien oder in
einfachen Puffersystemen durchgefiihrt. Aufgrund der gewonnenen Erfahrungen
ist bekannt, daB® unter solchen Bedingungen eine kontrollierte und repro-
duzierbare Bindung des Metalls an Transferrin nur mit gréferem prdparativen
Aufwand erreicht werden kann.

= Nimmt man an, daB der Feldgradient, der von der Umgebung der Metallionen

111 181

In- und Hf -Transferrin in der gleichen Groken-

111

erzeugt wird, in
ordnung liegt, so ergibt sich fir In wegen des kleineren Quadupol-
moments (ca. 0,77 b /RaRa73/) und des reduzierten Sternheimer'schen Ab-
schirmfaktors (-29 /Fedo69/ statt =61 bei 181Hf‘ /JaSaB81/) theoretisch eine
Kopplungskonstante, die etwa einen Faktor 7 kleiner ist als bei 181Hf. Das
Produkt Wy Ty liegt dann bei 1, man befindet sich also im Ubergangsbereich
zwWwischen langsamer und schneller Relaxation. Die R(t)=-Spektren sind in
diesem Fall stark gedidmpft und kénnen nur schwer parametrisiert werden.

In der Tat spiegeln die ermittelten Werte fiir o und T, in /MaSk78/ und
/LuSm85/ genau diese Situation wieder (0,5 < wy T, € 6).

~ Ein generelles Problem bei TDPAC-Untersuchungen mit | 'In an nicht-

metallischen Substanzen stellen die sogenannten Aftereffekte dar (siehe
z.B. /Thun71/). Nach dem Elektroneneinfangprozess (111In——E9w>111Cd) ist
zundchst ein Loch in einer inneren Elektronenschale vorhanden, das Jje nach
Verfiigbarkeit von freien Elektronen mehr oder weniger schnell aufgefullt

wird. Da das Ausgangsniveau der yy-Kaskade in 111Cd eine Halbwertszeit



von nur 120 ps besitzt, konnen die Reorganisationsprozesse noch widhrend
der Lebensdauer des Zwischenzustands stattfinden und einen zeitabhidngigen
elektrischen Feldgradienten bewirken, der die ansonst statische Korrelation
vollsténdig ausl8scht. Dieser Effekt wird z.B. im Isolator CdCl2 beobach-
tet /BaB882/. Da auch in Transferrin freie Ladungstrédger nicht beliebig
zur Verfiigung stehen, ist anzunehmen, daB die R(t)-Spektren von 111Inm
Transferrin von den elektronischen Reorganisationsprozessen stark beein-
trichtigt werden.
Insbesondere die beiden letzten Punkte lassen 111In als Sondenkern fUr
Untersuchungen an Transferrih prinzipiell als schlecht geeignet erscheinen,
und erkldren die wenig spezifischen Ergebnisse solcher TDPAC-Messungen.
Bei '8'4e, das die yy-Kaskade durch & - Zerfall bevslkert und eine etwa
T-mal stdrkere Kopplung an elektrische Feldgradienten aufweist, liegen die
Verhdltnisse dagegen viel glinstiger. Man befindet sich im Bereich langsamer
Relaxation, Aftereffekte nach dem R - Zerfall sind nahezu ausgeschlossen,
so daB die elektrischen Feldgradienten der spezifischen Metallbindungsplétze

von Transferrin mit groRer Genauigkeit bestimmt werden kdnnen.

7.1.2. Unspezifische Bindung

Mit Ausnahme der Apotransferrin-Proben und einigen Messungen bei sehr hohen
oder niedrigen pH-Werten finden sich stets etwa zwei Drittel der Hafniumkerne
in den oben beschriebenen spezifischen Bindungskonfigurationen. Weitere 20 %
bis 30 % entfallen auf einen dritten Anteil, dessen Frequenzverbreiterung mit
8 % bis bis 15 % relativ grof ist und keine verl&dRliche Bestimmung des zuge-
hérigen Asymmetrieparameters erlaubt. Dariiber hinaus ergibt sich eine deut-
“liche negative Ro-Verschiebung von etwa 1,2 %. Zundchst soll der Ursprung

dieses konstanten Beitrags zur Anisotropie diskutiert werden.

Ungenauigkeiten bei der Zeitnull- und Untergrundsbestimmung scheiden als
alleinige Ursache aus. Nach pessimistischsten Abschitzungen unter Beriick-
sichtigung der speziellen Gegebenheiten bei der Datenaufnahme (geringer
Untergrund, Zeiteichung 0,1 ns pro Kanal) und -auswertung (nur sehr kleine
Zeitnullverschiebungen in den Einzelspektren) diirfte Ro keinesfalls groRer
als ca. 0,5 % werden. Da systematische Fehler nicht zu erwarten sind, miiRten

die Einzelwerte auRerdem statistisch um Null verteilt sein. Nimmt man an,




daf eine starke, uneinheitliche Wechselwirkung flir die Verschiebung verant-
wortlich ist, kann der Anteil der Kerne abgeschidtzt werden. Eine Verschiebung
von =1,2 % erfordert mindestens 38 % der gesamten Sondenkerne. Da die Summe
aller Anteile f1+f2+f3+f(Ro) damit weit iiber 100 % liegt, kann auch diese
Moglichkeit ausgeschlossen werden. Geht man dagegen davon aus, daR ein Teil
der Kerne keinen elektrischen Feldgradienten sieht, so ist deren Anteil durch
Rolﬁgg gegeben. Mit etwa 5 % ergibt sich dann ein durchaus plausibler Wert.
Es ist auch vorstellbar, da® ein Teil der RO—Versohiebung auf Unzulidnglich-
keiten der gewshlten Beschreibung der Relaxationseffekte zurtickzufihren ist.
Diese Problematik soll bei der Diskussion des Relaxationsverhaltens spidter

noch erliutert werden.

Die Zuordnung der dritten, stark verbreiterten Konfiguration muf ebenfalls
mehrere Moglichkeiten berlicksichtigen. ZunZchst scheint es naheliegend,
damit Hafniumkerne zu identifizieren, die nicht oder zumindest nicht spezi-
fisch an Transferrin gebunden sind. Der hohe Anteil dieser Fraktion (20 bis
30 %) steht aber dann im Widerspruch zu den biochemischen Untersuchungen,
die zeigen, daR Hafnium zu mehr als 90 % spezifisch an Transferrin gebunden
wird. Diese Diskrepanz ist nur verstdndlich, wenn man annimmt, daB ein
relativ hoher Prozentsatz der spezifischen Plidtze in der Lage ist, eine
abweichende, uneinheitliche Konfiguration einzunehmen. Eine Erkl&rung

fir solche ‘anomalen’ Sondenkernumgebungen wurde von Boyer et al. /BoBa8i/
zur Interpretation &hnlicher, unspezifischer Anteile in TDPAC-Messungen an
einer Vielzahl von Hafniumchelatkomplexen vorgeschlagen. Sie basiert im
wesentlichen auf mdglichen physikalisch-chemischen Folgeprozessen des R -

181Hf zu 181Ta. Obwohl die maximale RickstoRenergie des

Zerfalls von
Kerns mit 1,6 eV nicht ausreicht, chemische Bindungen aufzubrechen, kénnten
Molekiile dadurch in metastabile Zustdnde angehoben werden, indem z.B.
spezifische Vibrationsmoden angeregt werden. Solche Konfigurationsinderungen
sind insbesonders in hochkoordinierten Komplexen denkbar, dei denen die
Bindungsenergien verschiedener Stereoisomere nahe beieinander liegen. Zum
anderen kdnnten auch Elektronen Shake-off Prozesse, deren Wahrscheinlichkeit
als Folge des RB-Zerfalls in freien Atomen bei 20 bis 30 % liegt /CaNeb68/,
verdnderte, uneinheitliche Sondenkernumgebungen erzeugen /BoBa84/. Im Fall
der Hafnium-Transferrin Bindung wiirde das bedeuten, daB zwar fast alle
Hafniumionen in sehr gut definierten Konfigurationen gebunden werden, die

Umgebung aber zum Teil durch den R - Zerfall gestért wird.
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Bei den Apotransferrin-Proben wurden stark unterschiedliche Anteile der
dritten Konfiguration von bis zu 50 % beobachtet. Zumindest in diesen
Messungen muf ein Beitrag nicht oder nicht-spezifisch an Transferrin
gebundener Hafniumionen vermutet werden. Da die Frequenzverbreiterung 63
bei den Untersuchungen an Apotransferrin mit 22 % weitaus hoher liegt als
bei den Serumproben, deckt diese Konfiguration in der Tat eine grofere

Variationsbreite des elektrischen Feldgradienten ab.

T-1.3. Relaxationsverhalten

Die beobachteten Feldgradienten in Transferrin sind nicht statisch, sondern
zeigen eine deutliche Zeitabhingigkeit, die durch einen quasistatischen
Relaxationsansatz berticksichtigt werden kann. Nimmt man an, daf alle Kon-
figurationen der gleichen Dynamik unterliegen, ergeben sich bei den einzelnen
Messreihen Relaxationskonstanten A\, zwischen 59 und 68 MHz. Die Werte fiir
Rattenserum-Transferrin liegen signifikant niedriger als diejenigen fir Human-
und Hamsterserum-Transferrin. Da diese Unterschiede flir eine prinzipielle
Interpretation des Relaxationsverhaltens nicht relevant sind, wird im

folgenden ein typischer Wert A2 = 64 MHz zugrundegelegt.

Nach dem Modell langsamer Relaxation ergibt sich daraus eine Korrelationszeit
T, = 1/>\2 von etwa 16 ns. Das Produkt W T, fir die einzelnen Anteile liegt
dann zwischen 13 und 22, so daR die Annahme langsamer Relaxation durchaus
gerechtfertigt erscheint. Messungen zur Temperaturabhingigkeit ergaben ein-
deutig, daB A\, proportional zu T ist /ApDu86/. Da aber 7, mit 1/kT geht,

muR x2 = 1/7O gelten, d.h. man befindet sich tatsdchlich im Grenzfall lang-
samer Relaxation. Allerdings ist nicht auszuschlieBen, daR bei Raumtemperatur
bereits gewisse Abweichungen vom verwendeten Modell auftreten, da Wy Ty noch
nicht allzu groB ist. Unter anderem erwartet man in der N&he des Ubergangs-
bereiches eine zunehmende konstante Verschiebung der R(t)-Spektren /BoSp74/.
Die endlichen Werte von Ro konnten zum Teil auch auf solche Effekte zuriick-

zuf'hren sein.

Nach dem Debye-Modell kann die Rotationskorrelationszeit TR Von Transferrin
in Serum abgeschitzt werden (siehe Kap. 3.5). Mit den Literaturwerten flr
das Volumen eines Molekiiles V = 169.107°! m3 /Aise80/ und fir die Viskositat




von Serum % = 1,7°1O-3 kg/ms /Oser65/ erhdlt man bei Raumtemperatur (295 K):

vy
R R (e
Abweichungen von der Kugelgestalt filhren bei gleichbleibendem Volumen zu
groferen Rotationskorrelationszeiten. Berticksichtigt man, daf Transferrin
in erster Niherung ein langgestrecktes Ellipsoid mit einem Achsenverhdltnis

von etwa 2 : 1 ist /Aise80/, so ergibt sich nach Perrin /Perr3l/:

TR = 1,08 TR(Kugel) = (7 ns

Vergleicht man diesen Wert mit der gemessenen Korrelationszeit T = 16 ns
aus den TDPAC-Messungen, so stellt man eine grofe Diskrepanz fest. Es muB
geschlossen werden, daR das beobachtete Relaxationsverhalten mit idealer
Rotationsdiffusion des Gesamtmolekiils allein nicht erklirt werden kann.
Einen Ausweg bdte die Annahme, daB Untereinheiten des Transferrinmolekiils
mit einem Fiinftel des Gesamtvolumens, in denen die Sondenkerne gebunden
sind, nur schwach an den Rest des Molekiils gekoppelt sind und sich praktisch
frei in der L&sung bewegen kénnen. Da die Tertifrstruktur von Transferrin
aber nur aus zwei rdumlich getrennten, etwa gleich groRen Bereichen besteht,

erscheint diese Moglichkeit nicht sehr plausibel.

In der Literatur wird auch versucht, bei der Berechnung von Rotationszeiten
die speziellen Reibungsverhiltnisse zwischen Partikeloberfliche und
Losungsmittel zu beriicksichtigen. Rein formal modifiziert man dazu die
Debye-Beziehung, indem man einen Korrekturfaktor K einfihrt, der es
gestattet, berechnete und gemessene Korrelationszeiten aneinander
anzupassen /BaBo81/:
vy

T, = —ET—K mit 0 <K L1
Flr Hafnium-Transferrin erhdlt man mit K = 0,2 einen sehr kleinen Wert. Im
Grunde fihrt man dabei wieder ein effektives Volumen Veff = K.V oder eine
effektive Viskositit %éff = K% ein. Wenn eine solche Interpretation auch
nicht ganz von der Hand zu weisen ist, scheint die Einfilhrung eines zusitz-
lichen empirischen Parameters, dessen spezieller Wert nur schwer zu deuten

ist (vgl. /BaBo81/), im vorliegenden Fall doch wenig hilfreich.




Eine plausiblere Erkldrung der kleinen gemessenen Korrelationszeiten basiert
auf der Annahme von zusitzlich zur Rotationsdiffusion vorhandenen Relaxa-
tionseffekten. Die Relaxationskonstante wlirde sich dann aus zwei Anteilen
zusammensetzen:
)\2:)\R+)\X
Dabei ist AR auf die Brown'sche Bewegung zuritckzufiihren, AX beschreibt die
unbekannte Relaxation. Mit AZ = 64 MHz und AR = T/TR = 13 MHz erhilt man:

)\X = 51 MHz,

Nimmt man an, daR® auch diese zusidtzliche Relaxation langsam ist, ergibt sich
daraus eine Korrelationszeit T © 20 ns. Handelt es sich dagegen um schnelle
Relaxation liefert eine grobe Abschdtzung mit wq = 200 MHz eine charak-

teristische Zeit T, = XX/(1OO,8ub2) = 10 ps.

Nach McCammon und Karplus /McKa80/ laufen Prozesse innerer Proteindynamik

1 Sekunden ab. Bhnliches gilt

in einer Zeitskala von ca. 107/ bis 10
fir die Wechselwirkung mit Bestandteilen des Losungsmittels durch StéRe,
Anlagerung und Abspaltung polarer Molekiile. Beide Effekte sind so in der
Lage, einen zeitlich verdnderlichen elektrischen Feldgradienten am Ort der
Hafniumkerne mit den oben postulierten Relaxationszeiten zu erzeugen. Die
Messungen knapp unterhalb des Gefrierpunkts der Serumproben zeigen auf,

daf auch im gefrorenen Zustand noch dynamische Prozesse ablaufen /ApDu86/.

Da Brown'sche Bewegung dort ausgeschlossen ist und das beobachtete Relaxa-
tionsverhalten typisch fiir den Ubergangsbereich zwischen langsamen und
schnellen Fluktuationen ist, muR geschlossen werden, daR es sich dabei um
innere Proteindynamik handelt. Die zusitzliche Relaxation bei Raumtemperatur
rihrt folglich von schnellen Prozessen mit einer Korrelationszeit von ca.

10 Picosekunden her. Als Ursache kommen Uberginge zwischen energetisch nahe
beieinanderliegenden Konformationszusténden in Frage, die in typischen Zeiten
von 1072 bis 10712 Sekunden ablaufen /McKa80/.

Diese Hypothese wird durch die TDPAC-Messungen bei 77 K weiter gestiitzt. Die
dort beobachteten rein statischen Spektren sind durch breite Verteilungen
elektrischer Feldgradienten gekennzeichnet. Da nach dem Auftauen sofort wieder
die liblichen R(t)-Spektren auftreten, kann dies kaum auf ein Aufbrechen der

Hafnium-Transferrin Bindung zuriickzufiihren sein. Statt dessen liegt die




Vermutung nahe, daR die Hafniumionen in unterschiedlichen Konformationen
eingefroren werden, da aufgrund der geringen thermischen Energie beil tiefen
Temperaturen keine Uberginge zwischen den einzelnen Unterzustdnden mSglich
sind. Bei Raumtemperatur dagegen gehen die 'conformational substates' /HaPa82/
so0 schnell ineinander Uber, daR ein mittlerer Feldgradient beobachtet wird,

der sehr scharf definiert ist ('motional narrowing').

Proben, die bei Raumtemperatur aufgrund unterschiedlicher Anteile der spezi-
fischen Konfigurationen v6llig verschiedene Spektren zeigen, sind bei 77 K
kaum noch zu unterscheiden. Es ergeben sich ganz andere Quadrupolkopplungs-
parameter. Lediglich der erste Anteil scheint in stark verbreiterter Form
teilweise erhalten zu bleiben. Die Tieftemperaturmessungen allein wiren kaum
ausreichend, verschiedene Bindungskonfigurationen von Hafnium in Transferrin
aufzuzeigen und quantitativ zu charakterisieren. Ahnlich ist die Situation

bei ESR-Untersuchungen an Transferrin, die meist bei 77 K durchgefihrt

werden. Aus den Spektren kann zwar geschlossen werden, daf z.B. Eisen in

zwel verschiedenen Konfigurationen gebunden sein muB /Aasa72/, die Anteile

zu bestimmen, scheint aber kaum mSglich. Ebensowenig kann die jeweils zu-
grundeliegende Wechselwirkung physikalisch eindeutig parametrisiert werden.
Durch gezielte Einzelbeladung der beiden Plitze wurden die ESR-Spektren der
Bindungsstellen im N- bzw. im C-Terminal in Reinform gewonnen /AiLe78/. Sie
unterscheiden sich nur dhnlich subtil, wie die bei 77 K gemessenen TDPAC-
Spektren von Hafnium-Transferrinproben mit Bevorzugung der ersten bzw. zweiten
spezifischen Bindungskonfiguration. ESR-Messungen mit anderen Metallionen
(siehe z.B. /CaCh80/ und /ZwAi79/) liefern vergleichbare Resultate. M&Rbauer-
Untersuchungen mit 57Fe bei tiefen Temperaturen finden keinerlei Hinweise
auf verschiedene Bindungskonfigurationen /SpOo73, TsBo73, TsBo76/. Dabei
mup auch beriicksichtigt werden, daR aus MoRbauer-Messungen mit 57Fe kein
Asymmetrieparameter bestimmt werden kann, und Unterschiede zwischen stark

verbreiterten Feldgradienten &hnlicher Grofe kaum aufzuldsen sind.

Als Konsequenz der geschilderten Beobachtungen ergibt sich, daB nur Methoden,
die unter physiologischen Bedingungen einsetzbar sind, gute Chancen bieten,
Unterschiede zwischen den verschiedenen Bindungskonfigurationen von Trans-
ferrin mit hoher Spezifizitdt aufzuzeigen. Auch Aussagen lber dynamische
Prozesse, die offensichlich eine wesentliche Rolle spielen, sind nur mdglich,

wenn der gesamte Temperaturbereich flr die Mefimethode zuginglich ist.




7.2. Interpretation der Besetzungsverhiltnisse

Ein wesentliches Resultat der vorliegenden Messungen stellen die jeweils
ermittelten Besetzungsverhidltnisse der beiden spezifischen Bindungskon-
figurationen dar. Aus den einzelnen Messreihen ist klar ersichtlich, daR die
Verteilung der Sondenkerne mit dem pH-Wert der Proben und der Konzentration
der Hafniumionen im Vergleich zur Zahl der freien Bindungsplédtze von Trans-
ferrin korreliert ist. Dabei wird der pH-Wert bzw. dessen Verdnderung mit der
Zeit offensichtlich vom gewshlten Verhdltniss K = |Hf| : |UIBC| bestimmt.
Diese Beobachtungen lassen Riickschliisse auf die Natur und Stabilitidt der

beiden Bindungskonfigurationen zu.

7.2.1. pH-Abhiingigkeit

Bezliglich des Gesamtanteils spezifisch an Transferrin gebundener Hafnium-

ionen lassen sich drei pH-Bereiche unterscheiden:

- Niedrige pH-Werte (pH < 7,4)
Mit sinkendem pH-Wert nimmt der Anteil spezifischer Bindung ab. Unterhalb

pH = 6,8 sind die Konfigurationen 1 und 2 nicht mehr nachweisbar.

- Mittlere pH-Werte (7,4 < pH < 9,2)
Der Gesamtanteil £, + £, bleibt konstant (ca. 60 bis 70 %). Es findet
lediglich eine Umbesetzung statt, so daR sich die Verhidltnisse der
Besetzungszahlen zwischen pH = 7,4 und 9,2 umkehren (f1 P fy, =901
bzw. 1 : 9).

- Hohe pH-Werte (pH > 9,2)
Der Anteil spezifisch gebundenen Hafniums nimmt langsam wieder ab. Bei
pH = 9,5 entfallen weniger als 40 % auf die Konfigurationen 1 und 2.

Bei Eisen ist bekannt, daR die spezifische Transferrinbindung nur im Bereich
pPH = 5 bis 9,5 stabil ist. Der Stabilitdtsbereich von Hafnium-Transferrin
beginnt demgegeniiber erst bei deutlich hdheren Werten und scheint sich nach
oben etwas weiter auszudehnen. Die Hafniumbindung ist also weit weniger stabil
gegen Sdure. Offensichtlich liegt die Bindungskonstante so niedrig, daB
unterhalb des physiologischen Bereiches schnell eine Bevorzugung der Komplex-

bildung von Hafnium mit niedermolekularen Komponenten der Proben (Salzionen,




NTA etc.) eintritt. Bei sehr hohen pH-Werten diirfte, wie bei Eisen, die
Bildung von Hydroxidkomplexen ausschlaggebend filir die Abnahme des Metall-

Transferrin Anteils sein.

Am interessantesten ist natlirlich der Zwischenbereich, in dem Hafnium-Trans-
ferrin in zwei spezifischen Bindungskonfigurationen auftritt, deren Identi-
fizierung mit den beiden Metallbindungsplitzen im N- und C-Terminal des

Proteins auf der Hand liegt. In der Tat sprechen viele Argumente fir eine

solche Interpretation.

Zundchst muB berlicksichtigt werden, daR® in allen Serumproben eine Vor-
sdttigung mit Eisen vorhanden ist. Da unter physiologischen Bedingungen
Serumeisen anndhernd gleichférmig auf die beiden Pldtze verteilt sein sollte
/HuBaB81, ZaAi85/, darf man davon ausgehen, daf die verbleibende Bindungs-
kapazitédt jedes Platzes stets ausreichte, die gesamte Menge eingesetzten
Hafniums aufzunehmen. Die sich jeweils einstellende Verteilung der Hafnium-
ionen auf N- und C-Terminal konnte also unabhéngig von der Eisenvorbeladung
erfolgen.

Wie flr Eisen wird bei vielen Metallen, insbesondere z.B. bei Thu+ /HaCa81/,
bei niedrigen pH-Werten eine Bevorzugung des C-Terminals gefunden, die bei
héheren pH-Werten verschwindet und von einer Uberwiegenden Besetzung des
N-Terminals abgeldst wird /ChWi81/. Durch erhdhte Salzkonzentrationen wird
dieser Effekt noch beschleunigt /WiCh82/. Es ist auch bekannt, daB Eisen,
das bei pH = 7,4 in Form von Fe-NTA angeboten wird, an das C-Terminal von
Apotransferrin bindet, und nach Erhshung des pH-Wertes lidngere Zeit (Stunden

bis Tage) braucht, um an das N-Terminal liberzugehen /EiNo78/.

Interpretiert man das Verhalten von Hafnium in Analogie zu diesen Befunden,
muB die Konfiguration 1 dem C-Terminal-Bindungsplatz von Transferrin gleich-
gesetzt werden, die Konfiguration 2 entspriche einer Bindung am N-Terminal.
Die beobachtete pH-Abhidngigkeit ist dann in v8lliger Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen von Transferrin-Untersuchungen mit anderen Metallen. Der pH-Wert,
bei dem eine Gleichbesetzung beider Plitze vorliegt, entspricht durchaus
Werten, die {iblicherweise berichtet werden (siehe z.B. /EiNo78, HaCa81/).

Aus den vorliegenden Messungen mifte aufgrund der unterschiedlichen Feld-
gradienten der beiden Fraktionen auRerdem auch geschlossen werden, daR die

Bindungspldtze von Transferrin chemisch nicht dquivalent sind.
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In der Literatur wird berichtet, daR bei ErhShung des pH-Wertes Konformations-
dnderungen auftreten kénnen, durch die sich der Charakter der Bindungsplétze
verdndert /CaCh77/. Flir Thorium wurde ein plausibles Modell entwickelt, nach
dem sich der C-Terminal Platz bei hohen pH-Werten dem N-Terminal Platz an-
gleicht /HaCa81/. So ist nicht einmal eine Wanderung der Hafniumionen von
einem Terminal zum anderen erforderlich, wie sie van Eijk im Fall von Eisen-
Transferrin Untersuchungen postulierte /EiNo78/, um die pH-Abhingigkeit der
spezifischen Hafnium-Transferrin Konfigurationen zu erkldren. Das gesamte
Hafnium bliebe stets am C-Terminal Platz gebunden, dieser wiirde aber bei

hohen pH-Werten die Konfiguration des N-Terminal Platzes annehmen.

Natiirlich ist allein aufgrund der vorliegenden TDPAC-Messungen nicht aus-
zuschliessen, daR es sich bei den spezifischen Bindungskonfigurationen von
Hafnium lediglich um verschiedenen Zustdnde ein und desselben Platzes (z.B.
desjenigen im C-Terminal) handelt, wogegen der andere gar nicht angenommen
wird oder als unspezifisch erscheint. Es wdre auch denkbar, daR beide

Pldtze chemisch #quivalent sind, gleichmidssig besetzt werden, und ihre
Konfiguration mit dem pH=Wert in gleicher Weise &ndern. Bei Einbeziehung
der Ergebnisse anderer Untersuchungen (vide supra) erscheinen solche Inter-
pretationen allerdings wenig plausibel. Endgliltige Klarheit konnen aber erst
TDPAC-Messungen an gezielt im N- bzw. C-Terminal beladenen Transferrinproben,
oder eine biochemische Bestimmung der Verteilung von Hafnium auf’ die beiden

Transferrinhdlften bringen.

7.2.2. Konzentrationsabhingigkeit

Es scheint, daR die Menge eingesetzten Hafniums bzw. das Konzentrations-
verhdltnis K die resultierende Verteilung auf die beiden Bindungsplétze

im untersuchten Bereich nur mittelbar beeinflusst. Die eigentliche Bestim-
mungsgrole ist der pH-Wert, dessen Einstellung bzw. Verdnderung wird

aber von der Hafniumkonzentration gesteuert. Unterhalb einer bestimmten
Konzentration (ca. 5 nMol/ml) &ndert sich der pH-Wert der Proben nur wenig
und bleibt stets unter 8, so daR die Bindung in der ersten Konfiguration
Uberwiegt. Werden dagegen mehr als 6 nMol Hafnium einem Milliliter Serum
zugesetzt, so steigt der pH-Wert mit der Zeit auf Uber 9 an, so daR sich

schlieRlich eine deutliche Bevorzugung der Konfiguration 2 ausbildet.
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Die Frage nach der Ursache dieser pH-AEnderung ist nicht einfach zu beant-
worten. Man muf berilicksichtigen, daf mit der Hf-NTA Losung neben Hfu+ auch
eine groRere Menge anderer Ionen, wie z.B. Na*, C17, HCO3" und NTAS™ in
die Serumproben gelangen. Es ist denkbar, daf diese Zusdtze Reaktionen
auslésen, die irgendwann die Pufferkapazitidt des Serums Ubersteigen und
eine pH-Erhdhung bewirken. Wenn auch nach den TDPAC-Messungen der Hafnium-

Transferrin Komplex iiber sehr lange Zeiten stabil bleibt, ist nicht auszu-

schlieRen, daf sich andere Serumproteine zersetzen und Hydroxidionen oder
andere alkalische Gruppen frei werden. Je nach Menge der mit der Hafnium-
18sung zugesetzten Tonen werden diese Reaktionen Uber ldngere Zeitrdume
mehr oder weniger abgepuffert. In dieses Bild passt auch die Tatsache, daB
bei Konzentrationen knapp iiber 6 nMol/ml der pH-Wert zundchst nur langsam
zunimmt, sich dann aber in kurzer Zeit stark erhtht und anschliefend wieder

anndhernd konstant bleibt.

Bei hohen Hafniumkonzentrationen, die aber immer noch weit von der theo-
retischen Sdttigungskonzentration von Transferrin entfernt sind, nimmt der
Anteil spezifisch gebundener Hafniumionen bereits deutlich ab. Ein Teil des
eingesetzten Hafniums wird also nicht an Transferrin gebunden. Ursache kodnnte
sein, da® die Bindungskonstante von Hafnium-Transferrin so niedrig ist, daB
bei hoheren Hafniumkonzentrationen aufgrund des chemischen Gleichgewichts

ein Teil des Metalls niedermolekular gebunden in L&sung bleibt. Dieser Effekt
wird eventuell dadurch verstdrkt, daB sich auch das vorhandene Eisen auf das
bei den vorliegenden hohen pH-Werten bevorzugte N-Terminal konzentriert, und
so die Bindungskapazitdt flir Hafnium weiter einschrénkt. Aufgrund des hohen
Wertes der Relaxationskonstante des niedermolekularen Anteils, kann es sich
dabei kaum um Hf-NTA handeln. Wahrscheinlich bilden sich &hnliche Hydroxid-
komplexe wie sie in der Hafniumchloridl&sung beobachtet wurden (Anhang C5).
Der exakte Verlauf des Sdttigungsverhaltens von Transferrin bei Zugabe von

Hafnium muB mit eisenfreien Proben noch genauer untersucht werden.



7-.3. Unterschiede zwischen verschiedenen Spezies

Die TDPAC-Untersuchungen zur Bindung von Hafnium an den Serumtransferrinen

verschiedener Spezies sind besonders geeignet, die Empfindlichkeit der Methode

aufzuzeigen. In Tabelle 13 sind die Werte der Quadrupolkopplungskonstanten ’q

und der Asymmetrieparameter 5 der drei Bindungskonfigurationen fir mensch-

liches, Ratten- und Hamster-Serumtransferrin gegeniibergestellt. Mit dem

Quadrupolmoment Q = 2,36 b wurden daraus die Betridge der Komponenten des

elektrischen Feldgradiententensors berechnet. Flir Human- und Hamsterserum-

Transferrin stimmen die Werte innerhalb der Fehler (berein, so daR man

davon ausgehen darf, daf die Ladungsverteilungen um die Hafniumkerne in

den einzelnen Bindungskonfigurationen fiir beide Spezies identisch sind.

Dagegen werden flir Rattenserumtransferrin signifikante Abweichungen fest-

gestellt. Insbesondere die Erniedrigung des Asymmetrieparameters der zweiten

Konfiguration um ca. 10 % 1l4Rt auf eine verdnderte Anordnung der Liganden

dieses Bindungsplatzes schlieRen.

Tabelle 13: Vergleich der Quadrupolkopplungsparameter und der daraus resultierenden Kamponenten
!szl , ,Vyyl und I Vxxl des elektrischen Feldgradiententensors fiir die verschiedenen
Bindungskonfigurationen von Hafnium in den Serumtransferrinen von Ratte, Mensch und

Hamster.

YQ n lvzzl lvyyl ,V)cxl
(Miz) 101 y/em?) (101 7y/cm?) (101 W/cm?)
Konfiguration 1 Ratte 893+ 3 0,926 * 0,006 15,65 + 0,05 15,07 % 0,07 0,58 * 0,05
Mensch 870+ 2 0,980,005 15,250,064 14,85 % 0,05 0,40 * 0,04
Hamster 861 * 6 0,945 + 0,008 15,09+ 0,1 14,68 0,12 0,41 * 0,06
Konfiguration 2 Ratte 1466 +3 0,528 ¥ 0,002 25,69 + 0,05 19,63 * 0,05 6,06 * 0,03
Mensch 1436 * 3 0,576 0,002 25,17 0,05 19,83 %0,05 5,3 0,03
Hamster 1440 %7 0,55 % 0,008 25,2 +0,12 19,75 % 0,14 5,49 * 0,10
Konfiguration 3 Ratte 939 + 5 0 16,46 + 0,08 8,23+ 0,04 8,23 % 0,04
(unspezifisch)  pengch 919 + 7 0 16,11 ¥ 0,12 8,05+ 0,06 8,05 0,06
Hamster 914 * 5 0 16,02 + 0,08 8,01 0,06 8,01 * 0,04

Die angegebenen Unsicherheiten sind rein statistische Fehler aufgrund der Bildung von gewichteten
Mittelwerten aus den Einzelmessungen. Bei der Berechnung der Kamponenten des Feldgradiententensors
wurde der Fehler des Quadrupolmoments (Q = 2,36 * 0,05 b) nicht beriicksichtigt, da nur Messungen
mit dem gleichen Kernniveau verglichen werden. Unter Einbeziehung von AQ erhdhen sich die Fehler
der Feldgradienterwerte durchgehend auf ca. 2 % .




Anderungen der beobachteten Gréfenordnung kdnnen nach theoretischen Uber-
legungen bereits durch geringfiligige Versetzung der Liganden oder kleine
Ladungsverschiebungen zwischen Metallion und Liganden bewirkt werden (siehe
z.B. /VuBa78/). Eine geringfligig unterschiedliche Proteinkonfiguration in
der Ndhe der Metallbindungsplitze reicht aus, die gefundenen Abweichungen
zu erklidren. Zahl und Natur der Hafniumliganden dagegen diirften fiir alle

Spezies identisch sein.

Die TDPAC-Messungen zeigen auf, daB sich Unterschiede, die im biochemischen
Verhalten verschiedener Serumtransferrine beobachtet werden, auch an den
Metallbindungsplitzen direkt nachweisen lassen. Man nimmt an, daR das
verdnderte Verhalten der Transferrinrezeptoren von Zellen einer Spezies
gegeniber den Serumtransferrinen anderer Spezies auf einem spezifischen
Erkennungsmechanismus der jeweiligen Molekiilkonformation beruht /Broc85/.
Es wire deshalb interessant zu untersuchen, inwieweit sich aus den TDPAC-
Parametern der Bindungskonfigurationen Riickschliisse auf die Bildung
heterogener Transferrin-Rezeptor Komplexe ziehen lassen. Neben Messungen
an den Serumtransferrinen verschiedener Spezies oder auch an Varianten der
gleichen Art erscheinen insbesonders auch Untersuchungen an den Lacto- und
Ovotransferrinen aufschlussreich, da bekannt ist, daR sich diese struk-
turell stark von den anderen Transferrinen unterscheiden /Will85/. Es gibt
in diesen Proteinen zum Beispiel eine unterschiedliche Zahl von Disulphid-
Briicken, so daR die Tertidrstruktur véllig anders sein kénnte. Auch

die Stabilitdt der Metallbindung scheint bei Lacto- und Ovotransferrinen
verschieden, wodurch auch der pH-Bereich, in dem Metalle gebunden werden,
verschoben und/oder ausgedehnt sein kann /AiLe72/. Auch solche Effekte wiren
nach den bisherigen Erfahrungen mit TDPAC leicht zu beobachten und quanti-

tativ zu erfassen.




8. Zusammenfassung und Ausblick

Die mit Hilfe der zeitdifferentiellen Beobachtung gestorter Winkelkorre-
lationen gewonnenen Aussagen tber die Metallbindung an Serumtransferrinen
stellen die Leistungsfihigkeit der Methode in biologischen Untersuchungen
eindeutig unter Beweis. Es war mdglich, die einzelnen Bindungskonfigurationen
der Metallionen sehr spezifisch zu erfassen, und die verschiedenen Anteile

in Abhingigkeit der Konzentrationsverhidltnisse und des pH-Wertes quanti-
tativ zu bestimmen. Dariiber hinaus wurde aufgezeigt, daR sich biochemisch
gefundene Unterschiede zwischen verschiedenen Spezies auch in den Ladungs=-
verteilungen um die TDPAC-Sondenkerne nachweisen lassen. Ein erster Einblick
in Prozesse der inneren Dynamik des Proteins konnte gewonnen werden. Ver-
gleiche von Messungen an Proben bei Raumtemperatur und unterhalb des Gefrier-
punktes liefern Hinweise auf 'conformational substates', die bei ausreichend

hoher thermischer Energie stiéndig ineinander Ubergehen.

Aufgrund der Komplexitdt der untersuchten Systeme konnten einige Aspekte
nicht vollstidndig geklédrt werden. Dabel sind aber keine Beschrénkungen

von der Untersuchungsmethode selbst her erkennbar. Es bedarf, wie z.B. bei
der Frage nach der Identifizierung der spezifischen Bindungskonfigurationen
mit den Metallbindungsplédtzen im N- und C-Terminal, hauptsichlich weiterer
préparativer Anstrengungen, um endgliltige SchluBfolgerungen zu ziehen.

Die vorliegenden Ergebnisse bilden eine solide Grundlage fiur die Unter-
suchung von weiteren Aspekten der Metall-Transferrin Bindung. Genannt seien
hier nur Themen wie EinfluR verschiedener synergistischer Anionen auf die
Metallbindung, Konzentrationsabhingigkeit und Sittigungsverhalten in ver-
schiedenen Metall-Apotransferrin Systemen oder Unterschiede zwischen Lacto-,
Ovo- und Serumtransferrinen. Es scheint durchaus méglich, mittels TDPAC
Bindungskonstanten fiir die einzelnen Konfigurationen zu bestimmen, wenn es

gelingt, exakt definierte Prédparationsbedingungen zu schaffen.

Natiirlich kann die TDPAC-Methode auch eingesetzt werden, um den Weg der
Metallionen im Metabolismus weiter zu verfolgen, und die Bindung des Metall-
transferrins an die Zellrezeptoren sowie die Aufnahme in die Zelle selbst
zu studieren. Dabei ist man nicht auf den Sondenkern 181Hf beschrinkt. Mit
der nunmehr vorhandenen TDPAC-Apparatur sind aufgrund der vorziiglichen

Zeitaufldsung auch Kerne mit noch kirzeren Lebensdauern des Zwischen-




niveaus (wenige Nanosekunden) fiir zeitdifferentielle Messungen zugidnglich.
Geeignet sind unter anderem die Isotope 199Hg und 2 Mo (vgl. /Baue85/),
bei denen die yy-Kaskade ebenfalls durch R-Zerfall gespeist wird.

Auch scheint die Untersuchung anderer Biomolekiile mit der TDPAC-Methode sehr
erfolgversprechend. So konnten Bauer et al. /Baue85/ unter Verwendung von
111mCd trotz der kurzen Lebensdauer des Mutterisotops (48 min) in umfang-
reichen Experimenten an Zinkenzymen wesentliche Erkenntnisse iiber das bio-
chemische Verhalten und die Struktur dieser Proteine gewinnen. Mit Hilfe
sogenannter AOM (Angular Overlap Model)-Rechnungen war es in diesem Fall
moglich, aus den jeweils gemessenen Quadrupolkopplungsparametern direkte
Riickschliisse auf die Art und Anordnung der Metalliganden zu ziehen. Dieser
letzte Schritt bei der Auswertung von TDPAC-Messungen muf auch bei Hafnium-
Transferrin angestrebt werden. Voraussetzung fiir AOM-Rechnungen ist aller-
dings, daR ein breites Basiswissen iiber elektrische Feldgradienten in
organischen Hafniumverbindungen erarbeitet wird, aus dem dann die Beitrége

einzelner Bindungsgruppen bestimmt werden k&nnen.

Prinzipiell steht der Anwendung der TDPAC-Methode in der Biologie ein weites
Feld offen. Mit deutlicher Verzdgerung gegeniiber anderen spektroskopischen
Verfahren wie ESR, NMR und MoRbauer-Effekt, bei denen eine apparative
Standardisierung friher erreicht wurde, finden Winkelkorrelationsmessungen
erst allmidhlich Eingang in Bereiche auBerhalb der physikalischen Grundlagen-
forschung. Durch apparative Verbesserungen, wie zum Beispiel die Einflhrung
von BaFg-Detektoren, kann eine Beschleunigung dieser Entwicklung erwartet

werden.

Durch den gezielten Einsatz kernphysikalischer Messmethoden wird das
Versténdnis biologischer Vorginge bedeutend vorangebracht werden. Die
Faszination biologischer Systeme und die Zukunftsaussichten der physika-
lischen Forschung an Biomolekiilen werden am besten durch die Einschidtzung
von zwei Mitbegriindern der modernen Physik wiedergegeben. So vergleicht
E. Schrodinger 'normale' periodische Kristalle wie folgt mit Biomolekiilen,

die er als aperiodische Kristalle bezeichnet /Schril/:

" Yet, compared with the aperiodic crystals, they are rather plain
and dull. The difference in structure is of the same kind as that

between an ordinary wallpaper in which the same pattern is repeated




again and again in regular periodicity and a masterpiece of
embroidery, say a Rafael tapestry, which shows no dull repetition,
but an elaborate, coherent, meaningful design traced by the great

master. "

Und H. Frauvenfelder schreibt /Frau8i/:

" The physics of biomolecules is a rich field. It stands now where
nuclear, particle, and condensed matter physics where around 1930.

We can expect exciting progress in the next few decades. "




Anhang A Aufbau der Ban-Detektoren

Zunédchst wurden zylindrische 2" x 2" BaFZ—KPistalle (Fa. Harshaw) in Standard-
Line Montagen getestet und flr TDPAC eingesetzt. Es zeigte sich jedoch, daR
sowohl die Energieaufldsung (15 bis 20 % bei 661 keV), als auch die Licht-
ausbeute und damit die Nachweisempfindlichkeit dieser Detektoren deutlich zu
wiinschen ibrig lieRen. Auch die Zeitaufldsung lag mit 800 ps bis 1 ns deutlich
Uber anderswo erzielten Werten /BaBo83/. Eine brdunliche Triibung und erkenn-
bare Reflexionsebenen in den Kristallen sprachen flir Verunreinigungen und
Versetzungen im idealerweise vollig klaren BaFZ—Material, und dirften flr

die schlechten Nachweiseigenschaften verantwortlich gewesen sein. Vor allem

die Energieaufldsung reichte nicht aus, die relevanten y - Energien voll-
stdndig von anderen Ubergingen zu trennen, so daR die TDPAC-Messungen von

einer hohen Rate an falschen Koinzidenzen beeintrdchtigt wurden.

Besseres Material komnte direkt vom Hersteller (Fa. Korth, Kiel) bezogen
werden. Es wurden ungekapselte, zylindrische BaFZ—Kristalle der Dimension
40 mm x 40 mm beschafft, und zunichst nach der von Wisshak et al. /WiK&84/
beschriebenen Prozedur behandelt und gereinigt. Die Montage erfolgte in
Aluminium-Tépfchen mit einem Innendurchmesser von 45 mm, einer Tiefe von

41 mm und einer Wandstirke von 0,3 mm. Zwischen Boden und Kristall wurde
eine ca. 2 mm dicke Schicht aus a—A1203 (¢ - Aluminiumoxid mit 90 % A12 37
9 % H2O, 40 Micron der Fa. Alpha-Ventron) gepresst. Ebenso wurde der

ca. 2,5 mm breite Randspalt zwischen Kristall und Beh&dlterwand mit diesem
Reflektormaterial ausgefiillt und anschlieRBend mit einem Kunstharz-Klebstoff

(Araldit) verschlossen (siehe Abb. A1).

— Kunstharz
Klebstoff

L Aluminium
Topfchen
Al7 03
Pulver
- Ba F2 -
Kristall

Abb. Al: Kapselung der BaFp-Kristalle



Mit diesen Szintillatoren, deren Reinheit aufgrund ihrer Transparenz recht

hoch schien, wurden sehr gute Testergebnisse erzielt. Die EnergieauflSsung
fir 661 keV liegt bei 11 % (siehe Abb. A2), die Zeitaufldsung flr die

133 keV - U482 keV Kaskade bei 550 ps. Die Zihlraten sind unter gleichen

Bedingungen fast einen Faktor 2 hdher als bei den Harshaw-Kristallen. In
Abb. A3 ist das mit den BaF

2—Detektoren gemessene Energiespektrum von 181Hf‘
gezeigt. Abb. A4 gibt die Zeitauflésungskurve mit ““Na wieder, die mit den
flir Winkelkorrelationsmessungen mit 181

genommen wurde.

Hf benttigten Energiefenstern auf-
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Abb. A2: Ausschnitt aus dem Energiespektrum von 137cs aufgenammen mit

einem BaFp-Detektor (Kanal 0 = 228 keV, 1 Kanal = 1,07 keV)
Fnergieauflosung AE(FWHM) /E fiir 661 keV: 11 %
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Energiespektrum von 181yf aufgenammen mit einem BaF9-
Detektor (Kanal O = 15 keV, 1 Kanal = 1,125 keV)
Energieaufldsung AE(FWHM) /E fiir 133 keV: 25 %
Energieaufldsung AE(FWHM) /E fiir 482 keV: 13 %

Abb. A3:
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Abb. Mi: Zeitspektrum von 22Na fiir 133 keV - 482 keV Koinzidenz aufge-
nanmen mit zwei BaFp-Detektoren unter 180° (1 Kanal = 26 ps)

Zeitaufldsung o(FWHM) = 550 ps
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Die Verarbeitung der schnellen Komponente im Szintillationslicht von BaF2
stellt wegen der kurzen Wellenlidnge (220 nm) besondere Anforderungen an die
zu verwendenden Photomultiplier. Das Eintrittsfenster muf bei dieser Wellen-
l&nge noch gut durchlisig sein, die spektrale Empfindlichkeit der Photo-
kathode darf im UV-Bereich nicht allzu stark absinken. Zum anderen muR das
Verviel fachersystem kurze Impulsanstiegs- und -abfallzeiten, sowie geringe
Laufzeitschwankungen gewdhrleisten. Verwendet wurde deshalb der Typ XP2020Q
der Fa. Valvo (Hamburg), ein schneller, 12-stufiger Fotovervielfacher mit
Quarzfenster und einer halbdurchlédssigen Bialkali (Sb-K-Cs, DU-Typ)-Photo-
kathode, die bis herunter zu ca. 150 nm empfindlich ist. Die optische Kopplung
zwischen BaF2—Kristall und Réhrenfenster wurde mit Silikondl der Viskositdt
100 000 Centistokes (Rhodorsil V100, Fa. OKS, Miinchen) hergestellt, dessen
gute Transmission im UV-Bereich bekannt ist /WiKd84/. Der Spannungsteiler
wurde gemdh der von Valvo flir schnelles Timing mit der XP2020Q empfohlenen
Schaltung B' /Valv83/ ausgelegt, und mit negativer Hochspannung (Anode auf
Masse) von 2000 bis 2500 Volt (je nach Rshre) betrieben. Es zeigte sich, daR
nur Multiplier mit einem sehr kleinen Durnkelstrom von weniger als 5 nA und
geringem Nulleffekt < 500 Impulse/s (bei der Normverstdrkung V = 3-107)

gute Ergebnisse fiir Energie- und Zeitauflosung ermdglichen.

Flir die Zeitbestimmung wird dabei das schnelle, negative Anodensighal ver-
wendet. Zur Energiediskriminierung wird an der 6. Dynode ein Signal ausge-
koppelt und mittels eines eingebauten Vorverstidrkers in Amplitude und Impuls-

form an die verwendeten Hauptverstdrker angepaBt.




Anhang B Beschreibung der Nachweiselektronik

In Abb. B1 ist das vollstidndige Blockschaltbild der verwendeten, kommerziellen
NIM-Elektonik wiedergegeben. Aus den schnellen Anodenimpulsen (Zeitsignal t)
werden in Constant-Fraction-Triggern (CFT) die Nachweiszeitpunkte unabhingig
von den ImpulshShen bestimmt und zeitlich exakt korrelierte, schnelle negative
Normsignale (Vmax = -0,8 Volt) erzeugt. Flr optimale ZeitauflSsung sind
Nachweisschwellen knapp Uber dem niederenergetischen Untergrund erforderlich,
die bei allen Zdhlern etwa bei der gleichen Impulshohe liegen sollten. Die
Ausgangssignale werden damn in zwel 'OR'~Gliedern paarweise zusammengefasst,
und wechselseitig auf die Start- und Stop-Eingdnge der beiden TPCs gegeben.
Durch Nanosekunden-Delays (4wer ) am Ausgang der CFTs und an den Stop-Ein-
gédngen der TPCs kénnen die Zeitnullpunkte der einzelnen Detektoren exakt
abgeglichen, und die notwendige minimale Zeitdifferenz zwischen Start- und
Stopsignalen (ca. 13 ns bei den verwendeten TPCs) eingestellt werden. Fir
Jjedes Paar von Start-Stop-Impulsen mit einem zeitlichen Abstand kleiner als
der gewdhlte MeRbereich wird im TPC zunichst ein internes Signal erzeugt,
dessen Hohe proportional der Zeitdifferenz beider Eingangssignale ist. Im
'Strobe'-Mode wird dieses interne Signal zuriickgehalten, bis es ein Koinzi-
denzsignal am 'Strobe'-Eingang freigibt. Ist dies nach 5 ps nicht der Fall,
wird es verworfen. Damit kdnnen echte Signale, d.h. solche die zu einer

'richtigen' vy - Kaskade gehdéren, ausgewdhlt werden.

Dazu werden die positiven Dynodenimpulse (Energiesignal E) zundchst in einem
Hauptverstédrker aufbereitet und parallel auf zwei Einkanalanalysatoren (TSCA)
gegeben. Hier werden die Signale, die Start (133 keV)- bzw. Stop (482 keV)-
Quanten entsprechen, herausgefiltert. Fiir solche Impulse werden positive
Normsignale erzeugt. Damit kann in den Koinzidenzeinheiten (COINC) iiberpriift
werden, ob in einer der acht vorgesehenen Start-Stop Kombinationen eine

133 keV - U482 keV Kaskade nachgewiesen wurde. Die resultierenden Koinzidenz-
signale werden dann in zwei Oder-Einheiten (OR) so zusammengefaRt und auf
die 'Strobe'-Eingénge der TPCs gegeben, daR sie den mglichen Start-Stop

Kombinationen entsprechen (siehe Abb. B1).

Mit den so gewonnenen Ausgangssignalen der TPCs sollen nun in einem Vielkanal-

analysator (MCA) die acht verschiedenen Zeitspektren in unterschiedlichen
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Bereichen des Speichers akkumuliert werden. Um die spiatere Datenreduktion zu
erleichtern, werden die beiden TPC-Signale zunichst aufeinander abgeglichen,

so daB gleichen Zeitdifferenzen gleichen Impulshdhe entsprechen. Damit wird
eine einheitliche Zeiteichung gewdhrleistet. AnschlieBend werden die Signale
zusammengefaft (MIX) und mit einem Analog-Digital-Converter (ADC) in den MCA
einsortiert. Mit einer Routing-Einheit (ROUTER), auf die alle Koinzidenz-
signale gegeben werden, wird die Zugehdrigkeit der TPC-Signale zur jeweiligen
Detektorkombination ermittelt und die Abspeicherung in den daflir vorgesehenen
Bereich des MCA gesteuert. Von dort werden die Daten an den Rechner (PDP 11/34)

Ubertragen.




Anhang C Testmessungen

Ausgangspunkt der Probenpridparation war, wie auch bei den Untersuchungen an
Transferrin, stets eine kommerziell erh&dltliche L&sung von 181Hf-Chlor'id in
2-molarer HC1 (Amersham & Buchler), mit bekannter Hafniumkonzentration und
hoher spezifischer Aktivitdt an 'CVHE (20 bis 60 uCi/pg). Eine Probenaktivitit
von 5 bis 30 pCi erwies sich auch fir lédnger dauernde TDPAC-MeRreihen als

ausreichend. Mit den dazu benctigten Substanzmengen konnte auch das Volumen

3

flUssiger Proben kleiner als 1 cm” gehalten werden.

Als Abstand der Zidhler von der Probe wurden 40 mm gewdhlt. Unter Beriicksich-
tigung der GroRe der BaFZ—Kristalle und der linearen Abschwichungskoeffi-
zienten x von BaF2 /FaSw71/ lassen sich daraus der Geometriefaktor Q22 und die
effektive Anisotropie AYS = QA der Anordnung bestimmen. Fiir 181p ernalt

1

man mit A, = -28,6 %, x (133 keV) = 3,0 cn™ ', und x(482 keV) = 0,09 cm™':

2

eff
A22

H

Q2(133 keV)-Q2(482 keV) A22 = 0,873-0,909 A22

"22y7 %

Dieser berechnete Wert wurde zundchst durch die zeitdifferentielle Messung

der Winkelkorrelation einer 181Hf—Fluor‘id—Lésung experimentell Uberpriift.

C1 Hafniumfluorid-Losung

Einige pl der oben beschriebenen Stammldsung wurden getrocknet und anschlies-
send in wenigen Tropfen konzentrierter FluRsdure (HF, 38 %) geldst. In einer
solchen Losung liegt Hafnium in Form von [HfF6]2f - Ionen vor (vgl. /Wils76/).
Das gemessene R(t)-Spektrum ist in Abb. Cla gezeigt. In Ubereinstimmung mit
der Literatur /McGo54, ScWa71, Wils76/ beobachtet man eine nahezu ungestorte
Korrelation. Eine Beschreibung ist mit dem Ansatz fir einen schnell relaxie-
renden EFG (Gleichung 3/6) mSglich. Man erhdlt einen sehr kleinen Wert fiir
die Relaxationskonstante Ay = (0,6 *+ 0,2) MHz und eine effektive Anisotropie
Agg = -(23,0 * 0,1) %. Dieser Wert ist in ausgezeichneter Ubereinstimmung
mit dem oben berechneten (=22,7 %) und wurde deshalb bei allen weiteren

Messungen zugrundegelegt.
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Abb. Cl: R(t)-Spektren der Hafniumfluorid-Proben

a) fliissige Probe: [HfFg|2~ 2H*
b) getrocknete Probe bei Raumtemperatur: HEF *HF*2Hy O
c) getrocknete Probe bei 400° C: HfFy,
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C2 Polykristallines HfFu*HF§2H20
Trocknet man die beschriebene Hafniumfluorid-Losung im Exsikkator mit
Kieselsduregel, erhidlt man getriibte, nadelfdrmige Kristalle, die mit
Réntgenbeugungsmessungen als HfFu*HF*2H20 identifiziert werden kdnnen
/Gaud66/. Um ausreichend Substanz filir die Kristallisation zur Verfligung zu
stellen, war es jedoch notwendig, die Hafniumkonzentration der Stammldsung
durch Zugabe von inaktivem HfClu zu erhdhen. Dies gilt auch fUr die im

folgenden diskutierten getrockneten Proben.

Abb. C1b zeigt das R(t)-Spektrum einer so préparierten HfFu*HF*ZHgomProbe
bei Raumtemperatur. Im Gegensatz zu frilheren Messungen mit NaI(Tl)-Detek-
toren /Then82/ kénnen daraus die Parameter der rein statischen Quadrupol-
wechselwirkung (d.h. Ny = 0) mit groRer Genauigkeit bestimmt werden. Ins-
besondere kann nun auch der Wert des Asymmetrieparameters extrahiert werden.

Aus einer Reihe von Messungen ergeben sich folgende Mittelwerte:

vq = (808 *+ 2) MHz
n = 0,927 * 0,001
5 = (0,6 +0,1) %

Neben diesem dominierenden Anteil mit nahezu verschwindender Verbreiterung
findet man in den Spektren auch einen Anteil aufgrund von Kernen in einer
relativ schlecht definierten Umgebung (6 = 10 %) und eine deutliche Ro—

Verschiebung.

Eine Erhohung der MeRtemperatur auf ca. 400 K verursachte eine irreversible
Strukturédnderung der Probe. Das R(t)-Spektrum bei dieser Temperatur (siehe
Abb. Clc) und bei anschlieRenden Raumtemperatur-Messungen 14Bt sich im

wesentlichen mit den aus der Literatur bekannten Parametern flr Hqu /MaCa83/

beschreiben:
"q = (722 *+ 9) MHz
7 = 0,39 0,02
§=013r1)%

Eine ausfihrliche Diskussion der vollstindigen Ergebnisse, insbesondere
auch der gemessenen Temperaturabhingigkeit des EFG's wurde bereits ver-
offentlicht /ThiA86/.




Es sei noch erwdhnt, daR die Auswertung der ausgepridgt oszillierenden, nur
wenig geddmpften Spektren eine Bestimmung der ZeitauflOsung ermdglichte. Aus
einer Vielzahl von Messungen ergab sich ein Mittelwert ¢ = (0,49 * 0,04) ns,
der sich in guter Ubereinstimmung mit dem Wert befindet, der in Kap. 4.1 mit
22Na bestimmt wurde (¢ (FWHM) = 0,55 ns). Das in der Anpassungsfunktion
verwendete Modell einer gauRformigen Zeitauflosungsfunktion stellt also

eine geeignete Beschreibung dar.

C3 Hafniumnitrilotriacetat-Losung

Flir die Hafnium-Transferrin Prdparationen wurde in der Regel von einer
Hafniumnitrilotriacetat(Hf=NTA)-L8sung ausgegangen. In fritheren Arbeiten
/Then82, ThZe83, Zell8U4/ wurde gefunden, daB sich bei Zugabe einer Losung
von Natrium=-NTA in NaOH zur Hafniumchlorid-Stammldsung 16sliche [HfNTAZ]Z—
Ionen bilden (vgl. /InMab60/), deren Radius etwa 3,5 R betriagt /Mukh70/.
Das molare Verhdltnis |Hf| : |NTA| bei der Priparation sollte im Bereich

1T : 2bis 1 : U4 liegen.

Abb. C2a zeigt das R(t)-Spektrum der [HfNTAZ]Z' - Losung. Im Hinblick auf
die Transferrin-Priparationen war der pH-Wert mit Natriumbicarbonat (NaHCO3)
auf den physiologischen Wert von Blut pH = 7,4 eingestellt worden. Die An-

passung liefert eine Relaxationskonstante

)\2 = (28 i_ 1) MHz.

CH  Polykristallines Hf-NTA

Wie ebenfalls friher bereits gezeigt wurde /Then82, ThZe83/, erhidlt man bei
der Trocknung einer Hf-NTA-L&sung von pH = 5 eine kristalline Substanz, deren
stéichiometrische Zusammensetzung vermutlich NaZHfNTAz*HZO entspricht

(vgl. /HoSi68/).

Mit den BaF2—Detektoren konnten die Parameter der Quadrupolaufspaltung mit
deutlich verbesserter Genauigkeit bestimmt werden. Das R(t)-Spektrum (siehe
Abb. C2b) 1&Rt sich im wesentlichen mit einem nahezu axialsymmetrischen

EFG mit sehr geringer Verbreiterung & beschreiben.
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Abb. C2: R(t)-Spektren der Hafniumnitrilotriacetat-Proben

a) fliissige Probe: [HfN'I’Az]Z‘ Mat
b) getrocknete Probe: NagHENTAp*H0
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Bei Raumtemperatur findet man:

VQ = (680 *1) MHz
n = 0,134 * 0,001
6 = (0,2 %0,1) %

Wieder tritt daneben ein kleiner Anteil (fé ~ 20 %) eines stark verbreiterten
Feldgradienten (6 ~ 15 %) auf. Die Herkunft und Signifikanz solcher unspezi-
fischen Beitrdge in den R(t)-Spektren wird im Zusammenhang mit den Messungen

an Hafnium=Transferrin noch ausfihrlich diskutiert.

C5 Hafniumchlorid-StammlSsung
Auch bei TDPAC-Messungen an der kommerziell erhaltenen 181Hf‘—Chlor'id—Lb'sung

erhdlt man ein reines Relaxationsspektrum (Abb. C3a). Die Auswertung liefert:
Ny = (65 % 1) Mz

Die Gréfe der Relaxationskonstanten zeigt an, daB die Hafniumatome in
relativ grofen Komplexen gebunden sind. Nach der Literatur handelt es sich
vermutlich um tetramere [Hfu(OH)8*16HZO]8+ - Tonen /Muva60/, deren Radius
etwa 5 ! betrigt /PhSm81/.

C6 Polykristallines Hafniumoxychlorid

Trocknet man die Hafniumchloridl6sung, so entstehen hydratisierte Hafnium-
oxychloridverbindungen /Blum58/. Es handelt sich dabei im wesentlichen um

die Spezies HfOC12*8H20 und HfOC12*4H2O. Aus TDPAC-Untersuchungen ist bekannt,
daf die elektrischen Feldgradienten am Ort der Hafniumkerne in beiden Ver-
bindungen stark verschieden sind /ZmLo72, BoAb76, BaBo83/. Dies &uRert sich

besonders in den zugehdrigen Asymmetrieparametern.

In den hier durchgefiinrten Experimenten zeigte sich, daR ausgehend von der
gleichen Losung je nach Trocknungsgrad und Abschlu® gegen Luftfeuchtigkeit
HfOClZ*SHZO und HfOClg*MHZO in unterschiedlichen Mischungsverhiltnissen
entstehen. Abb. C3b und c zeigen die gefundenen Extremfédlle. Die Auswertung
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Abb. C3: R(t)-Spektren der Hafniumoxychlorid-Proben

a) fliissige Probe: [Hf4(OH)g*1 6H20]8+ 8cL-
b) getrocknete Probe: BfOCL9*8HpO : HEOCLo*4HoO = 7 :
c) getrocknete Probe: HEOCLp#8HpO : HFOCLo*4HyO = 1 :

—_




des R(t)-Spektrums in Abb. C3b ergibt Anteile von HfOClg*SHgO und HfOClZ*MHEO
im Verhdltnis 7 : 1, wdhrend aus der Messung in Abb. C3c auf eine 1 : 1 -

Verteilung geschlossen werden kann.

Die Werte der Parameter vqr und § konnten mit verbesserter Genauigkeit
bestimmt werden (vgl. z.B. /ZmLo72, BaBo83/):

Hf‘OClZ*SHQO: Vg = (813 * 3) MHz
n =1

= (7,2%0,2) %

HfOClz*quo: v = (686 * U4) MHz

7 = 0,561 * 0,004

8 = (7,6 £0,2) %

Es fd1lt auf, daR die Spektren nicht vollkommen statisch sind (vgl. auch
/BoAb77/). Bei der Anpassung muf mindestens ein Anteil als quasistatisch
angenommen werden, d.h. die Parametrisierung erfordert einen Ansatz

Ot
G22(t) e 2

G35 (t).

Die Relaxationskonstante AZ liegt dann in der GréRenordnung 10 MHz.

Es kann nicht eindeutig festgestellt werden, welche der beiden, oder ob
Sogar beide gefundenen Spezies dieser Dynamik unterliegen. In jedem Fall
bedeutet das Auftreten von Relaxation, daR ein Teil der Hafniumumgebung
(eventuell das Kristallwasser) in der festen Phase noch beweglich ist, und
einen zeitlich ver&nderlichen Beitrag zum EFG liefert. Auch bei diesen
Proben tritt zusdtzlich ein stark verbreiterter Feldgradient auf (& ~ 15 %).
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