Jan-Philipp Giinther

Advanced Diffusion Studies
of Active Enzymes and
Nanosystems

(V Cuvillier Verlag Gottingen

Internationaler wissenschaftlicher Fachverlag




Advanced Diffusion Studies of

Active Enzymes and Nanosystems

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fiir den persénlichen Gebrauch.



Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fiir den persénlichen Gebrauch.



Advanced Diffusion Studies of

Active Enzymes and Nanosystems

Von der Fakultdat Chemie der Universitat Stuttgart
zur Erlangung der Wiirde eines Doktors der

Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.) genehmigte Abhandlung

Vorgelegt von

Jan-Philipp Glinther

aus Heidelberg

Hauptberichter: Prof. Dr. Peer Fischer
Mitberichter: Apl. Prof. Dr. Thomas Sottmann
Mitprifer: Prof. Dr. Bernhard Hauer

Tag der miindlichen Prifung:  15. Dezember 2020

Max-Planck-Institut fur Intelligente Systeme, Stuttgart

Institut fur Physikalische Chemie, Universitat Stuttgart

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fiir den persénlichen Gebrauch.



Bibliografische Information der Deutschen Nationalbibliothek
Die Deutsche Nationalbibliothek verzeichnet diese Publikation in der
Deutschen Nationalbibliografie; detaillierte bibliographische Daten sind im Internet
Uber http://dnb.d-nb.de abrufbar.
1. Aufl. - Gottingen: Cuvillier, 2021
Zugl.: (MPI) Stuttgart, Univ., Diss., 2020

© CUVILLIER VERLAG, Géttingen 2021
Nonnenstieg 8, 37075 Gottingen
Telefon: 0551-54724-0
Telefax: 0551-54724-21

www.cuvillier.de

Alle Rechte vorbehalten. Ohne ausdriickliche Genehmigung des Verlages ist
es nicht gestattet, das Buch oder Teile daraus auf fotomechanischem Weg
(Fotokopie, Mikrokopie) zu vervielfaltigen.

1. Auflage, 2021

Gedruckt auf umweltfreundlichem, sdurefreiem Papier aus nachhaltiger Forstwirtschaft.

ISBN 978-3-7369-7364-0
elSBN 978-3-7369-6364-1

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fiir den persénlichen Gebrauch.



To my family

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fiir den persénlichen Gebrauch.



“Love is just a chemical. We give it meaning by choice.”®

Eleanor Lamb

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fiir den persénlichen Gebrauch.



Table of Contents

Table of CONtENtS......cocueeiiieiiiiiiite e v
Abbreviations .......cccciiiieiiiiniii s ix
Y« - ot PN Xiii
KurzzusammenfasSUNE.......ccceeiiiiiiiiiiiiienmnnneiiiiiiiiiieesmses. Xvii
1 INtroduUCtion ....cciiiiiieeiiiiiiircierr e 1
1.1 PUDBHICAtIONS ..ot 5
2 Motion at the Nanoscale........ccueeiieierineeiiseeiinieinnneinneeeeesecsneen 7
2.1 Motion at Low Reynolds NUMDBEIS.......cueviiiiiiiiieiieierie ettt see e 7
2.2 Brownian IMOTION ....cccuiiiiiiiiiiiierieiiecteet ettt ettt be e s s be e sanesbe e 9
3 Active Brownian motioNn........ccccevicinenieniniinnnenninnieeinnieemmeeennmseeens 11
3.1 Self-Phoresis of Micro- and Nanoparticles........ocveveeerieeieenienieenee e sseesie e snesnes 11
3.2 Active Diffusion Hypothesis for ENZymes........ccoeeivierieneniniieneneeeseseeie et 15
3.3 Molecular Catalysts & Tracer DiffusSion........ccccvrercierieneniciere e 20

4 Diffusion Measurement TEChNIQUES......ccceeeeeeerercceieieninnnnnnneeeenennnesseseseneees 25

4.1 Fluorescence Correlation SPeCrOSCOPY.....ccueiriierierrieriieeriesireesieesreesieesaeeseeesnesnseenes 25
4.1.1 Single Molecule FIUOTESCENCE .......cecveeuerieieceete ettt sneenes 25
4.1.2 Fluorescence Detection from a Confocal volume .........ccccceverencninineniciencncne 27
4.1.3 Autocorrelation Function and Fitting ........c.coeeiereeneniniienieneeereeeeeseeeee e 28

4.2 Nuclear Magnetic RESONANCE SPECLIOSCOPY ..ceverureuererrueriierierierieeriesseetessessesssesseseenee 31
4.2.1 Nuclear Magnetization ........coeevererieneneeie ettt sttt sae s 31
4.2.2 Pulsed Field Gradi@nts .........coeveeieirerieininrieeeeeer ettt 34
4.2.3 Advanced PUISE SEQUENCES ......cceeeveriereeiereieteeeestesseeeestesseesessesseessessesssensessenses 37

4.3 Other TECHNIGQUES ...c..eiiiieiiieie ettt st s ae s sbe e st e s be e saaesbeesanesaneenes 39
4.3.1 Other Correlation Methods.......c..cceiiirieiirineneeneee e 39

4.3.2 Tracking Microscopy

4.3.3 Trapping Methods...............

4.3.4 Mutual Diffusion Measurement TEChNIQUES.......c..cccveriieriererieiereeereeseeeee e 41

4.3.5 Computational MEthOAS ........coveririirienieiereeeee et 41
5 ENZYMES Properties......c.ccciviiriinnnenniiiiiiiiinnininsssssssesssesiiessssssssssssssssanes 43

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fiir den persénlichen Gebrauch.



Table of Contents

5.1 AlIKaliNg PROSPRALASE .....eeuieiiiieiieieeitesteet ettt st 43
5.2 Fructose-Bisphosphate AldOIase.........coeeiiiiniriienieieneeenesee e 45
5.3 UTMASE ittt bbbt a e bbb bbb e b 47
5.4 FoF1-ATP SYNTN@SE.....ecuiiiiiiiritieiee ettt s e 48
6 Applications Of ENZYMES........ccuiiiiiiiiiiiiiiiininninnnennenniiiiiensisnssssssssessssnnns 51

6.1 Biocatalysis....

6.2 Immobilization....

6.3 COollective EffECtS ..ottt 56
7 Misinterpretation of Enzyme FCS ........ccccovrrrvrrrnmmreeereeiesiesssssssssnnnnnesesssenes 59
7.1 CONSPECLUS ettt ettt st ettt et sb e bt e b e e et e bt e e bb e e bt e b b e et e e sbae sabee 61
7.2 INErOAUCHION. ...ttt s 62
7.3 Experiment and Theory of the Enhanced Diffusion of Active Enzymes..........cccceeuene.. 63
7.4 Fluorescence Correlation SPECtrOSCOPY.....ccveruererrverereesiesieeeestesseesessesseessesseseessessens 65
7.5 Enhanced Diffusion of F1-ATPaSE. ........ccciiiiiiiiiiicc s 68
7.6 Effects and Artefacts in FCS Measurements of Protein Diffusion .........c.cccccoeecininee. 70
7.7 Suggestions for Future FCS Experiments of Enzyme Diffusion ..........ccccccecniniiiiincns 73
7.8 Fluorescence Quenching of Alkaline Phosphatase ........c.ccueecveeniiniiennieniesnieenieceee, 74
7.9 CONCIUSIONS.....oiuiiiiiiiitiieit et sae s 79
7.20 ACKNOWIEAZMENT ..cvviiieiiieeieteree sttt sttt st e e e e s e e nne e 80
8 Label-Free Enzyme Diffusion Measurements.........cccccveeveiiisisssnnnnneenennnnnns 81
8L ADSEIACE ....eviiiiciitc e s 83
8.2 INtrOdUCEION....uiiiiiiciic i 83
8.2.1 PFG-NMR PriNCIPIE c..eeuieeieieiieietee ettt s 85
8.3 EXPerimental DELAIIS ....ccuieiuieiieiiiecieeee sttt s 88
8.3. 1 MAterialS. ..o 88
8.3.2 ENZYME ACHIVITY ASSAY .eveiiiiiiiiiiiiiiiiie sttt 88
8.3.3 NMR and PFG-NMR EXPEMMENTS ...verueriiirieriiiienieeeiesiesie st ee e 89
BLARESUILS ...t s 90
8.4.1 Diffusion Measurements of Solutions in the Presence of Active Aldolase............. 90

8.4.2 Diffusion of the Enzyme Aldolase during Interaction with its Inhibitor

[V o o] g o Ty o] 4 -1 Y TS RSP SSRO 92
8.4.3 Diffusion of the Enzyme Aldolase during Substrate Conversion..........c.cceceevuereenes 94
8.5 DSCUSSION ..ttt ettt ettt ettt ettt e et e e sttt e e s bt e e s s st e e e sabeeesabeeeesabeeeseabeeesanbeee e snnees 96

vi

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fiir den persénlichen Gebrauch.



LY 0] a Tl (V1Y 1o o J PRSPPSOt 96

8.7 ACKNOWIEUGMENTS ...ttt sttt sttt sttt st st te s b e e s sbe e s e sbesneen 97
9 Enzyme Immobilization 0N Viruses.........eeeeeeeeereeeriieicccensssnneneneeeeesesesseesenns 99
9.1 Abstract ..... .101
9.2 Introduction..... ...101

9.3 Results and Discussion ..
9.4 Conclusions................

9.5 Materials and Methods.

9.6 ACKNOWIEAZEMENTS ..c..viiiiiiiiecieeee sttt te et este e be e st e e beessaeentaens 113
10 Misinterpretation of Molecular NMR ...........mmeeereeeeeenneeicccccccnnnnnnnees 115
11 CONCIUSIONS ..ceriiiiinnnriiiiiiiniiiiiiiierteiscssnee e sase e sssssseesesssssessaes 121

11.1 Active Diffusion of Enzymes and Chemical Catalysts........ccccevvvevererveneneneenenennes 121

11.2 Enzyme Phage CollOidsS.......couirieiiiririeniesieeiesie et ste st sae st sse e sne st eneeneesnees 126

113 OULIOOK. ...t st s 127

A APPENAIX cerereriiiiiiiriniiinieeerennmnnseeeiesesessersesesnssssssssssssessssssssssssassssssssssssssses 129

A.1 Enzyme Diffusion NMR Supplementary Information .........cccceeceeveeneecieseneecieseeeenenn 129
A.1.1 Aldolase PUTIfiCAtIoN ......ccererierierieiereeeee sttt 129
A.1.2 AldOIase ACLIVILY ASSAY ...ccueruerierierieierieeitereterte sttt ettt st sttt et sae s e s ses 130
A.1.3 Detailed Settings for the PFG-NMR EXPEriMENtS......ccvevereriienereerieneneeneeniennnes 133
A.1.4 Detailed Results of the PFG-NMR EXPEMMENTS ..c.evvverveeriereeienieeienienieseenieseenns 134

A.2 Enzyme-Phage-Colloid Supporting INformation .........cceceeceeveeeevenieniceneneeeseseeenes 139
A.2.1. Genetic Modification of M13 Bacteriophages Templates.......cc.cccccevvevverreereenen. 139
A.2.2 Scanning and Transmission Electron Micrographs of Phage-Colloid Constructs and
REFEIEINCES ...ttt ettt ettt b e st be bt ne b b en 140
A.2.3 Determination of Enzyme Loading on Phage-Colloids..........c.cccecenereininienieenne 141
A.2.4 Enzyme ACtIVIty ASSAY ..cccviiiiiiiiiiiiiiiieiiciiie e 144
A.2.5 Enzyme Kinetics CalCUlations .......cccooueverierinie ettt 145
A2.6 MiICrOPUMP SYSEEIM ..vviiiiiiiiiiiiirieient et 146

[ E] =T =T 4T 149
Acknowledgements.......ccciiieeeeeueiiiiiiiiiiiiiiinienesssessssseses 163

Declaration of AUthOrship.....c.ccccccviiiereeenenecciiiiiiininininieeenenescsceeseeeeneneneeeees 165

vii

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fiir den persénlichen Gebrauch.



Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fiir den persénlichen Gebrauch.



Abbreviations

3HT
ABEL
ACF
ALD
AMPPNP
APD
ATP
b

B

B,
By

D

Dy
Dapp
Dege
DrOt

93

AE
Ax?
DHAP
DLS
DNA
E-P-C

FBP
FCCS
FCS
FID
FPLC

His-tag modified bacteriophages (plll coat protein)
anti-Brownian electrophoretic
autocorrelation function
fructose-bisphosphate aldolase
B,y-imidoadenosine-5'-triphosphate
avalanche photo diode

adenosine triphosphate

diffusion weighting factor

magnetic field

static magnetic field strength
oscillating magnetic field strength
(translational) diffusion coefficient
diffusion coefficient in absence of interactions
apparent diffusion coefficient
effective diffusion coefficient
rotational diffusion coefficient
chemical shift

gradient pulse length

diffusion time

energy difference
mean-square-displacement
dihydroxyacetone phosphate
dynamic light scattering
deoxyribonucleic acid
enzyme-phage-colloid

viscosity

force

fructose-1,6-bisphosphate
fluorescence cross correlation spectroscopy
fluorescence correlation spectroscopy
free induction decay

fast protein liquid chromatography

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.

Es gilt nur fiir den persénlichen Gebrauch.



Abbreviations

FRET Forster resonance energy transfer

G autocorrelation function (FCS)

G gradient-pulse strength (NMR)

G3P glyceraldehyde 3-phosphate

GDH a-glycerophosphate dehydrogenase

14 gyromagnetic ratio

h Planck constant

1 angular momentum

1 spin quantum number (NMR theory)

I fluorescence/echo signal intensity (FCS/NMR)

Iy signal intensity in absence of quencher/gradient (FCS/NMR)

ISC intersystem crossing

k process rate

kg Boltzmann constant

Keat catalytic reaction rate

L length of a swimmer

A boundary layer thickness (phoretic theory)

A wavelength (optical spectroscopy)

A combined interaction parameter

M macroscopic magnetization

M, equilibrium magnetization

m; magnetic quantum number

u individual magnetic moment

u Stokes drag coefficient

N average number of fluorophores

\v nabla operator

NADH nicotinamide adenine dinucleotide

NHS N-hydroxysuccinimide

NMR nuclear magnetic resonance

NPP p-nitrophenylphosphate

Vo Larmor frequency

Wo radius in radial direction

D pressure

P product

PAGE polyacrylamide gel electrophoresis
X

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fiir den persénlichen Gebrauch.



PBS

PDB
PFG-NMR
PP

[

e

SDS
SPT

ss
STED
sulfo-SIAB
T

T

t

T

T;

T

Tp

T

TR

T
TCSPC
TPI
Tris-d11
u

v

Zg

phosphate-buffered saline

protein data bank

pulsed field gradient-NMR
pyrophosphate

interaction potential

quencher molecule

radius

hydrodynamic radius

Reynolds number

radio frequency

density

substrate (reactant)

singlet state (Jablonski diagram)
sodium dodecyl sulfate

single particle tracking

single-stranded

stimulated emission depletion
sulfosuccinimidyl(4-iodoacetyl)aminobenzoate
absolute temperature

fraction of molecules in the triplet state (FCS)
time

spin-lattice relaxation constant
spin-spin relaxation constant

lag time

translational diffusion time
fluorescence lifetime

correlation time (NMR relaxation)
triplet relaxation time

time-correlated single photon counting
triosephosphate isomerase
tris(hydroxymethyl-ds)amino-d,-methane
mass flow velocity

swimming speed

radius in axial direction

Xi

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.

Es gilt nur fiir den persénlichen Gebrauch.



Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielféltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fiir den persénlichen Gebrauch.



Abstract

Enzymes are fascinating nanomachines, which catalyze the reactions essential for life.
Studying enzymes is therefore important in a biological and medical context, but the catalytic
potential of enzymes also finds use in organic synthesis. This thesis is concerned with the
fundamental question whether the catalytic reaction of an enzyme can cause it to show
enhanced diffusion. Additionally, this thesis examines if it is possible for enzymes to
collectively affect fluid flow, when they are incorporated in functional biohybrid

nanostructures.

The diffusive behavior of enzymes is important for their distribution within cells and impacts
their ability to reach their substrates. Several reports within the last decade have claimed
that enzymes show diffusion enhancements of up to 80 %, when they are catalytically active.
Examining these claims is important to achieve an understanding of their biological function.
These reports were based on fluorescence correlation spectroscopy (FCS), which measures
the fluorescence fluctuations of individual fluorophores (here, labeled enzymes) passing
through a small focal volume. FCS is a powerful tool to study diffusion, but several photo- and
biophysical processes can interfere with FCS measurements. The work presented in this thesis
made theoretical predictions how these effects can lead to misinterpretations specific to FCS
experiments of active enzymes. Additionally, these simulations were supported by multi-
detector FCS experiments, which showed that the 80 % diffusion enhancement reported by
others is actually a misinterpretation of a complex fluorescence quenching artefact. The FCS
experiments reported within this thesis find no evidence for active enzyme diffusion

enhancement.

To completely rule out the possibility of fluorescence artefacts, another diffusion
measurement technique, which does not require labeling, was adapted for enzymes:
Diffusion nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy. Hence, the work presented in this
thesis reports the first diffusion NMR experiment of an active enzyme. Earlier reports by
others claim that enzymes, which catalyze endothermic reactions, self-propel and cause

enhanced diffusion of molecules in their surroundings. The diffusion NMR studies in this
xiii
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Abstract

thesis reveal that neither the enzymes themselves nor tracer molecules in the solution show

enhanced diffusion.

These findings of enzyme diffusion NMR measurements and the unraveling of artefacts in FCS
enzyme measurements seriously question the hypothesis that enzymes are active matter and
experience enhanced diffusion. The publication of these results was the first to
experimentally question this hypothesis. Since then, several reports by others have appeared

that support the predictions and experimental observations presented herein.

In addition to the academic interest, there is also a practical interest in enzymes due to their
fascinating properties as catalysts. Biocatalysis, which uses enzymes or whole organisms for
organic synthesis, has several advantages over conventional catalysis. Enzymes are, for
instance, highly selective and efficient, can be operated in mild conditions and are safe to
dispose of. The natural enantioselectivity of enzymes in some reactions is of special interest
for the synthesis of pharmaceuticals, which are often homochiral. However, reuse of enzymes
by recovery from reaction mixtures is problematic due to their small size and fragility.
Immobilization of enzymes onto microparticles simplifies the recovery step, but often lowers
the enzymes’ catalytic activity. In this thesis, a novel nanoconstruct is presented, which allows
easy recovery of enzymes with a magnet, but still ensures high enzymatic activity. In this
construct, filamentous viruses are utilized as intermediate immobilization templates between
the microparticle and the enzyme. This novel nanoconstruct has been termed enzyme-phage-
colloid (E-P-C). Within this thesis two applications for E-P-Cs are presented. The first
application is the repeated use of E-P-Cs as biocatalysts with easy magnetic recovery between
each reaction cycle. Activity assays showed that the enzyme had even higher catalytic
turnover, when it was immobilized on the E-P-C. In the second application, E-P-Cs were used
to construct an enzymatic micropump, which is a microdevice that creates convective flows
due to density differences with a locally catalyzed reaction. E-P-Cs can conveniently be
immobilized with a magnet onto the wall of a microcontainer to form an enzymatic
micropump. These E-P-C micropumps are shown to generate the fastest flow speeds of an
enzymatic micropump to date. Additionally, it is shown that urease E-P-Cs can pump blood at

physiological urea concentrations, which might enable medical lab-on-a-chip applications.

Xiv
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The last part of this thesis considers the diffusion of active molecular catalysts. These
synthetic catalysts have recently been reported to show enhanced diffusion in diffusion NMR
experiments similar to enzymes. This is particularly surprising as the molecular catalysts
exhibit catalytic turnover rates that are orders of magnitude lower than the ones of enzymes.
In addition to the proposed self-propulsion, it was claimed that the molecular catalysts
transfer kinetic energy to the surrounding solvent and substrate molecules, thereby causing
their diffusion enhancement. However, re-examination of these diffusion NMR studies
showed that there is no diffusion enhancement of molecular catalysts and the
misinterpretation of the diffusion NMR experiments is caused by a complex artefact due to
intensity changes over the course of the diffusion experiment, which are caused by relaxation

phenomena. These results have recently been submitted for publication.

XV
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Kurzzusammenfassung

Enzyme sind faszinierende Nanomaschinen und katalysieren alle Reaktionen, die essentiell
fir das Leben sind. Die Forschung an Enzymen ist daher notwendig fiir die Biologie und
Medizin, aber die katalytischen Fahigkeiten von Enzymen finden auch Anwendung in der
organischen Synthese. Diese Arbeit befasst sich mit der Frage, ob die enzymatische Katalyse
bei Enzymen selbst erhohte Diffusion hervorrufen kann. Auerdem untersucht sie, ob es
moglich ist fir Enzyme kollektiv Strémungen in Flussigkeiten hervorzurufen, wenn sie in

funktionale Biohybrid-Nanostrukturen eingebunden sind.

Das Diffusionsverhalten von Enzymen ist wichtig fiir ihre Verteilung in Zellen und beeinflusst
die Fahigkeit von Enzymen Substrate zu erreichen. Mehrere Berichte innerhalb des letzten
Jahrzehnts behaupten, dass Enzyme ihre Diffusion um bis zu 80 % erhéhen, wenn sie
katalytisch aktiv sind. Dies hatte grofRe Auswirkungen auf unser Verstandnis der biologischen
Funktion von Enzymen. Die erwdhnten Berichte basieren auf Messungen der
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS), bei der die Fluoreszenzfluktuationen einzelner
Fluorophore (hier, fluoreszenzmarkierte Enzyme) gemessen werden, wahrend diese sich
durch ein kleines fokales Volumen bewegen. FCS ist eine wertvolle Methode fiir
Diffusionsmessungen, wird aber von foto- oder biophysikalischen Prozessen beeinflusst.
Diese Arbeit beinhaltet theoretische Voraussagen dariiber wie diese Prozesse zu
Fehlinterpretationen speziell im Fall von FCS Messungen aktiver Enzyme fiihren kénnen.
Zusatzlich wurden diese Simulationen von Multidetektor-FCS Messungen bestatigt, was zu
der Erkenntnis fihrte, dass die berichteten 80 % Diffusionserhéhung tatsachlich auf einer
Fehlinterpretation eines komplexen Fluoreszenzléschungsartefakts basieren. Die FCS

Messungen in dieser Arbeit zeigen daher keine Diffusionserhéhung aktiver Enzyme.

Um Fluoreszenzartefakte komplett ausschlieBen zu kdnnen, wurde eine weitere Methode zur
Diffusionsmessung, welche keine Probenmarkierung bendtigt, auf Enzymmessungen
erweitert. Hierbei handelt es sich um die Methode der Diffusionskernspinresonanz-
spektroskopie (Diffusions-NMR-Spektroskopie). Diese Arbeit beinhaltet daher die ersten

Diffusions-NMR-Messungen aktiver Enzyme. Frihere Arbeiten anderer Forschungsgruppen
XVii
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