Biophysik

Einleitung

Was ist Biophysik?

Das Verstehen der Lebensprozesse in Raum und Zeit.

Die Biophysik ist interdisziplindr ausgerichtet. Richard Feynman driickt dies in "The
Feynman Lectures on Physics” (Vol.I, Chapter 35) so aus: ... the full appreciation of natural
phenomena, as we see them, must go beyond physics in the usual sense. We make no
apologies for making these excursions into other fields, because the separation of fields, as we
have emphasized, is merely a human convenience, and an unnatural thing. Nature is not
interested in our separations, and many of the interesting phenomena bridge the gaps between
fields.”

Teildisziplinien der Biophysik sind u.a.:

Molekulare Biophysik
Zellbiophysik
Neurobiophysik
Biomechanik
Kybernetik

Evolution
Strahlenbiophysik

Im Rahmen dieser Vorlesung steht die Molekulare Biophysik im Vordergrund.

Biomolekiile stellen die Basis lebender Systeme dar. Sie speichern Information und sorgen fiir
ihre Weitergabe. Sie fithren viele verschiedene Prozesse durch, z.B. die Katalyse oder den
Transport von Energie, Ladung und Materie. Die Kenntnis der Struktur und Funktion von
Biomolekiilen ist fiir viele Fachgebiete, z.B. Biologie, Biochemie, Biophysik, Medizin oder
Pharmakologie von zentraler Bedeutung.
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Lehrveranstaltungen der Abteilung Biophysik:

Biophysik I (3 SWS)
Biophysik I (3 SWS)
Hauptseminar (Blockseminar)
Praktikum

Das Biophysikpraktikum wird als Blockpraktikum abgehalten und umfasst unter anderem
folgende Versuche:

Biomolekiile: Blitzphotolyse, Photosynthese, Enzymkatalyse, Gentechnologie, DNA-
Interkalation, Lipidvesikel

Systeme/Zellen: Pigmentantennen, Ionenpore, Nervenimpuls

Organe/Organismen: Chemotaxis, Kybernetik, Wahrnehmung, Kontrastiibertragung



Die Hierarchie lebender Systeme

Abb. 1 zeigt Systeme, deren Komplexitidt mit der Anzahl der Atome zunimmt, wobei sich die
Systeme untereinander klar unterscheiden lassen.
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Abb. 1. Verschiedene Systeme mit typischer Atomanzahl.

Lebende Systeme sind hierarchisch aufgebaut (Abb. 2). Mit jeder neuen Organisationsstufe
steigt die Komplexitdt der ablaufenden Prozesse. Es ist momentan nicht moglich, die
Lebensvorginge eines Organismus gidnzlich auf der Basis atomarer Wechselwirkungen zu
verstehen. Daher wird auf allen Ebenen der Hierarchie geforscht, und es wird schrittweise
vorgegangen. Auf jeder neuen Organisationsstufe kommen neue Phinomene hinzu, die bei
weniger komplexen Systemen nicht auftreten. Einige Beispiele fiir typische physikalische
Prozesse sind in Abb. 3 aufgelistet.
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Abb. 2: DieHierarchielebender Systeme.
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Information und Konstruktion

In lebenden Systemen ist die Information gespeichert, mit der es moglich ist, neue Teile
hervorzubringen. Sie reproduzieren sich selbst. Beim Lesen und Weiterleiten der Information
ist eine groe Anzahl von Komponenten involviert, und es existieren viele Riick-
kopplungsmechanismen. Die Informationskapazitit N, eines Systems ist

N)y: A

Hier ist A die Basis, z.B. die Anzahl der Buchstaben eines Alphabets, und v die Anzahl der
Informationseinheiten, z.B. die Anzahl der Buchstaben eines Wortes.

Die folgende Tabelle zeigt N,, fir ein Wort mit vier Buchstaben, ein kleines Protein
(bestehend aus 100 Aminosduren) und eine Nukleinsdure (zusammengesetzt aus 10 Millionen
Basen). Als Informationsgehalt bezeichnet man log, N, (in Bits). Man beachte die enorme
Anzahl von Moglichkeiten fiir eine relativ kurze Proteinsequenz von 100 Aminosduren. Es
existieren nicht genug Atome im Universum, um alle Kombinationen auch nur mit einem
einzigen Exemplar zu realisieren.

Tab. 1: Informationskapazitat ver schiedener Systeme (Es existieren 20 Aminosaur en; 4 Basen bilden die

DNA).
System A v N, Bits
4-Buchst.-Wort |26 4 26" ~18.8
Protein 20 100 20! ~ 432
Nukleinsdure |4 107 410 ~2H 10’

Abb. 4 zeigt schematisch die wichtigsten Komponenten, die bei der Informationsiibertragung
und der Konstruktion von Proteinen vorkommen. Der Fluss der Information geht
tiblicherweise von der DNA iiber die RNA zum Protein (zentrales Dogma):
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Abb. 4: Biomolekile: Die Nukleinsauren speichern und transportieren Information und Utbernehmen
wichtige Funktionen bei der Produktion von Proteinen. Die Information ist in der DNA
gespeichert und wird von der RNA transportiert.

Die RNA-Synthese mittels einer DNA-Matrize wird Transkription, die Synthese der Proteine
mittels einer RNA-Matrize Translation genannt. Es existieren verschiedene RNA-Molekiile,
z.B. die Messenger-RNA (mRNA), die ribosomale RNA (rRNA) oder die Transfer-RNA
(tRNA). In den Ribosomen findet die Protein-Biosynthese statt. tRNA-Molekiile bringen die
Aminoséduren zum Ribosom, wobei es fiir jede der 20 Aminosiduren eine spezifische tRNA
gibt. Am Ribosom wird die in der mRNA gespeicherte Information abgelesen und eine
entsprechende Kette von Aminosduren synthetisiert.



Proteine

Proteine sind lineare Polymerketten, die aus Aminosduren aufgebaut sind. Die Aminosiduren
bestehen, wie in Abb. 5 dargestellt, aus einem Riickgrat und aus einer Seitenkette. Es
existieren 20 verschiedene Seitenketten.

Riickgrat

Seitenkette

Abb. 5: Schematische Dar stellung einer Aminosaure.

Die Polymerkette enthilt typischerweise 100 — 200 Aminosduren. Diese Sequenz ist in der
DNA abgespeichert. Sie stellt die Primarstruktur des Proteins dar (Abb. 6). Die
Aminoséduren werden durch kovalente Bindungen zusammengehalten; somit ist die Kette bei
Zimmertemperatur dulerst stabil.

Pobe

Abb. 6: Primar struktur eines Proteins.

Die Sekundarstruktur beschreibt die zumeist periodische, rdumliche Anordnung der
Aminoséduren (Abb. 7). Diese wird durch Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert. Beispiele
fiir Sekundirstrukturen sind die o-Helix und das (3-Faltblatt.

Abb. 7: Sekundér struktur: Schematische Dar stellung von a-Helices.



Unter der Tertidrstruktur wird die rdumliche Anordnung von Aminosduren verstanden, die
in Bezug auf die lineare Sequenz weit voneinander entfernt liegen konnen. Abb. 8 zeigt die
Tertidrstruktur von Myoglobin. Die 3-dimensionale Struktur wird durch die Sequenz der
Aminoséduren bestimmt. Sie bildet sich spontan aus der von den Ribosomen erzeugten
linearen  Polypeptidkette. Die  wichtigsten Krifte sind dabei elektrostatische
Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickenbindungen, van-der-Waals-Wechselwirkungen und
hydrophobe Wechsel-wirkungen. Die hydrophobe Wechselwirkung beschreibt die Neigung
von unpolaren Molekiilen, sich in Wasser zu groBeren Aggregaten zusammenzuschlieSen.
Ursache hierfir ist das Bestreben von Wassermolekiilen, moglichst viele
Wasserstoffbriickenbindungen auszubilden (vgl. das Verhalten von Oltropfen in Wasser).

Abb. 8: Modell des Myoglobins. Essind nur C, - Atome eingezeichnet.

Die so gefalteten Proteine stellen Strukturen mit sehr dichter Konfiguration dar. Die
Packungsdichte von Proteinen ist um 0.75 oder etwas dariiber. Zum Vergleich dazu haben die
dichteste Kugelpackung, die dichteste Zylinderpackung und ein homogener Festkorper
Packungsdichten von 0.74, 0.91 und 1. Abb. 9 zeigt die Packungsdichte der Ribonuclease S
der Bauchspeicheldriise des Rindes.
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Abb. 9: Ein Schnitt durch das Zentrum der Ribonuclease S der Rinder bauchspeicheldr ise. Ein Gitter mit
Kuben der Seitenléange 5.6 A ist Uber die Struktur gelegt. Fiir jeden Kubus ist die Zahl der
Atome, die ihr Zentrum in diesem Kubus haben, sowie deren Packungsdichte aufgefiihrt. Eine
hypothetische Schicht aus Molekilen des L dsungsmittels, die mit S bezeichnet sind, wurde zur
Definition der Proteinoberflache ver wendet.

Proteine und Funktionen

Die folgende Liste zeigt und Beispiele von Proteinen mit ihren Funktionen.

Enzyme: Lysozym
Ribonuclease
Alkohol Dehydrogenase
Speicherung: Ferritin
Albumin
Transport: Hiamoglobin
Himocyanin
Schutz: Immunoglobuline



Fibrinogen

Lichtspeicherung: Rhodopsin
Photosynthetisches Reaktionszentrum

Lichtproduktion:  Luciferase

Struktur: Kollagen
o-Keratin
Hormone: Insulin

Die Peptidbindung

Proteine bestehen aus einer Kette von Aminosiuren, die 20 verschiedene Seitenketten R
haben konnen. Eine Aminosédure ist aus einer Aminogruppe, einer Carboxylgruppe, einem
Wasserstoffatom und einer Seitenkette (Rest) aufgebaut (Abb. 10). Sie sind alle an ein
zentrales Kohlenstoffatom, das o-Kohlenstoffatom, C, gebunden.

Abb. 10: Allgemeine Struktur einer Aminosaure.

Aminosduren liegen bei neutralem pH-Wert als dipolare Ionen (Zwitterionen) vor: die
Aminogruppe (NH}) ist protoniert und die Carboxylgruppe dissoziiert (COO"). Der zentrale

Kohlenstoff C, liegt in sp>-Hybridisierung vor (Tetraeder mit Bindungswinkel 8= 109.47°).
Im Prinzip konnen Aminoséduren in zwei verschiedenen, spiegelbildlichen Konfigurationen
(Enantiomere) auftreten: Diese werden als L- und D-Aminosduren (von lat. laevus und
dexter) bezeichnet (Abb. 11). In der Proteinbiosynthese werden aber nur L-Aminosduren
codiert.

L
=~ 4 ‘u{\u /Cu\N
c' H

Abb. 11: L- und D-Aminosaur e.
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Aminoséduren werden durch Peptidbindungen zu Polypeptidketten verkniipft. Abb. 12 zeigt
die Bildung eines Dipeptids aus zwei Aminosiduren unter Abspaltung eines Wassermolekiils.
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Abb. 12: Bildung einer Peptidbindung.

Die Peptideinheit ist starr und planar, wobei der Wasserstoff fast immer gegenstindig — in
trans-Position — zum Sauerstoff liegt. Die partielle Doppelbindung zwischen dem Kohlenstoff
und dem Stickstoff der Peptidbindung verhindert eine Rotation um diese Bindung. Dieser
partielle Doppelbindungscharakter kann aus den in Abb. 13 gezeigten Bindungslingen
abgelesen werden.

Abb. 13: Peptidgruppe mit Standar dbindungsiangen in Nanometern.

Die normale Linge einer N-C-Einfachbindung betrigt 0.147 nm, die einer N-C-
Doppelbindung 0.127 nm. Die Bindungslinge in der Peptidgruppe (0.132 nm) ist also nicht
viel groBer als die der Doppelbindung. Die Energie zur Verdrehung der Bindung um den
Winkel 8 betrigt E = 88 sin? 8 [kJ/mol]. Im Gegensatz dazu sind die Bindungen beiderseits
der starren Peptideinheit Einfachbindungen, die eine grofe Rotationsfreiheit besitzen. Der
Winkel zwischen dem ¢~Kohlenstoffatom und dem Stickstoffatom wird ¢, der zwischen dem
o-Kohlenstoffatom und dem Carbonyl-C-Atom ¥ genannt.

Die Peptidgruppe ist durch ein groBes Dipolmoment P ausgezeichnet, (Abb. 14). Es betrigt
3.7 D (zum Vergleich dazu: das Dipolmoment von HCl ist 1.03 D).
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Abb. 14: Das Dipolmoment der Peptidgruppe.

Was kann aus dem Studium der Priméarstruktur gelernt werden ?

e Die Position von wichtigen Sequenzgruppen (Sequenzhomologien deuten auf dhnliche
Funktionen hin)

Die Polaritét der Proteine

Die Vorhersage der Sekundirstruktur (werden Helices oder Faltblitter gebildet?)

Die Vorhersage der Tertidrstruktur ist dagegen wesentlich schwieriger

Die evolutionire Entwicklung der Proteine

Die Evolution kann durch Vergleich der Aminosiduresequenzen von Proteinen in
verschiedenen Organismen untersucht werden. Dazu eignet sich das Elektrontransportprotein
Cytochrom c, da es in allen aeroben Organismen vorkommt. Abb. 15 zeigt die Unterschiede
der Aminosduresequenzen und den daraus entwickelten Stammbaum fiir verschiedene
Spezies.
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Abb. 15: Der Stammbaum des Cytochrom c. Die Unterschiede der Aminosauresequenzen fir
ver schiedene Spezies sind in der Tabelle aufgefiihrt. Daraus kann ein Stammbaum er zeugt
wer den.
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Weitere Untersuchungen dieser Art zeigen, dass die Geschwindigkeit der Mutationen fiir
verschiedene Proteine sehr unterschiedlich sein kann. Abb. 16 stellt die mittlere Zeit einer
Mutation fiir eine von 100 Aminosiuren fiir Cytochrom c, Globine und Fibrinopeptide dar.
Diese Unterschiede werden durch die verschiedenen Funktionen der Proteine verursacht.
Cytochrom ¢ dockt an andere Makromolekiile an; daher sind viele Mutationen fiir sein
Funktionieren nicht tolerierbar. Da Globine nur mit kleinen Molekiilen in Wechselwirkung
treten, ist eine die Funktion nicht zerstorende Mutation wahrscheinlicher. Die Fibrinopeptide
spielen bei der Blutgerinnung eine Rolle. Sie bestehen aus etwa 20 Aminosduren, die aus dem
Fibrinogen enzymatisch herausgeschnitten werden, um es in das bei der Blutgerinnung aktive
Fibrin zu iiberfiihren. Dabei ist die Sequenz der Aminosduren der Fibrinopeptide relativ

unkritisch.
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Abb. 16: Durchschnittliche Sequenzver anderung dreier Proteine, die ver schiedene Funktionen aufweisen,
in Abhangigkeit von der Zeit.

Mutationsraten — Korrektur fiir Mehrfachmutationen

Wird das Auftreten einer Aminosiuremodifikation beobachtet, so kann diese durch mehrere
aufeinander folgende Mutationen zustande gekommen sein. Aufgrund ihres Zufallscharakters
kann die tatsichliche Mutationsrate aus der Poissonstatistik abgeleitet werden. Die
Wahrscheinlichkeit fiir keine Mutation in einem Zeitintervall sei K und die fiir eine Mutation
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kM. Dann folgt fiir die Wahrscheinlichkeit fiir zweifache Mutation kM2 /2! (man beachte, dass
zuerst Mutation a und dann Mutation b und umgekehrt auftreten kann). Da die Summe der
Wahrscheinlichkeiten eins ergeben muss, folgt:

1=> P =k(d+M +
n=0

2 3
M—+M—...)=ke“"
2! 3!
=t e™

n!

=

k=¢€

(Poisson-Prozess!)

Fiir die Wahrscheinlichkeit, dass mindestens eine Mutation stattgefunden hat, gilt
N=1-Py=1-eM™. Fiir die tatsichliche Mutationsrate erhilt man M = —In(1 — N).

Die 20 Aminosiduren

Abb. 17 zeigt die Strukturformeln der 20 Aminoséduren.
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Abb. 17: Die Strukturen der 20 Aminosauren bei einem pH von 7. Alle sind in Projektion auf eine Ebene,

die den o-Kohlenstoff enthalt, dargestellt. In natura sind die Aminogruppe bzw. der
Wasser stoff oberhalb und die Carboxylgruppe bzw. die Seitenkette unterhalb der Blattebene

angeor dnet.
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Es ist niitzlich, die Aminosiuren in Gruppen einzuteilen. Man unterscheidet Aminosduren mit
aromatischen, unpolaren sowie polaren Seitenketten, wobei letztere auch Ladung tragen
konnen. Bei pH 7 sind Asp und Glu negativ, Lys und Arg positiv geladen. Eine
Klassifizierung aufgrund der Polaritit wird im nichsten Abschnitt besprochen.

Polaritit der Seitenketten

Unpolare Seitenketten haben, gemil dem Prinzip “Gleiches 1ost Gleiches’, eine geringe
Loslichkeit in Wasser. Hierzu gehoren Ala, Val, Ile, Leu, Phe, Trp und Met. Eine grofle
Loslichkeit haben neben den bereits erwihnten geladenen Seitenketten auch Asn, Gln, Ser
und Thr. Bei den anderen Aminosduren ist die Einteilung schwieriger. Es muss auch
beriicksichtigt werden, dass bei der Untersuchung von Proteinen die Aminosduren als Teil
eines Polypeptids und nicht als einzelne Aminoséduren (Zwitterionen) vorliegen. AuB3erdem ist
die Loslichkeit eines Festkorpers in Wasser ein Gleichgewichtsprozess. Sie wird sowohl
durch die Affinitit des zu 1osenden Stoffes zu Wasser (die uns interessierende Grofie) als auch
durch die Anziehung im Kristall des zu 16senden Stoffes gegeben.

Charles Tanford hat eine Methode entwickelt, um die Polaritit von Aminosduren zu
bestimmen. Er verglich die Loslichkeit von Aminoséduren in Wasser (polares Losungsmittel)
und in Ethanol (schwach polar). Da die gleiche kristalline Referenz fiir beide Messungen
vorliegt, kann die freie Energie AG; fiir den Ubergang eines Mols des zu l6senden Stoffes von
Ethanol zu Wasser berechnet werden. Diese hingt auller von der Seitenkette noch von der
geladenen Amino- und Carbonylgruppe ab. Tanford hat Glycin als Standard gewihlt, um eine
seitenkettenfreie Aminosdure darzustellen. Man erhilt fiir Glycin AG; = —19.4 kJ/mol (d.h.
Glycin wiirde spontan von Ethanol zu Wasser tibergehen, falls ein entsprechendes Experiment
durchgefiihrt werden konnte). AG; fiir die anderen Seitenketten wird nun aus der Differenz
von AG; fiir Glycin und von AG; fiir die betrachtete Aminosidure berechnet. Fiir Phenylalanin
ergibt sich AG; = —8.3 kJ/mol, da es weniger polar ist. Fiir die Seitenkette von Phe allein
erhilt man also AG; = 11.1 kJ/mol. Die freie Energie des Transfers ist positiv. Eine solche
Seitenkette wird versuchen, sich im Innern eines gefalteten Proteins aufzuhalten. Dies ist eine
Manifestation der bereits erwihnten hydrophoben Kraft. Diese Hydrophobizitit kann auch zur
Klassifizierung von Aminosiuren verwendet werden:

unpolar polar geladen (bei pH 7)
Trp Pro Asp (-)
Ile Ser Glu (-)
Tyr Thr Lys (+)
Phe Asn Arg (+) ft  steigende Hydrophobizitiit
Leu Gln
Val
Met
Cys
Ala
Gly

Die mittlere Hydrophobizitit eines Proteins Hg kann aus den freien Energien seiner
Aminoséduren wie folgt berechnet werden:
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He = ZGtiZi .

Hier ist Gy die freie Energie fiir den Transfer der Aminoséure i und % der Molenbruch dieser
Aminosdure. Allerdings funktioniert diese Methode nicht gut, um Proteine zu charakteri-
sieren. Die folgende Definition zeigt bessere Ergebnisse,

Zk:?(k
RZZ .

Der Zihler entspricht der Summation iiber die polaren Aminosduren und der Nenner der
Summation tiber die unpolaren.

Fiir diese Berechnungen miissen die Sequenzen der Proteine bekannt sein. Abb. 18 zeigt
Molenbriiche der Aminosduren fiir 5 ausgewihlte Proteine. Aus diesen Daten kann man
sehen, dass die individuelle Aminosdurenzusammensetzung deutlich unterschiedlich sein
kann. Allgemein kann man sagen, dass Met und Trp selten vorkommen, wéhrend Ala und Leu
eher hiufig sind. Die Aminosdurenzusammensetzung hingt mit der Funktion zusammen und
erlaubt gewisse Schliisse. Man sieht zum Beispiel, dass das Histon H3 relativ viel von den
positiv geladenen Lys und Arg Aminosiduren enthilt. Die Funktion der Histone ist die
Komplexierung der DNA in Chromatin. Dazu sind positive Ladungen notwendig, um die
negativen Ladungen der Phosphate zu stabilisieren. Collagen, das dritte Beispiel, hat eine
Dreifach-Helix-Struktur, zu deren Ausbildung Pro- bzw. Gly-reiche Sequenzen notwendig
sind. Das letzte Beispiel ist das Bakteriorhodopsin aus der Purpurmembran eines halophilen
Bakteriums. Als typischer Reprisentant eines integralen Membranproteins enthilt es relativ
wenige polare bzw. geladene Aminosiuren.

Histone H3

0.1

T4 lysozyme
0.1

Collagen fragment

0.3

0.2

0.1

Mole fraction amino acid

> ATCase-catalytic subunit

Purple membrane

0.1

Abb. 18: Der Anteil der ver schiedenen Aminosaur en von 5 Proteinen.
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Siure- und Baseneigenschaften von Aminosiuren

Fiir die Stabilitit und Funktion von Proteinen sind die Sédure- und Baseneigenschaften der
Aminoséduren sehr wichtig. Aminosduren konnen sowohl als Sduren als auch als Basen
fungieren.

Es folgen ein paar grundlegende Definitionen: Die Sdure ist ein Protonendonor und die Base
ein Protonenakzeptor. Fiir den Gleichgewichts-Dissoziationskoeffizienten K gilt z.B. bei der
Ionisation des Wassers (HO < OH "+ H ™),

« _[HIOH T
[H.0]

Der pH-Wert ist iiber die Konzentration der Wasserstoffionen definiert: pH = —log[H']. In
reinem Wasser ist der pH-Wert 7. In Séduren ist er kleiner, in Basen groBer als 7. Analog wird

der Gleichgewichtskoeffizient fiir Dissoziation bei Sduren definiert (AH < A™+H ¥),

« J[HIAT
[AH]

Beachte, dass der Bruch die Konzentrationen von Edukten und Produkten im Gleichgewicht
enthilt. Der pK-Wert einer Sdure ist analog zum pH-Wert definiert: pK = —log K. Wenn eine
Saure zur Hilfte dissoziiert ([AH]=[A"]) ist, ist der pH-Wert gleich dem pK-Wert. Der
allgemeine Zusammenhang ist durch die Henderson-Hasselbalch-Gleichung gegeben,

[AH]

[A]

pH = pK —log

Fir die Gibbs’sche freie Reaktionsenthalpie der Dissoziation gilt (R: Gaskonstante, T:
Temperatur in Kelvin),

AG’=-RThK .

Hier bezieht sich die freie Enthalpie auf den Standardzustand (z.B. 1 M). Fiir beliebige
Konzentrationen haben wir

= AG’ +RTIHM .

A(Bioniz -
[AH]

Im Gleichgewicht ist AGjoniz = 0. Fiir eine zusétzliche Wechselwirkung AGin: (z.B. ist bei
Biomolekiilen die Ionisation einer Gruppe oft an eine andere Gruppe gekoppelt) folgt:

=AG,, +AG,,, = AG, +RTlnw

tot int ioniz int [ AH ] + AGO .

AG
Da im Gleichgewicht AG = O ist, gilt

AG’ +AG,,
2.303RT
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Dieses Ergebnis wird nun verwendet werden, um die elektrostatischen Wechselwirkungen der
COO und der NH;" - Gruppen in Alanin zu untersuchen.

NUg - CH - Coott & NHj-CH-coo +K*

C us C“}
+ L 2
or : Ala. 2 +A\¢L +HY pK = 2.34
Ala-Bla, = “Alo-Ala + U+ 3N

*Alo -Ala-Rla 2 * Rl -Bla-Pla + H* 3.39
*Pla-(Ria) ~0la 2 ¥ Rla-(Bla) Bl (B 347
sis

AQ = 2303 RT (pk; —pK) = 2303 RT (234-3.45)

Der pK; von Alanin ist 2.34. Bei der Deprotonierung entsteht eine negative Ladung in der
Nihe der positiv geladenen Aminogruppe. Beide Ladungen stabilisieren sich gegenseitig
aufgrund von elektrostatischer Anziehung. Betrachtet man ein Alanin-Dimer oder Trimer,
sind diese Ladungen weiter voneinander separiert, und damit ist die Wechselwirkung
geringer. Daher ist die deprotonierte Form energetisch weniger giinstig, die protonierte Form
wird bevorzugt. Dies ist aus dem Ansteigen des pK;-Wertes mit der Kettenldnge ersichtlich.
Aus der Anderung dieses Wertes um 1.11 pH-Einheiten im Vergleich von Alanin mit einer
langen Polyalaninkette ergibt sich eine elektrostatische Stabilisierungsenergie im Monomer
von 6.4 kJ/mol. Abb. 19 und Abb. 20 zeigen die Titrationskurven verschiedener

Aminosiuren.

Planine :

S + !

wnarcoo | NH, - €~ LOO

8 NHZCHRCOO' f
pH , '
+ ’ ‘ & ’ Y
6} "~ pH;=6.02—¢ «NH,CHRC00~ K K
i p¥a P%,
NH,CHRCOOH
4Lt
i +
2f .
§H3CHRCOOH
NH,CHRCOO™
1 1
0.5 1.0 1.5 20
Equivalent OH™

Abb. 19: Titrationskurve fur Alanin (R=CHs). An den Wendepunkten ist die vor herrschende ionische
Form angegeben.
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Glubawic acid :
U

4

*rwé - {:,, -Co0
f.ooen )
?kz , J%%\, ?Kl
1
¢

RN

¢ o
’
0 Eaquivalent OH‘2‘0 * @ k PK R

Abb. 20: Titrationskurve von Glutaminsaure (dick durchgezogen), Histidin (durchgezogen) und Lysin
(gestrichelt).

Die pK-Werte ionisierbarer Gruppen in Aminosiuren sind in Abb. 21 aufgefiihrt.

pK, in Expected pK,

Amino acid «-COOH a-NH3 Side chain amino acid in a protein

Alanine 23 9.9 — e S
o
Arginine 18 90 I 125 >12
NH,

Asparagine 2.0 8.8 e —  —
Aspartic acid 2.0 10.0 —COOH 39 44-46
Cysteine 1.8 10.8 —SH 83 8.5-8.8
Glutamic acid 22 9.7 —COOH 43 44-46
Glutamine 22 9.1 e = —
Glycine 24 9.8 —_ R —_

i [ A\
Histidine 18 9.2 N/NH 6.0 6.5-7.0

H

Isoleucine 24 9.7 e e e
Leucine 24 9.6 S S —
Lysine 22 9.2 —NH? 10.8 10.0-10.2
Methionine 23 92 — _— _—
Phenylalanine 18 9.1 e _ _—
Proline 20 10.6 — — —
Serine 21 92 —_— _— _—
Threonine 26 104 _— _— S
Tryptophan 24 94 —_— —_ —_
Tyrosine 22 9.1 @or{ 109 9.6-10.0
Valine 23 9.6 —_— —_— —_—

Note: The pK, values in most cases are at 25°C. The expected pK, values in proteins are determined from model
compounds in which titration of side chains is decoupled from charge effects of a-substituents.

Abb. 21: pK-Werte der Aminosauren.

19



Sekundirstruktur

Die Hauptkette ist, wie bereits erwihnt, um die Peptideinheit tiber die Winkel ¢ und i frei
drehbar. Die Konformation der Hauptkette ist vollstindig festgelegt, wenn ¢ und ¥ fiir den
Rest der Kette definiert sind. Sie konnen aber nicht jeden beliebigen Wert annehmen, wie
Abb. 22 zeigt. Es ist zu beachten, dass diese Einschrinkung nur lokal ist, es ist keine
Kopplung zwischen den ¢ und y~Winkeln zweier benachbarter Aminosduren vorhanden.
Dies gilt allerdings nicht fiir Prolin.

Nonbonded 7~

contact |/
le—

radlus‘*

Ipha carbon

/AN
Sidegroup ’/ h .
/

Tl
Nonbonded !,
contact
radius ">~

Amide plane

Abb. 22: Zwei Peptideinheiten snd Uber Tetraederbindungen miteinander verbunden. Rotationen um die
Winkel @ und w sind méglich. Fir @ = w = 0 sind die beiden Peptideinheiten kollinear (linke
Abbildung). Es sind aber nicht alle Winkelwerte erlaubt, da die Atome sich zu nahe kommen
wurden (rechte Abbildungen).

Eine Rotation um ¢ = 120° entfernt den Carbonyl-Sauerstoff so weit wie moglich von der
Seitenkette (Abb. 23).

Abb. 23: Rotation von @ = 120°.

20



Falls die Drehung bei jedem o-Kohlenstoff dieselbe ist, so erhilt man eine Helix. Eine Helix
mit sich wiederholenden Einheiten kann durch die Anzahl der Einheiten pro Drehung n und
durch die Distanz d, die pro Einheit in Richtung der Helixachse zuriickgelegt wird,
beschrieben werden. Das Produkt n dist die Steighohe p der Helix (Abb. 24).

S — T ——

- =

Abb. 24: Helices mit ver schiedenen n, d, p.

Abb. 25 zeigt die Anderung der Anzahl der Einheiten pro Drehung (n) unter Variation von ¢
und . In diesem sogenannten Ramachandran-Plot sind die erlaubten Werte fiir ¢ und w
eingetragen (weiles Gebiet). Diese werden mit Hilfe von Modell- und Computerrechnungen
und den Radien der Atome ermittelt. Werden diese Radien ein wenig kleiner gewihlt
(entsprechend den kleinsten Radien, die in Kristallen beobachtet werden), so erhilt man
zusitzlich die hellgrauen Gebiete. Der oben schon erwédhnte Winkel ¢ = 120° ist besonders
giinstig fiir die Ausbildung stabiler Strukturen.
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Others from reference (1). left-handed w helices coiled coil ﬁg‘\

Abb. 25: Ramachandran-Plot.

Es muss beachtet werden, dass bei diesen Diagrammen ‘langreichweitige” Krifte nicht
beriicksichtigt sind. Unter diesen versteht man hier die Wechselwirkung zwischen Gruppen,
die in der Sequenz der Aminosduren zwar weiter entfernt sind, die sich aber aufgrund der
Faltung rdumlich nahe kommen. Die hier betrachteten ‘kurzreichweitigen” Krifte geben
jedoch wichtige Einblicke in die Proteinkonformation. Abb. 26 zeigt den Ramachandran-Plot
fiir Poly-Alanin (graue Bereiche mit durchgezogener Umrandung). Es sind drei getrennte
Bereiche erkennbar. In einem befindet sich die rechtsgingige, in einem anderen die
linksgingige o-Helix. Im dritten Bereich sind das antiparallele bzw. das parallele Faltblatt
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und die Kollagen-Helix zu sehen. (Beachte, dass sich zwischen dieser und den folgenden
Abbildungen die Definition von ¢ und y um 180° gedndert hat.)

linksgéangige
Kollagen- a-Helix
180
antiparalleles
p-Faltblatt g

helix (kommt nicht vor)
paralleles
B-Faltblatt

rechtsgéngige
a-Helix

v (Grad)
o
T

-180 o re— | \ :
0 180
¢ (Grad)

Abb. 26: Ramachandran-Plot mit den erlaubten Werten fir Poly-Alanin und Poly-Glycin.

Ebenfalls eingetragen sind die erlaubten Werte fiir Glycin (schraffierte Bereiche mit
durchgezogener und gestrichelter Umrandung). Diese Bereiche sind grofer als die von
Alanin, da ein Wasserstoffatom sterisch weniger hinderlich ist als eine Methylgruppe.

Abb. 26 gibt niherungsweise Angaben iiber die erlaubten Konformationen der Aminoséuren.
Es kann aber nicht abgelesen werden, welche Zustinde tatsichlich bevorzugt werden, da sie
keine Angaben iiber die auftretenden Energien aufweisen. Im Folgenden soll daher die
potentielle Energie als Funktion von ¢ und ¥ niherungsweise berechnet werden.

Potentielle Energie

1. Nichtbindende Wechselwirkungen

Durch Variation der Winkel @ und i dndern sich die
Atomabstinde und damit die Wechselwirkungen
zwischen den Atomen. Aufgrund von Dispersionskriften

gibt es eine anziehende Wechselwirkung, die mit einem
r° Abstandsgesetz  gut  beschricben  wird.  Bei
Annidherung zweier Atome gibt es abstofende
Wechselwirkungen, die ebenfalls mit einem Potenzgesetz
beschrieben werden, wobei der Exponent zwischen etwa

E (ergs x 1071%)

-9 und -12 liegt. Beide Wechselwirkungen sind im 2 i 6 8 10
Lennard-Jones-Potential beriicksichtigt (Abb. 27). Dabei s (A)

ist die Energie zwischen den Atomen k und | gegeben
durch:
Abb. 27: Lennard-Jones Potential.
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wobei die Vorfaktoren charakteristisch fiir die Atome K und | sind. Ein typischer Plot dieser
Gleichung ist in Abb. 27 zu sehen.

Der zweite Term ist die Londonsche Dispersionsenergie. Ihre Ursache sind induzierte Dipol-
Dipol-Wechselwirkungen. Der Dipol entsteht durch Verschiebung der Elektronenladung
relativ zur Kernladung der Atome. Der Exponent m der abstoenden Kraft wird experimentell
im GroBenbereich zwischen 9 und 12 gefunden.

2. Dipolwechselwirkung

Bei Proteinen existieren Dipolwechselwirkungen benachbarter Peptideinheiten (siehe Abb.
28).

Abb. 28: Das Dipolmoment der Peptidkette alterniert entlang der Polymer kette.

Das Dipolmoment zeigt vom Sauerstoff zum Wasserstoff und hat einen Betrag von 3.7 D.
Dieses relativ groe Dipolmoment hat wesentlichen Einfluss auf die Polypeptidkonformation.
Die antiparallele Ausrichtung der Dipolmomente fiihrt zu einer Energieabsenkung. Die

Wechselwirkungsenergie E4 zwischen zwei Dipolmomenten, zi, und i, die durch den
Verbindungsvektor T separiert sind, ist gegeben durch

£, ()= Lo 3O D),

Diese Gleichung ist aber nur fiir das Fernfeld giiltig. Genauer fiir unsere Anwendung ist die
Berechnung mit Hilfe der Partialladungen und des Coulombgesetzes.

3. Die Wechselwirkungsenergie aufgrund der Torsion

Die Einfachbindungen um ¢ und i stellen ein intrinsisches Potential gegen Drehung dar. Die
zu iiberwindenden Energiebarrieren sind relativ klein, im Bereich von ~4 kJ/mol. Die Energie
fiir die Torsion Eior kann wie folgt dargestellt werden:

E° E°
E. = 7("(1 +cos3p) + 71”(1 +cos3y).

Eg und Ey‘j sind hierbei die Hohen der Barrieren.

Abb. 29 zeigt den Verlauf der Energie als Funktion des Drehwinkels ¢ bzw. .
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Abb. 29: Torsionspotential bei Drehung um @ und .

Die Gesamtenergie der i-ten Aminosdure kann nun aus der Summe der drei Energieterme
berechnet werden, wobei die Summe iiber alle Atompaare gebildet werden muss. Weitere
Beitrige, z.B. von den Wasserstoffbriickenbindungen, den Wechselwirkungen der Seiten-
ketten oder Losungsmitteleffekte, werden nicht beriicksichtigt. Abb. 30 zeigt den mit den
obigen Gleichungen berechneten Energiekonturplot fiir Poly-Glycin.

¥i(deg)

$:(deg)

Abb. 30: Berechneter Energiekonturplot fur Glycin in einer Polypeptidkette. Die Anderungen der
Schattier ung geben 1-kcal Intervalle an.

Die Energiekonturlinien sind relativ zum Energieminimum aufgetragen. Die Minima befinden
sich in den schwarzen Gebieten. Abb. 31 zeigt die berechneten Energiekonturlinien fiir Poly-
Alanin. Die Energieminima bei ¢ = y = —60° und ¢ = ¥ = 60° sind nicht weit von den
Koordinaten der rechts- und linksgingigen «-Helices entfernt. Die Energie fiir die
rechtsgingige Helix ist aber wesentlich geringer. Dies entspricht der Priferenz fiir diese
Helixart in der Natur. Das absolute Energieminimum ist nahe ¢ = —180° und = 180°. Dieser
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Bereich enthilt das B-Faltblatt. Vergleicht man die beiden Abbildungen, so erkennt man, wie
schon in Abb. 26 zu sehen ist, dass die erlaubten Bereiche fiir Glycin groBer sind als die fiir
Alanin. Deshalb sind durch Glycin Schleifen (Zuriickfaltungen) der Polypeptidkette leichter
moglich.

Aminosiduren, die am -Kohlenstoff keine verzweigte Seitenkette haben (z.B. Lys), besitzen
Energiekonturlinien @hnlich denen von Alanin. Bei verzweigten Aminosduren (z.B. Val) sind
sie zwar qualitativ gleich, jedoch sind die erlaubten Bereiche noch kleiner.

Vi (deg)
=3

: (@)
—180 0 180
¢; (deg)

Abb. 31: Berechneter Energiekonturplot fir Alanin in einer Polypeptidkette.

Eine Ausnahme bildet das Prolin. Es ist eine Iminosdure und unterscheidet sich von den 19
vorkommenden biogenen Aminosduren dadurch, dass seine Seitenkette sowohl mit dem
Stickstoff als auch mit dem a-Kohlenstoff verbunden ist (Abb. 17). Die dadurch entstehende
Ringstruktur iibt einen deutlichen Einfluss auf die Architektur von Proteinen aus. Sie
verhindert eine Drehung um den ¢-Winkel. Die Drehung um den y-Winkel kann sich so
einstellen, dass Schleifen (Zuriickfaltungen) der Polymerkette moglich sind. Dies gilt auch fiir
Glycin.

Die Ringstruktur des Prolins bewirkt auch, dass im Gegensatz zu den anderen Aminoséuren,
die moglichen ¢- und y-Werte der vor dem Prolin auftretenden Aminosidure beeinflusst
werden. Deren Seitenkette (auller bei Gly) interferiert mit der am Stickstoff gebundenen CH,-
Gruppe des Prolin in «-helikaler Konformation. Deshalb ist die Ausbildung einer
rechtsgingigen o-Helix nicht mehr méglich. Das Prolin “bricht” somit diese Helixform.

Faserproteine

Proteine haben nicht nur die Fihigkeit zu spezifischer Bindung und Katalyse, sie dienen auch
als Strukturelemente. Die Struktur dieser Faserproteine kann zwischen der Sekundir- und
Tertidrstruktur eingeordnet werden. Drei Hauptstrukturen treten als Sekundérstrukturen auf:
die Polyprolin (Polyglycin)-Dreifach-Helix, die a-Helix und das (3-Faltblatt. Ein Beipiel fiir
erstere ist das Kollagen, das der wichtigste Faserbestandteil in Haut, Knochen, Sehnen,
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Knorpeln, Blutgefien und Zihnen ist. Es ist das am hdufigsten vorkommende Protein bei
Saugetieren (ein Viertel des Gesamtproteingewichts). Das Kollagen bildet unlosliche Fasern
hoher Zugfestigkeit. Dies ist bedingt durch die Polyprolin (Polyglycin)-Dreifach-Helix, die
aus drei Ketten besteht, welche gegenseitig durch Wasserstoffbriickenbindungen vernetzt
sind. Das heiflt, dass bei Anwendung von Zug Krifte gegen kovalente Bindungen ausgeiibt
werden miissen.

Ein anderes Faserprotein, das Keratin, bildet die Schutzschicht bei den Landwirbeltieren. Es
kommt u.a. in der Haut, in den Haaren und den Nigeln vor. Als Sekundérstruktur der Keratine
tritt vor allem die o-Helix auf.

Das beste Beispiel fiir ein Protein mit 3-Faltblatt-Struktur ist die Seide. Es wird durch lange
Polypeptidketten entlang der Faserachse gebildet. Die benachbarten Ketten sind gegenlidufig
(antiparalleles Faltblatt) und werden durch Wasserstoffbriickenbindungen zusammengehalten
(Abb. 32).

Abb. 32: Wasser stoffbr tickenbindungen in einem antiparallelen p-Faltblatt. Die Seitenketten sind nicht
eingezeichnet.

Die Wasserstoffbriickenbindungen sorgen dafiir, dass die Struktur nicht vollig gestreckt ist.
Es wird statt dessen, wie Abb. 33 zeigt, eine gewellte (gefaltete) Struktur ausgebildet. Die
Folge dieser Struktur ist, dass die Faser sehr reiflfest ist, da zu ihrer Zerstorung kovalente
Bindungen aufgebrochen werden miissen.

Abb. 33: Das B-Faltblatt weist alternierende Seitenketten auf. Die Wasser stoffbr lickenbindungen sind
gestrichdt eingezeichnet.
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Tertiarstruktur

Fiir die Darstellung von Tertidrstrukturen hat man verschiedene Moglichkeiten. Raumfiillende
Modelle sind wegen des kompakten Aufbaus der Proteine wenig illustrativ. Deshalb werden
oft die Wasserstoffatome weggelassen. Abb. 34 zeigt die Tertidrstruktur von Hexokinase mit
diesem Modell.

Abb. 34: Tertiarstruktur von Hefe-Hexokinase. Alle Atome mit Ausnahme von Wasserstoff sind
dargestellt. Der Radius der Atome, die mit dem Wasserstoff gebunden sind, ist entsprechend
gr6Rer gezeichnet. In der linken Abbildung ist die Hexokinase mit ihrem Substrat Glucose zu
sehen. Bel der Glucosebindung vollfiihrt das Protein eine deutliche K onfor mationsander ung
(Abbildung rechts).

Ein weiteres Modell besteht darin, lediglich die chemischen Bindungen des Riickgrats (und
der Seitenketten) eines Proteins darzustellen. Die vierte Stufe der Abstraktion ist, nur die o-
Kohlenstoffe zu zeichnen. Letztlich konnen auch nur besondere Strukturen (iibertrieben)
dargestellt werden, wihrend andere vereinfacht oder gar nicht gezeichnet werden. Als
Beispiel ist die menschliche Kohlensidure-Anhydrase in Abb. 35 zu sehen. Besonders
hervorgehoben ist das gedrehte [3-Faltblatt.

Abb. 35: |dealisierte Dar stellung der Tertidrstruktur der menschlichen Kohlensdure-Anhydrase. Helices
sind mittels Zylinder, Faltblatter durch Pfeile dargestellt. Die Drehung der Faltblatter kann in
dieser Darstellung gut beobachtet wer den.

Die Tertidrstrukturen sind mit den Sekundirstrukturen mittels Wasserstoffbriickenbindung,
ionischer Bindung (Salzbriicken) und van der Waals-Wechselwirkungen verbunden.
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Quartirstruktur

Die Quartérstruktur beschreibt die rdumliche Anordnung von Tertidrstrukturen (Unter-
einheiten) und die Art ihrer Kontakte. Sie besteht demzufolge aus mehreren Peptidketten, die
nicht kovalent miteinander verbunden sind. Die Untereinheiten konnen identisch oder ver-
schieden sein. Die Beriihrungsflichen der Untereinheiten sind oft funktionell bedeutsam. Die
einfachste Anordnungsmoglichkeit ist ein Protein mit zwei gleichen Untereinheiten (Homo-
dimer, o). Ein Beispiel dafiir ist die Alkohol-Dehydrogenase der Leber. Das Hamoglobin
hat vier Untereinheiten; jeweils zwei vom gleichen Typ (0232). Andere Proteine konnen
betrichtlich mehr Untereinheiten aufweisen, z.B.: 12, 48, 60.

Die Betrachtung von Symmetrieoperationen kann zur Untersuchung der Struktur von Quartir-
strukturen herangezogen werden. Da die Untereinheiten aufgrund der Chiralitit der
Aminoséduren asymmetrisch sind, konnen keine Spiegel- oder Inversionssymmetrien auftreten,
sondern nur Rotationssymmetrien. Beim Himoglobin z.B. ist ein o3-Dimer mit dem anderen
Dimer iiber eine C,-Symmetrie (Rotation um 180°) verbunden. Es werden auch Cs-
Symmetrien bei Proteinen beobachtet. Weitere wichtige Symmetrieeigenschaften sind D,-
Operationen (mindestens eine C,-Achse steht senkrecht zu einer C,-Achse) und kubische
Symmetrien, siche Abb. 36.

Abb. 36: Einige der fiir eine Gruppe von identischen Untereinheiten méglichen Symmetrieoper ationen.

29



Konformationsumwandlungen

Biopolymere besitzen im nativen Zustand zumeist wohldefinierte Konformationen, die durch
Wechselwirkungen der Molekiilgruppen innerhalb des Polymers und mit der Umgebung
(Losungsmittel, Liganden, andere Biopolymere) stabilisiert werden. Die Energie einer
Konformation ergibt sich aus einer komplizierten Bilanz stabilisierender und
destabilisierender Wechselwirkungen (Van-der-Waals, H-Briicken, Salzbriicken, hydrophobe
WW), welche durch externe Parameter (Temperatur, Druck, elektrisches Feld, pH-Wert)
verdndert werden konnen.

Charakteristische Merkmale verschiedenartigster Konformationsumwandlungen sind:
e Ausbildung wohldefinierter Strukturen iiber weite Parameterbereiche.

e Schirfe der Umwandlung in einem engen Bereich der Parameter
(‘Phaseniibergang’).

Diese fundamentalen Eigenschaften basieren auf dem Konzept der Kooperativitit zwischen
Einzelsegmenten der Biopolymere. Methoden der statistischen Physik konnen auf einfache
Modellsysteme (z.B. 1D-Ising) angewandt werden, um die Konformationsumwandlungen
thermodynamisch zu beschreiben. Als einfachen Prozess betrachten wir die Helix-Knéuel-
Umwandlung einer Polypeptidkette.

Messung der Konformationsstabilitit

Proteine sind durch einen sehr grofen Konformationsraum charakterisiert. Dennoch nehmen
sie in vivo meist genau definierte, geordnete Konformationen ein. Sie kénnen aber auch
andere geordnete Konformationen oder ungeordnete Formen annehmen, wenn man externe
Parameter, z. B. Temperatur, Druck oder chemische Zusammensetzung des Losungsmittels,
variiert. Die neue Konformation kann dabei schon durch eine verhiltnismidBig kleine
Veridnderung der externen Parameter zustande kommen.

Der Helix-Kniuel-Ubergang

Poly-L-Glutamat ist ein lineares Polypeptid, das sich fiir die Untersuchung des Helix-Kniuel-
Ubergangs sehr gut eignet. Es enthilt ionisierbare Carboxylseitenketten, deren Ladung vom
pH der Losung abhingt. Bei niedrigem pH sind die Seitenketten neutral, und das Polypeptid
faltet in eine o-Helix. Bei hohem pH sind die Seitenketten negativ geladen und stofen sich
ab. Dabher ist die kompakt aufgebaute a-Helix instabil, und die Kette liegt als Kniuel vor.
Abb. 1 zeigt den helikalen Anteil & von Poly-L-Glutamat in Abhingigkeit vom pH-Wert.
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Abb. 1: Helix-Kniiuel-Ubergang in Poly-L-Glutamat.

Die Abbildung zeigt den relativ abrupten Ubergang von der geordneten Helixstruktur zu
einem Kniuel. Dieser Ubergang verlduft steiler, als von der Henderson-Hasselbalch-
Gleichung vorhergesagt wird. Es wird von einem kooperativen Prozess gesprochen, da die
beiden Extremzustinde (nur Helices oder nur ungeordneter Zustand) bevorzugt werden. Der
Helizitdtsgrad hiangt aulerdem stark von der Linge der Polypeptidkette ab.

Der molekulare Mechanismus des Ubergangs

Fiir die genauere Untersuchung des Helix-Knéuel-Ubergangs miissen die Struktur der Helix
und die beteiligten Krifte ndher betrachtet werden. Da sich eine Wasserstoffbriickenbindung
zwischen der i-ten und (i+4)-ten Aminosiure ausbildet, werden sechs Rotationswinkel von ihr
tiberbriickt. Das bedeutet, dass die Wabhrscheinlichkeit fiir die Bildung der ersten
Wasserstoffbriicke relativ klein ist, da alle sechs Winkel einen bestimmten Wert annehmen
miissen  (d.h. die Entropie nimmt relativ stark ab). Fir die weiteren
Wasserstoffbriickenbindungen miissen dagegen nur zwei weitere Winkel fixiert werden, falls
sie sich an die erste anreihen (Abb. 2).

o o o o o o
H£ fH H‘g 1 H_g &II H_g [l HAQ I H£ ‘éll
N—C—C —N—-C~C—N-+C—+-C—N—+c—+-C—N—{Cc~+C—N—+Cc—HC—

([:l) o o

o) [e] o
H§ gll H H I = [l = g glr H_g g\l
N--C C—N—C—C~—~N—C—C—N—C—C—N C C—N—+C (e

Abb. 2: Bildung einer Helix. Fiir die Bildung der ersten Wasserstoffbriicke miissen sechs, fiir die folgenden
nur 2 Winkel fixiert werden.
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Dieser Effekt fiihrt dazu, dass die Bildung einer einzigen Helix in einer Polypeptidkette
wahrscheinlicher ist als das Auftreten vieler Helices. Ein weiterer Grund fiir die
Kooperativitit ist die Dipol-Dipol-Wechselwirkung der Amidgruppen der Helix.
Aufeinanderfolgende Peptiddipole sind eher nebeneinander angeordnet, was energetisch
ungiinstig ist. Dagegen sind die Dipole von Peptiden, die in der Helix weiter auseinander
liegen, hintereinander angeordnet. Diese Konfiguration ist mit einer Energieabsenkung
verbunden.

Einfache Theorie fiir ein Polypeptid der Linge n

Im Folgenden soll der Helix-Kniuel-Ubergang mit einem einfachen Modell untersucht
werden. Es wird angenommen, dass die einzelnen Segmente (Monomere) entweder nur in
helikaler oder in kniduelartiger Konformation vorkommen, was zu einem Zweizustands-
Modell fiihrt. Die freie Reaktionsenthalpie AG; fiir den Ubergang eines Segments von der
Kniuel- zu einer Helixkonformation ist

AG, = AH, —TAS,

wobei AH; und AS die Anderungen der Enthalpie und Entropie fiir die Umwandlung einer
Einheit sind. Die Enthalpieinderung ist durch die Bildung von Wasserstoffbriicken, die
Anderung der Entropie durch die groBere Konformationsfreiheit eines Kniuels bedingt. Die
gesamte freie Enthalpie 4Gt von N Einheiten ist aber nicht einfach n4G;, da Endeffekte
auftreten. Diese bewirken, wie oben aufgezeigt, dass sich vier Wasserstoffbriickenbindungen
weniger ausbilden konnen. AuBerdem ist die Konformationsfreiheit der ersten und letzten
Aminosdure einer Kette unabhingig davon, ob eine Helix oder ein Knéuel vorliegt. Deshalb
folgt

AG,, =(N—4)AH, —(n-2)TAS, .

. . . Helix o
Fiir die Gleichgewichtskonstante K = u ergibt sich
[Knauel |
_AG —N(AH, -TAS, )+4AH, -2TAS,
K =e RT _— e RT
~(AH,-TAS)

=K=c-k" mit k=e R
4AH,—2TAS,
c=e RT

Die Gleichung zeigt, dass kleine Anderungen von K (verursacht durch Temperatur-, pH- oder
Ionenkonzentrationsverinderung) bei groBem n eine groBe Anderung in K bewirken. Fiir die
Temperatur Tr, (T bei K = 1) erhélt man

AG,, =0=(n—4)AH, — T (n-2)AS,,
- _n-4 AH, N> 5
T mTho2 As (n=3).

Aus obiger Gleichung folgt, dass T, von der Kettenlidnge n abhingt. Experimentell beobachtet
man allerdings, dass sich Ty in einem viel groBeren Bereich von n verindert als diese
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Gleichung vorhersagt. AuBerdem kann auch die 'Schiirfe' des Ubergangs, 3—_1? |Tm , berechnet

werden:
9 _(n-4)AH, ~(n-2)TAS,

K:—:e RT
1-¢

dg | _ 1 (n=-2)°A§
dT ™ 4R (n—4)AH,

b

wobei @ den Anteil der helikalen Einheiten darstellt. Aus dieser Gleichung folgt, dass die
Schiirfe des Ubergangs mit N ansteigt, was auch experimentell gefunden wird. Allerdings
sollte die Schirfe mit der Anzahl Segmente n gegen unendlich gehen. Da dies experimentell
nicht gemessen wird, soll im Folgenden das theoretische Modell verfeinert werden.

Statistische Modelle

Modell: e lineare Kette mit N Segmenten.
e zwei Zustinde je Segment (helix/coil; h/c).
e Wahrscheinlichkeiten p"; p° (p/'+ p° =1).

h i

e, Pk g s eac R,

l— i
3 © klI

gefragt: Helizititsgrad 6 eines Ensembles von Molekiilen als Funktion &duBerer
Parameter (T, p, E, pH..)

Die Kette kann eine Vielzahl von verschiedenen Zustinden einnehmen. Die
Besetzungswahrscheinlichkeit folgt der Boltzmann-Statistik:

p'(&) = p(0)e ",
e_g%T
Ze‘% ’

Die Zustandssumme (Ze_%) ist das Bindeglied zwischen der Quantenmechanik und

Thermodynamik. Alle thermodynamischen GroBen konnen als Mittelwerte molekularer
Eigenschaften tiber die Zustandssumme berechnet werden.

normiert: p(g) =

Molekulare Zustandssumme:
q= Z (o] e_%T

O : Entartung, ¢ : mogliche Energieniveaus (Translation, Rotation, Vibration, elektronisch,
Konformation). Betrachtung einer Kette mit definierter Richtung:
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Beispiel: 4 Segmente cccc — heec — hhcec ...
Beachte: hcee # ccch

Markoff-Kette - unabhiingige Segmente

Annahme: ccce Beitrag g zuq
hcec, chee ... (o
hhce, hehe ... (03
hhhc, hhch ... O
hhhh Q4
allgemein: i xh o]
Zustandssumme:

4

q=0, +4q, +60, +40, +q, = > (*)q

i=0

4
=0, (1+4K, +6K, +4K, +K,) =g, Y ()K,:K, =1
i=0
K =% _G/a_ Gewicht einer bestimmten Konfiguration mit i Segmenten
g, Q,/9 Gewicht von ccce

Beispiel :

_[hhhc] [hhch]
~ [ecee]  [ecee]”

3 ...— Gleichgewichtskonstante

Op fillt bei Berechnung relevanter GréBen heraus = ¢p=10.B.d.A.

Beispiel:

G _ 6K,q, _ 6K,
g q1+4K,.) 1+4K,.)

6,,=6 — Anteil von Molekiilen mit 2 'h'-Segmenten.

Statistische Gewichte:

K,=e*®'fM=s  ¢c—>h:AG

K,=e?%f =g> 2c—2h:2AG

K- — e—iAG/RT — si
Beispiel allgemein

4 n . n .
q=Z_0](?)S' Q=Z_0](i”)3' =28
=(1+9)* =(l+s9)"
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Helizititserad &

_ n)g .
p(i) = ('L Wahrscheinlichkeit fiir i ' h' Segmente bei n Segmenten
q

i Ziph Xil)s
H(S):—: i —
n n nqg

s.da
_"ds_1 %a_1ding
ng n % ndlns

E

= nd+9™ =%-n(l+s)”*‘ =
ng

n(l + s)

Das Resultat ist trivial. Man hitte auch jedes Element separat betrachten konnen, da diese
nach Voraussetzung unabhingig sein sollten:

[a—

+

(7]

o= P v _ K _s
h c h C .
p+BR %ﬁrﬁplc K,+1 1+s

1

Graphische Auftragung fiir Markoff-Kette:

9-
S \
( |
| !
‘ s i 9
Titrationskurve Michaelis-Menten Scatchard plot
(semilog) (linear)
- oS o-1-2
1+107°¢° l+s S
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Regeln zur Berechnung der Zustandssumme:

1. Betrachte alle moglichen Zustinde des Systems (Molekiils). (cccc, heee, hhee, hhhe ...)
2. Definiere den Referenzzustand mit Gewicht 1. (— cccee)
3. Bestimme das statistische Gewicht eines jeden Zustands. (ceec «» heee K, = g O )

4. Berechne die Zustandssumme durch Addition der Beitrige aller Konfigurationen mit

entsprechenden Gewichtsfaktoren (g = Z(,” )Ki =1+9)").
=0
5. Berechne thermodynamische Mittelwerte aus der Zustandssumme.

Zipper-Modell (Kooperative Umwandlung)

Annahme: Wieder jedes Segment mit zwei Zustinden (c¢/h), aber nur ein helikaler
Bereich!

Statistische Gewichte:

[...ccchhhhece...]

S= Wachstum
[...ccchhheece...

ose [...ccechecc.. Keimbildung
[...ccececce..

o<<l: Initiierung erschwert (Keimbildung). Daher gibt es hochstenfalls einen helikalen
Bereich.
Zustandssumme:

q=1+) Q.05
k=1

mit Qg = (N — K + 1) Anzahl von Moglichkeiten, einen k-langen Bereich in der Kette der
Linge n unterzubringen: So ergibt sich beispielsweise fiir n=50 und k=1: Q =50, k=2: Q
=49 und so weiter.

q=1+) s‘(n+ho - ks“o

k=1 k=1

/_/%

d K
n+l)o—-s— > s
(n+1)o dsz o

n+l1
-S
=1+

n+l1

=1+ (ns™ —(n+Ds" + o

- (n+1o - (s_1)°

o s’

(s=1)°

q=1+ [sn+ns‘1—(n+l)}
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Helizitiitsgrad 0(s,0):

_ K
p(k) = (n=k+1)os" o scheinlichkeit fir k helikale Segmente
0(s.0) = < k> > kok) > k(n-k+Dos"
' n nq
sz _19Ing
gn ndlns

0(5.0)= : ns"™? —(n+22)sn+1 +(N+2)s—n .
(s=1° n(l+ (os/(s—=D*)(S™ +n—(n+1)9))

Abb. 3 zeigt Beispiele fiir eine Kette mit 16 Einheiten. Die Verteilungen von p(k) fiir <k> =
14.7, 12.0, 5.7 und 1.06 (oder entsprechend: € = 0.92, 0.75, 0.36 und 0.07) sind dargestellt.

Fir o wurde 0.0015 verwendet. Diese Daten zeigen die klare Tendenz, dass entweder lange
Helices oder gar keine ausgebildet werden.

0.4

14.7
0.2
0.1

04

120

WJJJH_

0.2

0.4
5.7 (k>
0.2
0.8
1.06
0.6
0.4
/
0.2
H S 5 S ER e WE S e S s e e e e
0 8 16
k

Abb. 3: Verteilung helikaler Linge n fiir verschiedene Werte der mittleren helikalen Linge.
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Graphische Auftragung von 6(S,0) im Zippermodell:

0

oS

OS""—-- o o e

Titrationskurve Michaelis-Menten Scatchard plot
(semilog) (linear)

Das Zipper-Modell eignet sich nur gut zur Beschreibung kurzer Ketten. Bei lingeren Ketten
ist es aus entropischen Griinden wahrscheinlich, dass mehrere helikale Bereiche auftreten.
Das Ising-Modell in einer Dimension (Ising, 1925) behandelt den Fall langer Ketten.

1-D Ising Modell

Annahme: Beliebig viele helikale Bereiche:
Beispiel: cccchhhechhhheceechhheee
Segment: n=24

h-Segmente: k=10

h-Blocke: j=3

Statistische Gewichte: hingen ab vom Zustand des vorhergehenden Segments.

[..cchhec. ]
=———— Wachstum
[..cchecc..
osS= M Keimbildung: o< 1 kooperativ, o= 1 unabhingig, o> 1 antikoop.
[..cceecc.
Zustandsumme:
q=> Q,0's"
ik
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Berechnung mit der Matrixmethode:

Betrachte ein Paar - statistisches Gewicht
d

beliebiges Segment

plus Vorgénger

cC 1

hc 1

ch oS

hh S
Matrixschreibweise:
‘Statistical weight matrix' Cc h <« Segment i

M= (17)
T

Segment i—1

Zustandssumme fiir n = 2:

Annahme:
'Vorgénger' von Segment 1='C"!
q=1-1+1-0stos-1+0s-s

cc ch hc  hh
& q=@10)-M-M-(})

= (Lo9)-M-()=(+0os0s+05)()
=1+20s+0s’

Kette mit n Segmenten:

a=a0M"()

Die Zustandssumme wird durch Diagonalisierung von M berechnet:
Ahnlichkeitsabbildung: T'MT = A = (é‘ % ):

9= MTT () T =E=(})

= LOTAT'(})

w=()

Eigenwerte von M: Det(M - AE)=0= Det(ll_i Z_S/I)
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=>4, = l[1+ st(1-9)7+ 403]

2
o)
a4 1 A1) _ 1 s-4
T = /11 _/12 (—11 l—ﬂi)_ /11 _/12(—11 ll—s)

(mit A, +4, =M, +M,, =l+sund 44, =M, M,, -M, M, =s-05).

. 1.
Einsetzen von T, A, T " in

q=LOTAT(})
liefert:

q= ATA-A) -4 A-4)
/11_/12

Néherungen:
A >, = A S>> 0 fur n— oo

q=A" =4 _ Al fur A, =0 Niherungslosung
Iy
L[ 1+s+4/(1-95) +40s
q = = .
2
Berechnung von Parametern:
<k>= Jing = non 4, mit Hilfe der Ndherungslosung,
dlns  Jdlns
0:<k>
n
0:1 S 1+ (s-1)+20 el S .
24| Ja-9?%+40s l+s
: ndlnA
<J>= ding = : mit Hilfe der Ndherungslosung
dnoc dho
. nos 2 . . 1
<|>= 2 /{(1—=9)"+40s maximal am Umwandlungsmittelpunkt, 8 = > s=1
1
<k> 1 N . T
- =— Mafd fur die mittlere Blocklange, unabhangig von n (n grofd) o <<1
< ] >6=05 \/E

o=10"° = o7 =1000

o=10" =07 =100

Keimbildung <> Entropie in 1D Systemen — kein ' Phasenliber gang' mdglich
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Defizite der Zipper / Ising Modelle

Sowohl beim Zipper-Modell als auch bei der Ising-Kette wird nicht beriicksichtigt, dass der
Nukleationskeim zur Bildung eines helikalen Bereiches aus vier Segmenten, also einer
Helixwindung, besteht. Fiir lange Ketten ist diese Vereinfachung iibrigens belanglos. Um
dieses Detail zu beriicksichtigen, miissen die statistischen Gewichte nicht nur vom
vorhergehenden Segment abhingen, sondern von den drei vorhergehenden Segmenten. Beim
Zipper-Modell ergibt sich dann das folgende Bild:

Die Wahrscheinlichkeit fiir k helikale Segmente ist gegeben durch:

(n=k+1)g,
1+) (n-k+Dg,

Wihrend im einfachen Modell gx = 0S¥, gilt im Falle eines Keims aus vier Segmenten:

p(k) =

g, =0s, g,=0’s’, g,=0's", g,=0’s", g,=0’S, g,=0'5"...
Mit der Boltzmann-Verteilung
plo=e o=
erhilt man fiir die Energie in Abhingigkeit von der Kettenlinge
E-E =—1n[(n— k+1)g/ } + const.
KT 9

Die Energie steigt bis kK = 4 an und fillt danach wieder ab. Es gibt also eine (freie)
Enthalpiebarriere bei der Helixbildung, wie schon bei der Diskussion des molekularen
Mechanismus beschrieben.

Proteinfunktion

Proteine spielen in praktisch allen biologischen Prozessen eine entscheidende Rolle. So sind
sie fiir den Transport und die Speicherung lebenswichtiger Substanzen im Korper zustindig.
Zum Beispiel ist das Himoglobin der Triager des Sauerstoffs in den Erythrozyten, wéihrend
das Myoglobin diese Aufgabe im Muskel wahrnimmt. Als weitere Aufgabe ist die
Koordination von Bewegung zu nennen. Proteine sind die Hauptbestandteile von
Muskelgewebe. Auch bei der Bewegung im mikroskopischen Bereich, wie z.B. bei der
Wanderung der Chromosomen bei der Mitose, sind sie beteiligt. Die mechanische
Stiitzfunktion von Kollagen in Haut und Knochen wurde schon erwihnt. Weitere Funktionen
sind die Erzeugung und Ubertragung von Nervenimpulsen, die Kontrolle von Wachstum und
Differenzierung oder die Immunabwehr. Antikérper sind hochspezifische Proteine, die
Fremdsubstanzen (Viren, Bakterien, Zellen) erkennen und binden konnen. Eine wichtige
Proteinfunktion ist ferner die enzymatische Katalyse.
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Enzyme

Enzyme katalysieren fast alle chemischen Reaktionen in biologischen Systemen. Sie konnen
die Reaktionsgeschwindigkeit um viele GroB3enordnungen beschleunigen. Enzyme haben ein
aktives Zentrum, in dem das Substrat wihrend der katalytischen Reaktion gebunden wird
(z.B. der Sauerstoff durch Himoglobin). Bei allosterischen Enzymen wird die katalytische
Aktivitdt durch Regelungsmechanismen beeinflusst, die aulerhalb des aktiven Zentrums im
Molekiil wirken. Fast alle Enzyme sind Proteine. Bevor enzymatische Reaktionen besprochen
werden, soll im Folgenden auf einfache chemische Reaktionskinetiken eingegangen werden.

Konzepte der chemischen Kinetik

1. Unimolekulare Reaktion

Die einfachsten reversiblen Reaktionen sind Prozesse, bei denen nur ein Molekiil beteiligt ist
(z.B. Konformationsumwandlung von Konformation A zu B),

ki
A_ " B,
ko

wobei ki mikroskopische Ratenkoeffizienten darstellen. Die Ratengleichungen fiir die
Konzentrationen der beiden Zustinde A und B lauten (es gilt [A]+[B]=[N] = constant)

—% =k [A]-k,[B]
- —%zkl[Ahk_l[A]—k_l[N]
- AL Ak N

mit A =k; + k ;, dem apparenten Ratenkoeffizienten. Die Losung der Differentialgleichung ist
(Al = alAL e +[Al,.

Hier ist [A]e die Gleichgewichtskonzentration und A[A]O =[A]- [A]eq zur Zeit t = 0.

Abb. 4 zeigt schematisch die Losung der Differentialgleichung. Die urspriingliche
Konzentration relaxiert exponentiell in den Gleichgewichtszustand.

(R)

)

Abb. 4: Losung der obigen unimolekularen Reaktionsgleichung.
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2. Zwei gekoppelte Reaktionen

Nachfolgend wird eine sequenzielle Reaktion betrachtet:
A~ B~ C.
Die Ratengleichungen sind dann

d[A]

:—kl[A]+k_1[B] ’
d[B
%: K[Al+k,[C]-(k, +k,)I[B],
%:kz[B]_k—z[C]'

Mit der Randbedingung [A]+[B]+[C]=[N] = constant folgt fiir die Losung (Variablentausch
plus Bestimmen der Eigenwerte A, » der Derminante)

[Al(t) =[A], +[Al,e ™ +[Al,e ™',
[B](t) =[B], +[B],e ™ +[Bl,e™,

wobei [A], ,und [B], ,durch die Anfangsbedingungen gegeben sind.

3. Einfache bimolekulare Reaktion

Die bimolekulare Reaktion zwischen dem Substrat Sund dem Enzym E sei
E+S_" X,

wobei X der Enzym-Substratkomplex ist. Die zu 16sende Differentialgleichung ist dann

_9IST_y (Eys)— kX

Die Erhaltungssitze liefern [E]y = [E] + [X] und [Fo = [§] + [X]. Hierbei sind [E], und [S]o
die Konzentrationen des gesamten Enzyms bzw. Substrats. Es existiert keine analytische
Losung dieser Gleichung fiir allgemeine Randbedingungen.

Fiir den Spezialfall [E]p = [S]o, und [X] = 0 bei t = 0 ergibt sich eine analytische Losung, die
aber komplex und unhandlich ist. Deshalb werden Experimente oft so durchgefiihrt, dass zeit-
unabhiingige Losungen oder Losungen nahe des Gleichgewichts verwendet werden konnen.

4. Einfache Enzymreaktion

Betrachtet wird folgende enzymatische Reaktion
E+S°" X "E+P.

Hier stellt P das Produkt der Reaktion dar. Die Ratengleichungen sind
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_@: K [EI[S]-k [X] Gleichung 1

d[ X
_AlX]_ -k [EI[S]+ (K, +k,)[X]-K,[EI[P] .

Fiir diese Gleichungen existieren keine analytischen Losungen. Selbstverstindlich ist es stets
moglich, numerische Losungen zu finden. Fiir den Sonderfall k; = k., konnen allerdings
analytische Losungen berechnet werden. Fiir diesen Fall zeigt Abb. 5 den zeitlichen Verlauf
von [X] und [P] fiir konkrete k-Werte.

1.0F= o=
— . Vs
£ o5 (X)/(B) /
& =/
- 06 (P)AP) s
© /
< 04 4
g / X)E) |
% 02 7 @)
0 N I z.—”,/ g /
ot —4 —3 =) -1

Log time (sec)

Abb. 5: Zeitlicher Verlauf der normierten Grofien X und P. Fiir die durchgezogene Kurve gilt § >> E,,
fiir die gestrichelte S) = E,.

Die Abbildung zeigt, dass fiir [E]op << [S]o schon nach relativ kurzer Zeit d[X]/dt = O ist. Es

gilt generell, dass sich schnell ein Gleichgewicht fiir den Enzymkomplex einstellt, falls die

Menge des Substrats sehr viel groBer ist als die des Enzyms. Fiir das Substrat gilt dann

ndherungsweise [S]= [S]o, und fiir das Produkt P kann fiir kleine Zeiten [P] = 0 angenommen

werden. Dann folgt

k[E][S] K [S]
X]=—L== El, =[E]+[X]=[E](1+ —=C
[X] K+, [E]l, =[E]+[X]=[ ](+k_1+k2)
[E]=—1"h
1+ﬂ Gleichung 2
k., +k,
E
X1=— e
14 =L 2 Gleichung 3
ki[Sl,

Durch Einsetzen der Gleichungen 2 und 3 in Gleichung 1 folgt daraus fiir die anfingliche
Reaktionsgeschwindigkeit V; die Michaelis-Menten-Gleichung,

diS] [S],
i T =0T Vi o oy leich 4
a7V s, (Glelchung
wobei v =Kk, [E],und K, =%ist.
1
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Viveu

Abb. 6: Reaktionsgeschwindigkeit fiir kleine Zeiten in Abhiingigkeit von [S],.
Abb. 6 zeigt Vviin Abhingigkeit von [F]o.

Einige Bemerkungen:

e Fiir die Besetzungswahrscheinlichkeit der aktiven Zentren gilt

[X] [Sl, __ Vv

[E]l, K, +[Sl, V

max

o K, ist die Konzentration an Substrat, bei der 50% der aktiven Zentren besetzt sind
(Km~107"...107° M).

o Fiir k;>>k, ist Ky = k y; ki der Dissoziationskoeffizient des Komplexes X. Ist Kn,
grof3 (klein), so ist die Bindung des Substrats schwach (stark).

® V= Vinux = ko[E]o, wenn alle Zentren gefiillt sind. Typischerweise ist ks ~ 10* s

e Unter physiologischen Bedingungen ist die Besetzungswahrscheinlichkeit oft sehr
gering, und k, ist nicht charakteristisch fiir die Effizienz. Fiir [S)o << [Km]o gilt
gemiB Gleichung 4

k
Vi = K_zm[E]o[S]o .
k2 kl . ] 1 1
Der Ausdruck —= = Tk k, wird auch 'performance number' genannt. Er ist
m 2 + -1
eine geeignete GroBe, die Reaktionsgeschwindigkeit zu beschreiben. Folgende
Liste zeigt einige Beispiele fiir k,.

Proteine k [s]
Katalase 4%10’
Urease 10*
Ribonuclease 10>-10*
Carboxypeptidase 10

Bei hohen Werten von k; ist die Effizienz eines Enzyms limitiert, da k; durch die
Diffusion auf 10*...10° M™'s ' begrenzt ist.
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Die Sauerstofftransportmolekiile — Himoglobin und Myoglobin

Der Ubergang von der anaeroben zur aeroben Lebensweise stellt einen sehr wichtigen Schritt
in der Evolution dar. Es ldsst sich in Anwesenheit von Sauerstoff 18-mal mehr Energie aus
Glukose gewinnen. Die Versorgung der Gewebe mit Sauerstoff erfolgt bei den Wirbeltieren
durch aktiven Transport des Sauerstoffs im Kreislaufsystem mit Hilfe von Sauerstoff
bindenden Molekiilen. Das Hamoglobin transportiert den Sauerstoff in den Erythrozyten des
Blutes und spielt auch eine wichtige Rolle beim Kohlendioxid- und Protonentransport. Das
Myoglobin speichert den vom Hdamoglobin gelieferten Sauerstoff im Muskel. Die Fihigkeit
von Hiamoglobin und Myoglobin, Sauerstoff zu binden, beruht auf der Anwesenheit des
Hammolekiils. Auch viele andere Proteine benotigen fiir ihre Funktion solche als
prosthetische Gruppen” bezeichnete Einheiten. Sie sind auch fiir die charakteristische Farbe
des Myoglobins und des Himoglobins verantwortlich. Abb. 7 zeigt das Myoglobinmolekiil
mit dem Hidm. Das Hiam besteht aus einem Eisenatom und einem organischen Teil, dem
Protoporphyrin IX, das aus 4 Pyrrolringen zusammengesetzt ist (Abb. 8). Das Eisenatom ist
mit 4 seiner 6 Koordinationsstellen an die Stickstoffatome der Pyrrolringe gebunden. Die
anderen beiden Bindungsmoglichkeiten sind senkrecht (auf beiden Seiten) zur Hdmebene

angeordnet.

Abb. 7: Tertidrstruktur des Myoglobins. Schwarz eingezeichnet ist die Himgruppe. Die a-Helices sind
von A bis H gekennzeichnet, die ai-Kohlenstoffe sind durchnummeriert.

46



\ / \
CH, CH, CH, CH,
\ / \ /
C\H2 H /CHZ c\H2 H /CH2
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(Fe-Protoporphyrin IX)

Abb. 8: Das Protoporphyrin IX und das Ham.

Die Hamgruppe liegt in einer Tasche im Myoglobinmolekiil. Das Hidm ist iiber das Eisen
kovalent an einen Histidinrest (das proximale Histidin oder Histidin F8 (8. Aminosdure der
Helix F)) gebunden. An einen zweiten Histidinrest (das distale Histidin oder Histidin E7), der
auf der anderen Seite der Hamebene liegt, ist das Eisen nicht gebunden. Auf der distalen Seite
kann an der sechsten Koordinationsstelle des Eisens der Sauerstoff binden (Abb. 9). Der
Polypeptidteil des Myoglobins sorgt dafiir, dass die Affinitit fiir den Sauerstoff (im Vergleich
zu Kohlenmonoxid) verbessert wird. Der Grund ist nicht in der sterischen Behinderung,
sondern in der Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem Sauerstoff und dem distalen
Histidin zu suchen.

" Histidin £7

sechste Koordinationsstelle
(Sauerstoffbindungszentrum)

Abb. 9: Modell des Hims mit der Sauerstoffbindungsstelle, dem distalen (E7) und dem proximalen
Histidin (F8).
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Bindung des Sauerstoffs an Myoglobin und Himoglobin

Die Bindung von Sauerstoff an Myoglobin kann mit einer einfachen Gleichgewichtsreaktion
beschrieben werden:

Mb+0, —* MboO, .

Aoff

Der Ratenkoeffizient fiir die Bindung wird mit A', (Einheit: M's™") und der fiir die
Dissoziation mit Ao (Einheit: s _1) bezeichnet. Die Ratengleichung lautet dann
_d[Mb] _ d[MDbO, ]
dt dt
Fiir das Gleichgewicht (d[Mb]/dt = 0) folgt

Ao [MBO, ]

on

* " 4. [Mb]O,]

= A,,[IMb][O, ] - 4, [MbO, ].

Gleichgewichtskonstante fiir Bindung

Ay =N Gleichgewichtskonstante fiir Dissoziation

Die Sauerstoffsittigung Y des Myoglobins ist dann gegeben durch

_ [MbO,] _  A,[Mb][O,]
~ [Mb]+[MbO,]  A,[Mb][O,]+[Mb] ’
A 0,1 _  [O)]

TAO1+1 AL +[O,]

Aufgrund der Proportionalitit der Sauerstoffkonzentration in der Losung mit dem
Partialdruck p, des Sauerstoffs tiber der Losung gilt

Po,

Y=
P2+ Py,

pi» ist der Sauerstoffpartialdruck, bei dem der Sittigungsgrad 50% betrigt. Mit dieser
Gleichung ldsst sich die experimentelle Sauerstoffdissoziationskurve des Myoglobins
beschreiben, (Abb. 10). Allerdings ist dies fiir Himoglobin nicht der Fall.

1,0
\Myoglobin

>

2

S 0,561

=

E

Huvd

» Hamoglobin
| | | | |

0 10 20 30 40 50

Sauerstoffdruck (pO5in Torr)

Abb. 10: Sauerstoffdissoziationskurven von Myoglobin und Himoglobin.
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Kooperativitit

Im Héamoglobin gibt es vier Untereinheiten, die miteinander wechselwirken und sich in der
Affinitidt gegenseitig beeinflussen. Dieses Phinomen wird als Kooperativitit bezeichnet, es ist
verantwortlich fiir den sigmoiden Kurvenverlauf in Abb. 10. Das Anbinden des ersten
Liganden ist erschwert, da ein Teil der Energie, die bei der Bindung frei wird, fiir
Konformations-dnderungen aufgewendet werden muss. Dies ist auch bei der Bindung des
zweiten und dritten Liganden der Fall, allerdings in geringerem Malle. Bei dem vierten
Liganden spielt das keine Rolle mehr. Die Affinitit einer Bindungsstelle fiir Sauerstoff hingt
also vom Beladungszustand der anderen Bindungsstellen ab.

Im Jahre 1913 setzte Archibald Hill folgendes hypothetische Gleichgewicht an,
Hb+nO, — Hb(O,),. 1

Es ergibt sich fiir die Sauerstoffsittigung
(p,)"

= n n ?’ 2
(p1/2) +(p02)
bzw.
Y Po
——=(—2)". 3
1-Y p1/2

Wird nun der Logarithmus auf beide Seiten angewandt und log(Y/(1-Y)) gegen den
Logarithmus des Sauerstoffpartialdrucks aufgetragen, so erhilt man den sogenannten Hill-
Plot. Daraus kann die Steigung n bei Y = 0.5, der Hillkoeffizient, entnhommen werden. Dieser
Wert gibt das Ausmal}l der Kooperativitit an, wobei der groBtmogliche Wert gleich der
Anzahl der Bindungsstellen ist (also 4 fiir Himoglobin). Fiir Myoglobin erhilt man n =1 und
fiir Hamo -

Hoag; f Sloqc'lf
7 S,
I + /i /
2 // xslope. 2.8
-1 ¢+ /
-2 g X slope 4

t } ] t LA ’ '
2 -t 0 v 2 log (po,/ Tovv)
globin N~ 2.8 (Abb. 11).
Abb. 11: Experimentell gemessener Hill-Plot fiir Himoglobin.

Beachte, dass der Hill-Ansatz eine Reaktion mit n Sauerstoff-Molekiilen annimmt, ungeachtet
des Beladungszustandes des Hdmoglobins. Das Phidnomen der Kooperativitit ist also gar
nicht beriicksichtigt. Man erkennt das Vorhandensein von Kooperativitit letztlich aus der
Abhingigkeit des Kooperativititsparameters N vom Sauerstoff-Partialdruck. Allerdings ist die
Parametrisierung mit Hilfe des Kooperativititsparameters sehr niitzlich im Vergleich
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verschiedener Himoglobine (und allgemein kooperativer Enzyme), was die weite Verbreitung
dieses Ansatzes erklért.

Adair-Schema der Kooperativitit von Himoglobin

Adair (1925) stellte 4 Reaktionsgleichungen mit 4 Gleichgewichts-Dissoziationskoeffizienten
Aq auf:

H,+0, — H, Ay, = ol PO,
[H,]
H,+0, " H, Ay, =11 PO;
[H,]
. H,]- pO
H,+O, " H A :[ 2 2
C 3 " [ [l]43]
N H. | pO
H,+0, —— H, Agy = EH4] 2
Durch wiederholtes Einsetzen von [H,] = M erhilt man:
1
H, ] pO:;
(+, < [Hal PO;
A1A2
H, ]- pO;
WRILAN-C
A1A2A3
H, ] pO;
(H, < Hal-PO;
AN AN,

Eine Komplikation ergibt sich dadurch, dass die makroskopischen Gleichgewichts-
koeffizienten A noch in mikroskopische Koeffizienten y; tiberfiihrt werden miissen. So gilt
zum Beispiel fiir die mit einem O, - Liganden beladene Form,

_ [Ho]p02
YOH IH[H I+ H T+ H T

da es vier Mikrozustinde Hi;...H;s mit einem gebunden Liganden gibt. Fiir den einzelnen

Mikrozustand ist der Gleichgewichtskoeffizient y,; = % .
1j
Mit der Annahme gleicher Bindungseigenschaften der Mikrozustinde

Q,; !
gil: A,=—2"y.  wobei Q, 24
Q,; Coo@=-ni

Fiir den Sittigungsgrad Y folgt daher:
PO,  3p0;  3p0, . pO;

_ [ I+2(HTH3H I+ 4H] o 1Y WY WYY
4([Ho]+[H 1 +[H,]+[H; 1+ [H,D) |, 4p0,  6pO;  4p0;  pO;

/4 "o Y NYaYsYa

Mit diesem Ausdruck konnen Sittigungskurven angepasst werden. Abb. 12 a zeigt die
relativen Anteile der Spezies Hgbis Ha fiir gleiche Koeffizienten ¥, wihrend in Abb. 12b #
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(H}/(H,o0)

(b)

HO H4

H,

- ———
- /,/ = ’_I-IS\
// /__f:_i_._\\\ N,
I =7 HZ B \\\ \
| 27 ! | Y
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

=42 Torr, % =13 Torr, 5 = 12 Torr, y = 0.14 gewihlt wurde, um eine optimale Anpassung
an experimentelle Daten zu erzielen.

Abb. 12: Relative Anteile der Spezies H, — H, als Funktion des Sittigungsgrades Y.

In beiden Fillen sieht man, dass bei niedrigen (hohen) Sittigungen die Spezies Ho (Ha)
dominiert, wihrend insbesondere bei den Daten in Abb. 12 b die Spezies H1 — H3 nur wenig
Gewicht haben. Es zeigt sich die Tendenz zu einem ,,alles-oder-nichts““-Verhalten.

Bohr-Effekt

Beim Hamoglobin wird die Sauerstofffreisetzung durch ein saures Milieu begiinstigt. Eine
Erniedrigung des pH-Wertes verschiebt die Sauerstoffdissoziationskurve daher nach rechts
(Abb. 13). Diese Beziehungen zwischen der Bindung von Sauerstoff, von Protonen und
Kohlendioxid wird Bohr-Effekt genannt.

Sattigung (Y)

1,0

0,6

pH 7.6

H* setzt O, frei

| | | |

20 40 60 80
Sauerstoffdruck (pO, in Torr)

Abb. 13: Effekt des pH-Wertes auf die Sauerstoffaffinitit von Himoglobin. Wird der pH-Wert von 7.6
auf 7.2 gesenkt, so wird mehr Sauerstoff im Gewebe freigesetzt.
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Energiekopplung bei der Ligandenbindung

Gregorio Weber hat 1975 die gekoppelte Bindung zweier Liganden (L, L,) an ein Makro-
molekiil (M) durch Betrachtung der freien Enthalpie untersucht. Ein Beispiel dafiir ist die
Bindung von Sauerstoff und 2,3-Diphosphoglycerat (DPG, auch: BPG) an Hamoglobin. Ein
Himoglobintetramer kann ein DPG-Molekiil binden, fiir das es eine spezifische Bindungs-
stelle gibt. Die Bindung von DPG hat einen groBBen Einfluss auf die Sauerstoffbindung des Hb
(DPG-Effekt). Es vermindert die Sauerstoffaffinitit des Himoglobins um den Faktor 26. Die
moglichen Gleichgewichtsreaktionen sind

M +L, ML, AG?

19
M+L, LM 4G,

LM+L LML AG'(2),
ML, +L, LML AGY (D),

wobei die freien Reaktionsenthalpien rechts neben den Reaktionsgleichungen stehen.
AGIO (2)ist z.B. die freie Reaktionsenthalpie fiir die Bindung von L; an M, das schon mit L,
gesittigt ist. Die freien Enthalpien sind nicht unabhiingig, sondern es gilt

AG) + AG)(1) = AG) + AG/(2) = AG’(1,2) . Gleichung 5
Hier ist AG’(1,2) die freie Enthalpie fiir die Reaktion L, + L, + M__L,ML,. AuBerdem gilt

AG!(2)-AG/ = AG) (1) - AG, = AG/, , Gleichung 6

wobei AGE2 den gegenseitigen Effekt der Liganden aufeinander beschreibt. Mit Gleichung 5
und Gleichung 6 ergibt sich ebenso

AG/, = AG’(1,2) - AG; - AG; . Gleichung 7
Das bedeutet, falls AGE2 gleich Null ist, besteht keine Wechselwirkung zwischen den
Liganden. Fiir AGE2 <0 erleichtert die Bindung des einen Liganden die Bindung des
anderen, und fiir AGE2 > ( besteht eine antikooperative Wechselwirkung.

Eine andere Moglichkeit, diese kooperative Bindung zu betrachten, geht von folgenden
Gleichgewichten aus:

L +L,+M__LML, AG’(1,2) Gleichung 8
M + Ll: ML, AGIO Gleichung 9
M + Lz: L,M AGS . Gleichung 10

Die Subtraktion von Gleichung 9 und Gleichung 10 von Gleichung 8 ergibt
ML, +LM_"LML +M |,
AG°(1,2) - AG/ - AG, = AG), .
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Diese Reaktion hat die Gleichgewichtskonstante K, ,

K,, =exp(-AG/, /RT) = LML JIM] .
’ ML, J[L,M]

Daraus folgt, dass, falls AGE2 <0bzw.K,> 1, [LoML] und [M] gegeniiber den halbge-

sittigten Formen bevorzugt werden. Nun ist es interessant zu untersuchen, wie gro AG/,

sein muss, um die Verteilungen der Liganden signifikant zu veridndern. Dazu werden folgende

Teilsdttigungen definiert,
Y = [L,ML, ]+[ML]

2

1 [Mg]
Y, _ILMLI+ILMT
[M ]
Yu:[LzMLI] ’
[M]

und [M,]=[M]+[ML ]+ [L,M]+[L,ML,]. Werden nun [L,] und [L;] so eingestellt, dass
Y, =Y, =0.5gilt, so folgt
2
Ky, = Yo 2
(0.5-Y,,)
AGE2 =-2RTIn (2Y,, /(1-2Y,,)).

Abb. 14 zeigt AGE2 in Abhingigkeit vom Grad der (doppelten) Sittigung von M (Y2).

AGY?, (kcal mole™ )
=

Abb. 14: AGE , in Abhiingigkeit von Y.

Fiir 2Y), = 1(0) liegen alle gebundenen Liganden in der Form L,ML; (ML, und L,M) vor. Ist
dieser Wert gleich 0.5, so ist keine Kopplung vorhanden, d.h. alle Formen sind mit der
gleichen Wahrscheinlichkeit vertreten. Abb. 14 zeigt auBerdem, dass schon kleine
Anderungen der freien Enthalpie zu groBen Verschiebungen in der Ligandenbindung fiihren

koOnnen.
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Nuclelnsauren

Nucleinsduren sind fir die Speicherung und den Transport der genetischen Information
zustandig. Auch sind sie an der Proteinbiosynthese beteiligt. Man unterscheidet DNA
(Desoxyribonukleinsdure) und RNA (Ribonukleinsaure). Die Gene aller Zellen bestehen aus
DNA. Sie ig ein sehr langes, fadenférmiges Makromolekil, das aus zahlreichen
Desoxyribonukleotiden besteht. Diese wiederum sind aus einer Base, einem Zucker und einer
Phosphatgruppe aufgebaut. Die Basen sind die Trager der genetischen Information, wahrend
die Zucker und Phosphate strukturelle Aufgaben erfillen.

Primérstruktur

Die Primérstruktur einer Nucleinsdurekette ist in Abb. 1 schematisch dargestellt. Die
Phosphat- und Zuckergruppen bilden das GerUst, und die verschiedenen Basen sind
symbolisch dargestellt. Der Zuckeranteil besteht aus der Desoxyribose, die ein Sauerstoffatom
weniger besitzt als die Ribose (Abb. 2). Die stickstoffhaltigen Basen sind Derivate des Purins
oder des Pyrimidins. Als Purine kommen in der DNA Adenin (A) und Guanin (G), als
Pyrimidine Thymin (T) und Cytosin (C) und in der RNA das Uracil (U) anstelle des Thymins
vor (Abb. 2).

G A G

Abb. 1: Die schematische Dar stellung der Primar struktur einer Nukleinsdure.

In einem Desoxyribonukleotid ist das C1'-Atom der Desoxyribose mit dem N1-Atom eines
Pyrimidins oder dem N9-Atom eines Purins verbunden. (Mit einem Strich werden die Atome
des Zuckers, ohne Strich die des Purin- oder Pyrimidinrings bezeichnet.)

Ein Nukleosid besteht aus einer an einen Zucker gebundenen Purin- oder Pyrimidinbase. Ein
Phosphatester eines Nukleosids wird Nukleotid genannt. In natura ist gewohnlich die OH-
Gruppe am C5'-Atom des Zuckers mit einer oder mehreren Phosphatgruppen verestert. Solche
Molekile werden 5'-Nucleotide genannt.

NH,

NH, o)
N1/ 5 ;\l\ H\Nl ¢ 5 7N
BASES K 4| 9> /K l 9> )3\
X3 4/ 6 s
NN N SN N X 1 K]
R R I

Adenine Guanine Cytosine Uracil Thymine
A G C 8]
5" 5
HO—CH, O, Base HO—CH, O Base
SUGARS & 1y & 1
32 3 2'
OH OH OH H
(a) Ribose Deoxyribose

Abb. 2: Struktur der Nukleinsdur enbestandteile: die gewohnlichen Basen und Zucker.



Abb. 3: Primarstruktur einer DNA.

Sekundarstruktur

Das Ruickgrat des DNA-Molekils wird Uber
Desoxyriboseeinheiten, die {ber Phosphatgruppen
verknipft sind, gebildet. Eine Phosphodiesterbriicke
verbindet die 3'-Hydroxylgruppe einer Zuckereinheit mit
der 5-Hydroxylgruppe des nadchsten Zuckers. Der
variable Anteil der DNA ist die Sequenz der vier
verschiedenen Basen. Diese Struktur ist in Abb. 3 zu
sehen.

Wie die Polypeptide hat auch die DNA-Kette einen
Richtungssinn, da das eine Ende der Kette mit einer 3'-
Hydroxylgruppe, das andere Ende mit einer 5-
Hydroxylgruppe enden muss. Nach Ubereinkunft
schreibt man die Basensequenz in der 5' = 3'-Richtung.
(Vergleiche: die Aminosauresequenz eines Proteins wird
in der Amino = Carboxylrichtung geschrieben.)

Die dreidimensionale Struktur der DNA wurde 1953 von James Watson und Francis Crick
aufgrund von Rontgenbeugungsbildern aufgeklart. Sie fanden, dass die DNA aus zwei
helikalen Polynucleotidstrangen besteht, die sich um eine gemeinsame Achse winden und in
entgegengesetzte Richtungen verlaufen. Das Skelettmodell der DNA ist in Abb. 4 dargestellt.

Abb. 4. Skelettmodell der B-DNA-H€ix. Die Struktur wiederholt sich mit einer Periodizitat von 10

Nukleotiden.
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Abb. 5: Schematische Dargellung eines Stranges einer DNA-Doppelhelix (entlang der Helixachse
gesehen). Die Basen zeigen nach innen; das Zucker-Phosphat-Rickgrat liegt au3en. Die zehnfache
Symmetrieist leicht zu erkennen.

Im Inneren der Helix befinden sich die Purin- und Pyrimidinbasen, wahrend auf3en die
Desoxyribose- und Phosphatreste zu finden sind (Abb. 5). Die Ringebenen der Basen
stehen senkrecht zur Helixachse, und die Zucker stehen fast senkrecht zu den Basen. Die
Reihenfolge der Basen, die die genetische Information représentiert, ist in keiner Weise
eingeschrankt. Der Durchmesser der Helix ist ungefahr 2 nm. Jede Base ist um einen
Winkel von 36° Grad gegenuber der benachbarten Base verdreht und 0.34 nm von ihr
entfernt (in Bezug auf die Helixachse). Da eine volle Windung der Helix 10 Basen
enthélt, wiederholt sich die Struktur nach 3.4 nm. Wasserstoffbriicken halten die beiden
Ketten der Doppelhelix zusammen (Abb. 6).

Abb. 6: Die atomaren Strukturen von Watson-Crick A-T (oben) und G-C (unten) Basenpaaren.
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Adenin paart mit Thymin, Guanin mit Cytosin. Abb. 6 zeigt, dass die Abstéande zwischen den
C1-Atomen der Zucker sowie die eingezeichneten Winkel bei A-T- und C-G-Paaren gleich
sind. Somit lassen sich diese Basenpaare ohne Stérung in die Doppelhelix integrieren.
Verschiedene helikale Anordnungen konnen mit Hilfe der Watson-Crick-Basenpaare
aufgebaut werden. Auler der oben beschriebenen DNA-B mit 10 Einheiten pro Windung
existiert z.B. auch eine DNA-A, die 11 Einheiten pro Windung besitzt. Hier sind die
Basenpaare gegen die Helixachse um 20° geneigt. Die beiden Formen kodnnen durch
Anderung der Hydratisierung ineinander berfiihrt werden.

Tertidrstruktur

Die meisten RNA-Molekile sind einzelstrangig, doch enthalten viele auch ausgedehnte
Regionen mit Doppelhelixstruktur, die durch haarnadeldhnliche Faltungen entstehen. Als
Beispiel fur die Tertiarstruktur einer Nukleinséure ist in Abb. 7 die Hefe-Phenylalanin-tRNA
gezeigt. Die Struktur der Hefe-tRNA ist viel stérker ausgedehnt als die von globuléren
Proteinen. Es existieren helikale Bereiche, die durch Wasserstoffbriicken verbunden sind
sowie Bereiche ohne Wasserstoffbriicken, die fir die Schleifenbildung zustéandig sind. Die
Sekundarstruktur hat eine Kleeblattform. Nur wenige Tertidrstrukturen von Nukleinsduren
sind bisher in atomarem Detail bekannt.

3/ Acceptor end

Anticodon bases

Abb. 7: Tertidrstruktur von Hefe-Phenylalanin-tRNA. Die Purine sind als rechtwinklige, Pyrimidine als
guadratische Plattchen dargestellt. Wasser stoffbriicken sind durch Striche zwischen den
Plattchen zu sehen.
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Proteinbiosynthese

Die in der DNA gespeicherte genetische I nformation codiert die Abfolge von Aminosduren in
den Proteinen. In der Proteinbiosynthese wird die Reihenfolge der Basen (Basensequenz) in
eine bestimmte Aminosauresequenz Ubertragen. Allerdings wird die Proteinsynthese nicht
direkt von einer DNA-Matrize bestimmt. Vielmehr ist dies ein komplexer, zweistufiger
Prozess, an dem sowohl Proteine als auch RNA-Molekile beteiligt sind.

DNA = RNA = Protein
Transkription Translation

Im ersten Schritt, der Transkription, wird die Nukleinsduresequenz eines Gens auf der DNA mit
Hilfe einer RNA-Polymerase, einem Proteinkomplex, in eine korrespondierende RNA-Sequenz
Ubertragen. Dieses RNA-Molekil kann selbst strukturelle Funktion haben, wie bei der Transfer-
RNA (tRNA), die die Aminosduren zu den Orten der Proteinbiosynthese, den Ribosomen,
bringt. Ribosomen selbst sind Protein-RNA-Komplexe, bestehend aus einer grof3en Zahl von
Proteinen sowie der ribosomalen RNA (rRNA). In der Tat Ubernimmt die rRNA die
enzymatische Funktion der Polypeptidsynthese im Ribosom. RNA-Molekile mit
Enzymfunktion werden als 'Ribozyme bezeichnet. Ferner kann die RNA auch als
Nachrichtenlbertréager wirken. Dann wird sie Messenger-RNA (mRNA) genannt. Diese dient
als Matrize zur Polymerisierung von Aminosauren im Ribosom. Es gibt viele verschiedene
tRNA-Molekile (mindestens eine fur jede Aminosaure) mit unterschiedlichen Anticodon-Basen
(Abb. 7), die mit den drei Basen auf der mRNA Basenpaarung durchfihren kdnnen. Jede tRNA
wird durch spezifische Enzyme mit der dazugehtrenden Aminosdure beladen. Somit kann
durch sequentielles Anbinden von tRNAs an die mRNA und damit gekoppelter Polymerisation
von Aminosauren die Trandation erfolgen.

Der genetische Code

Die Basensequenz eines Gens ist kollinear mit der Aminosdure des dazugehorigen
Polypeptids. Der genetische Code gibt die Beziehung der Basensequenz der DNA und der
Aminosauresequenz der Proteine wieder. Er ist nahezu universell (Ausnahmen gibt es auch,
z.B. bel den Mitochondrien in menschlichen Zellen). Gruppen aus jeweils drei Basen
(Tripletts) codieren eine Aminosaure (Abb. 8).

Es exigtieren 3 Kettenterminationssignale, so dass 61 der 64 Codes die 20 verschiedenen
Aminosauren spezifizieren; der Code ist also entartet. Er ist dabei so organisiert, dass
Mutationseffekte minimiert werden: Veranderungen der Basenkombination sind méglich,
ohne dass die zu codierende Aminosaure verdndert wird. So kommt es zum Beispiel bei
einigen Aminosauren Uberhaupt nicht darauf an, welche Base an der dritten Position im
Triplett steht (z.B. Val), wahrend bei anderen eine Purinbase (z.B. Arg) bzw. Pyrimidinbase
(z. B. His) an Position 3 stehen muss. Bei Anderungen an Position 1 bleibt der Charakter der
Aminosaure (hydrophob, polar, geladen) im Wesentlichen erhalten. Diese Redundanz
ermdglicht der DNA nicht nur, eine sinnvolle Peptidsequenz zu codieren, sondern gleichzeitig
eine geeignete, thermodynamisch stabile Nukleinsduresequenz anzunehmen.
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erste Position zweite Position dritte Position
{5'-Ende) ) {3’-Ende)
U C A G

Phe Ser Cys u

U Phe Ser C
Leu Ser A

Leu Ser G

Leu Pro His Arg U

C Leu Pro His Arg C
Leu Pro Gin Arg A

Leu Pro Gin Arg G

lle Thr Asn Ser U

A _ lle Thr Asn Ser Cc
Thr Lys Arg A

Thr Lys Arg G

Val Ala Asp Gly U

G Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A

Val Ala Glu Gly G

Abb. 8: Der genetische Code.

Membranen und Lipide

Biologische Membranen sind hauptséchlich aus Lipiden und Proteinen aufgebaut. Sie werden
durch nicht-kovalente Bindungen zusammengehalten. Abb. 9 zeigt eine schematische
Darstellung.

Abb. 9: Modell der Struktur einer biologischen Membran. In der Lipiddoppelschicht sind die Proteine
(als Sphéroide dar gestellt) integriert.
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Jede lebende Zelle ist von einer auReren Membran (der Plasmamembran) umgeben.
Membranen sind fir Lebensprozesse unerlasslich, denn sie grenzen die Zellen von ihrer
Umgebung ab; sie verleihen ihnen Individualitdt. Sie sind aber keine unpassierbaren Mauern,
sondern fur bestimmte Molekile durchlassig. Membranen umschlief3en aber nicht nur eine
ganze Zelle, sondern sie kommen auch innerhalb der Zelle vor. In Eukaryonten (Zellen mit
Zellkern) sind auch der Zellkern und die Zellorganellen (z.B. Mitochondrien, Chloroplasten)
von Membranen umgeben.

Tab. 1. Zusammensetzung ver schiedener Zellmembranen in Gewichtsprozenten

Ratio of
Protein Lipid Carbohydrate protein
Membrane <) %) 0) to lipid
Myelin 18 79 3 0.23
Plasma membranes
blood platelets 33-42 58-51 7.5 0.7
mouse liver cells 46 54 2--4 0.85
human erythrocyte 49 43 8 1.1
amoeba 54 42 4 13
rat liver cells 58 42 (5-10y° 1.4
L cells 60 40 (5-10) 1.5
HeLa cells 60 40 24 1.5
nuclear membrane of rat liver cells 59 35 29 1.6
retinal rods, bovine 51 49 4 1.0
mitochondrial outer membrane 52 48 (2-4) 1.1
Sarcoplasmic reticulum 67 33 — 2.0
Chloroplast lamellae, spinach 70 30 6y 23
Mitochondrial inner membrane 76 24 (1-2) 32
Gram-positive bacteria 75 25 (10) 3.0
Halobacterium purple membrane 75 25 — 3.0
Mycoplasma 58 37 1.5 1.6

Aulerdem wird der Informationsfluss zwischen Zellen und ihrer Umgebung von Membranen
kontrolliert. Sie haben spezifische Rezeptoren fur dul3ere Reize. Membransysteme sind auch
far den Ablauf der beiden wichtigsten biologischen Energieumwandlungsprozesse essentiell:
Die Photosynthese (Umwandlung von Licht in chemische Bindungsenergie) spielt sich in der
inneren Membran der Chloroplasten, die oxidative Phosphorylierung (Erzeugung von ATP
(Adenosintriphosphat) durch Oxidation von Brennstoffmolekilen) an der inneren
Mitochondrienmembran ab.

Membranen sind schichtartige Strukturen, deren Dicke zwischen 6 und 10 nm liegt. Sie
bestehen neben den oben erwahnten Lipiden und Proteinen auch aus Kohlenhydraten, die mit
den Lipiden und Proteinen verknlpft sind. Das Gewichtsverhaltnis von Proteinen und Lipiden
liegt fur die meisten biologischen Membranen zwischen 4.1 und 1:4 (Tab. 1).

Die Membranlipide sind relativ kleine Molekile mit einem hydrophoben und einem
hydrophilen Ende. In wassriger Losung bilden die Lipide spontan geschlossene
Doppelschichten aus (Abb. 10).
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Abb. 10: Schematische Dar stellung von M embranlipiden.

Die hydrophoben Kettenenden der zwei Schichten lagern sich so aneinander, dass die
hydrophilen Teile die AulRenseite der Membran bilden. Lipide mit Doppelketten bilden
sowohl planare als auch kugelférmige Doppelschichten (Vesikel). Dagegen bevorzugen
einkettige Lipide die Struktur der Mizelle (Abb. 10). Die Membranen stellen fir geladene und
polare Molekile Barrieren dar. Metabolite kénnen durch Poren (erleichterter Transport) oder
durch lonenpumpen und andere Transportsysteme (aktiver Transport) die Zellmembran
durchqueren. Kleine, unpolare Molekile vermdgen auch durch Diffusion in die Zelle zu
gelangen.

Membranen sind flissige Strukturen. Die Lipidmolekile kénnen in der Membranebene rasch
diffundieren. Die mittlere quadratische Distanz, die ein Lipidmolekdl in der Zeit t zurticklegt,
kann mit

(x2) = 4Dt

berechnet werden (der Faktor vier reflektiert die 2-Dimensionalitét der Membran). Fir den
Diffusionskoeffizienten ergeben sich Werte um 10® cm?/s. Ebenso sind Rotationen um die
eigene Achse leicht moglich. Allerdings sind die beiden Schichten der Membran gut
voneinander getrennt. Ein Lipidmolekil wechselt daher relativ selten von der einen Schicht
zur anderen (Flip-Flop).
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Lipide

Lipide unterscheiden sich deutlich von Proteinen und Nukleinsduren. Sie sind nicht gut
wasserldslich; in Chloroform und anderen organischen Losungsmitteln |6sen sie sich dagegen
sehr gut. Sie dienen als Brennstoffmolekile, als Energiespeicher, als Signalmolekile und, wie
oben gezeigt, als Membrankomponenten. Von letzteren gibt es drei Hauptgruppen:
Phospholipide, Glykolipide und Cholesterin.

Die Phospholipide kommen in allen biologischen Membranen in grof3en Mengen vor. Sie
leiten sich vom Glycerin oder Sphingosin ab. Abb. 11 zeigt die Komponenten des
Phosphoglycerids (das Phospholipid, das sich vom Glycerin ableitet). Es besteht aus einem
Glycerinriickgrat, zwei Fettsaureketten und einem phosphorylierten Alkohol.

F‘ettséiure —

Fettsaure |—

S0 0<—0

—  Phosphat  Alkohol

Abb. 11: Komponenten eines Phosphoglycerids.

L ipoproteine

Lipoproteine im Blutplasma sind nicht-kovalent gebundene Molekile aus Lipiden und
Proteinen. An Bakterienoberflachen kommen auch kovalent gebundene Lipoproteine vor. Die
vier Hauptgruppen der Plasmalipoproteine sind die Chylomikronen, die Lipoproteine sehr
geringer Dichte (very low density lipoproteins, VLDL), die Lipoproteine geringer Dichte (low
density lipoproteins, LDL) und die Lipoproteine hoher Dichte (high density lipoproteins,
HDL). Die Eigenschaften der letzteren drei sind in Tab. 2 zu sehen. Die erste Zeile enthdlt die
unterschiedlich grof3en Dichten dieser Lipoproteine, die fir die Namensgebung verantwortlich
sind. Ein geringerer Lipidanteil geht einher mit einem groReren Proteinanteil (und damit
hoherer Dichte). In VLDL kommen hauptséchlich Triglyceride, in LDL Cholesterin und in
HDL Phosholipide vor.
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Tab. 2: Eigenschaften von Plasma-L ipopr oteinen

Property Very low density Low density High density
Density (g/cm?) 0.95-1.006 1.019-1.063 1.063-1.21
Molecular weight 5 x 108 2 x 108 1.7 x 10° to 3.6 x 10°
Percentage protein 10 25 50
(by weight)
Major protein components Apo-C-I (57 amino acids) Apo-B (up to Apo-A-I (245 amino acids)
Apo-C-II (78 amino acids) 275,000 mol wt) Apo-A-II (dimer of two
Apo-C-II1I (79 amino acids) 77-amino acid chains)
Apo-E (33,000 mol wt)
Apo-B
Protein secondary 73% o helix 25% o helix 70% o helix
structure 27%, other 37% B sheet 11% B sheet
37% disordered 199 disordered
Apoprotein secondary 56% o helix 52% o helix
structure 10% B sheet
389 disordered
Lipid content (as
percentage of total
lipoprotein weight)
triglycerides 55 6-8 Small
phospholipid 20 21-22 >20
cholesterol 10 7-8 Small
cholesterol esters 5 36-41 © 15

Die Lipoproteine haben zwei Hauptfunktionen. Sie enthalten Signale zur Regulation des
Transports bestimmter Lipide an spezifischen Zellen und sie solubilisieren stark hydrophobe
Lipide (z.B. ermdglichen sie den Transport von wasserunldslichen Lipiden, z.B. Cholesterin).
Hohere HDL-Werte scheinen mit einem verringerten Risiko arteriosklerotischer
Gefal3erkrankungen einherzugehen, wahrend ein erhohtes Konzentrationsverhaltnis
LDL/HDL dieses Risiko erhoht. Arteriosklerotische Plaques enthalten viel Cholesterin.

Nukleoproteine und Glycoproteine

Nukleoproteine sind Komplexe aus Proteinen und Nukleinsduren. Sie kdnnen mehrere
Nukleinsduren und eine grole Anzahl von Proteinen enthalten (Tab. 3). Die in
Nukleoproteinen vorkommenden Proteine sind meistens klein, mit Molekulargewichten
zwischen 10000 und 25000. Viele Proteine sind mit einer einzigen Nukleinsdure assoziiert,
manchmal auch nur mit einem bestimmten Teil der Nukleinsdurehelix.

Tab. 3: Eigenschaften einiger Nukleoproteine

"Nucleosome E. coli Tobacco
Property (chromatin) 708 ribosomes mosaic virus Phage P22 Adenovirus
Molecular weight 24 x 103 2.6 x 10° 4.0 x 107 ~55%x 107  ~16 x 108
Percentage protein (by weight) 45 33 95 50
Number and kind of nucleic acids 1 DNA 3 RNAs 1 RNA 1 DNA 1 DNA
Number of proteins 9 57 2,130 ~ 500 > 2,500
Number of different proteins 5 53 1 6
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Im Gegensatz zu Pflanzen und Bakterien, die Zellwande fir die mechanische Rigiditét oder
zum Schutz gegen osmotischen Schock haben, haben Tiere (und Menschen), ausschlieflich
lipidhaltige Zellmembranen. Diese enthalten u.a. Glycoproteine, d. h. Proteine mit
Oligosacchariden. Der Zuckergehalt kann von ein paar Molekilen bis zu einem substantiellen
Gewichtsanteil des Proteins variieren. Ein Beispiel fur ein Glycoprotein ist die Ribonuclease
A, die sich von der Ribonuclease B durch ein zusdtzliches Oligosaccharid unterscheidet.
Manche Glycoproteine sind sehr resistent gegentiber thermischer Denaturierung. Aul3erdem
sind die Zuckeranteile potente Antigene, die quasi einen Stempel darstellen, so dass das
Immunsystem sie von fremden Organismen unterscheiden kann. Weitere Funktionen sind
wahrscheinlich die Zell-Zell-Erkennung und die Oberflachenrezeption von Proteinen und
kleinen Molekilen.

Polysaccharide

Polysaccharide sind Zuckerpolymere. In ihrer einfachsten Form sind sie lineare
Homopolymere, bei denen die fundamentale Einheit eine Zuckereinheit it und alle
Verbindungen zwischen den Zuckern gleich sind. Beispiele fur Polysaccharide sind die
Amylose (eine Komponente der Starke zur Speicherung von Nahrstoffen in Pflanzen), die
Cellulose (eine Hauptkomponente in Holz und anderen Pflanzenfasern), das Chitin (das im
Skelett der Insekten und anderer Arthropoden vorkommt) und das Glycogen (eine
Speicherform der Glukose). Abb. 12 zeigt u.a. die Primérstrukturen der ersten drei Beispiele.

CH,OH CH,OH

Amylose

CH,OH CH,OH

Cellulose, R = OH

’ |
Chitin, R =NH—C—CH,

COOH CH,OH
~ B
0O|.. KoH o BN

HO
OH NHAc

Hyaluronic acid

CH,080;3 GCOOH CH,0803 COOH

Q o} :l‘——O j—o
o o o o
OH OH OH >{ >{
—0 @omo | | 0o | | O-|—
OH N

NHSO3 NHSO3 003

Heparin

Abb. 12: Primarstruktur einiger typischer Polysaccharidketten. Das Numerierungsschema ist flr den
Hexose-Zucker in Amylose aufgefiihrt.



Die Primérstrukturen der Polysaccharide sind sehr regulér. Sie beinhalten grofRe Blocke einer
einzigen Einheit oder vieler Einheiten, die sich wiederholen. Die Sekundérstruktur von Faser-
Polysacchariden, wie Chitin oder Cellulose, ist sehr starr. Die sterische Behinderung der
grof3en Zuckereinheiten schrankt die Anzahl der Konformationen stark ein. Die Fasern sind
genug geordnet, um detaillierte Rontgenbeugungsaufnahmen zu gewahrleisten, aber deren
Interpretation ist aul3erordentlich schwierig. Die Tertiarstrukturen zeigen Faltungen der
helikalen Sekundarstrukturen. Viele Fragen zur Struktur der Polysaccharide sind nicht geklart.
Einige sind: Wie verandern Modifikationen der kovalenten Bindungen die Sekundar- und
Tertidrstruktur? Wie wechselwirken Polysaccharide mit anderen biologischen Molekilen?

Die Membran als Energiebarriere

In biologischen Systemen stellen Membranen eine chemisch stabile Energiebarriere dar, die
Substanzen (insbesondere ionenhaltige) verschiedener Konzentrationen voneinander zu
trennen vermag. Abb. 13 zeigt die freie Enthalpie fir den Ubergang Ldsungsmittel-Membran-

L dsungsmittel.

Cv/‘ C\M Cw
B /// I IR
| I
G A | i
AG,,

’.
¥
Abb. 13: Verlauf der freien Enthalpiein der Nahe einer Membran.

Die Konzentration der betrachteten Teilchen im Lésungsmittel (Wasser) wird mit c,, die in
der Membran mit ¢y, bezeichnet. AG ,, ist die Differenz der freien Enthalpien beider Bereiche.
Fur die Konzentrationen gilt: ¢y, = ¢y exp(-AGn/RT) Die Hohe der Barriere AGflr ein
lon kann mit dem Born-Modell berechnet werden.
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Born-Modell

Beim Born-Modell werden folgende Annahmen gemacht:

1.

2.

3.

Die Coulomb-Wechselwirkung dominiert, so dass ale anderen Wechselwirkungen
vernachlassigt werden kdnnen.

Das Losungsmittel und die Membran werden als Kontinua mit Dielektrizitétszahlen von
80 bzw. ~2 — 4 behandelt.

Das lon wird als harte Kugel mit Radius r und Ladung Ze betrachtet.

Die Berechnung der Energie fir einen Ubergang des lons von dem Ldsungsmittel in die
Membran wird mit Hilfe eines zyklischen Prozesses, des Born-Ladungszyklus, durchgefihrt
(Abb. 14).

Work of Dischargi
Charged LKL ) > Discharged
Sphere Sphere

Work of Muss

AG (ion-solvent) Transfer

D e
-~ ¢
[ XA

-".‘7." &' 30

Abb. 14: Schematische Dar stellung des Bor n-L adungszyklus.

Der Kreisprozess beginnt mit einer geladenen Kugel in Wasser. Folgende Schritte werden

durchgeftihrt:

1. Die Kugel wird im Wasser entladen; die Entladearbeit sei Wischarge-

2. Die neutrale Kugel wird in die Membran Uberfihrt (Wianser = O, da nur die
elektrogtatischen Kréfte betrachtet werden).

3. Inder Membran wird die Kugel wieder aufgeladen. Die Aufladearbeit sei Wenarge.

4. Die Kugel wird in das Wasser zuriickgebracht. Die freie Enthalpie der lon-Ldsungsmittel-

Wechselwirkung sei —AG;.
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Die Energiebilanz des Kreisprozesses ist: Wiischarge + Wiranser + Weharge — AGis = 0. Daraus
folgt: AGis = Whischarge + Wenarge: Di€ Arbeit fir das Aufladen einer Kugel in einem Medium
mit der Dielektrizitétskonstanten & ist dWeharge = UdQ. Mit

u__Q _Q
dre,er C
ergibt sich
Ze 2
(Ze)
W,aqe = |U dQ = :
he JO. 8ree, 1

Die gleiche Energie wird frei, wenn die Kugel im gleichen Medium entladen wird. Da sie
beim Born-Kreisprozess in einem anderen Medium entladen wird, ergibt sich

4G, =2 {i—i}.

is
8mer| €, €

w

Daraus folgt fir eine Kugel mitr =0.2nm, Z=1, en= 2.5 und &, = 80: AGjs = 2.2x10 ° J=54 kT
bei Raumtemperatur. Diese Barriere ist sehr hoch; von einem Mol lonen vermag nur etwa ein lon
in die Membran einzudringen:
c - AG,
K =" =exp(—=) =107% .
C M KT )

W

Somit kann — trotz der Vereinfachungen, die dem Modell zugrunde liegen — festgestellt
werden, dass Lipidmembranen effiziente Barrieren fur lonen sind.

Diffuse elektrische Doppelschicht

In den Membranoberflachen (an den hydrophilen Enden) befinden sich positiv und negativ
geladene Gruppen. Daraus resultiert eine Nettoladung (in Phospholipiden ist diese positiv).
Da sich die Membran in Kontakt zu einer Elektrolytldsung befindet, werden deren mobile
Ladungstrager versuchen, die fixierten Ladungen auf der Membran abzuschirmen. Dadurch
entsteht eine elektrische Doppelschicht. Es existieren zwei Modelle, die extreme
Beschreibungen der tatsichlichen Situation darstellen: das Helmholtz- und das Gouy-
Chapman-Modell (Abb. 15).
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Abb. 15: DasHelmholz-M odell (links) und das Gouy-Chapman-M odell (rechts).

Das Helmholtz-Modell nimmt an, dass die Ladungen in der elektrolytischen Lésung ebenso
wie die in der Membran fixiert sind, wéhrend das Gouy-Chapman-Modell von mobilen Ionen
in der Elektrolytldsung ausgeht.

Gouy-Chapman-M odell

Folgende Annahmen liegen diesem Modell zugrunde:

1. Die Membran wird als kontinuierliches Medium (keine diskrete Ladungen) mit der

Oberflachenladungsdichte o betrachtet.

Das Losungsmittel sei ebenfalls homogen mit & = 80.

Die lonen werden als Punktladungen angenommen, ihr Eigenvolumen wird also

vernachlassigt.

4. Der Elektrolyt sei in der wassrigen Losung komplett dissoziiert (MX = M%"X%).

5. Die Membran wird als unendliche Ebene behandelt; somit ist die Elektrolytkonzentration
nur vom Abstand zur Flache abhéngig (1-D Problem).

W

Die Ladungsverteilung in der Losung p(X) bestimmt Uber die Poissongleichung
(eindimensional fur unser Problem) das elektrostatische Potential @,
d*® 1
=——p(x).

~ =
dx EE

Die Ladungen der lonensind € = Zebzw. e = -Ze mit e= 1.6 x 10*° C. Somit ergibt sich
fur die Ladungsdichte in der Losung

P(X)|,,.. =n'e"+ne =Ze(n" -n7).
Aus der Forderung der Ladungsneutralitét folgt
P(X)|,. =0 = n*=n"=n.
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Fur die Ladungsverteilung nahe der Grenzflache gilt die Boltzmann-Verteilung
n*(x) = n’ exp|- Zed /KT ] ,
n~(X) = n_ exp|+ Zed® /KT] ,
wobei gilt: n” =n_ =n_. Die Ladungsdichte in der Elektrolytldsung ist dann
o(X)=n"e" +ne
=Zen_{exp(-Zed(x)/KT) —exp(+Zed(x)/KT)}

=—-2Zen_ sinh(Zed(x)/KT),

2
d’® _27Zen. . Zed(x)

=
dx®> g KT

Diese Gleichung wird Gouy-Chapman-Gleichung genannt. FUr eine dreidimensionale
Geometrie heildt sie Poisson-Boltzmann-Gleichung. Letztere wird u.a. zur Berechnung der
elektrischen Potentialverteilung in Proteinen verwendet.

Debye-Hiickel Naherung

Die Gouy-Chapman-Gleichung lasst sich mit folgender Annahme linearisieren:

7ed(x
kT( ) 1 = oy <<';—Tz 25mV /e (T=298K, Z=1).
e

Mit sinh (y) =y (y << 1) gilt

2
d?_,(zq):o; lle:i E,EKT .
dx K Ze\ 2n_
Hier ist I die Debyelange. Folgende Randbedingungen miissen erfillt werden:
®(0) =0,
o4 -0 do

=, Plattenkondensator: o =¢¢,E=—-c&,—1|. . ).
dX |X—0 gog ( 0 0 dX |X—0)

Als Lésung erhdlt man
d(x) = d(0)e™,

wobei sich das Oberflachenpotential zu ®(0) = ®y=olp/ (g0 €) ergibt. Fir eine vorgegebene
Oberflachenladung gilt, dass d® / dx|x=0 = —Do / Ip konstant ist. Somit folgt, dass fur grof3es
(kleines) |p das Oberflachenpotential ®q grof3 (klein) ist. Die Debyelénge, die ein Mal3 fur die
Grole der Konzentrationsveranderung an der Grenzflache darstellt, nimmt mit héherer
Ladungstragerdichte n, ab (siehe Definition). Falls verschiedene lonen (mit Konzentration ¢;

und Ladung Z;) vorliegen, muss n, durch die lonenstérke J =1/ 22 Z’c ersetzt werden.
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Potentiol / mV

Abb. 16 zeigt den Potentialverlauf in Abhangigkeit vom Abstand zur Grenzschicht flr
verschiedene Oberflachenladungen (links) und fir verschiedene Konzentrationen der
Ladungstrager (rechts). Die Debye-Huickel-Naherung gilt streng nur fir @ << KT/ Ze, sie stellt
aber bis® = kT/ Ze eine gute Naherung dar.
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Abb. 16: Potentialverlauf in der Debye-Hickel-Néherung. In der linken Abbildung wird o (Angaben in
enm% bei dner Konzentration von 0.1 M), in der rechten Abbildung die

Ladungstragerkonzentration in der Lésung (bei einer Oberflachenladung ¢ = 0.1 e/nm?)
variiert.

Exakte Losung der Gouy-Chapman Gleichung

Die exakte Losung der Gouy-Chapman Gleichung ergibt
r=T,e™,
wobei
Zed(x)
4KT

' =tanh

Daraus folgt fir das Potential

O(x) = %tanh{[tanh ZZI(’T(O)) e"“} |

2KT . o
®(0) =—snh ™ ———.
© Ze \8egKTN,,

Naturlich stimmen fur kleine Argumente die Ldsungen wieder mit denen der Debye-HUickel
Naherung Uberein. Abb. 17 zeigt den Potentialverlauf fur die gleichen Parameter, die in
Abb. 16 verwendet wurden.

70



o
- O -
8: Cw= 0.1 M Sic Sigma = 0.1 e / (nm#nm)
S Parameter: Sigmo - Parameter: onzentration
2] A. V=40 -1
> 2. 0.3 > 7
£ 3. 0.5 g 7
~ : 4. 0.3 \o:
= - 5. aa -9
2 o] ) B o]
= 8.— ¢ g08 2o
2o 37
oW o -
b5 ) Q i
o 7] o 7
QT TTT T I T I I T T T T T T TT7 T T T I T 1T T T T T T TT
.00 5.00 10.00  9.00 5.00 - 10.00 15.00
x/nm x/nm

Abb. 17: Potentialverlauf berechnet mit der exakten Losung der Gouy-Chapman Gleichung. Parameter
wiein Abb. 16.

Der Potentialverlauf nahe der Membran fallt bei exakter Losung schneller ab als in der
Debye-Huckel-Naherung, die fir langere Distanzen gultig ist. Fur die
Konzentrationsverteilung der Gegenionen gilt

¢ (X)=c. exp[+Zed(x)/ KT]

= logc (x)=logc, + u(x).
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Abb. 18: Ladungstragerkonzentration im Elektrolyten berechnet mit der Gouy-Chapman Gleichung. In
der rechten Abbildung it die Ober flachenladung zehnmal gr6Rer alsin der linken.

Abb. 18 zeigt den Konzentrationsverlauf flr zwel verschiedene Oberflachenladungen der
Membran. Man sieht, dass fur grof3e Oberflachenladungen in der Membran die Konzentration
der Ladungstréger in der Losung nahe der Membran unabhangig von der Konzentration in der
Losung weit weg von der Membran ist.
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Experimentelle Bestimmung des Oberfldchenpotentials

Das Oberflachenpotential kann Uber die lonenkonzentration an der Oberflache und in der
Losung bestimmt werden. Die Protonenkonzentration im Wasser sei [H']w, fUr die
Protonenkonzentration an der Oberflache [H']s gilt

[H* | =[H" |,y expl-e®/KT]

e
2.3kT’

= &, =59mV (pHs -pH,,) .

= —Iog[H*]S = —Iog[H*]W +

Der pH-Wert kann in Wasser mit einer Glaselektrode ermittelt werden. Sie ist aber fur die
Messung an der Oberflache der Membran nicht geeignet. Deshalb wird auf die Messung mit
Hilfe eines membrangebundenen pH-sensitiven Farbstoffs, z.B. Cumarin zurtickgegriffen
(siehe Abb. 19).

O o OH K © 0
Y =
\\'/\,/ v
ST Cata

Abb. 19: Strukturfor mel eines Cumarinmolekiils mit Alkylrest.

Das membrangebundene Cumarin zeigt eine vom pH-Wert abhéngige Fluoreszenz, da nur die
Base fluoresziert. Folglich steigt die Fluoreszenz, wie in Abb. 20 zu sehen, mit dem pH-Wert

Abb. 20: Abhangigkeit der Fluoreszenz vom pH-Wert der L dsung.

Die Abbildung zeigt auf3erdem die Abhéngigkeit des Fluoreszenzverlaufs von der Ladung der
Membran. Das Problem bel diesen Messungen ist, dass sich der Farbstoff in der Membran
und nicht an der Oberflache befindet. Folglich sind Differenzen zur Gouy-Chapman-
Gleichung zu erwarten.
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Debye-Hickel-Theorie

Die obigen Rechnungen wurden fir eine eindimensionale Geometrie durchgefihrt. Fir eine
sphérische Geometrie (z.B. fiur ein globuléres, geladenes Protein) muss die Poisson-
Boltzmann-Gleichung gelost werden,

Vip(r) = g—ngZi nieexp[— Ziif(r)} :

Wird wiederum die Debye-Hiickel-Naherung eingefihrt, so erhét man
Ze exp(i)
Arey € r '

d(r) =

Zusétzlich zu dem Coulombpotential der lonenladungen tritt ein exponentiell abfallender
Term auf, der die Anwesenheit einer Wolke aus Gegenionen um die betrachteten lonen
beschreibt. Als Folge werden die Ladungen abgeschirmt; das abgeschirmte Coulombpotential
fallt schneller auf 0 ab (Abb. 21).

T /mwm

Sramed Coulowne ?o\u«‘/\'ﬂ., ks \.'5! G < S mm

- Coulomb pokenbial € <15

Abb. 21: Abgeschirmtes Coulombpotential.
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Mikroskope fur die Bestimmung der biomolekularen Struktur

Zur Bestimmung der Struktur von Biomolekilen werden verschiedene Methoden eingesetzt.
Besonders wichtig sind Techniken, die auf der Streuung von Teilchen (Photonen, Elektronen,
Neutronen) an den Biomolekilen beruhen. Seit einigen Jahren gewinnt auf3erdem die
Kernresonanzspektroskopie (NMR) als strukturbestimmende Methode immer mehr an
Bedeutung.

Bei den Streumethoden kann zwischen der direkten Abbildung eines Objekts und
Beugungsmethoden unterschieden werden (Abb. 1). Bei der Beugung werden Strahlen mit
gleichen Ablenkungswinkeln (das reziproke Bild) betrachtet, wahrend bei der konventionellen
Mikroskopie Strahlen abgebildet werden, die an gleichen Orten gestreut werden. Die
Auflésungsgrenze ist jeweils ungefahr die halbe Wellenlange der verwendeten Strahlung. Bei
konventionellen Lichtmikroskopen ist somit das Auflésungsvermégen auf ~200 nm begrenzt.

_—

"?‘f“l(’m‘"\ e Yediproc
wage iwnac, { wage

Abb. 1. Prinzipieller Unter schied des Strahlengangs bei der abbildenden Mikroskopie (links) und der
Beugung (rechts).

Elektronenmikroskopie

Bei der Abbildung im Elektronenmikroskop sind die verwendeten Wellenlangen A der
Elektronen aufgrund der hohen Beschleunigungsspannungen U (A o< 1/\U) bedeutend kleiner
als die des sichtbaren Lichts. Bei U = 200 kV erhélt man beispielsweise 4 = 0.025 A.
Allerdings lasst sich das prinzipiell extrem hohe Auflésungsvermdgen der Elektronenwellen
nicht ausnutzen, da die im Elektronenmikroskop verwendeten elektromagnetischen Linsen
grof3e Abbildungsfehler aufweisen. Diese kdnnen nicht, wie im optischen Mikroskop, einfach
durch Aplanate (Kombinationen aus Sammel- und Zerstreuungslinsen) kompensiert werden,
da es nicht mdglich ist, runde, zerstreuende Einzellinsen fir Elektronen anzufertigen.
Aufgrund der Linsenfehler kann nur Strahlung mit kleinen Streuwinkeln abgebildet werden,
so dass man Ublicherweise Auflésungen von 2 — 3 A erhélt. Neueste Entwicklungen von
maggetischen Sextupolen zur Korrektur der Linsenfehler ermdglichen Aufldsungen bis zu
1.3A.

Fur eine Abbildung muss aber auch der nétige Kontrast vorhanden sein. Die Streuintensitat
der Elektronen ist proportional zum Quadrat der Ordnungszahl der betrachteten Atome; somit
ist es schwierig, organische Molekile darzustellen, da sie Uberwiegend aus leichten Atomen
bestehen. Deshalb sind Anfarbemethoden mit Schwermetallatomen wichtig. Angeférbte
Préparate zeigen nicht nur einen deutlich stérkeren Kontrast, sondern erleiden auch weniger
Strahlenschéden. Diese Prozeduren bewirken allerdings auch eine geringere Auflésung.

Bei der positiven Anfarbemethode werden schwere Atome auf die Probe gebracht. Ein
Beispiel it die Bindung von Uranyl-lonen an DNA. Eine weitere Methode ist das
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Aufdampfen von Schweratomen aus einer bestimmten Richtung. Dadurch lagern sich diese an
den Seiten an, die ungefahr senkrecht zur Einstrahlrichtung ausgerichtet sind (Abb. 2a).

Shadowing g ) )
direction Viewing direction

/ Film

u k——d— u\Grid

(@

d = length of shadow

o = shadowing angle

h = d tan a = height of object
thickness of metal layer is
proportional to sin 8

Viewing direction

l

e~ & s« 0 Jaild

u u\Grid

(b)

Abb. 2: Schematische Darstellung von fir die Elektronenmikroskopie angefarbten Proben. a) eine
abgeschattete Probe, b) eine negativ angeféar bte Probe.

Ein Teil des Films, auf dem die Probe sitzt, wird also abgeschattet und damit nicht angeférbt.
Aus der Lange des Schattens kénnen Riickschltisse auf die Probenhdhe gezogen werden. Eine
weitere Mdglichkeit ist das negative Anfarben. Hier wird die Probe mit einer Anféarbelésung
geflutet. Die darin enthaltenen Schweratome fillen den Raum um das Biomolekil. Es kann
im Elektronenmikroskop als wenig streuendes Objekt erkannt werden (Abb. 2b).

Neben der verminderten Auflosung hat die Anférbetechnik noch weitere Nachteile. Die
Struktur der Biomolekile kann durch diese chemische Methode in Mitleidenschaft gezogen
werden. Da Proteine und Nukleinsduren unter physiologischen Bedingungen eine
betrachtliche Menge an gebundenem Wasser besitzen, verdndert das fur die
Elektronenmikroskopie notwendige Vakuum ebenfalls deren Struktur (die hydrophoben
Kréafte sind stark verandert).

Elektronenmikroskopische Aufnahmen konnen durch den Einsatz von Filtertechniken
verbessert werden, die gewisse Symmetrieeigenschaften des Objekts ausniitzen. Dies soll am
Beispiel der sechszdhligen Rotationssymmetrie der Basisplatte des Bakteriophagen T 4
illustriert werden (Abb. 3). Da diese Symmetrie vorab bekannt ist, kann man a priori
davon ausgehen, dass ale 60°-Segmente identisch sein sollten. Durch Mittelung der
Bildinformation Uber 6 Kopien des Bildes, die sukzessiv um 60° gegenuber dem
vorhergehenden gedreht wurden, erhdlt man ein deutlich rauscharmeres Bild. Elegant und
prézise wird dies durch eine mathematische Filtertechnik erreicht, bei der eine
Fouriertransformation in Polarkoordinaten verwendet wird. Das Elektronenmikroskopiebild
wird digitalisiert, in Polarkoordinaten, o(r,¢) dargestellt und in Zylinderwellen entwickelt,

p(r.0)=3 g, (e™,

N=—co

9.(1) = [ p (r.9)e™dg.
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Abb. 3: Elektronenmikroskopie der 'baseplate’ des Bakteriophagen T4. Esist eine ausgedehnte (oben, 50
nm Durchmesser) und eine zusammengezogene 'baseplate (unten, 55 nm Durchmesser)
aufgeflihrt. a) Ur spriinglichesBild, b) Fourierkomponenten desBildes, ¢) gefiltertes Bild.

Die gesamten Rotationskomponenten der Struktur erhdlt man durch Integration von o(r,®)
von dem Zentrum des Bildes (r = 0) bis zum &uf3eren Radius (r = a). Fir das
Rotationsleistungsspektrum ergibt sich

P =¢, |gn(r)|2rdr : n=0,1, ..., .

O

Hier ist £, = 1; ansonsten gilt £, = 2, dag_, = g,. Das Rotationsleistungsspektrum in Abb. 3b
zeigt deutliche Peaks bei Werten, die ein Vielfaches von sechs sind. Aus dieser Analyse erhalt
man also direkt die Art der Rotationssymmetrie. Wird das gefilterte Bild o’ (r,#) nur mit
diesen Komponenten berechnet,

P0) =Y 0o (™,

N=—oco

so wird die Qualitét des Bildes deutlich besser (Abb. 3c).

Rastermikroskopie

Bei den abbildenden Mikroskopen ist die Auflésung durch die Beugung an der Aperturblende
bestimmt, die letztlich den maximalen Streuwinkel begrenzt. Dies ist nicht der Fall fir
Rastermikroskope, die nicht auf wellenoptischen Abbildungen basieren. Abb. 4 zeigt das
Rastertunnelmikroskop (scanning tunneling microscope, STM).
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Abb. 4: Prinzip des Rastertunnelmikr oskops.

Die metallische Spitze des Mikroskops wird bis auf einige Angstrom an die Probe
herangebracht. Zwischen der Spitze und der Probe wird eine Spannung angelegt, die einen
Tunnelstrom zur Folge hat. Dieser hangt sehr stark vom Abstand der Spitze zur Probe ab. Die
Spitze kann piezoelektrisch entlang der xy-Ebene bewegt werden. Die Feedback-Elektronik
variiert die z-Position der Spitze derart, dass ein konstanter Tunnelstrom fliefst. Damit ist es
maoglich, die Oberflache atomar abzubilden.

Das Rasterkraftmikroskop (atomic force microscope, AFM) ist eine Abwandlung der obigen
Technik. Hier reflektiert der Cantilever einen Laserstrahl auf eine 2- oder 4-Segment-
Photodiode (Abb. 5), wodurch die Auslenkung des Cantilevers genau gemessen werden kann.
Mit Hilfe einer Feedback-Einrichtung kann die Auslenkung des Spiegels und damit die Kraft,
mit der auf die Probe gedrickt wird, kontrolliert werden.

Laser
Beam

Cantilever

2-Segment
Photodiode

Abb. 5: Schematische Dar stellung des Prinzips des Raster kr aftmikr osk ops.

Ein weiteres Rastermikroskop ist das optische Nahfeldrastermikroskop (near field scanning
optical microscope, NSOM), bei dem die Probe mit einer optischen Faser abgerastert wird.
Die Faser ist an einem Ende mit Metall so bedampft, dass eine Austrittsoffnung fir das Licht
mit einem Durchmesser von typischerweise 20 - 100 nm entsteht. Da die

Auflésungsbegrenzung nur im Fernfeld gilt, kénnen mit einer Nahfeldsonde deutlich bessere
Auflésungen erzielt werden.
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Rontgenkristallographie

Zur Bestimmung von Proteinstrukturen mit atomarer Auflésung werden die magnetische
Kernresonanzspektroskopie und kristallographische Techniken (unter Verwendung von
Elektronen-, Neutronen- oder Rontgenstrahlen) eingesetzt. Die bislang wichtigste dieser
Methoden ist die RoOntgenkristallographie. Bel ihr werden Beugungsbilder von
Proteinkristallen gemessen und anschlief3end die dreidimensionale Position der Elektronen
mathematisch bestimmt. Abb. 6 zeigt schematisch die Methode der Rontgenstrukturanalyse.
Rontgenstrahlen, die durch Aufprall von beschleunigten Elektronen auf Metallflachen erzeugt
werden konnen, werden auf einen Proteinkristall gerichtet. Ein Teil der Rontgenstrahlen wird
am Kristall gestreut und vom Detektor als Beugungsbild detektiert. Aus dem Beugungsbild
kann mittels Fouriertransformation die Elektronendichteverteilung o(r) berechnet werden.

detector

=T

Fourier

traumsiorm

Abb. 6: Schematische Dar stellung der Strukturanalyse von Proteinkristallen.

Bei der Thomsonstreuung werden die Rontgenstrahlen elastisch gestreut, d.h., die Energie der
einfallenden Photonen, Ep = Zw = hv = hc//, ist gleich der Energie der gestreuten Teilchen,
E1=E,. Dasselbe gilt fir den Betrag des Impulses (P, = 7k, = hs, (IS, [=1/A), | P, =] P, |-
Die Herleitung der Thomsonstreuung kann mit einer klassischen Betrachtung erfolgen. Unter

dem Einfluss eines elektrischen Feldes fuhrt ein freies Elektron erzwungene Schwingungen
aus. Bei Einfall einer unpolarisierten Rontgenwelle ist die Abhangigkeit des differentiellen

Streuquerschnitts vom Ablenkwinkel ¢ der gestreuten Strahlung gegeben durch

do _ ( e’

dQ
Der Faktor €2/(mc?) (cgs-System) ist der klassische Elektronenradius, 2.8 x 10 m, der
winkelabhangige Term ist der Polarisationsfaktor. Solange die Rontgenquantenenergie sehr
viel kleiner als die Ruheenergie des Elektrons (mc?) ist, wird die klassische Formel von der
Quantenelektrodynamik bestétigt.
Neben der elastischen Streuung von Photonen (Thomsonstreuung) existieren noch der
Photoeffekt (Emission von Elektronen durch Photonenbestrahlung) und der Comptoneffekt
(inelastische Streuung der Rontgenphotonen an Elektronen) als Wechselwirkung von
Rontgenstrahlen mit Atomen.

2)2(1+ cos” oy
mc 2
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Streuung an zwei Elektronen

In Abb. 7aist die Geometrie eines typischen Rontgenstreuexperiments aufgefihrt. Sowohl die
Quelle als auch der Detektor sollen sehr weit von der Probe (im Vergleich mit Absténden
innerhalb der Probe) aufgestellt sein (Fraunhofer-Geometrie). Es trifft ein kollimierter

Rontgenstrahl (aus der Richtung §,) auf ein einzelnes Elektron. Die mit (") markierten

Vektoren sind Einheitsvektoren, also Vektoren mit Betrag 1. Ein Teil der Rontgenquanten
wird durch Streuung in alle Richtungen gelenkt. Ein Detektor misst die Intensitdt der in

Richtung §, gestreuten Welle. Der Streuwinkel 0 ist as halber Winkel zwischen §, und §
definiert; die Richtungsanderung wird also durch den Winkel 26 beschrieben.

Detector
5
Source N
LN N N NS e 20

T N O X-Axis

(a)

Detector

_ & 5

SN NN N S =

A4 B S R N \/7
I

Source

x-Axis
Origin
(b}

Detector

Path difference =r+8 —r-§,-

Abb. 7: Rontgenstreuung an einzelnen Elektronen. a) Ein Elektron im Ursprung. b) Ein Elektron am Ort
I vom Ursprung. ¢) Wegunter schied zwischen einer an einem Elektron bei T und einer an einem
Elektron am Ursprung gestreuten Welle.

Fir die Behandlung der Rontgenstreuung ist es vorteilhaft, den Streuvektor Swie folgt zu
definieren (Abb. 8a):

gz(é‘l_éo)/ﬁv: gl_go
Fur den Betrag des Streuvektors ergibt sich nach Abb. 8b
| =2sing|/ 4.
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Abb. 8: Geometrie eines Rontgenstreuexperiments. a) Definition des Streuvektors. b) Verschiebung des
Vektorsdes gestreuten Lichtsum 1/2 entgegen der Einfallsrichtung. ¢) Maximaler und minimaler
Streuvektor.

Der Streuvektor ist also in einem Koordinatensystem definiert, dessen Achsen die Dimension
einer reziproken Lange haben. Dieses Koordinatensystem spannt den reziproken Raum auf.
Die Wegdifferenz zwischen den an zwei Elektronen in die gleiche Richtung gestreuten
Photonen ergibt sich unter der Annahme, dass der Detektor weit entfernt ist (Abb. 7c), zu

F-(5-§)=Ar(S).

Aus dem Wegunterschied resultiert ein Unterschied im Phasenfaktor der an den Elektronen e,
und e, gestreuten Wellen,

& fo,
. ip i 27AT 1A _ i 275 F
e:f,-e”=fe = f,e™".

Fur den Strukturfaktor (Streuamplitude), der als das Verhdltnis der Streuamplitude des
betrachteten Objekts zu der eines einzelnen Elektrons am Ursprung definiert ist, erhélt man
dann (fUr das System aus beiden Elektronen)

fo+ f €’

F(S) =|F|¢” = =1+€"?.

0
Da Elektronen in einem Atom nicht lokalisiert sind, wird zur Beschreibung der
Elektronenverteilung eines Atoms oder Molekills die Elektronendichte po(r) eingeftihrt. Somit
ergibt sich fir den Strukturfaktor

F(S)= j dr p(7)e 'S"

wobei das Integral Uber das gesamte Volumen V des Streuobjekts ausgefiihrt werden muss.
Die Integralgrenzen koénnen ins Unendliche ausgedehnt werden, da die Elektronendichte
auBerhalb der Streuprobe Null ist. Somit stellt obige Gleichung eine Fouriertransformation
dar. Ihre Inversion lautet

o(F) = vl [dSe™ SR (9).

Das Integral verlauft Gber den gesamten reziproken Raum. Es lasst sich also bei Kenntnis des
Strukturfaktors im gesamten reziproken Raum die Elektronendichteverteilung des

betrachteten Objekts ermitteln. Allerdings kannF(S) nicht direkt gemessen werden.
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Experimentell wird die Intensitd 1(S), das Betragsquadrat des Strukturfaktors, in
Abhangigkeit vom Streuwinkel bestimmt,

_ — . = 12

(S =F(S)-F (S =|F©S) .
Es kann also nur die Amplitude, nicht aber die Phase des im Allgemeinen komplexen
Strukturfaktors gemessen werden, da die Phase im Betragsquadrat herausfallt. Fir die

Phasenbestimmung gibt es verschiedene experimentelle und theoretische Methoden, von
denen das Verfahren des multiplen isomorphen Ersatzes spater diskutiert wird.

Streuung an einem Atom

Bei Atomen kann man die Elektronenverteilung in guter Naherung als sphérisch ansehen.
Dann folgt fir den Strukturfaktor

2z T o0
F(S)= | dg[sinode]drp(r)r?e>* =",
0 0 0

= 4ﬂIdrp(r)r2% =f(S) ,

wobei (S Atomstreufaktor (Atomformamplitude) genannt wird. Diese Grof3e ist in diesem
einfachen Modell reell, da p(r) = p(-r). Fur Atome kann die Elektronendichteverteilung

naherungsweise mit einer Gaul3verteilung,

p(r) = Ne'™,
beschrieben werden, wobei N die Normierung und k die Breite der Gaul3verteilung beschreibt.
Somit kann f(S) zu

f(S)=ze" /WS

berechnet werden. Aus obiger Gleichung folgt, dass der Streufaktor in Vorwartsrichtung, f(0),
maximal und gleich der Anzahl der Elektronen, z, ist (Abb. 9).

35N\
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Abb. 9: Der Atomstreufaktor fiir ver schiedene Atome als Funktion des Streuwinkels.
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Streuung an mehreren Atomen

Fir die Streuung an N Atomen, die sich an den Orten 1, befinden und den Atomstreufaktor f,
haben, kann der Strukturfaktor als Summe Uber die Beitrége aller Atome formuliert werden,

F(S) =) f.(5e”".

Als Sonderfall der Streuung an mehreren Atomen sollen 2N+ 1 identische Atome, die sich in
einer Reihe befinden, betrachtet werden (Abb. 10a). Das zentrale Atom befinde sich im
Origo; der Abstand zwischen den Atomen sei a. Der gesamte Strukturfaktor ist dann

F(S) = f(S) zN:eZ’"'”S'a .

Mit Hilfe der geometrischen Reihe folgt

R iNGa 1— e27zi(2N+1)§~a

F(S)=f(5)-e"*. e

sn([2N +1]zS-a)
sin(zS-a) '

= £(S)-

Die Intensitdt der Streuung kann dann wie immer als Betragsquadrat des Strukturfaktors
berechnet werden. Abb. 10b zeigt die Streuintensitédten eindimensionaler Anordnungen von
Ato-
men.

1 atom at origin

2 atoms, at —a/2 and +a/2

Intensity ——>

3 atoms, at —a, 0, and +a

16
— ~
— ~
e S 4 atoms, at —(3/2)a, —(1/2)a,
_ e +(1/2)a, and +(3/2)a
— AVAVAVE i Hvavav ! N
—3 -2 —1 0 1 2 3 Sea
—R |
— S~ An infinite row of atoms
— [ =
e ——" i [ A L ——
-3 =2 —1 0 1 2 3 Sea

®

Abb. 10: Rontgenstreuung an einer eindimensionalen Anordnung von Atomen. a) Skizze der Anordnung
der Atome. b) Streuintensitét fir verschiedene Atomanzahlen. Eingezeichnet sind die
beobachtbare Intensitdt (durchgezogene Kurve), die Intensitat flir ein enzelnes Atom
(gestrichelte Kurve) und die Gitterfunktion (dinn durchgezogene Kurve). Beachte die

guadr atische Zunahme der Intensitét mit der Atomanzahl bei S-a = 0.
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Fur eine grof3e Anzahl von Streuvektoren ist die Streuintensitét Uberall fast Null, auf3er dort,
wo die Bedingung S-a=h erfillt ist (von Laue-Bedingung), wobei h eine ganze Zahl
darstellt. Abb. 11 veranschaulicht die von Laue-Bedingung.

7
(a) (b) 1/a

Abb. 11: Die von Laue-Bedingungen fir eine eindimensionale Anordnung von Atomen fir h =0und h =1.

Beispielsweise bedeutet die Bedingung h = 0, dass der Streuvektor jeder beliebige
Ursprungsvektor in der Ebene senkrecht zu a sein kann. Weiterhin folgt, dass alle méglichen
h-Werte einen Satz von parallelen Ebenen im reziproken Raum definieren (Abb. 12a).

—3/a—-2/a—1/a O +1/a +2/a+3/a

(a)

|

S

e U

(0

Abb. 12: Experimentelle Bedingungen fir die Beobachtung von Streuung an einer linearen Anordnung
von Atomen. a) Satz von Ebenen aufgrund der von Laue-Bedingung. b) Fir eine vorgegebene
Einstrahlrichtung missen die Streuvektoren auf einer Kugel (Ewaldkugel) liegen. ¢) Schnitte

beider Bedingungen furr zwei ver schiedene Anordnungen von S, und a.
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Da die Eingtrahlrichtung der Rontgenquanten in einem Streuexperiment vorgegeben ist, folgt
aus Abb. 12b, dass der Streuvektor auf einer Kugel (Ewaldkugel) liegen muss. Die Schnitte
dieser zwei Bedingungen ergeben parallele Kreise (Abb. 12c). Abb. 13 und Abb. 14 zeigen
die Streuung an einer linearen Anordnung von Streuern, wie sie im Experiment gesehen wird.
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Abb. 13: a) Rontgenstrahlen werden entlang der z-Richtung auf die Probe, die sich im Origo befindet,
eingestrahlt. Mit dem zylindrischen Film werden die gestreuten Photonen detektiert. b)
Streubild eines einzelnen Atoms. Das Pattern ist wegen des zylindrischen Filmes elliptisch. Bei
einem ebenen Film ist es zirkular. ¢) Lineare Anordnung der Streuzentren. d) Erlaubte
Streurichtungen (x-y-Ebene). €) Erlaubte Streurichtungen (y-z-Ebene). f) Kegel der gestreuten
Strahlung.
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Abb. 14 (Fortsetzung von Abb. 13): g) Beugungsbild der linearen Anordnung, das durch die Schnitte der
Streukegel mit dem zylindrischen Film entsteht. h) Dastatsachliche Bild ist das Produkt aus den
Bildern in b) und g). i) Alternative Anordnung der Streuzentren (entlang der Einfallsrichtung
der Rontgenquanten). j) Die erlaubten Streurichtungen der Anordnung in i). k) Beugungshild
der Anordnungvoni). |) Das Produkt der Bilder in b) und k).

Beugung an dreidimensionalen Atomanordnungen

In diesem Abschnitt wird die Beugung von einer Dimension auf drei Dimensionen erweitert.
Die von Laue-Bedingung fur ein eindimensionales Objekt mit Periode a ergab, dass die
erlaubten Streuvektoren im reziproken Raum auf parallelen Ebenen mit dem Abstand 1/a
liegen. In einer zweidimensionalen, regelmalRigen Anordnung von Streuern erzeugt die von
Laue-Bedingung simultan parallele Ebenen in zwel Richtungen, so dass sich die
Streuvektoren auf Linien befinden, die als Schnitte dieser Ebenenscharen entstehen. Liegt ein
dreidimensionaler Kristall vor, so werden diese Linien von parallelen Ebenen in einer dritten
Richtung geschnitten. Die moglichen Streuvektoren befinden sich nun auf Punkten, die ein
Gitter dargtellen, das so genannte reziproke Gitter (Abb. 15). Zu einem Beugungsreflex
kommt es nur, falls der Streuvektor auf einen dieser Punkte des reziproken Gitters féllt.
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Abb. 15: Dreidimensionale periodische Streuanordnung (Kristall): a) Die Vektoren a, b und¢ definieren

die Streuzentren im Ortgaum. b) Streuebenen im reziproken Raum, die von jeder
eindimensionalen Periodizitat herr iihren, ergeben als Schnitte Linien im zweidimensionalen und
Punkte im dreidimensionalen Raum. Die entstehenden Punkte stellen das rezipr oke Gitter dar.

c) Dasreziproke Gitter kann durch die Vektoren a*,b* und ¢ * erzeugt wer den. Streuvektoren,
die vom Ur sprung bis zu diesen Punkten reichen, er zeugen Reflexe.

In einem Molekilkristall befinden sich mehrere Atome in einer der von den Vektoren

a,bund caufgespannten Zellen. Die Ortsvektoren r; der Atome konnen durch einen

Gittervektor 1, und einen weiteren Vektor 1, dargestellt werden (Abb. 16).
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Abb. 16: Dar stellung der Ortsvektoren.
Esfolgt demnach
j n’

wobei u, v und w ganze Zahlen und X, , Y, und z, reelle Zahlen zwischen O und 1 sind. Daraus
ergibt sich fir den Strukturfaktor

F(g) _ Z fjeZ;ziSrl ’
i

— z Z zeZﬂi§~(ua+vB+wé)z fneZﬂiSFn .
u v ow n

Die Summe Uber n wird molekularer Strukturfaktor Fn(h,k,I) genannt, die dreifache Summe
stellt die Gitterfunktion dar. Durch Einsetzen der von Laue-Bedingungen

(2L
o O
Il

h,
k,
I

folgt fUr den Exponenten der Gitterfunktion:
27iS- (ua + vb + wc) = 27i (uh + vk + W) = 277i - ganze Zahl,
da h, k und | ganze Zahlen sind. Somit ist die Gitterfunktion gleich N, der Anzahl der

Einheitszellen. Wird ein beliebiges Koordinatensystem im reziproken Raum gewahlt, so hat
obiges Produkt neun Summanden,

S-r, = (ha* +kb* +lc*)(ua + vb + we).

Wahlt man die reziproken Gittervektoren durch die Vorschrift (Abb. 17)

o = bxc
a-(bxC)

Fr__Cxa
a-(bxC)

. axb
a-(bxc)

so gilt a-a*=b-b* =c-c* =1, und alle gemischten Produkte ergeben 0. Es bleiben also nur
drei Terme Uibrig. Die Vektoren a*, b*,c* spannen den reziproken Raum auf.
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Abb. 17: Vergleich des reziproken und direkten Gitters, a) orthorhombischer Kristall, b) trikliner
Kristall.

Die von Laue-Bedingungen werden nur erfullt fur
S=ha*+kb* +lc*,
fallsh, k und | ganze Zahlen sind. Fir den Strukturfaktor folgt

F(h k1) = NY e mia),

wobei die Summe gleich dem molekularen Strukturfaktor Fn(h,k,l) ist. Die
Elektronendichteverteilung erhalt man wieder durch Fouriertransformation,

pm (r) :\% Z Fm (h, k, |)e—2ﬂi(hx+ky+lz) .

h,k,l

Die Ewaldkugel

Ein Beugungsreflex wird erzeugt, falls der Streuvektor auf einen reziproken Gitterpunkt fallt.
Fur eine gegebene Rontgenwellenlange, Kristallorientierung und Einstrahlrichtung gehen alle
Streuvektoren vom Ursprung zu der Oberflache einer Kugel im reziproken Raum, der
Ewaldkugel (vergleiche mit dem eindimensionalen Fall), welche einen Durchmesser von 2/4
hat. Das ist der grofe Wert, den der Streuvektor — bei einem Streuwinkel von 90°

(Rickstreuung) — annehmen kann. Die Oberflache der Kugel geht durch den Ursprung des
reziproken Gitters, (Abb. 18a).
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Abb. 18: Experimentelle Einschrankungen bel der Réntgenbeugung. a) Fiur eine vor gegebene Geometrie
und Rontgenwellenlange wird nur bei eéinem Schnitt der Ewaldkugel mit einem reziproken
Gitterpunkt Streuintensitat erzeugt. b) Nur der Teil desreziproken Gitters, der innerhalb einer
Kugel mit Radius 2/ 2 liegt, kann gemessen wer den.

Beugung entsteht nur, falls die Oberflache der Ewaldkugel einen reziproken Gitterpunkt
schneidet. Da die verwendete Rontgenstrahlung nicht vollig monochromatisch und kollimiert
und das Kristallgitter nicht perfekt ist, sind die Oberflache der Kugel und die reziproken
Gitterpunkte aber tatséchlich ausgedehnte Objekte. Trotzdem wird es jedoch bel fester
Geometrie nur eine begrenzte Anzahl von Schnittpunkten geben. Fir die Analyse einer
Molekllstruktur missen moglichst viele Beugungsreflexe gemessen werden. Deshalb wird in
der Regel der Kristall gedreht. Da damit auch das reziproke Gitter des Kristalls gedreht wird,
schneiden die reziproken Gitterpunkte die Kugeloberflache. Immer wenn die reziproken
Gitterpunkte die Oberflache der Kugel durchdringen, entsteht ein Beugungsreflex. Allerdings
kann nur von den reziproken Gitterpunkten, die innerhalb einer Kugel mit Radius 2/4 liegen,
ein Beugungsreflex gemessen werden (Abb. 18). Beachte, dass der Radius dieser Kugel
gerade doppelt so grol3 ist wie der Radius der Ewaldkugel. Sie wird auflésungslimitierende
Kugel genannt. lhre GroRe kann durch Anderung der Wellenlange der Rontgenstrahlung
verandert werden.

Grolere Absténde im reziproken Raum korrespondieren mit kleineren Abstanden im realen
Kristall. Das bedeutet, dass durch die Begrenzung der messbaren Rontgenreflexe innerhalb
der limitierenden Kugel die Aufldsung der Elektronendichteverteilung des Kristalls begrenzt
wird. Zur Illustration des Zusammenhangs zwischen dem Auflésungsvermdgen und der
limitierenden Kugel soll ein zweidimensionales Beispiel betrachtet werden. Abb. 19 a zeigt
einen Ausschnitt eines antiparallelen B-Faltblattes von Poly-L-Alanin. Zur Vereinfachung
wird nur eine zweidimensionale Projektion betrachtet. Der molekulare Strukturfaktor fir eine
zweidimensionale Anordnung ist

Fo(h k)= f,(S)e™ ™)
i

Abb. 18b zeigt einen Teil der Strukturfaktordaten. Da die betrachtete Streuanordnung
punktsymmetrisch ist, reduziert sich der Phasenterm zu 1 oder —1. (Dies ist durch die leeren
und geflillten Kreise angedeutet.)

89



Abb. 19: Auflésung der Elektronendichteverteilung. a) Zwei Strange eines antiparallelen Faltblatts aus
Paly-L-Alanin in einer zweidimensionalen Einheitszelle. b) Berechneter Strukturfaktor fir
einen zweidimensionalen Kristall, der durch die zweidimensionale Projektion der Struktur in a)
gewonnen wurde. Innerhalb der Kreise befinden sich die Reflexe, die fur die Auflésungen 4, 2
und 1 Angstrom (von innen nach aullen) gemessen werden konnen. ¢) d) e)
Elektrondichteverteilungen, die daraus fur die Aufldésungen von 4, 2 und 1 A berechnet wur den.

Aus den Daten der Rontgenbeugung kann mit
h k

die Elektronendichteverteilung berechnet werden. Abb. 19 zeigt, wie die Auflésung der Elek-
tronendichteverteilung mit der Groéfe der limitierenden Kugel und damit der Wellenlange der
Rontgenstrahlung zusammenhangt. Es ist deutlich zu sehen, wie die grolRere Anzahl der
gemessenen Beugungsreflexe (bel grofReren Abstanden im reziproken Raum) die Auflésung
im Ortsraum erhoht.

Allerdings kann nicht einfach durch Verkleinerung der Rontgenwellenlange die Auflésung
unbegrenzt erhtht werden, da die Kristalle nicht perfekt aufgebaut sind. Dies hat zur
Konsequenz, dass Beugungsreflexe bei grof3en Streuwinkeln 26, die fir die hohe Auflésung
zustandig sind, sehr schwach werden.
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Das Phasenproblem

Der Strukturfaktor ist eine komplexe Grof3e, von der nur der Betrag aus dem Beugungsbild
ermittelt werden kann. Die Phase ist aber eher wichtiger als der Betrag flr die Berechnung
von Elektronendichten (Abb. 20).
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Abb. 20: Relative Bedeutung von Phase und Amplitude fur die Berechnung der Elektronendichte von
Beugungshildern (gleiche Probe wie in Abb. 19). a) Die korrekten Amplituden wurden in der
Fouriertransfor mation verwendet; die Phasen wur den auf Null gesetzt. b) Die korrekten Phasen
wur den verwendet; die Amplituden wur den auf denselben Dur chschnittswert gesetzt.

Die Abb. 20a (links) zeigt die mit der Fouriertransformation berechnete Elektronendichte bei
Verwendung der korrekten Amplituden, aber konstanter Phase O aller Strukturfaktoren. Auf
der rechten Seite (Abb. 20b) wurden die korrekten Phasen, aber eine durchschnittliche
Amplitude der Strukturfaktoren verwendet. Es ist bei Vergleich der Elektronendichten mit
dem Modell in Abb. 19 offensichtlich, dass ohne korrekte Phasen keine Ahnlichkeit mit dem
Modell erzielt wird. Trotz fehlerhafter Amplituden ist hingegen die Elektronendichte auf der
rechten Seite vergleichsweise realistisch.

Die Phase kann mit verschiedenen Methoden bestimmt werden (Direkte Methode, Methode
des molekularen Ersatzes, Methode der multiplen anomalen Dispersion). Im Folgenden soll
die Methode des multiplen isomorphen Ersatzes (multiple isomorphous replacement, MIR)
behandelt werden. Dabei werden schwere Atome (z.B. Xenon, Quecksilber, Platin, Uran) an
definierte Orte der Einheitszelle gebracht. Dies geschieht durch Diffusion im Kristallwasser
des Proteinkristalls. Anschlie3end wird eine Beugungsaufnahme von dieser Probe
aufgenommen und mit dem Beugungsbild der unveranderten Probe verglichen (Abb. 21).
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Abb. 21: Isomorpher Ersatz bei einem Lysozymkristall: Zwei Aufnahmen sind leicht versetzt
Uber einander gelegt. Die linken Reflexe jedes Paar es sammen vom nativen Lysozymkristall, die
rechten wur den gemessen, nachdem HgBr, in den Kristall eindiffundiert wurde.

Aus den Anderungen der Intensitaten kann die Phase berechnet werden. Die Elektronendichte
des mit schweren Atomen versehenen Kristalls ist die Summe aus der Elektronendichte des
unbehandelten Kristalls und der Schweratome. Deshalb folgt fir die Strukturfaktoren

Foy = Fp +Fyy
wobei die Indizes PH fir das Derivat, P fir den unverénderten Proteinkristall und H fir die
schweren (heavy) Atome steht. Beachte, dass diese Grofsen komplex sind und dass nur die
Betrége vonF,,, und F, gemessen werden konnen.

Fur die Berechnung der Phasen aus den Veranderungen der Reflexintensitdten ist die
Patter sonfunktion wichtig. Sie stellt die Fouriertransformation der Intensitéten der Reflexe
dar,

P(F) = j 1(S)e?S"dS = p(F) ® p(-T).

Dies ist die Fouriertransformation des Produktes von F(S)und F * (S), d.h., sieist gleich der

Faltung der Fouriertransformationen von F(S) (o(r))und F*(S) (p(-T)). Abb. 22 zeigt
ein einfaches Beispiel fur diese Faltung.
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Abb. 22: Die Pattersonfunktion fir eine dreiatomige Struktur. @) Vier Einheitszellen des Gitters sind
dargestellt. Die Molekile am Ursprung sind schattiert eingezeichnet. b) Dieselben vier
Einheitszellen, am Ursprung invertiert. c) Konstruktion der Faltung der Anordnungen in a) und
b). Die Position jedes Atomsin b) wird als Ursprung verwendet, um ein Bild der Struktur in a)
zu erzeugen. Falls z.B. Atom 2 in b) der Ursprung ist, so wird Atom 1 in a) vom Ursprung
entfernt und Atom 2 in a) gelangt an den Ursprung. d) Die gesamte Faltung, die durch die
ver schiedenen Anteile (siehe c)) zustande kommt. Die Zahlen an jedem Punkt zeigen, wie dieser
Punkt entstand. 1-2 bedeutet z.B., dass ein Bild von Atom 2 mit Atom 1 am Ursprung
hervorging.

Es folgt, dass die Pattersonfunktion fir ein Molekil mit N Atomen N2 Peaks in der

Einheitszelle hat, von denen aber N am Ursprung lokalisiert sind. Es bleiben N(N-1) Peaks,

die sich innerhalb der Einheitszelle befinden.

Die Pattersonfunktion wiederholt sich, ebenso wie die Elektronendichte, periodisch im

Kristall. Das obige Integral kann wieder durch eine Summe ersetzt werden,

P(x,y,2) = ZZth(h' K, |)|2e—2ﬂi(hx+ky+lz) .
h k|

Die Pattersonfunktion soll nun auf die Methode des multiplen isomorphen Ersatzes
angewandt werden. Fir die schweren Atome lautet die Pattersonfunktion

Py (F) = Z Z Z | E, |2 o 2ri(xrky+1z)
h ok 1

Diese Funktion kann nicht direkt berechnet werden, da der Betrag des Strukturfaktors der
schweren Atome nicht gemessen werden kann. Aber man kann oft folgende Naherung
durchfihren,

"fH‘z“'fPH|_|'fP” .

Diese Naherung ist gut erflillt, falls nur Reflexe berlicksichtigt werden, deren Intensitét sich
nach Einbringen der schweren Atome stark andert, da dann die Strukturfaktor-Vektoren
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naherungsweise parallel zueinander angeordnet sind. Mit Hilfe dieser Naherung kdnnen die
Positionen der Schweratome in der Einheitszelle bestimmt werden, wodurch wiederum die
Amplitude und Phase der Strukturfaktoren der Schweratome berechnet werden kénnen. Somit
folgt fUr einen Reflex des reziproken Gitters

— 12
lp ~|FP| ,
— 12

I ~|Ful

e ~|'EP +Fy |2 =|IEP|2 +21'EP"'EH|COS(¢P _¢H)+|'EH

|2

Von diesen Groflken sind alle bis auf ¢, bekannt. Diese kann also berechnet werden, wobei
alerdings eine Zweideutigkeit aufgrund des Kosinus bleibt. Abb. 23 stellt die Situation
graphisch dar.

B

> T+

Abb. 23: Die Bestimmung der Phase mit Hilfe desisomor phen Ersatzes. Die Strukturfaktoren sind in der
komplexen Ebene gezeichnet. Der Kreis mit Radius Fp stellt den urspringlichen Kristall dar,
von dem nur der Betrag des Strukturfaktors bekannt ist. Der Kreis mit Radius Fpy
reprasentiert den mit dem Schweratomen dotierten Kristall, von dessen Strukturfaktor
ebenfalls nur die Intensitdt bekannt ist. Von Fy ist dagegen sowohl die Phase als auch der
Betrag bekannt. Die beiden Schnittpunkte der Kreise bestimmen die mdglichen Werte fur die
Phase @ (im Diagramm mit @, und @, bezeichnet).

Wird die gleiche Methode mit einem anderen Schweratomderivat durchgefiihrt, so kann diese
Zweideutigkeit der Phase beseitigt werden. Da die Winkel zwischen den Kreisen an den
Schnittpunkten (siehe Abb. 23) sehr flach sein kénnen, werden oft Messungen mit weiteren
Schweratomderivaten durchgefihrt, um die Phase genauer zu bestimmen.

Sind nun Betrag und Phase des komplexen Strukturfaktors aler Kristallreflexe bestimmt, so
kann mittels Fouriertransformation die Elektronendichte berechnet werden. Daraus wird ein
Modell der Struktur der Probe aufgebaut. Da die Bestimmung der Amplituden und
insbesondere der Phasen ungenau ist, wird dieses Modell noch erhebliche Fehler enthalten.
Nun wird die relative Differenz des Betrages des berechneten Strukturfaktors mit dem des
gemessenen bestimmt. In einem iterativen Prozess wird dann versucht, diese Differenz
aufgrund von zusdtzlichen stereochemischen Informationen, die man aus der
Strukturuntersuchung kleinerer Molekile bestimmt, zu verkleinern.
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Erzeugung von Rontgenstrahlung

Rontgenstrahlung (Photonen mit Wellenlangen zwischen 0.1 und 100 A) werden im Labor
dadurch erzeugt, dass in einer Rontgenrohre Elektronen auf Energien von einigen 10° eV
beschleunigt werden, die anschlief3end von einem Target abrupt gestoppt werden (Abb. 24).
Bei der Kollision der energiereichen Elektronen mit den Atomen des Targets werden
Elektronen aus den inneren Schalen herausgeschlagen. Diese Schalen werden anschlief3end
von Elektronen der héheren Schalen aufgefillt. Wenn zum Beispiel ein Elektron aus der
untersten Schale (K) entfernt wird, so kann ein Elektron der néchsten Schale (L) nachriicken,
wobei die so genannte K,-Rdntgenstrahlung emittiert wird. Rickt hingegen ein Elektron der
néchsthéheren Schale (M) nach, so spricht man von Kg-Strahlung. Da die Wellenlange der
Rontgenstrahlung von der Energiedifferenz der K, L, M-Schalen abhangt, it sie
charakteristisch fur die Atome des Targets. Abb. 24a zeigt die charakteristische Strahlung
einer Rontgenréhre mit Molybdananode auf dem kontinuierlichen Bremsstrahluntergrund.

(@) ¢ ravs 12T (0) 15 7
Shieid tube i)
]\ Eiaphmgm
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i T 4=
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= Electrons F
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Abb. 24: (a) Schematisches Bild einer Réntgenr 6hre mit feststehendem Target. (b) Spektrale Verteilung
der Rontgenintensitat einer Réhre mit Molybdan-Anode. Die Zahlen 15 und 37 geben den
Faktor an, um den die char akteristischen Linien hoher sind als dar gestellt.

In der Proteinkristallographie wird vorzugsweise mit Kupfer-Anoden (4 = 1.54 A) gearbeitet.
Das Elektronenbombardement der Anode produziert erhebliche Mengen an Warme, die durch
Wasserkiihlung entsorgt werden. Durch den limitierten Warmetransport sind Réhren mit
feststehendem Target auf eine Leistung von 2 — 3 KW begrenzt. Um hohere Leistungen (~10
kW) zu generieren, wird das Target in einem Drehanodengenerator als rotierender Zylinder
ausgefuhrt.

Um viele GroRenordnungen hohere Photonenfliisse werden in Synchrotrons (z.B. ESRF in
Grenoble, Desy in Hamburg) erzeugt, die eigens fur Zwecke der Strukturaufklérung von
Materie mit Rontgenlicht betrieben werden. Abb. 25 zeigt das Prinzip einer solchen
Rontgenquelle. Elektronen werden im Vakuum mit Hilfe von Magnetfeldern auf
kreisformigen Bahnen gefuihrt, wobei die stéandige Beschleunigung zur Emission von
Rontgenstrahlung fahrt. Durch Einfigen von Wigglern und Undulatoren wird die Emission
weiter gesteigert, so dass man mit Beschleunigern heutzutage mehr als 10 Gré3enordnungen
hohere Intensitét erzeugen kann als mit Drehanoden. Fur Proteinkristallographie sind
Synchrotronstrahlungsquellen besonders attraktiv, da sie einen Rontgenstrahl mit extrem
hoher Intensitét und geringer Strahldivergenz liefern. Dies verringert die Messzeit, und bei
Messungen an sehr kleinen Kristallen sind die Strahleigenschaften essentiell. Ein weiterer
Vortell ist, dass — im Gegensatz zur Rontgenréhre — die Wellenlénge der Rongtenstrahlung
durch Monochromatisierung aus dem breiten Synchrotron-Strahlungsspektrum gewahit
werden kann. So kann die Strahlungswellenlange auf Absorptionskanten von schwereren
Atomen (Se, Fe, Cu) eingestellt werden, wodurch der Formfaktor variiert werden kann. Im
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Gegensatz zu der chemischen Methode des multiplen isomorphen Ersatzes kann mit dieser
Methode (MAD - multiple anomalous dispersion) das Phasenproblem ganzlich auf
physikalischem Wege gel6st werden.

(a) ELECTRON ORBIT (b) Wiggler
e Side View
+1 -1 =L -
-
J0LE LT L

H
>}< £ Top view
Abb. 25: (a) Prinzip des Synchrotrons. (b) In einem Wiggler bzw. Undulator im Speicherring werden die

Elektronen mit Magneten auf eine Schlangenlinie gezwungen, wodurch sich die
Roéntgenemission steigern lasst.

Prinzipieller Aufbau der Apparatur

Area Detector(s)
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Primary X-ray Eeam
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Abb. 26: Schematischer Aufbau einer Apparatur fur Proteinkristallographie.

Neben der Rontgenguelle sowie Einrichtungen zur Strahlfthrung wird Ublicherweise ein
Monochromator zur Selektion der gewinschten Wellenlénge (Energie) eingesetzt. Der
Proteinkristall sitzt im einfachsten Fall auf einer drehbaren Spindel, die von einem
Schrittmotor prézise gedreht werden kann. Zur Detektion der Strahlung werden heutzutage
vielfach Flachendetektoren eingesetzt, um moglichst viele Rontgenquanten parallel zu
erfassen.
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Detektion von RAntgenstrahlung

Rontgenstrahlen wurden friiher hauptsachlich durch photographische Filme detektiert. Neben
ihren Vorteilen (relativ einfache Herstellung, viele Reflexe konnen auf einmal aufgenommen
werden) haben photographische Filme allerdings auch eklatante Nachteile. So besitzen sie ein
starkes Rauschen, daher braucht man lange Expositionszeiten, damit die zu messenden
Signale vom Untergrund unterscheidbar werden. Aul3erdem haben sie einen eingeschrankten
dynamischen Bereich. Um die fur eine gute Aufnahme notwendige Prazision zu erreichen,
muss ein Stapel von Filmen verwendet werden, zwischen denen sich kalibrierte
Abschwécherfolien befinden. Des Weiteren sind Filme nichtlinear, sie bedirfen daher einer
Eichung, und schlieflich ist ihre Empfindlichkeit zeitabhangig. Immer wichtiger werden
deshalb die Alternativen zu den photographischen Filmen, Bildplatten und elektronische
Detektoren.

Bildplatten werden aul3er fur die Strukturaufklérung auch fur die Materialprifung und die
Rontgendiagnostik  verwendet. Bildplatten detektieren die RoOntgenstrahlung mittels
Speicherleuchtstoffen. Diese geben die nach dem Auftreffen der Rontgenstrahlen gespeicherte
Energie durch Lichteinwirkung wieder frei. Beim Auftreffen der Rontgenstrahlung auf den
Speicherleuchtstoff (dotierte (Erd-)Alkalihalogenidverbindungen) werden Elektron-Loch-
Paare erzeugt. Die Ladungstrager werden getrennt in Zentren metastabil gespeichert. Bel der
optischen Anregung werden die Elektronen in einen hdheren Zustand angeregt. Sie kénnen
dann Uber verschiedene Mechanismen mit den gespeicherten Lochern rekombinieren. Die
hierbei freigesetzte Energie wird auf den Dotierstoff Ubertragen und von diesem als Licht
wieder abgestrahlt (photostimulierte Lumineszenz).
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Abb. 27: Belichtungs- (links) und Ausleseprozef3 (r echts) einer Bildplatte.

Die Bildplatte besteht im Prinzip aus einer ausgedehnten Leuchtstoffschicht, die bei der
Aufnahme mit Rontgenstrahlen belichtet wird (Abb. 27). Die Anzahl der hierbei in dem
Speicherleuchtstoff gespeicherten Elektron- und Lochspeicherzentren ist proportional zur
Strahlendosis. Mit Hilfe eines Laserstrahls wird die Bildplatte nach der Belichtung Punkt fir
Punkt abgetastet und das aufgrund der photostimulierten Lumineszenz emittierte Licht
gemessen und digitalisiert. Somit lasst sich das gesamte Strahlungsbild zurtickgewinnen.
Nach dem Auslesen kann die Bildplatte mit einer intensiven Lichtquelle vollstandig geléscht
und fir die néchste Aufnahme verwendet werden. Bei den elektronischen Detektoren
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kommen CCD-Kameras und auf Proportionalzéhlern basierenden Apparate zum Einsatz. Da
die Quanteneffizienz der CCD-Chips fir Rontgenstrahlung sehr gering ist, wird das
Rontgenlicht mittels eines Phosphorschirms in sichtbares Licht umgewandelt. Dieses trifft auf
die Photokathode einer Vielkanalplatte, die im Prinzip aus vielen kleinen Photomultipliern
bestent. Die durch den &ufReren Photoeffekt erzeugten Elektronen werden in der
Vielkanalplatte vervielfacht, und die von den Elektronen tiber eine Phosphorschicht erzeugten
Photonen von der CCD-Kamera detektiert (Abb. 28).
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Abb. 28: Detektion von Rontgenstr ahlung mit einer bildver stérkten CCD-Kamera.

Bei den Vieldraht-Proportionalzdhlern (multiwire proportional counter) handelt es sich im
Prinzip um einen Flachendetektor, dessen Funktionsweise der eines Proportionalzahlrohrs
vergleichbar ist. Die von der Probe gestreute Rontgenstrahlung tritt zuerst in die mit He
gefillte Eingangskammer und daraufhin in die Driftkammer, die mit Xe gefillt ist (Abb. 29).
Dort erzeugt das Rontgenquant Elektron-lon-Paare, die zwischen der Kathode und Anode von
einem elektrischen Feld beschleunigt werden. Die durch StofBionisation erzeugte
Elektronenlawine trifft dann auf die Anode. Der Auftreffpunkt wird elektronisch registriert.
Der in Abb. 29 skizzierte Vieldrahtproportionalzdhler zeichnet sich durch eine hohe
Detektionseffizienz (90% fiir 14.4 keV), einen groRen sensitiven Bereich (700 x 700 mm?),

eine ortliche Auflésung von 1 mm, einen sehr kleinen Untergrund und gute Langzeitstabilitét
aus.
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Abb. 29: Skizze eines Vieldrahtproportionalzahlers.
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RAntgenbeugung an Fasern zur Strukturbestimmung der DNA

Es lassen sich nicht von allen Makromolekilen Kristalle fir die Rontgenbeugung herstellen.
Langere DNA-F&den lassen sich beispielsweise nicht kristallisieren. Es ist aber mdglich, sie
in parallelen Fasern anzuordnen. Abb. 30 zeigt das Beugungsbild der DNA. Im Folgenden
wird gezeigt, wie man die Doppel helix-Struktur aus dieser Aufnahme herleitet.
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Abb. 30: Beugungsbild der DNA.

Um die Rontgenbeugung der DNA zu beschreiben, soll zuerst die Streuung einer
kontinuierlichen Elektronenverteilung auf der Helix betrachtet werden. Diese Naherung ist fir
die DNA darin begrindet, dass sich die Phosphatgruppen, in denen die Mehrzahl der
Elektronen lokalisiert sind, radial gesehen am Rande der DNA befinden. Dazu wird das
zylindrische Koordinatensystem im Ortsraum und im reziproken Raum eingefuhrt (Abb. 31),
wobei die Helixachse entlang der z-Achse des reellen Raumes angeordnet ist.

Abb. 31: Zylindrisches K oor dinatensystem fiir (a) den Ortsraum und (b) den rezipr oken Raum.
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Der Strukturfaktor in kartesischen Koordinaten ist
F(S)= [drp(r)e”™".
In zylindrischen Koordinaten folgt dann

oo 27 oo
Fc(r*,¢*,z*) _ IrdrId¢Ide(r,¢, Z)eZﬂi[rr*(oos¢oos¢*+sin¢sin¢*)+zz*] .
0 0

—oo

Bei einer idealen Helix befinden sich alle Elektronen auf der Zylinderoberflache mit Radius
rn. Somit gilt fir den radialen Anteil der Elektronendichte

o(r,9,2)=Co(r—-r,).

Wird zusétzlich das Additionstheorem des Kosinus angewendet, so erhdlt man fur den
Strukturfaktor

2 oo
Fc(r*l¢* ) Zk) = ConSt, J. d¢ J‘ dZ eZ”i[rhr*ws(¢_¢*)+Z*] .
0

—oo

Die Helix ist eine periodische Anordnung in z-Richtung mit der Periodenlénge p (Abstand in
z-Richtung fur eine Umdrehung der Helix; z= pg@/27). Wie oben aufgefiihrt, erzeugt die

Roéntgenbeugung Reflexe nur in den Ebenen senkrecht zur z-Achse mit Abstanden von n/p (n
ganzzahlig). Dann folgt
Z-7* :(pijﬂ :n_¢.
2r)p 2r
Fur den Strukturfaktor erhdlt man (unter Vernachlassigung der Konstanten)

27
FC(I'* O*Z¥) = IeZﬂfhf*OOS(¢—¢*)+in¢d¢ ’
0

in ¢*+E
=J, (271, 1*)e [ Zj,
wobei J, die Besselfunktion erster Gattung und n-ter Ordnung ist die konstanten Faktoren
wurden wiederum vernachléssigt. Sie ist wie folgt definiert:

2r
J — 1 ixoosy+inyd
()= [y,
0

Zum Vergleich mit dem Rontgenbeugungsbild muss die I ntensitédt berechnet werden,
| =F_F, =J2(27r,r*),

wobei J? =J% undJ3(r*)=J?(-r*). Das Beugungsbild einer kontinuierlichen Helix mit
der Periode p besteht demnach aus Reflexen in Ebenen (mit Abstand senkrecht 1/p
zueinander) zur Helixrichtung, deren Intensitét in der Ebene senkrecht zur zRichtung
proportional zuJ? igt. Dies ist in Abb. 32 dargestellt. Aus dem Abstand der Ebenen ergibt

sichp=34A.
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Abb. 32: Intensitatsverteilung des Beugungsbildes einer kontinuierlichen Helix in Abhangigkeit von
r*und z*.
Das erste Maximum von J(2zr,r*) befindet sich bei 2zr,r* =n(fir groRe n), d.h., es

befindet sich bei groReren r* fir zunehmendes n. Das bedeutet, dass die Hauptfigur des
Beugungsbild dem Buchstaben X @hnelt. Fir dfolgt (Abb. 32)

tan5=r—* =—A’”“ -_P
z Yo o 27T,

aml Maximum

Mit §= 30° und p = 34 A ergibt sich der Radius der Helix zu ~10 A. Bislang wurde das
Beugungsbild einer Helix mit kontinuierlicher Elektronendichte berechnet. Tatsachlich sind
die Elektronen aber um Atome herum konzentriert. Bei der DNA-Helix ist zu erwarten, dass
aufgrund der regelmal3igen Anordnung der Nukleotide eine periodische Elektronenverteilung
vorliegt. Die Elektronendichte dieser nicht-kontinuierlichen Helix (discontinuous helix, dh)
kann als Produkt aus der der kontinuierlichen Helix (continuous helix, ch) und der von
diskreten Ebenen (mit Abstand h) berechnet werden,

pdh = pchpplane'
Aufgrund des Faltungssatzes folgt fir die Strukturfaktoren
I:dh = I:ch ® I:plane’

- m
Fan = Fen ®Z5(Z_F) ,

wobei m und h ganze Zahlen sind. Die Ebenen mit Periodizitét h in z-Richtung erzeugen im
reziproken Raum Strukturen mit Abstand 1/h in z* -Richtung. Da der gesamte Strukturfaktor
aus einer Faltung besteht, ergibt sich das Beugungsbild in Abb. 33 entsprechend den Regeln,
die im Zusammenhang mit der Pattersonfunktion diskutiert wurden. Das Beugungsbild der
kontinuierlichen Helix wiederholt sich bei jedem Wert 2 = m/h.
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Somit treten Reflexlinien fur

n m
Z=—+—

p h
auf. Es kann daher die Anzahl der Einheiten pro Umdrehung bzw. der Abstand der Einheiten
in zRichtung 1/h bestimmt werden (Abb. 33). Aus dem Abstand des Meridionalreflexes vom
Ursprung (Abb. 30) ergibt sichh = 3.4 A.

Abb. 33: Beugungsbild einer nicht-kontinuierlichen Helix.

Bei dem Beugungsbild der DNA fehlt die vierte Ebene (Abb. 30). Dies wird durch zwei leicht
gegeneinander verschobene Strukturen (po=p,+p0,) (die zwei Helices der Doppelhelix)
bewirkt,

P1= ZJ(Z_ np),
Po= 25(2_d —-np),

wobei p; und p, die Elektronendichten der beiden Strukturen sind. Dann folgt fur die
Strukturfaktoren

n
I:1: Zé‘(z* _B) '
F2: ZJ(Z* _%) e27zid2* ’

F(zr =) =1+,
p

|F|2= 2{1+ cosZﬂnd} .

p

Die Intensitét der Reflexebenen weist eine Kosinusmodulation auf. Wird nun |F[* gleich Null
gesetzt fir n = 4, so folgt d = p/8. Die Verschiebung der Helices untereinander betrégt 4.3
(34/8) A.

Schliefdlich wird beobachtet, dass die Maxima héherer Ordnungen im DNA-Beugungsbild
fehlen. Die Ursache dafir ist, dass die DNA keine ideale Helix mit einem definierten Radius

ist, sondern es existieren auch streuende Atome innerhalb der Helix. Dies fihrt zu
destruktiven Interferenzen bei hohen Winkeln.
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Neutronenkristallographie

Ein Nachteil der Rontgenstrukturanalyse von biologischen Makromolekilen ist, dass es nur
bei extrem hoher Auflésung gelingt, Wasserstoffatome — die eine wichtige Rolle in
Biomolekilen haben — zu lokalisieren, da die Streuintensitdt proportional zum Quadrat der
Ordnungszahl Z ist. Aufl’erdem koénnen Kohlenstoff-, Stickstoff- und Sauerstoffatome nicht
voneinander unterschieden werden, da sie ein &hnliches Z aufweisen. Neutronen
wechselwirken hauptsachlich mit dem Kern der Atome Uber die starke Kernwechselwirkung
bzw. Uber die magnetische Wechselwirkung. Damit kdnnen sowohl Wasserstoffatome
dargestellt als auch C, N und O-Atome unterschieden werden. Tab. 1 zeigt die kohérente
Streulange b, den koharenten Streuquerschnitt 6°" = 4zb2 und den totalen Streuquerschnitt
o0®einiger wichtiger Atome.

Tab. 1. Streuldange, koharenter und totaler Streuquerschnitt einiger Atome (zum Vergleich ist der
Strukturfaktor fiir Vorwartsstreuung von Réntgenstrahlen aufgefiihrt) (1 barn = 102 m?).

X-rays Neutrons
£(3=0)z2 b gk gtot
(fm) (barns) (baruns)
hydrogen 1 -3.8 1.8 84
deuterium 1 6.5 5.4 7.6
carbon 6 6.6 - 5.5 5.5
nitrogen: 7 9.4 11 11.4
oxygen 8 5.8 4.2 4.24
sulphur 16 3.1 1.2 1.2
iron 26 9.6 11.4 11.8 -

Die Streulange von Wasserstoff ist @hnlich grof3 wie die von schwereren Atomen. Aul3erdem
ist sie negativ, wahrend die der anderen Atome positiv ist. Dies bedeutet, dass die Streuung an
einem H-Atom im Vergleich zu den anderen Atomen um 180° phasenverschoben ist. Ein
Nachteil des Wasserstoffs ist, dass der kohérente Streuquerschnitt sehr viel kleiner ist als der
inkohérente, der einen unerwiinschten Untergrund liefert. Der kohérente Streuquerschnitt des
Deuteriums ist wesentlich groRer und der inkohérente Streuquerschnitt wesentlich kleiner als
der des Wasserstoffs. Deshalb werden die zu untersuchenden Kristalle gewdhnlich deuteriert.
Fur den Impuls der Neutronen gilt

— 2
p =17k, p=hr—.
p [p=1=
Die Energie erhélt man mit
~ p2 _ h2k2
kin — 2rnn - 2rnn *

Dies ergibt bei Raumtemperatur eine Wellenlange von

27h 27 he
ﬂl n: = ’
\/2mn Ekin \/2En Ekin
27197 MeVim

A =1.8A,

" J2-940Mev 25.10°Mev

Die Geschwindigkeiten der Neutronen folgen einer Maxwell-Verteilung mit einem Maximum
bei 2200 m/s.
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Als Neutronenquellen dienen Neutronenreaktoren bzw. Spallationsquellen. Die Wellenlange
wird durch die Temperatur der Moderatoren bestimmt, mit denen sich die Neutronen im
Gleichgewicht befinden (Abb. 1). Einen monochromatischen Strahl erzeugt man durch
Reflexion an einem Kristall. Der Aufbau typischer Neutronenspektrometer ist in Abb. 2 zu
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Abb. 1. Neutronenwellenlangen (-energien) von einem heif3en (2200 K), einem ther mischen (300 K) und
einem kalten (25 K) Moder ator.
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Abb. 2: Neutronenspektrometer: Das Kleinwinkel- und das Doppelachsen-Spektrometer verwenden
denselben Neutronenstrahl des Hochflussreaktors. Fir das Doppelachsen-Spektrometer wird
mittels eines Germanium-Monochromators die Neutronenwellenlange auf 1.2 A engestellt,
wéhrend die 'beam pipe'-Neutr onen eine Wellenlange von 4 A haben.
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Fur die Wechselwirkung der Neutronen mit dem Kern wird das Kernpotential durch ein
Fermi-Pseudopotential angenahert,

27 h?
v(r)=Z

- ba(r).

Die Streulange b ist - im Unterschied zur Thomsonstreuung - unabhangig vom Streuwinkel,
da die Neutronenwellenlangen sehr viel groRer als die Kerndurchmesser sind. Sowohl die
einfallenden Neutronen werden als ebene Welle beschrieben,

W free _ 1 eiRDF
0 \/\7 ’
als auch die gestreuten Neutronen,
free 1 ik,
l//l = W er.

Der Streufaktor ist durch das Ubergangsmatrixelement gegeben,

j e (P dr .

-m
f(0) =
©) 27h?

In der ersten Bornschen Naherung wird angenommen, dass der einfallende Neutronenstrahl
durch das Kernpotential nicht verandert wird

free

=y,
Daraus folgt

f(0) = j e ™RV (F)y, "dr

2712

=5 h2 je“"o N/ (F)dF .
1

Mit dem Fermi-Pseudopotential erhélt man

f(6) = —-b.
Der differentielle Streuquerschnitt ist ein Mal’ fir die Wahrscheinlichkeit der Streuung in ein
Raumwinkelelement d<2; er ergibt sich zu

do
—=f2=|p>.
o le

Da die geometrischen Aspekte fir den molekularen Strukturfaktor der Neutronenstreuung
gleich denen der Rontgen- oder Elektronenstreuung sind, folgt

Fm(g) _ ij eZzziSrJ .
i

Der gesamte Streuquerschnitt ergibt sich zu

do™ 2 do
— (h,k1)=N?-F (hk,l
go (kD=N=[F(hk D] += o
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Der zweite Term beschreibt den Beitrag der inkohdrenten Streuung. Inkohérente
Streukomponenten gibt es auch bei der Rontgenstreuung, beispielsweise durch den Compton-
Effekt.

Bei der Neutronenkristallographie muss im Prinzip wiederum das Phasenproblem gelost
werden. Die Methode des multiplen isomorphen Ersatzes ist nicht anwendbar, da sich die
Streulangen der Atome nicht sehr unterscheiden. Daher wird die Neutronenstreuung an
Proteinkristallen durchgefiihrt, deren Strukturen schon gut bekannt sind. Somit kénnen die
Phasen aus den Positionen der mit den anderen Methoden 'sichtbaren’ Atome berechnet
werden. Zusammen mit den Intensitdten aus der Neutronenstreuung kénnen dann zusétzlich
die Positionen der Wasserstoffatome ermittelt werden. Die Neutronenstreuung ist also keine
primére Methode zur Strukturbestimmung. Vielmehr werden bekannte Strukturen untersucht,
um die H- und N-Atome usw. zu lokalisieren.

Abb. 3 zeigt die Neutronenstreudichte eines Teils des Vitamins B12, das vor alem in der
Leber vorkommt und am Fett-, Kohlenhydrat- und Nukleinsdurestoffwechsel wesentlich
beteiligt ist. Die Wasserstoffatome sind leicht zu erkennen (gestrichelte Linien stellen
negative Streuléngen dar). Die Streudichtepeaks sind bei der Neutronenstreuung schéarfer als
bei der Rontgenbeugung, da sie einer Faltung der Auflésung mit der Delta-Funktion der
Kernpotentiale (und nicht mit der Elektronendichteverteilung der Atome) entsprechen.

Abb. 3: Neutronenstreudichte eines Details von Vitamin B12. Der Einflussder Auflésung ist dar gestellt.

Eine andere Méglichkeit, die Neutronenstreuung zur Strukturoptimierung zu nutzen, ist die
Berechnung von 'difference Fourier maps. Diese Methode ist fur die Untersuchung von
kleinen Veranderungen der Struktur wichtig, wie sie z.B. bei der Bindung von Liganden
vorkommen. Der Strukturfaktor des ligandierten Proteins setzt sich aus dem des
unligandierten Proteins (Index P) und dem des Liganden (Index L) zusammen,

Fo =F+F .

)
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Da ‘IEL‘ <<‘pr‘, wird angenommen, dass die Phasen fur das ligandierte und unligandierte
Protein ndherungsweise gleich sind (Abb. 4),

=
Abb. 4: Darstellung der Strukturfaktoren in der komplexen Ebene.

Fur den Unterschied des Betrags der Amplituden folgt

Ap = \% 3 (Fo (hk, 1) = |Fp (h K, 1) @D g2ritetoia.

hk,l

Mit diesem Verfahren lassen sich somit ohne Kenntnis der Phasen die Anderungen durch die
Bindung eines Liganden ermitteln. Abb. 5 zeigt als Beispiel das mit Sauerstoff ligandierte
Myoglobin. Hier ist aber nicht die Differenz mit einer Messung ohne Ligand dargestellt,
sondern die Differenz zu einer Berechnung fur das mit Sauerstoff ligandierte Myoglobin ohne
die Wasserstoffbriicke zwischen dem Ham und dem Histidin.

Abb. 5: Neutronen-Differenzdichtekarte einer 4 A dicken Schicht aus einer MbO,-Struktur. Der
Imidazolring des distalen Higtidins it in der Mitte zu sehen. Links davon sind die zwel
Sauer stoffliganden, die an dem Eisen des Hams gebunden sind, eingezeichnet. Die Aufnahme zeigt
den Ort des Deuteriums der Wasser stoffbr tickenbindung.

Die Wasserstoffbriickenbindung, die die Affinitét fir die Bindung des Sauerstoffs erheblich
erhoht, ist deutlich zu sehen. Hier wurde das Proton der Wasserstoffbriickenbindung durch ein
Deuteron ersetzt. Fur diesen Zweck wird der Myoglobin-Kristall Uber léangere Zeit in D,O-
haltiger Mutterlauge aufbewahrt (‘gesoakt’). Damit kann auch untersucht werden, welche
Wasserstoffe im Myoglobin Gberhaupt durch Deuteronen ersetzt werden kdnnen. Eine solche
Analyse ermdglicht es, Aussagen Uber gro3raumige Konformationsdnderungen zu machen.
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Elektronenmikroskopie und Elektronenbeugung

Eine weitere Maoglichkeit zur  Strukturbestimmung von Biomolekilen ist die
Elektronenmikroskopie unter Verwendung der Elektronenbeugung. Wie bereits im Abschnitt
Uber die abbildende  Elektronenmikroskopie  erwahnt, lassen sich  mit
Beschleunigungsspannungen von typischerweise 100 kV Elektronenwellenlangen weit unter
einem A (~0.04 A fur 100 kV) erzielen. Die Auflosung ist bei der abbildenden
Elektronenmikroskopie allerdings durch die Linsenfehler auf 2 — 3 A begrenzt.
Interessanterweise machen die Linsenfehler bei der hochaufldsenden
Hellfeldelektronenmikroskopie die Strukturanalyse erst moglich. Diese Methode wird im
Folgenden diskutiert.

Elektronen wechselwirken viel stédrker mit Materie als Rontgenstrahlen. Die atomaren
Streuamplituden sind etwa um einen Faktor 10,000 grofRRer. Aulerdem variieren die
elektronischen Streuamplituden fir leichte und schwere Atome weniger. Die mittlere freie
Weglénge von 100 keV-Elektronen in biologischem Material ist 2,400 A. Um hochauflésende
Elektronenmikroskopie zu betreiben, muss die Probendicke unter 10 % dieses Wertes liegen.
Daher haben elektronenmikroskopische Proben um Grof3enordnungen weniger Masse als
solche fir Roéntgenbeugung. Obwohl Elektronenstrahlen weniger schadigend sind als
Rontgenstrahlen, wie man durch Vergleich der inelastischen und elastischen Streuquerschnitte
sieht, kann man bei der hochauflésenden Elektronenmikroskopie aufgrund des geringen
Probenmaterials nur Strahlendosen von ~0.5 /A% bei 300 K und 5 e/A? bei 4.2 K tolerieren.
Es ist zu beachten, dass eine einzelne elektronenmikroskopische Aufnahme eine Projektion
der Probe darstellt. Man bekommt ein zweidimensionales Bild, das erst durch viele
Aufnahmen bei gedrehter Probe zu einem dreidimensionalen Bild zusammengesetzt werden
kann. Abb. 6 zeigt das Zustandekommen des Bildes im Elektronenmikroskop.
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In der Brennpunktsebene entsteht das Beugungsbild der diinnen, zweidimensionalen Probe.
Das Abbild der Probe entsteht durch Interferenz des Primérstrahls mit den gebeugten
Strahlen. Die Abbildung ist aber durch die Fehler der Elektronenlinsen, die mittels einer
Transferfunktion beschrieben werden, verfélscht (siehe Abb. 6b). Zusétzlich ist der Kontrast
der Abbildung schlecht, wahrend der des Beugungsbildes wesentlich besser ist, da tber viele
Einheitszellen gemittelt wird. Um allein aus dem Beugungsbild die Struktur berechnen zu
konnen, missen neben den Intensitdten auch die Phasen bekannt sein. Bei der
Elektronenmikroskopie unter Verwendung der Beugung werden die Amplituden der
Strukturfaktoren aus dem Beugungsbild bestimmt, die Phasen jedoch durch die
Fouriertransformation des Abbildes erhalten. Letztlich bekommt man die Struktur wiederum
durch Fouriertransformation dieser Phasen und der gemessen Intensitdéten. Es wird also
ausgenutzt, dass das Beugungsbild die Fouriertransformation des Objekts und das Abbild die
Fouriertransformation des Beugungsbilds darstellt.

Fur die mathematische Berechnung befindet sich die diinne Probe in der x-y-Ebene; der Elek-
tronenstrahl wird entlang der zAchse eingestrahlt. Beim Erreichen der Probe werden die
Elektronen als Wellen mit Einheitsamplitude und Phase Null beschrieben. In der Probe
erfahren sie ein elektrisches Potential, das durch die Kerne und Elektronen erzeugt wird. Dies
fahrt zu einer Phasenverschiebung der eingestrahlten Welle. Da die Probe kollimiert (in z
Richtung) bestrahlt wird, erhélt man nur die Projektion des Potentials in die x-y-Ebene,

Bo(%Y) = [ 05" (X Y, 2)dz = 6,(F,).

Somit ist die Wellenfunktion gleich hinter dem Objekt aufgrund der Veranderung der Phase
durch das Potential gegeben durch

W, (X y) =expiog (),
=1+iop(T,),

wobei fir die Wechselwirkungskonstante o = z/(AU) gilt. Hierbei it U die
Beschleunigungsspannung. Die Entwicklung der Exponentialfunktion kann nach dem linearen
Glied abgebrochen werden, da das Potential die Wellenfunktion nur schwach beeinflusst. Der
erste Term stellt den Priméarstrahl dar. Dem zweiten Term, der die gestreute Strahlung
beschreibt, kann entnommen werden, dass dieser relativ. zum Primérstranl um 90°
phasenverschoben ist. Das Beugungshild erhélt man wiederum durch Fouriertransformation.
Falls der Primérstrahl nicht berticksichtigt wird, erhdlt man fir den Strukturfaktor

F(S) ~ [g,e”°"dr,
= CJ. ¢,€”" 5" dr .

Abb. 7 zeigt die Beugung im Elektronenmikroskop im Orts- und im reziproken Raum.
Aufgrund der kleinen Wellenlange der verwendeten Elektronen kann die Ewaldkugel durch
eine Ebene angendhert werden, die den reziproken Raum schneidet. Werden
Beugungsaufnahmen bei verschiedenen Drehwinkeln des Kristalls durchgefihrt, so kann auf
diese Weise der Strukturfaktor in allen drei Dimensionen des reziproken Raums ermittelt
werden. Technisch sind allerdings nur Winkel bis maximal 60° moglich. Der reziproke Raum
hat also Bereiche (Kegel), die nicht erfasst werden kdnnen. Dadurch wird die Auflésung in
dieser Richtung deutlich schlechter.

Die oben erwéhnten Abbildungsfehler setzten sich aus der sphéarischen Aberration der Elek-
tronenlinsen und der Defokussierung zusammen. Letztere beschreibt die Auslenkung der
Probe von der Brennebene. In Abb. 8 ist die sphérische Aberration dargestellt.
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Abb. 7: Das Elektronenmikroskop als Diffraktometer. a) Eine ebene Welle trifft auf die um den Winkel a
gedrehte Probe. Die gestreuten Elektronen und der Primarstrahl interferieren in der Bildebene
(Hellfeldaufnahme). Bei einer Dunkefedaufnahme wird hingegen der Primarstrahl mit der
Blende B abgeschattet. b) reziproker Raum: Vergleich der Ewaldkugel von Réntgenstrahlen (K)
mit der von Elektronen (Ke). Letztere ist sehr viel grofer und kann durch eine Ebene angenahert
wer den.

d:ﬂ_Z

| 2

Abb. 8. Die sphéarische Aberration bel Elektronenlinsen. Eine ideale Linse verwandet eine
Objektkugelwelle (K;) in eine Bildkugelwelle (Ky), dieihren Ursprung in der Bildebene hat. Dies
wird durch die veranderte Ausbreitungsgeschwindigkeit in der Linse bewirkt, so dass die Phasen
im Bildpunkt fur alle Strahlen gleich sind. Eine reale Bildwelle ist dagegen wegen der
Linsenfehler nicht sphérisch (Ky), und es ergibt sich in Abhéangigkeit des Winkels 8 ein
Phasenfehler y (6).
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Bei der Hellfeldmikroskopie interferieren die gestreuten Wellen mit dem Primérstrahl. Fir die
Intensitét erhélt man dann

L~ (9 ,+ 90, +97),

wobei der Index p den Priméarstrahl und der Index i die gestreuten Wellen kennzeichnet.
Beachte, dass die Amplitude von ¢, reell und die von ¢ im Allgemeinen komplex ist. Daraus
folgt

I ~p5+0 (4 +0)+0.0;.
Der Term ¢,¢; kann vernachlassigt werden, da ¢, >>|¢,|. ¢, ist eine Konstante; deshalb
wird nur ¢, + ¢ betrachtet:
b+0 ~ j F'(S)e?"dS + j F*(5)e”"dS,
mit
F'(S)=F (S ol3)

Der m2-Term im Exponenten trégt der Phasenverschiebung zwischen Streustrahl und
Primérstrahl Rechnung. AulRerdem wurde der Phasenfehler y eingefuhrt, fir den

2 4
Z:g AFQ__CSH_
A 2 4

gilt. Der erste Term in der Klammer beschreibt die Defokussierung um die axiale Distanz OF,
der zweite die spharische Aberration mit dem Offnungsfehlerkoeffizienten Cs, der fur das
Mikroskop charakteristisch ist. Esfolgt

T T

¢i+¢i*~_|. F(?,)ei(z_ZJe‘z’“gri d§+J.F * (S)e_i(l Zjez’”g'ri ds.
Eswird nun das Friedel sche Gesetz angewandt,
F*(S)=F(-S).
Dieses folgt fir reelle Streuamplituden f aus
F§ =Y ™",
F* =Y e =F(-9).
Damit erhélt man

V4

o+~ F(é)ei(l_zJe‘z”is’" dS+[F (S)e_i(l_zJe‘z”is’" ds,

T

¢+ ¢:~J2F(§)Sin7(e_2msr'dg- Gleichung 1
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Das Messsignal oszilliert mit dem Sinus des Phasenfehlers. Wéare kein Phasenfehler
vorhanden, so wére das Messsignal auf den konstanten Beitrag des Primérstrahls begrenzt, da
der gestreute Strahl relativ zum Primérstrahl um 90° phasenverschoben ist und somit keine
Interferenzen auftreten. Der Phasenfehler ermdglicht also erst die Strukturanalyse. Fur die

Strukturanalyse werden nun die komplexen Strukturfaktoren F(S) durch die (inverse)
Fouriertransformation aus den Bildamplituden ermittelt,

F(9) = [0 +0)e" " df,.
29Ny

Die Phasenkontrast-Transferfunktion 2 sin y ist durch die Parameter AF und Cs bekannt.
Aufgrund der geringen Belichtung des Bildes sind die Fehler der Amplituden- und
Phasenbestimmung verhaltnismalsig hoch. Daher nimmt man nur die Phasen aus der
Auswertung der Abbildung. Die Amplitude dagegen wird aus den Reflexintensitéten der
Beugungsaufnahmen gewonnen, da diese aufgrund der Mittelung Uber viele Einheitszellen
genauer bestimmt werden kénnen. Beide Grof3en werden herangezogen, um wiederum mittels
Fouriertransformation (Gleichung 1) die Elektronendichteverteilung zu berechnen. Abb. 9
zeigt Beugungsaufnahmen von der Purpurmembran.

Abb. 9: Strukturanalyse der Purpurmembran mittels Elektronenbeugung im Elektronenmikroskop:
Experimentelles Beugungsbild (linkes Bild) und Teil des Beugungshildes, das mittels
Fouriertransformation aus der mit geringer Strahlintensitédt aufgenommenen Abbildung
ber echnet wurde (rechtes Bild). Einige der Reflexe sind indiziert.

Die linke Aufnahme zeigt die experimentelle Beugungsaufnahme, die rechte die aus dem
Elektronenmikroskopiebild errechnete. Im Beugungsbild sind die Reflexe wesentlich
deutlicher zu sehen. Der Phasenfehler kann mit einem Elektronenmikroskopiebild bei langer
Belichtung ermittelt werden (Abb. 10 links). Mit dieser Messung und mit den Ergebnissen aus
Abb. 9 kann die Elektrondichteverteilung berechnet werden (Abb. 10 rechts).
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Abb. 10: Strukturanalyse der Purpurmembran (Fortsetzung). Hochdosis-Elektronenmikroskopie-
Aufnahme, die im Wesentlichen den Phasenfehler dargellt (linkes Bild). Elektronendichte-
Karte mit 7 A Aufldsung, das durch die Fouriertransformation berechnet wurde. Es wurden
daflr die gemessenen Intensitéten aus Abb. 9 (linkes Bild) und die ber echneteten Phasen aus
Abb. 9 (rechtesBild) bzw. Abb. 10 (linkes Bild) ver wendet.

Waéhrend viele tausend Proteinstrukturen mit Hilfe der Rontgenbeugung aufgekléart wurden,
sind bislang nur wenige durch Elektronenmikroskopie (mit atomarer Auslosung) bestimmt
worden. Trotzdem ist diese Methode wichtig, da mit ihr die Struktur von Membranproteinen
gefunden werden kann, die zweidimensionale Kristalle in der Membranebene bilden. Das
erste Protein, dessen Struktur auf diese Weise gel0st wurde, war das Bakteriorhodopsin, das
sich in der Purpurmembran eines Halobakteriums (ein Archaebakterium, das in extrem
salzhaltigen Medien vorkommt) befindet. Das Bakteriorhodopsin wandelt Lichtenergie in
einen transmembranen Protonengradienten um, der zur ATP-Synthese verwendet wird. Es
lassen sich kristalline Membranfragmente mit einem Durchmesser von ~1 um isolieren. Wie
oben erwahnt, wird die Struktur mittels elektronenmikroskopischer Aufnahmen berechnet, die
bei vielen verschiedenen Neigungswinkeln der Probe aufgenommen werden. R. Henderson
und N. Unwin gelang 1975 die Darstellung der dreidimensionalen Struktur (Abb. 11).
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Abb. 11: Modell von Bacteriorhodopsin.

Die Aufldsung in den Richtungen parallel zum eingezeichneten Rechteck ist 7 A, senkrecht
dazu 14 A. Diese Auflésung ist schlechter, da die Beugungsreflexe ab einem bestimmten
Drehwinkel der Probe (missing cone) nicht gemessen werden kénnen. Das Bakteriorhodopsin
besteht aus 7 a-Helices, die sich durch die ganze Membrandicke erstrecken (Abb. 12). Im
Jahre 1990 wurde eine elektronenmikroskopische Struktur mit weitaus besserer Auflésung
erzielt. Seit einigen Jahren gibt es auch eine Mdglichkeit, dreidimensionale Kristalle von
Bakteriorhodopsin zu erzeugen, die sich fur die hochauflésende Rongtenstrukturanalyse

AR e
RHHRRIR SRR

Abb. 12: Anordnung der helikalen Segmentein der Lipiddoppelschicht.
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EXAES

Eine weitere (Interferenz-) Methode zur Strukturbestimmung von Biomolekilen ist die
Extended X-ray Absorption Fine Structure (EXAFS)-Methode. Bei dieser Methode wird die
Rontgenabsorption einer Probe als Funktion der Rontgenwellenlange in der Nahe eines
Absorptionstibergangs gemessen. Ist die Energie des Rontgenquants 7w groRer als die des
Ubergangs Ex, so entsteht ein Photoelektron mit der Differenzenergie (Abb. 13a).

a x—L b Rw-E
‘F“"“EK"EPE Photvelechon: EPE= W-Cy
LLLLLLLLLL //T///// 7/ k= VZm € e' /x
< X —
Ex T Io | ToeHX
fiw ANNNNNNY NANANANANND
)
4 A

Abb. 13: a) Energieschema fur die Emission eines Photoelektrons. b) Lambert-Beer sches Gesetz.

In Abb. 13b zeigt das Lambert-Beersche Gesetz die exponentielle Abnahme der
Rontgenintensitét mit der Dicke der Probe x und dem Absorptionskoeffizienten u. Bei
EXAFS treten charakteristische Oszillationen des Absorptionskoeffizienten auf, wie in Abb.
14 fur Bry, zu sehen ist. Diese Oszillationen treten im Falle des einatomigen Edelgases
Krypton nicht auf. Dieses Verhalten deutet darauf hin, dass es sich bei den Oszillationen um
Interferenzeffekte des emittierten Photoelektrons mit den Nachbaratomen handelt (Abb. 15).

|lll]l|lIlIIlII’I"*rl'jTIf]llll-—-

Kr = Wwo EXAFS
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Abb. 14: Réntgenabsor ption als Funktion der Rontgenenergiefur Kr und Br.
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Abb. 15: Interferenz der gestreuten Elektronenwelle mit den zurlickgestreuten Wellen. Durch
Veranderung der Réntgenwellenlange wird die Elektronenwellenlange verandert, so dass es zu
sich verandernden Interferenzen am emittierenden Atom kommt. a) konstruktive, b)
destruktive Interferenz.

Das Photoelektron wird von einem Atom emittiert und von seinen Nachbaratomen
zurlickgestreut. Dadurch kommt es am absorbierenden Atom zur Interferenz, die mit der
verwendeten Rontgenwellenlange variiert, da sich damit auch die Energie bzw. die
Wellenlange des
Elektrons andert. Das Elektron interferiert also mit sich selbst. Die Abbildung stellt die
Extremfélle der konstruktiven und destruktiven Interferenz dar. Diese Interferenz am
Zentralatom bewirkt die Anderung der transmittierten Rontgenintensitat. Ein typischer
experimenteller Aufbau ist in Abb. 16 zu sehen.

lon chamber 1
ion

chamber 2 Sample "Stored e—
beam
Helium atmosphere Q
Double crystal sslzf::e
monochromator . Torgidal rin
(ftat) . ) ©omirror g
I toV
preamp 2 Channel
counter
Stepping
Computer - motor.
- driver

Abb. 16: EXAFS: Experimenteller Aufbau.

Als Rontgenquelle dient ein Synchrotron, das um GrofRenordnungen héhere Photonendichten
erzeugt as Rontgenréhren. Die gewinschte Wellenlange wird durch zwei Kristall-
Monochromatoren (Drehen der Bragg-Reflexionsebenen) erzeugt. Zur Bestimmung des
Absorptionskoeffizienten wird die Intensitdt vor und nach der Probe mit lonenkammern
gemessen. Alternative Detektionsverfahren sind die Messung der Rontgenfluoreszenz mit
Festkorperdetektoren oder die Messung von Auger-Elektronen.
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Die Absorption kann mit dem Lambert-Beerschen Gesetz beschrieben werden,

_ —UX
I =1.e"".

Zur Auswertung wird eine glatte Funktion u so durch die Messdaten gelegt, dass die
Oszillationen symmetrisch um die Nulllinie verlaufen. Es wird nun folgende Funktion
definiert,

- A
O )

Es wird also vom Absorptionskoeffizienten der nicht oszillierende Anteil abgezogen und
normiert. Der so erhaltene oszillatorische Teil des Absorptionskoeffizienten ergibt sich zu
=2r
N- . —252K>2 Y
;((k):—zkr—’z‘fj(k,ﬂ)‘sm(ZKrj ra (K))e 2 eh®
i
wobei N; die Anzahl der Atome in der Schalej mit Radius rj um das emittierende Atom herum

ist. Die GroRe im Betrag stellt die Riickstreuamplitude dar. Der Debye-Waller-Faktor e 27
berticksichtigt die Tatsache, dass sich die Nachbaratome in verschiedenen Biomolekilen nicht
exakt am gleichen Ort befinden, sondern um eine Mittellage herum verteilt sind. Dieser

Beitrag wird spater noch im Detail diskutiert. Der Term e>"'*™ beriicksichtigt den Verlust
an Photoelektronen aufgrund von inelastischer Streuung. Diese haben nicht mehr die
geeignete Wellenlange fur die Interferenz mit der ausgesandten Welle. Die Phase setzt sich
zum einen aus einem Term (2kr;), der durch den Weg des Elektrons zum Streuort und zuriick
entsteht, und zum anderen aus der Phasenverschiebung aufgrund der Wechselwirkung der
Elektronenwelle mit den Atompotentialen zusammen,

a,(K) = ¢, +25,(K).

Gleichung 2

Der erste Term beschreibt die Phasenverschiebung aufgrund des Potentials des Rlckstreu-
atoms, der zweite die Phasenanderung, die durch das Potential des emittierenden Atoms
zustande kommt. Der Faktor 2 folgt daraus, dass die Welle sowohl beim Aussenden als auch
nach der Reflexion mit dem Zentralatom in Wechselwirkung tritt. Der Strich deutet darauf
hin, dass das Atom in einem angeregten Zustand ist. Falls ¢ fur die betrachteten Atome
bekannt ist, kann der Abstand zwischen den Atomen mit Gleichung 2 berechnet werden. o
kann man aus EXAFS-Daten von Strukturen mit den gleichen Atompaaren wie die zu
untersuchende Probe, fir welche die Abstdnde schon bekannt sind, erhalten (chemische
Transferierbarkeit).

Das Rontgenabsorptionsspektrum von kristallinem Germanium bei 100 K ist in Abb. 17 zu
sehen. Die Daten in der Nadhe der Kante, die auch Informationen Uber die chemische
Umgebung enthalten, werden im Folgenden nicht betrachtet. Wird nun die Absorption nicht
gegen die Photonenenergie, sondern gegen die Wellenzahl der Elektronen aufgetragen und
zusétzlich, wie oben beschrieben, der nicht-oszillierende Untergrund entfernt, so erhalt man
die Kurvein Abb. 18 a
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Abb. 17: Roéntgenabsor ptionsspektrum von kristallinem Germanium bei einer Temperatur von 100 K.
Der steile Angtieg in der Nahe von 11000 eV ist die K-Kante, die M odulationen oberhalb der
Absor ptionskante snd die EXAFS-Ogzillationen.
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Abb. 18: a) »(K) fur Germanium, berechnet aus den Daten in Abb. 17; b) Daten von a) mit k® multipliziert.
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Abb. 18 b zeigt die gleiche Kurve mit k* multipliziert. Dieser Faktor gleicht den Faktor 1/k in
Gleichung 2 und die 1/k*-Abhéngigkeit der Riickstreuamplitude aus. Dadurch werden die
Oszillationen gleichmal3iger gewichtet. Fir die weitere Auswertung werden die Daten aus
Abb. 18 b Fourier-transformiert (Abb. 19 a).
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Abb. 19: a) Betrag der Fouriertransformation der Daten aus Abb. 18 b. Ebenfalls eingezeichnet ist die
Fensterfunktion, die die EXAFS-Oszillationen der nachsten Nachbarn herausfiltert (gestrichelte
Linie). b) Zurucktransformation der Daten in Abb. 19 a nach Multiplikation mit der
Filterfunktion.

Der erste Peak bei einem Abstand von 2.2 A stammt von den vier néchsten Nachbaratomen
des betrachteten Germaniumatoms. Dieser Wert ist geringer als der tatséchliche Abstand von
2.45 A, da die Phase noch durch ¢ beeinflusst wird. Ist o5 bekannt, so kdnnen die exakten
Abstande bestimmt werden. Die anderen Peaks tUber dem Rauschen riihren von den weiter
entfernt liegenden Atomen her. Werden alle Peaks bis auf den Hauptpeak mittels einer
Filterfunktion herausgeschnitten und die erhaltenen Daten zurticktransformiert, so erhdlt man
die Kurve in Abb. 19 b. Alle hochfrequenten Signale und das Rauschen sind entfernt worden.
Das néchste biophysikalische Beispiel zeigt die Bestimmung des Eisen-Schwefel-Abstands im
Elektrontransfer-Protein Rubredoxin. Wie oben ausgefiihrt, ist fir die Bestimmung des
Abstands der betrachteten Atome die Kenntnis von ¢ nétig. Experimentell kann ¢ durch
Vergleich der EXAFS-Aufnahmen der zu untersuchenden Struktur mit einer Probe ermittelt
werden, die aus denselben Zentral- und Nachbaratomen besteht und deren Absténde gleich
und bekannt sind. Die Verbindung FESSC, in der ein Fe**-lon oktaedrisch von
Schwefelatomen umgeben ist, sellt fir Rubredoxin ein geeignetes Referenzsystem dar. Abb.
20 zeigt die Rontgenabsorption fir Rubredoxin und FESSC.
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Abb. 20: Réntgenabsor ptionsspektren von Rubredoxin und FESSC.

Wird nun wieder der nicht-oszillierende 'Untergrund’ abgezogen und die Absorption gegen
den Betrag des Wellenvektors der Elektronen aufgetragen, so erhdlt man Abb. 21. Die Daten
wurden hier mit k multipliziert.

a " RUBREDOXIN

° 2 ks(A")

Abb. 21: Roéntgenabsor ption als Funktion von k. Die Daten aus Abb. 20 wurden gegléattet, ein angefittetes
Polynom dritten Grades abgezogen und mit k multipliziert. (k(k) ist als Ordinate aufgetragen).
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Vergleicht man die Ergebnisse fiir Rubredoxin und FESSC bei k = 10 A™, so sieht man, dass
dort die Oszillationen 180° aufRer Phase sind. Mit der Annahme, dass ¢; flr beide Proben
gleich igt, erhdlt man fur den Unterschied des Eisen-Schwefel-Abstands im Rubredoxin im
Vergleich zu FESSC Ar = 0.16 A, da 2kAr = 7 ergeben muss. Hier wurde angenommen,
dass alle Schwefelatome den gleichen Abstand zum Eisen haben. Wird nun ¢; von FESSC
mittels nichtlinearer Regression an Gleichung 2 bestimmt (hierzu wird fir ¢ ein Polynom
zweiten Grades verwendet) und fur die Messungen an Rubredoxin verwendet, so kann man
die Abstande der vier Schwefelatome variieren, so dass die Absorptionsspektren am besten
gefittet werden. Werden dagegen die Abstande, die mittels der Rontgenstrukturanalyse
gewonnen wurden, in Gleichung 2 eingesetzt und mit den experimentellen EXAFS-
Aufnahmen verglichen, so sellt man vielfach signifikante Abweichungen fest. Die
Rontgenstrukturanalyse hat zwar den Vorteil, dass sie die gesamte Struktur liefert. Hingegen
koénnen die Atomabstande mit EXAFS zwar nur lokal, dafir aber sehr prézise gemessen
werden.
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Konformationssubzustande

Die Strukturmodelle der Proteine, die aus der Rontgenstrukturanalyse erhalten werden,
wurden lange Zeit vielfach so interpretiert, dass sich Proteine in einer einzigen gefalteten
Struktur im Minimum der freien Enthalpie befinden. Die Rontgenbeugung vermag aber nur
die gemittelte Struktur darzustellen. Experimente und theoretische Ansétze zeigen, dass
Proteine tatsichlich sehr viele Konformationen besitzen, die ein wenig voneinander
abweichen und ahnliche freie Enthalpien haben (Konformationssubzustéande). Experimentell
wurde dies durch Rontgenkristallographie, MoRbauereffekt, NMR, Fluoreszenz- und
Absorptionsspektroskopie und Wasserstoffaustausch bestétigt. Einige theoretische Argumente
werden im Folgenden betrachtet.

Proteine sind mesoskopische Systeme mit grof3en Fluktuationen der inneren Energie,

(AE?), =k T°mc,,

des Volumens,
(AV?) =k TVB,,
und der Entropie,
<ASZ>P =kymc, .

Diesimpliziert die Existenz vieler thermisch anregbarer Zustande.

Fiir ein Protein mit der Masse m = 25 kD = 410 % g, dem Volumen V = 3-10%° cm®, den
spezifischen Warmekapazitdten ¢, = ¢, = 1.3 JgK, der adibiatischen Kompressibilitét fr =

107 m?/N und kg = 1.38-10% JK erhdlt man +/(AE?) =150 kJmol, 1/<AV2> /V =0.01 und

<ASZ> / kg = 60. Die Energiefluktuationen sind somit im Bereich der Stabilisierungsenergie.

Eine weitere Betrachtungsweise ist die, Konformationssubzustdande mit Stérungen der
Periodizitdt im Kristall zu vergleichen. Um die Wahrscheinlichkeit zu berechnen, Loch-
Zwischengitteratom-Paare zu erzeugen, wird die Enthalpie, die sich aus der Enthalpie des
Kristalls Ho und der zusétzlichen Beitrage von n Defekten (Index p) zusammensetzt,

H=H,+nH,

und die Entropie
S = S&h + Scon

betrachtet. Die Entropie setzt sich aus zwei Termen zusammen. Der erste Term ist durch den
Logarithmus der Anzahl der moglichen Phononenanregungen in allen Moden gegeben. Die
Erzeugung eines Defektes erhdht die Entropie. Der zweite Term (Konfigurationsentropie)
beschreibt die Anzahl der Mdoglichkeiten, wie n Defekte auf alle mdglichen Orte verteilt
werden kdnnen,
S. —k.In (N +n)! |
N!n!

wobei N die Anzahl der Atome und n die Anzahl der Defekte ist. Die freie Enthalpie ist dann
G(n)=G(0) + nH ; - nTAS,, - TS,

Zur Bestimmung von der relativen Anzahl an Defekten im Gleichgewicht, n/N, wird das
Minimum von G berechnet,
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Abb. 22 zeigt schematisch den Verlauf dieser Funktionen. Bei Festkorpern ist Hp, ~ 100
kdmol; daraus folgt /N ~ 108, Fir Proteine hingegen ist Hp = 1 — 10 kJmol; daraus folgt
NN~ 0.01-1.

v
egfui\ibrium VN
Abb. 22: Schematischer Verlauf von H, G und TS.

Die Boltzmanngleichung,
W=exp(S/ky),

beschreibt den Zusammenhang der Anzahl der Zustdnde W eines Objekts mit der Entropie S
Falls fur eine Aminosaure eines Proteins W = 2 — 3 angenommen wird und das Protein N
Aminosauren besitzt, so folgt

W=(2-3)" =10,
Die Biomolekiile sind mesoskopische Systeme, die entlang ihrer Ketten starke und zwischen
den Seitenketten schwache Kréfte aufweisen. Dies fuhrt dazu, dass sie einen hoch entarteten
Grundzustand besitzen (Konformationssubzustéande). Im Folgenden sollen einige Beispiele fir
Konformationssubzusténde besprochen werden. Die Fahigkeit von Myoglobin und
Hamoglobin, Eisen zu binden, beruht auf der Anwesenheit des Hams (Abb. 23).

CoO- CO0-
\CHZ C/H2
b .

\C C C/
HiC o ¢ e, M,
\C IL l\;l—C/

HC{ >Fe >CH
c==N" N—cC
HZC\\ /C/ ‘ ’ \\C“CH

S AN /C\C/C\C\/ 3
cH, M g\CH2

Abb. 23: Die Strukturformel von Ham.
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Der zentrale Teil bestent aus einem planaren Ring, dem Porphyrin. An diesem sind acht
Gruppen mittels Einfachbindungen gebunden. Wéahrend der Porphyrinring relativ starr ist,
kénnen die Seitengruppen leicht um die Einfachbindungen rotieren. Das Rotationspotential ist
dem des Ethans (Abb. 24) ahnlich.
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Abb. 24: Rotationspotential des Ethans (U =%2U ;(1-cos(39)) ).

Diese Barrieren konnen bei Zimmertemperatur Uberwunden werden, da sie nur einige kJmol
betragen (vergleiche Tab. 2). Durch die vielen moglichen Rotationspositionen der
Seitengruppen (die Propionatketten haben 3 verschiedene frei drehbare Einfachbindungen) hat
das Ham eine grol3e Anzahl von Konformationssubzustdnden. Bei einem Protein ist sie noch
um ein Vielfaches groRer als beim Ham. Die potentielle Energieoberflache fur ein bestimmtes
Atom hangt von der gesamten Konformation (und Lange) des Rickgrats ab (Abb. 25).

Formula Name U (kcal/mole)* State
CH,—CH, Ethane 2.875 4 0.125 Gas
CH;—CH,F Ethyl fluoride 3.33 £ 0.05 Gas ‘
CH,—CH,CI Ethyl chloride 3.68 Gas
CH,—CH,Br Ethyl bromide 3.68 Gas
CH,—CH,l Ethyl iodide 3.22 405 " Gas
CF,—CF, Hexafluorocthane 392 Gas
CCl,—CCl, Hexachlorocthanc 10.8 Gas
CH,—C=C—CH,* Dimethylacctylene <0.03 Gas
CH.,—CH,0H Ethano 0.77 3-0.1 Gas
C:H:—OH Ethanol” 0.8 - Gas
CH,—SiH, Methylsilanc 1.70 £ 0.1 Gas
CH,;—SiF, Methyltrifluorosliane 14402 Gas
(CH,—).Si Tetramethylsilane 1.4 1+ 0.1 Gas
CH,;—GeH, Methylgermane 1.24 4 0.025 Gas
(CH;=).Ge Tetramcethylgermanc 0.65 Solid
(CH,;—)Sn Tetramethylstannane 0.46 Solid
(CH,—)Pb Tctramcthyllcad 0.18 Solid
CH;—NH, Methylamine 1.98 £ 0.01 Gas
(CH,;—);NH Dimethylamine 3.62 4+-0.05 Gas
(CH;—)3N Trimethylamine 4.41 4-0.03 Gas
CH,—O0H Methanol 1.07 4+ 0.02 Gas

- CHy—0—CH, Dimethyl ether 2.7 +0.15 Gas
(CH,—),80 ' Dimcthyl sulfoxide 2.94 Gas
CH,—SCN Methyl thiocyunate 1.59 £0.08 Gas
CH,—Seld Mecthyl sclenol 1.01 £0.05 Gas
(Ci1,—),8 - Trimethylborane 0 Gas
(Cl;=)1Zn Dimethyleine 0 Gas
CH,—NO, Nittomethane? 0.00603 Gas
CH,—C,ll, Mcihylbenrenc? 0.0139 Gas
Cl1,CH,—CH, Ethylbenzenes 2.7 Gas
CeH;—C,l, Ethylbenzene* 1.3 Gas
OHC—NH, Formamide 1843 ~ Solid
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Tab. 2: Einige Barrierenamplituden der internen Rotation (1kcal/mol = 0.043 eV = 4.18 kJ/mal).



Abb. 25. Teil eines Polypeptidriickgrats, dessen festgehaltene Enden einen Abstand L haben. Zwel
mdgliche Potentiale eines bestimmten Atoms sind rechts zu sehen.

Da die elektrogtatische Wechselwirkung eine grof3e Rolle fir die mdglichen Konformationen
von Proteinen spielt, ist auch die Protonierung der geladenen Einheiten (insbesondere das
Higtidin)  for die  Konformationsvielfalt ~ wichtig. Somit lasst sich die
Konformationsenergieoberflache fiur eine Konfigurationskoordinate (ein Protein  hat
tatséchlich viele tausend Koordinaten) schematisch wie in Abb. 26 darstellen.

E ’ Gon{ormalnoual bavriers
Swostotes +

W

"ce

Abb. 26: Schematische Darstellung der Konformationsenergieoberflache als Funktion einer
Konfigurationskoor dinate.

Die Energieoberflache weist viele Konformationssubzustande auf, die ahnliche Energien
besitzen. Die Barrierenhdhen liegen zwischen 0 und ungefahr 100 kJ/mol. Es kénnen zwei
Extremfalle unterschieden werden. Bei tiefen Temperaturen (Energiebarriere E >> kgT) friert
jedes Protein in einem bestimmten Subzustand ein. Dieser hangt von der Art und Weise der
Kuhlung ab. Bei einer schnellen Abkihlung ist eine grofl3ere Verteilung der Zustdnde zu
finden als bei einer langsamen Abkihlung. Bei hohen Temperaturen (E << kgT) fluktuiert das
Molekil schnell zwischen den verschiedenen Konformationszustanden. Experimentelle
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Methoden mit einer geringen zeitlichen Auflosung (typische Fluktuationszeiten sind im
Bereich von Pikosekunden oder schneller) messen somit  Mittelwerte.  Im
Gleichgewichtszustand fihren die Proteine Fluktuationen zwischen den Konformationen aus.
Proteinreaktionen (z.B. aufgrund der Absorption eines Photons) sind dagegen Nicht-
Gleichgewichtsrelaxationen (Abb. 27).

¢ ’ Now -eguilibrium E? Eﬁw‘\ib\ri wm

.

ve re

4
Ned Ng
» >
< t
Abb. 27: Fluktuation und Dissipation in einem Modell von 2 Zustanden. Ng ist die Anzahl der Molekile
in Zustand B.

Den Zusammenhang von Gleichgewichts- und Nicht-Gleichgewichtseigenschaften ist durch
das Fluktuations-Dissipations-Theorem gegeben. Einstein leitete 1905 den Zusammenhang
zwischen dem Diffusionskoeffizienten D und dem Reibungskoeffizienten f her,

D=KT/f.

Aufgrund der Brownschen Bewegung legt das Teilchen in einer Dimension die Distanz x
zurlick, wobei in einer Raumdimension gilt

(x?)=2Dt.

Die Eingtein-Relation verbindet die (réaumlichen) Fluktuationen im thermodynamischen
Gleichgewicht mit der Dissipation von kinetischer Energie, reprasentiert durch den Reibungs-
koeffizienten. In ahnlicher Weise beschrieb Nyquist den Zusammenhang der Spannungs-
fluktuationen an einem dissipativen Element R, dem Ohmschen Widerstand (Nyquist
Theorem):

(VZ) = 4KTRA f ,
wobei Af das betrachtete Frequenzintervall ist.
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Debye-Waller-Faktor

Bei der Behandlung der Rontgenstreuung wurde davon ausgegangen, dass die betrachtete
Probe ein perfekter Kristall ist. Ein Beispiel fir die Stérung der perfekten Periodizitét sind die
oben beschriebenen Fluktuationen der Molekile zwischen den Konformationssubzustanden.
Ein Ensemble von Biomolekilen liegt in verschiedenen Subzustéanden vor. Die
Rontgenbeugung gibt aber nur Auskunft Uber Vertellungen, d.h., sie ist eine datische
Methode. Abb. 28 stellt schematisch die damit verbundene Fehlordnung des Kristalls dar.

O ‘
Tl

ideal omstal disorder
““ i

Abb. 28: Storung der perfekten Kristallstruktur aufgrund von K onfor mationsverteilungen.

Die Ladungsverteilung o(r) der Atome wird aufgrund der Fluktuationen im Krigtall, die mit
der Verteilungsfunktion g(r) dargestellt werden, verschmiert. Dies wird durch die Faltung
beschrieben,

p(r) > [9(r)p(r - ).

Daraus folgt fUr die Fouriertransformierten mit Hilfe des Faltungssatzes,
f(S)— f(5)-T(S).

Werden isotrope harmonische Schwingungen angenommen, so folgt fir die
Verteilungsfunktion der Atome,

2
3 =

g(r) = (2ﬂ02)7e§.

Fur die Fouriertransformierte, die Debye-Waller-Faktor genannt wird, erhélt man

T(S) _ e—2ﬂ252<x2>

—87%(x >(S'2‘9J2 K20

=e =e 2 ,

wobei 8772 <x2> in der Kristallographie als (isotroper) B-Faktor bezeichnet wird. Dieser
kann bei Vorliegen von Anisotropie bzw. bel Berticksichtigung von Mehrfachlagen erweitert
werden. Die Unordnung im Kristall fuhrt somit zur Abnahme der Beugungsintensitéten bei
grollen Streuwinkeln. Fir eine aternative Herleitung ist die im Abschnitt Uber
Rontgenbeugung fur den molekularen Strukturfaktor verwendete Formel der Ausgangspunkt

F(h, k, |) = Z fjeZﬂi(hX,+kY|+IZ,) — Z fjeZﬂiSFl .
: j

Aufgrund der Stérungen des idealen Kristalls folgt

F(h,k,1) = Zj: fj<e2m§~(r,+Ar,)> _ Zj: fje2ni§~r, <e27ri§~AFl > ,
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wobei ( ) den Ensemblemittelwert darstellt. Fir S-Arj << | kann die Exponentialfunktion
entwickelt werden,

<e2;zié~m‘j > :<1+2ﬂi§-drj —2ﬂ2(§-Arj )2>

Hier verschwindet der zweite Term, da die Auslenkungen symmetrisch zur Mittellage sind.
Mit ((S-Ar;)?)=S*(x*) folgt

<e2ﬂi§~Ar‘j > _ e—2”2<(S'Arj )2>

_8n2<x2>(5"17‘9}2.

=e
Somit gilt fur den Strukturfaktor

= -87ix? ELA
F(h’k’l)zzfjezﬂiSrjes < >( 4) ’
]

und die Intensitat ist
(k)= FF = 33 1, £,e 00 g 2 ¥l 2
i

Beachte, dass fir Proteine die oben durchgefihrte harmonische Naherung der
Atomauslenkungen nur eine Naherung darstellt. Rontgenstrukturanalysen liefern heutzutage
neben den Positionen der Atome auch ihre Verteilung um die Mittellage. Es werden dartiber
hinaus auch anisotrope B-Faktoren verwendet.

In Proteinen setzt sich der Debye-Waller-Faktor aus verschiedenen Beitrégen zusammen.
Neben den beschriebenen Konformationssubzustanden ((x®), statisch oder dynamisch je nach
Barrierenhohe) sind es die Gitterfehler ((X®)q, Statisch) und die Vibrationen (), dynamisch).
Diese Beitrage konnen als statistisch unabhangig voneinander angesehen werden,

(X = (X2 (XY g + (XP), -

Die Strukturanalyse mit Rontgenstrahlung kann nicht zwischen den dynamischen und
statischen Beitrdgen unterscheiden. Urspringlich glaubte man, dass die grofsen Werte fir
(x® bei Proteinen von den Gitterfehlern kommen (‘schlechter Kristall'). Temperaturabhéngige
Messungen von (x%) zeigten aber, dass die Beitrége aufgrund der Konformationsvariabilitét
vielfach dominieren. Abb. 29 zeigt als Beispiel die Struktur von Myoglobin inklusive der
maoglichen Bereiche, die durch die verschiedenen Konformationssubzustande zuganglich sind.
Aus Abb. 30 geht hervor, dass die mittleren quadratischen Auslenkungen bei hdheren
Temperaturen zunehmen. Unterhalb der Abszisse sind die o-Helices des Myoglobins
eingezeichnet. Man beobachtet grofRere Auslenkungen fur die Schleifen zwischen den
Helices. Der Mittelwert der mittleren quadratischen Auslenkungen aller Atome ist als
Funktion der Temperatur in Abb. 31 dargestellt. Die Abbildung zeigt, wie die
Konformationszustande des Myoglobin bei Temperaturen unterhalb von 200 K einfrieren. Ein
weiteres Absenken der Temperatur fihrt zu keiner grof3en Verringerung der mittleren
Auslenkung der Atome. Die statische Methode der Roéntgenbeugung liefert somit Uber die
Temperaturabhangigkeit einen Einblick in dynamische Prozesse. Als weiteres Beispiel zeigt
Abb. 32 die Temperaturabhangigkeit des Debye-Waller-Faktors der Ribonuklease des
Rinderpankreas.
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Abb. 29: Die Struktur von Myoglobin. Neben der statischen Struktur sind auch die Bereiche eingezeich-
net, die durch die K onfor mationssubzustande erreicht wer den kénnen (schattierte Flachen).
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Abb. 30: Mittlere quadratische Ausenkungen der 4 Riickgratatome der Myoglobineinheiten bei 40, 115
und 260 K.
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Abb. 31 Mittlere quadratische Auslenkung der Myoglobinriickgratatome in Abhangigkeit von der Tem-
peratur.
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Abb. 32: Gemittelter Temperaturfaktor (8 72 <x2>) aller Nicht-Wasser stoffatome der Ribonuklease der
Rinder pankreasin Abhangigkeit von der Temperatur.

Die durchgezogene Kurve deutet darauf hin, dass zwei Gebiete existieren. Bei tiefen
Temperaturen hat man temperaturunabhéngige Auslenkungen. Oberhalb  einer
Ubergangstemperatur steigen die Auslenkungen mit der Temperatur an. Aus den Daten in
Abb. 31 und Abb. 32 ist diese Temperatur nicht genau zu ermitteln. Sie liegt, wie man aus
neueren Arbeiten weil3, bei etwa 180 K.
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M 63bauerspektroskopie

R. L. MéRbauer entdeckte 1957 den nach ihm benannten MofRbauereffekt. Dieser Effekt
beruht auf der riickstoR¥freien Emission und Resonanzabsorption von y-Quanten. Befindet sich
das betrachtete Atom in einem Atomverband kondensierter Materie, so kann der Riickstol? des
y-Quants von dem gesamten Atomverband aufgenommen werden. Aufgrund dessen grof3er
Masse ist damit praktisch keine Energielibertragung verbunden. Der Molbauereffekt ist aber
nicht auf Atome in einem Festkorperkristall beschrankt. Er kann auch an Proteinproben und
sogar an viskosen Losungen beobachtet werden. Aus MoRbauerspektren kodnnen
Informationen Uber die elektronische Struktur in der Nahe der Kerne und die mittlere
guadratische Auslenkung der Kerne gewonnen werden.

*"Fe y-Strahlung

Die am haufigsten verwendete MoRbauerquelle ist das °’Fe, das aus dem radioaktiven Nuklid
>'Co ensteht. Da einige wichtige Biomolekiile (Myoglobin, Hamoglobin) Eisen enthalten,
koénnen diese mit der M6Rbauerspektroskopie gut untersucht werden. Das Zerfallsschema ist
in Abb. 1 aufgezeigt.

e 2304
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Abb. 1: Zerfallsschema von *Coin Fe.

Der °'Co-Kern verwandelt sich mit einer Halbwertszeit von 270 Tagen durch
Elektroneneinfang in den 136.4 keV-Zustand des >'Fe, der nach einer Halbwertszeit von 8.5
ns zu 89% unter Aussendung eines 122 keV-Quants in das 14.4 keV-MoRbauerniveau
Ubergeht. In den anderen 11% der Falle sendet er ein 136.4 keV-Quant aus und geht direkt in
den Grundzustand. Der Ubergang vom MoRbauerniveau in den Grundzustand erfolgt zu
ungefahr 90% strahlungslos, d.h. bei 10% der Kerne wird ein 14.4 keV Photon emittiert, das
fur die MolRbauerexperimente verwendet werden kann. Aus dessen Energie kann die
Wellenldnge zu A = 0.86 A ermittelt werden. Mit der mittleren Lebensdauer des
Molbaueriibergangs von 7y = 141 ns erhédlt man fir die Linienbreite der emittierten Photonen
r

I'=AE, =hl7y =hIn2/t,, =5-10"eV.

Hier ist ty, = 7 = In 2 die Halbwertszeit des Ubergangs. Dies bedeutet, dass eine extrem
monochromatische Strahlung vorliegt (AE / E = 3-10™).
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Klassisches Bild der M 63bauerstrahlung

Die Aussendung der MdfRbauerstrahlung kann klassisch als eine in der Zeit gedampfte Welle

betrachtet werden (Abb. 2).
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Abb. 2: Gedampfte Welle alsklassisches Bild der Photonemission.

= 3.5« ‘0'8 HQ_

Man beachte, dass die 1/e-Abnahme des elektromagnetischen Feldes A(t) bei einer Zeit von
t = 2oy auftritt, da zy die mittlere Zerfallszeit der Teilchen (~| A ?) beschreibt. Bei der

Position X, ergibt sich
A(t, XO) — Abe_iwote_t/ZTN .

Abb. 3 stellt die gedampfte Welle fir einen festen Zeitpunkt als Funktion des Ortes dar.
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Abb. 3: Ortsabhangige Dar stellung der gedampften Welle.
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Die 1/e-Abnahme des elektromagnetischen Feldes,
A(t, X) — Abe_iwoteikxe_t/ZTN ’

erfolgt nach einer Strecke von 2r,c=2-141ns-3-10°m/s=84.6m.  Mittels
Fouriertransformation erhélt man daraus eine Lorentzlinie (Abb. 4) in der Energiedoméne.

T
] o

% =

Abb. 4: Eine Exponentialfunktion in der Zeit entspricht einer Lorentzkurvein der Energie.

Der M o6RRbauereffekt

Der prinzipielle Messaufbau zur Messung des MolRbauereffektsist in Abb. 5 dargestellt.
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Abb. 5: M 63bauer effekt: Prinzipieller Messaufbau.

Damit Resonanzabsorption auftritt, missen die Energiedifferenzen zwischen dem y-Quant,
das von der radioaktiven Quelle ausgesandt wird, und dem MaofRbaueribergang im Absorber
(Probe) kleiner als die Linienbreite des Photons sein. Aufgrund des RickstolRes bei der
Emission des y-Quants wird die Energie desy-Quants um

P, ;

E}’ . 57
E = = > =2meV  (fur >'Fe)
2M, 2M.c

n n

erniedrigt, wobei p, der Impuls und M, die Kernmasse ist. Ein entsprechender Effekt tritt bei
der Absorption auf, da aus Impulserhaltungsgrinden ein Teil der Energie in Kinetische
Energie des absorbierenden Kerns verwandelt wird (Abb. 6).

Seurce Su.wt'lq,

Abb. 6: Energieniveaus unter Berlicksichtigung des Riickstol3es.
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Da die RuckstoRenergie sehr viel groRer als die Linienbreite ist, 2E, >> I, wurde zunéchst
keine Resonanzabsorption erwartet. Man versuchte anfangs, die Emissionss und
Absorptionslinien bei Gasen kunstlich durch Erwarmung zu verbreitern und somit einen
Uberlapp der Linien zu erreichen. Eine andere Moglichkeit, die RickstoRenergie zu
kompensieren, stellte die Verwendung einer Ultrazentrifuge dar, bei der die radioaktive
Quelle am Rand einer schnell rotierenden Scheibe befestigt wurde. Hierdurch konnte eine
gezielte Dopplergeschwindigkeit der Emissionslinie erreicht werden. Mit dieser Methode
konnten maximale Umfangsgeschwindigkeiten von bis zu 1000 m/s erzielt werden. Die Grole
des Resonanzeffekts blieb aber unter 1%.

R. L. Mo6Rbauer entdeckte bei seinen Arbeiten mit einer Festkorperquelle, dass die
Resonanzabsorption bei Abkihlen der Quelle auf Stickstofftemperatur zunahm. Der Grund
far diese Zunahme it folgender: Wenn ein fester Korper als Ganzes seinen Quantenzustand
bei der Emission nicht éndert, also keine Phononen erzeugt oder vernichtet werden, erfolgt die
Emission rickstof3frei  (ohne Energieverschiebung); M — oo, py2/2M — 0. Die
Wahrscheinlichkeit fir diesen Prozess ist umgekehrt proportional zur mittleren
Besetzungszahl der Phononen und nimmt somit mit fallender Temperatur zu. Das bedeutet,
dass die Kerne in der Quelle und im Absorber nicht frei, sondern an viele andere Atome
gekoppelt sind. Fur eine unendlich grof3e Masse ist die Rickstof3energie Null, und daher ist
Resonanzabsorption moglich.

Lamb-M 63bauer Faktor

In kondensierter Materie sind, wie oben dargestellt, die Kerne mit vielen anderen Kernen
gekoppelt. Deshalb wird ein Tell f der y-Quanten ohne Rickstol3 emittiert (absorbiert). Der
durchschnittliche Energieverlust, gemittelt Gber alle Emissions- und Absorptionsprozesse, ist
aber derselbe wie fir freie Kerne. Dazu soll folgendes einfache, klassische Modell betrachtet
werden, wobei das elektromagnetische Feld des betrachteten y-Quants mit

A(t) — Abeiwot

beschrieben wird. Die thermischen Schwingungen des Absorbers flhren zu einer
Dopplermodulation der Welle im Ruhesystem des Absorbers,

w(t) = a)o(1+ v(t) / c).
Somit folgt fur A

t

IJ.a)(t‘)dt‘
A(t): Abeo _ Abelwot Ia)DX

wobei x(t) die Auslenkung des Kerns von der Mittellage beschreibt. Im Einsteinmodell des
Festkorpersist nur eine Mode mit der Schwingungsfrequenz €2 vorhanden,

X(t) =X, SnQt.
Somit folgt
( ) Abelwot ik( xosm_Qt)

Mit Hilfe der Entwicklung nach Besselfunktionen J, (Jakobi-Anger Formel) erhalt man

Alt) =A™ S 3, (Kt )™
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Es treten neben dem Peak der rlckstof3frei absorbierten y-Quanten noch Seitenbénder bei
Energieabstdnden von AE = hQ auf (Abb.7) (1,2,3...-Phononenanregung). Diese
Energieabstande sind im Bereich von 1 meV, d.h., sie sind sehr viel groRer as die natiirliche

Linienbreite (~5 neV).

LN €o-) E, EotSL BN

Abb. 7: Schematische Dartellung der riicksto3freien Linie bel Eq und der Seitenbander.
Der rickstol3freie Anteil betragt dann

2
f :‘Ah:o‘ :Joz(kxo)-
Bei einem realistischeren Modell des Festkorpers liegen viele Schwingungsmoden vor,
X(t)=D.x, SnQ;t.

Daraus folgt

A(t) _ AjeiwoteiKZXi snQ;t

— AbeiWDt H iJn (kXi)einQit .

N=—co

Der rickstol¥freie Anteil betragt dann
1 2
f =HJ§(kxi>zn[1—Z(kxi>2} ,
da kx;, << 1. Weiterhin folgt
1 2
In f =Zln[1—z(kxi)2}

=25 ()"

Mit Einfihrung der mittleren quadratischen Auslenkung < x* > =< x(t)? > = %Z x> erhalt
man schlief3lich den Lamb-M 6f3bauerfaktor,

f= e—k2<x2>

Man kann somit die mittlere quadratische Auslenkung aus dem Lamb-Mo6Rbauerfaktor
berechnen. Da die Zerfallszeit des M6RRbaueribergangs ungefahr 100 ns betragt, tragen nur
schnelle Bewegungen der Kerne (<100 ns) zur Minderung des riickstol3freien Anteils beli.
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M 63bauerabsorpti onsspektroskopie

Der prinzipielle Aufbau zur Messung von Maolbauerabsorptionsspektren ist in Abb. 8 zu
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Abb. 8: Schematischer Aufbau zur Messung von M 63bauer spektren.

Die radioaktive Quelle (oder der Absorber) wird meist mit einem elektromagnetischen
Antrieb (Lautsprecherprinzip) relativ. zum Absorber (Quelle) mit der Geschwindigkeit v

bewegt. Wegen des linearen Dopplereffekts wird dadurch die Energie der y-Quanten
verandert,

\
E— E0(1+—).
C

Die Geschwindigkeit wird dabei in der Regel periodisch moduliert (z.B. Dreiecksform,
Sagezahnform oder Sinusform). Der Detektor registriert die transmittierte Intensitét 1. Fur
eine spektral d-formige Intensitét ergibt sich

Man erhdt ein MoRbauerspektrum (Abb. 9) indem man die transmittierten Photonen als
Funktion der Geschwindigkeit der Quelle relativ. zum Absorber detektiert, wobei die
Normierung auf die transmittierte Intensitét bei sehr hohen Geschwindigkeiten, | (=), erfolgt,

T =10,

Two)-

Tto)-

v
Abb. 9: Schema eines M 63bauer spektrums.

Die transmittierte Intensitdt kann mit Hilfe des folgenden Transmissionsintegrals als Faltung
des Emissionsspektrums der Quelle Q(E) mit dem Absorptionsspektrum der Probe berechnet
werden,
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—0a(E)Nge

T(v) = const.f Q(E,v)e dE,

wobei Q(E,v) die von der Quelle emittierte Lorentzlinie mit geschwindigkeitsabhangiger
Peakposition E = Eg(1+v/c) und Breite /¢, normiert auf die Flache fs ist.

FS
Q(E!V): Aﬂz 2 's’?
EEENIEE
(o 2
Fa
0, (E) = Vo . f[”ﬂo
[E—Ea]z{rzﬂ

Hier ist oz der Streuquerschnitt des Absorbers, 7y die natiirliche Linienbreite eines *’Fe-
Kerns, und 75 und 73 sind die Linienbreiten der Quelle und des Absorbers. Diese sind
verbreitert aufgrund der verschiedenen chemischen Umgebungen. E, ist die chemische
Verschiebung des Absorbers aufgrund der Hyperfeinwechselwirkung und Es die kinstlich
erzeugte Verschiebung aufgrund des Dopplereffektes. Aul3erdem sind

fs _ e—k2<X§> fa _ e—k2<xa2>

die Lamb-Maof3bauer-Faktoren von Quelle und Absorber. Das Mofbauerexperiment wird
Ublicherweise mit einer gering absorbierenden Probe durchgefiihrt, so dass ndherungsweise

e =1-X.
Dann ergibt sich
I
T(V) =1- fs fanFeo-O(”go) /Zﬂ 2 !
v
E.-E|1 L))
g1 )| (79
mit
r=r,+T,.

Dieses Ergebnisist graphisch in Abb. 10 dargestellt.

Tk

Abb. 10: Schematische Dar stellung des Transmissionsintegrals.

Die gemessene Linienbreite setzt sich in der Naherung fur dinne Absorber als Summe der
Linienbreiten der Quelle und des Absorbers zusammen. Die Flache des M 6RRbauerspektrums
(siehe Abb. 10) ist proportional zu fs fa. Zur Bestimmung der mittleren quadratischen
Auslenkung der Absorberkerne in Abhangigkeit von der Zeit wird die Temperatur der Quelle
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konstant gehalten und die des Absorbers variiert. Zur Normierung der Flache werden die
Messungen zur Temperatur O K extrapoliert (fa=1).

Proteindynamik

Die Molbauerspektren erlauben es, die Auslenkung der Kerne in Proteinen zu bestimmen,
und damit die Dynamik von Proteinen zu untersuchen. Abb. 11 zeigt Messungen an einem
Deoxymyoglobinkristall bei T=269 K und T = 150 K.

1,00 Prgsmrea A ST 2
W T=264 K
0,99 + F @
%100
g —M( T < 150K
0,901 @
0.80 : ' l

.0 0.0
VELOCITY [MM/S]
Abb. 11: M6Rbauer spektren an einem Deoxymyoglobinkristall bei zwei ver schiedenen Temper aturen.

Der Doppelpeak im Spektrum des Myoglobins wird durch die Wechselwirkung des
elektrischen Feldgradienten mit dem nuklearen Quadrupolmoment verursacht (siehe unten).
Die Abbildung zeigt, dass die Flache A bei hoherer Temperatur aufgrund der grof3eren
Auslenkungen der Kerne stark abnimmt. AulRerdem ist eine Verbreiterung des Spektrums bei
der hoheren Temperatur zu beobachten, die aufgrund langsamer, diffusiver Bewegungen im
Zeitbereich t < 1 — 100 ns zustande kommt (Quasielastische Linien, Uberdampfte Moden). Die
aus der Flache der schmalen Linien — sie beinhaltet wiederum nur Bewegungen schneller als
ungefahr 100 ns — erhaltene mittlere quadratische Auslenkung (X®'re der Eisenkerne ist in

Abb. 12 als Funktion der Temperatur aufgetragen.
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Abb. 12: Mittlere quadratische Audenkung der Atome des Myoglobins ins Abhangigkeit von der
Temperatur.

Bei niedrigen Temperaturen sind die Konformationssubzusténde eingefroren. Die mittlere
guadratische Auslenkung nimmt linear mit der Temperatur zu, wie es fur ein harmonisches
Potential zu erwarten ist. FUr héhere Temperaturen als etwa 200 K ist die Zunahme sehr viel
starker, da schnelle Fluktuationen (t < 100 ns) zwischen den Konformationssubzusténden
thermisch angeregt werden. Die Messung mit inkohérenter Neutronenstreuung ()" liefert
hauptséchlich Aussagen Uber die Dynamik der Wasserstoffatome. Diese Methode erlaubt
Messungen von Bewegungen im Pikosekundenbereich. Die Auslenkung fir hohe
Temperaturen ist grof3er als bei den Molbauermessungen am Eisen, da Wasserstoff leichter
als Eisen ist, und da sich viele Wasserstoffatome an der Oberfléche der Proteine befinden. Sie
sind dort weniger stark durch Nachbarn in ihrer Bewegung behindert als das Eisen im Inneren
des Myoglobins. Ebenfalls eingezeichnet sind Daten, die aus Rontgenstrukturmessungen
erhalten wurden. Zu sehen ist die mittlere quadratische Auslenkung fur alle Nicht-
Wasserstoffatome, (&), und das Hameisen, (). Beide Datenreihen zeigen fir alle
Temperaturen zum Teil betréchtlich groRere Werte fir die mittlere quadratische Auslenkung
im Vergleich zu den Mdfbauermessungen aufgrund der Konformationsheterogenitédt. Bei
Zimmertemperatur fluktuieren die Proteine schnell zwischen den
Konformationssubzustéanden. Wird die Temperatur erniedrigt, so sind diese Fluktuationen
mehr und mehr auf die Subzusténde beschrankt, die sich nahe des Energieminimums
befinden. Daher wird die értliche Verteilung der besetzten Zusténde verringert. Da aber viele
Zustande mit ahnlichen Energien vorhanden sind, bleibt auch bei tiefen Temperaturen eine
relativ grof3e Verteillung tbrig.

Rayleighstreuung von M 63bauerstrahlung (RSMR)

Der MoRbauereffekt kann auch in Streuexperimenten verwendet werden. Die RSMR-
Methode stellt im Wesentlichen ein Rontgenstreuexperiment unter Verwendung einer
MolRbauer y-Quelle dar. Mit diesem Verfahren lésst sich der Anteil der elastisch bzw.
inelastisch gestreuten y-Quanten bestimmen. Die inelastische Streuung wird durch die
thermische Bewegung der Atome verursacht. Abb. 13 zeigt den prinzipiellen Aufbau.

Aralyzer Pos.'0

Mossbaver

(I X Sample (nonres. scatkerer)
" 0
o ho ﬂmﬂyz&r
| f Pos. 2V
E=E -E, «E, f
R= E\o -k, R = Uwrsind) /2 Q

Deteckor

Abb. 13: Experimenteller Aufbau zur Messung der Rayleighstr euung von M 63bauer strahlung.
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Eine Mdf3bauerquelle, deren Energie aufgrund des Dopplereffekts verandert werden kann,
dient als Photonenquelle. Die y-Quanten werden an einer Probe, die keine M6MRbaueratome
enthdlt, gestreut und unter dem Streuwinkel 2% detektiert. Nun wird ein Analysator, der
Molbaueratome enthélt, in einem Experiment vor der Probe (Analysatorposition ‘0") und im
anderen Experiment hinter der Probe (Analysatorposition '2¢¥) eingebracht. In beiden
Analysatorpositionen wird ein MoRbauerspektrum durch Veranderung der Geschwindigkeit
des Quellenantriebs durchgeftihrt. Befindet sich der Analysator in Position '0", so erhadlt man
die Gesamtintensitét der gedreuten Photonen; es wird im Prinzip ein normales
Molbauerspektrum aufgenommen. Die M6Rbauerphotonen werden dabei vor der Detektion
an der Probe gestreut, um eine Referenzmessung zu erhalten. Wird die Analysatorposition ‘2
" verwendet, so werden aufgrund der geringen Linienbreite der M6Rbauerquanten nur die
elastisch gestreuten Photonen gemessen. Der Energieaustausch bei der Streuung kann also
durch das Einbringen eines resonanten Absorbers in den gestreuten Strahl untersucht werden,
da nur die Photonen, die keinen (oder nur einen sehr kleinen) Energieaustausch bei der
Streuung erfahren haben, im Analysator resonant absorbiert werden kénnen. Somit kann aus
dem Verhdltnis beider Messungen der Anteil der inelastisch gestreuten Photonen ermittelt
werden.

Die RSMR-Methode erfordert lange Messzeiten, da selbst extrem starke Quellen bedeutend
weniger Quanten in einem kollimierten Anregungsstrahl liefern als Rontgenréhren. Die
Messzeit kann verringert werden, falls nicht das gesamte Mao3bauerspektrum, sondern nur
jeweils zwei Messpunkte pro Spektrum aufgenommen werden. Die eine Messung wird bei
einer sehr hohen Quellenantriebsgeschwindigkeit (Index ‘") und die andere in Resonanz
(Index 'res) aufgenommen (Zweigeschwindigkeitsmessung, Abb. 14).

[
1
J
i
|
|
}

Voo Vres v
Abb. 14: Schematische Dar stellung der Zweigeschwindigk eitsmessung.
Fur die Gesamtstreuung gilt dann (Analysatorstellung "0)
O <AZ(0)=2Z_(0)-2Z,.(0).
Entsprechend ergibt sich fur die elastische Streuung
Oyoy < A(20)=2Z_(20) - Z,.(20)

und schliefdlich fur die inelastische Streuung

O ung & AZ(0) — AZ(20).

Abb.15 zeigt das Ergebnis einer Messung der Streuintensitét in Abhangigkeit vom
Streuwinkel an einem Krigtallreflex von Myoglobin. Die gesamte Streuintensitét
(durchgezogene Linie) und die inelastisch gestreute Intensitét (schraffierter Bereich) ist fir
den Braggreflex (16,2,1) zu sehen.
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Abb.15; (16,2,1)-Braggreflex von Myoglobin: Gesamte Streuintensitat (durchgezogene Linie) und
inelastisch gestreute Intensitat (schraffierte Flache).

Aus diesen Messungen erhat man mittels

f R llelasx — e—k2<>qzc>

total

die mittlere quadratische Auslenkung der langwelligen Gitterschwingungen (xc%), die die
proteinspezifischen Moden nicht enthalt. Dies kann auch in Abb. 12 gesehen werden. Die mit
der RSMR-Methode bestimmte mittlere quadratische Auslenkung stimmt mit  der
Extrapolation des linearen Verhaltens bei kleinen Temperaturen Uberein. Der Unterschied
zwischen der Mdf3bauerabsorption und -streuung zeigt, dass die dominierenden thermischen
Bewegungen molekularen und nicht gitterdynamischen Ursprungs sind.

Hyperfeinwechselwirkung

Die Wechselwirkung des Kerns mit elektrischen oder magnetischen Feldern wird
Hyperfeinwechselwirkung genannt. Die in Frage kommenden Felder werden im Festkorper
von den Elektronen und Atomrimpfen in der Umgebung des Kerns hervorgerufen. Es sind
aber auch externe Felder, wie das Magnetfeld eines Elektromagneten, zu betrachten. Die
Kerneigenschaften werden wie folgt beschrieben:

GroRe <r2>:_|.dVr2,0(r)
Magnetisches Moment o =gy, %
Elektrisches Quadrupolmoment Q= J.dV Zp(r)(32° -r?),

wobei p(r) die Kernladungsverteilung, g der sogenannte dimensionslose g-Faktor, 1, das
Kernmagneton, | der Kernspin und Z die Kernladungszahl ist. Folgende GrofRen der
Umgebung beeinflussen den Kern: die Elektronendichte am Kernort

do.(0) = —aw(0)’,
das magnetische Feld B und der elektrische Feldgradient
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Dies fuhrt zu den unten aufgefihrten Wechselwirkungen: der elektrische Monopolterm
beschreibt die elektrostatische Wechselwirkung des Kerns mit den Elektronen am Kernort

H,, :%Ze2 <r?> |z//(0)|2.
Aus der Tatsache, dass der Kern nicht punktférmig ist, sondern eine gewisse Ausdehnung hat,

resultiert eine Verschiebung des Energieniveaus von der Energie, die man fur eine reine
Coulomb-Wechselwirkung berechnet (Abb. 16).

_— "
, / v, 3‘3/1_
a [—" 5
S A R f— —
’ X—VL | ™~ Ly,

Abb. 16: Energieniveauverschiebung bzw. —aufspaltung aufgrund der elektrischen Monopol- (links),
magnetischen Dipoal- (Mitte) und elektrischen Quadrupolwechselwirkung (rechts).

Die magnetische Dipolwechselwirkung verursacht eine &guidistante Aufspaltung des
Kernniveaus (Kern-Zeeman-Effekt). Sie fuhrt daher zu unterschiedlichen Energien der
emittierten y-Quanten (siehe Abb. 16). Da magnetische Monopole nicht existieren, und die
elektrische Dipolwechselwirkung aufgrund des Verschwindens des quantenmechanischen
Erwartungswerts des elektrischen Kerndipolmoments ebenfalls Null ist, muss nur noch die
elektrische Quadrupolwechselwirkung bertcksichtigt werden. Diese tritt in Erscheinung,
wenn ein nicht-sphérischer Kern (I > 0.5) mit einem elektrischen Feldgradienten
wechselwirkt. Er fuhrt zur Aufhebung der Energieentartung bezliglich der m-Unterzusténde
(Abb. 16). Die Wechselwirkungsenergien sind

1 3’ =1 (1 +1)
Ho =7 &VaQ (21 -1)

Die von diesen Wechselwirkungen verursachten Auswirkungen auf M 63bauerspektren sind in
Abb. 17 zusammengefalit.
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Abb. 17: Hyperfeinwechsalwirkung fiir *’Fe.

Der elektrische Monopol bewirkt, wie oben dargestellt, eine Verschiebung des
Energieniveaus des Kernzustands. Bei einem Molbauerexperiment muss sowohl die Quelle
als auch der Absorber beachtet werden. Haben sie unterschiedliche Kernradien und
unterschiedliche Elektronendichten am Kernort, so hat dies die sogenannte

| someriever schiebung J zur Folge (in Abb. 17 mit 1.S. bezeichnet). Es gilt
oR
5 =CX (waOf (o)

Hier ist R = Re — Ry (Re,Rg) sind die Kernradien des angeregten Zustands bzw. des
Grundzustands). Die &quidistante Aufspaltung des Kernniveaus fir °’Fe aufgrund der
magnetischen Dipolwechselwirkung ist ebenfalls in Abb. 17 zu sehen. Die erlaubten sechs
Ubergange (Auswahiregeln m = 0, + 1) kénnen mit dem MORbauerexperiment gemessen
werden. Die elektrische Quadrupolwechselwirkung schliefdlich fuhrt durch die Aufspaltung
des angeregten Niveaus des >'Fe zu zwei Ubergéngen (Abb. 17), die schon in den oben
gezeigten Molbauerspektren von Myoglobin gesehen werden konnten (Abb. 11). Zu beachten
ist, dass die besprochenen Effekte zusammen auftreten konnen.

Die Verwendung des Mo6Rbauereffekts zur Untersuchung elektronischer Eigenschaften von
Metallionen in Biomolekilen wird im Folgenden am Beispiel des Hamoglobins illustriert. Im
Eisenporphyrinkomplex ist das Hameisen von vier Pyrrolstickstoffen des Porphyrins in einer
Ebene komplexiert, ein funfter Stickstoffligand wird vom "proximalen’ Histidin bereitgestellt.
Die sechste Koordination steht zur Bindung des Sauerstoffs bereit. In dieser oktaedrischen
Geometrie sind die d-Orbitale nicht wie beim Wasserstoffatom entartet, sondern spalten in
drei niedrig liegende (entartete) Niveaus dyy, Oy, dy, und zwei hdher liegende entartete Niveaus
d, ,,d, adf.

X" -y z
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Im Rahmen der Kristallfeldtheorie kann man diesen Befund mit der verstérkten Abstol3ung
der entlang der Oktaederachsen liegenden Orbitale dxz_yz , d_, durch die Ligandenelektronen

verstehen. Die Kristallfeldaufspaltung A héngt von den Liganden ab. Ist sie klein, bevorzugen
die d-Elektronen des Eisens den Zustand mit hochstem Spin (Hund’ sche Regel), da dieser die
Elektron-Elektron-Abstol3ung minimiert. Sie besetzen dann jedes Orbital wenigstens einfach.
Ist A aber grof3, werden die tiefliegenden Orbitale dyy, dx,, dy, bevorzugt doppelt besetzt. Das
Fe?*-lon des Hamoglobins hat sechs d-Elektronen. Abb. 18 zeigt die Besetzung der Orbitale
im 'high-spin’ und 'low-spin' Zustand.

Betrachten wir das Molbauerspektrum von HbO, bei 4.2 K in Abb. 19, so sehen wir ein
Dublett aufgrund einer vorhandenen Quadrupolaufspaltung. Es liegt also ein elektrischer
Feldgradient vor. Bel Anlegen eines starken magnetischen Feldes sehen wir eine schwache
Linienverbreiterung aufgrund der Wechselwirkung des Kernmomentes mit dem &uf3eren Feld.
Wenn es in HbO, elektronische Bahnmomente und Spinmomente gabe, wirden diese ans Feld
koppeln. Damit wirde das lokale B-Feld am Kernort verdndert und es sollten stérkere
Veranderungen im Spektrum bei Anlegen eines Feldes auftreten. Es ist also aus der B-
Feldabhangigkeit zu schlief3en, dass die elektronische Konfiguration dg low-spinist, dieS=0
und L = 0 hat. Das tiefliegende Triplet hat bei Halb- oder Vollbesetzung kein Bahnmoment,
ebenso wie das hochliegende Dublett.

Im Falle des deoxy-Hb ist die Magnetfeldabhéngigkeit enorm (Abb. 19). Aus einem schmalen
Dublett entstent ein extrem verbreitertes Spektrum. Hier kann man zeigen, dass die
Elektronenkonfiguration ds high-spin (S = 2) ist. Das schmale Spektrum ohne Feld ist
zunéchst bemerkenswert, da das Elektronensystem ja einen Drehimpuls hat, der je nach
Einstellung ein verschiedenes B-Feld am Kernort erzeugt und damit zu unterschiedlichen
Energieverschiebungen fuhrt. Allerdings fluktuieren die Elektronen selbst bei 4.2 K so schnell
durch die verschiedenen Einstellungen, dass es wahrend der Kohérenzzeit der Strahlung (100
ns) zu einer Ausmittelung kommt. Dieser Vorgang wird Relaxation genannt. Bei Anlegen des
Feldes kommt es zu verschiedensten Kopplungen des elektronischen Drehimpulses mit dem
auiReren Feld, da die Probe ungeordnet ist. Das Resultat ist eine starke Variation des B-Feldes
am
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Kernort, woraus sich die starke Verbreiterung des Spektrums erklart.
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Abb. 18: Besetzung der d-Orbitale unter Einwirkung eines oktahedralen Feldes. Fir das Fe®* gibt es zwei
ver schiedene M dglichkeiten (high spin; low spin) je nach Starke des Feldes.
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Abb. 19: MdRbauer spektren von Deoxy- (obere Abb.) und Oxyhamoglobin (untere Abb.) bei 4.2 K ohne
(ober es Spektrum) und mit (unteres Spektrum) magnetischem Feld.
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Computersimulationen

Neben der experimentellen Bestimmung der Proteindynamik wird selbstverstandlich auch
versucht, sie theoretisch im Computer zu modellieren. Zur Beschreibung der Dynamik wird
eine einfache Potentialfunktion angenommen, die z.B. wie folgt gewahlt wird:

V=Y ky(b-b)?+ D k(0-6,)*+ DK, (1+cos(ng +5))

bonds angles dihedrals

12 6
O. O (Ofop

Der erste Term beschreibt den Einfluss der Bindungslange b, der zweite und dritte Term das
Potential, das durch Anderung der Bindungswinkel @ und ¢ zustande kommt. Die van-der-
Waals-Wechselwirkung wird in obiger Gleichung mit einem 12-6-Lennard-Jones-Potential
ausgedriickt, und schlieBlich  wird die langreichweitige Coulombwechselwirkung
berlicksichtigt (Abb. 20).
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Abb. 20: Empirische potentielle Ener gien.

Die bel den einzelnen Termen auftretenden Parameter werden aus Messungen an kleinen
Molekulen bestimmt. Die ersten beiden Terme beschreiben stark bindende
Wechselwirkungen; sie sind stérker als die anderen Wechselwirkungen.

Zur Berechnung der Trajektorien r(t) der Atome kdnnen molekulardynamische Simulationen

oder die Normalmodenanalyse verwendet werden. Generell muss beachtet werden, dass es
aufgrund der vielen lokalen Minima der Energielandschaft nicht moglich ist, das globale
Minimum zu finden.
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M ol ekul ardynamische Simulationen

Bei dieser Methode wird die klassische Trajektorie eines Systems aus N Atomen in einem 3N-
dimensionalen Konfigurationsraum berechnet. Es wird ein mikrokanonisches Ensemble
angenommen (E, V konstant, kein Austausch von Energie und Materie mit der Umgebung).
Die Entropie Sberechnet sich mit
S=kInW,
wobei k die Boltzmannkonstante und W die thermodynamische Wahrscheinlichkeit des
betrachteten Zustandes ist. Die Anfangsgeschwindigkeiten der Atome v; werden mit
N

3 1
“NKT =) —mv?
5 iZ:ljzm.

unter Annahme einer Maxwellschen Geschwindigkeitsverteilung bei der Temperatur T
zufallig ausgewahlt. Die Trajektorien der Atome erhélt man dann mit

Abb. 21 zeigt ein Schema des fUr die Simulationen verwendeten Algorithmus.

\nput

y 52‘ Zuordung von Geschwindigkeiten zufallig
S{-ng 0\/ (nach einer Maxwell-Verteilung)
afowmic wordinare,

'

Col aulate %ovczs
own eacdh abowme

Update struduee :
vik) — v (k+at)
(k) — o~ (L+at)

Abb. 21: Schema zur Berechnung der Trajektorien mit Hilfe der molekular dynamischen Smulationen.

Die Zeitentwicklung kann z.B. mit einer Taylorentwicklung

2

F(t+At)=F(t)+F(t)At +r (1) Azt ......

oder mit dem Verlet-Algorithmus berechnet werden,

2

F(t+At)=F(t)+ ()AL +r(t) Azt

+.

2

F(t—At)=F(t) - F(t)At +r (1) Azt -
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Addition der beiden Gleichungen ergibt:
F(t+ At) = 2r (t) — F(t — At) + F(t)At?.

Der zweite Algorithmus ist genauer, da er die Beschleunigung in der Mitte des betrachteten
Intervalls berechnet. Um die hdheren Terme der Entwicklungen vernachlassigen zu kénnen,
ist eine geniigend kleine Zeitschrittweite notig (At < 10 *° ). Die Qualitét des Algorithmus
kann durch die Berechnung der Gesamtenergie abgeschétzt werden.

Problematisch bei den molekulardynamischen Simulationen ist, dass sie sehr rechenintensiv
sind. Es lassen sich fur mittelgrof3e Proteine nur Zeiten bis ungefdhr 1 ns berechnen.
Langsame Konformationsumwandlungen kénnen also nicht berechnet werden. Besonders
zeitaufwendig ist die Berticksichtigung der langreichweitigen Coulombwechselwirkungen.
Aullerdem ist es schwierig, die Losungsmittelumgebung des betrachteten Molekils zu
behandeln.

Normal modenanalyse

Bei der Normalmodenanalyse wird ein harmonisches Potential fir die Berechnung der
Atombewegungen angenommen, d.h., die betrachteten Atome befinden sich in der Nahe eines
Energieminimums. Sowohl die Anharmonizitét dieser Energiesenke als auch alle anderen
Energieminima der komplexen Energielandschaft werden vernachldssigt. Trotz dieser
Naherung liefert diese Methode wichtige Informationen zur Dynamik von Biomolekllen. Sie
kann z. B. fur die Interpretation von Spektren der inelastischen Neutronenstreuung eingesetzt
werden. Diese misst Bewegungen in einem Zeitbereich von Pikosekunden. Wahrend dieser
Zeit ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass sich die Atome innerhalb eines einzelnen
Energieminimums aufhalten. Fir einen eindimensionalen harmonischen Oszillator gilt fur die
potentielle und kinetische Energie (Abb. 22),

k x° mx?
STy BT
Die Schwingungsdifferentialgleichung ist
mX + kx = 0 mit wzzk.
m
EP
)

Abb. 22: Har monisches Potential.

Fur die Beschreibung von gekoppelten Oszillationen mit n Freiheitsgraden erhélt man in
harmonischer Naherung

13 1
E, =§iZjl fy40,49; =>4q"F A9 ,
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13 R S .
E, :EZ h, 4¢, 49, =EAqT HAq ,
]

wobei g, g die verallgemeinerten Orts- und Geschwindigkeitskoordinaten und fi;, hi; die
verallgemeinerten Kréfte und Massen darstellen. Mit Hilfe des Lagrange-Formalismus

dl JL JL
L=E,-E; — —|=—rn
<P dt[&Aqi] JAG
folgt

> hAG+> f,Aq, =0.
j=1 j=1
Dies kann mit Hilfe von Matrizen und Vektoren wie folgt dargestellt werden:
HAG+F 4q9=0.

Zur Losung dieser Differentialgleichung wird Aqg as Linearkombination der kollektiven
Variablen AQ ausgedrtickt

A9 =V 4Q,

wobei V eine symmetrische Matrix ist. Mit der folgenden Transformation,

H-V HV=1,

Fo>V'FV=2Q.
Hier ist | eine Einheitsmatrix und £ eine positiv definite Matrix, die auf der Diagonale die
Quadrate der Frequenzen o ? enthalt.

AQ+w?AQ =0,
d.h., das System kann nun mittels Normalmoden beschrieben werden. Jede Normalmode
beinhaltet die kollektive Beschreibung aller Atome (globale Mode). Diese schwingen mit der

entsprechenden Normalmodenfrequenz. Die potentielle und kinetische Energie berechnen sich
dann mit

1 .
E, :EZ AQ?,

1 2 2
E, =§Za)i AQ?.

Verschiedene Biomolekile wurden mit der Normalmodenanalyse beschrieben. Beispiele sind
Lysozym, Crambin, Ribonuclease, Myoglobin und BPTI (bovine pancreatic trypsin inhibitor).
Abb. 23 zeigt die Ergebnisse, die fir BPTI berechnet wurden. In der oberen Darstellung sind
die Auslenkungen einer (niedrigfrequenten) Mode, in der unteren die gemittelten
Auslenkungen der Atome zu sehen.
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Abb. 23: Stereoskopische Darstellung der Atomauslenkungen einer niedrigfrequenten Nor malschwingung
(6.9 cm™) von BPTI, berechnet mit der Normalmodenanalyse. Oben: Struktur fiir die Analyse.
Unten: Die Wurzel der mittleren quadratischen Auslenkung der Atome ist durch Vektoren (mit
Faktor 20 multipliziert) dar gestellt (berechnet bei Zimmertemperatur).

Allgemein gilt klassisch (fur 7z << KT ')
mw?(x?) =KT ,

so dass niederfrequente (hochfrequente) Normalschwingungen groRRe (kleine) Auslenkungen
haben. Aus der Normalmodenanalyse von Lysozym folgt, dass ein Anteil von 80 % der
mittleren quadratischen Auslenkung von einer relativ kleinen Anzahl von Moden mit
Frequenzen kleiner als 30 cm* herriihren. Es handelt sich dabei um delokalisierte globale
Moden (vgl. Abb. 23). Weitere Berechnungen ergaben, dass -Faltblatter Schwingungen mit
Frequenzen im Bereich von 60 cm™ und o-Helices im Bereich von 100-180 cm™ haben.
Lokalisierte Moden (O-H, C=0 etc.) haben hthere Frequenzen (typischerweise 1000-3500
cm?). Aus dieser Analyse ergibt sich somit, dass Proteine aus relativ rigiden
Sekundéarstrukturen bestehen, die von weicheren Teilen zusammengehalten werden.
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I nelastische Neutronenstreuung und Normal modenanalyse

Dynamische Prozesse in Biomolekilen laufen Uber viele Grofienordnungen in der Zeit ab, von
Femtosekunden bis Uber die Sekunde hinaus. Um diesen grof3en Zeitbereich experimentell
erfassen zu kénnen, missen verschiedene komplementére Methoden angewandt werden.
Bewegungen im Bereich einer Pikosekunde machen einen besonders wichtigen Beitrag zu den
internen Fluktuationen der Atome um deren mittlere Position aus. Die Frequenzen, die bei
diesen Bewegungen auftreten (1 — 100 cm’), konnen theoretisch mit der
Normalmodenanalyse und experimentell mit inelastischer Neutronenstreuung untersucht
werden. Es zeigt sich, dass Bewegungen mit kleinen Frequenzen (< 30 cm) die
Atomfluktuationen dominieren. Es koénnen Schwingungsmoden auftreten, die grole
Amplituden haben und sich oft Uber das ganze Molekil erstrecken. Die inelastische
Neutronenstreuung an Proteinen wird von der Streuung an Wasserstoffkernen dominiert, da
der inkohérente Streuquerschnitt des Wasserstoffkerns 40 mal gréRer ist als der aller anderen
Kerne und 50 % der Atome Wasserstoffatome sind.

In den vorhergehenden Kapiteln wurden die experimentellen Methoden der Réntgenbeugung
und der Ma3bauerspektroskopie behandelt. Die Verschiebungen der Atome von der Ideallage
im Kristall werden bei der Rontgenbeugung durch den Debye-Waller-Faktor charakterisiert

—k%<x®>

T@)=e 2 |,

der statische und dynamische Abweichungen (Fehlordnungen, Fluktuationen, Vibrationen)
umfasst. Bei der MoRbauerspektroskopie wird der Lamb-MoRbauer-Faktor verwendet,
welcher nur dynamische Prozesse beschreibt

f= e—k§<x2> .

Auf die Neutronenkristallographie zur Aufklarung der Struktur von Biomolekilen wurde
schon in einem friheren Kapitel eingegangen. Bei der inelastischen Streuung kommt es zu
einem Energielibertrag auf die Probe. Die Messung dieser Energielibertrage erlaubt via
Fouriertransformation Rickschliisse auf die Dynamik der Biomolekile. Abb. 1 zeigt den
Wellenvektor des Impulsiibertrags q auf die Probe, der durch das einfallende und gestreute

Neutron (mit Wellenvektoren k, und k; ) und dem Streuwinkel & gegeben ist.

Abb. 1. Vektordiagramm fur die Neutr onenstreuung.

Fur den Impuls p und die Energie E des Neutrons gilt

p=nk  |p=="—,



Hier ist A, die Wellenlange und m, die Masse des Neutrons. Bei der inelastischen Streuung
ergibt sich ein Impulstransfer

und ein Energietransfer zur Streuprobe
haw =

fi
Z_mn (|ki|2 _‘kf‘z)

Daraus folgt fUr das Betragsquadrat von q

2 2
o = 2~ =2~ 2k g -

cosf . Gleichung 1

Die Gleichung fur ‘q(@)‘ ist komplizierter as bei der elastischen Streuung. Abb. 2 stellt die

Abhangigkeit von |g] von w fir bestimmte Streuwinkel fur ein einfallendes Neutron mit einer
Wellenlange von 5.1 A dar.

5.00

3.75¢

2.50f

1.25}¢

0.00 . . :
-50.0 0.0 50.0 100.0 1500

NEUTRON ENERGY GAIN (cm™!)

Abb. 2: Abhéangigkeit von |g| von wflr ver schiedene Streuwinkel und fir ein einfallendes Neutron mit 5.1
A Wedlenlange.

Aus dem Diagramm kann entnommen werden, dass nur g-Werte bis zu einem maximalen
Energieverlust des Neutrons von ungefahr 30 cm™ auftreten, da dies der Energie des
einfallenden Neutrons (A4 =5.1A) entspricht.

Abb. 3 zeigt in doppelt logarithmischer Auftragung die q,w-Bereiche, die mit den

verschiedenen Spektrometern am Institut Laue-Langevin in Grenoble verflgbar sind. Ein
spektraler Bereich von ungefahr sieben Grof3enordnungen kann untersucht werden.
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Abb. 3. g,w-Bereiche, die von inelastischen Streuexperimenten an Biomolekllen am Ingtitut Laue-Lan-
gevin abgedeckt werden (IN5 und IN6: Flugzeitmessungen, IN10 und IN13 (Ruck-
streuexperimente), IN11 (Spinechoexperimente).

Zur Messung der inelastischen Neutronenstreuung muss zum einen ein Neutronenstrahl mit
wohldefinierten Werten von Impuls und Energie prapariert werden. Zum anderen muss die
Intensitédt der gestreuten Neutronen in Abhéngigkeit von dem Streuwinkel (I mpulstransfer)
und der Energie der gestreuten Neutronen gemessen werden. Der Betrag des Streuvektors
kann dann mit Gleichung 1 berechnet werden. Diese Messungen kdnnen beispielsweise mit
dem Dreiachsenspektrometer durchgefihrt werden, bei dem nicht nur die Probe, sondern auch
der Monochromatorkristall, der Impuls und Energie der einfallenden Neutronen bestimmt,
und der Analysatorkristall, der Impuls und Energie der gestreuten Neutronen misst, gedreht
werden.

Eine andere Methode basiert auf der Messung der Flugzeit der gestreuten Neutronen
(Flugzeitspektroskopie). Uber die Flugzeit kann die Geschwindigkeit und die Energie der
Neutronen bestimmt werden (siehe Abb. 4).

ﬁ‘ 2(1) * quasiefastic
line
Inelastic
spectrum
time of flight —» K
fv=co)
- {v= 'Uo)
JL Jh
Atp At

Abb. 4. Schema zur Entstehung eines Flugzeit-Spektrums Z(t). (dzp ist die Puldange, zz das
Pulswieder holungsintervall, » = v, entspricht der elastischen Streuung.) Die schraffierte Flache
stellt den Bereich des Uberlapps der Spektren durch zwei aufeinanderfolgende Pulse dar.
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Zur Bestimmung der Flugzeit wird der Neutronenstrahl ‘gechoppt’; man erzeugt
Neutronenstrahlpulse mit Zeitdauern von typischerweise 0.01 - 0.1 ms und
Wiederholfrequenzen von 100 Hz. Die Neutronen, die den groften Energielibertrag erfahren
haben und somit am schnellsten sind, werden zuerst detektiert (siehe Abb. 4). Entspricht die
gemessene Geschwindigkeit der der eingestrahlten Neutronen, so liegt elastische Streuung
vor. In der Ndhe der elastischen Linien sind quasielastisch gestreute Neutronen zu sehen. Ein
typisches Flugzeitspektrum ist in Abb. 5 dargestelit.

heutvou

ENERGY LOSS

eubow
ENERGY GAIN

s s s ELASTIC PEAK e o

INELASTIC REKGION

QUASI~TLASTIC REGION

L 1 | 1
-10 0 10 100 1000
Pw (em™)

Abb. 5: Typisches Streuspektrum kalter Neutronen, das mit einem hochaufl 6senden Flugzeitspektr ometer
bel konstantem Streuwinkel gemessen wurde. (Die Intensitat des elastischen Peaks wurde bei
dieser Darstellung reduziert.)

Der elastische Peak ist verbreitert aufgrund quasi-elastischer Streuung, fur die der
Energielibertrag im Mittel Null ist ((AE) = 0, keine Phononen). Die Ursache dafir sind
diffusive (stochastische) Bewegungen der Atome, die Uber den Dopplereffekt negative und
positive Energieverschiebungen bewirken. Es treten z.B. intramolekulare Ubergange uiber
Barrieren auf. Des weiteren konnen tberdampfte Schwingungen vorkommen. Links von der
elastischen Streuung ist (im Gegensatz zu Abb. 4) der inelastische Streubereich zu sehen, bei
dem das Neutron Energie abgegeben hat (Phononenemission); rechts davon hat das Neutron
von der Probe Energie aufgenommen (Phononenabsorption). Die inelastische Streuung wird
durch den Energieaustausch mit Schwingungsmoden der untersuchten Molekile verursacht
((AE) = Ephonon). Das Spektrum bricht bei ungefahr 5 kT (~1100 cm™ bei Raumtemperatur)
ab, da die Wahrscheinlichkeit, dass in der Probe hohere Moden angeregt sind, aufgrund des
Boltzmanngesetzes gering ist.

Energie- und Zeitskalen

Mit der IR-Spektroskopie bzw. der Ramanstreuung werden energiereiche
Schwingungszustande von lokalisierten Moden bestimmt. Beispiele sind OH, NH (~3500 cm
1, CH (~3000 cm™®) und C=0 (1700 cm™) Schwingungen. Mit der inelastischen
Neutronenstreuung werden bevorzugt die niederfrequenten Moden im Bereich 1 — 100 cm™
untersucht. Dies entspricht 0.03 — 3 THz bzw. 33 — 0.3 ps (Umrechnung: 1 THz = 1 ps* =
413 meV = 33.4cm™ = 48 K).

Die Untersuchung dieser Energiebereiche mit der IR-Spektroskopie ist aus apparativen
Grunden erschwert.

Bei der Aufnahme der Schwingungsspektren stellen sich die Fragen: Welche
Bewegungstypen werden angeregt, und wie sieht es mit ihrer funktionellen Relevanz aus?
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Tab. 1 zeigt typische Merkmale einiger Translationen/Schwingungen in Proteinen oder
Nucleinséuren.

Tab. 1: Typische Merkmale einiger interner Bewegungen bei Proteinen oder Nukleinsduren

Log,, of
Spatial extent  Amplitude characteristic
Motion (nm) (nm) time (s)
Relative vibration 0.2 to 0.5 0.001 to 0.01 —14to —13
of bonded atoms
Longitudinal motions 0.5 0.01 ~14to —13

of bases in double
helices (nucleic acids)
Lateral motions of bases 0.5 0.1 —13to —12
in double helices
(nucleic acids)

Global stretching 1 to 30 0.03 to 0.3 —13to —11
(nucleic acids)

Global twisting I to 30 0.1 to 1.0 —13to —11
"(nucleic acids) )

Elastic vibration of ito?2 0.005 to 0.05 —12to —11
globular region

Sugar repuckering 0.5 0.2 —12to —9
(nucleic acids)

Rotation of sidechains 0.5t0 1 0.5to 1 —11to —10
at surface (protein)

Torsional libration 0.5t0 1 0.05 —11to —9
of buried groups

Relative motion of 1to2 0.1 to 0.5 —11to —7

different globular
regions (hinge bending)

Global bending 10 to 100 5 to 20 —10to —7
(nucleic acids)

Rotation of medium-sized 0.5 0.5 —4to0
sidechains in interior
(protein)

Allosteric transitions 0.5t0 4 0.1 to 0.5 —5t00

Local denaturation 0.5to 1 0.5t01 —5to +1

Streutheorie

Neutronen werden, falls keine magnetischen Wechselwirkungen vorliegen, nur von den
Kernen der Probe gestreut. Da die Kernkrafte im Vergleich zur Wellenlénge der betrachteten
Neutronen sehr kurzreichweitig sind, ist die gestreute Welle isotrop und kann mit einem
Parameter, der Streulange b, beschrieben werden. Auf3erdem folgt aus der Kurzreichweitigkeit
der Kernkréfte, dass das Kernpotential als Deltafunktion betrachtet werden kann (Fermi-
Pseudopotential). Somit erhalt man fur den differentiellen Streugquerschnitt

j_g _ Z t.)lcohbjcohei‘~r‘| e—iq~r, n Z (blinc )2
i i

= Scoh (q) + Smc(q) .

Die kohérenten bzw inkohérenten Kernstreulangen werden mit ™" und b™ bezeichnet. Auch

wird zwischen zwischen kohdrenten und inkohérenten statischen Strukturfaktoren
unterschieden. Der koharente Anteil, der von der durchschnittlichen Streulénge der Kerne
herrihrt, verursacht ein Interferenzmuster, das aufgrund der Superposition der an den Kernen
gestreuten Wellen zustande kommt. Der inkohérente Teil wird von der zufélligen Verteilung
des nuklearen Spins (die Streuldange ist vom Spin abhangig) und von der |sotopenunordnung
in der Probe verursacht. Obige Gleichung beschreibt statische Prozesse. Dynamische Prozesse
kénnen mit dem doppelt-differentiellen Streuquerschnitt beschrieben werden,
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d?oc ks | i )
do dw _W(Scoh(qaa))-l- S,.(G.0)).

Die dynamischen Strukturfaktoren Son(q,w) und Sn(q,w) stellen Erweiterungen der
statischen  Strukturfaktoren dar, da sie neben der Impulsibertragung auch die
Energielibertragung an die Probe beschreiben. Das bedeutet, dass die Messung von Son(J,)
und Sne( g, )auch Informationen Uber zeitliche Aspekte des Biomolekils beinhaltet. Die
inelastische Neutronenstreuung wird, wie oben erwahnt, von der inkohdrenten Streuung des
Wasserstoffs dominiert. Dessen inkoharenter Streuquerschnitt betrégt 82 barn, wahrend der
kohérente Streuquerschnitt nur 1.8 barn (1 barn = 10%* cn?) betrégt.

Der quantitative Zusammenhang zwischen den dynamischen Strukturfaktoren und der
molekularen Dynamik wird durch die Zeitkorrelationsfunktionen hergestellt. Dazu werden
zeitabhangige Postionsvektoren eingefiihrt, so dass im Produkt der Streuamplituden ein
Ortsvektor bei der Zeit Null und der andere bei der Zeit t betrachtet wird. Werden nun diese
Produkte Uber das Ensemble der Trajektorien ri(t) im thermischen Gleichgewicht gemittelt, so
erhélt man die intermediére, inkohérente Streufunktion

Finc(q!t) = i<e—iq~ﬁ1(0) . eiq'rn (t)> .
n=1

Bei der inkohdrenten Streuung missen im Gegensatz zur kohédrenten Streuung nur die
Selbstterme berlicksichtigt werden, da die Streuung nur durch die Selbst-Interferenz entlang
von ri(t) zustande kommt. Die intermedidre Streufunktion hangt mit dem dynamischen
(inkohérenten) Strukturfaktor tber die Fouriertransformation zusammen

1 )
Slnc(q’w) = Zj.e—lwt Finc(q, t)dt .

Wird nun die intermedidre Streufunktion in Bezug auf q fouriertransformiert, so erhét man

die van-Hove Ort-Zeit-Korrelationsfunktion G, die nur noch von der Zeit und dem Ort
abhangt

610 =( L) [e"Fa@d,

GI(F 1) = <%§N_;5((r +1.(0) - Fn(t))> .

Die van-Hove Ort-Zeit-Korrelationsfunktion stellt die Wahrscheinlichkeit dar, ein Teilchen,
das sich zur Zeit t = 0 am Ursprung befunden hat, zur Zeit t am Ort r zu finden. Im Falle der
kohérenten Streuung stellt G die Paarkorrelation von zwei verschiedenen Teilchen dar. Somit
ergibt sich folgender Zusammenhang der betrachteten Funktionen:

Seon (0, 0) L5 F L (G,1) « 905 G(r 1)

S (,0) T2 F (0,0 IO G(r )
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Da Sne(q,w) nur fur begrenzte Bereiche von q und @ gemessen werden kann, ist die direkte

Berechnung von G via Fouriertransformation nicht moglich. Deswegen werden Modelle der
Dyamik (1 (t)) der Biomolellle aufgestellt und mit den Messungen verglichen. Es werden
analytische Modelle (harmonischer Oszillator, freie Diffusion, Sprungdiffusion) und
Computermodelle (Molekulardynamik-Simulationen, Normalmodenanalyse) verwendet.
Diese Rechnungen sind Ublicherweise klassisch. Fir die quantenmechanische Rechnung
mUssen die entsprechenden Operatoren fir den Ort, den Impuls usw. verwendet werden.

| nkohérenter Strukturfaktor fur harmonische Dynamik

Aus der Normalmodenanalyse bekommt man fir jede Mode A eine Frequenz «; und einen
Satz von Verschiebungsvektoren C/ (einen fiir jedes Atom ). Wird ein System betrachtet,

das aus verschiedenen Atomsorten besteht und einer quantenmechanischen harmonischen
Dynamik unterliegt, so folgt fur den inkohérenten Strukturfaktor

2
N N, h|q'Cf|
__’ — b2 —ZN ~ _ A A é‘ _
Snc(q CU) ; Lexp[ L(q)]];[ {%ex[{ kT :| n; ZCUisnh(hCU/ZKT) [CU ;niwij
Gleichung 2
mit
we 1a-C’ (o,
W, (q)= th :
() ; 4w, 0 (2ij

Die Summationsindex L geht Uber alle N Atome des Molekiils; jedes Atom L besitzt eine
inkohérente Streulénge by Der Debye-Wallerfaktor ist durch exp[- 2W, ()] gegeben. Das

darauffolgende Produkt berticksichtigt alle Moden A und die Summe in der geschweiften
Klammer alle Multiphononenprozesse. |, die modifizierte Besselfunktion n,-ter Ordnung (n;
ist die Anzahl der Quanten mit Energie iw;, die zwischen dem Neutron und der Mode A
ausgetauscht wurden), und die Exponentialfunktion davor beschreibt die
Besetzungswahrscheinlichkeit der Phononenzusténde (Boltzmannfaktor, detailed balance
factor). Schlief3lich sorgt die Deltafunktion fir die Energieerhaltung: alle beteiligten Moden
zusammen ergeben den Energielibertrag.

Fur die Berechnung der Neutronenstreuung an niederfrequenten Proteinschwingungen kénnen
einige vereinfachende Naherungen durchgefihrt werden. 1) Die Bewegungen koénnen
klassisch beschrieben werden (@ << KT) 2). Die experimentellen g-Werte sind gentigend
klein, um die modifizierten Besselfunktionen zu entwickeln (Io(x) = 1, 11(X) = x/2, sonst Null),
d.h. Multiphononprozesse werden vernachlassigt. 3) Die Streuung jedes Molekiils ist isotrop.
4) Nur Wasserstoffkerne tragen zur Streuung bei. 5) Jede Mode hat eine éhnliche Verteilung

der Verschiebungsvektoren CLi . Die letzte Naherung ist verninftig, da bei den endlichen
experimentellen Auflésungen die Moden nicht einzeln detektiert werden konnen. Bei
Mittelung Uber mehrere Moden wird die Annahme gut erfullt.

Mit diesen Approximationen erhadlt man fir den inkohadrenten Strukturfaktor
q°kT

w?

Sic (G, 0) =

Diese 1/a? - Abhangigkeit bedeutet, dass die niederfrequenten Schwingungen die
Neutronenstreuung dominieren, d.h. Gewichtung mit (x2).
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Eine wichtige GroRRe zur Beschreibung von schwingenden Molekillen ist die Verteilung der
Schwingungsfrequenzen (Zustandsdichte)

o)=L (- w,)

Im Limes g — 0 erhdt man aus Gleichung 2 die Funktion G, die g(@) gewichtet mit den
Streuquerschnitten, den Massen und dem Quadrat der Auslenkungen darstellt,

_lim 8% (% _ o) Gleichung 3
G@)ggh¢@ 1)S,.(0.0). g

Abb. 6 zeigt den inkohdrenten Streuquerschnitt fir ein kleines Protein BPTI, der mit
Gleichung 2 berechnet wurde, wobei nur die Einphononprozesse betrachtet wurden. Das
Streuspektrum bestent aus einer Serie von Strichen, die die niederfrequenten
Schwingungsmoden darstellen. Die Durchschnittsintensitét nimmt dabei ungeféahr mit 1/w?
ab. Darin spiegelt sich die globale Natur dieser niederfrequenten Moden wieder (siehe unten).
Aufgrund der endlichen Grof3e des Proteins bricht S, .(G,w) zu kleinen Energien hin

zusammen (nur wenige langwellige Moden !).
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£ S
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0-0 : !
-150-0 ~75-0 0-0 750 1500

Neutron energy gain (cm™)

Abb. 6: Einphononen-Streufunktion, die mit der Normalmodenanalyse fir BPTI berechnet wurde (q ist
parallel zu der molekularen x-Achse). Zum Vergleich zeigt dieinnere Grafik den l/w? - Abfall.
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Abb. 7: Doppelt logarithmische Auftragung der Fregquenzverteilung G fir Myoglobinpulver, die mit
Neutr onenstreuung bestimmt wurde. Daten bei 180, 250, 300 und 350 K sind zu sehen. Die
gestrichelte Linie zeigt das Verhalten gemal dem Debyemodell.

Abb. 7 zeigt die experimentell bestimmte Zustandsdichtefunktion G(w) fur Myoglobin in
einer doppelt logarithmischen Auftragung. Firr Frequenzen kleiner als etwa 20 cm™ und fiir
niedrige Temperaturen (bis ~180 K) wird das Debyemodell bestétigt, das einen quadratischen
Zusammenhang bis zu einer maximalen Frequenz vorhersagt

3w? )
2. 3°cW,

9(w)=—— v

da diese Moden global (delokalisiert) sind. (Das Debyemodell geht von einem homogenen
elastischen Festkorper aus). Bei hoheren Frequenzen wird eine schwachere Abhangigkeit von
w gemessen. Fur noch héhere Frequenzen, die in obiger Abbildung nicht gemessen wurden,
sind noch grof3ere Abweichungen vom Debyemodell aufgrund der dort auftretenden lokalen
Moden zu erwarten. Experimentelle (Kreise) und theoretische Zustandsdichten von BPTI-
(amorphes) Pulver sind in Abb. 8 gezeigt.

4 T 7 T T T

(@) (modes cm™)

0 25 50 75 100 125 150
’ @(em™)

Abb. 8: Aus Neutronenstreuexperimenten gewonnene Frequenzverteilung von BPTI-Pulver (Kreise).
Ebenfalls zu sehen sind vier Spektren, die mit der Nor malmodenanalyse ber echnet wur den.

159



Ferner sind vier Spektren, die mit der Normalmodenanalyse berechnet wurden, aufgeftihrt.
Sie unterscheiden sich nur durch die Behandlung des Coulombterms. Dessen Berechnung ist
zeitaufwendig, da die Coulombkrafte langreichweitig sind. Sie miissen daher tber alle Atome
berechnet werden. Fir die vier Spektren wurden verschiedene Modelle verwendet, um die
Berechnung des Coulombterms zu beschleunigen. Die Abbildung zeigt, dass dies grole
Auswirkungen auf die Spektren hat. Die Modelle C und D kommen dem experimentellen
Spektrum relativ nahe. Allerdings haben alle theoretischen Daten mehr Struktur als die
experimentellen.
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Abb. 9: Flugzeitspektren von lyophilisiertem BPTI- (a) und Lysozympulvern (b) bei einem Streuwinkel
von 66.6°. Die einfallende Wellenlange war 5.14 A.

In Abb. 9 sind Flugzeitspektren von lyophilisiertem BPTI- (@) und Lysozympulvern (b) zu
sehen. Obwohl es sich um zwei vollig unterschiedliche Proteine handelt, sind beide Spektren
sehr dhnlich, da die Pikosekundendynamik nicht sehr von der speziellen Struktur abhangt. Um

die Flugzeitspektren (mit Flugzeit 7) mit den gegen w aufgetragenen Spektren zu vergleichen,
muss die Ordinate mit Hilfe von

-]
| (7;0) |k|

I

2 Sw(@.)

umgerechnet werden. Abb. 10 zeigt die so erhaltenen Spektren von BPTI flr verschiedene
Streuwinkel.
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Abb. 10: Dynamischer Strukturfaktor in Abhangigkeit von @ fur verschiedene Streuwinke @ fir
lyophilisiertes BPTI-Pulver.

Die Spektren sind wenig strukturiert. Man beobachtet fur alle Streuwinkel einen breiten Peak
bei ungefsghr 25 cm®, der fir hohe Frequenzen langsam abféllt. Der Vergleich mit
theoretischen Daten zeigt, dass es sich bei dem breiten Peak um niederfrequente, globale
Schwingungsmoden des Proteins handelt. Die Streuprofile andern sich wenig fur die
verschiedenen Streuwinkel. Dies ermdglicht die Extrapolation zu kleineren g und damit die
Bestimmung der Zustandsdichte (siehe Gleichung 3). Im Gegensatz zu Spektren von
Biomolekilen ist das Spektrum von kristallinem L-Alanin stérker strukturiert (sehe Abb. 11).

T ! I ]
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Abb. 11: Dynamischer Strukturfaktor in Abhangigkeit vom Energietransfer fir polykristallines L-
Alanin. Die Daten wurden mit dem IN6 Flugzeitspektrometer am ILL in Grenaoble bei einer
einfallenden Neutronenwellenlénge von 5.14 A aufgenommen. Das Spektrum stellt die Summe
aus den M essungen bei Streuwinkeln zwischen 10° - 110° dar .

Die relativ scharfen Pesks fiir Frequenzen kleiner als 100 cm™ stellen intermolekulare
Gitterschwinkungen im Kristall dar. Allgemein gilt, dass das Auftreten von Strukturen im
niederfrequenten Spektrum ein Indiz fir eine relativ einfache bzw. periodische Struktur ist.

Der Vergleich der theoretischen und experimentellen Spektren (siehe z.B. Abb. 8) zeigt, dass
die gemessenen Spektren weniger Struktur aufweisen als die mit der Normalmodenanalyse
berechneten. Es gibt mehrere Griinde fur diese Glattung. Neben der endlichen Auflésung der
Messapparatur und den Naherungen in der Normalmodenanalyse ist die Reibungsdampfung
zu nennen. Letztere kann durch intramolekulare Anharmonizitdten, Protein-Protein
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Wechselwirkungen in den Pulverproben und durch die Lésungsumgebung hervorgerufen
werden. Um die Reibung zu beschreiben, wird ein gedampfter harmonischer Oszillator
betrachtet

Q, +2p,Q, +® *Q, = F(t),

wobei p, der Reibungskoeffizient der Mode A und F(t) eine stochastische Kraft ist. Die
Einfuhrung der Dampfung bewirkt, dass die Peaks verbreitert und zu kleineren Frequenzen
verschoben werden. Fir sehr groRe Dampfung (Uberdampfung) fuhrt dies zu quasielastischer
Streuung. Abb. 12 zeigt, wie die Bertcksichtigung der Dampfung das Streuspektrum und das
Flugzeitspektrum verandert.
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Abb. 12: S(q,w) (a) und Flugzeitspektrum (b) berechnet mit dem gedampften Oszillatormodell. Fir die
Verteilung der Reibungskoeffizienten wurde eine Gaul3kurve angenommen. Die ungedampfte
Streuung ist gepunktet eingezeichnet.

Durch die Reibungsdampfung wird das Spektrum gegléttet. Es stimmt dadurch besser mit
dem experimentellen Spektrum Uberein. Durch die entsprechende Wahl der Verteilung
(Gaufkurve) der Reibungskoeffizienten

—w?

P, = Ae?

(A = 30 cm?, 02 = 225 cm®) werden die niederfrequenten Anteile stérker gedampft. Man
erhalt ahnlich wie im Experiment nur einen breiten Peak bei 30 cm™.
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Quasielastische Streuung

Die experimentelle Veranderung der quasielastischen Streuung mit der Temperatur ist in Abb.
13 fur Myoglobin zu sehen. Unter 180 K erkennt man ein breites Maximum des
Strukturfaktors bei ungefahr 25 cm™ (3 meV) und keine quasielastische Streuung. Der Peak
bei 0 eV entspricht der experimentellen Auflésung. Fir hohere Temperaturen verschwindet
das Maximum immer mehr aufgrund der grof3er werdenden quasielastischen Streuung.
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Abb. 13: Temperaturabhangigkeit des dynamischen Strukturfaktors fir D,O-hydratisiertes Myoglobin
fir einen Streuwinkel von 1.5 A™.

Unter der Annahme, dass die Schwingungsmoden, die die Streuung bei 100 K und 180 K
verursachen, ihre Form nicht signifikant bei den anderen Temperaturen andern, wurden die
Spektren bei den tiefen Temperaturen (T < 180 K) mit dem Bosefaktor (€"“*"— 1) auf hohere

Temperaturen skaliert und von den Spektren bei den héheren Temperaturen abgezogen. Abb.
14 zeigt in einer doppelt logarithmischen Auftragung die daraus erhaltenen Spektren.
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Abb. 14: Doppelt logarithmische Auftragung der experimentellen quasielastischen Neutronenstreuung
von Myoglobin bei ver schiedenen Temper aturen. Das inner e Diagramm zeigt die daraus mittels
Fouriertansformation ber echnete inter mediare Streufunktion.
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Abb. 15: Doppelt logarithmische Auftragung der quasielastischen und inelastischen Neutronenspektren,
die mit molekular dynamischen Simulationen berechnet wurden. Der Streuvektor betrug 1 A™.

Man beobachtet eine signifikante quasielastische Streuung bei Temperaturen oberhalb 180 K.
Es wurden auch Rechnungen der quasielastischen Streuung von Myoglobin durchgefiihrt,
siehe Abb. 15. Die elastische Streuung ist in der Grafik nicht aufgefuihrt. In Gegensatz zu
Abb. 14 wurde die Streuung bei tiefen Temperaturen nicht abgezogen. Man beobachtet
dhnlich wie im Experiment ein Verschwinden des Streumaximums bei 3 meV mit
ansteigender Temperatur. Die Simulationen zeigen wiederum mehr Strukturen als das
Experiment, da die endliche Auflésung der Apparatur und die Auswirkung etwaiger
Reibungsdampfungen nicht berticksichtigt wurden.

Die mittleren quadratischen Auslenkungen der Wasserstoffkerne fir verschiedene
Temperaturen sind in Abb. 16 zu sehen. Experimentelle Daten von
Neutronenstreuexperimenten und Daten von molekulardynamischen Simulationen sind
aufgetragen. Eine relativ gute Ubereinstimmung ist zu sehen. Wie schon bei der Behandlung
der MoRbauerspektroskopie aufgefuhrt, erhdlt man fir Temperaturen bis ungeféahr 180 K
einen linearen Anstieg, der in Einklang mit dem harmonischen Modell ist. Fir hohere
Temperaturen erhdlt man einen dSéarkeren Anstieg, der Nichtharmonizitdten der
Potentialenergieflache impliziert.
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Abb. 16: Temperaturabhangigkeit der mittleren quadratischen Auslenkung der austauschbaren
Wasser stoffkerne. Experimentelle Daten (Quadrate) und Molekulardynamische Simulationen
(Punkte) sind dargestellt.
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M agnetische Kernresonanzspektroskopie

Mit Hilfe der magnetischen Kernresonanz (NMR, Nuclear Magnetic Resonance) kann die
Energieabsorption, die mit dem Ubergang von benachbarten magnetischen Kernniveaus
verbunden ist, gemessen werden. Da diese Ubergangsenergien von der Umgebung der Kerne
abhangen, kann die NMR spezifische Informationen Uber die Kerne und deren Umgebung
liefern. Die Methode wird in vielen Gebieten der Wissenschaft und Medizin eingesetzt. Sie ist
insbesondere wichtig fur die Bestimmung des Zusammenhangs von Struktur, Dynamik und
Funktion von Biomolekilen. So kdnnen mit ihr Proteinstruktur- oder biomolekulare
Dynamik-Bestimmungen durchgefuhrt werden. Es kdnnen die Kinetik der Ligandenbindung
(im Bereich von Nanosekunden bis Sekunden) oder Protonierungen untersucht werden.
Weitere Punkte sind die Bestimmung des intrazelluldren pH-Wertes oder die Messung der
Konzentration und der 1sotopenzusammensetzung von Molekilen in Gewebe. Schliefdlich ist
die NMR-Tomographie als Methode der 3 D-Bildgebung zu nennen. Ein Vorteil der NMR ist,
dass die verwendeten Wellen im Radiofrequenzbereich liegen und nur schwach mit der Probe
wechselwirken. Daher werden sie als nicht-invasiv betrachtet.

Die Wechselwirkungsenergie eines elektrischen Feldes E mit einem elektrischen

Dipolmoment z, ist

E=-pa,- E.

Fur die entsprechende magnetische Wechselwirkung gilt

E:_ﬂmag'B’

wobei B die magnetische Induktion und e das magnetische Dipolmoment ist. Dieses ist
bei den Kernen mit einem inneren Drehimpuls, dem Kernspin | , verkniipft, dessen Betrag nur
diskrete Werte annehmen kann,

M=nf1(1+1) ,

mit der Spinquantenzahl | =0, /2, 1, 3/2, 2 ... Esist nur eine Komponente beobachtbar, z.B.
I,, wobei I, 2| + 1 Werte annehmen kann (17, (I — 1)4,...,— | 7). Gewdhnlich wird der Spin als
maximaler Wert von |, in Einheiten von 7% angegeben. Der Kernspin ist mit dem
magnetischen Kernmoment & verknipft,

=0y ty r/h’

OnH N

h )
wobei y das magnetogyrische Verhdltnis ist, das die Proportionalitdt zwischen dem
magnetischen Dipolmoment, z , und der mechanischen GréRe Spin, |, quantifiziert. Sie kann

durch die Grofen Kern g-Faktor, gy, und dem Kernmagneton, v = ei/2m, ausgedriickt
werden, wobei e die Elementarladung und m, die Masse des Protrons reprasentiert. Befindet

sich ein Kern mit Kernspin ungleich Null in einem magnetischen Feld B, = B,Z, so erhdlt
man fur die Wechselwirkungsenergie (K ern-Zeeman-Effekt)

E=-a-B =-ym#B,

[l:}/r’ V=

mit der magnetischen Quantenzahl my. Die Ergebnisse fir den Fall 1 = 1/2 sind in Abb. 1 zu
sehen.
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[ e

Abb. 1. Kern-Zeeman-Effekt und Orientierung des magnetischen Kernspins fir | = /2.

Es kommt aber nicht nur zu einer Energieaufspaltung, sondern auch zu einer Drehung des
magnetischen Moments, da esim homogenen B-Feld ein Drehmoment 7 erfahrt,

T=n0xB
_dr L da
“a U a
Dann folgt
du _
—— =nuxyB
o Uxy

Ebenfalls ergibt sich (vgl. Abb. 2)

du  uyBysné@dt

dp=—-:
¢ using usno

w dt.

Abb. 2: Prézession des magnetischen K ernmoments nach Anlegen eines B-Feldes.

Das magnetische Moment préazediert um das B-Feld mit der Larmorfrequenz w, = yB.

Einige Eigenschaften verschiedener Kerne sind in
Tab. 1 aufgefihrt.
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Tab. 1: Verschiedene Eigenschaften einiger Kerne

Iy wo/2n Natural abundance Relative
Nucleus Z I i * ¢l (rad gauss ™! sec™?) (MHz/10* gauss) A sensitivity®
H 1 1/2 4.84 26,753 42.6 99.98 1.000
2y 1 1 121 4,107 6.5 0.016 0.0096
12c 6 0 e —_— 98.89 e
3¢ 6 172 1.22 6,728 10.7 1.11 0.016
N ‘ 7 1 0.57 1,934 3.1 99.64 0.0010
160 8 0 — — 99.76 —
19F 9 1/2 4.55 25,179 40.1 100 0.834
’31P 15 12 1.96 10,840 17.2 100 0.066
328 16 0 — —_— 95.06 _

Die Kerne mit Spin | = 0 kommen fir NMR-Messungen nicht in Frage, da sie keinen Kern-
Zeeman-Effekt zeigen. Darunter fallen die fir organische Molekiile wichtigen **C- und *°O-
Kerne. Wichtige NMR-Kerne sind vor alem *H, aber auch °C, N, *°F, 3'P.
Liegt kein B-Feld an der Probe an, so ist die makroskopische Magnetisierung

M :VEZ/Z ) [M]

A

:E, [ﬂi]: AmZ,

gleich Null. Nach Anlegen eines Magnetfeldes richten sich die Kernmomente aus, und man
erhélt eine Magnetisierung parallel zum B-Feld (Abb. 3).

- Turnon B, ' M=M.
—_—

T M:=M,;=0

Abb. 3: Ausrichtung der urspringlich zuféllig verteilten magnetischen M omente in eéinem externen mag-
netischen Feld. Das B-Feld erzeugt eine Orientierung, die eéine Magnetisierung parallel zum B-
Feld zur Falge hat.

Die verschiedenen Energieniveaus sind aufgrund des Boltzmanngesetzes nicht gleich besetzt.
Esgilt fir das Verhdltnis der Besetzungswahrscheinlichkeit fur | = Y2 Kerne,

N
TL _ @ AEKT _ g 7hBo/KT

NTT

167



Fiir den *H Kern ist dieses Verhéltnis gleich 0.999993 bei einem Magnetfeld von 1 Teslaund
einer Temperatur von 300 K. Nur 7 von einer Million Kerne verursachen in diesem Fall die
resultierende Magnetisierung. Wird nun eine Radiowelle mit der Larmorfrequenz eingestrahit,
so tritt Resonanzabsorption auf, da wegen der ungleichen Besetzung des unteren und oberen
Niveaus etwas mehr Quanten absorbiert als emittiert werden. Estritt eine Konkurrenzsituation
ein: Die eingestrahlte Hochfrequenz versucht Gleichverteilung herzustellen, wéahrend die
thermischen Schwingungen eine Boltzmann-V erteilung aufrecht zu erhalten versuchen.

Als Methode zur Untersuchung kondensierter Materie eignet sich die NMR aus verschiedenen
Grunden. Zum einen ist die Resonanzfrequenz nicht genau gleich der dem auRReren Feld
entsprechenden Larmorfrequenz, sondern sie ist geringfligig verschoben. Die Ursache fir
diese Verschiebung liegt in der Verstéarkung bzw. Schwachung des aul3eren Feldes durch die
Elektronen, die den Kern umgeben. Die genaue Messung dieser Verschiebung erlaubt
Rickschlisse auf die Umgebung des Atomkerns. Zum anderen besitzt die Resonanzlinie eine
gewisse Breite, die von Relaxationsprozessen abhéngt. Uber die Messung der Linienbreiten
bzw. der Relaxationszeiten erhadlt man ebenfalls Zugang zu mikroskopischen Eigenschaften.

Resonanzabsorption

Der Prozess der Resonanzabsorption soll nun ndher betrachtet werden. Ein in z-Richtung
angelegtes B-Feld erzeugt also eine Magnetisierung in z-Richtung M, (Mx = My = 0). Es wird
ein oszillierendes B-Feld in x-Richtung als periodische Stérung angelegt. Das oszillierende B-
Feld kann nun Ubergange zwischen den Spinniveaus induzieren. Dadurch wird eine
Komponente der Magnetisierung in der xy-Ebene erzeugt, die durch Induktion einer
Spannung in einer Detektionsspule gemessen werden kann. Sind die Niveaus gleichbesetzt, so
ist die gesamte Magnetisierung transversal.

Zur mathematischen Beschreibung wird das (in x-Richtung) oszillierende Magnetfeld mit
zwei Feldern dargestellt, die in gegenléaufigen Richtungen rotieren,

B, = bkcoswt

N|lo

(Xcoswt+ ysnwt)

(op

+—=(Rcoswt - ysinwt).

N

Fir das gesamte B-Feld B, gilt dann

ot

B

tot

=B, +B, .
B,, oszilliert in der xz-Ebene um die z-Achse (Abb. 4).

tot
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Abb. 4: Dasresultierende B-Feld, I§t0t, oszilliert in der xz-Ebene um die z-Achse.

Um die Diskussion der ablaufenden Prozesse zu vereinfachen, wird ein rotierendes
Koordinatensystem eingefuihrt. In kartesischen Koordinaten ist die Magnetisierung

M=XM,+yM +2M, .

Das Koordinatensystem X, ¥, Z rotiere nun um Q (
Abb. 5).

:

X

Abb. 5: Darstellung desVektors Q , um den das K oor dinatensystem rotiert.

Esfolgt damit
%zﬁxi ,
dt
Der Zusammenhang zwischen dem ortsfesten und dem rotierenden System ist
Vi . dM X .dM v 5
My _ g M, +MX%+ y— +Myﬂ+Zsz +MZE :
dt |, dt |, dt dt | dt at |, dt
™y _aM +QxM =MxyB, .
dt lab dt rot
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Fur die Bewegungsgleichung im rotierenden System folgt

dM - _
— =Mx({B,+Q),
at - (¥ By )
dM -
— =MxyB
dt rot j/ “

Man erhdlt also die gleiche Differentialgleichung wie beim Anlegen eines statischen B-Felds
im ortsfesten Koordinatensystem. Allerdings muss das statische B-Feld durch ein effektives
B-Feld ersetzt werden,

By =B, +7 Q.
Das fuhrt z.B. dazu, dass fur
Q=-w 2

das effektive B-Feld verschwindet, wobei sich das rotierende Koordinatensystem um die z
Achse mit der Larmorfrequenz dreht. Der Beobachter im rotierenden Koordinatensystem sieht
jaauch keine rotierenden Spins.

Wird das oszillierende B-Feld B, angelegt und Q=-w, 2 gewahlt, wobei o, die Frequenz
des oszillierenden Feldes ist, so ist die eine Komponente

g(ﬁcosa)lt - ysinwyt)

fir den Beobachter im rotierenden Koordinatensystem stationér, die andere Komponente des
oszillierenden Feldes
g(ﬁcosa)lt + ysinwt)

rotiert mit 2w,. Sie kann vernachléssigt werden, da sie die Resonanzbedingung nicht erfdllt.
Obwohl das stationdre B-Feld sehr viel stérker as das oszillierende B-Feld ist (B, >> B,),

kann By, , wie oben gezeigt, sehr klein und somit auch kleiner als B, werden (Abb. 6).

Abb. 6: Zusammensetzung des gesamten B-Feldes Etot aus By und Bl.

Dies bedeutet, dass die Magnetiserung im rotierenden Koordinatensystem eine

Larmorprazession um B, mit der Frequenz ay = yBio durchfiihrt. Das hat zur Folge, dass

sich die Magnetisierung in zRichtung und somit die Energie des Systems andert, es tritt
Resonanz auf.
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Absorption von Energie und Spin-Gitter-Relaxationen

Die Resonanzabsorption fuihrt zu Anderungen in der Besetzung der Kernniveaus. Sind beide
Niveaus gleich besetzt (gleiche Anzahl Spin up und Spin down), so folgt, dass die z
Komponente der Magnetisierung Null ist. Die Wahrscheinlichkeit fiir den Ubergang eines

Spinup — Spin down (W,,,,,) ist gleich grof3 wie der umgekehrte Vorgang (W,,),

W,,= W,

down —

|t [ S(aE - o)

Die absorbierte Leistung ist
P =W, n,;iw =W,

down

n, iha)

=WANAE ,

mit W =W, =W,,,, . Fur das thermische Gleichgewicht gilt ((An) =n,, —n,,)

<An> — E eA%kT _ E e_A%kT
2 2 ’

own *

wobei N =n,, +n,, ist. Da AE << KT gilt, folgt
(An) = NAE/2KT .

Wird nun ein oszillierendes B-Feld B, eingestrahlt, so fuhrt dies zu einem
Nichtgleichgewichtszustand,

An#(An) .
Der Gleichgewichtszustand kann Uber Relaxationsvorgange wieder hergestellt werden. Dazu
sind fluktuierende B-Felder, die von den Nachbaratomen verursacht werden kdnnen,
notwendig. Diese Fluktuationen miissen Frequenzkomponenten in der Nahe um @, haben, die

z.B. durch Rotation oder Vibration der Atome zustande kommen. Das einfachste Modell geht
von einem Ratenprozess aus,

dAn  An—(An)
aa 00T,

wobei T, die sogenannte longitudinale Relaxationszeit ist. Daraus folgt

1dAn  An—{An)
2 d 2,

da sich Anfir jede Umklappung eines Spins um 2 andert. Somit ergibt sich fur die
absorbierte Leistung

N(AEZ)w

P=AEWAN= :
2KT (1+ 2WT,)

Hier kann AE (durch das B-Feld) und die Temperatur verandert werden. Fir T, — o folgt,
dass die absorbierte Leistung Null ist, da beide Niveaus gleich besetzt sind.
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Longitudinale Relaxation

Damit longitudinale Relaxationen zustande kommen, muss ein Energieaustausch mit der
Umgebung stattfinden,

E=-M-B.
(Bei den kleinen Energieunterschieden, die bei der NMR auftreten, sind spontane Ubergange
vernachlassigbar (~«).) Fiir den Energieaustausch mit der Umgebung sind Mechanismen
notig, bei denen der Spin mit Rotations- und Schwingungsfreiheitsgraden koppelt. Beispiele
dafur sind:

1) Sind in einem Molekll zwei (oder mehrere) magnetische Momente vorhanden, so andert
sich bei Rotation das magnetische Feld, das das eine Moment am Ort des anderen bewirkt
(und umgekehrt).

2) Verandert sich der Abstand zweier Molekile (z.B. Schwingungen), so éandert sich auch die
dipolare Kopplung zwischen den Molekdilen.

3) Anderung von Quadrupolwechselwirkungen.

4) Die Resonanzfrequenz andert sich durch anisotrope Abschirmung des externen Feldes.

Das einfachste Modell zur Beschreibung der longitudinalen Relaxation ist durch folgende
Differentialgleichung beschrieben:

M, _ oy
dt

-M)/T,.
Als Lésung ergibt sich
M, (1) = M(1-e'®) .

Transversale Relaxation

Das oszillierende B-Feld bewirkt, dass sich einerseits die M-Komponente der Magnetisierung
andert und andererseits die x- bzw. y-Komponenten ungleich Null werden. Anfanglich sind
die Spins phasenkohérent. Durch Relaxationsvorgange geht diese Phasenkohédrenz jedoch
verloren. Anders ausgedrickt, wenn zu einem bestimmten Zeitpunkt eine Anzahl von
Kernmomenten in die gleiche Richtung zeigen, dann werden diese aufgrund geringfiigig
verschiedener Prazessionsfrequenzen mit der Zeit aul3er Phase geraten. Ursachen dieser
transversalen Relaxation (sie bezieht sich auf die transversalen Komponenten von M) sind: 1)
Durch verschiedene Umgebungen der Kerne ist das lokale B-Feld ungleich dem externen B-
Feld. 2) Dies ist ebenfalls fir ein inhomogenes auf3eres B-Feld der Fall. 3) Spin-Spin-
Wechselwirkungen beeinflussen ebenfalls die Prézessionsfrequenzen, wobei diese Einfliisse
im Gegensatz zu 1) und 2) stochastischer Natur sind.

Ahnlich wie bei der longitudinalen Relaxation wird fur die mathematische Beschreibung das
einfachste Modell verwendet,

dm X'y M Xy

- - /T

wobei T, die transversale Relaxionszeit ist. Sie wird auch Spin-Spin-Relaxationszeit genannt,
da die fur T, bestimmenden Prazessionsfrequenzen haufig durch die Spin-Spin-Wechselwir-
kung des beobachteten Spins mit seinen Nachbaratomen zustande kommen. Abb. 7 stellt die
longitudinale und transversale Relaxation dar.

172



Abb. 7: Longitudinale und transversale Relaxation: a: Im Gleichgewicht sind mehr Spin up-Kerne als
Spin down-K er ne vor handen, sie sind Boltzmann-verteilt. Es resultiert eine Magnetisierung in z
Richtung. b: Nach Resonanzabsor ption sind einer seits die Spins gleichverteilt (die zK omponente
der Magnetisierung ist Null), andererseits resultiert eine rotierende Magnetisierung in der xy-
Ebene. ¢: Durch longitudinale Relaxation sind die Niveaus wieder Boltzmann-verteilt. D: Durch
transver sale Relaxation ver schwindet die Komponente der Magnetisierung in der xy-Ebene.

T, kann nicht kleiner als T, sein, da bei Erreichen der Gleichgewichtsverteilung der z

Komponente der Magnetisierung keine x- oder y-Komponenten von M vorhanden sind. Die
beobachtbare transversale Relaxationszeit setzt sich aus zwei Termen zusammen,

1 1 1

T, T, 2T,

AuRer der oben beschriebenen eigentlich transversalen Relaxationszeit T, , wird diese auch

von der longitudinalen Relaxationszeit T; beeinflusst, da jede Anderung in der Besetzung der
Kernspinenergieniveaus (zur Wiederherstellung der Boltzmannverteilung) einen Verlust der
Phasenbeziehung bedeutet. Der Faktor zwei kommt daher, dass sich die Besetzungszahl der
Spinzusténde bei einem Zustandswechsel des Kerns um zwei verandert.

Bloch-Gleichungen

Werden die Bewegungsgleichungen fur die Magnetisierung mit Termen erweitert, die die
Relaxationen beschreiben, so erhalt man die Blochgleichungen

Mx(t) = j/{M sz - Msz}_ MX/TZ
M y(t) = y{Msz -M XBZ}_ M y/TZ
Mz(t) = y{MxBy - MyBx}_ (Mz - MO)/Tl .
In Vektornotation ergibt sich
M (t) =7 M (t) x B(t) - R(M - M,)

mit der Relaxationsmatrix
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YT, 0 0
R= 0 YT, O
0o 0 T,

Die Anderung der Magnetisierung aufgrund der  Relaxationsprozesse nach
Resonanzabsorption ist in Abb. 8 fiir ein konstantes B-Feld in z-Richtung dargestellt.

~————

L__-—I Mio)

/ UUUUU?N

Abb. 8: Zeitlicher Verlauf der M agnetisier ung nach Resonanzabsor ption.

Die gleichzeitig auftretende longitudinale und transversale Relaxation bewirken, dass die
Magnetisierung spiralformig von der Auslenkung in der xy-Ebene in die z-Richtung tbergeht.

NM R-M essapparatur

Die Messapparaturen beruhen auf zwei verschiedenen Verfahren: die Sweepmethode

(stationére Methode) und die gepulste Methode. Ein typischer Aufbau der Sweepmethode ist
in Abb. 9 zu sehen.

Oscillator for
generating B,

Main field }
magnet

Receiver coil

Abb. 9: Experimentelle Anordnung fir die Sweep-M ethode.

Das B,-Feld (in z-Richtung) wird durch einen starken Magneten geliefert. Das oszillierende
Magnetfeld wird von einer Spule in x-Richtung erzeugt. Meistens wird nicht die Frequenz des
oszillierenden Felds, sondern das B,-Feld variiert (,gesweept“). Wird nun durch diese
Variation des B, -Feldes die Larmorfrequenz der magnetischen Momente in der Probe gleich

der Frequenz des oszillierenden B-Felds, so kommt es zur Resonanzabsorption. Diese wird
mit
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einer Detektionsspule gemessen, da die in der xy-Ebene prézedierende Magnetisierung des
Kernspin-Systems in der Spule eine Spannung induziert. Ein typisches Signal ist in Abb. 10
dargestellt.

Focd

w=y8,

Abb. 10: Typisches NMR-Signal der Sweepmethode.

Bei der gepulsten Kernresonanz wird durch einen kurzen, starken Hochfrequenzimpuls die
Magnetisierung aus der z-Richtung um den Winkel 6 =yBAt herausgedreht. Nach

Abschalten des Hochfrequenzfeldes wird freie Prézession und Relaxation in einer
Empfangerspule beobachtet (siehe Abb. 11).

L s | s |
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Abb. 11: Die gepulste Ker nresonanz.

Die Abbildung zeigt, wie der kurze Puls (mit einer typischen Pulslange im Bereich von
Mikrosekunden und einer Feldstarke im Bereich von Millitesla) resonant absorbiert wird, und
wie die Kerne danach relaxieren. Das Messsignal der Detektionsspule (Free Induction Decay,
FID) wird Fourier-transformiert, um das Absorptionsspektrum zu erhalten. Es werden
typische Frequenzen von

v =500 MHz = m /27

verwendet. Dazu ist ein B-Feld von‘B0‘=11.74TfUr Protonen nétig. Abb. 12 zeigt eine
gepulste Kernresonanzmessung an CH3J.
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Zeit [+ —

Frequenz [Hz)] =———

Abb. 12: Gepulste NMR-Messung an den Protonen von CH3J. Ebenfalls gezeigt ist das daraus folgende
Spektrum.

Es ist eine exponentiell abfallende Schwingung einer Frequenz zu sehen, da die 3
Wasserstoffkerne die gleiche Resonanzfrequenz haben. Es wurde ein einzelner Anregepuls
verwendet. Das nachste Beispiel zeigt Methanol (CH3OH , Abb. 13).

141,8—{—141.8—[—141.8

.

Frequenz [Hz] <——

Abb. 13: Gepulste K er nresonanzmessung an CH;OH mit dem dar aus ber echneten Spektrum.

Die Kernspins des Kohlenstoffs (**C) wurden gemessen. Dessen Kernniveau-Aufspaltung
andert sich je nach Spineinstellung der umliegenden drei Wasserstoffatome. Das gemessene
Spektrum enthélt vier Linien, da vier Moglichkeiten fur die Spins der Wasserstoffelektronen
existieren: 3 up-Spins, 2 up-Spins und 1 down-Spin, 1 up-Spin und 2 down-Spins, 3 down-
Spins. Durch die verschiedenen Resonanzfrequenzen treten bei der Pulsmethode
Schwebungen auf (Abb. 13).
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| nversion-Recovery-Methode

Zur Bestimmung der transversalen und longitudinalen Relaxationszeit kann die Inversion-
Recovery-Methode verwendet werden. Zuerst wird ein 180° Puls auf die Probe gegeben (Abb.

14).
g V "1—0———---—--—-;-_—; zzzz
F ra P

/ A Avhvkvl\vnunvnunvnvav . -
an 1L ,(t) t

Abb. 14: Schemader I nver sion-Recovery-Methode.

Dadurch wird der Magnetisierungs-Vektor in die negative z-Richtung ausgelenkt. Aufgrund
der longitudinalen Relaxation relaxiert M in positive z-Richtung

M, (t)= M,(1—2e"") .

Nach einer Zeit 7 wird ein 90°-Puls auf die Probe gegeben. Dadurch wird M in die xy-Ebene
gedreht, wodurch in der Detektionsspule Spannungen induziert werden. Aus dem Abfall
dieses Signals kann die transversale Relaxation ermittelt werden. Die longitudinale Relaxation
erhdlt man aus der Anfangsamplitude des transversalen Signals durch Veranderung von
7 (siehe Abb. 14).

Spin-Echo-Methode

Der zeitliche Zerfall der transversalen Magnetisierung nach einem 90°-Puls wird in vielen
Féallen durch Inhomogenitaten des Magnetfeldes bewirkt, d.h. durch die Tatsache, dass das
lokale Magnetfeld fur verschiedene Atomkerne etwas variiert. Die Ursache koénnen
Inhomogenitdten des von aufen angelegten Feldes sein, aber auch intern verursachte
Inhomogenitdten sind denkbar, z.B. durch Dipolfelder der umgebenden Atomkerne. Diese
Effekte kann man, solange sie zeitlich konstant sind, mit der Spin-Echo-Methode eliminieren.
Der Grundgedanke der Spin-Echo-Methodeist in Abb. 15 dargestelit.

90° 180°,

"‘/(b) 4 (e}
B ) % 4 ,Aﬂ/mﬁ
: A

ERN
| (A
(v) (c) (d) (e)
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Abb. 15: Spin-Echo-M ethode.



Nach einem 90°-Puls prézedieren die Spins im leicht inhomogenen Magnetfeld mit etwas
verschiedenen Frequenzen und kommen dadurch mit der Zeit aul3er Phase. Die
makroskopische Magnetisierung geht damit verloren. Wendet man aber nach einer
bestimmten Zeit T einen 180° Puls an, dann werden alle Spinorientierungen umgedreht und
die Spins laufen jetzt wieder aufeinander zu. Nach der Zeit 2T sind die Spins wieder in Phase,
d.h. man erhdlt ein Echo. Wenn sich aber in der Zeit 2T Spin-Spin-Wechselwirkungen
ereignet haben, so laufen die Spins nicht vollstandig nach 2T zusammen, das Echo ist
verkleinert oder gar nicht mehr vorhanden. Durch die Spin-Echo-Methode ist es also mdglich,
diese interessanten Effekte von den Effekten der Feldinhomogenitéten abzutrennen.

Viskositatsabhangigkeit von T, und T,

Die longitudinale Relaxation der Magnetisierung zum Gleichgewichtszustand wird, wie oben
beschrieben, durch Fluktuationen des lokalen B-Felds verursacht. Diese Felder haben eine
gewisse Freguenzverteilung. Stimmt eine dieser Freguenzkomponenten mit der
Larmorfrequenz des betrachteten Kerns Uberein, so kann die zKomponente der
Magnetisierung veréndert werden. Da in Festkdrpern die molekularen Bewegungen stark
eingeschrankt sind, haben die meisten Fluktuationen des magnetischen Momentes Frequenzen
unterhalb der Larmorfrequenz der Kerne. Deshalb ist T, sehr grof3 (bis zu Stunden). In

Flissigkeiten und Gasen sind die Bewegungen weniger eingeschrankt. Entsprechend ist T,
viel kleiner (~ Sekunden). In Flussigkeiten héngt T, von der Viskositét 7 ab (siehe Abb. 16).

{Relaxation time) ~!

I
I
|
|
!
|
|
l
]

Abb. 16: Viskositatsabhangigkeit von T, und T, (doppelt logarithmisch aufgetr agen).

Esist ein Maximum von T, bei einer bestimmten Viskositat und ein Abfall fir gréRere und
kleinere Viskositaten zu sehen. Dies kann mit der Rotationskorrelationszeit 7, erklart werden.
Fur eine Kugel mit Radiusr gilt

7, =4 KT

Die Korrelationszeit gibt an, wie lange ein Ensemble von orientierten magnetischen
Momenten braucht, um in den statistischen Gleichgewichtszustand zu zerfallen (1/e-Abfall).
Das Freguenzspektrum der transversalen Komponente des magnetischen Momentes hat daher
im Bereich von 7.* ein Maximum. Ist also eine Viskositd gegeben, so dass 7' der
Larmorfrequenz der prézedierenden Kerne entspricht, so kommt es zu einer effektiven
Wechselwirkung zwischen der transversalen Komponente der fluktuierenden Felder und der
magnetischen Momente des Kerns.
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Der Einfluss der Viskositat auf die transversale Relaxationszeit ist folgendermalen: Ist 7
klein, so ist 7_klein, so dass die Fluktuationen des lokalen B-Felds effektiv zu Null gemittelt

werden. Die Kerne halten sich zu kurz in der Nadhe der benachbarten Kerne auf, um deren
Spin beinflussen zu kénnen. Deshalb folgt

1/T)=0 .
Und damit

1 1

T, 2T,

In diesem Fall ist die Halbwertsbreite des Ubergangs gering (natural linewidth, extreme
motional narrowing),

Fur hohe Viskositdten (d.h. langsame Bewegungen) beeinflussen die lokalen Felder immer
mehr die transversale Relaxation, bis ein Plateau erreicht wird. (Die Halbwertsbreiten werden
entsprechend grofier)

Chemische Verschiebung

Die Larmorfrequenzen sind, wie oben beschrieben, abhangig von dem lokalen Feld am
Kernort. Das von aulen angelegte B-Feld B, induziert ein schwaches Magnetfeld in der

elektronischen Umgebung der Kerne, das proportional zu B, i,
B, — B, - 0B,
= E0 (1_ O')’
wobei o der Abschirmkoeffizient ist (10°... 10%). Somit folgt fiir die Larmorfrequenz
o, =}/(1—O') B, -

Der Abschirmkoeffizient beschreibt also, wie sehr die lokale Umgebung des Kerns das von
aullen angelegte Feld beeinflusst. Da o o< B, wird die chemische Verschiebung wie folgt
definiert,

B, — B

sample

Hier ist B« das beobachtbare Resonanz-B-Feld des betrachteten Kerns in einem
Referenzmolekil und Bsample das B-Feld fur den gleichen Kern in der zu untersuchenden
Probe. Eine analoge Definition gilt fir die Resonanzfrequenzen. Die chemische Verschiebung
wird in 'parts per million' [ppm] angegeben. Als Referenzmolekiile werden meistens TM'S und
DSS verwendet.

Die chemische Verschiebung setzt sich aus drei Anteilen zusammen,

0=0,+3,+9; .
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Der erste Term wird durch lokale diamagnetische Effekte bewirkt. Nach der Lenzschen Regel
wirken die induzierten Strome in den Elektronenschalen dem auReren Feld entgegen. Der
zweite Term setzt sich aus lokalen paramagnetischen Effekten zusammen, die durch die
Anordnung von magnetischen Momenten (z.B. von paramagnetischen lonen) in der
Nachbarschaft des betrachteten Kerns hervorgerufen werden. Der dritte Term schliefdlich

beschreibt den Einfluss von aromatischen Ringstromen. Abb. 17 zeigt diesen Effekt fir
Benzol.

7 electron current

Magnetic field
generated by n
electron current

H

Aromatic NH

Peptide NH

Aromatic

—~CH

CH2/CH (aliphatic
side - chain)

CHy

I { |

15 10 5 om0

Abb. 17: Der Einfluss der Ringstrome auf das lokale magnetische Feld, das von den aromatischen
Protonen erfahren wird.

Die Protonen aul3erhalb des Benzolrings haben eine Resonanzfrequenz, die bei kleinen
auRBeren B-Feldern auftritt. Dies wird durch die Ringstréme der sechs m-Elektronen
verursacht. Die relativ grofRen Elektronenstrome, die von dem externen B-Feld induziert
werden, bewirken ein Magnetfeld, das auf3erhalb des Rings das externe Feld verstarkt. Somit
erfahren die auRerhalb der Ringstrome liegenden Protonen ein stérkeres lokales Feld. Die
Resonanzfrequenz wird daher bei einem schwécheren externen Feld erreicht (chemische
Verschiebung: 1.48 ppm relativ zu den Protonen von Cyclohexadien). Einige weitere
chemische Verschiebungen sind in Abb. 18 zu sehen. H-Briickenbildung verursacht ebenfalls
eine chemische V erschiebung.

Abb. 18: Einige chemische Ver schiebungen relativzu R—S —(CH

3)3'

180



(Indirekte) Spin-Spin-Kopplung

Durch die Wechselwirkung von benachbarten Kernen mit dem betrachteten Kern kommt es
zur Aufpaltung der Resonanzabsorptionslinie. Dieser Mechanismus wird von den
Bindungselektronen der Kerne vermittelt. Die Spins der Bindungselektronen wechselwirken
mit den Spins der eigenen Kerne. Dadurch wird wiederum der Kern des benachbarten Atoms
beeinflusst. Dieser Effekt, der auch 'J-Kopplung' genannt wird, ist unabhéngig vom &uf3eren
B-Feld. Die relative Aufspaltung der Resonanzlinien wird mit J angeben. Die Analyse ist
einfach, falls die chemische Verschiebung zwischen den betrachteten Kernen sehr viel grof3er
as Jist (A6 >>J); sie ist schwierig fir 49 = J. Ist keine chemische Verschiebung

vorhanden, so ist kein Effekt zu beobachten. Abb. 19 skizziert die Kernspins zweier Kerne A
und X.

-

Abb. 19: Dar stellung der Kernspinsvon Kern A und Kern X.

Ist keine Spin-Spin-Kopplung zwischen A und X vorhanden (J,, =0), so ergeben sich die
Resonanzfrequenzen aus den chemischen Verschiebungen der beiden Atome zu

W= V(l_O-A)Bo ,
Wy :V(l_o-x )Bo :
Tritt Spin-Spin-Kopplung auf (J,, # 0), so folgt
wA(Xa):wA+JAX’ wX(Aa):wX+JAX’

wA(Xﬂ):wA_JAX’ wx(Aﬁ):wx_JAx-

Es kommt zu der unten dargestellten Aufspaltung (Abb. 20).

Wa Wy
| |
— —

Ulax 2Jax

Abb. 20: Schemader Spin-Spin-Aufspaltung.
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Die Aufspaltung betragt zwischen 0 bis 20 Hz fur Protonen. Abb. 21 zeigt die Aufspaltung bei
der Ethoxy-Essigsaure.

—00C—CH;—O0— CH:"‘CH;\

—Q0OC—CH;—O—CH,—CHj;
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Abb. 21: NMR-Spektrum der Ethoxy-Essigsaure in wassriger Ldsung. Das Spektrum mit den Linien der

spezifischen Protonen ist oben, die Orientierung der Protonenspinsin der Ethylgruppeist unten
gezeigt.

Die Methylgruppe zeigt eine dreifache, die Methylengruppe eine vierfache Aufspaltung. Die
Abstande zwischen den verschiedenen Linien innerhalb des Tripletts und Quartetts sind gleich
gro3. Die Zahl der Multipletts und ihrer relativen Intensitdt kann durch die maogliche
Orientierung der Protonenspins erklart werden. Abb. 21 zeigt die drei verschiedenen
Konfigurationen der Protonenspins fir die Methylengruppe (Haufigkeitsverhédltnis 1:2:1).
Dadurch existieren drei verschiedene Kernspinumgebungen fur die Methylgruppe, so dass
deren Resonanzlinie in drei Linien mit dem Intensitdtsverhdltnis 1:2:1 aufspaltet.
Entsprechend hat die Methylgruppe vier verschiedene Kernspinanordnungen. Deshalb zeigt
die Methylengruppe vier Linien mit dem Intensitétsverhaltnis 1:3:3:1.

Die Kopplungskonstante J enthélt nitzliche Information von der molekularen Struktur.
Karplus zeigte 1959, dass fur ein Ethan-dhnliches Molekil der Wert von J fur die
Wasserstoffkerne, die sich in der Nahe von Kohlenstoffen befinden, vom dihedralen Winkel
¢ abhéngt, (Abb. 22).
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Abb. 22: Abhangigkeit der Kopplungskonstante vom dihedralen Winke (Kar plusgleichung).
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J = A+ Bcosg + Ccos2¢ ,

wobei A, B und C Konstanten sind. Somit kann durch die Messung von J auf den dihedralen
Winkel zurtickgeschlossen werden.

Chemischer Austausch

Mit NMR-Messungen kdnnen auch Ratenprozesse untersucht werden. Es wird ein Molekl
mit zwei verschiedenen Konformationen (A und B), bzw. ein Kern (Proton), der sich
zwischen zwei Orten (A und B) bewegen kann, betrachtet,

kA
—A
A_"B,
B

mit K,z =1/7,5 (7, ist gleich der Aufenthaltsdauer im Zustand A bzw. B). Falls die

Aufenthaltszeiten in Zustand A und B grol3 sind gegentiber der Differenz der beiden
Resonanzfrequenzen in Zustand A und B (A )

7, >> (Aw)™ 75 >> (Aw) ™,

so sind zwei getrennte Linien im Spektrum zu sehen (Abb. 23).

(Wp — W)t »> 1
WA Wx
(wp — wg)t =172
: (wa — wg)r =1 ‘A

Faster exchange —>

Abb. 23: Die Auswirkung des chemischen Austauschs auf die NM R-Spektren. Der Austausch eines Kerns
zwischen den Orten A und B mit den Resonanzfrequenzen @, und @y wird betrachtet. Glei-
che Population und gleiche Aufenthaltsdauern sind fiir beide Zustdnde angenommen.

Die transversale Relaxationszeit des Zustands A ergibt sich dann zu
T,(A, =T, (A +74

wobei T,*(A). die Relaxationszeit ohne chemischen Austausch ist. Der chemische Austausch
verringert also T, und bewirkt daher eine Linienverbreiterung des Ubergangs. Fir den
anderen Limes (‘fast exchange limit'; 7, << (Aw)™, 7, << (Aw)™) wird nur eine Linie
gemessen (Abb. 23). Unter diesen Bedingungen folgt fur die transversale Relaxationszeit

Tz_l :ZATZ_l(A)w +ZBT2_1(B)DQ +Z§Z|§A‘U2(TA +173) .

Hier sind y, und y, die Anteile der Kerne in Zustand A und B. Durch die schnellen

Fluktuationen verlieren die zwei Zusténde ihre Identité. Es wird nur noch eine gemittelte
(verbreiterte) Linie beobachtet.
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Das Zuweisungsproblem

Ein kleines Protein hat um die 1000 oder mehr Protonen. Die NMR-Spektrallinien dieser
Protonen fallen alle in einen Bereich von wenigen ppm. Es ist somit schwierig, die Linien
eines Proteinspektrums den einzelnen Protonen zuzuweisen. Man kann eine grobe
Abschdtzung eines Spektrums eines Proteins bekommen, indem man die Beitrége der
verschiedenen Seitenketten der auftretenden Aminosduren aufsummiert. Das so erhaltene
Spektrum stimmt relativ gut mit dem Spektrum des denaturierten Proteins Uberein. Abb. 24
zeigt dies fur Lysozym.
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Abb. 24: Spektrum von Lysozym in D,O réativ zu der DSS-Referenz. @) Aus der Aminosiur enzu-
sammensetung berechnetes Spektrum. b) Gemessenes 220 MHz-Spektrum fir denaturiertes
Lysozym. c) Gemessenes 220 M Hz-Spektrum fir natives L ysozym.

Das native Lysozym-Spektrum zeigt dagegen ein komplizierteres Spektrum. Dieser
Unterschied folgt aus den Veranderungen der magnetischen Umgebung vieler Kerne im
nativen Zustand aufgrund der Faltung des Proteins. Das Spektrum enthalt somit viel
Information zur Struktur des Proteins, welche aber nicht leicht zu erhalten ist.

Zur Zuweisung der einzelnen Linien konnen folgende Strategien angewandt werden: Da die
chemische Verschiebung durch Ringstrome, wie oben gezeigt, besonders gro ist, konnen die
dabel involvierten Protonen relativ leicht identifiziert werden (z.B.: p in Histidin).
Paramagnetische lonen (z.B. Eisen, Mangan) erzeugen charakteristische Verschiebungen.
Weitere Punkte sind: die chemische Modifikation und die Ligandenbindung,
Austauschkinetiken von labilen Protonen, 1sotopenaustausch und die Doppelresonanzmethode
(siehe unten).

Ein weiteres Beispiel fur den Einfluss des lokalen Feldes auf die NMR-Spektren ist in Abb.
25 skizziert. In der Losung sind die Umgebungen der Protonen bei 2 und 6 und die der
Protonen bei 3 und 5 gleich. Somit ergeben sich 3 verschiedene Linien. (Die Flachen sind
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entsprechend der Anzahl der Protonen 2:1:2.) Da in einem globuldren Protein auf die
Protonen verschiedene lokale Felder wirken, verursachen alle Protonen eine andere Linie im
Spektrum. Dies kann experimentell bestimmt werden, indem NM R-Spektren eines globuléaren
Proteins bei verschiedenen Temperaturen aufgenommen werden. Bei niedrigen Temperaturen
sind funf Peaks zu sehen. Bel hoheren Temperaturen (z.B. 72° Celsius) werden aufgrund der
Denaturierung des Proteins drei Peaks gemessen.

%@ SOLUTION @ PROTEIN
D

H

%H H% i

2R A2

Abb. 25; Skizze der NM R-Spektren eines Phenylalanin-Rings in Lésung (links) und in einem globuléren
Protein (rechts). Die Schirme skizzieren die Abschir meffekte des dulRer en B-Feldes.

Doppelresonanz

Die Spin-Spin-Kopplung verursacht, wie oben dargestellt, eine Aufspaltung der Linien des
NMR-Spektrums. Um diese Aufspaltung den beteiligten Kernen zuordnen zu kénnen, kann
die Doppelresonanzmethode verwendet werden. Dazu wird bei einer Resonanzfrequenz ein
zusétzliches B-Feld eingestrahlt und die Veranderungen der anderen Resonanzen beobachtet.
Dadurch lassen sich Rickschltsse auf die réaumliche Nachbarschaft der Kerne gewinnen.
Betrachtet werden zwei J-gekoppelte Spins, siehe Abb. 26 .

JUA J\lflx

Abb. 26: J-gekoppelte Kerne A und X.

W= % B,

Wird nun selektiv mit einem zusétzlichen B-Feld der Frequenz w, = ¥ B, eingestrahlt, so

fahrt dies zu einem Kollaps des Dubletts des Kern A, da der Kernspin des Kerns X sehr
schnell aufgrund des zusétzlichen Feldes zwischen dem up- und down-Zustand wechselt.
Dadurch wird die J-Aufspaltung zu Null gemittelt.

Ein weiterer Effekt ist der Kern-Overhauser Effekt (NOE): Sind zwei Kernspins, die sich in
enger Nachbarschaft (d < 5 A) befinden, durch die magnetische Wechselwirkung stark
gekoppelt, so fuhrt die Veranderung der Population der Niveaus eines Spins zu einem
Magnetisierungstransfer zu dem anderen Spin. Dies fuhrt zu einer Veranderung der Flache
des Peaks. Die Wechselwirkung ist proportional zu 1/r®. Im Unterschied zur J-Kopplung wird
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die Wechselwirkung nicht von den Bindungselektronen vermittelt, sondern sie geht 'tiber den
Raum'.
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Zweidimensionale NMR

Zur systematischen Bestimmung der Anordnungen der Kerne wurde eine grole Zahl
ausgeklugelter Pulstechniken entwickelt. Bel diesen Methoden kann zwischen vier
verschiedenen Phasen unterschieden werden: Préparation, Evolution, Mischung, Detektion.
Diesist in Abb. 27 dargestellt. Die FID-Messungen werden wahrend der Zeit t, durchgefihrt.
t; wird zwischen 0 und tox Variiert. Im Folgenden sollen zwei dieser Methoden naher erlautert
werden.

ty =-Tm—} t2
ae(l) 5 E 9&(!)

A PREPARATION {| EVOLUTION || MIXING || DETECTION

B NOESY

Abb. 27: A: Allgemeines experimentelles Schema fir die 2D-NMR. B-E: Vier verschiedene Proton-2D-
NM R-Experimente. Die gepunktete Linie kennzeichnet den Mischungsbereich. Die 2D-J-
Spektroskopie hat keine Mischungsperiode.

Correlated Spectroscopy (COSY)

Bei dieser Methode, mit der die J-Kopplung bestimmt werden kann, sieht die Pulssequenz wie
in Abb. 28 dargestellt aus.
' 0 0
10y 10,

+ (D

- —

Abb. 28: Pulsfolge bei der COSY-Methode.
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Der erste Pulsist ein 90°-Puls um die y-Achse. Nach einer Zeit t; folgt ein weiterer 90°-Puls
um die y-Achse. Wahrend der Zeit t, wird die FID aufgenommen. Da viele FID-Messungen
bei verschiedenen t; -Zeiten aufgenommen werden, erhdlt man eine zweidimensionale
Funktion S in Abhangigkeit von t; und t,. Daraus bekommt man mittels zweimaliger
Fouriertransformation ein zweidimensionales Spektrum

FT FT
S(t,;t,) - S(ty; w,) = S(o;w,) .
2 Y

Im Folgenden soll dies fur einen einzelnen Spin ohne J-Kopplung dargestellt werden. Das
externe B-Feld sei in z-Richtung, das pulsierende B-Feld in y-Richtung ausgerichtet. Vor dem
ersten Puls befindet sich die Magnetisierung also in z-Richtung. Der erste Puls dreht M in die
x-Richtung (Abb. 29).

Al

O 9 ?X B, \lQ

@ 300): My — My

FId I/\ o

WP\\MQ_ N\ %, ot

Abb. 29: Schema von COSY.

Waéhrend der Zeit t; prézediert die Magnetisierung um die z-Achse. Der zweite Puls bewirkt
nun, dass die y-Komponente der Magnetisierung gleich bleibt, die x-Komponente aber in die
(negative) z-Komponente Ubergeht (Abb. 29). Das hat zur Folge, dass die Amplitude der FID-
Messungen mit der Zeit t; oszilliert: Fur t; = 0 ist die Magnetisierung vollstandig in der x-
Richtung. Da der zweite Puls die Magnetisierung in die zRichtung dreht und keine
transversale Komponente vorhanden ist, wird kein Signal gemessen. Wird der zweite Puls
nach einer Phasenverschiebung von 90° eingeschaltet (M zeigt zum Einschaltzeitpunkt in
negativer y-Richtung), so bleibt die Magnetisierung vollstandig in der xy-Ebene. Dies
bedeutet, dass die Amplitude des FID maximal ist. Werden diese Messungen zweidimensional
Fourier-transformiert, so erhdlt man fir ungekoppelte Kerne nur Werte auf der
1.Winkelhalbierenden (Abb. 30).
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Abb. 30: Zwei-dimensionales NM R-Spektrum ohne J-K opplung.

Im Folgenden wird ein J-gekoppeltes Kernspinsystem betrachtet. Das Spektrum der Kerne A
und X bestehe jeweils aus zwei Linien (Abb. 31).

MM

Spin | pinz
Abb. 31: Schema des NM R-Spektrums der zwei J-gekoppelten Kerne.

Der erste Puls dreht die Magnetisierung von Spin 1 aus der z-Richtung in die x-Richtung
(Abb. 32).

I

® 9|
N,

X

+
@ \ 11’55

2«.? :k\i
7 X

Abb. 32: Schemavon COSY fir J-gekoppelte Kerne

Wahrend der Zeit t; rotiert die Magnetisierung um die z-Achse. Sie wird dabei in zwei gleich
grof’e Komponenten aufgespalten, da der Puls auch den Spin 2 (wegen der endlichen
Freguenzbreite des Pulses) in die transversale Ebene gedreht hat (Abb. 32). Der zweite 90°-

Puls hat nun zwei Effekte zur Folge. Erstens werden wieder die Komponenten der
Magnetisierung gedreht

My%My,

M, ——-M,.
Dies bewirkt eine FID-Modulation mit

sna,t -sinzdt; .
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Aulerdem verursacht der zweite Puls eine z-Komponente mit einer —cosw,t, coszJ,,t,; -
Abhangigkeit for Spin 1 und eine -cosw,t, coszJ,,t, -Modulation fur Spin 2. Der
entscheidende Punkt dabei ist, dass die Aufspaltung in eine langsame und schnelle
Komponente durch die z-Magnetisierung des anderen Kerns bestimmt wird. Die o, und w, -

Terme werden also gemischt. Abb. 33 zeigt ein typisches Spektrum. Mit der COSY -Methode
lassen sich Kopplungen von Kernen bis zu einem Abstand von 4 A ermitteln.

o o° o Q,(AP)

o o

Qe
.A‘* X(g W, ( Ag_)
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Abb. 33: Zweidimensionales Spektrum fir J-gekoppelte Kerne.

Nuklearer Overhauser-Effekt-Spektroskopie (NOESY)

Mit der NOESY ist es ebenfalls moglich, raumliche Anordnungen von Proteinen zu
untersuchen. Da der Kern-Overhauser-Effekt auf eine Wechselwirkung durch den Raum
berunt und nicht durch die Bindungselektronen vermittelt wird, kénnen mit NOESY
komplementére Informationen zu COSY gewonnen werden. Die Pulsfolge von NOESY ist in
Abb. 34 aufgefihrt.

90°, 90\ Jo?

¢ ! N/ V¥ -

¢ 4, ! i g 'E‘z. "
%, 4, 30, NOE % +

I?.—_‘ Ix_——' I;—' "Ly

Abb. 34: Pulsfolge und Drehimpulsskizze bei der NOESY-Methode.

Die Pulsfolge besteht aus drei 90°-Drehungen um die y-Achse. Die Auswirkungen auf die
Magnetisierung von Kern | und Kern Sist ebenfalls in Abb. 34 skizziert. Vor dem ersten Puls
zeigt der Magnetisierungsvektor in z-Richtung. Der erse Puls dreht die Magnetisierung in die
x-Richtung. Nach der Zeit t; hat der betrachtete Kern | eine gewisse x-Komponente, die
mittels des zweiten Pulses in die negative z-Richtung gedreht wird. Nun wird mittels des
Nuklearen Overhauser Effekts wahrend der Zeit 7 die Magnetisierung von Kern | auf den
Kern S transferiert. Der dritte Puls dreht schliefdlich die z-Komponente von S in die x-
Komponente. Wahrend der Zeit t, wird die FID aufgenommen. Ahnlich wie bei den Spektren
von COSY treten Peaks aul3erhalb der Winkelhalbierenden auf. Diese kdnnen bis zu
Kernabstanden von ungefahr 5 A gemessen werden. Eine COSY -Messung an Inhibitor K ist
in Abb. 35 zu sehen.
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Abb. 35: *H COSY-Messung an einer D,O Lésung von Inhibitor K. A: 1D-NMR B: 2D-NMR.

Man sieht, dass die Peaks auf der Diagonalen in der Regel viel stérker sind als die aul3erhalb
der Diagonalen. Das nachste Beispiel (Abb. 36) zeigt eine NOESY -Aufnahme der Protonen
von BPTI (bovine pancreatic trypsin inhibitor), siehe. Hiermit lasst sich die
Strukturbestimmung mittels der NMR-Methode illustrieren.

T - .
H
°

4
W, (ppm)

Abb. 36: 'H NOESY-Spektrum fir BPTI. Vier Protonen sind markiert (links). M égliche Anordnungen
der Protonen aufgrund der “cross peaks” sind rechtszu sehen.
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Drei Peaks (i, j, k) auf3erhalb der Diagonale sind markiert. Diese Peaks (‘cross peaks) sind mit
horizontalen und vertikalen Linien mit den Positionen der Protonen (a - d), die die 'cross
peaks aufgrund des NOE verursachen, verbunden. Links davon ist die Polypeptidkette mit
einer geraden Linie dargestellt, worin die betrachteten Protonen eingezeichnet sind. Die
gestrichelten Linien geben ihre Position in der Diagonale des Spektrums an. Auf der rechten
Seite sind drei Strukturen der Polypeptidkette zu sehen, die mit den ‘cross peaks i, j, k im
Einklang sind. Zum Beispiel zeigt das Auftreten des Peaks i, dass die Kerne a und d sich
raumlich sehr nah sind. Dies kann durch die gezeigte Ringstruktur (Abb. 36, oben rechts)
erfullt werden.

Da die COSY - und die NOESY -Methode komplementére Aussagen tber die Anordnung der
Kerne (Protonen) liefern, ist es sinnvoll, beide Methoden gleichzeitig zu verwenden. Dies ist
in Abb. 37 dargestellt. Mit dem COSY -Experiment werden ‘cross peaks von Protonen
identifiziert, die durch kovalente Bindungen verbunden sind. In der Regel konnen die Peaks
nur gemessen werden, falls die Protonen nicht mehr als 3 chemische Bindungen von einander
entfernt sind. Somit kénnen mit COSY die verschiedenen Aminosauren gefunden werden. In
Abb. 37 sind die mit der COSY-Methode identifizierten Spinsysteme eingerahmt
eingezeichnet. Mit der NOESY-Methode konnen die Anordnungen der verschiedenen
Aminosauren zueinander aufgeklart werden. Die damit gefundenen Informationen sind in
Abb. 37 mit Pfeilen eingezeichnet. Diese Zuordnungen kdnnen durch eine gemeinsame
Darstellung einer COSY - und einer NOESY -Messung gefunden werden (Abb. 38).

Abb. 37: Strukturbestimmung mittels COSY und NOESY.
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Abb. 38: Gleichzeitige Dar stellung von COSY - und NOESY -Spektren von *H NM R-Messungen an BPTI.

In der Abbildung ist der Weg zur Zuordnung einiger Protonen eingezeichnet: Das Proton des
Wasserstoffatoms, das mit dem Stickstoffatom verbunden ist (siehe auch Abb. 37), ist mit NH
markiert. Verfolgt man die horizontale Linie nach rechts, so trifft man auf einen “cross peak”
im COSY -Spektrum. Geht man von dort vertikal entlang der mit 1 bezeichneten Linie, so
trifft man auf den mit dem C, verbundenen Wasserstoff . Entlang der mit 2 gekennzeichneten
Linie triff man dann auf den mit der NOESY -Methode gemessen “cross peak’, der durch die
Wechselwirkung mit dem Proton der néchsten Peptideinheit verursacht ist (in Abb. 37 mit
d,, bezeichnet). Auf diese Art und Weise lassen sich auch die Lagen der anderen Protonen
bestimmen.
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Wechselwirkung zwischen Licht und Materie

In den folgenden Kapiteln wird auf einige optische Spektroskopien eingegangen. Dazu sollen
zuerst verschiedene Aspekte der Wechselwirkung von Licht und Materie betrachtet werden.
Licht wird klassisch als elektromagnetische Welle beschrieben. Abb. 1 zeigt eine ebene elek-
tromagnetische Welle der Frequenz @, bei der das elektrische Feld in x- und das magnetische
Feld in y-Richtung schwingt. Die Welle breitet sich in z-Richtung aus.

Abb. 1: Darstellung einer elektromagnetischen Welle.

Fur das elektrische Feld gilt
E, (z,t) =RE, -cos(kz - ot) ,

mit der Wellenzahl k = 27/, der Frequenz o = 2z/T und der Amplitude des elektrischen Fel-
des Eo. Elektromagnetische Wellen sind transversale Wellen; sie lassen sich polarisieren. In
Abb. 2 sind die Projektionen der E-Vektoren einer unpolarisierten, einer in x-(y-)Richtung
polarisierten und einer partiell polarisierten elektromagnetischen Welle auf die Ebene senk-
recht zur Ausbreitungsrichtung zu sehen.

—

E X

Abb. 2: Polarisation einer ebenen elektromagnetischen Welle. Links: unpolarisiert; Mitte: linear in
x-(y-)Richtung polarisiert, rechts: partiell polarisiert.

Des Weiteren kann auch zirkulare Polarisation auftreten. Hier beschreibt der elektrische Feld-
vektor eine spiralférmige Bewegung im Raum. Diese Situation kann als Uberlagerung von
zwei linear polarisierten ebenen Wellen beschrieben werden, deren Polarisationsrichtungen
senkrecht zueinander stehen und zwischen denen ein Phasenunterschied von 90° besteht
(Abb. 3). Mathematisch kann die rechtszirkulare Welle also mit

= 1, . N .

Ex(Z,,1) = E(xE0 cos ot — YE, sin wt)
und die linkszirkulare Welle mit

E, (z,,1) = %(XEO cos wt + YE, sin wt)

dargestellt werden.
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Abb. 3: Darstellung einer zirkular polarisierten Welle (b) mit zwei senkrecht zu einander linear polari-
sierten Wellen mit 90° Phasenunterschied (a).

Aus der Quantenmechanik folgt, dass Licht als aus Teilchen (Photonen) bestehend beschrie-
ben werden kann. Die Energie E und der Betrag des Impulses p des Photons sind gegeben
durch

E=hv=hw und p=—=—.

Das Spektrum der elektromagnetischen Wellen erstreckt sich Uber viele GréRenordnungen
(Tab. 1).

Tab. 1: Elektromagnetische Strahlung verschiedener Energien.

Energy Common Units
Name and (Approx.) per Photon Frequency Wavelength of Length for
Range of Radiation (@) v (Hz) A\ (m) Comparison
=1t
[ 10" 10 e .
| ! 1 5 10 picometer (pm)
y-rays | 1 10 10%® n
1 | -14 10
X rlays ' 10 10° 107" nanometer (nm)
2 1 -1s
Jug e 6T
107"
dn , . 10" 107
uv. 10 10" 1077

~18 micrometer (um)
10 10% 10-¢ /

Visil 107" i
isible light . 10" 10_5
10 10" 107 millimeter (mm)
107 12
. 10 107} Ve
10 10" o
Microwaves 0% 10" 10 |
- 107 meter (m)
—  107% " 1
'107% 10° |
1™ 1o’ 13’ kil (km)
. 10° ilometer (km
Radio -
frequencies 10 " 10° 10° /
107 s
10 10 10°
\4
107* 103 1’
10

In friiheren Kapiteln wurde schon auf elektromagnetische Strahlung mit verschiedenen Ener-
gien eingegangen (z.B. y-Strahlen (MofR3bauereffekt), Rontgenstrahlen (Rontgenbeugung),
Radiostrahlen (NMR)). Im Folgenden wird insbesondere das infrarote bzw. sichtbare Spekit-
rum betrachtet. In der Regel wird dabei die Energie der Photonen in Wellenzahlen v angege-
ben (E~ p~v). Es gilt
oK [cm™].
2r
Zum Beispiel entspricht A =10%m der Wellenzahl v =10*cm™.
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Wechselwirkungsprozesse

Betrachtet werden Molekile mit den Zustdnden i und j (Abb. 4).

P‘\*‘“ h\ E..
VVAMAD R} ]
E<tw : & Ai By

zhy ~

cW & w; 0
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Abb. 4: Ein Photon trifft auf Materie, die die Zustéande i und j besitzt.

Die Besetzungszahlen fur die beiden Zustdnde mit Energieunterschied Ej = E;— E; sind n; und
nj. Treten nun Photonen in Wechselwirkung mit dem Zweizustands-System, so kdnnen drei
Prozesse beobachtet werden: Zum einen kann ein Photon, dessen Energie gleich Ej ist, absor-
biert werden und ein Elektron des betrachteten Molekils in den héheren Zustand j anregen
(induzierte Absorption). Dieser Prozess wird mit dem Einsteinkoeffizienten Bij beschrieben.
Analog kann das Photon Molekile im angeregten Zustand j veranlassen, unter Emission ei-
nes Photons mit gleicher Frequenz und Ausstrahlrichtung in den tieferen Zustand i Uberzuge-
hen (induzierte Emission, Bj). SchlieBlich kann ein angeregtes Molekil seine
Anregungsenergie auch spontan, d.h. ohne &uf3eres Feld, durch Lichtemission abgeben (spon-
tane Emission, Aji). Die Einsteinkoeffizienten hdngen miteinander zusammen. Fiir die Koeffi-
zienten der induzierten Emission bzw. Absorption gilt

B, =B, .
Im thermischen Gleichgewicht sind die Zustdnde gemall dem Boltzmann-Gesetz verteilt,

n.

n—:zexp(— Eji/kT) :

Das Plancksche Strahlungsgesetz lautet flr die spektrale Energiedichte

2
220° o _q @ij

I(wij):

wobei der erste Term die Zustandsdichte, der zweite den Bosefaktor und der letzte die Energie
der Photonen beschreibt. Im thermischen Gleichgewicht gilt
I(@,;)B;;n, =1(w;,;)B;n; + A;n; .

o
Daraus folgt

hay
Aji ZWB” .
Dies bedeutet, dass die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten von spontaner Emission im Ver-
gleich zur induzierten Emission mit gréRer werdender Ubergangsfrequenz zwischen den Zu-
stdnden stark zunimmt.
Ein angeregtes Atom kann also seine Anregungsenergie in Form von elektromagnetischer
Strahlung wieder abgeben (spontane Emission). Dies kann klassisch mit einem geddmpften
harmonischen Oszillator beschrieben werden. Daraus folgt, dass die Amplitude der Schwin-
gung exponentiell abnimmt. Fir die Besetzungszahl im Niveau j bedeutet dies
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nt)=n;0)e""

wobei die Lebensdauer 7 = A}

;i ist. Die LinienbreiteI" folgt aus der Heisenbergschen Un-
scharferelation 't = 7 zu

T=nA,.

Als Linienform des Ubergangs erhalt man aus der Fouriertransformation der gedampften
Schwingung eine Lorentzfunktion,

1

(0-a,) +(D2

Im Experiment kénnen weitere Linienverbreiterungseffekte auftreten durch molekulare Be-
wegungen (Dopplereffekt), Strukturheterogenitat, Effekte von der Umgebung (L&sungsmit-
tel).

Im Folgenden soll die induzierte Absorption naher betrachtet werden. Das elektromagnetische
Feld wird als kleine Stérung (erster Ordnung) der gegebenen Ladungsverteilung behandelt. Es
wird ein Zweiniveausystem betrachtet (Abb. 5).

I(w)=

E;

Q‘o sorp'\\'ov\

E.

|
Abb. 5: Induzierte Absorption bei einem Zweiniveausystem.
Ohne aufReres Feld erhélt man aus der zeitunabhangigen Schrédingergleichung die Eigenwerte
E und Wellenfunktionen y der Zustande i und j,
Hy, =Ry , Hy;=Ejy;,

wobei H der Hamiltonoperator ist. Wird nun das elektromagnetische Feld eingeschaltet, so
kann dessen Einfluss mit dem zeitabhdngigen Operator V(t) beschrieben werden. Wird nur die
elektrische Dipolwechselwirkung betrachtet, so folgt

V(t)=-a-E, COSwt:_%ﬁ_Eo(eiwt +e‘"‘")

mit dem Dipoloperator z. Der Term mit positivem Exponenten beschreibt die stimulierte

Emission, der mit negativem Exponenten die Absorption. Fur den neuen Hamiltonoperator
gilt

H'=H+V(t) .

Nach den Regeln der quantenmechanischen Stérungsrechnung stellt sich die Lésung als Line-
arkombination der Lésungen fiir die beiden Zustdnde ohne Einwirkung des elektromagneti-
schen Feldes dar,

W(t) = C, (O (1) +C, 0w, O |

wobei die Koeffizienten C zeitabhé&ngig sind. Wird dieser Ansatz in die zeitabhangige
Schrddingergleichung eingesetzt, so ergibt sich

—i é _i é _ a-iEt/h . o iEt/h
[H+V Oy =in S =ins[c e ™"+ @we "],
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Daraus folgt nach Ausfiihrung der Differentiation und Verwendung der zeitunabhdngigen
Schrédingergleichung

vOY(m =i hCiWie_iEit/h +ih Cjt//je‘iEit/h '

Durch Multiplikation von der linken Seite mit y/? und Integration ber die Ortskoordinaten
folgt (unter Verwendung der bracket-Notation)

oC. ,
L= <Wj[v|'//i >Ciel(ErEi)t/h + <l//j[v|‘//j>cj :

ot
Mit den Anfangsbedingungen C; =1und C; =0 folgt (AE = E; - E;)

17

oC;

ih7t’:<wj[\/|z//i>eiAE”h _

Durch Integration von t" =0 — t erhalt man

_i B _. t . ’
Ci(t)zz_h<'//j|ﬂ|l//i>E0£e (AEho)t /1 iy

1 R 1_ei(AE—hw)t/h
=(y.|gy,) E,———— .
2<‘//J|ﬂ|‘//|> 0 (AE—ha))

Fur das Betragsquadrat von C; folgt

= in2|{(4AE — hot/ 21
c,f =‘<‘/’i|ﬂ|"’i>50‘2'sm [((AE_hac?))ZI .

Der Ausdruck innerhalb der “brackets” stellt das sogenannte Ubergangsmatrixelement dar, der
rechte Ausdruck gleicht einer Spaltfunktion. Er ist grof3, falls 7@ ungefahr gleich AE ist.
Dies bedeutet, dass Absorption induziert wird, wenn diese Bedingung erfillt ist. Fir die
Wahrscheinlichkeit fur Absorption ergibt sich dann

dp,
dt

=i Jloi do =l ) 5T

Wird wieder der Einsteinkoeffizient fur induzierte Absorption eingefiihrt,
mit

so ergibt sich

L op a1
B, =\<W;|ﬂlwi>-Eo\2-hL2|E 7
0

Wird Uber alle Orientierungen des dreidimensionalen Raumes gemittelt, so erhalt man
4 r° _ 2
Bij = §h_2‘<‘//1 |,U|‘//i >‘ .
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Somit héngt die Lichtabsorption von der Energiedichte 1(w) und Dipolstarke

Dij = ‘<!//j|ﬁ|l//i >‘2

ab. Letztere ist mit dem Extinktionskoeffizienten ¢; wie folgt verkntpft:

Dij = 9181073"‘ ¢ ij(V)
1%

dv , mit der Einheit Debye? [D?] (1 eA =4.8 D).
Fur das Zustandekommen der verschiedenen Energiezustdnde gibt es mehrere Ursachen
(Abb. 6). Im Gegensatz zu den elektronischen Zustdnden sind die Energieabstande der
Schwingungszustande in etwa aquidistant, da das Potential oft annahernd harmonisch ist. Ro-
tationszustande sind ebenfalls &quidistant, spielen bei Biomolekilen in Losung aber keine
Rolle. Fur freie Translationen ist das Energiespektrum kontinuierlich. Im thermischen Gleich-
gewicht sind die Energieniveaus nach Boltzmann besetzt,

n;
n.

—AE /KT
=€ .

Elektronisch angeregte Zustédnde existieren bei Raumtemperatur nicht, da AE >> kT =~ 200
cmt ist. Lokale Atomschwingungen haben AE > 200 cm™ und sind bei 300 K im Grundzu-
stand. Langwellige, kollektive Schwingungszustéande sind dagegen thermisch angeregt.
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Abb. 6: Skizze der elektronischen, Vibrations-, Rotations-, und translatorischen Energiezustande.
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Abb. 7: Schema der Energieniveaubesetzung bei verschiedenen Temperaturen.

198



Elektronische Uberginge

Die meisten elektronischen Ubergé.r.]ge erfolgen aufgrund von elektrischer Dipolwechselwir-
kung. Wir haben gesehen, dass die Ubergangswahrscheinlichkeit proportional zu

o |(jirli)- €[

ist (z=eT). Das Ubergangsmatrixelement in den eckigen Klammern beschreibt die Fahig-
keit des Lichts, den Zustand i so zu veréndern, dass er dem Zustand j gleicht.

Fur Dipolibergénge gelten die Auswahlregeln

AE = hv,

Al = 1.
Die zwei Regeln ergeben sich aus der Energie- und Drehimpulserhaltung bei der Photon-
Molekilwechselwirkung. Das Photon ist ein Teilchen mit Spin 1. Sind die Auswahlregeln

nicht erfiillt, so spricht man von 'verbotenen Ubergéingen', die vergleichsweise geringe Oszil-
latorenstérke aufweisen (Abb. 8).

Orbitals Orbitals
+

Excited state

L=l
- i )
Ground state L @ S - —‘- - S

{a) A‘forbidden'transition

(b)An‘allowed" transition

Abb. 8: Erlaubte und verbotene Ubergéange.

Das freie Elektronenmodell

In Molekilen mit konjugierten Doppelbindungen kénnen sich die Bindungselektronen quasi-
frei Gber einen groRen Bereich bewegen. Ein Beispiel dafur ist in Abb. 9 zu sehen.
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Abb. 9: Potential (a) und Termschema (b) einer Kette aus Kohlenstoffatomen.
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Zur Berechnung des Energiespektrums des Molekuls kann naherungsweise ein Kastenpotenti-
al angenommen werden. Die Lénge des Kastens ist L = (2n+1)d, wobei d der Abstand zwi-
schen den Kohlenstoffatomen und n die Anzahl der Doppelbindungen ist. Man erhélt aus der
Schrédingergleichung mit den entsprechenden Randbedingungen folgende Wellenfunktion,

sin TrX )
(2n-21)d (2n+1)d

v, (X) =

Hier ist x die Ortskoordinate und r die Quantenzahl des Zustandes. Fur die Energie der Zu-
stdnde erhélt man

h2r2
E =—s—
" 8md?(2n +1)
Wird ein realistischeres Modell verwendet, das die verschiedenen Abstdnde zwischen Dop-
pel- und Einfachbindung der C-Atome (d (C=C) = 1.35 A, d (C-C) = 1.46 A) und statt des
konstanten Potentials am Boden des Kastenpotentials ein wellenférmiges Potential berlick-
sichtigt, so erhalt man aus Stérungsrechnungen einen Korrekturterm fiir die Berechnung der

Energie. Fiir das erste Absorptionsband (Ubergang von Niveau 3 zu 4 im obigen Fall; allge-
mein: r —->r+1,r=n, daeine Doppelbindung einem gefullten Niveau entspricht) erhdlt man

n+l_En 1__
8md 2n +1

mit dem Korrekturpotential V, =2.45eV (der zweite Term beschreibt die Korrektur durch

das wellenférmige Potential). Fur groRere n (langere Kohlenstoffkette) nimmt also die Uber-
gangsenergie ab und damit die Absorptionswellenléange zu. Abb. 10 zeigt dies fur konjugierte
Kohlenwasserstoff-Ketten.

AE=E

80T CHy-(CH=CH), - COOH

40}

e x10°3

20}

1
2000 3000 4000
- ()

Abb. 10: Absorption von konjugierten Kohlenwasserstoff-Ketten.

In Abb. 11 sind die experimentellen Absorptionsmaxima in Abh&ngigkeit von n zu sehen.
Ebenfalls eingetragen sind die theoretischen Werte, die mit dem wellenférmigen Potential und
dem Hickelmodell berechnet wurden.
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Abb. 11: Absorptionsmaximum in Abhangigkeit von n (Punkte). Ebenfalls eingezeichnet sind die theore-
tischen Werte unter Annahme eines Kastenpotentials mit wellenférmigem Potential des Bodens
und unter Annahme der LCAO-Methode (Huckelmodell).

Elektronische Ubergange zwischen Molekiilorbitalen

Die Lichtabsorption der Proteine bzw. Nukleinsduren kann relativ komplex sein. Allgemein
gilt, je delokalisierter ein Elektronensystem ist, desto gréRer ist die Wellenldnge des Uber-
gangs. So verursachen die delokalisierten w-Orbitale im Ham das Soretband, das bei
(Oxy)Hamoglobin sein Maximum zwischen 410 und 440 nm hat. Im nahen ultravioletten Be-
reich (< 400 nm) absorbieren kleine konjungierte Systeme wie Tyrosin, Tryptophan, Phenyl-
alanin und Pyrrole. Im fernen ultravioletten Bereich (< 200 nm) treten die Absorptionen der
Aminosdurenseitenketten und des Peptidrickgrats auf. Im sichtbaren Bereich gibt es auch d-d
Ubergéange von Nebengruppenmetallionen, die verboten und daher verhaltnismaBig schwach
sind. AuBerdem gibt es Ladungstransferiiberginge. Sie treten z. B. beim Ha&m zwischen den
Orbitalen auf, die in einem Zustand am Zentralatom (Metall) und im anderen Zustand im
Porphyrin konzentriert sind. Diese treten beim Oxyhdmoglobin im nahen Infrarot auf.

Im Folgenden soll die Lichtabsorption eines kleineren Molekiils (Formaldehyd) ndher be-
trachtet werden. Im Prinzip kénnen die elektronischen Zustdande mit der Schrédingerglei-
chung berechnet werden. Da dies sehr schwierig ist, werden N&herungsmethoden verwendet.
Es sind viele Elektronen relativ lokalisiert bei einem Kern, so dass sich deren Orbitale nicht
sehr von denen des isolierten Atoms unterscheiden. Abb. 12 zeigt ein Modell des Formalde-
hydmolekdils.

X

Abb. 12: Das Formaldehydmolekil und ein Schema der auftretenden Bindungen.
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Die vier Atome des Formaldehydmolekiils haben insgesamt 16 Elektronen. Jedes Wasser-
stoffatom hat ein Elektron im 1s Atomorbital. Die sechs Elektronen des Kohlenstoffs und die
8 Elektronen des Sauerstoffs kénnen wie folgt beschrieben werden,

C —  1s? 25% 2px 2py,
0] —> 152 252 2px 2p§ 2pz .

Verbinden sich diese Atome zu Formaldehyd, so werden die Atomorbitale verdndert. Da
Formaldehyd einen Winkel von 120° zwischen den Kohlenstoffatomen aufweist, muss der
Kohlenstoff folgendermalien beschrieben werden

C - 1s? 2(sp?)°® 2p: .

Das 2s-Orbital und zwei der 2p-Orbitale bilden zusammen ein 2sp?-Hybridorbital. Zwei die-
ser Orbitale binden mit den 1s-Orbitalen der Wasserstoffatome. Das dritte geht eine Bindung
mit dem 2px-Orbital des Sauerstoffs ein. Es handelt sich um eine c-Bindung, da die Achse
zwischen den Kernen in keiner Knotenebene des Orbitals enthalten ist. Ist sie in einer Kno-
tenebene enthalten, wird von einer n-Bindung gesprochen. Des Weiteren wird eine n-Bindung
von den p,-Orbitalen des Sauerstoffs und des Kohlenstoffs gebildet. Die zwei verbleibenden
Elektronen des Sauerstoffs befinden sich in dem py-Orbital. Dieses nicht-bindende Orbital (n-
Orbital, 'lone pair’) und das n-Orbital sind im elektronischen Grundzustand voll besetzt (Abb.
13).

n* l ¥ — n* b

n K e 4 N T |

1 n .
excited state ground state excited state

Abb. 13: Termschema des Formaldehyds.

Die n-Bindung der p,-Orbitale des Sauerstoffs und des Kohlenstoffs wurden durch Linear-
kombination der Orbitale gebildet,

Die zweite mogliche Linearkombination ergibt
l//,r* :sz(c)_zpz(o) :

Dieses anti-bindende =~ Orbital hat eine héhere Energie als das bindende n-Orbital (Abb. 13).
Die zwei elektronischen Energielibergdnge mit den niedrigsten Energieunterschieden sind
durch den Ubergang eines Elektrons vom n-Orbital zum n*-Orbital (n — =" Ubergang) bzw.
eines Elektron vom n-Orbital zum =*-Orbital (1 — n~ Ubergang) gegeben. Zur Berechnung
der Intensitat des Ubergangs muss das Ubergangsdipolmoment betrachtet werden. Fiir obige
Ubergénge sind dies

(v |y, und (w - aly,) -
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Diese Integrale kénnen mit Hilfe von Symmetrieargumenten untersucht werden. Ist der In-
tegrand ungerade, d.h. verandert sich nur das Vorzeichen bei Spiegelung an einer der drei
Ebenen, die durch das kartesische Koordinatensystem gegeben sind, so verschwindet das In-
tegral. Wir betrachten zuerst das Integral (y~*|yxz). 7 ist gerade bei Spiegelung an der yz-
Ebene (n(x) = m(-x)), wahrend =~ fiir diese Spiegelung ungerade ist (z°(X) = —m (X))
(Abb. 12 und Abb. 14).

Function: Viewed along: Symmetry reflected through:
x axis y axis xy Xz ¥z
Molecular orbitals
T % : : Odd Even Even
* % 3 : Odd Even Odd
n @.@ @ Even Odd None
Dipole operators
+ Even Even Odd

Even Odd Even

0Odd  Even Even

!
= q>+@

=>

Abb. 14: Symmetrie der Molekulorbitale und der Dipoloperatoren von Formaldehyd.

Daraus folgt, dass das Produkt nn™ ungerade ist und somit die Integration Null ergibt. Die
Integration in y- und z-Richtungen missen nicht mehr betrachtet werden. Die Wellenfunktio-
nen sind zueinander orthogonal. Genauso folgt <njn> = <n’|n> = 0.

Zur Auswertung von (| u|yr) ist es vorteilhaft, die drei kartesischen Komponenten des Di-
poloperators getrennt zu betrachten. Daraus folgt (Abb. 14): (y=*|uxy=) ist nicht Null, da das
Produkt der Symmetrien von m, © und px unter Spiegelung an der xy, yz oder xz-Ebene gerade
ist. (urk|py|yr) (Qwek|uz|wr)) ist Null, da die resultierende Symmetrie bei Spiegelung an der xz
oder yz (xy oder yz) Ebene ungerade ist. Das bedeutet, dass der (t — = “)-Ubergang erlaubt ist,
da sein Ubergangsdipolmoment nicht verschwindet. Allerdings kommt es nur zu einer Ab-
sorption, falls der elektrische Feldvektor des eingestrahlten Lichts eine Komponente in x-
Richtung hat. Man sagt, dass der Ubergang entlang der C=0-Bindung polarisiert ist. In praxi
kommt es auch bei anderen elektrischen Feldvektorrichtungen zur Absorption, da keine reinen
Orbitalzustande vorliegen.

Fur den (n— n")-Ubergang gilt: (y=*|ux/y=) ist Null, da die Symmetrie bei Spiegelung an der
Xy oder xz-Ebene ungerade ist. (yr*|py[wn) ((yr*|pizlwny) ist Null, da die resultierende Symmet-
rie bei Spiegelung an der xy (xz) Ebene ungerade ist. Dieser Ubergang ist also nicht erlaubt,
d.h. er ist aufgrund der Symmetrie verboten. Allerdings kann auch hier ein Ubergang angeregt
werden, die Absorption ist jedoch relativ gering (Abb. 15).
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Abb. 15: Absorptionsspektrum von Aceton (CHs —CO- CHs) in n-Hexan.

Der (n — =')-Ubergang ist bei 280 nm, der (= — =*)-Ubergang bei 180 nm zu sehen. Beachte
die verschiedenen Extinktionsskalen fiir die zwei Ubergange. Das Spektrum von Formalde-
hyd sollte ahnlich dem von Aceton sein. Allerdings ist es schwieriger, ein Formaldehydspek-
trum in Losung zu messen.

Kopplung von elektronischer und vibronischer Anregung

Tritt ein elektronischer Ubergang vom (elektronischen und Schwingungs-) Grundniveau in
ein angeregtes elektronisches Niveau auf, so ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass das Elek-
tron nicht in den Schwingungsgrundzustand, sondern in einen héheren Schwingungszustand
des angeregten elektronischen Zustands Ubergeht. Dieser Sachverhalt kann mit dem Franck-
Condon-Prinzip erklart werden. Da sich die Kerne relativ langsam im Vergleich zu den Elek-
tronen bewegen, verharren sie wahrend eines elektronischen Ubergangs (~ 1 fs) praktisch am
gleichen Ort (7 vib~ 10 — 100 fs). Da im allgemeinen Fall die Abstdnde der Kerne im angereg-
ten Niveau groRRer sind, werden Vibrationen angeregt. Dies ist in Abb. 16 anschaulich mit
einer komprimierten Feder dargestellt.

clectronic | -

clectronic
ground
state

Abb. 16: Klassisches Bild des Franck-Condon-Prinzips.

Quantenmechanisch kann man die Ubergangswahrscheinlichkeiten mit der Born-
Oppenheimer-Naherung berechnen. Dabei nimmt man an, dass sich die Gesamtwellenfunkti-
on ¥ in die Wellenfunktion der Kerne und Elektronen separieren lasst, da aufgrund der klei-
neren Masse die Elektronen instantan der Kernbewegung folgen,

¥(r,R)=y(r;R)4R).
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Hier ist w die Wellenfunktion der Elektronen und ¢ die der Kerne. Der Ort der Elektronen

wird mit ¥, der der Kerne mit R bezeichnet. Fiir das Ubergangsmatrix erhélt man dann

fi =~ lerli)

=—e[y; () Ty (1) d°r - [4;(R)4(R)d°R .

Der Uberlapp der Kernwellenfunktionen (Franck-Condon-Faktor) beeinflusst also die Uber-
gangswahrscheinlichkeit. Dies ist in Abb. 17 dargestellt.

o= W
<<<<
LU T T I 1]
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Energy
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Inter-atomic distance
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Abb. 17: Darstellung der Beziehung zwischen der Wahrscheinlichkeitsverteilung fir den Kernabstand fur
verschiedene Vibrationszustande, der Wahrscheinlichkeit flr einen Schwingungsibergang, der
mit einem elektronischen Ubergang verbunden ist, und dem Absorptionsspektrum eines zwei-
atomigen Molekails.

Da die Kernabstande flr den angeregten Atomzustand normalerweise groRer sind (rechtes
Bild), erhalt man fiir die héheren Vibrationszustiande einen groReren Uberlapp der Wellen-
funktionen. Beachte, dass die Aufenthaltswahrscheinlichkeit fiir ein harmonisches Potential
fur héhere Zustdnde am Rand des Potentials ansteigt. Damit kann das dargestellte Absorpti-
onsspektrum erklart werden (Abb. 17, unten). Im Fall der Abb. 17, rechts tberlappt die Wel-
lenfunktion im elektronischen Grundzustand (der Vibrationzustand ist hier ebenfalls Null) am
starksten mit der Wellenfunktion des zweiten Schwingungszustands des angeregten elektroni-
schen Niveaus. Daher ist die Absorption fiir diesen Ubergang am groRten.

Neben den Schwingungszustédnden treten bei kleineren Molekiilen auch Rotationszustande
auf. Abb. 18 illustriert dies fur die zwei niedrigsten elektronischen Zustdnde. Das Molekil,
das sich im Grundzustand befindet, kann nun durch Photonen geeigneter Frequenz nicht nur
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in verschiedene Schwingungszustande, sondern auch in viele Rotationszustdnde des ersten
angeregten elektronischen Niveaus Uibergehen. Man erhalt ein Spektrum mit vielen schmalen
Linien, falls keine weiteren Effekte vorliegen (Abb. 19, oben links). Experimentell erhélt man
oft ein breites Spektrum, da alle Ubergénge durch verschiedene Effekte (Lebensdauer, Umge-
bungsheterogenitat, Dopplereffekt) verbreitert sind (Abb. 19, Mitte). Am einfachsten ist die
Annahme, dass nur ein elektronischer Ubergang vorliegt (Abb. 19, unten links). Die rechte
Spalte von Abb. 19 zeigt am Beispiel von Benzol, wie die Rotationsbanden mit steigender
Viskositét des Losungsmittels breiter werden.

51

Energy
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=

Molecular geometry

m
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Abb. 18: Energiezustande eines kleinen Molekuls. Zu sehen sind die zwei niedrigsten elektronischen Zu-
stédnde (So und S1) und ausgesuchte Schwingungs- (dicke Linien) und Rotationszustande (diinne
Linien). Ein elektronischer (e), ein Schwingungs- (v) und ein Rotationsiibergang (r) sind einge-
zeichnet.
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Abb. 19: Absorptionspektren kleiner Molekile. (a) Typische Spektren fir kleine Molekile in der Gas-
phase (oben) und in Losung (Mitte). Oft wird ein einfaches Spektrum angenommen (unten). (b)
Verbreiterungseffekte der Absorptionsspektren von Benzol aufgrund des Losungsmittels.

Fluoreszenz und Phosphoreszenz

Ein Elektron eines Molekuls kann, nachdem es aufgrund der Absorption eines Photons auf ein
hoheres Energieniveau gebracht wurde, auf verschiedenen Wegen wieder in den Grundzu-
stand zuriickkehren (Abb. 20).

4 13'excited ~Intersystem e '
singlet crossing Triplet state
L state S=0 N e L
(10% s~ "= 1/’/
ﬁ“ﬂm%h Phosphorescence L
Absorption Fluorescence 10722102 s~ 7)
(108 — 10% ) S=4
L Mg~ '(/0/(
Ground 4L
“ singlet 4{.{;(/7
state

Abb. 20: Jablonski-Diagramm.

Das Elektron befinde sich im (elektronischen und Schwingungs-) Grundzustand. Es seien alle
Elektronen gepaart, d.h. der Spin S sei Null (Singulett-Zustand). Dies ist fir fast alle Moleki-
le im Grundzustand der Fall. Wird ein Photon mit geeigneter Frequenz eingestrahlt, so kann
das Elektron auf verschiedene Schwingungsniveaus des ersten angeregten Zustand transferiert
werden. Bei diesem Ubergang verandert sich der Spin nicht (S = 0). Das Elektron wird rasch
(einige Pikosekunden) in den Schwingungsgrundzustand des angeregten elektronischen Zu-
stands bergehen. Dies erfolgt durch nichtlineare Kopplungen mit anderen Schwingungsfrei-
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heitsgraden und fiihrt durch den Ubergang von lokalen zu globalen Schwingungen zu einer
Temperaturerhéhung der Umgebung. Fir die Ruckkehr in den elektronischen Grundzustand
gibt es drei verschiedene Mdglichkeiten. Bei der inneren Konversion geht das Elektron ohne
Aussendung eines Photons in den Grundzustand. Die Energie wird in Schwingungsenergie
umgewandelt. Im Falle der Fluoreszenz geht das Elektron durch spontane Emission eines
Photons in einen der Schwingungszustéande der elektronischen Grundniveaus Uber. Die Zer-
fallszeiten fiir diesen Prozess liegen typischerweise bei 10~ — 107° s. SchlieBlich kann noch
Phosphoreszenz auftreten. Das angeregte Elektron “flippt” beim ‘intersystem crossing' seinen
Spin, so dass ein Triplet-Zustand (S = 1) vorliegt. Dadurch ergibt sich eine Energieabsenkung
aufgrund der Hundschen Regel. Da fiir den Ubergang in den Grundzustand (S = 0) das Elekt-
ron (wiederum) seinen Spin verandern muss, ist dieser Zustand relativ langlebig: In kristalli-
nen Festkorpern beobachtet man, dass das Elektron erst nach 102 — 10° s unter
Photonenemission in den Grundzustand zuriickgeht. Bei Biomolekilen in wéssriger Lésung
ist die innere Konversion viel wahrscheinlicher, so dass man keine Lichtemission auf solch
langen Zeitskalen beobachtet. Abb. 21 zeigt genauer die Energietubergénge bzw. das Spekt-
rum bei der Fluoreszenz.

Singlet
excited state

\ -

L /

v

luorescence

00

‘ )
7%

Singlet — A —

ground state Absorption v

Abb. 21: Fluoreszenz: Energielibergange und resultierendes Spektrum.

Nach Anregung und anschlieBender Thermalisierung befindet sich das Elektron im Schwin-
gungsgrundzustand des ersten angeregten elektronischen Niveaus. Aufgrund des groReren
Abstandes der Kerne im angeregten elektronischen Niveau ist die Wahrscheinlichkeit am
groRten, dass das Elektron nicht in den Schwingungsgrundzustand, sondern in hohere
Schwingungsniveaus des elektronischen Grundzustands zuriickfallt. Die Energie des emittier-
ten Photons ist somit geringer als die des absorbierten Photons. Haben die Potentiale des
elektronischen Grundzustands und des ersten angeregten elektronischen Zustands die gleiche
Form, so sind das Absorptionspektrum und das Fluoreszenzspektrum spiegelbildlich zu dem
00-Ubergang (dem Ubergang von und zu den Schwingungsgrundzustanden der beiden elek-
tronischen Niveaus).
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Das entsprechende Diagramm fir die Phosphoreszenz ist in Abb. 22 zu sehen. Im S;-Zustand
kann es zu einem Spinflip und damit zu einem Triplettzustand kommen. Dort thermalisiert
das Elektron bis zum Schwingungsgrundzustand. Da der Ubergang zum Grundniveau verbo-
ten ist, ist beim Festkorper die Lebensdauer des angeregten Niveaus relativ lang, und es wird

Phosphoreszenz beobachtet. In Fliissigkeiten ist sie kiirzer, da strahlungslose Ubergéange (z.B.
uber Sto6Re) wahrscheinlicher sind.

Singlet Intersystem
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Abb. 22: Termschema bei der Phosphoreszenz.

Messung von Absorptionsspektren

Absorptionspektren werden gewdhnlich mit einem Zweistrahlspektrometer gemessen.

Mownodaro

R [ e N DIRERN

ps J@ Deteckor
Mirror K_i—“

Abb. 23: Aufbau eines Zweistrahlspektrometers.

Von einer breitbandigen Quelle wird mittels eines Monochromators der gewtinschte Wellen-
langenbereich erzeugt, wobei Uber die Schlitzbreite des Monochromators die Auflésung ver-
andert werden kann. Da Biomolekdle in der Regel breite Absorptionsbanden zeigen, ist die
Auflésung fur diese Messungen nicht entscheidend. Mit Hilfe eines rotierenden Strahlteilers
wird das Licht einerseits auf die Probe (Biomolekil mit Losungsmittel) und andererseits auf
eine Referenz, die in der Regel nur aus dem Losungsmittel besteht, gelenkt. Durch die
Rotation des Strahlteilers kann abwechselnd an der Probe und an der Referenz die transmit-
tierte Intensitat z.B. mit einem Photomultiplier detektiert werden. Fir die durch die Probe mit
Dicke | transmittierte Intensitét | gilt das Lambert-Beersche Gesetz,
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1(1)=1,10".

Hier ist |, die eingestrahlte Intensitat, ¢ die Konzentration und ¢ der Extinktionskoeffizient.
Fur die optische Dichte erhélt man

A:Iog||—°=glc :

Mit Hilfe der gemessenen Absorptionspektren lassen sich bei bekanntem & Konzentrationen
von Proben bestimmen. Des weiteren lassen sich strukturelle Informationen gewinnen, da
bestimmte Proteine charakteristische Spektren aufweisen. Ebenso kann die lonisation von
Biomolekiilen beobachtet werden, da diese je nach Ladungszustand verschiedene Absorption-
spektren haben konnen. Weitere Anwendungen sind Messungen zur chemischen Modifikati-
on, zum Einfluss des Lésungsmittels, zu Konformationsumwandlungen, zum Studium der
Faltung/Entfaltung und der Ligandenbindung (z.B. nach einer Photolyse).

Im Folgenden soll auf verschiedene Aspekte der Absorptionsspektren von Biomolekilen ein-
gegangen werden. Das Absorptionsspektrum wird gewdhnlich von der Absorption einer be-
stimmten chemischen Gruppe dominiert. Solche Gruppen werden Chromophore genannt. Die
Absorptionsbanden von Proteinen kdnnen in drei Klassen eingeteilt werden: die Absorption
der Peptidbindung, die der Aminosaure-Seitenketten und die der prosthetischen Gruppen.

Bei der Peptidbindung sind die n-Elektronen iber dem Stickstoff, dem Kohlenstoff und dem
Sauerstoff in einem gewissen AusmaR verteilt. Der Ubergang mit der geringsten Energie ist
der (n » n")-Ubergang. Dieser wird typischerweise bei einer Wellenlange von 210 — 220 nm
beobachtet. Abb. 24 zeigt das Absorptionsspektrum von Poly-L-Lysin in verschiedenen struk-
turellen Formationen; deren Spektren sind aufgrund von Excitoneffekten verschieden.

190 210 230 250
A (nm)

Abb. 24: Absorptionspektrum im Ultravioletten von Poly-L-Lysin in wassriger Losung: Knéuel: pH 6.0,
25° C; a-Helix pH 10.8, 25° C, B-Faltblatt pH 10.8, 52° C.

Im Falle der a-Helix kann der (n — =")-Ubergang als Schulter im Spektrum gesehen werden.
Die groRere Absorptionsbande mit dem Peak bei ungefahr 190 nm wird durch den (m — 7°)-
Ubergang verursacht. Bei Formaldehyd ist, wie oben gezeigt, dieser Ubergang entlang der
C=0-Achse polarisiert. In einem Peptid liegt der Ubergangsdipol nicht entlang einer speziel-
len Bindung, da auch das Stickstoffatom an der n-Bindung beteiligt ist. Die Lage des Uber-
gangsdipols ist in Abb. 25 fur Myristamid zu sehen.
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Abb. 25: Lage des Ubergangdipols des (= — =) — Ubergangs fuir Myristamid.

Einige Aminosaureseitenketten (u. a. Asp, Glu, Asn, GIn) absorbieren in demselben Spektral-
bereich wie der (m — n")-Ubergang der Peptide. Da in der Regel die Anzahl der Seitengrup-
pen klein ist, ist es schwierig, diese Banden unter denen der Peptidgruppen zu messen.
Einfacher ist es, Aminosédureseitengruppen zu untersuchen, die bei Wellenlangen groRer als
230 nm absorbieren. Die Absorptionsspektren dieser (aromatischen) Aminoséuren (Phe, Tyr,
Trp) sind in Abb. 26 zu sehen.
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Abb. 26: Absorptionspektren der aromatischen Aminosauren Trp, Tyr, Phe.

Das Tryptophan zeigt die grofite Absorption in dem betrachteten Spektralbereich. Allerdings
kommt diese Aminoséure relativ selten vor, und daher liefert auch das Tyrosin einen signifi-
kanten Beitrag zum Absorptionsspektrum. Es muss auch beachtet werden, dass die Absorpti-
on von Trp und Tyr, im Gegensatz zur Peptidgruppe, vom pH-Wert abhangt.

Ldsungsmitteleffekte

Die Absorptionsspektren vieler Chromophore sind vom Lésungsmittel abhangig. Diese Ab-
hangigkeit kann sich als Veranderung der Intensitat, der Bandbreite und der Wellenlédnge des
Absorptionspeaks bemerkbar machen. Die quantitative Analyse des Effekts des Lésungsmit-
tels ist schwierig. Dabei muss berlicksichtigt werden, dass wéhrend der Anregungszeit von
1071 Sekunden keine Veranderung der Konformation auftritt. Allerdings treten Polarisationen
der Elektronensysteme auf. Allgemein findet man, dass die Anwesenheit des Losungsmittels
die Energiezusténde erniedrigt, da die Wechselwirkung mit dem Lésungsmittel derart ist, dass
energieabsenkende Orientierungen der Losungsmittelmolekile wahrscheinlicher sind. Um
eine Verschiebung eines Absorptionsbandes zu bekommen, muss allerdings die Energieab-
senkung fur die beteiligten Niveaus unterschiedlich grof? sein. Man findet, dass der Zustand
mit dem groRten Dipolmoment die grolite Energieabsenkung durch ein polares Losungsmittel
erfahrt. Da dieser Zustand fast immer der angeregte Zustand ist, erfihrt der (1 — w)-
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Ubergang eine Rotverschiebung, falls die Polarisationseffekte des Losungsmittels dominieren
(Abb. 27). Bei einem (n— n")-Ubergang bildet das 'lone pair' oft Wasserstoffbriickenbindun-
gen mit dem Ldsungsmittel aus. Dies hat eine Blauverschiebung zur Folge.
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Abb. 27: Einfluss eines polaren bzw. unpolaren Ldsungsmittels auf die Energieniveaus und das Spektrum.

Exzitonische Aufspaltung

Im Folgenden sollen die Effekte untersucht werden, die auftreten, falls die Abstande zwischen
den Chromophoren so klein sind, so dass sich ihre elektronischen Zustinde gegenseitig beein-
flussen. Dies tritt z.B. bei den Peptiden eines Proteins auf. Es wird ein Dimer untersucht, das
aus gleichen Monomeren besteht und somit auch die gleichen Chromophore besitzt. Die
Wechselwirkung zwischen den Monomeren soll klein sein, so dass die Elektronen bei einem
Atom lokalisiert sind. Jedes Monomer wird aber vom elektrischen Feld des anderen beein-
flusst. Da beide Monomere ungeladen sind, ist die wichtigste Wechselwirkung die Dipol-
Dipol-Wechselwirkung V,

Hier sind z, und z, die Dipoloperatoren der beiden Monomere und R,, der Abstand zwi-
schen den Monomeren. Der Hamiltonian ist dann durch

H=H +H,+V

gegeben. Die Wechselwirkung V soll so klein sein, dass man einen stérungstheoretischen An-
satz verwenden kann. Die Wellenfunktionen fur den Grundzustand und fiir die angeregten
Zustande der Monomere (., bzw. v,, sind die angeregten Zustande des ersten bzw. zweiten
Monomers ohne Wechselwirkung) sollen also gute Naherungen fur die angeregten Zustande
des Dimers sein. Weiterhin wird gefordert, dass der angeregte Zustand stationdr ist. Somit
erhalt man fur die beiden maglichen Wellenfunktionen des angeregten Zustands des Dimers

1
Vae = E(l/lla * ‘//Za) .

Fir die Energien bekommt man

E, =E,+V,, .
E =E,-

0 V12 !

mit der energetischen Kopplung
Vi, :<‘//1a|v|‘//2a> -
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Man erhalt also eine Aufspaltung der Energieniveaus, die sogenannte Davydov-Aufspaltung
(Abb. 28).
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Abb. 28: Energieaufspaltung beim Dimer.
Die Intensitét der Linien ist dann durch die Dipolstarke gegeben,

2
=D,, £D,, cosd, .

0a —

Doa: = ‘<V’o|ﬁ1 +/jz| l//Ai>

Hierbei ist ., ist der Winkel zwischen den Dipolubergéngen, die bei der elektronischen Ab-
sorption von Monomer 1 und Monomer 2 beteiligt sind. Mit Hilfe der Abb. 29 kénnen die
damit entstehenden Spektren verstanden werden.
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Abb. 29: Monomerwechselwirkungsenergien, Paarwechselwirkungspotentiale und schematische Spektren
fur 6 mogliche Geometrien eines Pyridin-Dimers. R, ist durch die gestrichelte Linie gegeben.

Die Orientierungen der Ubergangsdipole sind mit Pfeilen fur den Ubergang v/, — 7% einge-

zeichnet.
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Die Wechselwirkungsenergie ist im Falle (a) negativ (V12 ist negativ). Die Monomere ziehen
sich in Anordnung (a) gegenseitig an (vgl. mit klassischen Dipolen). Somit ist die Energie E+
(und damit auch die Frequenz) niedriger als die des Monomers. Dies bedeutet, dass die...
Absorption rotverschoben ist. Fur die Anordnung im Fall (b) ist V12 positiv, und die Energie
E- ist blauverschoben. Fiir die genannten Falle (a) und (b) und auch fiir die Falle (c) und (d)
erhalt man eine Verschiebung des Absorptionsmaximums, aber man bekommt keine Aufspal-
tung. Fur andere Winkel ist es aber in der Regel moglich, Aufspaltungen zu beobachten. Im
Fall (f) kann sowohl die Aufspaltung als auch die relative Intensitat der Ubergange gemessen
werden. Daraus kann der Abstand der Chromophore und der Winkel & bestimmt werden. In
Abb. 30 ist eine Messung an Bacteriochlorophyll zu sehen. Das Dimerspektrum zeigt beim
langwelligen Ubergang eine Aufspaltung, aus der ein Winkel von 82° zwischen den Uber-
gangsmomenten berechnet werden kann.

0
300 900
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Abb. 30: Monomer und Dimerspektrum von Bacteriochlorophyll in Lésung. Es kann eine Aufspaltung des
Dimeribergangs bei ungefahr 800 nm beobachtet werden.

Ein Effekt, der Ahnlichkeiten mit dem exzitonischen Effekt hat, ist die Hypo- bzw. Hyper-
chromie. Man beobachtet, dass die Absorption ab- bzw. zunehmen kann, falls Chromophore
sich nah beieinander befinden. Dies wird durch die Wechselwirkung eines elektronischen
angeregten Zustandes eines Chromophors mit den verschiedenen angeregten Zustanden der
benachbarten Chromophore verursacht. Beachten Sie, dass bei der exzito-nischen Aufspal-
tung die Wechselwirkung lber denselben angeregten Zustand der Monomere geht. Das Uber-
gangsdipolmoment des absorbierenden Chromophors wechselwirkt mit den von dem
angelegten E-Feld (nicht resonant) induzierten Dipolen der benachbarten Chromophore. In
Abb. 30 sind die Ergebnisse fiir zwei Geometrien gezeigt.
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Abb. 31: Schematisches Diagramm, das den Ursprung der Hypo- (links) und Hyperchromie (rechts)
zeigt.

Bei der parallelen Anordnung (a) sind alle Dipole in einer sich gegenseitig abstoenden An-
ordnung. Dadurch ist es schwieriger, einen Ubergangsdipol am absorbierenden Chromophor
zu erzeugen (der Ubergangsdipol wird kleiner), d.h. die Absorption nimmt ab (Hypochromie).
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Im Falle der linearen Anordnung (b) ziehen die induzierten Dipole den Ubergangsdipol an.
Der Ubergangsdipol wird langer. Es kommt zu einer Stdrkung des Ubergangs (Hyperchro-
mie).

Linearer Dichroismus

In Proben, bei denen die Molekile zuféllig (isotrop) angeordnet sind (z.B. Losungen), ist die
Absorption unabhéngig von der Polarisation des eingestrahlten Lichts. Die Absorption ist
proportional zu

‘<V/j|ﬁ|l//i>' Eo‘z -

Dies bedeutet, dass fur zufallig angeordnete Proben ein Mittelwert gemessen wird; fir orien-
tierte Proben bekommt man dagegen eine Abhéngigkeit der Absorption von der linearen Pola-
risation (linearer Dichroismus).

Abb. 32: Schematische Darstellung eines Experiments zur Messung des Lineardichroismus.

Ublicherweise werden zwei Messungen durchgefiihrt. Bei der einen befindet sich der elektri-
sche Feldvektor parallel zur Ausrichtung der Molekdle (A«), bei der anderen senkrecht dazu
(Ac). Damit kann das dichroitische Verhéltnis d bestimmt werden,
_ Au — AL
A +A
Aus diesen Messungen konnen strukturelle Informationen gewonnen werden. Es kann z. B.

die Orientierung der intensitatsstarksten Dipollbergange von aromatischen planaren Moleki-
len, die in der Ebene des konjungierten Rings liegen, bestimmt werden.
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Optische Aktivitat

Fast alle Molekiile, die von lebenden Organismen synthetisiert werden, sind optisch aktiv. Die
optische Aktivitat kleiner Molekile hat ihre Ursache im Fehlen von Symmetrien. Beispiels-
weise kommen Aminosauren, die in der Biosynthese erzeugt wurden, nur als L-Isomere vor.
In optisch aktiven Proben ist die Lichtausbreitung von links- und rechtszirkular polarisiertem
Licht unterschiedlich (Abb. 33).
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Abb. 33: Einfluss einer optisch aktiven, absorbierenden Probe auf eingestrahltes, linear polarisiertes
Licht. Alle Zeichnungen zeigen den elektrischen Feldvektor in der Ebene senkrecht zur Licht-
ausbreitungsrichtung, die so gewahlt ist, dass das Licht auf den Beobachter zulduft. Die Punkte
1 bis 5 entsprechen funf aufeinander folgenden Zeitpunkten. (a) Einfallendes, linear polarisier-
tes Licht. (b) Elliptisch polarisiertes Licht, das nach dem Durchgang des linear polarisierten
Lichts durch das optisch aktive Medium erzeugt wurde. (¢) Darstellung des linear polarisierten
Lichts in links- und rechtszirkular polarisiertes Licht. (d) Auswirkung des optisch aktiven Me-
diums auf das links- und rechtszirkulare Licht. Die Summe dieser Komponenten ergibt das Er-
gebnis in (b).

Bei Einstrahlung einer linear polarisierten ebenen Welle treten zwei Effekte auf. Die Polarisa-

tionsebene wird um einen Winkel @ gedreht (optische Rotation). Die Ursache dafir ist die

unterschiedliche Ausbreitungsgeschwindigkeit (Brechungsindizes) des links- und rechtszirku-
lar polarisierten Lichts. Zum anderen ist die Polarisation nicht mehr in einer Ebene lokalisiert

(in der zweidimensionalen Projektion handelt es sich um eine Linie). Der elektrische Feldvek-

tor beschreibt nun eine elliptische Schraubenbewegung (in der zweidimensionalen Projektion

eine Ellipse). Dieser Effekt kommt durch die unterschiedliche Absorption von links- und

rechtszirkular polarisiertem Licht ( A_, A;) zustande (zirkularer Dichroismus). Die Rotations-
starke eines Ubergangs (0 — a) kann wie folgt berechnet werden,

R = Im{yo|&lw, )(w. My,

wobei m der magnetische Dipoloperator ist. Der Term <y/0|m|;ya>stellt den magnetischen

Ubergangsdipol, der als lichtinduzierter oszillierender Ringstrom betrachtet werden kann, und
der Term (w,|aly,) den elektrischen Ubergangsdipol, der den lichtinduzierten, linear oszil-

lierenden Dipol beschreibt, dar. Eine anschauliche Erklarung der Rotationsstarke gibt Abb.
34.
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Abb. 34: Schematisches Diagramm der lichtinduzierten Ladungsveranderung in einem Molekul.
(a) Reine elektronische Absorption. (b) Reine magnetische Absorption. (c) Optische Aktivitat.

Das Prinzip der Messung des zirkularen Dichroismus ist in Abb. 35 dargestellt. Bevor das
monochromatisierte Licht auf die Probe trifft, wird es polarisiert. Mit Hilfe eines 1/4 Modu-

lators (Pockels-Zelle oder 'stress-plate modulator’) wird das linear polarisierte Licht abwech-
selnd in eine links- und rechtszirkular polarisierte Welle umgewandelt und die
Absorptionsdifferenz fur beide Polarisationen gemessen. Typische Differenzen sind im Be-
reich 0.03 — 0.3 %. Gewdohnlich wird das Ergebnis in 'Elliptizitat' ¢, dem Arcustangens des
Verhaltnisses der kleinen zur grof3en Achse der Polarisationsellipse, angegeben. Es folgt

0=2.303 (A - A,)-180/4x.

'“aki\"w "’ M ono = ?0‘ .
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Abb. 35: Schema zur Messung des zirkularen Dichroismus.

Die molare Elliptizitat ist
Grad -cm®
[0];; 1006/c | decimol ,
mit der Konzentration ¢ [mol/l] und der Weglange | [cm]. Mit Hilfe des Lambert-Beerschen
Gesetzes erhalt man auch
[6],~3300 As

wobei Ag = g — &r.
Messungen des zirkularen Dichroismus sind wichtig fur die Ermittlung von Sekundérstruktu-
ren von Proteinen. Ublicherweise wird bei Proteinen die optische Aktivitat im Bereich zwi-
schen 190 und 230 nm durch das Peptidriickgrat dominiert. Flr die Auswertung der Spektren
kann man annehmen, dass das Spektrum sich aus einer linearen Kombination der Spektren
von a-Helizes, B-Faltblattern und Kndueln zusammensetzt.

6=c,0, +C,0, +Cs0

coil *

Es kénnen Messungen des zirkularen Dichroismus an Homopolypeptiden, die nur aus einer
der drei Strukturen zusammengesetzt sind, durchgefiihrt werden. Abb. 36 zeigt die Spektren
eines Modell-Polypeptids. Ebenfalls dargestellt ist die Messung an Myoglobin. Die Analyse
dieses Spektrums ergibt, dass die Sekundarstruktur von Myoglobin aus 75% o-Helizes und
25% ungeordnetem Bereich besteht.
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Abb. 36: Zirkularer Dichroismus fiir ein Modell Polypetid (Poly-L-Lysin). Strukturen aus a-Helices, B-
Faltblattern und Knéaueln sind zu sehen (links). Zirkularer Dichroismus von Myoglobin (rechts).

218



Fluoreszenzspektroskopie

Die Fluoreszenzspektroskopie ist eine empfindliche Messmethode, um strukturelle und inshe-
sondere dynamische Eigenschaften von Biomolekilen zu untersuchen. Anstelle der Lich-
tabsorption wird das von der Probe reemittierte Fluoreszenzlicht beobachtet. Wir betrachten
eine Probe, die in den S;-Zustand angeregt sei. Die Konzentration an angeregten Molekiilen
zum Zeitpunkt t = 0 sei ny(0). Fir die zeitliche Entwicklung der Konzentration gilt, falls nur
die Fluoreszenz den S;:-Zustand entvolkert,

n, (t) = n, (0) exp[—kt]

mit kr = A0 = e’ 7°c?) Bio (index R: 'radiative’). Hier ist ks = 1/zr der Ratenkoeffizient fir
die Fluoreszenz, tr die Lebensdauer, Ao und Bio sind die Einsteinkoeffizienten fiir spontane
und induzierte Emission. Andere Mechanismen fiihren aber ebenfalls dazu, dass der angeregte
Zustand entvolkert wird. Fir den Ratenkoeffizienten der Entvolkerung des angeregten Zu-
stands, welche sich im Abklingen der beobachteten Fluoreszenz widerspiegelt, gilt

ke = kg +k +ki +k,[Q] .

Der zweite Term der rechten Seite, kic, stammt von der inneren Konversion, der dritte, Kis,
vom ‘intersystem crossing’, und der letzte, kq[Q], resultiert aus dem 'quenching’-Prozess. Der
Anteil der angeregten Elektronen, der durch Fluoreszenz wieder in den Grundzustand geht, ist
durch die Fluoreszenz-Quantenausbeute ¢r gegeben,

Bei der inneren Konversion geht die Anregungsenergie durch Dissipation in Schwingungs-
moden oder durch Kollision mit Losungsmittelmolekilen verloren. Beide Prozesse nehmen
mit ansteigender Temperatur zu, so dass die Fluoreszenz mit ansteigender Temperatur ab-
nimmt. Dieser Effekt kann die temperaturabhéngige Messung makromolekularer Konforma-
tionsédnderungen mittels Fluoreszenz erschweren.

Beim ‘intersystem crossing' wird der angeregte Singulett-Zustand in einen angeregten
Triplett-Zustand Ubergefuhrt. Dieser Zustand geht entweder mittels Phosphoreszenz oder
durch strahlungslose Prozesse in den Grundzustand (ber. Da die Lebensdauer des Triplett-
Zustands relativ lang ist, konkurrieren Kollisionsprozesse und die innere Konversion stark mit
der Phosphoreszenz. Sie wird daher nur selten in Biomolekilen beobachtet.

Ein weiterer, mit der Fluoreszenz konkurrierender Prozess ist das '‘Quenching' (L6schung). Es
werden dabei zwei Prozesse unterschieden. Beim dynamischen oder Kollisions-Quenching
konvertieren gewisse Molekile oder lonen (Q), z. B. Grundzustands-Tripletts wie Oz, NO, in
einer bimolekularen Reaktion,

S1+Q — T1+Q,

den Singulettzustand (S1) des angeregten Niveaus in einen Triplettzustand (T1). Beim stati-
schen 'quenching’ geht das Quenchmolekil (Q) einen nicht fluoreszierenden Komplex mit
dem fluoreszierenden Molekdl (F) ein,

F+Q i’FQ.

Abb. 1 zeigt ein Jablonski-Diagramm fiir Fluoreszenz-Anregung und Emission, bei dem zwei
angeregte elektronische Singulett-Zustéande auftreten.
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Abb. 1: Anregung und Emission von Fluoreszenz. (a) Energieniveaus; (b) Spektrum.

Sowohl die innere Konversion von Sz nach S; als auch die Relaxation in den Schwingungs-
grundzustand von S; sind gewohnlich sehr viel schneller als die Emission des Fluoreszenz-
photons. Dies bedeutet, dass die Fluoreszenzstrahlung in der Regel vom
Grundschwingungsniveau des ersten elektronischen Zustands emittiert wird. Somit ist das
Fluoreszenzspektrum unabhangig von der Anregungswellenlange. Falls der Grundzustand und
der angeregte elektronische Zustand eine ahnliche Schwingungsstruktur haben, verhalt sich
das Emissionsspektrum spiegelbildlich zum Absorptionsspektrum. Ausgehend von den oben
genannten Argumenten wirde man erwarten, dass die Absorption 1 und die Emission 1' (Abb.
1) bei der gleichen Wellenldnge gemessen werden. Man findet aber, dass das Fluoreszenz-
spektrum um ~20 — 50 nm zu langeren Wellenlédngen verschoben ist (Stokes-Verschiebung
oder Stokes-Shift). Dieser Effekt kommt fur Fluorophore in Losungen wie folgt zustande: VVor
der Absorption sind die Losungsmittelmolekile energetisch glnstig in Bezug auf den Grund-
zustand angeordnet. Wahrend des schnellen Absorptionsprozesses (~1 fs) haben die Lo-
sungsmittelmolekile keine Zeit zur Reorientierung. Fur die Absorption ist eine bestimmte
Energie E notwendig. Nach der Anregung kann sich das Ldsungsmittel gunstig um das ange-
regte Molekul herum orientieren. Dies fuhrt zu einer Energieabsenkung (Abb. 2).

S, (FC) S (6)
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Abb. 2: Energiezustande bei der Stokes-Verschiebung.

Nach der Emission des Fluoreszenzphotons ist das Losungmittel unguinstig um den Grundzu-
stand herum angeordnet, und somit wird das Grundniveau angehoben. Beide Prozesse ver-
mindern also den Energieunterschied der Niveaus. Eine entsprechende Betrachtung ist giltig
fir Fluorophore im Inneren von Biomolekilen. Dann spielt die molekulare Umgebung die
Rolle des Lésungsmittels.
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Abb. 3: Apparatur zur Messung der statischen Fluoreszenz. M1 ist der Anregungs-, M2 der Emissions-
monochromator, L ist die Lichtquelle, PM der Photomultiplier und S die Probe.

Abb. 3 zeigt eine typische experimentelle Anordnung zur Messung der statischen Fluores-
zenz. Das Anregungslicht von der breitbandigen Lichtquelle L kann mit dem ersten Mono-
chromator M1 durchgestimmt werden. Das von der Probe S emittierte Fluoreszenzlicht wird
mittels des zweiten Monochromators M2 wellenldngenabhangig gemessen. Zwei verschiedene
Modi werden flr die spektralen Messungen angewandt. Zum einen kann der Monochromator
M auf eine bestimmte Anregungswellenldnge (z.B. bei der Wellenlange maximaler Absorpti-
on) fixiert bleiben, wéhrend M durchgestimmt wird. Man erhélt auf diese Weise ein Emissi-
onsspektrum. Im zweiten Modus wird M fixiert (z.B. bei der Wellenldange maximaler
Emission), und M1 wird durch das Absorptionsband gescannt (Anregungsspektrum). Da die
angeregten Schwingungszustande sehr schnell in den Grundschwingungszustand des angereg-
ten elektronischen Niveaus ubergehen, ist das Anregungsspektrum tblicherweise gleich dem
Absorptionsspektrum flr eine reine Probe. Die Aufnahme eines Anregungsspektrums hat ge-
genuber dem Absorptionsspektrum den Vorteil, dass zwei Chromophore, von denen nur einer
fluoresziert, leicht getrennt werden kénnen.

Bei Fluoreszenzmessungen steigt die emittierte Intensitat nur bei kleinen Probenkonzentratio-
nen mit der Konzentration an. Bei hoheren Konzentrationen nimmt die Emission sogar mit
der Konzentration ab. Dieses Verhalten wird durch den inneren Filtereffekt erklart (Abb. 4):
Bei hohen Konzentrationen ist die Absorption so stark, dass das Licht nur in einer dinnen
Lamelle an der beleuchteten Seite absorbiert wird. Das meiste Fluoreszenzlicht wird in der
Probe absorbiert oder nicht vom Ausgangsspalt gesammelt. Man muss also beachten, dass die
Konzentration hinreichend niedrig eingestellt wird, damit der innere Filtereffekt nicht stort.
Naturlich muss die Konzentration ausreichend hoch sein, um Fluoreszenzspektren in guter
Quialitat messen zu kdnnen.

Die Mdglichkeit, bei sehr geringer Probenkonzentration (10° M) arbeiten zu kdnnen, ist ein
groRer Vorteil der Fluoreszenzspektroskopie. Sie wird seit einigen Jahren sogar zur Messung
an einzelnen Fluorophoren eingesetzt.
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Abb. 4: Innerer Filtereffekt: Auf die Probe einfallendes und emittiertes Licht.

Absolute Messungen der Quantenausbeute sind schwierig, da man die Emissions- und Ab-
sorptionsraten exakt messen muss. Daher wird sie in der Regel relativ zu einem Standard be-
stimmt. Alternativ lasst sich die Quantenausbeute auch Uber die Zerfallszeiten mit Hilfe von
Experimenten in der Zeit- oder Frequenzdomane ermitteln,

T
b=
TR

Mit zeitaufgeldsten Experimenten lassen sich die Kollisionsrate mit dem Quencher, Energie-
transferraten und Raten von Reaktionen im angeregten Zustand bestimmen. Die Zerfallszeiten
werden auch verwendet, um Rotationskorrelationszeiten aus Messungen der Fluoreszenz-
anisotropie zu messen.

Tab. 1: Fluoreszenzcharakteristik verschiedener intrinsischer Fluorophore

Absorption Fluorescence?$ Sensitivity
/lmax Emax /lmax TF €max ¢)F

Substance Conditions (nm) x 1073 (nm) or (nsec) x 1072
Tryptophan H,O,pH 7 280 5.6 348  0.20 2.6 11.
Tyrosine H,O,pH 7 274 14 303 0.14 3.6 2.0
Phenylalanine  H.O, pH 7 257 0.2 282 0.04 6.4 0.08
Y base Yeast tRNAFP? 320 1.3 460 0.07 6.3 091
Adenine H,O,pH 7 260 134 321 2.6 x 1074 <0.02 0.032
Guanine H,O,pH 7 275 8.1 329 3.0 x 107% <0.02 0.024
Cytosine ' H,O, pH 7 267 6.1 313 0.8 x 1074 <0.02 0.005
Uracit H.O, pH 7 260 9.5 - 308 0.4 x 10~ <0.02 0.004
NADH H,O,pH 7 340 6.2 470. . 0.019 0.40 12

Tab. 1 zeigt die Fluoreszenzeigenschaften von Chromophoren, die in Proteinen und Nuklein-
sauren vorkommen (intrinsische Fluorophore). Die Anzahl dieser intrinsischen Fluorophore
ist sehr klein; auflerdem absorbieren sie verhaltnismaRig schwach. In vielen Proteinen wird
die Fluoreszenz von Tryptophan dominiert. Da Tyrosin in Proteinen haufiger vorkommt, soll-
te man trotz der schwécheren Fluoreszenz im Vergleich zu Tryptophan mit einem wesentli-
chen Beitrag des Tyrosins rechnen. Allerdings wird Tyrosin durch ein benachbartes
Tryptophan gequencht. Die gewohnlichen Nukleinséuren zeigen sehr schwache Fluoreszenz.
Es ist aber moglich, Fluorophore hinzuzufigen, die an die betrachtete Probe binden. Dies
kann tber kovalente oder nichtkovalente Bindung des Farbstoffs an das Biomolekil erfolgen.
Vielfach setzt man auch kovalent Farbstoff-markierte Immunglobulinmolekdile ein, die an ein
bestimmtes Biomolekil binden und es damit markieren (Immunfluoreszenz). Diese extrinsi-
schen Fluorophore kénnen so gewéhlt werden, dass ihr Absorptionsspektrum nicht mit dem
des betrachteten Biomolekils zusammenfallt, so dass die Fluoreszenz nur von dem extrinsi-
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schen Fluorophor stammt. Tab. 2 zeigt einige Beispiele aus der grolRen Anzahl extrinsischer
Fluorophore. Die chemischen Strukturen sind in Abb. 5 zu sehen.

Tab. 2: Typische extrinsische Fluorophore

Absorption Emission® Sensitivity
Amax Emax Amax TF EmaxF
Probe* Uses (nm) x 1073 (nm) oF (nsec) x 1072
Dansyl chloride Covalent attachment to 330 34 510 0.1 13 34
protein: Lys, Cys
1,5-1- AEDANS Covalent attachment to 360 6.8 480 0.5 15 34
protein: Lys, Cys
Fluorescein Covalent attachment to 495 42 516 0.3 4. 116
“isothiocyanate (FITC) protein: Lys
8-Anilino-1-naphthalene ~ Noncovalent binding to 374 6.8 454 098 16 67
sulfonate (ANS) proteins ‘
Pyrene, and various Polarization studies on 342 40 383 0.25 100 100
derivatives large systems
Ethenoadenosine, and Analogs of nucleotides 300 2.6 410 0.40 26 10
_various derivatives bind to proteins,
incorporate into
nucleic acids
Ethidium bromide Noncovalent binding to 515 3.8 600 ~1 26.5 38
nucleic acids
Proflavine Covalent attachment to 445 15 516 0.02 — 30
monosemicarbazide RNA 3-ends
cl
"\
> Cj A
X
Ribou
Pyrene Ethenoadenocsine NBD
Nsc\ /(:H3 H\ IICHZIE—NH—CO—CHzI
N N
L ©:>
Kk i NH =0 —KK— NH $0,C1 03
Ethldium bromide Proflavine monosemicarbazide Dansy! chloride 1,5--AEDANS

Abb. 5: Strukturen einiger extrinsischer Fluorophore.

Umagebungsabhangigkeit der Fluoreszenz

Die Fluoreszenz ist generell starker von der Umgebung beeinflusst als die Absorption. Diese
hohere Sensitivitat ist dadurch bedingt, dass dynamische Prozesse, die wahrend der Verweil-
zeit der Fluorophore im angeregten Zustand (~1 - 10 ns) stattfinden, die Fluoreszenzemission
beeinflussen. Zu diesen Prozessen gehoren: Losungsmittelrelaxationen, chemische Reaktio-
nen (Protonierung, Ligandenbindung), Veranderungen der Molekilorientierung und Quen-
ching. Der Absorptionsprozess lauft dagegen um GrolRenordnungen schneller ab, so dass die
Umgebung effektiv statisch ist.

Im Folgenden soll die Konzentrationsabhéngigkeit des Quenchings genauer untersucht wer-
den. Damit kann z.B. im Falle des Kollisionsquenchings untersucht werden, ob sich der Flu-
orophor an der Oberflache des Proteins (in Kontakt mit dem Losungsmittel) oder in dessen
Innern befindet. Flir den Quotienten der Fluoreszenzintensitat (Quantenausbeute) bei Anwe-
senheit des Quenchers (F, ¢) und der Fluoreszenzintensitat ohne Quencher (Fo, #) gilt
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izﬁ_ kR/(kR+kic+kis)

F ¢ kellke +ke+ke+k - [Q])

Daraus folgt die Stern-VVolmer Relation,

LOSE S . —
F ¢ kg + K. +Kig

Durch Einsetzen der Zerfallszeiten erhalt man

F T
FO :1+qu0[Q]=7°
Die Quenchrate kq kann mit einem Modell, bei dem die Fluorophore und die Quenchmolekiile
als Kugeln mit Radien Ry bzw. Rq betrachtet werden, mittels Bestimmung ihrer Kollisions-
wahrscheinlichkeit bei gegebenen Diffusionskonstanten (Dy bzw. Dg) berechnet werden. Aus
der Smoluchowski-Gleichung resultiert der bimolekulare Ratenkoeffizient fiir Kollisionen,

47N
°= 1000 (R, +R,)(D, +D,) .
Nicht jede Kollision fuhrt zu einem Quenchprozess, mit der Quencheffizienz y gilt daher
ky =k 7.

Da die Diffusionskonstanten bei Erhohen der Temperatur grofier werden, nimmt der Quench-
vorgang mit hoherer Temperatur zu. Die Steigung im Stern-Volmer-Plot wird demnach gro-
Rer (Abb. 6). Eine umgekehrte Temperaturabhdngigkeit kann flr statisches Quenching
beobachtet werden. Unter der Annahme, dass das fluoreszierende Molekil F und das
Quenchmolekdil einen nicht fluoreszierenden Komplex bilden, gilt fir die Gleichgewichtskon-
stante K

wobei [Fo] die Gesamtkonzentration des Fluorophors darstellt, [Fo] = [F] + [FQ]. Damit folgt
flr das Intensitatsverhaltnis

%:u K[Q].

Es folgt also die gleiche [Q]-Abhéngigkeit wie fir das dynamische Quenching. Da die Wahr-
scheinlichkeit, dass sich Quenchmolekile und Fluorophore zu einem Komplex verbinden, mit
hoherer Temperatur abnimmt, erhalt man eine kleinere Steigung in Abb. 6. Aufgrund der un-
terschiedlichen Temperaturabhangigkeit lassen sich die beiden Quencharten unterscheiden.
Bei Messungen der Lebensdauern sind beide Quenchmechanismen leicht auseinanderzuhal-
ten, da sich nur beim dynamischen Quenchen die Fluoreszenzlebensdauern mit der Konzent-
ration des Quenchers veréndern.
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Abb. 6: Temperaturabhangigkeit der Stern-Volmer-Gleichung fur dynamisches (links) und statisches
Quenching.

Singulett-Singulett Energietransfer (Forstertransfer)

Ein interessanter Effekt ergibt sich aus der Mdglichkeit, dass Chromophore Quenching be-
wirken konnen, die sich 10 — 100 A von einem Fluorophor befinden. Betrachtet werden zwei
verschiedene Molekiile, deren Spektren in Abb. 7 dargestellt sind.

—
K

Abb. 7: Schematisches Spektrum eines Donor-Akzeptor-Paares. Gezeigt sind die Absorptions- und Emis-
sionsspektren des Donors D und des Akzeptors A.

Der Chromophor mit dem héheren Absorptionsniveau ist der Donor D, der andere der Akzep-
tor A. Der Donor befinde sich im ersten angeregten (Singulett) Zustand. Durch innere Kon-
version erreicht er schnell den Schwingungsgrundzustand des ersten angeregten Niveaus. Ist
ein Uberlapp der Emissionsbande des Donors mit der Absorptionsbande des Akzeptors gege-
ben, so kann folgende Resonanz auftreten:
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D'+A T D+A,

wobei die Transferrate durch kr gegeben ist. Der Akzeptor wird in den Si-Zustand angeregt,
wéhrend der Donor in den elektronischen Grundzustand (bergeht. Nach der Anregung des
Akzeptors in den ersten elektronischen Zustand wird dieser schnell in den Schwingungs-
grundzustand des ersten elektronischen Niveaus und der Donor in den Schwingungsgrundzu-
stand des elektronischen Grundniveaus ibergehen (Abb. 8).

Ds
As

D,

Abb. 8: Energietransfer durch resonante Wechselwirkung der Emission des Donors mit der Anregung des
Akzeptors.

Somit ist der Rucktransfer unwahrscheinlich. Der Donor wird also durch die Anregung des
Akzeptors gequencht. Fiir diesen Singulett-Singulett-Energietransfer kann man folgende
Transfereffizienz ¢ definieren,

_ K
T Ky kD kD kD

g

Diese Effizienz kann bestimmt werden durch Vergleich der Fluoreszenz des Donors ohne
Anwesenheit des Akzeptors (D) und bei Anwesenheit des Akzeptors (D, A). Man erhélt fur
das Verhéltnis

¢D’A kF? /(kF? +ki? ‘*‘kilsD +kT) Tpa
Po ki kg +ke +k?) 7o

Um ntzliche strukturelle Informationen aus dem Energietransfer zu bekommen, muss die
gemessene Effizienz zu dem Abstand R zwischen den Chromophoren in Relation gesetzt wer-
den. Dieser Zusammenhang wurde von Theodor Forster hergeleitet. Aufgrund der vorliegen-
den schwachen Kopplung kann Fermi's goldene Regel fir die Berechnung verwendet werden.

Fur die Transferrate gilt dann
2

kr (v) o KI/IDV/A* VI I//D*V/A>

mit dem Dipol-Dipol Kopplungsoperator
_ﬁD'ﬁA_S(ﬁD'R))(ﬁ'IBA)_ |ﬁD|'|ﬁA|
V - RS R5 =K RS !

wobei die Abhangigkeit von der gegenseitigen Orientierung in dem Faktor x zusammenge-
fasst wurde. Durch Einsetzen des Kopplungsoperators ergibt sich
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2
K

Ky (v) o R? <‘/’D‘//A* HﬁD|'|/L_IA”WD*l//A>

oC ’;_ZK‘// D|ﬁ D|‘// D" >‘2‘<V/A*|IBA|V/A>‘2 -

Die Transferrate ist also proportional zu R-®. Das erste Betragsquadrat stellt die Dipolstirke
des Donors (Dp), das zweite die des Akzeptors (Da) dar. Es ergibt sich

D, o« B; oc_[g A(v)v iy,
Dp B oc Ayv > =7 v =gV,

mit

Integration uber alle Frequenzen liefert dann

6
Tp

K, o ’;_2"5_0 [2,0) T 0V dv.

Hierbei ist fp(v) die normierte Fluoreszenzemission. Ein Problem ist, dass x nicht direkt be-
stimmt werden kann. Gliicklicherweise gehen Fehler von x nur mit (x?)Y® in die Berechnung
des Donor-Akzeptor-Abstandes ein. Die hier skizzierte Herleitung gilt nur fur Vakuumbedin-
gungen. In einem Medium mit Brechungsindex n muss die Wechselwirkung V durch V/n2
ersetzt werden. Die Transferrate kann geschrieben werden als

1(R,Y
K, =—| 2
5 UR

R, =9.78-10%(Jx2n~*4.)"® [A]

mit

J=[eaA)fo(A)2'd2 [om*M]
Fir die Transfereffizienz folgt

Ro
E=—— -
R, +R

Die Transfereffizienz ¢ kann durch Messung der Intensitdten Ip und Ia der Donor- und Ak-
zeptoremission ratiometrisch bestimmt werden,

IA
La+71p .
Hier ist y ein Korrekturfaktor, der die unterschiedlichen Detektionseffizienzen und Fluores-
zenzquantenausbeuten berucksichtigt. Alternativ kann man, wie oben bereits erlautert, Fluo-

reszenzlebensdauern der Donorfluoreszenz in An- und Abwesenheit des Akzeptors
bestimmen,

E =
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Dieses Verfahren hat gegenlber der ratiometrischen Messung den Vorteil, dass bei Intensi-
tatsmessungen notwendige Untergrundkorrekturen entfallen. Eine Messung der Transfereffi-
zienz ist in Abb. 9 zu sehen. In dem relativ grof3en Bereich, in dem die Transfereffizienz stark
distanzabhangig ist, lasst sich der Abstand zwischen den Chromophoren recht genau bestim-

men.

100
80 |-
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Abb. 9: Energietransfereffizienz als Funktion der Distanz in Dansyl-(Pro)r—NH-NH-CO-NH-Naphthy! fur
n=1to12.

Fluoreszenzpolarisation

Wird linear polarisiertes Licht auf eine fluoreszierende Probe eingestrahlt und die Polarisation
des Fluoreszenzlichts detektiert, so kann man dynamische Informationen Uber das betrachtete
Biomolekul erhalten. Eine typische Messanordnung ist in Abb. 10 zu sehen.

z

IES

Iy

Sample ; A,T/ y

¢ 1
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X

Abb. 10: Koordinatensystem zur Diskussion der Fluoreszenzpolarisation.
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Das in z-Richtung polarisierte Licht trifft entlang der x-Achse auf die Probe. Die x- und z-
Komponenten der Polarisation (l.und 1) der in y-Richtung emittierten Fluoreszenz werden
gemessen. Es wird zuerst eine starre, isotrope Probe betrachtet (z.B. eine eingefrorene Lsung
von fluoreszierenden Molekilen). Der Vektor 1z definiert die Orientierung des Dipoliber-
gangsmoments der Absorption eines Chromophors. Die Wahrscheinlichkeit, dass dieser
Chromophor angeregt wird, ist

P~|i-E ~cos?6,

da der E-Feldvektor in z-Richtung zeigt (& ist der Winkel zwischen z und der z-Achse). Es

werden somit bevorzugt Molekdle angeregt, die in z-Richtung orientiert sind (Photoselektion).
Zur Erklarung der Fluoreszenzpolarisation wird zuerst die Wahrscheinlichkeit fur die Anre-
gung eines Fluorophors mit spezieller Orientierung und danach die Wahrscheinlichkeit fir
Emission in eine bestimmte Richtung berechnet. Fir die Wahrscheinlichkeit, ein angeregtes
Molekil mit z zwischen dund 6+ d6, gund ¢+ d¢ zu finden, gilt

P(6, ¢) d ¢d @ ~cos? sin 0d 0d ¢.
Der Anteil an der Gesamtpopulation ist dann

'327([91¢)d¢d‘9 =icos2 fsin 9dodg .

W (6, ¢)dgd 0=
Ide_[dmosz dsin 6

Abb. 11 zeigt die Verteilung der angeregten Chromophore.

Abb. 11: Verteilung der angeregten Chromophore durch Licht, das in z-Richtung polarisiert ist und sich
in x-Richtung ausbreitet.

Falls der gleiche elektronische Zustand, der das Anregungsphoton absorbiert hat, auch das
Fluoreszenzphoton emittiert, sind die Richtungen der Ubergangsdipolmomente fir die Ab-

sorption und Emission gleich. Fur die Wahrscheinlichkeit der in z-Richtung (|[z- Z| oc cos® )
polarisierten Emission ergibt sich dann

27 T 27 T
|, oc|i 2 o quo_[d@ 00520W(6,¢):ijd¢fd9 cos‘ O sinf=> |
0 0 Aty 5

? o (sin 6cos ¢)?)

Fur die in x-Richtung polarisierte Fluoreszenz gilt (|ﬁ- X
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? o quﬁ]i dé(sin Ocos g)*W (6, ¢) = %

ILoc|ﬁ-)A(

Fur den Vergleich mit dem Experiment werden die Grof3en Polarisation

=1,
IH+Il

P=

bzw. Anisotropie
_ -
I, +21,
eingefuihrt. Fur den obigen Fall eines starren Systems mit parallelen Ubergangsdipolen fiir
Absorption und Emission ergibt sich somit

P==; A=
2 b

Fur ein starres System, bei dem zwischen beiden Ubergangsdipolen ein Winkel ¢ besteht,
erhalt man

[$00)\)

3cos” -1 3cos’ -1 2P,
° " cos’&+3 h="5 - 3-P
Po wird limitierende Polarisation und Ao limitierende Anisotropie genannt; sie gelten flr ein
starres System. Je nach Winkel & kdnnen sich deren Werte zwischen -1/3 < Pg < 1/2 und -1/5
< Ao < 2/5 bewegen.
Werden nun Molekile betrachtet, die nicht starr sind, so kénnen sie ihre Orientierung wéh-
rend der Zeit &ndern, in der sie sich im angeregten Zustand befinden. Die gleich nach der An-
regung emittierten Fluoreszenzphotonen sind mit Po polarisiert, wéhrend die spéter emittierten
Fluoreszenzphotonen stérker depolarisiert sind, weil die Molekiile und damit die Ubergangs-
dipole in Losung rotieren kdnnen. Die Messung der Polarisation (Anisotropie) der Fluores-
zenz in Abhéangigkeit von der Zeit ermoglicht somit die Bestimmung der Rotationsbewegung
der Chromophore.
Die Rotationshbewegung kann im einfachsten Modell als Brownsche Bewegung der Uber-
gangsdipolmomente der Emission beschrieben werden. Mit der Rotations-Diffusions-
gleichung folgt

M =D VZW(9,¢,t) = kT

VW (0,4,1) |
a rot .7 (0.4,1)

wobei W die Wahrscheinlichkeit darstellt, dass sich das als sphérisch angenommene Molekiil
in einer bestimmten Orientierung befindet. Dyt ist der Diffusionkoeffizient fir Rotation, # die
Viskositat und Vi das Volumen des Molekdils inklusive der mitrotierenden Hydrathille. Die
urspringliche Verteilung der angeregten Molekile war

3 .
W(8,¢,0)=—-cos’ dsiné.
Az
Fur die Berechnung der Emissionsintensitat muss der Zerfall des angeregten Zufalls beriick-

sichtigt werden. Somit erhalt man fiir die Wahrscheinlichkeit, ein Molekul zur Zeit t bei 6, ¢
zu finden,

W(0,4,t) e .
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Die Intensitat der Fluoreszenzstrahlung, die entlang einer bestimmten Achse a polarisiert ist,
ergibt sich dann zu

1,0 = [dg[ 0P, (0,9, W (0,40 "

Pa ist wiederum gleich cos? @ (fiir £= 0) entlang z und cos? ¢sin? @ (fiir &= 0) entlang x. Fiir
die parallele Polarisation erhalt man

2
4 60, 3c08 5—1} .

Ill(t):|:%+15 2

Entsprechend ergibt sich fur die senkrechte Polarisation

1, (t) = 1 2 oo 3cos® -1 ot
’ 3 15 2
Die Anisotropie ist
A(t):—lll _ IL 2267(3[)rc1tt 3COSZ§_1
l,+21, 5 2 '

Sie ist also unabhangig von der Lebensdauer. Daraus folgt fur kurze bzw. lange Zeiten sinn-
vollerweise
A(0) =Ao, A(x)=0.

Die Rotationskorrelationszeit = ist wie folgt definiert,

TC :%Drot :
Fir ein relativ kleines Protein (25 kD) erhalt man fur zc Werte um 10 ns (in Wasser, 20°C).
Die Messung von zc erlaubt bei bekannter Viskositat somit die Bestimmung des hydratisierten
Volumens. Abb. 12 zeigt den Abfall der Anisotropie von Anthraniloyl-Ser!%-o-
Chymotrypsin. Neben diesen apparativ recht aufwendigen, zeitabhdngigen Messungen wer-
den auch einfachere, statische Methoden verwendet. Es wird die mittlere, senkrechte und pa-
rallele Polarisationskomponente der Fluoreszenzemission gemessen,

=72 [1,0)dt, =71, ()dt .
0 0
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Abb. 12: Abfall der Fluoreszenz-Anisotropie von Anthraniloyl-Ser'®-a-Chymotrypsin. (a) Praparation
dieses Derivats. (b) Fluoreszenzabfall fiir die beiden Polarisationskomponenten. (c) Die Aniso-
tropie nach Entfaltung mit dem Anregungspuls.

Daraus folgt flr die Anisotropie
A 3cos’ & -1

5(L+ Telte )

Dies kann unter Verwendung der limitierenden statischen Anisotropie A, wie folgt dargestellt
werden,

i = _i(1+z'F It.) .
A A
Mit
-
kT

folgt die Perrin-Gleichung,

Wird die statische Anisotropie der Fluoreszenz in Abhéngigkeit von der Temperatur oder
Viskositat gemessen, so erhdlt man eine Gerade. Aus dieser l&sst sich, falls die Fluoreszenz-
zerfallszeit bekannt ist, das hydratisierte Volumen bestimmen. Diese Gleichungen wurden fiir
kugelférmige Molekile hergeleitet. Der allgemeine Fall wird durch die Weber-Perrin-
Gleichung beschrieben. Abb. 13 zeigt einen schematischen Perrinplot der Anisotropie.
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Abb. 13: Schematischer Perrinplot der Anisotropie.

Fur kleine Viskositaten (hohe Temperaturen) ist der erwartete lineare Verlauf zu sehen. Bei
hohen Viskositéaten ist das Makromolekil quasi stationdr, wéhrend sich der Chromophor unter
Umsténden noch lokal bewegen kann. Dies fiihrt zu einer groReren Abhéngigkeit der Aniso-
tropie von der Viskositat und damit zu einem nichtlinearen Verhalten bei kleinem T/7.

Bestimmung der Fluoreszenz-Lebensdauer

Die Fluoreszenz-Lebensdauer kann mit zeitaufgeldsten Messungen bestimmt werden. Man
unterscheidet dabei zwischen Messungen in der Zeit- und Frequenzdoméne. Bei der Messung
in der Zeitdomane wird ein kurz gepulster Laser (1 ps — 1 ns Pulsdauer) zur Bestrahlung der
fluoreszierenden Probe verwendet. Das emittierte Licht wird dann zeitaufgelost detektiert. Als
Detektoren werden Streakkameras, Photomultiplier oder Avalanchedioden verwendet. Die
zeitaufgeldste Messung kann mittels Einzelphotonenzahlung durchgefiihrt werden. Dabeli
wird tber den Anregungspuls ein Startsignal auf den TAC (time-to-amplitude converter) ge-
geben, so dass dieser eine Spannung linear erhoht, bis ein Stopsignal, das von der Detektion
des Fluoreszenzphotons herriihrt, eintrifft. Daraufhin wird iber die gemessene Spannung (die
ja einem Zeitintervall entspricht) der Wert des dazugehdrigen Kanals im Vielkanalanalysator
(MCPHA) um eins erhoht. Mit der Detektion vieler Photonen baut sich so die zeitaufgeltste
Fluoreszenzmessung auf (Abb. 14).
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Abb. 14: Schema der Einzelphotonenzahlung fir zeitaufgeldste Messungen.
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Bei der Einzelphotonenzéhlung muss wegen der Totzeit der Detektion darauf geachtet wer-
den, dass die Fluoreszenzintensitét nicht zu grof3 ist, damit die Wahrscheinlichkeit sehr gering
ist, dass wahrend des Messvorgangs eines Fluoreszenzphotons ein zweites detektiert wird.
Abb. 15 zeigt eine Messung an TNS, das eine Zerfallszeit von ~8 ns hat. Ist die Pulsdauer

des Anregungslasers nicht sehr viel kleiner als die Fluoreszenz-Lebensdauer, so muss zur Be-
stimmung der Abklingzeit der Laserpuls entfaltet werden.
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Abb. 15: Messung der zeitaufgeldsten Fluoreszenz von TNS. A: Anregungspuls. B, C: Experiment und
Fit. Die Abweichungen zwischen dem Experiment und dem Fit sind ebenfalls aufgetragen.

Im Falle der Messung in der Frequenzdomane (Phasenfluorometrie) wird mit in der Intensi-
tat E(t) moduliertem Licht der Frequenz o auf die Probe eingestrahlt (Abb. 16). Detektiert
wird das emittierte Fluoreszenzlicht F(t), das mit der gleichen Frequenz moduliert ist. Aller-
dings wird die Modulationsamplitude verringert (demoduliert) und es tritt eine Phasenver-

schiebung zwischen der Anregungs- und Emissionsmodulation auf. Das System kann wie
folgt beschrieben werden (lineare Antwort),

F(t) = z(@)E(1)
= (@)Eye e,

wobei y (w) die Suszeptibilitat darstellt. Sie setzt sich aus dem Dispersionsterm y () und
dem Absorptionsterm y "(w@) zusammen,

2 (o) =y(0) +iy"(a) .

234



{0

'S S ‘ E(1)
LASee awgle
yF& o[ ACex
} = Fin
o SN
AN\ x4
D“". OCex DCgy
TIME

Abb. 16: Bei der Phasenfluorometrie wird intensitatsmoduliertes Licht mit der Amplitude ACex und dem
statischen Anteil DCex eingestrahlt. Gemessen wird das Fluoreszenzlicht, das eine Amplitude
ACewm und einen statischen Anteil DCem hat.

Fur den Betrag und die Phase ¢ (o) gilt

"2

(@) =Nxx=Ar?+ 22,

$(w) = —arctan M :
7'(@)
Als einfachste Zeitantwort auf eine £-Storung sei eine Debye-Relaxation angenommen,
f(t) — eft/T .
Daraus folgt in der Frequenzdomane
1 _ 1+ior

Z(w):FT(e_t/T)zl—ia)r 1+’

Fur die Phase ¢ (@) und die Demodulation M ergibt sich

¢(w)=arctan oz, ,

1 AC
N B S VI o= Vi
o= /7 P AC.,

Hier stellt ACem die Modulation der Fluoreszenzstrahlung und ACex die der Anregungsstrah-
lung dar. Es wurde eine Abklingzeit fur die Phase 7, und eine fir die Demodulation av einge-
fuhrt. Im Falle einer einzigen Abklingzeit, also eines einzelnen Fluorophors, sind diese gleich
und unabhédngig von der Frequenz. Fur mehr als zwei Fluorophore sind sie dagegen unter-
schiedlich grol? und frequenzabhéangig.

In Abb. 17 sind phasenfluorometrische Messungen in Abhangigkeit von der Emissionswellen-
lange an TNS in Glycerin und an TNS-Apomyoglobin zu sehen. Die Emissionspektren beider
Proben entsprechen drei verschiedenen Zeiten nach Einstrahlung des Anregungspulses. Es
lasst sich jeweils eine VVerschiebung des Spektrums zu langeren Wellenldngen fur spétere Zei-
ten beobachten. Diese Verschiebung ist durch die Umorientierung (Relaxation) der umgeben-
den Molekiile verursacht (Stokes-Shift, siehe oben). Die Verschiebung des Schwerpunkts der
Emissionskurve ist in Abb. 18 dargestellt.
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Abb. 17: Fluoreszenzintensitat versus Wellenlange fur TNS in Glycerin und TNS-Apomyoglobin. Die
Spektren reprasentieren drei verschiedene Zeiten nach dem Anregungspuls.
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Abb. 18: Verschiebung des Schwerpunkts des Fluoreszenzemissionsspektrums von TNS in Glyzerin und
TNS, das in Apomyoglobin gebunden ist.

Fur TNS in Glycerin erhdlt man eine exponentielle Verschiebung des Emissionsschwer-
punkts, wéhrend dies bei TNS-Apomyoglobin nicht der Fall ist. Das bedeutet, dass flir TNS in
Glycerin die Annahme einer einzigen Relaxationszeit gerechtfertigt ist. Da bei TNS-
Apomyoglobin die Bewegungsfreiheit des TNS betrachtlich vermindert ist, muss die Relaxa-
tion mit einer Verteilung von Relaxationszeiten beschrieben werden.

Werden Messungen an einer Probe mit mehreren Fluorophoren durchgefiihrt, so wird ein
Multikomponentenzerfall beobachtet. Allerdings kann selbst ein einzelner Fluorophor durch
verschiedene Mikroumgebungen verschiedene Lebensdauern zeigen. Die Verteilung der Fluo-
reszenzlebenszeiten in Proteinen kommt durch statische und dynamische Heterogenititen zu-
stande. Abb. 19 zeigt schematisch die Energielandschaft in Abhéngigkeit von einer
Konformationskoordinate. Befindet sich das Protein in einem Minimum der Energieland-
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schaft, so kann ihm eine bestimmte Fluoreszenzlebensdauer zugeschrieben werden. Tab. 3
zeigt Zerfallszeiten von Tryptophan in Proteinen, die nur ein einziges Tryptophan besitzen.

v

conformation

Abb. 19: Skizze der Energielandschaft eines Proteins in Abhéngigkeit von einer Konformationskoordina-
te.

Tab. 3: Fluoreszenzzerfallszeiten fur Tryptophan in Proteinen mit einem einzigen Tryptophan

Tl T2 13

nsec nsec nsec
Apo-azurin 4.9
Nuclease B 5.1
Melittin 3.1
Basic Myelin 4.7 1.97
Holo-azurin 4.8 0.18
Glucagon 3.3 1.1
Adenocorticotropin 5.1 2.0
Nuclease 59 2.0
RNAse T1 3.3 1.5
HSA 7.8 3.3
PLA2 7.2 2.9 0.96
Tuna-Met-MB 2.17 0.132 0.031
Tuna-Apo-MB 2.81 0.33

Die Fluoreszenzabklingkurven wurden mit einer verschieden groen Anzahl von Lebensdau-
ern gefittet. Die so erhaltenen Zerfallszeiten variieren in einem relativ groen Bereich. Es
wird versucht, die verschiedenen Abklingzeiten mit verschiedenen Konformationen (Abb. 19)
zu begrinden. Hierbei ist zu beachten, dass nicht eindeutig ist, mit wie vielen Abklingzeiten
die Fluoreszenzkurven gefittet werden mussen. Generell gilt nattrlich, dass sich die Abwei-
chung des Fits vom Experiment ( »?) mit der Anzahl der Fitparameter geringer wird (Tab. 4).
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Tab. 4: Analyse der Fluoreszenzzerfallszeiten von Azurin

KXponentials T f b
1 4.78 321
2 5.443
: 0.838 0.146 63
3 10.11 0.392
8.11 0.552
0.42 - 0.056 7.1
4 822 0.030
8.11 0.451
2.88 0.465 :
0.42 0.054 2.9
. ' Center  Width Fraction
Gsaussiaw Distribution 4.37 2.41 0.948
(x2 =3.0) 0.174 0.27 0.052

Die Fluoreszenzzerfallskurve von Azurin wurde mit 1 bis 4 Exponentialkurven gefittet, wobei
die Zerfallszeiten /7 und die relative Gewichtung f Fitparameter sind. Neben der Verringe-
rung von x> wird eine groRere Varianz der Zerfallszeiten mit VergroBerung der Anzahl der
Fitparameter beobachtet. Es ist nicht ersichtlich, mit wievielen Exponentialkurven der Zerfall
optimal beschrieben wird. Alternativ kann statt der Summe von Exponentialzerfallen,

| (t) — Zaie—t/ri ,
i
eine Verteilung der Zerfallszeiten

1(t) :T f(r)e'"dr

gefittet werden (Abb. 20). zeigt den Fit an der Messung von Azurin fiir zwei Gaulverteilun-
gen, bei denen die Lage des Zentrums, die Breite und die relative Gewichtung der beiden
Gaulverteilungen gefittet wurden.

100

- > >
3 % - 1§ litetime litetime
conformations conformations

Abb. 20: Darstellung der Fluoreszenzlebenszeiten als Summe von exponentiellen Zerfallen und einer kon-
tinuierlichen Verteilung von exponentiellen Zerfallen.
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Schwingungsspektroskopie

Die Ubergange zwischen den Schwingungsniveaus von Biomolekilen treten im
Wellenzahlbereich von etwa 10 — 4000 cni* auf. Die Ubergangsenergien sind somit kleiner
as die der elektronischen Ubergdnge. In erster Nzherung kann die Abhangigkeit der
potentiellen Energie der Molekilbindung von der Bindungslange mit einer Parabel angendhert
werden. Als einfachster Fall wird zunéchst die Bindungsschwingung eines zweiatomigen
Molekils diskutiert (Abb. 1).

I Parabola

oot i

=T

Molecular potential encrgy

Abb. 1. Die molekulare potentielle Energie kann im tiefsten Punkt durch eine Parabed angenahert wer den.

Die parabolische Naherung wird fur héhere Energien schlechter und ganzlich unbrauchbar fur
Energien im Bereich der Dissoziationsenergie. Aus der parabolischen potenziellen Energie V
mit der Kraftkonstanten k und dem Kernabstand am Potentialminimum R,

V=2K(R-R),

folgt fUr die moglichen Energiezusténde aus der Schrodingergleichung

E, =(n+ljhw=(n+£j hv |
2 2

wobel die Schwingungskreisfrequenz durch @ = /k/u gegeben ist. Die Grof3e u ist die
reduzierte Masse. Bei zwei Atomen mit Massen my und m, gilt: 2/ =1m, +1/m, . Eine

bessere Naherung als das parabolische Potential stellt das Morsepotential dar mit den
Parametern a und D,

V =D[1-exp(-a(R-R))] .

Man erhdlt fur dieses Potential aus der Schrodingergleichung die Energieeigenwerte

1 1)
E.=\n+-ho—-|n+=| Xjo,

wobei x. = ia?/(2maf) ist. Die Energieabsténde sind nicht mehr quidistant, sondern werden
mit hoherer Energie kleiner (Abb. 2).
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Abb. 2: Morsepotential als molekular e potentielle Ener gie.

Kopplung von elektromagnetischer Strahlung an Schwingungen

Elektromagnetische Strahlung kann an die Schwingungen der Atome koppeln, falls das elek-
trische Dipolmoment durch die Kernbewegungen verandert wird. Zur Berechnung der
Ubergangswahrscheinlichkeit zwischen den Energieniveaus wird die Born-Oppenheimer-
Naherung verwendet. Die Wellenfunktion wird also in einen Anteil faktorisiert, der von den
Kernkoordinaten abhéngt, und einen weiteren, der von den Elektronenkoordinaten abhéngt.
Es wird ein Ubergang im elektronischen Grundniveau vom Schwingungszustand vin den
Zustand v' betrachtet,

wo(T, R) ¢v(|§) — W, (T, R) ¢v(|§) -

Sind die Kerne stationdr, so hangt das Dipolmoment nicht von den Kernkoordinaten ab;
i = ji(r). Fur den Ubergangsdipol gilt

(wod o0 ) = (wolalws)(d,]6,) = 0,

da der erste Erwartungswert aufgrund der ungeraden Paritdt des Dipoloperators und der
zweite Erwartungswert aufgrund der Orthogonalitdt der Wellenfunktionen verschwindet.
Befinden sich die Kerne in Bewegung, so erhdt man fir das Dipolmoment aus der

Taylorentwicklung um die Gleichgewichtsposition R,

alr,R)= ﬁ(r,ﬁo)+%ﬁo-(ﬁ—ﬁo)+...

Fur den Erwartungswert des Ubergangsdipols folgt

<l//0¢v f_ﬂgl//o>'<¢v

Ry )

Awod, )= <V/o
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da der erste Entwicklungsterm wieder Null ergibt. Es konnen somit Ubergange auftreten, falls
sich das Dipolmoment durch die Kernbewegungen veréndert und die Auswahlregel v/ =v+1
erflllt ist. Abb. 3 zeigt Beispiele fur infrarot-aktive und inaktive Schwingungen.

@—/WV\-@ IR iwochve
TR achve
TR inackve
TR ackve

' f \

Abb. 3: Beispidefir IR-aktive und inaktive Schwingungsmoden.

Das Stickstoffmolekil ist IR-inaktiv, da kein permanentes Dipolmoment vorliegt. Die
symmetrische Streckschwingung des Kohlendioxids zeigt ebenfalls keine Infrarotabsorption,
da sich die Veranderungen der Dipolmomente aufgrund der symmetrischen Kernbewegungen
aufheben.

Ein Molekil mit N Atomen besitzt 3N Freiheitsgrade der Bewegung. Da die Translation des
Schwerpunkts drei und die Rotation um den Schwerpunkt ebenfalls drei (bei linearen
Molekllen zwei) Freiheitsgrade besitzten, bleiben 3N — 6 (bei linearen Molekilen 3N — 5)
Freiheitsgrade fur die Schwingungsnormalmoden dbrig. Eine Normalmode beschreibt die
kollektiven Schwingungen aller Atome bei der Normalmodenfrequenz. In Biomolekilen sind
jedoch bei vielen (insbesondere den hoherfrequenten) Normalschwingungen nur die
Schwingungsamplituden weniger Atome signifikant, so dass lokalisierte Moden vorliegen.
Abb. 4 zeigt einige mogliche lokale Schwingungsmoden.
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Abb. 4: Einige Schwingungsmoden; + und — beziehen sich auf Bewegungen senkrecht zur Blattebene.

Die Infrarotabsorptionsspektren von Makromolekilen haben viele breite, Uberlappende
Ubergénge. Im Bereich von 400 — 1800 crmi™* zeigen die Spektren firr jedes Molekiil typische
Merkmale (fingerprint region), wahrend sich im Bereich von 2400 — 4000 cm die
Wasserstoffstreckschwingungen  befinden. Zwischen diesen Bereichen sind  wenige
Schwingungstibergénge vorhanden. Allerdings finden sich hier gerade einige starke Linien
kleiner zwei- und dreiatomiger Liganden von Hamproteinen (CO, N3").
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Da die Spektren von Makromolekilen sehr viele Schwingungsiibergénge zeigen, ist es oft
schwierig, diese den dazugehtrigen Schwingungen zuzuordnen. Eine Methode, mit der die
Zuordnung durchgefiihrt werden kann, ist die Differenzspektroskopie. Hier wird vor und nach
einer lokalen Anderung, die sich auf eine (oder einige wenige) Mode(n) auswirkt, am
Makromolekil ein Spektrum aufgenommen. Aus dem Differenzspektrum kénnen dann die
Ubergange ermittelt werden, die durch die Wechselwirkung verandert wurden. Beispiele fiir
solche Veranderungen am Makromolekil sind die Photolyse, der Isotopeneffekt und pH-
Veranderungen. Bei der Photolyse wird mit Licht geeigneter Wellenlange auf ein
Makromolekil, das eine photoempfindliche Bindung besitzt, eingestrahit. Dadurch wird die
Bindung (z.B. die Bindung des Liganden CO am Ham des Myoglobins) aufgebrochen, und
das Verschwinden (bzw. die Veranderung) des Schwingungsiibergangs kann beobachtet
werden. Da die Schwingungsfrequenz von der Masse der Kerne abhangt, erhalt man auch eine
Verschiebung der Schwingungsfrequenzen (lsotopeneffekt), falls Isotope ausgetauscht
werden (z.B. *C anstatt *2C). Aus demselben Grund werden auch bei der Protonierung durch
Veranderung des pH die Lagen der Schwingungsiibergénge verschoben (zum Beispiel fur
COOH und COO™ in Abb. 5).
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Abb. 5: Spektren der Infrarotabsorption von H,O und D,O. Einige charakteristische Absorptions
frequenzen sind eingezeichnet.

Die relativ starke Absorption von H,O im Infraroten macht Messungen an Biomolekilen, die
sich in wassriger Umgebung befinden, in einigen Spektralbereichen besonders schwierig.
Reines Wasser hat eine Konzentration von 55,55 M, wéhrend die zu messenden Proteine
hochstens Konzentrationen von etwa 1 — 10 mM haben. Abb. 5 zeigt, dass sich die Absorption
von D,0 wesentlich von der des H,O unterscheidet. Somit werden durch Austausch von H,O
mit D,O andere Spektralbereiche fur die Messungen der Makromolekiile zuganglich.
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| nfrarotspektrometer

Im Prinzip kénnen Infrarotspektren mit einem dispersiven Spektrometer gemessen werden
(Abb. 6).
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Abb. 6: Disper sives Spektrometer.
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Das breitbandige Licht einer Infrarotquelle (Wolframlampe, Globar, Nernst-Stift) wird mittels
eines Gitters oder Prismas monochromatisiert, und das durch die Probe transmittierte Licht
wird detektiert. Ein Spektrum wird durch die Messung der Transmission in Abhangigkeit von
der Anregungsfrequenz erhalten. Als Detektoren werden (mit flissigem N, gekuhlte)
Halbleiterdioden (HgCdTe, InSb) verwendet, die einen geringen Bandabstand haben, so dass
die Energie der Photonen im infraroten Spektralbereich ausreicht, um Elektron-Loch-Paare zu
generieren. FUr die transmittierte Intensitét | gilt das Lambert-Beersche Gesetz,

LTS

lo

Hier ist d die Dicke der Probe, x die Konzentration und £ der Extinktionskoeffizient. Im
sichtbaren Spektralbereich kann mit obiger Gleichung die Konzentration bei bekanntem &
bestimmt werden. Dies ist im IR-Bereich problematisch, da die Extinktion stark von der
Umgebung abhangen kann.

Ein andere Mdglichkeit, Schwingungsspektren zu messen, stellt die Fouriertransformations-
Infrarot-Spektroskopie (FTIR) dar (Abb. 7).
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Abb. 7: Aufbau eines FTIR-Spektrometers.
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Das Licht einer breitbandigen Infrarotquelle wird mit Spiegeln kollimiert und in ein
Michelson-Interferometer eingestrahlt. Danach trifft der Lichtstrahl auf die Probe. Das durch
die Probe transmittierte Licht wird detektiert. Die FTIR-Methode bietet einige Vorteile
gegeniber der Standardmessung: 1) Es werden alle Frequenzen der breitbandigen Quelle
gleichzeitig gemessen (‘Felgett's advantage). 2) Es sind keine den Strahl begrenzenden
Elemente, wie Schlitze oder Aperturen, nétig, d.h. die Intensitétsausnutzung ist effektiver
(‘Jacquinot's advantage’). 3) Die Frequenzstabilitét ist sehr hoch, da die Position des
beweglichen Spiegels des Michelson-Interferometer mit einem Referenzlaser (HeNe-Laser)
bestimmt wird (‘Connes's advantage'). Die wesentlichen Elemente eines FTIR-Spektrometers
sind in Abb. 8 aufgefiihrt.
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Abb. 8: Grundelemente eines FTIR-Spektrometers.

Um das Absorptionsspektrum der Probe, die sich vor oder hinter dem Michelson-
Interferometer befinden kann, zu erhalten, wird sowohl das Spektrum ohne als auch das
Spektrum mit Probe gemessen. Nachdem das polychromatische Licht die Probe transmittiert
hat, trifft es auf einen Strahlteiler. Die eine Halfte der Photonen wird auf einen ortsfesten
Spiegel, die andere Halfte auf einen beweglichen Spiegel gelenkt. Die beiden Strahlhalften
werden durch den Strahlteiler wieder zusammengefihrt, und die Intensitét | wird als Funktion
der Pfaddifferenz x (der Stellung des beweglichen Spiegels) gemessen (Abb. 8). Haben die
beiden Arme des Michelson-Interferometers die gleiche Lange (x = 0), so interferieren alle
Freguenzen konstruktiv, und man erhdt maximale Intensitét. Aus der Messung von I(x) kann
mittels Fouriertransformation das Spektrum berechnet werden. Zur Herleitung des
mathematischen Zusammenhangs wird eine ebene Welle mit Frequenz v und Wellenzahl v
betrachtet. Fur ihre Amplitude gilt

A= ei(kx'—a}t) — e27zi(\7x'—vt) .

Im Michelson-Interferometer interferieren die beiden Teilstrahlen. Man erhdlt unter
Vernachldssigung der Zeitabhangigkeit
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A(X, 17) :%[ezmaxo n e27zi\7(x0+x)]

:%ezmﬁxo [1+ e27zit7x] .

Fur die Intensitét ergibt sich
1(x, V)= A"(x,V)A(X,V) =

Unter Berticksichtigung der von der Lichtquelle nach der Absorption durch die Probe
transmittierten Intensitédt S(v) erhalt man fir die Gesamtintensitéat

N

[1+ cos2zvx] .

1(x) = [ 1(x, 7)S(7)dv

o3

N

IS(V) dv +%Icos(2m7x) S(7)dv .

A{
o
=2

Der rechte Term stellt das Fouriercosinusintegral dar. Somit kann das Spektrum durch
Fourier-Rucktransformation erhalten werden,

S(7) = const. [ [21(x) - 1(0)] cos{2zix)cx.

Der obere Grenzwert des Integrals ist in der praktischen Messung auf die doppelte maximale
Spiegelauslenkung (2Lmex) beschrankt. Dadurch wird die maximale Auflésung des Systems
begrenzt. Zwei Linien, dieum ov auseinander liegen, kdnnen noch aufgel6st werden, falls

ov >
gilt. Um beispielsweise eine Auflésung von 1 cmi™* zu erhalten, muss also Lyax = AX = 0.5 cm
sein. Andererseits wird durch den Messabstand ox (“Abtastfrequenz’) nach dem
Nyquisttheorem die Bandbreite des Spektrums begrenzt,

P — Uy = AT =
20X

Ein paar einfache Fouriertransformationen sind in Abb. 9 dargestellt. In der Abb. 9aist eine
monochromatische Welle zu sehen. Mit der Fouriertransformation folgt ein Spektrum mit
einer scharfen Linie. Falls Ax endlich ist, wird diese Linie verbreitert. Werden zwei
monochromatische Wellen betrachtet, so erhdlt man in der Ortsdoméane Schwebungen und im
Spektrum zwei scharfe Linien (Abb. 9b). Auch sieht man, dass ein breites I nterferogramm ein
schmales Spektrum (und umgekehrt) verursacht (Abb. 9c und d).
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Abb. 9: Beispiele von Spektren und deren Fouriertransfor mationen.

Der Einfluss der endlichen maximalen Spiegelauslenkung auf die FTIR-Spektren ist in Abb.
10a dargestellt. Wird der Scanbereich des Interferometers bei xmax abrupt abgeschnitten
(Rechteckprofil), so erhdlt man im Spektrum zwar eine schmale Linie, aber es treten auch
viele Schwingungen als Artefakte auf (Abb. 10a). Durch eine abfallende Gewichtung der
Intensitdt zu den Randern hin erhdt man eine Unterdrickung der Nebenmaxima
(Apodisierung), allerdings auf Kosten eines verbreiterten Hauptmaximums. Mathematisch ist
der Zusammenhang durch die Faltung gegeben.

1I'(x)=1(x)-D(x) =  S(i)=S(V)*D(¥)

Hier ist 1(X) (S(V)) das ideale Interferogramm (Spektrum), und I'(X) (S(V) ) das durch die
ungleiche Gewichtung D(x) erhaltene Interferogramm.
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Abb. 10: Auswirkung der Apodisierung.
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Abb. 11: Spektrum von Koffein. a) Spektrum ohne Probe (1) und mit Probe (2). b) Transmissions
spektrum.

Abb. 11 zeigt das Spektrum von Koffein. Die Spektren ohne Probe und mit Koffeinprobe sind
in Abb. 11a dargestellt. Das Transmissionsspektrum von Koffein erhdlt man dann durch
Division der beiden Spektren (Abb. 11b). Das néchste Beispiel zeigt die Bindung von CO an
Cytochrom c Oxidase, das terminale Enzym der Atmungskette. Es katalysiert den
Elektronentransfer vom reduzierten Cytochrom zum molekularen Sauerstoff. Zur
vollstandigen Reduktion des O, zu H,O werden vier Elektronen auf den Sauerstoff Gbertragen
und gleichzeitig vier Protonen transloziert (Protonenpumpe). Die Cytochrom ¢ Oxidase
enthalt zwei Hamgruppen und zwei Kupferzentren. Das Ham ag liegt direkt neben dem Cusg.
Im Dunkeln it der Ligand CO an dem Eisen des Ham a; gebunden (Abb. 12).

iy Gl i\
\\\\Fﬂl\\\\\@’

e

N—Fe—C=0

hv N N-—Fe Q

/,

~ Flexible ~
Cu - Protein
~ Complex ~

T>140 K

Abb. 12: Schematische Darstellung des binuklearen Zentrums (Ham as/Kupfer) der Cytochrom c
Oxidase.

Nach dem Einstrahlen von Licht dissoziiert das CO vom Ham & und bindet an das Cug.Bei
Temperaturen grofer als 140 K kann das CO wieder an das Ham a; zurtickbinden. Abb. 13
zeigt ein Differenzspektrum von Cytochrom ¢ Oxidase vor und nach der Photolyse des CO.
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Abb. 13: Infrarotabsorptions-Differenzspektrum von Cytochrom ¢ Oxidase aus Rinderherzen. Die
Messungen wurden bei 10 K durchgefiinrt. Zwei Spektren sind zur VergroRerung des
dynamischen Bereichs gezeigt.

Dadas CO als | sotopengemisch vorlag, sind neben den Streckschwingungen von **C*°0 auch
die von **C*®0 und *C'®0O zu sehen. Es treten jeweils zwei Ubergénge aufgrund zweier
unterschiedlicher Konformationen auf. Das Differenzspektrum zeigt, dass die Ubergange des
an agFe gebundenen CO verschwinden und dafir die an Cug gebundenen CO auftauchen. Das
néchste Beispiel zeigt den Einfluss der Proteinsekundarstruktur auf die Normalschwingungen.
Dazu werden die Schwingungen der Peptidgruppe betrachtet (Tab. 1).

Tab. 1: Charakteristika der Hauptabsor ptionsbanden der Peptidgruppe im Infraroten

Hydrogen-bonded forms Non-hydrogen-bonded
o Helix B Sheet
Frequency Frequency Frequency
Vibration Op/oR (em™1) Dichroism (em™1) Dichroism (cm™Y)
N—H stretch «N—H—> - 3,290-3,300 I 3,280-3,300 L ~ 3,400
Amide I (C=0 stretch) «C=0- « 1,650-1,660 H 1,630 L 1,680-1,700
T
|
Amide II <—C—lll—> & 1,540-1,550 L 1,520-1,525 ” <1,520?

Die wichtigsten Ubergange sind die N-H Streckschwingung bei ungefahr 3300 cm™, die C=0
Streckschwingung bei 1630 — 1660 cm™ (Amid 1) und die C-N Streck-/ N-H
Biegeschwingung bei 1520 — 1550 cm™t (Amid ). Tab. 1 zeigt, dass die
Schwingungsfrequenzen durch die Anwesenheit von Wasserstoffbriickenbindungen
beeinflusst werden. Die C=0 Streckschwingung und die N-H Streckschwingung sind im
Wesentlichen entlang der jeweiligen Bindung polarisiert, wahrend die Amid I1-Schwingung
nahezu parallel zur C-N Bindung polarisiert ist. Fir gerichtete Polypeptide konnen diese
Charakteristika aufgrund des linearen Dichroismus beobachtet werden. In der a-Helix sind
die N—H und C=0-Bindungen parallel zur Achse der Helix angeordnet (Abb. 14).
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Abb. 14: a) a-Helix-Polypeptid; b) Struktur desf-Faltblattes.

Daher werden die entsprechenden Streckschwingungen besonders gut durch entlang dieser
Achse polarisiertes Infrarotlicht angeregt. Die Amid I11-Bande zeigt dagegen das umgekehrte

Verhalten. Ein typisches Spektrum, das diesen linearen Dichroismus zeigt, ist in Abb. 15
dargestellt.
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Abb. 15: Linearer Dichroismus von orientierten Filmen von Poly-y-Benzyl-L -Glutaminsdure. Das Licht

ist paralld (durchgezogene Kurve) und senkrecht (gestrichelte Kurve) zur Helixachse
polarisiert.

Die N-H und die C=0 Streckschwingungen zeigen im Gegensatz zur Amid Il1-Bande eine
groRere Absorption fiir parallel zur Helixachse polarisiertes Licht. Bei 1730 — 1735 cm ™ ist
der Ubergang der Carboxylsiureketten zu sehen. Dieser zeigt wegen der unterschiedlichen
Ausrichtung der Seitenketten praktisch keine Abhangigkeit von der Polarisationsrichtung. Fir
genauere Untersuchungen der Spektren muss berticksichtigt werden, dass die individuellen

Peptidschwingungen miteinander koppeln und es zu Aufspaltungen der Ubergénge kommt
(exzitonische Aufspaltung).
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Ramanstreuung

Mit der Ramanstreuung lassen sich ebenfalls molekulare Schwingungen untersuchen. Ein
Vortell der Ramanstreuung gegenuiber der Infrarotabsorption ist, dass sichtbares Licht
verwendet werden kann. Dadurch werden die Messungen nicht durch die Absorption des
Wassers behindert. Fir die nichtresonante Ramanstreuung ist alerdings der
Wirkungsguerschnitt sehr klein. Deshalb war vor der Erfindung des Lasers die geringe
Intensitédt der Ramanstreuung der begrenzende Faktor fur ihre Anwendung. Schematisch ist
die Ramanstreuung in Abb. 16 dargestellt.

9OIIQ
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Abb. 16: Streuung von sichtbarem Licht an Molekilen.

Sichtbares Licht der Frequenz vy wird auf die Probe eingestrahlt. Das gestreute Licht besteht
aus elastisch gestreutem Licht (Rayleigh-Streuung) und zu einem viel kleineren Tell aus
inelastisch gestreutem (Raman-) Licht, das die Frequenz vo = vip hat. Klassisch kann diese
inelastische Streuung wie folgt verstanden werden. Eine einfallende elektromagnetische

Welle E induziert den Dipol & in einem Molekiil mit der Polarisierbarkeit o,
Il = aE = aE,cod27v,t).

Beim Ramaneffekt muss das betrachtete Molekil — im Gegensatz zur Infrarotabsorptions-
spektroskopie — keinen permanenten Dipol haben. Der Dipol wird erst durch das angelegte
Feld induziert (Effekt zweiter Ordnung). Falls das Molekil Schwingungen mit der Frequenz
Wib durchfhrt, schwingt die Polarisierbarkeit mit der gleichen Frequenz,

oa=0,+ Q0 cos( Zm/V,bt)

Q ist hier die Normalkoordinate der betrachteten Schwingung. Fir das Dipolmoment folgt

I = [0{0 + g—ngcos(Zﬂvvibt )J E,cos(27v,t)

= a,E, cosw,t + 92 20 % Q,E, (cosZ7z(v0 +V, )t +cos27z(vy — v, )t) .

Neben der Rayleighstreuung erhdlt man inelastische Schwingungen bei den Frequenzen
Vo = Wip. Wird die Energie des Streuzentrums erhoht (Phononerzeugung) bzw. erniedrigt
(Phononenvernichtung), so spricht man von der Stokedlinie bzw. Antistokedinie. Dies kann
anhand eines Jablonski-Diagramms veranschaulicht werden (Abb. 17).
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Abb. 17: Jablonski-Diagramm fir den normalen, préaresonanten und resonanten Ramaneffekt. Ebenfalls
aufgeftihrt sind die Infrarotabsor ption und die Fluoreszenz. Die entsprechenden Raman-Linien
sind unter halb des Diagramms zu sehen.

v0+v v vy

Aufgrund der Besetzungswahrscheinlichkeit der Schwingungszustande gemal3 Boltzmann ist
die Intensitét der Stokeslinie grofier als die der Antistokeslinie. Beim normalen Ramaneffekt
stimmt die Frequenz des eingestrahiten Lichts nicht mit der eines elektronischen Ubergangs
Uberein. Die Elektronen werden auf ein virtuelles Niveau angehoben. Bei der Resonanz-
Ramanstreuung wird dagegen ein elektronisches Niveau angeregt. Dies hat zur Folge, dass die
Intensitét der Ramanstreuung sehr viel stérker ist als beim normalen Ramaneffekt. Allerdings
kénnen damit nur Schwingungen untersucht werden, die mit den entsprechenden
elektronischen Ubergangen koppeln (z.B. mit der Hamgruppe). Fluoresziert das zu
untersuchende Molekil, so ist aufgrund der intensiveren Fluoreszenzstrahlung die Messung
der Ramanstreuung schwierig. Andererseits erzeugt die Ramanstreuung einen Untergrund bei
Fluoreszenzmessungen. Eine typische Apparatur zur Messung von Ramanspektren ist in Abb.
18 zu sehen.
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Abb. 18: Aufbau eines Spektrometer s zur M essung von Ramanstr euung.
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Der Laserstrahl wird zur Erzeugung einer hohen Intensitét auf die Probe fokussiert, und das
gestreute Licht wird in den Spalt eines Doppelmonochromators eingekoppelt. Durch
Verwendung zweier Monochromatoren kann die Dispersion erhdht und die starke
Rayleighstreuung unterdriickt werden. Detektiert wird das Licht mit einem Photomultiplier.
Es existieren auch Raman-Differenz-Spektrometer, mit denen zwei Proben gleichzeitig (z.B.
aternierend mit 50 Hz) gemessen werden konnen. Abb. 19 zeigt Raman-Differenzspektren
der 1313 cm™* Ramanlinie von Cytochrom c fiir verschiedene Spezies.
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Abb. 19: Differenzspektren der Ramanlinie bei 1313 cm™ von Cytochrom c bei verschiedenen Spezies.
Das Spektrum der angezeigten Speziesist von dem vom Pferd abgezogen und skaliert.

Das Differenzspektrum ist jeweils relativ zu dem vom Pferd aufgeftihrt. Fir das Cytochrom ¢
vom Esel ist kein Unterschied festzustellen, wahrend dies bei den anderen Spezies der Fall ist.
Darunter sind die normalen Spektren vom Pferd und vom Menschen zu sehen. Der néchste
Graph zeigt Ramanspektren fur Ribonuclease A bei verschiedenen Temperaturen (Abb. 20).
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Abb. 20: Ramanspektren von Ribonuclease A bei ver schiedenen Temperaturen.

Deutliche Anderungen der Spektren treten bei der Amid I11-Schwingung auf (Abb. 21). Liegt
eine a-Helix vor, so ist ihre Bande bei ~1265 cm™; bei einem p-Faltblatt ist sie bei 1240 cm™*
und bei einem Knauel bei 1250 cm™.
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1645 - 1680 cm~1 1230 - 1300 cm-*

Abb. 21: Die Amid | und Amid Il =Schwingungen.

Wird die Temperatur erhéht, so kann beobachtet werden, dass der a-Helix-Peak und der (-
Faltblatt-Peak immer mehr verschwinden, und der Peak, der von der Knéuelstruktur
verursacht wird, zunimmt. Diese Veranderung wird durch die Denaturierung des Proteins
verursacht. Abb. 22 zeigt Ramanspektren von A-DNA und B-DNA aus dem Kalbthymus.
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Abb. 22: Ramanspektren von A-DNA und B-DNA vom K albthymus.

Neben der Ublichen B-DNA gibt es die A-DNA, die auftritt, wenn die relative
Luftfeuchtigkeit unter ~75% sinkt. Die A-Helix ist weiter und kiirzer als die B-Helix, und ihre
Helixachse. Die
Strukturunterschiede koénnen am Hervortreten der symmetrischen Schwingung des
Phosphatesters bei 807 cmi™* im Falle der A-DNA im Ramanspektrum gesehen werden. In
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Abb. 23 sind Ramanmoden von Phospholipiden und Membranen aufgefihrt.
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Abb. 23: Ramanmoden bei Phospholipiden und M embranen.
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Die Streckschwingungen, bei denen der Wasserstoff (kleine Masse) beteiligt ist, haben die
hochsten Frequenzen, wahrend kollektive Schwingungen die kleinsten Frequenzen besitzen.
In Abb. 24 ist eine Apparatur zur Messung zeitaufgeloster Ramanspektren gezeigt, mit der
man Bewegungen der Biomolekiile verfolgen kann. Es werden Ramanspektren zeitaufgelost
nach einer Stérung des Systems gemessen. In dem in Abb. 24 dargestellten Experiment stellt
die Photolyse eines ligandierten Hamoglobins die Stérung dar. Der Puls eines
frequenzverdoppelten Nd-YAG-Lasers mit einer Dauer von 30 ps wird durch einen
Ramanshifter zu einer fir die Absorption von Hamoglobin geeigneten Wellenldnge von 435
nm verschoben (Pulsdauer 25 ps). Anschlief3end wird der Puls zweigeteilt. Ein Teil dissoziiert
den Liganden (in diesem Fall CO) vom Hamoglobin; der zweite Puls, der durch eine
Verzogerungsstrecke spater auf die Probe trifft, erzeugt das Ramanspektrum des
photodissoziierten Hamoglobins. Durch Veranderung der Lange der Verzogerungsstrecke
kann der Zeitpunkt (relativ zum Dissoziationspuls) fur die Aufnahme des Ramanspektrums
variiert werden. Diese Experimente ermoglichen die Untersuchung von Tertidr- und
Quartargtrukturanderungen, die durch die Ligandenbindung bzw. -dissoziation hervorgerufen
werden. Beim Menschen kann das Hamoglobin entweder in der ligandenfreien T-Struktur
oder in der ligandierten R-Struktur isoliert werden. Da die T-Struktur weniger dicht gepackt
ist als die R-Struktur, kann in ihrer Mitte ein Molekil 2,3 DPG (BPG) binden. Um den
Einfluss der R- und T-Struktur untersuchen zu kénnen, muss der Ham-Chromophor jeweils
im gleichen Zustand vorliegen. Dies kann mit Hilfe der Photolyse erreicht werden. In weniger
als einer Pikosekunde nach Einstrahlung des Lichtpulses erhélt man ein deoxygeniertes Ham.
Da das Protein viel langsamer relaxiert, ist es somit mdglich, ein Deoxyham zu generieren,
das von einer Proteinstruktur des ligandierten Ham umgeben ist.

435nm 25ps }
/N

v - N N / Raman

/ ™~

Detector /\—

Transient
absorption

H, (300 psi)

Raman shifter

» . Nd:YAG
AN
N 30ps 532 nm

Abb. 24: Experimentelle Anordnung zur Erzeugung und Messung von zeitaufgeldsten Ramanspektren
(und zeitaufgel 6sten Absor ptionsmessungen) nach einer kur zzeitigen Stérung der Probe.

Die mittleren beiden Spektren in Abb. 25 sind die Ramanspektren des Hb, das urspringlich
CO-ligandiert war, 10 ns nach der Photolyse (also noch in der R-Struktur) und im
Gleichgewicht (T-Struktur). Es ist eine Verschiebung der Eisen-Histidin-Streckschwingung
zu kleineren Frequenzen zu beobachten. AuRRer diesem Normalfall kann auch der Ubergang
von der urspringlich ligandierten R-Struktur in die Gleichgewichts-(unligandierte) R-Struktur
und der Ubergang von der urspriinglich ligandierten T-Struktur in die Gleichgewichts-
(unligandierte) T-Struktur fur besondere Hamoglobine gemessen werden. Der erstgenannte
Fall tritt bel der Mutante atAsp99Asn des menschlichen Hamoglobins (Hb-Kempsey) (Abb.
25, oben) auf, der letztgenannte beim Thunfisch (Abb. 25, unten).
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Abb. 25: Ein Tell des Resonanz-Ramanspektrums fir verschiedene Gleichgewichts- und Nichtgleich-
gewichtsstrukturen von Deoxyhamoglobin. Links von den Spektren sind die Tertiar strukturen,
die das Deoxyhdm umgeben, angeschrieben. Die oberen beiden Spektren sind an einer Mutante
von menschlichem Hb, die mittleren an Seeschildkréten-Hb und die unteren an Thunfisch-Hb

gemessen.

Es zeigt sich, dass die R-Struktur sowohl fur das 10 ns nach der Photolyse gemessene Deoxy-
Hb (Deoxy-Hb*) als auch fur das Gleichgewichts-Deoxy-Hb die héheren Frequenzen im
Vergleich zur T-Struktur und somit die stérkere Bindung aufweist. Dies rihrt daher, dass bei
der T-Struktur die F-Helix um ungeféahr ein Angstrom gekippt werden muss, damit
Salzbriicken ausgebildet werden kdnnen, die die Quartarstruktur stabilisieren. Diese Kippung

213

218

216

] ] | |

. = 4350 A

CO + hv(10ns)pH 9
Hb (Kempsey)

re

|« Deoxy pH9

CO + hv(10ns)pH 7.5

Loggerhead sea turtle

\ Deoxy pH 7

CO + hv (10 ns) pHS&S

Tuna

/Deoxy‘“pH 7.5

200 250 300 350

Raman shift (cm )

schwécht die Eisen-Histidin-Bindung in der T-Struktur (Abb. 26).
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Abb. 26: Variation der Eisen-Histidin-Streckschwingung aufgrund der Proteinumgebung. Die aufgefiihr -
ten Frequenzbereiche werden durch die spezifischen Unterschiede der verschiedenen Spezies

verursacht. Der untere Teil der Abbildung zeigt die Kippung des Histidins in Bezug zur

Hamebene als Funktion der Proteinstruktur. Diese Kippung wird als Grund fur die
Anderungen der beobachteten Frequenzen angesehen.
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Exploration der Konformations-Energieoberflichen der Proteine

Die Gesamtenergie eines Biomolekiils wird nicht nur durch Schwingungs-, Rotations- und
elektronische Anregungen bestimmt, sondern hingt ganz wesentlich von der Konformation
ab, in der sich das Molekiil befindet.

E = Eq. + Euib. + Erot. + Econr-

Econr beschreibt, dass Proteine mit identischen Sequenzen verschiedene interne Energien
haben konnen. Man unterscheidet zwischen Zustinden und Subzustinden. Bei Myoglobin
stellen z.B. oxy-Mb und deoxy-Mb zwei Zusténde dar, die viele Subzustinde haben konnen,
wie in Abb. 1 schematisch dargestellt ist.

Sigtes Substgtes

woy ﬂ®
fim
—_ @@

Abb. 1. Zwe Zustande des M yoglobins mit vielen Subzustanden.

Aufgrund dieser Subzustinde besteht die Energielandschaft aus vielen lokalen Minima, die
durch Energiebarrieren voneinander separiert sind (Abb. 2). Die Eigenschaften der
Energielandschaft lassen sich durch Messungen der Uberginge zwischen Zustinden und
Subzustinden untersuchen. Es konnen Relaxationen und Fluktuationen gemessen werden. Zur
Vereinfachung wird im Folgenden tiber die verschiedenen Subzustinde integriert, und es
werden nur zwei Zustidnde betrachtet. Fiir das Potential dieser beiden Zustinde als Funktion
einer Konformationskoordinate (z.B. des Abstandes zwischen dem Eisenatom und dem
Liganden beim Myoglobin) kann man ein Modell ansetzen, wie es in Abb. 3 dargestellt ist.

Ef ‘%@,3&5 \QMA&CW('

Vo swse I\

— S0 o e e o
3 1

Abb. 2. Energidandschaft eines Zustandes eines Proteins in Abhangigkeit von einer
Konfor mationskoor dinate.
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Abb. 3: Energieoberflache eines Biomolek tils mit zwei Zustanden A und B (ohne explizite
Ber licksichtigung der Subzustdnde) als Funktion der K onfor mationskoor dinate.

Der relative Anteil der Proteine in Zustand A (B) ist Na (Ng). Es gilt Na+Ng = 1. Die
Ratenkoeffizienten fiir den Ubergang von Zustand A (B) in Zustand B (A) sind Kag (kga), und
der Unterschied der freien Enthalpie zwischen den Zustinden A und B ist AG. Im
Gleichgewicht gilt

Na - Kas = Ng - Kga ,

&_&ZK

N, Kg
Fiir den Gleichgewichtskoeffizienten K gilt aulerdem
K=exp(-4G/ RT)
=exp(A4AS/ R)exp(—4H / RT).

Aus Messungen im Gleichgewicht kann somit AG ermittelt werden; iiber die
Ratenkoeffizienten (die Hohe der Barriere zwischen A und B) kann aber nichts gefolgert
werden. Um die kinetischen Prozesse zu analysieren, werden die Ratenkoeffizienten in einem
groen (Druck-, Viskositits-) Temperaturbereich gemessen. Es konnen zwei Fille
unterschieden werden: AG ist klein, so dass Na ~ Ng ist, oder AG ist groB3, so dass Ng ~ O ist.
Wir wollen zunidchst den ersten Fall mit der Relaxations-, Dispersions- und
Fluktuationsmethode betrachten.

Bei der Relaxationsmethode wird das System durch eine deltaf6rmige Anregung gestort und
die Relaxation in den Gleichgewichtszustand beobachtet. Als Storungen kommen z.B. ein
plotzlicher Anstieg der Temperatur, des Drucks oder das Einschalten eines E-Feldes in Frage.
Quantitativ erhilt man fiir die zeitliche Anderung der Molekiilanzahl im Zustand A,

dN,
dt

= kBANB _kABNA

= kBA(l_ NA) —KpgNa-
Daraus folgt

NA(t): NA(°°)+ANAeXp (_t/T)a
wobei

1
—=Kgp +Kps -
T
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Abb. 4: Relaxation der Besetzungszahl im Zustand A nach einer plétzlichen Temper atur erhéhung.

Das Prinzip der Messung ist fiir einen Temperatursprung in Abb. 4 skizziert. Durch
Bestimmung von 7 aus der Relaxationsmessung und von K = Kag / Ksa aus der
Gleichgewichtsmessung konnen die Ratenkoeffizienten berechnet werden. Abb. 5 zeigt zwei
Versuchsaufbauten zur Erzeugung eines Temperatursprungs. Bei der Stromsto3-Autheizung
wird der Kondensator C auf die Spannung U aufgeladen und iiber eine getriggerte
Funkenstrecke S durch die Messzelle entladen. Dadurch wird die Messzelle, in der die
Leitfihigkeit durch Zugabe von Elektrolyten sehr hoch ist, aufgeheizt. Bei der Mikrowellen-
Impulsaufheizung  absorbiert das Losungsmittel die Mikrowellen. Es werden
Mikrowellenpulse mit Hilfe eines Magnetrons erzeugt, die mit einem Hohlleiter zu dem
Messsystem gefiihrt werden.

a b
: (1) elektrische
)—\ Hochspannungs- Magnetron ) BT Detektion
" ‘ —o T F——
° Wt e ] zur
‘l ML T L Mef3briicke
U c d ST ey L1 T3 1
T f ] o Oﬁ
~ i ] Rechteck-Impuls L Abstimm-
O— Fenster o schieber
\zé v .
104 = (2) optische
X7 Detektion
Hohlrohr, @) |
Aufsicht’ { €o \ (D
|
L

Abb. 5: Schematische Dar stellung von Ver suchsaufbauten zur Erzeugung schneller Temper atur sprtinge.
a: Stromsto3-Aufheizung nach Czerlinski. U Hochspannung (10-50 kV), C Stof3kondensator, Z
Zundimpuls, S Funkenstrecke, ML Mefllichtbindel, d Plattenabstand. b: Mikrowellen-
Impulsheizung nach Ertl und Brumm. T = Thyratron, ER Elektrodenring.

Der Relaxationsvorgang kann z.B. mit einem kinetischen Spektralphotometer durch Messung
von Absorptionsidnderungen des Reaktionssystems analysiert werden (Abb. 6). Das Licht
einer breitbandigen Quelle wird monochromatisiert und auf die Probe eingestrahlt. Der
Relaxationsprozess wird durch eine Impulsanregung eingeleitet, und die Anderung der
Absorption wird mit einem Photomultiplier (Sekundirelektronenvervielfacher, SEV) oder
einer Avalanche-Photodiode gemessen.
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Abb. 6: Schematische Dar stdllung eines kinetischen Spektralphotometers nach Porter, Witt und Rippel.
K Kathode, A Anode, Vs Nachver stérker, U Kathodenspannung (ca. 500 V bei Photometrie, 500 V
bel Fluorimetrie), F Interferenzfilter bei Blitzanregung.

Bei der Dispersonsmethode erfolgt nicht eine kurzzeitige, sondern eine periodische
(sinusformige) Storung (z.B. durch ein E-Feld, durch Ultraschall oder Licht). Dadurch erhilt
man im Falle der sinusformigen Anregung eine sinusformige Variation der Konzentration
einer Komponente der Probe mit der Amplitude A und der Kreisfrequenz «,

AC () = Ala) sin (ot - ¢) .

Analog zur Messung der Fluoreszenzabklingzeit in der Frequenzdomine kann man durch
Messung der Amplitude und der Phasenverschiebung ¢ die Relaxationszeit bestimmen.

Die dritte Moglichkeit ist die Fluktuationsmethode. Hier werden die Fluktuationen der
Population N in einem kleinen Messvolumen zeitaufgelost gemessen. Es gilt

(SN L

N/ / N’

wobei N die Abweichung von N vom Mittelwert darstellt. Fiir die Autokorrelationsfunktion
von AN, gilt im Falle einer einfachen Relaxation

(SNA(1) SN, (t+1)) <exp[-t/z] .

Die Messung der Autokorrelationsfunktion der Fluktuationen erlaubt also die Bestimmung
von 7ohne duBere Storung und somit die Bestimmung der Ratenkoeffizienten.

Im Folgenden soll der zweite Fall (AG grof3) diskutiert werden. Dazu muss das System fernab
vom Gleichgewicht pripariert werden. Eine Moglichkeit dafiir ist die schnelle Mischung von
Reaktionspartnern. Es konnen Messungen im 'stopped flow' und im kontinuierlichen Fluss
durchgefiihrt werden. Im ersteren Fall werden die Reaktionspartner (z.B. Deoxy-Myoglobin
und Sauerstoff) mittels zweier Zufiithrungen in eine Kiivette eingefiillt, und die Reaktion wird
(z.B. durch Messung der Anderung der Absorption) zeitaufgelost beobachtet. Im
kontinuierlichen Fluss wird die Reaktion statisch an verschiedenen Abstinden vom Ort des
Zusammenflusses der Reaktionspartner gemessen. Bei dieser Messung muss also nicht
zeitaufgelost detektiert werden. Der Nachteil ist aber, dass bei konventionellen Apparaturen
eine groBere Probenmenge erforderlich ist. Durch Verwendung der Halbleitertechnik
(Nanostrukturierung) lassen sich die Experimente allerdings betrichtlich verkleinern, und es
lassen sich Zeitauflosungen bis 1 Mikrosekunde bei geringem Probenverbrauch erreichen.
Eine weitere Moglichkeit ist die Pulsradiolyse. Hier werden die Proben mit
Mikrosekundenpulsen aus  hochenergetischen  Elektronen, die von einem
Elektronenbeschleuniger stammen, bestrahlt. Die dritte und wichtigste Methode ist die
Photonenanregung. Kurze Laserpulse im Mikro- bis Pikosekundenbereich setzen
lichtinduzierten Elektronentransfer, Isomerisation oder Photolyse von Liganden in Proteinen
in Gang.
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Blitzphotolyse

Nun soll die Photolyse an Myoglobin niher betrachtet werden. Wird ein kurzer Laserpuls
(z.B. von einem Nd-YAG-Laser mit ~10 ns Zeitdauer) auf das globuldre Protein eingestrahlt,
so wird der Ligand (z.B. das CO) vom Hidm ab dissoziiert (Abb. 7).

Abb. 7: Blitzphotolyse: Photodissoziation des CO-Liganden vom Ham (links); Rickbindung von CO an
das Ham (rechts).

Nach der Dissoziation kann der Ligand in der Himtasche des Proteins verbleiben oder diese
verlassen. Entsprechend ist es moglich, dass der Ligand aus der Hiamtasche zuriickbindet,
oder, falls er die Himtasche verlassen hat, dass ein Ligand aus der Proteinumgebung an das
Hiam bindet. Die Kinetik der Riickbindung des Liganden gibt Auskunft iiber die
Proteinkonformation. Experimentell konnen diese Kinetiken mit Pump/Probe-Experimenten
(siche Ramanstreuung) oder mit der Transientenspektroskopie untersucht werden. Der
prinzipielle Versuchsaufbau bei der Transientenspektroskopie ist in Abb. 8 dargestellt.

‘Absorb(m Cryostat
MbCO Mb

Abb. 8: Blitzphotolyse: schematischer Versuchsaufbau (rechts); Absor ptionspektrum von MbCO und Mb
in der Néhe der Soretbande.

Bei diesem Experiment wird ausgenutzt, dass die Absorption des Myoglobins (z.B. in der
Soretbande) stark von der Bindung des Hams mit einem Liganden abhingt. Die Absorption
der Probe wird bei einer geeigneten Wellenlinge (z.B. 440 nm) mit einer schwachen
Lichtquelle gemessen, die moglichst wenig Photolyse in der Probe verursacht (Abb. 8). Mit
Hilfe eines Kryostaten kann die Temperatur der Probe variiert werden. Durch die
Einstrahlung eines Laserpulses wird die Probe photolysiert, und die Absorption verdndert
sich. Wird die Messung an MbCO durchgefiihrt und die Absorption bei 440 nm gemessen, so
steigt die Absorption der Probe nach der Photolyse durch den Laserstrahl stark an (Abb. 9).

Hb+Co
A 1}
(reom) Mb +CO — MbCo
aA
MbCO
t iy ts)
FLASH,

Abb. 9: Veranderung der Absor ption bei 440 nm nach Photodissoziation von MbCO.
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Nach dem Laserpuls bindet das CO an das Myoglobin zuriick, so dass die Absorption wieder
abnimmt. Zur besseren Darstellung dieses iiber viele Groenordnungen der Zeit ablaufenden
Relaxationsvorganges wird in der Regel eine doppelt logarithmische Auftragung gewibhlt.
Abb. 10 zeigt diese Darstellung fiir N(t), der Wahrscheinlichkeit, dass sich das Myoglobin
nach einem photolysierenden Lichtblitz im dissoziierten Zustand befindet.

log N
3 0 -— G\\gho\o\spul
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Abb. 10: Doppelt logarithmische Dar stellung von N(t) fir die Riickbindung von CO an dasMb.

Eine genauere Darstellung einer Blitzphotolyse-Messapparatur ist in Abb. 11 zu sehen. Ein
frequenzverdoppelter Nd:Y AG-Laser (532 nm) photolysiert die Proteinprobe. Die Absorption
der Probe wird bei einer Wellenlinge gemessen, die mit einem Monochromator (MC) aus
dem gewihlten Spektrum einer breitbandigen Lichtquelle selektiert wird. Ein zweiter
Monochromator verhindert, dass Streustrahlung vom Laserpuls auf den Photomultiplier
(PMT) trifft. Die dem Lichtsignal proportionale Ausgangsspannung des Photomultipliers
(PMT) wird vom Vorverstirker (PA) weiter verstirkt und mit dem Transientenrekorder (WT
II) und dem digitalen Oszilloskop (TEK) als Funktion der Zeit registriert. Da sich die
Riickbindungskinetiken iiber viele GroBenordnungen der Zeit erstrecken, ist es giinstig, die
Messungen mit einem Transientenrekorder durchzufiihren, der die Spannungswerte auf einer
logarithmischen Zeitskala liefert. Das WT misst die Daten kontinuierlich bei einem festen
Zeitintervall mit hochster Zeitauflosung (1 ps) und fiithrt dann eine Mittelung durch, so dass
die Messwerte kurz nach dem Laserpuls mit hochster Zeitauflosung und die spiteren mit einer
geringeren Zeitauflosung ausgegeben werden. Konkret liefert das WT m (1 — 20) Messwerte
bei der hochsten Zeitauflosung A, die niachsten m Werte als Mittelwerte des Zeitintervalls 2A,
dann folgen m Werte als Mittelwerte des Zeitintervalls 2°A und so weiter. Dadurch ist es nicht
nur moglich, in einem sehr grofen Zeitbereich zu messen, sondern es wird gleichzeitig
aufgrund der Mittelung die Statistik bei grolen Zeiten nach dem Laserpuls verbessert. Abb.
12 zeigt die Riickbindungskinetik von CO an Myoglobin nach einer Laser-Photolyse bei zwei
verschiedenen Temperaturen.
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Abb. 11: Schema einer Blitzphotolyse-Apparatur zur Messung der Rickbindungskinetik.
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Abb. 12: Kinetik der Rickbindung von CO an Myoglobin nach Photodissoziation bei 100 und 215 K. Die
oberen Kurven wurden jeweils durch enen Sweep mit einem Transientenrekorder mit
logarithmischer Zeitbass gemessen. Die unteren Kurven zeigen, wie diese Messungen bei
Verwendung eines Oszillosk ops aussehen.

Die oberen Kurven zeigen Messungen in doppelt logarithmischer Auftragung, die mit einer
logarithmischen Mittelung aufgenommen wurden. Es ist deutlich zu erkennen, dass keine
exponentielle Abhingigkeit vorliegt (siehe unten). Im Vergleich dazu sind in der unteren
Hilfte der Abbildung Graphen gezeigt, wie sie von einem Oszilloskop gemessen werden,
beide Achsen sind also linear skaliert. Um den groBen Zeitbereich der obigen Messung
darstellen zu konnen, sind mehrere Messungen notig. Bei diesen Messungen ist nicht
eindeutig ersichtlich, dass ein nicht-exponentieller Zusammenhang vorliegt.

|‘N Img Is 13
Abb. 13: Doppelt logarithmische Darstellung zweier Exponentialfunktionen mit verschiedenen

Abklingzeiten (oben) und einer Summe von zwei Exponentialfunktionen (unten). In der unteren
Abbildung ist auch eine Potenzkurve, N(t) = (1 + t/2)", eéingezeichnet.

In einer doppelt logarithmischen Auftragung stellt sich eine Exponentialfunktion als eine
schnell abfallende Kurve dar (Abb. 13). Es ist leicht moglich, die Summe zweier
exponentieller Relaxationen,

N(t)= A, exp(-t/7,)+ Aexp (-1/7,),

mit geniigend unterschiedlichen Abklingzeiten (71, 7) als zweistufigen Prozess zu erkennen.
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Experimentelle Evidenz fiir Konformationsheterogenitit in Proteinen

Eine Vielzahl von Experimenten an Ensembles von Proteinen zeigen fiir die untersuchten
GroBen nicht scharfe Werte, sondern Verteilungen. Dies weist darauf hin, dass Proteine viele
verschiedene Konformationssubzustinde besitzen. Bei der Behandlung der Rontgen- und
Neutronenstreuung sowie des MoBbauereffekts wurde gezeigt, dass sich die Messdaten fiir
den Debye-Waller- bzw. den Lamb-MoBbauer-Faktor nur durch Strukturheterogenititen
erkldren lassen. Wie oben ausgefiihrt, sind die Riickbindungskinetiken von Liganden (ebenso
wie Konformationsinderungen und Elektronentransferreaktionen) nicht-exponentiell bei
tiefen Temperaturen. Dies weist ebenfalls auf Konformationsheterogenitéten hin. SchlieBlich
sind die spektralen Linien der elektronischen und Schwingungsiiberginge inhomogen
verbreitert (spektrales Lochbrennen, kinetisches Lochbrennen, siehe unten). In Abb. 14 ist das
Zustandekommen von verschiedenen Subzustinden von Proteinen schematisch dargestellt.
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Abb. 14: Schematische Dar stellung des Zustandekommens der rauen Ener gieoberflache von Proteinen.

Obwohl die Aminosiduresequenz aller Proteinmolekiile in einem reinen Ensemble gleich ist,
ergeben sich nach der Faltung der Proteine verschiedene Konformationen, die leicht
unterschiedliche Energien haben. In obiger Abbildung ist die Energie nur gegeniiber einer
Konformationskoordinate aufgetragen. Dies ist eine grobe Vereinfachung, da tatsidchlich ~3N
Koordinaten vorhanden sind, wobei N die Anzahl der Atome des Proteins ist. Einfache
Abschiitzungen ergeben z.B. beim Myoglobin Energieminima in der GroBenordnung 10° —
10'°. Im denaturierten Zustand liegen noch viel mehr Subzustiinde vor.
Konformationssubzustinde haben die gleiche Grobstruktur, sie unterscheiden sich jedoch in
strukturellen Details, so dass z.B. die Ratenkoeffizienten fiir einen biologischen Prozess
deutlich variieren konnen. Bei tiefen Temperaturen oder auf kurzen Zeitspannen liegt eine
statische Verteilung der Zustandsbesetzung vor. Bei hohen Temperaturen oder bei groflen
Zeitspannen treten Fluktuationen zwischen den Konformationssubzustinden auf. Durch diese
raue Energielandschaft zeigen Proteine auch Eigenschaften von Glisern. Gliaser konnen als
eingefrorene Fliissigkeiten betrachtet werden (Abb. 15).

@V Nguid \coo(

1 1 1

cvtjs‘\'a\ glas TEMPERATURE —»-

Abb. 15: Ubergang einer Fliissigkeit in einen Kristall und in ein Glas (links). Phasendiagramm fiir diese
Flussigkeit-Glasund Flissigkeit-Kristall Systeme.
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Gliser sind aperiodisch angeordnete Festkorper, die keine langreichweitige Ordnung haben.
Im Prinzip kann jede Fliissigkeit in den glasartigen Zustand tibergefiihrt werden, falls nur die
Abkiihlung so schnell vor sich geht, dass die Atome keine Zeit haben, die
Gleichgewichtspositionen einzunehmen. Ein Protein weist sowohl Eigenschaften eines
Kristalls als auch eines Glases auf. Die Ordnung eines Kristalls ist bei Proteinen dadurch
gegeben, dass die mittlere Lage der Atome wohldefiniert ist. Die glasartige Struktur ist durch
die vielen moglichen tatsdchlichen Orte (Konformationen) um diese Mittellage der Atome
gegeben. Die Variation der moglichen Orte ist dabei im Bereich von einem (bis mehreren)
Angstrom. Daher haben Biomolekiile wichtige gemeinsame Eigenschaften mit Glisern,
Spinglidsern und synthetischen Polymeren: Sie zeigen Verteilungen von charakteristischen
Zeitskalen der Bewegung. Des Weiteren kann die Temperaturabhingigkeit der Zeitskalen
nicht mit der Formel von Arrhenius beschrieben werden (sieche unten). SchlieBlich zeigen
diese Systeme Metastabilitit. So hingt beispielsweise der Zustand des Systems nach einer
Abkiihlung von der Abkiihlungsgeschwindigkeit ab.

Abb. 15 zeigt auch das V-T-Phasendiagramm von Substanzen, die zu Glidsern bzw. Kristallen
kondensieren. Im Falle der Bildung eines Kristalls kommt es bei Abkiihlung zu einer abrupten
Anderung — meistens zu einer Verminderung — des Volumens. Nach diesem Ubergang nimmt
das Volumen des Kristalls aufgrund der Anharmonizitit der Potentiale stetig ab. Bei Gldsern
kommt es zu einem langsamen Glasiibergang. Die Glasiibergangstemperatur ist dabei nicht
scharf definiert. Ublicherweise wird sie so festgelegt, dass die Relaxationen unterhalb dieser
Temperatur mit charakteristischen Zeiten groBer als 10° s ablaufen. Wird ein Glastropfchen
mehrfach erwiarmt und abgekiihlt, so dass sich eine Fliissigkeit und daraufhin wieder ein Glas
bildet, so erhilt man fiir jedes Glas einen anderen Konformationszustand (Abb. 16). Es liegt,
dhnlich wie bei den Biomolekiilen, eine rauhe Energielandschaft vor.
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Abb. 16: Auf- und Abkihlen eines Glases in den flissigen Zustand und zur tick (oben). Das Glas nimmt
jeweils einen anderen Zustand ein (unten).
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Bindung eines Liganden bei tiefen Temperaturen

Durch Einstrahlen eines Laserpulses kann, wie oben dargestellt, ein Ligand (z. B.
Kohlenmonoxid, CO) von einem Hamprotein dissoziiert werden. Bei Temperaturen unter
~180 K bleibt das CO in der Himtasche; es kann das Protein nicht verlassen (Abb. 17).

Abb. 17: Photolyse des CO bei tiefen Temperaturen: Der Ligand kann die Hamtasche nicht verlassen
(links). Zwei-Zustandsystem zur Beschreibung des Vor gangs (rechts).

Somit kann der Vorgang im einfachsten Modell mit zwei Zustidnden beschrieben werden. Im
Zustand A ist das CO ligandiert. Nach der Einstrahlung des Lichtpulses ist das CO dissoziiert
(Zustand B). Die beiden Zustinde sind durch eine Enthalpiebarriere Hga voneinander
getrennt. Mit dieser ist ein Ratenkoeffizient kga verbunden. Es gilt fiir die Wahrscheinlichkeit,
dass zur Zeit t nach der Photolyse ein dissoziiertes Protein vorliegt,

N(t) = exp (_ Kea 't) ’
mit der Arrheniusbeziehung
T -H
Kga = Ay — exp| —=2 |.
Ba = Pga T P( RT j

Abb. 18 zeigt Messungen der Riickbindungskinetik von MbCO und MbO; in einer Glyzerin-
Wasser-Matrix fiir Temperaturen zwischen 40 und 160 K. Zum Vergleich ist auch eine
exponentielle Kinetik eingezeichnet.
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Abb. 18: Rickbindungskinetik von a) CO zu MbCO und b) O, zu MbO, fir ver schiedene Temper aturen
(Punkte) und angefittete K urven (dur chgezogene Linien).
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Die Messungen zeigen grole Abweichungen von einem exponentiellen Verlauf von N(t). Die
kinetischen Daten konnen gut beschrieben werden, falls eine Verteilung f(4) von
Exponentialfunktionen angenommen wird,

N(t):jf(z)exp(—m)dlogz.

Diese Verteilung kann auf zwei Arten zustande kommen. Zum einen kann ein homogenes
Ensemble von Proteinen vorliegen, das auf verschiedenen Pfaden zuriickbinden kann. Zum
anderen kann ein inhomogenes Ensemble vorliegen, so dass durch die verschiedene Struktur
der Proteine die Zuriickbindung unterschiedlich schnell verldauft (Abb. 19).
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Abb. 19: Schemader beiden M églichkeiten fiir die beobachtete Riickbindungskinetik (f: fast, s: slow).

Welche der beiden Moglichkeiten tatsidchlich vorliegt, kann mit einem Multipuls-Experiment
entschieden werden. Die Proteinprobe wird mit einer Serie von Laserpulsen, die in einem
konstanten zeitlichen Abstand auf die Probe eingestrahlt werden, photolysiert. Die
Riickbindungskinetik wird dabei kontinuierlich gemessen.

Liegt ein inhomogenes Ensemble vor, so werden immer solche Proteine, die eine schnelle
Riickbindung zeigen, zuriickgebunden, bevor der ndchste Laserpuls eintrifft. Vor jedem
Laserpuls nimmt N(t) den gleichen Wert an (Abb. 20 oben), und die Kinetik sieht stets gleich
aus,

N* (1)=N* (2)=N* (n).
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Abb. 20: Ruckbindungskinetik bel multiplen Laser pulsen fir ein inhomogenes (oben) und ein homogenes
(unten) Ensemble.
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Liegt ein homogenes Ensemble vor, wobei jedes Proteinmolekiil verschieden schnelle
Riickbindungspfade aufweist, so wird N(t) vor den nichsten Pulsen immer grofer werden
(Abb. 20, unten). Dies wird mit folgender Uberlegung klar: wir nehmen zur Vereinfachung
an, dass es in jedem Molekiil je einen schnellen und einen langsamen Riickbindungspfad
gebe, die bei Photolyse statistisch gleich besetzt werden. Der erste Puls erzeugt dann gleich
viele langsame wie schnelle Riickbinder. Bei geeigneter Wahl der Verzogerungszeit
photolysiert der zweite Puls bevorzugt diejenigen Molekiile, die schnell zuriickgebunden
haben und erzeugt zur Hilfte daraus langsame Riickbinder. Fiir N(t) vor dem zweiten Puls gilt
dann

N*(2)=N(2)+[1-N*(1)] -N(1),
und entsprechend folgt fiir N(t) vor dem dritten Puls
N* (1)=N(3)+[1-N*(1)] - N(2) +[1-N*(2)] N(2).
Vor dem n-ten Laserpuls erhélt man
N*(n)=N(n) + [1-N*(1)] N(n-1) + [1-N*(2)] N(n-2) ...

Abb. 21 zeigt Messungen von 1 — N*(m) in Abhingigkeit von der Anzahl der Laserpulse m
fiir MbCO bei T = 60 K fiir einen zeitlichen Abstand zwischen den Pulsen von 100 s. Die
Anzahl der Proteine mit zuriickgebundenen Liganden ist vor jedem Puls praktisch konstant,
d.h., es liegt ein inhomogenes Ensemble von Proteinen vor.
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Abb. 21: Ruckbindungskinetik: 1-N* in Abhangigkeit von der Anzahl der Laserpulse m. Messungen (0)
und Vorhersage fur ein homogenes Ensemble (x) von Proteinen.
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Abb. 22: Ruckbindungskinetik von MbCO nach Blitzphotolyse bei Temperaturen zwischen 60 und 150 K
(oben) und die dar aus berechnete Verteilung der Enthalpiebarrieren.

Das nichste Beispiel zeigt Riickbindungskinetiken, die an der Soretbande (440 nm) von
MDbCO (in Glyzerin-Wasser) bei Temperaturen zwischen 60 und 150 K gemessen wurden
(Abb. 22, oben). Aus den Riickbindungskinetiken, die sich mit

N(t):J.g(HBA)eXp(_kBA't) dH g4

berechnen lassen, wird die Verteilung der Barrierenhohen mittels eines globalen Fits an die
Messungen bei allen Temperaturen zwischen 60 und 150 K durchgefiihrt. Das Ergebnis ist in
Abb. 22 (unten) zu sehen.
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Spektrales LLochbrennen

Ein weiteres Verfahren, mit dem die Heterogenitit von Biomolekiilen untersucht werden
kann, ist das spektrale Lochbrennen. Die elektronischen Absorptionsbanden von
Chromophoren in Proteinen sind relativ breit, selbst wenn der Ubergang eine lange
Lebensdauer im S;-Zustand hat. Sie setzen sich aus den homogenen Absorptionsbanden (I'y)
der Proteine zusammen, die sich in der Probe befinden. Da die Chromophore in den
Proteinmolekiilen verschiedene Umgebungen haben, sind die homogenen Absorptionsbanden
der Proteine verschieden, d.h., die Absorptionsbande des Ensembles ist inhomogen verbreitert

(I')) (Abb. 23).

Absorption

Frequency

PHB

Product Product

C
NPHB Product

Abb. 23: Spektrales Lochbrennen: A: Inhomogene Verbreiterung der Absorptiondinie. B:
Photochemisches L ochbrennen. C: Photophysikalisches L ochbrennen.

Wird ein schmalbandiger Laser in die Probe eingestrahlt, so werden die Photonen nur von
denjenigen Proteinmolekiilen absorbiert, die bei der entsprechenden Wellenlinge ihre
Ubergiinge haben. Beim sogenannten photochemischen Lochbrennen entstehen nach der
Lichtabsorption Photoprodukte, deren Absorptionsspektren relativ weit von der
Laserwellenldnge entfernt sind. Beim photophysikalischen Lochbrennen kommt es zu kleinen
strukturellen Anderungen in der Umgebung des Chromophors. Dadurch wird die
Absorptionsbande der absorbierenden Proteine spektral leicht verschoben. Fiir beide Arten
des Lochbrennens ist nach Einstrahlung des Lasers ein Minimum der Absorption (ein 'Loch')
bei der Laserwellenlinge zu sehen. Abb. 24 zeigt die inhomogene Absorptionsbande von
Myoglobin, bei dem das Him durch das Protophorphyrin IX, ein Him ohne Eisenatom,
ersetzt ist.
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Abb. 24: Inhomogenes Absor ptionsspektrum des PPIX-Mb bei 16000 cm™ (1.5 K). Zum Vergleich ist die
Linienbreite des homogenen Uber gangs zu sehen.

Ebenfalls eingezeichnet ist die Lorentzlinie des homogenen Ubergangs (ohne Beteiligung von
Phononen). Dessen Linienbreite ist durch die Lebensdauer des angeregten Zustands nach der
Heisenbergschen Unschirferelation gegeben, sie ist somit um Groflenordnungen kleiner als
die der inhomogenen Bande. Erfolgt die Absorption in hohere Phononenzustinde, so sind die
homogenen Linienbreiten aufgrund der kiirzeren Lebensdauer der Phononen breiter.

Ist die Temperatur der Probe nach dem photophysikalischen Lochbrennen unterhalb der
Glastemperatur, so bleibt das erzeugte Minimum in der Absorptionsbande erhalten, da die
thermische Temperatur nicht ausreicht, die Potentialbarrieren zu tiberwinden (Abb. 25). Bei
Temperaturen oberhalb der Glastemperatur heilen die Absorptionsbanden aus. Die dafiir
benotigte Zeit gibt Aufschluss iiber die Dynamik der Probe.
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Abb. 25: Spektrales Lochbrennen: Oberhalb der Glasemperatur T4 wird das spektrale Loch in der
Absor ptionsbande 'ausgeheilt'.

Dies kann durch Messungen der Veridnderung der Breite des spektralen Lochs der
Absorptionsbande in Abhingigkeit von der Temperatur untersucht werden. Dazu wird die
Temperatur zyklisch verdndert: Das spektrale Loch wird bei einer tiefen Temperatur T
erzeugt. Dann wird die Probe auf eine bestimmte Temperatur T erwdrmt und wieder auf T
erniedrigt usw. Das Spektrum wird jeweils bei T, aufgenommen. Somit ist der Beitrag der
Phononen konstant und beeinflusst nicht die Anderung der Linienbreite des spektralen Lochs.
Abb. 26 zeigt ein solches Experiment an Antennenpigmenten des Photosyntheseapparates,
den sogenannten Phycobilisomen der Alge Mastigocladus laminosus.
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Abb. 26: VergroRerung der Linienbreite eines spektralen Lochs, gemessen durch zyklisches Verandern
der Temperatur. Die Brenntemperatur ist 4.2 K und die Laserwellenldnge 657 nm. Die Probe
enthalt Phycobilisomen in einem Zucker/Phosphat-Pufferglas. Ein Tell der inhomogen
ver breiterten Absor ptiondinie zwischen 650 und 665 nm ist ebenfalls gezeigt.

Die VergroBerung der Linienbreite des Loches mit ansteigender Temperatur zeigt einen
linearen Anstieg bis etwa 40 K, danach ist ein stirkerer Anstieg zu sehen. Zur Erkliarung
dieses Verhaltens wird das Potential des betrachteten Biomolekiils durch ein Zwei-Zustands-
System beschrieben (Abb. 27). In diesem Modell kann der durch das Lochbrennen entvolkerte
Zustand 2 durch Relaxation von Zustand 1 wieder besetzt werden, was eine Ausheilung des
spektralen Loches zur Folge hat. Bei gentigend niedrigen Temperaturen kann die Barriere nur
durchtunnelt werden, d.h., der Anstieg bis 40 K ist durch die Tunnelwahrscheinlichkeit
gegeben. Bei hoheren Temperaturen kann die Barriere auch thermisch iiberwunden werden.

A

free energy

configurational coordinate

Abb. 27: Schnitt durch den Konfigurationsraum eines Proteins entlang einer fiktiven
K oor dinationsk oor dinate. Das einfachste Modell zur Unter suchung der
Konfor mationsrelaxation ist ein Zwei-Zustands-Potential.
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Kinetisches LLochbrennen

Die zeitliche Beobachtung der Absorptionsbande wihrend der Ligandenriickbindung erlaubt
ebenfalls Riickschliisse auf die Dynamik von Proteinen. Betrachtet wird die Bande III von
Deoxy-Myoglobin. Diese relativ schwache Absorption des 'high spin'-Eisens im Ham des
Myoglobins tritt bei ungefihr 760 nm auf (Abb. 28).
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Abb. 28: Absor ptionsspektrum der Bande |11 des Deoxy-M yoglobins und des photodissoziierten Mb*CO
bei 5K.

Diese Absorptionsbande fehlt beim ligandierten Myoglobin. Wird das MbCO bei tiefen
Temperaturen (z.B. T = 5 K) photodissoziiert, so tritt diese Bande auf, aber die Struktur des
Proteins um den Chromophor gleicht eher der des ligandierten Mb. Deshalb ist die
Absorptionslinie verschoben (Abb. 28).

Die Bande III ist durch die Strukturheterogenitit des Myoglobins verbreitert. Es zeigt sich,
dass Uberginge mit kleinen Barrierenhohen zur Linie bei niedrigen Frequenzen und
Ubergiinge mit groBen Barrierenhdhen zur Linie bei hohen Frequenzen beitragen (Abb. 29).
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Abb. 29: Zusammensetzung der Absorptionsbande |11 des Deoxy-Myoglobins aus den Ubergangen mit
ver schiedenen Barrierenhohen.
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Abb. 30: Abhangigkeit der Barrierenhéhe H von der Frequenz der Absor ptionsbande.

Die direkte Abhingigkeit der Enthalpie von der Absorptionswellenlinge ist in Abb. 30
aufgetragen. Es wird iiber einen relativ grolen Bereich lineares Verhalten beobachtet. Da die
Ubergiinge mit kleinen Barrierenh6hen schneller zuriickbinden, beobachtet man das in Abb.

31 dargestellte zeitliche Verschwinden der Absorptionsbande III aufgrund der Riickbindung
des CO.
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Abb. 31: Veranderung der Absorptionslinieder Bande | I1 wahrend der Riickbindung des CO.

G 4
Subsh&ts‘
® ? Ccs
é 'I > Cc
E l
NE bt :
\ Mind\'ug
H ] rRal
: . t
; L— (og(t/s)
A(g) ﬁ\ U PN . |:
N Bowd IT
'/‘ AN ’ syed'vw\
A_—‘_A’ v [WA]

Abb. 32: Auswirkung der unterschiedlich schnellen Riickbindung des CO auf das Absor ptionsspektrum.

Abb. 32 fasst den Vorgang des kinetischen Lochbrennens zusammen. Subzustéinde, die kleine
Barrierenhohen haben, binden schnell zuriick. Sie absorbieren bei kleinen Frequenzen der
Bande, so dass das Maximum der Absorptionsbande zu htheren Frequenzen wandert.
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Erkundung der Energielandschaft der Proteine

Das Ziel vieler Arbeiten ist es, vereinfachende Prinzipien und generelle Eigenschaften der
Energielandschaft von Biomolekiilen zu finden. Es stellen sich beispielsweise folgende
Fragen: Sind bestimmte Zustinde stark oder schwach miteinander gekoppelt? Wie ist die
Beziehung zwischen raumlicher Struktur und Energielandschaft? Wie sind die Dynamiken in
der Energielandschaft zu beschreiben (nicht-exponentielle Relaxation)? Wie ist der
Zusammenhang von Energielandschaft und Funktion der Proteine (Charakterisierung der
funktionell relevanten Zustinde)?

Experimente beweisen, dass die Zustidnde in Biomolekiilen nicht alle energetisch gleichartig
sind. Abb. 33 zeigt eine Hierarchie der Subzustinde in MbCO. An diesem Protein wurde
dieser Sachverhalt besonders intensiv untersucht.
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Abb. 33: Hierarchie von Zustanden beim MbCO.

In erster Nidherung kann die Energielandschaft als Parabel angenidhert werden. Genauer
betrachtet zeigt sich, dass drei Subzustinde (Ao, A; und Ajz) existieren, die relativ gut
separierte Zustinde mit verschiedenen strukturellen Eigenschaften darstellen. Diese
Subzustinde sind wiederum unterteilt in Zustinde mit kleineren Barrieren, welche ihrerseits
aus Subzustidnden bestehen. Da aufgrund dieser Hierarchie die Barrierenhohen zwischen den
Zustinden sehr verschieden sind, erhilt man Ubergiinge bei sehr niedrigen Temperaturen
(unter 1 K) bis hin zu hohen Temperaturen. Au3erdem folgt daraus, dass die Riickbindung der
Liganden nicht exponentiell ist. Die Zustidnde Ay, A; und Az lassen sich durch die Differenz-
Fourier-Infrarotspektroskopie untersuchen. Abb. 34 zeigt das Differenzspektrum von MbCO
(nicht ligandiertes minus ligandiertes MbCO) bei T = 12 K.
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Abb. 34: Differenz FTIR-Spektrum von MbCO bei pH 7 und 12K.

Ist das CO an das Myoglobin gebunden, so erhlt man drei Absorptionsbanden um 1950 cm™.
Wird das CO photolysiert, so befindet es sich aufgrund der niedrigen Temperatur in der
Himtasche. Es werden drei Absorptionsbanden im Bereich 2130 cm™ gemessen. Die genaue
Position der Bande reflektiert die Protein-Liganden-Wechselwirkung. Die relative Population
der A Subzustinde hingen von dulleren Parametern (T, p, pH, Hydration) ab. Diese drei A-
Subzustinde zeigen ein unterschiedliches kinetisches Verhalten. Abbildung 35 stellt das
Riickbindungsverhalten von MbCO fiir die Zustinde Ay, A; und A3z bei tiefen Temperaturen
dar.
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Abbildung 35: Rickbindungskinetiken der Ao, A;und Az —Zustédnde von MbCO bei tiefen Temper aturen.
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Es folgt aus der Abbildung, dass der Zustand A, schneller zuriickbindet als die Zustinde A;
und As. Dies ist explizit in Abb. 36 fiir T = 120 K fiir Ay, A; und Az aufgetragen.
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Abb. 36: Rickbindungskinetiken von MbCO fir Ay, A;und Az bei 120 K (oben). Berechnete Verteilung
der Barrierenhohen fir Ag, A;und As.

Ebenfalls eingezeichnet ist eine Exponentialfunktion mit einer Zeitkonstanten von einer

Millisekunde. Die untere Graphik von Abb. 36 zeigt die aus den Riickbindungskinetiken bei

den verschiedenen Temperaturen durch einen globalen Fit erhaltenen Verteilungen der

Barrierenhohen der Enthalpie. Es gilt

N(t)= [dHg(H) exp (-k(H ),
mit

k(H)= AL exp(- H/RT).
TO
Man erhilt also verschiedene g(H)-Verteilungen und Arrhenius-Vorfaktoren (A) fiir die Ay,
A; und Az —Zustdnde. Aus den Flichen der Banden lassen sich die relativen Populationen der
A-Zustinde bestimmen. Diese hingen sowohl von der Temperatur als auch vom Druck ab.
Abb. 37 zeigt den Logarithmus des Verhiltnisses Ag zu A, fiir Pottwal-MbCO (swMbCO) in
Abhingigkeit von der Temperatur fiir verschiedene Driicke und pH-Werte.
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Abb. 37: Logarithmus des Verhaltnisses der Flachen von Ag zu A; fir die CO-Streckschwingung in

swMbCO (in 75% Glyzerin/Wasser) bei pH 5.5 (a) und pH 6.6 (b) als Funktion von 1000/T fur
ver schiedene Dr licke.

Bei hoherem Druck wird der Ap-Zustand gegeniiber dem A;-Zustand fiir beide pH-Werte
bevorzugt. Bei pH 6.6 konnen vier Bereiche unterschieden werden. Bei niedrigen
Temperaturen (T < 200 K, Glasbereich) ist das Ao/A; Verhiltnis konstant, da die Subzustinde
eingefroren sind. Danach folgt ein Ubergangsgebiet bis ungefihr 300 K; A¢/A; nimmt mit
ansteigender Temperatur ab. AnschlieBend ist ein ansteigendes A¢/A; Verhiltnis zu
beobachten. Oberhalb von ~200 K konnen die Proteinmolekiile zwischen den verschiedenen
A-Zustianden auf der Zeitskala der Messung (~1000 s) fluktuieren, d.h., sie befinden sich im
Gleichgewicht. Zur quantitativen Auswertung der Temperaturabhingigkeit der A-
Zustandspopulation wird ein Zwei-Zustands-Modell betrachtet (Abb. 38).

¢!

Abb. 38: Zwei-Zustands-System zur Berechnung der Temper atur abhangigkeit des Ag/A; -Ver haltnisses.

Da bei hinreichend hohen Temperaturen &p; und xig schnell im Vergleich zu den
experimentellen Zeitskalen sind, befindet sich das Populationsverhiltnis im Gleichgewicht:

AO
—= -AG/RT
A expl- A6 )

1

= exp|— (AE + PAV - TAS)/RT] .

Experimentell beobachtet man in Proteinen einen linearen Anstieg von Cp mit T. Mit

AS:j&dT
T T
folgt
S(T)= a+bhn+Cl = (O)+§T
T, T, aT

Bei konstantem Druck gilt
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Somit ergibt sich mit S=—:
aT

AG(T)= AE(O)—TAS(O)—%STQ .

Aufgrund von log(A¢ / A;) ~—AG/ T und obiger Gleichung folgt, dass bei der Auftragung in
Abb. 37 (x-Achse ~ 1/T) folgende Abhingigkeit zu erwarten ist: y = log(Ag/ Aj) =ax +b +
¢/x, mit den Konstanten a, b und c.

Mit folgendem Experiment kann gezeigt werden, dass bei Temperaturen unterhalb von etwa
200 K keine Gleichgewichtsbedingungen herrschen. Die MbCO-Probe wird vom Ort O in der
T-P-Ebene zu dem Ort FP (bzw. PF) auf zwei verschiedenen Wegen gefiihrt (siche Abb. 39).
Dabei werden die Spektren der CO-Schwingungsbanden verglichen.

Abb. 39: Das Protein wird von einem Anfangszustand zu einem Endzustand auf verschiedenen Wegen
gefuhrt.

Am Ausgangzustand (Endzustand) herrscht die Temperatur T; = 225 K (T¢ = 100 K) und der
Druck p; = 0.1 MPa ( pr = 200 MPa). Bei dem ersten Experiment wird zuerst der Druck erhoht
und dann die Temperatur erniedrigt (0, P, PF), bei dem zweiten Experiment wird zuerst die
Temperatur erniedrigt und dann der Druck erhoht. Im Gleichgewicht sind die Eigenschaften
des Proteinensembles fiir PF und FP gleich. Das Ergebnis der Infrarotspektren fiir PF und FP
zeigt, dass kein Gleichgewicht, sondern Metastabilitit vorliegt (Abb. 40).
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Abb. 40: MbCO-Streckspektren, die an ver schiedenen in Abb. 39 gekennzeichneten Stellen aufgenommen
wurden. Die Probeist swMbCO in 75% Glyzerin/Wasser.

Bei hoherem Druck wird, wie in Abb. 37 zu sehen, der Ao-Zustand bevorzugt, d.h. die A;-
Bande wird kleiner. Dies trifft aber nur zu, falls die Druckerhohung bei Temperaturen erfolgt,
auf denen das System Gleichgewicht einstellen kann (PF). Wird zuerst die Temperatur
erniedrigt und dann der Druck erhoht, so dndert die Druckerhohung das Spektrum nicht.
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Temperaturderivative Spektroskopie

Eine alternative Methode fiir die Untersuchung der Riickbindungsbarrieren von Proteinen
stellt die temperaturderivative Spektroskopie (TDS) dar (Abb. 41).
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Abb. 41: Schemader TDS.

Zur Bestimmung der Verteilung der Enthalpiebarrieren g(H) wird die Probe am Zeitpunkt t
=0 bei der Temperatur T; photolysiert. Die Temperatur wird darauthin kontinuierlich gemaf

T=T +ft

erhoht und die Spektren wihrend einer gewissen Zeitspanne (z.B. 100 s) gemessen. Typische
Werte fiir £ sind 0.3 K/min. Wird nun eine bestimmte Bande betrachtet, so erhilt man fiir die
Riickbindungskinetik N(t) Kurven, die dhnlich der in Abb. 41 dargestellten sind. Die
Ableitung von N(t) nach der Temperatur erhilt man aus Messungen bei zwei nachfolgenden
Temperaturen durch Berechnung des Differenzenquotienten. Diese Grofle ist nun mittels der
sogenannten Auflosungsfunktion mit der Barrierenhohenverteilung verkniipft. Der
Zusammenhang kann wie folgt hergeleitet werden. Es wird ein Prozess erster Ordnung
angesetzt,

aN _
dt
t
N = Niexp{—‘[kdt} ,
0

da k von der Temperatur und diese wiederum von der Zeit abhingt. Mittels Differentiation

ergibt sich
dN 0
i —kN; exp{—}[k dt } .

—kN .

Daraus folgt

Wird t durch T substituiert (dt = %r ), so folgt
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= ——kexp[ 0] .

wobei die Auflosungsfunktion (kexp[—€]) eingefiihrt wurde. Der Ratenkoeffizient soll durch
die Arrhenius-Beziehung gegeben sein,

T
k= A_I_—exp[— H/RT] .

(0]

o3 E) el R (o)

o _xt
Em(x)zjet—mdt .
1

Daraus folgt

wobei gilt

Dies kann wie folgt hergeleitet werden: Aus
T T
JE J_A_ &g
i : BT,

folgt mit der Substitution T'= ! :
X

uT oo
=— A le‘”’xg: A i‘“de I—e‘“xdx

2
AT, i X X AT, UT, it X

wobei o= H / R verwendet wurde. Durch nochmalige Substitution t = Ty X bzw. t = T X erhilt

man
S g
e e
= T2! e dt—Tf!

dt |, g.e.d.

Nach Einfiihrung der Enthalpieverteilung folgt

aN_ —&Ike“’g(H )dH .

dt B

Dies bedeutet, dass dN(T)/dT im Wesentlichen gleich der mit der Auflosungsfunktion
gemittelten Enthalpieverteilung ist. Die Auflosungsfunktion ist in Abb. 42 dargestellt. Sie
entspricht dN(T)/dT fiir eine 6-Funktion als Enthalpieverteilung: g(H) = & (H - Ho).
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Abb. 42; TDS-Verlauf fir verschiedene Werte von Hy ( 4, 6,..., 44 kJ/mal). Fir die Rechnungen wurden A
=10*%s*, To= 100K, B = 3.125 mK /s ver wendet.

Die Auflosungsfunktion verbreitert sich kontinuierlich mit der Temperatur. Bei niedrigen
Temperaturen ist der Unterschied zwischen dN/dT und g(H) also geringer.

Wird
d%d_
dt?>

0

(N =N, exp [—I kdt]) gesetzt, so folgt dk/dt =k*, wobei k durch die Arrheniusbeziehung
gegeben ist. Daraus folgt fiir die Peaktemperatur

ro_H
" RIn(Ar,)
mit der charakteristischen Zeit
RTp3
T, = )
ﬂIﬂH'+RﬂJ

Die GroBe 7 hingt also selbst von H ab. Allerdings geht sie nur logarithmisch in den

Ausdruck fiir T, ein. Daraus resultiert, dass die Temperaturachse ungeféhr proportional zur
Enthalpiebarriere ist.
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Abb. 43: TDS-Konturplotsder A-Banden flir Pottwalmyoglobin bel pH 6.6.
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Abb. 44: TDS-Konturplots der B-Banden fiir Pottwalmyoglobin bel pH 6.6.

Abb. 43 und 44 zeigen TDS-Konturplots (dN/dT) von Pottwal-MbCO bei pH 6.6 fiir die A-
Banden bzw. B-Banden. Die durchgezogenen Linien stellen eine Zunahme der Bande, die
gestrichelten eine Abnahme dar. Man beobachtet, dass die Zunahme der A;-Bande stark
ausgeprigt ist und ein Maximum bei 46 K hat. Diese Temperatur entspricht einer
Enthalpiebarrierenhohe von ungefihr 10 kJ/mol. Die maximale Zunahme der Ap-Bande tritt
dagegen schon bei Temperaturen um 40 K auf, die Verteilung der Barrieren ist also zu
kleineren Werten hin verschoben. Fiir die As-Bande ist das Maximum bei ungefihr 70 K, und
somit ist die Riickbindung aufgrund der entsprechend hohen Enthalpiebarrieren langsamer als
bei den anderen beiden A-Zustinden. Die Zunahme der Population der A-Zustinde ist mit
einer entsprechenden Abnahme der B-Zustidnde verbunden. Es tritt aber auch ein Austausch
der B-Zustéinde untereinander (von B2119 nach B2131) bei Temperaturen von 10 bis 20 K
auf (Interkonversion), siche Abb. 44. Das CO-Molekiil dreht sich dabei in der Hamtasche.

Detaillierte Informationen zum Zusammenhang der beteiligten Subzustidnde sind in Abb. 45
zu sehen.
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Abb. 45: Ent- bzw. Bevdlkerung der A- und B-Banden bei Photolyse (oben) und Rickbindung (unten).

Die A-Zustinde zeigen erst oberhalb ~160 K Interkonversionen. In Abb. 46 ist die
Interkonversion zwischen dem A;- und dem Ajs-Zustand und dem Ao- und dem A;- bzw. As-
Zustand in Abhingigkeit von der Temperatur zu sehen.
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Abb. 46: Uber gangsr aten fiir die Interkonversion der A-Zustande.
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Der Ubergang A;«<»Aj; ist aufgrund der kleineren Barrierenhdhen schnell im Vergleich zu
dem Ubergang Ag«<>A; (bzw. A;). Die Ubergangsrate lisst sich wie folgt beschreiben

K = A-expl- E2 /(RT)?] .

Sie ist stark von der Losungsmittelviskositit abhingig. (Abb. 47) zeigt die Riickbindungskinetik
fiir den Ao- und den A;-Zustand bei Temperaturen zwischen 230 und 260 K.
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Abb. 47: Rickbindungskinetiken der Aq- (oben) und A;-Zustande (unten) von MbCO zwischen 230 und
260K .

Der Anstieg von N(t) im A-Zustand kommt dadurch zustande, dass die Ao-Zustinde, die bei
kleinen Zeiten aufgrund der schnellen Riickbindung stirker bevolkert sind als die Aj-
Zustinde, in die A;-Zustinde konvertieren. Die Riickbindungskinetiken von Ng(t) und Ni(t)
konnen wie folgt beschrieben werden,

N, () = [dlog A[f,(A) - f(D]e™,

N (t) = [dlog A[f,(2)+ f(1)] e,

wobei fo bzw. f; die Ratenverteilungen fiir die Riickbindung aus der Tasche bzw. aus der
Umgebung nach Ay bzw. A, und fe die fiir den Austausch zwischen Ay und A; darstellen.

Diese konnen aus einem globalen Fit ('global maximum entropy method’) an beiden Kurven
ermittelt werden (Abb. 48).

287



Oy — w0 0.4 A0
od 7 Exchange Including
,f\ Exchange
i 0.9 to Al
{1
i
[l
[
[
1 -0.2)
|
|
\\ -0.4
L i — 1 1 1 i I
3 = -1 0 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0
Al
) 0.4 Including
f Exchange
i from A0
il
i
(1
0.3 l’ ‘, 0.2
[
i
1
/ \
/ \
i Ed PR S I 4 1 1
=6 -5 -4 -3 -2 -1 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0
4031,\ -|oa>|

Abb. 48: Verteilungsfunktionen f fir Agund A;.

Aus diesen Verteilungen kann der Ratenkoeffizient ermittelt werden. Der oben dargestellte
Sachverhalt kann auch anhand der Absorptionsspektren dargestellt werden (Abb. 49).

Absorbance

1930 1947 1967
Wavenumber (cni?)

Abb. 49: Infrarot-Absor ptionspektren von MbCO bei ver schiedenen Zeitpunkten vor/nach der Photolyse.

Vor der Photolyse ist die Ligandenbindung maximal (t = 07), wihrend sie kurz nach der
Photolyse Null ist (t = 0"). Bei Zeiten, die kleiner sind als die Ubergangszeit von Ay zu Aj,
nimmt durch die schnellere Riickbindung von A, dessen Absorption stirker zu als bei den
anderen Zustinden. SchlieBlich sorgt bei Zeiten groBer als die Ubergangszeit von Ag zu A,
diese Konversion dafiir, dass die Absorption von Ay ab- und die der anderen Zustinde
zusitzlich zunimmt. Der Ratenkoeffizient der Interkonversion von Ag nach A; kann auch mit
einem Drucksprungexperiment bestimmt werden (Abb. 50).
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Abb. 50: Schema eines Drucksprungexperiments zur Bestimmung der Interkonversion von Ag und A; bei
MbCO

Das MbCO-Protein wird bei T = 300 K von einem niedrigen Druck in einen hohen Druck von

z.B. 200 MPa gebracht. Dadurch wird, wie oben beschrieben, der Ap-Zustand bevorzugt.

Danach wird die Probe auf Temperaturen unter 200 K abgekiihlt, und anschlieBend wird der

Druck plotzlich wieder abgesenkt. Wihrend dieses Drucksprungs werden FTIR-Spektren

aufgenommen. Fiir die Flache der Absorptionsbande des Ap-Zustands erhilt man schematisch
die in Abb. 51 dargestellte Relaxationskurve.

A Area (A)
ARY

/ relaxation

tirme

A0 —>

Abb. 51: Relaxation des Ag-Zustands wahr end eines Druck sprungs.

Aus der normalisierten Relaxationsfunktion ®(t) lidsst sich der Ratenkoeffizient der Inter-
konversion bestimmen,

d(t) = AD - A=) _ g b’
A)(0) = A)(=0)

Abb. 52 zeigt quantitative Spektren aus FTIR-Messungen der Streckschwingungen von
MDbCO in 75% Glyzerin bei pH 6.6.
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Abb. 52: FTIR-Spektren der A-Banden von MyCO bei einem Drucksprung von 200 auf 25 M Pa. Spektren
fir T= 185, 190, 195 und 200 K und fir verschiedene Zeiten nach dem Drucksprung sind zu
sehen.

Die Relaxation des Ap-Zustands in den A;-Zustand ist bei tiefen Temperaturen (z.B. T = 185
K, nahe der Glastemperatur) sehr langsam. Fiir hohere Temperaturen steigt die
Relaxationsrate an.
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Abhéanqgigkeit der Myoqlobin-A-Subzustiande vom pH-Wert

Die Spektren der CO-Streckschwingung des MbCO sind stark vom pH-Wert abhangig. Dies
ist fur Pottwal-Myoglobin in Abb. 1 zu sehen. Die Besetzung des Ap-Zustands nimmt mit
hoherem pH-Wert ab, wahrend die Besetzungen der Ai- und Ajz-Zustdnde zunehmen.
AulRerdem ist eine Verschiebung des Maximums der A;- und As-Zustande zu kleineren
Freguenzen fir ansteigende pH-Werte zu beobachten. Abb. 1 (unten) zeigt die Basisspektren
bei hohem, mittlerem und niedrigem pH-Wert, aus denen die gemessenen Spektren mittels
Linearkombination erhalten werden konnen.

A—states of SwMbCO
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Abb. 1. CO-Streckschwingungs-Spektren von Pottwal-MbCO fur den pH-Bereich von 4.2 bis 9.5 (oben).
Basisspektren der ver schiedenen Protonier ungszustande (unten).

In diesem Abschnitt wird die quantitative Analyse der pH-Abhangigkeit der Infrarotspektren
diskutiert. Die pH-abhangigen Effekte werden durch Protonierung der beiden Histidin-
Seitengruppen nahe am CO, H64 (distales Histidin) und H97 (proximales Histidin),
verursacht. Dies folgt aus Infrarotspektren von Mutanten, bei denen ein Histidin durch eine
nicht-protonierende Aminosaure ersetzt wurde. Abb. 2 zeigt die CO-Spektren fir Myoglobin,
bei dem das H97 durch Phenylalanin ausgetauscht wurde. Die Spektren sind ahnlich denen
des nativen Proteins, jedoch ist keine spektrale Verschiebung des A;- und Az-Zustands zu
beobachten. AuRerdem schneiden sich die Kurven in einem Punkt (isosbestischer Punkt).
Dies deutet darauf hin, dass nur eine einzige Protonierungsreaktion das Spektrum beeinflusst.
Aus dieser Messung folgt also, dass die Protonierung von H97 fir die spektrale Verschiebung
verantwortlich ist. Wird hingegen das H64 durch ein Valin (nicht protonierend) ersetzt, so
erhalt man das in Abb. 3 gezeigte CO- Streckschwingungsspektrum.
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Abb. 2: CO-Streckschwingungs-Spektren von H97F-MbCO im pH-Bereich von 4.2 bis 9.5 (oben).
Basisspektren der ver schiedenen Protonier ungszustande (unten).
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Abb. 3: CO-Streckschwingungs-Spektren von H97V-MbCO fir den pH-Bereich von 4.2 bis 9.5 (oben).
Bassspektren der verschiedenen Protonierungszustande (unten). Innerhalb der unteren
Abbildung sind auch die Basisspektren des **C-1sotops zu sehen.

Es wird nur noch ein Peak im Bereich des Ao-Zustands beobachtet. Folglich ist die
Protonierung von H64 fur die Verschiebung der Besetzungszahlen der A-Zusténde
verantwortlich. Die spektrale Verschiebung der Bande kann aufgrund der chemischen
Bindung zwischen CO und dem Hameisen verstanden werden (Abb. 4).
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Abb. 4: Bindung des CO an dasHameisen.

Die Hauptbeitrége der CO-Eisen-Bindung stammen von der Ladungsdonation des schwach
antibindenden 56-Orbitals des C zum Eisen d -Orbital und des n-'back-bonding' der Eisen-
3d.-Orhitale in die stark antibindenen 2r*-Orbitale des CO. Daraus folgt, dass mit stérkerer
‘back bonding' die Fe—C Bindung stérker und die C-O Bindung schwéacher wird. In der Tat
wird eine inverse Beziehung fir die Streckschwingungsfrequenzen von Fe-C und C-O
gefunden. Ist das H97 protoniert, so zieht seine positive Ladung Elektronendichte des m-
Elektronensystems des Hams an, und der m-Donorcharakter des Hameisens nimmt ab.
Folglich nimmt die Stérke des 'back-bonding' ab, und die CO-Streckschwingungsfrequenz
nimmt zu.

Die pH-abhangigen Spektren kdnnen mit einem Modell beschrieben werden, das vier
verschiedene Zusténde unterscheidet, die protonierten und unprotonierten Zusténde der zwei
Histidinseitenketten H64 und H97 (Abb. 5).

Wiy 6% omd 9>
h;sh P“ / dtpwhw\\w—d
Hig Gk \ W 91
(’th;hd / profovated
lou ()
His U(- and 13
PW\‘OV\M

Abb. 5: Schematische Dar stellung des 4-Zustandsmodells.

Es wird angenommen, dass die Protonierungsreaktion der zwei Higtidin-Seitenketten vom
Henderson-Hasselbalch-Typ sind und dass der pK von H64 nicht den Protonierungszustand
des H97 beeinflusst und umgekehrt:

f97 = fHH (pH; pK(H97)) ,

fos = fHH(pH; pK(H64)) ,
wobei die Henderson-Hasselbalch-Beziehung gilt,

B 1

Die Protonierungswahrscheinlichkeiten sind gegeben durch
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Sw: fo(pH)=(@1-f,)A- 1),
SlO: flO(pH): f64(1_ f97) )

S f01( pH) =(1- f64) f97 '

S, fu(pH)="f, fy, .

Nur drei der vier Zustande sind linear unabhangig, da ein pH-unabhangiges Gleichgewicht
zwischen fo; und f1o besteht:

S S
Fur den Gleichgewichtskoeffizienten gilt
f

K = 9L —1QPKer—PKes
10

Die pH-abhangigen Spektren liefern nur die Superposition der Zusténde (gemischter Zustand)
S[01] = (1_ fM )301 + fM SlO )
mit
_ flo _ 1
Mot T, 14K

Der Anteill der gemischten Zustdnde ist die Summe der beiden einfach protonierten
Populationen. Als Gewicht von Sy ergibt sich

i)

fu

Die pH-abhangige Population der Zustande ist fur pKgs = 4.5 und pKgz = 6.0 in Abb. 6 zu
sehen.

f[01] = f01 + flO =

pK.=4.5; pK,,=6.0

1.00

0.8F

0.6

Amplitude

0.4}

0.0L

pH

Abb. 6: Population der vier Protonierungszustande fir pKg, = 4.5 und pKg; = 6.0.

Mit Hilfe von speziellen Fitprozeduren (SVD-Methode) kdnnen zwei bzw. drei Spektren der
beschriebenen vier Zusténde und der pKes- und pKgr-Wert aus den gemessenen Spektren
ermittelt werden. Diese sind in Abb. 1 — 3 fir die jeweiligen Messungen zu sehen, wobei in
Abb. 1 neben dem Sgo- (high pH) und S;1-Zustand (low pH) der gemischte Zustand Soy; (int.)
dargestellt ist.

Das H64 ist, wie bereits erwdhnt, fir das Zustandekommen der drei A-Zusténde
verantwortlich. Aus der Rontgenstrukturanalyse von MbCO bei verschiedenen pH-Werten
folgt, dass die H64-Seitenkette zwei verschiedene Konformationen einnehmen kann. Abb. 7
zeigt einen Teil der Myoglobinstruktur am aktiven Zentrum bei pH 6 und pH 4.
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Abb. 7: Hamtaschenumgebung des Pottwal-M bCO bei pH 6 (a) und pH 4 (b).

Bei pH 4 befindet sich der Imidazolring des H64 nicht mehr in der Hamtasche in der Nahe
des CO, sondern zeigt aus der Hamtasche in das Ldsungsmittel. Der Abstand zum CO ist bei
pH 4 groRRer; damit ist die elektrogtatische Wechselwirkung kleiner. Dies wird auch dadurch
bestétigt, dass sich die CO-Streckschwingung bei @hnlichen Wellenzahlen befindet wie bei
H64-Mutanten mit aliphatischen Seitenketten.

Wie bereits gezeigt wurde, sind die Rlckbindungsbarrieren fur die einzelnen A-Zustande
unterschiedlich hoch. Daher ist zu vermuten, dass die apparente Ligandenbindungsrate bei
Raumtemperatur pH-abhangig ist. Im Falle schneller Interkonversionen zwischen den A-
Zustanden ergibt sich

A (pH ) = Co(pH )ﬂo + C1,3(pH )Als

wobei Cy und C, 3 die relativen, pH-abhangigen Gewichte von Ag bzw. A1/A3 und Ao und A3 3
die zugehdrigen Ratenkoeffizienten sind. Der Koeffizient A, 3 ist bereits eine Kombination aus
A1- und Ajz-Zustand, deren relative Populationen allerdings pH-unabhéangig sind. Abb. 8
zeigt, dass die Ligandenbindungsraten mit sinkendem pH signifikant ansteigen. Als pK ergibt
sich 4.2, was auf die Protonierung von H64 hinweist. Dagegen fiihrt die Anderung des
Protonierungszustandes von H97 nur zu minimalen Anderungen der Bindungsraten, etwa 4 %
im Falle von H64L..
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3000 |— \. pRUL oSWMb._
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84 3.99x10
<

3.93x10° |
3.86x10

L

PH

Abb. 8: Ruckbindungsrate in Abhangigkeit vom pH-Wert fir natives Pottwal-MbCO (oben) und fir die
Mutante H64L .
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Drei-Zustandsmodell

Noch bis in die Siebziger-Jahre glaubte man, dass sich die Ligandenbindung beim Myoglobin
mit einem einfachen Zwei-Zustandsmodell beschreiben |&sst:

j"Dl'I
Mb + CO < MbCO

Z

Ol

mit

Diesist graphisch in Abb. 9 skizziert.

hv CO

Abb. 9: Zwel-Zustandssystem fir MbCO.

Unter der Annahme, dass bei t = 0 kein ligandiertes Mb vorhanden ist und die Konzentration
von CO sehr viel grofler ist asdie von Mb,

[MbCO(t =0)]=0, [CO]>>[Mb],
gilt fir die Konzentrationen von Mb und MbCO
[Mb(t)] = A-exp(-At) + B,

[MbCO(t)] = A- (1 exp(=At)) ,
mit

A=2L[COl+ Ay

n

A=N M , (Gleichgewichtskoeff. Ag)
1+ A,[CO]

Man erhdlt also eine exponentielle Riickbindung der Liganden. Diesist bei Zimmertemperatur
gut erfullt. Bei tieferen Temperaturen werden aber deutliche Abweichungen vom
exponentiellen Verhalten gemessen (Abb. 10).
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Abb. 10: Riickbindungskinetik von MbCO bei ver schiedenen Temper aturen.

Die Ruckbindungscharakteristik ist auch von der Konzentration des Liganden im
Losungsmittel abhangig (Abb. 11, oben).
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Abb. 11: Ruckbindungscharakteristik von MbCO be 240 K fiir zwe ver schiedene K onzentrationen des
CO (oben) und die dar aus er haltenen Ratenverteilungen (unten).

Aus dem Rickbindungsverhalten kann mittels

N(t) = [ f(2) e*d(log 2)

die Ratenverteilung berechnet werden (Abb. 11, unten). Der Peak bei kleinen Raten-
koeffizenten ist stark von der CO-Konzentration abhangig. Er beschreibt die CO-Bindung aus
dem Losungsmittel, wahrend die anderen drei Peaks die CO-Bindung aus der Hamtasche
darstellen. Die CO-Rickbindung (Zustand A) aus der Hamtasche (Zustand B) bzw. aus der
Umgebung (Zustand S) kann somit energetisch wie in Abb. 12 dargestellt werden.

297



H (rc)

reaction coordinate

Abb. 12: Modell fiir die Enthalpiebarrieren fir die Ligandenbindung beim MbCO.
Das 3-Zustandssystem
kaB kBs
A = B = ’S

lasst sich mit folgendem Gleichungssystem beschreiben:
dN,

dt :_kABNA+kBANB’
dN

dtB = Kps N, = (Kgn + Kgg JNg + kg N
dN

dts :kBSNB_kSBNS’

wobei die Normierung N, +Ng; +Ng =1 gilt. Die Anfangsbedingungen nach einem
Lichtpuls sind
N;=1 N,=Ng=0.
Zu besonders einfachen Losungen des Differentialgleichungssystems kommt man mit den
Naherungen
Ky =0 und Kg << Kga, Kgs -

Die zweite Bedingung gilt, wenn wir in der Kinetik zwei zeitlich wohlseparierte Prozesse
beobachten. Man erhalt

N(t)=1-N,(t)= Ns(t)+ Ns(t)
=N, exp(—/lI -t)+ Ng e><p(—/13-t),
mit

| S

keatKes  ° KgatKgs
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und
l| = kBA + kBS '

. kSB . kBS =
oA kBS kBA + kBS

Abb. 13 zeigt anschaulich das verwendete 3-Zustandsmodell.

l\ol-o‘
zi»od\\'iou B
el S
.. \

A =kgs - Py - Ng =k Kes N, .

Abb. 13: Modell des 3-Zustandssystems.

Der Anteil der direkt von B zuriickbindenden CO-Molekile ist durch
_ Kea
kBA + kBS |

gegeben. Die Entvolkerung des Zustandes B erfolgt durch zwei Prozesse, die
Wahrscheinlichkeit ist daher die Summe beider Ratenkoeffizienten,

Kga + Kgs =4, -
Fur den Anteil, der von Zustand S zurtickbindet, gilt
Kes —
kBA + kBS .

und die Entvblkerung von S ist gleich der Wahrscheinlichkeit, von S in den Zustand B zu
gehen, mal der Wahrscheinlichkeit, in den Zustand A zuriickzubinden,

Kg - N, =4 .
Fur die folgenden zwei Grenzfélle gilt:
: Kss
()Ng=1 — Ky << Kgg = Ag =Kgi—= ,
Kes
(i) Ng<<1 — Kg>>kee — As=Kg .

Grenzfall (i) liegt fir MbCO bei 300 K vor (bei 250 K > T > 200 K liegt (ii) vor), wahrend
MbO, bei 300 K zwischen den Grenzfallen (i) und (ii) liegt (Ns = 75%).
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L igandenbewegung im Protein

Es ist bisher nicht vollstandig aufgekléart, wie die Liganden von dem L&sungsmittel in die
Hamtasche des Myoglobins (und umgekehrt) kommen. Molekulardynamische Berechnungen
unter Einbeziehung von Rontgenstrukturanalysen ergeben gewisse Einblicke in die Vorgange.
Es liegen konzertierte Bewegungen des Protein-Liganden-Systems vor. Dazu wurden
diabatische und adiabatische Berechnungen durchgefiihrt.

Bei der diabatischen Rechnung wird das Protein als starr betrachtet. Das CO-Molekl
‘erkundet’ die Potentialflache in der Hamtasche, indem es sich elastisch in der Hamtasche
bewegt. Nach Photodissoziation fliegt das CO mit einer kinetischen Energie von ~60 kJ/mol
vom Hameisen weg. Die Berechnungen, die fir ein Testteilchen, das kleiner als das CO-
Molekdl ist, durchgefuihrt wurden, ergaben, dass fur das Verlassen aus der Hamtasche 400
kJmol nétig sind. Das ist weit mehr als die experimentell gefundenen 12 k¥mol. Wird eine
Rotation der Seitenketten von HisE7, ThrE10 und ValE11l angenommen, wodurch sich ein
Kanal offnet, sinkt die Austrittsbarriere auf ~20 k¥mol. Allerdings steigt die Proteinenergie
um 30 kJymol, was einer relativ seltenen Fluktuation entspricht.

Beim adiabatischen Modell wird die Energie des Molekils bei jeder CO-Position minimiert.
Somit liegt ein dynamisches Protein vor. Aus diesen Rechnungen ergeben sich mehrere
maogliche Augtrittswege.

Das Auftreten eines Kanals fur die Ligandenbindung durch Drehen von Seitenketten wurde
experimentell bei der Reaktion von Phenylhydrazin mit Mb, die eine sperrige Phenylgruppe
as Ligand hinterlasst, mittels RoOntgenstrukturanalyse beobachtet. Abb. 14 zeigt
Metmyoglobin in der Nahe des Hams vor und nach der Bindung der Phenylgruppe. Man
beobachtet, wie inshesondere das Arg45 und das His64 weggedreht werden und einen Kanal
fir den Liganden bilden.

ASP 60

ARG 45?1 CH!S 64

Abb. 14: Modell der Teile des Metmyoglobins, die bei der Bildung eines Kanals bei Zugabe von
Phenylhydrazin betelligt sind. Links: vor der Bindung; rechts. nach der Bindung. Die schwar z
eingezeichneten Teile erfahren eine Veranderung bei der Ligandenbindung.
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Reaktionstheorie

Die Uberwindung von Barrieren bei chemischen Reaktionen wird durch die Reaktionstheorie
beschrieben. Wird die Ligandenbindung von Sauerstoff an Myoglobin betrachtet,

Mb+ O, —= 5 MbO, ,
so erhdlt man, falls die Konzentration des Sauerstoffs sehr viel grol3er ist als die des
Myoglobins ([0, ] >>[Mb] = [0,]= const.), fir die Reaktionsgeschwindigkeit:
_—d [ Mb]
" dt

v :kBA[Mb] [Oz]zkIBA[Mb]
mit
K'ga = kBA[OZ] .

Es dellt sich die Frage, welche physikalischen Parameter den Ratenkoeffizienten kga
bestimmen. Einen einfachen Ansatz stellt die Kollisonstheorie dar. Bei ihr wird
angenommen, dass die Reaktion durch Kollision der Molekile in der Gasphase stattfindet.
Die Molekile miussen bei der Kollision eine geniigend hohe Energie haben, um die
Potentialbarriere zu Uberwinden. Dies wird mit dem Arrhenius-Gesetz beschrieben,

E
k=A-exp|——=2|,
p[ ml
wobei A proportional zur Anzahl der StoRRe ist, und die Exponentialfunktion den Anteil der
Kollisionen mit genligend hoher Energie beschreibt. Experimentell wird oft das Arrhenius-
Gesetz gefunden. Bei einem Arrhenius-Plot wird log k gegen 1/T aufgetragen, so dass man
nach

E (1
logk =log A— 2| =
ge="s k(TJ

eine Gerade erhalt.

Abb. 15 zeigt einen Konturplot der Energieflache in der Umgebung der Zustande A, dem
Reaktionsprodukt, und B, den getrennten Reaktanten sowie Schnitte entlang der kirzesten
Verbindung von A nach B und senkrecht dazu.

4 lag

Abb. 15; Potentielle Energie in der Umgebung der Zustande A und B (oben). Schnitte entlang AB und
senkrecht zu AB.
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Der Ubergang von einem Tal zum anderen Tal (Reaktant — Produkt) entspricht der
chemischen Reaktion. Es ergeben sich diskrete Energiezusténde in dem Potential. Sind die
beiden Potentialmulden relativ nah, so treten aufgrund der energetischen Kopplung
Aufspaltungen der Energiezustande auf (Abb. 16). Bei niedrigen Temperaturen dominiert der
Tunneleffekt fur den AB-Ubergang, bei hohen Temperaturen die thermische Anregung geman
Arrhenius. Fur eine Reaktion ist der sténdige Aufenthalt in A notwendig; das bedeutet, dass
auch eine Energiedeaktivierung notwendig ist.

L /N ,
\ / \ Avvin. 7 E
\\ _ \ —— /
_______ ‘ /Mia\\T
7 tawwdiug ST me)
A B o T

Abb. 16: Diskrete Energieniveaus und Linienaufspaltung im Potential (links). Abhangigkeit der
Besetzungszahl von der Energie bei hohen und tiefen Temperaturen (rechts).

Absolute Ratentheorie

Die absolute Ratentheorie (transition state theory, activated complex theory) ist in der
Chemie fur die Beschreibung von Reaktionen weithin akzeptiert, obwohl Probleme bei
Reaktionen in der kondensierten Phase auftreten. Es wird von einem Zwei-Zustands-Modell
ausgegangen (Abb. 17).

, aG
af P
ey G

Abb. 17: Zwei-M ulden-M odell mit Boltzmannverteilung der Energiezustande.

Die absolute Ratentheorie fiihrt einen aktivierten Komplex (AB)” ein, der sich am
Potentialpeak bildet. Der aktivierte Komplex zerfallt mit der Frequenz v einer Kkritischen
Schwingung. Den Ratenkoeffizienten erhélt man mit

Ko, =v-expl- AG* /RT].

Die Exponentialfunktion stellt die Gleichgewichtsbesetzung des Ubergangszustands dar, die
sich aus der Boltzmannverteilung ergibt:
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Die kritische Schwingung hat eine niedrige Frequenz, und damit ist ihre mittlere Energie
klassisch gegeben durch hy = KT. Esfolgt

L

h h

Die lineare Temperaturabhangigkeit des Vorfaktors wird von der exponentiellen
Abhangigkeit im Arrheniusfaktor dominiert.
Folgende Probleme der absoluten Ratentheorie sind zu konstatieren: (1) Es wird ein
thermisches Gleichgewicht zwischen den Reaktanten und dem aktivierten Komplex
angenommen, obwohl keine Gleichgewichtssituation vorliegt. (2) Aulerdem wird
angenommen, dass eine Trajektorie die Barriere nur einmal Gberquert. (3) Es handelt sich um
eine klassische Ableitung. Bei manchen Systemen ist aber eine quantenmechanische
Behandlung notwendig. (4) Weiterhin wird angenommen, dass eine definierte
Energieoberflache vorliegt (adiabatische Reaktion). (5) Die Reibung wird nicht geeignet
berticksichtigt. Diese ist bei der Kramerstheorie integriert.

Kramers-Theorie

Proteine stellen komplexe dynamische Systeme dar. Bewegungen des Proteins und der
Losungsmittelhille um das Protein herum beeinflussen die Proteinreaktionsrate. Bei der
Kramerstheorie wird die multi-dimensionale Reaktionsoberfldche der Proteine so behandelt,
dass eine Reaktionskoordinate isoliert betrachtet wird, die Energie und Impuls mit allen
anderen Koordinaten austauscht. Diese fluktuierenden Krafte bewirken Reibung.

Qualitativ kann der Einfluss der beiden Grenzfalle, schwache und starke Reibung, auf die
Reaktion wie folgt verstanden werden: Liegt schwache Reibung vor, so ist sowohl die
Anregung im Zustand B, die fir die Uberwindung der Energiebarriere notwendig ist, as auch
die Abregung im Zustand A schwierig. Letztere ist notwendig, damit nach Uberwindung der
Barriere von B nach A diese nicht wieder in anderer Richtung passiert wird. Somit bewirkt
eine kleine Reibung eine geringe Reaktionsgeschwindigkeit. Ist die Reibung grof3, so tritt
aufgrund der grofRen Wechselwirkung mit der Umgebung Brown'sche Bewegung bzw.
‘random-walk’ auf. Dadurch wird die Barrierenspitze oftmals Uberquert, ohne dass der
Zustand A oder B eingenommen wird. Dies fuhrt ebenfalls dazu, dass die Reaktionsrate
verringert wird. Beide Grenzfalle sind in Abb 18 schematisch dargestellt.

Y2 VA

Abb 18: Schematische Dar stellung der beiden Grenzfélle: schwache (links) und starke Reibung (r echts).

303



Die Reibung wird durch die Geschwindigkeits-Autokorrelationszeit z,, die die mittlere Zeit
der Bewegung mit einer konstanten Geschwindigkeit angibt, quantifiziert:

7, =m/¢.
Hier ist m die effektive Masse und ¢ der Reibungskoeffizient. Dieser ist nach Stokes
¢ =6rna,

wobei a eine charakteristische lineare Distanz und # die Viskositdt reprasentieren. Aus der
Rechnung von Kramers folgt, dass der Ratenkoeffizient der absoluten Ratentheorie krsr durch
einen Transmissionskoeffizienten x gemal3

K=K K

modifiziert werden muss. Dieser ist schematisch in Abb. 19 zu sehen.

- .. 4o

Krammays burmover
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Abb. 19: Schematischer Verlauf des Tramsmissionskoeffizienten in Abhangigkeit vom Reibungs
koeffizienten.

Dieser prinzipielle Verlauf des Transmissionkoeffizienten wurde experimentell durch
Messungen an Stilben in verschiedenen viskosen Lésungen bestétigt. Dieses Molekil kann in
trans- und cis-Konfiguration auftreten, siehe Abb. 20.

Trans-stibene Cis-stilbene

70 psec —
1.0 psec
I-‘

o
k=3
T

50

ENERGY (kilocatories/mole}

0 Trdns , N . Cis
ol 45* 90 138 180°
TWISTING ANGLE ¢

Abb. 20: Strukturdiagramm und schematisch Energieflachen fir den Grund-(untere Kurve) und
angeregten Zustand (obere Kurve) von trans- und cis-Stilben.
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Die Abbildung zeigt ebenfalls die eindimensionalen Energieflachen fir den Grund- und
angeregten Zustand von cis- und trans-Stilben. Die aufgetragene Reaktionskoordinate ist der
Drehwinkel um die C—C-Doppelbindung. Im Grundzustand ist, im Gegensatz zum angeregten
Zustand, der Ubergang von der einen zur anderen Konformation wegen der hohen
Energiebarriere unwahrscheinlich. Der Ubergang von einem Isomer in das andere erfolgt tiber
den angeregten Zustand bei einem Drehwinkel von 90°.

Die experimentelle Isomerisationsrate von trans-Stilben in Abhéngigkeit von der Reibung,
bzw. konkret von der Viskositét des Losungsmittels, ist in Abb. 21 aufgetragen. Ebenfalls
eingezeichnet sind theoretische Daten (durchgezogene Kurve), die von den experimentellen
flr nicht zu starke Reibung bestatigt werden.

Gas -—»-Liquid

—
o
1

lSOMERIZATlON RATE (sec ')
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[ 1
1 102 104 10%
FRICTION (sec/cm?)

Abb. 21: Isomerisationsrate von trans-Stilben in Abhangigkeit von der Reibung.

Die quantitative Berechnung fir den gesamten Bereich des Reibungskoeffizienten ist
schwierig. Allerdings kdnnen die beiden Grenzfélle & << &t und & >> i durch einfache
physikalische Argumente erklért werden, die auf zwei charakteristischen Langen beruhen. Die

eine it die mittlere freie Weglange 1, welche die Distanz angibt, die das System ohne
Geschwindigkeitsveranderung durchlauft.

. 2k T
A=V, T, :,/2kaT/§ mit v, = B,

m

Hierbel ist vimp. die Geschwindigkeit am Maximum der Maxwell-Boltzmann-Verteilung. Die
zweite charakteristische Lange lts ist durch die GroRe des Ubergangsbereichs der Barriere
gegeben, siehe Abb. 22.

A

Abb. 22: Schema der Barriere zwischen A und B zur Definition von |l+s.
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Definiert ist I+s Uber die Breite der Barriere bel einer Energie ksT unterhalb des Maximums
der Barriere. FUr den Energieverlauf in diesem Bereich kann eine Parabel angenommen
werden,

£ 1 *2 _ 2
E=E —chu (x xc) :

Hier stellt o* einen Geometriefaktor dar. Gemal3 obiger Forderung gilt

# 1 *2 |TS 2 %
E——mo”[ S| =EF —k,T.
2 2

Daraus folgt

lis = 2,2k, T /(ma ) .

Der Charakter des Ubergangs kann durch das Verhaltnis der beiden charakteristischen Langen

A mo

l1s 2¢

bestimmt werden. Ist A = l1sso folgt 26 = mw’, und der Ubergang ist kritisch gedampft. Er ist
untergedampft fir 1 >> l1s (ballistisch, kleine Reibung) und Ubergedampft fir A << Iys
(diffusiv, hohe Reibung).

Fiur den Fall der schwachen Rebung kann die Reibungsabhangigkeit des
Transmissionskoeffizienten wie folgt hergeleitet werden. Das System verliert keine Energie,
wenn es von Zustand B in Zustand A geht und wieder zurtickgeht. Es oszilliert N. -mal hin
und her, wobei gilt

Hier it 7, die Zeit, die fur eine Uberquerung der Mulden benétigt wird, und ze die Zeit, in der
das System die Energie E = kgT verliert. Letztere ist proportional zur Anzahl der StolRe,
wodurch

Teoc T oc

folgt. Der Transmissionsfaktor ist umgekehrt proportional zur Anzahl der Uberquerungen, N..
Somit ergibt sich

T
kK=N'=—lTo (.

E

Dieselbe Argumentation gilt auch fur die Aktivierung im Zustand B.

Bei starker Reibung kommt es aufgrund der Brown'schen Bewegung zu vielen Versuchen,
die Barriere zu Uberwinden, wobei das Maximum der Barriere oftmals in beide Richtungen
Uberquert wird. Fur den Transmissionskoeffizienten gilt

2
N +1°

wobei die Anzahl der Uberquerungen bis zum endguiltigen Ubergang, N, gegeben ist durch
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¢ ITS
Der erste Faktor sellt die Aufenthaltswahrscheinlichkeit in der Ndhe des Maximums, der
zweite die Anzahl der Bewegungsanderungen dar. Damit folgt
2 _mw

lTS é/ ’

und somit erhalt man fir den Ratenkoeffizienten

K(T.C) = ”“"T%e‘A% .

Hier wurde H” (E*) durch die Gibbssche freie Energie des aktivierten Zustandes, G, ersetzt.
Im Bereich zwischen starker und schwacher Reibung hangt der Ratenkoeffizient von der
Potentialoberfléchentopographie und von Reibungseffekten ab. Der von der absoluten
Ratentheorie vorhergesagte Ratenkoeffizient stellt in diesem Bereich das obere Limit dar. Er
kann signifikant falsch sein.

Einige Bemerkungen zu obigen Theorien:

1) Es st sich die Frage, wie der Einfluss der Viskositdét von dem der freien
Aktivierungsenthalpie separiert werden kann. Gewohnlich wird die absolute Ratentheorie
herangezogen, und H” wird aus der Steigung und S aus dem Offset des Arrheniusplots
bestimmt. Man nimmt also an, dass x = 1 ist, oder dass der Transmissionskoeffizient
zumindest temperaturunabhéngig ist. Allerdings ist die Reibung stark von der Temperatur
abhangig. Es gilt in einem begrenzten Temperaturintervall ndherungsweise (siehe 'Kollektive
Ratenprozesse')

é/ zé/(TO)e—S;/keE;/kT .

Daraus folgt

S-S'=S =E,/T,,

wobei Tp eine Referenztemperatur ist. S bzw. H* sind die tatséchlichen Aktivierungs-
Entropien bzw. -Enthalpien der betrachteten Reaktion.

2) Der Reibungskoeffizient ist bei hohen Viskositdten frequenzabhangig.

3) Typische Zeiten fir den Barriereniibergang sind fur den ballistischen Fall 10 fsund fir den
diffusiven Fall, der gewohnlich, wie oben gesehen, viele Uberquerungen beinhaltet, 1 ps.
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Kollektive Ratenprozesse

Bis jetzt wurden nur einfache Barriereniibergange betrachtet. Da Proteine aber dicht gepackt
sind, koénnen bei einer Konformationsdnderung viele temperaturabhangige Barrieren
involviert sein. Wird z.B. eine Rotation einer inneren Gruppe betrachtet, so liegt bei tiefen
Temperaturen eine starke Behinderung der Bewegung vor. Aul3erdem existieren viele
Barrieren, z.B. stdren benachbarte Seitenketten die Bewegung. Es liegen kollektive
Bewegungen vor, und die Energieflache ist temperaturabhangig. Bei hohen Temperaturen
ermdglichen dagegen die thermischen Fluktuationen der umgebenden Gruppen eine quasi-
freie Bewegung. FUr Kkollektive Ratenprozesse ist das Arrhenius-Gesetz nicht mehr
anwendbar, und es wird auf3erdem eine nicht-exponentielle Dynamik beobachtet:

B, T) = e KT

Gewohnlich gilt fir den Parameter f: 0.2 << << 1. Dadurch kommt es zu einem
langsameren Abfall von @ fir grof3e Zeiten (Abb. 23).

—
L4 le

Abb. 23: Exponentielle und nicht-exponentielle Dynamik (oben) und dazugehérige Ratenverteilungen
(unten).

Die Abbildung zeigt ebenfalls, wie sich die Vertellung der Ratenkoeffienten von einer
Deltafunktion fir eine exponentielle Dynamik im Falle einer nicht-exponentiellen Dynamik
verbreitert. Die Temperaturabhangigkeit ist also nicht mehr durch Arrhenius gegeben. Abb.
24 zeigt dies fur die Relaxations-/Fluktuationszeit von Glyzerin.
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Abb. 24: Relaxations-/Fluktuationszeiten von Glyzerin aus ver schiedenen M essungen.
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Es liegen mehrere temperaturabhéngige Barrierenhthen vor. Unter der Annahme einer
einzigen Barriere,

_ _E,/RT
k=A, e,

folgt aus Abb. 24 fir hohe Temperaturen Ex = 50 kJ/mol; Ax= 10" s, wahrend fiir niedrige
Temperaturen En = 140 kJmol; Ax = 10* s?, gefunden wird. Diese Vorfaktoren sind,
insbesondere bei tiefen Temperaturen, viel zu hoch, als dass sie Schwingungen von Atomen

entsprechen konnten. Es werden alternative Beschreibungen fur den Ratenkoeffizienten
verwendet:

k: A/Fe—EVF/R(T—To) ’

Er)?
A el
Letztere Beziehung beschreibt z.B. das Temperaturverhalten der Viskositéat und der
dielektrischen Relaxationszeit von Propanol und Glyzerin (Abb. 25).
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Abb. 25: Temperaturabhangigkeit der Viskositdt und der dielektrischen Relaxationszeit fur Propanol
und Glyzerin.
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Tunneln bei der Ligandenbindung

Das einfachste Modell fur das Tunneln eines Teilchens durch einen Potentialberg ist das
Rechteckpotential (Abb. 26).

Simpler ‘.

Abb. 26: Rechteckbarriere (rechts) als einfaches M odell eines Zwei-T opf-Systems (links).

Dieses ist durch die Hohe H und die Breite d charakterisiert. Bei der Herleitung der
Tunnelwahrscheinlichkeit werden ebene Wellen fur die Bereiche | und 111 angesetzt. Fir die

Region Il ehdlt man eine exponentiell abklingende Wellenfunktion. Fir die
Transmissionswahrscheinlichkeit des Teilchens ergibt sich
T:e—ZKd/h

mit x=,/2M(H — E) . Fur den Ratenkoeffizienten erhalt man

k = A(T) g 7 V2M(H-E)d/n

wobei der Parameter y von der verwendeten Potentialform abhéngt. Fir eine rechteckige
Barriere ist er 2, fur eine dreieckige 4/3 und fur eine parabolische #/2. Der Term im
Exponenten wird Gamov-Faktor genannt. Bei der Temperatur 0 K treten nur
Tunnellbergdnge auf, da Ubergange gemadR Arrhenius nicht moglich sind. Die
TunnelUbergange kénnen von denen nach Arrhenius wie folgt unterschieden werden: Zum
einen zeigen sie eine schwache Temperaturabhéngigkeit bei Temperaturen nahe 0 K, zum
anderen tritt eine sarke Massenabhdngigkeit der Tunnelwahrscheinlichkeit —auf
(Isotopeneffekt). Die unterschiedliche Temperaturabhangigkeit der beiden Effekte kann am
folgenden Beispiel gesehen werden. Abb. 27 zeigt die Ruckbindungskinetik von CO an Hb
nach Photolyse fir Temperaturen zwischen 2 und 100 K.
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Abb. 27: (a) Ein Molekill in der Mulde B kann entweder durch Uberspringen oder durch Tunneln der
Barriere zu A gelangen. (b) Rickbindung von CO an Hb nach Photolyse. (c) Wie (b), aber mit
ver grolRerter Skala. Die durchgezogenen Linie (10 K) ist der ohne Tunneln erwartete Wert fir

N(t). (d) Aktivierungs-Ener giespektrum fiir HbCO.
Wird die in Abb. 27 (d) gezeigte Verteilung der Enthalpiebarrieren verwendet, um die
Rickbindung gemal3 Arrhenius,

T H
N = [g(H) ap{— Aﬂexp[—ﬁj.t} dH

zu berechnen, so kénnen die experimentellen Kinetiken fir Temperaturen grofRer als 20 K gut
beschrieben werden (Abb. 27 b). Fir kleinere Temperaturen bindet das CO aufgrund des
Tunneleffekts aber wesentlich schneller an das Hb zurtick (Abb. 27 c). Dies wird besonders
bei der Auftragung von ko 75 dem Inversen der Zeit, bis zu der 25 %-Ruiickbindung erreicht ist,

deutlich (Abb. 28).
10%
Eg75* 3.44J/mol
Ax14 x 10% sec
10°
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Abb. 28: Ky75 in Abhangigkeit von der Temperatur fur MbCO. Fur grole Temperaturen wird die
experimentelle Kurve durch das Arrhenius-Gesetz beschrieben, bei tiefen Temperaturen tritt

guantenmechanisches Tunneln auf.
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Bei hohen Temperaturen erhdlt man ein Verhalten gemald Arrhenius. Bei tiefen Temperaturen
andert sich aufgrund des Tunneleffekts die Ruckbindungsrate immer langsamer fir fallende
Temperaturen.

Bei der Verwendung der Massenabhangigkeit zur Unterscheidung obiger Effekte wird

ausgenutzt, dass die Raten nach Arrhenius nur schwach massenabhangig sind (@, = 4/D/m),

wahrend die Tunnelwahrscheinlichkeit eine exponentielle Massenabhangigkeit aufweist. Die
Effekte konnen also durch Rickbindungskinetiken verschiedener 1sotope getrennt werden.
Die Ratenkoeffizienten eines leichten und schweren Isotops (Index | und h) sind:

k—Aexp[—C\/_] K ol
K, —Aexp[—C\/_ ]} (\/_h \/_I)

Aus der ersten Gleichung folgt

C_.n(ﬁj 1
k) M,
Durch Einsetzen ergibt sich

|n'|:—'h _ |n[k_ﬂ.% .

Mit Hilfe der Erweiterung
Soe)

K, A)AM
In—=In| — |—
K., k ) 2M

AM =M, - M, ,

erhdlt man

fur AM<< M, mit

M=(M,+M,)/2.

Das Ruckbindungsverhéltnis wird grof3 fur lange Zeiten (k klein). Liegt eine Verteilung von
k-Werten vor, ist es also von Vortell, lange Zeiten (kleine k-Werte) zu betrachten. Bei der
Messung des | sotopeneffekts muss beachtet werden, dass die Riickbindungskurven bei tiefen
Temperaturen flach sind. Dies bedeutet, dass aufgrund des kleinen Isotopeneffekts mit hoher
Prézision gemessen werden muss. Abb. 29 zeigt Infrarotmessungen der CO-Banden fur die
| sotope *2C**0 und **C**0 bei verschiedenen Zeiten nach der Photolyse.
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Abb. 29: Infrarotspektren von MbCO zweier CO-Isotope bei 20K.

Mit Hilfe der Infrarotspektren lassen sich die Kinetiken der beiden Isotope leicht trennen. Thre
Banden liegen bei 1945 cm™ fiir *2C'°0 und bei 1901 cm™* fur *3C™®0 (1902 cm™ fir 2C**0).
Aus den Flachen der Peaks der Infrarotspektren resultieren die Kinetiken in Abb. 30. Bei 20
K ist der lIsotopeneffekt klar zu sehen, wéhrend dieser bei 60 K durch die wenig
massenabhangige thermische Rickbindung klein ist.

log (1/s) log (1/s)

Abb. 30: Rickbindungskinetik zweier CO-lsotope an Mb bei 20 und 60 K.

Generell lasst sich AM / M aus den experimentellen Daten bestimmen. Werden diese mit
theoretischen Daten verglichen, so stellt sich die Frage, welche Masse tatséchlich tunnelt.
Werden z.B. AM / M -Werte fiir die *?C*0/**C*°O -1sotope beim Tunneln von CO verglichen,
so stimmen die experimentellen Werte (0.04 + 0.015) mit den theoretischen (0.035) Uberein.
Fiir das Isotopenpaar °0"C/*®0"C dlerdings differiert der experimentelle Wert (0.019 +
0.007) deutlich von dem theoretischen (0.069). Dies kann damit erklart werden, dass das CO
in der Hamtasche derart bindet, dass sich bel der Rickbindung der Sauerstoff im Gegensatz
zum Kohlenstoff wenig bewegt (Abb. 31).
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Abb. 31: Bindung des CO von der Hamtasche an das Hameisen.

Analog zum Fall der Uberwindung der Barriere gemad Arrhenius sind auch beim
Tunneleffekt Wechselwirkungen mit der Umgebung notwendig, um das Teilchen im tieferen
Topf einzufangen. Andererseits fiihren Schwingungsanregungen zu Ubergédngen, bei denen
die Barriere nicht so breit ist (Abb. 32).

Abb. 32: Betelligung von Phononen beim Tunneln durch die Energiebarriere.
Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Phonon in den Zustand x emittiert wird, ist
P(X) e (1+n,),
mit der Bose-Einstein-Verteilung:
n, =[5 —1]" .

Fur T << Ex/k folgt n, = 0 und somit P(x) = const. Die Auswirkung der verschiedenen
Phononenprozesse auf den Verlauf der Reaktionsrate in Abhangigkeit von der Temperatur ist
in Abb. 33 skizziert.
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Abb. 33: Beteligung der verschiedenen Phononenprozesse beim Ubergang vom Arrhenius-Gesetz zum
Tunneleffekt.

Wie in Abb. 28 zu sehen, ist k; bis zu Temperaturen von ~10 K konstant. Im Vergleich zu
Relaxationen in Festkorpern ist diese Temperatur hoch, d.h. die bei den Ubergangen
beteiligten Phononen haben relativ hohe Energien (E > 20 cm™). Bei Tunnelreaktionen muss
beachtet werden, dass nicht nur nukleares Tunneln, sondern auch elektronische Bewegungen
(Spin-Ubergange) involviert sind (siehe unten).
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Elektronisch kontrollierte Reaktion

Die oben behandelten Theorien (absolute Ratentheorie, Kramerstheorie und Tunneleffekt)
nehmen an, dass eine einzige Energieoberflache vorhanden ist. Dies ist aber nicht generell der
Fall. In chemischen Reaktionen missen sich sowohl die Kerne als auch die Elektronen
bewegen. Da die Elektronenmasse sehr viel kleiner als die Kernmasse ist, kdnnen sich die
Elektronen meist schneller umordnen als die Kerne. Diese Reaktionen, die sterisch,
adiabatisch oder nuklear genannt werden, kdnnen mit einer Energieoberfléache beschrieben
werden. Es treten aber auch Situationen auf, bei denen die Elektronenbewegung langsam i<,
so dass die adiabatische Naherung nicht gerechtfertigt ist. Diesist z.B. bei langreichweitigem
Elektronentransfer und Elektronenspin-Ubergangen in Atomtransfers gegeben. Bei der CO-
Bindung an Hameisen z.B. andert sich der Spin um den Faktor 2, da der gebundene Zustand
Spin 0 und der ungebundene Zustand Spin 2 besitzt. Der durch die Spin-Orbit-
Wechselwirkung verursachte Spintibergang ist gewohnlich langsam, so dass eine adiabatische
Behandlung ungerechtfertigt erscheint.

Wird keine Kopplung zwischen dem Spin 0 (s) und dem Spin 2 (g)-Zustand angenommen, so
schneiden sich die Kurven zwar, aber es ist kein Ubergang mdglich. Es gilt fur einen
gegebenen elektronischen Zustand

Y. R) =v.(.R)9, (R)
Abb. 34 zeigt die Potentialkurven fur Spin 0 und Spin 2.
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Abb. 34: Potential in Abhangigkeit einer Reaktionskoordinate fiir Spin 0 und Spin 2.

Wird eine Kopplung zwischen den Zustanden durch einen Spin-Orbit-Term eingefihrt, so
folgt fir den Hamiltonian,

H(re, R) =T(R) + He(res R + Hy(re R,

wobei der erste Summand die kinetische Energie der Kerne, der zweite den elektronischen
Hamiltonian fur konstante nukleare Positionen und der dritte die Spin-Orbit-Kopplung
darstellt. Daraus folgt ein Ubergangsmatrixelement zwischen den Zustdnden s und g, das
ungleich Null ist: Vg # 0. Dies fuihrt zu einer Energieaufspaltung

a=2]V,
und zu den in Abb. 35 dargestellten ‘adiabatischen Energiekurven'.
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Abb. 35: Kopplung des s (Spin 0)- und des g (Spin 2)-Zustandsin der "Mischregion”.

Durch die Kopplung kommt es zur Superposition der s- und g-Zustande in der Mischregion.
Je nach GrofRRe der Aufspaltung bzw. der Starke der Kopplung konnen zwei Grenzfalle
unterschieden werden: Bei der adiabatischen Reaktion (A >> KT) bleibt das System auf der
unteren Energieflache, wahrend bei der nicht-adiabatischen Reaktion (A < KkT) die obere
Energieflache energetisch zuganglich ist. Bewegt sich das System in Richtung Bindung, so
bleibt es entweder in q oder geht auf s Uber, je nach der Zeitskala fur die Kern- und die elek-
tronischen  Bewegungen. Mit  Hilfe der  Unschérferelation  konnen  die
Ubergangswahrscheinlichkeiten abgeschatzt werden:

Ez-7,.=n,

wobei 7.7 die Zeit i, in der sich das System in der Mischregion (Landau-Zener-Region)
aufhalt. Weiterhin gilt
Tz = le Iv,

mit der Geschwindigkeit v. Hier beschreibt |, die Region, 'in der das Potential innerhalb von

A des Gipfels ist'. Werden die Ableitungen der beiden Potentiale (F1, F2) in der Mischregion
betrachtet, so folgt (vgl. Abb. 36)

und somit
lL(F,-F)=A
P\"/
F_‘:‘%_‘
\ Phts
N
A Y
pd \;‘
d \¢ -,
( (S';

Abb. 36: Ableitung der Potentialkurven in der Mischregion.
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I 7 l&sst sich nun darstellen als

-
LZ ‘Fz . Fl‘ :
Fur den Adiabatizitétsparameter gilt dann

A A I A

i = E, ', W

Az
V“_ME—ay
Gilt 1z >> 1, so0 liegt der adiabatische Grenzfall vor, d.h., das System bleibt auf der unteren
Kurve. Fir 1z < 1 befindet sich das System im nicht-adiabatischen Grenzfall, d.h.,
Ubergange in die obere Energiekurve sind mdglich. Fir die Wahrscheinlichkeit dieses
Ubergangs gilt nach Landau, Zener und Stueckelberg:

P=1-exp[-7y,/2].

Ist %1z grof3, so folgt P = 1 (adiabatischer Grenzfall); fur kleines j; erhdt man durch
Entwicklung der Exponentialfunktion (nicht-adiabatischer Grenzfall)

pF, TN
_ZV“_Zhwa—ﬁﬁ

Im nicht-adiabatischen Fall kann das System auf der diabatischen Energieflache bleiben. Das
bedeutet, dass nicht bei jedem Aufenthalt in der Mischregion ein Ubergang zwischen den
Energieflachen erfolgt. Die Proportionalitét

P oc A?

erhdlt man auch aus Stérungsrechnungen, bei denen A als kleine Stérung (schwache
Kopplung) angesehen wird, die Ubergange bewirkt (Fermi's Golden Rule).

Bisher wurde ein ballistischer Transport angenommen. Nun soll zusétzlich die Reibung
berticksichtigt werden. Fur folgende Diskussion sind drei Langenskalen wichtig. Neben der
mittleren freien Weglange A, sind dies |z und I1s (Siehe Abb. 37).

Abb. 37: Schema der physikalischen Gréf3en in der Mischregion.
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1. 1g 1 2>> 115 so folgt A >> kgT; es liegt der adiabatische Fall vor.

2. Fir Iz << lts<< 4 sind die Ubergéange ballistisch (kleine Reibung), und es gilt A << kgT.
Estreten viele Ubergange (N, >> 1) durch die Mischregion auf:

p:%[l— exp (-7 7.,)] .

L, T
mit y, =N 7., :T_EVLZ .
r

3. Fur Iz << 1 << |15 liegt aufgrund der grofRer Reibung eine diffusive Bewegung vor; es
kommt wiederum zu vielen Ubergangen durch die Mischregion:

p:%[l— exp (-7 ;)] .

mit ¥, =N,y J%yu. Somit folgt die in Abb. 38 dargestellte Abhangigkeit des

Transmissionskoeffizienten von der Reibung.

2051 A
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Abb. 38: Abhangigkeit des Transmissionskoeffizienten von der Reibung.

Bei schwacher und starker Reibung erhd@lt man durch die vielen Uberquerungen der
Mischregion ein adiabatisches Verhaten. Im dazwischen liegenden Bereich ist die
Wahrscheinlichkeit fir eine einzige Uberquerung der Mischregion sehr viel hoher und damit
die Wahrscheinlichkeit for einen Wechsel der Energieflachen entsprechend geringer. Der
Transmissionskoeffizient ist folglich kleiner als beim adiabatischen Fall.
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Biologische Energiecumwandlung

Die biologische Energieumwandlung findet in Bakterien und in Zellorganellen (Mitochond-
rien und Chloroplasten) der Pflanzen und Tiere statt. Die Mitochondrien wandeln Kohlenhyd-
rate unter Sauerstoffzufuhr in Kohlendioxid und Wasser um (Atmung):

[CH,0]+0,—CO, +H,0 .

In den Chloroplasten wird Kohlendioxid und Wasser mit Hilfe der Sonnenenergie in Kohlen-
hydrate und Sauerstoff umgesetzt (Photosynthese):

CO, +H,0 - [CH,0]+0, .

Obwohl die Atmung und die Photosynthese entgegengesetzte Richtungen der gleichen Reak-
tion darstellen, sind die ablaufenden Prozesse sehr dhnlich. Diese werden durch die Chemi-
osmosis (Mitchell, 1961) beschrieben. Sie ist der universelle Energieumwandlungs-
mechanismus, der den Elektronenfluss, den Protonengradienten und die ATP-Synthese ver-
bindet. Die chemische Energie wird in einem pH-Gradienten oder einem elektrischen Potenti-
al liber einer Membran gespeichert, in der die energieumwandelnden Proteine angeordnet
sind:

A, =F-Ay —2.3 RT ApH.

Hier ist Az, . das elektrochemische Potential der Protonen, F' die Faradaykonstante, Ay die

Potentialdifferenz und ApH die pH-Differenz tiber der Membran. Der erste Term spielt bei
den Mitochondrien, der zweite bei den Chloroplasten die wesentliche Rolle.

Abb. 1 zeigt schematisch die chemiosmotische Kopplung. Die Sonnenenergie oder die Ener-
gie aus der Oxidation von Néhrstoffen wird verwendet, um einen Protonengradienten entlang
der Membran aufzubauen. Dieser Gradient treibt eine Vielfalt von Reaktionen in den Mito-
chondrien, Chloroplasten und Bakterien an. In Abb. 2 ist schematisch die strukturelle Organi-
sation eines Chloroplasten, eines Bakteriums und eines Mitochondriums zu sehen.

sunlight

high-energy
electrons

|

transmembrane
electrochemical
) " <
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active ATP bacterial
membrane synthesis flage_!iar
transport rotation

Abb. 1: Chemiosmotische Kopplung.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der strukturellen Organisation (A) eines Chloroplasten, (B) eines
gramnegativen Bakteriums (z.B. E. coli), (C) eines Mitochondriums.

Beim Mitochondrium wird der Protonengradient an der inneren der beiden Membranen auf-
gebaut. Der Chloroplast besteht aus drei Membranen. An der sich im Innern des Chlo-
roplasten (Stroma) befindenden Membran (Thylakoidmembran) wird der Protonengradient
aufgebaut. Abb. 3 stellt schematisch die Energieumwandlung im Mitochondrium und im
Chloroplasten dar.

MITOCHONDRION CHLOROPLAST

light

photosystem
photosystem 1
1]

—

products products

Abb. 3: Mitochondrien (A) und Chloroplasten (B) als elektrische Energieumwandler.

Im Mitochondrium werden energiereiche Elektronen, die aus Fetten und Kohlenhydrat-
Molekiilen im Verlaufe ihrer Umwandlung in Kohlendioxid erzeugt werden, sequentiell durch
drei Proteinkomplexe (NADH Dehydrogenase, bci-Komplex, Cytochrom c¢ Oxidase)
transportiert. Die freie Enthalpie, die durch den Weg des Elektrons vom Hochenergiezustand
zu einem tiefer liegenden Zustand frei wird, wird verwendet, um Protonen durch die
Membran des Mitochondriums zu pumpen. Die FElektronen werden dabei durch
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diffundierende Molekiile transportiert. Eines der wichtigsten dieser Molekiile ist das NAD",
das zwei Elektronen und ein Proton aufnimmt, um NADH zu bilden. Das NADH bringt die
Elektronen zur NADH-Dehydrogenase in der Mitochondrienmembran. AnschlieBend werden
sie von weiteren Transportmolekiilen zu den weiteren Protonenpumpen gebracht. Die dritte
Protonenpumpe transferiert das Elektron schlieBlich zum Sauerstoft.

Im Chloroplasten wird Lichtenergie zur Separation von Ladungen verwendet. Der Elektronen-
transfer lduft dabei in entgegengesetzter Richtung von der bei den Mitochondrien: Die Elek-
tronen werden dem Wasser entzogen; dabei wird Sauerstoff produziert. Sie werden via
NADPH zur Synthese von Kohlenhydraten aus CO, weitergeleitet (siche unten).

Photosynthese

Die Photosynthese in griinen Pflanzen kann in den photophysikalischen Primérprozess, die
lichtinduzierte Ladungstrennung, und zwei darauf folgende biochemische Prozesse, Kohlen-
dioxidfixierung und ATP-Synthese, eingeteilt werden. Die lichtinduzierte Ladungstrennung
erfolgt in zwei Schritten. Der erste ist die photosynthetische Wasserspaltung:

H0 — % 0,+2H +2¢, E =-0.82V,
der zweite der Elektronentransfer zu NADP":
NADP' +2¢ +H" — NADPH, E,=-032V.

Die Ladungstrennung findet in grof3en, die Membran {iberspannenden Proteinkomplexen, den
Reaktionszentren, statt. Diese sind so in der Membran orientiert, dass das Ergebnis des Pri-
marprozesses der lichtinduzierte Transport von Elektronen vom Lumen (Bereich innerhalb
der Thylakoidmembran) zum Stroma (Bereich auBlerhalb der Thylakoidmembran) im Chlo-
roplasten und von Protonen in die andere Richtung ist. Die Energie wird in Form von
NADPH gespeichert. Der pH-Wert ist ~5 innerhalb der Membran und auflerhalb ~8. Abb. 4
zeigt schematisch den Elektronen- und Protonentransfer liber die Thylakoidmembran. Da die
Thylakoidmembran fiir Mg*" und CI~ durchlissig ist, gleichen sich die Ladungen beiderseits
der Membran aus, so dass die Potentialdifferenz iiber der Membran Null ist. In Mitochondrien
ist sie dagegen signifikant, wéhrend dort hingegen ApH nur ~1 ist.

NADP* —> ’NADPH
Aﬁv
7
R ¢

@ j

Abb. 4: Elektronen- und Protonentransfer lber die Thylakoidmembran im Chloroplasten (R;, R;: Reakti-
onszentren).
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Neben den beschriebenen, lichtinduzierten Reaktionen treten auch Dunkelreaktionen auf.
Zum einen wird der Protonengradient verwendet, um aus ADP das reaktive ATP zu syntheti-
sieren,

ADP +P; — ATP + H,0.

Hier stellt P; ein Phosphat-Ion dar. Zum anderen kann NADPH, da es ein starkes Redukti-
onsmittel ist, zusammen mit ATP Kohlendioxid zu CH,O umwandeln,

CO, +2NADPH+3ATP* +2H,0 — [CH,O]+2NADP' +3ADP* +3HPO> +H".

Abb. 5 a zeigt formal den Atom- und Ladungstransfer. Der erste Schritt in Pflanzen ist aller-
dings der in Abb. 5 b dargestellte. Hier wird CO, an Ribulose-1,5-bisphosphat durch das En-
zym Ribulosebisphosphat-Carboxylase (Rubisco) im Stroma gekoppelt. Da dieses Enzym
sehr ineffizient ist (3 s™"), sind viele Kopien nétig, so dass es bis zu 50% des Proteingehalts
der Chloroplasten ausmacht.

(a) 'ﬂ () 0=C=0
Q @) o +
) i J HoH
> c (t | Pug-C— C—C—CH,-p
I iRy v L = Uo-
ﬂ” D T I I S
S )
+ Sy +
L)
~ o0 A0 o, _,0
Il 1] 7 Fl{ tl—{ CI:
Drofofom eboPiei-b-t—.r
o O o} OH O <'_>H

Abb. 5:(a) Darstellung der Ladungsverschiebung bei der CO,-Reduktion. Die CO,-Fixierung in Pflanzen
erfolgt allerdings im ersten Schritt nach dem Schema (b), der durch ein Enzym katalysiert wird,
welches CO, an die Verbindung Ribulose-1,5-Bisphosphat koppelt.

Chloroplasten haben die Fahigkeit, Wasser als Elektronendonor zu verwenden. Um NADPH
(Redoxpotential ~ — 320 mV) aus Wasser (Redoxpotential ~ + 830 mV) zu generieren, wer-
den zwei Photosysteme verwendet, das PS I (P700) und das PS II (P680). Das letztere ist das
wasserspaltende Enzym. Klare Hinweise auf diese beiden Reaktionszentren wurden durch die
Messung der Sauerstoffproduktion wéhrend der Photosynthese als Funktion der Wellenldnge
erhalten (Abb. 6).
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Abb. 6: Photosynthese-Sauerstoffproduktion in Abhangigkeit von der Wellenldnge des Anregungslichts.
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Die Anregung kann nur bis zu einer kritischen Wellenldnge erfolgen. Da fiir 690 nm < 4 <
705 nm nur PS I angeregt werden kann, ist die Photosynthese ab diesem Bereich nicht mog-
lich. Das PS II enthilt ein 4Mn-Cluster, das Elektronen von Wasser extrahiert,

2H,0 —* 5 O,+4H"+4¢ .

Abb. 7 (rechts) zeigt den Reaktionszyklus, durch den nach vier Lichtpulsen ein Sauerstoff-
molekiil freigesetzt wird. Darin werden die Reaktionsintermediate des Enzyms mit Sp — S4
bezeichnet.
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Abb. 7: Sauerstoffausbeute bei der Photosynthese von Chloroplasten in Abhangigkeit von der Blitzanzahl
(links). Reaktionszyklus der Sauerstoffbildung (rechts).

Abb. 7 (links) zeigt die Oszillationen der Sauerstoffausbeute bei der Bestrahlung von Chlo-
roplasten mit Lichtblitzen in Abhédngigkeit von der Anzahl der Lichtblitze. Das Maximum
nach 3 Lichtblitzen kommt daher, dass 75 % der Chloroplasten vor der Bestrahlung im S;-
Zustand (25 % im Sy-Zustand) vorliegen. Durch zweifache oder keine Reaktion wihrend ei-
nes Lichtblitzes geht die Synchronisation mit zunehmender Anzahl der Blitze verloren.

Das Reaktionszentrum im Photosystem II produziert starke Elektronendonoren in der Form
des Plastochinons. Diese geben die Elektronen zu einer Protonenpumpe (be-f Komplex) wei-
ter (Abb. 8). Dieser Komplex pumpt Protonen iiber die Thylakoidmembran. Die Elektronen
werden mit Hilfe eines kleinen, kupferhaltigen Proteins, des Plastocyanins, zum Photosystem
I transportiert.

redox potential (mV)

direction of electron flow

Abb. 8: Veranderung des Redoxpotentials wahrend der Photosynthese.
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Das Elektron rekombiniert hier mit dem Loch, das durch Lichtanregung im Chlorophyllmole-
kiil in seinem Reaktionszentrum erzeugt wurde. Das Photosystem I erhoht das Energieniveau
des Elektrons, so dass es in das Eisen-Schwefelzentrum des Ferredoxin und daraufhin zum
NADP" gelangen kann, um dort NADPH zu erzeugen. Das Schema in Abb. 8 wird 'Z-Schema'
genannt. Die Nettoreaktion ist also

2H,0+2NADP"— 50, +2NADPH+2H" .

Beim 'Z-Schema' sind zwei Photonen involviert, da die Energie eines einzelnen sichtbaren
Photons nicht ausreicht, das Elektron vom 'Boden' des Photosystems II zur 'Spitze' des Photo-
systems I zu bringen. Auflerdem steht mit zwei Photosystemen noch geniigend Energie fiir
das Protonenpumpen in der Thylakoidmembran zur Verfiigung. Der resultierende elektro-
chemische Gradient treibt die Synthese von ATP durch die ATP-Synthase:

ADP+P, +nH; < ATP+H,0+nH]

out *

Das gesamte elektrochemische Potential des Protons ist

Ap,, = RTIn [H:ft]+FAl//.

in

Die Richtigkeit dieser chemiosmotischen Hypothese ist durch verschiedene Experimente veri-
fiziert worden. Zum einen nimmt die ATP-Produktion stark mit der Differenz des pH-Werts
zu. Andererseits nimmt diese Differenz schneller ab, falls die Konzentration von ADP zu-
nimmt.

Fiir die ATP-Produktion ist eine freie Enthalpie von 0.35 eV nétig. Das chemische Potential
der Protonen sollte also einen Schwellenwert haben, ehe die ATP-Synthese einsetzt. In Abb. 9
ist die relative ATP-Produktion (bezogen auf Chlorophyll a) als Funktion des chemischen
Potentials der Protonen fiir 3 Werte des elektrischen Feldes aufgetragen. Die Zunahme des
elektrischen Feldes filihrt nur zu einer Verschiebung der Kurven. Das bedeutet, dass der elek-
trische Potentialgradient und der Protonengradient dquivalent sind. Die ATP-Synthese setzt
oberhalb einer Schwelle von ~140 mV ein. Daraus folgt, dass drei Protonen fiir die Synthese
eines ATP-Molekiils (350 meV) benotigt werden.
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Abb. 9: Abhéngigkeit der ATP-Synthese vom elektrochemischen Potential der Protonen.
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Das chemiosmotische Prinzip wird auch durch folgendes Experiment bestétigt: Ein Vesikel
befindet sich in einem Kondensator. Der Abfall des elektrischen Feldes erfolgt im Wesentli-
chen in der elektrisch isolierenden Membran (Abb. 10).

Abb. 10: Prinzip der Methode des externen elektrischen Feldes. Die zwei Elektroden sind 1 mm vonein-
ander getrennt. Es werden 300 V angelegt, so dass die Feldstédrke 3000 V/cm ist. Der Span-
nungsabfall entlang eines Mikrometers ist dann 300 mV (A). Die gegensatzliche Polaritat
entlang der Lipidmembran (B).

Die Aquivalenz von licht- und feldgetriebener ATP-Produktion ist in Abb. 11 zu sehen. Die
ATP-Produktion nimmt linear mit der Zahl der elektrischen Impulse in derselben Weise wie
mit Lichtimpulsen zu. Der Unterschied um den Faktor 2 bei der ATP-Produktion kommt da-

her, dass die Spannung nur fiir eine Hemisphéare des Vesikels die richtige Orientierung fiir die
ATP-Synthese hat.
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Abb. 11: ATP-Ausbeute, die durch eine externe Spannung im Dunkeln (A) und durch Lichtpulse (B) an-
getrieben wird.

Die Funktionen und Strukturen der Enzymkomplexe, die die Protonen im zentralen Abschnitt
der mitochondrialen Atmungskette pumpen, dhneln denen des entsprechenden Abschnitts in
der Elektronentransportkette von Bakterien und Chloroplasten (Abb. 12). Der Photosynthese-
apparat der nicht schwefelhaltigen Purpurbakterien ist besonders einfach aufgebaut (Abb. 12
oben), und die beteiligten Proteine sind in ihrer atomaren Struktur bekannt. Daher ist dieser
Photosyntheseapparat fiir detaillierte physikalische Untersuchungen besonders gut zugéing-
lich. In den Purpurbakterien gibt es ein Reaktionszentrum, in dem lichtinduzierte Ladungs-
trennung erfolgt, worauf Chinon zu Chinol reduziert wird. Das Chinol wird zum Aufbau von
NADH verwendet. Au3erdem tibertrigt es Elektronen auf den bc;-Komplex, der einen Proto-
nengradienten aufbaut. Uber ein wasserldsliches Cytochrom c, gelangen die Elektronen wie-
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der zurlick zum Reaktionszentrum. Im Folgenden werden die Energietransfer- und Elektro-
nentransferprozesse diskutiert.

FaD f

revers
electron

Abb. 12: Vergleich der Elektronentransportketten von Bakterien, Chloroplasten und Mitochondrien.

Bei der Photosynthese erfolgt die Lichtabsorption durch Photorezeptormolekiile. Der wich-
tigste Rezeptor in den Chloroplasten ist das Chlorophyll a, ein substituiertes Tetrapyrrol (Abb.
13).

— CH3z im Chlorophyll a
— CHO im Chlorophyll 5

[

H,C=CH R

CH,CH,

Abb. 13: Die Struktur der Chlorophylle a und b.
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Die vier Stickstoffatome der Pyrrolringe sind mit einem Magnesiumion koordiniert. Das
Chlorophyll ist also ein Magnesiumporphyrin. Das Chlorophyll b unterscheidet sich vom a-
Typ dadurch, dass es eine Formylgruppe anstelle einer Methylgruppe in einem der Pyrrolringe
besitzt. Die Absorptionsspektren der beiden Chlorophylle sind in Abb. 14 zu sehen.

10|~

Extinktionskoeffizient cm~ "M~ 1)

400 500 600 700
Wellenldnge (nm)

Abb. 14: Absorptionsspektren der Chlorophylle a und b.

Sie erginzen sich bei der Absorption des einfallenden Sonnenlichts. Allerdings ist die Ab-
sorption im Bereich zwischen 500 und 600 nm relativ gering. Diese Wellenlédngen werden
von anderen Pigmenten absorbiert. Die bakteriellen Chlorophylle zeichnen sich durch starke
Absorption im Bereich von 800 nm aus. Die Chlorophylle werden von den Carotinoiden bei

der Lichtspeicherung unterstiitzt. In Abb. 15 ist der primére photosynthetische Apparat der
Membran des Purpurbakteriums zu sehen.

ADP ATP
¢ Cytoplasm

S

H+

5

Periplasm

Abb. 15: Schematische Darstellung des photosynthetischen Apparates in der intrazytoplasmitischen
Membran eines Purpurbakteriums.

Eine Ansammlung von lichtspeichernden Komplexen absorbiert das Licht und transferiert die
gewonnene Energie zum Reaktionszentrum (RC). In den meisten Purpurbakterien besitzt die
photosynthetische Membran zwei Typen von lichtsammelnden Komplexen, LH-I und LH-II.
LH-I umgibt das RC, wéhrend LH-II nicht in direktem Kontakt zum RC steht, aber Energie
iber LH-I zum RC fiihrt. Bei einigen Spezies existiert ein dritter lichtsammelnder Komplex,
LH-III. Purpurbakterien absorbieren Licht hauptsdchlich bei 500 nm durch Carotinoide und
bei 800 nm durch Bakteriochlorophylle. Abb. 16 zeigt die Energieniveaus der wichtigsten
elektronischen Anregungen.
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Abb. 16: Energieniveaus der elektronischen Anregungen in der photosynthetischen Einheit des Purpur-
bakteriums.

Das Diagramm illustriert das 'funneling' der Anregungsenergie zum photosynthetischen Zent-
rum. Die gestrichelten Linien représentieren Anregungen innerhalb, die durchgezogenen Li-
nien Anregungen aullerhalb eines Komplexes. In Abb. 17 ist eine Anordnung der LH-I- und
LH-II-Komplexe um das Reaktionszentrum zu sehen. Die Struktur wurde mit Hilfe einer
Computermodellierung erhalten. Lediglich die Strukturen des Reaktionszentrums und des
LH-II-Komplexes sind bisher mit atomarer Auflosung bekannt. Die Struktur von LH-I wurde
aus LH-II-Untereinheiten zusammengebaut und um das Reaktionszentrum herum angeordnet.

Abb. 17: Anordnung der LH-1 und LH-11-Komplexe um ein RC.

Wird das Chlorophyll durch Lichtabsorption in einen angeregten elektronischen Zustand ge-
bracht, so existieren verschiedene Moglichkeiten zur Riickkehr zum urspriinglichen, nicht
angeregten Zustand (Abb. 18). a) Die Anregungsenergie kann in Wiarme (molekulare Bewe-
gungen) oder in eine Kombination von Wéarme und Licht ldngerer Wellenlidnge (Fluoreszenz)
umgewandelt werden. b) Sie kann direkt auf ein benachbartes Chlorophyll-Molekiil durch
einen Prozess, der Resonanzenergietransfer (Forstertransfer) genannt wird, transferiert wer-
den. Es gibt noch einen weiteren Mechanismus, den Dexter-Prozess, bei dem direkt Elektro-
nen ausgetauscht werden. Dies tritt jedoch nur bei starker elektronischer Kopplung auf. c)
SchlieBlich kann das angeregte Elektron an ein benachbartes Molekiil (Elektronenakzeptor)
gegeben werden. Durch die Aufnahme eines niederenergetischen Elektrons von einem ande-
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ren Molekiil (Elektronendonor) kehrt das urspriinglich angeregte Chlorophyll wieder in den

Grundzustand zuriick.

In Abb. 19 ist die Struktur von LH-II von Rs. molischianum gezeigt. Die a-helikalen Segmen-
te sind als Zylinder dargestellt. Der Ring aus 16 Chlorophyll-Molekiilen ist oben, der aus 8
Chlorophyll-Molekiilen ist unterhalb zu sehen. Als Beispiel fiir ein photosynthetisches Reak-
tionszentrum ist in Abb. 20 das von Blastochloris viridis dargestellt.

excited

excited excited
chlorophyil chlorophyll light chlorophyll
molecule molecule all%d molecule
heat
light
\\\\ II/,’ Wy, K\ ll/,
—
electron
POSSIBLE ; i :
EXCITATION | DECAY 1 gﬁcﬁghﬁ‘;ﬁg’ﬂ‘fm 2
PATHWAYS

neighboring
chlorophyll

molecu

decay by resonance
energy transfer

le

Wy,

aonor

excited oxu;hzed
chlorophyll chlorophyll acceptor
molecule OXIdlZed acceptor reduced
reduced
electron electron
donor acceptor

x h@

3 decay by successive electron transfers

Abb. 18: Drei Mdglichkeiten eines angeregten Chlorophylimolekiils, nach Lichtanregung in den Grundzu-

stand zurtickzukehren.

Abb. 19: LH-11-Komplex von Rs. molischianum.
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Abb. 20: Struktur des photosynthetischen Reaktionszentrums von Blastochloris viridis.

Das Reaktionszentrum besteht aus vier Polypeptiden, den Untereinheiten L, M, H und einem
Cytochrom. Dieses liegt auf der einen Seite der Thylakoidmembran, der grofte Teil der H-
Untereinheit auf der anderen Seite. Die L- und M-Untereinheiten enthalten jeweils 5 Trans-
membranhelices. Vier Molekiile Bakteriochlorophyll b (BChl b) und zwei Chinone sind als
Kofaktoren mit den L- und M-Untereinheiten assoziiert. Die Anregung des Reaktionszen-
trums fiihrt zu einer Ladungstrennung. Im Reaktionszentrum wird ein Elektron iiber eine Rei-
he von Akzeptoren vom dimeren Bakteriochlorophyll ("special pair”) zum Chinon {ibertragen
(Abb. 21). Das Cytochrom liefert das Elektron nach und wird selbst von einem wasserlosli-
chen Cytochrom c, wieder reduziert.

\
\SQm ‘mv

* Spld’l\'o‘f Cl\\ 3. 5}’5

\ B

B ?kcof\\shu‘\% lok E‘

50
Quinoune HV‘AW
o~ QB Q‘ | —lms gQA

“Sﬁmudmb acceptor "/

A &‘i\""‘y‘ way ehwavj dhdrm
W &My ucu\akr akdays
bow&

Abb. 21: Elektrontransfer im Reaktionszentrum.
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Nachdem der Zyklus zweimal durchlaufen wurde, bindet Qg Protonen (QH») und diffundiert
in die Membran. Darauthin bindet ein neues Qp an das Reaktionszentrum, und der Prozess
beginnt von Neuem. Falls kein Qg vorhanden ist, rekombiniert das Elektron/Loch-Paar inner-
halb von ~100 ms. Die Energieniveaus dieses Zyklus sind in Abb. 22 aufgefiihrt.
. 3Sps
PBHQ 5 PEH
(4o m’%ﬁg —'—omé_@%% ‘i‘d"" singlet tiplet

t N FBH

Abb. 22: Energieschema des Elektronentransferzyklus im Reaktionszentrum (in Abwesenheit von Qg).

Die Riickwirtsreaktionen sind 100 bis 1000 mal langsamer als die Vorwirtsreaktionen. Somit
ist die Quanteneffizienz nahe eins. Allerdings gehen fast 2/3 der freien Energie verloren. In
Abb. 23 ist ein Uberblick iiber die Energieumwandlung in Blastochloris viridis zu sehen. Die
Lichtanregung erfolgt iiber die Lichtsammelkomplexe oder auch direkt {iber die Chlorophylle
im Reaktionszentrum. Dort wird das Elektron auf das Chinon Qg iibertragen. Das Chinon
wird nach Aufnahme eines zweiten Elektrons als QH, (Chinol) freigesetzt und diffundiert
zum Cytochrom bc;-Komplex, wo es wieder oxidiert wird. Die dabei entstehende Energie
wird zum Aufbau eines Protonengradienten verwendet. Die Elektronen laufen iiber ein Cy-
tochrom ¢, zum Reaktionszentrum zuriick; das Chinon diffundiert in der Lipidschicht zum
Reaktionszentrum zuriick.

ATP synthase

Periplasm

Cytoplasm

ADP ATP | | | |
+ P : Light harvesting
3 H+ Cytochrome bc1 Reaction center e

Abb. 23: Energiekonversion in Blastochloris viridis.
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Energiespeicherung und Transfer bei der Photosynthese

Die Struktur von LH-II (LH-I) enthélt einen Chlorophyllring, der sich aus 16 (32) Chloro-
phyllmolekiilen zusammensetzt. Die Chromophore liegen so eng beieinander, dass die Anre-
gungszustinde nicht auf den einzelnen Chromophoren lokalisiert, sondern iiber den Ring
delokalisiert sind. Die Struktur von LH II (Rs. molischianum) ist ein Oktamer von Dimeren;
jeweils zwei Chlorophylle sind stirker aneinander gebunden als zu den iibrigen Nachbarn.
Durch diese starke Kopplung des Dimers und der schwécheren Kopplung des Oktamers von
Dimeren kann das in Abb. 24 gezeigte Anregungsspektrum eines Doubletts von Oktetts er-
wartet werden.
ef

Il 1A

’

wWonomay diwmev Emdmbared
(strougly nn ) o dimers
Lou.(‘u“

Abb. 24: Schematische Energieaufspaltung eines Oktetts von Dimeren.

Die Wechselwirkung von gekoppelten Monomeren in einem Dimer wurde bereits besprochen.
Man erhilt als Eigenfunktionen

-

v, ==y +v,)
+ \/5 1 2

-

v. =g (vi-w)

wobei gilt
Wo=01 P >

4 :¢la ¢20 >

Wy =P D -

Hier ist ¢; die Wellenfunktion der Monomere, deren erster Index sich auf das Teilchen 1 oder
2 und deren zweiter Index sich auf den Grundzustand (0) oder den angeregten Zustand (a)
bezieht. Das . beschreibt die antiparallele Ausrichtung der Dipoliiberginge, die mit einer
positiven Energiewechselwirkung verbunden ist, und w- die parallele Ausrichtung. Abb. 25
zeigt die Orientierung der Ubergangsdipolmomente (Bilkchen auf den Quadraten) in LH-II.
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Abb. 25: Anordnung der Chromophore in LH-II.

Die Chlorophylle sind als Quadrate, die Carotinoide als ldngliche Strukturen dargestellt. Die
16 B850 Chlorophylle bilden einen kontinuierlichen Ring, wéhrend die 8 BS800 Chlorophylle

weiter auseinander liegen.

Im Folgenden soll auf die quantenmechanische Beschreibung dieser Energieaufspaltung ein-
gegangen werden. Die relevanten elektronischen Anregungen werden mit den Anregungen

einzelner Chlorophyllmolekiile O, beschrieben,

|a> =y, (& ¥,(g)---

v, (@Y, (Qy WWai () woy(8) s

wobei < ala’ > = J,, (Orthonormalitdt) gilt. Folgende Wechselwirkungen werden mittels

quantenmechanischer Rechnung ermittelt,

W W W; J+1 = VV]H,] vl
Wy =W, =W, J = W/+1,j =V,
Wy=W, = W;‘,_/+2 W/+2,j V3

j=1357...,
j=2468...,
j=1357...,

Abb. 26: Schematische Darstellung der Wechselwirkungen vy, vound vs,
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Fiir die anderen Kopplungen wird eine elektrische Dipol-Dipol-Wechselwirkung angesetzt,

—C C_jj 'Cyk _3(’71'1{ 'C?j)(ij C_jk)
k 3 5 >
ik ik

w.

J'

mit

- - . LN
C:V3£dl‘d3 _3(’"13'd1)(’”13'd3)j _

3 5
N3 ns

Hier stellen die d -Vektoren Einheitsvektoren dar, der Betrag der Dipolstirke, |D|, und & sind
in C enthalten. Diese Konstante wird mit Hilfe von v; bestimmt. Aus den quantenmechani-
schen Rechnungen ergibt sich v; = 806 cm_l, vy =377 cm_l, vy =-—152 cm ', Der Hamiltonian
kann dann wie folgt geschrieben werden,

& v Wy W oo : Wiana Vs
Vi & v, W, . . . . W, ana W,an
Wy v, & Vi . W;ona Wian

W W, &

>
I

€ v, Win-2an
V2 & Vl
v, . . e Wy 12 £

wobei ¢ die Selbstenergie ist. Fiir unseren Fall (B850 des LH-II-Systems) kann der Hamilto-
nian in eine Form gebracht werden, die die dimere Struktur des Chlorophyllaggregats mit Cs-
Symmetrie beschreibt:

g, H, . . . .. H,

H, H, . ... . H,
H =

H81 H82 H88

Aufgrund der Cg-Symmetrie des Chlorophyllaggregats folgen die Symmetrieeigenschaften
i, =1

J+mjk+m *

334



Ebenfalls gilt
w,=w,, H,=H;.

ij Ji? ij Ji
Aufgrund der zyklischen Randbedingungen folgt
w(s)=w(s+M-L)

wobei s die Koordinate auf dem Kreis, L der Umfang und M eine ganze Zahl ist. Die Eigen-
vektoren des Hamiltonian ergeben sich zu

n,ﬂ>=#26}(p(2ﬂin%}

k=1

kp) .

wobei n die Kennzeichnung der Eigenfunktionen des Oktetts (N = 8) und /S die des Dimers
darstellt. Hier ist

kB) =(0...1...0)v,," .

k-te ﬁosition
Das zu 16sende Eigenwertproblem ist dann

ﬁn,ﬁ>=En,ﬂ

np)

SN n n n
[Z‘ i exp[27zi(k - j)ND exp[27zijﬁ}vnﬂ =E,, exp[27zijﬁ}vnﬂ .

Durch die obige Symmetrieeigenschaft folgt, dass

N

n A . N
h, = it exp[27rz(k—])ﬁ}

k=1

nicht von j abhingt. Somit gilt
h Vg =E

n

n,ﬂvn,ﬂ .

Mit Hilfe dieser Gleichung kann das Spektrum berechnet werden. Fiir vi > 0, v, > 0, v; > v,
erhdlt man das in Abb. 27 dargestellte Spektrum.
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Abb. 27: Energieschema der Eigenzustédnde des effektiven Hamiltonian des B850 Chlorophylls in LH-I1.
Der Wert von & wurde so gewahlt, dass E, bzw. E; mit dem spektralen Maximum des zirkula-
ren Aggregats bei 850 nm Ubereinstimmt.
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Die Oszillatorenstirken aller Zustdnde sind Null, mit Ausnahme des entarteten Paares E,/Ej3.
Dies wird durch folgende Betrachtung anschaulich: Abb. 28 zeigt die Oszillatorenstdrken fiir
den niedrigsten angeregten und den hdchsten angeregten Zustand fiir f=1 (E/Eg).
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./ e w
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Abb. 28: Anordnung der Oszillatorenstarken fiir den energetisch niedrigsten (links) und hochsten Zu-
stand (rechts) fur 8= 1.

Im ersten Fall betrdgt die Phasenverschiebung zwischen den Dimeren 27, im zweiten . Wer-
den die Oszillatorstarken vektoriell aufaddiert, so ergibt sich als Summe Null. In Abb. 29 sind
die Oszillatorstirken der Dimere fiir n = 1 und n = 7 zu sehen (E,/E3).

Abb. 29: Anordnung der Oszillatorstarken der Dimere firn =1 und n =7 und =1 (E, bzw. Ejy).

In diesen Fillen sind die Phasenverschiebungen zwischen den Oszillatorenstirken der Dimere
so0, dass sie sich nicht wegmitteln. Bei dem oberen Oktett (= 2) verschwinden alle Oszillato-
renstirken (=2, n = 8 hat f ~ 0.25, alle anderen haben eine betrichtlich kleinere Oszillator-
stiarke). Es folgt also aus obigen Berechnungen, dass der niedrigste Exzitonenzustand nicht
abstrahlt und somit einen effizienten Energiespeicher darstellt.
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Abb. 30: Anregungstransfer in der bakteriellen photosynthetischen Einheit. Die LH-I1 (drei Komplexe
rechts) haben zwei Typen von Chlorophyllen (B850 und B800). Das LH-1 (Ring um RC) besitzt
nur einen Chlorophylltyp (B875).

Nun stellt sich die Frage, wie der Anregungstransfer von LH-II zu LH-II abléduft (Abb. 30). Es
wird ein Zweiring LH-II-System betrachtet, das mit einer Hamiltonian-Matrix mit 32 Dimen-
sionen beschrieben werden kann,
. (R, R
H _ [ All AIZJ .
R21 R22

Die Diagonalelemente beschreiben die Kopplung innerhalb der Ringe 1 und 2, wéhrend
R (i,j) = W;; die Kopplung zwischen Ring 1 und 2 représentieren, wobei i = 1 ... 16 der In-
dex des Ringes 1 und j der des Ringes 2 ist. Aullerdem gilt

A

Ry, = R2+1 .
Das Problem wird viel einfacher, falls nur der niedrigste Exzitonenzustand eines jeden Ringes
betrachtet wird, a)l1 >,

a)lz> Die Dynamik des Zweizustandssystems wird dann durch den

Hamiltonian

Uil
beschrieben. Fiir die Wellenfunktion folgt
w=C (0w )+ C,(0)w)) -

Die Zeitentwicklung erhilt man mit

o el (b (4

“\4E,

o
m;%=EM+AQ,
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7
iha—C;:Acl—i-Eoc2 .

Mit den Anfangsbedingungen
¢,(0)=1 und ¢,(0)=0
erhdlt man die Losungen

At

c(t)= exp[— %Eo t} cos7 ,

_ i . At
c,(t)=—iexp —%Eot s1n7 .

Fiir die Wahrscheinlichkeit, dass Ring 2 angeregt ist, falls Ring 1 bei ¢ = 0 angeregt war, er-
gibt sich

(wi|ftw))

t.
h

2
— qin?
‘cz‘ = sin

A

Quantitativ erhilt man <w12 w1'> =23 cm '; woraus 7="7 ps folgt (Abb. 31).

e

Abb. 31: |c2|2 in Abhéngigkeit von der Zeit.

Der Energietransfer von LH-II zu LH-I wird dhnlich dem Transfer von LH-II zu LH-II be-
handelt, nur dass die Hamilton-Matrix nun 16 + 32 = 48 Komponenten hat. Wiederum ist eine
vereinfachende Behandlung mdglich. Der niedrigste Zustand des LH-II ist energetisch den
Zustinden E,/E; des LH-I benachbart, welche somit die energieaufnehmenden Zustinde sein

sollten. Man erhilt fiir das Matrixelement <w11‘I:I ‘w§> ~5 cm™' und somit in Ubereinstimmung
mit dem Experiment 7= 3.3 ps.
AbschlieBend soll noch der Energietransfer von LH-I zu dem Reaktionszentrum betrachtet

werden. Das einfachste Modell berticksichtigt den niedrigsten Exzitonenzustand |1> von LH-I
und den Dimerzustand Qy des 'speziellen Paars', 2> und [3>. Somit folgt fiir den Hamiltonian
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€1 VipVi3

H, = ViaérVy | 5

VisVyp €

wobei &= 1135 cm™, & = 12560 cm™, vg, = 1000 cm ™', vi; = 0.46 cm ™', vi3 = 0.50 cm™ ist.
Diese spiegeln wieder, dass die Chlorophylle des 'speziellen Paares' sehr viel stirker mitein-
ander koppeln als mit dem ersten Grundzustand des Exzitons in LH-I. Mit diesem Hamiltoni-
an erhdlt man fiir die Kopplung von |1) mit dem niederenergetischen Dimerzustand 0.028
cm™', woraus 7= 595 ps folgt. Die beobachtete Transferzeit ist aber 7= 35 ps. Daraus folgt,
dass das obige einfache Modell nicht ausreichend ist. Werden die 'accessory'-Chlorophylle
auch noch in das Modell integriert (Zusténde |4), |5)), so folgt

E1 Vi Vi3 Vig Vis

Vip &3V, Wy Was

I\Jm)
[

Viz Vg E3 W3y Wis

-

Vig Wiy Wiy E3Wys

Vis WosWisWy58;5

womit eine Transferzeit 7= 65 ps erhalten wird. Dies liegt wesentlich ndher an dem experi-
mentellen Wert, d.h. die 'accessory'-Chlorophylle sind fiir den Energietransfer von LH-I zu
dem Reaktionszentrum relevant. Abb. 32 zeigt schematisch die Wege, iiber die die Energie-
Anregungen von 500 nm und 800 nm-Photonen das Reaktionszentrum erreichen.
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Abb. 32: Schema der Anregungstransferwege eines 500 nm und 800 nm-Photons in der photosyntheti-
schen Einheit.
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Elektronentransfer in der Biologie — Theorie und Experiment

Der Elektronentransfer spielt eine entscheidende Rolle beim Energietransport in biologischen
Systemen. Sowohl die Photosynthese als auch die Atmung basieren auf dem Prinzip des vek-
toriellen Transports von Elektronen und Protonen durch eine Membran. Im Folgenden wird
untersucht, welche physikalischen Parameter den Elektronentransferprozess bestimmen. Kon-
kret auftretende Fragen sind: Warum gibt es einen ungenutzten Zweig im Reaktionszentrum?
Der L-Zweig wird zu iiber 99 % geniitzt, der M-Zweig nur zu weniger als 1 %. Warum ver-
wendet Mutter Natur mehr als ein Redoxpaar, um die Membran zu iiberbriicken? Was macht
die Vorwirtsreaktion so viel schneller als die Riickwirtsreaktion (die Quantenausbeute somit
nahezu 1)?

Die klassische Version der Elektronentransfertheorie wurde in den Fiinfziger- und Sechziger-
jahren von Rudy Marcus entwickelt. Sie behandelt den Energietransfer zwischen Ionenpaaren
in Losungen und Ion-Elektroden-Wechselwirkungen, kann aber leicht fiir die Beschreibung
des intramolekularen Energietransfers in biologischen Komplexen mit festem Donor-
Akzeptor-Abstand angepasst werden. Marcus verwendete das Konzept eines Komplexes mit
schwacher Donor-Akzeptor-Wechselwirkung (andernfalls hitten die beobachteten Reaktions-
raten viel schneller sein sollen). In seiner Theorie ist die Energieerhaltung und das Frank-
Condon-Prinzip integriert, das zuvor von Libby in dieses Problem eingefiihrt wurde und das
besagt, dass eine sehr schnelle Verdnderung der elektronischen Konfiguration ohne Verinde-
rung der Kernkoordinaten mdglich ist. In Abb. 33 ist ein Beispiel einer Elektronentransfer-
reaktion in Losung zu sehen.
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Abb. 33: Typische nukleare Konfiguration fir die Reaktanten, Produkte und umgebende Ldsungsmittel-
molekiile in Lésung.

Diese Reaktion kann durch folgende Kernpotentiale fiir die Reaktanten und Produkte darge-
stellt werden (Abb. 34).
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Abb. 34: Potential-Energieoberflachen fir Reaktanten und Umgebung (R) und fiir Produkte und Umge-
bung, (P). Durchgezogene Kurven: schematisch; gestrichelte Kurve: schematisch, aber realisti-
scher. Die Aufspaltung am Kreuzungspunkt ist links vom Diagramm dargestellt.
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Aufgrund der schwachen Kopplung kommt es zu einer sehr kleinen Aufspaltung der Poten-
tialkurven am Kreuzungspunkt (nichtadiabatische Reaktion). Neben den Kernpotentialen
muss auch das elektronische System betrachtet werden (Abb. 35).
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Abb. 35: Elektronische Energiekurven (links) und die korrespondierenden Kernenergiekurven (rechts)
fiir den Anfangszustand mit dem Elektron beim Donor (a), den Ubergangszustand (b) und den
Endzustand mit dem Elektron beim Akzeptor (c).

Das elektronische System wird durch zwei Potentialmulden 1 und 2 beschrieben. Die endliche
GroBe der Barriere ermdglicht eine Kopplung und dadurch den Ubergang. Die Energieniveaus
in den Potentialmulden sind vertikale Ionisationsenergien. Das Energieniveau in Potential 1
ist anfanglich in (a) und das in Potential 2 in (c) besetzt. Falls sich das System aufgrund von
Fluktuationen in den Kreuzungsbereich der Potentiale begibt, kann es zu der Produktkurve
hiniibergehen und zum Boden des Produktpotentials relaxieren. Abb. 36 zeigt nochmals die
Kernpotentiale der Reaktanten und der Produkte sowie die Definition der Gréfen 4, 4G”, AG”.
A ist gleich der Energie, die aufgewendet werden muss, um entlang des Produktpotentials
durch Storung der Kernkoordinaten von der mittleren Produktkonfiguration zur Reaktanten-
konfiguration zu gehen.
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Abb. 36: Kernpotentiale fur die Reaktanten und die Produkte.
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Fiir die Reaktionsrate gilt somit

k=A e_AG%eT ,
mit
AG*:(2+AGOY'
42

Der Arrheniusvorfaktor 4 beinhaltet die Kollisionsfrequenz und die elektronische Kopplung,
die durch die elektronische Tunnelwahrscheinlichkeit (~ e ") beschrieben wird. Der allge-
meine Ausdruck lautet dann (Marcusgleichung)

’ 1 (A+AGY)?
p B _
k _ 1/2 e LR e 40kT

“n ' famikT

Der Faktor ¥, beschreibt die elektronische Kopplung beim Abstand 0. In Abb. 37 ist darge-
stellt, wie sich die freie Energie fiir verschiedene Werte fiir AG® andert.

FREE ENERGY

REACTION COORDINATE g

Abb. 37: Die freie Energie als Funktion der Kernkoordinate fir die Reaktanten R und die Produkte P fur
drei verschiedene Werte von AGO_

Wird AG® vergroBert, so wird AG* kleiner und somit aufgrund der kleineren Barriere der Ra-
tenkoeffizient grofer. Ab einem bestimmten AG’-Wert allerdings steigt AG* wieder an, der
Ratenkoeffizient wird also wieder kleiner (invertierter Bereich, Abb. 38).

in &

1 u m
] 1 |
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Abb. 38: Verlauf von In k versus AGO. Die Punkte | bzw. 111 befinden sich in der normalen bzw. in der
invertierten Region. Beim Maximum der Kurve (Punkt I1) ist AG’ = 1.

Dieser Verlauf der Reaktionsrate wurde experimentell verifiziert. Dazu wurden an einem Ak-
zeptormolekiil iiber eine feste Briicke, die einen gleichen Abstand gewihrleistet, verschiedene
Akzeptoren gebunden, die verschiedene AG®- Werte haben. Durch Messung der Reaktionsra-
ten konnte das Vorhandensein des invertierten Bereichs bestétigt werden Abb. 39).
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Ag =075 eV Lower Limit
Ay = 0.45 oV
© = 1500 cm™'
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Abb. 39: Experimenteller Nachweis des invertierten Bereiches in chemischen Elektronentransferreaktio-
nen.

Eine quantenmechanische Ableitung der Reaktionsraten wurde von Jortner publiziert (BBA,
594 (1980) 193-230). Es werden zwei Zustidnde betrachtet. Der Zustand a entspricht dem Zu-
stand des Donors und Akzeptors vor und der Zustand b nach dem Transfer eines Elektrons
vom Donor zum Akzeptor. Es besteht eine schwache Kopplung, so dass der (metastabile) Zu-
stand a iiber einen nichtadiabatischen Transfer in den Zustand b iibergeht. Dieser Ubergang
ist irreversibel aufgrund der groBBen Dichte der Zustidnde in b und der Schwingungsrelaxatio-
nen. Wird die Born-Oppenheimer-Néherung verwendet, so erhdlt man fiir die Wellenfunktio-
nen der Zustinde a und b

Vo =075 2 0(G) »

Viw = (7D X (@)

wobei der elektronische Teil der Wellenfunktion mit ¢ und der nukleare Teil mit y beschrie-
ben wird. Die elektronischen Koordinaten sind durch 7, die Kernkoordinaten (Normalmoden)
durch g gegeben, und v bzw. w stellen die Schwingungsmannigfaltigkeiten (Satz von

Schwingungsquantenzahlen) dar. Die Kernbewegungen werden durch die vieldimensionalen
Energieoberflichen U (g) und U,(g) bestimmt. Zwischen den Zustdnden a und b besteht

eine schwache Kopplung (Ein-Elektron-zwei-Zentrums-Austauschwechselwirkung):
Vs = | @[ 438, (F. @) W@V ()P, (F2 @) 2, (@)

die nur den elektronischen Teil der Wellenfunktion beeinflusst (Condon-Approximation):
v

avbo — <¢a I}‘% ><Z ol wa> .

Der mikroskopische Ratenkoeffizient & fiir den nichtadiabatischen Ubergang von a nach b ist
durch Fermi's goldene Regel gegeben:

2z
k—YZ

4]

2
=2 S

2
Voso| “0(E,, —E,,)

wa> ‘2 5(Ebw _Eav) .
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Hier ist V = <% |I7| y/b> das elektronische Kopplungsmatrixelement. Gewohnlich wird ange-

nommen, dass der Elektronentransferprozess von einer urspriinglichen Schwingungsmannig-
faltigkeit im thermischen Gleichgewicht stattfindet,

ko, = 27”|V|2FC,

wobei
FC:Z va <Zav wa>25(Ebw_Eav)a
_exp (— E, /kBT)
Pv= Zexp (—Eav / kBT) ’
In guter Ndherung gilt

PP~ fe
Fiir Elektronentransfer entlang kovalenter Bindungen findet man £= 0.7 A™', fiir das Vakuum

B=2.8 A" und fiir Proteine = 1.4 A™'. Abb. 40 veranschaulicht das Kerniiberlappungspo-
tential (Frank-Condon Faktor).
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Abb. 40: Frank-Condon-Prinzip fur drei Elektrontransferreaktionen mit unterschiedlich groRer freier
Enthalpie.
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Beachten Sie, dass hier Wahrscheinlichkeitsdichten des harmonischen Oszillators in die Ener-
gieparabeln eingezeichnet sind, also Betragsquadrate der Wellenfunktionen, nicht die Wellen-
funktionen selbst. Der Frank-Condon-Faktor ist proportional dem Quadrat des Uberlapps der
Kernwellenfunktion des Reaktanten (horizontale Schattierung) und der des Produkts (vertika-
le Schattierung). Der Uberlapp ist maximal, falls die freie Energie der Reaktion mit der Reor-
ganisationsenergie iibereinstimmt (—~AG® = 1) (mittleres Bild). Er wird fiir die beiden anderen
Fille jeweils kleiner. Nur das niedrigste Schwingungsniveau des Reaktanten ist eingezeichnet,
was fiir iw > kT gegeben ist.

Jortner et al. haben eine auf der Quantenmechanik basierende Korrektur der Markusgleichung
hergeleitet:

FC = (ho)" exp[-S(2n+1)] (””j 1[5 nln +1)]

wobei S =4/ fiw, P =—AG"/ hew, und n = [exp([fiw / kT) 117" gilt (I, ist die modifizierte Bes-
selfunktion p-ter Ordnung.

Abb. 41 zeigt Beispiele fiir Elektronentransfersysteme mit definierten Donor-Akzeptor-
Abstinden. Nach der Lichtanregung des Bakteriochlorophyll-Dimers (1) geht der Elektronen-
transfer iiber dem Bakteriochlorophyll-Monomer (2), dem Bakteriopheophytin (3) und dem
primdren Chinon (4) zum sekundéren Chinon (5). Die Pfeile zeigen die physiologisch produk-
tiven Ladungstrennungen und die nichtproduktiven Ladungsrekombinationen. Die an diesen
Systemen bestimmten Reaktionsraten sind in Abb. 42 zu sehen.
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Abb. 41: a: Die Geometrie der Kofaktoren des photosynthetischen Zentrums von Blastochloris viridis, die

durch Réntgenbeugung bestimmt wurde. b-e: Andere Strukturen von Elektrontransfersystemen
mit definiertem Donor-Akzeptor-Abstand.
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Abb. 42: Die freie-Energie-optimierte Rate fuir Elektronentransfer in Abhangigkeit vom Abstand. a: Pro-
teine; b: Kovalent-gebundene Systeme.

Abb. 42 (oben) zeigt maximale Reaktionsraten fiir Proteine als Funktion des Abstands, u.a.
auch die der Ubergiinge im photosynthetischen Reaktionszentrum von Blastochloris viridis.
Die Ziffern beziehen sich auf Abb. 41. Man erhilt fiir Proteine = 1.4 A”', d.h., die Reakti-
onsrate nimmt pro VergroBerung des Abstandes von 1.7 A um eine GroBenordnung ab. Diese
Abnahme ist fiir kovalent gebundene Systeme wesentlich geringer (Abb. 42, unten). In Abb.
43 sind die Reaktionsraten in Abhéngigkeit von der freien Enthalpie zu sehen.
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Abb. 43: Die Abhéngigkeit der Elektronentransferrate von der freien Energie fur verschiedene Systeme.
a: Die Ubergéange BPh™ zu QA und QA~ zu BChl," im photosynthetischen Zentrum.
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Die freie Enthalpie wurde in Abb. 43a durch Ersetzen des nativen Q mit modifizierten Ak-
zeptormolekiilen erreicht. Die Fits der Marcustheorie an die experimentellen Daten sind eben-
falls eingezeichnet. Diese wurden mit verschiedenen Werten von e (zwischen 10 und 150
meV, siche Abb. 43a durchgefiihrt. Fiir die Fits in Abb. 43b wurde Zw = 70 meV angenom-
men. Die Marcustheorie erlaubt es, die experimentellen Werte zu beschreiben, allerdings ist
der Wert fiir das optimale 7w relativ grof3.

Aus diesen und weiteren Daten lésst sich eine empirische Beziehung herleiten, mit der der
Ratenkoeftizient fiir Elektronentransfer bei Zimmertemperatur berechnet werden kann:

(AG - 4)*

P )
wobei R in A und A in eV angegeben werden miissen, um kg7 in s™' zu erhalten. Des weiteren
gilt 0.6 = #/1n10 (fir f=1.4 A" und 3.1 = (2% In 10)™" fiir hw~ 70 meV. Mit dieser Rela-
tion lassen sich die Prinzipien fiir das Design von Proteinen untersuchen. Beziiglich der Ab-
stande ergeben sich folgende Forderungen:

e Das chemiosmotische Membransystem erfordert einen Elektronentransfer iiber min-
destens 35 A in dem niedrig-dielektrischen Profil der Membran.

e Es ist unmdglich, Elektronentransfer zwischen zwei Redoxzentren mit einer Reakti-
onsrate vergleichbar mit der Submillisekunden-Lebenszeit von 'Encounter-Komplexen'
(beispielsweise mit Cytochrom ¢ oder Chinonen) zu haben.

e Reaktionszentren unterliegen einer noch gréferen zeitlichen Einschrinkung: Da die
Lebenszeit des Donors im angeregten Zustand ungefiahr Nanosekunden betrégt, muss
der Elektronentransfer im Subnanosekundenbereich stattfinden, um eine hohe Effi-
zienz zu erzielen. Daraus folgt, dass das photosynthetische Zentrum zumindest 3
Schritte benétigt.

Beziiglich des Frank-Condon Faktors ergibt sich:

e Natiirliche Systeme mdchten die freie Energiedifferenz in Vorwiértsrichtung minimie-
ren. Allerdings ist fiir die Vermeidung von thermischen Wiederbesetzungen des Do-
norzustandes eine Abnahme der freien Enthalpie notwendig.

log k,; =15-0.6R -3l

e Delokalisierte Systeme (Chl, Phe, Q) haben in einer niedrig-dielektrischen Umgebung
gewohnlich kleine Reorganisationsenergien (600 - 800 meV).

¢ Die anfingliche Ladungstrennung steht im Wettbewerb mit der Riickreaktion mit gro-
fem AG bei gleichem Abstand. Eine kleine Reorganisationsenergie von A = 300 meV
kann einen Selektionsdruck wiederspiegeln, um die Riickreaktion in den invertierten
Bereich zu ziehen.

e Der M-Zweig des Reaktionszentrums ist trotz der gleichen Absténde fiir den Elektro-
nentransfer aufgrund des Frank-Condon-Faktors inaktiv (ky, < 0.01 k).

e Obwohl die AG fiir die Riickkehr des Elektrons von O, und Q, &dhnlich sind, ist es

stabiler bei O, (Sekunden statt Millisekunden), da das relativ polare O, groBe 4 ge-
wihrleistet.
e Die Zweischritt-Ladungstrennung kann schnell sein, und die Rekombination bei ldnge-

ren Distanzen ist langsamer (e ™).
Diese Erkenntnisse erlauben das Design eines neuen Reaktionszentrums (de novo RC design).
Der Kante-zu-Kante-Abstand des Primirdonors und des Endakzeptors wird zu 41 A und die
Photonenenergie zu ~1.4 eV (~870 nm) angenommen. Ein 3-Schritt-Design flihrt dann zu 20
ns-Ladungsseparation mit einer Effizienz von 99 %. Von der Anfangsenergie von 1.4 eV
konnen ~ 0.8 eV als chemisches Potential erreicht werden. Beim nativen Reaktionszentrum
sind es nur 0.4 eV. Abb. 44 zeigt zwei mdgliche Anordnungen der Redoxzentren fiir effiziente
Ladungstrennung zwischen Cytochrom und Chinon.
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Abb. 44: Zwei Anordnungen der Redoxzentren flr effiziente Ladungstrennung in einem hypothetischen
photosynthetischen Protein. Die Gesamtdistanz der Ladungstrennung zwischen dem Cytochrom
und dem Chinon ist gleich dem des nativen Reaktionszentrums. Die Distanzen und freien Ener-
gien der Reaktionen sind so gewahlt, dass 99 % Quanteneffizienz bei der Ladungstrennung in
der niedrig-dielektrischen Membran mit einer Stabilitat von einer Millisekunde oder besser und
minimalem Verbrauch von freier Energie erreicht wird. Die optimale Geometrie der Redox-
zentren ist links in der Abbildung, wahrend eine nicht-optimale Anordnung rechts zu sehen ist.
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