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Zusammenfassung

Die Strukturrelaxation eines metastabilen Zustands und der Konformationswechsel in einer
Mutante von Myoglobin wurden mit optischer Spektroskopie und Rontgenstrukturanalyse
untersucht. Die Neutronenstrukturanalyse von Met-Myoglobin wurde bei Raumtemperatur und
20K mit einem monochromatischen bzw. Laue-Diffraktometer gemessen. Die Positionen und
die mittleren quadratischen Auslenkungen der Wasserstoffatome wurden analysiert.

Durch photoinduzierte Reduktion von Fe’"-Met-Myoglobin bei tiefen Temperaturen wird ein
metastabiler Zustand (Fe(I)MbH,0) erzeugt. Die Struktur bleibt bei tiefen Temperaturen
unverandert, der Wasserligand am Eisen bleibt erhalten. Die Messung optischer Spektren zeigt,
dass innerhalb des Zustands Fe(II)MbH,0 ab 100K eine Relaxation einsetzt. Die Analyse der
Kopplung hochfrequenter Moden (hv >> kT) demonstriert, dass die Struktur der Him-Gruppe
und des Liganden erhalten bleibt. Die GauB-Verbreiterung der optischen Spektren steigt
zusammen mit der Relaxation des Proteins an. Dies wird durch Anregung niederfrequenter
Moden (hv < kT) verursacht und kann damit als Ursache der Relaxation identifiziert werden.
Als struktureller Mechanismus der Relaxation wird eine Verschiebung der Ham-Gruppe
inklusive des Liganden relativ zum Protein vermutet. Oberhalb von 150K relaxiert
Fe(I)MbH,0 zum Gleichgewichtszustand Deoxy-Myoglobin, der Wasserligand geht verloren.

Die H64V-Mutante von Pottwal-Met-Myoglobin zeigt einen temperaturabhdngigen
Konformationswechsel. Aus optischen Absorptionsspektren folgt, dass das temperatur-
abhédngige Gleichgewicht zwischen den beiden Konformationen bei Temperaturen unterhalb
180K eingefroren ist. Rontgenstrukturanalysen wurden bei 300K und 110K bis zu einer
Aufldsung von 1.5A bzw 1.3A durchgefiihrt. Beim Abkiihlen bildet sich eine geordnete
Wasserstruktur aus, die einen Ubergang von fiinffach zu sechsfach ligandiertem Him-Eisen
ermoglicht. Dabei verschiebt sich die Him-Gruppe relativ zum Proteinriickgrat. Bei 110K liegt
das aktive Zentrum in zwei Zustinden vor: ligandiert und unligandiert. Das Wasserstoft-
briickennetzwerk, das den Wasserliganden bei 110K stabilisiert, erstreckt sich von der
Proteinoberfldche bis ins aktive Zentrum. Dieser temperaturabhéngige Konformationswechsel
ist ein weiterer Beweis dafiir, dass das Protein nur im Temperaturbereich iiber 180K quasi-
diffusive Bewegungen ausfiihren kann, die den Konformationswechsel ermdéglichen.

Die Temperaturabhingigkeit der Gaul3-Verbreiterung optischer Absorptionsbanden der Him-
Gruppe in Myoglobin wurde in der Literatur bisher als Nachweis einer Anharmonizitit
niederfrequenter Moden des Proteins angefiihrt. Unter Beriicksichtigung aller Moden, die aus
einer Normal-Moden-Analyse zur Verfiigung standen, konnte jedoch der gesamte Temperatur-
verlauf angepasst werden. Die Temperaturabhidngigkeit resultiert danach aus der thermischen
Anregung niederfrequenter Moden (hv < kT). Eine Anharmonizitit der Schwingungen 148t sich
aus der Gaul3-Verbreiterung der optischen Spektren nicht ableiten.

Die Neutronenstrukturanalyse ist die einzige Methode, mit der man Struktur und Dynamik der
Wasserstoffatome in Proteinen im Detail untersuchen kann. Bei der Auswertung einer
Neutronenstruktur von Myoglobin bei 300K mit einer Aufldsung von 1.5A wurde ein
Verfahren zur Korrektur von Streudichtemappen eingefiihrt. Dieses ermoglicht eine deutliche
Verbesserung der Sichtbarkeit negativer Streudichte von 'H-Atomen. Dies zeigt, dass bei



ausreichender Datenqualitdt und Auflésung eine vollstdndige Deuterierung des Proteins zur
Bestimmung aller Wasserstoffatompositionen nicht notig ist.

Ausgehend von den auch aus einer Rontgenstrukturanalyse bestimmbaren Atompositionen
wurden die Positionen von Wasserstoffatomen aufgrund der bekannten sterischen
Randbedingungen hinzugefiigt und anschlieBend die Energie der Struktur minimiert. Der
Vergleich mit der Neutronenstrukturanalyse zeigt Differenzen fiir die Wasserstoffatome, die
einen Freiheitsgrad besitzen. “H-Atome zeigen eher an der Proteinoberfliche Abweichungen.
Dies kann mit der Konkurrenz der Wasserstoffbriickenpartner mit Wassermolekiilen erklart
werden. Fiir die 'H-Atome beobachtet man im Proteininneren groBe Abweichungen. Uber 70%
der 'H-Atome in Methylgruppen weichen um mehr als 0.2A von den berechneten Positionen
ab.

Aus den Debye-Waller-Faktoren des Strukturmodells bestimmte mittlere quadratische
Auslenkungen der 'H-Atome zeigen, dass es drei Klassen von Beweglichkeiten gibt. Diese
lassen sich nach ihrer strukturellen Anordnung nach steigender Beweglichkeit einteilen:
Hauptkette, Methylgruppen enthaltende Seitenketten und Lysinketten dhnliche Seitenketten.
Die Verteilungen der Auslenkungen dieser drei Klassen und der Auslenkungen aller 'H-Atome
lassen sich gleichzeitig mit drei GauB-Verteilungen anpassen. Die elastische inkohérente
Streuung von Neutronen ist eine wertvolle Methode zur Untersuchung der Proteindynamik.
Die hier erhaltenen Strukturdaten erlauben eine erweiterte Interpretation unter Verwendung der
drei Klassen von Beweglichkeiten fiir Temperaturen iiber 180K. Dabei zeigt es sich, dass die
elastische inkohédrente Neutronenstreuung vor allem durch die Lysinketten &hnlichen
Seitenketten bestimmt ist. Die Methylgruppen enthaltenden Seitenketten liefern einen kleineren
Beitrag, der mit steigender Temperatur leicht ansteigt. Die 'H-Atome in der Hauptkette liefern
einen nahezu vernachldssigbaren Beitrag, der nur eine geringe Temperaturabhingigkeit
aufweist. Damit leistet die Auswertung der Debye-Waller-Faktoren fiir Wasserstoffatome einen
wichtigen Beitrag zum Verstindnis der Proteindynamik aus inkohérenter Neutronenstreuung.

In einer Neutronenstrukturanalyse bei 20K mit einer Auflésung von 2.1A konnte die Position
von 208 Wassermolekiilen bestimmt werden, 98 davon als ganze D,O-Molekiile, 110 nur als
O-Atom. Bis auf drei konnten damit alle Wassermolekiile aus der Rontgenstrukturanalyse bei
300K als D,O-Molekiile modelliert werden. Ferner wurde als Wassermolekiile interpretierte
Streudichte in funktionell bedeutsamen Hohlrdumen des Proteins gefunden. Die Protonierung
der Histidin-Seitengruppen nimmt bei 20K im Vergleich zur Struktur bei 300K zu. Die
Protonierung kann durch die lokale Struktur des Proteins und des Ldsungsmittels erklért
werden.

Ein Vergleich der Laue-Methode mit der monochromatischen Messmethode fiir
Neutronenstreuung zeigt, dass erstere bei niedriger Auflosung effizienter ist. Bei hoher
Auflosung, die fiir die zuvor beschriebene detaillierte Analyse der Struktur unerlésslich ist,
fiihren der hohere inkohirente Untergrund und der stiirkere Uberlapp von Reflexen dazu, dass
die Laue-Methode trotz der besseren Ausnutzung des Neutronenflusses ldngere Messzeiten
bendtigt.
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1 Einleitung

,Was haben wir aus allen diesen AGCTs' gelernt?“, fragt der Autor eines Begleitartikels zur
Publikation der Ergebnisse des Humangenom-Projektes (Baltimore 2001). Mit etwas Abstand
kann man die oben gestellte Frage neu betrachten. Die Hoffnung, molekulare Mechanismen
auch zur Bekdmpfung von Krankheiten aus der Sequenzinformation der DNS abzuleiten, wird
sich wohl nicht so schnell erfiillen wie von manchen angenommen. Die molekularen
Vorginge sind maf3geblich durch Proteine bestimmt. Die Abfolge der Basenpaare in der DNS
legt die Abfolge der Aminosduren, die Primérstruktur, in einem Protein fest. Nach
Untersuchungen von Anfinsen (1973) ist dadurch zugleich die dreidimensionale Struktur
eines Proteins bestimmt. Die Struktur-Vorhersage aus der Primérstruktur ist aber bis heute
nicht moglich, auch wenn Fortschritte erzielt wurden, die Hoffnung auf eine Losung des

Problems machen (Onuchic et al. 1997; Baker 2000).

Kennt man die Struktur eines Proteins, ist die Funktion keineswegs klar festgelegt (Skolnick
et al. 2000). Selbst bei bekannter Struktur und Funktion eines Proteins reicht dies nicht aus,
um zu verstehen, wie diese Funktion erfiillt wird. Ein besonders augenfilliges Beispiel ist der
Konformationswechsel der Citratsynthase bei Bindung eines Oxalacetat-Molekiiles, der in

Abb. 1.1 dargestellt ist (Liao et al. 1991). Der Konformationswechsel ermdglicht die Bindung

Abb. 1.1: Konformationswechsel der Citratsynthase von offen (O) zu geschlossen (C) bei
Bindung von Oxalacetat (Liao et al. 1991). Die Farben unterscheiden die zwei Untereinheiten.

" AGCT steht dabei fiir die Basen der DNS: Adenin (A), Guanin (G), Cytosin (C) und Thymin (T)



von Acetyl-Coenzym A, das mit dem Oxalacetat dann zu Citrat und Coenzym A umgesetzt
wird (fiir Details zur Funktion siehe z.B. Stryer 1995). Aus der vorhergehenden Abbildung
wird ersichtlich, dass man zumindest Informationen iiber die Struktur der verschiedenen
Konformationen benétigt, die ein Protein zur Erfiillung seiner Funktion einnehmen kann.
Doch auch dieses Bild ist statisch, es verrdt nicht, wie das Protein zwischen den

Konformationen wechselt.

Die in Abb. 1.1 dargestellte Citratsynthase hat eine Masse von ca. 100kD und ist damit mehr
als fiinf mal so schwer wie das in der vorliegenden Arbeit untersuchte Myoglobin. Die GroB3e
erweist sich jedoch als Nachteil, wenn es um ein detailliertes Verstindnis der grundlegenden
Zusammenhédnge von Struktur, Funktion und Dynamik geht. Eine Mdglichkeit, diese zu
untersuchen, ist die Betrachtung eines Modellsystems, das gerade grof8 genug ist, um die
wesentlichen Eigenschaften eines Proteins aufzuweisen, aber klein genug ist, um es im
Experiment und Modell im Detail betrachten zu konnen. Je besser dieses Molekiil
charakterisiert ist, desto detaillierter kann man die Zusammenhédnge untersuchen und hoffen

in ein kohéarentes Bild zusammenfassen zu konnen.

Myoglobin ist aus dieser Sicht ein idealer Kandidat. Es ist das Protein, dessen Struktur als
erste aufgekliart wurde (Kendrew et al. 1960). Es wurde eine Vielzahl von Experimenten mit
Myoglobin durchgefiihrt und die Entwicklung vieler Methoden wurde mit diesem System
getestet. Dies hat ihm auch die Bezeichnung ,,Wasserstoffatom der Biophysik* eingebracht
(Frauenfelder et al. 1999). Es besteht aus 153 Aminosduren, die in acht a-Helices gefaltet
sind und eine Him-Gruppe umschlieBen (vgl. z.B. Abb. 5.7 und Abb. 7.16). Die Him-Gruppe
ist liber ihr Eisenatom an ein Histidin, das in einer der Helices angeordnet ist, gebunden.
Myoglobin speichert Sauerstoff durch Bindung an das Eisen der Ham-Gruppe und kann ihn
durch die Zelle zu den Mitochondrien transportieren. Obwohl Myoglobin eines der am besten
untersuchten Proteine ist, wurde die biologische Funktion erst kiirzlich um die Bedeutung als
NO-Fénger erweitert (Brunori 2001a; Brunori2001b; Frauenfelder et al. 2001). NO inhibiert
die Cytochrom-c Oxidase, das terminale Enzym der Atmungskette, schon in geringen
Konzentrationen. Myoglobin kann dies durch die Reaktion von NO mit O, zu Nitrat (NO3")
verhindern. Myoglobin ist demnach nicht nur ein einfaches Speicher- und Transportprotein,
sondern hat auch enzymatische Funktion. Eine Untersuchung der Faltung der
Aminosdurekette ohne die Ham-Gruppe zeigt, dass Myoglobin #hnliche Missfaltungen

aufweisen kann wie Prion-Proteine beim Rinderwahnsinn oder der Creutzfeldt-Jakob-



Krankheit (Féndrich et al. 2001). Myoglobin zeigt also zahlreiche Facetten, die Proteine so

einzigartig machen, und ist damit ein ideales Untersuchungsobjekt.

NO;

Abb. 1.2: Reaktionen von Myoglobin mit NO und O, (nach Brunori 2001a).

Bei der Speicherung von Sauerstoff ist das Eisenatom in der Him-Gruppe im zweifach positiv
geladenen Zustand (Fe*"). Die Untersuchung der Blitzlicht-Photolyse von Kohlenmonoxid-
ligandiertem Myoglobin (MbCO) und die anschlieBende Riickbindung des CO-Molekiils hat
bedeutende Beitrdge zur heutigen Vorstellung von der Energielandschaft der Proteine
geleistet (Austin et al. 1975, MbCO ist ebenfalls im Fe*"-Zustand und lésst sich mit héherer
Quantenausbeute photolysieren als das oxygenierte Myoglobin MbQO,). Dabei erwies sich die
Untersuchung dieses Prozesses in einem breiten Temperaturbereich vom physiologischen
Bereich bis zu tiefsten Temperaturen von wenigen Kelvin als notwendig, um die eigentlich
einfache Funktion der Bindung des kleinen Liganden zu verstehen. Die Riickbindungskinetik
zeigte, dass die Proteine als inhomogenes Ensemble vorliegen. Man spricht von
Konformationssubzustinden, die die gleiche Reaktion mit unterschiedlichen Raten erfiillen.
Die Existenz der Konformationssubzustinde ist mit zahlreichen weiteren experimentellen
Methoden gezeigt worden, u.a. MoBbauer-Spektroskopie (Parak et al. 1982; Parak et al.
1999), temperaturabhidngige Rontgenstrukturanalyse (Frauenfelder et al. 1979; Hartmann et
al. 1982; Parak et al. 1987; Chong et al. 2001) und Lochbrennen in optische Banden
(Friedrich 1995).

Erst in letzter Zeit wurden aufgrund experimenteller Fortschritte neue Einsichten in den schon

gut verstanden geglaubten Prozess der Blitzlichtphotolyse gewonnen. Durch Einfrieren des



Proteins bei tiefen Temperaturen kann man transiente Zusténde stabilisieren und diese mit der
Rontgenstrukturanalyse im Detail betrachten (Brunori et al. 2000; Chu et al. 2000; Ostermann
et al. 2000). Die Methode der zeitaufgelosten Rontgenstrukturanalyse ermoglicht dies sogar
als Funktion der Zeit bei physiologischen Temperaturen (Srajer et al. 2001). Diese
Untersuchungen zeigen, dass sich das CO-Molekiil zwischen Hohlrdumen im Protein bewegt.
Diese Hohlrdume spielen vermutlich auch eine Rolle bei der enzymatischen Funktion im NO-
Stoffwechsel. Frauenfelder und Mitarbeiter beschreiben Myoglobin in diesem Zusammenhang
als Mikroreaktor. Die Hohlrdume konnen als Speicher und Orientierungshilfe dienen, um die
Reaktion zu steuern (Frauenfelder et al. 2001). Neben der Methode der Blitzlicht-Photolyse
kann man auch ausgehend von dreifach positiv geladenem Eisen, das durch ein
Wassermolekiil ligandiert ist (Met-Myoglobin, Mbmet) durch Reduktion des Eisenatoms
einen Nicht-Gleichgewichtszustand (Fe(I)MbH,O) erzeugen (Prusakov et al. 1995). Dabei
bleibt der Wasserligand erhalten. Abb. 1.3 stellt die Prozesse, die dabei beobachtet werden
dar. Dieser metastabile Zustand kann mit Blitzlichtphotolyse untersucht werden (Lamb et al.
1998b). Die Reduktion kann mit Rontgenstrahlung (Prusakov et al. 1995) oder durch
photoinduzierten Elektronentransfer initiiert werden (Lamb et al. 1998a). Die Struktur des
metastabilen Zustands Fe(I)MbH,O wurde mittels der Rontgenstrukturanalyse aufgeklart
(Ostermann 2000). Diese zeigt, daBl die Struktur der von Met-Myoglobin entspricht.
Fe(IhDMbH,O relaxiert ab Temperaturen von ca. 150K zum unligandierten
Gleichgewichtszustand des deoxygenierten Myoglobins (Mbdeoxy). Dieser Relaxation geht
eine Relaxation innerhalb des metastabilen Zustands voraus, die in der vorliegenden Arbeit

untersucht wurde.

Relaxation im meta-
stabilen Zustand

Fe(II)MbHZO*

Reduktion Relaxation
Mbmet ————————3» ¢ ——>» Mbdeoxy

Fe(I)MbH.O

Abb. 1.3: Prozesse bei der Untersuchung des metastabilen Zustands Fe(I[)MbH,O.

Aufgrund der neueren Erkenntnisse iiber die Bedeutung von Myoglobin im NO-Stoffwechsel
erfihrt die Untersuchung des Uberganges von Mbmet zu Mbdeoxy zudem eine

physiologische Bedeutung.



Die Untersuchung der Proteindynamik mit MdBbauerspektroskopie (Parak und Formanek
1971; Parak et al. 1982; Parak et al. 1999), inkohédrenter Neutronenstreuung (Doster et al.
1989; Zaccai 2000) und Simulationen (Smith et al. 1990; Vitkup et al. 2000) zeigen die
Fluktuationen des Proteins im Gleichgewichtszustand. Die Neutronenstruktur bei einer
Aufldsung von 1.5A ermdglicht die Auswertung der mittleren quadratischen Auslenkungen
der Wasserstoffatome. Die Auswertung im Rahmen der vorliegenden Arbeit kann einen
detaillierten Einblick in die der inkohédrenten Streuung an Wasserstoffatomen zugrunde
liegende Dynamik liefern. Aus allen Untersuchungen geht hervor, dass sich das Protein
unterhalb von ca. 180K im wesentlichen wie ein Festkorper verhidlt und erst oberhalb dieser
Ubergangstemperatur seine physiologische Funktion erfiillen kann. Die Fluktuationen
ermoglichen dann die fiir die Funktion nétigen Konformationswechsel. Die
Temperaturabhéngigkeit der Riickbindung nach Photolyse von MbCO und die Relaxation des
metastabilen Zustands Fe(I)MbH,O zu Mbdeoxy zeigen dies fiir Myoglobin. Ein analoges
Verhalten beobachtet man fiir die Effizienz des Elektronentransfers im Photosystem hoherer
Pflanzen (Garbers et al. 1998). Ein weiteres Beispiel, die temperaturabhdngige Ligandierung
einer Mutante von Myoglobin mit einem Wassermolekiil im Met-Zustand, wurde in der

vorliegenden Arbeit mit optischer Spektroskopie und Rontgenstrukturanalyse untersucht.

Die einzigartigen Eigenschaften von Neutronen machen diese zur idealen Messsonde fiir
Proteine und andere Biomaterialien (fiir einen Uberblick siehe Byron und Bilbert 2000).
Fortschritte in der Instrumentierung haben die Neutronenstrukturanalyse fiir Proteine auf
einem neuen Niveau ermdglicht. Insbesondere die Weiterentwicklung von Neutronen-Bild-
Platten hat dazu beigetragen (Biicherl et al. 1993; Niimura et al. 1994). In der vorliegenden
Arbeit werden Messergebnisse von zwei unterschiedlichen Experimenten betrachtet, das
Laue-Diffraktometer LADI am Institut Laue Langevin in Grenoble, Frankreich (Cipriani et al.
1996) sowie die monochromatische Apparatur BIX-3 am JRR-3M Reaktor in Tokai-Mura,
Japan (Tanaka et al. 1999).

Proteine bestehen ungefédhr zur Hilfte aus Wasserstoffatomen (vgl. Abb. 1.4 und Struktur der
Aminosduren in Anhang 8.1). Die Proteinstruktur ist durch Wasserstoffbriicken stabilisiert.
Bevor die erste Struktur einer Helix in Myoglobin gefunden wurde (Kendrew et al. 1960)
hatten Pauling und Corey (Pauling et al. 1951) die Struktur der o-Helix vorhergesagt. Die
Wasserstoffbriicken zwischen der Aminosdure n und n+4, die in Abb. 1.4 markiert ist,

stabilisiert die Helix.



Abb. 1.4: Ausschnitt aus einem helikalen Bereich von Myoglobin. Eine Wasserstoffbriicke,
die die Helix (rotes Band) stabilisiert, ist dargestellt (rote, gestrichelte Linie, Abstand in A).
Der Pfeil markiert das an der Wasserstoffbriicke beteiligte Wasserstoffatom. Kohlenstoff:
gelb, Stickstoff: blau, Sauerstoff: rot, Wasserstoff: grau ('H) und griin (“H).

Die Streuung von Rontgenstrahlung an Wasserstoffatomen ist nur sehr schwach. In der
Rontgenstrukturanalyse von Myoglobin konnten selbst bei einer Auflésung von 1.0A keine
Wasserstoffatome identifiziert werden (Vojtechovsky et al. 1999). Die kohdrente Streuung
von Neutronen an Wasserstoffatomen ist hingegen ungeféhr gleich stark wie an den {iibrigen
Atomen. Koordinaten fiir Wasserstoffatome mit hoher Prizision kann nur die
Neutronenstrukturanalyse liefern. Da die Neutronenstreuung dariiber hinaus auch sensitiv fiir
verschiedene Isotope ist, lassen sich die Wasserstoffisotope 'H und *H unterscheiden (in Abb.
1.4 grau bzw. griin). Wasserstoffatome in polaren Bindungen, wie das in Abb. 1.4 durch den
Pfeil markierte Amidproton der NH-Gruppe des Proteinriickgrates, kdnnen austauschen.
Wenn das Protein von H,O-Puffer in D,O-Puffer gebracht wird, kann dieser Austausch in der
Neutronenstrukturanalyse sichtbar gemacht werden. Kovalent gebundene Wasserstoffatome
z.B. in Methylgruppen sind nicht austauschbar. Die starke Streuung von Neutronen durch
Deuterium (*H) erlaubte schon bei einer Auflosung von 2.1A die Zuordnung von
Protonierungen von Aminoséureseitenketten und die Orientierung von D,O-Molekiilen an der

Proteinoberfliache und in den oben erwihnten Hohlrdumen der Proteinstruktur.



2 Theoretische Grundlagen

2.1 Optische Spektroskopie von Him-Proteinen

Die Absorption elektromagnetischer Wellen im sichtbaren Bereich ist im Vergleich zur
Spektroskopie mit Wellen kiirzerer (z. B. MoBbauer-Spektroskopie oder XAS — , X-ray
absorption spectroscopy®) oder groferer Wellenldnge (z.B. EPR oder NMR) technisch
einfach zu handhaben. Der schematische Aufbau eines Absorptionsspektrometers ist in der

folgenden Abbildung skizziert.

Gitter

Spiegel\

Lichtquelle Monochromator Probe Detektor
Abb. 2.1: Schema eines optischen Absorptionspektrometers

Das Licht der Strahlungsquelle wird vom Monochromator in ein wellenlingenabhédngiges
Spektrum zerlegt. Dabei kommen in der Regel Gittermonochromatoren zum Einsatz. Der
Detektor mifit die Intensitdt mit und ohne absorbierende Probe als Funktion der Wellenldnge.
Ein Molekiil mit dem Absorptionskoeffizienten p(v) verringert die einfallende Intensitét I, bei
einer Losung der Konzentration n und der Wegldnge x des Lichts mit der Wellenlidnge v in

der absorbierenden Probe nach dem Lambert-Beer Gesetz:
I(V) = IO(V) ' e_u(V).n'X . (1)

Als Absorption bezeichnet man den negativen Logarithmus des Verhiltnisses der
durchgelassenen zur einfallenden Intensitit: A = -log I/I,. Bei bekanntem Absorptions-
koeffizienten kann man damit die Konzentration der Molekiile in der Losung bestimmen. Als
Funktion der Zeit kann man z.B. die Kinetik von Reaktionen {iber die
Konzentrationsdnderungen messen. Man kann jedoch aus dem Absorptionsspektrum auch
Informationen {iber das Molekiil selbst erhalten, z.B. Ladungs- und Spin-Zustand. Eine

Analyse der Linienform der Absorption kann weitere Informationen liefern.



Die absorbierenden Chromophore in Proteinen konnen in drei Klassen eingeteilt werden: die

Im
sichtbaren Bereich beobachtet man die Absorption der prosthetischen Gruppen. Im Falle des

Peptidbindung, aromatische Aminosédureseitengruppen und prosthetische Gruppen.

Myoglobins ist das ein Protoporphyrin IX mit Eisen als Zentralatom.
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400 450 500 550 600
I I | I I
500 550 600
0.8 — ' '
0.1+

0.6
o 0.05
=
5
2 04
< N

0.2 \

24000 22000 20000
Wellenzahlen (cm_l)

3 i

16000

26000

Abb. 2.2: Absorptionsspektrum von Myoglobin bei 20K. Einsatz: Bereich der Q-Banden.
Met-Myoglobin (Fe**, durchgezogene Linie), metastabiler Zustand Fe(INMbH,O (Fe** low
spin, gepunktete Linie), deoxy-Myoglobin (Fe*" high spin, gestrichelte Linie).

Die in der obigen Abbildung intensivste Absorptionsbande wird als Soret- oder B-Bande
bezeichnet. Sie riihrt wie die im kleinen Bild dargestellten Q-Banden von m-n*-Ubergingen
im Porphyrin her (Gouterman 1978). Aufgrund des unterschiedlichen Ladungs- und
Ligandierungszustands des Eisens wird das Spektrum in der Abbildung in der ersichtlichen
Weise verdndert. Das optische Spektrum ermdglicht daher eine schnelle und aufschlussreiche

Charakterisierung einer Probe. Eine detaillierte Betrachtung der Absorptionsspektren findet

man bei Makinen und Churg (1983).

Ein Formalismus zur Beschreibung der Absorption von Molekiilen, bei denen eine Kopplung

an eine grofe Anzahl von Schwingungen vorliegt, wurde von Hizhnyakov und Tehver (1967)
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entwickelt, durch Page und Mitarbeiter verbessert (Page und Tonks 1981; Chan und Page
1984) und von Champion und Mitarbeitern auf Proteine angewandt (Schomacker und
Champion 1986; Srajer et al. 1986). Dieser Formalismus des Zeitkorrelators wird im
Folgenden dargestellt. Auch die Betrachtungen von Cordone, Cupane und Mitarbeitern, die
weiter unten zusammengefasst werden, bauen darauf auf (DiPace et al. 1992; Cupane et al.

1995; Cordone et al. 1998).

Im Folgenden wird ein elektronischer Ubergang mit der Kopplung von Schwingungen
betrachtet. Dabei werden die folgenden Niherungen zugrunde gelegt: (1) adiabatische
Néherung. (2) Die harmonische Ndherung fiir die Schwingungen der Kerne. (3) Die Existenz
eines einzelnen angeregten Elektronen-Zustands und (4) lineare Elektron-Phononen-
Kopplung. Die letzte Annahme ist nicht zwingend und der Formalismus ldsst sich auf
quadratische Kopplung erweitern. Die lineare Kopplung beriicksichtigt eine Anderung der
Gleichgewichtskoordinaten der Atome im angeregten Zustand relativ zum Grundzustand. Die
quadratische Kopplung beriicksichtig eine Anderung des harmonischen Potentials bei
Anregung des Molekiils. Dies fiihrt zu gednderten Phononfrequenzen und zum Mischen der
Moden. Die quadratische Kopplung wird im Folgenden nicht beriicksichtigt. Die Herleitung
des Zeitkorrelatorformalismus findet man bei Page (1991). Im Folgenden wird die

Kreisfrequenz o=2mv verwendet. Der Absorptionskoeffizient ist durch

ww)=C- o Im®(w) @)

gegeben (Chan und Page 1984), wobei C eine Konstante ist. Die Funktion @ ist dem
resonanten Teil der komplexen Suszeptibilitit (Loudon 1973), die mit dem elektronischen

Ubergang verbunden ist, proportional, und wird zu
() =i-[dt  exp(iot—Tt)-n(t) 3)
0

berechnet. Sie beschreibt die Reaktion des Molekiils auf die einfallende elektromagnetische
Welle der Frequenz ® durch den elektronischen Ubergang mit der natiirlichen Lebensdauer

I'. Die Wechselwirkung mit dem Molekiil steckt im Zeitkorrelator 1(t):

Nn(t) = exp(—im,t) - exp{— ZSJ [(2<nj> + 1)- (1 —CoS 0th)+ 1-sin (Djt]} 4)
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Dieser beschreibt die resonante Schwingung des Elektronensystems mit der
Ubergangsfrequenz @y und die Kopplung an die Kernschwingungen ;. Die Stirke der

Kopplung wird durch die Parameter S;, und die Bose-Einstein-Besetzung der

Vibrationszustinde durch <n j> angegeben. Die lineare Kopplungskonstante ist durch die

Verschiebung des Energieminimums vom elektronischen Grund- zum angeregten Zustand
entlang der Normal-Koordinate der Schwingung bestimmt (vgl. z.B. Cupane et al. 1995). Der
oszillierende Anteil flihrt zu Seitenbanden im Spektrum. Die Ddmpfung resultiert aus dem
Auseinanderlaufen der Vibrationen aufgrund ihrer unterschiedlichen Schwingungsfrequenzen
(engl. ,,dephasing®). Voraussetzung dafiir ist die Existenz einer groflen Zahl von Moden in
ausreichender Besetzung hoher angeregter Schwingungszustéinde. Dies wird an Beispielen im

Anhang 8.2 gezeigt.

Gleichung (3) beschreibt die Fouriertransformation einer Funktion, die mit der natiirlichen
Lebensdauer T™' abklingt. Dariiber hinaus tragen die niederfrequenten Moden zu einem
schnelleren Abfall des Zeitkorrelators bei. Dies sind Moden, die ausreichend hohe

Besetzungszusténde erreicht haben, d.h. fiir die
;sj(2-<nj>+1)>>1 5)

gilt. Dann kann man cos(wjt) und sin(wjt) bis zur quadratischen Néherung entwickeln und
kommt so zur Néherung fiir kurze Zeiten (engl. ,,short time approximation®, Chan und Page

1984). Die Voraussetzung fiir die Naherung ist fiir eine groBe Anzahl von Moden niedriger

Frequenz, die somit ausreichend grof3e Besetzungszahlen <n j> haben, erfiillt. Man teilt daher

nach diesem Kriterium die Moden in hochfrequente (Index h) und niederfrequente (Index 1)

auf und erhalt so:
nw = eXp[— i t(wo +>8, o )] : exp(— % ot ) (6)
1
8 eXp{_ ¥8,[((n,)+1)- (1= cosw,t)+i-sin o)ht]}
h

Dabei beschreibt der zweite Exponentialterm eine Dampfung der Moden, die im

Frequenzspektrum zu einer Gau3-Verbreiterung fiihrt, wobei

o’ :ZSI(Z-<111>+1)-0)12 (7)
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gilt. Ferner wird die elektronische Ubergangsfrequenz nach GI. (6) durch den Einfluss der
niederfrequenten Moden verschoben. Im Anhang 8.2 werden zur Veranschaulichung der

Naherung fiir kurze Zeiten ein paar Beispiele diskutiert.

In der folgenden Abbildung ist die Zustandsdichte von Myoglobin aus einer Normal-Moden-
Analyse gezeigt (aus Melchers et al. 1996). Dabei wurden auch die in der Rontgenstruktur
sichtbaren Wassermolekiile beriicksichtigt. Man sieht, dass von 7 bis 200cm™ eine Vielzahl
an Moden beobachtbar sind. Bei den Moden niedrigster Frequenz handelt es sich um
Bewegungen der Sekundérstrukturelemente gegeneinander. Die grofle Zahl an Moden lésst
vermuten, dass die Ndherung fiir kurze Zeiten bei Myoglobin eine sinnvolle Anpassung von

Spektren ermoglicht.
10 m———————r——r————ee

Zustandsdichte

PR P i 3 lnk!u i

0 1000 2000 3000
Wellenzahl (cm™)

Abb. 2.3: Zustandsdichte von MbCO aus einer Normal-Moden-Analyse (aus Melchers et al.
1996).

Eine Analyse der Verbreiterung der optischen Spektren kann mit dem gesamten Normal-
Moden-Spektrum erfolgen. Die Kopplungskonstanten kann man nicht auf einfache Art und
Weise aus einer Normal-Moden-Analyse erhalten. Eine gangbare Néherung wird in der

Auswertung in Abschnitt 5.2 dargestellt.

Nimmt man die Gleichungen (2), (3) und (6) zusammen, so kann man die Absorption durch
die Faltung von Lorentz-Linien mit einer gauflschen Verbreiterung beschreiben. Dieser
analoge Formalismus wurde von Cordone, Cupane und Mitarbeitern beschrieben (DiPace et

al. 1992; Cupane et al. 1995). Die Absorption ldsst sich somit durch
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u(v)=M-v-{Lv)® G(v)} (®)

berechnen. Die Faltung wird dabei durch das Symbol ® dargestellt. Die Frequenz v=w/27
wird im Folgenden verwendet, um die Konsistenz mit der Terminologie aus den oben
angegebenen Verdffentlichungen zu bewahren. Die Lorentz-Funktionen beschreiben dabei

den elektronischen Ubergang und die Nebenlinien durch die Anregung von Schwingungen:

N (S hi )mhj . e_shj T 9)

tw= X 11

mp1,Mp2,...,MuN j=1

. 2
myp! N ,
V_VO(T)_zmththhj +T
=1

Die Lebensdauer des angeregten Zustands ist wiederum durch T' gegeben. Die
Resonanzfrequenz des elektronischen Uberganges ist vo(T). Diese ist aufgrund der sich mit
der Temperatur dndernden Besetzung der niederfrequenten Moden in der quadratischen
Kopplung ebenfalls von dieser abhingig. Die lineare Kopplung der Phononen ist durch Sy;
gegeben, die quadratische durch Ry;. Die quadratische Kopplung gibt an, wie sich das
harmonisch gendherte Potential zwischen Grund- und angeregtem Zustand &andert. Die
Quantenzahlen my,; bezeichnen den Anregungszustand der jeweiligen Schwingung. Der Index
h steht fiir hochfrequente Moden. Die durch die niederfrequenten Moden verursachte Gaul3-

Verbreiterung wird durch

V2

T o2 10
G(V) — 1 e 26°(T) ( )
(0

(T)

beschrieben. Diese ist ebenfalls wegen der sich mit der Temperatur andernden Besetzung der

Moden von dieser abhéngig. Man erhilt fiir die Breite der GauB3-Funktion

N, hv,
¢’ = ZRUZ 'Slj 'Vlj2 ‘COth(z—ljJ (11)

in Analogie zu Gl. (7). (Man beachte, dass coth(hvj /2kBT): 2<nj>+1 gilt. h: Plancksche

Konstante, kg: Boltzmann-Konstante, T: Temperatur.) Der Index 1 steht fiir niederfrequente
Moden. Zur Auswertung von gemessenen Spektren verwenden Cordone, Cupane und
Mitarbeiter die hochfrequenten Modenfrequenzen, die mit Raman-Spektroskopie gemessen
wurden. Als anzupassende Parameter stehen dann vy, I', 6 und die Kopplungskonstanten Sy;

zur Verfiigung, die quadratischen Kopplungskonstanten Ry; werden zu eins festgehalten. Die
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GauB-Breite wird dabei ohne zugrunde liegendes Modell gemiss Gl. (10) bestimmt. Um
Informationen iiber die niederfrequenten Moden zu erhalten, wurde bisher Gl. (11) durch ein

Einstein-Modell gendhert. Dabei wurde das Spektrum der niederfrequenten Moden durch eine

reprisentative niederfrequente Mode <v> ersetzt:

1

6’ =N, S -R’ (V) -coth(%)+ o, (12)

B

Der Temperaturverlauf der Gaul3-Breite wird dann in diesem Modell mit den Parametern <V>

und N181R12 sowie einer additiv zur Breite ¢ mdglichen inhomogenen Verbreiterung Giyn

angepasst. Ein Beispiel ist in der folgenden Abbildung gezeigt.

6() T T I T T T I T I T
50 —

40 - O -

30 (p

20 - —

o (10° cm”)

10— —

O 1 | | I 1 | 1 | | I | | 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Temperatur (K)

Abb. 2.4: Temperaturabhingige GauB3-Breite von MbCO in 65% Glycerin/Wasser-Puffer
(offene Kreise, Daten aus Cupane et al. 1995) und eine Anpassung nach Gl. (12)
(durchgezogene Linie).

Dieses Einstein-Modell kann nicht den ganzen Temperaturbereich von 20K bis 300K korrekt
beschreiben. Daher wird unter der Annahme, dass es bei tiefen Temperaturen gilt, die
Temperatur bestimmt, bis zu der eine akzeptable Anpassung erzielt werden kann. Die
Differenz zwischen den aus den Spektren bestimmten Werten fiir die Breite 6 und den aus
dem Einstein-Modell nach GIl. (12) bestimmten Werten wird dann in der Literatur als
anharmonische Abweichung interpretiert (DiPace et al. 1992; Cupane et al. 1995; Cordone et
al. 1998).
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2.2 Kristallstrukturanalyse von Proteinen

Die Streuung von Rontgen- oder Neutronenwellen an einem Atom unterliegt
unterschiedlichen physikalischen Wechselwirkungen. Dies wird durch verschiedene
Streuamplituden beschrieben. Abgesehen vom Streuprozess am einzelnen Atom wird die
Interferenz der gestreuten Wellen fiir kohdrente Rontgen- und Neutronenstreuung durch den
gleichen Formalismus beschrieben. Dabei ist bei der Berechnung des Strukturfaktors nur die
entsprechende Streuamplitude einzusetzen. Anschlielend werden die beiden Messmethoden,
die in der vorliegenden Arbeit angewandt wurden, dargestellt. Die monochromatische
Methode ist die Standardmethode in der Rontgenstrukturanalyse und wurde auch am
Neutronendiffraktometer BIX-3 am JRR-3 Reaktor in Tokai-mura (Japan) umgesetzt (Tanaka
et al. 1999). Die Laue-Methode, die am Neutronendiffraktometer LADI in Grenoble
verwirklicht wurde (Cipriani et al. 1996), wird anschlieBend vorgestellt. SchlieBlich wird die
Datenauswertung, insbesondere die Verfeinerung der Strukturmodelle, die analog verlduft,

zusammengefasst.

2.2.1 Theorie der Strukturuntersuchung von Proteinkristallen

Die Rontgenstreuung erfolgt an der Elektronenhiille der Atome. Neutronen werden hingegen
am Atomkern aufgrund von Kernkridften und magnetischen Kréften gestreut. Fiir
diamagnetische Systeme wie Proteine ist die magnetische Streuung im Vergleich zur
Kernstreuung vernachlissigbar und wird daher im Folgenden nicht beriicksichtigt. Zunachst

wird die Streuung von Neutronen betrachtet.

Ein Neutron der Masse m, und der Geschwindigkeit v besitzt den Impuls p=m v = hEn,

wobei En der Wellenvektor des Neutrons und 7 die Plancksche Konstante h geteilt durch 27

sind. Die kinetische Energie des Neutrons ist dann

g b _Ik, (13)

A= |2 (14)




Die Neutronen werden entsprechend ihrer Energie bzw Wellenldnge als kalt, thermisch oder
heil} bezeichnet. In Tab. 2.1 sind die Definitionen der Bereiche und die entsprechenden

Wellenldangen aufgefiihrt, wobei die Einteilung von Lovesey (1984) iibernommen wurde.

Bezeichnung | Energie (meV) Wellenlinge (A)

Kalt 0.1-10 28.6-2.86
Thermisch 10-100 2.86-0.9
Heif3 100 — 500 0.90 -0.40

Tab. 2.1: Definition von kalten, thermischen und hei3en Neutronen (Lovesey 1984).

Die allgemeine Darstellung der Streuung eines Teilchens bzw. Wellenpakets an einem
Teilchen findet man z.B. bei Lovesey (1984). In ausreichender Entfernung vom Streuzentrum

gilt fiir die Wellenfunktion y:

ikyr
c

(15)

v=e" +£(k)

-
Wobei ¢ die einlaufende Wellen und e™" die gestreute Kugelwelle beschreibt. f (f() wird
als Streuamplitude bezeichnet. k, der Streuvektor, gibt die Anderung des Wellenvektors an:

k= kl - ko : (16)
Die Streuamplitude ist durch das Potential V(¥,R) des Streutargets bestimmt (R :
Koordinaten des Targets). Die Streuamplitude fiir Neutronen f, (f() ist:

f (k)= —m—"z fdre™ [d'R'®;(RHV(F',R")D,(R") ™" (17)
27h

Wobei @,(R) und ®,(R) die Wellenfunktionen des Atoms vor bzw. nach dem Streuvorgang

sind. Der differentielle Wirkungsquerschnitt ist
- 2
do _ |f(k)| _ (18)
dQ

Die Reichweite der Neutron-Kern-Wechselwirkung liegt im Bereich von 10™"°m und ist damit
bedeutend kleiner als die Wellenlinge niederenergetischer Neutronen, die filir die
Strukturanalyse interessant sind (107'°m). Beschreibt man die Streuung im Rahmen einer

Zerlegung in Partialwellen, so ist nur die isotrope s-Wellenstreuung zu beachten. Das
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Kernpotential, an dem die Streuung erfolgt, wird durch das Fermi-Pseudo-Potential

dargestellt:

2
V(i.R)= 2™
m

b &(f —R). (19)

Wie Lovesey (1984) anmerkt, ist das Potential nach Gl. (19) nicht das korrekte Potential fiir
die Neutronen-Kern-Wechselwirkung, sondern ist vielmehr ein Kunstgriff, durch den in der
Bornschen Néherung die isotrope s-Wellenstreuung erhalten wird, die man auch

experimentell beobachtet.

Nach GI. (17) ist die Streuamplitude somit die Fouriertransformierte einer Diracschen o-

Funktion:

f (k)=— b&(TF-R)e™ =b (20)

m 2mh®
n d3 1
2nh’ '[ ! m

n

Die Streuamplitude ist eine winkelunabhéngige Konstante, die sogenannte Streuldnge b. Die
kohérenten Streulingen fiir die in Proteinen interessierenden Elemente sind in Tab. 2.2

zusammen mit den Werten flir Absorption angegeben.

Bei Kernen, die einen Spin I ungleich Null haben, unterscheiden sich die Streulédngen b® fiir
parallele (b)) und antiparallele (b)) Anordnung von Neutronen und Kernspin. Der
Gesamtspin ist im einen Falle I + 1/2 im anderen I — 1/2. Da die Spins der Atomkerne im zu
untersuchenden Kristall statistisch orientiert sind, kann man Interferenz nur von einem

mittleren Potential beobachten. Die kohérente Streuung wird also von einer mittleren

Streuldnge b bestimmt (byoy in Tab. 2.2). Die inkohirente Streuung hingegen wird durch den

. . . . . . . w2 2 .
nicht korrelierten Anteil, also die mittlere quadratische Abweichung |b|2 - |b , bestimmt.

Da ein System mit Spin J insgesamt 2J+1 Zustdnde besitzt, miissen die Streuldngen bei der
Berechnung der mittleren Streulénge entsprechend gewichtet werden. Die mittlere Streuldnge

berechnet sich dann wie folgt:

[+1 b 4L o (21)
21+1 21 +1

b=

Und ferner folgt
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2

bf =L b SR bC) 2. (22)
21+1 21+1
Der totale Wirkungsquerschnitt berechnet sich dann zu
—2 22 )
O = Oy + Oy = 4T [b] + 4Tc(|b| ~[b] ): Ay (23)

Bemerkenswert ist, dass die Streuldnge nicht monoton von der Kernladungszahl abhéngt.
Eine Besonderheit ist fiir die zwei Wasserstoffisotope zu beobachten: sie haben sogar
Streuldngen mit unterschiedlichen Vorzeichen. Die Streuldnge von Stickstoff und Sauerstoff
unterscheidet sich ebenfalls deutlich. Ist bei einem katalytischen Prozess die Orientierung
eines Asparagins oder Glutamins (vgl. Anhang 8.1) von Bedeutung, so ist die Orientierung

der Amidgruppe in der Neutronenstrukturanalyse erkennbar.

Element | Z by (102 cm) 6o (102* cm?) G (1024 cm?) G (102 cm?)
'H 1 -0.374 1.7599 79.91 0.3326
’H 1 0.667 5.597 2.04 0.00051
C 6 0.665 5.554 0.001 0.00350
N 7 0.921 11.01 0.49 1.90
0] 8 0.581 4.235 0.000 0.00019
S 16 0.285 1.0186 0.007 0.53
Fe 26 0.954 11.44 0.39 2.56

Tab. 2.2: Kernladungszahl Z, kohidrente Streuldnge, kohédrenter, inkohérenter und
Absorptions-Wirkungsquerschnitt (A = 1.8A) fiir niederenergetische Neutronen (aus Bée
1988). AuBer bei den Wasserstoffisotopen sind die Werte fiir das natiirlich vorkommende
Isotopengemisch angegeben.

In Tab. 2.2 ist auch der inkohirente Wirkungsquerschnitt aufgefiihrt. Fiir 'H ist er mit
Abstand am groBten. Bei einem Streuexperiment zur Strukturbestimmung ist das ein
unerwiinschter Effekt, da schwache Signale aus kohérenter Streuung dadurch schwieriger

messbar sind.
Zur Veranschaulichung sei noch kurz der Fall des Wasserstoffs ndher betrachtet. Dieser ist fiir

die Strukturuntersuchung von Proteinen mittels Neutronen von grof3er Bedeutung, da ca. die

Halfte aller Atome in einem Protein Wasserstoffatome sind und Proteinkristalle nur in
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wissriger Losung stabil sind. Die Streuldngen fiir 'H zu unterschiedlichen Spineinstellungen
sind b = 1.04-10"cm und b® = -4.74-10"%cm. Allgemein gilt, dass der inkohirente
Streuquerschnitt umso grofer ist, je stirker sich die Streuldngen fiir die beiden
unterschiedlichen Spineinstellungen unterscheiden. Beim Deuteron (“H) unterscheiden sich
die Werte weniger: b” = 0.95-10"cm und b® = 0.12:10"cm. Der inkohirente
Wirkungsquerschnitt ist deutlich kleiner. Bei Kernen mit Spin Null, wie z.B. '*C ist natiirlich
auch keine inkohdrente Streuung zu erwarten. Dass der inkohédrente Streuquerschnitt in Tab.
2.1 dennoch nicht Null ist, liegt am natiirlichen Isotopengemisch. Da das Kernpotential und
somit die Streulinge auch fiir verschiedene Isotope unterschiedlich ist, muss die Berechnung
der mittleren Streuldnge auch noch eine Mittelung iiber die Isotope entsprechend ihrer
Haufigkeit in der Probe beinhalten. Analoges gilt natiirlich fiir die Berechnung der

inkohérenten Streuung.

Bei der Rontgenstreuung wird die einfallende elektromagnetische Welle an den Elektronen
eines Atoms gestreut. Die Streuamplitude f (k) ist nichts anderes als die

Fouriertransformierte der Elektonendichte p(r):
f.(k)=[dr p(E)e™ (24)

Die Streuamplitude wird fiir Rontgenstrahlung als Atomformfaktor bezeichnet und ist in den
International Tables of X-ray Crystallography (MacGillavry und Rieck 1985) zu finden. Die
Atomformfaktoren werden in den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Programmen durch
eine Summe von vier Gaull-Funktionen mit Parametern a; und b; sowie einer Konstanten c fir

jedes Element dargestellt:
- 4 2
f, (k)=2uiexp(—vik7)+w (25)
i=1

Eine Anpassung der Programme fiir die Neutronenstrukturanalyse kann daher durch eine
Anderung der Parameter der GauB-Funktionen erfolgen (u; = b, alle anderen Koeffizienten
gleich Null). Da Kohlenstoff, Stickstoff und Sauerstoff sich durch nur je ein Elektron in der
Hiille unterscheiden, sind sie bei der in der Proteinstrukturanalyse iiblicherweise erzielten
Auflosung nicht unterscheidbar. Wasserstoff ist mit einem Elektron, dass auch noch eine sehr

hohe Aufenthaltswahrscheinlichkeit in der Bindung z.B. zu einem Kohlenstoffatom hat, kaum
sichtbar. Die folgende Abbildung zeigt den Atomformfaktor f, (E) fiir Kohlenstoff und

Wasserstoff im Vergleich.
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Abb. 2.5: Vergleich des Atomformfaktors fiir Kohlenstoff (durchgezogene Linie) und
Wasserstoff (gestrichelte Linie). Es gilt |E|:4nsinﬁ/ A . Fir Kohlenstoff ist die

Zusammensetzung aus den vier GauB3-Funktionen dargestellt (gepunktete Linien).

Neutronen und Rontgenwellen werden aufgrund unterschiedlicher Mechanismen von Materie

gestreut. Betrachtet man nun eine Anzahl von Streuern, so streut ein jeder mit der

Streuamplitude f (f(). Fiir Neutronen ist im Folgenden stets die Streuamplitude f, (f() (also

die Streulinge b) einzusetzen und fiir Rontgenstreuung entsprechend f, (k). Die
Uberlagerung aller Wellen ergibt dann den Strukturfaktor F. Durch Fouriertransformation des
Strukturfaktors erhdlt man die Dichte des Inhalts der Einheitszelle eines Kristalls. In der
Rontgenstrukturanalyse ist dies die Elektronendichte, bei der Neutronenstrukturanalyse
spricht man von Streudichte. Mit Dichte sind im Folgenden sowohl Elektronendichte als auch

Streudichte gemeint.

Den grundlegenden Sachverhalt kann man am einfachen Modell der Streuung an zwei

Atomen darlegen, wie in Abb. 2.6 dargestellt.
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Abb. 2.6: Streuung an einem zweiatomigen Molekiil. Die einfallende Welle f(o wird an den

beiden Atomen an den Orten R, und R, gestreut. Aufgrund des Wegunterschiedes so+s,

haben die gestreuten Wellen einen entsprechenden Phasenunterschied in der Richtung f(l .

Um die Amplitude der gesamten gestreuten Welle zu bestimmen, muss man die Amplituden

phasenrichtig addieren:
F, = f,(k, —K,)e'® R 4,k —k,)eBR)% (26)
Dabei wird die Streuamplitude f; und £, fiir das jeweilige Atom eingesetzt. Der Strukturfaktor

ist eine komplexe Grofe.

Erweitert man das System auf J Atome, so geht man zur Summation iiber alle Atome {iber:
J s
Fo= Y f,(k)e"™. 27)
=1

Jedes Atom streut dabei mit seiner Streuamplitude f;. In einem Kristall ist nun diese Summe
aus GI. (27) auf alle Atome des Kristalls zu erweitern. Da der Kristall aus einer periodischen

Anordnung der Molekiile besteht, kann man den Ort eines jeden Atoms durch seine Position

innerhalb der Einheitszelle R ;und die Position der Einheitszelle im Kristall 1;, bestimmen

(vgl. Abb. 2.7). Die so genannten Gittervektoren a, bund ¢ spannen die Einheitszelle auf

und bilden auch die Basis fiir das Koordinatensystem.
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Abb. 2.7: Der Aufbau eines Kristalls. Der Inhalt der Einheitszelle ist schematisch dargestellt.

In einer FEinheitszelle konnen sich mehrere Molekiile befinden. Diese konnen {iber
Symmetrieoperationen verkniipft sein. Dabei sind die Symmetrieoperationen durch die
Kristallsymmetrie bedingt oder auch nicht kristallographisch. Die kleinste Einheit, mit der
sich durch Anwendung der kristallographischen Symmetrien der Inhalt der gesamten
Einheitszelle darstellen ldsst, wird auch als asymmetrische Einheit bezeichnet, die ebenfalls

mehrere Molekiile beinhalten kann.

Die Summe {iiber alle Atome im Kiristall (hochgestellter Index K) kann man nun zerlegen,
wobei eine Summe {iber die Atome in der Einheitszelle 14uft (Index j) und eine Summe iiber

die Elementarzellen (Index n):

JN ~ Y J ~ SR N o N o
By =) f,(H) 2 R) N £ (H) ™Y e = F Y e (28)
j.n =1 n=1 n=l1

Dabei wurde die in der Kristallographie iibliche Definition des Streuvektors H =k/2n

verwendet. In einem Kristall ist nur in ausgezeichneten Richtungen gestreute Intensitit zu

2miH T,

erwarten. Die letzte Summe in Gl. (28) ist eine Summation von Phasen e . Im
Kristallgitter gilt ©,, =u-a+v- b+w-¢, wobei u, vund w ganze Zahlen sind und der Index
n dann durch eine dreifache Summe tUber u, v und W 2zu ersetzen ist:

Y ettt =y greli Y @it Y o2 vi¢ Betrachtet man die Summe der Phasenvektoren in

der komplexen Ebene, so sicht man, dass sie fiir grole Zahlen, d.h. viele Einheitszellen, nur

dann nicht verschwindende Beitrige liefert, wenn die Laue-Bedingungen erfiillt sind:
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So dass h, k und | wieder ganze Zahlen sind. Die zweite Summe in Gl. (28) ergibt dann

einfach die Zahl der Einheitszellen N.

Man kann nun den Streuvektor H im reziproken Koordinatensystem darstellen, das die letzte
Summe in Gl. (28) vereinfachtt H=h-a +k-b"+1-¢". Die Basisvektoren dieses
Koordinatensystems sind so gewihlt, dass das Skalarprodukt ﬁ-fGn besonders einfach zu

berechnen ist. Dabei steht im reziproken Gitter jeder Basisvektor senkrecht auf zwei

Gittervektoren im Kristallgitter:

*
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Man kann die Reflexe im Streubild des Kristalls mit den Indizes h, k und 1
durchnummerieren. Die Reflexionsbedingungen nach Gl. (29) kann man auch grafisch mittels

der Ewald-Konstruktion darstellen, die im ndchsten Abschnitt eingefiihrt wird.

Bisher wurden die Atompositionen als ,,starr angenommen. In einem Festkorper erwartet
man Bewegungen der Atome aufgrund von Phononen. Fiir Proteine sind ferner noch quasi-
diffusive Bewegungsmoden zu beachten (Parak und Formanek 1971; Parak et al. 1982).
Neben diesen dynamischen Auslenkungen ist noch statische Unordnung der Atome um ihre
Mittellage zu beriicksichtigen (Frauenfelder et al. 1979; Hartmann et al. 1982). Da die

Strukturanalyse keine Zeit- bzw. Energicauflosung besitzt, muss iiber alle Auslenkungen
gemittelt werden. Hat ein Atom mit der mittleren Koordinate R ; eine Abweichung Af{j , die
sowohl von der Zeit als auch vom Ort abhingen kann, so muss in Gl. (27) die Koordinate

R it AR ; berticksichtigt werden. Fiir den Strukturfaktor folgt somit

) o I
FX = szjGZmH-Rj . <62mH»ARj> ’ (31)
i
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wobei die Mittelung durch die spitzen Klammern symbolisiert wird. Nimmt man eine isotrope

gauBformige Verteilung der Koordinatenunschérfe an, so folgt fiir den Mittelwert der

Verteilung mit | H| = 2-sin(9)/A (fiir <ij2> schreibt man tiblicherweise <Xj2>):

21412 2 8% (x? sin(9) ’
<e> _ elfla) _ o) (32)

Der Ausdruck auf der rechten Seite in Gl. (32) wird als Debye-Waller-Faktor bezeichnet. In
der Protein-Kristallographie wird der Ausdruck B-Faktor fiir 8n2<xj2> verwendet. Der
Strukturfaktor ist dann:

2
X5

L 8 sin(9) 2
= E e o)
]

In Umkehrung der Fouriertransformation nach GI. (33) ldsst sich nun die Anordung der

Atome bei gemessenem Fyy; als Dichte berechnen:

p(X,y,Z) — L thkl . e—2ﬂ:i(h-x+k-y+1-z) ) (34)
VE h.k,1
In dieser lassen sich dann Atompositionen als Orte hoher Dichte identifizieren und man kann

ein molekulares Modell entwickeln.

Aus der Messung erhilt man nur einen Wert fiir das Amplitudenquadrat |Fg/>. Die Phase der
gestreuten Welle kann nicht direkt gemessen werden. Dies ist als Phasenproblem der
Rontgenstrukturanalyse bekannt. Die Berechnung der Dichte nach Gl. (34) verlangt aber die
Kenntnis von Phasen. Kennt man ein nidherungsweises Molekiil-Modell, so kann man, von
dessen berechneten Phasen ausgehend, eine vorlaufige Dichte berechnen. Mit dieser ldsst sich
das Modell dann neu interpretieren und verfeinern. Dies ist bei den vorliegenden
Auswertungen stets der Fall. Zur Losung des Phasenproblems bei unbekanntem Startmodell
sei auf die Literatur verwiesen (Drenth 1994). Eine Illustration des Phasenproblems zeigt die
folgende Abbildung. Da die Phasen die Darstellung dominieren, ist bei der Interpretation von

Dichte Vorsicht geboten.
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Abb. 2.8: Illustration des Phasenproblems. a,b: urspriingliche Bilder. c,d:
Fouriertransformierte von a,b. Amplitude als Farbsittigung und Phase als Farbton (vgl. g). e,f:
Riicktransformation von c,d mit vertauschten Phasen (mit freundlicher Genehmigung von
Cowtan 1994).

2.2.2 Messprinzip: monochromatische und Laue-Methode

Zur Bestimmung der Dichte nach GIl. (34) und somit der Proteinstruktur, muss man einen
moglichst vollstaindigen Satz an Reflexen Fp messen. Die Fouriertransformation ist

empfindlich auf das systematische Fehlen von Daten.

Der grofite Streuvektor, unter dem noch auswertbare Intensititen messbar sind, bestimmt die
sogenannte Auflosung. Das ist der Kehrwert dieses Streuvektors und entspricht der kleinsten
Fourierwellenldnge in der Berechnung der Dichte. Die Wert fiir die Auflésung entspricht
keineswegs der Prizision, mit der die atomaren Positionen im Kristall bestimmt werden.

Diese ist in der Regel eine Groenordnung kleiner. Fiir die Auflésung dpi, gilt also:

1 A

2-sin¥,,

(35)

max

Wobei Omax der Winkel ist, unter dem noch auswertbare Reflexe beobachtet werden kénnen.
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Das Messverfahren lésst sich mit Hilde des unten stehenden Bildes verstehen. Zunichst wird
dabei der Fall der monochromatischen Messung betrachtet. In der nach P.P. Ewald benannten

Konstruktion lassen sich die Laue-Bedingungen (Gl. (29)) gut darstellen. Wenn der
Streuvektor H =k/2mein reziproker Gittervektor ist, erfolgt konstruktive Interferenz. Da
EO und f(l bei elastischer Streuung gleichen Betrag haben, kann man ihre Endpunkte von

einem gemeinsamen Zentrum M ausgehend auf einer Kugel, der so genannten Ewald-Kugel,
konstruieren. Der Schnittpunkt der Richtung der einfallenden Welle mit dem reziproken

Gitter bestimmt den Ursprung O. Im folgenden Bild erfolgt also konstruktive Interferenz in

der Richtung von f(l , da im Punkt P die Laue-Bedingungen erfiillt sind.

Abb. 2.9: Ewald-Konstruktion: Die Kugel hat den Radius 1/A. Wenn der Streuvektor H zwei
reziproke Gitterpunkte (O und P, O ist der Ursprung des rezproken Gitters) verbindet, tritt
konstruktive Interferenz auf.

Die Grundidee der Messung ist nun, den Kristall moglichst in alle Richtungen um O zu
drehen, so dass man eine moglichst groBe Anzahl von Reflexen messen kann, um einen

moglichst vollstindigen Satz fiir die Fouriertransformation zu erhalten.

Beim Experiment wird die Wellenldnge mit einem Monochromator und einem Kollimator
bestimmt. Dadurch werden Wellenldngen in einem Bereich AL um die mittlere Wellenldnge A
ausgewdhlt. Die Divergenz der einfallenden Strahlung entspricht einer Verteilung der
einfallenden Strahlrichtung. Man hat es daher mit einer Verteilung von Ewald-Kugeln zu tun,
die das reziproke Gitter in O schneiden. Proteinkristalle sind keine idealen Einkristalle,
sondern kdnnen als sogenannte Mosaikkristalle betrachtet werden. Danach ist der Kristall aus
kleinen, gegeneinander verkippten Kristallen aufgebaut, die jeder fiir sich ideale Einkristalle

sind. Die reziproken Gitterpunkte sind daher um einen mittleren Wert verteilt. Will man also
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einen Reflex in seiner gesamten Intensitit messen, so muss der Kristall und somit der Reflex
wihrend der Messung durch die Ewald-Kugel gedreht werden. Der Detektor nimmt dabei die
gesamte Intensitit auf. Bei einem Vieldrahtzdhler wird dabei der Reflex in
aufeinanderfolgenden Bildern aufgenommen und bei der so genannten Datenreduktion zu
einer integralen Intensitit aufsummiert. Die Position der Reflexe kann dabei mit hoher
Prizision bestimmt werden. Daraus wird das Kristallgitter und die Orientierungsmatrix
beziiglich des Laborkoordinatensystems bestimmt. Bei der Messung mit einem

monochromatischen Diffraktometer ist die gesamte Intensitét eines Reflexes durch

Vv 2
Im:K-L-PW—V [F| - (36)

2
C

gegeben. Der Kristall hat das Einheitszellenvolumen V.. Die Strahlung durchleuchtet das
Kristallvolumen V. Die Korrektur P fiir die Polarisation und der Lorentzfaktor L hdngen von
der Aufnahmegeometrie ab (fiir Details siche z.B. Helliwell 1992; Zach 2001). Der Faktor K
steht fiir alle sonstigen Einfliisse, die analytisch nicht berechenbar sind, wie z.B. Absorption,
Primérstrahlintensitdt und Detektorempfindlichkeit in Reflexrichtung. Die Wellenldnge A, die
Volumen V und V. werden in der Regel im Faktor K erfasst (Wolfel 1987). K wird als
Skalierungsfaktor in der Datenreduktion angepasst. Dabei gehen die Position der Reflexe auf
dem Detektor und die Position der Reflexe im Verhéltnis zur Kristallposition ein. Bei
Vernachldssigung anormaler Dispersion gilt stets die sogenannte Friedel-Symmetrie

I, =1, da K, und F den gleichen Betrag, aber entgegengesetzte Phasen besitzen.

Zusitzlich fiilhren Symmetrien im Kristallgitter zu Symmetrien im reziproken Raum. Reflexe,
die durch Symmetrieoperationen verkniipft sind, sollten die gleiche Intensitit aufweisen und
man kann somit Skalierungsfaktoren fiir die oben genannten Korrekturen festlegen. Man
misst moglichst viele symmetriedquivalente Reflexe und die Reflexe mehrfach in
verschiedenen Kristallorientierungen, um die Skalierungsfaktoren zu bestimmen. Die Qualitét
einer Messung wird auch anhand der Redundanz der Daten beurteilt, das heifit der Anzahl der
wiederholten Messungen eines Reflexes wunter verschiedenen Winkeln und der
symmetriedquivalenten Reflexe. Daneben ist das Verhiltnis der gemessenen Intensitdt im
Vergleich zur Variation des Untergrundes <I>/<¢> von Bedeutung. Ein wichtiges

Qualitatskriterium fiir eine Messung ist der Wert von Ryerge:
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22|1Lk1 - <Ihkl >| (37)
R _hkl i '

S
hkl

hk1l i

Die unabhingigen Intensititsmittelwerte <Iy> werden zur Bestimmung des Molekiilmodells
und der Verfeinerung eingesetzt. Zur Bestimmung von Ryeee wird lber die
symmetriedquivalenten Reflexintensitdten und Mehrfachmessungen Iihkl summiert. Der Rpyerge-
Wert wird im Rahmen der gegenseitigen Skalierung der Reflexintensitdten minimiert. Man
beachte, dass nur alle Kriterien zusammengenommen einen Mafstab fiir die Datenqualitét
ergeben. Durch die Skalierungsfaktoren ist es moglich, den einen Wert auf Kosten eines
anderen zu verbessern. Ferner ist die Zahl der verwendeten Skalierungsparameter kritisch zu

beobachten.

Bei der Laue-Methode wird ein Spektrum an einfallender Strahlung bei einem still stehenden
Kristall verwendet. Zum Verstindnis der Messmethode muss man die Ewald-Konstruktion

wie in der folgenden Abbildung erweitern.

Abb. 2.10: Erweiterung der Ewald-Konstruktion auf die Laue-Methode. Kugeln zur
maximalen und minimalen Wellenldnge in schwarz, zwei Kugeln fiir verschiedene
Wellenldngen aus dem Spektrum in blau und griin mit Mittelpunkten M; und M,. Die
Schnittpunkte P; und P, dieser Kugeln mit dem reziproken Gitter erzeugen einen harmonisch
iberlappenden Reflex. Die Schnittpunkte liegen auf dem roten Strahl S.
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Dazu zeichnet man zwei Ewald-Kugeln, eine zur maximalen und eine zur minimalen
Wellenldnge. Gitterpunkte im Bereich des reziproken Raumes zwischen den Kugeln erzeugen
dann Reflexe. Jeder Reflex ist unter Vernachldssigung der Mosaizitit des Kristalls von einer

bestimmten Wellenldnge erzeugt.

Man sieht nun in der Abbildung, dass in gleicher Streurichtung verschiedene Reflexe angeregt
werden konnen: die Kugeln um M; und M, schneiden das reziproke Gitter in den Punkten P,
und P, so, dass die beiden Reflexe iiberlappen. Da dabei die Indizes h, k und 1 gemeinsame
Vielfache eines Zahlen-Tripels sind, bezeichnet man diese auch als harmonisch iiberlappende
Reflexe oder Multipletts. Die Gitterpunkte, die zu harmonisch iiberlappenden Reflexen
fiihren, liegen auf einem gemeinsamen ,,Strahl“. Dieser geht vom Ursprung des reziproken
Gitters aus. Jeder Strahl entspricht einem Reflex. Die Zahl der iiberlappenden Reflexe ist
durch die Auflosung begrenzt. In der Abbildung ist dies durch die kreisféormige Begrenzung

des reziproken Gitters dargestellt.

Neben dem harmonischen Uberlappen von Reflexen ist noch das riumliche Uberlappen von
Reflexen zu beachten. Damit wird das Ubereinanderliegen von Reflexen aufgrund ihres
geringen Abstandes und ihrer groen Breite bezeichnet. Dabei kommen mehrere Ursachen
zusammen. In einer Laue-Aufnahme ist die Zahl der Reflexe je Raumwinkel deutlich groBer
als in einer monochromatischen Aufnahme. Arbeitet man mit Neutronen, so muss noch eine
erhohte Divergenz des Primirstrahls in Kauf genommen werden, um einen mdglichst hohen
Neutronenfluss am Probenort zu erhalten. SchlieBlich besitzen Proteinkristalle in der Regel
Kantenlingen der Einheitszelle von mehreren 10 bis mehreren 100A. Unter der
Voraussetzung, dass die Uberlappung der Reflexe nicht zu groB ist, kann fiir die Integration
der Reflexe ein Profil entwickelt werden. Eine Aufteilung der Intensititen tliberlappender

Reflexe ist dann moglich (Campbell et al. 1998).

Die Intensitdt eines Reflexes fiir die Streuung von Neutronen in der Laue-Methode ist durch

v
V.? 2sin*®d

C

I, =®0) A - K-[E, |- (38)

gegeben (Wilkinson und Lehmann 1991). Der Faktor K umfasst die Absorptions- und
Detektorkorrektur, sowie Korrekturen, die von Aufnahme zu Aufnahme vorgenommen
werden miissen (Arzt et al. 1999; Ren et al. 1999). Eine Polarisation muss fiir Neutronen nicht

beriicksichtigt werden. Das durchstrahlte Kristallvolumen ist mit V, das Volumen der
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Einheitszelle mit V. bezeichnet. ®(X) ist der differenticlle Neutronenfluss (Neutronen pro
Zeit, Flache und Wellenlédngenbereich). Die wellenldngenabhidngigen Korrekturen kdnnen in
einen Faktor f(A) zusammengefasst werden. Dieser muss entweder aus der Messung oder
durch Skalierung der Reflexe gegen einen Datensatz, der mit der monochromatischen

Methode gemessen wurde bestimmt werden (Arzt et al. 1999).

Ein vollstindiger Datensatz wird gemessen indem der Kristall zwischen aufeinanderfolgenden
Aufnahmen um einen Winkel A¢ gedreht wird. Um die Vollstindigkeit der Messung grob zu
bestimmen, muss man sich klar machen, dass eine Laue-Aufnahme bei einer Auflosung d
einer Rotationsaufnahme entspricht, bei der das reziproke Gitter von der minimalen

Wellenldnge A, bis zur maximalen Wellenldnge A, gedreht wird. Dabei wird der Winkel

. xmax — 7\’min (39)

tiberstrichen. Dreht man den Kristall zwischen zwei Aufnahmen um kleinere Winkel als
A@max, s0 erhilt man eine vollstindige Messung. Sowohl Abb. 2.10, als auch Gl. (39) zeigen,
dass die Messung bei niedriger Auflosung kleinere Drehwinkel erfordert, um vollstdndige

Daten zu erhalten, als dies bei hoher Auflosung erforderlich ist.

Durch die mehrfache Messung von Reflexen lédsst sich die Datenqualitdt durch Mittelung
verbessern. Die Redundanz r der Daten ist ebenfalls stark von der Auflosung abhéngig. Dreht

man um einen Winkel A, so ist diese durch

F=AQ /AQ= - o ~hm (40)

d-Aop
gegeben. Fiir das Beispiel einer Messung an LADI ergibt das fiir zwei verschiedene
Drehwinkel als Funktion der Auflosung die Darstellung in Abb. 2.11. Die Laue-Methode
ergibt danach eine hohe Redundanz bei hoher Auflésung und eine niedrige Redundanz bei

niedriger Auflosung.

Fiir die Auswertung von Laue-Messungen ist es von grofler Bedeutung, wie gro3 der Anteil
der Reflexe mit harmonischer Uberlappung ist, denn nur einzelne Reflexe kénnen fiir die
Bestimmung der Wellenldngen-Abhdngigkeit verwendet werden. Multipletts miissen zudem

im Gegensatz zu den einfachen Reflexen, den so genannten Singletts, bei der
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Datenauswertung separiert werden. Cruickshank et al. (1987) haben berechnet, dass der
Anteil der Singletts an allen Reflexen 87.5% betrdgt. Dabei wurde ein einfallendes Spektrum
von der Wellenldnge Null bis unendlich betrachtet. Der Anteil der Singletts ist fiir ein
begrenztes Spektrum grofer. Das rdumliche Uberlappen von Reflexen ist davon unabhiingig

und tritt insbesondere bei hoher Auflosung auf.

10
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Abb. 2.11: Abhédngigkeit der Redundanz r von der Auflosung d bei verschiedenen
Drehwinkeln A@ zwischen den Laue-Aufnahme (kmin=2.8A, KmaX=3.6A). Durchgezogene
Linie: A@ = 16°, gestrichelte Linie: Ap = 8°.

Die Aufteilung der Multipletts kann erfolgen, wenn man eine Wellenldngenskalierung f(A)
bestimmt hat. Um f(A) zu bestimmen, verwendet man die Intensititen von
symmetriedquivalenten Reflexen, die mehrfach und bei verschiedenen Wellenldngen
gemessen wurden. Die hohe Redundanz von Reflexmessungen mit der Laue-Methode erweist
sich somit als sehr wichtig. Das Spektrum der einfallenden Wellenldingen wird mit
Chebyshev-Polynomen angepasst, wobei der Grad des Polynoms fiir die Anpassung
vorgegeben wird (mit dem Programm LSCALE, Arzt et al. 1999).

Hat man ein Wellenldngenspektrum bestimmt, so kann man die Multipletts in ihre Anteile
separieren (Campbell und Hao 1993). Ein Multiplett muss dazu bei verschiedenen
Kristallorientierungen gemessen werden. Die Anteile eines reziproken Gitterpunktes am
Multiplett sind dann aufgrund der verschiedenen Wellenldngen, bei denen die Anregung

erfolgte, unterschiedlich. Da die Gewichtung mit der Skalierung fiir die Wellenldngen bekannt
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ist, bleibt ein lineares Gleichungssystem zu 16sen. Das Gleichungssystem wird dann durch

eine Anpassung nach der Methode der kleinsten Quadrate gelost (Arzt et al. 1999).

2.2.3 Vergleich der monochromatischen und der Laue-Methode fiir
Neutronenstreuung an den Instrumenten BIX-3 und LADI

Bei der Strukturanalyse mit Neutronen ist der Neutronenfluss durch die Quelle limitiert. Die
Messmethode muss daher die Neutronen moglichst effizient verwenden. Bei der
Neutronenstrukturanalyse von Proteinen kommt die Begrenzung des verwertbaren Flusses
durch die Kristalldimensionen hinzu, die im Bereich von Millimetern, meist sogar darunter,
liegen. Der am Probenort eintreffende Neutronenfluss ist aufgrund der Erzeugung spektral
verteilt und divergent. Die Apparatur sollte daher mdglichst ein breites Spektrum und eine
hohe Divergenz akzeptieren. Prinzipiell stehen die zwei schon zuvor beschriebenen
Grenzfille der monochromatischen Datenaufnahme und der Laue-Methode zur Verfiigung.
Der Ubergang zwischen diesen beiden ist flieBend. So wird das Laue-Diffraktometer LADI
als Quasi-Laue-Diffraktometer bezeichnet (Wilkinson und Lehmann 1991), da es einen
Wellenlangenbereich AA/A von ca. 20% verwendet. Im Falle des Diffraktometers BIX-3 am
JAERI in Japan betrdgt AA/A ca. 2%. Die Divergenz an LADI ist nach Bon et al. (1999) durch
die Reflektivitit des Nickel-Neutronenleiters von 0.009rad bei 3A gegeben. Dies entspricht
einer Divergenz von ca. £0.5°. Die Divergenz an BIX-3 wird ebenfalls zu ca. +0.5°
angegeben (Andreas Ostermann, personliche Mitteilung). Der verwendete Fluss differiert
zwischen der an LADI verwirklichten Laue-Methode und der an BIX-3 umgesetzten

monochromatischen Methode ungefdhr um einen Faktor zehn.

Um die Methoden zu vergleichen muss man das Verhéltnis der gemessenen Intensitdt I zur
Standardabweichung ¢ betrachten. Die inkohdrente Streuung stellt die Hauptquelle fiir den
Untergrund U dar. Sie ist dem einfallenden Fluss und somit dem Wellenldngenband der
einfallenden Strahlung AA. proportional. Ein Reflex wird durch die Mosaizitdt des Kristalles
von einem begrenzten Wellenldngenband AL, stimuliert. Von der einfallenden Strahlung wird
also nur ein Bruchteil zur Anregung des Reflexes beitragen. Die Wellenldngenakzeptanz eines
Reflexes ist nun von der Auflésung abhingig. Ren et al. (1999) geben die folgende

Abschétzung an:

AL =08-44d* -\ . (41)
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Dabei ist die Mosaizitit 6 im Bogenmal einzusetzen. Mit einer Mosaizitit von 0.5°
(0.009rad) erhilt man so fiir einen Reflex bei 1.5A Auflésung, der mit einer Wellenléinge von
2.5A gemessen wird, ein akzeptierendes Wellenlingenband AA, von 0.014A. Bei einer

Aufldsung von 10A sind es 0.17A.

Fir die Standardabweichung o(I-t) bei der Intensititsmessung [ iliber die Zeit t gilt

ndherungsweise (Wilkinson und Lehmann 1991; Cipriani et al. 1994):
Gz(l't)z(l-l-zU)'t. (42)

Der Untergrund U und die Intensitit des Reflexes I sind dabei in Zdhleinheiten (Neutronen)
pro Zeiteinheit angegeben. Die Messung eines Reflexes dauert dann fiir 2U >> [ (diese
Néherung ist fiir den hohen inkohdrenten Untergrund durch 'H-Atome gerechtfertigt, Cipriani
etal. 1994)

mﬁi(ftj (43)
I’ {o-t)

Durch die Lange der Messzeit kann man die Genauigkeit der Intensitdtsmessung bestimmen.
Die Messzeit ldsst sich durch die Verwendung von volldeuterierten Proben verkiirzen, da dies

den inkohirenten Untergrund drastisch verringert. Nach den obigen Uberlegungen gilt nun

U‘XA?\«e und I‘XA?\«m (44)

Will man einen gegebenen Wert von I/ erreichen, so skaliert die Messzeit nach Gl. (43). Fiir
die Messdauer einer monochromatischen Messung ty; und einer Laue-Messung t; erhdlt man

bei ansonsten gleichen Parametern:

L BAhe 20 0 (45)

Fir die Breite des Spektrums AA,, und AA_, wurden die Werte fiir LADI und BIX-3

verwendet. Eine Laue-Messung dauert also ca. 10 mal so lange wie die monochromatische

Messung gleicher Qualitit. Bei hoher Auflosung ist die Breite des Spektrums AA_,, groBer

als A\, und die obige Betrachtung ist giiltig. Bei niedriger Auflésung ist ein Reflex in einer

monochromatischen Aufnahme nicht auf einer Aufnahme zu messen, da AA_,, kleiner als

Ahn ist, verteilt er sich auf aufeinanderfolgende Aufnahmen. Die Laue-Methode ist daher bei
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niedriger Auflésung vorzuziehen (mit den zuvor verwendeten Werten gilt bei einer Auflosung

von ca. 2.6A AL_, = Aly). Die Laue-Methode kann zwar mehr Reflexe auf einem Streubild

aufnehmen, die Messzeit ist aber durch die Qualitidt der Messung des einzelnen Reflexes
bestimmt. Wilkinson und Lehmann (1991) haben zu erwartende Messzeiten mit einem
Neutronen-Laue-Diffraktometer berechnet. Da sie die begrenzte Wellenldngenakzeptanz eines

Reflexes nicht beriicksichtigen, kommen sie zu unrealistisch kurzen Messzeiten.

Die gingigen Programme zur Auswertung von Laue-Messungen beriicksichtigen die
Wellenldngenakzeptanz AA,, eines Reflexes nicht. Bei einem relativ  begrenzten
Wellenldangenband wie es bei LADI zur Anwendung kommt (AAM/A= 20%) ist bei niedriger
Auflésung das ecinfallende Wellenldngenband AL, in der gleichen GréBenordnung wie AAy,.
Dies kann dazu fithren, dass Reflexe, deren mittlere Wellenldnge sich am Rande des
einfallenden Bandes befindet, nur partiell auf den Detektor integriert werden und daher
systematische Fehler fiir diese auftreten. Diese wirken sich insbesondere auf die Interpretation
des Losungsmittelbereiches aus, da dieser aufgrund des geringeren Ordnungsgrades von den

niedrig aufgelosten Reflexen stdrker beeinflusst wird als das Protein.

Die Variation der einfallenden Divergenz und des Wellenldngenbandes fiir eine Apparatur
sind durch die riumliche Uberlappung benachbarter Reflexe limitiert. Wird der Grad der
Uberlappung zu groB, so sind die Daten nicht mehr auszuwerten. Begrenzend wirkt die
Dimension der Einheitszellen von interessierenden Proteinkristallen, die im Bereich von
mehreren zehn bis mehreren hundert Angstrom liegen. Will man Kristalle mit groBen
Einheitszellen bis zu hoher Auflosung messen, so ist das Wellenldngenband und die
Divergenz entsprechend einzuschrdnken. Ein Quasi-Laue-Experiment wird somit
zwangsldufig zu einem monochromatischen Experiment (Kalb (Gilboa) et al. 2001). Eine
Bestimmung der Divergenz und des Wellenldngenbandes zur optimalen Ausnutzung des

Neutronenflusses kann nur durch Simulationen erfolgen.

2.2.4 Strukturverfeinerung und Qualitétskriterien

Wie zu Beginn von Abschnitt 2.2.2 erwdhnt, fehlt bei der Messung von Intensitdten die
Phaseninformation. Kennt man nun ein Modell, dass schon nahe an der zu untersuchenden
Struktur liegt, so kann man aus dem Modell Phasen berechnen und damit beginnen. Im Zuge

der besseren Beschreibung der Daten durch das Modell werden die Phasen verbessert. Dieses
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Vorgehen ist bei der Untersuchung von mutierten Proteinen, Temperaturabhingigkeiten oder

auch Ligandierungswechseln moglich.

Ausgehend vom Startmodell beginnt die Verfeinerung. Die Parameter des Modells sind dabei
drei Koordinaten und ein isotroper B-Faktor je Atom, sowie ein Faktor, der die gemessenen
Amplituden zu den berechneten skaliert. Das Modell wird dabei angepasst, um die
gemessenen Intensititen moglichst gut wiederzugeben. Als MaB fiir die Ubereinstimmung des

Modells mit den experimentellen Daten verwendet man den kristallographischen R-Wert:

>

_ hk]l
o
Fii

h,k,l

o
Fhkl

c
Fhkl

(46)

|F°ua| sind die gemessenen Betrige der Strukturfaktoren (Index ,,0¢ fiir engl. observed), [Fuq|
sind die Betrdge der aus dem Strukturmodell gemall Gl. (33) berechneten Strukturfaktoren
(Index ,,c* fiir engl. calculated).

Ein Problem der Strukturanalyse von Makromolekiilen ist die geringe Anzahl von
Observablen im Vergleich zu der Vielzahl an Parametern, die das Modell beschreiben. In Tab.
2.3 sind die Zahl der Parameter sowohl fiir die Rontgen- als auch die
Neutronenstrukturanalyse und die Zahl der Reflexe gegeniibergestellt. Bei den betrachteten
Auflésungen sind in der Rontgenstreuung keine Wasserstoffatome sichtbar, was die

Parameterzahl im Vergleich zur Neutronenstreuung drastisch verringert.

Aufldsung (A) Verhiltnis der Observablen- zur Parameterzahl
Rontgenstruktur Neutronenstruktur
2.0 1.8 0.9
1.5 43 22

Tab. 2.3: Verhiltnis der Observablen- zur Parameterzahl bei der Strukturanalyse fiir
verschiedene Auflosungen fiir Myoglobin in der Raumgruppe P2; (ohne den
Skalierungsfaktor fiir die Amplituden). Parameterzahl (nur Protein, kein Losungsmittel):
Rontgenstrukturanalyse 5040, Neutronenstrukturanalyse 9708. Anzahl der Reflexe: 9203 bei
2.0A, 21493 bei 1.5A.

Da das Verhiltnis der Zahl der Observablen zu der Zahl der Modell-Parameter bei der

Proteinstrukturanalyse nicht sehr grof3 ist, verwendet man weitere Informationen fiir die
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Modellverbesserung. Dies sind z.B. die Bindungsldngen und -winkel der Aminosiuren und
der Peptidbindung, die man sehr genau kennt (Engh und Huber 1991). Man unterscheidet
dabei die Anwendung harter und weicher Randbedingungen. Bei harten Randbedingungen
(engl. ,constraints) wird die Zahl der Modellparameter verringert, z.B. indem
Bindungsldngen festgehalten werden. Bei weichen Randbedingungen (engl. ,.restraints®)
bleibt die Parameterzahl erhalten, es werden aber Energieterme eingefiihrt, die ihre Minima
bei der idealen Geometrie haben. Insbesondere bei der Neutronenstrukturanalyse ist das
Verhiltnis der Zahl der Observablen zu Parametern klein. Da aber eine Rontgenstruktur in der
Regel verfiigbar ist, kann man diese als ,,Randbedingung* verwenden. Im einfachsten Falle
hédlt man dazu die aus einer Rontgenstrukturanalyse erhaltenen Koordinaten fest. Daneben
konnen auch elektrostatische und Van-der-Waals-Wechselwirkungen verwendet werden. Die
Energieterme, die in den Verfeinerungs-Programmen X-plor und CNS (Briinger 1992a;
Briinger et al. 1998a) eingesetzt werden, sind denen in molekulardynamischen Rechnungen
und Energieminimierung fiir Proteine (z.B. ,,CHARMM?®, Brooks et al. 1983) analog. Wichtig
ist, dass die nichtbindenden Wechselwirkungen bei festzulegenden Grenzen abgeschnitten
werden, um die Anzahl der zu berechnenden Wechselwirkungsterme zu begrenzen (Smith
1991). Dies ist insbesondere bei Verwendung von elektrostatischen Kréften zu
beriicksichtigen, da man im Protein von einer sehr kleinen Dielektrizitdtskonstanten € ausgeht.
Fiir Simulationen wird meist eine Dielektrizititskonstante von eins verwendet. Eine
Zusammenfassung der Energieterme fiir die kristallographische Betrachtung findet man bei

Briinger (1992a) und fiir molekulardynamische Rechnungen bei Karplus und Petsko (1990).

Wegen des oftmals kleinen Verhéltnisses der Zahl der Observablen zu Parametern kann man
bei riicksichtsloser Beachtung eines minimalen R-Faktors leicht zu einer ,,Uberverfeinerung“
kommen. Das erhaltene Modell ist dann unter Umstidnden inkorrekt. Deshalb trennt man vor
Beginn der Verfeinerung ca. 10% der Reflexe ab und berechnet fiir diesen einen getrennten R-
Wert (Rgee). Die zufillig ausgewihlten Reflexe werden bei der Verfeinerung nicht in die zu
minimierende Funktion einberechnet (Briinger 1992b). Der oben eingefiihrte Wert Rey wird
fiir die ca. 90% der Reflexe, die der Verfeinerung dienen, berechnet. Das Verhalten des
statistischen Testdatensatzes kann daher im Verlauf der Verfeinerung als Entscheidungshilfe
herangezogen werden, ob die Strategie sinnvoll ist oder nicht. Die Differenz zwischen dem
Wert von Rcys und Ry ist ein wichtiges Qualititskriterium fiir die Beurteilung der

Verfeinerung und sollte wenige Prozent nicht iiberschreiten.
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Eine weitere Schwierigkeit stellt die Vielzahl der lokalen Minima in der zu minimierenden
Funktion dar. Eine Minimierung der Zielfunktion mit der Konjugierten-Gradienten-Methode
ist daher problematisch. Sie endet leicht in lokalen Minima, die nahe an der Startstruktur
liegen und aus denen es kein Entrinnen mehr gibt. In der Protein-Kristallographie hat sich
daher die Methode des simulierten Hértens (,,simulated annealing®) durchgesetzt (Kirkpatrick
et al. 1982; Briinger et al. 1999). In Analogie zum technischen Verfahren des Hértens wird
eine molekulardynamische Kalkulation unter drastischer Erhohung der Temperatur
durchgefiihrt (typischerweise werden Temperaturen von 1000-2000K simuliert). Beim

Abkiihlen konnen neue Minima der Zielfunktion gefunden werden.

Die zu minimierende Funktion setzt sich aus zwei Teilen zusammen: den empirischen
Energietermen fiir die chemische Struktur Ecper, und einem Term, der die Ubereinstimmung

des Modells mit den gemessenen Daten bewertet. Die zu minimierende Funktion ist dann:

EZiel = Echem + Wy E

X (47)

Der Faktor wx wird im Laufe der Verfeinerung bestimmt. Zur Anpassung des Modells an die
Daten kam in der Regel stets eine Zielfunktion zum Einsatz, die der Methode der kleinsten

Quadrate entspricht (Briinger et al. 1998b):

—w[EL|) . (48)

EX‘LSQ = z thil

h.k,1

(Der Index LSQ steht dabei fiir ,least squares fit“.) Der zuvor schon angesprochene
Skalierungsfaktor fiir die Amplituden ist mit k bezeichnet. Die Minimierung der Zielfunktion
nach der Methode der kleinsten Quadrate unterliegt der Voraussetzung, dass der Fehler in den
Messungen und im Modell einer GauB3-Verteilung um den erwarteten Mittelwert nahe kommt.
Dies ist in den meisten Fillen, die von Interesse sind, erfiillt und erklart auch die verbreitete
Anwendung dieser Methode. Die fehlende Phaseninformation fiihrt jedoch zu einer
Uberbewertung der berechneten Phasen und eine Methode der kleinsten Quadrate versucht
eine (falsche) Verteilung mit dem Schwerpunkt bei den berechneten Strukturfaktoren Ffyy
anzupassen. In der Strukturanalyse hat sich deshalb die Methode der grofBten
Wahrscheinlichkeit (,,maximum likelihood) durchgesetzt (Pannu und Read 1996; Adams et
al. 1997; Murshudov et al. 1997). Diese passt das Modell unter der Beriicksichtigung der
Fehler im Modell und experimenteller Fehler an. Die Werte fiir den wahrscheinlichsten Wert

fiir den Strukturfaktor < F.,

> und die Standardabweichung Gy werden aus dem Wert von Gy,
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den gemessenen Strukturfaktoren F; und denen des Modells F;, berechnet. Der 6,-Wert gibt

an, welcher Anteil des Strukturfaktors eines Modells vertrauenswiirdig ist (Read 1986). Die

Zielfunktion wird somit zu (Briinger et al. 1999)

2

1 >) _ (49)

EX,ML = z 2 thjd

hkl Oy

o
Fhkl

x

Es konnte gezeigt werden, dass der Phasenfehler im Vergleich zur Methode der kleinsten

Quadrate signifikant besser wird. Der konventionelle R-Faktor kann dabei etwas groBer
ausfallen als im Falle der Zielfunktion nach der Methode der kleinsten Quadrate. Dies ist

jedoch Ausdruck der Vermeidung einer ,,Uberverfeinerung® (Briinger et al. 1998b).

Bei der Verfeinerung werden verschiedene Teile der Parameter variiert. Das Molekiil kann als
Ganzes in der Einheitszelle bewegt werden (,,rigid-body-refinement). Man kann Gruppen
von Atomen definieren, die durch ein harmonisches Potential um ihren Startpunkt
festgehalten oder frei beweglich sind. Das gleiche Verfahren ldsst sich auch auf die

Verfeinerung der B-Faktoren anwenden (Briinger 1992a).

Ein wichtiges Hilfsmittel bei der Verfeinerung sind Dichtemappen. Die meistverwendeten
Dichtemappen sind 2F°-F°- und F°-F°-Dichtemappen. Dabei werden die Phasen aus dem
Modell berechnet. Die Amplituden fiir die Fouriertransformation sind entsprechend 2F°-F¢
und F°-F°. Auch diese Dichtemappen sind durch die kalkulierten Phasen beeinflusst, jedoch
deutlich weniger als solche, die mit gemessenen Phasen F° berechnet wurden (McRee 1999).
Die einfache Differenzdichtemappe, die mit der Amplitude von F°-F° berechnet wird, zeigt an
Stellen, an denen im Modell etwas fehlt, positive Werte und an solchen, an denen im Modell
zu viel Dichte gefunden wird, negative Werte. Bei der Betrachtung von Dichtemappen aus
Neutronenstreuung muss das negative Vorzeichen fir das 'H-Wasserstoffisotop
beriicksichtigt werden. Eine 2F°-F°-Dichtemappe zeigt die Summe einer F°-Dichtemappe und
einer F°-F°-Dichtemappe und ist somit einfacher zu interpretieren. Von besonderer Bedeutung
bei problematischen Féllen, in denen die 2F°-F°-Dichtemappe nicht sicher zu interpretieren
ist, ist eine ,,omit“-Dichtemappe. Bei dieser Variante wird eine Dichtemappe berechnet, bei
der die Phasen ohne einen Teil des Modells berechnet werden (,,omitted part®), so dass dieser
Teil nicht durch die eigenen Phasen beeinflusst wird. Noch einen Schritt weiter gehen die so
genannten ,,simulated-annealing omit-maps®. Dabei wird fiir den nicht weggelassenen Teil

des Proteins eine Molekulardynamik-Simulation durchgefiihrt. Der Einfluss der Phasen aus
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dem Strukturmodell ist dadurch gering gehalten (Hodel et al. 1992). Diese Methode ist
insbesondere bei der Beurteilung von Doppellagen von Seitenketten bei hoher Aufldsung eine
Entscheidungshilfe. Zur Beurteilung der Mappen und des Modells, sowie der Erstellung von
Bildern kamen in der vorliegenden Arbeit die Programme ,,0* und ,,XtalView* zum Einsatz
(Jones et al. 1991 bzw. McRee 1999). Dichtemappen werden dargestellt, indem ein
Konturniveau festgelegt wird, das einem Dichtewert entspricht. Punkte gleichen Niveaus
werden dann durch ein Gitternetz verbunden und dargestellt. Dabei wird ein Wert verwendet,
der einem Vielfachen der Standardabweichung & der Dichte entspricht: bei 2F°-F°-
Dichtemappen ist dies in der Regel ein Wert von 1.50, bei F°-F°-Dichtemappen ein Wert von

30 bzw. -30.

Nach beendigter Verfeinerung dient neben den Werten von Ry und Ry, der oben schon
angesprochenen Differenz zwischen Ry und Rpee die Berechnung von Fehlern mittels der
Methode von Luzzati (Luzzati 1952) und der von Read (Read 1986) vorgeschlagenen Ga-
Darstellung als Qualitdtskriterium. Die dabei abgeschétzen mittleren Koordinatenfehler liegt
fiir eine Strukturanalyse mit einer Aufldsung von 1.5A im Bereich von 0.1A. Dies spiegelt die
Verwertung der Randbedingungen zur Modellerstellung wieder. Die Qualitdt eines Modells
lasst sich auch an der Einhaltung der stereochemisch erwarteten Geometrie messen.
Programme wie etwa ,,Procheck® (Laskowski et al. 1993) berechnen die Kennwerte und

stellen diese grafisch dar, so dass etwaige Fehler schnell aufgefunden werden kdnnen.
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3 Probenpriparation

3.1 Herstellung der H64V-Mutante von Myoglobin

Ein Escherichia coli Stamm (Tb-1, pMb413), der das synthetische Gen zur Herstellung von
mutiertem Myoglobin in einem Expressionsvektor (pUC19) enthélt, wurde von Herrn Prof.
G.U. Nienhaus (Abteilung Biophysik, Universitidt Ulm) zur Verfiigung gestellt. Dabei ist das
Histidin an der Aminosdurenposition 64 gegen ein Valin ausgetauscht. Die Aufzucht der
Bakterien sowie die Reinigung des Proteins wurde wie von Springer und Sligar (1987)

beschrieben durchgefiihrt.

Zur Reinigung wurde in einem ersten Schritt eine Anionenaustauchchromatographie mit
einem Salzgradienten (HiLoad 16/10 Q Sepharose Sdule, Pharmacia, Deutschland, 1M NacCl,
20mM Tris, pHS8.4), gefolgt von einer Gelpermeation (HiLoad 16/60 Superdex 75 prepgrade
Sdule, Pharmacia, 50mM NaH,PO,, pH 6.0) durchgefiihrt. AbschlieBend wurde ein
Kationenaustausch mit einem pH-Gradienten vorgenommen (Hi Load 16/10 SP Sepharose,
Pharmacia, S0mM NaH,PO,, pH 6.0). Das optische Absorptionsspektrum des gereinigten
Myoglobins zeigt die breite Soret-Bande, die fiir das fiinffach-ligandierte H64V-Met-
Myoglobin charakteristisch ist (siche Abschnitt 5.1.1, Morikis et al. 1990). Eine Oxidation

des Hams war nicht nétig.

3.2 Herstellung der Proben zur optischen Messung

Die optischen Messungen bediirfen stets des Zusatzes einer Substanz, die ein Gefrieren des
Wassers in einer Eisform verhindert, was zu einer optisch nicht messbaren Probe fiihren
wiirde. Um eine transparente Probe zu erhalten, verwendet man meist Zucker oder Alkohole.
Die Proben, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit vermessen wurden, enthielten daher stets
Glycerin, in einem Falle wurde sie in Trehalose getrocknet. Im Folgenden wird das
Herstellungsverfahren beschrieben. Die Zusammensetzung der Proben ist in Tabelle 3.1

aufgefiihrt.

Zunichst werden zwei Phosphat-Puffer hergestellt: KH,PO;, und K,HPO, (Merck,
Darmstadt). Durch Mischen nach Zugabe des Glycerins kann man spiter den gewiinschten

pH-Wert einstellen ohne zusdtzlich zu titrieren. Die Molaritdit der Phosphat-Puffer
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beriicksichtigt dabei schon die spitere Zugabe von Glycerin. Im néchsten Schritt wird das
Glycerin (Fluka Chemie AG, Schweiz) im gewiinschten Volumenverhéltnis zugegeben (50%
oder 75%, vgl. Tab. 3.1). Aufgrund der hohen Viskositit von Glycerin wurde das Volumen
durch Einwiegen der entsprechenden Menge Glycerin bestimmt. Durch Mischen der beiden
Ausgangspuffer kann nun der gewiinschte pH-Wert eingestellt werden. Hierbei ist zu
beachten, dass die Zugabe groBer Mengen Ruthenium tris(2,2-bipyridine) (Ru(bpy)s*", Fluka
Chemie) und EDTA (Ethylenediaminetetra-acetic acid, Sigma Chemie) zu einer
Verschiebung des pH-Wertes flihren kann. Die in Tab. 3.1 angegebenen pH-Werte beziehen
sich auf die fertige Probe. Als nichstes werden Ru(bpy)s>” und EDTA hinzugegeben. Dies
erfolgt aufgrund der Lichtempfindlichkeit von Ru(bpy);*" im Dunkeln. Bei Proben, die nur
Protein enthalten, wird dieser Schritt ausgelassen und das Protein direkt hinzugegeben. Dazu
wurde direkt das lyophilisierte Myoglobin verwendet (Sigma Chemie, flir natives Mb). Um
etwaige unlosliche Anteile aus der Probe zu entfernen, wurden die Proben anschliefend bei
25000g mindestens 10 Minuten zentrifugiert. Die Herstellung der Proben erfolgte stets kurz

vor der Messung.

Fiir die Probe von H64V-Mbmet in Trehalose wurde das Protein in 50mM Kalium-Phosphat-
Puffer mit 1M Trehalose geldst und zentrifugiert. Ein Tropfen von ca. 20ul wurde auf einem

Quarzglas iiber Nacht im Exikator iiber Kieselgel getrocknet.

Nummer Protein Zusatz Puffer
1 S5mM H64V-Mbmet - 50mM KPO4, 50% Glycerin, pH7.0
2 0.5mM H64V-Mbmet - 1M Trehalose (getrocknet)
3 5mM Mbmet 60mM Ru, 100mM EDTA
4 SmM Mbmet - 50mM KPO4
5 5mM Mbdeoxy Reduziert mit Dithionit 75% Glycerin
6 - 60mM Ru, 100mM EDTA pH6.6
7 - -
8 0.5mM Mbmet -

Tab. 3.1: Probenzusammensetzung fiir die optischen Messungen. Probe 3 wurde getrocknet,
die Konzentrationen beziehen sich auf die zuvor préparierten Losungen. Es wurde aufler der
Mutante H64V nur das Myoglobin des Pottwales verwendet. Ru(bpy);*" wurde mit Ru
abgeklirzt.
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Die Proben Nr.1 und 2 wurden zur Untersuchung der temperaturabhéngen Ligandierung von
H64V-Mbmet verwendet (Abschnitt 5.1). Die Proben Nr. 3 bis 7 dienten der Messung der
Relaxation eines metastabilen Zustands nach photoinduzierter Erzeugung eines
Zwischenzustands (Abschnitt 5.2). Probe Nr. 8 wurde zur Messung von Resonanz-Raman-
Spektren verwendet, die fiir die Charakterisierung des Zwischenzustands und die Auswertung

der optischen Spektren verwendet wurden.

3.3 Kristallisation und Priparation der Kristalle

Zur Kiristallisation von H64V-Mbmet wurde eine Losung mit 50mM KH,PO4, 2.9M
(NH4),SO4 bei pH 6.8 hergestellt. Das Protein wurde in einer Konzentration von 30mg/ml
gelost. Die Losung wurde in Kristallisationsrohrchen mit Kristallisationskeimen von nativem
Myoglobin der Raumgruppe P2, angesetzt. Zum Ubertragen der Keime wurde ein Katzenhaar
verwendet, das in eine stark verdiinnte Losung von zerquetschten Kristallen getaucht und
anschliefend kurz in die Kristallisationslosung eingetaucht wurde. Nach ein paar Wochen
waren Kristalle mit Kantenldingen von ca. Imm gewachsen. Die Kristallisations-Losung
wurde langsam gegen frischen Kristallisations-Puffer ausgetauscht, um das restliche Protein
aus der Losung zu enfernen (50mM KH,PO,, 2.9M (NH4),SO4, pH 6.8). Um die Kristalle
gegen Einfrierschidden zu schiitzen, wurde der Puffer abermals langsam gegen einen Puffer

ausgetauscht, der zusitzlich 0.8M Trehalose enthielt (Roth, Karlsruhe).

H H

H H

Abb. 3.1: Das Trehalose-Molekiil: Wasserstoffatome sind nicht dargestellt. Die acht
austauschbaren Wasserstoffatome befinden sich an den Sauerstoffatomen, die mit H
gekennzeichnet sind (dunkel: Sauerstoff, hell: KohlenstofY).

Zur Strukturbestimmung mit Neutronenstrahlung wurden Kristalle verwendet, die nach der

gleichen Methode hergestellt waren. Zur Verringerung des Untergrundes durch inkohérente
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Streuung von Wasserstoff wurde der Puffer gegen einen analogen Puffer ausgetauscht, der
zuvor deuteriert wurde. Da sowohl das Ammoniumsulfat als auch das Kaliumphosphat
austauschbare Protonen enthalten, wurden die Salze in D,O geldst und anschliefend in einem
Rotationsverdampfer destilliert (bei 60°C und 50mbar Druck), und anschliefend wieder in
D,0 geldst. Durch mehrmaliges Wiederholen wurden ca 95% '"H zu “H ausgetauscht. Fiir die
Neutronenstrukturanalyse bei tiefen Temperaturen wurde zusdtzlich die Trehalose nach
demselben Verfahren behandelt. Da Trehalose jedoch lediglich 8 von 22 Protonen austauscht,
ist der maximal austauschbare Anteil auf 36% beschrinkt (vgl. Abb. 3.1). Durch mehrmaliges
Rotationsverdampfen wurden diese ebenfalls zu 95% ausgetauscht. Die Kristalle fiir die
Neutronenstrukturanalyse bei 300K waren ca. 10 Jahre in deuteriertem Puffer gelagert
worden. Die Kristalle fiir die Messung bei 20K wurden zwei Wochen vor der Messung in

deuteriertes Losungsmittel umgepuffert (pH 7.0).

Die Kristalle miissen zur Messung moglichst préazise auf dem Diffraktometer justiert werden.
Da Proteinkristalle sehr empfindlich gegen Austrocknen sind, muss darauf geachtet werden,
dass sie sich bei Raumtemperatur im Gleichgewicht mit dem Kristallisationspuffer befinden.
Die Kristalle werden fiir die Messungen bei Raumtemperatur in Kapillaren montiert, die, wie

in der folgenden Abbildung gezeigt, Kristallisationspuffer enthalten.

A B

Abb. 3.2: Montage der Kristalle =zur Rontgenstrukturanalyse. A: fir die
Raumtemperaturmessung, B: fiir die Tieftemperaturmessung. 1: Wachspfropf, 2:
Silikonkautschuk, 3: Kristallisationspuffer, 4: Kristall, 5: Kapillare, 6: Edelstahlhiilse, 7:
Zahnseidefaser, 8: Sekundenkleber, 9: ausgezogene Glaspipette, 10: Messingrohr.
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Fiir die Messungen bei tiefen Temperaturen wurden die Kristalle in Schlaufen aus Zahnseide
gefangen und schnell durch Transfer in einen kalten, gasformigen Stickstoffstrahl oder
fliissigen Stickstoff in der Schlaufe gefroren. Der Aufbau der Schlaufen fiir die
Rontgenkristallographie ist ebenfalls in der ndchsten Abbildung dargestellt. Bei der
Rontgenstrukturanalyse bei tiefen Temperaturen wird der Kristall durch den kalten
Stickstoffstrahl gekiihlt. Eine thermische Kopplung an das Diffraktometer ist unerwiinscht.
Deshalb wird die in Abb. 3.2 dargestellte ausgezogene Glaspipette zur Entkopplung
verwendet. Fiir die Neutronenmessung bei tiefen Temperaturen ist gerade eine Kopplung an
die Metallhiilse erwiinscht, da sich der Kristall im Vakuum befindet (vgl. Beschreibung des
Aufbaus in Abschnitt 4.3.1). Die thermische Kopplung findet iiber die Metallhiilse aus
Aluminium statt. Die Schlaufe ist also moglichst klein zu halten und der Kristall mdglichst

nahe an die Metallhiilse zu bringen.

Abb. 3.3: Kristallmontage fiir die Neutronenstrukturanalyse bei tiefen Temperaturen.
l:Kristallpuffer mit Trehalose, 2: Kristall, 3: Zahnseidefaser, 4: Sekundenkleber, 5:
Aluminiumbhiilse.

Fiir die Messungen, die von Dr. Ostermann bei Raumtemperatur mit Neutronen durchgefiihrt

wurden, war der Kristall in einer Kapillare montiert.
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4 Messapparaturen

4.1 Optische Spektroskopie

4.1.1 Apparatur und Messung

Zur optischen Messung wurde ein Spektrometer von Perkin-Elmer (Lambda 19) verwendet.
Es arbeitet in einem Wellenlidngen-Bereich von 3200 - 175nm, was 31250 - 57000cm™
entspricht. Durch das Zweistrahl-Prinzip werden Schwankungen der Lampen-Intensitét
ausgeglichen. Das Spektrometer wird iiber einen Rechner mit der Software UV-Winlab
(Perkin-Elmer) gesteuert und ausgelesen. Der optische Kryostat befindet sich im Probenstrahl.
Das Gehéuse des Spektrometers wurde dazu aufgeschnitten. Der Referenzstrahl ist durch eine
zusitzliche Abschirmung vor dem einfallenden Laserlicht bei Belichtung der Probe geschiitzt.
Die Spektren wurden zwischen 320 und 750nm mit einer Spaltbreite von 1nm bei einer

Aufnahmegeschwindigkeit von 120nm/s und einer Mittelung iiber 2nm gemessen.

Der Kryostat der Firma Leybold vom Typ ROK 10-300 ist speziell flir optische Messungen
ausgelegt. Der von einem Isoliervakuum umgebene Probenraum ist fiir den Probenwechsel
von oben zugénglich. Er besitzt an allen 4 Seiten Fenster aus Quarzglas (Suprasil I), die den
Durchtritt des Messstrahls ermoglichen und auBBerdem eine seitliche Belichtung durch Drehen
der Probe um 90° im Kryostaten zulassen. Die Kiihlung erfolgt tiber thermischen Kontakt mit
einem Kaltkopf (Leybold, RGD 210). Das Isoliervakuum fiir den Kaltkopf ist mit dem des
Probenraumes verbunden. Die Kiihlung erfolgt iiber ein zweistufiges System, das Helium aus
einem Kompressor (Leybold, RW 2) nach dem Gifford-McMahon-Verfahren entspannt. Am
Kaltkopf werden Temperaturen von 10K erreicht. Dies bedeutet aufgrund der nicht idealen
Ankopplung der Probe eine Probentemperatur zwischen 17 und 20K. Das Vakuum wird {iber
einen Turbo-Molekular-Pumpstand (Leybold, PT 50) erzeugt. Dabei ist einer
Drehschieberpumpe (TRIVAC D1,6 B) eine Turbo-Molekular-Pumpe (TURBOVAC 50)
vorgeschaltet, die {liber einen elektronischen Frequenzwandler (TURBOTRONIK NT 10)
betrieben und gesteuert wird. Im Betrieb wird ein Enddruck von ca. 5-10° mbar erreicht. Der
Druck wird mit einer THERMOVAC-MefBrohre (Leybold, TR 211 DN 16 KF) zwischen
Turbo-Molekular-Pumpe und Kryostat gemessen. Auflerdem kann der Druck im Kryostaten
mit einer Penningrohre (Leybold PENNINGVAC PR 35 DN 40 KF) bestimmt werden. Die

beiden RoOhren werden iiber ein gemeinsames Mess- und Steuerungsgerdt (Leybold,
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COMBIVAC CM 31) bedient und ausgelesen. Die Temperaturmessung und -regelung erfolgt
durch einen Temperatur-Controller der Firma Leybold (LTC 60). Die Proben-Temperatur
wird durch Heizen eingestellt, wobei der Refrigerator stets mit voller Leistung kiihlt. Die
Temperaturmessung erfolgt an zwei Orten iiber Silizium-Dioden (Lake Shore Cryogenics, DT
471, Westerville, Ohio, USA). Die erste Diode befindet sich im Kaltkopf, wo sich auch der
Widerstand zum Heizen befindet. Diese Diode liefert auch das Regelungssignal fiir die
Heizung. Die zweite Diode ist oberhalb der Probe im Probenhalter angebracht, so dass die
Probentemperatur aufgrund des thermischen Kontaktes am unteren Ende stets zwischen den
beiden angezeigten Temperaturen liegt. Die Genauigkeit der Temperaturregelung liegt bei
+1K, der Regelbereich reicht von ca. 17K bis 325K, wobei das obere Ende des Regelbereichs

durch die Diode bestimmt wird.

[ |

Q i) Mono- .
chromator
Lampe ‘

3
[«]
o
(4]
Detektor

\ Heizung

Spektrometer QTg
>
X

. ]
] 8 ~—~ ] 20K Temperatur-
3 Dioden steuerung
Dreh- Turbo-
schieberp. pumpe 5 156mbar
Druckmessung
Helium- Thermovac und
Kompressor Penningvac

LASER

Abb. 4.1: Schematischer Aufbau des optischen Spektrometers, Kryostaten und Lasers (T:
Thermovac, P: Penningvac, H: Heizwiderstand).
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Der Probenhalter besteht aus Kupfer. Die fliissige Probe wurde zwischen zwei Quarz-Glas-
Scheiben (Suprasil-I, Imm Dicke, lcm Durchmesser) pipettiert, wobei die Dicke der Probe
durch unterschiedliche Hostaphan-Abstandshalter definiert wird. Die Glasscheiben werden
durch eine Verschraubung im Probenhalter fixiert. Die Standard-Dicke betrdgt ca. 12 um und
entspricht somit ca. 2 ul Probenmenge. Der betrachtete Probenausschnitt wurde mit einer
Maske aus selbstklebender Kupferfolie definiert. Der Probenhalter wird am Ende der
Probenstange befestigt. Diese besteht aus einem Edelstahlrohr, das zugleich als Leitung dient,
tiber die der Probenraum mit Helium gespiilt werden kann. Dies dient zum einen dazu, die
thermische Kopplung an den Kaltkopf zu verbessern, und zum anderen die Luft im
Probenraum zu ersetzen, die sonst bei Temperaturen unter 77K kondensieren wiirde. Die
Probenstange besitzt am oberen Ende ein Ventil, iiber das das Probenvolumen mit Helium
gespiilt werden kann. Nach Einbau der Probe wurde der Kryostat vor dem Kiihlen stets fiir
fiinf Minuten mit Helium gespiilt. Optische Messungen als Funktion der Temperatur wurden
stets beim Aufwdrmen durchgefiihrt. Dazu wurde die Probe erst auf 20K abgekiihlt und
equilibriert (40 min). Nach der Messung eines Spektrums wurde die Temperatur innerhalb
von 10 min um 10K erhoht und fiir 25 min konstant gehalten, bevor ein Spektrum
aufgenommen wurde, was ca. 5 min dauert. Die Messung eines Temperturpunktes dauert
somit 40 min. Alle im Folgenden beschriebenen Temperaturreihen wurden in Schritten von

10K durchgefiihrt.

Zur Untersuchung der temperaturabhdngigen Ligandierung der H64V-Mutante von
Myoglobin wurden fiir die Proben 1 und 2 (im Folgenden bezieht sich die Nummerierung

stets auf Tab. 3.1) temperaturabhéngige Spektren von 20K bis 300K gemessen.

Zur Untersuchung des metastabilen Zustands nach photoinduziertem Elektronentransfer
wurde ein Farbstofflaser (Candela EDL-3, Wayland, Massachusetts, Farbstoff: 2x10*mM
Coumarin 47 in Ethanol) verwendet. Dieser erzeugt Lichtpulse bei 460nm (6nm Breite) mit
einer Dauer von 1.2 us. Die Wellenldnge stimmt mit der Absorption des Ruthenium-
Komplexes (Ru(bpy)s>" iiberein. Der angeregte Zustand von Ru(bpy);*" kann ein Elektron auf
das Eisen des Proteins libertragen. Als Elektronendonor fiir den Ruthenium-Komplex dient
wiederum EDTA. Proben wurden stets von beiden Seiten belichtet, um eine moglichst
vollstindige Reduktion des Proteins zu erreichen. Bei 20K war eine vollstdndige Reduktion
dennoch nicht moglich (Lamb et al. 1998a). Mit Probe 3 zur Untersuchung des metastabilen

Zustands wurde zunéchst eine Temperaturreihe R1 von 20K bis 200K gemessen. Diese dient
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der Gewinnung temperaturabhéngiger Referenzspektren fiir die Auswertung (siehe néchster
Abschnitt). AnschlieBend wurde die Probe zur Reduktion auf 20K gekiihlt und 60 min mit
einer Pulsfrequenz von 1 Hz belichtet (je 30 min von einer Seite). Vor, wihrend und nach der
Reduktion wurden Spektren gemessen, um das Fortschreiten der Reduktion beurteilen zu
konnen. Nach der Reduktion wurde die Probe fiir 15 min auf 100K erwirmt, um photolysierte
Liganden zuriickzubinden (Lamb et al. 1998b) und gefangene Elektronen zur weiteren
Reduktion freizusetzen (Lamb et al. 1998a). AnschlieBend wurde die Probe wieder auf 20K
gekiihlt und die eigentliche Messung der Relaxation als Funktion der Temperatur
durchgefiihrt: eine Reihe bis 150K (R2), anschlieBendem wurde die Probe fiir 320 min auf
einer Temperatur von 150K gehalten. Dies ermoglicht die Vergleichbarkeit der Messung mit
Raman-Spektroskopie (Engler et al. 2000). Nach anschlieBendem Kiihlen auf 20K wurden
Temperatur-Reihen bis 170K (R3), 180K (R4) und 200K (R5) gemessen. Die Proben wurden
jeweils direkt nach der Messung bei der hochsten Temperatur einer Reihe wieder auf 20K
gekiihlt. Nach dem Erreichen von 200K wurde die Probe auf 295K gebracht, mit zwei
weiteren Laser-Blitzen vollstdndig reduziert und anschlieBend eine Temperaturreihe (R6) von
20K bis 200K zur Auswertung von Referenzspektren des Mbdeoxy-Zustands gemessen. Das
gleiche Messprotokoll wurde fiir Probe 6 durchgefiihrt, um fiir jede Temperaturreihe
Referenzspektren fiir den Ruthenium-Komplex zu erhalten (Rru). Mit den Proben 4, 5 und 7

wurde jeweils eine Temperaturreihe von 20K bis 300K gemessen (Rmet, Rdeoxy, Rsol).

4.1.2 Auswertung der optischen Spektren

Die optischen Spektren sind eine lineare Kombination der Spektren der in der Probe
enthaltenen Molekiile. Falls die Molekiile sich gegenseitig wenig beeinflussen, ist dies eine
gute Nédherung. Die bei der Wellenldnge A und der Temperatur gemessene Absorption A(A,T)

lasst sich durch

AAT)=Y ¢ (T)-A,(ALT)+b, +b—£+% (50)
angeben. Die letzten drei Summanden stellen eine Korrektur fiir die Streuung an der Probe
dar. Diese ist nicht exakt reproduzierbar und wird daher modelliert. Kennt man die
Molekiilspektren A;(A,T), so kann man die Konzentration ¢;(T) des jeweiligen Molekiils in der

Probe durch eine Anpassung des gemessenen Spektrums bestimmen. Von allen Spektren

wurde zuvor stets eine Messung des Losungsmittels abgezogen (Probe 7, Rsol) und das
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Spektrum durch Subtraktion eines konstanten Wertes so verschoben, dass die gemittelte

Absorption zwischen 700nm und 750nm Null ist.

Die temperaturabhingigen Spektren der H64V-Mutante wurden nach GIl. (50) mit den
Spektren von H64V bei 295K und nativem Mbmet bei 20K iiber den gesamten

Temperaturbereich angepasst.

Das Verfahren fiir die Isolierung des Spektrums des metastabilen Zustands (Mbint) ist
aufwindiger. Aufgrund der unvollstindigen Reduktion und der Relaxation enthdlt ein
experimentelles Spektrum stets Anteile von Mbmet und Mbint. Bei einsetzender Relaxation
ist zudem ein Anteil von Mbdeoxy zu beobachten. Die oben genannte Voraussetzung der
Unabhéngigkeit der Molekiilspektren von der Probenzusammensetzung ist im untersuchten
Fall von Myoglobin mit hohen Konzentrationen von Ru(bpy):*" nicht erfiillt. Das Spektrum
von MetMb verschiebt sich um 0.5nm bei der Zugabe von Ru(bpy)s*". Die Referenzspektren
fir MetMb werden daher aus Proben, die Ru(bpy)s;>™ enthalten, isoliert. Dazu wurde die
Temperaturreihe R1 (Bezeichnungen aus vorigem Abschnitt) mit den Spektren aus der
entsprechenden Temperaturreihe der Ruthenium-Proben (Rru) und den Spektren fiir Mbmet
(Rmet) angepasst. Die Referenzspektren fiir Mbmet erhdlt man dann aus den experimentellen
Spektren (R1) durch Subtrahieren des zuvor bestimmten Ruthenium-Anteiles. Analog wurde
mit der Reihe R6 fiir die Bestimmung der Referenzspektren fiir Mbdeoxy verfahren. Der
Anteil an Ru(bpy)s”" fiel dabei geringer aus als zuvor bei der Anpassung der Mbmet Spektren,
was auf Photobleichen zuriickgefiihrt werden kann. Deshalb wurde der Mittelwert der
Ru(bpy)s>" Konzentration aus R1 und R6 verwendet, um den Anteil aus den Spektren des
metastabilen Zustands R2 bis RS abzuziehen. Zur Isolierung der Spektren des metastabilen
Zustands musste nun noch der Anteil an nicht reduziertem Protein (Mbmet) und relaxiertem
Protein (Mbdeoxy) abgezogen werden. Der Anteil an Mbmet wird anhand der Absorption der
Absorptionsbande bei 630 nm (15870 cm™) bestimmt. Diese entspricht einem Ubergang
zwischen den m-Orbitalen des Porphyrins und den d-Orbitalen des Eisens und wird nur im
Zustand Mbmet bei dieser Wellenldnge beobachtet (Makinen und Churg 1983). Unter 170K
wurde keine weitere Reduktion beobachtet. Der Anteil an Mbmet wurde daher iiber die
Reihen R2 bis R4 von 20K bis 170K gemittelt und abgezogen. Fiir die Subtraktion von
Mbmet vom Spektrum bei 180K in Reihe R4 und den Spektren von R5 wurde der Anteil von
Mbmet iiber R5 von 20K bis 170K gemittelt. Die Relaxation des metastabilen Zustands wird
erst oberhalb von 150K beobachtet (Lamb et al. 1998a). Aus den Spektren der Reihen R4
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oberhalb 150K, R5 und R6 wurde der Mbdeoxy Anteil durch eine Anpassung nach Gl. (50)
bestimmt. Als Referenzspektren wurden die Spektren des metastabilen Zustands von der
vorhergehenden Temperaturreihe bei gleicher Temperatur oder, falls nicht vorhanden, von der
gleichen Reihe bei der néichstniedrigeren Temperatur sowie die zuvor beschriebenen
Referenzspektren fiir Mbdeoxy verwendet. Die gesamte Proteinkonzentration wurde dabei

konstant gehalten.

Die Analyse der Soret-Bande erfolgte mittels der Gleichungen (8), (9) und (10) (siehe
Abschnitt 5.2). Das Programm wurde von A. Huenges erstellt (GaBmann 2000). Durch
Raman-Spektroskopie an einer zuvor mit Rontgenstrahlung reduzierten Probe (Probe 8)
waren die Frequenzen von stark an die Soret-Bande koppelnden Moden bestimmt worden
(Engler et al. 2000). Die vier total symmetrischen Moden bei 372cm™, 673cm™, 1362cm™ und
1605cm™ wurden zur Anpassung der optischen Spektren verwendet. Im Raman-Spektrum
befinden sich bei 1000cm™ mehrere Moden mittlerer Stirke. Diese werden durch eine Mode
bei 1000cm™ erfasst. Es wurden Vibrationsquantenzahlen my; von 0 bis 2 in Gl (9)
beriicksichtigt. Die quadratische Kopplung wurde nicht beriicksichtigt und die
Kopplungskonstante auf eins gesetzt, wie auch schon in den Untersuchungen von DiPace
(DiPace et al. 1992). Die kurzwelligere Anregung der N-Bande (Makinen und Churg 1983)
wurde durch eine gauBformige Bande bei 29000 cm” mit einer Breite von 2045 cm’

modelliert.

4.2 Rontgenstrukturanalyse

4.2.1 Rontgendiffraktometer und Tieftemperatureinrichtung

Zur Messung der Rontgenstreuung wurde eine Drehanode der Firma ENRAF-NONIUS mit
einer Kupfer-Anode verwendet (Typ FR-591). Das Gehduse der Drehanode dient gleichzeitig
als Tisch fiir das Drei-Kreis-Diffraktometer der Firma SIEMENS. An der Drehanode ist ein
Graphit-Monochromator (HUBER) befestigt, der die Kupfer-K,-Linie (A=1.54 A) auswihlt.
Das Diffraktometer trigt auch den Kollimator. Der Kristall befindet sich auf einem
Goniometerkopf, der sich zur Orientierung beziiglich des Rontgenstrahls mit einem
Mikroskop justieren ldsst, das ebenfalls auf dem Diffraktometer montiert ist. Das

Diffraktometer ermdglicht das Drehen des Kristalls um die Achsen w und ¢ beziiglich des
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Rontgenstrahles. Der Detektor befindet sich auf dem dritten Kreis 2%, wie in der folgenden
Abbildung veranschaulicht.

| Kollimator
Rontgen-
strahl > j

Abb. 4.2: Schema des Drei-Kreis-Diffraktometers. K: Kristall. (k= 54.7°)

Die Achsen des 20%- und des m-Kreises fallen zusammen. Durch die Geometrie des
Diffraktometers ist das feste Anbringen einer Tieftemperaturanlage (SIEMENS, LT-2A)
moglich, wie in Abb. 4.3 dargestellt. Im groBen Stickstofftank, der ein isolierter, offener
Behiilter ist, befindet sich ein Geféal3, das nach oben abgeschlossen ist. In diesem befinden sich
Widersténde, die durch die manuelle Regelung eines Stromflusses an der Kontrolleinheit auf
eine gewlinschte Temperatur gebracht werden konnen. Der dadurch verdampfte Stickstoff
wird iiber ein Rohrensystem zum Diffraktometer geleitet. Der Stickstoffbehidlter wird aus
einem Druckbehélter automatisch nachgefiillt. Die grobe Einstellung der Temperatur erfolgt
durch die handgeregelten Widerstinde. Die genauere Einstellung der Temperatur kann durch
einen weiteren Widerstand im Stickstoffgefdl und die Gasheizung geregelt werden. Als
Eingangssignal zur Regelung dient dabei ein Temperaturfiihler, der sich kurz oberhalb der
Austrittsdiise im gasformigen Stickstoffstrahl befindet. Zur Verhinderung der Vereisung der
Austrittsdiise ist diese beheizt. Zudem wird der Stickstoffstrahl dadurch im dufleren Bereich,

wie in Abb. 4.3 angedeutet, erwdrmt, was die Vereisung des Kristalls verringert.
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Abb. 4.3: Aufbau der Tieftemperatur-Apparatur. A: Uberblick und Anordnung beziiglich des
Diffraktometers. B: Ausgangsdiise des Stickstoffstrahls.

Die ganze Anlage befindet sich in einem Plexiglas-Gehéduse. Dieses garantiert eine trockene
Umgebungsluft und verhindert damit das unerwiinschte Vereisen des Kristalls auch bei langer
Messzeit. Das Plexiglas absorbiert durch den erhohten Anteil an Chlor auch gestreute
Rontgenstrahlung und dient dem Schutz vor dem ungewollten Hantieren im Rontgenstrahl.
Das Plexiglas-Gehduse ist deshalb mit Schutzschaltern versehen, die beim Offnen bei

offenem Rontgenstrahl einen Shutter zwischen Drehanode und Monochromator schlieBen.

Bei dem Detektor handelt es sich um einen Vieldraht-Proportionalzihler der Firma SIEMENS
(Modell HISTAR). Dieser wird von einem Rechner mit dem Programm FRAMBO
(SIEMENS) ausgelesen, das auch das Diffraktometer steuert. Die Daten werden auf einer
Festplatte gespeichert, die sich im Ethernet-Netzwerk an einem Silicon Graphics Rechner

befindet. Dort erfolgt die weitere Auswertung.
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4.2.2 Messverfahren und Auswertung der Rontgendaten

Zur Messung wird der Kristall bei feststehendem Detektor um eine der Achsen, die in Abb.
4.2 mit @ und ® bezeichnet sind, gedreht. Der Kristall wird dabei bei einer laufenden
Aufnahme in Schritten von ca. einem Drittel der Halbwertsbreite des Reflexionsbereiches
eines Bragg-Reflexes gedreht. Dies entspricht bei den hier gemessenen Kristallen einem
Winkelbereich zwischen 0.10° und 0.15°. Um den gesamten Auflosungsbereich messen zu
konnen, musste der Detektor aufgrund des begrenzten Offnungswinkels stets in zwei
verschiedene Positionen gebracht werden und die Messung somit im Prinzip zweimal
durchgefiihrt werden. Eine Messung bis 1.5A besteht nach diesem Verfahren aus ca. 6000

einzelnen Aufnahmen.

Der Hersteller empfiehlt, eine maximale Zzhlrate fiir den Detektor von 10° Quanten pro
Sekunde nicht zu iiberschreiten. Dies verhindert das Beeinflussen der Messung durch die
Totzeit der Elektronik. Fiir die maximale Zdhlrate pro Pixel wird von SIEMENS ein Wert von
200 Quanten pro Sekunde empfohlen, was den Einfluss der Totzeit des Zahlgases verhindern
soll. Bei den Messungen wurde die Drehanode so betrieben, dass ca. die Hailfte der
empfohlenen Werte erreicht wurde. Bei einer Spannung von 40kV wurde der Strom dazu
entsprechend eingestellt (Werte zwischen 35mA und 60mA abhéngig von der Intensitédt der
Reflexe). Die Messzeit pro Aufhahme wurde so eingestellt, dass die Reflexe bei der hochsten
auf dem Detektor sichtbaren Auflésung gut vom Untergrund zu trennen waren. Dies
entspricht je nach Kristallgroe und Stellung des Detektors auf dem 21 -Kreis Messzeiten
zwischen 30 und 100 Sekunden.

Eine erste grobe Orientierungsmatrix des Kristalls wurde mit dem Programm FRAMBO
bestimmt. Ausgehend von dieser Orientierung wurde die Integration der Reflexe mit dem
Programm SAINT (SIEMENS) durchgefiihrt. Dieses sucht die Reflexe ausgehend von der
Orientierungsmatrix und passt die Reflexe in aufeinanderfolgenden Aufnahmen mit einem
dreidimensionalen GauB3-Profil an. Die Schwerpunkte der Reflexe dienen dann wiederum der
Anpassung der Orientierung. Ferner kann SAINT Datensitze aus mehrfachen Messungen
zusammenfassen und Korrekturfaktoren beziiglich des Rotationswinkels und der Position auf
dem Detektor berechnen. AbschlieBend wurden Reflexe aus der weiteren Auswertung
ausgeschlossen, deren Position oder Profil zu stark vom Mittelwert abwichen. Die
Mittelwertbildung der symmetriedquivalenten und mehrfach gemessenen Reflexe sowie die

Korrektur der Standardabweichung der Intensitit wurde mit dem Programm ,,AGROVATA*
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aus der CCP4-Programmbibliothek (Bailey 1994) durchgefiihrt. Die Berechnung der
Strukturfaktoren |Fny| aus den Intensititen Iy wurde mit dem Programm ,,TRUNCATE*
(ebenfalls von CCP4) durchgefiihrt. Dieses fiihrt neben diversen statistischen Tests auch eine

Absolutskalierung der Reflexe mittels der Auftragung nach Wilson (Wilson 1949) durch.

4.3 Neutronenstrukturanalyse

4.3.1 Das Laue-Diffraktometer LADI

Am Institut Laue Langevin (ILL) in Grenoble existiert ein in Zusammenarbeit mit dem
Europdischen Laboratorium fiir Molekularbiologie (EMBL) entwickeltes Quasi-Laue-
Diffraktometer flir kalte Neutronen (Wilkinson und Lehmann 1991; Cipriani et al. 1994;
Oleinik 1995; Cipriani et al. 1996; Myles et al. 1998). Das verwendete Wellenldangenband
wird durch ein Ti/Ni multilayer Filter bestimmt und reicht fiir die Proteinstrukturanalyse von
ca. 2.6 bis 3.6 A. Das Wellenlingenband kann variiert werden. Das Instrument verwendet als
Detektor Neutronen-Bild-Platten (NBP, ,neutron image plates), deren Funktionsweise im
nichsten Abschnitt beschrieben wird. Das Instrument befindet sich am Ende des kalten

Leiters H142 in der Leiterhalle 1:

Guide hall 2 (ILL 22)

Reactor hall LA D I
Level D @rr

Guide hall 1 (ILL 7)

Es IN13 D10
IN22 o1z 542
— ILL instruments "filled in : operational O Reaclor core
— jointly funded { open: or ~i~Hot neutrons
— CRG instruments . under construction Thermal neutrons

—&-Cold neutrons

Reactor hall
Level C

Abb. 4.4: Skizze der Reaktorhalle und der Neutronenleiterhalle am Institut Laue Langevin.
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Der Neutronenfluss fiir das Wellenlingenband um 3.5A bei AA/A=20% betriigt am Probenort
3-107 Neutronen je cm” und Sekunde. Vor dem Diffraktometer befindet sich ein Kollimator,
der aus zwei Blenden besteht. Der Strahlquerschnitt kann dabei mittels Motorsteuerung auf
die Kristallgrofe eingestellt werden. Anhand der Zihlrate eines starken Reflexes wurde dieser
zu Beginn des Experiments optimiert. Das Diffraktometer ist durch Blei und Borcarbid (B4C)
in Richtung des Reaktors abgeschirmt. Der Kristall wird auf einer drehbaren Achse montiert.
Diese féllt mit der Achse des zylinderférmigen Detektors zusammen. Der Detektor hat eine
Dimension von 800 x 400mm’ und einen Radius von 159.19 mm. Durch Drehen des
Zylinders und eine linear bewegliche Auslese-Einheit kann der Detektor mit einer Auflésung
von 200 x 200 umz ausgelesen werden. Die Auslesung erfolgt dabei von der Aullenseite,
wohingegen die Detektion der Neutronen von der Innenseite erfolgt. Dies fiihrt zu einer
geringeren Effizienz. Die Auslesedauer bei 800 Umdrehungen je Minute betrdgt ca. 3
Minuten. Die darauf folgende Loschung der Platten mittels weilen Lichts dauert nochmals 3

Minuten. In der folgenden Abbildung ist der Aufbau des Diffraktometers dargestellt:

Abb. 4.5: Das Laue-Diffraktometer LADI am ILL in Grenoble (Cipriani et al. 1996). 1: Bild
Platte auf Zylinder. 2: Drehbarer Zylinder. 3: Drehachse fiir Kristall. 4: Kristall. 5:
Antriebsriemen fiir Zylinder. 6: Motor zum Antrieb der Ausleseeinheit. 7: He-Ne Laser. 8:
Spiegel, die das Licht zur Ausleseeinheit bringen. 9: Ausleseeinheit mit Photomultiplier. 10:
Sensor fiir Zylinderrotation. 11: Abdeckung.

Die Anlage ist fiir die Montage eines Kryostaten mit geschlossenem Helium-Kreislauf

eingerichtet (Displex). Der Kryostat ersetzt die Drehachse (mit 3 in Abb. 4.5 bezeichnet) und
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lasst sich wie diese drehen. Der Kompressor steht neben der Anlage und ist liber flexible
Schlduche mit dem Kryostaten verbunden. Am Kaltkopf wird eine minimale Temperatur von
ca. 12K erreicht. Die Probe koppelt iiber einen Kupferstab und einen Goniometerkopf aus
Kupfer an den Kaltkopf an. Der Kristall befindet sich in einer Schlaufe, die in ein
Aluminiumrohr eingeklebt ist, das wiederum in den Goniometerkopf geschraubt wird (vgl.
auch die Probenmontage in Abschnitt 3.3). Der Goniometerkopf wird mittels Federn auf den
Kupferstab gepresst. Da eine Temperaturmessung am Probenort wegen eines Defektes nicht
moglich war, muss von einem Wert ausgegangen werden, der sonst typisch bei 20K liegt. Die
Qualitdt des Vakuums kann dazu als Indiz dienen. Der Kristall befindet sich direkt im
Vakuum und der Vakuummantel ist von einem Aluminiumrohr abgeschlossen, das im Bereich
der Streuung auf eine diinnstmogliche Dicke heruntergedreht ist. Aufgrund der geringen
Wandstiarke des Mantels ist das Aluminiumrohr leicht deformierbar und durch Benutzung
verbeult. Dies macht sich in den Streubildern bemerkbar und kann zu einer schwierigeren

Bestimmung des Untergrundes fiihren.

4.3.2 Funktionsweise von Neutronen-Bild-Platten (NBP)

Neutronen-Bild-Platten sind im wesentlichen die gleichen Bild-Platten, die auch zur
Detektion von Rontgenstrahlung verwendet werden (Sonoda et al. 1983; Amemiya und
Miyahara 1988). Um damit Neutronen detektieren zu kénnen, miissen diese in Photonen oder
Elektronen umgewandelt werden. Fiir thermische Neutronen hat sich dabei Gadolinium (Gd)
bewidhrt (Rauch et al. 1967; Biicherl et al. 1993; Niimura et al. 1994). Gd hat den gréften
bekannten Einfangquerschnitt aller natiirlich vorkommenden Materialien flir thermische
Neutronen. Es liegt als natiirliches Gemisch von 7 Isotopen vor. Im natiirlich vorkommenden
Isotopengemisch werden 81.56% der Neutronen vom Isotop '°’Gd und 18.43% vom Isotop
'3Gd eingefangen (Werte aus Rausch 1996). Der Rest der Isotope, der 65% aller Atome im
natiirlichen Isotopengemisch ausmacht, ist praktisch nicht am Einfangprozess beteiligt.
Aufgrund der hohen Kernladungszahl (Z=64) fiihren diese aber zu einer erhohten
Empfindlichkeit gegeniiber y-Strahlung. Hochenergetischen y-Quanten, die aus den diinnen
Bild-Platten eigentlich entweichen wiirden, erzeugen daher ein Untergrundsignal, da dieses
nicht am Ort des eingefangenen Neutrons detektiert wird. Die angeregten Kerne ' %Gd" und

8GD" zerfallen wie in der folgenden Abbildung skizziert:
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Abb. 4.6: Erzeugung und Zerfall der niedrigsten Zustinde von '*°Gd und '**Gd nach der (n,y)
Reaktion von '>Gd und "’Gd. Die schraffierten Flichen stellen y-Emissionen, die weiien
Flachen Konversionselektronen dar (aus Rausch 1996).

Bei der Abregung wird die freigewordene Bindungsenergie des Neutrons im jeweiligen Gd-
Kern in Form einer Gammakaskade freigesetzt. Da der Konversionskoeffizient mit steigender
Kernladungszahl und sinkender Anregungsenergie zunimmt, beobachtet man bei Gd einen
hohen Anteil an Konversionselektronen, die sich gut detektieren lassen (Abb. 4.6). Die
nahezu nicht beobachtbaren hoherenergetischen Ubergiinge sind deshalb in der Abbildung
vernachléssigt. Weitere Elektronen entstehen durch Auger-Prozesse in Folge der emittierten
Konversionselektronen. Die Bild-Platten, die an LADI oder auch in BIX-3 in Tokai-Mura
(Japan, Tanaka et al. 1999) eingesetzt werden, enthalten das natiirlich vorkommende
Isotopengemisch in der chemischen Form Gd,0Os. Durch die Verwendung von isotopenreinem
"7Gd konnte die Dicke der Platte verringert werden. Dies und der bei gleicher
Detektionseffizienz geringere Anteil an Gd wiirde zu einer geringeren Empfindlichkeit

gegeniiber y-Strahlung fiihren.

Die Elektronen und niederenergetischen y-Quanten konnen nun im Speicherleuchtstoff
BaFBr:Eu2" detektiert werden. Die weiteren Vorginge des Detektionsmechanismus sind
analog zur Detektion von Rontgenstrahlung. Es werden Elektron-Loch-Paare erzeugt. Die

Locher bilden Eu®'-Loch-Komplexe. Die Elektronen werden ins Leitungsband gehoben und
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in F-Zentren gefangen. Letztere sind Gitterfehlstellen, in denen ein negatives Br -lIon fehlt.
Dieser Zustand ist metastabil und zerféllt nur sehr langsam. Das Auslesen der Information
nach erfolgter Belichtung erfolgt dann mit Licht einer Wellenldnge zwischen 450 und 650nm
(He-Ne-Laser: 632.8nm). Dieses hebt die Elektronen wieder ins Leitungsband. An Eu*"-Loch-
Komplexen konnen das Elektron und das Loch rekombinieren und ein angeregter Eu®'-
Zustand bleibt iibrig. Dieser zerfillt unter Aussendung von Licht mit einer Wellenldnge von
390nm. Dieses kann in einem Photomultiplier detektiert werden. Die Intensitit der
photostimulierten Lumineszenz ist dabei {iber einen sehr weiten Bereich linear von der
einfallenden Intensitit an Quanten und Elektronen abhéngig (Amemiya und Miyahara 1988).
Nach dem Auslesen kann die Bildplatte durch ldngere Belichtung mit weilem Licht in den

Ausgangszustand zuriickversetzt werden.

4.3.3 Aufnahmeverfahren und Auswertung der Neutronendaten

Zur Vorbereitung des Experiments wurden Einfrierversuche mit Kristallen (Volumen grofer
Imm?®) im Stickstoffstrahl auf der Rontgenanlage durchgefiihrt. Zur Qualititsbeurteilung
wurden Aufnahmen vom Reflexionsbereich der Kristalle durchgefiihrt. Die Kristalle konnten
ohne Probleme mit ausreichend schmalem Reflexionsbereich von ca. 0.3 Grad eingefroren
werden. Sechs Kristalle wurden anschlieBend in fliissigem Stickstoff aufbewahrt. Bei
Aufnahmen an LADI zeigten die Kristalle eine Aufspaltung der Reflexe. Dies kann zum einen
an der problematischen Einbau-Prozedur liegen, die weiter unten beschrieben wird, zum
anderen ist die Qualitdtsbeurteilung der Kristalle auf dem Rontgendiffraktometer nicht
ausreichend. Der dort verwendete Kollimator von 0.8mm Durchmesser ermdglicht nicht die
Aufnahme des gesamten Kristalles wie es beim Laue-Diffraktometer bei einem Strahl von ca.
3mm mal 3mm der Fall ist. Deshalb wurden Kristalle, die in deuteriertem Puffer nach
Grenoble gebracht wurden, eingefroren. Bei den Einfrierversuchen zeigte sich, dass alle
Kristalle leicht aufgespaltene Reflexe erzeugten. Aufgrund der Begrenzung der Messzeit

wurde schlieBlich ein Kristall ausgewéhlt, obwohl er kein idealer Mosaikkristall war.

Um einen Kristall einzubauen, wurde dieser in einer Schlaufe gefangen. Die Schlaufe war
dabei schon in den Goniometerkopf montiert. Der Goniometerkopf wurde in einem Stativ
fixiert, so dass der Kristall zum Boden zeigt. AnschlieBend wurde ein Gefd3 mit fliissigem
Stickstoff von unten gendhert und der Kristall schnell eingetaucht. Das Gefa3 wurde mit einer

Verschraubung am Goniometerkopf befestigt und der Goniometerkopf dann schnellstmoglich
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als Ganzes in fliissigen Stickstoff verbracht. Das Gefal} verhindert, dass der Kristall durch das
starke Verdampfen des Stickstoffs beim Einbringen des Goniometerkopfs in den fliissigen
Stickstoff Schaden nimmt. Bei dieser Prozedur ist aufgrund der thermischen Kopplung des
Kristalles an den Goniometerkopf jedoch mit einem Temperaturgradienten zu rechnen. Der
Goniometerkopf mit Kristall und angeschraubtem Gefdl wurde dann in einem Bad aus
flissigem Stickstoff zum Kiihlfingerkryostaten gebracht. Dieser war auf 20K vorgekiihlt. Das
Vakuum des Kryostaten ldsst sich per Fernbedienung eines Magnetventiles brechen. Daran
anschliefend wurde die Kryostatenhiille schnell abgezogen, der Goniometerkopf samt Gefal3
mit Stickstoff in die Halterung aufgesteckt, das Gefd3 abgeschraubt und die Kryostatenhiille
aufgesteckt. Per Fernbedienung wurde das Ventil geschlossen und die Vakuumpumpe, die
schon ein Reservoir evakuiert hatte, wieder liber ein zweites Ventil angeschlossen. Angesichts

dieser aufwéindigen Montage ist ein zerstorungsfreies Einfrieren grofler Kristalle schwierig.

Die folgenden Abbildungen zeigen eine Aufnahme (Abb. 4.7) und eine VergroBerung (Abb.
4.8) aus der Messung des schlieSlich verwendeten Kristalles. Die Aufnahmen erfolgten bei
still stehendem Kristall mit einer Belichtungsdauer von 14h. Der Kristall wurde dann um 16
Grad zur nichsten Aufnahme weiter gedreht. Nach einer Drehung um insgesamt 176 Grad
wurde der Kristall in die Ausgangsposition gefahren und dann um 8 Grad gedreht. Die
weiteren Aufnahmen erfolgten wieder mit Winkeldifferenzen von 16 Grad. Da die Messzeit

begrenzt war, konnte die letzte Aufnahme bei 168 Grad nicht mehr durchgefiihrt werden.

Die Indizierung der Reflexe erfolgte mit dem Programm LAUEGEN (Version 6.0, Campbell
et al. 1998) aus der Laue Programm Sammlung aus Daresbury, das fiir die zylindrische
Detektorgeometrie angepasst ist. Jedes Detektorbild wurde einzeln indiziert. Dabei werden
zundchst nach Augenmal} intensive Knotenpunkte im ersten Laue-Reflexbild gesucht.
LAUEGEN kann unter Verwendung der bei 105K bekannten Gitterkonstanten (Ostermann
2000) mogliche Orientierungen vorschlagen. Aus den Vorschligen konnte dann eine
akzeptable Losung ausgewdhlt werden. Anschlieend kann durch Auswahl starker Knoten-
Reflexe eine Anpassung der Gitterkonstanten und Orientierung erfolgen. Als Startpunkt fiir
die weiteren Aufnahmen wurden die Orientierungswinkel um die Drehung korrigiert, unter
der die Aufnahme zur vorhergehenden erfolgte. Auf diese Weise wurden alle Aufnahmen
indiziert. Die Integration der Reflexe erfolgte anschlieBend ebenfalls mit LAUEGEN. Dabei

wird jede Aufnahme einzeln integriert. Die GroBe der Integrationsflache fiir die Reflexe
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Abb. 4.7: Laue-Aufnahme von Myoglobin bei 20K. A: Messung (Farbskala zunehmender
Intensitit von schwarz iiber rot nach weiB). B: +: Indizierte Reflexe bei Auswertung bis 2.1A.
(blau: nicht tiberlappende Reflexe, griin: liberlappende Reflexe).

wurde mittels der automatischen Routine von LAUEGEN bestimmt und die Reflexe
anschliefend integriert. Eine Inspektion der bei der Integration erstellten Profile ermdglicht
eine Beurteilung der ReflexgroBe. Die Integrationsfliche wurde gegebenenfalls korrigiert und
anschlielend die Reflexe erneut integriert. Das zur Integration verwendete Wellenlangenband
wurde mit 2.7 bis 3.9 A ausreichend bemessen, so dass etwaiger harmonischer Uberlapp
sicher erkannt wurde. Die Reflexe wurden anschlieBend mit dem Programm LSCALE (Arzt et
al. 1999) skaliert und gleichzeitig auf die Wellenlingenabhéngigkeit normiert. Dabei wurden
die Aufnahmen durch einen Skalierungsfaktor fiir jede Aufnahme eine winkelabhéngige

Skalierung und eine globale Absorptionskorrektur angepasst. In diesem Schritt findet auch die
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Abb. 4.8: Laue-Aufnahme von Myoglobin bei 20K. VergroBerter Ausschnitt aus Abb. 4.7. A:
Messung (Farbskala zunehmender Intensitit von schwarz iiber rot nach weil3). B: +: Indizierte

Reflexe bei Auswertung bis 2.1A. (blau: nicht iiberlappende Reflexe, griin: iiberlappende
Reflexe).

Aufteilung der harmonisch iiberlappenden Reflexe statt. Die weitere Verarbeitung erfolgte mit
den Programmen aus der CCP4 Programm-Bibliothek (Version 4.1.2, Bailey 1994). Nach
einer Sortierung der Reflexe mit SORT erfolgte das Zusammenfassen symmetriedquivalenter
und mehrfach gemessener Reflexe mit dem Programm SCALA. In einem ersten Durchgang
wurde auch die Standardabweichung aufgrund der Gesamtheit aller Reflexe angepasst. In
einem zweiten Durchgang wurde dann mit festgehaltenen Parametern zur Korrektur der
Standardabweichung nur eine Mittelung fiir Reflexe vorgenommen, die nicht zu weit vom
Mittelwert abwichen. In einem abschlieBenden Durchgang wurden die Intensititen mittels des

Programmes TRUNCATE von Intensitidten zu Amplituden umgerechnet.
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5 Untersuchungen zur Proteindynamik an Myoglobin und

einer Mutante

5.1 Untersuchung der H64V-Mutante von Myoglobin

Bei der Mutation des distalen Histidines 64 zu Valin ist im Met-Zustand bei Raumtemperatur

kein Wasser gebunden (Abb. 5.1). Das Eisen ist damit nur fiinffach koordiniert.

Abb. 5.1: Vergleich der Struktur von nativem Met-Myoglobin bei 300K und H64V-Met-
Myoglobin. A: Aufldsung 1.5A aus Ostermann (2000). Der Pfeil zeigt auf das ligandierende
Wasser. B: Auflosung 2.0A aus Quillin et al. (1993). Der Pfeil zeigt auf ein Wasser im
proximalen Xe-Loch. Zur Darstellung wurden die C,-Atome aufeinander angepasst. Rote
Kugeln stellen die Sauerstoffatome von Wassermolekiilen dar.

Die Wasserstoffbriicke des ligandierenden Wassers zum distalen Histidin geht bei der
Mutation verloren. Dadurch entféllt deren stabilisierender Beitrag. In ersten
spektroskopischen Untersuchungen wurde eine temperaturabhingige Ligandierung der
Mutante festgestellt (Engler 1998). Eine genauere Untersuchung zur Erkldrung des

Mechanismus wurde daher unternommen.
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5.1.1 Temperaturabhidngige Ligandierung von H64V-Met-Myoglobin

Bei Raumtemperatur zeigt das optische Spektrum von H64V-Mbmet ein breites Maximum
bei 394nm. Die temperaturabhéngige Messung zeigt eine Verlagerung der Intensitét in eine
zweite Spezies mit einem Absorptionsmaximum bei 410nm. Ein isosbestischer Punkt bei

399nm ist sichtbar.
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Abb. 5.2: Temperaturabhdngige Absorptionsspektren von H64V-Mbmet zwischen 295K und
20K (20K bis 280K in Schritten von 20K und Spektrum bei 295K). Die Pfeile geben an, wie
die Spektren sich bei Verringerung der Temperatur verédndern.

Der Ubergang zwischen den beiden Spezies kann durch eine Anpassung der Spektren
quantifiziert werden. Zur Anpassung aller temperaturabhdngigen Spektren wurden die
Spektren von H64V-Mbmet bei 295K und von nativem Myoglobin bei 20K verwendet.
Letzteres besitzt ein Soret-Banden-Absorptionsmaximum bei 410nm. Bei Verwendung des
H64V-Spektrums bei 295K wurde davon ausgegangen, dass der Anteil der Spezies mit dem
Absorptionsmaximum bei 410nm vernachldssigt werden kann. Das Spektrum von nativem
Mbmet bei 20K wurde verwendet, da diese Soret-Bande schmal genug ist, um diese Spezies
befriedigend zu beschreiben. Aus der Anpassung nach Gl. (50) erhdlt man somit die
Konzentrationen der beiden Zustinde czg4 und c410. Die Indizes bezeichnen dabei das
Maximum der Soret-Bande. Die folgende Abbildung zeigt das Ergebnis der Anpassung bei
180K.
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Abb. 5.3: Absorptionsspektrum von H64V-Mbmet (Kreise) bei 180K und Anpassung
(durchgezogene Linie) mit dem Spektrum von H64V-Mbmet bei 295K (gestrichelte Linie)
und von nativem Myoglobin bei 20K (gepunktete Linie).

Die Anpassung zeigt Abweichungen, die durch Unterschiede in der Linienform zwischen den
zur Anpassung verwendeten Spektren und dem H64V-Spektrum erkldrbar sind. Die
Differenzen resultieren auch aus der fehlenden Information iiber die Temperaturabhingigkeit

der Spektren, die zur Anpassung verwendet wurden.

Da der Absorptionskoeffizient der Spezies mit dem Soret-Banden-Maximum bei 410nm nicht
bekannt ist, muss man fiir diese einen Skalierungsfaktor c einfithren. Dieser muss

temperaturunabhingig sein:

Ca1o(T) = Cpo(T) ¢, (51)

s

+,(T). Da die Proteinkonzentration iiber den

Man erhélt so die korrigierte Konzentration ¢

Temperaturverlauf konstant sein muss, kann man den Skalierungsfaktor so bestimmen, dass

die Summe der beiden Anteile konstant beibt:

¢, =c,,(T)+c;,(T)=const. (52)

tot

Die iiber die Temperatur gemittelte Konzentration c ergibt einen Wert von 1.013 mit einer
Standardabweichung von 0.010. Der prozentuale Anteil der Spezies mit einem

Absorptionsmaximum bei 394nm ist in der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abb. 5.4: Prozentualer Anteil der Spezies mit Soret-Banden-Maximum bei 394nm als
Funktion der Temperatur aus der Anpassung der Spektren (gefiillte Quadrate) und Anpassung
nach Gl (55) von 300K bis 230K (durchgezogene Linie). X: Temperaturen, bei denen eine
Rontgenstruktur bestimmt wurde.

Das thermodynamische Gleichgewicht zwischen den beiden Zustinden

H64V — Mbmet s H64V — MbmetH ,0 (53)

wurde mit der Gleichgewichtskonstanten K analysiert:

K =S (54)

Die Gleichgewichtskonstante wird durch die Differenz der Gibbsschen freien Enthalpie AG

beschrieben:

—-AG/R-T
K_e AG

—(AH-AST)/R-T
c ( ) .

(35)

Unterhalb von 180K ist das Gleichgewicht zwischen den beiden Spezies nahezu nicht mehr
temperaturabhédngig. Eine Anpassung nach Gl. (55) kann daher nur im Bereich von 300K bis
230K durchgefiihrt werden (durchgezogene Linie in Abb. 5.4). Man erhdlt fir die
Enthalpiedifferenz AH einen Wert von 22 kJ/mol und fiir die Entropiedifferenz AS einen Wert
von 106 J/(mol K).

66



Um den Einfluss der Proteinumgebung auf den Ubergang zu untersuchen, wurde eine Probe

in Trehalose getrocknet und temperaturabhéngige Spektren gemessen.
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Abb. 5.5: Optische Spektren von H64V-Mbmet in Trehalose. Temperaturbereich von 20K bis
320K im Abstand von 20K. Pfeile geben die Verdnderung der Spektren mit sinkender
Temperatur an. Kleines Bild: Spektrum bei 320K (durchgezogene Linie) und bei 20K
(gestrichelte Linie, die Wellenldngenachse gilt nicht fiir das kleine Bild).

Die Probe in Trehalose weist eine geringe Temperaturabhingigkeit der Spektren auf. Eine
Umwandlung zwischen zwei Zustidnden ist nicht ersichtlich. Eine Aufspaltung im Bereich der
Soret-Bande ist beim Abkiihlen durch eine Verringerung der Linienbreite sichtbar, wie im
kleinen Bild in Abb. 5.5 deutlich wird. Eine aussagekriftige Anderung der Verteilung

zwischen den beiden Spezies kann aus diesen Messungen jedoch nicht extrahiert werden.

5.1.2 Struktur der unterschiedlichen Ligandierungszustinde

Um die strukturellen Unterschiede zwischen den beiden Zustinden aus Gl. (53) im Detail zu
untersuchen, wurden Rontgenstrukturen bei 110K und bei 300K bestimmt (vgl. ,X* in Abb.
5.4). Die Kristalle hatten eine GroBe von 0.4x0.7x0.7 mm® (110K) und 0.4x1.0x1.0 mm’
(300K). Der Kiristall fiir die Messung bei 110K wurde in einer Schlaufe im Stickstoffstrahl

auf der Rontgenanlage eingefroren. Der Kristall fiir die Messung bei Raumtemperatur wurde
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in einer Kapillare montiert. Jeder Datensatz konnte an jeweils einem Kristall gemessen
werden, ohne dass Strahlenschédden {iber den Verlauf der Messung beobachtet wurden. Die
Messungen konnten bis 1.3A (110K) bzw. 1.5A (300K) Aufldésung durchgefiihrt werden. Die

statistischen Daten zur Messung sind in Tab. 5.1 zusammengefasst.

Als Startmodell zur Verfeinerung wurden die Strukturen von nativem Met-Myoglobin bei
105K bzw. 300K verwendet (aus Ostermann 2000). Das distale Histidin wurde durch ein
Valin ersetzt. Alle Wasser und Sulfate wurden aus der Struktur entfernt. Zunichst wurde ein
simuliertes Hérten der Strukturen mit anschlieBender Positions- und B-Faktor-Verfeinerung
durchgefiihrt. Die Kontrolle des Ergebnisses mit 2F°-F°- und F°-F°-Elektronendichtemappen
zeigte mehrere Doppellagen fiir Aminosdureseitengruppen. Eine Wassersuche in F°-F°-
Elektronendichtemappen wurde durchgefiihrt und die Wasser dem Modell hinzugefiigt, falls
deren B-Faktor einen Wert von 50 A? in der anschliessenden B-Faktor-Verfeinerung nicht
tiberstieg. Doppellagen wurden durch das Berechnen von ,,simulated annealing omit maps*
kontrolliert, gegebenenfalls dem Modell hinzugefiigt und korrigiert. Nach mehreren Zyklen
von Wassersuche, Modellierung von Doppellagen, Positions- und B-Faktor-Verfeinerung,
wurden schlieSlich 18 Doppellagen bei 110K bzw. 6 Doppellagen bei 300K in das jeweilige
Modell iibernommen (vgl. Tab. 5.2). Wassermolekiile, die sich an der Position des
Ligandenwassers und des Histidines im nativen Protein befinden, wurden ohne
Wechselwirkungsterme mit dem Rest des Molekiils verfeinert. In Tab. 5.1 sind die

statistischen Daten zur Verfeinerung zusammengefasst.

Im Bereich der Aminosduren 20-22 (AB-Loop) kann man sowohl bei 110K als auch bei 300K
eine Elektronendichte beobachten, die einem Zuckerring von Trehalose &dhnelt. Eine
Modellierung ergibt B-Faktoren fiir den sichtbaren der zwei Ringe von 50A?, der zweite Ring
ist bei einem Konturniveau von 1.56 nicht sichtbar. Das Trehalose-Molekiil wurde daher
nicht in das letzte Modell iibernommen. Die Elektronendichte in dieser Gegend wurde mit

Wassermolekiilen modelliert.

68



110K 300K
Datensammlung
Raumgruppe P2, P2,
Einheitszelle (A) (°) a=63.91 b=30.63 c=34.32 a=064.89 b=30.87 c=34.86
B=105.6 B=105.8
Auflosung (A) 1.3 1.5
Gemessene Reflexe 107379 68990
<I>/<o(l)> 11.7 12.4
Unabhingige Reflexe 29970 20771
Vollstandigkeit (%) 94.5 % (83.4 %) 96.6 % (92.0 %)
Rinerge (%) 35% 3.6%
Verfeinerung
Aufldsungsbereich (A) 70-13 7.0-1.5
Zahl der Reflexe 29963 20766
Verfeinerung / Test 26965/2998 18724/2042
Reryst (%) 18.5 17.5
Riree (%) 21.7 21.0
Standardabweichung
Bindungslinge (A) 0.009 0.006
Bindungswinkel (°) 1.104 1.018
Koordinatenfehler (A) 0.13 0.13
Geometrie H64V Mbmet natives Mbmet H64V Mbmet natives Mbmet
110K 105K 300K 300K
Fe-H,O (A) 2.38 2.15 - 2.17
Fe-His93 (A) 2.11 2.11 2.11 2.17
Fe - <Hdm-Ebene> (A) 0.25 0.14 0.33 0.12
Fe — Nevene (A) 0.18 0.08 0.23 0.06

Tab. 5.1: Statisik der Datensammlung und der Verfeinerung von H64V-Mbmet bei
verschiedenen Temperaturen. Werte in Klammern beziehen sich auf die hochste
Auflésungsschale (1.55 — 1.5 A bei 300K und 1.35 — 1.3 A bei 110K). Der Koordinatenfehler
wurde durch einen Ga-Plot bestimmt (Read 1986). Die Werte Fe-<Ham-Ebene> und Fe-
<Nepene> Wurden als Abstand des Eisens von der an die 20 zentralen C-Atome der Him-Ebene
bzw. die vier N-Atome angepassten Ebene bestimmt. Die Geometrie des nativen Mbmet bei
verschiedenen Temperaturen wurde aus Ostermann (2000) entnommen.
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Aminoséure Nr. Typ Bei 300K
4 Glu
8 Gln v
26 Gln
31 Arg
62 Lys
63 Lys v
83 Glu
89 Leu v
91 Gln
109 Glu v
117 Ser
118 Arg
128 Gln v
132 Asn
139 Arg
140 Lys
145 Lys
151 Tyr v

Tab. 5.2: Aminosduren fiir die in der Rontgenstruktur bei 110K Doppellagen angepasst
wurden. Doppellagen bei 300K sind in der letzten Spalte mit v' gekennzeichnet.

Die Ergebnisse fiir das aktive Zentrum sind in der folgenden Abbildung dargestellt. Bei 300K
ist das Fe-Atom der Him-Gruppe 5-fach ligandiert. Bei einem Konturniveau von 1.5¢ sieht
man keine Elektronendichte an der Wasserposition, die im nativen Myoglobin beobachtet

wird. Das Valin ist in beiden Strukturen wohlgeordnet.

Bei tiefen Temperaturen werden drei Wassermolekiile in der Him-Tasche sichtbar, die man
bei Raumtemperatur nicht beobachtet. Da der Wert fiir die Besetzungswahrscheinlichkeit und
der Debye-Waller-Faktor eine starke Korrelation aufweisen (vgl. z. B. Carugo 1999), wurde

fiir diese Wasser eine Besetzungswahrscheinlichkeit von 50% festgehalten und der B-Faktor

verfeinert.

70




Abb. 5.6: Strukturmodelle und Elektronendichten der Umgebung der Him-Gruppe. A: 300K,
B: 110K. 2F°-F¢-Elektronendichte mit einem Konturniveau von 1.5, 300K: rot, 110K: blau.
Wasser sind im Modell nicht dargestellt. Die Elektronendichte der Wassermolekiile ist in der
Reihenfolge zunehmenden Abstands vom ligandierenden Wasser (Nummer 1) nummeriert.
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Fiir das ligandierende Wasser (Nummer 1 in Abb. 5.6) erhdlt man einen Wert von 0.09A? fiir
<x*>, im Vergleich zu 0.12A? fiir das Eisenatom. Fiir die beiden weiteren Wasser erhilt man
<x*>-Werte von 0.08A% und 0.16A% in der Reihenfolge steigenden Abstands. Passt man bei
300K ein Wasser an der Ligandenposition mit dem gleichen <x*>-Wert wie das Eisenatom
(0.15A2) an, so erhdlt man eine Besetzungswahrscheinlichkeit von 36%. Setzt man
Wassermolekiile an beliebige Stellen an der Proteinoberfldche, die keine Elektronendichte bei
einer Konturierung von 1.56 zeigen, so erhédlt man Werte zwischen 0% und 10%. Der Wert
von 36% zeigt an, dass teilweise ein Wasser bei 300K gebunden ist. Bei einer Konturierung
von 1.5 wie in Abb. 5.6A ist keine Elektronendichte sichtbar. In der proximalen Tasche

konnte weder bei 300K noch bei 110K Elektronendichte beobachtet werden (vgl. Abb. 5.1b).

In Abb. 5.7 ist die Him-Gruppe mit 2F°-F°- und F°-F°-Elektronendichtemappen dargestellt.
Bei 110K zeigt die 2F°-F°-Dichtemappe fiir das Eisen ein ldngliches Dichtemaximum. In der
F°-F°-Dichte-Differenzmappe sieht man bei 110K am Eisen Dichtemerkmale, die eine
Doppellage der Ham-Gruppe anzeigen. Eine Modellierung der Doppellage wurde
durchgefiihrt. Die Differenzen sind jedoch zu klein, um bei 1.3A Auflésung eine sinnvolle
Verfeinerung durchfiihren zu konnen. Im letzten Modell ist daher nur eine Lage fiir die Him-

Gruppe berticksichtigt.

Ein Vergleich der beiden Strukturen mit den Strukturen des nativen Myoglobins bei 105K
und 300K zeigt, dass auBlerhalb des aktiven Zentrums keine weiteren groBen Differenzen
auftreten. Differenz-Abstands-Matrizen fiir natives Mb bei 300K und 105K und H64V-Mb
bei 300K und 110K sind sich sehr dhnlich. Fiir jede Aminosdure wurde dazu der Schwerpunkt
der Riickgratatome N,C,0,C,, berechnet. Aus den Relativ-Abstinden innerhalb einer Struktur
wurde dann eine symmetrische Abstands-Matrix berechnet. Durch Differenzbildung zweier
Abstands-Matrizen erhélt man dann eine Differenz-Abstands-Matrix (vgl. z.B. Frauenfelder et
al. 1987). Die Kontraktion des mutierten Proteins beim Abkiihlen ist sowohl vom Umfang als

auch von der Lokalisierung in der Struktur dem nativen Protein vergleichbar.
Die mittlere quadratische Auslenkung der Riickgratatome fiir H64V-Myoglobin zeigt sowohl

bei 300K als auch bei 110K keine signifikanten Abweichungen vom nativen Myoglobin
(Strukturen bei 300K und 105K).
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A,

B

Abb. 5.7: Strukturmodelle und Elektronendichten der Him-Gruppe: A 300K, B: 110K. 2F°-
F-Dichtemappen mit Konturniveau von 1.56, 300K: rot , 110K: blau. F°-F°-Dichtemappen
sind bei 36 (griin) und -3¢ (violett) konturiert.
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5.2 Auswertung der Temperaturabhingigkeit optischer Spektren mit
einem Normal-Moden-Spektrum

Da im Falle von Myoglobin das Normal-Moden-Spektrum aus einer Normal-Moden-Analyse
zur Verfiigung steht (aus Melchers et al. 1996), kann man versuchen, dieses zur Auswertung
der Temperaturabhingigkeit der GauB3-Verbreiterung optischer Spektren zu verwenden (vgl.
Abschnitt 2.1). Da bei Giiltigkeit der Néherung fiir kurze Zeiten das Spektrum durch die
Faltung von einer Lorentz- mit einer Gaul3-Linie nach Gl.en (8), (9) und (10) gegeben ist,
kann auf der Analyse von Cordone und Mitarbeitern aufgebaut werden. Im Folgenden wird
daher ein Modell betrachtet, mit dem man die von Cordone und Mitarbeitern bestimmte
GauB-Verbreiterung unter Verwendung des Normal-Moden-Spektrums und einer

temperaturunabhiangigen Inhomogenitétsverbreiterung erklaren kann.

5.2.1 Das Modell

Um die Normal-Moden, die bei einer gegebenen Temperatur zur GauB-Verbreiterung
beitragen, auszuwéhlen, wird die Bedingung fiir die Giiltigkeit der Ndherung fiir kurze Zeiten
nach Gl. (5) durch eine temperaturabhéngige Schaltfunktion eingebunden. In Frage kommt
zum Beispiel die aus der Festkorperphysik bekannte Fermi-Funktion. Hier dient sie lediglich
zur mathematischen Modellierung der Bedingung aus GI. (5) und hat keine physikalische

Interpretation analog zu ihrer urspriinglichen Verwendung. Die verwendete Funktion lautet:

1
" .
exp([v _ KT ]/ Av )+1
hc

Dabei sind die Frequenzen in Einheiten von lem™ einzusetzen. Die Funktion f(v,T*) ist fiir

f(v,T*) = (56)

v<kgT'/hc gleich eins und dariiber gleich Null. Im Prinzip lieBe sich die Breite des Abfalles
Av auch parametrisieren, davon wurde jedoch abgeschen und ein Wert von Av=lcm’
verwendet. Die Temperatur T* ist die Temperatur, ab der eine Mode als ausreichend angeregt
betrachtet werden kann und zur Gaul3-Verbreiterung beitrdgt. Die Summe zur Darstellung der

GauB-Verbreiterung lasst sich dann zu

hv.
2Ty o 2 2. i * (57)
o’ (T)=0,, +D <S> \Z COt}{Zk ) f(v,,T%)

i B
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schreiben. Dabei sind zwei Parameter eingefiihrt worden: Gy, und <S> Die Kopplung der

Moden wird durch die mittlere Kopplungskonstante <S> beschrieben. Dies ist in Anbetracht

der groBBen Zahl an Parametern, die eine Verwendung von individuellen Kopplungskonstanten

einfiihren wiirde, sinnvoll. Die inhomogene Verbreiterung durch die Existenz von

Konformationssubzustinden ist durch Gi,, gegeben.

Mit der Temperatur T* wird bestimmt, welche Moden bei einer gegebenen Temperatur T zur
GauB3-Breite beitragen. Betrachtet man die Bedingung, unter der die Néherung fiir kurze
Zeiten gilt, und die Definition der Gaul3-Breite der niederfrequenten Moden (vgl. Gl. (5) und
(7)), so sieht man, dass Moden, deren Frequenz kleiner als die Gaul3-Breite ist, als nieder-
frequent betrachtet werden konnen. Anschaulich kann man das mit Abb. 8.3 verstehen: eine
Mode, deren Periode groBer ist als der Abfall, den die niederfrequenten Moden verursachen,
wird als niederfrequent betrachtet. Umgekehrt sind Moden, deren Frequenz groBBer als dieser
Abfall ist, als Modulation im Zeitkorrelator sichtbar. Im Absorptionsspektrum treten sie dann
als Seitenbanden auf. Man kann damit aus der experimentell bestimmten GauB3-Breite ein
Kriterium entwickeln, ob eine Mode als niederfrequent zu betrachten ist. Dazu zieht man von

den experimentell erhaltenen Werten fiir 6(T) den Wert bei der kleinsten Temperatur ab.
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Abb. 5.8: Verlauf von o(T)-6(T=20K): MbCO (gefiillte Kreise), und Mbdeoxy (offene
Rauten) in 65% Glycerin/Wasser Puffer, MbCO in Trehalose (offene Quadrate). Daten aus
Cupane et al. (1995) bzw. Cordone et al. (1998). Durchgezogene Linie: Temperatur in cm™.
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Die Temperatur T* erhidlt man, indem man die GauB3-Breite in eine Temperatur umrechnet.
Damit ldsst sich der Temperaturverlauf der GauB-Verbreiterung nach GIl. (57) anpassen.
Zunichst sei jedoch eine Darstellung zur Erlduterung dieser Anpassung betrachtet. In der
folgenden Abbildung ist exemplarisch eine Anpassung der Daten aus Cupane et al. (1995) mit
vier Moden bei den Frequenzen l4cm™, 70em™, 125cm™, und 174cm™ durchgefiihrt. Die
Frequenzen entsprechen Temperaturen T* von 20K, 100K, 180K und 250K. Durch die
Zunahme von Moden ab der jeweiligen Temperatur T* steigt die Verbreiterung an. Die
Anpassung zeigt deutliche Stufen bei den Temperaturen, die den vier Frequenzen
entsprechen. Mit der Vielzahl an Moden, die das Normal-Moden-Spektrum beinhaltet, wird

ein sanfter Temperaturanstieg erzielt (siche Abb. 5.10).
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Abb. 5.9 Anpassung der temperaturabhéngigen GauB-Verbreiterung nach GI. (57) mit vier
Moden (T* = 20K, 100K, 180K, 250K).

5.2.2 Anpassung der temperaturabhéngigen Gaul3-Verbreiterung in
verschiedenen Ligandierungszustdnden und Lésungsmitteln.

Die Daten wurden den Verdffentlichungen von Cordone und Mitarbeitern entnommen. Die

Werte fiir MbCO und Mbdeoxy stammen aus Cupane et al. (1995). Die zugrunde liegenden

Messungen waren in einem Losungsmittel aus Wasser mit einem Anteil von 65% Glycerin

durchgefiihrt worden. Die Werte fiir MbCO in Trehalose wurden aus Cordone et al. (1998)

tibernommen. Die Werte fiir die Anpassung sind in der folgenden Tabelle angegeben.
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Abb. 5.10 Anpassung der GauB3-Verbreiterung der Soret-Bande im Normal-Moden Modell. a:
MbCO in Wasser mit 65% Glycerin. b: Mbdeoxy in Wasser mit 65% Glycerin. ¢c: MbCO in
Trehalose getrocknet. Werte in a und b aus Cupane et al. (1995), Werte in ¢ aus Cordone et al.
(1998).
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Parameter MbCO (65% gly/wat) Mbdeoxy(65% gly/wat) MDbCO (Trehalose)

Giny (cm™) 116 101 125

(S) (1074 6.5 7.8 6.3

Tab. 5.3: Parameter fiir die Anpassung der Gaul3-Breite der Soret-Bande nach Gl. (57).

5.3 Relaxation eines Zwischenzustands nach photoinduzierter
Reduktion von Met-Myoglobin

Nach Photoreduktion bei 20K wurde das Spektrum des entstandenen metastabilen Zustands
als Funktion der Temperatur untersucht. Die Zerlegung des gemessenen Spektrums
(Abschnitt 4.1.2) ermdglicht die Isolierung des Spektrums des metastabilen Zustands
Fe(I[)MbH,0. Die Anteile der verschiedenen absorbierenden Anteile in der Probe zeigt die
folgende Abbildung.
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Abb. 5.11: Spektren der dritten Temperaturreihe nach photoinduzierter Reduktion von Mbmet
bei 150K: gemessenes Spektrum (Kreise) und Anpassung (durchgezogene Linie) mit
Ru(bpy)s”" (gestrichelte Linie) und den Myoglobinspezies (gepunktete Linien) Mbmet (linkes
Maximum), Fe(I)MbH,O (rechtes Maximum) und Mbdeoxy (kaum sichtbar).
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Der grofite Anteil der Absorption resultiert vom Ruthenium-Komplex Ru(bpy)32+. Der Anteil
an reduziertem Protein betrdgt nur 42%. Der Rest verbleibt im Zustand Mbmet. Die Isolierung
des Absorptionsspektrums des metastabilen Zustands ist trotz des geringen Anteils an der
Gesamtabsorption gut moglich. Abb. 5.12 zeigt das aus der zuvor dargestellten Messung
erhaltene Spektrum. Die Soret-Bande dhnelt der von MbCO. Die Anpassung mit dem
Formalismus fiir einen sechsfach ligandierten Komplex ist daher sinnvoll. Deutlich ist die
Aufspaltung der Q-Banden im Bereich von ca. 560nm (ca. 18000cm™) sichtbar. Die zwei
Banden, die sonst in sechsfach koordinierten Fe*'-Zustinden beobachtet werden (Makinen
und Churg 1983), sind nochmals aufgespalten.
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Abb. 5.12: Das Spektrum des metastabilen Zustands Fe(I)MbH,0. Die Q-Banden sind um
den Faktor fiinf vergroBert dargestellt.

Die Anpassung der Absorptionsspektren des metastabilen Zustands Fe(I)MbH,O mit dem
Formalismus von Cordone und Mitarbeitern nach GIl. (8), (9) und (10) ermdglicht die
Bestimmung folgender Parameter: der Skalierungsparameter M, die elektronische
Ubergangsfrequenz vy, die Lebensdauer des angeregten Zustands I', die linearen
Kopplungskonstanten der hochfrequenten Moden Sy; und die Gaul3-Verbreiterung ¢. Das zur
Anpassung verwendete Programm wurde von A. Huenges erstellt (GaBmann 2000). Die
Verwendung von freien Parametern fiir die Anpassung der Soret-Bande ist kritisch zu
beobachten, um physikalisch sinnvolle Ergebnisse zu erhalten. Bei der Anpassung mit Voigt-

Linien ist insbesondere die ,,rote” Seite der Bande zur korrekten Bestimmung der Lorentz-
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Verbreiterung wichtig (DiPace et al. 1992). Bei hoheren Temperaturen ist in diesem Bereich
die Absorption von Mbdeoxy zu beobachten. Die Bande von Mbdeoxy verschiebt sich dabei
im Laufe der Relaxation. Zur Auswertung der experimentellen Spektren wurde auch ein
konstanter Anteil an Ru(bpy)s®" angenommen. Photochemisches Bleichen dieses Komplexes
filhrt bei hoheren Temperaturen zu einer Verringerung der Absorption. Bei hoheren
Temperaturen ist die ,,rote* Flanke der Soret-Bande somit schlechter definiert. Die Lorentz-
Breite wurde daher auf den Wert 1"=195cm'1, der bei 20K erhalten wurde, fiir die weiteren
Anpassungen festgehalten. In Abb. 5.13 sind die Abweichungen im Spektrum bei 150K der

dritten Temperaturreihe sichtbar.
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Abb. 5.13: Spektren (offene Kreise) und Anpassung (durchgezogene Linie) des metastabilen
Zustands nach Gl. (8), (9) und (10). a: Spektrum bei 20K der ersten Temperaturreihe. b:
Spektrum bei 150K der dritten Temperaturreihe. Der Pfeil markiert die Abweichungen an der
roten Flanke des Spektrums.

Der Temperatur-Verlauf der elektronischen Ubergangsfrequenz vy und der GauB-Breite 6 ist

in Abb. 5.14 dargestellt. Die Ubergangsfrequenz #ndert sich iiber die vier Temperaturreihen
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irreversibel. Die GauB3-Breite ist dagegen fiir die vier Temperaturreihen gleich und wurde

daher im Bereich von 20K bis 150K fiir die jeweilige Temperatur iiber alle Reihen gemittelt.
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Abb. 5.14: Relaxation
Ubergangsfrequenz vy als Funktion der Temperatur (1.Serie: O, 2.Serie:

innerhalb des

metastabilen Zustands.

20K) (cm™)

o(T) - o(T

A: elektronische
, 3. Serie: W, 4.

Serie: O). B: GauB-Breite 6° als Funktion der Temperatur (¢) im Vergleich mit den
Gleichgewichtszustinden Mbdeoxy (+) und MbCO (X) aus Cupane et al. (1995). C: Vergleich

von Vo (O)und G (¢).
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Der Temperaturverlauf der GauB3-Breite liegt nahe an dem von Mbdeoxy (vgl. Abb. 5.14B).
Die Ubergangsfrequenz und die GauB-Breite des metastabilen Zustands zeigen einen
dhnlichen Verlauf (Abb. 5.14C). Auf eine Analyse der Temperaturabhingigkeit mit einer

reprisentativen niederfrequenten Mode nach Gl. (12) wurde verzichtet.

Die Ergebnisse fiir die iibrigen Parameter aus der Anpassung der Spektren sind in der
folgenden Tabelle zusammengefasst und mit den Werten aus Resonanz-Raman-Experimenten

an Fe(I)MbH,O und aus Absorptionsspektren von MbCO und Mbdeoxy verglichen.

Mode Vhi Vio Vi3 Vha Vhs
Raman Bezeichnung Vg V7 Vs V4 2
Fe(II)MbH,0O
Frequenz (cm™) 372 673 1000 1362 1605
Kopplungskonstante
Shj (opt) * 0.143+£0.026  0.047+0.015  wechselnd  0.075+0.006  0.026+0.003
(0.029) (0.015) (0.013) (0.013)
Kopplungskonstante
Shj (Raman) 0.14+0.02 0.10+0.03 - 0.073£0.03  0.013+0.005
MbCO
Frequenz (cm™) 350 676 1100 1374 -
Kopplungskonstante
Shj (opt) 0.12+0.02 0.06£0.01  0.02+0.008  0.09+0.01 -
Mbdeoxy
Frequenz (cm™) 370 674 1100 1357 -
Kopplungskonstante
Shj (opt) 0.32+0.02 0.24+0.02 <0.01 0.10+0.01 -

Tab. 5.4: Mittlere Kopplungskonstanten flir die verschiedenen hochfrequenten Moden (auer
der Mode bei 1000 cm™) des metastabilen Zustands im Vergleich zur Raman-Spektroskopie,
MbCO und Mbdeoxy (Werte aus Cupane et al. 1995). Raman-Bezeichnungen wie in Engler et
al. (2000). *Werte in dieser Zeile sind Mittelwerte + Standardabweichung fiir die
Temperaturreihen. Die Werte in Klammern geben den Fehler fiir die Anpassung des
Spektrums bei 20K an.

Die Mode bei 1000cm™ reprisentiert mehrere schwach koppelnde Moden in diesem
Frequenzbereich. Die aus der Anpassung bestimmte Kopplungskonstante ist klein und nimmt
mit steigender Temperatur im Verlauf der ersten Reihe von 0.065 auf 0.02 ab. Bei den

weiteren Temperaturreihen bleibt sie nahezu konstant.
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Fiir die Resonanz-Raman-Experimente wurde eine mit Rontgenstrahlung reduzierte Probe
verwendet. Die Probe wurde nach der Reduktion fiir 10 Stunden auf 150K gewdrmt, um
storende Absorption durch die bei der Reduktion entstandenen Farbzentren zu verringern.
AnschlieBend wurde sie bei 77K gemessen. Die Auswertung der Raman-Spektren ist in
Engler et al. (2000) beschrieben. Die in Tab. 5.4 angegebenen Kopplungskonstanten gelten

fiir die Anregung im Bereich der Soret-Bande mit einer Wellenlédnge von 413nm.
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6 Wasserstoffatome in Proteinen

6.1 Neutronenstruktur von Met-Myoglobin bei 20K und 300K

Die Neutronenstruktur bei 20K wurde am Laue-Diffraktometer LADI am Institut Laue
Langevin in Grenoble gemessen. Die Qualitit der Streudaten ermoglichte nur eine
Auswertung bis 2.1A Auflésung. Die Neutronenstruktur von Met-Myoglobin bei 300K wurde
von A. Ostermann an der monochromatischen Messstation BIX-3 am Reaktor JRR-3M in
Tokai-Mura (Japan) bis zu einer Auflésung von 1.5A gemessen und verfeinert. Die Messung
und Verfeinerung wird in Ostermann et al. (2002) beschrieben. Die folgende Tabelle gibt die
Art und Zahl der Atome in der Struktur bei 300K an.

Atomtyp Anzahl

*H-Atome 194

'H-Atome 1143 (30 in der Him-Gruppe)
davon 'H in Methylgruppen 282

Alle Wasserstoffatome 1337 (30 in der Him-Gruppe)
Nicht-Wasserstoffatome (C, N, O, S und Fe) 1247

Alle Atome 2584

Tab. 6.1: Uberblick iiber Art und Zahl der Atome der Neutronenstruktur bei 300K. Aufgrund
der Verfeinerung der alternativen Besetzung der Amidprotonen mit 'H und *H-Atomen sind
diese doppelt gezihlt. Losungsmittelmolekiile sind nicht beriicksichtigt.

Die Zahl der Parameter (Koordinaten und ev. individuelle B-Faktoren) steigt von der
Rontgen- zur Neutronenstruktur auf das Doppelte. Eine hohe Auflosung, also eine grof3e
Anzahl von gemessenen, unabhingigen Reflexen, ist fiir die Verfeinerung aller Parameter
unerlédsslich (vgl. Tab. 2.3). Bei der Messung bei 20K ist die Verfeinerung wegen der

geringeren Auflosung auf die Protonierungen und die Wasserstruktur beschrénkt.

Die folgende Tabelle zeigt die Datenqualitit der ausgewerteten Reflexe im Vergleich fiir die
Neutronenstrukturanalyse von Myoglobin bei 300K (Ostermann et al. 2002) und bei 20K. Die
Werte sind in Aufldsungsschalen angegeben. Dies ermdglicht einen detaillierten Vergleich

der Datenqualitét.
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300K
Auflésung  <I>/<o()> Vollstindig- Redundanz =~ Rperge (%)

(A) keit(%)
3.23 16.4 97.6 4.1 6.6
2.57 11.1 98.5 3.9 11.3
2.24 8.1 97.1 3.3 11.3
2.04 5.6 95.7 3.0 13.6
1.89 4.5 91.9 2.7 15.8
1.78 4.0 87.7 2.5 16.5
1.69 3.5 85.2 2.4 20.1
1.62 3.2 80.3 2.3 21.6
1.55 2.8 77.5 2.1 24.2
1.50 2.7 67.0 2.1 249

Gesamt 6.3 87.9 2.9 10.3

20K
Auflésung  <I>/<o()> Vollstindig- Redundanz =~ Rperge (%)

(A) keit(%)
6.64 5.6 81.0 2.0 9.0
4.70 5.6 95.6 3.0 9.4
3.83 52 97.7 34 11.5
3.32 5.0 95.8 3.3 12.1
2.97 4.2 91.8 3.2 13.9
2.71 3.7 84.3 3.3 16.8
2.51 3.2 79.7 3.5 20.9
2.35 2.6 76.1 3.8 24.8
2.21 2.1 71.8 4.4 31.7
2.10 1.7 69.1 4.8 39.9

Gesamt 3.5 82.0 3.6 16.9

Tab. 6.2: Statistische Daten fiir die Qualitit der Messung in Auflosungsschalen fiir die
Neutronenstruktur bei 300K (Ostermann et al. 2002) und 20K.

Die Werte fiir die Messung bei 300K sind insbesondere fiir die Werte von <I>/<c(I)> deutlich
besser. Damit hdngen auch die niedrigeren Werte fiir Rper,e zusammen. Neben der
Kristallqualitit (vgl. Streubilder in Abschnitt 4.3.3) ist dies auch durch die monochromatische
Messmethode bedingt (Abschnitt 2.2.3). Bei der Messung bei 20K konnten Reflexe bis ca.
1.7A gemessen werden. Die Werte fiir <I>/<6(I)> und Ryerge sind nur bis 2.1A Auflsung
grofer als 1.5 bzw kleiner als 40%. Eine Auswertung der Daten wurde daher nur bis 2.1A

Auflosung vorgenommen. Die Werte fiir die Messung bei 20K sind der Messung von Habash
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et al. (2000) an Concanavalin vergleichbar, welche bis zu einer Auflésung von 2.4A am Laue-

Diffraktometer LADI durchgefiihrt wurde.

Im Folgenden wird die Verfeinerung der Neutronenstruktur bei 20K besprochen. Als
Ausgangspunkt diente die Rontgenstruktur von Myoglobin bei 105K ohne Wasserpositionen
(aus Ostermann 2000). Die Wasserstoffatome wurden mit der Routine ,,hbuild* (Briinger und
Karplus 1988) des Programms X-Plor hinzugefiigt (Version 3.851, Briinger 1992a). Bei
Aminosduren mit protonierbaren Gruppen wurde zuerst auf das Ergebnis aus der
Neutronenstrukturanalyse bei 300K zuriickgegriffen. Amidprotonen des Proteinriickgrates
wurden entweder als ganz oder gar nicht ausgetauscht ins Modell iibernommen. Im Anschluss
wurde eine Energieminimierung der Wasserstoffatompositionen mit dem Programm CNS
durchgefiihrt (Briinger et al. 1998a). Dieses Programm wurde auch fiir die weiteren Schritte
der Strukturverfeinerung verwendet. Die B-Faktoren der Wasserstoffatome wurden auf die
Werte des Atoms gesetzt, an das das jeweilige Wasserstoffatom gebunden ist. Zur
Bestimmung der EinheitszellengroBe wurde eine Ausgleichsgerade fiir die Werte aus der
Rontgenstrukturanalyse von Myoglobin bei 105K, 140K und 180K bestimmt. Durch

Extrapolation dieser Geraden wurden die Werte bei 20K berechnet.

Einer ersten Verfeinerung, in der das Proteinmolekiil als starrer Korper behandelt wurde,
folgte eine Verfeinerung der Wasserstoffatompositionen. In weiteren Schritten wurden
Wasserpositionen in F°-F-Streudichtemappen auf einem Konturniveau von 36 gesucht und
entweder als einzelne Sauerstoffatome oder als D,O-Molekile modelliert. Nach einer
Verfeinerung der B-Faktoren der Wassermolekiile wurden 2F°-F°-Streudichtemappen
berechnet, um die Positionen der Wassermolekiile zu iiberpriifen und gegebenenfalls zu
korrigieren. Insgesamt wurden 98 Wassermolekiile vollstindig als D,O und 110 als einzelnes
O-Atom modelliert. Davon stimmen ca. 80% mit den 171 Wassermolekiilen der
Rontgenstrukturanalyse bei 105K {iberein (Ostermann 2000). Von den 87 Wassermolekiilen,
die in der Rontgenstrukturanalyse bei 300K sichtbar sind, konnte fiir 84 Wassermolekiile die
Orientierung der D-Atome bestimmt werden. Diese konnten als ganze D,O Molekiile ins

Modell iibernommen werden.
AbschlieBend wurde der Austausch der Amidprotonen und die Protonierung von

Aminosdureseitengruppen durch die Betrachtung von Streudichtemappen kontrolliert und

gegebenenfalls angepasst. Fiir die Amidprotonen wurde die Streudichte in drei Stufen
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interpretiert: positiv, nicht sichtbar, negativ. Aus den Streulingen fiir 'H und *H lisst sich
berechnen, dass ein nicht sichtbares Amidproton einer Besetzungswahrscheinlichkeit von 0.36
(0.64) fiir ein “H-Atom ('H-Atom) entspricht. Die Ergebnisse werden in Abschnitt 6.5 mit
denen aus der Strukturanalyse bei 300K dargestellt (Abb. 6.6).

Messung 20K 300K
Quelle, Instrument ILL, LADI JRR-3M, BIX-3
Wellenlinge (A) 2.8-3.6 2.35
Raumgruppe P2, P2,
a, b, c, beta 63.47,30.63, 34.31, 105.6 64.53, 30.87, 34.87, 105.7
Auflésung (A) 27.4-2.1(2.21-2.10) 22.0-1.5(1.55-1.50)
Unabhéngige Reflexe 6362 19135
Redundanz 3.6 (4.8) 2.9 (2.1
Rierge (%0) 16.9 (39.9) 10.3 (24.9)
Vollstandigkeit (%) 82.0 (69.1) 87.9 (67.0)
<I>/ <o(l)> 3.5(1.7) 6.3 (2.7)
Verfeinerung
Auflésung (A) 27.4-2.1 22.0-1.5
Reflexe, Gesamtzahl 6208 19063
Verfeinerung 5895 17755
Test 313 (5%) 1308 (7%)
Reryst (%) 24.4 20.1
Riiee (%) 27.8 23.8

Tab. 6.3: Vergleich der statistischen Daten fiir die Neutronenstrukturanalyse von Myoglobin
bei 20K und bei 300K. Bei den Daten fiir die Messung sind die Werte fiir die hochste
Auflosungsschale in Klammern angegeben. Bei der Verfeinerung ist in Klammern der
Prozentsatz an Reflexen fiir den Testdatensatz angegeben.

Im Gegensatz zur Neutronenstrukturanalyse bei 300K sind die B-Faktoren der
Strukturanalyse bei 20K nicht individuell in die Verfeinerung einzubeziehen. Die zu geringe
Anzahl von unabhéngigen Reflexen fiihrt bei einer Verfeinerung zu einem starken Anstieg
des freien R-Wertes, was ein deutliches Anzeichen fiir eine iiberzogene Verfeinerung ist. Die
Anzahl an freien Parametern ist zu gro3. Es wurde deshalb eine globale anisotrope
Verfeinerung der B-Faktoren durchgefiihrt, dabei werden im Falle der Raumgruppe P2, vier

Parameter zur Korrektur aller B-Faktoren eingefiihrt (Briinger 1992a). Die mittlere
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quadratische Auslenkung betrigt fiir alle Atome der Struktur bei 20K gemittelt 0.35A. Dieser
Wert ist, verglichen mit der Rontgenstrukturanalyse von H64V bei 110K von 0.10A%, sehr
hoch. Eine Ursache ist die Untergrundkorrektur. Aufgrund des hohen Untergrundsignals ist
die Bestimmung der Reflexintensitit problematisch. Die niedrigen Werte von <I>/<¢> zeigen

dies an (vgl. Tab. 6.2).

Aminosédure Protonierung an 20K 300K 1CQ2 pK.

12 Ne p p 070  6.29
No - - 0.49 6.26
24 Ng p p 0 -
No P P 1 -
36 Ne p p 0.76 8.06
N3 p p 1 7.91
48 Ne p p 073 525
No - p 0.96 5.30
64 Ne - - 0 <5
N6 p p 0.94 <5
81 Ne - - 0.88 6.68
No - - 0.45 6.53
82 Ne p p 0.95 <5
No - - 0.25 <5
93 Ne FE FE 0.43 <5
No p p 0.86 <5
97 Ne p p 1 5.63
N§ p - 0.29 -
113 Ne - - 0.26 5.44
N3 p - 1 5.36
116 Ne p - 0.06 6.49
N3 p - 1 6.50
119 Ne p p 064  6.13
N§ p - 0.84  6.13

Tab. 6.4: Protonierung von Histidin-Seitengruppen aus der Neutronenstrukturanalyse bei 20K
und 300K (p :protoniert, - :deprotoniert) und von Shu et al. 2000 (pH 6.2, PDB-Eintrag 1CQ2,
Werte aus Besetzungs-Verfeinerung). Die pK,-Werte stammen aus Bashford et al. 1993
(MbCO bei 300K). His 24 (N;) teilt sich ein Proton mit His 119 (Ns). His 93 ist an Ne an das
Eisenatom der Him-Gruppe gebunden.
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Nach einer abschlieBenden Positionsverfeinerung aller Atome mit einem harmonischen
Potential zur Begrenzung der Abweichungen erhilt man Rerys = 24.4% und Ree = 27.8%. Die
Zusammenfassung der Datensammlung und der Verfeinerung fiir die Neutronenstruktur bei

20K und 300K zeigt Tab. 6.3.

Die Protonierungen der Histidin-Seitengruppen fiir die Struktur bei 20K und 300K sind in
Tab. 6.4 zusammengetragen. Bei der Interpretation der Protonierungen in den Dichtemappen
ist der Vergleich mit der Réntgenstruktur von MetMb bei 1.1A (Vojtechovsky et al. 1999)
sehr hilfreich. Etwaige Doppellagen konnen leicht zu Fehlinterpretationen fithren. Die in Tab.
6.4 aufgefiihrten Histidin-Seitengruppen weisen in der hochaufgeldsten Rontgenstruktur keine

Doppellagen auf.

6.2 Rontgenstruktur von Met-Myoglobin in schwerem Wasser

Zum Vergleich mit der Neutronenstrukturanalyse wurde eine Rdontgenstrukturanalyse bei
300K in schwerem Wasser durchgefiihrt. Dazu wurde ein Kristall aus demselben Ansatz, aus
dem der Kristall fiir die Neutronenstrukturanalyse bei 300K stammte, verwendet. Fiir die
Messung wurde der Kristall in einer Kapillare montiert (vgl. Kapitel 3.3). Die Messung

konnte bis 1.5A ausgewertet werden. Die statistischen Daten sind in Tab. 6.5

zusammengefasst.
Datensammlung Verfeinerung
Raumgruppe P2, Auflosungsbereich 7.0-1.5
Einheitszelle (A) (°)  a=64.53 b=30.87 c=34.87 Zahl der Reflexe 20326
B=105.7
Aufldsung (A) 1.5 Verfeinerung / Test ~ 18324/2002
Gemessene Reflexe 73933 Reryst (%) 18.1
<I>/<o(1)> 10.2 Réiee (%0) 18.4
Unabhéngige Reflexe 20343 Standardabweichung
Vollstindigkeit (%) 94.9 % (86.7 %) Bindungslinge (A) 0.008
Rinerge (%) 4.7 % Bindungswinkel (°) 1.1
Koordinatenfehler (A) 0.13

Tab. 6.5: Statistische Daten zur Rontgenstrukturanalyse von Mbmet in D,O. Werte in
Klammern beziehen sich auf die hochste Auflosungsschale (1.55 — 1.5). Der
Koordinatenfehler wurde durch einen 64 Plot bestimmt (Read 1986).
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Zur Verfeinerung wurde das Programm CNS verwendet (Briinger et al. 1998a). Ausgehend
von der Startstruktur von Met-Myoglobin in H,O bei 300K (aus Ostermann 2000) wurde eine
Verfeinerung der Atompositionen und der B-Faktoren vorgenommen. Der kristallographische
R-Wert sinkt dabei von 18.7% auf 18.4%, der freie R-Wert steigt von 18.6% auf 20.4% (vgl.
Struktur in H,O (Ostermann 2000); Reyse = 17.9% und Rgee = 22.0%). Da die kleine
Verbesserung des kristallographischen R-Wertes mit einem grofleren Anstieg des freien R-
Wertes einhergeht, wurde die Verfeinerung nicht iibernommen. Unter Verwendung eines
Modells einer einheitlichen Elektronendichte fiir das Ldsungsmittel aullerhalb des
Strukturmodells (,,bulk solvent correction® von CNS) erhilt man Reryse = 18.1% und Rypee =
18.4% (vgl. Tab. 6.5). Die Struktur von Myoglobin ist in H,O und in D,O, im Rahmen der

Genauigkeit dieser Messung, identisch.

6.3 Korrektur von Streudichtemappen zur besseren Visualisierung
von 'H-Atomen

In Neutronen-Streudichtemappen beobachtet man neben der erwarteten negativen Streudichte
an den Positionen der 'H-Atome noch weitere negative Dichtemaxima. Die folgende
Abbildung stellt dies fiir eine 2F°-F°-Streudichtemappe fiir die Him-Gruppe von Met-
Myoglobin bei 300K dar. Die Streudichtemappe ist absolut skaliert. Dazu wurde der
berechnete Wert von Fy9 zur berechneten Mappe addiert. Die Konturierung fiir die negative
Streudichte entspricht -1.56. Die Konturierung der positiven Streudichtemappe wurde so
gewihlt, dass das Verhiltnis der beiden Konturierungen dem Verhéltnis der mittleren
positiven Streudichte (iiber alle Atome des Proteins mit positiver Streulénge gemittelt) zur
Streudichte von 'H-Atomen entspricht. Fiir die positiven Mappen erhilt man dann ein

Konturniveau von 1.8G.

Die positive 2F°-F¢-Streudichte (blaue Streudichte in Abb. 6.1) entspricht im wesentlichen der
Darstellung, die man von Elektronendichtemappen (vgl. z. B. Abb. 5.7) kennt. Negative 2F°-
F°-Streudichte beobachtet man an den Positionen der 1H-At0me, aber auch an Orten, an denen
man eigentlich keine negative Streudichte erwartet (rote Streudichte in Abb. 6.1). Unter
anderem im Zentrum der Pyrrol-Ringe der Ham-Gruppe. Um Einfliisse, die aus der
begrenzten Qualitit der Daten resultieren, auszuschlieBen, wurden F°-Streudichtemappen aus

dem Modell berechnet.
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Abb. 6.1: 2F°-F°-Streudichtemappe und Strukturmodell (1H-Atome: grau) fiir die Hdm-
Gruppe in Met-Myoglobin bei 300K. Die Streudichtemappen sind absolut skaliert. blau:
Konturierung bei 0.27x10"%cm/A* (1.80), rot: -0.13x10™%em/A* (-1.50)

Abb. 6.2: F°-Streudichtemappe und Strukturmodell (1H-Atome: grau) fiir die Him-Gruppe in
Met-Myoglobin bei 300K. Die Streudichtemappen sind absolut skaliert. blau: Konturierung
bei 0.27x10"%cm/A’ (1.80), rot: -0.13x10"%cm/A® (-1.50). a: Alle Atome wurden
beriicksichtigt. b: Nur die Atome positiver Streuldnge wurden beriicksichtigt.

Die negative F°-Streudichtemappe zeigt wie die 2F°-F°-Streudichtemappe unerwartete
negative Dichtemaxima (Abb. 6.2a). Zum Vergleich wurde eine F°-Streudichtemappe

berechnet, bei der nur Atome mit positiver Streuldnge beriicksichtigt wurden (Abb. 6.2b).
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Trotzdem beobachtet man auch in dieser Mappe negative Dichtemaxima. Da sich die
unerwarteten, negativen Dichtemaxima in den beiden Streudichtemappen sehr dhneln, kann
man durch Subtraktion der F°-Streudichtemappe ohne 'H-Atome von der F°-
Streudichtemappe mit allen Atomen eine korrigierte Mappe erhalten. Das Resultat ist in der
folgenden Abbildung fiir die F°-und die 2F°-F°-Streudichtemappe dargestellt. Die F°-
Streudichtemappe weist keine unerwarteten negativen Dichten mehr auf. Die Streudichte an

den "H-Atomen ist deutlicher geworden. Gleiches gilt fiir die 2F°-F°-Streudichtemappe.

a

Abb. 6.3: Kkorrigierte Streudichtemappen. a: F°-Streudichtemappe. b: 2F°-F°-Streudichte-
mappe. Die Streudichtemappen sind absolut skaliert. blau: Konturierung bei 0.27x10"%cm/A’
(1.86), rot: -0.13x10"?ecm/A* (-1.56). Der Pfeil kennzeichnet eine Methylgruppe der Him-
Gruppe, die in Kapitel 7.2.1 betrachtet wird.
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6.4 Vergleich der gemessenen Wasserstoffatompositionen mit der
molekular-mechanischen Berechnung

Zur Vorhersage von Wasserstoffpositionen wurden die Programme X-Plor (Version 3.851,
Briinger 1992a) und CNS (Briinger et al. 1998a) verwendet. Mit X-Plor wurde die Routine
,»hbuild“ verwendet, die von Briinger und Karplus (1988) entwickelt wurde. Die
Wasserstoffatome werden dabei aufgrund der bekannten Geometrie der Aminosiuren
hinzugefiigt. Ein groBer Teil der Koordinaten ist somit schon festgelegt. Bei Methylgruppen,
die einen Rotations-Freiheitsgrad aufweisen, wird aus der Startposition in wéhlbaren Schritten
die Energie der Gruppe unter Berlicksichtigung der Wechselwirkung mit dem Rest des
Proteins berechnet und die Position ausgewdhlt, die minimale Energie aufweist. AnschlieBend
wurde eine Energieminimierung mit dem Programm CNS durchgefiihrt. Die Koordinaten der

Nicht-Wasserstoffatome wurden dabei festgehalten.

Um die Vorhersage mit der aus dem Experiment ermittelten Struktur zu vergleichen, wurden
zundchst die Wasserstoffatome (‘H und D) entfernt und anschlieBend mit dem zuvor
beschriebenen Verfahren erzeugt und energieminimiert. Bei der Energieminimierung wurden
elektrostatische und van der Waals Wechselwirkung mit den Standard-Potentialen fiir
Wasserstoffatome berlicksichtigt. Eine Dielektrizitdtszahl von 1 und eine Schaltfunktion zum
Abschneiden der langreichweitigen Wechselwirkungen, die bei 11A beginnt und bei 12A auf
Null abgefallen ist, wurden verwendet (Smith 1991).

Um die Ubereinstimmung zwischen vorhergesagten und aus dem Experiment bestimmten
Positionen darzustellen, wurde aus der vorhergesagten und fiir die experimentelle Struktur je
eine Streudichtemappe berechnet. Die Strukturfaktoren wurden aus den jeweiligen
Koordinaten und den experimentellen B-Faktoren nach Gl. (33) fiir Reflexe bis zur Auflosung
von 1.5A berechnet. Die Dichtemappen erhiilt man durch die Fouriertransformation der
berechneten Strukturfaktoren nach GIl. (34). Durch Subtraktion der Dichtemappe der
vorhergesagten von der experimentellen Struktur erhilt man einen Uberblick iiber die
Koordinatenunterschiede. Durch die Verwendung der B-Faktoren aus der experimentellen
Struktur erhdlt man in der Darstellung eine Gewichtung: Bei kleinem B-Faktor sind kleinere
Differenzen in der Streudichtemappe sichtbar, bei groBem B-Faktor entsprechend nur groBBere
Differenzen. In Abb. 6.4 sind zwei Beispiele gezeigt. Die folgende Abb. 6.5 zeigt die

Differenzdichtemappe dazu.
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Abb. 6.4: 2F°-F° Streudichtemappe aus dem Experiment fiir Leucin 32 (a) und
Wasserstoftbriicke zwischen Prolin 100 und Tyrosin 103 (b) und verfeinertes Strukturmodell
in Stereodarstellung. Konturniveau: +1.5¢ (blau) und —1.5¢ (rot, wie in Kapitel 6.3
beschrieben korrigiert). Pfeil in b zeigt auf die Wasserstoffbriicke. 'H-Atome: grau, D-Atome:
griin.

Die Differenzdichtemappe muss, je nachdem ob man ein 'H-Atom oder ein D-Atom
betrachtet, unterschiedlich interpretiert werden. Wegen der negativen Streulénge ist bei einem
'H-Atom negative Differenzdichte der experimentellen und positive Differenzdichte der
vorhergesagten Position zuzuordnen (Abb. 6.5a). Fiir D-Atome kehrt sich die Betrachtung
aufgrund der positiven Streuldnge um (Abb. 6.5b).

Die Koordinatendifferenzen betragen im Falle der Methyl-Gruppe 0.76A und 0.2A fiir das D-

Atom in der Wasserstoffbriicke.
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Abb. 6.5: Differenz der Streudichtemappen, die aus dem gemessenen und dem vorhergesagten
Strukturmodell berechnet wurden, fiir Leucin 32 (a) und Wasserstoffbriicke zwischen Prolin
100 und Tyrosin 103 (b) in Stereodarstellung. 'H-Atome: grau, D-Atome: griin. a: rote
Differenzdichte fir 'H verschwindet beim Ubergang von der experimentellen zur
vorhergesagten Struktur und taucht als griine Differenz auf. b: griine Differenzdichte fiir D
verschwindet und taucht als rote Streudichte wieder auf. Koordinatendifferenz 0.76A (in a)
und 0.2A (in b).
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6.5 Mittlere quadratische Auslenkungen und Austausch der
Wasserstoffatome

Die Verfeinerung der mittleren quadratischen Auslenkungen der Wasserstoffatome ist in der
Kristallographie nur bei ausreichender Auflosung moglich. Das Verhéltnis von Observablen-
zu Parameterzahl ist ansonsten zu niedrig, um verldssliche Werte zu erhalten (vgl. Tab. 2.3).
Die Neutronenstrukturanalyse bei 20K kann daher nicht zur Bestimmung von mittleren
quadratischen Auslenkungen verwendet werden. Im Folgenden ist bei der Betrachtung von B-
Faktoren und mittleren quadratischen Auslenkungen stets die Struktur bei 300K gemeint. Die
Besetzungswahrscheinlichkeit der Amidprotonen wurde in der Struktur bei 300K ebenfalls
verfeinert. Man erhilt dadurch Informationen {iber den Austausch der Wasserstoffatome von
'H zu ?H als Funktion des Ortes innerhalb des Proteins. In Abb. 6.6 ist das Ergebnis fiir die
Besetzungswahrscheinlichkeiten flir die ausgetauschten Amidprotonen im Vergleich fiir die

Neutronenstrukturanalyse bei 300K und 20K dargestellt.
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Abb. 6.6: Besetzungswahrscheinlichkeit fiir die ausgetauschten Amidprotonen (‘H-Atome)
durchgezogene Linie 300K und offene Kreise 20K (nur 3 Werte: 0, 0.36 oder 1, Werte 0 auf
0.1 und 1 auf 0.9 verschoben, um diese von den Achsen zu trennen).

Zur Verfeinerung der Besetzungswahrscheinlichkeit in der Neutronenstrukturanalyse bei
300K (Ostermann et al. 2002) wurde fiir die Amidprotonen je ein 'H-Atom und ein *H-Atom

erzeugt. Die Summe der Besetzungen wurde nicht auf 1 festgehalten. Die Verfeinerung ergab
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eine mittlere Besetzung von 1.09 mit einer Standardabweichung von 0.125. Anschlie3end
wurden die Besetzungswahrscheinlichkeiten auf 1 normiert. Fiir die Struktur bei 20K wurde
der Austausch der Amidprotonen anhand von Streudichtemappen beurteilt, da die

Datenqualitit fiir eine Verfeinerung der Besetzung nicht ausreicht.

Vergleicht man die mittlere quadratische Auslenkung der Riickgratatome (gemittelt {iber C,,
N, C, O) aus der Neutronenstrukturanalyse mit den aus der Rontgenstrukturanalyse erhaltenen
Werten, so beobachtet man eine Abweichung der Werte voneinander: die Messung mit
Neutronen ergibt kleinere Werte als mit Rontgenstrahlung. Um die Abweichung beurteilen zu
konnen, wurde eine Anpassung der mittleren quadratischen Auslenkung aus der
Neutronenstrukturanalyse <x*>>" an die Werte aus der Rontgenstrukturanalyse <x*>* fiir die

Riickgratatome C, N, C, und O durchgefiihrt. Man erhilt so auf <x*>* normierte mittlere

quadratische Auslenkung fiir die Neutronenstreuung < x* >"

norm *

<x’>" =g <x’>"+t (58)

norm

O I I 1 JC_:l I Il I L I I I I I I
40 60 80 100 120 140

Aminosaure #

Abb. 6.7: Mittlere quadratische Auslenkung fiir die Riickgratatome (gemittelt iiber C,, N, C
und O) aus der Rontgenstrukturanalyse (gestrichelte Linie) und auf diese korrigierte Werte
aus der Neutronenstrukturanalyse bei 300K (durchgezogene Linie). Offene Kreise: Amid-
Wasserstoffatome die zu iiber 90% von 'H zu “H ausgetauscht sind, gefiillte Rauten: weniger
als 50% von 'H zu “H ausgetauscht (aus der Neutronenstrukturanalyse bei 300K). Auf der
Abszisse sind die helikalen Bereiche in Myoglobin gekennzeichnet.
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Fiir die Anpassung von GI. (58) mit der Methode der kleinsten Quadrate erhélt man s = 1.21
und t = 0.044A°. Eine Anpassung, bei der s = 1.0 festgehalten wird, ergibt t = 0.067A%, wobei

X2 nur unwesentlich gréBer wird. Abb. 6.7 zeigt einen Vergleich von <x*>* und < x> >"

Die lineare Verschiebung ergibt eine sehr gute Ubereinstimmung. Die im Folgenden
betrachteten Werte fiir die mittlere quadratische Auslenkung sind stets durch die Addition von

0.067A? auf die Werte aus der Rontgenstrukturanalyse korrigiert.

Abb. 6.8 zeigt Histogramme der mittleren quadratischen Auslenkungen fiir die 'H-Atome in
Myoglobin. Diese machen die Mehrzahl aus: 997 im Vergleich zu 194 *H-Atomen (vgl. Tab.
6.1, die 146 Amidprotonen des Riickgrates werden hier als ausgetauscht, also als ’H-Atome
betrachtet und somit nicht beriicksichtigt). Die in Abb. 6.8a und b dargestellten Verteilungen
lassen sich gleichzeitig mit drei GauB-Kurven unterschiedlicher Fliachen anpassen. Die
Anpassung fiir alle "H-Atome ist in Abb. 6.8c dargestellt. Die folgende Tabelle fasst die

Ergebnisse der Anpassung zusammen.

Zahlinder GauB-Kurve Gauf3-Kurve Gaul-Kurve  Summe der

Struktur 1 2 3 GauB3-Kurven
Position (A% - 0.182 0.246 0.333 -
Breite (A%) - 0.034 0.033 0.092 -
Alle 'H 997 (194) 292 380 334 1006
Riickgrat 161 (146) 122 26 11 159
Seitengruppen 836 (48) 170 354 323 847
Methylgruppen 282 21 226 40 287
Lysingruppen 152 0 4 140 144

Tab. 6.6: Ergebnisse der Anpassung der Histogramme der mittleren quadratischen
Auslenkungen fiir 'H-Atome. Die ersten beiden Zeilen zeigen die Parameter der Gauf-
Kurven. Folgende Zeilen: Die erste Spalte gibt an, wieviele Atome welcher strukturellen
Gruppe zugeordnet werden konnen (Die Amidprotonen sind hier als ’H-Atome betrachtet).
Die folgenden drei Spalten geben die Flachen der GauB-Kurven an, die letzte Spalte die
Summe der GauB-Kurven. Die 'H-Atome der Him-Gruppe sind in der Gruppe aller 'H-Atome
beriicksichtigt. Die Zahlen in Klammern geben die Zahl der “H-Atome an.
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Abb. 6.8: Histogramme der mittleren Auslenkungsquadrate von 'H-Atomen in Myoglobin. a:
alle 'H-Atome (weiB), im Proteinriickgrat (schraffiert), in Seitenketten (grau). b: 'H-Atome in
Seitenketten (weil}), in Methylgruppen (grau), Lysinseitenketten (schraffiert). c: Anpassung
(durchgezogene Linie) des Histogramms fiir alle 'H-Atome (gefiillte Rauten) mit drei GauB-
Kurven (gestrichelte Linien).
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7 Diskussion

7.1 Struktur und Dynamik von Myoglobin aus optischer

Spektroskopie und Rontgenstrukturanalyse

7.1.1 Proteindynamik und temperaturabhingige Struktur von H64V-Mbmet

Bei Raumtemperatur ist H64V-Met-Myoglobin fiinffach ligandiert. Dies wurde mit
Rontgenstrukturanalyse (Quillin et al. 1993), Raman-Spektroskopie (Morikis et al. 1990) und
'H-NMR (Rajarathnam et al. 1991) gezeigt. Die Absorptions-Spektren von H64V-Mbmet
zeigen einen Ubergang zwischen zwei Zustinden als Funktion der Temperatur. Bei 300K ist
das Spektrum fiir einen filinffach koordinierten Zustand kennzeichnend. Die Anpassung der
temperaturabhingigen Spektren mit dem Spektrum von nativem Mbmet ldsst vermuten, dass
es sich bei der zweiten Spezies mit dem Maximum bei 410nm um sechsfach ligandiertes
Myoglobin handelt. Dies wird durch die Rontgenstrukturanalyse bei 300K und 110K
bewiesen. Aufgrund der Probenzusammensetzung und der Elektronendichte kommt dazu nur
ein Wassermolekiil in Frage. Bei Raumtemperatur ist in der Rontgenstruktur ein Anteil an
ligandiertem Zustand von 36% * 10% vorhanden (vgl. Abschnitt 5.1.2). Aus der Analyse der
optischen Spektren kann man nicht ausschlieBen, dass bei Raumtemperatur ein kleiner Anteil
an ligandierter Form vorliegt. Der in der Rontgenstruktur gefundene Anteil kann auBerdem

durch die kristalline Form beeinflusst sein.

Die Strukturanalyse von H64V-Mbmet bei 300K und 110K klirt den Mechanismus der
Wasserbindung. Die Wasserligandierung des Eisens erfordert eine stabilisierende
Wasserstoftbriicke (vgl. Abb. 5.6A). Die Rontgenstruktur zeigt, dass das Wasser am Eisen
durch ein Netzwerk von Wassermolekiilen stabilisiert wird. Dieses Netzwerk erstreckt sich
von der Proteinoberfliche in die ,,distale Tasche* des Proteins. Die folgende Abbildung zeigt
das Strukturmodell fiir H64V-Mbmet bei 110K. Fiinf Wasser in der Hdm-Tasche sind
dargestellt. Wasser 1, 2 und 3 sind nur bei 110K, Wasser 4 und 5 sind auch bei
Raumtemperatur sichtbar. Das Wasser, das das Eisen ligandiert, wird durch eine sehr kurze
Wasserstoffbriicke von 2.6A (Abstand O — O) von einem weiteren Wasser stabilisiert. Dieses
wird wiederum durch eine sehr kurze Wasserstoffbriicke (2.6A) mit einem weiteren Wasser
und eine lingere (3.3A) mit dem Riickgrat-Sauerstoffatom von Valin 64 stabilisiert. Wasser 4

stabilisiert Wasser 3 und wird selbst durch das Sauerstoffatom der Seitenkette von Threonin
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67 stabilisiert. Wasser 5 hat ein relativ hohes mittleres Auslenkungsquadrat von 0.63A% im
Vergleich zu Werten von 0.08-0.21A% fiir die anderen vier Wasser. Wasser 5 bildet eine

Wasserstoftbriicke zu Arginin 45 und zu Lysin 63, das mit einer Doppellage modelliert ist.

Abb. 7.1: Wasser-Netzwerk in H64V aus der Rontgenstrukturanalyse bei 110K aus
verschiedenen Perspektiven: a: Ansicht wie in Abb. 5.6. b: Ansicht aus a 90° um die Normale
zur Ham-Ebene gedreht. Dies entspricht einer Aufsicht auf das aktive Zentrum vom
Losungsmittel her. Abstinde in a sind in Angstrdm gegeben. Wasserstoffbriicken zwischen
Proteinseitengruppen und Him-Gruppe sind gepunktet (Abstinde zw. 2.8A und 3.3A, nur in
b).
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Aus der genaueren Betrachtung der Him-Gruppe in Abb. 5.7 sieht man, dass bei 110K eine
Doppellage der Him-Gruppe vorliegt. In Abb. 7.2 ist eine Doppellage fiir das Eisenatom
skizziert. Die in einer F°-F°-Elektronendichtemappe dargestellte Dichte ergibt sich in diesem
Fall aus der Subtraktion einer einzelnen mittleren Lage des Eisenatoms im Modell. Die in
Abb. 5.7 dargestellte F°-F°-Elektronendichtemappe aus dem Experiment ldsst sich somit
durch eine Doppellage des Eisenatoms erkldren. Im Prinzip tritt dies fiir jedes Atom in der
Ham-Ebene auf. Da das Eisen mit Abstand am stérksten streut sind die Differenzen dort am

deutlichsten sichtbar.

®
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@

Doppellage Modell F°-F°-Dichtemappe

Abb. 7.2: Skizze der Elektonendichte zur Erlduterung der F°-F° Mappe in H64V-Mbmet fiir
das Eisen bei 110K.

Man kann annehmen, dass die unligandierte Form sich in der Position der Him-Gruppe
relativ zum Protein von der ligandierten Form unterscheidet. Die Differenzen sind sehr klein
und nahe der Nachweisgrenze der Rontgenstrukturanalyse selbst bei einer Auflosung von
1.3A. Es ist daher wichtig, die Ergebnisse mit Rontgenstrukturanalyse bei nahezu atomarer
Auflésung von nativem Myoglobin (Kachalova et al. 1999; Vojtechovsky et al. 1999) zu
vergleichen (zw. 1.0A und 1.2A Auflésung). Ein Ergebnis der Untersuchung von
Vojtechovsky et al. (1999) ist eine Verschiebung der Him-Gruppe der ligandierten Zustdnde
MbO;, MbCO und Mbmet im Vergleich zum unligandierten Mbdeoxy-Zustand in der durch
die Him-Gruppe definierten Ebene. Auch die Geometrie der Ligandierung des Eisenatoms
durch das Wasser in H64V-Mbmet bei 110K (vgl. Tab. 5.1) weist auf eine Doppellage des
Eisenatoms senkrecht zur Him-Ebene hin. Die Auslenkung des Eisens aus der Him-Ebene in
der Struktur bei 110K (0.25A) liegt zwischen den Werten, die ligandiertes Mbmet (0.14A und
0.12A bei 105K und 300K) und unligandiertes H64V-Mbmet bei Raumtemperatur (0.33A)
zeigen. Der Abstand des Wasserliganden in H64V-Mbmet bei 110K (2.38A) ist groBer als in
nativem Mbmet (2.15A bei 105K bzw 2.17A bei 300K). Im Rahmen des Koordinatenfehlers
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von ca. 0.13A (Tab. 5.1) kann man bei der Annahme einer Doppellage davon ausgehen, dass
der ligandierte Zustand in H64V-Mbmet einen Abstand zwischen Eisenatom und Wasser

dhnlich dem im nativen Mbmet hat.

Die beobachteten Doppellagen fiir Aminosédureseitengruppen (Tab. 5.2) stimmen mit den
hochaufgeldsten Strukturen von Vojtechovsky et al. (1999) und Kachalova et al. (1999)
iiberein. Die Zahl der gefundenen Doppellagen bei 110K und 300K ist aufgrund der
unterschiedlichen Aufldsungen schwer vergleichbar (1.3A bei 110K, 1.5A bei 300K). Eine
Aussage, ob die Zahl der Doppellagen von der Temperatur abhéngt, kann nicht gemacht

werden.

Die Qualitdt der Strukturanalyse mit den hier untersuchten Kristallen in der Raumgruppe P2,
ist bedeutend besser als die Untersuchungen von Quillin et al. (1993), die an Kristallen der
Raumgruppe P6 durchgefiihrt wurden. Bei dieser Untersuchung wurden mehrere Kristalle
vermessen, um eine Strukturanalyse bis 2.0A durchfithren zu konnen. Kristalle in der
Raumgruppe P6 sind wesentlich empfindlicher gegeniiber Rontgenstrahlung als Kristalle der
Raumgruppe P2;. Das Wasser im so genannten proximalen Xe-Loch (Nr. 1 in Abb. 7.11) in
der Struktur von Quillin et al. (1993) hat einen B-Faktor von 50A” Dies ist an der
Nachweisgrenze unter der Beriicksichtigung der Qualitit der Daten. In der vorliegenden

Arbeit wurde keine Elektronendichte in der proximalen Tasche gefunden.

Fiir den Ligandierungswechsel erhélt man eine Enthalpiedifferenz AH von 22kJ/mol und eine
Entropiedifferenz AS von 106J/(mol-K) (vgl. Kapitel 5.1.1). Tada et al. (1998) haben die
Koordination von Elephanten-Myoglobin nahe Raumtemperatur untersucht. Dabei ist das
distale Histidin 64 durch ein Glutamin ersetzt. Die Spektren wurden ebenfalls durch ein
flinffach und ein  sechsfach  ligandiertes = Ham-Eisenatom  modelliert.  Die
Temperaturabhéngigkeit zwischen 0°C und 50°C ergab fiir das Gleichgwicht der beiden
Spezies Werte fiir AH von 17.7kJ/mol und AS von 63.7J/(mol-K). Die Stabilisierung des
Liganden erfolgt dabei durch das Glutamin 64 (aus der Rontgenstrukturanalyse an der
entsprechenden Mutante von Pottwal-Myoglobin von Quillin et al. (1993)). Whittaker und
Whittaker (1996) haben fiir den Ligandierungswechsel einer Mangan-Superoxiddismutase
Werte von 21kJ/mol und 92J/(mol-K) erhalten. Dabei wurde nur eine Absorptionsdifferenz
bei einer Wellenldnge zur Konzentrationsbestimmung der Spezies verwendet. Ob eine

vollstindige Umwandlung zwischen den beiden Spezies stattfindet, kann daher nicht gekléart
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werden. Eine Strukturanalyse dieses Zustands bei 100K zeigt die Stabilisierung des Liganden
durch ein Wassermolekiil (Borgstahl et al. 2000). Die Enthalpiedifferenz AH ist in allen drei
Féllen recht dhnlich. Die Entropiedifferenz AS ist im Falle der Stabilisation durch
Wassermolekiile grofer. Dies spiegelt den hoheren Ordnungsgrad durch das stabilisierende

Wassernetzwerk wieder.

Die nahezu konstante Verteilung zwischen den beiden Spezies unterhalb von 180K konnte
man auch auf einen Anteil in der Probe zuriickfiihren, der nicht zur Ligandierung fahig ist. Es
gibt jedoch keine Hinweise auf einen solchen Mechanismus. Das Auftreten der konstanten
Verteilung zwischen ligandierter und unligandierter Form ab 180K ldsst sich dagegen durch
die Dynamik des Proteins erkldren: Das Gleichgewicht der ligandierten mit der unligandierten
Form in H64V-Mbmet korreliert mit den Fluktuationen zwischen Konformations-
subzustinden in einem Zustand, wie man sie mit der MoBbauerspektroskopie (Parak und
Formanek 1971; Parak et al. 1982; Parak et al. 1999) oder inkohdrenter Neutronenstreuung
(Doster et al. 1989) beobachten kann. Die MdBbauer-Spektroskopie zeigt, dass es zwei
verschiedene Bereiche der Proteindynamik gibt. Bei tiefen Temperaturen sind die Proteine in
Konformationssubzustinden eingefroren. Die Temperaturabhéngigkeit der mittleren
quadratischen Auslenkung des FEisenatoms ist linear, wie man es fiir harmonische
Schwingungen beobachtet. Erst ab einer Temperatur von 180K werden Ubergiinge zwischen
den Konformationssubzustéinden beobachtet. Der Ligandierungswechsel von H64V ist nur bei
Temperaturen moglich, bei denen das Protein zwischen Konformationssubzustinden

fluktuieren kann.

Messungen der dielektrischen Relaxationsraten fiir Wasser in Met-Myoglobin-Kristallen
zeigen einen Zusammenhang zwischen den Relaxationsraten und den Ubergangsraten
zwischen Konformationssubzustinden, die aus der MoBbauer-Spektroskopie bestimmt
wurden (Singh et al. 1981). Die Autoren heben die Bedeutung der dielektrischen Relaxation
fiir die Ubergiinge zwischen Konformationssubzustinden hervor: Durch die Fluktuation der
Dipole der Wassermolekiile kann die Barriere fiir Ubergiinge zwischen
Konformationssubzustinden durch Wechselwirkung mit den polaren Gruppen an der
Proteinoberfliche = abgesenkt werden. Dies kann auch das Einfrieren des
Ligandierungswechsels in H64V erkldren. Bei hohen Temperaturen fluktuieren die

Wassermolekiile, und das thermodynamische Gleichgewicht der Ligandierung ist gegeben.
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Beim Abkiihlen sinkt die Rate der Fluktuationen des Wassers und die Rate der Ubergiinge

zwischen Konformationssubzustinden. Die Uberginge zwischen Konformationssubzustinden
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Abb. 7.3: Vergleich der mittleren quadratischen Auslenkung des Eisen-Atoms in Mbdeoxy (a)
aus der MoBbauer-Spektroskopie (Parak et al. 1982) mit der temperaturabhdngigen
Ligandierung in H64V-Mbmet (b).

werden so selten, dass das thermodynamische Gleichgewicht fiir die Ligandierung nicht mehr
erreicht wird. Unterhalb von 230K weicht die Ligandierung zusehends vom erwarteten
Modell ab (durchgezogene Linie in Abb. 7.3b). Bei Temperaturen von weniger als 180K
findet keine Anderung der Ligandierung mehr statt. Die Teilnahme polarer Gruppen am
Ubergang zwischen der fiinffach und sechsfach ligandierten Form von H64V-Mbmet wird
durch die Wasserstoftbriicken zwischen den Propionsduregruppen der Ham-Gruppe und

Aminosdureseitenketten an der Proteinoberfldche in Abb. 7.1b verdeutlicht.
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Der Einfluss der Mobilitdit des Wassers auf die Fluktuationen des Proteins wurde in
Molekulardynamik-Simulationen von Vitkup et al. (2000) untersucht. Durch getrennte
Kontrolle der Temperatur des Losungsmittels und des Proteins konnte gezeigt werden, dass
das Losungsmittel in der Simulation die Proteinfluktuationen kontrolliert. Dieses Ergebnis
steht im Einklang mit dem Verhalten der H64V-Mutante. Die Struktur des Proteins zeigt
keine groBen Unterschiede als Funktion der Temperatur. Temperaturabhingige Anderungen
sind hauptsdchlich im umgebenden Ldsungsmittel zu beobachten. Der Einfluss der
Temperatur auf die Wasserstoftbriicken wurde mittels IR-Spektroskopie von Doster et al.
(1986) und Demmel et al. (1997) untersucht. Die O-D-Streckschwingung von Wasser

korreliert danach ebenfalls mit der Dynamik des Proteins.

Ist die Proteindynamik durch das umgebende Losungsmittel (wie z.B. glasformige Trehalose)
unterbunden, so verhélt sich das Protein iiber einen groeren Temperaturbereich
festkdrperdahnlich (Cordone et al. 1998; Cordone et al. 1999; GaBBmann 2000; Cottone et al.
2001). Dies spiegelt sich in den optischen Absorptionsspektren von H64V-Mbmet in
Trehalose wider. Es sind Linienbreitendnderungen als Funktion der Temperatur zu
beobachten (Abb. 5.5). Bei tiefen Temperaturen erkennt man eine Aufteilung der Soret-Bande
in zwei Spezies, die bei hohen Temperaturen aufgrund der groflen Breite der Banden nicht
sichtbar ist. Ein Ligandierungswechsel ist hier nicht nachzuweisen. Die Unterdriickung von
Konformationswechseln kann auch fiir die konservierenden Eigenschaften von Trehalose
verantwortlich sein: Bettet man Proteine in Trehalose ein, so kann man Denaturierung bei
hohen Temperaturen oder durch Dehydrieren verhindern (Crowe und Crowe 1984; Crowe et

al. 1996).

7.1.2 Interpretation der Gaul3-Breite der Soret-Bande

Das Modell von Cordone und Mitarbeitern zur Beschreibung der GauB3-Breite der Soret-
Bande, das nur eine Mode beriicksichtigt, ist in mehreren Punkten unzureichend. Die
Einstein-Ndherung mit einer repriasentativen Mode ist nicht sinnvoll, wie ein Vergleich mit
der Zustandsdichte aus der Normal-Moden-Analyse zeigt (siche Abb. 2.3). Eine Temperatur
von 300K entspricht einer Wellenzahl von ca. 215 cm™. Eine Vielzahl von Moden befindet
sich daher in hoher angeregten Zustidnden und tragt daher zu der gauB3schen Verbreiterung bei.
Die Mittelung von Gl. (11) iiber alle Moden fiihrt auch nicht zu einer Temperaturabhédngigkeit

in Form eines Cotangens hyperbolicus wie in Gl. (12) angenommen. Daher ist diese zur
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Auswertung der Temperaturabhéngigkeit der GauB-Verbreiterung nicht geeignet. Eine

reprasentative Mode <V> ist insbesondere fiir den gesamten Temperaturlauf von 20K bis

300K nicht sinnvoll. Eine Abweichung der gemessenen Werte von der Anpassung nach GI.

(12) ist daher zu erwarten (vgl. Abb. 2.4).

Aus experimenteller Sicht sind ebenfalls Zweifel an der Auswertung mit einer Mode geboten.
Mit der Anpassung eines einfachen Cotangens hyperbolicus wurde fiir MbCO in einer
Glycerin/Wasser-Mischung und in Trehalose getrocknet ein unterschiedliches Verhalten
gefunden (Cordone et al. 1998). Betrachtet man die von Cordone und Mitarbeitern
publizierten Daten wie in Abb. 7.4, so kann man dieses Ergebnis nicht bestitigen. Die Gaul3-
Breite unterscheidet sich fiir MbCO in Trehalose oder Glycerin/Wasser nur wenig. Die
MoBbauer-Spektroskopie (Cordone et al. 1998; GaBmann 2000) und inkohédrente
Neutronenstreuung (Cordone et al. 1999) zeigen jedoch ganz klar ein unterschiedliches

dynamisches Verhalten.
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Abb. 7.4: Vergleich der Temperaturabhingigkeit der GauB-Breite fiir MbCO(®) und
Mbdeoxy (¢) in 65% Glycerin/Wasser und MbCO in Trehalose ( ) (Daten aus Cupane et al.
1995; Cordone et al. 1998). Der Wert bei 20K (Trehalose 30K) wurde dazu abgezogen.

Einen Hinweis auf die Ursache der Temperaturabhéngigkeit der GauB3-Breite der Soret-Bande

kann eine Untersuchung von Cytochrom-c liefern. Bei der Analyse konnte keine Kopplung

des optischen Ubergangs an niederfrequente Moden beobachtet werden (Schomacker und

107



Champion 1986). Dies wurde mit der sechsfachen Koordination des Eisenatoms unter
Beteiligung zweier Proteinliganden erklirt. Die MoBbauer-Spektroskopie zeigt jedoch, dass
sich das <x*> fiir Cytochrom-c dhnlich wie bei Myoglobin verhilt (Frolov et al. 1997). Die
Temperaturabhéngigkeit der GauB-Breite von MbCO und Mbdeoxy unterscheidet sich
deutlich. Die Unterschiede in der MoBbauer-Spektroskopie sind wesentlich geringer
(GaBmann 2000). Strukturell unterscheiden sich die beiden Zustinde hauptsidchlich in der

Ligandierung des Him-Eisenatoms.

Fasst man die experimentellen Beobachtungen zusammen, so scheint die lokale Struktur um
die Him-Gruppe von grofer Bedeutung fiir die GauB-Breite der Soret-Bande. In der
Reihenfolge Cytochrom-c, MbCO, Mbdeoxy nimmt die Temperaturabhangigkeit der Gaul3-
Breite zu. Damit einher gehend nimmt die Fixierung der Him-Gruppe an das Protein von
Cytochrom-c iiber MbCO nach Mbdeoxy ab. Sind es in Cytochrom-c zwei Proteinliganden, in
MbCO ein Proteinliganden und ein CO-Ligand, so ist es in Mbdeoxy nur noch ein

Proteinligand.

Das Modell, welches das gesamte Normal-Moden-Spektrum verwendet, kann die Gaul3-Breite
der Soret-Bande iiber den Temperaturbereich von 20K bis 300K beschreiben (Abb. 5.10),
ohne anharmonische Effekte hinzuzunehmen. Der Anstieg wird mit der zunehmenden
thermischen Anregung niederfrequenter Moden erklért. Die Schwéche des Modells ist sicher
die etwas willkiirliche Implementierung der Auswahl der Moden fiir die GauB3-Breite durch
die Fermi-Funktion in GI. (56). Ein korrekter Weg, den Einfluss aller Moden aus der Normal-
Moden-Analyse zu untersuchen, ist die Auswertung der optischen Spektren mit dem
Zeitkorrelatorformalismus in Gl. (2), (3) und (4). Dies konnte auch Aufschluss liber einen
Beitrag der Nullpunktschwingungen zur GauB3-Breite geben. Das Modell nach Gl. (57) fiihrt
die GauB-Breite im Grenzfall fir T gegen OK allein auf eine inhomogene Verbreiterung
zuriick. Eine Anpassung der optischen Spektren unter Beriicksichtigung aller Moden konnte
auch zu einer Reduktion der GauB-Verbreiterung fiihren. Ein Problem der Analyse wird
immer die Vielzahl an unbekannten Kopplungskonstanten sein und eine Interpretation der
Ergebnisse stets erschweren, wenn nicht gar unmdglich machen. Dennoch zeigt das Modell,
welches das gesamte Normal-Moden-Spektrum verwendet, dass eine Anharmonizitit
niederfrequenter Moden zur Erkliarung der Temperaturabhéngigkeit der GauB3-Breite der

Soret-Bande nicht notwendig ist. Eine Erweiterung des in Abschnitt 5.2.1. vorgestellten
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Modells wurde von Cordone und Mitarbeitern vorgeschlagen und beriicksichtigt die Moden

aus dem Normal-Modenspektrum auch als hochfrequente Moden.

Fiir die Anpassung der GauB3-Breite wurde neben einer inhomogenen Verbreiterung nur eine
mittlere Kopplungskonstante verwendet. Die Kopplungskonstante S; fiir eine Mode ]
(Frequenz vj) ist von der Verschiebung A; des Potentials entlang der Normalkoordinate q; vom

elektronischen Grund- zum Anregungszustand (Cupane et al. 1995) abhéngig:

S, =3V, & (59)
Abb. 7.5 stellt dies fiir eine Mode mit schwacher und starker Kopplung dar. Nach dem
Franck-Condon-Prinzip koppelt eine Mode, bei der sich das Potential bei der Anregung
verschiebt, stirker an den elektronischen Ubergang. Die Werte der Kopplungskonstanten fiir
Moden, die als hochfrequente Moden in die Auswertung von Spektren nach GI. (9) eingehen,
liegen um drei GréBenordnungen hoher als die Kopplung an das dichte, niederfrequente

Modenspektrum (vgl. Tab. 5.4). Letztere sind im Absorptionsspektrum daher nicht sichtbar.

Abb. 7.5: Schwache (S=0) und starke (S>0) Kopplung einer Mode an einen optischen
Ubergang hv. Erst durch die Verschiebung A; entlang der Normalkoordinate q; wird die
Absorption unter Anderung der Vibrationsquantenzahl erméglicht.

Die Kopplungskonstante fiir MbCO ist in Glycerin/Wasser fast gleich der von MbCO in

Trehalose. Die mittlere Kopplungskonstante aus dem Modell, das das gesamte Normal-

109



Moden-Spektrum verwendet, ist fiir Mbdeoxy gréBer als die von MbCO. Strukturell kann
man die unterschiedliche Kopplung durch die unterschiedliche Fixierung der Him-Gruppe
und damit verbunden insbesondere des Him-Eisens in MbCO und Mbdeoxy erkldren. Einen
wesentlichen Beitrag zur Kopplung der niederfrequenten Moden an den Ubergang der Soret-
Bande liefern Bewegungen des Eisens gegeniiber der Him-Ebene (Melchers et al. 1996). Es
ist zu vermuten, dass im Falle des Mbdeoxy, bei dem das Eisen nur einfach ligandiert ist, die
Koordinateninderung beim optischen Ubergang groBer ausfillt als in MbCO. Dies entspricht
einer stirkeren Kopplung der niederfrequenten Moden an den Ubergang (vgl. Abb. 7.5). Das
Cytochrom-c ist in dieser Interpretation ein Extremfall, bei dem die Kopplung der
niederfrequenten Moden durch die zweifache Ligandierung durch das Protein stark

unterdruckt ist.

Zusammenfassend kann man die Temperaturabhédngigkeit der GauB3-Breite der Soret-Bande
folgendermaflen interpretieren: Die im Rahmen der harmonischen Theorie erkliarbare Gaul3-
Breite ist ein MalBl fiir die thermische Anregung der niederfrequenten Moden. Der
Temperaturverlauf ermoglicht einen Vergleich des strukturellen Freiraums des Chromophors

im Protein.

7.1.3 Relaxation des photoinduzierten metastabilen Zustands

Der metastabile Zustand Fe(I)MbH,0 kann durch die Analyse der optischen Spektren im
Einklang mit den Ergebnissen aus der Rontgenstrukturanalyse (Ostermann 2000) und Raman-
Spektroskopie (Engler et al. 2000) charakterisiert werden: Neben der Form des Spektrums,
die charakteristisch fiir ein sechsfach koordiniertes Him-Eisen ist (vgl. Abb. 5.12), sind auch
die Kopplungskonstanten ein klares Indiz dafiir (Tab. 5.4). Die Kopplungskonstanten fiir die
hochfrequenten Moden ergeben Werte dhnlich denen des sechsfach ligandierten MbCO-
Zustands und weichen von denen des flinffach ligandierten Mbdeoxy-Zustands ab (vgl. Tab.
5.4). Die Kopplungskonstanten stimmen fast alle gut mit den Werten aus der Raman-
Spektroskopie iiberein. Lediglich die Kopplungskonstanten der Moden bei 673cm™, 1000cm
'und 1605cm™ benétigen eine nihere Betrachtung. Die Kopplungskonstante der Mode bei
673cm™ aus der Resonanz-Raman-Spektroskopie ist doppelt so groB, wie die aus den
optischen Spektren bestimmte. In der mit Raman-Spektroskopie untersuchten Probe ist ein
betrachtlicher Anteil an Mbdeoxy beobachtet worden. Die stiarkere Kopplung kann man durch

die Anregung des Mbdeoxy-Anteils erkliren. Die Mode bei 1000cm™ #ndert ihre
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Kopplungskonstante wihrend der Relaxation. Sie reprdsentiert mehrere Schwingungsmoden
der Vinyl-Gruppen des Hams, die mit dem Protein in Kontakt sind. Alle anderen
Kopplungskonstanten sind durch die Relaxation nahezu unbeeinflusst. Die strukturelle
Interpretation der Relaxation hat dies zu beriicksichtigen. Die Kopplungskonstante der Mode
bei 1605cm™ aus der Raman-Spektroskopie ist nur halb so groB wie die aus der Analyse der
Absorptionsspektren. In der Analyse der Raman-Daten wurde nur diese eine Bande
beriicksichtigt, wihrend andere schwach koppelnde Moden in einem weiteren Bereich im

optischen Spektrum zusammen die etwas hohere Kopplungskonstante erklidren kénnen.

Die Temperaturabhingigkeit der elektronischen Ubergangsfrequenz (Abb. 5.14A) zeigt einen
irreversiblen Verlauf. Der metastabile Zustand kann mit steigender Temperatur zunehmend
groflere Energiebarrieren iiberwinden und somit in Richtung des Gleichgewichts relaxieren.
Eine analoge Verschiebung beobachtet man im photolysierten Mb*CO. Als mogliche Ursache
fiir diese Relaxation wurde die elektrostatische Wechselwirkung mit der Umgebung der Ham-
Gruppe diskutiert (Franzen und Boxer 1997). Kleine Strukturdnderungen in der Him-Tasche
konnen dabei iiber das n-Elektronensystem der Him-Gruppe die Ubergangsfrequenz indern
(Kushkuley und Stavrov 1996). Da dies nicht notwendigerweise die Vibrations-Moden
beeinflusst, konnen die Kopplungskonstanten unbeeinflusst sein. Eine mogliche strukturelle
Erklarung wére die Verschiebung der Hdm-Gruppe relativ zum Protein. Dies ist der
hauptsédchliche Strukturunterschied zwischen den ligandierten und unligandierten Formen von
Myoglobin (Vojtechovsky et al. 1999). Die Verschiebung der Him-Ebene wurde auch fiir den
Ligandierungswechsel in H64V-Met-Myoglobin gefunden (Abschnitt 7.1.1).

Die Kopplung an niederfrequente Moden fiihrt zu einer GauB-Verbreiterung der Spektren.
Interessanterweise ist die Gaul3-Breite nicht durch die Relaxation beeinflusst, sondern ist fiir
alle Temperaturreihen gleich. Man wiirde nun erwarten, dass die Temperaturabhéngigkeit der
fiir MbCO beobachteten gleicht. Uberraschenderweise ist der Verlauf dem des unligandierten
Zustands Mbdeoxy dhnlich. Vergleicht man die Temperaturabhidngigkeit der elektronischen
Ubergangsfrequenz mit der GauB-Breite (Abb. 5.14), so sieht man eine Ubereinstimmung der
beiden Verldufe. Der Anstieg der Gaul3-Breite mit steigender Temperatur kann durch die
thermische Anregung niederfrequenter Moden erkldrt werden (Abschnitt 7.1.2). Die
Korrelation der beiden Kurven legt nahe, dass durch die thermische Aktivierung

niederfrequenter Moden die Relaxation erfolgen kann.
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Aus der Temperaturabhiingigkeit der elektronischen Ubergangsfrequenz kann man eine

Relaxationsfunktion berechnen (Lamb et al. 1998a):

B(T) = Vo (T) =V, ,(T) (60)
V,.,(20K) -v,,(20K)

Dabei steht v (T) bzw. vo4(T) fiir die elektronische Ubergangsfrequenz der ersten, bzw.
vierten Temperaturreihe. In der folgenden Abbildung sind Relaxationsfunktionen aus
Messungen am photosynthetischen Reaktionszentrum (Rhodobacter sphaeroides, McMahon
et al. 1998) zum Vergleich dargestellt. Diese Relaxationsfunktionen wurden aus der
Elektronen-Transfer-Kinetik bestimmt. Dabei wurde der Elektronen-Transfer vom priméren
Chinon zuriick zum Spezialpaar bei entferntem sekundidren Chinon als Funktion der
Temperatur, Belichtung beim Kiihlen und Aufwdrmrate gemessen. Durch Beleuchten des
Reaktionszentrums beim Abkiihlen wird das Protein in einer licht-adaptierten Konformation
eingefroren. Beim Aufwirmen kann es dann relaxieren, was als Anderung der Elektronen-

Transfer-Kinetik messbar ist.
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Abb. 7.6: Relaxationsfunktion des metastabilen Zustands Fe(I[)MbH2O () im Vergleich zu
Messungen am Photosystem (McMahon et al. 1998, Aufwidrmraten 1.3mK/s (&) und
13mK/s(+)).

Die Relaxationsfunktionen wurden von McMahon et al. (1998) mit einer Summe von vier
GauB-Verteilungen fiir Relaxationsbarrieren angepasst. Die vier Gaul3-Verteilungen wurden

als vier Hierarchie-Ebenen von Konformationssubzustinden, die durch die Temperatur
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separiert sind, interpretiert. Die Ubereinstimmung der Relaxationsfunktionen im
Temperaturbreich bis 170K legt nahe, dass dieser Temperaturbereich fiir den metastabilen
Zustand Fe(II)MbH,0 durch die zwei niedrigen Hierarchie-Ebenen beschrieben werden kann.
Die Relaxation in den beiden Hierarchieebenen mit hoheren Energiebarrieren werden bei der
Relaxation innerhalb des metastabilen Zustands nicht beobachtet. Diese entsprechen auch
vom Temperaturbereich (T > 160K, bzw. T > 250K) eher der Relaxation vom metastabilen
Zustand zum Gleich-gewichtszustand Mbdeoxy (T > 160K). Wie die Autoren der Studie am
Reaktionszentrum (McMahon et al. 1998) bemerken, kann eine Relaxationsfunktion wie in
Abb. 7.6 aus Messungen an MbCO nicht bestimmt werden, da die Riickbindung des Liganden
der mdglichen Protein-Relaxation {iiberlagert ist. Die Autoren vermuten dennoch eine
allgemeine Bedeutung der vier Relaxationsprozesse in Proteinen. Die Methode der Erzeugung
eines Nicht-Gleichgewichtszustands durch Reduktion des aktiven Zentrums, wie hier fiir das

Beispiel Myoglobin gezeigt, schlieft diese Liicke.

Konformationskoordinate

Abb. 7.7: Schematische Darstellung der Relaxation innerhalb des metastabilen Zustands.
Senkrechte Pfeile bezeichnen die optischen Uberginge (hv: Ubergang direkt nach der
Reduktion, hv": nach Relaxation). Das Potential entlang der Konformationskoordinate ist fiir
den angeregten Zustand (durchgezogen) und den Grundzustand (gestrichelt) dargestellt. Man
beachte, dass sich die Normal-Koordinaten der in der Parabel dargestellten Normal-Moden
von der Konformationskoordinate unterscheiden.

Die Relaxation des metastabilen Zustands entlang einer verallgemeinerten
Konformationskoordinate ldsst sich durch Abb. 7.7 darstellen. Eine mogliche Konformations-
Koordinate wiére zum Beispiel die Position des Héms relativ. zum Protein. Die

Energielandschaft fiir den angeregten und den Grundzustand miissen sich entlang der
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Konformations-Koordinate unterscheiden, sonst wire keine Anderung der Ubergangsfrequenz
zu beobachten. Die Form des Potentials entlang der Normal-Koordinaten (in Abb. 7.7 durch
die kleinen Parabeln dargestellt) bestimmt die Modenfrequenz. Die Verschiebung der
Parabeln zwischen Grund- und Anregungszustand entlang der Normal-Koordinaten bestimmt
die Kopplungskonstanten. Die Ergebnisse der optischen Spektroskopie zeigen, dass beide

wihrend der Relaxation als konstant betrachtet werden konnen.

Mit diesen Ergebnissen ldsst sich das Bild der Relaxation von Myoglobin nach
photoinduzierter Reduktion folgendermallen zusammenfassen: Der sechsfach ligandierte,
metastabile Zustand Fe(I)MbH,O befindet sich direkt nach Reduktion in einer Struktur, die
Mbmet gleicht (Ostermann 2000) und MbCO é&hnelt, nicht im Gleichgewicht. Die strukturelle
Fixierung der Ham-Gruppe im Protein ist allerdings weniger stark und &hnelt der von
Mbdeoxy. Eine Relaxation innerhalb des Zustands ist mit steigender Temperatur zu
beobachten. Vermutlich handelt es sich dabei um die Akkomodation des Hams innerhalb der
Proteinhiille, die durch die thermische Anregung niederfrequenter Moden ermoglicht wird.
Diese Relaxation geht der Relaxation des metastabilen Zustands zu Mbdeoxy ab 160K
voraus. Bei der letzteren geht der Ligand irreversibel verloren. Das Wasser kann dann
wahrscheinlich eine Position in der Ham-Tasche einnechmen, die auch im

Gleichgewichtszustand Mbdeoxy besetzt ist (Ostermann 2000).

Die enzymatische Funktion von Myoglobin als NO-Fénger (vgl. Einleitung) verlangt das
effiziente Zusammenfiihren der Reaktanden NO und O,. Brunori (2001a) und Frauenfelder et
al. (2001) vermuten, dass die Hohlrdume in Myoglobin dabei eine wichtige Rolle spielen (vgl.
Abb. 7.11). Fiir den Reaktionsmechanismus von MbO;, mit NO wird vermutet, dass bei am
Eisen gebundenem O, das NO in Hohlraum 1 gespeichert wird und die beiden Molekiile zur
Reaktion zusammentreffen. Um von Hohlraum 1 nach Hohlraum 4 zu gelangen, ist eine

Verschiebung der Him-Gruppe als Mechanismus moglich.

7.2 Wasserstoffatome: Positionen und Dynamik aus
Neutronenstreuung

Die herausragende Eigenschaft der Kristallographie mit Neutronen ist die Lokalisierung von
Wasserstoffatomen. In Proteinen gibt es zwei Hauptgruppen von Wasserstoffatomen. Zum

einen sind dies die in vorwiegend kovalenten Bindungen befindlichen Wasserstoffatome, die
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nicht ausgetauscht werden konnen. Ist das Protein nicht gentechnisch volldeuteriert, so liegen
diese als 'H Isotop vor. Zum anderen sind es die Wasserstoffatome, die sich in vorwiegend
polaren Bindungen befinden und mit dem Ldsungsmittel von 'H zu *H ausgetauscht werden
konnen. Neben den Amidprotonen des Protein-Riickgrates sind dies Wasserstoffatome in den
Seitenketten (vgl. Anhang 8.1). Die Verteilung der Wasserstoffatome des Proteins ist aus Tab.
6.1 und Tab. 6.6 ersichtlich.

7.2.1 Verbesserung der Sichtbarkeit von 'H-Atomen

Wie in Abschnitt 6.3 gezeigt, konnen Streudichtemappen korrigiert werden, so dass die
Positionen der 'H-Atome deutlicher sichtbar werden. Dabei sind im wesentlichen zwei
Effekte zu betrachten, die eine gemeinsame Ursache haben. Zum einen fiihrt die positive
Streuldnge, z.B. fiir ein Kohlenstoffatom und ein benachbartes Wasserstoffatom mit negativer
Streuldnge, zu einer teilweisen Ausloschung der Dichte. Dies wurde schon von Kossiakoff
und Spencer (1981) diskutiert. Der geringe Abstand der beiden Atome von ca. 1A und die
Aufldsung der Messung von 1.5A fiihren zu einer Interpolation der Dichte. Die Maxima der
negativen Streudichte liegen dadurch nicht am Ort des Wasserstoffatoms, sondern, entlang der
Bindung verschoben, weiter weg. Mit sinkender Auflosung der Messung und steigendem B-
Faktor der Atome verstiarkt sich dieser Effekt. Damit lassen sich aber die unerwarteten,
negativen Dichten in den rein synthetischen Dichtemappen, bei denen nur Atome mit
positiver Streuung beriicksichtigt wurden, nicht erkldren (vgl. Abb. 6.2). Diese sind ,,Fourier-
Artefakte®, die durch das Abschneiden der Fouriertransformation bei der maximalen
gemessenen Auflosung verursacht werden. Die Begrenzung der Auflosung ist also die

zugrunde liegende gemeinsame Ursache.

Die Entstehung der ,,Fourier-Artefakte® kann man schon fiir ein einzelnes C-Atom verstehen.
Abb. 7.8 zeigt die Streuung eines Atoms im Vergleich fiir die Streuung von Rontgenstrahlung
und Neutronen fiir verschiedene B-Faktoren. Bei einem B-Faktor von 10A” ist die Streuung
fiir Neutronen bei einer Auflsung von 1.5A noch nicht auf Null abgefallen. Die Betrachtung
der Fouriertransformation bei einer negativen Konturierung der Streudichtemappen zeigt dann
die Artefakte. Bei groBerem B-Faktor ist dieses Problem nicht mehr zu beobachten. Betrachtet
man FElektronendichtemappen aus der Rontgenstrukturanalyse bei einem negativen
Konturniveau, so ist ebenfalls negative Streudichte zu beobachten. Allerdings ist dies schon

bei einem B-Faktor von 10A? weniger ausgeprigt, da der Atomformfaktor fiir
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Rontgenstreuung im Gegensatz zur Streuldnge fiir Neutronenstreuung winkelabhéngig ist. Bei
groBBerem B-Faktor ist der Unterschied zwischen Neutronen- und Rontgenstreuung nur noch

klein.

o

i

f(sind/A) exp(-B (sin®/A)?) (willk. Einh.)

o

2sind/ A (A1)

Abb. 7.8: Vergleich der Streuung eines C-Atomes fiir Neutronen- (durchgezogene Linie) und
Rontgenstrahlung fiir verschiedene B-Faktoren (B = 10A? entspricht <x> = 0.13A%). Der
rechte Rand der Abbildung entspricht einer Auflésung von 1.5A.

Die Messung der Strukturfaktoren entspricht einer Fourieranalyse der zugrundeliegenden
Streudichte. Die Auflosung der Struktur entspricht der kiirzesten Wellenldinge bzw. der
hochsten Frequenz der Fourieranalyse. Durch die Begrenzung der Auflésung werden hohere
Frequenzen der Fourieranalyse nicht bertlicksichtigt. Dies ist der Interpolation der Streudichte
in Abstinden, die der Aufldsung entsprechen, dquivalent (Weaver 1989). Andert sich die
Streudichte nun in Abstinden, die kleiner als die gemessene Auflosung sind, so weicht die
Fouriersynthese, also die berechnete Streudichtemappe, davon ab. Dabei konnen diese
Anderungen einfach verloren gehen, was dem ,,Ausldschen* von Streudichte entspricht, oder
es treten die oben erwéhnten ,,Fourier-Artefakte® auf. Diese wiirden bei einer vollstindigen
Fouriersynthese durch die Strukturfaktoren mit Frequenzen, die grofer sind als die

Auflosung, ausgeglichen werden.
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Abb. 7.9: Korrektur von Dichtemappen und Sichtbarkeit von 'H-Atomen am Beispiel einer
Methyl-Gruppe des Hims (Pfeil in Abb. 6.3). Unkorrigierte (a) und Korrigierte (b) F°-
Streudichtemappe. Unkorrigierte (¢) und Kkorrigierte (d) 2F°-F°-Streudichtemappe und
mogliche Doppellage (d: schwarze Linien). blau: Konturierung bei 0.27x10™?cm/A? (absolut
skaliert, entspricht 1.85), rot: -0.13x10™"%cm/A® (entspricht —1.50).

Die Subtraktion der Dichtemappen der positiven Streuer ist wegen der Linearitdt der
Fouriertransformation zuldssig. Die Dichtemappen, die aus Atomen mit positiver Streuung
berechnet werden, bestehen zum groften Teil aus dem mit hoher Prizision bekannten
Rontgenstrukturmodell.  Sie sind daher weitgehend fehlerfrei. Die korrigierten
Streudichtemappen dienen aber nicht nur dazu ,schonere Bilder zu berechnen. Sie
ermdglichen auch eine Beurteilung der aus der Verfeinerung erhaltenen Struktur. Als Beispiel
zeigt Abb. 7.9 eine Methylgruppe, die in Abb. 6.3b mit einem Pfeil gekennzeichnet ist. Die
Verbesserung der Sichtbarkeit der 'H-Atome fiir eine synthetische Dichtemappe ist in der
ersten Zeile gezeigt. Fiihrt man die Korrektur fiir die 2F°-F°-Dichtemappe durch, so erkennt
man eine Doppellage der Methylgruppe. Die zweite Lage ist in Abb. 7.9d skizziert. Aufgrund

der unkorrigierten Dichtemappe in Abb. 7.9¢ ist eine Interpretation schwer moglich.

Shu et al. 2000 fiihren die zum Teil schlecht interpretierbaren negativen Streudichtemappen
als ein wichtiges Argument fiir die Verwendung von volldeuterierten Proteinen zur
Neutronenstrukturanalyse an. Bei einer Aufldsung von 2.0A diskutieren die Autoren dieser

Studie Streudichtemappen von Phenylalanin 43. Zum Vergleich sind in der folgenden
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Abbildung die unkorrigierte und korrigierte 2Fo-Fc-Dichtemappe bei einer Aufldsung von
1.5A dargestellt.

Abb. 7.10: Unkorrigierte (a) und korrigierte (b) 2F°-F°-Streudichtemappe fiir Phenylalanin 43.
blau: Konturierung bei 0.27x10"%cm/A° (absolut skaliert, entspricht 1.85), rot: -0.13x10°
2em/A? (-1.50).

In der Diskussion der Ergebnisse von Shu et al. 2000 wird aber auch eine Losung des
Problems angedeutet: eine hohere Auflosung der Messung. Die Autoren sind aber der
Meinung, dass eine Auflosung, die das Problem l6se, fiir Proteine normalerweise nicht
erreichbar sei. Die Kombination der hoheren Auflosung von 1.5A und der Korrektur von
Dichtemappen widerlegt dies eindrucksvoll. Das Hauptargument fiir eine vollstindige
Deuterierung, die Reduktion des Untergrunds durch die inkohérente Streuung von 'H-Atomen
und eine damit verbundene Verbesserung des Verhidltnisses von Reflexintensitit zu

Untergrund, gilt natiirlich nach wie vor (Abschnitt 2.2.3).

7.2.2 Wassermolekiile und Protonierung der Histidine in der Neutronenstruktur
bei 20K im Vergleich zu 300K

Die Zahl und Position der in Neutronen- (20K) und Rontgenstruktur (105K, Ostermann 2000)

gefundenen Wasser stimmen sehr gut iiberein (Kapitel 6.1). Fast alle Wasser, die bei

Raumtemperatur in der Rontgenstruktur gefunden wurden, konnten in der Neutronenstruktur

bei 20K selbst bei 2.1A als vollstindige Wassermolekiile modelliert werden. Dabei ist die
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Betrachtung der Streudichte aus der Messung bei 20K aufgrund der groen B-Faktoren nicht
immer eindeutig. Es sind mehrfache Lagen zu beobachten. Geordnete Wassermolekiil-
Netzwerke an der Proteinoberfliche bediirfen daher einer Interpretation unter
Beriicksichtigung der bevorzugten Geometrie fiir Wasserstoftbriicken. Die beiden
Neutronenstrukturen von Myoglobin konnen als ein Startpunkt fiir weitergehende Analysen
verwendet werden. Im Folgenden werden einige wenige, daflir aber umso bedeutsamere
Wassermolekiile in Protein-Hohlrdumen betrachtet. Die folgende Abbildung zeigt das
Myoglobin-Molekiil einmal als Bénder-Modell und einmal als Stdbchenmodell. In beiden
Fiéllen sind Hohlriume im Protein als griine Volumina dargestellt. Zur Berechnung des
Volumens wird eine Probekugel verwendet, durch deren Radius man festlegt, welche

Hohlrdume gefunden werden.

Abb. 7.11: Myoglobin und die Hohlrdume (griin). a: Biandermodell und Him-Gruppe. b:
Stabchenmodell mit Wasserstoffatomen. Nummern der Hohlrdume entsprechen den Orten an
denen ein Xenon-Atom untergebracht werden kann (nach Tilton et al. 1984). L: Hohlraum in
dem sich der Ligand befindet. X: hier wurde bei 20K ein Wassermolekiil gefunden. Die
Hohlrdume wurden mit dem Programm ,,Voidoo* berechnet (Kleywegt und Jones 1994).

Die getrennten Hohlrdume 1, 2 und 3 wurden mit einer Probekugel von 0.8A, der Hohlraum
4, der auch die Positionen ,,L* und ,,X* umfasst, wurde mit einer Probekugel von 0.6A
berechnet. Hohlraum 4 wurde auch mit einem Probenradius von 0.8A gefunden, er endet dann
unterhalb der Position ,,X* und ist rechts von ,,L“ weniger ausgedehnt (bzgl. Abb. 7.11). Die
Verwendung des kleineren Probenradius zeigt die Zuginglichkeit weiterer Hohlrdume, die fiir

den Austausch der Amidprotonen von Bedeutung ist. Die dargestellten Hohlrdume, sowie
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weitere wurden bereits von Lee und Richards (1971) gefunden. Schon in der Arbeitsgruppe
von Kendrew wurde erkannt, dass in Myoglobin Xenon-Atome untergebracht werden kénnen
(Schoenborn et al. 1965) und spiter genauer analysiert (Tilton et al. 1984). Die vier Orte, an
denen ein Xenon-Atom in der Rontgenstrukturanalyse nachgewiesen werden konnte, sind in
Abb. 7.11 nummeriert. Zu besonderer Bedeutung kamen diese so genannten Xenon-Locher
durch den Nachweis von Intermediaten nach der Blitzlicht-Photolyse von MbCO (Brunori et
al. 2000; Chu et al. 2000; Ostermann et al. 2000). Eine Frage, die sich somit unmittelbar bei
der Strukturaufklarung mit Neutronen aufdringt, gilt der moglichen Besetzung der Hohlrdume

mit Wassermolekiilen. In Hohlraum 3 beobachtet man auch in der Rontgenstrukturanalyse bei

1.5A zwei Wassermolekiile. Die folgende Abbildung zeigt diese in der Neutronenstruktur bei

20K und bei 300K.

Abb. 7.12: Wasser (rote Kugel und rot-griine D,O-Molekiile) und 2F°-F°-Streudichte (blau,
Konturniveau 1.56) in Hohlraum 3 (griin, Nummerierung nach Abb. 7.11) bei 20K (a) und
300K (b). Wasserstoffbriicken sind rot gepunktet.

Bei 20K ist die Streudichte fiir beide Wassermolekiile als vollstindiges D>O-Molekiil
interpretierbar. Bei 300K ist das in Abb. 7.12 als rote Kugel (im Folgenden als Nr. 1
bezeichnet) dargestellte Wassermolekiil nicht eindeutig orientiert. Die Orientierung des
anderen Wassermolekiils (im Folgenden als Nr. 2 bezeichnet) unterscheidet sich in der
Ausrichtung eines D-Atoms. Bei 20K zeigt dieses D-Atom auf das Stickstoffatom des
Proteinriickgrats von Aminoséure 80, bei 300K auf das Ns-Atom des Histidin 82 (siche Abb.
7.13). Das andere D-Atom zeigt in beiden Féllen auf das Sauerstoffatom des Riickgrats von
Aminosdure 75. Die Position des O-Atoms des D,O-Molekiils ist &hnlich. Zur Verdeutlichung
ist die Struktur bei 300K in Abb. 7.13 in einer anderen Orientierung dargestellt. Es kann nicht

ausgeschlossen werden, dass die jeweils andere Konformation zu einem Teil vorliegt.
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Wahrscheinlich kann das Wasser zwischen beiden Konformationen wechseln, und man
beobachtet bei der jeweiligen Temperatur eine bevorzugte Lage. Wasser 1 bildet eine
Wasserstoftbriicke zum O-Atom von Wasser 2 aus. Damit ist ein D-Atom in seiner Position
zwischen den beiden O-Atomen festgelegt. Das andere D-Atom ist bei 20K ausgerichtet. Fiir
dieses ist keine Wasserstoffbriicke identifizierbar. Vermutlich fithren die van-der-Waals und
elektrostatische Wechselwirkungen zu der Orientierung. Bei Raumtemperatur sind diese zu

schwach um eine eindeutige Orientierung des Wassermolekiils zu beobachten.

Abb. 7.13: Wasser (rote Kugel und rot-griine D,O-Molekiile) und 2F°-F°-Streudichte (blau,
Konturniveau 1.56) in Hohlraum 3 (griin, Nummerierung nach Abb. 7.11) bei 300K. Die
Darstellung aus Abb. 7.12 ist hier um ca. 45° um die Achse durch die Sauerstoffatome der
Wassermolekiile gedreht. Wasserstoffbriicken sind rot gepunktet.

In den anderen Hohlrdumen beobachtet man bei 300K keine Streudichte, die man als
Wassermolekiil interpretieren kann. Bei 20K kann man dagegen Streudichte in Hohlraum Nr.
1 und dem mit ,,X* bezeichneten Hohlraum beobachten. In Abb. 7.14 sind diese durch rote
Kugeln markiert. In Hohlraum Nr. 1 beobachtet man ein CO-Molekiil in einem Intermediat
nach der Blitzlichtphotolyse von MbCO (Chu et al. 2000; Ostermann et al. 2000). Die
Position von ,,X* liegt in der Nédhe von Position 4, an der ebenfalls bei einem Intermediat
nach Photolyse ein CO-Molekiil gefunden wurde (Brunori et al. 2000; Ostermann et al. 2000).
In den anderen Hohlrdumen beobachtet man keine Streudichte. Die moglichen
Wassermolekiile aus Abb. 7.14 konnten einen EinfluB auf die Riickbindung des CO-
Molekiiles nach Blitzlicht-Photolyse (Brunori 2000) sowie auf die Reaktion von O, mit NO in
Myoglobin (Brunori 2001a; Frauenfelder et al. 2001) haben.
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Abb. 7.14: Als Wasser (rote Kugel) interpretierte 2F°-F°-Streudichte (blau) in Hohlraum 1 (a,
Konturniveau 1.26) und der mit ,,X* bezeichneten Stelle in Hohlraum 4 (b, Konturniveau
1.56). Zur Bezeichnung der Hohlrdume sieche Abb. 7.11.

Neben der Wasserstruktur sind bei der Struktur bei 20K Unterschiede in der Protonierung der
Histidin-Seitengruppen zu beobachten. In Tab. 6.4 sind diese im Vergleich mit der
Neutronenstrukturanalyse von volldeuteriertem Myoglobin (Shu et al. 2000) und Messungen
mit magnetischer Kernresonanz (Bashford et al. 1993) zusammengefasst. Die pH-Werte fiir
die Neutronenstrukturen sind leicht unterschiedlich. Der Puffer fiir die Messung bei 300K
wurde auf einen Wert von 7.2 eingestellt, der fiir 20K auf einen Wert von 7.0. Die Messung
von Shu et al. (2000) wurde bei pH 6.2 durchgefiihrt. Untersuchungen von Glasoe und Long
(1960) zeigen, dass der mit einer pH-Elektrode gemessene Wert flir den dquivalenten pD-
Wert um 0.4 Einheiten nach oben zu korrigieren ist. Der Vergleich mit den pK-Werten aus
der magnetischen Kernresonanz-Spektroskopie zeigt, dass in der Neutronenstrukturanalyse
stets ein hoherer Anteil an Protonierung der Histidine zu beobachten ist (Tab. 6.4). Eine
Besonderheit stellen Histidin 24 und 119 dar. Diese teilen sich ein Deuteron, wie in Abb. 7.15
gezeigt. Bei 20K ist das Histidin 119 zusétzlich am Ng-Atom protoniert. Die Abweichungen
von 300K gegeniiber 20K sind zusétzliche Protonierungen an den Histidinen 97, 113, 116,
119 bei tiefen Temperaturen und die Deprotonierung von Histidin 48. Die unterschiedlichen
Protonierungen kann man mit der lokalen Wasserstruktur erkldren. Die zusétzlichen
Protonierungen bei 20K sind stets durch ein Wassermolekiil stabilisiert. Bei Histidin 48 kann

man vermuten, dass die Protonierung durch die Ndhe eines Wassermolekiils ersetzt wird.

122



Abb. 7.15: Histidin 119 (links) und Histidin 24 teilen sich ein Deuteron. a: 20K. b: 300K.
Konturniveau der blauen Streudichte: +1.5G.

Die lokale Losungsmittelstruktur bestimmt damit die Protonierung der Histidine. Der Einfluss
der Temperatur auf die Protonierung ist damit durch den hoheren Ordnungsgrad der
Wassermolekiile zu erkliren. Dies kann auch die Differenzen zur magnetischen Kernresonanz
erkliaren. Kristallkontakte (Histidine 48, 119) konnen Wasser zusitzlich stabilisieren, was
dann wiederum zu Protonierung fiihren kann. Eine Beurteilung der Protonierung insbesondere
von Aminosduren an der Proteinoberfliche muss daher unter Beriicksichtigung der lokalen

Struktur durchgefiihrt werden.
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7.2.3 Vergleich der Wasserstoffatompositionen mit molekularmechanisch

berechneten Positionen

Durch die Berechnung von Differenz-Dichtemappen, die in Kapitel 6.4 beschrieben wurde,
kann man die Differenzen zwischen der molekularmechanischen Vorhersage und den
experimentell bestimmten Wasserstoffatompositionen im Uberblick fiir das ganze Protein
betrachten. Um eine bessere Ubersicht zu bieten, ist in der folgenden Abbildung die dem

Losungsmittel zugéngliche Oberfliche des Proteins dargestellt.

Abb. 7.16: Differenz-Dichtemappen im Uberblick fiir das ganze Protein. a: Béinder-Modell
von Myoglobin, die dem Losungsmittel zugingliche Oberfldche (blau, mit dem Programm
Voidoo berechnet, Kleywegt und Jones 1994) und Wasserstoffatome (graue Kugeln). b:
Differenzdichtemappe fiir 'H-Atome. Beim Ubergang von experimenteller Struktur zur
molekularmechanischen Vorhersage geht die Streudichte von roter zu griiner Streudichte
iiber. ¢: Differenzdichtemappe fiir H-Atome. Beim Ubergang von experimenteller Struktur
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zur molekularmechanischen Vorhersage geht die Streudichte von griiner zu roter Streudichte
iiber. Sichtbare Differenzen entsprechen 0.1A und groBer.

Die in Abb. 7.16 sichtbaren Differenzen entsprechen Koordinatendifferenzen von 0.1A und
mehr. Die Differenzen sind fiir 'H- und “H-Atome getrennt dargestellt. Bei den “H-Atomen
sind die groBten Differenzen fiir die Wasserstoffatome in den OH-Gruppen von Serinen und
Threoninen zu beobachten. Dies wurde schon von Briinger und Karplus (1988) diskutiert.
Diese Gruppen besitzen mehrere bevorzugte Lagen beziiglich der Rotation um die Achse O-
C. Die Energieminimierung kann die experimentell bestimmte Lage nur unzureichend
vorhersagen. Das Experiment zeigt, dass es in diesen Fillen jedoch eine eindeutig bevorzugte
Lage gibt, die man auch in den Streudichtemappen beobachtet. McDowell und Kossiakoff
(1995) konnten diese in einem Vergleich der Neutronenstruktur von Trypsin mit Positionen
aus einer Molekular-Dynamik-Simulationen gut wiedergeben. Einige Beitrdge liefern auch
die “H-Atome an den Stickstoffatomen des Proteinriickgrates. Je nach lokaler
Wasserstoffbriicken-Geometrie beobachtet man Abweichungen von der vorhergesagten
Struktur. Die meisten Abweichungen treten an der Proteinoberfliche auf. Dort kdnnen

Wassermolekiile als zusatzliche Wasserstoffbricken-Partner konkurrieren.

Die Differenzen fiir die "H-Atome sind wesentlich stirker ausgeprigt. Um diese zu verstehen
ist es sinnvoll, die Aminosiduren mit allen Wasserstoffatomen zu betrachten (im Anhang 8.1).
Von den ca. 1000 'H-Atomen sind ca. 700 bei bekannten Atompositionen aus der
Rontgenstrukturanalyse festgelegt, da sie keinen Freiheitsgrad besitzen. Die Differenzen
riihren von der Rotationsfreiheit der Methylgruppen her und sind hauptséchlich im
Proteininneren zu beobachten. Schon Kossiakoff und Spencer (1981), Wlodawer et al. (1984)
und Kossiakoff und Shteyn (1984) stellten fest, dass die Mehrzahl der Methylgruppen in
Proteinen eine eindeutige Orientierung aufweisen. Das bedeutet nicht, dass die
Methylgruppen fixiert sind. Sie springen sehr schnell zwischen den um 120° gedrehten
Positionen. Allerdings erfolgen die Spriinge so schnell, dass im Mittel in der Strukturanalyse

eine Orientierung beobachtet wird (Kossiakoff und Shteyn 1984).

Die folgende Abbildung zeigt Histogramme fiir die Wurzel der mittleren quadratischen
Abweichung der Koordinaten zwischen experimentellem und berechnetem Modell fiir die
Methylgruppen und die “H-Atome im Proteinriickgrat. Letztere weisen eine schmale

Verteilung mit wenigen Werten groBer 0.2A auf. Die Methylgruppen hingegen weisen sehr
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groBe  Abweichungen auf: iber 70% der Wasserstoffatome sind in der

molekularmechanischen Vorhersage um mehr als 0.2A falsch positioniert.
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Abb. 7.17: Histogramme fiir die Wurzel der mittleren quadratischen Abweichung zwischen
experimentellem Modell und molekularmechanischer Vorhersage. a: Methylgruppen b: *H-
Atome im Proteinriickgrat fiir verschiedene Parameter der Planaritit des 2H-Atoms in der
Ebene der Peptidbindung: geringe Planaritét (grau), starke Planaritét (schraffiert).

Man halte sich vor Augen, dass der hier durchgefiihrte Test ein relativ einfaches Problem
darstellt, da die iberwiegende Mehrzahl der Koordinaten festgehalten ist (vgl. Tab. 6.1). Will
man atomare Modelle zur Simulation der Dynamik oder gar der Faltung von Proteinen
verwenden (Allen et al. 2001), so sollten die Methoden diesen einfachen Test bestehen. Die
unzureichenden Potentialfunktionen sind auch nach Meinung von Baker und Sali (2001) ein
Hindernis fiir die Weiterentwicklung der Strukturvorhersage fiir Proteine. Der hohe Wert der
Neutronenstrukturanalyse liegt in der Bereitstellung der Daten, die zur Fortentwicklung der

Modelle unter Einschluss der Wasserstoffatome verwendet werden konnen.

126



7.2.4 Dynamik der Wasserstoffatome

Bei kohdrenter Streuung zur Strukturanalyse kann keine Unterscheidung zwischen statischen
und dynamischen Auslenkungen der Atome getroffen werden. Dennoch kann man
Informationen {tiber das dynamische Verhalten von Proteinen erhalten. Die mittleren
Auslenkungsquadrate sind in helikalen Bereichen des Proteins systematisch niedriger als in
den Bereichen dazwischen (vgl. Abb. 6.7). In Abb. 6.6 ist aufgetragen, in welchen
Aminoséuren die Wasserstoffe am Stickstoffatom des Proteinriickgrats (vgl. Abb. 1.4) von 'H
zu *H ausgetauscht sind. Die Aminosduren, die nur einen geringen Austausch aufweisen,
befinden sich in den Helices. Dies ist einfach einzusehen: Das Wasserstoftbriicken-Netzwerk
in Helices ist geordnet (vgl. Abb. 1.4), was den Austausch behindert. Eine interessante
Ausnahme bildet die F-Helix, die das proximale Histidin 93 enthélt und dort die Him-Gruppe
bindet. Diese weist einen fast vollstindigen Austausch auf. Im Gegensatz dazu zeigt die E-

Helix, die das distale Histidin enthilt, sehr unterschiedliche Austauschgrade.

Besetzungswahrscheinlichkeit

60 70 80 90

Aminosaure #

Abb. 7.18: Austausch der Amidprotonen fiir die E- und F-Helix (Balken auf der Abszisse).
Ausgetauschte Protonen (*H-Atome), durchgezogene Linien: 300K, offene Kreise: 20K (nur 3
Werte: 0, 0.36 oder 1, Werte von 0 auf 0.1 und von 1 auf 0.9 verschoben, um diese von den
Achsen zu trennen).
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Abb. 7.18 zeigt die Werte fiir die Strukturanalyse bei 20K und 300K. Die Werte fiir die
Struktur bei 20K wurden aus der Betrachtung von 2F°-F°-Streudichtemappen ermittelt und es
wurden nur drei mogliche Werte zugelassen: negative Dichte, gegenseitige Ausloschung oder
positive Streudichte (vgl. Abschnitt 6.1). Im Rahmen der Qualitit der Strukturanalyse bei 20K
stimmen die Werte gut iiberein (vgl. auch Abb. 6.6). Die Kristalle fiir die Strukturanalyse bei
300K waren 10 Jahre, die fiir die Messung bei 20K hingegen 2 Wochen in deuteriertem Puffer
gelagert worden. Der Austausch der Amidprotonen ist im Kristall, im Rahmen der
Vergleichsmoglichkeit bei der unterschiedlichen Genauigkeit der Bestimmung in den beiden

Strukturanalysen, nach zwei Wochen nahezu abgeschlossen (vgl. auch Abb. 6.6).

Im Folgenden werden die detaillierteren Werte aus der Neutronenstrukturanalyse bei 300K
betrachtet. Die Aminosduren Valin 66, Leucin 69, Leucin 72 und Leucin 76 weisen nur sehr
geringen Austausch auf. Das Amidproton von Valin 66 befindet sich in gabelférmigen
Wasserstoftbriicken mit den O-Atomen von Lysin 63 und Lysin 62. Die restlichen drei
Aminosduren zeigen sehr kurze Wasserstoftbriicken zu ihren in der Helix iiblichen Partnern
vier Aminosduren in der Sequenz davor (Pauling et al. 1951). Die Wasserstoffbriicken

befinden sich alle auf der von Hohlrdumen abgewandten Seite (vgl. Abb. 7.11).

Li und Woodward (1999) beschreiben Mechanismen fiir den Austausches von Amidprotonen
in Proteinen im nativen Zustand. Zum einen konnen Wassermolekiile in das Protein
eindringen und somit einen Austausch ermdglichen. Zum anderen kann eine lokale Entfaltung
von Sekundérstrukturelementen den Kontakt mit Wassermolekiilen herbeifiihren. Schliesslich

ist eine Kombination dieser Mechanismen moglich.

Vojtechovsky et al. (1999) haben die anisotropen Debye-Waller-Faktoren von Myoglobin fiir
die Him-Gruppe, die E-Helix, die das distale Histidin enthdlt und die F-Helix analysiert.
Dazu wurden die Helices und die Him-Gruppe jeweils als starre Korper betrachtet und die
Debye-Waller-Faktoren jeweils mit einem TLS-Modell angepasst (Translations-Librations-
Schrauben-Modell, Schomaker und Trueblood 1968). So wurde von Vojtechovsky et al.
(1999) festgestellt, dass sich die F-Helix vorwiegend wie ein starrer Korper bewegt, fiir die E-
Helix hingegen werden aufgrund der Abweichungen zwischen den Debye-Waller-Faktoren
aus der Strukturanalyse und den Werten aus dem TLS-Modell Bewegungen édhnlich einer
Entfaltung vermutet. Die Him-Gruppe lie sich mit dem TLS-Modell gut beschreiben und die

Translations-Bewegungen verliefen vorziiglich in der Him-Ebene sowohl in der Richtung aus
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dem Protein heraus als auch senkrecht dazu. Das mittlere Auslenkungsquadrat ist fiir die F-
Helix groBer (ca. 0.16A%) als fiir die E-Helix und die Him-Gruppe (ca. 0.10A% bzw 0.12A2).
Die von Vojtechovsky et al. (1999) vermuteten Entfaltungs-Bewegungen der E-Helix stehen
im Widerspruch zu dem geringen Austausch der Wasserstoffatome. Die F-Helix, die sich starr
verhalten sollte, zeigt mehr ausgetauschte Protonen. Die Analyse im Rahmen des TLS-
Modelles fiir einzelne Helices widerspricht damit dem experimentellen Befund fiir den
Austausch der Amidprotonen. Chong et al. (2001) haben gezeigt, dass sich mit einem TLS-
Modell fiir Myoglobin als Ganzes die mittleren Auslenkungsquadrate der Riickgratatome
beschreiben lassen. Im Rahmen der detaillierten Analyse der Normal-Moden-Verfeinerung
konnte jedoch gezeigt werden, dass die Vernachldssigung der internen Bewegungen im TLS-
Modell falsch ist (Chong et al. 2001). Die Analyse von Vojtechovsky et al. (1999)
vernachléssigt damit die internen Bewegungen, auch die Korrelation von Bewegungen des

Molekiils, die nicht die Helices als Ganzes betreffen.

Eine Erklarung flir den unterschiedlichen Austausch der Amidprotonen konnte eine erhohte
Zuginglichkeit der proximalen Seite fiir Wassermolekiile durch Bewegungen der Hidm-
Gruppe sein. Nicht zuletzt ist ein Beitrag durch die Kavititen in der Myoglobin-Struktur zu
erwarten (vgl. Abb. 7.11). Wasser kann durch diese in das Protein eindringen und den
Austausch ermdglichen. Da der Seite der E-Helix, an der sich die Aminosduren 66, 69, 72 und
76 befinden, keine Kavitdt benachbart ist, ist der Austausch dort erschwert. Vergleicht man
dies mit den von Li und Woodward (1999) beschriebenen Modellen, so liegt hier wohl der
Mechanismus durch Eindringen von Wassermolekiilen vor. Kossiakoff (1982) stellte bei der
Untersuchung des Austausches in der Neutronenstrukturanalyse von Trypsin (223
Aminosduren, 1.8A Aufldsung) fest, dass die Losungsmittelzugiinglichkeit alleine nicht
ausreicht: selbst einem Amidproton benachbarte Wassermolekiile konnten in einzelnen Féllen
keinen Austausch bewirken. Eine geringe lokale Beweglichkeit muss demnach hinzukommen,
um einen Austausch zu verhindern. Auch dies ist fiir die Aminosduren 66, 69, 72 und 76 der
Fall. Sie befinden sich in Minima der mittleren quadratischen Auslenkung aus der
hochaufgeldsten Rontgenstrukturanalyse von Vojtechovsky et al. (1999). Nimmt man dies
zusammen, so lisst sich die Dynamik der E-Helix so verstehen: Die eine Seite hat sehr fixe
Wasserstoftbriicken, bei denen kein Austausch der Amidprotonen beobachtet werden kann,
wihrend die andere Seite grofere Fluktuationen aufweist und einen Austausch ermoglicht.
Die Zuginglichkeit fiir Wassermolekiile und die lokale Beweglichkeit stimmen {iberein. Man

kann vermuten, dass dies sich gegenseitig bedingt.
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Die mittleren quadratischen Auslenkungen fiir die Riickgratatome aus der
Neutronenstrukturanalyse und der Rontgenstrukturanalyse unterscheiden sich im wesentlichen
um einen konstanten Wert t = 0.067A% (vgl. Abschnitt 6.5). Zwischen einem deuterierten und
einem nicht-deuterierten = Losungsmittel ist im Rahmen der Auflosung der
Rontgenstrukturanalyse bei 1.5A kein Unterschied zu erkennen (Abschnitt 6.2). Die
Verschiebung um einen konstanten Wert kann durch eine systematisch falsche Bestimmung
des Untergrundes der Neutronendaten erklart werden. Die Intensitdt schwacher Reflexe kann
dadurch um den Faktor exp(+8n*t-sin”9/A%) zu groB werden. Die im Folgenden diskutierten
mittleren quadratischen Auslenkungen der Neutronenstrukturanalyse wurden um den Wert

0.067A? nach oben korrigiert.

Die Analyse der B-Faktoren in Abschnitt 6.5 (Abb. 6.8 a und b) zeigt, dass man die
Wasserstoffatome in drei Klassen von Beweglichkeit einordnen kann: (i) solche mit Riickgrat-
Charakter, (ii) solche mit Methyl-Charakter und (iii) solche mit Lysin-Charakter. Das
Ergebnis der Anpassung der Histogramme mit drei Gaul3-Kurven (Abb. 6.8 ¢ und Tab. 6.6)
zeigt, dass die strukturelle Einteilung wohl definiert ist: 77% der Riickgrat-Atome, 79% der
Methyl-Atome und 97% der Lysin-Wasserstoffatome werden durch die zugehorigen Gaul3-
Kurven erfasst. Die Gesamtzahl verteilt sich nach der Anpassung zu 29%, 38% und 33% auf

die Klassen in der oben angegebenen Reihenfolge.

In einer Untersuchung der Dynamik von Seitenketten, die Methylgruppen enthalten, mit
NMR-Spektroskopie (Lee und Wand 2001) wurden ebenfalls drei Klassen von
Beweglichkeiten gefunden. Die Wasserstoffatome in Methylgruppen sind aus Sicht der
Neutronenstrukturanalyse relativ homogen (Abb. 6.8b). Die Anpassung mit GauB3-Kurven
(Tab. 6.6) zeigt, dass 79% der Klasse mittlerer, 7% der Klasse geringster und 14% der Klasse

groBter Beweglichkeit angehdren. Eine qualitative Ubereinstimmung ist also zu beobachten.

Die Verteilung der Wasserstoffatome kann man nun zur Interpretation der Ergebnisse aus
inkohidrenter elastischer Neutronenstreuung verwenden (Doster et al. 1989). Dabei ist zu
beachten, dass die inkohdrente Neutronenstreuung nur Bewegungen misst, die schneller als
eine fir die Messapparatur charakteristische Zeit sind. Die Energieauflosung der
Messapparatur bestimmt die Auflosung der elastischen Linie und somit die Intensitit

derselben. Analoges gilt fiir den MoBbauer-Effekt. Die natiirliche Linienbreite des Zerfalls
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des angeregten Zustands ergibt in diesem Fall fiir °’Fe eine Grenze fiir die Bewegungen, die
erfasst werden konnen: Nur Bewegungen die auf einer Zeitskala von ca. 140ns und schneller
ablaufen. Im Falle der hier betrachteten Daten aus der Neutronenstreuung von Doster et al.
(1989) werden nur Bewegungen erfasst, die schneller als ca. 80ps sind. Die kohidrente
elastische Streuung erfasst alle dynamischen Auslenkungen sowie die statische Verteilung
aufgrund der Konformationssubzustidnde in Proteinen (Parak et al. 1987; Chong et al. 2001).
Man muss daher die mittleren quadratischen Auslenkungen in einen Teil <x*>! , den die

fast >

n

inkohirente Neutronenstreuung erfassen kann, und einen Teil <x’> der in der

slow ?

inkohdrenten  Streuung nicht beobachtet wird, aufteilen. Fir die aus der

Kristallstrukturanalyse erhaltenen Werte < x* >!  gilt dann:

n n

2 _ 2 n 2
<XJ > =<< XJ >fast + <XJ >slow (61)

cyst

Man kann die Werte aus der Strukturanalyse nicht direkt verwenden, um die inkohirente
elastische Streuung zu erkldren, da die Aufteilung in den langsamen und schnellen Anteil
nicht bekannt ist. Eine Anpassung der S(q,0) Kurven fiir die vier Temperaturen aus Doster et

fast

al. (1989) wurde daher mit den Parametern < x; >} durchgefiihrt:
: 2 2
$(a,0) =§,cj -exp(—q” <x;>L) (62)

verwendet. Die relativen Konzentrationen c;

Als Startwerte wurden die Werte <xj>!
wurden aus der Fliche der GauB-Kurven entnommen (Tab. 6.6). Aus der Steigung von
InS(q,0)/q” fiir =0 kann man einen Mittelwert fiir die mittlere quadratische Auslenkung aller

Wasserstoffatome < x° >"

fast

erhalten. Die Anpassung von S(q,0) wurde daher zugleich mit

einer Anpassung fiir das mittlere Auslenkungsquadrat durchgefiihrt:

fast *

3
<x’>! =Y, <x}>] (63)
=1

Die Anpassung von Gl. (62) und (63) an die Daten aus Doster et al. (1989) wurde gleich
gewichtet. Das Ergebnis ist in Abb. 7.19 dargestellt.
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Abb. 7.19: Ergebnis der Anpassung von S(q,0) und <x’>" . a: S(q,0) (aus Doster et al.

fast

1989) bei 202K (A), 242K (0O), 277K ( ) und 320K (V) und die Anpassung nach Gl. (62)
(durchgezogene Linien). Das kleine Bild zeigt die Anpassung bei 320K mit drei Klassen von
Wasserstoffatomen (gestrichelte Linien). b: <x] >}  aus der Anpassung (offene Symbole),

fast

n
cryst

und <x;> aus der Strukturanalyse (gefiillte Symbole). Das kleine Bild zeigt die

n
fast 2

gemittelten Werte <x’>! , den harmonischen Anteil (offene Kreise und durchgezogene

Linie, aus Doster et al. 1989) und die angepassten Werte (gefiillte Quadrate).
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Auch wenn die kristallographische Untersuchung bei 300K stattgefunden hat, kann man
qualitative Aussagen liber die langsamen bzw. statischen Anteile der mittleren quadratischen
Auslenkungen fiir die drei Klassen machen. Die Klasse mit den grofiten
Auslenkungsquadraten zeigt demnach fast ausschlieBlich schnelle Dynamik, die von der
inkohédrenten Neutronenstreuung erfasst wird. Die Klasse mittlerer Auslenkungsquadrate zeigt
neben dem schnellen Anteil einen langsamen Anteil, der fiir die inkohédrente
Neutronenstreuung nicht messbar ist. Die Klasse geringster Auslenkungsquadrate hingegen
zeigt nur wenig schnellen Anteil. Fiir die inkohdrente Neutronenstruktur scheinen diese

Wasserstoffatome statisch.

Smith et al. (1990) haben aus einer Analyse von Molekulardynamik-Simulationen qualitativ
dhnliche Ergebnisse fiir S(q,0) berechnet. Doster et al. (1989) konnen die elastische Streuung
in einem Zwei-Zustands-Modell erkldren, das fiir alle Wasserstoffatome gilt. Die
Winkelabhdngigkeit der elastischen inkohdrenten Streuung alleine kann kein eindeutiges
Bewegungsmodell bestimmen. Aus den in Abb. 7.19 zusammengefassten Ergebnissen scheint
es sinnvoll, das fiir alle Wasserstoffatome verwendete Zwei-Zustands-Modell zu erweitern.
Die gefundenen drei Klassen von Wasserstoffatomen sollten durch unterschiedliche Modelle
beschrieben werden. Die quasielastische Streuung muss dabei beriicksichtigt werden (Doster

et al. 1989; Doster et al. 1990).
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8 Anhang

8.1 Die 20 a-L-Aminosiuren der Proteine

Glycin Alanin
GLY ALA

“ XX

B3

Phenylalanin Tyrosin
PHE TYR

/

4

Cystein Methionin
CYS MET

X X

£ X

Glutamin Histidin
GLN HIS

Abb. 8.1: Die 20 a-L-Aminosduren bei pH 7: Kohlenstoff (gelb), Stickstoff (blau), Sauerstoff
(rot), Schwefel (hellgriin), "H-Atome (grau), Deuterium (dunkelgriin).

Valin Leucin
VAL LEU

Serin Threonin
SER THR
Aspartat Asparagin
ASP ASN

Tryptophan Lysin
TRP LYS
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Isoleucin
ILE

b\\

Prolin
PRO

Glutamat
GLU

Arginin
ARG



8.2 Erlauterungen zum Zeitkorrelator

Ein wichtiger Aspekt der Naherung fiir kurze Zeiten ist die Dampfung, die vom
Auseinanderlaufen der Schwingungen herriihrt. Um dies zu veranschaulichen, sind im
Folgenden ein paar einfache Beispiele analog zu Chan und Page (1984) berechnet. In den
folgenden Abbildungen wird der Teil des Zeitkorrelators n(t) (Gl. (4))betrachtet, der in der
Exponentialfunktion nur einen Realteil hat. Fiir die einzelnen Moden j wird dieser im

Folgenden als Amplitude Dj(t) bezeichnet:
D, (t) = exp(=S,(2(n, ) + )(1 - cos(;1)) (64)

Der Zeitkorrelator ist dann das Produkt dieser Amplituden und dem imaginidren Anteil der

Exponentialfunktion:

-i((uonsj sin mj‘) (65)

n = l:[Dj(t)e
Das Absorptionsspektrum ist nach Gl. (2) und (3) durch die Fouriertransformation des
Zeitkorrelators mit einem exponentiellen Zerfall gegeben. Die Ubergangsfrequenz in den
Beispielen entspricht der Absorption der Soret-Bande in CO-ligandiertem Myoglobin (23-10°
cm™). Um den Einfluss der niederfrequenten Moden besser sichtbar zu machen, wurde ein
Wert von 15cm™ fiir die Breite des angeregten Zustands I' verwendet. Der Ubersichtlichkeit
wegen wurde nur eine hochfrequente Mode bei 800 cm™ mit einer Kopplungskonstanten von
0.5 betrachtet. Im ersten Beispiel (Abb. 8.2) sind die niederfrequenten Moden durch eine
Mode bei 0g=50 cm™ reprisentiert, die mit NSg = 2.15 koppelt. Der Subskript E steht dabei

fiir ,,Einstein-Modell*. Fiir die niederfrequenten Moden wird S; durch NSg ersetzt.

In Abb. 8.2a und b ist das periodische Wiederkehren der hohen und der niederfrequenten
Mode zu sehen. Die dargestellten Funktionen D; verschwinden bei langen Zeiten nicht.
Zugleich ist die Ndherung fiir kurze Zeiten gezeigt. Der Gaullsche Abfall zeigt nicht das
periodische Verhalten der Moden. Nimmt man in ¢ und d den exponentiellen Zerfall des
angeregten Zustands hinzu, so werden die Schwingungen der niederfrequenten Mode stark
»gedampft“. Dennoch sind sie im Absorptionsspektrum in e und f, das mit dem vollen
Zeitkorrelator berechnet wurde, deutlich sichtbar: sowohl bei tiefen als auch bei hohen
Temperaturen. Die Sichtbarkeit der niederfrequenten Schwingungen bei tiefen Temperaturen

ist physikalisch sinnvoll. Bei Raumtemperatur erwartet man jedoch ein Spektrum wie es die
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Amplitude

Amplitude

Zeit (ps) ’ S Zeit (ps)
| ! | ! | ! | | ! | ! | ! |

Absorption (willk. Einh.)

23 24 25 25
Wellenzahl (10°cm’™) Wellenzahl (10°cm™)

Abb. 8.2: Zeitkorrelator mit einer niederfrequenten Mode. Linke Seite T=1K (a,c,e) rechte
Seite T=300K (b,d,f). a und b: diinne Linie: Dg, schwarz ausgefiillt D,Dg, gestrichelte Linie
und grau ausgefiillt GauB-Niherung fiir kurze Zeiten. ¢ und d: exponentieller Abfall e™* und
DyDg ¢ ¢ und f: diinne Linie: mittels vollem Zeitkorrelator berechnete Absorption ww)/(C
®), dicke Linie: mittels der Néherung fiir kurze Zeiten berechnete Absorption.

Naherung fiir kurze Zeiten ergibt, was umgekehrt bei tiefen Temperaturen nicht physikalisch
sinnvoll ist. An Hand von Abb. 8.2 wird bereits ersichtlich, dass die niederfrequenten Moden
zu einer gaullformigen Verbreiterung fiihren. Der schnelle Abfall bei kurzen Zeiten kann
durch eine GauB-Kurve gendhert werden. Da bei spdteren Zeiten jedoch ein nicht-
verschwindendes Signal auftritt, ist die Ndherung fiir kurze Zeiten mit einer Mode bei sehr

tiefen Temperaturen falsch.
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Abb. 8.3: Zeitkorrelator mit zwei niederfrequenten Moden. Linke Seite T=1K (a,c,e) rechte
Seite T=300K (b,d,f). a und b: diinne Linien: Dg; und Dg,, schwarz ausgefiillt DyDgDg»,
gestrichelte Linie und grau ausgefiillt GauB3-Ndherung fiir kurze Zeiten. ¢ und d:
exponentieller Abfall e und DyDg Dk e’ e und f diinne Linie: mittels vollem
Zeitkorrelator berechnete Absorption W()/(C ), dicke Linie: mittels der Ndherung fiir kurze
Zeiten berechnete Absorption.

Im zweiten Beispiel (Abb. 8.3) werden statt einer zwei niederfrequente Einsteinmoden
betrachtet. Diese haben die Frequenzen 37 cm™ und 65 cm™. Damit die Linien die gleiche
Breite wie in der ersten Rechnung haben, wurden die Kopplungskonstanten NSg; = NSg, =
1.05 verwendet. Die zwei Moden schwichen sich gegenseitig. Nur wenn sie zusammentreffen
bleibt ein Anteil des Zeitkorrelators bei spéteren Zeiten sichtbar (Abb. 8.3a und b). Bei 300K

sind die niederfrequenten Moden im Zeitkorrelator kaum noch sichtbar. Das
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Absorptionsspektrum ist entsprechend sehr nahe am Spektrum, das mit der Néherung fiir
kurze Zeiten berechnet wurde (Abb. 8.3e und f). Bei tiefen Temperaturen sind alle Moden im

Spektrum sichtbar. Die Ndherung fiir kurze Zeiten ist nicht korrekt.

Das letzte Beispiel illustriert den Einfluss von 10 Moden die zufillig zwischen 10 und 70cm’™
ausgewdhlt wurden bei T=20K und T=300K (Abb. 8.4a und b). Die Kopplung wurde fiir jede
Mode zu 0.1 gesetzt. Da die zwei hochsten Moden zufillig relativ nahe beieinanderliegen, ist
bei 20K bei 0.5 ps noch eine Schulter zu sehen. Bei 300K ist der Abfall jedoch anndhernd
gauBformig.

Amplitude

o

Zeit (ps) 14 03 Zeit (ps)

Abb. 8.4: Zeitkorrelator mit 10 niederfrequenten Moden. a T=20K. b T=300K. diinne Linien:
D;, gepunktete Linie: exponentieller Abfall e™', gestrichelte Linie: Produkt aller
niederfrequenten Moden IID;, durchgezogene dicke Linie: Produkt aller niederfrequenten
Moden mit exponentiellem Abfall multipliziert: I[TD; ™",
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