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Zusammenfassung I

Zusammenfassung

Die Relaxation von intermedidren Zustinden Liganden bindender Him-Proteine wurde
mit Hilfe der optischen Spektroskopie zeitaufgelost verfolgt. Der Temperaturbereich
erstreckte sich fiir Myoglobin von 190 K bis 225 K, fiir Himoglobin von 200 K bis
245 K und fiir Neuroglobin von 275 K bis 305 K. Die Dekomposition der gemessenen
Spektren in die Anteile der verschiedenen in der Probe vorkommenden Spezies wurde
anhand der Singuldrwertzerlegung durchgefiihrt. Die Kinetik des Liganden wurde mit
der Strukturfluktuation von Proteinen im aktiven Temperaturbereich in Beziehung

gesetzt.

Die Kinetik von Proteinreaktionen ist stark temperaturabhingig. Wihrend die
Ubergiinge zwischen verschiedenen Zustinden bei Raumtemperatur oft durch ein
exponentielles Zeitverhalten angendhert werden konnen, sind bei sehr tiefen
Temperaturen nicht nur die Reaktionsraten bedeutend langsamer, sondern folgen auch
die Reaktionen wegen der strukturellen Inhomogenitit der Proteine eher einem
Potenzgesetz. Der Wechsel von der Tieftemperaturkinetik zur proteinspezifischen

Kinetik geschieht im Bereich der fiir Proteine charakteristischen Ubergangstemperatur.

Ausgehend von Met-Myoglobin bzw. Met-Hiamoglobin wird durch Photoreduktion des
Eisens mit einem kurzen Laserpuls ein metastabiler Zustand (Mb(II, Is, w) bzw.
Hb(I, Is, w)) erzeugt, dessen Struktur der des Met-Proteins entspricht, wobei aber das
Eisen reduziert vorliegt. Die Relaxation dieses Intermediates in den stabilen Deoxy-
Endzustand, bei welcher sich die Struktur des Proteins dndert und das Wasser seinen
Bindungsplatz am Eisen verldsst, wurde zeitaufgelost nach dem Laserblitz verfolgt. Die
Aufnahme der optischen Spektren iiber den gesamten optischen Wellenlédngenbereich
ermoglicht mit Hilfe der Singuldrwertzerlegung die Berechnung der Konzentrationen
der verschiedenen in der Probe vorhandenen Spezies und damit der Zerfallsfunktion des

Intermediates. Dafiir benétigte unbekannte Spektren der Intermediate von Himoglobin,
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eines mit dem wasserligandierten reduzierten Eisen und daneben das Bis-Histidyl-

Héamoglobin, wurden durch ,,self-modeling® bestimmit.

Da der Ubergang vom intermediéiren Zustand zum Endzustand und die Protein-Struktur-
fluktuationen miteinander verkniipft sind, geschieht die Interpretation der erhaltenen
Zerfallsfunktionen durch eine Kombination der Kramers-Theorie, die aktivierte Uber-
ginge zwischen Zustinden im viskosen Medium beschreibt, und dem Brown’schen
Oszillatormodell, welches fiir die Analyse der Proteinfluktuationen geeignet ist. Der
Zerfall des Intermediats liber die Kramers-Barriere kann dabei nur aus dem flexiblen
Zustand erfolgen und nicht aus den Konformationssubzustinden. Mit diesem Modell
1aBt sich der Zerfall des Intermediats flir alle gemessenen Temperaturen mit einem

festen Parametersatz fiir die Aktivierungsenthalpie und -entropie anpassen.

Bei Neuroglobin kann ein Cyanid-Ion an das dreiwertige Eisen binden, jedoch nicht an
das zweiwertige. Die Relaxation des nach Photoreduktion erhaltenen Intermediates in
die stabile Bis-Histidyl-Konformation geschieht etwas langsamer als die Relaxation von
genauso erzeugtem intermedidrem Cyanid ligandiertem Myoglobin in die Deoxy-

Konformation.
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Svymbole, Abkiirzungen und physikalische Konstanten

Symbol bzw. Abkiirzung
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Aufbau und Funktion der Proteine

Die Transformation eindimensionaler Information in dreidimensionale Information ist
fast ein neues Gesetz der Physik. Dieser Ausspruch von Max Delbriick bezieht sich auf
die Faltung von Proteinen, biologischen Kettenmolekiilen, die nicht nur Biochemiker,
sondern auch Physiker faszinieren. Die eindimensionale Information ist bei Proteinen
durch die in den Genen codierte Reihenfolge ihrer Bausteine, der L-Aminoséuren,
gegeben. Die 20 Standard-Aminosduren unterscheiden sich in den Seitenketten am C,-
Atom (Darnell, J. et al. 1990). Neben diesen Aminoséduren ist beim Menschen noch eine
21ste Aminosdure wichtig, die dem Cystein sehr dhnelt und, da das Schwefelatom durch
ein Selenatom ausgetauscht ist, analog Selenocystein heiflt. In den Eiweilen sind die
Aminosduren durch Peptidbindungen aneinandergekettet (Abb. 1). Thre Reihenfolge
wird Primérstruktur genannt und ist in den Genen festgelegt. Durch Rotationen um die
Bindungen an den C,-Atomen, als auch durch Verformungen der Proteinseitenketten ist

eine Vielzahl an unterschiedlichen Strukturen mdglich, die das Protein annehmen kann.

Abb. 1: Verkettung der Aminosduren durch Ausbildung von
Peptidbindungen; Die Peptidgruppen (durch Rechtecke markiert) sind
planar und starr. Rotationen sind um die Bindungen (durch Pfeile markiert)
an den C,-Atomen, an denen die Seitenketten hidngen, moglich.
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Ihre Funktion kdnnen Proteine allerdings nur ausfiihren, wenn die Aminosédurenkette in
einer bestimmten dreidimensionalen Struktur vorliegt. Die Transformation von der
ungeordneten Kette zum funktionsfdhigen Protein wird auch Faltung genannt und

geschieht in den meisten Proteinen spontan.

Cyrus Levinthal berechnete 1968 die Anzahl der unterschiedlichen Strukturen, die ein
aus 150 Aminosduren aufgebautes Protein einnehmen kann und kam auf 10°”. Selbst
ein kleines Protein mit 10°° méglichen Konformationen wiirde 10°° Jahre zur Faltung
benotigen, wenn es alle verschiedenen strukturellen Zustinde nacheinander durchtesten
wiirde, um den energiedrmsten zu finden. Dabei hétte es zum Testen eines Zustandes
eine Pikosekunde Zeit. Met-Myoglobin faltet sich dagegen in nur ca. 10s. Dieses
Levinthal-Paradoxon ist bis heute nur teilweise verstanden. So genannte

Faltungstrichter ebnen dem Protein demnach den Weg in die richtige Tertidrstruktur.

Verantwortlich fiir die richtige Faltung sind chemische Kréfte wie hydrophobe,
elektrostatische und van-der-Waals-Wechselwirkungen sowie Wasserstoff-, Salz- und
evtl. Disulfidbriicken zwischen den Aminosdurenseitenketten, mit dem Losungsmittel
oder mit Co-Faktoren. Gruppen von Aminosduren konnen oft wiederkehrende
Sekundérstrukturelemente  wie o-Helix oder [-Faltblatt ausbilden. Diese
Sekundirstrukturelemente ordnen sich dann rdumlich zu einer Tertidrstruktur an. Die
richtige Faltung der Polypeptidkette in die 3D-Struktur des funktionierenden Proteins
wird durch die genannten Krifte bestimmt. Das Potential wird dabei moglichst

minimiert. Die Stdrke der Krifte ist dabei sehr wichtig.

Die kovalenten Bindungen sind relativ stark (200 bis 400 kJ/mol) und kdénnen bei
physiologischen Temperaturen nicht gebrochen werden. Sie sind verantwortlich fiir die
Primérstruktur des Proteins und schrinken den Konformationsraum fiir die 3D-Struktur
des Proteins ein, da sie Bindungswinkel und -ldnge einschrinken. Besondere Bedeutung
besitzt hier die Peptidbindung (Abb. 1) im Proteinriickgrat, da sie partiellen
Doppelbindungscharakter hat und deshalb eine planare Struktur, von der nur

geringfiigig abgewichen werden kann. Drehungen um die Bindungen am C,-Atom sind
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jedoch moglich, so dass die Aminosdurenkette flexibel ist. Die mdglichen diedrischen
Winkel sind dann noch von den Aminosdureresten abhéngig und sind in einer

Ramachandran-Auftragung eingezeichnet.

In welche 3D-Struktur sich das Protein faltet, wird von schwécheren Bindungen
bestimmt. Auch das Losungsmittel spielt eine groe Rolle. Die Wassermolekiile ordnen
sich an der Proteinoberfldche durch Wechselwirkung mit hydrophilen Aminosdureresten
an, wodurch die Entropie erniedrigt wird. Die hydrophobe Wechselwirkung liefert
Beitrdge von -2 bis -14 kJ/mol pro Seitenkette. Wasserstoffbriicken, welche zwischen
den Amid- und Carbonylgruppen des Riickgrats gebildet werden, sind wichtig fiir die
Sekundérstruktur des Proteins. Aber auch einige Aminosdurereste konnen als
Wasserstoffdonator oder -akzeptor fungieren. Die Bindungsenergie einer
Wasserstoftbriicke liegt zwischen -12 und -29 kJ/mol und ist damit von der GroBe der
Wechselwirkung zwischen geladenen Gruppen (Salzbriicken). Die Stirke der van der
Waals-Wechselwirkung liegt betragsméfig etwas darunter. Zusitzliche kovalente
Bindungen zwischen Aminosdureresten konnen durch Disulfidbriicken gebildet werden.
Daran konnen zwei Cysteinreste oder in seltenen Fillen auch Lysine beteiligt sein.
Diese Hierarchie und Menge an unterschiedlichen Bindungen fiihrt zu einer hohen
Frustration, d. h. es gibt eine immense Anzahl an Konformationen mit &hnlicher

Gesamtenergie.

Daneben konnen auch physikalische Krifte entscheidenden EinfluB3 auf die Faltung
eines Proteins haben. Neben den auf mechanische Reize reagierenden
mechanosensitiven lonenkandlen stellt die Umfaltung des fiir die Blutgerinnung
entscheidenden Proteins, des Von-Willebrand-Faktors, ein extremes Beispiel dar
(Schneider, S. W. et al. 2007). Bei niedrigen FlieBgeschwindigkeiten des Blutes ballt
sich der Von-Willebrand-Faktor zu einer ca. 2 pm groflen Kugel zusammen. Bei einem
hohen Geschwindigkeitsgradienten im Blutgefdl &dndert dieses Eiweifl seine Struktur
reversibel und zieht sich in die Lange zu einem 100 um langen Faden. Dabei werden
Andockstellen fiir die Blutpldttchen freigelegt, die bei niedrigen FlieBgeschwindigkeiten

im Innern des Proteins verborgen sind.
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Abb. 2: Konformationsidnderung des Von-Willebrand-Faktors unter dem
Fluoreszenzmikroskop unterhalb (links) und oberhalb (rechts) des kritischen
Schergefilles. Bei einem grofen Schergefille findet sich das Protein in einer
elongierten Konformation, die bei unterschreiten des kritischen
Schergefilles reversibel in den kompakten Zustand iibergeht (Schneider, S.
W. et al. 2007). Es befinden sich im kompakten Zustand links zwei Proteine
im Fokus.

Fiir die grundlegenden Experimente an Proteinen wird oft auf Myoglobin als
Untersuchungsobjekt zurlickgegriffen. Myoglobin (Abb. 3) ist das Standard-
untersuchungsobjekt in der Biophysik und damit eines der bestuntersuchten Proteine.
Die erste Rontgenstrukturbestimmung wurde an diesem Protein erfolgreich
durchgefiihrt (Kendrew, J. C. et al. 1960). Es ist ein Protein mit einer Masse von 17 kD.
Es besteht aus 153 Aminosduren und einer prosthetischen Gruppe: der Hiamgruppe
(Abb. 4). Myoglobin ist ein {iberwiegend helikales Protein aus 8 Helices. Im Zentrum
der Hamgruppe befindet sich ein Eisenatom. Wichtig ist nun, dass dieses Eisen
sechsfach ligandiert sein kann, wobei fiinf Liganden (vier Stickstoffe der Himgruppe

und das proximale Histidin) fest gebunden sind.
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Abb. 3: Modelldarstellung von Myoglobin mit der eingebetteten
Héamgruppe
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CH, CHZ CH,

H,C |

| | U CH,

COD- — CH, | | | CH = CH,

Abb. 4: Struktur der zuerst von Hans Fischer synthetisierten Himgruppe
(Nobelpreis dafiir 1930). Das Eisen im Zentrum des planaren Molekiils wird
komplexiert durch 4 Stickstoffatome der 4 Pyrrole des Porphyrins.

Seine biologische Funktion besteht in der Speicherung von Sauerstoff im
Muskelgewebe und dessen Transport innerhalb der Zelle. Beim sauerstoffbeladenen
sog. Oxy-Myoglobin ist an der sechsten Koordinationsstelle des Eisens Sauerstoff
gebunden. Auch andere Liganden konnen anstatt Sauerstoff gebunden werden. Im Falle
von Kohlenmonoxid (CO) ist diese Bindung so stark, dass der Sauerstoff verdriangt
wird, und das Protein seine Funktion nicht mehr ausiiben kann, worauf die toxische
Wirkung von CO beruht. Normalerweise ist im Korper, wenn kein Sauerstoff gebunden
ist, eine Vakanz an dieser Bindungsstelle. Man spricht dann von Deoxy-Myoglobin.
Hier ist das Eisen-Atom aus der Himebene um 0,4 A in Richtung der proximalen Seite
ausgelenkt. Allerdings kann nur das reduzierte Protein, bei welchem das Him-Eisen 2-
fach positiv geladen ist, Sauerstoff speichern, wahrend Myoglobin in der oxidierten
Form (bekannt als Met-Myoglobin') mit einem Wassermolekiil ligandiert ist. Dieses
kommt auch im Korper vor, da es durch Autooxidation von Oxy-Myoglobin entsteht,

und muf3 durch ein Enzym wieder reduziert werden.

! Met-Myoglobin ist die Bezeichnung fiir die oxidierte Form von Myoglobin mit einem Wasserliganden
an der sechsten Koordinationsstelle des 3-fach positiv geladenen Ham-Eisens und darf nicht mit der
spater genannten metastabilen Form von Myoglobin, dem Fe(I)LS, verwechselt werden.



Einleitung

Abb. 5: Ansicht der lokalen Him-Umgebung in Met-Myoglobin erzeugt mit
VMD (Humphrey, W. et al. 1996). Das an der sechsten Koordinationsstelle
des FEisens koordinierte Wasser ist rechts der Hémgruppe zu sehen
(dargestellt ist nur das Sauerstoffatom des Wassermolekiils).
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Des weiteren kann es die Oxidation des einerseits giftigen, die Zellatmung
inhibierenden, andererseits aber auch als wichtiger Neurotransmitter fungierenden NO
zu Nitrat katalysieren (Brunori, M. 2001) und hat damit auch enzymatische Funktion:

MbO, + NO — Met-Mb +NO;3" (1)

Héamoglobin, ein Tetramer aus vier sehr &dhnlichen Untereinheiten (zwei jeweils
identischen a- und B-Ketten) mit jeweils einer Himgruppe, ibernimmt den Transport
des Sauerstoffs im Blut von der Lunge zu den Korperzellen. Die Hiifner-Zahl von
normalerweise 1,34 ml O, pro g Hb gibt die Sauerstoftbindungskapazitét in vivo an und
weicht vom theoretischen Wert 1,39 geringfiigig ab, da eine kleine Menge Hamoglobin
auch in der Met-Form bzw. CO-ligandiert vorliegt. Bei Sauerstoffbindung dndert sich
die rdumliche Anordnung der 4 Untereinheiten zueinander (Quartérstruktur). Dadurch
kommt es zum kooperativen Effekt, so dass in der Lunge bei hohem
Sauerstoffpartialdruck dieser gebunden wird und im Korpergewebe an Orten niedrigen
Sauerstoffpartialdrucks wieder abgegeben wird. Hémoglobin verleiht den roten
Blutkorperchen, den Erythrozyten, welche oben und unten eingedellten Scheibchen von

7,5 um Durchmesser dhneln, ihre blutrote Farbung.

Neuroglobin, ein Myoglobin dhnliches Protein mit 151 Aminosduren, findet sich im
Gehirn (Burmester, T. et al. 2000) und besonders konzentriert in der Netzhaut der
Augen (ca. 100 uM) (Schmidt, M. et al. 2003). Es spielt im Gehirn eine wichtige Rolle
bei der Verhinderung von Schéden durch Sauerstoffmangel an neuronalen Zellen (Sun,
Y. et al. 2001). Obwohl es Liganden wie Sauerstoff, Stickstoffmonoxid,
Kohlenstoffmonoxid oder Cyanid reversibel binden kann, wird vermutet, dass seine
Aufgabe nicht in der Bindung von Sauerstoff zu dessen Speicherung und Transport
liegt, sondern dass es als Sensor fiir Sauerstoffmangel dient (Brunori, M. und Vallone,
B. 2006). Im Unterschied zu Hédmoglobin und Myoglobin liegt das Ham-Eisen bei
diesem Protein nicht flinffach ligandiert vor, wenn kein exogener Ligand vorhanden ist,
sondern das distale Histidin, welches auch im oxidierten Protein anstatt Wasser den

sechsten Liganden darstellt, lagert sich am Eisen an.
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Es ist zwar oft moglich die dreidimensionale Form von Proteinen aufzukldren, es
bleiben aber trotzdem Fragen, wie sie ihre Funktion erfiillen konnen. In
rontgenkristallographischen Aufnahmen von Myoglobin, einem Sauerstoffspeicher-
protein im Muskel, bzw. Hdmoglobin, einem Sauerstoffspeicherprotein im Blut, sieht
man keinen Pfad, der grofl genug wire, so dass der Sauerstoff von auflen an seine
Bindungsstelle im Proteininneren gelangen konnte (Nobbs, C. L. et al. 1966; Perutz, M.
F. und Mathews, F. S. 1966). Will man die Funktionsweise von Proteinen erkldren, ist
nicht nur die Kenntnis ihrer dreidimensionalen Struktur wichtig, sondern auch ein

Verstindnis ihrer Dynamik von grofter Bedeutung.

1.2 Proteindynamik

Die dynamischen Vorgénge in Proteinen sind sehr komplex. Mit vielen verschiedenen
Methoden, welche jeweils spezifische Aspekte der Dynamik beleuchten, wird versucht,
ein tiefgreifendes Verstidndnis der ablaufenden Prozesse und deren Zusammenspiel zu

erlangen.

Mit Hilfe der MdBbauerspektroskopie 148t sich aus dem Lamb-MoBbauer-Faktor, der
aus der Absorptionsintensitit eines bestimmten resonant angeregten Kerniibergangs in
’Fe gewonnen wird, die Amplitude der Bewegung des Eisens der Himgruppe des
Proteins berechnen (Huenges, A. et al. 2002). Da das Eisen als Bestandteil des Proteins
an seinen Bewegungen teilnimmt, lassen sich so Riickschliisse auf die Bewegungsmodi
des Proteins ziehen. Zum Versténdnis der Proteindynamik sind dabei auch Messungen
bei tiefen nicht physiologischen Temperaturen wichtig. Dabei zeigt sich, dass sich diese
bei einer Temperatur von ca. 180 K grundlegend éndert (vgl. die gefiillten Kreise in
Abb. 7). Wihrend die Bewegung des Eisens bei dullerst tiefen Temperaturen nur sehr
klein ist, nimmt sie ab der charakteristischen bzw. dynamischen Ubergangstemperatur

dramatisch zu. Dort setzen die proteinspezifischen Bewegungen ein.
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Die genannten proteinspezifischen Bewegungen werden durch Betrachtungen auf
molekularer Ebene verstidndlich. Proteine besitzen auch in ihren funktionellen
Konformationen keine vollig eindeutige Struktur. Die im vorhergehenden Abschnitt
genannte Vielzahl an unterschiedlichen Bindungstypen in Proteinen fiihrt zu einer
reichhaltigen Potentiallandschaft. Die schwachen Bindungen kdnnen im Gegensatz zu
den kovalenten Bindungen bei physiologischen Temperaturen gebrochen werden, so
dass sich Aminosdurenreste oder Sekundirstrukturelemente rdumlich umordnen

konnen. Das Protein befindet sich dann im flexiblen Zustand.

Damit wird auch verstdndlich, wie ein Sauerstoffmolekiil an seinen Bindungsplatz im
Inneren des Myoglobins kommt. Die in Abb. 3 gezeigte Struktur von Met-Myoglobin
ist eine iiber alle Proteine des Kristalls gemittelte. Es besitzt sogenannte Konformations-
subzustdnde, deren Strukturen sich leicht unterscheiden (Frauenfelder, H. et al. 1988).
Ubergiinge zwischen den verschiedenen Konformationssubzustinden sind méglich
(Ansari, A. et al. 1994). Durch thermische Anregungen kann das Protein zwischen den
Subzustinden hiipfen. Von dem einen Zustand zum anderen muf3 es allerdings einen
oder mehrere Wege geben. Dieser fithrt im Modell des Brownschen Oszillators, iiber
den flexiblen Zustand. In diesem sind schwache Bindungen gebrochen und das Protein
kann seine Form verdndern (Parak, F. et al. 1982; Parak, F. und Knapp, E. W. 1984;
Huenges, A. et al. 2002; Parak, F. G. 2004). Nur durch grordumige Bewegungen, die
das Protein im flexiblen Zustand ausfiihrt, kann sich zeitweise ein Kanal 6ffnen, der

grof3 genug fiir Sauerstoff ist.

Unterhalb der charakteristischen Ubergangstemperatur kénnen selbst die schwachen
Bindungen im Protein nicht gebrochen werden und die Proteinmolekiile sind in ihren
Konformationssubzustinden eingefroren. Sie konnen nur noch relativ kleine Festkorper-

schwingungen ausfiihren.

Die dynamische Ubergangstemperatur (gekennzeichnet durch die gepunkteten Linien
parallel zur <x*>-Achse in Abb. 6) wird von der Ldsungsmittelumgebung nur in
tiberraschend geringem Maf3e beeinflu3t. So verschiebt sie sich fiir MbCO in Abb. 6 nur

um 20 K wéhrend sich die Viskositit des Losungsmittels um 7 Zehnerpotenzen éndert.
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Auch zwischen verschiedenen Proteinen variiert sie nur wenig und wird bei vielen
unterschiedlichen experimentellen Methoden sichtbar (Ringe, D. und Petsko, G. A.
2003).

Eine andere Methode zur Untersuchung der Proteindynamik ist die
Rontgenstrukturuntersuchung.  Wie  der  Lamb-MoBbauer-Faktor  in  der
MoBbauerspektroskopie gibt hier der Debye-Waller-Faktor die mittlere quadratische
Auslenkung der Atome an. Im Gegensatz zur MdBbauerspektroskopie werden hier
allerdings auch statische Auslenkungen beriicksichtigt (Abb. 7). Die Inhomogenitét der

Probe aufgrund der leichten strukturellen Unterschiedlichkeit der Molekiile im

Proteinkristall erzeugt ein relativ grofes <x2> selbst in der Ndhe des Absoluten

Nullpunktes der Temperatur.

e 7
0.03 |- : : / /
1 n:l.5-104Poise§ UP lf
‘< 0.02 |- (75% G/W) —= é 11
% . fox, l/‘
0.01 . 1 =6.4-10" Poise
' <—  (80% S/W)
000 L« L v 1 & 1 ¢ 1 o1 1 |

160 180 200 220 240 260 280 300
Temperatur / K

ADbb. 6: mittlere quadratische Auslenkung des Eisenatoms <x*> aus
MoBbauermessungen an MbCO in 75 % (v/v) Glyzerin/Wasser (G/W) und
80 % (v/v) Sucrose/Wasser ;S/W); das Eisen dient als Sonde fiir die
Proteindynamik; die Variierung der Viskositit n des Losungsmittels um
iiber 7 GroBenordnungen spiegelt sich nicht in diesem Ausmal} in der
Proteindynamik wider; jedenfalls nicht in der Ubergangstemperatur oder der

mittleren quadratischen Auslenkung des Eisens (Lichtenegger, H. et al.
1999).
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0.104

Abb. 7: mittlere quadratische Auslenkung von Atomen in Myoglobin: Mit
MoBbauer-Spektroskopie gemessen wurde die Bewegung des Eisens in
Deoxy-Myoglobin-Kristallen (gefiillte Kreise) und in gefriergetrocknetem
Met-Myoglobin (gefiillte Quadrate). Mit Rontgenstrukturuntersuchung
gefundene Auslenkungen sind gezeigt fiir Eisen (offene Kreise), das Mittel
fiir die Riickgratatome von His93 (offene Dreiecke) und von His64 (offene
Rauten) (Frauenfelder, H. et al. 1988).

Ein anderer Teilaspekt der Proteindynamik kann durch Kinetikuntersuchungen der
Bewegung kleiner Molekiile durch das Innere eines Proteins beleuchtet werden. Dazu
ist es notig, zunichst einen Ungleichgewichtszustand durch einen Laserpuls oder die
Verwendung einer ,,Stopped-flow*-Apparatur zu erzeugen. Beispielhaft hierfiir sind
z. B. die Blitzlichtphotolyseexperimente an CO-ligandierten Proteinen (Austin, R. H. et
al. 1975; Steinbach, P. J. et al. 1991). Hierbei wird die Riickbindung des Liganden an
seinen Bindungsplatz zeitaufgelost nach einem kurzen Abblitzpuls des Lasers

beobachtet. Dazu wird die Absorptionsédnderung bei einer bestimmten Wellenldnge, die
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eine besonders grofe Variation zeigt (z. B. bei der Wellenldnge der Soret-Bande von
Deoxy-Myoglobin), aufgenommen und proportional zur Zahl der noch nicht
riickgebundenen Molekiile gesetzt. Da sich der Ligand durch die Proteinmatrix bewegt,
wird dadurch die Riickbinderate des Liganden beeinfluBit und es lassen sich hiermit
Riickschliisse auf die FEigenschaften des Proteins ziehen. Mit Hilfe von
Reaktionsmodellen lassen sich im Weiteren die beobachteten Ratenkoeffizienten

erklaren.

Eines der derzeit meistdiskutierten Schemata ist in Abb. 8 dargestellt. Der Zustand, in
welchem das CO-Molekiil an das Eisen der Himgruppe gebunden ist, wird A genannt.
Durch den Abblitzpuls des Lasers wird Zustand B erzeugt. Dieser Zustand B entspricht
einer Struktur, in welcher das CO an einer anderen Stelle im Inneren des Proteins sitzt.
Die Proteinmatrix ist hierbei noch weitgehend unveréndert. Aus diesem Zustand kann
das CO direkt riickbinden (es handelt sich dann wieder um Zustand A) oder es bildet
sich Zustand C, in welchem die Proteinmatrix strukturell relaxiert ist. Aus Zustand C
kann das CO entweder an das Eisen zuriickbinden oder in das Ld&sungsmittel

entkommen (S). Eine Riickbindung aus dem Losungsmittel geschieht nur iiber C.

<
kBA k
BC
kCA
kCS
C <k—; S

Abb. 8: Reaktionsmodell zur Beschreibung der Riickbindung des CO nach
seiner Dissoziation durch einen Laserblitz in CO-ligandiertem Myoglobin
(Kleinert, T. et al. 1998).
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Fiir die Bewegung eines Liganden im Inneren eines Proteins sind dabei mehrere
Temperaturbereiche zu unterscheiden. Bei ganz tiefen Temperaturen bis hinauf zu
150 K ist das Protein in Konformationssubzustinden eingefroren. Der Ligand bewegt
sich dann in einer festen zeitlich konstanten Potentiallandschaft, die jedoch von
Molekiil zu Molekiil in der Probe verschieden sein kann. Deshalb gibt es eine
Verteilung von Potentialbarrieren. Die Relaxation von Intermediaten kann dann fiir
verschiedene Temperaturen in diesem Tieftemperaturbereich durch eine einzige feste
Barrierenhohenverteilung angepalit werden. Im Falle der CO-Riickbindung geschieht
diese vollstindig aus Zustand B. Die Zustinde C oder S werden nicht bevolkert.
Oberhalb einer Temperatur von 160K fangen die Proteine allerdings an,
poteinspezifische Bewegungen auszufithren. Damit ist die Potentiallandschaft, in der
sich  der Ligand bewegt, nicht mehr konstant. Im Falle der CO-
Riickbindungsexperimente miissen nun Uberginge von Zustand B nach C und dann
auch nach S eingefiihrt werden. Der Zerfall intermedidrer Zustdnde kann nicht mehr
durch eine einzelne feste Barrierenhohenverteilung beschrieben werden. Die Barriere
fiir die Riickbindung des CO erhoht sich (Nienhaus, G. U. et al. 1992). Physikalisch
entspricht Zustand C also einer Struktur, bei der die Proteinmatrix relaxiert ist, wihrend
in S das CO aufgrund der erhohten Flexibilitit des Proteins ins Losungsmittel
entkommen konnte. Die sehr schnelle Proteindynamik bei Raumtemperatur fiihrt dazu,
dass der Ligand nur ein mittleres Potential sieht. Intermediate zeigen anndhernd
exponentielles Zeitverhalten, so als ob alle Molekiile in der Probe identisch wiren und

es keine Verteilung an Barrierenh6hen gébe.

Eine weitere Moglichkeit zur Forschung an dynamischen Vorgingen in Proteinen, ist
die Relaxation metastabiler Zustinde bei tiefen Temperaturen zeitaufgelost zu
untersuchen (Prusakov, V. E. et al. 1990; Prusakov, V. E. et al. 1995; Prusakov, V. Y. et
al. 1996; Prusakov, V. E. et al. 1999; Croci, S. et al. 2002; Croci, S. 2006). Hierbei wird
durch Bestrahlung der Probe, die Met-Myoglobin bzw. Met-Himoglobin enthélt, das
Eisen reduziert. Die umgebende Proteinmatrix bleibt zundchst noch in der
Konformation der Met-Form, und auch das Wassermolekiil an der sechsten

Bindungsstelle des Eisens ist noch vorhanden (Engler, N. et al. 2000; Ostermann, A.
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2000). In dieser metastabilen Form koppeln die 3d-Elektronen des Eisens zu einer ,,low-
spin‘“-Konfiguration. Dieser Zustand relaxiert in das Endprodukt (Deoxy-Myoglobin).
Gemessen wird der Wechsel von ,,low-spin“ nach ,,high-spin®“ in Abhéngigkeit der Zeit.
Aus der gemessenen Kinetik lassen sich wiederum Riickschliisse auf die Bewegungen

des Proteins anstellen, da beide Prozesse miteinander verkniipft sind.

Dieser Vorgang wurde auch schon mit Hilfe der optischen Spektroskopie untersucht
(Lamb, D. C. et al. 1998a; Engler, N. et al. 2000). Der zeitliche Zerfall des
Intermediates ist daher zwischen 160 und 190 K bekannt (Abb. 52).

Engler (2002) zeigte, dass sich die Absorptionsbande des bei tiefen Temperaturen
(20 K) erzeugten und dort stabilen Intermediates beim Aufwéirmen auf 180 K in der

Frequenz irreversibel verschiebt.

Ein Teil der vorliegenden Arbeit erweitert die Tieftemperaturmessungen bzgl. der
Kinetik des Intermediates zu hoheren Temperaturen und kiirzeren Zeiten hin. Dies ist
ndtig, da man bei Raumtemperatur ein annéhernd exponentielles Zeitverhalten erwartet,
bei sehr tiefen Temperaturen wie beschrieben aber nicht. Der Ubergang von tiefen zu
hohen Temperaturen, der Bereich in dem also die Proteindynamik einsetzt, ist dabei
noch nicht vollstandig verstanden und ein allumfassendes Bild fehlt, welches sowohl
das Verhalten bei tiefen, als auch bei intermediiren und hohen Temperaturen

beschreiben kann.
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2 Theorie

2.1 Optische Spektroskopie

2.1.1 Prinzip

Die optische Spektroskopie beschiftigt sich mit der Absorption von Licht im infraroten,
sichtbaren und ultravioletten Spektralbereich. Der Anwendungsbereich der optischen
Absorptionsspektroskopie erstreckt sich sowohl auf die Identifikation der Bestandteile
einer Losung, als auch auf die Konzentrationsbestimmung einer gelosten Substanz.
Dabei wird gemessen, wie stark Licht beim Durchtritt durch die Probe in Abhédngigkeit
seiner Wellenldnge A abgeschwiécht wird. Je nach Energie regt das einfallende Licht in
der Probe elektronische Ubergiinge an. Entsprechend dem Franck-Condon-Prinzip
koppeln diese Ubergiinge auch an Vibrationen. Dadurch werden die Uberginge
energetisch aufgespalten. In Losung sind diese Schwingungsbanden allerdings durch

Kollisionen verbreitert, so dass nur eine einzige breite Absorptionsbande sichtbar ist.

Bei Molekiilen, die einander nicht beeinflussen, ist die geschwichte Intensitét hinter der
Probe durch das Lambert-Beersche-Gesetz gegeben (Haken, H. und Wolf, H. C. 1991):
I(A)=1,(A)- 107" (2)

1(A) ist die im Detektor registrierte Lichtintensitédt bei eingebauter Probe und /y(4) die
Lichtintensitdt mit einer nicht absorbierenden Referenzlosung im Strahlengang. Mit &(4)
ist der molare dekadische Absorptionskoeffizient oder Extinktionskoeffizient
bezeichnet. Er wird iiblicherweise in mM'cm™ oder M'em™ oder auch cm®mmol™
(1 mM'em™” 2 1 cm’mmol™) angegeben und ist charakteristisch fiir die jeweilige
Substanz. I(4), Io(4), und &A) sind von der Wellenldnge abhédngig. Die Konzentration
der Substanz in der Probe wird durch den Buchstaben ¢ bezeichnet. x ist die Weglinge

des Lichts in der Probe.



Theorie 17

Das Produkt im Exponenten von (2), in welchem sich neben &4) noch die
Konzentration ¢ und die Weglidnge x des Lichts befinden, wird oft als ,, Optische
Dichte” (OD) bezeichnet: Des oOfteren wird fiir besagten Exponenten auch die
Bezeichnung Extinktion oder zunehmend — wie auch in diesem Dokument — Absorption
(Abkiirzung 4) verwendet.

OD=A=¢g(A)c-1 (3)

Die Gesamtintensitit eines elektronischen Ubergangs ist durch den integralen

Absorptionskoeffizienten 4;,, gegeben:
4,, = [e()dv (4)

vist die Frequenz des Lichts.

Mit A;,, hingt die (dimensionslose) Oszillatorenstirke f zusammen:

_ 4mycg,Inl10

f Voo A = 1,44-10""Mcems- 4, (5)
A

mo ist die Elektronenmasse mit 9,1-10°' kg, ¢ die Lichtgeschwindigkeit mit
3,00-108 m‘s'l, go die Dielektrizititskonstante des Vakuums mit 8,85~10'12 AsV'lm'l, Ny
die Avogadrokonstante mit 6,022:10°mol’ und e die Elementarladung mit

1,602-10™" C.

fist gegeben durch:
& myv 2
[ =001 (6)

Hier geht mit / zusitzlich das Plancksche Wirkungsquantum mit 6,6261-10>* Js ein.

Das Ubergangsdipolmoment ®,; ist definiert zu:
0, = [, er war (7)

¥, und ¥, sind die Wellenfunktionen der am Ubergang beteiligten Elektronenzustiinde,
7 ist der Ortsvektor und dV das Volumenelement. Der integrale Absorptionskoeffizient
kann also bei Kenntnis der Wellenfunktionen berechnet werden, und es ergibt sich ein

Wert von nahezu 1 fiir die Oszillatorstirke von sehr starken elektronischen Ubergiingen.
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Sie ist im Spektrum auf eine mehr oder weniger grole Zahl von vibronischen und
rotatorischen Ubergiingen verteilt. Diese lassen sich in Losung allerdings wegen
Faktoren wie Inhomogenititsverbreiterung und oben genannter Kollisions-
Verbreiterung nur schwer voneinander trennen. Deshalb ist oft nur eine breite
Absorptionsbande mit Schultern zu sehen. Diese Verkomplizierungen erlauben es nicht,
ausgehend von der Struktur das optische Spektrum eines komplexeren Molekiils (z. B.

eines Proteins) genau vorherzusagen.

2.1.2 Proteinspektren

Die Absorption elektromagnetischer Strahlung im optischen Spektralbereich durch

Proteine 148t sich in drei Bereiche aufteilen:

1) Absorption der Peptidgruppe zwischen 175 nm und 240 nm mit einem Maximum

bei 190 nm

senktrecht polarisiete
T-*-Bande

parallel polarisierte
~ T-Tt*-Bande

n-m*-Bande

Abb. 9: Absorption der Peptidgruppe.
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2) Absorption von Aminosdureresten, insbesondere von aromatischen Aminosduren
Tryptophan, Tyrosin, Phenylalanin und Histidin (zeigt gegeniiber den anderen
aromatischen Aminosduren nur eine geringe Absorption) (vgl. Abb. 10).
Disulfidbriicken tragen auch zu einem geringen Anteil zur Absorption im

Wellenlédngenbereich um 280 nm bei.

v I 4 1 L) ] ¥ I N I
200 220 240 260 280 300
A/nm

Abb. 10: Absorptionskoeffizienten der aromatischen Aminosduren
Tryptophan (Trp), Tyrosin (Tyr) und Phenylalanin (Phe)

3) Absorption von prosthetischen Gruppen (Chromophore)

Zu 3) gehdren bei den Him-Proteinen die starken Uberginge in der Himgruppe, deren
Energie im Bereich des sichtbaren Lichtes liegt. Je nach Art der beteiligten Orbitale
unterscheidet man n—n*-Ubergiinge des Porphyrin-Systems, Ladungs-Transferiiber-
ginge zwischen einem Liganden und Eisen oder zwischen dem Porphyrinring und
Eisen, sowie Uberginge im 3d-Elektronensystem des Eisens. Die auffilligsten
Charakteristika des sichtbaren Absorptionsspektrums des Myoglobins (vgl. Abb. 13,
Abb. 14, Abb. 15 und Abb. 16), die Soret- oder B-Bande (benannt nach ihrem
Entdecker (Soret, J. L. 1883); liberaus starker optischer Absorptionsiibergang im blauen
Spektralbereich), die Q-Bande (absorbiert zwischen 500 und 600 nm) und die N-Bande
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(schlieBt im UV-Bereich an die Soret-Bande an) sind n—>n*-Uberginge im

Porphyrinringsystem.

Durch ihre Lage und Form geben die Absorptionslinien in optischen Spektren Auskunft
iber den Ladungs- und den Spinzustand des Eisens. Auf den Spin hat der Ligand an der

sechsten Koordinationsstelle groBBen Einflul.

2.1.3 Einflul? der Ligandierung auf den Spinzustand des Eisens

Der Einflu3 des Liganden auf den Spinzustand des Eisens der Himgruppe wird mit dem
Modell des Kristallfeldes beschrieben. Besonders wichtig ist hier die nur teilweise
besetzte 3d-Schale. Je nach Oxidationszustand befinden sich in dieser entweder 5 (Fe")
oder 6 Elektronen (Fez+). Maximal konnen dort 10 Elektronen Platz finden. Im freien
Eisen-lon sind die 3d-Orbitale entartet. Fiir gebundene lonen erhdlt man je nach
Symmetrie der Umgebung energetisch aufgespaltene Orbitale. Zur Bindung tragen diese
Orbitale jedoch nicht wesentlich bei, sondern die Orbitale mit Hauptquantenzahl 4.

Diese sind im ionisierten Eisen eigentlich unbesetzt, konnen aber mit den besetzten

Orbitalen der ligandierenden Stickstoffe Molekiilorbitale bilden und so zur Bindung

beitragen.
~ byg (dx"-y")
P eg:
e ~
s _-+._ a]g (dzz)
3 —<X 10Dq
\ -—
A e, (dypdy) T _
\__—tzg:: g dYZ
= bg (dyy)
freies Ion Oktaedrische Symmetrie Tetragonale Symmetrie Rhombische Stérung

ADbDb. 11: Zusammenhang zwischen Symmetrie und Kristallfeldaufspaltung
(10 Dq) der Eisen 3d-Elektronen
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Die Aufspaltung der 3d-Orbitale ist in Abb. 11 fiir Kristallfelder mit absteigender
Symmetrie aufgezeichnet. Zunichst werden bei oktaedrischer Symmetrie die Orbitale,
die zwischen die Liganden zeigen (e,-Orbitale), von denjenigen, die in die Richtung der
Liganden reichen (ty.-Orbitale), getrennt. Bei tetragonaler Symmetrie (d. h. eine der
Rotationsachsen ist noch eine vierfache) spalten alle Orbitale bis auf die symmetrie-
dquivalenten dy,- und dy,-Orbitale auf, deren Entartung dann bei rhombischer Storung
ebenfalls aufgehoben wird. Der fiir den Spinzustand entscheidende Parameter ist 10 Dq.
Dieser gibt den energetischen Unterschied an, der zwischen den Orbitalen mit
maximaler Elektronendichte in Richtung der Liganden und denjenigen, bei welchen die
Elektronen entlang der Winkelhalbierenden der Koordinatenachsen die grof3te
Aufenthaltswahrscheinlichkeit haben (Eaton, W. A. und Hofrichter, J. 1981), besteht. In
Abb. 12 wird dies dargestellt.

Energie
A

2_\/2

0 s TR

72 il T

dy,
dyz a 13
d r Y [ ¥

xy

e ey
Fe(111) high—spin Fe(111) low-spin Fe(11) high—spin Fe(1l) low-spin

Abb. 12: Abhingigkeit des Spinzustandes von der Kristallfeldaufspaltung:
aufgezeichnet ist die energetische Lage der Eisen-3d-Orbitale und ihre
Besetzung durch Elektronen.



Theorie 22

Der Ligand hat also iiber die Spinkonfiguration grofen Einflu} auf das Aussehen der
optischen Spektren: Die Liganden O, und CO, deren Bindung an Fe®' teilweise
kovalenten Charakter hat, bewirken einen ,,low-spin“~-Komplex mit einer fiir sechsfach
koordiniertes Fe*™ typischen Aufspaltung der Q-Bande (Makinen, M. W. und Churg, A.
K. 1983) (vgl. Spektrum in Abb. 13).

2!5 T T T T T T T T T T

15

Absorption / w. E.

0,5/

0 | | | 1 | | | 1 | | | | | | | 1 | 1 | | 1 1 1 1

500 550

Al nm

Abb. 13: Spektrum eines ,low-spin“ Globins am Beispiel von Oxy-
Myoglobin. Die Q-Bande ist vibronisch aufgespalten.

In Deoxy-Myoglobin ist das Eisen nur fiinffach koordiniert und die sechste
Ligandenposition ist frei. Dies filhrt zu einem ,high-spin“-Komplex (Abb. 14).
Verbunden hiermit ist eine Verriickung des Eisen-Atoms aus der Him-Ebene heraus.
Denn die Energie des 3d,.,»-Orbitals, dessen maximale Aufenthaltswahrscheinlichkeit

in die Richtung der vier das Eisen ligandierenden Stickstoffatome des

650
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Porphyrinringsystems zeigt und das im ,high-spin“-Komplex mit einem Elektron

besetzt ist, wird dadurch abgesenkt.

Absorption / w. E.

%00 450 500 550 600 650
Al nm

Abb. 14: Spektrum eines ,high-spin“-Globins am Beispiel von Deoxy-
Myoglobin. Die Q-Bande ist eine sehr breite Bande.

Wasser als Ligand in  Met-Myoglobin  bewirkt nur eine schwache
Kristallfeldaufspaltung: Das Eisen ist im ,high-spin“-Zustand (Abb. 15).
Demgegeniiber ist das Cyanid-Ion ein starker Ligand, und bei Bindung an Stelle des

Wasser-Molekiils an das Myoglobin entsteht einen ,,Jow-spin‘ (Abb. 16).
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Absorption / w. E.

Abb. 16: Spektrum eines ,,low-spin“ Globins mit dem Eisen im oxidierten
Zustand am Beispiel von Cyano-Myoglobin.

24
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i
2
E
=
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400 450 500 550 600 650
Alnm
Abb. 15: Spektrum eines ,,high-spin“-Globins mit dem Eisen im oxidierten
Zustand am Beispiel von Met-Myoglobin.
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300 400 500 600 700
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In einem Gemisch verschiedener Spezies von sich gegenseitig nicht beeinflussenden
Chromophoren ist die gemessene Absorption die Summe der Absorption der einzelnen

Spezies:

A(/ll.,tj)=kzr;£k(li)~ck(tj)-l (8)
A(4,,t;) ist die Absorption bei der Wellenldnge 4, und der Zeit ;. Die Summe auf der
rechten Seite lduft tber die optischen Dichten ¢, (4,)-¢,(¢,)-1, k =1 ... r der r
vorhandenen Spezies, wobei wie in Gl. (3) ¢,(4,) der molare Extinktionskoeffizient

und ¢, (¢,) die zeitabhéingige Konzentration der Spezies Nummer k ist und / die

Probendicke ist.

Diese Linearitdt ermoglicht die Anwendung von Werkzeugen aus der Linearen Algebra

wie der Singuldarwertzerlegung (vgl. Abschnitt 5.2.2.1).

2.2 Ratentheorie

2.2.1 Theorie des Ubergangszustandes — Absolute Ratentheorie

Untersucht man den Ubergang eines Systems von einem metastabilen Zustand in einen
stabilen Endzustand, so findet man in vielen verschiedenen untersuchten Systemen, dass
die Reaktionsrate exponentiell von der inversen Temperatur abhdngt. Die beiden
Zustinde sind dabei durch einen Potentialberg (aktivierter Komplex) voneinander
getrennt, sodass eine Aktivierungsenergie aufgebracht werden muf3. Die Ratengleichung
fiir einen solchen thermisch aktivierten Proze wurde von Arrhenius (Van’t Hoff-

Arrhenius-Gleichung) angegeben (Hanggi, P. et al. 1990):

AH*

k=v-e "' (9)
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Die Parameter darin sind & fiir die Ubergangsrate, v fiir den Vorfaktor, AH" fiir die
Aktivierungsenthalpie, k5 fiir die Boltzmannkonstante (kz=1,38065-10% J/K) und T fiir

die Temperatur.

In der ,,Absoluten Ratentheorie (Eyring, H. 1935) wird der Vorfaktor aus dem

zugrunde gelegten Potential bestimmt, so dass k gegeben ist durch:

k:KkBTTe for (10)

Hier wird ein Korrekturfaktor x (mit x < 1) eingefiihrt, der beriicksichtigt, dass ein
System im Ubergangszustand auch wieder in den Ausgangszustand zuriickkehren kann
und nicht notwendigerweise in den Endzustand relaxiert. Falls x identisch 1 gesetzt
wird, spricht man auch von der ,,Theorie des Ubergangszustandes“. Die weiteren
GroBen sind das Plancksche Wirkungsquantum 4 und die Differenz der Gibbsschen

Freien Energie zwischen aktiviertem Zustand und Ausgangszustand 4G”.

Fiir Proteine, welche aufgrund ihrer Inhomogenitiit eine verteilte Ubergangsrate k =

k(AG™) zeigen, wird die Uberlebensfunktion N(f) des Intermediates geschrieben als:

N =N, [ g(AG" 1, oo THa(ac?) (11)
Ny ist der anfingliche Anteil am Intermediat in der Probe und N(#) der noch nicht
relaxierte Anteil zu einem spiteren Zeitpunkt 7, den man aus der Messung erhélt. Mit
g(AG#,tg) ist der Anteil an Proteinen mit der Barrierenhdhe AG" bezeichnet. Die
Relaxationsrate k(AG#,T ) ist abhéngig von der Barrierenhhe und Temperatur nach

Gl (10).

Gl. (11) gilt allerdings nur, soweit keine Uberginge des Proteins zu einer Anderung
der Barrierenhdhe wihrend des Zerfalls fiihren, d.h. AG” muB fiir die einzelnen
Molekiile des Ensembles konstant sein. AuBlerdem ist Gl. ( 11 ) nicht anwendbar, wenn
bis zur Zeit ¢ weiteres Intermediat entsteht. In einem solchen Fall muf3 in GI. (11 ) N(?)

und Ny durch jeweils Z(?) und Z(t=0) ersetzt werden (vgl. hierzu spater Abschn. 5.2.3).
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2.2.2 Kramers’ Gesetz

Bei Beriicksichtigung von Reibung (in einem viskosen Medium) weicht der Vorfaktor v
in Gl. (9) wesentlich von dem der Absoluten Ratentheorie aus Gl. ( 10) ab. Der
Vorfaktor im Falle eines Ubergangs iiber eine Potentialbarriere in einem viskosen

Medium wurde von Kramers untersucht (Kramers, H. A. 1940; Hénggi, P. et al. 1990).

In (Abb. 17) ist das Potential U(x) mit den Parametern gezeichnet, die den Kramers-
Ubergang von einem metastabilen Zustand A iiber einen Potentialberg B in den

Endzustand C bestimmen.

Abb. 17: Potential U(x) mit 2 Zustinden A und C und dem
Ubergangszustand B. Die Ubergangsrate k von A nach C ist, neben der
Reibung, abhingig von der Aktivierungsenergie AH' und den
Oszillatorfrequenzen in dem Ausgangszustand we=V(M'U’’(X)) und der
inversen Potentialmulde des Ubergangszustandes w,="(M'[U"*(X)))
(Hanggi, P. et al. 1990).

Fiir die Ubergangsrate k sind die in (Abb. 17) eingezeichneten Kriimmungen w, und w;

des Potentials und die Hohe des Potentialberges AH" bestimmend:
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o ? i
k== | 1L 42 Ll #r (12)
2rw,

wo und w, sind die jeweiligen Kreisfrequenzen des metastabilen Ausgangszustandes
und des Ubergangszustandes (vgl. Abb. 17). Die Temperatur wird mit 7 bezeichnet.
AH" ist die Differenz der Energien des Ubergangszustandes und des
Ausgangszustandes. R ist die molare Gaskonstante von 8,31 kJ/mol/K. Der
Reibungskoeftizient y ist die Proportionalititskonstante zwischen Reibungskraft Fz und

Geschwindigkeit v:

F,=y-m-v (13)

Darin steht noch die Masse m des Teilchens, so dass y die Einheit s hat.

y hingt ab von der Viskositdt des Mediums und den Teilcheneigenschaften wie z. B.

dessen Radius und Form.

Im iiberddmpften Fall (% >> @, ) vereinfacht sich GI. ( 12) zu:

a A"
kzge RT (14)
Dabei ist :M.
V

Damit ist die Ubergangsrate umgekehrt proportional zur Reibungskonstante und

dadurch stark vom Medium abhingig.

2.3 Proteindynamik — Der erweiterte Brownsche Oszillator

Die proteinspezifischen Bewegungen stellen grofrdumige Umlagerungen im Protein
dar. Dabei verschieben sich Atomgruppen gegeneinander. FEine vereinfachte
Beschreibung der Bewegung dieser Segmente kann durch das Modell des Brownschen
Oszillators erfolgen. Beim Brownschen Oszillator wird die Bewegung eines Segments

durch eine Diffusion im eingeschrinkten Raumbereich beschrieben. Das Segment wird
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durch StoBe der Umgebung zu Brownscher Bewegung veranlat. Durch ein
parabelformiges Potential, in welchem die Diffusion stattfindet, wird eine allzu grof3e
Abweichung der Atomkoordinaten von ihrer Gleichgewichtslage und damit eine
Denaturierung des Proteins verhindert. In der Erweiterung dieses Modells (Abb. 18)
konnen Proteine in Konformationssubzustdnden (CS) strukturell gefangen werden, so
dass keine Diffusion mehr moglich ist. In einem solchen Konformationssubzustand ist

das Protein relativ steif und kann auch seine biologische Funktion nicht ausiiben

FZ

CS

X

Abb. 18: Modell des erweiterten Brownschen Oszillators: Im flexiblen
Zustand (FZ) kann ein Protein grofrdumige Bewegungen ausfiihren. Diese
sind Uberddmpft und finden im eingeschrinkten Raumbereich statt. Die
Konformationssubzustinde (CS) bilden Strukturfallen, in denen das Protein
gefangen werden kann. Durch thermische Anregung kann es wieder in den
flexiblen Zustand gelangen.
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Die effektive Reibungskonstante y ist dann fiir Prozesse, die wesentlich langsamer
ablaufen, verglichen mit den Verweilzeiten des Proteins in einem Konformations-

subzustand oder im flexiblen Zustand, erhoht:

y=1o (15)
P,

70 ist die Reibungskonstante fiir ein Segment, wenn sich das Protein ausschlieBlich im
flexiblen Zustand authilt. p; ist die Wahrscheinlichkeit fiir das Protein, sich im flexiblen
Zustand zu befinden (p; < 1), und laBt sich bei Vorliegen eines thermischen
Gleichgewichts zwischen Konformationssubzustdnden und flexiblem Zustand aus dem

Boltzmann-Faktor berechnen:

1
Pi= e (16)

l+e b
AGpey 1st die Differenz der Gibbsschen Freien Energien zwischen dem flexiblen Zustand

und den Konformationssubzustinden.

Damit wird die Viskositit im Innern des Proteins temperaturabhéngig, da p, eine

Funktion der Temperatur 7 ist, obwohl y, sich nicht mit der Temperatur &ndert.
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3 Proben

3.1 Probenpréaparation

3.1.1 Hamoglobin

Lyophilisiertes menschliches Hdmoglobin wurde zunédchst durch Gelpermeations-
chromatographie gereinigt und anschlieend dialysiert (Puffer: 400 mM NaCl, 200 mM
K,;HPO4, 40 mM EDTA, pH 6,8). Nach starker Aufkonzentration durch Zentrifugation
in Centricons auf eine Proteinkonzentration von etwa 5 mM wurde Glyzerin zugesetzt,
um eine Endkonzentration von 75 vol-% Glyzerin, 100 mM NaCl, 50 mM K,HPO,4 und
10 mM EDTA bei einem pH von 7 zu erhalten. Mit dieser Probe wurden die

Hamoglobin-Spektren ohne Photoreduktionsmittel gemessen.

Eine weitere Probe wurde erhalten, indem zusédtzlich noch Nicotinamid (Fluka) in einer
Endkonzentration von ca. 100 mM zugesetzt wurde. Diese Probe wurde fiir die

zeitaufgelosten Messungen an Hamoglobin nach Laserbeschufl verwendet.

Die fiir Photoreduktionsexperimente notwendigerweise hohe Proteinkonzentration hat
auch den Vorteil, dass sich das Dimer-Tetramer-Gleichgewicht auf die Seite des

Tetramers verschiebt.

3.1.2 Myoglobin

Fiir die in dieser Arbeit vorgestellten Photoreduktionsexperimente wurde lyophilisiertes
Myoglobin aus Pferdeherz (Sigma) verwendet. Dieses zeigt im Vergleich zu Pottwal-
Myoglobin eine vierfach hohere Reduktionsausbeute (Lamb, D. C. et al. 1998a). Das
Protein wurde, nachdem durch eine SDS-PAGE nachgewiesen worden war, dass keine

weitere Reinigung notig ist, im Puffer (50 mM KH,PO4/K;HPO4, 100 mM EDTA, 75%
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Glyzerin, pH=7,2) geldst, wobei die Losung liber Nacht umgeriihrt wurde. Die Probe
wurde dann wegen der grofen zugegebenen Menge an Protein {iber Nacht gegen

denselben Puffer dialysiert. Hieraus wurden zwei Proben gewonnen:

Eine Referenzprobe ohne Photoreduktionsmittel ergibt sich durch Verdiinnung 50:50

mit dem Puffer.

Die Probe fiir die zeitaufgelosten Spektren wurde durch Zugabe von einem gleich
groflen Teil Ru(bpy)s-Losung (100 mM Ru(bpy); in Puffer) erhalten, so dass sich eine
Endkonzentration von ca. 4 mM Mb, 50 mM Ru(bpy)s;, 50 mM KP;, 100 mM EDTA,
75% Glyzerin und pH 7,2 einstellt.

Eine weitere Probe fiir zeitaufgeloste Messungen an Ru(bpy); ohne Protein fiir
Referenzmessungen wurde gemischt, indem eben erwdhnte Ru(bpy);-Losung 50:50 mit

Puffer verdiinnt wurde.

3.1.3 Neuroglobin

Menschliches Neuroglobin wurde rekombinant hergestellt. Dazu wurden von dem das
entsprechende Plasmid enthaltenden Bakterienstamm Agar-Kulturen geziichtet: Die
dafiir verwendeten Agar-Platten (10 g/l NaCl, 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 20 g/l
Agar, pH=7,4) waren fiir 30 Min. bei 120 °C sterilisiert und nach Abkiihlen auf 40 °C
und Zugabe von 100 mg/l Ampicillin und 30 mg/l Chloramphenicol nochmal wihrend
einer Stunde UV-Strahlung ausgesetzt worden. Eine der gewachsenen Kolonien wurde
mit einer Impfose in 50 ml LB-Medium (10 g/l NaCl, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l Trypton,
pH=7,4), dem nach der Sterilisation und Abkiihlen 200 mg/l Ampicillin und 30 mg/I
Chloramphenicol zugegeben worden waren, iibertragen und bei 37 °C fiir 24 h im
Schiittel-Wasserbad wachsen gelassen. Ein Tropfen davon wird wieder zu Agar-
Kulturen herangezogen und 0,5 ml in 70 % Glyzerin eingefroren. Der Rest wird in
1500 ml LB-Medium (5 g/l NaCl, 0,17 g/l 6-Aminolédvulinsdure, 10 g/l Trypton, 5 g/l
Hefeextrakt, mit 1 M HCI auf pH=7,4 eingestellt), welchem nach der Sterilisation

Ampicillin und Chloramphenicol zugesetzt worden sind, fiir 30 h bei Raumtemperatur
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geschiittelt. Durch Zugabe von 0,4 mM IPTG (Isopropyl-Thio-B-D-Galactopyranosid)
wurde die Expression des Proteins induziert. Nach weiteren 30 h bei Raumtemperatur
wurde bei 4 °C das Bakterium abzentrifugiert. Vor dem Einfrieren bei -25 °C wurde die

Losung auf Staphylokokkenbewuchs mit dem Mikroskop untersucht.

Zell-Lysat

g

GPC1
IEC1

.

GPC2
IEC2

Ny

GPC3
IEC3

A3

GPC4

Endprodukt

Abb. 19: FluBdiagramm zum Ablauf der Reinigung von Neuroglobin; Die
Ausgangslosung ist mit AQ bezeichnet, die nach den einzelnen
Reinigungsschritten erhaltenen Zwischenprodukte mit Al, A2 und A3.
verwendete Abkiirzungen fiir die Arbeitsschritte: GPC
(Gelchromatographie), IEC (Ionenaustauschchromatographie)
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Die Bakterien wurden zum Waschen 2 h auf Eis in Tris-Puffer (3,03 g/l Tris, 4,4 g/l
EDTA, 100 g/l D-Glukose, pH=8,0) mit einem elektrischen Propeller geriihrt und
anschlieBend bei 4°C abzentrifugiert. Das Aufbrechen der Bakterien im
abzentrifugierten Niederschlag geschah im Lysepuffer (6,06 g/l Tris, 18,6 mg/l EDTA,
0,5mM DTT, 0,2 mM PMSF (a-Toluolsulfonylfluorid), pH=8,0, 0,401 g/l DNAse,
4,1 g/l Lysozym). Die Losung wurde dreimal in fliissigem Stickstoff eingefroren,

aufgetaut und wieder eingefroren. Am nichsten Tag folgte eine Ultraschallbehandlung.

Von den anderen Zellbestandteilen wurde das gewiinschte Protein durch fraktionierte
Ammoniumsulfatfillung abgetrennt. Dazu wurde erst durch sehr langsame Zugabe von
Ammoniumsulfat unter stindigem Riihren dessen Konzentration auf 30 % erhoht und
am ndchsten Tag bei 20 000 g fiir 5-10 Minuten mit der Ultrazentrifuge zentrifugiert.
Der erhaltene Uberstand wurde nun in 55%igem Ammoniumsulfat ausgefillt. Der
hieraus am folgenden Tag abzentrifugierte Niederschlag wurde in Puffer (6,06 g/l Tris,
0,5 mM DTT, 0,2 mM PMSF, pH=8,0) aufgelost, nochmals bei 23 000 g fiir 30 Min.
zentrifugiert und der Uberstand in Cryo-Réhrchen in fliissigem Stickstoff eingefroren

und bei -80 °C gelagert.

Diese Masse enthilt nur ca. 2 — 5 % Neuroglobin, weshalb das Protein zur Aufreinigung
wiederholt an einer Anionentauschersidule gebunden wurde (vgl. FluBdiagramm in Abb.
19). Vor den eigentlichen Reinigungsschritten muflte die Proteinlésung (A0 in Abb. 19)
mit Hilfe eines Laufs durch eine Gelpermeationschromatographiesidule (@52 mm x
85 mm), die mit einer Dextran-Matrix (Pharmacia Sephadex G25-m) gefiillt ist, entsalzt
werden. Der verwendete Puffer A bestand aus 10 mM Tris-Cl, 0,5 mM DTT (DL-
Dithiothreitol), 0,2 mM PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) und 1% DMSO
(Dimethylsulfoxid) bei pH=8,0. In diesem Zustand kann das Protein an Q-Sepharose in
der Anionentauschersdule binden. Die Elution wurde mit einem ansteigenden
Salzgradienten durch steigenden Anteil von Puffer B (50 mM Tris-Cl, 2 M NaCl,
0,2 mM PMSF, 0,5 mM DTT, 1 % DMSO, pH=8,0) im Elutionspuffer durchgefiihrt.
Die Randfraktionen der Neuroglobin enthaltenden Fraktionen wurden noch einmal auf
die gleiche Weise gereinigt und erst danach mit den mittleren Fraktionen vereinigt. Die

erhaltene Proteinlosung ist in Abb. 19 mit A1 bezeichnet.
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Diese Prozedur wurde noch zweimal durchgefiihrt (Probe A2 und A3 in Abb. 19) bis
eine  Kontroll-SDS-PAGE  (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese)
keine Verunreinigung des Neuroglobins mehr zeigte. Durch eine weitere
Gelpermeationschromatographie mit Puffer A wurde der Salzgehalt der Endprobe

wieder reduziert.

3.2 Photoreduktionsmittel

Die hier vorgestellten Photoreduktionsmittel konnen durch einen Lichtblitz elektronisch
in einen Zustand mit stark negativem Reduktionspotential angeregt werden. Die
Elektroneniibertragung von diesem angeregten Zustand auf ein H&m-Protein als
moglichem Elektronenfinger ermoglicht das Auslésen von Prozessen, die in den

gewihlten Proteinen nach Reduktion ablaufen.

Zu beachten ist, dass keines der Photoreduktionsmittel nach Anregung durch einen
Nanosekundenlaserblitz eine instantane Reduktion (eine Reduktion, die in kiirzerer Zeit
abliuft als mit der vorhandenen Apparatur aufgeldost werden kann) ermoglicht. Es
konnte gezeigt werden, dass diese Zeitspanne zwischen dem Laserblitz und der
Ubertragung der Elektronen auf das Protein ausreichend ist fiir ein Aquilibrieren der
Probe auf die MeBtemperatur nach einem durch den Laserstrahl verursachten

plotzlichen Auftheizen um mehrere Grad.

3.2.1 Tris(2,2’-bipyridin)ruthenium(ll) - (Ru(bpy)s)

Tris(2,2’-bipyridin)ruthenium(II) (Strukturformel sieche Abb. 20), im folgenden kurz mit
Ru(bpy)s bezeichnet, ist ein effizientes Photoreduktions- als auch —oxidationsmittel und
wird in der Biophysik standardmifig bei lichtinduzierten Reduktionsprozessen
verwandt (Contzen, J. und Jung, C. 1999; Telford, J. R. et al. 1999; Engler, N. et al.
2000). Es wurde aufgrund seiner im Vergleich zu den anderen hier vorgestellten
Photoreduktanzien schnellen Elektroneniibertragung (Kauffmann, E. 2000) bei den

zeitaufgelosten Messungen von Myoglobin als Photoreduktionsmittel verwendet. Bei
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Myoglobin sind ndmlich die schnellen Zeiten entscheidend, da sein Intermediat

besonders kurzlebig ist.

Abb. 20: Struktur von Tris(2,2’-bipyridine)-ruthenium mit dem zentralen
Ruthenium-Ion und den drei ligandierten Bipyridinen

Durch Lichtanregung finden folgende Reaktionen statt (Whitten, D. G. 1980):

[Ru(bpy), | ——  [Rulbpy), " (17a)
[Ru(bpy), " ——  [Rulbpy),[" +e (17b)
himFe’ +e-~ ——  himFe™™ (17¢)

[Ru(bpy),[*+D ——  [Rulbpy),]' + D*,D € {EDTA, Glyzerin} (17d)

Die Lichtanregung des Tris(2,2’-bipyridin)-rutheniums ( 17a) findet dabei wéhrend ca.
7 ns statt. Dies ist die Dauer des Laserpulses mit der Wellenlinge 355 nm. Das
Redoxpotential [Ru(bpy)3]3+/[Ru(bpy)3]2+>l< ist mit -0,84 V stark negativ (Lin, C.-T. et
al. 1976). Somit kann [Ru(bpy)s;]*™* vom energetischen Standpunkt das Ham-Eisen des
Myoglobins reduzieren ( 17b,c ). Zur Verhinderung der Riickreaktion, bei welcher das
Protein wieder oxidiert und [Ru(bpy)s]’" wieder reduziert wiirde, kann das beigemischte
EDTA als auch das Glyzerin des Losungsmittels als Elektronendonator dienen ( 17d)
(Hamachi, L. et al. 1993; Contzen, J. und Jung, C. 1999).
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Abb. 21: Absorptionsspektrum von Ru(bpy)s; bei 190 K. Seine stirkste
Absorption liegt zwischen 400 und 500 nm und damit im Bereich der Soret-
Bande von Hidm-Proteinen. Diese Uberlappung fijhrt im Laufe der
Auswertung zu Komplikationen (vgl. Kap. 5). Im Bereich der Q-Banden
von Ham-Proteinen zwischen 500 und 600 nm findet sich dagegen nur noch
ein Ausldufer der Absorptionsbande.

Die Absorptions- und Differenzspektren sind in Abb. 21 bzw. Abb. 22 gezeigt.

In Abb. 22 wird auch ein Nachteil von Ru(bpy); deutlich: Es gibt ein Signal im
sichtbaren Wellenldngenbereich und tiberlappt so mit dem des Myoglobins. Ein weiterer
Nachteil dieses Photoreduktionsmittels ist sein komplexes Zeitverhalten: In einer Serie
von zu verschiedenen Zeiten gemessenen Differenzspektren ist der Beitrag von
Ru(bpy); besonders bei kurzen Zeiten dominierend und wird zu spidteren Zeiten

schwicher. Allerdings dndert sich dabei auch die Form des Spektrums leicht.



Proben 38

0,02 |-

0,01}
<
<
0 -
-0,01|-
_0 02 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1
' 400 450 500 550 600 650 700
Alnm

Abb. 22: Differenzspektrum von Ru(bpy)s 1,66 s nach der Anregung durch
den Laserblitz bei einer Temperatur von 190 K. Die Differenz wurde
gegeniiber dem Ausgangsspektrum, also dem nicht beleuchteten Ru(bpy)s,
ausgerechnet.

3.2.2 Nicotinamidadenindinukleotid (NADH)

Als Photoreduktionsmittel ist neben Ru(bpy); auch noch Nicotinamidadenindinukleotid,
eigentlich Nicotinsdureamidadenindinukleotid (NADH), sehr gebrduchlich (Orii, Y.
1993; Wittung-Stafshede, P. et al. 1999). Dieses wurde fiir die zeitaufgeldsten
Reduktionsmessungen an Neuroglobin angewandt, da mit ihm eine hdhere

Reduktionsausbeute zu erreichen ist.

NAD'/NADH ist ein wichtiger Cofaktor bei zelluliren Prozessen. So tritt es z. B. in der
Atmungskette als Oxidationsmittel und als Elektroneniibertriger auf. Seine

Strukturformel ist in Abb. 23 gezeichnet.
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Die folgenden Reaktionen laufen nach der Anregung von NADH durch einen Laserblitz

in Gegenwart eines reduzierbaren Him-Proteins ab (Joubert, F. et al. 2004):

NADH _ "y NADH* (18a)

NADH* 5 e NADH  +¢e o (18b)

e NADH® —— eeNAD+H" (18¢)

e NAD + himFe* ——  NAD"' +himFe’ (18d)

e 4 +himFe”™ ——  himFe™ (18e)
NADH +2hdimFe®™ ——>  NAD' + H" +2hidmFe™* (18)

Die Redoxpotentiale des hydratisierten Elektrons e ., und des NAD-Radikals e NAD
sind mit jeweils -2,9V und -0,92 V stark negativ. Zu den Gleichungen ( 18) ist

anzumerken, dass die Losung sauer wird.

In Gegenwart von Sauerstoff in der Losung konnen auch Reaktionen nach dem

folgenden Schema ohne Beteiligung des Proteins auftreten:

ONADH vy 2NADH* (19a)
2NADH* ——  2eNADH" +2¢ 4 (19b)
2e NADH* —— 2eNAD+2H" (19¢)
20 NAD+20, ——  2NAD" +20, (19d)
2¢4+20, ——> 20, (19¢)
40, +4H* ——  2H,0,+20, (19f)
2H,0, —5 2H,0+ 0, (19g)
2NADH +2H* +0, ——  2NAD'+2H,0 (19)

Im Gegensatz zum Falle mit Reduktion des Proteins wird die Losung basisch.
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Ry NHs

Abb. 23: Strukturformel von NAD'. Das photoaktive Zentrum ist der
Pyridinring.

Wenn die Reaktionen nach GIl. (18) und (19) in einer Protein-Losung ablaufen,
welche nicht entgast wird und deshalb Sauerstoff geldst enthélt, bleibt der pH-Wert
selbst ohne Puffer konstant (Joubert, F. et al. 2004).

Ein Vorteil von NADH neben der hoheren Reduktionsausbeute ist auch die Lage seiner
Absorptionsbande, die nicht mit dem Wellenldngenbereich, in dem in dieser Arbeit
gemessen wurde, iberlappt. Als Nachteil kann die gegeniiber Ru(bpy); deutlich
langsamer fortschreitende Reduktion eines beigemischten Proteins nach Lichtanregung
genannt werden. Auflerdem wirkt es in Dunkelheit schon reduzierend auf Himoglobin,
was seinen Einsatz bei diesem Protein verhindert, so dass dort auf eine verwandte

Substanz (Nicotinsdureamid) zuriickgegriffen werden musste.
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3.2.3 Nicotinsaureamid

Nicotinsdureamid, auch Niacinamid, Niacin oder Vitamin B3 genannt, ist der reaktive
Teil von NADH (Kalyanasundaram, K. et al. 1989) und wurde stattdessen fiir die
zeitaufgelosten Messungen an Hidmoglobin verwendet. Im Gegensatz zu NADH
reduziert es ndmlich nicht vor der eigentlichen Messung schon einen betrdchtlichen
Anteil von Hdamoglobin auch ohne Belichtung. Ein vor dem Laserblitz reduziertes
Myoglobin- oder Hdmoglobinmolekiil wire in der Deoxy-Form zwar inert, da es sich
nicht weiter reduzieren liee und triige also zu den Differenzspektren kein Signal bei.
Jedoch der geloste Sauerstoff bindet an diese Molekiile und diese O,-beladenen

Molekiile erzeugen ein sehr starkes Signal nach einer Laseranregung.

Nachteil des Reduktionsmittels Nicotinsdureamid ist seine tief im UV liegende
Absorptionsbande, welche den Experimentator noétigt, die Wellenldnge des
Anregelaserpulses zu verkleinern. Die vierte Harmonische eines Nd:YAG-Lasers (bei
266 nm) ist zur Anregung des Nicotinsdureamids gut geeignet (vgl. Abb. 30). Photonen
dieser hohen Energie konnen aber auch Bindungen des Proteins brechen und so zu
ungewollten Schadigungen fiihren. Aufgrund dessen wurde im Experiment mit diesem

Photoreduktionsmittel die Energie des Anregelaserpulses auf 20 mJ beschrinkt.
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4 Aufbau der Apparatur

4.1 Zeitaufgelostes optisches Spektrometer

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde ein optisches Spektrometer mit Zeitauflosung im
Millisekunden-Bereich (Gutscher, W. 2002) umgebaut und ergénzt, so dass nun eine

Kinetik {iber nahezu 7 Dekaden in der Zeit aufgenommen werden kann.

Das Spektrometer ist in einen Aufbau mit einem Kryostaten, der Probentemperaturen
bis hinunter zu 17 K zuldBt, integriert. Fiir Blitzlichtphotolyse und Blitzlichtreduktions-
experimente kann ein Laserpuls den Beginn der Experimente ausldsen, indem eine
Reaktion in der Probe gestartet wird. Bei Blitzlichtphotolyseexperimenten geschieht
dies durch das Abblitzen eines Liganden, der in der Folgezeit wieder riickbindet, und
bei Blitzlichtreduktionsexperimenten durch das Anregen eines photoaktiven
Reduktionsmittels in der Probe, welches durch die Anregung in die Lage versetzt wird,

das zu untersuchende Protein zu reduzieren.

Folgendes Prinzip wird fiir die Aufnahme angewandt: Um eine hohe Zeitauflosung zu
erreichen, wird ein Photodiodenarray (PDA) eingesetzt. Deshalb mufl das
Farbspektrum nicht durchgefahren werden. Im vorhandenen Aufbau befindet sich im
Detektor eine linearen Anordnung von 1024 Photodioden. Die Probe wird von weillem
Licht durchstrahlt, und erst hinter der Probe befindet sich ein Gitterspektrograph, der
das Licht in sein Spektrum zerlegt, so dass die transmittierte Intensitét
wellenldngenabhiangig vom PDA registriert werden kann. Jede der Dioden mif3t das
transmittierte Licht bei einer ganz bestimmten Wellenldnge. Dass das Spektrum nicht
mehr durchgefahren werden muf}, hat neben der erhdhten Geschwindigkeit, mit der
Spektren aufgenommen werden konnen, auch den Nebeneffekt, dass weniger

mechanisch bewegte Teile in den Aufbau integriert sind.
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AbDb. 24: Schematischer Aufbau des Spektrometers: Der Strahlengang von
der Lampe zum Spektrograph ist durch eine dicke Linie gekennzeichnet. Er
kreuzt sich am Ort der Probe im Kryostaten mit dem Strahl des Lasers,
welcher allerdings nur zu Beginn der Messung einen 7 ns Puls aussendet,
um die Reaktion zu starten, den Rest der Messung aber aus ist. Der
Photodiodenarray (PDA), auf den das durch den Spektrograph spektral
aufgespaltene Licht fillt, wird mit einem Rechner zur Steuerung und zum
Datenauslesen verbunden und ermdglicht die Aufnahme von optischen
Spektren mit einer Frequenz von 833 Hz. Laser und Shutter werden von
einer Elektronik gesteuert und mit der Messung synchronisiert. Da der
Aufbau ohne Referenzstrahl realisiert ist, wird die den Lichtsensor
erreichende Strahlungsintensitit der Lampe auf einen konstanten Wert
geregelt.
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Abb. 24 zeigt den Aufbau. Die verwendete Lampe ist eine konvektionsgekiihlte
Halogenlampe mit 10 W bzw. 100 W Leistung. Zur Stabilisierung threr Lichtintensitit
wird die Betriebsspannung der Lampe durch einen Lichtsensor, vor dem sich eine
Blende befindet, riickgekoppelt. Das so stabilisierte Licht wird kollimiert und durchlauft
danach ein Filtersystem. Dieses besteht zum einen aus einem Wasserfilter mit einer
Weglinge von 54 mm destillierten Wassers. Hierdurch wird vor allem der Infrarotanteil,
der zu einer thermischen Belastung der Probe fiihrten wiirde, stark reduziert. Aullerdem
ist noch ein Rotfilter nachgeschaltet. Dieser verhindert ein Ubersteuern des Detektors
im roten Spektralbereich. Bevor das Licht in die Glasfaser (aus UV-Quarz) eingekoppelt
wird, kann es von einem schnellen elektronischen VerschluBmechanismus (Shutter 1)
geblockt werden. Shutter 1 ist wihrend des Abkiihlens der Probe geschlossen und wird
erst ca. hundert ms vor der Aufnahme der Spektren gedffnet. Durch ein Linsensystem
am Ausgang der Glasfaser wird das Licht auf die Probe im optischen Kryostaten (ROK
10-300, Leybold) fokussiert. Eine genaue Beschreibung des Kryostaten und des
Kiihlsystems findet sich in (Engler, N. 1998). Der Durchmesser des ausgeleuchteten
Bereichs betriagt ungefdhr 2,5 mm. Hinter der Probe wird das transmittierte Licht durch
eine Linse kollimiert, durchtritt einen weiteren Shutter (Shutter 2) und wird wieder in
eine Glasfaser eingekoppelt. Der Austritt dieses Lichtleiters, der mit dem
Spektrographen (MS 125, Oriel) verbunden ist hat eine Breite von 0,1 mm und eine
Hohe von 2,5 mm. Der Spektrograph hat eine Brennweite von 125 mm und ein
Offnungsverhiltnis von /3,7. Im Spektrographen wird das Licht nach der gekreuzten
Czerny-Turner-Konfiguration zundchst von einem gewdlbten Spiegel auf ein
Beugungsgitter mit 400 L/mm gelenkt. Uber einen weiteren Spiegel trifft das so zerlegte
Licht schlieBlich auf den Photodiodenarray (Insta Spec II, Oriel). Er besteht aus 1024
Photodioden mit einer GroBe von 25 um x 2500 um. Der erzeugte Photostrom wird
kapazitiv gespeichert und fiir jede Photodiode nacheinander ausgelesen. Die maximale
Rate, mit der Spektren aufgenommen werden konnen, ergibt sich zu 833 Hz. Die
Steuerung und Datenerfassung erfolgt an einem Rechner durch die Software
HINSTASPC*. Zur Verringerung des Dunkelstroms kann der PDA mit einem Peltier-
Element auf -10 °C gekiihlt werden.
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Die Synchronisation des Spektrometers mit einem Laser wird durch eine elektronische
Schaltung (Anhang A Abb. 66) gewéhrleistet. Der verwendete Laser, ein
giitegeschalteter Nd:YAG-Laser (Surelite [-10, Continuum), erzeugt mit 10 Hz
Wiederholfrequenz Laserpulse von ca. 7 ns Dauer. Urspriinglich gibt es daneben die
Moglichkeit manuell einen einzelnen Laserpuls auszuldosen, indem man einen
Druckschalter betétigt. Dieser manuelle Schalter ist durch ein elektronisches (Bauteil
MC14016) ersetzt. Die Steuerelektronik ist im Anhang A gezeigt und erklart. Die Grof3e
des vom Laser ausgeleuchteten Bereichs der Probe ist mit 7 mm deutlich groBer als der
von der Halogenlampe ausgeleuchtete Bereich. Damit wird eine lateral homogene Probe
im MefBbereich auch nach Laserbeschull gewahrleistet. Die Diffusion von Molekiilen
aus nicht vom Laser beleuchteten Bereichen der Probe in das Mefvolumen wird durch

die Grofe des Laserflecks auch verhindert.

Die optischen Komponenten sind auf einer gummigelagerten Steinplatte aufgebaut.
Diese weist ein Loch auf, in welchem der Kryostat mit der Probe platziert ist, ohne die
Steinplatte zu berlihren. So wird eine mechanische Entkopplung des stark vibrierenden

Kryostaten vom optischen Aufbau erreicht.

4.2 Durchfihrung einer Messung

Vor Durchfiihrung des eigentlichen Experiments muf3 eine Untergrundmessung bei
geschlossenem Shutter durchgefiihrt werden. Hierdurch kénnen der Dunkelstrom der
Photodioden und systematische Fehler, die durch das elektronische Auslesen der
angesammelten Ladungstriger auftreten, bereinigt werden. Auch eine Referenzmessung
mit nicht absorbierender Losung ist nétig. Danach wird Shutter 1 geschlossen, so dass
das MeBlicht der Halogenlampe vor der Probenkammer abgeblockt wird, und die
(lichtempfindliche) Probe bei Rotlicht in den Kryostaten eingebaut. Vor der Reduktion
aber nach Erreichen der gewiinschten Temperatur wird ein ,,statisches* Spektrum der
Probe aufgenommen. Dies ist notig, um die Differenzspektren bilden zu konnen, die

immer als Differenz gegeniiber der unbelichteten Probe zu verstehen sind.
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Zur Aufnahme von zeitlich aufgelosten Spektren wird ein Programm gestartet, welches
automatisch das Offnen der Shutter steuert und in zeitlich konstanten Abstéinden

optische Spektren der Probe aufnimmt. Genaueres hierzu findet sich in Anhang A.

Sowohl die Proben, in denen sich Proteine gemischt mit einem Photoreduktionsmittel
befindet, als auch die Referenzproben, bei denen entweder das Protein oder das
Photoreduktionsmittel weggelassen wurden, werden alle nach demselben MeBprotokoll

untersucht.
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5 Messungen und Auswertung

5.1 Einfache Beispielmessungen zum Test des Aufbaus zur

zeitaufgelOsten optischen Spektroskopie

5.1.1 Versuch zur Photoreduktion von Proteinen

Mit einem in der Literatur beschriebenen, leicht abgewandelten Experiment konnte das
Funktionieren des Apparats zur zeitaufgelosten optischen Spektroskopie nach
Photoreduktion iiberpriift werden. Als Untersuchungsobjekt diente Myoglobin in seiner
Cyanid-ligandierten Form (MbCN). Nur das Protein mit dem dreiwertigen Eisen bindet
Cyanid-lonen mit hoher Affinitdt, wihrend es nach Reduktion den Liganden verliert.
Zwischenzeitlich kann dabei eine Spezies beobachtet werden, bei der das Eisen schon
zur zweiwertigen Form reduziert ist, der Cyanid-Ligand aber noch an seiner
Bindungsstelle am Eisen sitzt (Bellelli1990, Olivas1977). Wahrend in der Literatur zum
Start der Reduktion eine Stopped-Flow-Apparatur zum Einsatz kam, wurde die
Reduktion im vorliegenden Testexperiment mit einem photoaktiven Reduktionsmittel
realisiert, dessen Reaktivitidt durch einen kurzen Laserpuls aus dem Nd:YAG-Laser
angeschaltet werden kann. In diesem Versuch bei Raumtemperatur war die Reduktion
so schnell, dass sie mit der Zeitauflosung des Aufbaus von wenigen ms nicht verfolgt
werden konnte und so das erste aufgenommene Spektrum nach dem Laserblitz bereits
von einer zu ¥ reduzierten Probe stammt, in welcher zunédchst die nur langsam
zerfallende intermedidre Spezies vorkommt. Die Reaktionsgleichung, von der nur der
letzte Teilschritt langsam genug ist, um verfolgt werden zu konnen, kann also

folgendermallen formuliert werden:

NADH 7 NADH "+H"

2 Mb(INCN——"=" 2 Mb(I)CN ——= 2 Mb (20)
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Abb. 25: Dissoziation von MbCN nach Reduktion bei 297 K: Anteil von
MDCN in der Probe (Kreise), Anpassung einer Exponentialkurve mit der
Lebensdauer von 3,7 s (gepunktete Linie) und die Anpassung mit der

0.87
!
3,65]

gestreckten Exponentialfunktion N (t) = ei( (durchgezogene Linie)

Die Spektren sind in Abb. 26 gezeigt.

Die Singuldrwertzerlegung (genaueres hieriiber in Kapitel 5.2.2.1) zeigt deutlich (Abb.
27), dass nur zwei Spezies (das durch Reduktion kurzzeitig entstandene Intermediat und
das relaxierte Deoxy-Myoglobin) nétig sind, um den zeitlichen Verlauf der
Differenzspektren nach dem Laserblitz zu modellieren. Der Anteil des dritten und auch
der hoheren Basisspektren aus der Singuldrwertzerlegung sind zu allen gemessenen

Zeiten nahezu 0 und konnen deshalb vernachldssigt werden.
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Abb. 26: gemessene Spektren vor und nach der Reduktion von MbCN
durch durch einen Laser angeregtes NADH; Die Absorptionsbande bei ca.
350 nm stammt hauptsidchlich von NADH, obwohl hier auch das Protein
absorbiert. Die gestichelte Kurve zeigt das Spektrum der Ausgangsprobe
(Cyanid-ligandiertes Myoglobin), die anderen Spektren zeigen die Spektren
bei 7 ms (gepunktet) und 30 s (durchgezogen) nach dem Laserbeschulf3.
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Abb. 27: die ersten drei Basisspektren (links) und die dazugehorigen
Zeitverldufe (rechts) nach der Singularwertzerlegung der Differenzspektren
aus dem Versuch die Relaxation von MbCN zeitaufgelost nach Reduktion
zu messen. Diese Spektren besitzen zundchst keine physikalische
Bedeutung, jedoch konnen die aus der Messung erhaltenen Differenz-
spektren als Linearkombinationen der links gezeichneten Differenzspektren
mit der Gewichtung, die rechts fiir die verschiedenen Zeiten abgelesen
werden kann, zusammengesetzt werden. Es féllt auf, dass das dritte
Differenzspektrum U; zu keinem Zeitpunkt wesentlich zum
Gesamtspektrum beitragt.
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Der Zerfall des Intermediates kann mit einer einzigen Exponentialfunktion beschrieben
werden. Thr zeitlicher Verlauf ist in Abb. 25 aufgetragen. Die in der Literatur genannten

Dissoziationsraten stimmen mit den mit dieser Apparatur gemessenen gut iiberein.

5.1.2 Abblitzversuch mit MbCN

Analog zu den in der Einleitung erwdhnten CO-Abblitzversuchen an Carboxy-
Myoglobin kann mit der aufgebauten Maschine ein exogener Ligand von Ham-
Proteinen abgeblitzt und dessen Riickbindung zeitlich verfolgt werden. Solche Prozesse
konnen — zusitzlich zu den durch Reduktion initiierten — auch Absorptionsdnderungen

der Probe hervorrufen. Der Prozef3

Mb(IINCN ————= Mb(II)+CN~ ———= Mb(III)CN (21)
ist z. B. parasitdr zu der in Gl. ( 20 ) aus Kapitel 5.1.1 beschriebenen Reaktion.

Getestet wurde dieser Vorgang durch ein Experiment, welches zu dem in Abschnitt
5.1.1 erklédrten mit einer Ausnahme identisch ist. Der einzige Unterschied bestand darin,
dass kein Photoreduktionsmittel in der Probe zugegen war. Die erhaltenen

Differenzspektren sind in Abb. 28 gezeigt.

Ein Vergleich der zeitaufgelost gemessenen Differenzspektren mit einem aus statisch
gemessenen  Spektren von  Met-Myoglobin  und  MDb(III)CN  berechneten
Differenzspektren (Abb. 28) zeigt, dass die nach Abblitzen des Liganden entstandene
intermediédre Spezies Mb(III) in ( 21 ) Met-Myoglobin ist. Die durch das Abblitzen des
Cyanid-lons freigewordene sechste Ligandenposition wird zwischenzeitlich durch ein
allgegenwirtiges Wasser besetzt. AuBlerdem ist ersichtlich, dass nur knapp 1 % der
Zyanid-Liganden abgeblitzt werden konnen. Dies ist zu wenig, um im
Photoreduktionsexperiment aus Kapitel 5.1.1 gesehen werden zu konnen, und stort

deshalb dort nicht.
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Abb. 29 zeigt den =zeitliche Verlauf der Riickbindung der CN'-lonen aus dem
Losungsmittel. Der Anteil an nicht mit Cyanid ligandierten Myoglobins geht dabei
exponentiell zuriick. Die Bindungsrate bei einer CN-Konzentration von 9 mM (18 mM

gesamt bei 9 mM Mb) in Lsung betrigt bei 206 K 1,5 ™.
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Abb. 28: Differenzspektren von MbCN bei 296,4 K 7 ms (durchgezogene
Linie) und 28 s (gepunktete Linie) nach dem Laserbeschuf3 auf eine Probe
ohne Photoreduktionsmittel. Die Differenzspektren sind beziiglich der nicht
belichteten Probe angegeben. Gestrichelt eingezeichnet ist auBerdem das aus
statischen Spektren berechnete Differenzspektrum von Met-Myoglobin
minus Mb(III)CN, welches zum Vergleich um den Faktor 100 verkleinert
wurde.
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Abb. 29: Anteil an Met-Myoglobin, welches sich nach kurzzeitiger
Belichtung einer Mb(III)CN-Probe mit einem kurzen Laserpuls bei 296,4 K
gebildet hatte. Die totale Cyanid-Konzentration betrug 18 mM, wovon

allerdings die Halfte an Myoglobin gebunden ist.

5.2 Hamoglobin

5.2.1 Zeitaufgeloste optische Spektren von Hamoglobin

An Himoglobin wurde zeitaufgeldst die Anderung der optischen Spektren nach

Reduktion von Met-Hédmoglobin gemessen. Fiir diese Messungen wurde Nicotinamid

zur Photoreduktion eingesetzt. Dieses Photoreduktionsmittel absorbiert nicht im

sichtbaren Bereich, was das ,,self-modeling® erleichtert, da die gemessene Absorption

ausschlieBlich von Himoglobin stammt.
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Abb. 30: Die Absorptionsspektren von Met-Hdamoglobin (gestrichelte
Linie) und Nicotinamid (gepunktet Linie) ergeben in der Summe das
Spektrum der Probe (durchgezogene Linie). Wéhrend im sichtbaren
Wellenldngenbereich nur das Protein absorbiert, liegt die Absorptionsbande
von  Nicotinsdureamid  ziemlich genau bei der verwendeten
Laserwellenlédnge von 266 nm.

700

Die Anregung der photoaktiven Substanz erfolgt in diesem Fall mit einem Laserpuls

von ca. 20 mJ der vierten Harmonischen des Nd:YAG-Lasers. Die Wellenldnge von

266 nm ist nahe am Maximum der Absorptionsbande von Nicotinamid. Die Himgruppe

absorbiert in diesem Bereich nicht (vgl. Abb. 30), wodurch der FEinflul des

Anregeblitzes des Lasers auf das Protein minimiert wird.
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Abb. 31: Die gemessenen optischen Spektren von Hédmoglobin bei einer
Temperatur von 225 K und verschiedenen exemplarisch herausgegriffenen
Zeiten nach dem Laserblitz: Vor dem Laserblitz (durchgezogene Linie) liegt
Met-Héamoglobin vor, 116 ms nach dem Laserblitz (gepunktet) ist der grofite
Teil der Probe (iiber 60 %) immer noch Met-Hédmoglobin, aber die Soret-
Bande bei 406 nm ist merklich niedriger. Es ist zu ca. 30 % des
intermedidren Fe(Il)-LS-Zustandes mit der aufgespaltenen Q-Bande (530
und 558 nm) entstanden, welcher bis 648 s nach dem Laserblitz (gestrichelt)
zum Grofteil wieder verschwunden ist. 48088 s nach dem Laserblitz (strich-
punktiert) ist eine weitere Spezies, die auch in einer Fe(II)-LS-
Konformation vorliegt, entstanden. Diese zeigt aber gegeniiber dem
primédren ,,low-spin* blauverschobene Banden.
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Der Laserblitz regt das Nicotinamid an. Darauthin reduziert dieses das Protein. In einem
Laserpuls finden sich mit ca. 3-10'° Photonen ungefihr zehnmal mehr Photonen als
Hamgruppen in der belichteten Probe vorhanden sind. Die Zahl der
Nicotinamidmolekiile im MeBvolumen iibersteigt dagegen 10'”. Aufgrund der optischen
Dichte (vgl. Abb. 30 ) werden allerdings nur 7-10"° Photonen durch Nicotinamid
absorbiert. Da pro angeregtem Nicotinamid zwei Reduktionsidquivalente (vgl. Gl. ( 18)
auf S. 39) erzeugt werden, stiinden bei einer Quanteneffizienz von 100 % immer noch
ca. fiinfmal so viele Elektronen zur Reduktion zur Verfligung wie insgesamt

Héamgruppen in der Probe vorkommen.

Das reduzierte Protein liegt zundchst in einer metastabilen Konfiguration vor. Die
Anderung der Ligandierung des Proteins hin zu einer stabilen Konfiguration wurde
zeitlich aufgelost gemessen. Abb. 31 zeigt die Spektren bei 225 K zu verschiedenen
Zeiten. Schon mit bloBem Auge lassen sich daran anhand einiger Charakteristika die
Vorginge in der Probe qualitativ beschreiben. Schon zu sehen ist die Abnahme der
Soret-Bande bei 405 nm und der Bande bei 630 nm von Met-Hédmoglobin. Auflerdem
fallt die aufgespaltene Q-Bande des direkt nach der Reduktion entstandenen
intermedidren Fe(II)LS-Zustandes mit seinen relativ scharfen Absorptionsmaxima bei
530 und 558 nm ins Auge. Seine Absorptionsmaxima sind ca. 1 nm gegeniiber denen
des bei einer Temperatur von 20 K durch Photoreduktion entstandenen intermedidren
Zustandes rotverschoben (Abb. 51). Dieser intermedidre Zustand zerféllt in Deoxy-
Héamoglobin, welches nur eine breite Absorptionsbande zwischen 500 und 600 nm
besitzt. Spiter bilden sich wieder Absorptionsbanden, die denen des zunichst durch
Reduktion entstandenen intermedidren Zustandes dhneln, jedoch blauverschoben sind.
Es ist bekannt, dass sich bei den gemessenen Temperaturen ein Gleichgewicht zwischen
Sfach ligandiertem Deoxy-Hamoglobin und einem Bis-Histidyl-Hamoglobin einstellt,
bei welchem das distale Histidin an die 6. Koordinationsstelle des Eisens bindet (Levy

et al 1985).
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5.2.2 Berechnung der zeitlichen Konzentrationsverlaufe von Hamoglobin

5.2.2.1 Analyse multivaribler Daten

Die in Abhéngigkeit der Zeit gemessenen Spektren sind lineare Superpositionen der
reinen Spektren der in der Probe vorhandenen Substanzen. Um aus den umfangreichen
Daten die zeitlichen Konzentrationsverlaufe dieser Substanzen zu erhalten, wird auf die
Singuldrwertzerlegung zuriickgegriffen. Dies ermdglicht eine betrdchtliche Reduktion
in der Zahl der freien Parameter. Zur Erlangung von unbekannten Spektren der
Zwischenzustdnde kann hierbei das sog. ,,self-modeling* angewandt werden. So kann in
bestimmten Fillen eine Anpassung durch Simulation eines Reaktionsmodells
beschrieben durch ein Differentialgleichungssystem noch vermieden werden. Es ist
dann beispielsweise nicht notig, die Zerfallsfunktionen von metastabilen Substanzen als

exponentiell in der Zeit anzunehmen.

Neben der Singuldrwertzerlegung gibt es noch eine weitere Methode der Auswertung
zeitaufgeloster Spektren, die globale Analyse. Ausgehend von einem Modell fiir den
Reaktionsverlauf wird dabei versucht, alle gemessenen Daten gleichzeitig konsistent zu
erkliren. Probleme bereiten oft die unbekannten Spektren der intermedidren
Substanzen. Zur Inkorporation dieser Spektren in die Auswertung mufl man sie in
geeigneter Weise durch freie Parameter beschreiben. Je nach gewéhlter
Parametrisierung ist die Anzahl der Variablen recht hoch (Henry, E. R. 1997). Eine
mogliche Parametrisierung besteht z. B. darin, den Extinktionskoeffizienten bei jeder
Wellenlinge fiir jede Spezies als eigenen Parameter einzufiihren. Auflerdem beinhaltet
das Modell weitere freie Variable wie z. B. die Ratenkoeffizienten bei exponentiellen
Zerfallsfunktionen. Die gesamten Parameter miissen nun variiert werden, so dass die
mit ihnen simulierten Spektren optimal an die MeBdaten passen. Die grofle Anzahl an
Parametern erschwert dabei die Anpassung. Deshalb wird bei umfangreichen Mef3daten
oft auf die Singuldarwertzerlegung zuriickgegriffen, welche geeignet ist, die Zahl der
freien Parameter betrdchtlich zu reduzieren. Das Vorgehen dabei wird im Folgenden

genauer erklart.
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5.2.2.2 Singularwertzerlegung

Fiir die Auswertung wurden die Daten vor der Singuldrwertzerlegung in vier Schritten

konditioniert (Abb. 32):

Da die Reduktion aller Himoglobin-Molekiile in der Probe nicht vollstindig gelingt, ist
Met-Héamoglobin in den Spektren zu allen Zeiten mit mindestens 40 % vertreten.
Deshalb wird in einem ersten Schritt (Schritt 1 in Abb. 32) von allen gemessenen
Absorptionsspektren das Spektrum der unreduzierten Probe vor dem Laserblitz, der
Ausgangsprobe, (Abb. 32b) abgezogen. Eine Gewichtung der Spektren findet hierbei
nicht statt. Da die Reduktion nicht vollstdndig war, erhilt man also Spektren mit einem
negativen Anteil an Met-Hamoglobin. Zu einem solchen Differenzspektrum liefert der
konstante Anteil des nicht reduzierbaren Met-Hamoglobins (ca. 50 %) keinen Beitrag,
genauso wie der Teil der Probe (ca. 1 bis 2 %), der schon vor der eigentlichen Messung
ohne Belichtung vom Photoreduktionsmittel reduziert wird und im Verlauf des
Experiments inert ist. Die Verwendung von Differenzspektren (Abb. 32¢) ermdglicht in
der Singulidrwertzerlegung eine bessere Abseparation der wellenlangen-korrelierten
Storungen (Henry, E. R. und Hofrichter, J. 1992). Auflerdem werden so instrumentelle
Fehlerquellen aus den Daten entfernt, was bei der Inkorporation bekannter Spektren in
die Modellierung wichtig ist. Zu diesen Fehlerquellen zdhlen Schwankungen der
Lampenintensitdt zwischen der Aufnahme des Referenzspektrums einer durchsichtigen
Probe bei der Kalibrierung und der eigentlichen Messung (dazwischen vergehen je nach
Meftemperatur mehrere Stunden), wie auch eine gegeniiber der Referenz verdrehte
Montage der Probe im Kryostaten, was zu unterschiedlicher Reflexion an der
Oberflache der Probenzelle fiihrt. Verfalschungen der Wellenldngenkalibrierung durch
Erschiitterungen oder Schwankungen der Raumtemperatur konnen auf diese Weise
allerdings nicht behoben werden und miissen durch entsprechende andere Ma3snahmen
wie einen stabilen Aufbau (vgl. Kap. 4.1) oder eine helle bzw. Sonnenlicht

reflektierende Verkleidung der Fenster minimiert werden.
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Abb. 32: Vorkonditionierung der Daten am Beispiel des Spektrums von
Héamoglobin bei 225 K und 32 ms nach dem Laserblitz: 1): Bildung des
Differenzspektrums; 2): Untergrundkorrektur; 3): Setzen eines Fensters und
Logarithmieren der Zeitschritte; 4): Gewichtung der Mef3punkte
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Von diesem Differenzspektrum (Abb. 32c) wird in einem zweiten Schritt (Schritt 2 in
Abb. 32) eine konstante Absorption (Abb. 32d) subtrahiert, da der Untergrund zeitlich
schwankt. Dazu wurde die mittlere Absorption zwischen 700 nm und 735 nm — ein
Wellenldngenbereich ohne merkliche Absorption — von jedem Spektrum abgezogen
(Verarbeitungsschritt zu Abb. 32e). Der Untergrund entsteht durch Reflexion des
Spektrometerstrahls an den Glasoberflichen der Probenzelle und durch Streuung in der
Probe. Er kann sich deshalb bei mechanischen Erschiitterungen des Aufbaus und
Verdnderungen im Losungsmittel in der Probe auch infolge des Laserpulses wihrend

der Messung dndern.

In einem dritten Schritt (Schritt 3 in Abb. 32) werden Bereiche mit starkem Rauschen
(im UV-Bereich bei Wellenldngen, die kleiner als 380 nm sind) bzw. ohne sichtbare
Absorption (im IR-Bereich bei Wellenldngen groBer 700 nm) geldscht. AuBerdem
werden hier die Zeitschritte von einer linearen Skala in eine logarithmische
umgerechnet (nicht sichtbar in Abb. 32). Um eine auf der Zeitskala logarithmische
Verteilung der Datenpunkte zu erhalten, wurden wie in Austin (1975) beschrieben
anwachsende Zeitintervalle gesetzt und die Spektren innerhalb dieser Intervalle
gemittelt. Dies geschieht nicht nur, um die Menge an zu verarbeitenden Daten zu
reduzieren, sondern auch um den Spektren bei kurzen Zeiten eine stirkere Gewichtung

in der Singuldrwertzerlegung zu verleihen.

In einem vierten Schritt (Schritt 4 in Abb. 32) wird das so erhaltene Differenzspektrum
(Abb. 32f) noch mit der Lichtintensitdt aus der Referenzmessung mit einer nicht
absorbierenden Probe (Abb. 32g) gewichtet, um eine {iber den gesamten
Wellenldngenbereich ungefiahr gleiche Streuung der Daten zu erhaltenen. Dadurch
erreicht man in dem genauer gemessenen Wellenldngenbereich der Q-Banden eine
starkere Gewichtung in der nachfolgenden Singuldarwertzerlegung als er ohne diesen
Schritt aufgrund der relativ geringen Absorption hétte. Auch beim spiteren Anpassen
der ebenfalls gewichteten realen Spektren durch eine Linearkombination der aus der
Singuldrwertzerlegung erhaltenen Spektren (siehe Gl. (27 ) auf S. 69) mu3 so eine

ansonsten notige Gewichtung der Datenpunkte nicht mehr vorgenommen werden.
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Die so gewonnenen Daten (Abb. 32h) sind die Eingabe fiir die Singuldrwertzerlegung.

In(t/s)

10

Graustufenskala: |RRERETTTTT 1]
5000 0 5000 10000

Abb. 33: Die Kodierung der Daten (der gewichteten Absorptionsdifferenz)
durch eine Grauskala ermoglich in einer Konturendarstellung das
Sichtbarmachen der Anderungen in der Absorption withrend der Zeit ¢. Die
Helligkeit gibt die Hohe der gewichteten Absorptionsdifferenz an (vgl. Abb.
32h). Helle Bereiche entsprechen einer hohen Absorptionsdnderung
gegeniiber der Ausgangssubstanz wéhrend geringe oder negative
Absorptionsdnderung durch dunkle Einfiarbung kodiert ist. In dieser
Darstellung lassen sich die zeitlichen Verdnderungen der Spektren sichtbar
machen. Das Auftauchen und Verschwinden von helleren Bereichen
(Inseln) zeigt das Entstehen und Zerfallen von Intermediaten.
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Derart konditionierte Daten konnen wie in Abb. 33 bildlich dargestellt werden.

Die aus der der Singuldrwertzerlegung folgenden Auswertung derart vorverarbeiteter
Daten erhaltenen Zeitverlaufe geben direkt den Anteil der jeweiligen Spezies zu allen
Zeiten in der Probe an. Die realen Spektren der einzelnen Intermediate miissen
allerdings erst durch Riickgéngigmachen der Gewichtung und Addition des Met-

Spektrums berechnet werden.

Da die Singuldrwertzerlegung ein Werkzeug der Linearen Algebra ist, werden die
Spektren am besten in einer Datenmatrix reprasentiert. Das ist moglich, da auch die
gemessene optische Dichte, GI. ( 3 ), bei einer Wellenldnge im Idealfall (bei sich nicht
gegenseitig beeinflussenden Chromophoren, keiner Auslese nach der Orientierung der
Molekiile durch Polarisationseffekte) als Summe der optischen Dichten der einzelnen

Substanzen geschrieben werden kann Gl. ( 8 ).

Im Folgenden werden die Daten (Abb. 33) in Matrixform dargestellt':

D(380,4nm;t,) D(380,4nm;t,) --- D(380,4nm;t )
D(380.9nm;t,) D(3809nm;t,) --- D(380,9nm;t )

D(699.9nm;t,) D(699.9nm;t,) --- D(699,9nm;t )

Die Spalten in D enthalten die gewichteten Differenzspektren D(4,z) (gewichtetes AA)
zu den verschiedenen Zeiten ¢;, t,, ..., t;. Die Datenmatrix zur Temperatur 225 K

enthilt z. B. in der Spalte zur Zeit 32 ms das Spektrum aus Abb. 32h.

Mit Hilfe der Matrixmultiplikation 148t sich dann schreiben:

D=F.C' (22)
In den Spalten der Matrix F finden sich die gewichteten Differenzspektren
f. =Ae.(1,)-1,(4,)-1, der realen Substanzen r (deren Anzahl SS ist) wieder:

! Matrizen werden im Text durch GroBbuchstaben und Fettdruck dargestellt (Bsp.: D, U). Wird nur eine
Spalte einer Matrix referenziert, so wird die Nummer der Spalte als Index an den Buchstaben der Matrix
geschrieben (Bsp.: T;). Vektoren sind GroBbuchstaben mit einem Pfeil dariiber (Bsp.: R ). Skalare GroBen
werden durch Klein- und GroBbuchstaben in kursiver Schrift angezeigt.
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£,(380,4nm)  £,(380,4nm) - fi(380,4nm)

- £,(380.9nm)  £,(380,9nm) ---  f(380,9nm)

£(699,9nm)  £,(699.9nm) -+ f(699.9nm)

Fir das Intermediat ist Ag gleich &5, — éue, der Differenz zwischen dem
Extinktionskoeffizienten des Intermediates und der Met-Form. Entsprechendes gilt fiir
Deoxy-Hidmoglobin bzw. -Myoglobin. Fiir die Rutheniumsubstanz ist A¢

glei(:thu3+ —Epns der Differenz der Extinktionskoeffizienten von oxidiertem und

reduziertem Tris(2,2’-bipyridin)ruthenium.

In dem r-ten Zeilenvektor von C' sind die Konzentrationen der r-ten Spezies zu den
verschiedenen Zeiten gelistet:

cl(tl) Cl(tz) Cl(t—l)
Cz(tl) cz(tz) Cz(.t—l)

C’=

CSS(tl) Css(tz) CSS(t—l)

Ziel ist die Zerlegung von D in die Spektren F und die Konzentrationsverldufe C' wie
in Gl (22 ), was allerdings nicht eindeutig moglich ist, solange man nur D kennt. In der
Tat gibt es sogar unendlich viele Moglichkeiten, D in ein Paar von Matrizen Faktor zu
zerlegen (Nagle, J. F. et al. 1995). Man kann also aus den Daten D nicht ohne weiteres
die Spektren der einzelnen Substanzen und deren Konzentrationsverldufe berechnen.
Die Singuldrwertzerlegung ist nun in der Lage, eine Zerlegung der Datenmatrix &hnlich
zu Gl. ( 22 ) vorzunehmen. Diese spezielle Zerlegung hat einige Vorteile gegeniiber den
anderen unendlich vielen mdglichen Zerlegungen wie im folgenden Text néher erldutert

wird.

Bei der Singuldrwertzerlegung wird folgende Faktorisierung der Datenmatrix erreicht

(Malinowski, E. R. 2002):

D=U-S-V' =R-V" (23)
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Dabei ist S eine Diagonalmatrix mit den Wurzeln der Eigenwerte der Matrix D'D, den
Singuldrwerten, als Diagonalelemente. Die Singulirwerte sind dabei entlang der
Diagonalen der GroBe nach geordnet. Der Rang von S entspricht dem von D. In den
Spalten von U sind die orthonormalen linken singuldren Vektoren enthalten. Diese
werden auch als Basisspektren bezeichnet und stellen Linearkombinationen der
gewichteten Differenzspektren dar. Durch Multiplikation von U mit S erhélt man die
Matrix R. In den Spalten von R finden sich die gleichen Basisspektren wie in den
Spalten von U, allerdings sind diese nun nicht mehr normiert, sondern mit dem
dazugehorigen Singuldrwert multipliziert. Orthogonal sind die Spalten von R weiterhin.
Zu jedem Basisspektrum gehdrt ein in den Reihen von V' stehender sog.
Amplitudenvektor. Dies sind die ebenfalls orthonormalen rechten singuldren Vektoren.
Wenn man sie mit den dazugehdrigen Singuldrwerten multipliziert, geben sie den Anteil

des jeweiligen Basisspektrums aus U am MeBspektrum an.

Diese Singuldrwertzerlegung ist exakt und beschreibt damit auch Mefifehler und das

Rauschen. Numerisch eingesetzt werden effizientere Algorithmen als die

Eigenwertanalyse der Matrix D"D, die aber #quivalent sind und auch die Anordnung

der Singuldrwerte nach ihrer Gro3e gewohnlich automatisch liefern.

Als Beispiel ist in Abb. 35 die Singuldrwertzerlegung der Mef3daten von Hiamoglobin
bei 225 K gezeigt. Aus den angegebenen Singuldrwerten ergibt sich, dass schon der
vierte Singuldrwert mit 9,415 nur noch zu ca. 1 % zu den Spektren beitrdgt. In Abb. 34
sind die hochsten Singuldrwerte graphisch dargestellt. Die hoheren Singulidrwerte (ab
dem fiinften) sind nur noch sehr klein. Manipulationen an einem einzigen Datenpunkt
der aufgenommenen Zeitreihe fiihren schon zu betrichtlichen Anderungen in den
Singuldrwerten ab 5, so dass diese nicht mehr als vertrauenswiirdig angesehen werden

konnen. Wie im Folgenden erklért wird, konnen diese unberiicksichtigt bleiben.



Abb. 34: Die ersten 20 Singuldrwerte aus der Messung der Relaxation des
Intermediates von Hémoglobin bei 225 K. Nur die ersten Singuldrwerte
variieren stark. Die hoheren Singuldrwerte dagegen unterscheiden sich nur noch
unwesentlich. Sie sind zwar von 0 verschieden, enthalten aber vor allem
Rauschen, da die Messung fehlerbehaftet ist. Gegentiber der logarithmischen
Auftragung der Singuldrwerte in a) macht die lineare Auftragung in b)
besonders deutlich, dass die Singuldrwerte ab 5 vernachlédssigt werden kdnnen.
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Abb. 35: Singularwertzerlegung am Beispiel der Daten von Hdmoglobin bei 225 K:
links sind die ersten sechs linken singuldren Vektoren (die Spalten von U) der Reihe
nach von oben nach unten mit dem zugehorige Singuldrwert aufgezeichnet. Rechts
sind die entsprechenden rechten singuldren Vektoren (die Spalten von V) aufgefiihrt.
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Vernachldssigt man kleine Singuldrwerte und behilt nur die zu den grofiten, den

signifikanten Singuldrwerten gehdrenden singuldren Vektoren, so kann man mit diesen

in der Zahl der Spalten bzw. Reihen gegeniiber R und V' verkleinerten Matrizen R*
und V*' die Datenmatrix D annihern:

D~R!.vi =Dt (24)

In den Spalten von R* stehen nur noch die signifikanten nicht normierten

Basisspektren, die gebraucht werden, um die Messung zu interpretieren.

Eine wichtige Eigenschaft der Singuldrwertzerlegung ist nun, dass diese Néherung die
beste im Sinne der kleinsten Fehlerquadrate ist. Die Singuldrwertzerlegung sortiert das
Rauschen automatisch in die zu kleinen Singuldarwerten gehdrenden Vektoren, und die
zu groflen Singuldrwerten gehdrenden Vektoren beinhalten die Information. Diese
Eigenschaft der Singuldrwertzerlegung ist eine sehr wichtige, denn sie erlaubt dem
Forscher eine Abschitzung, wie viele unterschiedliche Spezies an der gemessenen

Reaktion teilnehmen.

Ist zwar die Singuldrwertzerlegung eine rein mathematische Operation, so kann man
doch in gewisser Weise die Bedeutung der singuldren Vektoren veranschaulichen: Der
erste linke Singuldrwert entspricht einem {iber die Zeit gemittelten experimentellen
Durchschnitts-Differenzspektrum und der erste rechte singuldre Vektor seinem Beitrag
zu den MeBspektren bei den verschiedenen Zeiten. Der zweite linke singuldre Vektor
dhnelt den mittleren Abweichungen der Messung von der Anpassung mit den ersten
singuldren Vektoren und der zweite rechte singuldre Vektor enthilt die GroBe dieser

Abweichungen zu den unterschiedlichen Zeitpunkten.

Die Eigenschaften der aus der Singuldrwertzerlegung erhaltenen Matrizen kdnnen am
besten erldutert werden, wenn man zunichst eine Zerlegung fehler- und rauschfreier
Daten diskutiert: In diesem Fall wéren nur die ersten signifikanten Singuldrwerte un-
gleich 0 und ihre Zahl entspriche der Zahl der spektroskopisch unterscheidbaren
Spezies. Das Ungefdhr-Zeichen in Gl. (24 ) wiirde zu einem Gleichheitszeichen. Die

signifikanten Singuldrwerte unterscheiden sich stark in ihren Werten. Alle hdheren
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Singuldrwerte wiren gleich 0, da die Daten schon durch die signifikanten Vektoren ex-

akt nachgebildet werden konnten.

Hat man nun aber verrauschte Daten, sind auch die héheren Singuldrwerte ungleich 0,
jedoch kleiner als die signifikanten. Auch in der Grofe ihrer Werte unterscheiden sie
sich nicht wesentlich, da das Rauschen statistisch ist und damit unkorreliert. Falls zwei
Spezies allerdings sehr dhnliche Spektren aufweisen, bzw. diese linear abhéngig sind,
kann es sein, dass die Singuldrwertzerlegung diesen Unterschied nicht vom Rauschen
trennen kann und man einen kleineren Satz signifikanter Vektoren erhilt. Dies tritt auch
im Falle paralleler Konzentrationsverldufe auf. Andererseits kann es bei instrumentellen
Instabilitdten wie z.B. Schwankungen im Lampenspektrum, wie sie durch
Alterungsprozesse in der Lichtquelle hervorgerufen werden, zu kiinstlich signifikanten

Faktoren kommen (Bonneau, R. et al. 1997).

Die Bezichung zwischen den aus der Singuldrwertzerlegung erhaltenen R* und Vv in

Gl. (24) einerseits und andererseits den physikalisch sinnvollen Spektren und

Konzentrationsverldufen in F und C' in GIl. (22) ist durch eine Transformation

gegeben:
F~R'.-T=R (25)
C'~T'.Vvi' =C’ (26)

In den Spalten von R stehen also mdglichst gut an die realen Spektren £ (in den Spalten

von F) angepalite Linearkombinationen der Basisspektren. Die Transformation in ( 26 )

erzeugt aus V' die Zeitverliufe C. Die Transformationsmatrix T ist eine
Diagonalmatrix. Die Zahl der Reihen und Spalten entspricht der Zahl der signifikanten

Singuldrwerte.

Um die Spektren der reinen Substanzen und deren Konzentrationsverldufe berechnen zu
konnen, miissen die Eintrdge der Transformationsmatrix T gefunden werden. Diese
konnen bei bekannten Spektren der einzelnen Substanzen bzw. bei bekannten

Konzentrationsverlaufen berechnet werden:
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Bei einem bekannten Spektrum P ist eine Spalte von T berechenbar. Es gilt z. B. fiir

die /-te Spalte von T (bezeichnet mit T)):

I | —

T, =S"'SR'P (27)

S* ist dabei die verkleinerte Diagonalmatrix S, welche nur noch die signifikanten

Singuldrwerte enthilt.

Der gemél dieser Transformation aus den linken singuldren Vektoren linearkombinierte

Vektor
R, =RI.T (28)

beschreibt das Spektrum P am besten als Linearkombination aus Basisspektren (gemiB

der kleinsten Abweichungsquadrate).

Bei Auftreten intermedidrer Zustdnden, fiir welche die Spektren unbekannt sind, miissen
zusétzliche Informationen oder Annahmen herangezogen werden, um die
Konzentrationsverldufe berechnen zu konnen. Das kdnnen charakteristische spektrale
Eigenschaften sein, wie z. B. die Bande bei 630 nm in den Met-Globinen, die zur
Normierung der modellierten Differenzspektren geeignet ist, oder die aufgespaltene

Q-Bande des Fe(I)LS in Him-Spektren, die in den Fe(I[)HS-Spektren nicht zu sehen
sein sollte. Ein Testvektor P, der dem angenommen Spektrum entspricht, wird mit
einem Vektor R , verglichen, der durch Linearkombination der linken singuldren
Vektoren in der Art gewonnen wird, dass die Quadratnorm des Differenzvektors von
R , und P minimiert wird (vgl. GL. (27 ) und ( 28 )). Im Falle des Myoglobins kann der

Testvektor durch Extrapolation der bekannten Tiefsttemperaturspektren des
Intermediats gewonnen werden. Im Falle von Hamoglobin kann mit Hilfe des sog.

»self-modeling* das Spektrum von Intermediaten gefunden werden.
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5.2.2.3 Self-modeling

Bei Hamoglobin waren die Tiefsttemperaturspektren noch unbekannt, so dass hier das
»self-modeling® (Zimanyi, L. et al. 1999b; Zimanyi, L. et al. 1999a) genutzt wurde, um
die Spektren der Zwischenzustinde zu erhalten. Beim ,,self-modeling® kann man aus
dem zeitlichen Verlauf der Komponenten der rechten singuldren Vektoren auf die

Intermediate und wie sie aus den Basisvektoren linearkombiniert werden, schlief3en:

Tragt man die Komponenten der rechten singuldren Vektoren gegeneinander in einem
Raum von der Dimension der Anzahl der signifikanten Singuldrwerte auf, so sind dies
Punkte innerhalb eines Hyperpolyeders. Man erhélt fiir jeden Zeitpunkt, an dem ein
Spektrum aufgenommen wurde, einen solchen Punkt. Die Koordinaten dieses Punktes
sind also die Wichtungsfaktoren bei der Linearkombination des MeBspektrums aus den
Basisspektren. Das Spektrum eines Gemisches der Basisspektren, also auch die
MeBspektren, findet sich innerhalb des Polyeders. Ein Eckpunkt dieses Polyeders zeigt
die Linearkombination einer reinen Spezies aus den Basisspektren an. Da sich die
Komposition der MeBspektren aus den Basisspektren zeitlich éndert, erzeugen die
aufeinander folgenden Punkte eine Spur in diesem Raum. Wenn nun eine reine Spezies
in eine andere reine Spezies iibergeht, wiirden die Punkte in diesem Hyperraum auf
einer Strecke liegen, welche die beiden reinen Spezies miteinander verbindet. Bei einem
Gemisch aus mehr als zwei Spezies liegen die Punkte auch auf einer Geraden, wenn nur
ein Prozell vorherrscht, also die Konzentrationen der anderen Spezies in der Probe
konstant sind. Geht man entlang dieser Geraden gibt es einen Punkt, an dem die
Konzentration von der sich bildenden Spezies 0 ist, bzw. in der entgegengesetzten
Richtung auf der Geraden einen Punkt, in dem die Konzentration der zerfallenden
Substanz 0 ist. Gefunden kann diese Gerade werden, wenn die Reaktionsraten sich stark
unterscheiden, man also ein Zeitintervall findet, in dem nur ein Prozel} stattfindet und
die vorausgehenden Bildungsprozesse und die nachfolgenden Abbauprozesse
vernachldssigt werden konnen. Das reine Spektrum befindet sich dann im Schnittpunkt

der Geraden zu zweien aufeinander folgenden Prozessen.
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Abb. 36 veranschaulicht in einer 2-dimensionalen Grafik, wie aus der gegenseitigen
Auftragung der ersten beiden rechten singuldren Vektoren die Anteile der ersten beiden
Basisspektren am reinen Hamoglobin-Intermediat gefunden werden konnen. Fiihrt man
diese Riickextrapolation entlang Gerade b im 4-dimensionalen Raum durch, der von den
Komponenten der ersten 4 rechten singuldren Vektoren aufgespannt wird, so erhélt man
auch die Anteile der Basisspektren 3 und 4 am Differenzspektrum des Hamoglobin-
Intermediats. Da sich die Reduktion und die Relaxation des Intermediates zeitlich
tiberlagern, tritt ein solches Spektrum wéhrend der Messung nie pur auf, kann aber auf

die beschriebene Art extrapoliert werden.

Im konkreten Fall der Temperaturreihe von Himoglobin wurde nur das Intermediat der
Messung bei 210 K auf die beschriebene Weise durch ,,self-modeling* erhalten. In den
hoheren Temperaturbereichen, bei denen das anfangliche Fortschreiten der Reduktion
zu schnell fiir die Zeitauflosung der Apparatur ist, sowie fiir die 200 K-Messung wurde
das ,,self-modeling® leicht abgewandelt: Durch Riickextrapolation entlang Gerade b
wird ein Spektrum gesucht, welches dem bei 210 K bestimmten moglichst gut
entspricht. Dieses Vorgehen setzt als Bedingung zeitlich gut separierte Prozesse voraus
(vgl. Kapitel 6.1). Um den Fehler bei der Extrapolation entlang der Geraden zu
minimieren, sollte die Streuung in den Datenpunkten gering sein. Die gefundenen
Spektren (jedoch nicht die Differenzspektren) und Konzentrationsverlaufe miissen dem
Nichtnegativititskriterium geniigen (Lawton, W. H. und Sylvestre, E. H. 1971). Eine
Ausnahme gibt es hier nur, wenn die Schwankungen des Untergrundes durch eine
eigene Spezies in die Auswertung inkorporiert wurden. Diese Schwankungen kénnen

auch negativ werden.

Die Auswertung mit Singuldrwertzerlegung ergibt die Spezies, die ndtig sind, um die

Messungen anzupassen.

Die Modellierung der relaxierten Fe(II)HS-Spezies erfolgt dabei durch Anpassen der
linken singuldren Vektoren an ein Deoxy-Hédmoglobin-Differenzspektrum geméifl Gl.

(27)und GL. (28).



Messungen und Auswertung — Himoglobin 72

IIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Gerade a

Anteile der Basisspektren 1 und
2 am reinen Hb-Intermediat

01— Geradeb

0,05 —

OIIIIIIIII|IIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIII

-0,2 -0,1 0 0,1 0,2

T
v,

Abb. 36: Auftragung der Komponenten der ersten zwei rechten singuliren
Vektoren aus der Singuldrwertzerlegung der Mef3daten aus der Reduktion
von Hamoglobin bei 210 K gegeneinander. In dieser Auftragung sieht man,
mit welchem Gewicht die linken singuldren Vektoren (die Basisspektren) zu
den verschiedenen Zeiten nach dem Laserblitz zum gemessenen Spektrum
beitragen. Rechts oberhalb ausgewdhlter Punkte ist die zugehorige Zeit
angegeben. Die Gerade a (Entstehungstangente) ist eine Tangente an die
Punkte zu frithen Zeiten, bei denen durch Reduktion von Met-Hdmoglobin
Intermediat aufgebaut wird und Gerade b (Zerfallstangente) zu Zeiten, bei
denen die Reduktion abgeschlossen ist und das gebildete Intermediat
zerfillt. Der Schnittpunkt der beiden Geraden (mit Pfeil gekennzeichnet)
gibt an, mit welchem Gewicht die ersten beiden linken singulidren Vektoren
zu einem reinen Intermediatspektrum beitragen wiirden.

Fiir Himoglobin zeigt sich, dass neben der primir erzeugten intermedidren Spezies und
der daraus hervorgehenden relaxierten Fe(I[)HS-Spezies bei langen Zeiten eine weitere
Fe(IT)LS-Spezies bendtigt wird, welche gegentiber der primér erzeugten intermedidren

Spezies blauverschobene Banden besitzt (Abb. 38). Fiir die bei langen Zeiten
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entstethende  Fe(I[)LS-Spezies konnte beim ,Self-modeling leider keine
Zerfallstangente (analog Gerade b in Abb. 36) gefunden werden. In hoheren
Temperaturbereichen, bei denen die Einstellung des Gleichgewichts zwischen Deoxy-
Héamoglobin und dieser weiteren ,,low-spin®“ Spezies schnell genug vonstatten gehen
sollte, entsteht diese Spezies nur in geringem MaBe. Deshalb wurde nur die
Entstehungstangente so weit extrapoliert, dass das Absorptionsspektrum keine Schulter

in der Flanke der Soret-Bande besitzt (Abb. 37).

Bei diesem Fe(II)LS handelt es sich nicht — da spektroskopisch unterschiedlich - um
CO-ligandiertes Hamoglobin, wie es bei den Proben, die bei tiefsten Temperaturen
(20 K) reduziert werden bzw. die mit MdBbauerspektroskopie untersucht wurden
(Croci, S. 2006), beim Aufheizen entsteht. Bei derart tiefen Temperaturen muflte nicht
nur einmal, sondern viele tausendmal auf die Probe geblitzt werden, um eine
ausreichende Reduktion zu erzielen. Dabei wurden kovalente Bindungen gebrochen und

CO erzeugt.

AuBerdem zeigt sich wihrend des ,,Self-modeling®, dass das Intermediat biphasig
zerfallt: Folgt man Gerade b in Abb. 36 in Richtung hoherer Zeiten, so sollten diese auf
den Punkt zulaufen, der als Koordinaten der Fe(I)HS-Spezies hat. Es féllt auf, dass die
Punkte ab einer gewissen Zeit von Gerade b abknicken und erst dann auf einen Punkt
zulaufen, der Fe(II)HS entspricht. Der Knick ist allerdings duflerst schwach und erst ab
dem dritten Singuldrwert sichtbar, so dass er in Abb. 36 nur ganz leicht beim Punkt zur
Zeit 223 s zu sehen ist. Wendet man das ,,self-modeling* fiir diesen ,,Knick* an, so
erhélt man ein Spektrum, das einer Mischung aus ,,low-*“ und ,,high-spin‘ entspricht. In

der Auswertung wurden deshalb zunéchst vier signifikante Vektoren beriicksichtigt.

Es ergab sich am SchluB3, dass eines der drei aus dem ,self-modeling erhaltenen
Spektren auch relativ gut als Linearkombination des Intermediat-Spektrums und des
Deoxy-Spektrums dargestellt werden kann. Dies ist das im vorhergehenden Abschnitt
erwahnte, aus einer Mischung aus ,,Jow-*“ und ,,high-spin‘“ bestehende Spektrum. Da es
nicht moglich war, die reine Spezies zu diesem vierten Singuldrwert zu ermitteln, wurde

dieses Spektrum aus den Berechnungen entfernt, indem der zugehorige
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Konzentrationsverlauf zu den Zeitverliufen von Intermediat und Deoxy-Myoglobin
anteilig (entsprechend der spektralen Anteile von ,,low-“ und ,,high-spin*) hinzuaddiert

wurde.

Fiir das vorgerechnete Beispiel ist in Abb. 39 ersichtlich, wie sich das Gesamtspektrum

aus den Spektren der einzelnen Spezies ergibt.

400 500 600 700
Al nm

Abb. 37: Self-modeling der bei langen Zeiten entstehenden Fe(II)LS-
Spezies bei 225 K, modelliert entlang der Entstehungsgeraden. Dargestellt
sind hier schon die Spektren nach Riickgingigmachen der Wichtung, und
auch das Ausgangsspektrum ist schon wieder addiert, so dass es sich nicht
um Differenzspektren handelt. Je nachdem wie weit man den Verlauf der
linken singuldren Vektoren iiber das Ende der Messung hinaus extrapoliert,
erhdlt man unterschiedliche Spektren fiir diese Spezies. Die richtige
Extrapolation (Spektrum mit dicker Linie) erkennt man am Fehlen der
Schulter (Pfeil) in der langwelligen Flanke der Soret-Bande.
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Abb. 38: linke und rechte singuldre Vektoren nach der Transformation in den
Raum der gewichteten realen Spezies fiir Hb bei 225 K. Die linken Vektoren
entsprechen den gewichteten Differenzspektren von Met-Hiamoglobin (oberes
Bild). Die rechten Vektoren geben den Anteil der jeweiligen Spezies in der
Probe an (unteres Bild). Es bedeuten: Fe(II)LS (durchgezogene Linie),
Fe(IDHS (punktiert) und Fe(II)LS2 (gestrichelt). Hier ist zusétzlich noch der

Anteil

von Met-Hamoglobin (strichpunktiert) aufgetragen.
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Abb. 39: Demonstration der Zusammensetzung eines gemessenen
Spektrums (durchgezogene Linie) aus den Spektren der einzelnen puren
Spezies. Das Spektrum stammt aus der Messung bei 225 K und ist 307 ms
nach dem Laserblitz aufgenommen worden. Die Anteile der einzelnen
Substanzen sind darin: 62 % Met-Hiamoglobin (gestrichelt), 26 % Fe(Il)-LS
(strichpunktiert), 13 % Fe(II)-HS (gepunktet) und 0 % Fe(I1)-LS2.
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5.2.3 Ermittlung der Zerfallsfunktion des Intermediates aus den

Konzentrationsverlaufen

Die Konzentrationsverldufe der intermedidren Zustinde zeigen i. A. erst eine Zunahme
des Intermediates, wenn es aus der Ausgangssubstanz Met-Hdmoglobin durch
fortschreitende Reduktion aufgebaut wird, und darauthin eine Abnahme, wéhrend es

zerfillt. Die Zeitabhingigkeit der Konzentration des Intermediates C, (¢) ist durch

mt

folgende Faltung gegeben:

C,.(t)= ]Z(t')- (— mj dr' (29)

) di

t;—t'
Dabei ist Z(t') die Zerfallsfunktion des Intermediats und C, (¢) die Konzentration der

Ausgangssubstanz. Zur Zeit ¢t wird pro Zeiteinheit ein kleiner Teil Intermediat aus Met-

dcC (¢
Globin durch Reduktion erzeugt, der durch (— d—mt()j gegeben ist. Bis zum Zeitpunkt

der Messung ¢; ist davon ein Teil schon relaxiert und das so verbleibende Intermediat
durch den Integranden in Gl. (29) gegeben. Die Zerfallsfunktion Z (t) wire der
zeitliche Konzentrationsverlauf der intermedidren Spezies, wenn es geldnge, das
gesamte Met-Globin zum Zeitpunkt ¢ = 0 zu reduzieren und keine Nachreduktion
auftrate. Voraussetzung fiir die Anwendbarkeit dieser Gleichung zur Berechnung der
Intermediatkonzentration ist, dass die Reduktion von Met-Hamoglobin homogen
verlauft. Es darf also keine Korrelation zwischen Redoxpotential und Zerfallsrate des

Intermediates geben.

Um die reelle Laplace-Transformation aus (29 ) umzukehren und Z(t) zu finden,

wurde, wie im anschlieBenden Text erldutert, verfahren:

Fir Zerfallskurven kann eine Summe von Exponentialfunktionen in folgender
allgemeiner Form fiir Z (t) angenommen werden, vorausgesetzt, es werden geniigend

viele Exponentialfunktionen herangezogen (Ware, W. R. et al. 1973):
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Z(t)=Y a,e (30)
k=1
n ist die Zahl der Exponentialfunktionen. a; sind positive reelle Zahlen, die angepal3t
werden, und y nicht variierende Zahlen, welche einen geniigend groflen Wertebereich

umspannen.

Bei aus der Singulirwertzerlegung bekannten Konzentrationen C,, () und C, (¢) lduft

int
die Entfaltung von GI. ( 29 ) auf die Losung eines linearen Gleichungssystems mit den n
Variablen q; hinaus. Ein weiterer allgemeinerer Ansatz bedient sich einer Auswertung,
bei der die Konzentrationen des Intermediates zu diskretisierten Zeitpunkten direkt
gesucht werden, um die Zerfallsfunktion des Intermediates zu finden (Abb. 40). Dies ist
ein allgemeinerer Ansatz, da nicht vorgegeben wird, nach welcher Funktion der Zerfall

zu erfolgen hat. Beide Methoden liefern die nahezu gleichen Zerfallsfunktionen.
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Abb. 40: Zerfallsfunktion Z(#) des Hamoglobin-Intermediates fiir
verschiedene Temperaturen: 200 K (Strich-Punkt), 210,5 K (durchgezogen),
215K (Strich-Punkt-Punkt), 225K (gestrichelt), 235 K (Strich-Strich-
Punkt), 245 K (punktiert).
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5.3 Myoglobin

5.3.1 Messungen an Myoglobin

Um die Ligandierungsinderung von der metastabilen ,low-spin“- zur ,high-spin®-
Konformation nach Reduktion von Met-Myoglobin verfolgen zu kdnnen, wird die
Reduktion durch einen 7 ns langen Laserblitz mit 40 bis 60 mJ bei einer Wellenldnge
von 355 nm ausgelost. Dadurch wird das sich neben Myoglobin in der Probe
befindliche photoaktive Ru(bpy)s in einen Zustand angeregt, der sehr stark reduzierend
und so als Elektronen-Donator fiir Met-Myoglobin wirkt. Gegeniiber dem bei
Héamoglobin verwendeten Reduktionsmittel Nicotinamid verlduft die Reduktion durch

das angeregte Ru(bpy); deutlich schneller.

Die optischen Spektren (Abb. 41) zeigen eine Uberlagerung verschiedener Spezies: Da
die Probe nur zu hochsten 10 % reduziert werden kann, liegt ein Grofteil der Probe
auch nach dem Laserbeschuf3 noch als Met-Myoglobin vor. In den Absorptionsspektren
ist deshalb mit bloem Auge nur eine Verschiebung der Spektren um einen konstanten
Untergrund sichtbar. AuBBerdem kommen die metastabile Fe(II)LS-Form und Deoxy-
Myoglobin vor. Als weitere Spezies in der Probe sind die oxidierte und die reduzierte

Form des Ru(bpy); zu nennen.

Um die zeitlichen Verdnderungen in der Probe sichtbar zu machen, ist es angebracht,
die Differenzspektren zu berechnen. Dazu wird von den nach dem Laserblitz
zeitaufgelost gemessenen Spektren das Ausgangsspektrum der noch unbeleuchteten
Probe abgezogen. Zusitzlich wird noch eine Untergrundkorrektur vorgenommen, indem
den Differenzspektren ein iiber den gesamten Wellenldngenbereich konstantes
Spektrum derart hinzugerechnet wird, dass die Abweichung der erhaltenen
Differenzspektren von der Nullinie im Wellenldngenbereich zwischen 700 und 735 nm

minimiert wird. Die so errechneten Differenzspektren sind in Abb. 42 gezeigt.
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Abb. 41: gemessene optische Spektren der Myoglobin-Proben (Myoglobin
und Ru(bpy)) bei der Beispieltemperatur von 191 K: Ausgangsprobe vor
dem Laserblitz (durchgezogene Linie), 349s nach dem Laserblitz
(punktiert) und 24892 s nach dem Laserblitz (gestrichelt). Da bei den
gemessenen Temperaturen (190 bis 240 K) nur gut 10 % der in der Probe
befindlichen Proteinmolekiile reduziert werden konnen, ist in dieser
Darstellung der Rohdaten nur eine Verschiebung der Spektren um einen
konstanten Untergrund sichtbar.

Aus Abb. 42 konnen schon einige Folgerungen gezogen werden: Da nur Met-
Myoglobin  wesentlich bei 630 nm absorbiert, zeigt die Abnahme der
Absorptionsdifferenz bei dieser Wellenlinge mit der Zeit das Fortschreiten der
Reduktion wihrend der Messung. Die bei kurzen Zeiten, wie z. B. im strichpunktierten
Spektrum in Abb. 42 bei 8,3 s, hervorstechende Bande bei 520 nm stammt von
Ru(bpy);. Bei 349 s (punktiertes Spektrum in Abb. 42) ist das Differenzspektrum
geprégt durch die scharfen Linien des intermedidren Zustandes. Man kann gut seine vier
Absorptionsbanden bei ca. 527 nm, 537 nm, 554 nm und 568 nm erkennen, wihrend der

Beitrag von Ru(bpy); wesentlich geringer geworden ist. Noch spéter, 24892 s nach dem
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Laserblitz (gestricheltes Spektrum), ist von den Absorptionsbanden des metastabilen
Zustandes kaum noch ein Rest auszumachen. Die breite Bande von Deoxy-Myoglobin

ist aufgetaucht.
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Abb. 42: Differenzspektren der Myoglobin-Probe bei 191 K nach Abzug
eines konstanten Untergrundes; von den zeitaufgelost gemessenen Spektren
nach dem Laserblitz wurde das Spektrum der Ausgangsprobe abgezogen;
strichpunktiert: Spektrum 8,3 s nach dem Laserblitz; gepunktet: 349 s nach
dem Laserblitz; gestrichelt: 24892 s nach dem Laserblitz; die Abnahme der
Absorption bei 630 nm bekundet das Verschwinden von Met-Myoglobin
und damit den Fortschritt der Reduktion, die Bande bei 520 nm stammt von

Ru(bpy).
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5.3.2 Die zeitlichen Konzentrationsverlaufe von Myoglobin bei

intermedidren Temperaturen

Fiir die Auswertung der Myoglobin-Daten mit Hilfe der Singuldrwertzerlegung sind

folgende Anmerkungen zu machen:

Die gemessenen Spektren sind Linearkombinationen der Spektren von Met-Myoglobin,
Intermediat und Deoxy-Myoglobin. Des Weiteren finden sich in den gemessenen
Spektren Beitrdge des reduzierten und oxidierten Ru(bpy). Eine Absorptionsbande bei
580 nm (die dazugehorige Bande bei 540 nm ist aufgrund ihrer gréeren Breite nicht
markant genug) zeigt das Vorhandensein von Oxy-Myoglobin an, das entsteht, wenn
der in der Losung vorhandene Sauerstoff an Deoxy-Myoglobin bindet. Sein Anteil ist in
den meisten Proben verschwindend gering und wurde deshalb nur wenn nétig

beriicksichtigt. Insgesamt sind also 6 verschiedene Spezies in der Probe vorhanden.

Durch die Bildung der Differenzspektren kann die Zahl der zur Anpassung bendotigten
Spektren von 6 auf 4 (bzw. 3, wenn kein Oxy-Myoglobin ausgemacht werden kann)
eingeschriankt werden. Dies sind folgende Spektren:

1. fur das Intermediat: g7, - Epser

2. fiir Deoxy-Myoglobin: epeoxy - Erser

3. fiir Oxy-Myoglobin: eoyy - e

4. fiir Ru(bpy)s: eruz+-€ruz+

Bei Schwankungen im Untergrund erhoht sich diese Zahl allerdings wieder um eins,

weil ein kiinstlicher signifikanter Faktor hinzukommt.

Analog zu Schritt 4) in Abb. 32 bei der Auswertung der Messungen an Hiamoglobin
wurden auch die Differenzspektren der Messungen an Myoglobin vor der
Singuldrwertzerlegung mit dem Referenzspektrum gewichtet. Als Beispiel sind in Abb.
43 die groften singuldren Vektoren gezeigt, wie man sie aus der Messung bei 191 K

erhélt. Bei dieser Temperatur findet man 4 signifikante Singuldrwerte.
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Fiir die Transformation der singuldren Vektoren auf die Spektren und Zeitverlaufe der
realen Spezies kann im Fall von Myoglobin zum Teil auf bekannte Spektren
zuriickgegriffen werden. Die gewichteten Differenzspektren fiir Deoxy-Myoglobin und
Ru(bpy)s sind fiir alle Temperaturen bekannt. Das gewichtete Differenzspektrum fiir die
Fe(IT)LS-Form wurde an das fiir diese Spezies bei einer tieferen Temperatur von 160 K
bekannte Spektrum (Lamb, D. C. et al. 1998a) angepal3t. Da die optischen Spektren der
Globine sehr stark temperaturabhéngig sind, ist diese Anpassung recht ungenau und die
erhaltenen Ergebnisse miissen auf Plausibilitét {iberpriift werden. Beim 191 K-Spektrum
des Intermediats wird so der Anteil des Ruthenium-Komplexes negativ. Dies kann
korrigiert werden, indem aus dem Spektrum des Intermediats so lange ein Teil des
Ruthenium-Spektrums  abgezogen wird bis es zu einem  konsistenten
Konzentrationsverlauf kommt (Abb. 44). Aufgrund der Schwankung im Untergrund
zwischen 40 und 80 s bei dieser Temperatur wurde neben den ersten 3 signifikanten
singuldren Vektoren auch der 4. noch zur Modellierung eines linearen Untergrundes
einbezogen (vgl. Abb. 44). Diese Schwankungen wurden aber nur bei 191 K
berticksichtigt. Bei Erhohung der Temperatur laufen die Reaktionen schneller ab, und es
mul} nicht so lange gemessen werden. Der Untergrund braucht dann, da iiber den
Melzeitraum konstant genug, nicht als 4 ,,Spezies” in die Auswertung inkorporiert
werden. Dort ergeben sich nur 3 signifikante Singulidrwerte. Es sei denn der Beitrag von
Oxy-Myoglobin ist wie erwédhnt nicht vernachldssigbar, was aber nur bei wenigen

Temperaturen der Fall war.
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Abb. 43: Die ersten fiinf linken und rechten singuldren Vektoren fiir die
zeitabhéngigen Spektren nach dem Photoreduzieren von Mb mit Hilfe von
Ruthenium am Beispiel der Daten bei der Temperatur 191 K. Die
Basisspektren (links), U; bis Us, sind orthonormal. Wéhrenddessen sind die
Zeitverlaufe (rechts), V; bis Vs, mit dem jeweiligen Singuldarwert
(S1=501.649, S,=91.845, S3;=27.807, S4=6.356, Ss=1.745) gewichtet
dargestellt. Werden die rechten singuldren Vektoren in der jeweils gleichen
Achsenskalierung aufgetragen, wird deutlich, wie stark die linken Spektren
im Zeitverlauf zu den gewichteten Differenzspektren (der Messung)
beitragen.



Messungen und Auswertung - Myoglobin

85

| [

550
Al nm

500

600

650

10

Lol
100

1000 10000

t/s

, 0,1
10,08 1
10,06
10,04
10,02

10,08 2
10,06
10,04
10,02

Ol

10,08 2
10,06
10,04
10,02

C
0,08 *
0,06
0,04

10,02

Abb. 44: Nach der Transformation der ersten vier linken singuldren
Vektoren aus Abb. 43 auf die gewichteten Differenzspektren der realen
Spezies gemilB Gl. (25) (links) erhdlt man den Konzentrationsverlauf der
einzelnen Spezies (rechts): Deoxy-Myoglobin (a), Fe(I[)LS-Myoglobin (b),
Ru(bpy) (¢) und der Untergrund (d). Bis etwa 400 s nach dem Laserblitz
nehmen bei dieser Temperatur (T=191 K) sowohl die Deoxy-Form als auch
die Fe(II)LS-Form von Myoglobin zu: Das Protein wird reduziert. Bei
groBleren Zeiten relaxiert Fe(II)LS nach Deoxy-Myoglobin.
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Aus den so gewonnenen gewichteten Differenzspektren erhdlt man durch
Riickgéngigmachen der Gewichtung mit der Lampenintensitidt und Addition des Met-
Spektrums die in Abb. 45 gezeigten realen optischen Spektren von Deoxy-Myoglobin
und des Intermediats. Das Intermediat zeigt 4 Q-Banden und damit eine weitere
Aufspaltung gegeniiber der von anderen Ham-Proteinen bekannten vibronischen
Aufspaltung der Q-Bande. Die zusitzliche Aufspaltung riihrt von einer Aufthebung der
4-fachen Rotationssymmetrie der Umgebung des Hadm-Eisens her (rhombische

Storung).
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Abb. 45: Die realen extrahierten Spektren aus der zeitaufgelosten Messung
der Reduktion von Myoglobin bei 191 K. Gezeichnet sind die Spektren der
reduzierten Substanzen: durchgezogen (Deoxy-Myoglobin) und Intermediat
(gestrichelt).
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5.3.3 Die Zerfallsfunktion des Intermediates

Da die Reduktion wahrend der Messung fortschreitet, mufl der Konzentrationsverlauf
des Intermediates korrigiert werden, indem die Faltung nach GIl. (29 ) riickgédngig
gemacht wird (Abb. 46). Die Anpassung der errechneten Zerfallskurven fiir das
Intermediat ist in Abb. 47 gezeigt. Der Verlauf bei kurzen Zeiten konnte wegen der
langsamen Reduktion nicht besser aufgelost werden, d. h. ein Teil der Intermediat-
Molekiile hat derartig hohe Zerfallsraten, dass die Bildung langsamer als der Zerfall
vonstatten geht. Deshalb starten die Zerfallskurven nicht bei 1. Dies ist ein wichtiger
Unterschied zu der Messung an Hdmoglobin, bei welcher der komplette Zerfall des

Intermediates aufgezeichnet werden konnte.

051

ADbDb. 46: Entfaltung der Konzentrationsverldufe, um die Zerfallsfunktion
des Intermediates (gestrichelte Linie) zu erhalten, am Beispiele der Messung
an Myoglobin bei 191 K: Anteil an Met-Myoglobin (korrigiert um den
wihrend der gesamten Messung nicht reduzierten Anteil) (durchgezogenen
Linie) und Anteil an Fe(IT)LS (gepunktete Linie).
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Abb. 47: Die entfalteten Zerfallfunktionen des intermedidren Zustandes bei
den Temperaturen zwischen 191 K und 225 K (Symbole) mit den mit einer
GauBverteilten Barrierenhohe angepaliten Funktionen nach GI. (11)
(durchgezogene Linien): 191 K (Kreise), 195 K (Quadrate), 200 K (Rauten),
205 K (Dreiecke mit Spitze nach oben), 210 K (Dreiecke mit Spitze nach
unten), 215 K (Pluszeichen), 220 K (Kreuze) und 225 K (Sterne)

5.4 Neuroglobin

5.4.1 Messungen an Neuroglobin

le+05

Neuroglobin tritt ohne externen Liganden sowohl in der reduzierten als auch in der

oxidierten Form als ,,Jow-spin“ mit dem distalen Histidin als Liganden an der sechsten

Bindungsstelle auf. Um optisch eine Ligandierungsdnderung verfolgen zu konnen, wird
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deshalb von Cyanid-ligandiertem Neuroglobin gestartet. Cyanid bindet nur an das Eisen

der Haimgruppe, wenn dieses mit der Oxidationszahl 3 vorliegt.
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Abb. 48: Spektren des CN-ligandierten Neuroglobins vor und nach
Reduktion durch NADH bei unterschiedlichen Zeitpunkten: vor dem
Laserblitz (strichpunktiert), 7 ms nach dem Laserblitz (punktiert), 1,6 s nach
dem Laserblitz (gestrichelt) und 30 Min. nach dem Laserblitz
(durchgezogen). Ngb-CN vor der Reduktion besitzt eine relativ kleine breite
Soret-Bande und Q-Bande. Die Fe(II)LS-Spezies nach der Reduktion
besitzen eine aufgespaltene Q-Bande und schmélere Banden.
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Abb. 49: die vier linken und rechten singuldren Vektoren der Messung der
Photoreduktion von NgbCN bei 296 K; mit den ersten drei (signifikanten)
kann der Zerfall des photoreduzierten NgbCN beschrieben werden
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Die optischen Spektren von Cyanid-ligandiertem Neuroglobin nach der Reduktion
zeigen nur eine geringe zeitliche Variation (Abb. 48). Das intermedidre Neuroglobin,
bei welchem an der sechsten Ligandierungsstelle noch das Cyanid-Ion gebunden ist, ist
ebenso ein ,,low-spin* wie auch das relaxierte Neuroglobin, bei dem das distale Histidin
das Cyanid verdriangt hat. Am deutlichsten sichtbar ist die Blauverschiebung der
Absorptionsmaxima hin zu den Peaklagen des reduzierten Neuroglobins mit dem

endogenen distalen Histidin als sechstem Liganden.

Die Singuldrwertzerlegung der Differenzspektren ergibt 3 ndtige Spezies (Abb. 49). Es
tritt also neben der kurz nach der Reduktion entstandenen intermedidren Spezies und der
relaxierten Form noch eine weitere Spezies in Erscheinung. Aufgrund der Bande bei

580 nm kann diese als Oxy-Neuroglobin identifiziert werden (Dewilde, S. et al. 2001).

5.4.2 Berechnung der Zeitkonstanten aus den Messungen an Neuroglobin

Fiir Messungen bei Zimmertemperatur, bei der die Zerfille exponentiell angenommen
werden konnen, ist es mdoglich, eine Transformationsmatrix zu suchen, so dass die
Konzentrationsverldufe einem bestimmten Modell entsprechen (Henry, E. R. und

Hofrichter, J. 1992):
K(t) ~C (31)

Dabei ist K(¢) die Matrix mit den aus dem Modell folgenden Konzentrationsverlaufen.

Dann muf3 T dementsprechend bestimmt werden, so dass
© =Y s Vi - (T-K)[ (32)

minimiert wird. s; ist dabei der i-te Singulirwert, V*; der i-te rechte singulire Vektor

und (T‘ K)l. die i-te Spalte der Matrix T - K(t). i 1duft Giber die Zahl der signifikanten

Singuldarwerte. In diesem Fall werden die rechten singuliren Vektoren also so

linearkombiniert, dass ein modellabhéngiger zeitlicher Verlauf beschrieben wird.
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Durch eine Anpassung der Neuroglobin-Daten mit zwei exponentiellen Zerfdllen erhilt

man die Reaktionsraten aus Abb. 50.
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ADbD. 50: Zerfallsraten aus der Anpassung der Messungen am intermedidren
Neuroglobin mit zwei exponentiellen Verldufen (Kreise und Quadrate); als
Vergleich ist die mit kap vergleichbare Rate, mit der der CN-Ligand
Myoglobin bei 296,5 K verldsst, als Raute eingezeichnet.
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6 Diskussion

6.1 Modellierung der Spektren der Intermediate

Bei der Auswertung der Messungen an Héamoglobin wurde das Spektrum des
Intermediats, in dem das Eisen reduziert ist, die Struktur des Proteins aber noch der des
Met-Zustandes entspricht, durch Extrapolation aus gemessenen Spektren, in denen das
Intermediat nur im Gemisch mit anderen Spezies vorkommt, erhalten. Von vornherein
ist dabei nicht klar, ob alle Voraussetzungen fiir die Anwendbarkeit des durchgefiihrten
»self-modeling® erfiillt sind. Besonders die Annahme, dass die Relaxation des
Intermediates zu ganz frithen Zeiten noch nicht einsetzt, muf3 unbedingt hinterfragt
werden, denn bei den vermessenen Temperaturen um 200 K sind die Prozesse in
Proteinen nicht exponentiell und erstrecken sich iiber sehr grole Zeitbereiche. Deshalb
wird das modellierte Spektrum mit einem Spektrum des Intermediates verglichen (Abb.
51), welches bei einer sehr tiefen Temperatur aufgenommen wurde, bei der das
Intermediat nicht relaxiert und somit direkt gemessen werden kann. Das modellierte
Spektrum stimmt dabei nicht vollig mit dem Spektrum des Intermediats bei 20 K

uberein.

Die beobachtete Differenz in den auf verschiedene Weise erhaltenen Spektren ist jedoch
in Einklang mit dem Temperaturverhalten der stabilen Spezies von Him-Proteinen. So
zeigen sowohl Carboxy-Myoglobin als auch Oxy-Myoglobin bei Absenken der
Temperatur eine Blauverschiebung und Verschmélerung der Absorptionsbanden sowie
eine Erh6hung des Extinktionskoeffizienten des Absorptionsmaximums fiir die Soret-
und die Q-Banden (Leone, M. et al. 1987). Das Temperaturverhalten der Spektren des
Intermediates ist damit in Ubereinstimmung. Das schirfer Werden der
Absorptionslinien bei absinkender Temperatur kann durch die Abnahme der

Ankopplung des Warmebades erklért werden, welches die Spektren verbreitert (Cupane,



Diskussion 94

A. et al. 2005). Die Annahmen, die zur Ermittlung des Intermediatspektrums im ,,self-

modeling® getroffen wurden, sind damit gerechtfertigt.

400 450 500 550 600 650 700
Al nm

Abb. 51: optische Spektren des durch Photoreduktion aus Met-Hdmoglobin
erzeugten metastabilen Fe(II)LS Zustandes bei den Temperaturen 20 K
(gestrichelt) und 210 K (durchgezogene Linie); die Lage der Maxima ist bei
der tieferen Temperatur um ca. 1nm blauverschoben; aufgrund von
Lichtstreuung ist der Untergrund bei 20 K im blauen Spektralbereich erhoht

6.2 Interpretation des Zerfalls des Intermediats

6.2.1 Extrapolation der Tieftemperaturmessungen

Die Zerfallsfunktion des Intermediats 148t sich nicht durch eine einfache
Exponentialfunktion beschreiben und wird phdnomenologisch oft durch sog. gestreckte

Exponentialkurven angepalit (Abb. 52). Ein Grund hierfiir ist die in der Einleitung
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genannte Komplexitdt von Proteinen. Aufgrund ihrer strukturellen Vielfalt ist die

Potentiallandschaft in jedem Molekiil der Probe etwas anders.

(iOO 1000 10000 1e+05
t/s

Abb. 52: Entfalteter Zerfall Z(t) der Tieftemperaturmessungen am Protein
Pferde-Myoglobin in 50 % Glyzerin-Wasser (v/v): Der Zerfall der
intermedidren Spezies bei den Temperaturen 160 K (Kreise), 165K
(Dreiecke mit Spitze nach unten), 170 K (Quadrate), 175 K (Dreiecke mit
Spitze nach oben), 180 K (Rauten), 185 K (Kreuze) und 190 K (Plus-
Zeichen) und die jeweilige Anpassung mit zwei gestreckten
Exponentialfunktionen (durchgezogene Linien); Entfaltung von Messungen
von D. C. Lamb (Lamb, D. C. et al. 1998a)

Unterhalb von 150 K sind die Proteine in Konformationssubzustéinden eingefroren. Die
Bewegungen im Protein sind da stark eingeschrénkt. Ein Entkommen des Liganden ins
Losungsmittel ist praktisch unmoglich. Je nach Temperatur, bei der man den
intermedidren Zustand erzeugt, geht allerdings auch schon bei diesen tiefen
Temperaturen ein geringer Prozentsatz davon in den ,high-spin“-Endzustand tber

(Parak, F. und Prusakov, V. E. 1994).
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Andererseits beobachtet man nach dem Abblitzen des Wasserliganden vom Eisen im
Intermediat bei so niedrigen Temperaturen ein vollstdndiges Riickbinden der
abgeblitzten HyO-Molekiile an die sechste Koordinationsstelle des Him-Fe (Lamb, D.
C. et al. 1998b). Die Riickbindung ist dabei nicht exponentiell. Sie kann mit einer
Kinetik angepal3t werden, bei der die Barrierenhdhe in der Arrhenius-Gleichung (9 )
eine Verteilung aufweist. Diese Resultate zeigen, dass auch die Wassermolekiile wie die
in der Einleitung genannten Kohlenmonoxidmolekiile bei ihrer Bewegung durch

unterschiedliche Proteinmolekiile verschieden hohe Barrieren zu iiberwinden haben.

Bei Temperaturen um und iiber 180 K, bei denen Proteine ihre Struktur &ndern kénnen
(Einsetzen der Proteindynamik), mu3 fiir die Zerfallskinetik auch das dynamische
Verhalten der Proteine mit beriicksichtigt werden. Extrapolationen der Kinetik mit der
bei tiefen Temperaturen mit Hilfe der MoBbauerspektroskopie gefundenen Barrieren-
hohenverteilungen von Myoglobin und Hémoglobin (Croci, S. 2006) zu hdheren

Temperaturen beschreiben die in dieser Arbeit gewonnenen Daten nicht richtig:

Die Anpassung des in MoBbauer-Untersuchungen gemessenen Zerfalls des
Héamoglobin-Intermediates (Croci, S. 2006) erfolgte gemdll der Theorie des
Ubergangszustandes mit einer verteilten Rate nach Gl. ( 11). Die Verteilungsfunktion
g(AG#) wurde durch eine GauBverteilung mit der Breite ¢ und der Lage AG#max
dargestellt:

!AG#—AG#max f
1 - 262
e o
o271

Die Verteilung konnte dort fiir die verschiedenen tiefen Temperaturen konstant gehalten

g(AG") =

(33)

werden, wobei sich fiir AG#max ein Wert von 61 kJ/mol und fiir o ein Wert von ca. 4

kJ/mol ergaben.

Fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen iiber 200 K 146t sich der
Zerfall nicht mehr durch eine temperaturunabhingige Barrierenhdhenverteilung
beschreiben. Zwar sind die fiir die Temperatur von 200 K gefundenen Parameter

« G#max = 62,6 kJ/mol und ¢ = 4,3 kJ/mol) noch in Ubereinstimmung mit den unterhalb
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dieser Temperatur durchgefiihrten Messungen, da die kleinen Abweichungen sich durch
die unterschiedlichen MeBmethoden und die unterschiedliche Reduktion der Probe
erkldren lassen: Die Reduktion in den optisch vermessenen Proben ist nicht vollstdndig
und zudem abhédngig vom Redoxpotential, welches mit der Barrierenhohe korreliert.
Aullerdem ist in Croci (2006) der biphasige Zerfall des Himoglobin-Intermediates (vgl.
Abb. 40) nicht beriicksichtigt. Allerdings ist es bei hoheren Temperaturen nicht mehr

moglich, eine temperaturunabhédngige Barrierenhdhenverteilung zu erhalten.

Weder die Kinetiken zum Zerfall von Myoglobin noch von Hdmoglobin lassen sich bei
intermedidren Temperaturen mit der bei tiefen Temperaturen gefundenen
Barrierenhohenverteilung beschreiben. Die in diesem Temperaturbereich aus
Anpassungen an Gl. (11) und GIl. (33 ) folgenden Barrierenhdhen wurden mit
steigender Temperatur bei beiden Proteinen zu tieferen Energien verschoben. Das
unterschiedliche Zerfallsverhalten in den besprochenen Temperaturbereichen zeigt, dass
die in MoBbauerabsorptionsexperimenten an der dynamischen Ubergangstemperatur
beobachtete Anderung der Proteindynamik fiir Kinetikexperimente beriicksichtigt
werden mul}. Fir die Bewegung des Liganden darf die Proteindynamik nicht

vernachléssigt werden.

6.2.2 Dissoziation des Liganden im viskosen Medium

Aufgrund ihrer Komplexitit werden Dissoziationsprozesse eines Liganden, die im
intermedidren Temperaturbereich stattfinden, in dem auch Proteinrelaxation vor sich
geht, oft durch eine gestreckte Exponentialfunktion phinomenologisch parametrisiert

(Kleinert, T. 1997) (Abb. 52):
N(t) = Nye " wobei 0 <p < 1 (34)

Abb. 53 zeigt die Dissoziationsraten kcs (Modell aus Abb. 8) fiir CO aus MbCO bei
verschiedenen Temperaturen (Kleinert, T. et al. 1998), nachdem jenes von seinem

Bindungsplatz abgeblitzt worden ist, und vergleicht diese mit den Raten & fiir den
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Zerfall des Intermediats Mb(Il, 1s, w), wenn die Zerfallsfunktionen (Abb. 47) mit einer

gestreckten Exponentialfunktion angepal3t werden.
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Abb. 53: Arrhenius-Auftragung der Relaxationsraten von Intermediaten von
Mb: Zerfall des H,O-Intermediates (Quadrate), Entkommrate kcs (vgl. Abb.
8) von CO aus dem Innern von Myoglobins ins Losungsmittel (75 %
Glyzerin v/v) (Kreise) (Kleinert, T. et al. 1998).

Die dabei zutage tretende gute Ubereinstimmung der beiden verglichenen Raten legt
nahe, zunichst derselben Datenauswertung zu folgen, wie es Kleinert tat. Kleinert hat

schon darauf hingewiesen, dass die Rate kcg vor allem vom Protein und seiner
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Umgebung abhédngt und weniger vom Liganden an sich. Die Zerfallsrate des

Mb(1I, Is, w) soll also zunédchst anhand der Kramers-Theorie beschrieben werden.

Gl. ( 14 ) wird unter der Annahme eines linearen Zusammenhanges zwischen Reibung y

und Viskositit # nach dem Stokesschen Gesetz zu:

YA
—__", RT
k e (35)
n

k, enthélt alle konstanten Vorfaktoren und hat die Dimension einer Viskositit pro Zeit.

Das Problem bei der folgenden Auswertung ist die unbekannte Viskositit #, welche sich

im Protein vom Wert im Losungsmittel gravierend unterscheiden kann.

In der Arbeit von Kleinert (1997) ist die Bewegung des Liganden durch ein von
Kramers (1940) entworfenes Modell beschrieben, in welchem sich dieser in einem
vorgegebenen Potential (Abb. 17) bewegt, wobei die Bewegung durch die viskosen
Eigenschaften der Umgebung stark gedampft wird. Dabei wurde angenommen, dass die
Viskositdt im Innern des Proteins vernachldssigt werden kann, da sie weitaus kleiner ist
als die Viskositit des Losungsmittels und deshalb das Losungsmittel die Rate bestimmt

(Abb. 55).

5 aus: k, ! (P/s) ‘ AH" / (kJ/mol)
Viskositat des Losungsmittels 1.4 10" 23,3

(gepunktete Linie in Abb. 55)

Tab. 1: Parameter aus der Anpassung von Gl. ( 35 ) an die Daten in Abb. 54

Fiir einen Vergleich mit den Messungen an Carboxy-Myoglobin wurden die Messungen
an Mb(II, Is, w) zunichst analog zu Kleinert (1997) ausgewertet und also die Reibung
im Innern des Proteins nicht beriicksichtigt. Passt man GI. (11 ) mit &, und AH" als

temperaturunabhédngige Parameter und den Werten fiir die Viskositit von 75 %iger
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Glyzerinlosung (v/v) (Abb. 55) an die gemessenen Zerfallsraten (Abb. 54) an, so erhalt

man Tab. 1.
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Abb. 54: Anpassung von Gl. ( 35) (durchgezogene Linie) an die Messung
des Zerfalls von Mb(II, 1Is, w) (Quadrate) mit Viskosititen, die denen des
Losungsmittels (75%ige Glyzerin/Wasser-Mischung v/v) entsprechen

Die erhaltenen Werte fiir die Enthalpiebarriere von CO und Wasser aus dem Innern des
Proteins ins Losungsmittel stimmen gut iiberein (beide bei 23 kJ/mol). Diese relativ
gute Ubereinstimmung fiir die beiden Liganden 148t vermuten, dass hier vor allem die
grofiraumigen Proteinumlagerungen wichtig sind und nicht die lokalen Bindungskréfte
des Liganden an das FEisen, was auch Kleinert et. al. ohne Kenntnis der

Wasserdissoziationsraten Ende der 1990er Jahre schon folgerten.
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Diese Ubereinstimmung zwischen den beiden Liganden kann aber auch Zufall sein. Ein
Hinweis darauf ist die unveridnderte Kinetik in verschiedenen Losungsmitteln: Wahrend
sich die Ubergangsrate von Zustand C nach S (Abb. 8) fiir Kohlenmonoxid in
verschiedenen Ldsungsmitteln stark unterscheidet, geschieht der Zerfall des
Intermediates bei 191 K in 75 %igem (v/v) Glyzerin im Rahmen der Mel3genauigkeit
genauso schnell wie der Zerfall bei 190 K in 50 %igem Glyzerin (v/v) (vgl. hierzu Abb.
57). Diese Ubereinstimmung wire nur erklirbar, wenn sich die Viskositit in der
nidheren Umgebung um das Protein von der Viskositdt im Losungsmittel unterschiede
und fiir beide Glyzerinkonzentrationen dieselbe wére, was durch partielle Entmischung
des Losungsmittels hervorgerufen werden kann. Allerdings wurde bei den CO-
Dissoziations-Messungen eine partielle Entmischung erst bei 90 %igem Glyzeringehalt
evident. Dies deutet also darauf hin, dass der Ligand nicht in das Losungsmittel
dissoziiert, sondern im Proteininneren verbleibt, was schon Engler (Engler, N. 2002) fiir
wahrscheinlich hielt. Da die lokale Fe-Umgebung in diesem Falle wie fiir Deoxy-
Myoglobin fiinffache Koordinierung aufwiese, wiren die optischen Spektren nicht zu

unterscheiden.

Dass der Ligand nach der Dissoziation vom FEisen nicht direkt in die
Losungsmittelumgebung verschwindet, wird auch durch Strukturuntersuchungen
unterstiitzt. Bei Deoxy-Myoglobin findet die Rontgenkristallographie auf der distalen
Seite der Hamgruppe ein nicht koordiniertes Wassermolekiil, das durch eine
Wasserstoftbriicke zum distalen Histidin stabilisiert wird (Quillin, M. L. e. a. 1995;
Ostermann, A. 2000). Dieses Wasser behindert stark die Bewegung von anderen
Liganden in die Hadm-Tasche. NMR-Messungen zeigen das Vorhandensein von
weiteren, wenig geordneten Wassermolekiilen in Myoglobin (Denisov, V. P. und Halle,
B). Bei Met-Myoglobin befindet sich neben dem gebundenen Wasser ein weiteres, nicht
koordiniertes Wasser in der Him-Tasche, das vermutlich eine Wasserstoffbriicke zum

gebundenen Wasser bildet (Quillin, M. L. et al. 1993).

Da die Viskositdt im Innern des Proteins deutlich von der im Ldsungsmittel abweicht

(Abb. 55), kann die oben gewonnene Information nur eine ganz grobe Néaherung sein.
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Ein genaueres Einbeziehen der Proteindynamik ist notwendig. Eine gute Beschreibung

hierfur ist das Brownsche Oszillatormodell.

6.2.3 Das Brownsche Oszillatormodell und das Modell von Kramers

Der Ligand bewegt sich bei intermedidren Temperaturen von ca. 200 K im Inneren des
Proteins effektiv durch ein viskoses Medium, das Reibung erzeugt. Diese ist stark von
der Temperatur abhdngig, wie es die mit Hilfe des Stokesschen Gesetzes aus
MoBbauerspektroskopischen Messungen gewonnenen Daten fiir die Viskosititen im
Innern von Proteinen in Abb. 55 zeigen. In derartigen Féllen ist die Absolute

Ratentheorie nicht mehr auf eine solche Kinetik anwendbar.

Fiir den Zerfall des Intermediates (Fe(I)LS — Fe(I[)HS) muB nicht nur das
Wassermolekiil dissoziieren, sondern auch eine Strukturdnderung des Proteins
stattfinden. Denn ohne Strukturdnderung wiirde, wie in Abblitzexperimenten bei dullerst
tiefen Temperaturen, bei denen die Proteinstruktur eingefroren ist, gezeigt, der Ligand
nach der Dissoziation wieder zurlickbinden. Andererseits wird die Proteinstruktur nicht
in die ,,high-spin“-Struktur iibergehen, solange der Ligand am Eisen gebunden ist. Diese
beiden Prozesse, Dissoziation des Liganden und Strukturdnderung des Proteins,
bedingen sich demnach gegenseitig. Insgesamt muB man also einen Ubergang des

Gesamtsystems iiber eine Barriere betrachten.

Dies ist ein fundamentaler Unterschied zu den Experimenten, bei welchen der Ligand
durch einen kurzen Laserblitz dissoziiert wird, und eventuell vor der Riickbindung
stattfindende grofBrdumige Proteinstrukturdnderungen darauf folgende Reaktionen

darstellen.
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Abb. 55: Vergleich der Temperaturabhéngigkeit der internen Viskositit von
MDbCO mit der von Losungsmitteln: Viskositit von purem Glyzerin (gefiillte
Kreise) und die daran angepalite Vogel-Fulcher-Gleichung, einer
Glyzerin/Wasser-Mischung (3/1 vol/vol) (punktierte Linie), reinen Wassers
(geschlossene Dreiecke) und die daran angepalite modifizierte Vogel-
Fulcher-Gleichung (gestrichelte Linie), die interne Viskositit in MbCO in
Glyzerin/Wasser (offene Kreise) und in MbCO-Kristallen (offene Dreiecke)
(Huenges, A. et al. 2002)

Der Ubergang Fe(I)LS — Fe(II)HS geschieht in einem viskosen Medium und ist durch
das Kramersche Gesetz (vgl. Gl. (12 ) und ( 14 )) beschreibbar. Dieses Gesetz wurde
von Kramers zwar fiir eine eindimensionale Fragestellung geldst, wihrend in Proteinen
Trajektorien im multidimensionalen Konformationsraum vorherrschen. So wire
eigentlich die multidimensionale Generalisierung von Langer (1969) anzuwenden.
Berezhkovskii et. al. (2005) konnten jedoch zeigen, dass das Problem auf eine
eindimensionale Reaktionskoordinate reduziert werden kann, wenn die folgenden zwei
Bedingungen erfiillt sind: (1) Reaktant und Produkt sind durch einen einzigen hohen
Sattelpunkt getrennt. (2) Die Rate ist durch die Diffusion des Systems iiber diese

Sattelregion bestimmt. Die Giiltigkeit vor allem der ersten Voraussetzung ist zwar fiir
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Proteine aufgrund ihrer Komplexitét fraglich, wird aber dennoch in dieser Arbeit aus
Griinden der Einfachheit angenommen, da die Trajektorien des Systems nicht bekannt

sind.

Das Problem bei der folgenden Diskussion sind die unbekannten Werte fiir die
Parameter (vgl. Abb. 17) @y, @, und y und damit a in GlL. ( 14 ). Letzterer kann durch

einen Vergleich mit dem Brownschen Oszillatormodell erhalten werden.

HO 1

Hilex 1

Intermediat

Deoxy

Abb. 56: Potentiallandschaft (Enthalpie H) fiir das Protein bei der
Relaxation vom intermedidren Zustand in den Deoxy-Endzustand. Die fiir
die untersuchte Kinetik wichtigen, mit Kiirzeln bezeichneten Zustande sind:
Konformationssubzustinde (CS), flexibler Zustand (FZ) und Kramers-
Barriere (KB) mit einer Enthalpiedifferenz (HO).



Diskussion 105

Der erweiterte Brownsche Oszillator ist ein geeignetes einfaches Modell, welches die
Proteindynamik beschreibt und mit der Kramers-Theorie (Beschreibung der Diffusion
iiber eine Barriere) verkniipft wird, um ein komplettes Bild fiir die ablaufenden Prozesse

zu erhalten (Abb. 56).

Fiir den Ubergang von Fe(I)LS (Intermediat) nach Fe(I)HS (Deoxy), muf das System
tiber die Kramers-Barriere (H0) gelangen. Die Konformationséinderung eines Proteins
geschieht in einem diffusiven ProzeB und wird durch Reibung gebremst. Die Reibung
ist von der Wahrscheinlichkeit, das Protein im flexiblen Zustand (FZ) anzutreffen,
abhingig. Fiir Proteine in einem Konformationssubzustand wird die interne Viskositét
als unendlich grol angenommen, wihrend sie fiir Proteine im flexiblen Zustand
konstant und von der Temperatur unabhiingig ist. Bei Anderung der Temperatur wird
nur die Wahrscheinlichkeit p,, das Protein im flexiblen Zustand anzutreffen (vgl. GI.

( 16)), variiert, so dass die effektive Viskositit temperaturabhingig wird.

Die Rate k in GI. ( 14 ) fiir den Kramers-Ubergang wird damit zu:

HO-H 3, -ST
k=p,-kt0=p[-%exp_ RT (36)
Darin sind auBerdem die Parameter k; fiir die Ubergangsrate in einem Protein im
flexiblen Zustand, (H0-Hje,) fir die Hohe der Kramers-Barriere, Hy,, fiir die Tiefe der
Konformationssubzustinde und S fiir die Differenz der Enthalpien zwischen dem

aktivierten Zustand (KB) und dem flexiblen Zustand (FZ).

Die Dissoziation ist nicht-exponentiell, da die Ubergangsrate eine Verteilung aufweist:
Zum einen haben die Wahrscheinlichkeiten p, eine Verteilung, welche aus der

Maxwellverteilung maxw1(Gpex) der Tiefe der Konformationssubzustdnde folgt:

maxwT (G ,,, ) ~ C e - exp| — C e (37)
7(RT) RT

Diese Verteilung in Gy, fiihrt dazu, dass sich die effektive Viskositit von Molekiil zu

Molekiil in der Probe unterscheidet.
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Zum anderen ist es auch bei Temperaturen um und unter der dynamischen
Ubergangstemperatur nétig, der Kramers-Barriere eine Verteilung g(H) zuzuweisen,

welche als GauBformig angenommen wird:

(H-H0)?

1 202 (38)

e
N2mo

Der neu eingefiihrte Parameter o bedeutet dabei die Breite der Verteilung. Die Probe ist

g(H)=

also auch in Bezug auf die Hohe der Kramers-Barriere inhomogen.

Insgesamt ergibt sich in diesem Bild eine von der Proteindynamik abhéngige Kinetik
des Zerfalls des Intermediates. Die Anpassung dieses Modells an die Zerfallskurven, die
aus den Messungen mit der optischen Spektroskopie errechnet wurden, ist fiir
Myoglobin in Abb. 57 bis Abb. 61 und fiir Hdmoglobin in Abb. 62 bis Abb. 64
dargestellt. Dabei wurde angenommen, dass der Parameter a von derselben
GroBenordnung ist, wie ihn die Anpassung der Messung der mittleren quadratischen
Auslenkung von Eisen in der MdBbauerspektroskopie an das Modell des Brownschen
Oszillators liefert. Da aber die Parameter @ und S in Gl. (36 ) nicht unabhéngig
voneinander sind, muss einer der beiden Parameter festgesetzt werden. So wurde o der
Wert von 6,64'108 s'l, der fiir kristalline Proben gilt, zugewiesen. Ist also o um den
Faktor ¢" falsch (z. B. weil a im verwendeten glyzerinhaltigen Losungsmittel um den
Faktor e"'* grofer ist) angesetzt worden, dndert sich die errechnete Entropiedifferenz S
um den additiven Wert nR (in Glyzerin/Wasser mull zu den errechneten Werten von S

also 9,47 J/mol/K hinzu addiert werden).

Um die Messung fiir den Zerfall des Mb(II, Is, w) bei den Temperaturen 180 K und
184,8 K beschreiben zu konnen, war aufler einer Verteilung in der Tiefe der
Konformationssubzustdnde auch eine Verteilung in der Hohe der Kramers-Barriere
notig (vgl. Tab. 4). Hier sind die optisch gemessenen Zerfallsverldufe in
Ubereinstimmung ~ mit den  Ergebnissen aus  M®éBbauerspektroskopischen
Untersuchungen, bei denen auch eine verteilte Kramers-Barriere zur Erkldrung der
Daten bendtigt wurde. Erst bei Temperaturen iiber 190 K ist die Proteindynamik so
schnell, dass die Kramers-Barriere fiir alle Molekiile gleich erscheint

(Bewegungsverschmilerung).
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Abb. 57: Anpassung des Zerfalls des nach Reduktion entstandenen inter-
medidren Zustandes von Myoglobin mit Hilfe des Kramers-Modells fiir die
Temperaturen 180 K (Kreise), 185 K (Quadrate), 190 K (Rauten), 191 K
(Dreiecke, Spitze oben), 195 K (Dreiecke, Spitze links), 200 K (Dreiecke,
Spitze unten), 205 K (Dreiecke, Spitze rechts), 210 K (Pluszeichen), 215 K
(Kreuze), 220 K (Sternchen) und 225 K (A-Zeichen) auf 1 hochnormiert mit
Untergrundkorrektur. Der Glyzerin-Anteil war von 180 K bis 190 K 50 %.
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Abb. 58: lineare Auftragung der Anpassung des Modells (durchgezogene
Linien) an die normierte, untergrundkorrigierte Zerfallskurve des
Myoglobin-Intermediates Mb(II, Is, w) bei den Temperaturen 180 K
(Kreise), 184,8 K (Quadrate) und 190 K (Rauten) in 50 %igem Glyzerin

T 1T rrrTT I T T TT I T T 1T TT I T T T I T 1T T 1T TrT I T T 1T 1T TT
i N
- ;E!! ]
@'f;! |
vl
n 1
|1
\ _
H il <l T
| A
i‘!l { i
I
il N -
;'!,I ‘
v
Ii! i
I " y T | ol 8 ) S | | I ) S I I S S | I ) I N I S S I % e
0 1 2 3 4 5 6

t/h

Abb. 59: lineare Auftragung der Anpassung des Modells (durchgezogene
Linien) an die normierte, untergrundkorrigierte Zerfallskurve des
Myoglobin-Intermediates Mb(II, Is, w) bei den Temperaturen 191 K
(Dreiecke, Spitze nach oben), 195 K (Dreiecke, Spitze nach links) und
200 K (Dreiecke, Spitze nach unten) in 75 % Glyzerin
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Abb. 60: linecare Auftragung der Anpassung des Modells (durchgezogene
Linien) an die normierte untergrundkorrigierte Zerfallskurve des
Myoglobin-Intermediates Mb(II, Is, w) bei den Temperaturen 205 K
(Dreiecke, Spitze nach rechts) und 210 K (Pluszeichen) in 75 % Glyzerin
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Abb. 61: linecare Auftragung der Anpassung des Modells (durchgezogene
Linien) an die normierte untergrundkorrigierte Zerfallskurve des
Myoglobin-Intermediates Mb(II, Is, w) bei den Temperaturen 215K
(Kreuze), 220 K (Sternchen) und 225 K (A) in 75 % Glyzerin



Diskussion 110

Sowohl fiir Myoglobin als auch fiir Himoglobin ergeben sich iibereinstimmend in
diesem Bild relativ grole Barrierenhdhen HO von ca. 120kJ/mol und
Entropiedifferenzen von ca. 260 J/mol/K (vgl. Anhang C). Die Enthalpiedifferenz
zwischen Kramers-Barriere und flexiblem Zustand betrdgt also ca. 85 kJ/mol. Bei der
Barrierenhohe geht sowohl die Energie fiir die Brechung der Bindung des Liganden
zum FEisen ein, als auch die Energie, die das Protein benétigt, um die schwachen
Bindungen zu brechen und flexibel zu sein. Die hohe Entropiedifferenz kann so erklart
werden, dass der Ligand im Proteininneren nach dem Brechen der Bindung eine grof3e
Freiheit besitzt, da er sich ja nun unspezifisch gebunden im Protein aufhalten kann und
dort auch mehrere freie Rdume existieren (z. B. Xenon-Locher). Deshalb sind beide
Aktivierungsparameter deutlich hoher als fiir [Fe(H20)6]2+ mit AH" = 41,4 kJ/mol und
AS" =212 J/mol/K (Helm, L. und A.E., M. 1999).

0,6 —

Z(t)

04—

206 , 001 R 100
t/h

Abb. 62: Anpassung des Zerfalls des Intermediates von Hdmoglobin bei
den Temperaturen 200 K (Kreise), 210,5 K (Quadrate), 215 K (Rauten),
225 K (Dreiecke), 235 K (Kreuze) und 245 K (Sternchen).



Diskussion 111

Z(t)

0,8§

o
_e_|
|

10 20 30
t/h
T T T T T T T T T | T T T T T T T T T
1 —
0,8 _
0,6 _
0,4 a
0,2 _
o . i -
0 | A -1!\_ T -l:. .4 - | L ; L . L L Ll. L K
0,5 1 15 2
t/h

Abb. 63: Anpassung des Zerfalls des Intermediates von Hédmoglobin
Hb(II, Is, w) bei den Temperaturen 200 K (Kreise), 210,5 K (Quadrate),
215 K (Rauten) und 225 K (Dreiecke) im linearen Maf3stab
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Abb. 64: Anpassung des Zerfalls des Intermediates von Hadmoglobin
Hb(II, 1s, w) bei den Temperaturen 235 K (Kreuze) und 245 K (Sternchen)
im linearen MaB3stab
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Fiir Himoglobin wurden aufgrund des biphasigen Zerfalls (Abb. 40) zwei Kramers-
Barrieren angenommen (H0O und HO0b), die jeweils gauBverbreitert sind. Fiir beide

Phasen wurde jedoch mit derselben Entropiedifferenz gerechnet.

Der zweiphasige Zerfall von Hamoglobin kann von verschiedenen Strukturhierarchien
herriihren. Schon bei der IR-Spektroskopie an CO-Myoglobin fiel die Grobaufteilung
des Proteinensembles in mehrere Konformationen auf (Ansari, A. et al. 1987).
Mikroskopisch kann diese bei Himoglobin in der unterschiedlichen Protonierung des
distalen Histidins begriindet sein, zu welchem der Wasser-Ligand eine
Wasserstoftbriickenbindung  aufbauen kann. Diese Bindung vergrofert die
Enthalpiedifferenz, welche bei der Dissoziation aufgebracht werden mufB. Die
unterschiedlichen Subpopulationen machen sich dann in der Kinetik des Himoglobins

durch einen zweiphasigen Zerfall bemerkbar.

Die grof3e Breite der Verteilung in der zweiten etwas hoheren Kramers-Barriere, ist ein
Indiz fiir eine groBe Inhomogenitit in der Probe, die durch Anderungen der
Proteinstruktur (Quartirstruktur) nach der Dissoziation des Liganden erklirt werden
kann (Croci, S. et al. 2002). Diese Inhomogenitét ist bei einem Tetrapeptid und nur ca.
50 %iger Reduktion zu erwarten. In der Probe konnen von einigen Proteinen alle vier

Héam-Eisen reduziert werden, von anderen dagegen nur drei, zwei oder auch keines.

Es ist noch anzumerken, dass bei Anpassungen des Modells an die Zerfallsfunktionen
deutlich niedrigere Werte fiir die Enthalpiedifferenz und die Entropiedifferenz der
Kramers-Barriere erhalten werden, wenn die Temperaturen oberhalb von 200 K
vernachlissigt werden. Bei Myoglobin ergibt sich 4AH" = 73,4 kJ/mol und 45" =
28,1 J/mol/K, wenn fiir die Anpassung nur die Zerfille von 180 — 195 K beriicksichtigt
werden. Diese Variation ist in Ubereinstimmung mit den Anpassungen des Modells an
die mit MoBbauerspektroskopie gemessenen Zerfallsfunktionen des Intermediats von
Pferdeherz-Myoglobin (4H" = 8 kJ/mol und 45" = -80,7 J/mol/K) (Parak, F. G. et al.
2007). In diesem unteren vermessenen Temperaturbereich weist auch die Kramers-
Barriere eine groflere Verteilung auf. Die dortige Verminderung der Proteindynamik

senkt also die Aktivierungsparameter ab.
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6.3 Das Intermediat des Neuroglobins

Aus der Auswertung des Verlaufs der zeitaufgelosten Spektren von Neuroglobin-
Cyanid nach der Reduktion durch den Laserblitz ergeben sich zwei Zerfallszeiten (Abb.
50). Da das dritte Basisspektrum nur einen sehr geringen Anteil an den MefBspektren
besitzt, ist es schwierig den Ursprung dieser dritten Spezies zuzuordnen. Da bei der
Oxigenierung ein dhnliches Spektrum zu sehen war, wird zur Erklarung des hier

erorterten zeitlichen Verlaufs das Trap-Modell (Abb. 65) angewandt.

A B D
kAB kBD .
Ngb(I1)CN ——= Ngb(II)CN Ngb Ngb~-His

Ngh-Q

Abb. 65: Schema des Zerfalls des metastabilen reduzierten
Neuroglobincyanids (Ngb(II)CN); nach der Dissoziation von Cyanid bildet
sich ein nur fiinffach ligandiertes Neuroglobin (Ngb), welches mit extrem
hohen Raten Sauerstoff im bzw. das distale Histidin bindet. Durch
Reduktion wird der Sauerstoff im Laufe der Messung aus der Ldsung
entfernt, so dass der endgiiltige Zustand das durch das distale Histidin
ligandierte Neuroglobin (Ngb-His) ist.

Die zwei die Reaktionsgeschwindigkeit bestimmenden, langsamen Raten sind dabei kyp
und kcp, wihrend hingegen kpc und kpp sehr schnell sind: Neuroglobin kann sich in der
Losung befindenden molekularen Sauerstoff mit einer extrem hohen Rate kpc binden.
Die bimolekulare Assoziationsrate betrigt 130-250 uM™' s™' (Dewilde, S. et al. 2001;
Trent III, J. T. et al. 2001) und ist damit zehn mal hdher als in Myoglobin. Die
Assoziationsrate fiir den internen Liganden Histidin kgp ist mit 2000 s auch sehr hoch.
Aufgrund der kleinen Bildungsrate des fiinffach ligandierten Neuroglobins (B in Abb.

65) kann dieses nicht gesehen werden. Nachdem der Sauerstoff in der Losung
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verbraucht ist, geschieht die Dissoziation des CN (Quadrate in Abb. 50) fast genauso
schnell wie in Myoglobin (Raute in Abb. 50).
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Anhang

Anhang A  Steuerelektronik

Die Steuerelektronik synchronisiert den Laser und die Software-gesteuerte Aufnahme

von optischen Spektren.

Soll zeitgleich mit dem Start einer Aufnahme von zeitlich aufgelosten Spektren ein
Laserpuls erzeugt werden, mul} der Kippschalter der Elektronik auf die Stellung ,,EIN*
gelegt werden. Zum Spektrometer gehort eine sogenannte ,,I/O Box®. An ihr wird bei
jeder Aufnahme eines Spektrums an der BNC-Buchse ,Fire“ ein Rechteckpuls

abgegriffen. Dieser wird an den ,,Clock“-Eingang eines J-K Flip-Flops (SN7473N)

gelegt. Dessen Ausgang Q wird bei Start der Aufnahme des ersten Spektrums von
,»high* nach ,,Jow* geschaltet. Dadurch wird dann der Ausgang ,,Shutter 1* von ,,high*
nach ,low* geschaltet und so Shutter 1 vor der Probe gedffnet. Der elektronische
Schalter, der die Einzelpulsauslosung des Lasers steuert, wird mit einer Verzégerung,
die der Offnungszeit des Shutters 1 entspricht, geschlossen. Die Verzdgerung wird
durch einen Schmitt-Trigger (SN74LS14), ein Potentiometer und einen Kondensator
realisiert. Der erzeugte Laserpuls trifft auf die Probe, wahrend Shutter 2 vor dem PDA
noch geschlossen ist. Am Laser wird bei jedem Laserpuls ein Rechtecksignal an der
BNC-Buchse ,,Fixed Sync Out* ausgegeben. Dieses wird von einem weiteren J-K Flip-
Flop verarbeitet. Dadurch wird der Ausgang ,,Shutter 2“ von ,high* auf ,low*
geschaltet und so Shutter 2 gedffnet. AuBerdem wird der den Laser steuernde
elektronische Schalter wieder gedffnet. Nach Beendigung der Messung konnen durch
Driicken des Knopfes ,,Reset” die Ausginge der Flip-Flops wieder auf ,,high* geschaltet
werden und die Shutter geschlossen werden. Die Aufnahme einer weiteren Serie von

Spektren kann nun gestartet werden.
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optische Messungen
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Soll ein Spektrum gemessen werden, ohne einen Laserpuls zu erzeugen, so muf3 der
Kippschalter auf ,,AUS* gelegt werden. Damit ist die elektronische Einzelpulsauslosung
auller Betrieb. Auch Shutter 2 wird dadurch gedffnet. Shutter 1 bleibt weiter
geschlossen. Computerprogrammgesteuert kann bei einer Messung der Ausgang ,,Aux
Out 1 an der ,,I/O Box* auf ,,Jow* geschaltet (Shutter 1 6ffnet), die Aufhahme eines

Spektrum gestartet und schlieBlich Shutter 1 wieder geschlossen werden.
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Anhang B  Extinktionskoeffizienten von Myoglobin und Hamoglobin

Protein Soret-Bande Q,-Bande Qo-Bande
A/ nm A/nm A/nm
€ mM cm € mM cm € mMcm
Deoxy-Myoglobin 435 560
121 13,8
MbCO 424 540 579
207 15,4 13,9
MbO, 418 542 580
132 13,9 14,4
Met-Myoglobin 408 502 630
188 10,2 3,9
Mb'(OH") 411 539 585
119 88 7,8
Deoxy-Hédmoglobin 430 555
133 12,5
HbCO 419 540 569
191 13,4 13,4
HbO, 415 541 577
125 13,8 14,6
Met-Héamoglobin 405 500 631
179 10,0 4,4
Hb'(OH) 414 542 582
120 11,0 92

Tab. 2: Die Wellenlinge der Absorptionsbanden mit den dazugehorigen
Extinktionskoeffizienten fiir Myoglobin und Hamoglobin (Antonini, E. und Brunori, M.
1971; Kleinert, T. 1997)
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Anhang C Parameter aus den Anpassungen der Zerfallskurven von

Myoglobin und Hamoglobin

Anpassung des Zerfalls von Mb(Il, 1Is, w) an das Kramers-Modell:

HO: Kramers-Barriere (siche Abb. 56)

S: Entropiedifferenz zwischen Kramers-Barriere und flexiblem Zustand

Hj..: Enthalpiedifferenz zw. flexiblem Zustand und den Konformationssubzustinden
Spex: Entropiedifferenz zwischen flexiblem Zustand und Konformationssubzustinden
o: Breite der Verteilung der Kramers-Barrierenh6he

NO: Startpopulation an Intermediat

U: Untergrund

Parameter \ Wert
HO | 117586 J/mol
S| 258,4 J/mol/K
Hipex | 34981 J/mol
Stex | 121,3 J/mol/K

Tab. 3: Werte der temperaturunabhéngigen Parameter aus der Anpassung
des in Kap. 6.2.3 beschriebenen Modells an die Zerfallsdaten fiir das
Intermediat Mb(Il, 1s, w) von Myoglobin im Temperaturbereich 180 K bis

225 K.
T/K o / (J/mol) NO U
180 3641 0,226 fest auf 0,00
184,8 1824 0,231 0,006
190 fest auf 10 0,135 0,059
191 fest auf 10 0,406 0,052
295 festauf 10 | 0284 | 0021
200 fest auf 10 0,336 0,014
205 fest auf 10 0,534 0,020
210 fest auf 10 0,563 -0,017
215 fest auf 10 0,608 0,037
20 | festauf 10 | 0482 | 0000
225 fest auf 10 0,483 0,018

Tab. 4: Werte der temperaturabhidngigen Parameter aus der Anpassung des
in Kap. 6.2.3 beschriecbenen Modells an die Zerfallsdaten fiir das
Intermediat Mb(II, Is, w) von Myoglobin im Temperaturbereich 180 K bis
225 K. Ab 190K ist keine Verteilung in der Hohe der Kramers-Barriere
mehr notig und die Breite der Verteilung wurde auf einen sehr kleinen Wert
von 10 J/mol festgesetzt.
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Die zusitzlichen Parameter fiir die Anpassung an den Zerfall des Hamoglobin-
Intermediates sind:
HOb: Kramers-Barriere der langsam zerfallenden Subpopulation (siche Abb. 56)
ob: Breite der Verteilung von der Kramers-Barriere in der langsam zerfallenden
Subpopulation
p: Anteil der langsam zerfallenden Subpopulation
Parameter | Wert
HO | 123505 J/mol
HOb | 132987 J/mol
S| 264 J/mol/K
Hipex | 34981 J/mol
Shex | 121,3 J/mol/K
Tab. 5: Werte der temperaturunabhidngigen Parameter aus der Anpassung
des in Kap. 6.2.3 beschriebenen Modells an die Zerfallsdaten fiir das
Intermediat Hb(II, Is, w) von Hidmoglobin im Temperaturbereich 200 K bis
245 K.
T/K | 6/ (J/mol) ob / (J/mol) NO p/ % U
200 | 2539 unbestimmbar | 1,00 fest 15,6 fest auf 0,00
210,5 | 2276 unbestimmbar | 1,00 fest 11,1 fest auf 0,00
215 1618 unbestimmbar | 1,00 fest 12,8 fest auf 0,00
225 10 fest 3264 1,00 fest 17,0 fest auf 0,00
235 10 fest 3550 1,00 fest 27,6 fest auf 0,00
245 10 fest 3415 1,00 fest 16,9 fest auf 0,00

Tab. 6: Werte der temperaturabhidngigen Parameter aus der Anpassung des
in Kap. 6.2.3 beschriebenen Modells an die Zerfallsdaten fiir das
Intermediat Hb(IL, 1s, w) von Himoglobin im Temperaturbereich 200 K bis
245 K. Ab 225K ist keine Verteilung in der Hohe der Kramers-Barriere
mehr notig und die Breite der Verteilung wurde auf einen sehr kleinen Wert
von 10 J/mol festgesetzt.
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