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Kapitel 1

Einleitung

Seit erstmals durch ein Rontgenbeugungs-Experiment die Struktur eines Prote-
ins entschliisselt werden konnte (Kendrew, 1961; Perutz, 1963), sind etwa vier
Jahrzehnte vergangen. Trotz intensiver Forschung iiber diesen ganzen Zeitraum
hinweg, mit den unterschiedlichsten experimentellen Ansétzen und Methoden, ist
man auch heute noch weit von einem vollstindigen Verstdndnis dieser Molekiil-
gattung entfernt. Dies begann sich schon kurz nach Bestimmung der ersten Prote-
instrukturen abzuzeichnen; man erkannte z.B., daf die rdumliche Anordnung der
Atome im Myoglobin, wie man sie aus den Rontgenbeugungs-Experimenten ab-
geleitet hatte, die biologische Funktion des Molekiils (die reversible Bindung von
Sauerstoff an die im Inneren des Proteins befindliche Himgruppe) nicht erklaren
konnte; es gab keinerlei > Einlakkanéle«< fiir den Sauerstoff. Man nahm deshalb an,
daf es in Proteinen zu Strukturfluktuationen kommt; diese erlauben es beispiels-
weise dem Myoglobin, fiir kurze Zeiten einen Weg zu 6ffnen, auf dem Sauerstoff
ins Innere des Molekiils gelangen und so gebunden werden kann.

In den folgenden Jahren ergaben sich dann eine Vielzahl an experimentellen Be-
legen fiir die komplizierte Natur der Proteine. Eine wichtige Klasse von Untersu-
chungen betrachtete die Riickbindung von kleinen Liganden an Hamproteine (be-
sonders von Kohlenmonoxid oder Sauerstoff an Myoglobin) nach der Dissoziation
durch einen Laserpuls. Fiir diese Riickbindungsreaktion beobachtete man eine
stark nichtexponentielle Zeitabhéngigkeit (Austin et al., 1975; Steinbach et al.,
1991), die ihre Erkldrung schlieflich darin fand, dak ein Protein in jedem sei-
ner funktionellen Zusténde (auch als »Konformationen< bezeichnet) noch in einer
grofen Zahl von Unterzustinden existieren kann. Fiir letztere hat sich die Abkiir-
zung »CS< nach dem englischen >Conformational Substates< eingebiirgert (z.B.
Frauenfelder et al., 1988, 1979). In allen CS hat ein Protein die gleiche, zur jewei-
ligen Konformation gehorende biologische Funktion. Die Geschwindigkeit, mit der
diese Funktion ausgeiibt wird, kann jedoch stark vom jeweiligen CS abhéngen.
Dies erklirt auch die nichtexponentielle Zeitabhingigkeit, die fiir die Riickbin-
dung von Liganden an Hamproteine beobachtet wurde: Nach der Abtrennung
des Liganden durch einen kurzen Laserpuls befinden sich alle Proteine eines En-
sembles im gleichen funktionellen Zustand (dem eines Proteins ohne Liganden),
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4 1. EINLEITUNG

gleichzeitig jedoch in vielen verschiedenen CS, von denen jeder durch eine andere
Hohe der Energiebarriere gekennzeichnet ist, die bei der Riickbindungsreaktion
iiberwunden werden mufs. Die Folge ist eine breite Verteilung der Zeitkonstanten
fiir diese Reaktion, die im Ensemblemittel schlieflich zu einer nichtexponentiellen
Zeitabhingigkeit fiihrt.

Weitere Beweise fiir die Existenz der CS lieferten auch die Rontgenbeugungs-
Experimente, die zur Bestimmung von Proteinstrukturen durchgefiihrt wurden.
Die Rontgenbeugung an Proteinkristallen zeigt — im Vergleich zu Messungen an
»gewohnlichen< kristallinen Festkorpern — ganz spezifische Besonderheiten (Frau-
enfelder et al., 1988). Eine wichtige Mefsgrofe solcher Experimente ist die mittlere
quadratische Abweichung der einzelnen Atome von ihrem jeweiligen Platz in der
Einheitszelle. Diese kann fiir Atome in einem Proteinkristall deutlich grofer sein
als in normalen kristallinen Festkorpern; selbst fiir 7' — 0 ergeben sich in Protei-
nen Werte, die grofser sind als die quantenmechanischen Nullpunktsschwingungen.
All diese Beobachtungen kénnen durch die Unterzustiande (CS) der Proteine er-
klart werden: Jedes Protein im Kristall liegt in der gleichen Konformation, aber in
einem unterschiedlichen Subzustand vor. Die genaue Molekiilstruktur — obwohl im
Wesentlichen identisch — zeigt deshalb von Protein zu Protein kleine Abweichun-
gen, abhingig vom jeweiligen CS. Ein Atom kann somit in verschiedenen Protei-
nen an geringfiigig unterschiedlichen Positionen sitzen, die Abweichung der Atome
von ihrem smittleren Aufenthaltsort< ist also relativ grof. Die Réntgenbeugungs-
Experimente liefern somit einen direkten Nachweis fiir die Existenz strukturell
unterschiedlicher CS; dariiber hinaus ist es mdglich, Gebiete eines Proteins mit
hoher struktureller Flexibilitdt und solche mit anndhernd »>starrer Struktur< zu
unterscheiden (Frauenfelder et al., 1979). Das wesentliche Kennzeichen des »Ma-
teriezustands Protein< ist daher die gleichzeitige Existenz einer festen Ordnung —
zu bestaunen in den sehr fsthetischen (mittleren) Molekiilstrukturen, wie sie aus
Rontgenbeugungs-Experimenten abgeleitet werden — und einer Unordnung auf
kleinerem Mafstab, die sich aus der Existenz der CS ergibt.

Die CS sind auch die Ursache fiir die interessanten dynamischen Figenschaf-
ten von Proteinen. Messungen mit Hilfe des Mofkbauereffekts, die es erlauben,
Bewegungen des zentralen Eisenatoms eines Hamproteins auf kurzen Zeitska-
len (< 107s) zu untersuchen, konnten z.B. eine starke Zunahme der Molekiil-
Bewegungen im Myoglobin bei Temperaturen iiber etwa 200 K nachweisen (Pa-
rak, 1985). Ahnliche Ergebnisse — jedoch auf deutlich kiirzeren Zeitskalen — liefer-
ten auch Experimente zur Neutronenstreuung (Doster et al., 1989, 1990).} Auch
die schon erwdhnten Experimente zur Riickbindungskinetik von Kohlenmonoxid
an Myoglobin sowie wiederum Rontgenbeugungs-Experimente (Ostermann et al.,
2000) ergaben ebenfalls Anhaltspunkte fiir Anderungen im dynamischen Verhal-
ten des Proteins in diesem Temperaturbereich. Interessanterweise ist allerdings
die gednderte Dynamik des Myoglobins, die sich in diesen experimentellen Befun-

! Die starke Zunahme in der Beweglichkeit des Myoglobins in diesem Temperaturbereich wird
gewohnlich als dynamischer Ubergang bezeichnet.
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den offenbart, nicht verbunden mit einer Anderung in der globalen Struktur des
Proteins (Hartmann et al., 1982; Parak et al., 1987); die dynamischen Prozesse be-
ruhen also offensichtlich auf Ubergéingen zwischen verschiedenen CS des Molekiils.
Bei physiologischen Temperaturen konnen diese Ubergiinge sehr schnell stattfin-
den; ein Protein bei Raumtemperatur veranschaulicht man sich daher am besten
als ein Molekiil mit einer festen Struktur, die allerdings »verwischt< ist aufgrund
standiger schneller Wechsel zwischen leicht unterschiedlichen Unterstrukturen.
Verbliiffend ist, dafs es Strukturfluktuationen in Proteinen auch noch bei Tempe-
raturen im mK-Bereich gibt (Gafert et al., 1995; Schlichter et al., 1999). Natiirlich
sind die Langenskalen, auf denen die Fluktuationen bei so niedrigen Temperatu-
ren stattfinden, winzig im Vergleich zu den oben erwidhnten dynamischen Pro-
zessen. Durch geeignete optische Mefsverfahren kann man sie aber dennoch mit
hoher Prézision nachweisen. Optische Messungen verwenden gewohnlich einen
Farbstoff (» Chromophor¢) im Inneren eines Proteins als »Sonde« fiir die stattfin-
denden dynamischen Vorgénge. Dieser Farbstoff kann dabei entweder natiirlicher
Bestandteil des Proteins sein (Niwa et al., 1996), oder »von aufen< in das Molekiil
eingebracht werden; fiir die Experimente in dieser Arbeit wurde z.B. die natiirli-
che Hamgruppe der untersuchten Proteine durch leicht verdnderte Molekiile er-
setzt. Bei Temperaturen im Kelvin-Bereich ist die Linienbreite eines (geeigneten)
Farbstoffmolekiils duferst scharf, Werte <1 GHz sind miihelos zu erreichen; alle
Prozesse in der Umgebung des Chromophors, die dessen Absorptionsfrequenz um
einen Betrag dndern, der dieser Linienbreite vergleichbar ist, konnen (im Prinzip)
detektiert werden. Derartige Mefsmethoden sind daher durch extreme Sensitivitit
gekennzeichnet.

Eine Schwierigkeit, mit der alle optischen Messungen zu kimpfen haben, resul-
tiert aber unmittelbar aus den typischen Eigenschaften der Proteine selbst. Wie
erldutert, konnen diese in vielen verschiedenen CS vorliegen. In jedem Molekiil
ist daher die Wechselwirkung zwischen Protein und Chromophor (aufgrund der
unterschiedlichen rdumlichen Strukturen der CS) verschieden, jeder Chromophor
hat deshalb eine andere Absorptionsfrequenz. Daraus resultieren sehr breite Ban-
den im Absorptionsspektrum eines Protein-Ensembles, Linienbreiten von einigen
hundert Wellenzahlen — also um einen Faktor 10* grofer als die Linienbreite ei-
nes einzelnen Chromophors — sind keine Seltenheit. Aufgrund dieser inhomogenen
Verbreiterung ist es in einem einfachen Absorptions- oder Fluoreszenzexperiment,
nicht moglich, von der prinzipiell erreichbaren hohen Auflosung optischer Mes-
sungen Gebrauch zu machen. Es sind kompliziertere Meffmethoden nétig, wie z.B.
die Photon-Echo-Spektroskopie (Thorn-Leeson und Wiersma, 1995a,b) oder das
in dieser Arbeit verwendete spektrale Lochbrennen (siehe Kap.2), um dieses Ziel
zu erreichen.

Grundlegende Idee des spektralen Lochbrennens ist es, aus einem Ensemble von
Proteinen nur Molekiile mit identischen Absorptionsfrequenzen (des Chromo-
phors) auszuwihlen. Dies erreicht man durch Einstrahlung mit einem schmal-
bandigen Laser an irgendeiner Stelle der inhomogenen Bande. Die dort absorbie-
renden Molekiile (und nur diese) werden dadurch — einen geeigneten Farbstoff
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vorausgesetzt — zu einer photochemischen Reaktion angeregt. Die dabei entste-
henden Photoprodukte haben i.a. Absorptionsfrequenzen, die sehr weit auferhalb
der untersuchten inhomogenen Bande liegen; an der Stelle, an der mit dem Laser
eingestrahlt wurde, ergibt sich deshalb eine verringerte Absorption, man spricht
davon, ein spektrales Loch zu brennen. Entscheidend dabei ist, daf die Breite ei-
nes solchen Loches der Linienbreite eines einzelnen Farbstoffmolekiils vergleichbar
ist; seine Reaktion auf beliebige Einfliisse (z.B. dynamische Prozesse im Prote-
in, Anwesenheit externer elektrischer Felder oder Anderungen im hydrostatischen
Druck) ist zudem vollig dquivalent zum Verhalten eines Ensembles von Proteinen,
die (zur Zeit der Lasereinstrahlung) identische Absorptionsfrequenzen haben; das
Problem der inhomogenen Verbreiterung wird somit umgangen.

Ein spektrales Loch kann als sehr sensitive Probe benutzt werden, um dyna-
mische Vorginge in einem Protein nachzuweisen. Eine Strukturfluktuation eines
Proteins, also ein Ubergang des Molekiils in einen anderen CS, fiihrt im allgemei-
nen zu einer gednderten Wechselwirkung zwischen Protein und Chromophor und
deshalb zu einer Anderung der Absorptionsfrequenz.? Proteine, die unmittelbar
nach dem Lochbrennen gleiche Absorptionsfrequenzen haben, kénnen sich den-
noch in unterschiedlichen CS befinden; es treten in ihnen auch unterschiedliche
Strukturfluktuationen auf. Die Entartung der Absorptionsfrequenzen wird somit
im Laufe der Zeit durch dynamische Prozesse aufgehoben, die Frequenzverteilung
des Proteinensembles (bzw. das spektrale Loch) verbreitert also, ein Vorgang, der
als spektrale Diffusion bezeichnet wird. Die Untersuchung der spektralen Diffusi-
on in Hamproteinen war das eigentliche Thema dieser Arbeit.

Die dynamischen Prozesse in einem Protein lassen sich nun aufteilen in Fluk-
tuationen und Relazationen. Erstere kann man sich vorstellen als Uberginge
zwischen verschiedenen CS des Gleichgewichtszustandes. Fiihrt man in einem
equilibrierten Proteinensemble ein Lochbrennexperiment durch, so sind es die-
se Fluktuationsprozesse, die verantwortlich sind fiir die spektrale Diffusion, al-
so die Verbreiterung eines spektralen Loches in Abhéngigkeit von der zwischen
Lochbrennen und Messung vergangenen Zeit. (Diese wird in dieser Arbeit als
Wartezeit t,, bezeichnet.) In einem Nichtgleichgewichts-Ensemble tragen dagegen
zusitzlich noch Prozesse zur spektralen Diffusion bei, in denen die Molekiile ihrem
Gleichgewicht entgegenstreben. Diese sog. Relaxationen klingen jedoch im Lauf
der Zeit immer stirker ab, bis schlieklich (moglicherweise allerdings erst nach
sehr langer Zeit) das dynamische Verhalten ausschlieflich durch die Fluktuatio-
nen bestimmt wird. Spektrale Locher, die in einem Nichtgleichgewichts-Ensemble
zu verschiedenen Zeitpunkten gebrannt werden, zeigen deshalb unterschiedliche
Verbreiterung (nach der gleichen Wartezeit). Aus einer solchen Messung lassen
sich somit Aussagen iiber das Zeitverhalten der Relaxationsprozesse gewinnen.
Ein Experiment, daf derartige Nichtgleichgewichtsvorginge untersucht, wird in
dieser Arbeit Alterungsexperiment genannt, analog dazu wird die Zeitspanne zwi-

2Solche Frequenzspriinge konnen in Einzelmolekiil-Experimenten direkt beobachtet werden
(Tamarat et al., 2000; Weiss, 1999, und dortige Referenzen).
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schen dem Abkiihlen eines Proteinensembles und dem Brennen eines spektralen
Loches als Alterungszeit t, bezeichnet.

Ziel solcher Experimente ist es natiirlich, die Natur der im Protein ablaufenden
dynamischen Prozesse aufzudecken. Dies ist auf direktem Wege aber leider nicht
moglich. Man benétigt vielmehr eine Modellvorstellung, die bestimmte struktu-
relle Vorgéinge im Protein postuliert und daraus die Abhéngigkeit der spektralen
Diffusion von den Zeitparametern t,, und ¢, berechnet. Diese kann dann mit den
experimentellen Ergebnissen verglichen werden.

Spektrale Diffusion wird nicht nur in Proteinen beobachtet, sondern auch in an-
deren Systemen wie etwa Glisern oder Polymeren. Zur Erkldrung der spektralen
Diffusion in Glésern wird gewohnlich das sog. Standard-Tunnel-Modell (Ander-
son et al., 1972; Philips, 1972) herangezogen, das urspriinglich eingefiihrt wurde,
um thermodynamische Besonderheiten von amorphen Tieftemperatursystemen
zu erklaren; es ist allerdings in natiirlicher Weise auch auf die spektrale Dif-
fusion iibertragbar (Reinecke, 1979). Die wesentliche Idee dieses — in Kap. 3.2
ausfiihrlich beschriebenen — Modells ist es, alle in einem Glas stattfindenden
Relaxations- oder Fluktuationsprozesse als Tunneliibergénge lokalisierter Zwei-
Niveau-Systeme (sog. »TLS< = »Two Level Systems<) zu beschreiben. Diese Tun-
nelsysteme wechselwirken mit im Glas geldsten Farbstoffmolekiilen, man beob-
achtet daher spektrale Diffusion. Entscheidend ist nun die Annahme, daf die ty-
pischen Zeitkonstanten der TLS iiber viele Grofsenordnungen verteilt sind; daraus
resultiert letztlich die Forderung des Modells nach einer logarithmischen Abhén-
gigkeit der spektralen Diffusion von der Wartezeit.

Die Giiltigkeit des Tunnelmodells wurde in dieser Arbeit in Wartezeit- bzw. Al-
terungsexperimenten an einem deuterierten und einem protonierten Glas unter-
sucht. Fiir die deuterierte Probe ergab sich dabei eine sehr gute Ubereinstimmung
mit der Theorie, die Messungen im protonierten Glas zeigen allerdings signifikan-
te Abweichungen. Mogliche Griinde dafiir werden in Kap. 3.3.2 erlautert.
Proteine und Gléaser zeigen bei tiefen Temperaturen in vielen Belangen sehr dhn-
liches Verhalten. Es war daher naheliegend, das aus der Theorie der Gléser stam-
mende Tunnelmodell auch zur Interpretation der spektralen Diffusion in Pro-
teinen heranzuziehen. Wie in Kap. 4.1 gezeigt wird, schligt dieser Versuch aber
vollig fehl. Die wesentliche Beobachtung in allen Experimenten an Proteinen in
dieser Arbeit war eine Abhéngigkeit der spektralen Diffusion von der Wartezeit
nach einem Potenzgesetz. Ein solches Verhalten steht aber im volligen Wider-
spruch zu den Vorhersagen des Tunnelmodells, das ja, wie erwihnt, eine logarith-
mische Zeitabhingigkeit fordert?.

In Kap. 4.2 wird deshalb ein anderer Ansatz zur Interpretation der Proteindaten —
das sog. Diffusionsmodell — entwickelt (Schlichter und Friedrich, 2001b; Schlichter
et al., 2000a). Grundlegende Idee dieses Modells ist es, die dynamischen Prozesse
in einem Protein als Diffusionsbewegung in dessen Konformationsraum aufzufas-

3Ein Potenzgesetz 1Rt sich als Exponentialfunktion in In (,,) schreiben und unterscheidet
sich somit fundamental von einer einfachen logarithmischen Zeitabhéngigkeit.
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sen. Die diffundierenden Molekiilgruppen eines Proteins stehen aber in vielfachen
Wechselwirkungen miteinander, die Diffusionsbewegung ist deshalb zahlreichen
Hemmungen ausgesetzt. Als Folge davon erwartet man keine freie, sondern sog.
anomale Diffusion, deren wesentliches Kennzeichen eine Zeitabhéngigkeit geméf
eines Potenzgesetzes der Form ¢%/? (mit ¢ # 1) ist. In Kap.4.2.2 wird gezeigt,
daf die Zeitabhéngigkeit der spektralen Diffusion, die sich aus solchen Prozessen
im Konformationsraum der Proteine ableiten 1dft, gerade den experimentellen
Beobachtungen entspricht.

Die Giiltigkeit des Diffusionsmodells wurde in Experimenten an verschiedenen
Protein /Losungsmittel-Systemen untersucht. Kap.5 stellt zunéichst Messungen
an Meerrettichperozidase vor. Dieses Protein wurde in verschiedenen Umgebun-
gen (Wasser-Glycerin- bzw. Trehalose-Wasser-Glycerin-Glaser mit unterschiedli-
cher Trehalose-Konzentration) vermessen. Es konnten signifikante Einfliisse der
Umgebungen auf die spektrale Diffusion beobachtet werden, jedoch liefsen sich die
Ergebnisse dieser Experimente immer ausgezeichnet im Rahmen des Diffusions-
modells beschreiben. Die Mefdaten gestatteten es aulerdem, Vermutungen iiber
die Natur des biologisch bedeutsamen Trehalose-Effekts anzustellen, der es vielen
Organismen erlaubt, Zustinde extremer Trockenheit oder Kilte unbeschadet zu
iiberstehen.

In Kap.6.1 werden vergleichbare Experimente an Myoglobin vorgestellt, dessen
natiirliche Haimgruppe gegen den Farbstoft Zink-Phaecophorbid a ausgetauscht
war. An diesem Protein wurden Vergleichsmessungen in protonierten sowie deu-
terierten Proben durchgefiihrt. Deren Ergebnisse befanden sich wiederum in vél-
liger Ubereinstimmung mit dem Diffusionsmodell; die Auswirkungen der Deute-
rierung erlaubten es zudem, den Mechanismus der beim Lochbrennen in Zink-
Phaeophorbid stattfindenden Photoreaktion zu untersuchen. Deuterierungsexpe-
rimente auch an der Meerrettichperoxidase werden dann in Kap.6.2 erortert,
Kap. 7 gibt schliefllich eine Zusammenfassung der theoretischen und experimen-
tellen Ergebnisse.



Kapitel 2

Grundlagen der
Lochbrennspektroskopie

2.1 Theorie

Bevor von den (in der Einleitung bereits erwédhnten) unterschiedlichen Modellen
zur Interpretation der spektralen Diffusion die Rede ist und ihre Anwendbar-
keit auf die in verschiedenen Glas- und Proteinsystemen gefundenen Mefdaten
untersucht wird, soll zunéchst etwas detaillierter auf das spektrale Lochbrennen
eingegangen werden, das ja in allen Experimenten dieser Arbeit als Meffmethode
verwendet wurde. Sinnvollerweise werden dafiir zuerst einige der fiir die Spektro-
skopie in Festkorpern wichtigen Grofen eingefiihrt.

2.1.1 Optische Ubergiinge in Festkorpern

Ausgangspunkt der Betrachtungen ist zunichst ein einzelnes Farbstoffmolekiil
(Chromophor) im Vakuum, oder genauer gesagt ein Ubergang zwischen Grund-
zustand und einem elektronisch angeregten Zustand dieses Molekiils. Die Linien-
breite dieses Ubergangs hiingt ab von der Lebensdauer 7} des angeregten Zustan-
des, die durch Prozesse wie Fluoreszenz, Intersystem Crossing etc. begrenzt wird.
Nach der Heisenbergschen Unschérferelation ist mit dieser Lebensdauer eine Lini-
enbreite des Uberganges verkniipft, die als natirliche Linienbreite v, bezeichnet

wird:
1

- 27TT1

7o (2.1)
Baut man nun ein Ensemble solcher Farbstoffmolekiile in einen idealen Kristall
ein, so wird die Wechselwirkung mit der Kristallumgebung die Lage der Energie-
niveuas in den Farbstoffmolekiilen modifizieren. Dies fiihrt zu einer Verschiebung
der Ubergangsfrequenz (s Lisungsmittel-Verschiebung¢). Da in einem idealen Kri-
stall aber jeder Chromophor die gleiche Umgebung hat, ist diese Verschiebung fiir
alle Farbstoffe identisch.
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Dariiber hinaus beobachtet man auch eine Anderung in der Linienbreite des Uber-
ganges. Der Grund hierfiir ist die sog. Phasenrelaxation, die durch thermische
Bewegungen des Kristallgitters verursacht wird. Dieser Mechanismus lafst sich
veranschaulichen am Beispiel eines Ensembles von Chromophoren, die kohérent
(etwa mit einem geeigneten Laserpuls) in eine Uberlagerung aus Grund- und
angeregtem Zustand gepumpt werden. Direkt nach der Anregung ist in allen
Farbstoffmolekiilen ein phasengleich oszillierendes Dipolmoment vorhanden, die
Folge ist eine ebenfalls oszillierende makroskopische Polarisation des Ensembles.
Andert sich jetzt durch eine thermische Bewegung im Wirtsgitter aber die Umge-
bung eines Chromophors, so wird kurzzeitig auch die Oszillationsfrequenz seines
Dipolmoments beeinflufst; daraus resultiert dann ein (zufilliger) Phasensprung.
Im Lauf der Zeit geht so die Phasenkorrelation zwischen den Dipolen verloren,
bis nach T, der sog. reinen Phasenrelazationszeit die Phasen der Dipole vollig
statistisch verteilt sind; eine makroskopische Polarisation ist dann nicht mehr vor-
handen. Da diese zusétzlich auch verringert wird, wenn es es zu Zerfallsprozessen
des angeregten Zustandes kommt, findet man letztlich fiir die effektive Zerfallszeit
T, der Polarisation die Beziehung:

L_ + 2 (2.2)
T, T, Ti ‘

Mit den Zeiten T und 75 14kt sich jetzt berechnen, welchen Wert v die Messung
einer Linienbreite (durch Abscannen des zugehorigen Ubergangs mit einem Laser)

ergibt!:
1 \/7
= 1+ Q21T 2.3
27TT2 + 2 ( )

2 ist hierbei die sog. Rabifrequenz und hingt neben atomaren Groéfsen auch von
der Intensitit des eingestrahlten Lichtes ab. Dies ist die Ursache der sog. Lei-
stungsverbreiterung, also einer Zunahme der Linienbreite bei Messung mit gro-
fserer Laserleistung. Fiir schwache Lichtintensititen gilt allerdings 2 — 0. Der
Wert, der sich unter dieser Voraussetzungen fiir die Linienbreite ergibt, wird als
homogene Linienbreite vy, bezeichnet. Sie ist gerade — bis auf einen Faktor 27 —
der Kehrwert der Zeitkonstanten Ty. (Es ist klar, daf +, empfindlich von der
Temperatur des Systems abhingt, da die Bewegungen des Wirtsgitters natiirlich
mit wachsender Temperatur zunehmen.)

Ein dritter Effekt beim Einbau der Farbstoffe in einen Kristall ist schlieflich,
dak jetzt die Anregung von sog. Phononseitenlinien moglich wird. Dabei wird die
Energie des absorbierten Lichtes nicht nur zur Anregung des Chromophors ver-
wendet, sondern verursacht dariiber hinaus Schwingungen des Kristallgitters. Die
Folge sind Absorptionslinien, die blauverschoben gegeniiber der Nullphononenli-
nie sind. Aufgrund der grofen Zahl von verschiedenen Schwingungsmoden, die in
einem Kristall angeregt werden kdnnen, erhélt man allerdings eine solche Vielzahl

v

!Man behandelt dabei das System aus Grund- und Anregungszustand in Wechselwirkung
mit dem Lichtfeld formal in volliger Analogie zu einem Spinsystem in der NMR.
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von zusétzlichen Linien, daf diese nicht einzeln aufgelést werden, sondern sich zur
sog. Phononseitenbande iiberlagern. Wie intensiv diese Seitenbande ausgeprigt
ist, hingt von der Wechselwirkung zwischen Chromophor und Gitter (s Elektron-
Phonon-Kopplung<) ab und wird durch den Debye-Waller-Faktor o beschrieben.
Die Phononenzustinde haben i.a. sehr viel kiirzere Lebensdauern als der nied-
rigste angeregte elektronische Zustand, also sehr viel grofere Linienbreiten. Ein
typisches Absorptionsspektrum fiir Chromophore, die in einem idealen Kristall
gel6st sind, sieht daher aus wie in Abb. 2.1a gezeigt.

(a) (b)

a) Yo r
O —> || — — -«
Frequenz Frequenz

Abbildung 2.1: (a) Ein typisches Absorptionsspektrum von Chromophoren in einem
idealen Kristall. Zu erkennen sind die schmale Nullphononenlinie und der breite Phono-
nenfligel. (b) Haben die einzelnen Chromophore unterschiedliche Umgebungen, kommt
es durch inhomogene Verbreiterung zu breiten Absorptionsbanden.

Komplizierter sind die Verhéltnisse, wenn die Chromophore in ein mehr oder
weniger ungeordnetes System (z.B. ein Protein oder ein Glas) eingebaut wer-
den. Wie oben bereits erwiahnt, verursachen die Unterschiede in der lokalen Um-
gebung jedes Chromophors unterschiedliche Losungsmittel-Verschiebungen; das
Absorbtionsspektrum eines Ensembles von Farbstoffmolekiilen kann deshalb als
Uberlagerung der Absorptionslinien verschiedenener Subensemble interpretiert
werden (siehe Abb.2.1b), die jeweils bei verschiedenen Frequenzen angeordnet
sind. Man spricht hierbei von inhomogener Verbreiterung des Absorptionsprofils.
Mathematisch entspricht dieser Mechanismus einer Faltung der homogenen Linie
mit einer Verteilungsfunktion, die die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten be-
stimmter Losungsmittel-Verschiebungen angibt. Diese Verteilungsfunktion wird
in der Regel als gaukformig angenommen. Bei allen in dieser Arbeit untersuchten
Systemen (und bei einer Temperatur von 4.2K) lag die Breite ' dieser Vertei-
lungsfunktion um Groéfsenordnungen iiber den homogenen Linienbreiten; typische
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Werte waren ca. 100cm ™! fiir I' und ca. 0,03 cm™! fiir ;.

2.1.2 Mechanismus des spektralen Lochbrennens

Unter Lochbrennen versteht man verschiedene Arten von spektroskopischen Tech-
niken, die auf irgendeine Weise Sittigungseffekte in inhomogen verbreiterten Sy-
stemen nutzen. Ziel all dieser Techniken ist es, die unter der inhomogenen Ver-
breiterung verborgene homogene Linie eines Ubergangs zu vermessen und so die
Empfindlichkeit eines spektroskopischen Experimentes enorm zu steigern. Die er-
ste Demonstration eines Verfahrens mit dieser Eigenschaft gelang 1948 im Bereich
der NMR-Spektroskopie (Bloembergen et al., 1948). Im optischen Bereich gab es
Ende der 60er Jahre erstmals vergleichbare Experimente. Das sog. photochemi-
sche bzw. photophysikalische Lochbrennen, das in dieser Arbeit zur Anwendung
kam, wurde 1974 von zwei verschiedenen Gruppen eingefiihrt (Gorokhovskii et al.,
1974; Kharlamov et al., 1974).

Laser
1> A AN l
AN
AN
R Y
@ P> o)
§ Photoprodukt @)
Photo—-
|E> ——— produkt
Edukt (@) ¥ (b)

Frequenz

Abbildung 2.2: (a) Ein typisches Niveauschema fiir photochemisches bzw. photophysi-
kalisches Lochbrennen. (b) Einstrahlung mit einem schmalbandigen Laser fihrt zu einem
spektralen Loch bei der Laserfrequenz und zusdtzlichen Absorptionsbanden weit entfernt
davon.

Idee dieser Technik ist es, mit einem Laser schmalbandig in einen bestimmten Be-
reich einer inhomogenen Bande einzustrahlen und die dort absorbierenden Mole-
kiile in einen langlebigen Photoproduktzustand | P) zu pumpen (»Brennen<). Das
kann zum Beispiel wie in Abb. 2.2a geschehen: Ein absorbierendes Molekiil wird
durch die Lasereinstrahlung angeregt und zerfillt mit einer gewissen Quanten-
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ausbeute nach |P).? Der Photoproduktzustand |P) reprisentiert ein strukturell
unterschiedliches Molekiil, dessen Absorption gewohnlich bei einer weit entfernten
Wellenlinge liegt. Insgesamt wird deshalb die Absorption bei der Brennwellen-
linge verringert — es stehen dort weniger absorbierende Molekiile zur Verfiigung
als vor dem Brennen. Das so erzeugte Minimum im Absorptionsspektrum wird
als spektrales Loch bezeichnet. (Eine schematische Darstellung des Prozesses zeigt
Abb. 2.2b.)

Die Breite eines spektralen Loches ist (einen hinreichend schmalbandigen Laser
vorausgesetzt) von der Grofenordnung der homogenen Linienbreite, seine Lebens-
dauer wird nur durch die Lebensdauer des Photoproduktzustandes begrenzt und
kann bei tiefen Temperaturen Tage und Wochen betragen. Man verfiigt somit
iiber ein spektroskopisches Werkzeug, das Messungen mit hervorragender Auflo-
sung iiber lange Zeiten hinweg ermdoglicht. Oft ist es giinstig, sich ein spektrales
Loch als das »negative Absorptionsspektrum« eines Ensembles von Chromopho-
ren vorzustellen, die zum Zeitpunkt des Lochbrennens alle die gleiche Absorp-
tionsfrequenz haben.? Andert man nach dem Lochbrennen experimentelle Para-
meter, z.B. durch Anlegen eines externen elektrischen Feldes oder eines hydro-
statischen Druckes, oder kommt es im Lauf der Zeit zu Strukturdnderungen in
der Umgebung der markierten Molekiile, so wiirde ein solches Ensemble darauf
genauso reagieren wie ein spektrales Loch — die beiden Konzepte sind also aus-
tauschbar (Ko6hler, 1998).

Wie oben bereits erwihnt unterscheidet man zwei verschiedene Arten von Photo-
transformationen (fiir Details siehe Friedrich und Haarer, 1984). Beim photoche-
mischen Lochbrennen werden die photoaktiven Molekiile durch den Anregungs-
prozefs chemisch verdndert; eine Folge davon ist, dak das Photoprodukt seine
Absorbtion gewohnlich deutlich aufserhalb der urspriinglichen Absorptionsbande
hat. Im Gegensatz dazu bleibt beim photophysikalischen Lochbrennen das pho-
toaktive Molekiil chemisch unveréndert, es findet nur eine Umlagerung innerhalb
der umgebenden Matrix statt. Zwar treten durch die so verdnderte Chromophor-
Matrix-Wechselwirkung ebenfalls Verschiebungen in der Absorptionsfrequenz des
Molekiils auf, jedoch sind diese kleiner als im photochemischen Fall, so daf die
Photoprodukt-Absorption nahe bei der durch den Laser selektierten Frequenz
und innerhalb der urspriinglichen Absorptionsbande liegen kann.

Die Linienbreite eines spektralen Lochs wird durch verschiedene Faktoren beein-
flufst. Entscheidend ist natiirlich die homogenene Linienbreite v, des verwendeten
Uberganges. Findet das Brennen mit hoher Laserintensitit statt, so kann eine zu-
sitzliche Leistungsverbreiterung gem. Gl. 2.3 auftreten. Dies kann aber verhindert
werden, wenn beim Brennen mit relativ niedrigen Leistungen gearbeitet wird; um

2Es sind natiirlich auch kompliziertere Uberginge mdoglich, etwa der Umweg vom angeregten
Zustand tiber einen Triplettzustand nach |P).

3Es soll betont werden, daff die Chromophore in einem solchen Ensemble trotz gleicher
Absorptionsfrequenz ganz unterschiedliche Umgebungen haben konnen; die Wechselwirkung
mit der Umgebung fiihrt lediglich zu einer identischen Energiedifferenz zwischen Grund- und
Anregungszustand des Chromophors.
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die gleiche Ausbeute an Molekiilen im Photozustand zu erzielen, muf dann na-
tiirlich die Brenndauer entsprechend erh6ht werden. Ein schwierigeres Problem
besteht in der sog. Energieverbreiterung. Diese kommt dadurch zustande, daf die
Absorptionsbande bei der Laserfrequenz durch das Brennen ausgebleicht wird.
Als Folge davon ist dann in den Flanken des Loches die Zahl der absorbierenden
Molekiile grofer als im Zentrum, so daf die Photoreaktion vorzugsweise bei den
dortigen Molekiilen stattfindet. Das Ergebnis ist eine Verbreiterung des Loches
(iiber die homogene Linienbreite hinaus) mit wachsender Brennenergie. Man kann
zeigen (Breinl et al., 1986), daf im Grenzfall kleiner Brennenergien und unter der
Annahme einer lorentzformigen Nullphononenlinie die Breite 7, eines Loches li-
near mit seiner Fliche A, zusammenhingt:

Vo = 29, + CcA; (2.4)

¢ ist hierbei eine Konstante, die u.a. von atomaren Konstanten und der Laser-
polarisation beim Brennen und Scannen abhéngt, der Index 7 soll ein Loch be-
zeichnen, das durch Brennen mit einer konstanten Laserintensitit {iber eine Zeit
7 hinweg entstanden ist. Gl. 2.4 zeigt, wie es trotz Energieverbreiterung moglich
ist, die homogene Linienbreite 7, zu messen: Man brennt ein Loch wiederholt,
also mit sich stindig aufsummierenden Brenndauern, und mifst jeweils die Breite
des Loches als Funktion seiner Fliche. Die Extraplolation fiir A, — 0 liefert dann
gerade das Zweifache der homogenen Linienbreite. (Der Faktor 2 resultiert aus
dem doppelten Einfluf der Linienbreite beim Brennen und beim anschlieffenden
Abscannen des Loches.) Allerdings mufs bei dieser Mefmethode vorausgesetzt
werden, daf sich das Loch in den Zeiten zwischen den einzelnen Brennvorgingen
nicht veréndert. Dies ist bei Anwesenheit von spektraler Diffusion (s.u.) nicht
unbedingt gewéhrleistet und kann zur Folge haben, daf die so gemessene Li-
nienbreite grofer ist als der iiber 7, = 1/27T; definierte >wirkliche< Wert; man
spricht in diesem Fall von einer quasihomogenen Linienbreite. Spektrale Diffusion
ist deshalb verantwortlich fiir die Abweichung in den homogenen Linienbreiten,
die sich als Ergebnisse »schneller< experimenteller Methoden (wie z.B. dem Zwei-
Puls-Photonecho) und »langsamer< Techniken (wie dem spektralen Lochbrennen)
ergeben (Pack et al., 1990).

2.1.3 Spektrale Diffusion

In der Einleitung wurde bereits angesprochen, dafs in Proteinen selbst bei Tempe-
raturen im mK-Bereich immer noch Strukturfluktuationen vorkommen; aufserdem
finden Relaxationsprozesse statt, in denen die Molekiile auf ihren Gleichgewichts-
zustand zustreben. Ein analoges Verhalten findet man auch in Glisern. Ein in ein
Protein oder ein Glas eingebetteter Chromophor hat deshalb eine sich im Lauf
der Zeit verindernde Umgebung, die i.a. zu Schwankungen seiner Absorptions-
frequenz fiihrt. Seit einigen Jahren ist es mdoglich, diese Frequenzschwankungen
bei einzelnen Chromophoren, die in einen Festkorper eingebaut sind, direkt zu
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beobachten (Moerner und Kador, 1989; Orrit und Bernard, 1990). Die Ergebnis-
se eines Ensemble-Experiments — z.B. mit Hilfe des spektralen Lochbrennens —
werden durch diese Frequenzfluktuationen aber ebenfalls beeinflufst.

Es ist naheliegend, die Strukturinderungen in der Chromophorumgebung aufzu-
teilen in schnelle Prozesse mit Zeitkonstanten kleiner als 7} und langsame mit
groferen Zeitkonstanten (Friedrich und Haarer, 1986) Die erstgenannten wur-
den bereits in Kap.2.1.1 angesprochen. Wie dort erldutert fithren sie z.B. zur
Dephasierung eines kohirent angeregten Ensembles von Chromophoren und wir-
ken sich dadurch auf die homogene Linenbreite gemaft Gl.2.2 bzw. GIl.2.3 aus.
Es ist jedoch offensichtlich, daft langsamere Prozesse nicht in dieser Weise wir-
ken konnen: Bis ndmlich ein solch langsamer Prozess stattfindet, ist ein Ensemble
von kohérent angeregten Chromophoren langst vollstindig dephasiert bzw. in den
Grundzustand zerfallen; ein Einflufs auf die homogene Linienbreite ist daher nicht
moglich. Ein spektrales Loch hingegen kann durch die langsamen Prozesse durch-
aus beeinflultt werden. Wie oben erwéhnt, ist ein solches Loch unmittelbar nach
dem Brennen einem Ensemble von Chromophoren dquivalent, die alle die gleiche
Absorptionsfrequenz haben. Andererseits haben diese Chromophore dennoch un-
terschiedliche Umgebungen und erfahren im Lauf der Zeit auch unterschiedliche
Strukturdnderungen in ihrer Nachbarschaft. Diese Strukturianderungen fiihren zu
unterschiedlichen Verschiebungen in der Absorptionsfrequenz der einzelnen Chro-
mophore — das Absorptionsprofil des gesamten Ensembles wird also im Lauf der
Zeit verbreitern. Vollig analoge Beobachtungen macht man bei einem spektralen
Loch: Die schnellen Strukturdnderungen beeinflussen die Anfangsbreite eines Lo-
ches (iiber die homogene Linienbreite); die langsamen fiihren dagegen zu einer
Verbreiterung des Loches im Lauf der Zeit. Diese Verbreiterung wird als spektrale
Diffusion bezeichnet.*

Mathematisch wird die spektrale Diffusion durch den spektralen Diffusionskern
beschrieben; dieser ist die bedingte Wahrscheinlichkeit dafiir, dafs ein Chromophor
zur Zeit t; bei der Frequenz v, absorbiert, wenn er zur Zeit ¢y bei der Frequenz 1
absorbiert hat. Das Lochprofil L;(v) zur Zeit ¢, ergibt sich dann als Faltung des
Lochprofils zur Zeit tq mit dem Diffusionskern P (vy, t1|vp, to):

Li(n) = /Z dvoP (11, 11 |vo, o) Lo(vo) (2.5)

Lo (v) wird in dieser Arbeit gewohnlich mit dem ersten Lochprofil identifiziert, das
(iiblicherweise einige Minuten) nach Abschluf des Brennvorgangs gemessen wur-
de. Einen Ausdruck »from first principles< dafiir herzuleiten, ist schwierig: Selbst
wenn man annimmt, dafs das Loch direkt nach dem Ende des Brennens lorentz-
formig ist, so kann in der Zeit zwischen Brennen und erster Messung spektrale
Diffusion zu einer Anderung der Lochform fiihren. Durch welchen Diffusionskern

4Um einer Begriffsverwirrung vorzubeugen: Mit spektraler Diffusion werden in dieser Arbeit
alle Prozesse bezeichnet, die zur Verbreiterung eines spektralen Loches beitragen. Diese miissen
aber nicht unbedingt mit Diffusionsprozessen im klassischen Sinn zu tun haben.
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dieser Vorgang auf kurzen Zeitskalen beschrieben wird, ist aber unbekannt. Dar-
iiber hinaus kann bereits wihrend des Brennens spektrale Diffusion aufgetreten
sein, was eine weitere Komplikation fiir die Berechnung der Lochform bedeutet.
In den Experimenten in dieser Arbeit liefen sich die Anfangslocher allerdings im-
mer ausgezeichnet durch Lorentzprofile beschreiben; diese ist somit als empirische
Néherung gerechtfertigt.

Um einen Ausdruck fiir den Diffusionskern zu erhalten, mufs ein mikroskopisches
Modell eingefiihrt werden, das sowohl die Strukturdnderungen in der Chromo-
phorumgebung als auch die Kopplung zwischen Farbstoff und Umgebung be-
schreibt. Wird dafiir das sog. TLS-Modell (siehe Kap.3.2) verwendet, so ergibt
sich ein lorentzformiger Verbreiterungskern; aus Gl. 2.5 resultiert dann auch fiir
die verbreiterten Locher eine Lorentzform. Werden die Strukturdnderungen dage-
gen in einem Diffusionsbild (siehe Kap. 4.2) beschrieben, so ist der Diffusionskern
gaufformig; die verbreiterten Locher haben dann nach Gl. 2.5 die Form von Voigt-
kurven.

2.2 Experiment

2.2.1 Aufbau

Lochbrennexperimente bei tiefen Temperaturen mit hoher spektraler Auflésung
erfordern einigen experimentellen Aufwand. So stellt sich z.B. an die verwendete
Lichtquelle die Forderung nach einer geniigend schmalen Linienbreite - ein Laser
ist hierbei unverzichtbar. Auch benétigt man das iibliche Zubehor der Tieftem-
peraturtechnik (Vakuumpumpen, Kryostaten), um iiberhaupt in einen Tempera-
turbereich vorstofsen zu konnen, der das spektrale Lochbrennen — also schmale
homogene Linien — erlaubt. Schlieflich ist die Auswahl von geeigneten Proben
entscheidend - nicht jeder Chromophor in jedem Protein eignet sich zum Loch-
brennen. Auf die genannten Punkte soll im Folgenden eingegangen werden.

Optik und Kryostat

Alle in dieser Arbeit besprochenen Experimente wurden in einer Absorptions-
anordnung durchgefiihrt (siehe Abb.2.3). Die Proben befanden sich dabei im
Inneren eines Helium-Badkryostaten (Eigenbau der Universitit Bayreuth) mit
optischen Fenstern. Typische He-Standzeiten des Kryostaten lagen bei etwa 15
Stunden. Die Probe selbst war unmittelbar von fliissigem Helium umgeben, was
fiir die ganze Dauer eines Experiments eine genau definierte Probentemperatur
von 4.2 K garantierte.

Als Lichtquellen standen iiber einen Frequenzbreich von 30 GHz durchstimmbare
cw-Farbstofflaser zur Verfiigung (Coherent 699-21 bzw. 899-21), als Pumplaser
dafiir dienten zum einen ein Multiline-Argonlaser (Coherent Innova 90), zum
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anderen ein frequenzverdoppelter Nd:Vanadate-Laser (Coherent Verdi), der sei-
nerseits iiber einen Lichtleiter durch ein Array von Laserdioden gepumpt wurde.
Je nach benétigtem Wellenldngenbereich wurden als Laserfarbstoff DCM-Spezial
(bei ca. 666 nm, fiir die Experimente an Myoglobin), Sulforhodamin (bei ca. 610-
615 nm, fiir die Experimente an Meerrettichperoxidase) sowie Rhodamin 6G (bei
ca. 580 nm, fiir die Glasexperimente) verwendet. Typische Ausgangsleistungen der
Farbstofflaser lagen bei einigen hundert Milliwatt. Die Linienbreiten der Farbstoff-
laser (nach Herstellerangaben in der Grofenordnung von einigen hundert KHz)
waren gegeniiber den Linienbreiten der in dieser Arbeit untersuchten Systeme
(typischerweise einige GHz) vollkommen zu vernachléssigen. Auch die Frequenz-
drift der Laser (Grofenordnung: einige MHz/Stunde) war ohne Bedeutung.

Farbstofflaser

/ E% €— Pompleser

FPI —_

. T m ‘ Oszilloskop

\ O J—— Glasfaser zum

Wavemeter

Abschwicher ==

Datenerfassung

S
mit Computer
PM (B-Kanal)
S
Glasfaser zum
Experiment O /7 O

PM (A-Kanal)

\/

He-Kryostat
— mit Probe

Glasfaser vom
Monochromator

Abbildung 2.3: Ublicher experimenteller Aufbau fiir Messungen in Absorption. Einzel-
heiten finden sich im Text.

Das Licht gelangte vom Laser iiber eine Glasfaser zum Tieftemperaturteil des Ex-
perimentes, wo die durch die Probe transmittierte Lichtintensitdt mit Hilfe eines
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rauscharmen Photomultipliers (Hamamatsu R928) gemessen wurde. Zusétzlich
fand mit einem identischen Photomultiplier eine zweite Intensitdtsmessung vor
der Probe statt, um Leistungsschwankungen des Lasers aus den Ergebnissen eli-
minieren zu konnen. Die Ausgangsstrome der Photomultiplier wurden — nach
Glattung und Verstarkung — iiber eine A /D-Wandlerkarte vom Computer einge-
lesen.

Um den vom Laser abgescannten Frequenzbereich genau kalibrieren zu kénnen,
wurde auferdem mit einem Teil des Laserlichtes durch ein Fabry-Perot-Inter-
ferometer (FPI) hindurch eine Photodiode bestrahlt. Der Free-Spectral-Range
(FSR) dieses Interferometers war sehr genau definiert (es standen Modelle mit
einem FSR von 0.3, 1.5 und 7.5 GHz zur Verfiigung); ein Abzéhlen der Transmissi-
onsmaxima des FPI wihrend eines Scans erlaubte somit eine genaue Bestimmung
des Scanbereichs.

Fiir eine genaue absolute Messung der Laserwellenlinge wurde schliefslich ein wei-
terer Teil des Laserlichtes iiber eine Single-Mode-Glasfaser zu einem Michelson-
Interferometer abgezweigt (s.u.).

Die Intensitit der Laser wurde wiahrend der Lochbrennexperimente stets stark ab-
geschwiicht; die beim Scannen spektraler Locher verwendeten Leistungen waren
immer um ca. vier Grofenordnungen schwicher als beim Brennen. Eine Lochver-
breiterung durch Nachbrenneffekte wihrend eines Experimentes konnte so ausge-
schlossen werden.

Neben den Lasern stand fiir Ubersichtsspektren iiber grokere Wellenlingenbe-
reiche ein Monochromator der Firma Jobin Ivon zur Verfiigung. (1 m-Czerney-
Turner-Anordnung, Gitter mit 1200 Strichen/mm bzw. 600 Strichen/mm, gebla-
zed fiir verschiedene Wellenlingenbereiche.) Als Lichtquelle dafiir diente eine
Xenon-Hochdruck-Bogenlampe (75 W). Fiir Ein- und Ausgangsspalt des Mono-
chromators wurde gewohnlich eine Breite von 100 ym gewéahlt. Die Auflésung des
Monochromators lag damit bei etwa 1cm™!, was fiir alle in dieser Arbeit unter-
suchten Systeme ausreichend war.

Frequenzmessung

Fiir die Durchfiihrung eines Lochbrenn-Experimentes iiber einen groferen Zeit-
raum hinweg ist eine genaue Messung der (absoluten) Laserfrequenz unumgéng-
lich — eine ganze Reihe spektraler Locher muf zuverlissig wiedergefunden und
auch unterschieden werden. Kommerziell erhiltliche Gerédte zur Wellenlédngen-
messung (mit Auflésungen besser als 1¢cm™") sind aber duferst kostspielig. Aus
diesem Grund wurde in Rahmen dieser Arbeit ein Michelson-Interferometer (ein
sog. »Wavemeter<) konstruiert, das die notige Mefgenauigkeit zur Verfiigung stell-
te (siehe Abb.2.4).

Grundlegende Idee der Frequenzmessung ist es, die (unbekannte) Wellenlinge
eines Farbstofflasers mit der eines frequenzstabilisierten Helium-Neon-Lasers zu
vergleichen. Zu diesem Zweck wird das Licht des Farbstofflasers in zwei Strahlen
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aufgespalten; die Einzelstrahlen treffen jeweils auf einen Reflektor, werden zu-
riickgeworfen und schlieflich auf einer Photodiode vereinigt. Je nach Phasenun-
terschied der beiden Strahlen kommt es am Ort der Photodiode zu konstruktiver
oder destruktiver Uberlagerung, also maximaler oder minimaler Lichtintensitit.
Wird nun der Reflektor in Bewegung gesetzt, so dndert sich der Phasenunter-
schied der beiden Strahlen - es kommt zu einem stindigen Wechsel von Inten-
sitdtsminima bzw -maxima auf der Photodiode und somit zu einem periodisch
modulierten Photostrom. Der frequenzstabilisierte HeNe-Laser wird entlang des
gleichen optischen Pfades ins Wavemeter eingekoppelt; auch er erzeugt bei einer
zweiten Photodiode ein moduliertes Ausgangssignal.

HeNe - Laser

A

@ Interferenzfilter

Strahlaufweitung

beweglicher
Reflektor

l l teiler
Glasfaser vom

Photodiode fiir Y Farbstoff - Laser
Farbstoff - Laser

? Photodiode fir
HeNe - Laser

Abbildung 2.4: Michelson-Interferometer zur exakten Bestimmung der Laserwellen-
lange. FEinzelheiten finden sich im Text.

Die Zahl der Maxima Npy. bzw. Ngepe, die jede Photodiode in einem bestimmten
Zeitraum mift, hangt nur ab von der Geschwindigkeit der Reflektorbewegung
und der Wellenlénge des jeweils gemessenen Lasers (fiir Details siehe Demtroder,
1996); fiir den Quotienten findet man:

NDye _ )\HeNe (2 6)
NHeNe )\Dye .
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Da die Wellenléinge des HeNe-Lasers bekannt ist, erlaubt Gl. 2.6 die Bestimmung
der Wellenldnge Ap,. des Farbstofflasers.

Einige technische Details: Die Frequenz des stabilisierten HeNe-Lasers (Spec-
tra 117A) betrug 473.61254 THz, seine Frequenzdrift wurde vom Hersteller auf
weniger als 3.0 MHz pro Tag beziffert. Ein schmalbandiger Interferenzfilter verhin-
derte die Beeintriachtigung des HeNe-Lasers durch das Licht des Farbstofflasers
(der gewthnlich bei anderen Frequenzen als der HeNe-Laser betrieben wurde).
Um die Bewegung der Reflektoren moglichst erschiitterungsfrei durchfithren zu
konnen, wurden sie auf einen luftkissengelagerten Wagen montiert. Die Reflekto-
ren selbst, sog. »corner-cubes<, garantierten einen exakt parallel zuriickreflektier-
ten, aber etwas versetzten Strahl. Eine deutliche Steigerung der Mefkgenauigkeit
wurde schlieflich durch phasengerechtes Auszihlen der Photodioden-Signale er-
reicht: Das Zeitfenster fiir eine Zahlung beginnt, wenn in beiden Kanélen ein Null-
durchgang des Signals gemessen wird und endet auch erst, wenn diese Bedingung
wieder erfiillt ist (siehe Abb.2.5). Um diese phasengerechte Zdahlung durchfiihren
zu konnen, wurde eine Elektronik konstruiert, die bei jedem Nulldurchgang einen
sehr kurzen TTL-Puls erzeugt. Die TTL-Pulse aus beiden Kanilen wurden (im
Prinzip) auf ein AND-Gatter gegeben, Start und Ende einer Messung waren nur
moglich, wenn der Ausgang dieses Gatters auf »High« lag. Die eigentliche Z&hlung
geschah iiber eine Zihlerkarte mit dem Computer, in dem auch die Umrechnung
in Wellenléngen erfolgte; dariiber hinaus waren bestimmte Mittelungsprozeduren
moglich.

Abbildung 2.5: Schematische
Dye Darstellung des phasengerechten
Auszihlens der Wavemetersignale.
Gezeigt sind die Strome Ipye und
Igene der beiden Photodioden so-
wie die schnellen TTL-Pulse, die
jeweils bei einem Nulldurchgang
des zugehdrigen Signals erzeugt
| werden. Das Zeitfenster fiir eine

Zahlung beginnt und endet genau

dann, wenn in beiden Kandlen ein
NN N TTL-Puls anliegt.

A
v

Zeitfenster

Die Auflésung, die mit dem Wavemeter auf diese Weise erzielt werden konnte, war
in der Grofsenordnung von 100 MHz. Dieser Wert ist deutlich kleiner als die typi-
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schen Breiten der spektralen Locher, die in dieser Arbeit vermessen wurden; das
Auffinden und Identifizieren eines Loches war deshalb mit Hilfe des Wavemeters
problemlos moglich. (Ein kommerzielles Gerét, das bisher Verwendung gefunden
hatte, war in seiner Auflésung mindestens um zwei Grofenordnung schlechter.)

2.2.2 Proben und experimentelle Details
Alterungs- und Wartezeitexperimente

An allen in dieser Arbeit untersuchten Systemen wurden in analoger Weise kom-
binierte Alterungs- und Wartezeitexperimente durchgefiihrt. Die jeweilige Pro-
be wurde dafiir direkt in fliissiges Helium gebracht, der ganze Kiihlvorgang von
Raumtemperatur auf 4.2 K erfolgte gewthnlich innerhalb von zwei bis drei Minu-
ten. Der Zeitnullpunkt eines Experimentes wird mit dem Erreichen der Endtem-
peratur gleichgesetzt. Aufgrund des schnellen Kiihlvorganges ist er realtiv genau
definiert, Details des Einkiihlprozesses sollten schon nach wenigen Minuten oh-
ne Bedeutung sein. Das Brennen spektraler Locher erfolgte ebenfalls in relativ
kurzen Zeiten (=1 min); auch dieser Zeitpunkt ist — im Vergleich zu typischen
Zeitskalen der Experimente (s.u.) — also eine recht genau definierte Grofe.
Spektrale Locher wurden zu verschiedenen Zeiten nach dem Einkiihlen der Pro-
be, den sog. Alterungszeiten t,, gebrannt, ihre Verbreiterung wurde anschliefsend
iiber einen Zeitraum von etwa zwei Wochen als Funktion der zwischen Brennen
und Messung vergangenen Wartezeit t,, beobachtet. Ein Experiment dieser Art
stellt ein (fast) ideales Diffusionsexperiment dar: Man betrachtet das Auseinan-
derflieffen einer zu Beginn praktisch J-féormigen Verteilung (im Frequenzraum)
im Laufe der Zeit. Unterschiede im Verhalten von Léchern, die zu verschiedenen
Alterungszeiten gebrannt wurden, erlauben es dariiber hinaus, nichtstationdre Ei-
genschaften des Diffusionsprozesses zu untersuchen; es wurde in der Einleitung
bereits erwédhnt, daf sich diese mit den Nichtgleichgewichts-Relaxationen der un-
tersuchten Systeme in Verbindung bringen lassen.

Wasser-Glycerin-Gléser

Die ersten Messungen, die in dieser Arbeit vorgestellt werden (Kap.3.3), wurden
an Wasser-Glycerin-Glasern durchgefiihrt. Als Chromophor diente dabei Resoru-
fin (siehe Abb.2.6), das in niedrigen Konzentrationen in protonierten oder deu-
terierten Wasser-Glycerin-Gemischen gelost wurde. Resorufin ermoglicht schmal-
bandiges Lochbrennen bei einer Temperatur von 4.2 K, als Lochbrennmechanis-
mus wurde in der Literatur das optisch induzierte Aufbrechen einer Wasserstof-
briicke zwischen Chromophor und Losungsmittel vorgeschlagen (Schellenberg und
Friedrich, 1993).

Fiir die Zubereitung der Proben wurde Resorufin entweder in deuteriertem oder
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protoniertem Wasser gelost und anschliefend mit (protoniertem) Glycerin ge-
mischt, um eine Glasbildung wiahrend des Einkiihlens zu garantieren. Die Farb-
stoffkonzentration betrug in beiden Proben etwa 1.9 - 10~*mol/l, das Verhéltnis
von Wasser und Glycerin jeweils ca. 1:2.5 (v:v). Fiir die Alterungsexperimente
wurden spektrale Locher in einem engen Frequenzbereich von ca. 10 Wellenzah-
len gebrannt.

N Abbildung 2.6: Strukturformel

BN von Resorufin, das als Farbstoff in
den Glasexperimenten wverwendet
HO 0 0 wurde.

Die Proben wurden fiir die Experimente jeweils in Glaskiivetten mit einer Dicke
von 1 mm gefiillt; die optische Dichte in den Absorptionsbanden lag dann etwa bei
1.0. Die Tiefe der spektralen Locher wihrend der Wartezeitexperimente betrug
ungefahr 30 % der Absorptionsbande.

Meerrettichperoxidase

Schwerpunkt dieser Arbeit waren allerdings nicht Experimente an Glésern, son-
dern Messungen an zwei Himproteinen, niamlich Meerrettichperoxidase (ab jetzt
abgekiirzt mit sHRP« fiir das englische » Horseradish peroxidase< ) und Myoglobin
(s.u.), die in verschiedenen Losungsmitteln untersucht wurden. Meerrettichper-
oxidase (in ihrer nativen Form) kommt — wie der Name andeutet — neben anderen
Pflanzen auch in Meerrettich vor, wo sie fiir die Katalyse von Oxidationsprozes-
sen verantwortlich ist.

CH,CH, CH, Abbildung 2.7: Freie-Base-
Mesoporphyrin IX, das als Chromophor
H.,C CH,CH, in der Meerrettichperozidase wverwendet

wurde. (Die natiirliche Hamgruppe des
Proteins enthdlt statt der zwei zentralen
Wasserstoffe ein Eisenatom.)

H,C CH,

CH,CH,COOH CH,CH,COOH

In ihrer natiirlichen Form eignet sich HRP nicht zum spektralen Lochbrennen. Der
Grund dafiir liegt in der kurzen Lebensdauer der angeregten Zustinde, die man
fiir das zentrale Haimeisen findet (Pahapill und Rebane, 1989). Daraus resultieren
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homogene Linienbreiten, die den inhomogenen Verbreiterungen der Absorptions-
banden vergleichbar sind. Fiir die Experimente in dieser Arbeit wurde deshalb
eine Form der Meerrettichperoxidase verwendet, bei der das zentrale Eisenatom
der Hamgruppe durch zwei Wasserstoffatome ersetzt war; der Chromophor (siehe
Abb. 2.7) des Proteins wird dann als »Freie-Base-Mesoporphyrin< bezeichnet. Die
strukturelle Abweichung zwischen dieser Form und dem natiirlich vorkommenden
Protein ist vermutlich klein; es wurde z.B. gezeigt, daf trotz der Substitution des
Hams die Fahigkeit des Proteins, kleine Molekiile zu binden, noch vorhanden ist
(Horie et al., 1985). Dariiber hinaus sollten in dieser Arbeit ja nicht biologische
Funktionen eines bestimmten Proteins, sondern typische Merkmale in der Tief-
temperaturdynamik dieser Molekiile untersucht werden; das ist natiirlich auch
bei geringfiigig verdnderten Proteinen moglich. Der Lochbrennmechanismus in
Freie-Base-Mesoporphyrin beruht auf einem lichtinduzierten Transfer der beiden
zentralen Wasserstoffe (Fidy et al., 1992).

Fiir das in Kap. 4.1 geschilderte Experiment wurde gefriergetrocknete Meerret-
tichperoxidase in einem 10 mM Phosphat-Puffer (pH 8.0) gelost; anschliefend
wurde Glycerin in einem Verhéltnis von 1:1 (v:v) hinzugefiigt. Die Konzentration
an HRP in der Probe betrug etwa 2.3 - 10~*mol/1.

Fiir die Trehalose-Experimente aus Kap. 5 wurde zunéchst eine gesittigte Treha-
lose/Pufferlosung hergestellt, in der die Meerrettichperoxidase gelost wurde. Zu
diesem Gemisch wurden dann unterschiedliche Mengen an Glycerin hinzugege-
ben, um eine Probe niedrigerer Trehalose-Konzentration (Probe I, 40/50/10%,
v:v fiir Trehaloselosung/Glycerin/Puffer) bzw. hoherer Trehalose-Konzentration
(Probe II, 60/33/7%, v:v) zu erhalten.

Schlieflich wurde noch eine Probe in deuterierter Losung (Kap.6.2) vermessen.
Fiir diese wurde zunéchst ein protonierter einmolarer Phosphatpuffer (pH 8.0) mit
deuteriertem Wasser auf 10 mM herunterverdiinnt. Der so erhaltene Puffer ent-
hielt also zu 99 % deuterierte Wassermolekiile. Mit diesem Puffer wurde dann eine
gesattigte Trehalose-Losung hergestellt, in der die Meerrettichperoxidase geltst
wurde, anschliefend wurde wiederum (protoniertes) Glycerin hinzugegeben. Das
Konzentrationsverhéltnis der einzelnen Bestandteile in dieser Probe entsprach
dem der protonierten Probe I (s.0.), mit dem alleinigen Unterschied, daf prak-
tisch alle Wassermolekiile durch deuterierte Molekiile ersetzt waren.

Fiir alle HRP-Experimente wurden die Proben in Glaskiivetten der Dicke 1.5 mm
eingefiillt, das Lochbrennen wurde jeweils in einem Frequenzbereich von ca. 10
Wellenzahlen im Maximum der inhomogenen Banden bei ca. 16300 cm ™! durch-
gefiihrt. Die spektralen Locher wurden dann iiber einen Zeitraum von etwa zwei
Wochen beobachtet, lediglich die Messungen zum Trehaloseeffekt an Probe II
erstreckten sich nur iiber einige Tage; es war nach dieser Zeit klar, dafs die unter-
schiedlichen Trehalose-Konzentrationen der Proben I und II keinen Unterschied
in der Proteindynamik bewirkten.
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Myoglobin

Das andere in dieser Arbeit untersuchte Himprotein, Myoglobin (»Mb«), ist wahr-
scheinlich das meistuntersuchte Protein iiberhaupt. Es dient in den Muskeln
von Sdugetieren zur Bindung und Speicherung von Sauerstoff (siehe z.B. Leh-
ninger et al., 1994). Auch im Myoglobin mufite die natiirliche Himgruppe aus-
getauscht werden, um schmalbandiges spektrales Lochbrennen zu erméglichen.
Anders als bei der Meerrettichperoxidase wurde hierbei aber nicht nur das zen-
trale Eisenatom ersetzt, sondern ein etwas anderer Chromophor, ndmlich Zink-
Phaeophorbid a, in das Protein eingebaut (>Zn-Mb«<). (Die Prozedur des Chro-
mophoraustauschs wird in (Schlichter et al., 2001b) und den dortigen Referenzen
beschrieben.)

CH,0 CH,0—/

Abbildung 2.8: Zn-Phaeophorbid o wurde statt der natirlichen Hamgruppe in den
Muyoglobin- Experimenten verwendet. In der unteren Bildhdlfte ist der Protoneniibergang
dargestellt, der wahrscheinlich als Photoreaktion beim Lochbrennen genutzt wird.

Der genaue Lochbrennmechanismus am Zink-Phaeophorbid ist noch nicht be-
kannt, es wird aber vermutet, daf es sich um einen lichtinduzierten Protonen-
transfer handelt. Diese These konnte durch die Experimente in dieser Arbeit
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belegt werden: Die Rate, mit der die Riickreaktion der Phototransformation bei
einer Temperatur von 4.2 K stattfindet, dndert sich stark bei einer Deuterierung
der Probe (siehe Kap. 6.1); dies deutet auf einen Tunnelprozef eines Protons hin.
Ein mogliches Reaktionsschema ist in Abb. 2.8 vorgeschlagen.

An Zn-Mb wurden zwei Alterungs- und Wartezeit-Experimente durchgefiihrt, ein-
mal in einer protonierten, das andere Mal in einer deuterierten Lésung. Fiir das
erste Experiment wurde dazu das Protein in einem protonierten Puffer gelost; fiir
die zweite Messung wurde dagegen (in analoger Weise wie bei der Meerrettich-
peroxidase) zunéchst ein fast vollstindig deuterierter Puffer hergestellt, in dem
dann das Protein gelost wurde; anschliekend wurde in beiden Féllen (protonier-
tes) Glycerin hinzugegeben.

Bei beiden Proben war die Verwendung relativ dicker Kiivetten (~ 3 mm) notig,
um geniigend optische Dichte fiir Durchfiihrung von Lochbrennexperimenten zu
erhalten. Als Folge davon ergab sich nach dem Einfrieren eine deutlich schlech-
tere Glasqualitidt der Proben als etwa in den HRP-Experimenten, und daraus
resultierend ein recht hoher Anteil an Streulicht. Dies fiihrte zu einem deutlich
schlechteren Signal-zu-Rauschen-Verhiltnis als es in den HRP-Messungen auf-
trat.

Fiir die Durchfiihrung der Alterungsexperimente wurden in beiden Proben spek-
trale Locher im Frequenzbereich zwischen 14980 und 15000 cm ™! gebrannt. In der
protonierten Probe wurde zudem eine mdogliche Frequenzabhingigkeit der spek-
tralen Diffusion untersucht. Zu diesem Zweck wurden in einem weiteren Experi-
ment drei spektrale Locher im Bereich zwischen 14967 und 15108 cm ™! gebrannt
und anschliefend einige Tage beobachtet. Die Alterungszeit war in diesem Fall
fiir alle drei Locher praktisch identisch (/2100 min).



Kapitel 3

Spektrale Diffusion im TLS-Bild

Nachdem im vorigen Kapitel einige theoretische und experimentelle Grundlagen
der Lochbrennspektroskopie besprochen wurden, sollen nun die beiden mikro-
skopischen Modelle eingefiihrt werden, die in dieser Arbeit zur Interpretation
der spektralen Diffsuion verwendet werden. Den Anfang macht dabei das sog.
Standard-Tunnel-Modell, eine Besprechung des Diffusionsmodells folgt dann in
Kap.4.2. Es erweist sich allerdings als giinstig, zuvor noch das Konzept der sog.
Energielandschaften vorzustellen (Frauenfelder und Leeson, 1998; Frauenfelder
et al., 1991), das einen dukerst niitzlichen Ansatz zur Beschreibung der kompli-
zierten Eigenschaften komplexer Systeme darstellt.

3.1 Energielandschaften

Man versteht unter einer Energielandschaft die Darstellung der potentiellen Ener-
gie eines Systems (beispielsweise eines Proteins) als Funktion all seiner Koordina-
ten. Die Minima dieser hochdimensionalen Landschaft entsprechen den verschie-
denen strukturellen Zustinden des Systems, Ubergange zwischen diesen Minima
stellen Strukturdnderungen dar, deren Zeitkonstanten (bei gegebener Tempera-
tur) durch die zu iiberwindenden Energiebarrieren bestimmt werden. Die Ener-
gielandschaft charakterisiert deshalb sowohl Struktur als auch Dynamik eines
Systems vollstiandig — auch der Faltungsprozel eines Proteins kann z.B. als Rela-
xationsvorgang in einer solchen Landschaft interpretiert werden (Dobson et al.,
1998; Karplus, 2000). Das Konzept ist also von fundamentaler Bedeutung.

Eine Energielandschaft ist im Prinzip durch den Hamiltonian des jeweiligen Sy-
stems eindeutig festgelegt und daher zeitunabhéngig. In Experimenten wird al-
lerdings oft nicht die globale Energielandschaft untersucht, sondern lediglich ein
Unterraum, der von einigen wenigen Systemkoordinaten, sog. essentiellen Koor-
dinaten, aufgespannt wird. Diese effektive Energielandschaft kann aber durchaus
zeitabhéngig sein. Ein gutes Beispiel fiir diesen Sachverhalt geben wieder die schon
in der Einleitung erwdhnten Messungen zur Riickbindung von Kohlenmonoxid an
Myoglobin nach der Abtrennung durch einen Laserpuls. In diesen Experimenten

26
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machte man die zunéchst verbliiffende Entdeckung, dafs die Riickbindungsreak-
tion bei hoheren Temperaturen langsamer verlduft, eine Erscheinung, die als in-
verser Temperatureffekt bezeichnet wird (Sastry und Agmon, 1997, und dortige
Referenzen). Verantwortlich fiir diesen Effekt sind zeitliche Anderungen in der
Ho6he der Energiebarriere, die das Kohlenmonoxid bei der Riickreaktion iiberwin-
den mufs, verursacht durch Relaxationsprozesse des gesamten Proteins. Da die
Proteinrelaxationen bei hoheren Temperaturen schneller verlaufen, beobachtet
man das unerwartete Temperaturverhalten. Fafst man daher die Energiebarriere,
dargestellt langs einer fiir die Riickreaktion wichtigen essentiellen Koordinate, als
effektive Energielandschaft auf, so findet man gerade die behauptete Zeitabhén-
gigkeit. Ein Mechanismus, der in dhnlicher Weise auf einer zeitlich verdnderlichen
Energielandschaft beruht, wird in Kap.4.2 zur Erklarung der in dieser Arbeit
durchgefiihrten Experimente verwendet.

Aus den verschiedenen experimentellen Ergebnissen, die im Lauf der Jahre iiber
das Verhalten von Proteinen gesammelt wurden, war es moglich, einige qualita-
tive Merkmale ihrer Energielandschaften herauszudestillieren. Alle Experimente
deuten auf einen hierarchischen Aufbau hin (Frauenfelder, 1995; Frauenfelder und
McMahon, 2000); im Falle des Myoglobins sind zumindest vier Hierarchiebenen
eindeutig belegt (Ansari et al., 1985; Frauenfelder et al., 1991): Ein funktioneller
Zustand dieses Proteins' kann in drei verschiedenen Unterzustinden vorkommen,
den sog. taxonomischen Zustinden, die durch realtiv hohe Energiebarrieren ge-
trennt sind. Sie bilden die oberste Hierarchieebene. Zu jedem dieser taxonomi-
schen Zustande existiert eine grofe Zahl von weiteren CS, die durch kleinere Bar-
rieren getrennt sind (zweite Hierarchieebene); auch diese Subzustinde enthalten
weitere Unterzustinde und so fort. Belege fiir Hierarchiebenen mit sehr niedri-
gen Energiebarrieren liefern Messungen zur spektralen Diffusion, die ja selbst bei
Temperaturen im mK-Bereich noch beobachtet werden kann. Hierbei sind wahr-
scheinlich Tunneliibergénge zwischen verschiedenen CS von grofer Bedeutung.
Die Energielandschaft eines Proteins ist also gekennzeichnet durch eine kompli-
zierte, »rauhe« Struktur. Dies ist der Grund fiir die vielen Eigenschaften, die das
Tieftemperaturverhalten von Proteinen mit anderen Systemen gemeinsam hat;
auch Glaser weisen beispielsweise eine dhnlich komplizierte Energielandschaft auf.
(Die spezielle hierarchische Struktur scheint allerdings ein besonderes Merkmal
der Proteine sein). Als Folge dieser Ahnlichkeit findet man z.B. auch in Proteinen
ein dem Glasiibergang (Angell, 1995) analoges Phénomen (Doster et al., 1989;
Rasmussen et al., 1992): Unterhalb einer gewissen Temperatur Tg wird die Zeit,
die ein Protein oder Glas bendtigt, um aus einem lokalen Minimum seiner Ener-
gielandschaft in ein anderes zu wechseln, sehr viel ldnger als alle experimentell
relevanten Zeitskalen. Die interne Beweglichkeit des Systems verringert sich des-
halb drastisch, es kann in verniinftigen Zeiten nicht mehr equilibrieren und wird
somit nichtergodisch. Zu den vielen Gemeinsamkeiten im Verhalten von Prote-
inen und Glésern unterhalb von Ty gehoren z.B. stark nichtexponentielle Rela-

17.B. MbCo, also Myoglobin mit gebundenem Kohlenmonoxid



28 3.2. DAS STANDARD-TUNNEL-MODELL

xationsprozesse (Iben et al., 1989) oder groke inhomogene Verbreiterungen der
optischen Absorptionslinien (Friedrich, 1995; Thorn-Leeson et al., 1997). Auch bei
Temperaturen im Kelvinbereich (und darunter) zeigen sich Ubereinstimmungen,
beispielsweise eine lineare Abhangigkeit der spezifischen Wirme von der Tempe-
ratur (Singh et al., 1984; Yang und Anderson, 1986; Zeller und Pohl, 1971) oder
auch das Auftreten von spektraler Diffusion in beiden Systemen.

Diese vielen Ahnlichkeiten legen es nahe, zur Erklirung von Messungen an Prote-
inen Modelle heranzuziehen, die sich bei der Beschreibung von Glisern bewihrt
haben. Aus diesem Grund wird im folgenden Kapitel das sog. Standard-Tunnel-
Modell vorgestellt. Dieses Modell ist in der Lage, eine Vielzahl von Tieftempe-
raturphdnomenen in Glasern zu beschreiben; auch Experimente zur spektralen
Diffusion konnen damit oft erfolgreich interpretiert werden. Eine Anwendung
des Modells auf die in dieser Arbeit durchgefiihrten Lochbrennexperimente an
Gléasern wird in Kap. 3.3 gegeben; die spektrale Diffusion in Proteinen aus dem
Blickwinkel des Tunnel-Bildes wird dann in Kap. 4.1 untersucht.

3.2 Das Standard-Tunnel-Modell

Grundlegende Idee des 1972 von zwei Gruppen (Anderson et al., 1972; Philips,
1972) parallel eingefiihrten Standard-Tunnel-Modells ist es, die komplizierte Ener-
gielandschaft eines Glases durch ein Ensemble von Zwei-Niveau-Systemen an-
zundhern. Wie ist diese Ndherung zu begriinden?

Abbildung 3.1: Ein Tunnelsystem (TLS) mit
den wichtigsten Parametern A (Energieasym-
metrie), Vo (Hohe der Potentialbarriere) und
d (Tunnelabstand). Das Potential ist lings ei-
ner geeigneten Konformationskoordinate fir den
Tunneliibergang aufgetragen.

Bei geniigend tiefen Temperaturen finden aktivierte dynamische Prozesse, die das
Uberwinden einer Barriere in einer Energielandschaft erforden, praktisch nicht
mehr statt. Es sind aber weiterhin Tunneliberginge zwischen benachbarten Po-
tentialmulden moglich. Ist kg7 sehr viel kleiner als die Absténde zwischen Grund-
und Anregungszustand in den am Tunnelprozefs beteiligten Potentialmulden, so
sind dort praktisch ausschlieflich die Grundzustéinde besetzt. Die beiden durch
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den Tunnelprozefs verkniipften Grundzustinde bilden also gleichsam ein abge-
schlossenes Zwei-Niveau-System, das gewGhnlich als TLS (> Two-Level-System«)
oder auch als Tunnelsystem bezeichnet wird. Ein Tunneliibergang eines solchen
TLS entspricht einer kleinen strukturellen Anderung im Glas?, beispielsweise ei-
nem geringfiigigen Ortswechsel eines Atoms (oder wahrscheinlicher einer Gruppe
von Atomen). Koppeln nun die Tunnelsysteme an im Glas vorhandene Schwin-
gungen, ist also ein Ubergang verkniipft mit der Vernichtung oder Erzeugung
eines Phonons, so ist vorstellbar, dafs die thermodynamischen Eigenschaften ei-
nes Glases bei sehr tiefen Temperaturen durch die Tunnelsysteme beeinflufst oder
sogar bestimmt werden konnen konnen.

Fiir eine quantitative Beschreibung kann ein einzelnes Tunnelsystem durch zwei
Parameter charakterisiert werden (siehe Abb. 3.1), z.B. durch seine Energieasym-
metrie A und den Tunnelparameter A. Letzterer ist eine Funktion der Barrieren-
héhe V4, des Tunnelabstandes d und der Masse m der am Tunnelprozeft beteilig-
ten Teilchen (Friedrich und Haarer, 1986). Fiir die Energiedifferenz zwischen den
beiden Eigenzustinden des Tunnelsystems gilt dann:

E = /A2 + (hQ)2eap(—2)) (3.1)

(7S ist eine Energie von der Grofe der Nullpunktsschwingung in einer Potential-
mulde.) Verschiedene Tunnelsysteme eines Glases werden sich nun sicherlich in
ihren Parametern unterscheiden, somit auch unterschiedliche Energien E aufwei-
sen. Zu ihrer Beschreibung muf deshalb eine zunéchst unbekannte Zustandsdichte
p(E) eingefiihrt werden, die den Bruchteil von TLS mit der Energie E (pro Ein-
heitsvolumen) angibt. Messungen in Glésern bei tiefen Temperaturen (unter 1K)
haben nun aber eine etwa lineare Abhéngigkeit der spezifischen Warme von der
Temperatur ergeben (Zeller und Pohl, 1971). Diese kann erkldrt werden, wenn
die Zustandsdichte p(E) konstant in E ist (Anderson et al., 1972). Man nimmt
also an:

p(E) = const. = p (3.2)

Es sollte erwdhnt werden, daf die erwdhnten Messungen der spezifischen Wéarme
keinen Aufschluft dariiber geben, wie p(E) sich bei hoheren Temperaturen ver-
hélt, da dort der Einflufs von Phononen auf die spezifische Wérme iiberwiegt.
Gl. 3.2 ist also nur fiir Energien in der Gegend von kg7 mit 7" <1 K belegt.

Kann man nun auch Verteilungsfunktionen in den Parametern A und A angeben,
die mit einer linearen Temperaturabhingigkeit der spezifischen Warme kompa-
tibel sind? Die Hohe der Energieniveaus in den Potentialmulden wird durch die
Tunnelprozesse wenig beeintrichtigt, die Verteilung in A (also dem Abstand der
Niveaus im Falle einer beliebig hohen Potentialbarriere V) entspricht also im
Wesentlichen der Verteilung fiir £. Man findet sogar, daft die Annahme von un-
abhéngigen konstanten Verteilungen sowohl fiir A als auch fiir A mit einer linearen
Temperaturabhiingigkeit der spezifischen Wirme kompatibel ist?® (Friedrich und

2Genau genommen gilt das nur fiir asymmetrische Tunnelsysteme.
3Fiir p(E) ergibt sich in diesem Fall eine sehr schwache, logarithmische Energieabhiingigkeit.
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Haarer, 1986):
p(A) = const. = pa p(A\) = const. = py (3.3)

Es mufs aulerdem noch eine Wechselwirkung zwischen Tunnelsystemen und den
Glas-Phononen in das Modell integriert werden. Man nimmt dabei an, daf ein
Phonon eine Verformung im Potential eines Tunnelsystems bewirkt und auf diese
Art evtl. einen Tunneliibergang verursacht. Es kann dann mit Hilfe der Verteilun-
gen aus Gl. 3.3 berechnet werden, mit welcher Rate Phononen einer bestimmten
Energie absorbiert oder emittiert werden (Jéckle, 1972), woraus sich wiederum
eine Fiille von Aussagen iiber die thermodynamischen und dynamischen Eigen-
schaften von Tieftemperaturglisern ableiten lassen. Deren Ubereinstimmung mit
einer grofsen Zahl von experimentellen Beobachtungen — z.B. der schon erwihn-
ten linearen Abhéngigkeit der spezifischen Wirme von der Temperatur (Schmidt
et al., 1993; Zeller und Pohl, 1971), der quadratischen Temperaturabhéngigkeit
der Wirmeleitfahigkeit (Zeller und Pohl, 1971), der Zeitabhéingigkeit der spe-
zifischen Wérme (Loponen et al., 1980, 1982) und der Warmeabgabe nach ei-
ner plotzlichen Erwirmung (Zimmermann und Weber, 1981), der Existenz von
Phononenechos (Black und Halperin, 1977; Golding und Graebner, 1976), der Ab-
schwichung von Ultraschall-Pulsen (Golding et al., 1973; Jickle, 1972), der Inten-
sitdtsabhingigkeit der dielektrischen Absorption (von Schickfus und Hunklinger,
1977) sowie im optischen Bereich (s.u.) der Temperaturabhéngigkeit der homoge-
nen Linienbreite (Schmidt et al., 1993; Selzer et al., 1976) — belegen die Richtigkeit
des Modells.

Unbefriedigend bleibt alllerdings, dak die wirkliche physikalische Natur der Tun-
nelsysteme nach wie vor relativ ungeklirt ist. Zwar gab es Versuche, mit nu-
merischen Methoden typische Strukturen in Modellgldsern zu identifizieren, die
als TLS in Frage kommen (Dab et al., 1995; Heuer und Silbey, 1993), die Tun-
nelsysteme haben aber nach wie vor eher den Status abstrakter dynamischer
Freiheitsgrade.

3.2.1 Der Diffusionskern im TLS-Bild

Auch die spektrale Diffusion, die in vielen Tieftemperatur-Glisern gemessen wur-
de (z.B. Breinl et al., 1984; Fritsch et al., 1996a), 14kt sich im Rahmen des TLS-
Bildes erkldren, wenn die Tunnelsysteme in irgendeiner Weise an die im Glas
gelosten Chromophore koppeln. Das kann z.B. iiber elektrostatische Wechselwir-
kung oder auch durch Strain-Felder geschehen (Black und Halperin, 1977). Ein
Tunneliibergang fiihrt dann zu einer Anderung in der Absorptionsfrequenz eines
Chromophors. Da einzelne Chromophore jeweils unterschiedliche Tunnelsysteme
in ihrer Nachbarschaft haben, kommt es in einem Ensemble solcher Farbstoff-
molekiile auch wieder zu unterschiedlichen Frequenzschwankungen und somit zu
spektraler Diffusion.
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Ein Tunneliibergang ist, wie erwidhnt, aus Energieerhaltungsgriinden an die Ab-
sorption oder Emission eines Phonons gekoppelt, die typische Zeitskala 7, auf der
ein solcher Ubergang stattfindet, héingt also ab von der Phononendichte im Glas
und somit von der Temperatur. Zuséitzlich findet man fiir 7 eine exponentielle Ab-
héngigkeit vom Tunnelparameter A (Reinecke, 1979). Aus der breiten Verteilung
von A (GL 3.3) folgt deshalb, dak die Zeiten 7, in denen es zu TLS-Ubergingen
kommt, iiber viele Grofenordnungen verteilt sind. Auch spektrale Diffusion kann
deshalb in Glésern iiber riesige Zeitbereiche beobachtet werden.

Es ist moglich, im TLS-Bild unter einigen einschrinkenden Annahmen einen
analytischen Ausdruck fiir einen spektralen Diffusionskern herzuleiten (Reinecke,
1979). Man schlieft dabei eine Wechselwirkung der Tunnelsysteme untereinander
aus; die Wechselwirkung zwischen TLS und Chromophor ist in dieser Betrachtung
vom Dipol-Dipol-Typ. Fiir den Diffusionskern ergibt sich dann:

2 7(twa T)

P Vyty|ly) = — 3.4
s ) = 2 G D + 4 — P 34
Der Diffusionskern ist also lorentzformig, fiir seine Breite v gilt
AN FE
Y(tw, T) o AN F) n(ty, T) , (3.5)
E \E

wobei n(t,,T) den Bruchteil der TLS bezeichnet, die wihrend der Zeit t,, ihren
Zustand gewechselt haben.*

Um nun die Zahl der in einer bestimmten Zeit stattfindenden TLS-Ubergiinge
auszurechnen, wird im Standard-TLS-Modell davon ausgegangen, daf sich die
Tunnelsysteme im thermischen Gleichgewicht befinden. Aus der Kopplung der
TLS ans Phononenbad 146t sich dann n(t,, T') bestimmen; man findet so in guter

Néherung eine logarithmische Zeitabhdngigkeit fiir die Breite des Diffusionskerns
(z.B. Friedrich und Haarer, 1986):

v o< In (t,,) (3.6)

3.2.2 Nichtgleichgewichts-Verteilungen der TLS

Die sich iiber Grofsenordnungen erstreckende Verteilung in den Zeitkonstanten 7
der einzelnen Tunnelsysteme legt nahe, daf die Annahme einer Gleichgewichtsver-
teilung der TLS nicht vollstindig exakt sein kann. Befinden sich ndmlich die TLS
bei einer Temperatur 7; im thermischen Gleichgewicht, so wird das nicht mehr
der Fall sein, wenn das Glas plotzlich auf eine Temperatur Ty < T; herunterge-
kiihlt wird. Die Einstellung des neuen Gleichgewichts wird von den Zeitkonstanten
7(Ty) bestimmt und kann um Gréfenordnungen ldnger dauern als jedes Experi-
ment. In einem solchen Fall (der genau die Situation der in dieser Arbeit durchge-
fiithrten Messungen widerspiegelt) ist es deshalb notig, Nichtgleichgewichtseffekte

“Die Mittelung iiber die Parameter A und E der Tunnelsysteme sorgt dafiir, daR die unter-
schiedlichen Zeitkonstanten der einzelnen TLS beriicksichtigt werden.
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mit in das TLS-Bild aufzunehmen.

Ansatzpunkt fiir eine solche Modifikation ist GI. 3.5, genauer gesagt der Bruch-
teil n(t,, T) der TLS, die in der Zeit t,, ihren Zustand wechseln. Der Wert fiir
n(ty, T) hingt sicher davon ab, ob die TLS zu Beginn des Experimentes in einer
Gleichgewichtsverteilung waren oder nicht. In (Fritsch, 1997; Fritsch et al., 1996a)
wurde ein sehr allgemeiner Ansatz entwickelt, um dem Rechnung zu tragen. Es
wird dort angenommen, dafs die Tunnelsysteme dem Kiihlvorgang des Glases nur
bis zu einer bestimmten Temperatur 7; folgen konnen, bei der sie dann in ei-
ner Gleichgewichtsverteilung verharren, wiahrend das Glas auf eine Temperatur
Ty < T; weitergekiihlt wird. Als Nullpunkt der Zeitskala wird in allen Betrachtun-
gen der Augenblick gewihlt, in dem das Glas seine Endtemperatur 7% erreicht.
Nach einer bestimmten Alterungszeit t, wird ein spektrales Loch gebrannt, das
kurz darauf zum ersten Mal abgescannt wird; die Zeitspanne zwischen Brennen
und erstem Scan wird im Folgenden mit ¢, bezeichnet. Wie sieht nun der spektrale
Diffusionskern aus, der die Verbreiterung eines Loches unter diesen Bedingungen
beschreibt?

Natiirlich ist der Kern nach wie vor lorentzformig (siehe Gl.3.4), seine Breite ~y
héngt nun aber ab von den zwei Zeiten ¢, und t,, sowie von den beiden Tempera-
turen Ty und 7;.% Es zeigt sich nun, daf v additiv aus zwei Beitrigen zusammen-
gesetzt ist, einem Gleichgewichtsanteil 7., der die gewohnlich spektrale Diffusion
im Standard-TLS-Modell beschreibt, und einem Nicht-Gleichgewichtsanteil e,
der daraus resultiert, daf die Tunnelsysteme zum Zeitpunkt des Lochbrennens ihr
Gleichgewicht noch nicht erreicht hatten. Thre Relaxation hin auf einen Gleichge-
wichtszustand bei der Temperatur T} liefert einen weiteren Beitrag zur spektralen
Diffusion. Fiir die Verbreiterung eines Loches seit dem ersten Scan zur Zeit t, +1g
ergibt sich so im Detail

Y = Ye + Vne> (3'7)
wobei gilt
Yo = [% f)f dr(l — tanhQ(x))l In i—'g (3.8)
sowie
Yre = l% Ofdx tanh(z) (tanh(x) — tanh (xT—{))] In futte (3.9)

(A ist eine Proportionalititskonstante, die u.a. von der Kopplungsstirke zwi-
schen Tunnelsystemen und Chromophoren sowie der Dichte der Tunnelsysteme
abhéngt.)

GI. 3.7-3.9 bilden die Grundlage fiir die Auswertung eines Wartezeit- und Alte-
rungsexperimentes im Rahmen des TLS-Modells. Man beobachtet in einem sol-
chen Experiment die Verbreiterung einer Serie von spektralen Lochern (die zu

5T; ist kein Parameter, der experimentell verniinftig kontrollierbar ist, er wird in den Aus-
wertungen deshalb als Fitparameter behandelt.
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verschiedenen Alterungszeiten t, gebrannt wurden) als Funktion der Wartezeit
tw. Alle Daten sollten sich mit Hilfe der obigen Gleichungen durch eine gemein-
same Kombination der Parameter A und 7; beschreiben lassen. Dies wird in den
folgenden Kapiteln fiir verschiedene Glas- und Proteinproben untersucht.

Zwei fundamentale Eigenschaften des TLS-Bildes sollen zuvor aber noch einmal
explizit erwihnt werden:

> Der Gleichgewichtsanteil der spektralen Diffusion héngt logarithmisch von
der Zeit ab (s. G1.3.8): 7, o In (¢,). Die Gleichgewichtsdiffusion dominiert
im Experiment fiir den Fall ¢, < t,; alle Tunnelsysteme, die wiahrend der
Wartezeit t,, >flippen< konnen, hatten zum Zeitpunkt des Lochbrennens
bereits eine Gleichgewichtsverteilung erreicht. Stationdres nichtlogarithmi-
sches Verhalten ist also mit dem TLS-Modell nicht vereinbar.

> Ubersteigt in einem Experiment die Wartezeit die Alterungszeit, so miis-
sen entweder Alterungseffekte auftreten (verursacht durch Tunnelsysteme,
die so langsam sind, daf sie zum Zeitpunkt des Lochbrennens noch kei-
ne Gleichgewichtsverteilung erreichen konnten) oder die spektrale Diffusion
muf séttigen; letzteres passiert, wenn es keine Tunnelsysteme gibt, deren
Zeitkonstanten grofer sind als die Alterungszeit. Dieses Verhalten ist unab-
hiangig von den Verteilungsfunktionen, die den Tunnelsystemen zugeschrie-
ben werden.

3.3 Experimente an Wasser-Glycerin-Glasern

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Wartezeit- bzw. Alterungsexperimente an
Wasser-Glycerin-Glésern durchgefiihrt (Schlichter und Friedrich, 2001a), wobei
im einen Fall protoniertes, im anderen deuteriertes Wasser fiir die Herstellung
des Glases verwendet wurde. Als Chromophor diente der in niedriger Konzen-
tration geloste Farbstoff Resorufin (Einzelheiten zur Herstellung der Proben und
zur Durchfiihrung des Experimentes siehe Kap. 2.2.2). In Lochbrennexperimenten
an solchen oder dhnlichen Glas/Farbstoff-Systemen wurden bereits frither Druck-
und Losungsmittelverschiebungen untersucht (Zollfrank und Friedrich, 1992).
Die spektralen Locher in beiden Glasexperimenten konnten (zu allen Warte- und
Alterungszeiten) stets ausgezeichnet durch Lorentzkurven angefittet werden. Die
Breite des ebenfalls lorentzformigen Diffusionskerns liefs sich daher leicht bestim-
men, indem von der Breite eines Loches nach einer Wartezeit ¢,, jeweils die Loch-
breite zur Zeit t; des ersten Scans subtrahiert wurde.

3.3.1 Messungen im deuterierten Glas

In der deuterierten Glasprobe wurden sieben spektrale Locher nach Alterungs-
zeiten zwischen 40 und 16000 Minuten gebrannt; ihre Verbreiterung iiber einen
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Zeitraum von etwa zwei Wochen ist in Abb. 3.2 dargestellt, aus Griinden der Uber-
sichtlichkeit allerdings nur fiir vier ausgewéhlte Datensétze. Gut zu erkennen ist
der Einfluft der Alterungszeit auf die Mefergebnissse: Locher, die zu einem spé-
teren Zeitpunkt gebrannt wurden, zeigen eine deutlich geringere Verbreiterung.
Die Ergebnisse befinden sich in vélliger Ubereinstimmung mit der Theorie des
TLS-Modells, die im vorigen Kapitel erlautert wurde; es ist im Rahmen der ex-
perimentellen Genauigkeit sehr gut moglich, alle Datensédtze mit Gl. 3.7-3.9 und
einem gemeinsamen Parameterpaar (A,T;) zu fitten (durchgezogene Linien in
Abb. 3.2). Fiir die Temperatur T;, bei der die Tunnelsysteme dem Einkiihlvor-
gang >nicht mehr folgen konnen«, ergab sich in diesem Experiment ein Wert von
etwa 30 K.
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Abbildung 3.2: Lochverbreiterung als Funktion der Wartezeit, gemessen bei 4.2 K an
Resorufin in einem deuterierten Wasser-Glycerin-Glas. Deutlich zu erkennen ist der
Einfluf$ der Alterungszeit (40 — 11778 Minuten) auf die spketrale Diffusion. Die durch-
gezogenen Linien reprisentieren den bestmoglichen Fit nach Gl. 3.7-8.9. Der Einschub
zeigt den Gleichgewichtsanteil v} der spektralen Diffusion.

Bei Kenntnis der Parameter A und T ist es moglich, den Nichtgleichgewichtsan-
teil der spektralen Diffusion aus den Mefergebnissen zu eliminieren. In diesem

6Fiir die Bestimmung von A und 7T; wurden natiirlich alle gemessenen Datensétze verwendet.
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Fall sollten alle Mefpunkte, unabhéingig von der Alterungszeit, zu der ein Loch
gebrannt wurde, auf einen gemeinsamen Gleichgewichtsast fallen. Man kann dar-
iiber hinaus noch beriicksichtigen, daf die Zeit ¢y, zu der ein Loch zum ersten
Mal gescannt wird, nicht fiir alle Datensétze gleich ist. Sinnvollerweise trigt man
daher .
. _ 0

er — (’7 fYne) + [ . ] ln (mm) (310)
als Funktion der Wartezeit auf. (Dabei steht [- - -] abkiirzend fiir die eckige Klam-
mer in GIl. 3.8.) Dies ist im Einschub der Abb. 3.2 dargestellt. Man kann erken-
nen, daf alle Mefspunkte im Rahmen der experimentellen Genauigkeit wirklich
eine logarithmische Zeitabhéngigkeit zeigen und auf einem gemeinsamen Gleich-
gewichtsast liegen.
Zusammenfassend lafst sich somit feststellen, dafs die Ergebnisse dieses Experi-
ments gut durch das TLS-Bild beschrieben werden kénnen. Vorraussetzung dabei
ist allerdings, dafs Nichtgleichgewichtseffekte, wie sie im vorigen Kapitel erldutert
wurden, berticksichtigt werden.

3.3.2 Messungen im protonierten Glas —
Abweichungen vom TLS-Modell

In volliger Analogie zu dem gerade geschilderten Experiment wurde nun eine
zweite Messreihe an einem protonierten Glas durchgefiihrt, wiederum bei einer
Temperatur von 4.2 K. Die spektralen Lécher wurden dabei nach praktisch den
gleichen Alterungszeiten gebrannt wie im Falle des deuterierten Glases.

Die Ergebnisse des Experimentes sind in Abb. 3.3 dargestellt. Auffallend ist, dafs
die spektrale Diffusion im Vergleich zu den im vorigen Abschnitt geschilderten
Messungen deutlich zugenommen hat; man findet beispielsweise fiir den ersten
Datensatz nach einer Wartezeit von 10000 Minuten eine Lochverbreiterung von
etwa 1.4 GHz, gegeniiber etwa 0.85 GHz in der deuterierten Probe. Auch in den
Messungen am protonierten Glas ist eine starke Abhéngigkeit der spektralen Dif-
fusion von der Alterungszeit festzustellen. Allerdings ist es jetzt problematisch,
die Mefergebnisse durch das TLS-Modell zu erkléren: Der bestmdgliche Fit ge-
mifk Gl.3.7-3.9 zeigt nur schlechte Ubereinstimmung mit den Mefergebnissen.”
Noch deutlicher ist die Abweichung vom TLS-Modell zu erkennen, wenn man
versucht, die Meftdaten auf einen gemeinsamen Gleichgewichtsast zu reduzieren,
vollig analog zum Vorgehen im vorigen Kapitel. Man erhélt in diesem Fall ein
deutlich nichtlogarithmisches Verhalten fiir v}(t,), auch ist die Abweichung al-
ler Datensétze von einem gemeinsamen Verlauf viel grofer (siehe Einschub in
Abb. 3.3). Das TLS-Modell scheint daher — auch bei Beriicksichtigung von Nicht-
gleichgewichtseffekten — nicht geeignet zu sein, die Resultate dieses Experimentes
zu erkléren.

"Es wurden natiirlich wieder alle gemessenen Datensitze fiir die Bestimmung der Fitpara-
meter (A, T;) verwendet, nicht nur die in Abb. 3.3 dargestellten.
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Eine Moglichkeit, das TLS-Modell auch mit nichtlogarithmischen Mefsergebnissen
in Einklang zu bringen, besteht natiirlich darin, andere als die in Kap. 3.2 einge-
fithrten (konstanten) Verteilungsfunktionen fiir die Parameter der Tunnelsysteme
zu verwenden. Dies ist aber relativ unbefriedigend, da geéinderte Verteilungsfunk-
tionen nur schwer physikalisch zu begriinden sind, wihrend das Standard-Modell
durch eine Vielzahl von Experimenten gestiitzt wird.
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Abbildung 3.3: Lochverbreiterung als Funktion der Wartezeit, gemessen bei 4.2 K in ei-
nem protonierten Wasser-Glycerin-Glas. Die Darstellung ist die gleiche wie in Abb. 5.2.

Eine in der Literatur vorgeschlagene Modifikation des Tunnelmodells (Heuer und
Neu, 1997) geht davon aus, daf durch die im Glas gelosten Chromophore (oder
evtl. auch durch andere Verunreinigungen) zusétzliche TLS induziert werden, die
zu gednderten Verteilungsfunktionen fiir die Parameter der Tunnelsysteme fiihren.
Die Folge ist eine gednderte Zeitabhiangigkeit der spektralen Diffusion auf langen
Zeitskalen. Es war mit diesem Ansatz moglich, Abweichung vom Standard-TLS-
Modell zu erkliren, die in Lochbrennexperimenten an PMMA?® bei Temperaturen
unter 2K gefunden wurden (Maier et al., 1996); bei hoheren Temperaturen ge-
lang dies allerdings nicht mehr (Miiller et al., 1999, 2000). Es ist auch fraglich,

SPMMA = Polymethylmethacrylat
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ob diese Theorie zur Begriindung der oben erlduterten Messungen geeignet ist.
Falls durch den Farbstoff wirklich neue Tunnelsysteme induziert werden, ist es
plausibel, dafs deren Verteilungsfunktionen im protonierten und deuterierten Glas
grofe Ahnlichkeit haben; man wiirde daher in beiden Féllen eine Abweichung vom
Tunnelmodell erwarten und nicht nur — wie in obigen Messungen — in der proto-
nierten Probe.

Ein anderer Ansatz (Burin und Kagan, 1995) geht von einer skohérenten< Kopp-
lung zwischen den Tunnelsystemen aus; Kern dieses Modells sind gemeinsame
Ubergiinge zweier TLS. Allerdings ist eine solche kohirente Kopplung nur bei
sehr niedrigen Temperaturen von Bedeutung, zur Begriindung der obigen Mefs-
daten ist daher auch dieser Ansatz schlecht geeignet.

Eine mogliche Erklarung der Ergebnisse in den Wasser-Glycerin-Glésern konnte
dagegen darin bestehen, daf sich die beobachtete Dynamik nicht mehr durch ein-
fache Zwei-Niveau-Ubergiinge beschreiben lifit. Es ist klar, daf dieses Bild eine
Tieftemperatur-Naherung darstellt, die irgendwann zusammenbrechen mufs — die
Dynamik bei héheren Temperaturen ist von komplizierterer Natur. Die Zahl der
TLS, in denen es auf der Zeitskala eines Experimentes zu Ubergéingen kommt,
nimmt natiirlich mit steigender Temperatur zu; effektiv hat man also mit einer
immer hoheren Dichte an relevanten Tunnelsystemen zu tun. Es ist vorstellbar,
dak daher auch Wechselwirkungen zwischen diesen Tunnelsystemen an Bedeutung
gewinnen. Der Ubergang eines bestimmten TLS kann z.B. zu einer Modifikation
im Potential eines anderen fiihren und so kurzzeitig einen Weg in einen neuen
Potentialtopf 6ffnen. Man kann daher oberhalb einer gewissen, fiir ein System
typischen Temperatur, einen Ubergang von einer >Two-Level<- in eine »Multi-
Level<-Dynamik erwarten.

Aus den obigen experimentellen Resultaten wird sofort klar, dafs an der beobach-
teten Dynamik in den Wasser-Glycerin-Gliasern Tunneliiberginge von Protonen
groken Anteil haben. Die Raten dieser Ubergiinge werden (aufgrund der gréReren
Tunnelmassen) bei der Deuterierung stark vermindert; hieraus wiederum resul-
tiert die beobachtete, deutlich kleinere spektrale Diffusion im deuterierten Glas.
Tunneliibergénge sind dort seltenere Ereignisse als in der protonierten Probe, oder
anders gesagt: Durch Deuterierung wird die Dichte der relevanten Tunnelsysteme
verringert. Eine mogliche Wechselwirkung zwischen den TLS skaliert sicherlich
mit deren Dichte und kann anscheinend im deuterierten Glas (und bei 4.2 K)
noch vernachlissigt werden. Die Folge ist die im Experiment beobachtete, gut
durch das Tunnelmodell zu beschreibende Dynamik.

In der protonierten Probe scheint dagegen die Dichte der relevanten Tunnelsyste-
me so hoch zu sein, daf ihre Wechselwirkung bereits merklichen Einfluf hat. Aus
diesem Grund lassen sich dort die Mefidaten nicht mehr durch einfach Two-Level-
Ubergiinge interpretieren; in diesem Glas hat offensichtlich bereits ein Ubergang
zu einer Multi-Level-Dynamik stattgefunden.



Kapitel 4

Spektrale Diffusion in Proteinen

Das eigentliche Interesse dieser Arbeit galt allerdings nicht der spektralen Diffu-
sion in Glasern, sondern dem Verhalten von Hamproteinen. Dieses wurde in einer
ganzen Reihe von Experimenten untersucht. Interessanterweise ergaben sich da-
bei signifikante Abweichung von einem »>typischen< Glasverhalten; das Standard-
Tunnel-Modell erwies sich beispielsweise stets als vollig ungeeignet zur Interpreta-
tion der Ergebnisse. Dies wird im Anschluft detailliert am Beispiel einer Messung
gezeigt, die an (in einem Wasser-Glycerin-Glas geloster) Meerrettichperoxidase
durchgefiithrt wurde (Schlichter et al., 2000a). V6llig analoge Resultate fanden
sich aber auch in allen anderen Protein-Experimenten dieser Arbeit — es wurden
immer die gleichen Gesetzméfbigkeiten fiir das Zeitverhalten der spektralen Diffu-
sion festgestellt. Der folgende Abschnitt soll deshalb vor allem sexperimentelles
Anschauungsmaterial< liefern, das es erlaubt, ein den Resultaten angemessenes
Modell der Proteindynamik zu formulieren. Eine genauere Analyse der experi-
mentellen Ergebnisse ist dann den spéteren Kapiteln vorbehalten.

4.1 Ein Beispiel: Meerrettichperoxidase

Das oben erwihnte Experiment an HRP (in Wasser-Glycerin) verlief in volliger
Analogie zu den in den vorigen Kapiteln geschilderten Glasexperimenten (Details
siehe Kap.2.2.2): Nach einem schnellen Abkiihlvorgang von Raum- auf Helium-
temperatur wurden spektrale Locher in einen engen Frequenzbereich der inhomo-
genen Absorptionsbande des Proteins gebrannt (siehe Abb.4.1); deren Verbreite-
rung wurde dann iiber einen Zeitraum von etwa zwei Wochen beobachtet. Da an
dieser Messung zudchst die Anwendbarkeit des Tunnelmodells iiberpriift werden
soll, liegt der Auswertung der Daten wieder ein lorentzférmiger Diffusionskern
zugrunde. Seine Breite v als Funktion von ¢, bzw. t, ist in Abb. 4.2 dargestellt.
Einige interessante Beobachtungen fallen dort ins Auge:

> Die Verbreiterung der spektralen Locher (als Funktion der Wartezeit) zeigt
ein ausgeprigt nichtlogarithmisches Verhalten; dies ist gut in der halbloga-
rithmischen Auftragung der oberen Bildhélfte zu erkennen. In einer doppelt-

38
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logarithmischen Darstellung (unten) ergibt sich dagegen ein linearer Verlauf,
die spektrale Diffusion folgt also einem Potenzgesetz in t,,.

> Die Alterungszeit hat nur einen kleinen Einfluft auf die Lochverbreiterung.
Bereits fiir ¢, > 20h beobachtet man eine anndhernd stationére spektrale
Diffusion — alle spéter gebrannten Locher zeigen fast identisches Verhalten.

> Der Exponent des Potenzgesetzes in t,, hingt nicht von der Alterungszeit
ab. In der unteren Bildhélfte ist gut zu erkennen, dafs Datensitze, die zu
einer grofseren Alterungszeit gehoren, in einer doppelt-logarithmischen Dar-
stellung nur parallel nach unten versetzt sind, aber die gleiche Steigung (und
somit den gleichen Exponenten) haben.

Abbildung 4.1: Die langwellige Ab-

sorptionsbande wvon Meerrettichper-
l oridase (HRP) in einem Wasser-
Glycerin-Glas bei 4.2 K. Der Chro-
mophor ist Mesoporphyrin-1X. Ein
Gauflfit liefert eine Breite von ca.

8 60cm=' (FWHM) fiir diese Ban-
60 cm’™ de; das Lochbrennen wurde in einem
schmalen Frequenzbereich nahe des
Mazimums durchgefihrt (Pfeil).
! !
16250 16300 16350
cm’

Es ist nach den Ausfiihrungen in Kap.3.2.2 unmittelbar klar, daf ein solches
Verhalten nicht im Rahmen des Standard-Tunnel-Modell zu erkldren ist. Eine
wesentliche Vorhersage dieses Modells ist ja die Forderung nach einer logarith-
mischen Zeitabhéangigkeit der Lochverbreiterung. Abweichungen davon kann es
nur geben, falls Nichtgleichgewichtseffekte zur Dynamik beitragen; in diesem Fall
mufs sich aber ein deutlich unterschiedliches Verhalten fiir spektrale Locher erge-
ben, die zu verschiedenen Alterungszeiten gebrannt wurden. Spektrale Diffusion,
die nicht von der Alterungszeit abhéingt, ist im Rahmen des Modells dagegen
nur moglich, wenn die Tunnelsysteme im thermischen Gleichgewicht sind und die
spektrale Diffusion somit einem In ¢,, -Gesetz gehorcht. Ein (praktisch) stationéres
Verhalten, das — wie in den obigen Daten — durch ein Potenzgesetz beschrieben
werden kann, ist deswegen mit dem Modell nicht vereinbar. Es ist also keine Uber-
raschung, daf ein Fit der MefRergebnisse mit Gl.3.7-3.9 vollig fehlschldgt (siehe
Einschub in Abb. 4.2 unten, aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur fiir ausgewshl-
te Datensétze).
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Abbildung 4.2: Oben: Lochverbreiterung in HRP bei 4.2 K fiir verschiedene Alterungs-
zeiten. Unten: Fine doppelt-logarithmische Darstellung der Daten zeigt, daf die spektrale
Diffusion einem Potenzgesetz in der Wartezeit folgt; eine Beschreibung der Daten mit

dem TLS-Modell schligt daher véllig fehl (Einschub).

Wie schon im vorigen Kapitel erlautert wurde, ist es natiirlich immer moglich,
die Vorhersagen des Tunnelmodell geeignet zu modifizieren, indem andere Ver-
teilungsfunktionen fiir die TLS-Parameter A und A postuliert werden, als sie im
Standard-Modell {iblich sind. Dies ist zur Erklarung der spektralen Diffusion in
Proteinen aber noch unbefriedigender als bei den oben erwihnten Experimenten
in Glésern: Eine gednderte Verteilung der TLS-Parameter, die durch den Chro-
mophor selbst induziert wird, ist z.B. in Himproteinen kaum zu begriinden —
der Chromophor ist hier ja ein natiirlicher Bestandteil des Proteins und nicht
etwa eine kiinstlich eingefiihrte » Verunreinigung<. Auch eine TLS-TLS-Kopplung
ist sicher ohne Bedeutung: Zum einen wurden die Messungen an den Proteinen
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bei zu hohen Temperaturen durchgefiihrt, als daf eine kohérente Wechselwirkung
zwischen den Tunnelsystemen wahrscheinlich wéire, zum anderen ist aus verschie-
denen Experimenten (die sich im Gegensatz zu den obigen Diffusionsmessungen
im Rahmen des Tunnelmodells interpretieren lassen) bekannt, daf die Zahl der
Tunnelsysteme pro Protein sehr klein ist und etwa in der Groéfsenordnung von
eins liegt (Kurita et al., 1995; Singh et al., 1984). Eine TLS-TLS-Wechselwirkung
ist deshalb bei hinreichend niedriger Konzentration der Proteine in der Probe
ausgeschlossen — sie miifite zwischen unterschiedlichen Proteinen stattfinden.
Die gerade vorgestellten Mefergebnissen an HRP — wie auch die Experimente an
allen anderen Protein/Losungsmittel-Systemen, die in dieser Arbeit untersucht
wurden — legen daher den Schlufs nahe, daf das TLS-Modell nicht geeignet ist,
um die spektrale Diffusion in Proteinen zu beschreiben.

oD

Frequenz

Abbildung 4.3: Ein spektrales Loch in HRP unmittelbar nach dem Brennen sowie
nach einer Wartezeit von 240 und 17093 min. Gezeigt sind auflerdem Fits mit einer
Lorentzfunktion (Anfangsloch) sowie mit Voigtfunktionen (verbreiterte Lécher).

In Kap.4.2 wird deshalb ein anderer theoretischer Ansatz vorgestellt, der den
experimentellen Beobachtungen eher angemessen ist. In diesem sog. Diffusions-
modell wird die Lochverbreiterung als Folge von Diffusionsbewegqungen im Kon-
formationsraum der Proteine interpretiert. Der Diffusionskern, dessen Breite ja
die Mefsgrofse der Experimente ist, wird deshalb nicht mehr als lorentz- sondern
als gaukformig angenommen; die unmittelbar nach dem Brennen lorentzférmigen
Locher miissen also zu spéteren Zeiten durch Voigtprofile beschrieben werden
(siehe GIl.2.5). Die Genauigkeit der experimentellen Daten laft es leider nicht
zu, zwischen einer Lorentz- oder Voigtform der spektralen Locher zu unterschei-
den — beide Funktionen liefern ausgezeichnete Fits. Abb.4.3 zeigt das Beispiel
eines spektrales Loches (wiederum in HRP) direkt nach dem Brennen, nach einer
Wartezeit von ca. vier Stunden, sowie nach etwa zwolf Tagen. Das Anfangsloch
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wurde dabei mit einem Lorentzprofil, die Locher zu spéteren Zeiten mit Voigt-
kurven gefittet; offensichtlich beschreiben letztere die Lochformen ausgezeichnet.
Im Folgenden sollen nun die wesentlichen Resultate der Protein-Experimente aus
der Sicht des Diffusionsmodells zusammengefafit werden, als Beispiel dienen da-
bei wieder die gerade schon erlduterten Messungen an HRP in einem Wasser-
Glycerin-Glas. Die Theorie des Modells wird dann in Kap. 4.2 anhand dieser ex-
perimentellen Daten erldautert.
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Abbildung 4.4: Die gleichen Messungen wie in Abb. 4.2, allerdings ausgewertet mit
einem gaufiformigen Verbreiterungskern. Dessen Breite (FWHM) zur Zeit t,, ist durch
V8In20(ty) gegeben. Der lineare Verlauf der Daten in einer doppelt-logarithmischen
Darstellung dokumentiert ein Potenzgesetz in t,,. Ein Schnitt bei einer festen Wartezeit
von 10000 min erlaubt die Bestimmung der Alterungsdynamik.

Abb. 4.4 zeigt also noch einmal die gleichen Mefdaten, die schon in Abb.4.2
vorgestellt wurden, diesmal allerdings ausgewertet mit einem gaufférmigen Dif-
fusionskern. Dessen Breite nach einer bestimmten Wartezeit ¢,, wird mit o(%,,)
bezeichnet. Man erkennt, daf die oben aufgefiihrten Beobachtungen auch in dieser
neuen Auswertung der Mefdaten ihre Giiltigkeit behalten:

> o hingt von der Wartezeit wiederum nach einem Potenzgesetz ab, nimmt
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also einen linearen Verlauf in einer doppelt-logarithmischen Darstellung.
Diese Feststellung ist somit unabhéngig von der Form des Diffusionskerns,
der der Auswertung zugrunde gelegt wird; das gleiche Ergebnis wurde ja
bereits in Abb. 4.2, also bei einer Auswertung mit einem Lorentzkern, ge-
funden. Die Steigung in der doppelt-logarithmischen-Darstellung (also der
Exponent des Potenzgesetzes) variiert aber durchaus mit dem verwendeten
Modell. Im Rahmen des Diffusionsmodells wurde fiir alle Proteine, die in
dieser Arbeit vermessen wurden, die Steigung «/2 = 0.25 £ 0.02 gefunden;
es gilt also: o oc 1272,

> Auch die Alterungsdynamik zeigt ein Verhalten, das analog zu den oben
gefundenen Ergebnissen ist: Lediglich der Achsenabschnitt in einer doppelt-
logarithmischen Darstellung hingt von der Alterungszeit ab; die Steigung
der Graphen bleibt dagegen davon unberiihrt. Datensétze, die zu groferen
Alterungszeiten gehoren, sind wieder parallel nach unten versetzt.

Die genaue Abhéngigkeit der spektralen Diffusion von der Alterungszeit lafst sich
bestimmen, wenn man zu einer festen Wartezeit, etwa bei £,, = 10000 min einen
‘Schnitt’ durch Abb. 4.4 legt. Die wenigen Messpunkte, die eine solche Prozedur
liefert, sind in Abb.4.5 (wieder in doppelt-logarithmischer Form) aufgetragen.
Man erkennt deutlich die Abnahme der spektralen Diffusion mit der Alterungs-
zeit. Diese folgt — im Rahmen der experimentellen Genauigkeit — ebenfalls einem
Potenzgesetz (gestrichelte Linie). Fiir dessen Exponenten 3 findet man einen Wert
von (0.07 4 0.01), es gilt also: o(t, = const.,t,) oc t; 7.

1.0 Abbildung 4.5: Abhdn-
| gigkeit  der  spektralen
Diffusion wvon der Al-
e terungszeit. Man  findet
| S~ wieder ein Potenzgesetz:
T e o o t,? mit B~ 0.07.
S IR
> o
o O @
04 Ll Ll Ll
1 10 100
t./h

Es ist damit jetzt moglich, den Einfluft der Alterungsdynamik aus den Messda-
ten »herauszuskalieren<: Man teilt hierzu die Lochverbreiterung o(t,) durch ihre
zugehorige Abhéngigkeit von der Alterungszeit ¢, ”. Alle Messpunkte fallen dann
auf einen gemeinsamen Graphen (siehe Abb. 4.6), der im Folgenden als » Master-
plot¢ bezeichnet wird.
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Was bedeutet nun diese Skalierung der experimentellen Daten? Wie schon mehr-
fach erwdhnt, tragen zur spektralen Diffusion sowohl Relaxations- als auch Fluk-
tuationsvorgiange bei. Relaxationen sind Nichtgleichgewichtsprozesse und klingen
daher im Lauf der Zeit ab. Dennoch ist natiirlich in einem (evtl. riesigen Zeit-
fenster) eine stationéire Relaxation moglich — beispielsweise in einem System, das
sehr weit entfernt ist von seinem Gleichgewichtszustand. In einem Masterplot sind
gleichsam die nichtstationiren Anteile der Relaxationen herausskaliert worden;
zur dort aufgetragenen spektralen Diffusion tragen nur noch (auf der Zeitskala
des Experimentes) stationire Relaxationen und natiirlich Fluktuationsprozesse
bei. Es gibt allerdings keine Moglichkeit, diese beiden Anteile im Experiment zu
unterscheiden.

1.0

ol(t/h)* IGHz

I PR R I I TR | I I TR R R
10 100 1000 10000
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Abbildung 4.6: Skaliert man die Messdaten mit threr jeweiligen Abhdngigkeit von der
Alterungszeit, so fallen alle Punkte auf einen gemeinsamen Graphen (»Masterplot¢),
der sich ausgezeichnet durch ein Potenzgesetz (durchgezogene Linie) fitten lafit. Fir
den Ezponenten a2 ergibt sich ein Wert von 0.25.

Abb. 4.6 belegt dariiber hinaus noch einmal die Tatsache, dafs die spektrale Dif-
fusion in Proteinen nicht durch das TLS-Modell beschrieben werden kann: die
Abweichung des stationidren Anteils der Lochverbreiterung von einem logarithmi-
schen Verhalten wird in der Auftragung als Masterplot besonders deutlich.
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4.2 Das Diffusionsmodell

Im diesem Kapitel soll nun das schon mehrfach erwihnte Diffusionsmodell vorge-
stellt werden, das im Rahmen dieser Arbeit entwickelt wurde, um die speziellen
Eigenheiten der spektralen Diffusion in Proteinen zu erkliaren (Schlichter und
Friedrich, 2001b; Schlichter et al., 2000a). Zentrales Anliegen ist dabei natiirlich,
eine physikalische Begriindung fiir das Potenzgesetz zu finden, durch das die Ver-
breiterung spektraler Locher (als Funktion der Wartezeit) charakterisiert wird.
Potenzgesetze treten in physikalischen Systemen stets auf, wenn Diffusionsprozes-
se (in der engsten Bedeutung dieses Wortes) von Bedeutung sind; ein klassisches
Beispiel dafiir ist das Brownsche Teilchen, dessen Wahrscheinlichkeitsverteilung
im Ortsraum bekanntermafen mit einem t'/?-Gesetz verbreitert. Gelingt es somit,
die spektrale Diffusion in Proteinen als echten Diffusionsprozefs zu formulieren,
so lassen sich die gemessenen Potenzgesetze auf sehr natiirliche Weise erkléren.
Eine solche Formulierung wird im folgenden Kapitel zunichst rein phinomeno-
logisch eingefiihrt: Die Fluktuationen in der Absorptionsfrequenz eines Proteins
(bzw. seines Chromophors) werden als echter, stochastischer Diffusionsprozefs be-
handelt; wie diese Fluktuationen mit den Strukturdnderungen des Proteins ver-
kniipft sind, wird dabei zunéchst aufer acht gelassen; dieses Problem wird dann
im anschlieffenden Kapitel untersucht.

4.2.1 Anomale Diffusion im Frequenzraum

Ist es {iberhaupt sinnvoll, die Fluktuationen in der Absorptionsfrequenz eines Pro-
teins als echte Diffusion aufzufassen? Aus Einzelmolekiilexperimenten ist bekannt,
daf die Frequenzidnderungen eines solchen Molekiils diskontinuierlich geschehen,
d.h. es treten Frequenzspringe auf. In einem echten Diffusionsprozefs dagegen
sollten alle Anderungen stetig verlaufen (Gardiner, 1985). Nun ist die Weite der
Frequenzspriinge allerdings winzig, verglichen etwa mit der Breite der zugeho-
rigen inhomogenen Absorptionsbande. Die Situation ist somit analog zu einem
klassischen Random-Walk-Prozef, bei dem die Schrittweite (fast) infinitesimal
klein ist. Es ist bekannt, daf ein solcher (eigentlich diskontinuierlicher) Prozefs
ausgezeichnet durch eine klassische Diffusionsgleichung angenihert werden kann.
In gleicher Weise konnen auch die Frequenzfluktuationen eines Proteins in guter
Néherung als Diffusionsprozeft behandelt werden.

Die Absorptionsfrequenz v(t) eines Proteins wird also als rein stochastische Gro-
fse aufgefafkt, die zufilligen, aber stetig verlaufenden Schwankungen unterworfen
ist. Aussagen dariiber sind nur im Sinne von Wahrscheinlichkeiten moglich. Die
einzeitige Wahrscheinlichkeit P(v,t) kann direkt in einem Absorptionsexperiment
gemessen werden: Sie beschreibt, wie wahrscheinlich es ist, dafs ein Protein zur
Zeit t bei der Frequenz v absorbiert, oder — anders gesagt — welcher Bruchteil
eines Ensembles von Proteinen zur Zeit t gerade die Absorptionsfrequenz v hat.
P(v,t) gibt also (bei geeigneter Normierung) gerade das Profil der inhomogenen
Bande wieder.
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In Kap.2.1.3 wurde bereits erlautert, daft auch die bedingte Wahrscheinlichkeit
P(v1,t1|v0, o) experimentell zugénglich ist — sie ist als spektraler Diffusionskern
die eigentliche Mefsgrofe eines Lochbrenn-/Wartezeitexperimentes. Sowohl P(v, t)
als auch P(vy,t|v,ty) gehorchen einer Fokker-Planck-Gleichung; dies folgt ma-
thematisch aus der Stetigkeit von v(¢) (Gardiner, 1985).

Eine wichtige Annahme iiber die stochastischen Eigenschaften von v(¢) fiihrt nun
zu einer wesentlichen Vereinfachung des Modells (Skinner et al., 1999): v(t) wird
als Gauflscher stochastischer Prozefl aufgefafst (sieche Anhang A). Die interes-
sierenden Wahrscheinlichkeitsverteilungen P(v,t) und P(vy,t|vy,ty) werden in
diesem Fall durch Gaufiprofile approximiert.

In (Kador, 1991b) findet sich eine griindliche Diskussion dieser N&herung. Es
wird dort gezeigt, dafs sie immer dann gerechtfertigt ist, wenn die Frequenz ei-
nes Chromophors durch viele (quasi unabhéngige) Residuen in seiner Nachbar-
schaft zugleich moduliert wird, oder anders gesagt: wenn der mittlere Abstand
zwischen zwei solchen Residuen klein ist im Vergleich zu den Abmessungen des
»Hohlraums<, der den Chromophor beherbergt. Die gaulférmigen Wahrschein-
lichkeitsprofile sind in diesem Fall eine Folge des zentralen Grenzwertsatzes. Bei
Hamproteinen ist diese Naherung sicherlich verniinftig, koppelt dort doch ein re-
lativ grofles Farbstoffmolekiil mit einem weitldufigen 7w-Elektronensystem an viele
Aminosdure-Residuen des Proteins. (Es sollte angemerkt werden, daf dem lor-
entzféormigen Diffusionskern im TLS-Bild gerade eine entgegengesetzte Annahme
zugrunde liegt: Hier wird von einer sehr geringen TLS-Dichte ausgegangen, der
mittlere Abstand zwischen zwei Tunnelsystemen ist also viel grofer als die Ab-
messungen des Chromophor-Hohlraums.)

Als weitere Naherung soll schlieflich noch die in den Experimenten beobachte-
te Alterungsdynamik einstweilen vernachlissigt werden; es handelt sich bei ihr
ohnehin nur um einen >kleinen Effekt<. Ziel ist es zunéchst, einen Formalismus
zu entwickeln, der ein Potenzgesetz in der Wartezeit fiir die spektrale Diffusion
erklart. Alterungsphinomene werden dann in Kap.4.2.4 in den Formalismus in-
tegriert. Mathematisch gesprochen wird also die spektrale Diffusion zunéchst als
stationdarer Prozefs aufgefalst, d.h. die Lochverbreiterung soll nur von der zwischen
Lochbrennen und Messung vergangenen Wartezeit ¢,, abhiingen, jedoch nicht vom
dem genauen Zeitpunkt, zu der ein Loch gebrannt wurde.

Mit diesen Niherungen ist es jetzt moglich, relativ einfache Ausdriicke fiir die
im Experiment zuginglichen Wahrscheinlichkeiten anzugeben (Details der Her-
leitungen finden sich im Anhang A). Fiir die einzeitige Wahrscheinlichkeit ergibt

sich: ,
1
P(v,t) = ——— exp l—”—gl, (4.1)

2mod 200

also eine Gausskurve mit der Breite 0pv/81n2 (FWHM). Dies ist, wie oben erldu-
tert, gerade die Breite der inhomogenen Absorptionsbande.!

'Bei der Herleitung von Gl. 4.1 und 4.2 wurde o als nicht zeitabhiingig behandelt, da in den
Experimenten dieser Arbeit niemals eine Anderung der inhomogenen Bande mit der Zeit be-
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Der spektrale Diffusionskern hat nach den obigen Annahmen die Form

]_ (1/1 — Vgo(tw))Q
Py, ty |y ziexp[— , 4.2
( 1 | 0) 27T0'2(tw) 20.2(tw) ( )
wobei abkiirzend verwendet wurde
1
0 (tw) = 0p[1 = C*(tw)] ,  COftw) = p (v(tw)r(0)). (4.3)

Auch der spektrale Diffusionskern ist also gaufsférmig. Wie bereits erldutert folgt
daraus, daf im Rahmen des Diffusionsmodells spektrale Locher durch Voigtpro-
file — also als Faltung eines lorentzférmigen Loches mit einem gaufférmigen Ver-
breiterungskern — beschrieben werden. Die Breite o(t,) des Diffusionskerns ist
die eigentliche Mefsgrofe der Lochbrennexperimente; sie war auch in den Abbil-
dungen in Kap. 4.1 dargestellt.

Nach GIl. 4.3 kommt die Zeitabhéngigkeit der Lochverbreiterung o(t,) iiber die
Frequenz-Korrelationsfunktion C(t,,) zustande. Diese beschreibt die »mittlere Er-
innerung<, die ein Chromophor zur Zeit t,, an seine Absorptionsfrequenz zum
Zeitpunkt des Lochbrennens hat. Fiir kurze Wartezeiten ¢,, fiihren die Fluktua-
tionen in v nur zu kleinen Anderungen (somit C' & 1), nach geniigend langer
Zeit hingegen kann die Absorptionsfrequenz eines Chromophors zu jeder belie-
bigen Stelle in der inhomogenen Bande gedriftet sein. In diesem Fall wird die
Korrelationsfunktion gleich Null. Sind die fiir die spektrale Diffusion verantwort-
lichen Prozesse nichtstationdr, so hingt die Korrelationsfunktion nicht nur von
der Zeitdifferenz zwischen zwei Messungen der Chromophorfrequenz ab, sondern
auch vom absoluten Zeitpunkt, an dem ein spektrales Loch gebrannt wird.
Neben einer Lochverbreiterung sagt Gl.4.2 auch eine Drift der spektralen Lo-
cher voraus: Das Maximum des Diffusionskerns zur Zeit t,, liegt bei der Frequenz
1C(ty). Ein spektrales Loch, das bei der Frequenz vy gebrannt wird, wandert also
im Lauf der Zeit (d.h. fiir C' — 0) auf das Maximum der inhomogenen Bande zu.
Allerdings konnte eine solche Drift im Experiment niemals beobachtet werden.
Der Grund dafiir sind die riesigen Zeitkonstanten 7, die die Frequenzfluktuationen
in Proteinen bei Temperaturen im Kelvinbereich bestimmen. Mit einer geeigneten
Korrelationsfunktion (s.u.) und den obigen Gleichungen kann man zeigen, dak in
der Zeitabhéngigkeit der Lochdrift (t,,/7) immer in hoherer Ordnung auftritt als
in der Lochverbreiterung. Letztere kann (bei T = 4.2K) in Experimenten von
einigen Wochen Dauer noch beobachtet werden; die Lochdrift dagegen ist — wenn
iiberhaupt — nur in Messungen bei hoheren Temperaturen nachweisbar.

Die entscheidende Gréfe in den obigen Gleichungen, die sowohl Lochverbreiterung
als auch Lochdrift bestimmt, ist die Frequenz-Korrelationsfunktion C(t,). Aus-
sagen iiber deren genaue Form liefert die stochastische Theorie allerdings nicht.

obachtet werden konnte. Weiterhin wurde das Maximum der inhomogenen Bande als Ursprung
der Frequenzskala gewahlt.
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Hierfiir sind zuséatzliche Annahmen iiber die physikalischen Eigenheiten des un-
tersuchten Systems notig. Es ist nun naheliegend, C'(¢,,) so zu wihlen, daf sich
aus Gl. 4.3 ein Potenzgesetz fiir die Lochverbreiterung o(t,,) ergibt; man befindet
sich dann in Ubereinstimmung mit den experimentellen Beobachtungen. Es muf
aber natiirlich untersucht werden, ob eine solche Wahl auch physikalisch zu be-
griinden ist (sieche Kap.4.2.3). Zunéchst wird fiir C'(¢,) aber rein empirisch die
Form einer gestreckten FExponentialfunktion angenommen:

C(t) = exp (—t,/7)" (4.4)

Ist die Korrelationszeit T lang im Vergleich zu den experimentellen Zeitskalen, so
kann die Exponentialfunktion in Gl. 4.4 bis zur ersten Ordnung entwickelt werden;
es ergibt sich dann aus Gl.4.3 in guter Niaherung:

o(t) = V30, ()" (45)

Das ist gerade das gesuchte Potenzgesetz, das notig ist, um die experimentellen
Daten zu erklaren. Die spektrale Diffusion kann also wirklich als echter Diffusi-
onsprozefs (im Frequenzraum) beschrieben werden; charakterisiert wird sie durch
die Korrelationsfunktion in Gl.4.4. Da die Zeitabhéngigkeit dieser Diffusion nicht
einem t/2-Gesetz folgt, sondern einem allgemeineren Potenzgesetz, sprich man
dabei von anomaler Diffusion.

Es sollte jetzt schon darauf hingewiesen werden, daf Korrelationsfunktionen wie
in Gl. 4.4 nur in einem bestimmten Zeitfenster Giiltigkeit haben (siehe Kap. 4.2.3);
die im Experiment wichtigen Zeiten zwischen einigen Minuten (erste Messung ei-
nes spektralen Loches) und einigen Wochen (ldngste Wartezeit) scheinen aber
vollstdndig im Inneren dieses Fensters zu liegen, der obige Ansatz ist also an-
gemessen. Der Fall ¢, — 0 wird durch den gerade entwickelten Formalismus
allerdings nicht abgedeckt. Fiir die Interpretation der Mefsergebnsisse ist er aber
ohne Bedeutung.

Uber Gl.4.5 ikt sich nun auch ein Diffusionskoeffizient D, fiir die Vorgéinge im
Frequenzraum einfithren. Definiert man diesen iiber

0?(ty) = 2D,t,, (4.6)
so ergibt sich der Ausdruck:
0.2 t a—1
Dy (ty) = =2 (—“’) 4.7
(1) = 2 (2 (47)

Der Diffusionskoeffizient muf also zeitabhdngig sein, um die im Experiment beob-
achtete anomale Diffusion beschreiben zu konnen. (Es sollte erwdhnt werden, daf
verschiedene Definitionen eines Diffusionskoeffizienten moglich sind, z.B. auf »ma-
kroskopische Weise< wie in Gl. 4.6 oder durch einen >mikroskopischen Ansatz«<, et-
wa iiber die Starke von fluktuierenden Zufallskréften in einer Langevin-Gleichung.
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Die verschiedenen Definitionen konnen durchaus unterschiedliche Ergebnisse lie-
fern, wenn man eine gebundene Diffusion in einem Potential betrachtet. Im Limes
kurzer Zeiten, in dem alle Experimente dieser Arbeit immer liegen, sind die un-
terschiedlichen Definitionen des Diffusionskoeffizienten aber dquivalent.)

Die obige Definition von C(t,) — der zentralen Grofe des Modells — war bisher
rein phinomenologisch. In Kap. 4.2.3 wird aber gezeigt, dafs diese Definition den
komplizierten Verhéltnissen in einem Protein durchaus angemessen ist. Zuvor ist
es allerdings noch noétig, einen Zusammenhang herzustellen zwischen der Diffusi-
on im Frequenzraum eines Proteins und seiner strukturellen Dynamik. Das soll
im folgenden Abschnitt geschehen.

4.2.2 Anomale Diffusion im Konformationsraum

Wie oben erwéhnt, ist es die Korrelationsfunktion C'(t), die die eigentliche Physik
des untersuchten Systems beinhaltet: Sie beschreibt, nach welchem Gesetz und auf
welchen Zeitskalen die Absorptionsfrequenz eines Chromoproteins fluktuiert. Die
Fluktuationen sind aber eine Folge der Strukturdnderungen des Proteins. Kann
man daher diese Strukturdnderungen als Funktion der Zeit beschreiben und kennt
die Wechselwirkungen zwischen Protein und Chromophor, so ist es mdglich, die
Frequenz-Korrelationsfunktion durch molekulare Grofen auszudriicken. Ein sol-
cher Ansatz wird in (Saven und Skinner, 1993; Stephens et al., 1997) unter sehr
allgemeinen Annahmen verfolgt. Im Rahmen in dieser Arbeit geniigt allerdings
ein etwas einfacheres Modell (Schlichter und Friedrich, 2001b), das im Folgenden
erlautert werden soll.

Ein Chromophor hat in einem Protein eine andere Absorptionsfrequenz als im
Vakuum, man spricht dabei von einer Losungsmittelverschiebung. Der Grund da-
fiir ist die Wechselwirkung des Chromophors mit den verschiedenen Aminosaure-
Residuen des Proteins. Bezeichnet man den Abstand zwischen dem i-ten Residu-
um und dem Chromophor mit R; und nimmt an, daft die Wechselwirkung zwi-
schen beiden geméf R; " vom Abstand abhingt, so findet man fiir die gesamte
Losungsmittelverschiebung

v=> cR™", (4.8)

)

also einfach die Summe iiber die Beitrige der einzelnen Residuen. c ist hierbei ei-
ne Kopplungskonstante, die die Anderung der Energiedifferenz zwischen Grund-
und Anregungszustand des Chromophors aufgrund der Wechselwirkung mit ei-
nem Residuum beschreibt.?

Die Konformationsdynamik im Protein fiithrt nun dazu, dak es im Lauf der Zeit zu
kleinen Anderungen z; in den Absténden zwischen Chromophor und den einzelnen

2Bei genauerer Betrachtung sind natiirlich die Kopplungskonstanten fiir verschiedene Resi-
duen unterschiedlich, ebenso kénnen verschiedene Potenzen n in der Entfernungsabhingigkeit
auftreten. Dieser allgemeinere Fall 1dft sich aber vollig analog zu den hier vorgestellten Rech-
nungen behandeln und fiihrt im Wesentlichen zu den gleichen Ergebnissen.
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Residuen kommt. Daraus wiederum resultiert eine Anderung der Losungsmittel-
verschiebung:
R, — R, + x; = v — v+ 0V (4.9)

Mit GI. 4.8 14afst sich 0v berechnen. Sinnvollerweise beriicksichtigt man dabei, dafs
z; < R;. In erster Ordnung in x;/R; findet man dann:

dv = _nchiR;(nH) (4.10)

In einem Lochbrennexperiment wird nun stets ein Ensemble von Proteinen be-
trachtet. In jedem davon treten andere Strukturdnderungen auf, es kommt zu
unterschiedlichen Frequenzdnderungen dv und dadurch zur Verbreiterung eines
spektralen Loches. Diese Verbreiterung — also o(t,,) aus dem vorigen Kapitel —
erhédlt man aus dem quadratischen Mittel von dv:

02 (ty) = <51/ > =n C2Z< > R (4.11)

(Die Mittelung wird hierbei iiber ein Ensemble gleichartiger Proteine durchge-
fiihrt.) Ersetzt man schlieklich (z7(t,)) durch eine mittlere quadratische Auslen-
kung (x2(t,)) der Residuen, so erhélt man:

) =TT | SR TS )

(Der Strich kennzeichnet nun einen Mittelwert {iber die verschiedenen Residuen
eines Proteins.) Aus Gl.4.12 lassen sich jetzt einige wichtige Schliisse ziehen:

> Die in einem Wartezeitexperiment gemessene Lochverbreiterung o(t,,) ist
proportional zur Wurzel des mittleren Verschiebungsquadrats (x%(t,,)) der
Residuen, die Proportionalitidtskonstante wird im Folgenden mit fp bezeich-
net. Ein solches Experiment erlaubt deswegen die direkte Beobachtung nicht
nur der Frequenz- sondern auch der Strukturfluktuationen der Proteine.

> Aus dieser Proportionalitit folgt unmittelbar, daf auch die Konformations-
dynamik der Proteine von anomaler Diffusion beherscht wird; diese folgt
dem gleichen Potenzgesetz wie die spektrale Diffusion:

(x%(ty)) ox to (4.13)

Auch dieses Potenzgesetz fiir die Diffusion im Konformationsraum des Pro-
teins wird wieder als Kurzzeitentwicklung einer gestreckten Exponential-
funktion aufgefafst.

> Die Abstdnde R; zwischen dem Chromophor und den Aminosidure-Residuen
gehen in Gl.4.12 mit hohen negativen Exponenten ein.? Damit ist klar, daf

3Eine typische GroRenordnung fiir n ist 6, etwa im Fall von hoheren elektrostatischen oder
dispersiven Wechselwirkungen.
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nur Residuen in der unmittelbaren Nachbarschaft des Chromophors merk-
lich zur spektralen Diffusion beitragen konnen. Ein Lochbrennexperiment
ist deshalb nur sensitiv fiir einen Unterraum des gesamten Protein-Konfor-
mationsraumes, oder anders gesagt: die spektrale Diffusion wird nur von we-
nigen essentiellen Proteinkoordinaten beeinflufst. Weiterhin ist damit auch
sichergestellt, dafs ein solches Experiment wirklich das Protein vermifst und
nicht dessen Umgebung.

Auch fiir die Diffusion im Konformationsraum kann abschlieffend ein Diffusions-
koeffizient D,(t,) definiert werden:

(2%(ty)) = 2Dy (ty) ty (4.14)

Mit GI. 4.6 und 4.12 kann man dann leicht zeigen, dafs auch die Diffusionskoeffizi-
enten in Konformations- bzw. Frequenzraum iiber die Proportionalititskonstante
fp miteinander verkniipft sind:

D, (tw)
I

Daraus folgt insbesondere, daf D,(t,) die gleiche Zeitabhéngigkeit aufweist wie
D, (ty); es gilt also:

Da(ty) = (4.15)

Dy (ty,) oc t&7" (4.16)

Es ist damit gelungen, aus den (optischen) Messungen der spektralen Diffusion
einen Diffusionskoeffizienten zu bestimmen, der die Strukturdynamik der Proteine
beschreibt. Eine solche Grofe ist bei anderen experimentellen Vorgehensweisen
nur auf sehr indirektem Wege zu erhalten (Ansari, 2000). Im folgenden Abschnitt
wird auferdem gezeigt, daf sich aus theoretischen Modellen eine Zeitabhidngigkeit
fir D,(t,) herleiten lifst, die genau der in Gl.4.16 gefundenen entspricht.

4.2.3 Hierarchische Systeme

Nach den Ergebnissen des vorigen Kapitels resultiert die spektrale Diffusion in
Proteinen aus Diffusionsprozessen im Konformationsraum der Molekiile, deren
zeitliche Korrelation durch eine gestreckte Exponentialfunktion beschrieben wird.
Eine solche Korrelationsfunktion ist bisher aber rein phinomenologisch eingefiihrt
worden. Es stellt sich die Frage, ob sie auch von einem mikroskopischen Stand-
punkt aus plausibel gemacht werden kann.

Jede mikroskopische Beschreibung eines Systems, das so komplex ist wie ein Pro-
tein, hat — aus mehreren Griinden — mit massiven Schwierigkeiten zu kdmpfen.
Zum einen sind in jedem realistischen System die Wechselwirkungen zwischen
verschiedenen Bewegungsfreiheitsgraden so komplizert, daft es nicht moglich ist,
den Hamiltonian des Systems zu diagonalisieren. Die Bewegung in einem Frei-
heitsgrad wird stets durch andere gehemmt. Weiterhin sind solche Systeme ge-
wohnlich nichtergodisch, es hat also keinen Sinn, eine Beschreibung mit Hilfe von
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Gleichgewichtsverteilungen zu versuchen. Schlieflich konnen die Zeitkonstanten,
auf denen Relaxationen verschiedener Freiheitsgrade stattfinden, iiber einen riesi-
gen Bereich verteilt sein. Eine verniinftige Beschreibung komplexer Systeme sollte
aus diesem Grund drei Forderungen erfiillen (Palmer et al., 1984):

> Die Relaxation eines Freiheitsgrades unterliegt Hemmungen durch die an-
deren Freiheitsgrade.

> Die Beschreibung beruht auf Dynamik, nicht auf Statistik.

> Es gibt eine Hierarchie verschiedener Zeitskalen fiir die Bewegungen in un-
terschiedlichen Freiheitsgraden.

Ein Modell, das all diese Forderungen beriicksichtigt, ist das sog. Traffic-Light-
Modell von Berlin und Burin (Berlin und Burin, 1997). Es erweist sich als iiberaus
geeignet zur Beschreibung der Experimente dieser Arbeit und soll deshalb im Fol-
genden kurz skizziert werden.

Das Modell unterteilt die verschiedenen Freiheitsgrade, in denen die Struktur-
dnderungen eines Proteins stattfinden, in drei Hierarchieebenen (siehe Abb.4.7).
Die erste Ebene beinhaltet dabei die »schnellen< Freiheitsgrade, die auf der ty-
pischen Zeitskala eines Experiments bereits equilibriert sind. Fiir die Erkldrung
zeitabhingiger Effekte in den Messungen sind diese Freiheitsgrade uninteressant.
Die zweite Ebene enthélt eine Konfigurationskoordinate x, die die essentielle Ko-
ordinate fiir das Experiment ist. Nach den Ausfithrungen in Kap.4.2.2 ist es
naheliegend,  mit den kleinen Verschiebungen x; der Residuen in der Chromo-
phornachbarschaft zu identifizieren, die ausschlaggebend fiir die spektrale Diffu-
sion sind.* Die Bewegung des Proteins in dieser Koordinate wird — genau wie im
Ansatz der vorigen Kapitel — als Diffusionprozeft aufgefafst. x gehorcht deshalb
einer Fokker-Planck-Gleichung mit einem Diffusionkoeefizienten D,.

Die dritte Ebene des Modells beinhaltet die restlichen, noch nicht beriicksich-
tigten Freiheitsgrade y; des Proteins, in denen dynamische Prozesse auf breit
verteilten Zeitskalen stattfinden. Diese Prozesse werden durch Spriinge zwischen
den Minima einer Zufalls-Energielandschaft modelliert. Eine Verteilungsfunktion
g(E) beschreibt dabei, wie wahrscheinlich das Auftreten eines Energieminimums
der Tiefe E in dieser Landschaft ist. Entscheidend ist jetzt, daft die Bewegun-
gen in der dritten Hierarchiebene Hemmungen fiir die Diffusion in x zur Folge
haben. Dies wird durch einen einfachen Mechanismus beschrieben: Die Diffusion
in x kann nur stattfinden, wdhrend ein Sprung in irgendeiner Koordinate g; von
einem Minimum zum néchsten passiert, ansonsten ist sie unmoglich. Anschaulich
gesprochen muf also immer ein Teil des Proteins sich bewegen und (kurzzeitig)
»Platz machen<, damit ein Residuum in der Chromophornachbarschaft seine Dif-
fusionsbewegung ausfiihren kann. Dies bedeutet natiirlich nichts anderes, als daf

4 Berlin et. al. versuchen in ihrem Modell in erster Linie eine Erklirung fiir die nichtexpo-
nentielle Riickbindungskinetik von CO an Myoglobin zu geben. Sie identifizieren 2 deshalb mit
dem Abstand zwischen Himebene und Hameisen im Myoglobin, der diese Reaktion beeinflufst.
Thre Formulierung erlaubt aber unmittelbar eine Verallgemeinerung auf andere Fille.
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diese Diffusion in einer zeitabhdingigen Energielandschaft stattfindet, die meistens
durch sehr hohe Barrieren gekennzeichnet ist (und deshalb keinerlei Bewegungen
zuldfst), von Zeit zu Zeit aber ihre Gestalt dndert und dann fiir eine gewisse Zeit-
spanne Diffusionsvorgénge erlaubt.

Abbildung 4.7: Das
Traffic-Light-Modell ~— nach
Berlin und Burin. Fluk-
tuationen in der fir ein

Ezxperiment essentiellen
Koordinate = werden als
Diffusion beschrieben.

Bewegungen in den an-
deren Proteinkoordinaten
y fihren zu Hemmungen
dieser Diffusion, woraus ein
E zeitabhdngiger Diffusionsko-
effizient in = resultiert.

<V

V(x)

2. Ebene

0

<h 4

1. Ebene: Schnelle Freiheitsgrade

Bei genauer Analyse des Modells zeigt sich, dafs die durch die Koordinaten y
verursachten Hemmungen zu einem zeitabhdngigen Diffusionskoeffizienten Dy(t)
fiir die Bewegung in z fiihren. Unabhéngig von der genauen Form der Vertei-
lungsfunktion ¢g(E) gibt es immer ein Zeitfenster, in dem D, (t) folgende Gestalt

hat:
Dy

P = T

(Do, €y und « ergeben sich aus den Parametern des Modells, ¢,,,, kann je nach
Wahl von ¢(F) im Unendlichen liegen.) Fiir lange Zeiten (innerhalb des Zeit-
fensters), also fiir den Fall Qg > 1 erhélt man eine Zeitabhéngigkeit dieses
Diffusionskoeffizienten, der genau von der Form ist, wie sie im vorigen Kapitel
fiir D, abgeleitet wurde:

tmin < t < tmas (4.17)

D,(t) oc t*! (4.18)

Mit diesem zeitabhéngigen Diffusionskoeffizienten ist es jetzt moglich, die Fokker-
Planck-Gleichung zu 16sen, die die Diffusion in z beschreibt (Berlin, 1996), und die
Korrelationsfunktion fiir den Diffusionsvorgang zu berechnen. Diese hat Gestalt:

C.(t) = exp (—t/7)" (4.19)
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In einem bestimmten Zeitfenster — das sich iiber viele Gréfsenordnungen erstrecken
kann — wird die Diffusion der fiir das Experiment essentiellen Koordinate x also
durch eine gestreckte Exponentialfunktion beschrieben. Nach Kap.4.2.2 bestimmt
diese Korrelationsfunktion dann aber auch die spektrale Diffusion.

Auch wenn das Modell von Berlin et al. sicher eine Vereinfachung der kompli-
zierten Verhéltnisse in einem Protein darstellt, erfiillt es doch alle wesentlichen
Forderungen, die an eine Beschreibung der Dynamik in einem so komplexen Sy-
stem gestellt werden miissen. Es liefert daher eine gute Begriindung, daf die zen-
trale Annahme des in den letzten Kapiteln eingefiihrten Formalismus — die Cha-
rakterisierung der Fluktuations-Korrelationen durch eine gestreckte Exponential-
funktion — durchaus physikalisch gerechtfertigt ist. Dariiber hinaus liefert es eine
Vorstellung, durch welche physikalischen Prozesse diese gestreckte Exponential-
funktion zustande kommt. Entscheidend ist dabei das Wechselspiel zwischen einer
essentiellen Koordinate, die im Experiment direkt in Erscheinung tritt, und dem
restlichen Protein. In einem Lochbrennexperiment kann die essentielle Koordinate
mit den Positionen der Aminosiure-Residuen in der Chromophor-Nachbarschaft
identifiziert werden; der zugehorige Teil des Konformationsraumes wird ab jetzt
als »Light Space< bezeichnet, der Rest des Konformationsraumes (also die Resi-
duen, die die Chromophor-Frequenz nicht direkt beeinflussen) entsprechend als
»Dark Space< (Schlichter et al., 2001a). Die Bewegungen im Light Space wer-
den durch die Vorgénge im restlichen Protein behindert, es sind Bewegungen
im Dark Space nétig, damit in der Chromophor-Nachbarschaft eine Fluktuation
stattfinden kann. Die Bewegungen im Dark Space werden aber im Lauf der Zeit
immer langsamer; dies zeigt sich im Modell von Berlin et al. an der mit der Zeit
zunehmenden Wahrscheinlichkeit, daf das System in einer tiefen Potentialmul-
de der (den Dark Space beschreibenden) Energielandschaft gefangen wird. Die
Riickwirkungen auf den Light Space fithren dann zu einer Verlangsamung der
dort auftretenden Strukturfluktuationen und sind so letztlich verantwortlich fiir
die gestreckten Exponentialfunktionen, durch die die Fluktuations-Korrelationen
und somit auch die spektrale Diffusion charakterisiert werden.

4.2.4 Alterungs-Effekte

Es bleibt jetzt nur noch die Frage zu kldren, wie die experimentell beobachte-
ten Alterungseffekte in das Diffusionsmodell integriert werden konnen. Bisher
wurden ja ausschlieklich stationdre Prozesse behandelt, alle Alterungsphinome
wurden dabei vernachléssigt.

Ansatzpunkt fiir eine Modifikation des oben eingefiihrten Modells ist natiirlich
wieder die Korrelationsfunktion, die ja alle zeitabhingigen Vorgdnge bestimmt.
In Kap. 4.2.1 wurde bereits erwiahnt, dafs eine solche Korrelationsfunktion i.a. von
zwei Zeiten abhingt, z.B. dem Zeitpunkt, zu dem ein spektrales Loch gebrannt
wird, und der Zeit, zu der ein Scan erfolgt. (Eine sehr allgemeine mathematische
Behandlung dieser Frage findet sich in Anhang A.) Im Falle eines stationéren Pro-
zesses hingegen ist es ohne Bedeutung, wann ein Loch gebrannt wird, entschei-
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dend fiir die Lochverbreiterung ist in diesem Fall nur die Zeitdifferenz zwischen
Brennen und Scannnen des Loches.
Offensichtlich ist die spektrale Diffusion in Proteinen das Ergebnis eines nichtsta-
tiondren stochastischen Prozesses — man beobachtet eine (wenn auch schwache)
Abhéngigkeit von der Alterungszeit. Ein Ausdruck fiir die Korrelationsfunktion,
der nur die Zeitdifferenz zwischen zwei Messungen beriicksichtigt, kann daher in
Strenge nicht giiltig sein. Aus diesem Grund wird im Folgenden zwischen den
beiden Zeiten t, und t,, unterschieden; die Alterungszeit t, entspricht — wie schon
erwahnt — der Zeitspanne zwischen Einkiihlen einer Probe und dem Lochbrennen,
die Wartezeit t,, der Zeitdifferenz zwischen Lochbrennen und Scan.
Die Korrelationsfunktion fiir den stationédren Fall, wie sie in Kap. 4.2.1 eingefiirt
wurde, ist durch drei Parameter charakterisiert (siche Gl.4.4): 0y, o und 7. Eine
naheliegende Verallgemeinerung auf nichtstationire Prozesse ist es nun, fiir einen
oder mehrere dieser Parameter eine Abhiangigkeit von der Alterungszeit ¢, zuzu-
lassen. Dazu noch einmal ein Blick auf die experimentellen Ergebnisse: In einer
doppelt logarithmischen Auftragung der Lochverbreiterung gegen die Wartezeit
(sieche Abb. 4.4) bilden die Messreihen zu verschiedenen Alterungszeiten parallele
Geraden. Das heifst aber, dafs durch die Alterungsprozesse nur die Parameter o
oder 7 beeinflufst werden kénnen, nicht jedoch der Parameter o, der die Steigung
der Geraden bestimmt. Die experimentellen Befunde sprechen aber auch dage-
gen, eine Zeitabhingigkeit fiir oy anzunehmen: oy wurde in den vorigen Kapiteln
mit der Breite der inhomogenen Absorptionsbande eines Proteinensembles iden-
tifiziert; fiir diese Breite konnte aber niemals eine Zeitabhingigkeit beobachtet
werden. Daraus ergibt sich der Schluf, daf die beobachteten Alterungsphénome-
ne allein aus einer Zeitabhdngigkeit der Korrelationszeit T resultieren: 7 = 7(t,).
Auch die Form dieser Zeitabhéingigkeit ldfst sich aus den Experimenten bestim-
men. Tragt man die Lochverbreiterung als Funktion der Alterungszeit (bei einer
festen Wartezeit t,,,) auf, so gehorcht diese ebenfalls einem Potenzgesetz (siehe
Abb.4.5):

0 (twg, ta) < t,° (4.20)
Gemiéfs Gl. 4.5 ergibt sich ein solches Verhalten gerade, wenn auch die Korrelati-
onszeit 7 von der Alterungszeit nach einem Potenzgesetz abhiangt:

28

T =1 <%a> B (4.21)

Interpretiert man auch dieses Potenzgesetz wieder als Kurzzeitentwicklung einer
gestreckten Exponentialfunktion, gilt also

r=1 (1 - e(%ﬁ) , (4.22)

so ist offensichtlich, wie die Parameter 7 und 7" zu interpretieren sind: 71" be-
schreibt die typische Zeitkala, auf der die Prozesse stattfinden, die zur Anderung
der Frequenzkorrelationszeit 7 fiihren; sind alle diese Prozesse abgeklungen (fiir
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sehr lange Alterungszeiten), so strebt 7 gegen den Wert 79, also gegen eine sta-
tionare Korrelationszeit. Man kann 7' deshalb mit der Korrelationszeit der Re-
lazationen, 7o dagegen mit der der (Gleichgewichts)-Fluktuationen identifizieren.
Fiir experimentell zugéngliche Alterungszeiten sind stets beide Prozesse von Be-
deutung, aus diesem Grund ist die im Experiment beobachtete Korrelationszeit
7 eine Funktion sowohl von 7 als auch von T'.

Fakt man all diese Ergebnisse zusammen, so hingt die Lochverbreiterung (fiir
experimentell interessante Zeiten, also in Kurzzeitndherung) in folgender Weise
von t,, und t, ab:

ot ta) = V30 ()" ()™ (4.23)

Rein phédnomenologisch ist es also durchaus moglich, auch Alterungsphdnome in
das Diffusionsbild zu integrieren; dennoch bleibt eine solche Behandlung unbefrie-
digend, solange es nicht gelingt, eine mikroskopische Vorstellung zu entwickeln,
die eine Anderung der Korrelationszeit als Funktion der Zeit begriinden kann.
Dies soll im Rest dieses Kapitels versucht werden.

Als Erklarungsmodell fiir die experimentellen Beobachtungen diente bisher ein
hierarchisches Schema, wie es in Kap.4.2.3 erlautert wurde: Die Absorptions-
frequenz eines Chromoproteins fluktuiert aufgrund von Diffusionsprozessen, die
Aminosiure-Residuen in der unmittelbaren Nachbarschaft des Chromophors, also
im Light Space, durchfiihren. Deren Diffusion aber wird beeinflufst durch die Be-
wegungen des restlichen Proteins, dem sog. Dark Space. Der hemmende Einfluft
des Dark Space ist letztlich die Ursache fiir die gestreckten Exponentialfunktio-
nen, die im Experiment gemessen werden.

In diesem Modell ist allerdings nicht beriicksichtigt worden, dafs eine Wechselwir-
kung auch in der umgekehrten Richtung stattfinden kann. Relaxationsprozesse
in der Chromophor-Umgebung haben sicherlich auch Auswirkungen auf die Be-
wegungen im Dark Space; im Modell von Berlin und Burin kénnte man sich
zum Beispiel vorstellen, daf sich dadurch die Verteilungsfunktion g(E), durch
die Energielandschaft des Dark Space beschrieben wird, im Laufe der Zeit &n-
dert. Auch die Vorgidnge im Dark Space erfolgen also in einer zeitabhdngigen
Energielandschaft, in der beispielsweise die Wahrscheinlichkeit tiefer Potential-
minima im Laufe der Zeit zunimmt. Die Hemmungen, die der Dark Space der
Chromophor-Umgebung auferlegt, nehmen daher ebenfalls zu, was natiirlich zu
einer Verlangsamung der Konformations-Diffusion im Light-Space (und damit der
spektralen Diffusion) fiihrt; letztlich beobachtet man deshalb Alterungseffekte im
Experiment.

4.2.5 Grofienordnungen und Zahlenwerte

Mit der Berticksichtigung der Alterungseffekte ist das Diffusionsmodell nun voll-
stindig und beinhaltet eine Beschreibung aller Befunde, die die Experimente die-
ser Arbeit erbrachten. Es wurde aber bisher noch nicht iiber die absoluten Gréfen
der Parameter gesprochen, die in den vorigen Kapiteln eingefiihrt wurden. Ein



4.2. DAS DIFFUSIONSMODELL 57

wichtiger Test des Modells besteht natiirlich darin, ob sich fiir diese Parameter
physikalisch sinnvolle Werte ergeben, die auch im Einklang stehen mit den Ergeb-
nissen anderer experimenteller Anséitze. Diese Frage soll im Folgenden untersucht
werden.
Ein Lochbrennexperiment wéhlt (im Prinzip) aus einem Ensemble von Proteinen
nur Molekiile aus, die zur Zeit des Lochbrennes identische Absorptionsfrequenzen
haben. Die Proteine dieses Subensembles belegen nur einen Teil des Konformati-
onsraumes, der den Molekiilen bei der Temperatur des Experimentes zuganglich
wére. Im Lauf der Zeit beginnen sie allerdings, immer grofere Bereiche des Kon-
formationsraumes abzumustern, als Folge davon verbreitert das spektrale Loch.
Nach unendlich langer Wartezeit schlieklich haben sich die Molekiile des Sub-
ensembles {iber den gesamten Konformationsraum verteilt, das spektrale Loch
erstreckt sich dann gemif Gl.4.3 iiber die gesamte inhomogene Bande, es gilt
also:

by —> 00 : o(tw) — 0o (4.24)

Da die Proteine nach unendlich langer Zeit aber den ganzen (zugénglichen) Kon-
formationsraum belegen, muft die mittlere quadratische Abweichung, die sich
dann fiir die Aminosdure-Residuen in den Proteinen ergibt, identisch sein mit
der, die man in Rontgenbeugungsexperimenten mift. (Ein Rontgenbeugungsex-
periment wird ja an einem iiber den gesamten Konformationsraum verteilten
Proteinensemble durchgefiihrt.) Es gilt also auch:

by —o00:  (B2(t)) — (2%) (4.25)

Nach Gl.4.12 sind 0*(¢,,) und (z%(#,)) aber proportional zueinander. Mit GI. 4.24
und 4.25 ist es deshalb moglich, die Proportionalititskonstante fp zu bestimmen:

ty —> 00 : fp=—== — (4.26)

Eine typische Grokenordnung fiir (%), bei Heliumtemperatur ist 0.05 A? (z.B.
Parak et al., 1987), 0pv/81In2 entspricht der Breite (FWHM) der inhomogenen
Bande, in der das Lochbrennexperiment durchgefiihrt wird (= 60cm™" in obi-
gem Experiment an Meerrettichperoxidase.) Fiir die Proportionalititskonstante
fp ergibt sich dann: fp &~ 115 cmfl/A; eine mittlere Verschiebung der Residuen
in der Nachbarschaft des Chromophors um 1A fiihrt also zu einer Anderung in
der Absorptionsfrequenz des Proteins um etwa 100 Wellenzahlen.

Dies ist ein durchaus verniinftiger Zahlenwert fiir fp. Einen Vergleichswert dafiir
erhilt man beispielsweise aus Experimenten, die die Auswirkungen von hydrosta-
tischem Druck auf die Absorptionsfrequenz eines Chromoproteins untersuchen.
Dies kann mit hoher Auflésung wiederum mit Hilfe des spektralen Lochbrennens
geschehen (Zollfrank und Friedrich, 1991; Zollfrank et al., 1992). Man beobach-
tet in solchen Experimenten sowohl eine Lochverbreiterung als auch eine Loch-
verschiebung bei einer Anderung des Druckes. Aus letzterer 1t sich u.a. die
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isotherme Kompressibilitit  des Proteins bestimmen (Kador, 1991a; Laird und
Skinner, 1989). Diese ist definiert als:

=—=|—|r—=— 4.2
" V <6p> V Ap (4.27)

Fiir Meerrettichperoxidase (bei Messungen in der sog. B1-Bande, in der auch die
Wartezeitexperimente in dieser Arbeit durchgefithrt wurden) hat x eine Wert von
0.12GPa~! (K&hler, 1998).

Nach den Uberlegungen aus Kap.4.2.2 beeinflussen nur Aminosiure-Residuen in
der Nachbarschaft des Chromophors direkt dessen Absorptionsfrequenz und somit
die Ergebnisse eines Lochbrennexperiments. Nimmt man an, daf sich diese in
einem mittleren Abstand R vom Chromophor befinden® und durch eine Erhthung
Ap des hydrostatischen Drucks um eine Strecke x niher an diesen »herangeprefst<
werden, so gilt:

1 4nR’z| 3 |z
%Ri” Ap R |Ap
(Hierbei wurde der Einfachheit halber sphérische Geometrie fiir den »Light Space«
angenommen.)

Die Verbreiterung eines spektralen Loches aufgrund einer Anderung des hydrosta-
tischen Drucks lafst sich gut durch einen Gaufférmigen Integralkern beschreiben;
die Form des Loches nach der Druckiinderung geht somit aus der Faltung des An-
fangsloches mit diesem Kern hervor. Die Breite Ao des Kerns und die Anderung
des hydrostatischen Drucks sind proportional zu einander (Laird und Skinner,
1989):

(4.28)

k] =

Ao = c|Ap| (4.29)

Fiir die Konstante ¢ findet man im Experiment fiir Meerrettichperoxidase einen
Wert von etwa 0.04cm™"/MPa (K&hler et al., 1998). Aus GI.4.28 und 4.29 Ikt
sich nun - genau wie aus den Experimenten zur spektralen Diffusion (GI.4.12) —
eine Proportionalitit zwischen der mittleren Verschiebung x der Aminosiure-
Residuen und der Verbreiterung Ao eines spektralen Loches herleiten:

Ao = @@-|x| (4.30)

Ip

Fiir die Proportionalititskonstanten fp (aus den Diffusionsexperimenten) und fp
(aus den Druckexperimenten) sollte man vergleichbare Werte erwarten — in beiden
experimentellen Ansitzen liegt der Lochverbreiterung ein dhnlicher Mechanismus
zugrunde. Nimmt man fiir den Radius R des Light Space einen Wert von etwa
9 A an, so gilt gerade fp = fp.

Diese Wahl fiir R ist durchaus verniinftig, typische Abstinde zwischen Chromo-
phor und Aminoséure-Residuen sind genau in dieser Gréfsenordnung; der Radius

R entspricht somit dem Radius des »Light Spacex.
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eines ganzen HRP-Molekiils betrigt beispielsweise etwa zwanzig Angstroem, die
Héamgruppe selbst hat einen Durchmesser von etwa einem Nanometer (Frauen-
felder, 1984). Der Wert fiir R ist also auch mit der Annahme konsistent, daf nur
ein Teilraum des Proteins direkt Einfluft auf die Absorptionsfrequenz des Chro-
mophors nimmt. Aus zwei unterschiedlichen experimentellen Anséitzen lassen sich
somit sehr dhnliche Werte fiir die Proportionalitdtsfaktoren f ableiten; die zen-
trale Annahme des Diffusionsmodells, das als Ursache der spektralen Diffusion die
rdumliche Diffusion der Aminosdure-Residuen ansieht, findet dadurch natiirlich
starken Riickhalt.

Es sollte an dieser Stelle vielleicht erwéihnt werden, dafs eine Betrachtung der spek-
tralen Diffusion im Lichte des TLS-Modells (sofern dieses durch entsprechende
Verteilungsfunktionen der Tunnelparameter an die Gegebenheiten in Proteinen
angepakt wiirde) es kaum zuléft, z.B. an die Ergebnisse von Rontgenbeugungsex-
perimenten anzukniipfen. Der Grund hierfiir ist die nach wie vor vollig ungeklarte
Natur der Tunnelsysteme.

Mit Kenntnis der Proportionalititskonstante fp ist es nun auch méglich, die Léan-
genskalen abzuschétzen, auf denen die Konformationséinderungen wéihrend eines
Wartezeitexperimentes vor sich gehen. Eine typische Lochverbreiterung o (nach
einer Wartezeit von etwa zwei Wochen) betrug in dem oben geschilderten Expe-
riment etwa 1 GHz (siehe Abb.4.4). Die mittlere Verschiebung der Aminoséure-
Residuen war deshalb etwa von der Grofe (z2) /2 = ¢/ f;, ~ 10 *A. Die Mog-
lichkeit, derart kleine Konformationsinderungen der Proteine nachzuweisen, zeigt
noch einmal, welch hohe Auflosung durch spektrales Lochbrennen erzielt werden
kann.

Eine weiterere interessante Grofe, die in den Diffusionsexperimenten auftritt,
ist die Korrelationszeit 7. Eine Abschéitzung dafiir (unter Vernachléssigung aller
Alterungsphinomene) erhélt man leicht aus einer doppelt logarithmischen Auf-
tragung der Lochverbreiterung als Funktion der Wartezeit. Der Achsenabschnitt
in dieser Darstellung ist nach GI.4.5 gegeben durch den Logarithmus des Aus-
drucks v/200(7/min)~%/2. Mit Hilfe der experimentellen Werte (z.B. Abb. 4.4)
lift sich damit abschiitzen, daf 7 in der GréRenordnung von 10'7s ist. Die Zeit,
die ein Protein bei Heliumtemperatur benotigt, um seinen gesamten Konforma-
tionsraum abzumustern, ist also von der gleichen Grofenordnung wie das Alter
des Universums!

Dieses Ergebnis mag auf den ersten Blick befremdlich anmuten, entspricht aber
durchaus dem, was fiir Tieftemperaturproteine zu erwarten war. Es wurde bereits
mehrfach erwihnt, dak es sich dabei um nichtergodische Systeme handelt; die Zei-
ten, in denen sie ein thermodynamisches Gleichgewicht erreichen, iibersteigen um
Grofsenordnungen jede experimentelle Zeitskala. Genau das ist aber durch obige
Abschatzung gezeigt worden.

Es stellt sich dann natiirlich die Frage, ob aus den Experimenten zur spektralen
Diffusion iiberhaupt Ergebnisse allgemeinerer Natur zu erhalten sind — schlieflich
durchmustert ein Protein in der Zeitspanne eines Experimentes nur einen winzigen
Teil des ihm zur Verfiigung stehenden Konformationsraumes. Man muf allerdings
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bedenken, dafs die Zahl der Konformationssubzustidnde, die ein durch Lochbren-
nen ausgewéhltes Proteinensemble einnimmt (und im Lauf der Zeit abmustert),
dennoch riesig ist; ein solches Ensmble kann deshalb durchaus als statistisch repré-
sentativ angesehen werden. Ein Indiz dafiir ist z.B. das vollig identische Verhal-
ten spektraler Locher, die bei ganz unterschiedlichen Frequenzen gebrannt wurden
und somit wohl auch unterschiedliche Bereiche des Konformationsraumes belegen
(siehe Kap.6.1). Es ist deshalb plausibel, daf die Diffusionsexperimente wirklich
allgemeine Eigenschaften der Energielandschaft eines Proteins widerspiegeln, und
dak die daraus abgeleiteten Gesetzmifigkeiten auch noch bei sehr viel hoheren
Temperaturen ihre Giiltigkeit haben konnten. Allerdings miiften dafiir die wich-
tigen Parameter wie die Korrelationszeit 7 oder der Diffusionskoeffizient D(t,,)
geeignet mit ihrer Temperaturabhéngigkeit skaliert werden (Zwanzig, 1988).

4.3 Messungen an weiteren Proteinsystemen

Die in den vorigen Kapiteln vorgestellten Ergebnisse des Diffusionsmodels sind
in ihrer Giiltigkeit nicht beschrinkt auf Messungen an Meerrettichperoxidase in
einem Wasser-Glycerin-Glas. V6llig analoge Resultate wurden im Rahmen dieser
Arbeit auch in Experimenten an dem gleichen Protein in verschiedenen Trehalose-
Gléasern (Kap.5), sowie an Myoglobin (Kap. 6.1) erzielt. Auch eine Deuterierung
der Losungsmittel (Kap. 6.1 und Kap. 6.2) fiihrte fiir beide Proteine zu vergleich-
baren Ergebnissen.

Dariiber hinaus wurden auch dltere Meftdaten (Fritsch, 1997) zur spektralen Dif-
fusion in Proteinen neu ausgewertet(Schlichter et al., 2000b, 1999); dazu war es
vor allem nétig, die Datensétze mit Voigtprofilen neu zu fitten (die frithere Aus-
wertung ging — der Theorie des Tunnel-Modells folgend — von lorentzférmigen
spektralen Lochern aus). Wie auch schon in den Experimenten an der Meerret-
tichperoxidase war es nicht moglich, anhand der Lochformen zwischen TLS- und
Diffusionsmodell zu unterscheiden; die Qualitit der Voigtfits war (mindestens)
ebenso gut wie die der Lorentzfits. Da auch diese dlteren Messungen weitere Be-
lege fiir die Giiltigkeit des Diffusionsmodells liefern, sollen sie im Folgenden kurz
vorgestellt werden.

Es handelt sich dabei ebenfalls um kombinierte Alterungs- und Wartezeitexperi-
mente, die an Cytochrom ¢ und an Myoglobin durchgefiihrt wurden, allerdings —
im Gegensatz zu den sonstigen Messungen in dieser Arbeit — nicht in einem
einfachen Helium-Badkryostaten, sondern in einem *He-*He-Mischkryostaten. In
einem solchen Kryostaten ist es nicht moglich, eine Probe in kurzer Zeit (= einige
Minuten) auf die Endtemperatur herunterzukiihlen.

Die Messungen bei 4.2 K wurden deshalb nach einem relativ langsamen Einkiihl-
vorgang (Dauer: 1-2 Tage) durchgefiihrt. Dies ist der Grund dafiir, dak in diesen
Experimenten praktisch keine Alterungsdynamik auftritt; man beobachtet ledig-
lich den (quasi)stationédren Anteil der spektralen Diffusion.
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Abbildung 4.8: Spektrale Diffusion in Cytochrom c bei 4.2 K (oben) und 100 mK (un-
ten). Auch in diesem Protein gehorcht die Lochverbreiterung einem Potenzgesetz in der
Wartezeit. (Daten aus (Fritsch, 1997)).

In den Experimenten bei 100 mK wurden dagegen die Proben zunéchst etwa 10
Tage auf der Endtemperatur gehalten und dann einem Temperaturzyklus zwi-
schen 100mK und 4.2 K unterzogen. Das Wiedererreichen der Endtemperatur
100 mK wird als Startpunkt des Experimentes aufgefalt, die Alterungszeiten der
verschiedenen spektralen Locher sind von diesem Zeitpunkt aus gemessen. Im
Gegensatz zu den Experimenten bei 4.2 K findet man bei diesen Daten durchaus
eine Abhéngigkeit von der Alterungszeit.

Abb. 4.8 zeigt nun die Ergebnisse in Cytochrom ¢ bei den zwei Temperaturen.
Man erkennt deutlich, dafs die Lochverbreiterung (sowohl bei 4.2 K als auch bei
100 mK) wieder ausgezeichnet durch ein Potenzgesetz in der Wartezeit beschrie-
ben werden kann (durchgezogene Linien). Der Exponent dieses Gesetzes hat bei
beiden Temperaturen den gleichen Wert, man findet «/2 ~ 0.30. Wie oben er-
wihnt zeigen die Daten fiir 4.2 K praktisch keine Alterungsdynamik, bei 100 mK
hingegen ergibt sich eine Abhéngikeit der Ergebnisse von der Alterungszeit, wie
sie auch schon bei der Meerrettichperoxidase beobachtet wurde: Die Alterungsdy-
namik verdndert lediglich den Achsenabschnitt in einer doppelt-logarithmischen
Darstellung, die Steigung (also der Exponent des Potenzgesetzes) bleibt dagegen
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unberiihrt. Die Alterungsdynamik beeinfluftt somit als einzigen Parameter des
Diffusionsmodells die Korrelationszeit 7.
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Abbildung 4.9: Spektrale Diffusion in Myoglobin bei 4.2 K (Chromophor: Zink-
Phaeophorbid a) und bei 100 mK (Chromophor: Freie-Base-Protoporphyrin IX). Beide
Datensatze folgen dem gleichen Potenzgesetz in der Wartezeit mit a/2 = 0.24. (Daten
bei 100mK aus (Fritsch, 1997)).

Diese typische Abhéangigkeit der Daten von der Alterungszeit ist noch schoner
in den Messungen an Myoglobin bei 100 mK (siehe Abb.4.9 unten) zu erkennen.
Dieses Experiment ist an Proteinen durchgefiihrt worden, bei denen die natiirli-
che Hamgruppe durch Freie-Base-Protoporphyrin IX (»H2-Mb«) ersetzt worden
war. In der vorliegenden Arbeit wurde im Gegensatz dazu Zink-Phaeophorbid a
als Chromophor im Myoglobin (>Zn-Mb<) verwendet. Man kann in Abb. 4.9 gut
erkennen, daf die Ergebnisse aber nicht vom jeweiligen Chromophor abhéingen:
Die Messungen an Zn-Mb bei 4.2 K und die an H2-Mb bei 100 mK gehorchen
offenkundig dem gleichen Potenzgesetz in der Wartezeit; fiir beide Datensétze
findet man den gleichen Exponenten a/2 ~ 0.24.°

6Die Experimente an Zn-Mb bei 4.2 K werden im Detail in Kap. 6.1 erliutert. Sie zeigen —
anders als die analogen Ergebnisse am Cytochrom ¢ — durchaus eine Abhéngigkeit von der
Alterungszeit. Diese wurde in Abb. 4.9 allerdings herausskaliert, um einen direkten Vergleich
der Potenzgesetze in t,, zu erlauben.
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Offensichtlich befinden sich also auch die gerade geschilderten Experimente in
volliger Ubereinstimmung mit dem Diffusionsmodell. Interessanterweise ergeben
sich fiir unterschiedliche Proteine, Chromophore und Glasumgebungen (siehe fol-
gende Kapitel) praktisch identische Parameter des Modells. Die typischen Korre-
lationszeiten 7 sind in allen Féllen von der gleichen Grofenordnung, und auch der
Exponent des Potenzgesetztes in ¢, hat fast immer einen identischen Wert von
0.25 4+ 0.02. Lediglich im Cytochrom ¢ beobachtet man eine kleine Abweichung
davon. Der Grund hierfiir ist noch unklar.



Kapitel 5

Der Trehalose-Effekt

Nachdem im vorigen Kapitel das Diffusionsmodell eingefiihrt und auch bereits an
einigen Beispielen diskutiert wurde, sollen nun in den néchsten beiden Kapiteln
Messungen vorgestellt werden, die in dieser Arbeit an verschiedenen Protein-
Losungsmittel-Systemen durchgefiihrt wurden und die weiteren Riickhalt fiir die
Giiltigkeit des Modells liefern.

Eine Schwierigkeit bei Lochbrennexperimenten an Proteinen besteht immer darin,
zu entscheiden, durch welche dynamischen Prozesse die beobachtete Lochverbrei-
terung zustande kommt — sind ausschlieflichlich Vorgéinge innerhalb des Proteins
dafiir verantwortlich oder auch solche, die in seiner (ebenfalls nicht statischen)
Glasumgebung stattfinden? Ein Vergleich von Messungen an einem im Prote-
in eingebetteten Chromophor mit solchen, in denen der Farbstoff in einem der
Proteinumgebung entsprechenden Glas gel6st war, lieferten z.B. signifikante Un-
terschiede in der spektralen Diffusion (Fritsch et al., 1996b; Thorn-Leeson et al.,
1997) — ein Hinweis darauf, daf Lochbrennexperimente durchaus in der Lage sind,
relevante Aussagen iiber das untersuchte Protein zu machen.

Eine andere Moglichkeit, diese Frage anzugehen, besteht darin, Experimente an
einem bestimmten Protein-Chromophor-System in verschiedenen Glasumgebun-
gen durchzufiihren. Ein solches Vorgehen wurde in dieser Arbeit gew#hlt. Ver-
glichen wurden dabei die (in Kap.4.1 schon vorgestellten) Messungen an HRP
in einem Wasser-Glycerin-Glas mit solchen, die am gleichen Protein in Wasser-
Glycerin-Trehalose-Glésern durchgefiihrt wurden (Schlichter et al., 2001a).

Bei Trehalose handelt es sich um ein Disaccharid, das in der Natur von grofer Be-
deutung ist. Viele biologische Systeme sind in der Lage, extreme Trockenheit oder
auch tiefe Temperaturen lange Zeiten unbeschadet zu iiberstehen und anschlie-
fsend innerhalb kiirzester Zeit ihre biologisch Funktion wiederaufzunehmen, indem
sie mehr oder minder grofte Mengen an Trehalose anlagern (Womersley, 1981, und
dortige Referenzen). Auch wenn der genaue Mechanismus dieser Schutzwirkung
von Trehalose noch nicht im Detail verstanden ist, scheinen doch zwei spezielle
Eigenschaften des Stoffes dabei von Bedeutung zu sein: Trehalose zeigt zum einen
eine grofe Affinitdt zur Ausbildung von Wasserstoffbriicken (Crowe et al., 1998).
Sie konnte daher in der Lage sein, die Wasserhiille eines Proteins zu ersetzten
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und so auch im trockenen Zustand die Stabilitit des Proteins zu erhalten. Auf-
fallig ist auferdem die hohe Glasiibergangstemperatur von Trehalose(lésungen)
(Miller et al., 1999), die deutlich iiber der von Wasser-Glycerin-Gemischen liegt
(Green und Angell, 1989). Es ist beispielsweise problemlos moglich, Trehalose-
Glaser bei Raumtemperatur herzustellen; die Glasiibergangstemperatur fiir ein
reines Trehalose-Glas liegt bei etwa 117 °C (Miller und de Pablo, 2000). Diese
Féhigkeit der Glasbildung bei (annéhernd) physiologischen Temperaturen tragt
anscheinend ebenfalls zur biologische Funktion der Trehalose bei (Crowe et al.,
1998, 1994).

Es ist zu erwarten, daf die speziellen Eigenschaften der Trehalose auch die Ergeb-
nisse eines Experimentes zur spektralen Diffusion deutlich beeinflussen. Die naive
Annahme wire, daf ein Protein in einem Trehalose-Glas »versteift< und deshalb
die spektrale Diffusion verlangsamt wiirde. Die im néchsten Abschnitt dargestell-
ten Messungen scheinen allerdings auf ein komplizierteres Verhalten hinzudeuten.

5.1 Meerrettichperoxidase in Trehalose-Glasern

Genau wie bei den in Kap.4.1 besprochenen Messungen wurde auch fiir die
Trehalose-Experimente wieder HRP verwendet, deren Hamgruppe durch Freie-
Base-Mesoporphyrin IX ersetzt war. Die Proteine wurden in einem Wasser-Gly-
cerin-Trehalose-Gemisch der Konzentration (10:50:40% v:v) gelost; eine zweite
Probe mit hoherer Trehalosekonzentration (7:33:60% v:v) wurde ebenfalls herge-
stellt.! An beiden Proben wurden Alterungs-/Wartezeitexperimente in der iibli-
chen Weise durchgefiihrt. (Details zu Zubereitung der Proben und zur Durchfiih-
rung der Experimente finden sich in Kap.2.2.2). Die Ergebnisse der Messungen
sollen im Folgenden kurz zusammengefalst werden, eine genauere Diskussion folgt
dann in Kap.5.2.

Abb. 5.1 zeigt die inhomogene Absorptionsbande von HRP in Wasser-Glycerin,
bzw. im Trehalose-Glas niedrigerer Trehalose-Konzentration. (Dieses ist, sofern
nicht ausdriicklich anders erwidhnt, im Rest dieses Kapitels immer gemeint, wenn
von Trehalose die Rede ist.) Beide Spektren wurden bei einer Temperatur von
4.2 K aufgenommen. Man erkennt deutlich, dafs die Anreicherung der Protein-
Umgebung mit Trehalose keinerlei Auswirkungen auf die Breite der inhomogenen
Bande hat; die Spektren sind im Rahmen der Mefsgenauigkeit identisch.

Das spektrale Lochbrennen in der Trehaloseprobe wurde — wie iiblich — in einem
engen Frequenzbereich der inhomogenen Bande durchgefiihrt. Die Verbreiterung
der zu unterschiedlichen Alterungszeiten gebrannten Ldocher ist in Abb. 5.2 dar-
gestellt; man erkennt ein Verhalten, das vollig analog zu dem von HRP in einem
Wasser-Glycerin-Glas ist (siehe Kap. 4.1): Die Lochverbreiterung geht schon nach
relativ kurzen Alterungszeiten in ein (fast) stationéres Verhalten iiber, das aber

!Die Verwendung eines Wasser-Trehalose-Gemisches ohne zusétzliches Glycerin fiihrte beim
Einfrieren stets zu einer so schlechten Glasqualitdt, dafs spektroskopische Messungen daran
nicht moglich waren.
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nichtlogarithmisch von der Wartezeit abhingt.

Ein Einflufs der Trehalose-Konzentration auf diese Ergebnisse konnte nicht beob-
achtet werden; dies ist im Einschub der Abb. 5.2 zu erkennen. Es ist dort die Ver-
breiterung zweier spektraler Locher dargestellt, die nach identischen Alterungs-
zeiten (und bei der gleichen Frequenz) in den beiden Proben mit unterschiedlicher
Trehalose-Konzentration gebrannt wurden. Im Rahmen der experimentellen Ge-
nauigkeit zeigen beide Locher offensichtlich identisches Verhalten. (Das grofere
Rauschen im Falle des Glases mit hoherer Trehalosekonzentration riihrt von der
schlechteren Glasqualitéit her, die sich hier nach dem Einfrieren ergeben hat. Als
Folge davon hatte die Messung mit einem deutlich groferen Anteil an Streulicht
zu kimpfen.)

1.4 Abbildung 5.1: Vergleich der in-
homogenen Absorptionsbanden wvon

© ohneTH HRP in einem Trehalose-Glas (TH)

— mitTH und einem Trehalose-freien Glas.

Temperatur: 4.2K. Das Lochbren-
nen wurde jeweils in einem schma-

len Frequenzbereich der inhomoge-
nen Bande (Pfeil) durchgefiihrt.

16200 16300 16400 16500

In Abb. 5.3 wird die Abhéngigkeit der spektralen Diffusion von der Alterungszeit
untersucht. Die Daten fiir den Fall des Trehalose-Glases stammen dabei aus ei-
nem »>Schnitt< durch Abb.5.2 bei einer festen Wartezeit von 10000 min (analog
zum Vorgehen in Kap.4.1); die Daten fiir das Trehalose-freie Glas sind diesel-
ben wie in Abb. 4.5. Beide Datensétze wurden hier allerdings auf ihren jeweiligen
Anfangswert normiert, um ihr Zeitverhalten direkt vergleichen zu kénnen. Die Al-
terungsdynamik fiir HRP ist in beiden Glésern offensichtlich vollig identisch. Die
Daten lassen sich gut durch ein Potenzgesetz in ¢, fitten; fiir dessen Exponenten
ergibt sich ein Wert von 8 = 0.07 £+ 0.01.

Es ist damit jetzt wieder moglich, die Alterungsdynamik aus den Messungen her-
auszuskalieren, indem man alle Datensétze durch ihre jeweilige Abhéngigkeit von
der Alterungszeit teilt. (Diese Art der Darstellung wurde bereits in Kap. 4.1 als
sog. Masterplot eingefiihrt). In Abb. 5.4 werden die Masterplots der Messungen
im Trehalose-Glas bzw. im Trehalose-freien Glas miteinander verglichen (letzterer
ist identisch mit Abb.4.6). Man erkennt, daf die Datensétze auf zwei parallele
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Abbildung 5.2: Lochverbreiterung von HRP in einem Trehalose-Glas fiir verschiedene
Alterungszeiten. Temperatur: 4.2 K. Fir die ldngeren Alterungszeiten ergibt sich ein
(fast) stationdres, nichtlogarithmisches Verhalten. Einschub: Vergleich der spektralen
Diffusion in Proben mit unterschiedlicher Trehalose-Konzentration. (Die Locher wurden
hierbei nach identischen Alterungszeiten gebrannt.)

0.1 Abbildung 5.3:  Abhdngigkeit
der spektralen Diffusion von der
Alterungszeit fiir HRP in einem
~ Trehalose-Glas und in  einem
\é\ Trehalose-freien  Glas.  Beide
- Mefireihen sind jeweils auf ihren
o ® Anfangswert o(tqo) normiert.
-02 ® mit TH \AA Die Daten lasssen sich gut durch
A ohneTH ein Potenzgesetz fitten (Linie).
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Geraden in einer doppelt-logarithmischen Darstellung fallen; die Mefkreihen ge-
horchen somit dem gleichen Potenzgesetz o tfj/ 2, Fiir dessen Exponenten ergibt
sich in sehr guter Ubereinstimmung in beiden Fillen ein Wert von a/2 = 0.25.
Durch die unterschiedlichen Glasumgebungen wird lediglich der Achsenabschnitt
der Masterplots beeintriachtigt. Auffallend ist auch, dafs die spektrale Diffusion
in HRP in einer Trehalose-Umgebung deutlich grifier ist als in einem Wasser-
Glycerin-Glas.

¢ mit TH
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ol[t/h] " IGHz

10 100 1000 10000
t,/min

Abbildung 5.4: Spektrale Diffusion von HRP in einem Trehalose-Glas und in einem
Trehalose-freien Glas, nachdem die Abhdangigkeit von der Alterungszeit herausskaliert
wurde (>Masterplots<). Die spektrale Diffusion gehorcht in beiden Fillen einem Po-
tenzgesetz mit dem gleichen Exponenten. Die unterschiedlichen Glasumgebungen haben
lediglich Einflufy auf die Achsenabschnitte der Masterplots.

In Abb.5.5 sind schlieflich noch Messungen der (quasi)homogenen Linienbrei-
te von HRP in den verschiedenen Glasumgebungen dargestellt. Das Prinzip ei-
ner solchen Messung wurde in Kap.2.1.2 erlautert. Um eine Abhingigkeit der
Ergebnisse von der Laserintensitit auszuschliefsen, wurde das Experiment mit
unterschiedlichen Laserleistungen wiederholt; die Ergebnisse in Abb. 5.5 enthal-
ten aber offenbar keine signifikante Intenstitdtsverbreiterung. Man erkennt, daf
die (quasi)homogene Linienbreite von HRP im Trehalose-Glas grofer ist als im
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Trehalose-freien Glas; dariiber hinaus stehen die Linienbreiten in einem ver-
gleichbaren Verhiltnis zueinander wie die Achsenabschnitte der Masterplots in
Abb.5.4. Es ist daher plausibel, daf (im Wesentlichen) die spektrale Diffusion
fiir die (quasi)homogenen Linienbreiten verantwortlich ist. Eine Messung dieser
Linienbreiten ist aber nur sensitiv fiir Vorgéinge auf viel kiirzeren Zeitskalen, als
sie z.B. in einem Wartezeit-Experiment von Bedeutung sind — die lingste auftre-
tende Zeitkonstante ist eine typische Lochbrennzeit, also in der Grofenordnung
von einer Minute. Auf dieser Zeitskala scheinen aber bereits die gleichen Gesetz-
maéfigkeiten zu herrschen wie in den Wartezeitexperimenten. Dies laft den Schluf
zu, daf die Wartezeitexperimente immer innerhalb des Zeitfensters liegen, in dem
das Diffusionsmodell bereits seine Giiltigkeit hat. (siehe Kap.4.2.3).

Abbildung 5.5:  Messung  der
(quasi)homogenen Linienbreite von
HRP in einem Trehalose-Glas und
einem Trehalose-freien Glas (Tem-
peratur 4.2K). Die verschiedenen
Symbole  deuten unterschiedliche

® mit TH Intensitaten des Lasers wdahrend
O ohneTH

des Lochbrennens an.

5.2 Interpretation des Trehalose-Effekts

Aus den experimentellen Resultaten des vorigen Abschnitts (Abb.5.1 - 5.5) kon-
nen nun einige interessante Schliisse gezogen werden:

> Die inhomogene Linienbreite der (langwelligen) Absorptionsbande von HRP
ist ausschliefslich durch die Unordnung in der unmittelbaren Umgebung des
Chromophors — also nur durch proteininterne Eigenschaften — bestimmt.

Diese Behauptung wurde in Kap. 4.2.2 schon aus theoretischen Uberlegungen ab-
geleitet; die Messungen von HRP in verschiedenen Glisern liefern aber einen
direkten experimentellen Beweis dafiir. Wie in Abb. 5.1 zu sehen ist, findet man
fiir HRP die gleiche Breite der inhomogenen Bande, unabhéngig davon, ob sich
das Protein in einer Wasser-Glycerin- oder in einer Trehalose-Umgebung befin-
det. Aufgrund der wesentlich hoheren Glasiibergangstemperatur des Trehalose-
Gemisches 14ft sich aber annehmen, dafs das Trehaloseglas einen deutlich grofseren
Teil seines Konformationsraums ausfiillt als das Wasser-Glycerin-Glas, oder an-
ders formuliert: das Trehaloseglas zeigt »gréfere Unordnung<. Gibe es nun eine
direkte Wechselwirkung zwischen dem (proteininternen) Chromophor und dem
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Glas in der Proteinumgebung, so miifsten sich die inhomogenen Banden in den
beiden Proben unterscheiden; die Breite der inhomogenen Bande ist ja ein Maf
fiir die Unordnung, an die der Chromophor koppelt. Da das nicht der Fall ist, kann
man schliefsen, da der Chromophor von der Glasumgebung nicht beeinflufst wird.
Dies erlaubt eine weitere wichtige Folgerung:

> Durch ein Lochbrenn-Experiment zur spektralen Diffusion werden nur Vor-
ginge im Inneren des Proteins untersucht.

Diese Aussage liegt nun auf der Hand: Nur Fluktuationen von proteininternen
Residuen konnen zur spektralen Diffusion beitragen, da nur diese an den Chro-
mophor koppeln. Die Proteinoberfliche oder auch das umgebende Glas konnen
dagegen ausschlieflich auf indirektem Weg die spektrale Diffusion beeinflussen,
z.B. iiber Anderungen in der Korrelationszeit, die sich fiir die Fluktuationen der
Residuen in Chromophornéhe ergibt.

Eine andere wichtige Beobachtung ergibt sich aus Abb.5.4:

> Die Korrelationszeit fiir die Fluktuationen in HRP ist in einer Trehalose-
Umgebung kleiner als in einer Trehalose-freien Umgebung.

Dieser Schluf 1a#t sich aus der deutlich groferen spektralen Diffusion ableiten, die
in der Trehalose-Probe gefunden wurde. Man erkennt zunéchst, daf die spektrale
Diffusion in beiden Glésern dem gleichen Potenzgesetz in t,, folgt. Die Trehalose-
Umgebung hat also ausschlieflich einen Einfluf auf den Achsenabschnitt in der
doppelt-logarithmischen Darstellung. Dieser ist nach GI.4.23 aber auf folgende
Weise durch die Parameter des Diffusionsmodells bestimmt:

—a/2 T B
Achsenabschnitt = v/20y <l> (—) (5.1)
min h

Welcher Parameter ist nun fiir die Anderung des Achsenabschnittes verantwort-
lich? og wurde in Kap.4.2.1 mit der Breite der inhomogenen Bande identifiziert.
Wie oben erldutert, ist diese aber unabhéngig von der Trehalose-Konzentration
der Proteinumgebung; oy kann also nicht verantwortlich sein fiir die Unterschiede
in der spektralen Diffusion von HRP in den beiden Gléisern. Ebensowenig konnen
die Exponenten « und f der Potenzgesetze fiir die spektrale Diffusion (Abb. 5.4)
bzw. fiir die Alterungsdynamik (Abb. 5.3) die Ursache des Trehalose-Effektes sein;
offensichtlich ist auch ihr Wert unabhéngig von der Glasumgebung des Proteins.
Von Bedeutung sind somit nur die Zeitkonstanten 7y oder 7. Der Einflufl der
letztgenannten wird aber durch den kleinen Exponenten 5 ~ 0.07 in GI. 5.1 stark
gemildert; es wiiren sehr groke Anderungen in T nétig, um die Unterschiede der
spektralen Diffusion in den beiden Gléasern zu erkliren. Es ist deswegen plausibel,
dall der Trehalose-Effekt ausschlieflich auf einer Abnahme der Korrelationszeit
beruht, die die Zeitskala der Fluktuationsprozesse des Proteins charakterisiert.?

2Um die experimentellen Daten zu erkliren, muf 7, fiir HRP im Trehalose-Glas etwa um
einen Faktor vier kleiner sein als im Falle des Trehalose-freien Glases.
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In der Literatur ist der Einflufs von Trehalose auf die Proteindynamik ausfiihrlich
diskutiert worden. Schwerpunkt der Untersuchungen war vor allem die Riick-
bindungskinetik von Kohlenmonoxid an Myoglobin nach der Photodissoziation
durch einen Laserpuls. Diese hingt empfindlich davon ab, ob sich das Myoglobin
in einem Wasser-Glycerin-Gemisch (Post et al., 1993; Steinbach et al., 1991) oder
in einer Trehalose-Umgebung (Hagen et al., 1995, 1996) befindet. Vergleichbare
Messungen an Hédmoglobin in einer Trehalose-Umgebung wurden in (Gottfried
et al., 1996) vorgestellt.

Die CO-Riickbindung an Myoglobin in einem Wasser-Glycerin-Gemisch zeigt ei-
ne komplizierte Temperatur- und Zeitabhingigkeit. Auffallend ist vor allem der
(schon erwihnte) inverse Temperatureffekt, den man fiir Temperaturen oberhalb
von etwa 200 K beobachtet: Die Geschwindigkeit der CO-Riickbindung nimmt
in diesem Bereich mit steigender Temperatur ab. Erklart wird diese Beobach-
tung gewohnlich durch Relaxationsprozesse in den untersuchten Proteinen, de-
ren Zeitkonstanten in diesem Temperaturbereich den experimentellen Zeitskalen
vergleichbar werden und die deshalb merklichen Einflufl auf die Reaktionsraten
haben. Diese Relaxationsvorgéinge (in Richtung auf einen Gleichgewichtszustand
des Proteins ohne gebundenen Liganden) haben zur Folge, daft die Energiebar-
rieren fiir die Riickreaktion des Kohlenmonoxids im Lauf der Zeit immer hoéher
werden und deshalb die Reaktionsraten abnehmen. Da Proteinrelaxationen bei
héheren Temperaturen schneller erfolgen, kommt es nach dieser Vorstellung zu
einem inversen Temperaturverhalten. Die Tatsache, daf ein solches in Messungen
an Myoglobin in einem Trehaloseglas nicht beobachtet werden konnten, erklarten
Hagen et al. daher auch durch die vollige Abwesenheit von Relaxationsbewegun-
gen in den untersuchten Proteinen (selbst noch bei physiologischen Temperatu-
ren). Als Ursache dafiir sahen sie die hohe Viskositéit des Trehalose-Glases an,
durch das die Proteine gleichsam »fixiert< wiirden.

Eine andere Interpretation dieser Experimente findet sich in (Sastry und Agmon,
1997). Die Autoren gelangen dort — nach einer neuerlichen Auswertung der Mefs-
daten mit Hilfe eines zweidimensionalen, empirischen Modellpotentials — zu der
Meinung, dafs der inverse Temperatureffekt in den Wasser-Glycerin-Experimenten
nur zum Teil durch die Relaxationsprozesse der Proteine verursacht wird. Dar-
iiberhinaus soll noch ein statischer Effekt, der sog. Protein-Kollaps, ganz wesent-
lich fiir das beobachtete Temperaturverhalten verantwortlich sein. Sastry und
Agmon verstehen darunter eine grofsflichige Relaxationsbewegung des Proteins,
die (bei hoheren Temperaturen) unmittelbar nach der Dissoziation des Kohlen-
monoxids stattfinden soll und eine Angleichung der Gleichgewichtspositionen fiir
die gebundene und die Deoxyform des Myoglobins zur Folge hat. Dies fiihrt dann
ebenfalls zu einer — allerdings statischen — Erh6hung der Energiebarrieren fiir die
Riickbindung des Kohlenmonoxids und somit zu einer Verminderung der Reak-
tionsraten. Bei tiefen Temperaturen (genauer: unterhalb der Glasiibergangstem-
peratur des Losungsmittels) sind grokflichige Strukturinderungen der Proteine
dagegen unterdriickt, der inverse Temperatureffekt tritt deshalb nicht auf. Aus
diesen Uberlegungen 14t sich nun insbesondere schliefen, daf das Fehlen eines
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inversen Temperatureffekts in Anwesenheit einer Trehaloseumgebung — mit einer
Glasiibergangstemperatur im physiologischen Bereich — keinenfalls bedeuten mufs,
dak in diesem Fall keine Proteinrelaxationen mehr stattfinden; lediglich der grofs-
flachige Proteinkollaps wird durch das Trehaloseglas unterdriickt. Sastry und Ag-
mon kommen in ihrer weiteren Auswertung daher auch zu dem interessanten
Ergebnis, daf es auch in einem Trehaloseglas noch zu Relaxationsprozessen in-
nerhalb des Myoglobins kommt, diese aber vollig von der Proteinoberfliche (und
damit der Glasumgebung) entkoppelt sind. Verbliiffend ist dabei vor allem der
Befund, dafs solche proteininternen Prozesse in einem Trehaloseglas schneller ver-
laufen als in einer Wasser-Glycerin-Umgebung.

Als mikroskopische Erklarung dieses Resultats fithren Sastry und Agmon die Ei-
genschaft der Trehalose an, interne Wassermolekiile des Myoglobins zu konservie-
ren, wihrend diese in einer Glycerinumgebung aus dem Protein entfernt werden.
Diese internen Wassermolekiile bilden Wasserstoffbriicken innerhalb des Prote-
ins aus und besetzen so Stellen, an denen sonst innermolekulare Bindungen des
Myoglobins entstiinden, die eine »Versteifung«< des Proteins zur Folge hétten. Die
internen Wasser — und damit die Trehalose — bewirken also eine hohere innere
Beweglichkeit des Proteins.

In (Gajhede et al., 1997) wurde gezeigt, daf auch in HRP interne Wassermolekiile
in der Nachbarschaft der Himtasche vorhanden sind, das Modell von Satsry et al.
sollte sich also auch auf dieses Molekiil iibertragen lassen. Tatsdchlich stehen die
erliuterten Mefergebnisse an HRP in volliger Ubereinstimmung mit obigen Uber-
legungen: Es wurde gezeigt, daf auch in einem Trehaloseglas Konformationséande-
rungen in HRP stattfinden; andernfalls wiirde keine spektrale Diffusion beobach-
tet. Wie oben erldutert, ist diese zuriickzufiihren auf Residuen-Bewegungen im
Inneren des Proteins und vollig entkoppelt von der Proteinoberfliche. Die Anwe-
senheit von Trehalose fiihrte aukerdem zu einer Zunahme der spektralen Diffusion,
also zu schnelleren Konformationsfluktuationen im Protein. Nach Sastry et. al.
ist genau ein solches Verhalten zu erwarten: Durch die Trehalose werden inter-
ne Wassermolekiile am Verlassen der Hamtasche gehindert, woraus eine hohere
Beweglichkeit des Proteins resultiert. Die Konformationsfluktuationen erfolgen
deshalb schneller, die Korrelationszeit 7 nimmt ab.

Zusammenfassend untermauern obige Messungen also die These, daf die wesent-
liche Wirkung der Trehalose darin besteht, interne Wassermolekiile der Proteine
zu konservieren. Dariiber hinaus sollte noch einmal angemerkt werden, daf die
hier vorgestellten Experimente an HRP in Trehalose-Glisern sich ausgezeichnet
im Rahmen des Diffusionsmodells beschreiben lassen.



Kapitel 6

Deuterierungsexperimente

6.1 Messungen an Myoglobin

Alle Experimente dieser Arbeit wurden bei einer Temperatur von 4.2 K durch-
gefiihrt. Es ist anzunehmen, daf in diesem niedrigen Temperaturbereich Tun-
nelprozesse (insbesondere von Wasserstoffatomen) von grofser Wichtigkeit fiir die
ablaufenden dynamischen Prozesse sind. Eine Deuterierung der untersuchten Pro-
teine sollte daher deutlichen Einflufs auf die Konformationsdynamik haben. Um
dieser Frage nachzugehen, wurden Alterungs-/Wartezeitexperimente an Myoglo-
bin in einem protonierten bzw. deuterierten Losungsmittel durchgefiihrt, die im
Anschluf erldutert werden sollen.

]

oD

protoniert

deuteriert
L ‘

16000

Abbildung 6.1: Absorptionsbanden
von Myoglobin in einem deuterier-
ten und einem protonierten Losungs-
mittel (Temperatur 4.2 K). Statt
der natirlichen Hamgruppe diente
Zn-Phaeophorbid a als Chromophor
(»Zn-Mb«¢). Die Pfeile markieren die
Frequenzen, bei denen Lochbrennez-
perimente durchgefihrt wurden.

Fiir die Messungen wurde Myoglobin verwendet, in dem die natiirliche Haimgrup-
pe durch Zink-Phaeophorbid a ersetzt worden war; dadurch wurde schmalbandiges

73
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Abbildung 6.2: Lochverbreiterung als Funktion der Wartezeit, gemessen an Zn-Mb in
einer protonierten bzw. deuterierten Losung. Temperatur 4.2 K. Die einzelnen Daten-
satze lassen sich wieder gut durch ein Potenzgesetz anfitten (durchgezogene Linien,).
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Lochbrennen méglich. Die Proteine wurden in einem Fall in einem protonierten,
im anderen in einem deuterierten Puffer gelost; um Kristallisation wahrend des
Einfrierens zu vermeiden, wurde auferdem noch (protoniertes) Glycerin hinzuge-
fiigt. Die Glasqualitit nach dem Abkiihlen auf Heliumtemperatur war allerdings
in beiden Proben relativ schlecht; Lichtstreuung an zahlreichen Spriingen verur-
sachte einen unerfreulich hohen Rauschpegel der Mefergebnisse. Durch geeigne-
te Mittelungsprozeduren (mehrere Scans pro Mefpunkt, lange Integrationszeiten
etc.) war es aber dennoch méglich, signifikante Ergebnisse zu erhalten. Die Durch-
fiihrung der Messungen erfolgte in vollig analoger Weise zu den in den vorigen
Kapiteln geschilderten Experimenten, Einzelheiten dazu wie auch zur Zubererei-
tung der Proben finden sich in Kap.2.2.2.

Die langwelligen Absorbtionsbanden der beiden Proben bei einer Temperatur von
4.2 K zeigt Abb. 6.1. Wahrend die Bande in der deuterierten Probe sich gut durch
einen GauRkurve anpassen lifit!, legt die Linienform in der protonierten Probe
den Schlufs nahe, dak die Bande aus zwei (oder mehr) Sub-Banden aufgebaut
ist. Im Folgenden wird davon ausgegangen, daf die Breite oy dieser Subbanden
in beiden Proben die gleiche ist — es gibt keinen plausiblen Grund, warum eine
Deuterierung Einflufs auf die inhomogene Verteilung nehmen sollte.

1.0 Abbildung 6.3: Spektrale Diffu-
i sion fiir unterschiedliche Brenn-
i frequenzen (Pfeile in Abb. 6.1).
Die Alterungszeiten waren bei al-
len Messungen identisch. Probe:

O Zn-Mb in protonierten Ldsung
- O (Temperatur: 4.2K).

o0 /GHz
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In beiden Proben wurden nun (nach unterschiedlichen Alterungszeiten) spektrale
Locher gebrannt, jeweils in einem schmalen Frequenzbereich im Maximum der
inhomogenen Bande. Abb. 6.2 zeigt deren Verbreiterung als Funktion der War-
tezeit in linear-logarithmischer Darstellung. Das Verhalten beider Proben zeigt
eine starke Ahnlichkeit mit den Ergebnissen an der Meerretichperoxidase, die in
den vorigen Kapiteln vorgestellt wurden:

> Die spektrale Diffusion héngt (unabhéingig von der Deuterierung) nichtlo-
garithmisch von der Wartezeit ab; die Datensétze lassen sich gut durch ein

!Man erhilt eine Breite der Bande von ca. 460 cm™! (FWHM)
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Potenzgesetzt anpassen (siehe durchgezogene Linien in Abb.6.2); dessen
Exponent ist identisch fiir beide Proben («/2 = 0.24 +0.02) und entspricht
dariiber hinaus im Rahmen der Mefigenauigkeit dem Wert, der auch in den
Experimenten an der Meerrettichperoxidase gefunden wurde.

> Die spektrale Diffusion geht fiir lange Alterungszeiten in einen (fast) sta-
tiondren Prozef$ iiber: Die zugehorigen Datensétze fallen praktisch aufein-
ander.

> Die spektrale Diffusion verlauft in der protonierten Myoglobin-Probe deut-
lich schneller als in der deuterierten.

Diese Ergebnisse sind unabhingig davon, an welcher Stelle in der inhomogenen
Bande das Lochbrennexperiment durchgefiihrt wird. Dies ist in Abb. 6.3 zu erken-
nen. Dort ist die Lochverbreiterung fiir drei spektrale Locher aufgetragen, die —
in einem unabhingigen Experiment — nach praktisch identischen Alterungszeiten
bei verschiedenen Frequenzen in der protonierten Probe gebrannt und anschlie-
flend einige Tage lang beobachtet wurden. Die Brennfrequenzen erstreckten sich
dabei iiber einen Bereich von ca. 230 cm™" (siehe Pfeile in Abb.6.1). Im Rahmen
der experimentellen Genauigkeit ist die spektrale Diffusion fiir alle drei Daten-
sitze identisch.

Abbildung 6.4: Abhdngigkeit
der spektralen  Diffusion wvon
1.0 % der Alterungszeit. Die Daten
folgen aus Abb. 6.2 durch einen

Schnitt bei einer festen Wartezeit

% i von 10000min. Im Rahmen der
< | Mefigenauigkeit  gehorchen  die
= Datensdtze dem gleichen Potenz-
E | gesetz in der Alterungszeit, der
o Ezponent ist f = 0.10 £ 0.01
| O protoniert *
@ deuteriert
04 Lol Ll
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Die Alterungsdynamik der beiden Proben wurde analog zum Vorgehen in den
vorigen Kapiteln untersucht: Es wurde ein »Schnitt< bei einer festen Wartezeit
ty = 10000 min durch Abb. 6.2 gelegt (gestrichelte Linien), um so die Lochverbrei-
terung als Funktion der Alterungszeit zu erhalten. Die Ergebnisse dieser Prozedur
sind in Abb. 6.4 fiir beide Proben dargestellt; die Datensétze wurden zur besseren
Vergleichbarkeit dabei wieder auf ihren Anfangswert normiert.
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> In beiden Proben zeigt die Alterungsdynamik (im Rahmen der experimen-
tellen Genauigkeit) die gleiche Zeitabhingigkeit; genau wie in den Expe-
rimenten an der Meerrettichperoxidase findet man ein Potenzgesetz in t,.
Fiir den Exponenten ergibt sich diesmal g = 0.10 £ 0.01.

Mit dieser Alterungsabhingigkeit kann man jetzt (genau wie in den vorigen Ka-
piteln) die Daten aus Abb.6.2 skalieren; die daraus resultierenden Masterplots
sind in Abb.6.5 dargestellt; man erkennt wieder groke Ahnlichkeiten mit den
Ergebnissen der Meerrettichperoxidase-Experimente:

> Alle Datensétze einer Probe fallen in einer doppelt-logarithmischen Dar-
stellung auf einen gemeinsamen Ast, der sich jeweils ausgezeichnet durch
ein Potenzgesetz in der Wartezeit beschreiben lifst (durchgezogene Linien).

> Der Exponent dieses Potenzgesetzes ist in protonierter und deuterierter
Probe identisch; man findet (wie oben bereits erwéhnt): a/2 = 0.24 £ 0.02.

> Die Deuterierung der Probe hat lediglich einen Einfluft auf den Achsen-
abschnitt in einer doppelt-logarithmischen Darstellung; der Masterplot der
protonierten Messung ist gegeniiber der deuterierten nach oben verscho-
ben — die spektrale Diffusion in der protonierten Probe verlduft also schnel-
ler.

Auch die (quasi)homogenen Linienbreiten bei 4.2 K wurden (fiir unterschiedliche
Brennintensitéiten des Lasers) gemessen, die Ergebnisse finden sich in Abb. 6.6.
Es ergibt sich vpom = 1.3 GHz fiir die protonierte sowie v,,,m =~ 1.0 GHz fiir die
deuterierte Probe. Identische Werte bei unterschiedlichen Laserleistungen wéih-
rend des Brennens der spektralen Locher (volle bzw. offene Symbole in Abb. 6.6)
zeigen, dak keine signifikante Leistungsverbreiterung in den Messungen enthalten
ist. Die (quasi)homogenen Linienbreiten stehen in einem &hnlichen Verhéltnis zu-
einander wie die spektrale Diffusion zu einer bestimmten Wartezeit (s. Abb.6.5);
dies legt wieder die Idee nahe, dafs die (quasi)homogene Linienbreite im Wesentli-
chen durch spektrale Diffusion bestimmt ist. (In Kap. 5.1 wurde bereits erldutert,
dak dies ein Anhaltspunkt fiir die Giiltigkeit des Diffusionsmodells ist.)

Als letztes Ergebnis der Messungen an Myoglobin soll schliefslich noch das Ver-
halten der Fldchen der spektralen Locher als Funktion der Wartezeit betrachtet
werden (Abb. 6.7). Alle Lochflédchen sind hierbei auf ihren Wert unmittelbar nach
dem Lochbrennen normiert worden. Es lassen sich mehrere wichtige Beobachtun-
gen machen:

> In beiden Proben zeigt die Abnahme der Lochflidche einen deutlich nichtez-
ponentiellen Verlauf, im Falle der protonierten Probe ergibt sich vielmehr
in recht guter Naherung eine logarithmische Abhéngigkeit von der Warte-
zeit. Bei der deuterierten Probe geht die Zeitabhingigkeit dagen erst nach
einer gewissen Zeit in dieses logarithmische Verhalten iiber.
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Abbildung 6.5: Mefidaten aus Abb. 6.2 nach einer Skalierung mit der Alterungszeit
(» Masterplots<). Die Ergebnisse lassen sich gut durch ein Potenzgesetz in der Wartezeit
fitten, der Exponent /2 = 0.24 wird durch die Deuterierung nicht beeinflufst.

> Die Lochflichen nehmen in der protonierten Probe deutlich schneller ab als
in der deuterierten; ein Riickgang der Lochfliche auf ca. 70 %, der sich fiir
erstere nach etwa 1000 min zeigt, stellt sich in letzterer beispielsweise erst
nach einer Wartezeit von ungefihr 7000 min ein.

> In der protonierten Probe ist eine kleine, aber signifikante Abhéingigkeit
der Lochauffiillung von der Alterungszeit zu beobachten. Dies ist deutlich
im Einschub in Abb. 6.7 zu erkennen, der das Verhalten des spektralen Lo-
ches mit der kiirzesten (= 1h) bzw. lingsten Alterungszeit (=~ 170h) wie-
dergibt. Offensichtlich wird die Abnahme der Lochfliche mit zunehmender
Alterungszeit langsamer.

Aus den gerade aufgefiihrten experimentellen Ergebnissen lassen sich nun eine
Reihe interessanter Schliisse ziehen. Am auffilligsten ist natiirlich die grofe Ahn-
lichkeit der Daten mit den in den vorigen Kapiteln erlauterten Messungen an
Meerrettichperoxidase; die spektrale Diffusion in Myoglobin (unabhéingig von der
Deuterierung des Losungsmittels) zeigt alle Merkmale, die auch dort beobachtet
wurden: Eine Abhéngigkeit von der Wartezeit nach einem Potenzgesetz, zudem
mit einem Exponenten a/2, der fiir beide Proteine praktisch identisch ist; eine Al-
terungsdynamik, die in beiden Proteinen ebenfalls einem Potenzgesetz gehorcht
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(hierbei findet man allerdings unterschiedliche Werte fiir den Exponenten [3);
schliefflich ein analoges Verhalten von spektraler Diffusion und (quasi)homogener
Linienbreite. Offensichtlich fiigen sich also auch die experimentellen Ergebnisse
am Myoglobin ausgezeichnet in das Bild des Diffusionsmodells. Die Beobachtun-
gen sind anscheinend nicht an ein einzelnes Protein gebunden, sondern spiegeln
moglicherweise allgemeine Eigenschaften zumindest der Himproteine wider. Fiir
diese ganze Klasse von Proteinen konnte sich daher das Diffusionsmodell, wie es
in Kap.4.1 eingefiihrt wurde, als geeigneter Weg zur Beschreibung der Konfor-
mationsdynamik bzw. spektralen Dynamik erweisen.

24 Abbildung 6.6: Bestimmung
der  (quasi)homogenen  Li-
nienbreiten fir T = 4.2K.
(Die  wverschiedenen — Symbole
entsprechen  unterschiedlichen
Laserleistungen.)
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Interessant ist auch das unterschiedliche Verhalten der beiden Myoglobin-Proben,
das am deutlichsten in Abb. 6.5 zutage tritt: Durch Deuterierung wird der Master-
plot in der doppelt-logarithmischen Darstellung nach unten verschoben, behilt
aber die gleiche Steigung — «/2, der Exponent des Potenzgesetzes in der War-
tezeit ist also unverdndert. Auch die Abh#ngigkeit von der Alterungzeit ist fiir
beide Proben gleich, 3 ist in beiden Féllen identisch (Abb. 6.4). Analog zur Argu-
mentation in Kap. 5.2 kann man daher schliefsen, daf nur zwei der Parameter des
Diffusionsmodells durch die Deuterierung beeintrichtigt werden kénnen: T', die
Zeitkonstante der Relaxationen oder 7y, die Korrelationszeit der Fluktuationen.
Wie erwihnt schlagen Anderungen in 7' aber aufgrund des sehr kleinen Exponen-
ten 3, mit dem T in alle relevanten Formeln (z.B. Gl. 5.1) eingeht, kaum zu Buche.
Es ist deshalb plausibel, daf die aus der Deuterierung des Losungsmittels resul-
tierenden Beobachtungen ausschlieflich auf eine Anderung der Korrelationszeit
fur die Fluktuationen 1y zuriickgehen; eine Auswertung der Daten ergibt etwa
eine Vervierfachung von 1y als Folge der Deuterierung. Die Folge der lidngeren
Korrelationszeit ist die geringere spektrale Diffusion, die in der deuterierten Pro-
be beobachtet wird.

Eine Aussage zu treffen, welche mikroskopischen Vorgénge fiir diese Anderung in
7o verantwortlich sind, ist natiirlich bis zu einem gewissen Grad Spekulation. Da
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die deuterierte Myoglobin-Probe vor dem Einfrieren aber einige Tage bei Raum-
temperatur aufbewahrt wurde, kann man von einem weitgehenden Austausch der
proteininternen Protonen gegen die Deuteronen des Losungsmittels ausgehen.
Der interessanteste Effekt eines solchen Austausches (bei tiefen Temperaturen)
besteht in der Verringerung der Raten, mit denen Tunneliiberginge von Wasser-
stoffatomen stattfinden; der Grund hierfiir sind die hoheren Tunnelmassen der
Deuteronen. Auch die im Experiment beobachtete Verlangsamung der spektralen
Diffusion konnte ihre Ursache letztlich darin haben. Einen wichtigen Beitrag zur
Stabilitit eines Proteins liefern ja die Wasserstoffbriicken innerhalb des Molekiils;
dynamische Prozesse erforden es wahrscheinlich, solche Wasserstoftbriicken kurz-
zeitig zu 16sen und (evtl. an einer etwas anderen Stelle) wieder zu schliefsen. Bei
tiefen Temperaturen sind an einem solchen Vorgang sicherlich Tunneliiberginge
von Protonen beteiligt. Die Deuterierung kann daher — aufgrund der kleineren
Tunnelraten — fiir eine Verlangsamung in der Dynamik des gesamten Proteins
verantwortlich sein. Durch die schon angesprochene Wechselwirkung zwischen
der (im Experiment ja direkt untersuchten) Nahumgebung des Chromophors und
dem restlichen Protein resultiert daraus dann auch eine Verlangsamung der spek-
tralen Diffusion.

Klarere Schlufsfolgerungen lassen hingegen die Ergebnisse in Abb. 6.7 zu. Die dort
aufgetragenen Fliachen der spektralen Locher sind ein Mafs dafiir, wieviele Mo-
lekiile sich zu einem bestimmten Zeitpunkt in dem (durch das Lochbrennen be-
volkerten) Photoproduktzustand befinden. Ein Abnahme der Lochfliche im Lauf
der Zeit spiegelt also die Riickkehr der Proteinchromophore aus dem Photopro-
duktzustand wider. Der zeitliche Verlauf dieser Riickreaktion wird stark durch die
Deuterierung beeintrichtigt, die Riickreaktion verlduft in der protonierten Probe
deutlich schneller. Dies ist ein klarer Hinweis darauf, daf die Photoreaktion einen
lichtinduzierten Protonentransfer beinhaltet. Ein mogliches Reaktionsschema ist
in Kap.2.2.2 bereits vorgestellt worden. Die Riickreaktion des am Transfer be-
teiligten Protons geschieht wahrscheinlich durch einen Tunnelprozefs und reagiert
deshalb sehr sensitiv auf Deuterierung.

Interessant ist auch die (annihernd) logarithmische Zeitabhéngigkeit der Loch-
auffiillung, die in Abb.6.7 zu beobachten ist. Diese lafst sich interpretieren als
Folge einer breiten Verteilung von Reaktionsraten in verschiedenen Proteinen;
das nichtexponentielle Verhalten ist in dieser Sichtweise also keine Eigenschaft ei-
nes Einzelmolekiils, sondern ein Ensembleeffekt. Unterschiedliche Reaktionsraten
resultieren aus verschieden hohen Tunnelbarrieren in den einzelnen Molekiilen;
diese wiederum sind eine Folge der fiir Proteine typischen Unordnungseigenschaf-
ten: Beim Lochbrennen werden Molekiile in unterschiedlichen strukturellen Un-
terzustinden (CS) ausgewihlt, die lediglich die gleiche Absorptionsfrequenz des
Chromophors aufweisen. Die (kleinen) strukturellen Unterschiede in den einzel-
nen Proteinen fithren dann zu den unterschiedlichen Energiebarrieren. Eine vollig
analoge Beobachtung wurde in den CO-Riickbindungs-Experimenten an Myoglo-
bin gemacht, die bereits mehrfach angesprochen wurden. Auch dort stellte man
aufgrund einer breiten Verteilung von Barrierenhohen einen stark nichtexponen-
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Abbildung 6.7: Abnahme der Lochfliche A als Funktion der Wartezeit. Die verschie-
denen Symbole entsprechen unterschiedlichen Alterungszeiten. Der Einschub zeigt das
Verhalten der spektralen Lécher mit der kiirzesten (volle Symbole) bzw. langsten Alte-
rungszeit (offene Symbole) in der protonierten Probe.

tiellen Verlauf der Riickbindungsreaktion fest.

Einen logarithmischen Verlauf einer Reaktion erhilt man immer, wenn die expe-
rimentellen Zeitskalen ¢ im Zeitfenster der auftretenden Tunnelraten liegen (Fried-
rich und Haarer, 1986):

<t <
Rmam Rmm

(Rmaz und R, bezeichnen die schnellste bzw. langsamste Reaktionsrate, die in
der Verteilung vorkommt.) Im Falle der protonierten Myoglobinprobe ist dieses
Zeitfenster offensichtlich schon nach einer Zeit erreicht, die kiirzer ist als alle im
Experiment interessanten Zeitskalen; man beobachtet deshalb von Anfang an lo-
garithmisches Verhalten. Bei der deuterierten Probe ist R,,,, dagegen kleiner,
das Zeitfenster aus Gl.6.1 wird deshalb erst nach einer (nichtlogarithmischen)
Anfangsphase erreicht.

In den CO-Riickbindungsexperimenten wurde neben einem nichtexponentiellen

(6.1)
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Verhalten der Reaktion auch eine Anderung der Barrierenh6hen mit der Zeit be-
obachtet; Grund dafiir waren die in Proteinen stattfindenden Relaxationsprozesse.
Diese sind, wie in den vorigen Kapiteln geschildert, auch fiir die in der spektra-
len Diffusion beobachteten Alterungsphéinomene verantwortlich. Die Riickreakti-
on des lichtinduzierten Protonentransfers in obigen Experimenten wird ebenfalls
von diesen Relaxationen beeinflufst, man beobachtet im Fall der protonierten
Probe eine kleine, aber signifikante Abhéngigkeit der Lochauffiillung von der Al-
terungszeit (siche Einschub in Abb.6.7). Dies ist durch die Relaxationsprozesse
im Protein leicht zu verstehen: Durch die Anndherung des Proteins an seine op-
timale Struktur wachsen die Barrierenhohen, die Tunnelprozesse und somit die
Lochauffiillung werden langsamer. Dafs ein solches Verhalten in der deuterierten
Probe nicht beobachtet werden kann, liegt vermutlich daran, daf dort die Rela-
xationsprozesse zu langsam verlaufen. (Dies wiirde in anderen Worten bedeuten,
dak die Zeitkonstante T" der Relaxationsprozesse in der deuterierten Probe grofer
ist als in der protonierten. Wegen des kleinen Exponenten 3, mit dem 7T in al-
len relevanten Gesetzen auftritt, ist dies in den Diffusionexperimenten aber nicht
feststellbar.)

6.2 Meerrettichperoxidase in deuterierter Losung

Abbildung 6.8: Langwellige Absorpti-

» deuteriert onsbande von HRP in deuterierter und
— protoniert protonierter Trehalose-Losung. Tempera-
tur: 4.2K.
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Der Einflufs eines deuterierten Losungsmittels auf die Proteindynamik wurde auch
am Beispiel der Merrettichperoxidase (>HRP<) untersucht. Hierbei fand wieder
eine Probe Verwendung, in der das Protein in einem Trehalose/Wasser/Glycerin-
Gemisch gelost war; allerdings enthielt die Mischung diesmal deuteriertes Wasser,
im Gegensatz zu den in Kap.5.1 vorgestellten Messungen in einer identischen
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protonierten Losung. (Details zur Zubereitung der Probe finden sich wieder in
Kap.2.2.2.)
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Abbildung 6.9: Spektrale Diffusion in HRP in einer deuterierten Trehalose-Losung fiir
verschiedene Alterungszeiten. Die Datensdtze lassen sich wieder gut durch ein Potenz-
gesetz in der Wartezeit anpassen (durchgezogene Linie).

Die Durchfiihrung dieses Experiments wie auch seine Ergebnisse befinden sich
in volliger Ubereinstimmung mit den gerade besprochenen Myoglobinmessungen,
so daf auf die experimentellen Beobachtungen nur in aller Kiirze eingegangen
werden soll:

> Auch in diesem Experiment hat die Deuterierung keinerlei Einfluf auf die
Breite der inhomogenen Linie (siehe Abb.6.8). Die Breite der Absorptions-
bande 1dft sich wieder ausgezeichnet durch eine Gaufkurve mit der Breite
60cm™! (FWHM) fitten.

> Die spektrale Diffusion gehorcht wieder einem Potenzgesetz in der Wartezeit
(durchgezogene Linie in Abb. 6.9). Der Exponent «/2 betriigt auch diesmal
0.25 £ 0.02, genau wie bei allen anderen Experimenten an HRP in dieser
Arbeit.
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> Fiir lingere Alterungszeiten zeigt die spektrale Diffusion auch in der deu-

terierten Probe ein (beinahe) stationéres Verhalten.

Fiir die Alterungsdynamik findet man wieder ein Potenzgesetz in ¢, (siehe
Abb. 6.10). Der Exponent  ~ 0.07 ist derselbe, der bereits in den Experi-
menten an HRP in protonierten Lésungsmitteln gefunden wurde.

Auch fiir die Daten der deuterierten Probe ist es wieder moglich, einen Ma-
sterplot (durch Skalierung der Ergebnisse mit ihrer Abhéngigkeit von der
Alterungszeit) zu erhalten (sieche Abb.6.11). Der Masterplot der deuterier-
ten Probe ist im Vergleich zu dem der entsprechenden protonierten Probe
nach unten versetzt, fallt aber praktisch zusammen mit dem, der fiir HRP
in einer protonierten, Trehalose-freien Losung gefunden wurde. Wieder hat
die Deuterierung also nur Auswirkungen auf den Achsenabschnitt in einer
doppelt-logarithmischen Darstellung, jedoch nicht auf die Steigung.

Die (quasi)homogenen Linienbreiten in der deuterierten bzw. protonier-
ten Probe zeigen wieder ein analoges Verhalten wie die Masterplots (siehe
Abb. 6.12), die Deuterierung fiihrt wieder zu einer Verminderung der homo-
genen Linienbreite. Wie schon in den vorigen Kapiteln wird das als Beleg
dafiir gedeutet, dak die homogene Linienbreite im Wesentlichen durch spek-
trale Diffusion dominiert ist. Auch in diesem Experiment wurden die Lini-
enbreitenmessungen mit unterschiedlichen Laserintensititen durchgefiihrt,
um eine eventuelle Leistungsverbreiterung auszuschliefsen.

Die Ergebnisse des Experimentes an HRP in einer deuterierten Losung lassen
sich also ebenfalls erfreulich gut im Rahmen des Diffusionsmodells deuten; man
beobachtet ein Verhalten, das sich in volliger Ubereinstimmung mit allen anderen
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Abbildung 6.11: Masterplots fiir HRP in deuterierter und protonierter Trehalose-
Lésung sowie in protonierter Trehalose-freier Losung. Alle drei Datensdtze gehorchen
dem gleichen Potenzgesetz in der Wartezeit mit einem Exponenten a/2 = 0.25.

Messungen an Proteinen in dieser Arbeit befindet. Auffilligstes Ergebnis ist na-
tiirlich wiederum das Potenzgesetz in der Wartezeit, dem die spektrale Diffusion
gehorcht. Wie in den vorigen Kapiteln kann dieses als Folge der anomalen Dif-
fusion im Konformationsraum der Proteine gedeutet werden. Weiterhin léfst sich
auch das beobachtete Alterungsverhalten wieder auf den Einflul der Proteinrela-
xation zuriickfithren. Die Auswirkungen der Deuterierung auf die Parameter des
Diffusionsmodells bestehen — genau wie im Fall des Myoglobins — ausschliefslich in
einer Zunahme der Korrelationszeit 1y, die den Fluktuationsanteil an der Prote-
indynamik beschreibt, da ja die beiden Exponenten «/2 und § der Potenzgesetze
unverindert bleiben.?

Interessant ist die Beobachtung, daf die spektrale Diffusion in der deuterierten
Trehalose-Probe praktisch iibereinstimmt mit der, die fiir HRP in einem pro-
tonierten, aber Trehalose-freien Glas gefunden wurde: In beiden Losungen fin-
det man vergleichbare Korrelationszeiten 7, fiir die Frequenz- bzw. Konforma-

2Wie im vorigen Kapitel schon erwithnt, kann ein Einfluf der Deuterierung auf die Zeit-
konstante der Proteinrelaxation 7' nicht ausgeschlossen werden; allerdings resultiert daraus
aufgrund des kleinen Exponten (3 kein signifikanter Unterschied in den Messungen.
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tionsfluktuationen. Wie ist das zu erkliren? Man erwartet natiirlich fiir Meer-
rettichperoxidase dhnliche Auswirkungen der Deuterierung wie sie auch in den
oben geschilderten Experimenten an Myoglobin beobachtet wurden, namlich eine
deutliche Verlangsamung der spektralen Diffusion. In den Myoglobinexperimenten
wurde fiir diese Phéinomen eine geringere Beweglichkeit der Wasserstoffbriicken
innerhalb des Proteins verantwortlich gemacht, die wiederum aus den geringeren
Tunnelraten der (deuterierten) Wasserstoffe resultierte. Eine Verlangsamung der
spektralen Diffusion wird nun auch in HRP beobachtet — 7y ist ja in der deuterier-
ten Probe deutlich langer als in der entsprechenden protonierten. Soweit befinden
sich die Ergebnisse also in Ubereinstimmung mit den Myoglobin-Experimenten.

Abbildung 6.12: Bestimmung
der (quasi)homogenen Linien-
breite von HRP 1in protonier-
ter und deuterierter Trehalose-
Losung. Temperatur 4.2 K.
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A / willk. Einh.

Es darf allerdings hierbei nicht unberiicksichtigt bleiben, daf die deuterierte HRP-
Probe sich in einer Trehalose-Umgebung befindet. Als mogliche Wirkung der Tre-
halose wurde in Kap. 5.2 ja die Konservierung von internen Wassern in den (ein-
gefrorenen) Proteinen vorgeschlagen. Diese internen Wasser verhindern laut (Sa-
stry und Agmon, 1997) die Ausbildung von direkten Wasserstoffbriicken zwischen
Proteingruppen, die zu einer Versteifung des Molekiils fithren wiirden. Die Folge
ist eine hohere interne Beweglichkeit des Proteins, wenn es in einer Trehalose-
Losung eingefroren wird, und somit eine Zunahme der spektralen Diffusion. Der
Trehalose-Effekt wirkt also den Folgen der Deuterierung gerade entgegen. Dies
15t sich auch in den experimentellen Resultaten an HRP erkennen: Trotz Deute-
rierung verlduft die spektrale Diffusion in der deuterierten Probe nicht langsamer
als die in einer protonierten, aber Trehalose-freien Umgebung. Trehalose-Effekt
und Deuterierung scheinen hier also gerade von der gleichen Grofenordnung zu
sein, ihre Auswirkungen heben sich praktisch gegenseitig auf.

Die experimentellen Befunde an HRP in einer deuterierten Losung stehen damit
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in guter Ubereinstimmung mit den Resultaten und Interpretationen der vorigen
Kapitel. Im Rahmen des Diffusionsmodells ist es also moglich, alle Ergebnisse
dieser Arbeit in einem einheitlichen Bild zu deuten. Dariiber hinaus sind physi-
kalisch sinnvolle Mechanismen vorstellbar, die (auf mikroskopischer Ebene) fiir
die Besonderheiten der verschiedenen Messungen verantwortlich gemacht werden
konnen.



Kapitel 7

Zusammenfassung

Dynamische Vorgénge in Proteinen erfolgen bei tiefen Temperaturen auf winzigen
Lingenskalen und iiberaus langsam, die Zeit, die zum Erreichen eines Gleichge-
wichtszustandes benotigt wird, {ibersteigt die Dauer jedes Experiments um Gro-
fsenordnungen — Tieftemperatur-Proteinen sind also nichtergodische Systeme. Alle
dynamischen Vorgénge setzen sich deshalb aus zwei Anteilen zusammen: Den Re-
laxationsprozessen, in denen die Proteine ihrem Gleichgewicht entgegenstreben,
und den Fluktuationen, die man sich als Uberginge zwischen unterschiedlichen
Gleichgewichtskonfigurationen vorstellen kann. Diese beiden dynamischen Anteile
lassen sich — mit Hilfe des spektralen Lochbrennens — in kombinierten Alterungs-
bzw. Wartezeitexperimenten unterscheiden: Wahrend die Verbreiterung eines ein-
zelnen spektralen Loches (als Funktion der Wartezeit) sowohl durch Relaxationen
als auch durch Fluktuationen bestimmt wird, resultieren die Unterschiede im Ver-
halten spektraler Locher, die zu verschiedenen Alterungszeiten gebrannt wurden,
ausschlieflich aus den Relaxationsprozessen. Experimente zur spektralen Diffusi-
on erlauben es deshalb, Aussagen iiber die Zeitabhingigkeit beider dynamischer
Vorginge zu machen. Um daraus Informationen iiber die strukturellen Vorgénge
im Protein zu erhalten, ist allerdings eine Modellvorstellung nétig, die Annahmen
macht iiber die Natur der strukturellen Anderungen im Protein sowie iiber die
Wechselwirkungen zwischen Chromophor und Restprotein.

Der iibliche Ansatz zur Erklarung von dynamischen Tieftemperaturprozessen war
bisher das aus der Theorie der Glaser stammende Standard-Tunnel-Modell. Dieses
schreibt alle Relaxations- bzw. Fluktuationsprozesse Tunneliibergéngen lokalisier-
ter Zwei-Niveau-Systeme zu. Diese Uberginge entsprechen kleinen Ortsinderun-
gen einzelner Atome- oder Atomgruppen, die Kopplung eines Tunnelsystems an
einen Chromophor bewirkt eine Anderung in dessen Absorptionsfrequenz. Jedes
Tunnelsystem ist durch eine typische Zeitkonstante gekennzeichnet, die Zeitkon-
stanten verschiedener Tunnelsysteme sind iiber einen riesigen Bereich verteilt.
Spektrales Lochbrennen ist nun ein typisches Ensembleexperiment, die Lochver-
breiterung spiegelt also die Frequenzschwankungen einer grofen Zahl von Chro-
mophoren wider. Jeder Chromophor hat andere Tunnelsysteme in seiner Nach-
barschaft und erfihrt deshalb andere Frequenzschwankungen. Spektrale Diffusi-

88
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on ist in diesem Modell daher ein heterogener Prozef. Nimmt man an, daf alle
Tunnelsysteme zur Zeit des Lochbrennens im thermischen Gleichgewicht waren,
so sagt das Tunnelmodell eine logarithmische Zeitabhéngigkeit der Lochverbreite-
rung vorher. Nichtgleichgewichtsprozesse kénnen in das Modell in einfacher Weise
implementiert werden, indem man fiir die Tunnelsysteme geeignete Besetzungs-
verteilungen annimmt. Daraus resultierend ergibt sich in der spektralen Diffusion
ein zusédtzlicher Nichtgleichgewichtsanteil, der durch die Relaxation der Tunnel-
systeme in Richtung auf ihre Gleichgewichtsverteilung verursacht wird; auch fiir
diesen Nichtgleichgewichtsanteil findet man eine logarithmische Zeitabhéngigkeit.
Die spektrale Diffusion sollte deshalb als Summe zweier logarithmischer Aste ge-
geben sein.

Das Standard-Tunnel-Modell ist oft erfolgreich fiir die Beschreibung der spek-
tralen Diffusion in Gliasern verwendet worden. Auch ein in dieser Arbeit durch-
gefithrtes Experiment an einem deuterierten Wasser-Glycerin-Glas, in geringer
Konzentration versetzt mit dem Farbstoff Resorufin, liefs sich ausgezeichnet durch
das Tunnelmodell erkliren, vorausgesetzt, der Nichtgleichgewichtsanteil der spek-
tralen Diffusion wurde in der oben beschriebenen Weise beriicksichtigt. Interes-
santerweise zeigte ein vollig analoges Experiment an einem protonierten Wasser-
Glycerin-Glas relativ schlechte Ubereinstimmung mit der Theorie.

Es ist klar, dal das Tunnel-Modell eine Tieftemperaturnidherung darstellt, die
oberhalb einer gewissen kritischen Temperatur nicht mehr verniinftig ist — die
Dynamik erfolgt dann nicht mehr ausschlieflich in lokalisierten Zwei-Niveau-
Systemen, sondern es werden auch kompliziertere » Multi-Level-Uberginge< mog-
lich. Aus den beiden Diffusionsexperimenten ist abzulesen, daf diese kritische
Temperatur in einem protonierten Glas offensichtlich tiefer liegt als in einem
deuterierten. Dies ist aber durchaus nachvollziehbar: Die Zeitkonstanten der pro-
tonierten Tunnelsysteme sind (aufgrund der geringeren Tunnelmassen) kleiner,
es gibt also mehr Tunnelsysteme, in denen es wiahrend der Dauer eines Experi-
ments zu Ubergingen kommt, oder anders gesagt: die Dichte der experimentell
relevanten Tunnelsysteme ist im protonierten Glas hoher als im deuterierten. Da-
mit steigt aber auch die Wahrscheinlichkeit einer gegenseitigen Wechselwirkung,
die z.B. zu einer kurzzeitigen Verformung im Potential eines einzelnen Tunnel-
systems fithren kann und deshalb gelegentlich auch »Multi-Level-Uberginge< er-
moglicht. Die Folge ist eine Zeitabhingigkeit der spektralen Diffusion, die sich
nicht mehr durch das Standard-Tunnel-Modell beschreiben lafst. Die Temperatur
fiir den Ubergang zur »Multi-Level-Dynamik¢ scheint im deuterierten Glas dage-
gen oberhalb der Temperatur des Experimentes zu liegen; die Ergebnisse dieser
Messung konnen daher noch einwandfrei im Rahmen des Tunnel-Modells inter-
pertiert werden. Zusammenfassend 1aft sich also feststellen, daf durch die beiden
Experimente Grenzen fiir die Anwendbarkeit des Tunnel-Modells abgesteckt wer-
den konnten.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit war allerdings die Untersuchung der spektralen
Diffusion in Himproteinen; diese wurde an verschiedenen Protein/Lésungsmittel-
Systemen sowie an protonierten und deuterierten Proben vermessen. Ein wesent-
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liches Ergebnis, das sich in all diesen Fxperimenten ergab, war die Tatsache, daf
die spektrale Diffusion in Proteinen — abgesehen von einem kleinen Alterungsef-
fekt — immer einem Potenzgesetz in der Wartezeit gehorcht. Auch der Exponent
dieses Potenzgesetzes war im Rahmen der Mefkgenauigkeit bei allen untersuchten
Systemen praktisch identisch: «/2 ~ 0.25.

Es ist offensichtlich, daf ein solches Verhalten durch das Tunnelmodell (das ja eine
logarithmische Zeitabhéngigkeit der spektralen Diffusion fordert) nicht zu erkla-
ren ist. Es war deshalb notig, einen anderen Ansatz, das sog. Diffusionsmodell zu
entwickeln, um die Meftdaten konsistent interpretieren zu koénnen. Dieses Modell
macht diffusionsartige Prozesse derjenigen Aminosidure-Residuen eines Proteins,
die sich in der Nachbarschaft des Chromophors befinden (>Light Space«), verant-
wortlich fiir die gemessenen Lochverbreiterungen. Die Bewegung dieser Residuen
ist aber gekoppelt an die Vorgénge im restlichen Protein (»Dark Space<). Den
Bewegungen im Light Space werden dadurch Hemmungen auferlegt, die zu Ab-
weichungen von einem snormalen< Diffusionsverhalten (wie beispielsweise dem
eines Brownschen Teilchens) fiihren.

Von Berlin und Burin wurde gezeigt (Berlin, 1996; Berlin und Burin, 1997), daf
sich ein solcher Sachverhalt theoretisch durch ein hierarchisches Modell der im
Protein stattfindenden dynamischen Prozesse beschreiben lafst. Man findet dabei,
daf die Korrelationsfunktion einer solcherart gehemmten Diffusion die Form ei-
ner gestreckten Fxponentialfunktion hat. Ist die zugehorige Korrelationszeit lang
gegen die experimentellen Zeitskalen (was bei Tieftemperaturexperimenten in
Proteinen immer der Fall ist), so lift sich diese Exponentialfunktion in erster
Ordnung entwickeln; es ergibt sich dann schlieflich ein Potenzgesetz (mit einem
Exponenten ungleich 1/2) fiir die Zeitabhingigkeit des Diffusionsprozesses. Man
spricht in diesem Fall von anomaler Diffusion im Konformationsraum der Prote-
ine. Die Kopplung zwischen den diffundierenden Aminoséure-Residuen und dem
Chromophor fiihrt dazu, dafs auch die spektrale Diffusion dem gleichen Potenz-
gesetz folgt — die experimentellen Daten kénnen durch das Modell also erklart
werden. Im Unterschied zum Standard-Tunnel-Modell ist im Diffusionsbild die
spektrale Diffusion somit ein homogener ProzefS, das nichtexponentielle Verhal-
ten ist eine generische Eigenschaft jedes einzelnen Proteins, nicht nur Resultat
eines Ensemblemittels.

Die (schwachen) Alterungsphénomene, die in den Messungen an allen Proteinen
gefunden wurden, lassen sich ebenfalls durch das Wechselspiel von Light Space
und Dark Space — also Nahumgebung des Chromophors und Restprotein — er-
kldren. In beiden Rdumen treten wie erwihnt Relaxationsprozesse in Richtung
auf eine Gleichgewichtskonfiguration auf, d.h. die Struktur eines Proteins wird im
Lauf der Zeit immer >kompakter<. Dadurch wird beispielsweise eine Bewegung
im Dark Space immer schwieriger, die Hemmungen fiir die Diffusion im Light
Space werden deshalb seltener gelockert, die spektrale Diffusion verlangsamt sich
also. Auch fiir die Alterungsdynamik der Proteine findet man im Experiment eine

! Anders ausgedriickt findet die Diffusion also in einer zeitabhfingigen Energielandschaft statt.
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Zeitabhingigkeit geméls eines Potenzgesetzes.

Ein grofer Vorteil des Diffusionsmodelles ist es nun, daf seine Parameter di-
rekt mit den Ergebnissen anderer experimenteller Ansitze (wie z.B. Rontgen-
beugungsexperimenten) verglichen werden konnen. Eine Beschreibung nach dem
Tunnel-Modell — sofern dieses geeignet modifiziert werden kénnnte, um auch das
nichtlogarithmische Verhalten der spektralen Diffusion in Proteinen zu erfassen —
1akt das dagegen kaum zu; der Grund hierfiir ist die noch immer weitgehend
ungeklarte Natur der Tunnelsysteme. Das Diffusionsmodell erlaubt es, die Ver-
breiterung eines spektralen Loches direkt mit den quadratischen Abweichungen
(x?) der Aminosdure-Residuen von ihrer mittleren Position in Verbindung zu
bringen. Diese konnen aber auch in einem Rontgenexperiment vermessen werden.
Ein Vergleich der Werte ermoglicht deshalb z.B. die Bestimmung einer Proportio-
nalitdtskonstanten fp, die den Zusammenhang zwischen der Verbreiterung eines
spektralen Loches und der mittleren Verschiebung (z?) der Residuen in der Chro-
mophornachbarschaft charakterisiert. Der so ermittelte Wert fiir fp befindet sich
in volliger Ubereinstimmung mit entsprechenden Resultaten, die man z.B. aus
Druckexperimenten ableiten kann — ein starker Beleg fiir die Giiltigkeit des Dif-
fusionsmodells.

Mit Kenntnis der Proportionalitdtskonstanten fp ist man auch in der Lage, die
typischen Langenskalen abzuschéitzen, auf denen die Diffusionsprozesse der Prote-
ine bei Temperaturen im Kelvinbereich ablaufen — das Diffusionsmodell gestattet
es also, wirkliche Strukturinformationen aus den optischen Messungen abzulei-
ten. Trotz der sehr kleinen Werte, die man fiir die Bewegungen der Aminosaure-
Residuen findet — eine typische GroRenordnung ist 10~* A pro Residuum — lassen
sich diese Vorginge dennoch nachweisen; dies ist natiirlich nur aufgrund der ho-
hen Empfindlichkeit des spektralen Lochbrennens mdoglich.

Interessant sind schlieflich auch die typischen Korrelationszeiten der Fluktuatio-
nen eines Tieftemperaturproteins; auch diese ergeben sich unmittelbar aus den
experimentellen Daten. Man findet dabei riesige Zeitkonstanten, ein zweifelsfrei-
er Beleg fiir die nichtergodische Natur dieser Molekiile: Ein Protein kann (bei
Temperaturen im Kelvinbereich) niemals seinen ganzen Konformationsraum in
yverniinftigen< Zeiten absuchen.

Die Giiltigkeit des Diffusionsmodelles konnte nun an vielen unterschiedlichen Sy-
stemen verifiziert werden: Zunéchst wurden Experimente an Meerrettichperozida-
se? in verschiedenen Glasumgebungen (Wasser-Glycerin bzw. Trehalose-Wasser-
Glycerin mit unterschiedlicher Trehalose-Konzentration) durchgefiihrt. In all die-
sen Experimenten wurde immer das gleiche Verhalten der spektralen Diffusion
gefunden — die Lochverbreiterung gehorchte stets einem Potenzgesetz. Die unter-
schiedlichen Umgebungen hatten keinerlei Einfluf auf dessen Exponenten, ledig-
lich die Korrelationszeiten der verschiedenen Systeme unterschieden sich. Durch
die Trehalose-Experimente konnte auch ein zweifelsfreier Beleg dafiir erbracht
werden, dafl Lochbrennexperimente an Hamproteinen wirklich nur das Verhalten

2Chromophor: Freie-Base-Mesoporphyrin IX
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der Proteine und nicht das der Proteinumgebung testen. Eine andere interessan-
te Beobachtung dieser Experimente — die Zunahme der spektralen Diffusion in
einer Trehalose-Umgebung im Vergleich zu einem Trehalose-freien Glas — befand
sich in Ubereinstimmung mit Schlukfolgerungen, die Sastry und Agmon aus CO-
Riickbindungsexperimenten an Myoglobin gezogen haben (Sastry und Agmon,
1997): Die Wirkung der Trehalose besteht vor allem darin, interne Wassermole-
kiile am Verlassen der Proteine zu hindern. Diese Wassermolekiile besetzen dann
Plitze, an denen sonst proteininterne Wasserstoffbriicken ausgebildet wiirden,
und fithren so zu einer héheren inneren Beweglichkeit des Proteins und dadurch
auch zu stirkerer spektraler Diffusion.

Auch Messungen an Myoglobin® standen vollig im Einklang mit dem Diffusions-
modell; wiederum folgte die spektrale Diffusion einem Potenzgesetz in der Zeit;
dessen Exponent war im Rahmen der experimentellen Genauigkeit identisch mit
dem, der bereits in den Experimenten an der Meerrettichperoxidase gefunden wor-
den war. Ein Vergleich mit dlteren Mefidaten an Protoporphyrin-IX-Myoglobin
zeigte zudem, dafs das beobachtete Verhalten der spektralen Diffusion keine Ei-
genschaft eines speziellen Chromophors ist, sondern allgemeinere Eigenschaften
der untersuchten Proteine widerspiegelt.

In den Myoglobin-Experimenten wurde auch die Auswirkung einer weitgehenden
Deuterierung der Probe auf die spektrale Diffusion untersucht. Wieder beobach-
tete man keinerlei Anderungen am prinzipiellen Verhalten — die Lochverbreite-
rung gehorchte weiter dem gleichen Potenzgesetz in der Zeit; allerdings hatte die
Deuterierung eine Verlangerung der Korrelationszeiten zur Folge. Eine mdogliche
mikroskopische Erklarung fiir diesen Sachverhalt konnte eine veranderte Dynamik
der proteininternen Wasserstoffbriicken (verursacht durch verringerte Tunnelra-
ten von Wasserstoffen nach der Deuterierung) sein. Vergleichbare Auswirkungen
einer Deuterierung wurden schlieklich auch in einem Experiment an Meerrettich-
peroxidase gefunden.

Ein anderer Aspekt der Deuterierungsexperimente am Myoglobin bestand darin,
den Mechanismus aufzuklaren, der das Lochbrennen am verwendeten Chromo-
phor (Zink-Phaeophorbid a) ermdglichte. Ein Weg, diese Frage zu untersuchen,
bestand in der Vermessung der Zeitabhéingigkeit, die sich fiir die Fldchen der
spektralen Locher ergab: Die Flédche eines Loches ist proportional zur Zahl der
Chromophore, an denen wihrend des Lochbrennes eine Photoreaktion ausgelost
wurde. Nimmt die Lochfliche im Lauf der Zeit ab, so ldft sich daran direkt
das Zeitverhalten der Riickreaktion ablesen. Diese war in der deuterierten Pro-
be stark verlangsamt — ein klarer Hinweis auf einen Tunnelprozeft eines Protons
bzw. Deuterons. Dieses Ergebnis 1aftt daher den Schlufs zu, daf der entscheidende
Schritt in der Photoreaktion am Zink-Phaeophorbid a mit einem Protonentrans-
fer verbunden ist. Interessanterweise zeigte die Riickreaktion in der protonierten
Myoglobin-Probe auch eine (schwache) Alterungsdynamik; diese kann gut durch
die im Laufe der Zeit stattfindenden Relaxationen des Proteins erkléirt werden,

3Chromophor: Zink-Phaeophorbid a
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die hohere Energiebarrieren fiir die Riickreaktion und damit kleinere Reaktions-
raten zur Folge haben.

Abschliefsend 1a£t sich also feststellen, daf in einer ganzen Reihe von Experimen-
ten an verschiedenen Protein-Systemen {ibereinstimmendes Verhalten gefunden
wurde, das sich im Rahmen des Diffusionsmodells einheitlich deuten lieft. Das Mo-
dell scheint daher den geeigneten Ansatz zur Interpretation von Diffusionsexperi-
menten zumindest an Himproteinen darzustellen. Interessant ist die (vieleicht in
zukiinftigen Messungen zu kliarende) Frage, inwieweit den Aussagen des Modells
universeller Charakter zukommt; speziell der Exponent des Potenzgesetzes in der
Wartezeit hatte ja in allen Experimenten einen praktisch identischen Wert. Eine
weitere interessante Fragestellung fiir zukiinftige Arbeiten ist die Anwendbarkeit
des Modells auf Messungen bei hoheren Temperaturen. Im Gegensatz zu den
Aussagen des TLS-Bildes gibt es ja keinen prinzipiellen Grund, warum das Dif-
fusionsmodell nicht iiber einen weiten Temperaturbereich Giiltigkeit haben sollte.



Anhang A

Nichtstationare Gauls-Prozesse

Die Gaufssche Niaherung eines nichtstationdren stochastischen Prozesses wird in
der Literatur selten behandelt; da sie fiir die Formulierung des Diffusionsbildes in
Kap.4.2.1 aber von groker Bedeutung ist, sollen die nétigen Uberlegungen hier
kurz skizziert werden.

In einen Ensemble von Chromoproteinen mifst man eine breite Verteilung der Ab-
sorptionsfrequenzen. P(v) bezeichnet den Bruchteil der Proteine, die die Absorp-
tionsfrequenz v haben. Ist die Linienbreite eines einzelnen Proteins klein gegen
die Breite der Verteilung P(v), so spricht man von einem inhomogen verbreiter-
ten Spektrum; dessen Profil wird dann gerade durch P(v) beschrieben.

Kommt es im Proteinensemble zu Frequenzfluktuationen, also zu spektraler Dif-
fusion, so kann im Prinzip auch das inhomogene Profil einer zeitlichen Ande-
rung unterworfen sein. Dieses muf im allgemeinsten Fall also geschrieben werden
als P(v,t); mathematisch gesprochen handelt es sich dabei um eine zeitabhéngige
einzeitige Wahrscheinlichkeit.

Ein Lochbrennexperiment wihlt (im Prinzip, siehe Kap.2.1.2) zu einem Zeit-
punkt #g ein Subensemble von Proteinen aus, die in diesem Augenblick alle die
gleiche Absorptionsfrequenz 1y haben. Im Lauf der Zeit driften die Frequenzen
dieser Proteine aber auseinander, analog dazu beobachtet man die Verbreiterung
spektraler Locher. Zu einer spateren Zeit t; wird die so entstandene Frequenzver-
teilung des Subensembles deshalb beschrieben durch die bedingte Wahrscheinlich-
keit P(vy,t1|vo, to), ein Molekiil mit der Absorptionsfrequenz v; zu finden, unter
der Vorraussetzung, dall es zur Zeit ¢y die Frequenz 1 hatte.

Damit kann jetzt auch die zweizeitige Wahrscheinlichkeit P(vq,1t1; v, to) definiert
werden, die angibt, wie wahrscheinlich es ist, zur Zeit t, ein Protein mit der
Absorptionsfrequenz v zu finden und zur Zeit t; eines mit der Frequenz vy:

P (v, t1;v0,t0) = P(v1,t1|vo, to) P10, to) (A1)

Ansatzpunkt fiir die Gauftsche Niherung sind nun die sog. charakteristischen
Funktionen, die als Fouriertransformierte der n-zeitigen Wahrscheinlichkeitsver-

94
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teilungen (n =1,2...) definiert sind:

oo

/ ...dl/ldVO P(...;l/l,tl;l/g,tg)eiizkllksk (A2)

1
¢( .+ 81, t15 So, to) = W
Idee der Gaufsschen Naherung ist es, fiir diese charakteristischen Funktion einen
Né#herungsausdruck zu finden und (durch inverse Fouriertransformation) auf die-
sem Weg auch eine Ndherung fiir die Wahrscheinlichkeiten selbst herzuleiten. Um
dieses Ziel zu erreichen wird zunéchst der Logarithmus von ¢(...) in einer Taylor-

Reihe entwickelt; fiir eine zweizeitige charakteristische Funktion erhilt man dann
z.B. (Gardiner, 1985):

In ¢(81,t1; So,to) = ZZT Z <<y6n0y{n1>> 50 081 ' ) (7", Zml> (A3)

| |
—1 (m) mo-m; .

(Meist zeigt der Logarithmus einer Funktion einen »>glatteren< Verlauf als die
Funktion selbst, es ist also fiir ihn eher moglich, seine Taylorreihe nach wenigen
Gliedern abzubrechen. Aus diesem Grund ist in G1. A.3 In¢(...) und nicht ¢(...)
selbst entwickelt worden.) Die Entwicklungskoeffizienten ({vg"°v"")) werden als
Kumulanten bezeichnet. Man kann zeigen, dak die Kumulanten niedriger Ord-

nung einfachen stochastischen Grofen entsprechen (Gardiner, 1985), namlich:

(i) = 7; = / dvP(v,t;) v (A.4)

(1)) =02 = /dz/P(u, t) (v — ) (A.5)

((vo)) = ((n o)) = Clt1, o) o3 (A.6)

(Hierbei gilt jeweils ¢ = 0,1) Die Kumulanten erster Ordnung (Gl.A.4) ent-
sprechen also gerade dem Mittelwert der Absorptionsfrequenz zur Zeit t;; ist die
inhomogene Absorptionsbande symmetrisch, so fillt dieser Mittelwert zusammen
mit dem Zentrum der Bande.

Die Kumulanten in GIl. A.5 enthalten ebenfalls Informationen iiber die inhomo-
gene Bande; sie beschreiben die Streuung der Absorptionsfrequenzen um ihren
Mittelwert, also die Breite der Bande zur Zeit t;."

Der Kumulant in Gl. A.6 schlieflich entspricht (bis auf eine Normierung) der Fre-
quenzkorrelationsfunktion C(t1,tp). Diese beschreibt die »mittlere Erinnerungx
der Absorptionsfrequenz eines Proteins zur Zeit t; an die Frequenz, die es zur
Zeit ty innehatte. Wie in Kap. 4.2.1 erlautert ist die Frequenzkorrelationsfunkti-
on von zentraler Bedeutung fiir jedes Experiment zur spektralen Diffusion.

Der wesentliche Schritt der Gaufsschen Naherung besteht nun darin, die Kumu-
lantenentwicklung in GIl. A.3 nach der zweiten Ordnung abzubrechen. Man leitet

!Genau genommen geben sie das Quadrat der Varianz in v an.
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dann (mit den obigen Beziehungen fiir die Kumulanten) folgenden Ausdruck fiir
die zweizeitige charakteristische Funktion her:

P(s1,t1550,t0) ~ exp[i(Tyso + 7151)]

X exp [—% (agsg + o757 + 200C (to, tl)sosl)] (A.7)
Hieraus 1a8t sich (durch inverse Fouriertransformation) die zweizeitige Wahr-
scheinlichkeit P(wvy,t1;vg, o) in Gaukscher Niaherung gewinnen. Ein vollig ana-
loges Vorgehen ist auch fiir die einzeitige Wahrscheinlichkeit P(v,ty) moglich.
Aus beiden zusammen ergibt sich schliefslich nach GIl. A.1 fiir die bedingte Wahr-
scheinlichkeit P(vy,t1|v, tp):

1 v — i) — Ct, to) (Vo — 1))°
Plun il to) = i exp |- (1220 G0 =L
2mo2(ty, to) 20%(11, to)
Dabei wurde abkiirzend geschrieben:
O'Z(tl,to) = O'% - O'g C(tl,to) (Ag)

A8 ist ein allgemein giiltiger Ausdruck fiir die (zweizeitige) bedingte Wahrschein-
lichkeit eines nichtstationdren stochastischen Prozesses in Gaufscher Nidherung.
Angewendet auf die in den vorigen Kapiteln geschilderten Experimente lassen
sich jedoch noch einige Vereinfachungen vornehmen. Wie bereits erwéihnt, konnte
in dieser Arbeit niemals eine Anderung der inhomogenen Absorptionsbande im
Verlauf eines Experimentes festgestellt werden. Das Zentrum v und die Breite o
der Bande sind also zeitunabhdingige Grofen:

0 o} = op (A.10)

771 2170

(Hierbei wurde auferdem das Zentrum der inhomogenen Bande als Nullpunkt der
Frequenzskala gewéhlt.) Gl. A.8 vereinfacht sich unter diesen Voraussetzungen zu

(v — C(tl,t[))y())2

P(v1,t1|vg, t) & ———1exp [— ,
27T0'2(t1,t0) 202(t17t0)

(A.11)

wobei jetzt gilt: o2(t,t) = o[l — C(t1,tp)]. Mit der Annahme einer zeitlich
konstanten inhomogenen Bande ergibt sich die Zeitabhingigkeit der bedingten
Wahrscheinlichkeit — also des spektralen Diffusionskerns — somit ausschlieflich
aus der Korrelationsfunktion C'(t1, ).

Eine letzte Vereinfachung ist schlieflich noch mdéglich, wenn der untersuchte sto-
chastische Prozef stationdr ist. In einem Lochbrennexperiment héngt dann die
Lochverbreiterung nur noch ab von der Zeitspanne zwischen Brennen und Scan-
nen des Loches, der genaue Zeitpunkt, zu dem das Loch gebrannt wurde, ist aber
irrelevant. Mathematisch bedeutet das:

P('Ul,t1|?)0,t0) = P('Ul,tl — t0|’U0,0) (A12)
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Auch die Frequenzkorrelationsfunktion hangt dann nur noch von der Zeitdifferenz
t =t —ty ab; in Gl. A.11 gilt deshalb:

Clti,ty) =C(ts —to) =C(t) = o*(t)=0f[1-C*(1)]  (A13)

In dieser Ndherung ist der spektrale Diffusionskern bzw. die Korrelationsfunktion
in Kap. 4.2.1 eingefiihrt worden.?

Der Vollstindigkeit halber soll schlieklich auch noch die einzeitige Wahrschein-
lichkeit in Gaufscher Nidherung angegeben werden; diese ist nach nach obigen
Annahmen nicht mehr zeitabhéngig und hat die einfache Gestalt:

1 v?
P(v) = exp [——] (A.14)
\/ 2708 208

2Allerdings wurden dort die mehr dem Experiment angemessenen Bezeichnungen ¢, = tg
sowie t,, = t1 — tg verwendet.
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