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Kapitel 1
Einleitung

Proteine stellen aufgrund ihrer enormen Bedeutung fiir das Leben eine vielseitig
untersuchte Substanzklasse dar. Dies ist nicht erst seit den riesigen Fortschritten auf
dem Bereich der Medizin, Gentechnologie und Biotechnologie der Fall. Schon immer
waren diese Biomolekiile ein wichtiges Untersuchungsobjekt auf dem Grenzgebiet
zwischen Biologie, Chemie und Physik. Die Faltung von Proteinen in ihre stabile
Struktur ist Untersuchungsobjekt zahlreicher Wissenschaftler [1]. Dabei sind sowohl
kinetische als auch thermodynamische Fragestellungen nach wie vor offen.

Die dreidimensionale Struktur der Proteine spielt hinsichtlich ihrer Funktion
eine bedeutende Rolle. Zudem handelt es sich bei dieser Molekiilgattung keineswegs
um starre Molekiile. Vielmehr finden permanent Fluktuationen statt, die katalyti-
sche Prozesse oder Redoxreaktionen erst moglich machen. Proteine sind Systeme,
die sowohl einen gewissen Grad an Ordnung als auch an Unordnung benétigen.
In jiingerer Vergangenheit sind auch Krankheiten entdeckt worden, bei denen die
Problematik moglicher Strukturédnderungen deutlich wird [2]. Um diese Problematik
besser deuten zu konnen, miissen einige wichtige Fragen genauer geklart werden:

e Wie kommt es zu dieser fluktuierenden Proteinstruktur?

e Gibt es fiir eine vorgegebene Aminosduresequenz wirklich nur eine bestimmte

stabile Tertiadrstruktur?
e Wie faltet sich das Protein zu seiner natiirlichen, nativen Form?

e Unter welchen physikalischen Bedingungen ist die native, d.h. wohlgefaltete,
Struktur stabil?

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von Temperatur und Druck auf die
Proteinstabilitdt ndher untersucht. Allgemein ist bekannt, dass “Eiweif”, das Pro-
teingemisch des Hiihnereis, bei hoheren Temperaturen denaturiert. In Folge des-
sen verindert es seinen Aggregatszustand von fliissig nach fest. Desweiteren konnte
BRIDGMAN vor knapp 100 Jahren feststellen, dass die Ausiibung von Druck auf
Eiweifl ebenfalls zu einer erstarrten Substanz fithrt, die der von gekochtem Eiweif3
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durchaus dhnelt [3]. Daneben ist es nicht nur mit Hitze, sondern auch durch Kilte
moglich, Proteine vom nativen in den denaturierten Zustand iiberzufiihren.

Die Auswirkung von Druck auf Proteine oder auf proteinhaltige Substanzen
wurde lange Zeit kaum beachtet. Inzwischen ist jedoch bekannt, dass Lebensmittel
nicht nur durch Erhitzen, sondern auch durch hohen Druck haltbar gemacht wer-
den konnen [4; 5]. Bei Druckkonservierung ist sogar die Anderung des Geschmacks
vernachléssigbar. Allerdings steht der Verbraucher dieser Technologie skeptisch ge-
geniiber. Dies ist aus wissenschaftlicher Sicht durchaus nachvollziehbar, da Druck
den Zustand von Proteinen gravierend dndern kann. In Abhéngigkeit von der Hohe
des Drucks kénnen Proteine eine Vielfalt moglicher Strukturdnderungen, wie z.B.
Protonierung-Deprotonierung, lokale Konformationsédnderungen, Dissoziation oder
Denaturierung eingehen. Wihrend bei Driicken im MPa-Bereich Strukturdnderung
reversibel sind, ergeben sich im GPa-Bereich — abhéngig von Grofle, Struktur und
chemischer Umgebung — irreversible Verdanderungen.

Da Proteine unter bestimmtem Druck und bestimmter Temperatur denatu-
rieren, ist es also moglich, Zustandsdiagramme von Proteinen als Funktion von
Druck und Temperatur zu erstellen. Unter Annahme von nur einem nativen und
einem denaturierten Zustand folgt dieses Phasendiagramm, d.h. die Grenze zwi-
schen den beiden Zusténden, einer Ellipse. Voraussetzung hierfiir ist, dass beide
Zustéande durch konstante thermodynamische Parameter charakterisiert sind. Diese
sind die zweite Ableitung der Freien Enthalpie nach dem Druck und der Tempe-
ratur, wie isobarer thermischer Ausdehnungskoeffizient, isotherme Kompressibilitét
und Warmekapazitit. Neben der Klarung der mikroskopischen Transformations-
vorginge gilt es auch herauszufinden, ob die Gleichgewichtsthermodynamik fiir die-
se Experimente gilt. Da die Entfaltung mancher kleiner Proteine unter Druck oder
Temperatur einen reversiblen Prozess darstellt, konnen aus dem Entfaltungsprozess
auch Riickschliisse auf den Ablauf der Faltung gezogen werden.

Ziel dieser Arbeit war der Aufbau einer Apparatur zur Untersuchung von Dena-
turierungsprozessen von Proteinen unter verschiedenen physikalischen Bedingungen
(Druck, Temperatur). Als Messparameter wurde die Anderung des Fluoreszenzspek-
trums ausgewéhlt. Das Hauptziel dieser Arbeit war die Aufklarung der folgenden
Fragen:

e Welche Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten lassen sich bei Hitze-, Kélte- und

Druckdenaturierung identifizieren?

Welche Rolle spielt das Hydratwasser bei Transformationsprozessen?

Verlauft der Transformationsprozess iiber Zwischenzustdnde?

Werden fiir Druck und Temperatur die gleichen Intermediate erhalten?

Lassen sich die erhaltenen Daten in einem Phasendiagramm darstellen?
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An einem modifizierten Cytochrom ¢ wurde eine ausreichende Anzahl an Denatu-
rierungspunkten gemessen, so dass das vollstdndige Phasendiagramm erstellt wer-
den konnte. Desweiteren lieflen sich die mit dem Entfaltungsvorgang verbundenen
Anderungen einer Reihe thermodynamischer Parameter bestimmen. Anhand der
Muster der Denaturierungsverlaufe konnten Unterschiede in den Modellvorstellun-
gen von Druck- und Temperaturdenaturierungen bestéitigt werden. Abschliefend
war es mit der Technik des spektralen Lochbrennens moglich, eine Abschétzung
iiber den Wechselwirkungsradius des Chromophors zu gewinnen. Diese Experimen-
te stellen eine sinnvolle Erginzung zu den Messungen des Phasendiagramms dar.
Hieraus war es moglich, die Aussagekraft der bei den Denaturierungsexperimenten
verwendeten Technik zu bewerten sowie die Interpretationen der mikroskopischen

Ablaufe zu bestétigen.



1. EINLEITUNG




Kapitel 2
Theoretischer Hintergrund

In diesem Kapitel werden zunéchst die Hintergriinde der Proteinfaltung beschrieben.
Neben den verschiedenen Ansétzen, die Biophysik der Proteinfaltung zu verstehen,
werden auch Beispiele zur Untersuchung von Faltungsprozessen angefiihrt.

Im zweiten Teil dieses Kapitels wird auf das Stabilitdtsdiagramm von Proteinen
eingegangen. Es bildet den Hintergrund fiir einen grofien Teil der in dieser Arbeit
durchgefiihrten Experimente.

2.1 Der Faltungsprozess von Proteinen

2.1.1 Biochemie der Proteinfaltung

Proteine sind an nahezu jedem biologischen Prozess beteiligt [6; 7]. Anhand der In-
formation, die in der zellularen DNA codiert ist, werden Proteine in den Ribosomen
hergestellt. Die in der DNA gespeicherte Information wird wahrend der Transkripti-
on zunéchst auf die RNA umgeschrieben. Je drei RNA-Bausteine bestimmen dabei
den Code fiir eine der 20 essenziellen Aminoséuren. Dieser Ubersetzungsprozess wird
als Translation bezeichnet. Die in einer definierten Reihenfolge aufgebauten linearen
Ketten von Aminoséduren stellen die Primdrstruktur dar. Sie miissen sich, um ih-
re Funktion auszuiiben, zu einer einzigartigen, dreidimensionalen nativen Struktur
falten. Dieser Vorgang lauft zunéchst iiber die Bildung der Sekunddrstruktur ab,
bei der a-Helizes, g-Faltblatter und Schlaufen entstehen. Die néchste hierarchische
Stufe beim Aufbau der Proteine stellt die Tertidrstruktur dar. Sie ist die dreidi-
mensionale Erscheinungsform des Molekiils und wird héufig durch Disulfidbriicken
stabilisiert. Die Kombination mehrerer Peptidstringe iiber Disulfid- und Wasser-
stoffbriickenbindungen wird schlielich als Quartdrstruktur bezeichnet.

2.1.2 Betrachtung von Thermodynamik und Kinetik

Die zur Faltung eines Proteins notwendige Information ist somit bereits in der Se-

quenz enthalten. Die Aminoséduresequenz muss hierfiir ein thermodynamisches und
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ein kinetisches Kriterium erfiillen [8]:

Das thermodynamische Kriterium besteht darin, dass die Molekiile nur eine
einzige gefaltete Konformation einnehmen, die unter physiologischen Bedingungen
stabil ist. Diese Struktur stellt den nativen Zustand dar. Die Freie Energie des nati-
ven Zustands eines Proteins ist unter physiologischen Bedingungen nur geringfiigig
niedriger als die des denaturierten Zustands. Als Grund hierfiir kann eine anndhernd
wechselseitige Aufhebung grofler enthalpischer und entropischer Beitrige angefiihrt
werden. Wahrend die Konformationsentropie den denaturierten Zustand stark be-
glinstigt, zeigt die Analyse der Beitrige zur “effektiven Energie”, dass unpolare
Gruppen den gefalteten Zustand favorisieren. Dies ist auf anziehende Van-der-Waals-
Krifte in der dichtgepackten nativen Struktur sowie auf den hydrophoben Effekt
zuriickzufiithren. Polare Gruppen hingegen zeigen sowohl Wechselwirkungen mit ge-
ladenen Aminoséduren im Innern des Proteins als auch mit dem Losungsmittel. Da
sich die dabei auftretenden Wechselwirkungen gegenseitig aufheben konnen, leisten
die polaren Gruppen einen viel kleineren Beitrag zur Stabilitdt des nativen Zu-
stands. Fiir globuldre Proteine ergibt sich eine “Freie Entfaltungsenergie” von ca.
0,1 keal/mol pro Aminoséure [9)].

Da Wechselwirkungen, die die native Struktur stabilisieren, alternative Fal-
tungsmuster derselben Sequenz erheblich destabilisieren, ist der native Zustand ein-
zigartig. Die Evolution hat also Sequenzen mit einem vergleichsweise tiefen Energie-
minimum fiir den nativen Zustand hervorgebracht, um bei physiologischen Tempe-
raturen falsch oder partiell gefaltete Strukturen auszuschlielen.

Um die Freie Energie eines Proteins mit seinen Konformationen in Bezug zu set-
zen, kann man diese als Funktion eines Ordnungsparameters beschreiben. Ein haufig
verwendeter Ordnungsparameter ist der Gyrationsradius R, der die Ausdehnung ei-
nes Teilchen, abhéngig von den Massen m; und den zugehdorigen Ortskoordinaten r;
seiner Bausteine, wie folgt beschreibt (nach [10]):
g2 — S malri = rel” Xy mir

D=1 M 21 M

Er stellt den kugelférmigen Umriss eines nur unscharf erkannten Molekiils dar. Der

mit r. = (2-1)

Verlauf der Freien Energie als Funktion des Gyrationsradius ist allgemein stark von
den Umgebungsbedingungen (u.a. der Temperatur) abhéngig, wie in Abbildung 2.1
gezeigt wird.

Im energetischen Minimum, z.B. nativer Zustand, sind noch Fluktuationen im
Angstrom-Bereich zulissig, wenngleich sich die Strukturen sehr &hnlich sind. Der Be-
reich hoherer Energie zeigt die grofie Anzahl der Konformationen des denaturierten
Zustands. Der als random coil bezeichnete Zustand ist groflen R,-Werten zuzuord-
nen. Bei diesem “Zufallsknduel” existiert keine erkennbar geordnete Struktur. Der
sog. molten globule-Zustand besitzt deutlich kleinere Gyrationsradien, die jedoch
grofler als der R,-Wert des nativen Zustands sind. Diese “geschmolzenen Kiigelchen”
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N N
a b
molten globule
.2 .2
B0 B0
S S
& -
0 random coil 3§
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2 2
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= =
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Gyrationsradius Rg - Gyrationsradius Rg -

Abbildung 2.1: Freie Energie eines Proteins in Abhdngigkeit vom Gyrationsradius bei
einer Temperatur, bei der (a) der native Zustand stabil ist und (b) bei einer Temperatur,
bei der der denaturierte Zustand stabil ist (nach [8]).

weisen eine kompakte Form mit nativiahnlicher Sekundéarstruktur auf. Es fehlen aber
eine deutliche Seitenkettenpackung und eine definierte Tertidrstruktur. Die Struk-
turdnderungen vom random coil- zum nativen Zustand finden auf einer Langenskala
von 10 — 20 A und einer Zeitskala von Mikro- bis Millisekunden statt. Hinweise, dass
der “molten globule”-Zustand nicht nur ein theoretisches Konzept darstellt, sondern
ein realer Zustand ist, ergaben zeitaufgeloste Rontgenstreuexperimente [11].

Das kinetische Kriterium, das die Proteinsequenz erfiillen muss, besteht darin,
dass sich die ungefaltete Polypeptidkette in einer annehmbaren Zeit zum nativen
Zustand falten kann. Typischerweise werden hierfiir Millisekunden bis Sekunden
bendtigt [8]. Eine Aminoséurekette kann jedoch eine astronomische Anzahl an Kon-
formationen einnehmen. Daher muss es einen Weg geben, den nativen Zustand in
einer um Gréfenordnungen geringeren Zeit zu erreichen, als fiir eine statistische
Suche erforderlich ware. Ein anschauliches Beispiel hierzu ist ein Polypeptid aus
100 Aminoséuren, bei dem jeder Aminosiurebaustein zwei mogliche Konformatio-
nen einnehmen kann. In diesem Fall giibe es insgesamt 103° verschiedene Konforma-
tionen. Wiirden 10~ s fiir eine Konformationsumwandlung benétigt, dann wiire fiir
eine statistische Suche ein Zeitraum von 10 s bzw. 10! Jahren anzusetzen. In Folge
dessen hitte seit Entstehung unseres Sonnensystems noch kein Protein seine native
Struktur gefunden. Aus diesem Paradoxon zog LEVINTHAL daher den Schluss, dass

die Proteinfaltung entlang spezieller Faltungswege erfolgen muss [12].

2.1.3 Landschaften und Trichter

Neuere Modelle benutzen die Bezeichnungen Faltungstrichter und Energielandschaf-
ten. Bei einer Energielandschaft handelt es sich um die Freie Energie aller Kon-



8 2. THEORETISCHER HINTERGRUND

formationen als Funktion verschiedener Freiheitsgrade. Die vertikale Achse solcher
Landschaften, wie in der Abbildung 2.2 gezeigt, repréisentiert die Freie Energie der
Konformationen des Proteins. Die lateralen Achsen stellen die Koordinaten der Kon-
formationen dar. Der Faltungs- oder Entfaltungsprozess entspricht somit einem Ball,

der auf dieser Energieflache rollt.

Freie U a @) b

A

A
\

Konformationskoordinaten

Abbildung 2.2: Der Faltungspfad nach LEVINTHAL (a) sowie der Faltungstrichter nach
WOLYNES (b): Auf dem “Golfplatz” (a) findet die Proteinfaltung auf einem definierten
Weg mit vorgegebener Abfolge von Ereignissen statt. Mit dem Faltungtrichter (b) lisst sich
die Proteinfaltung dagegen als paralleler Prozess in einem Ensemble beschreiben. U = ent-
falteter Zustand, N = nativer Zustand. Abbildung nach [13].

LEVINTHAL’S Argument, dass durch eine zufillige Suche der native Zustand
nicht zu finden ist, entspricht dem ebenen Spielfeld oder Golfplatz-Potenzial [12].
Wie LEVINTHAL dieses Problem durch einen Faltungsweg zu l6sen versuchte, zeigt
Abbildung 2.2a: Von einem denaturierten Zustand U ausgehend fiihrt ein Weg, auf
dem sich das faltende Molekiil wie in einem Tunnel bewegt, zum nativen Zustand N.
Der Prozess ist stéarker geleitet als beim zufélligen Suchen. Nach dieser Idee bedeutet
der Faltungspfad die Existenz einer definierten Abfolge von Ereignissen.

Das “Levinthal-Paradoxon” beschreibt das Missverhiltnis zwischen rein stati-
stischen Wahrscheinlichkeiten und thermodynamisch getriebenen Prozessen. Proble-
matisch wird dieser Ansatz einerseits durch die Annahme einer flachen Energieland-
schaft. Hinzu kommt, dass der denaturierte Zustand eines Proteins nicht durch einen
einzigen Punkt auf der Landschaft beschrieben werden kann — es sind vielmehr alle
Punkte bis auf den nativen Zustand N. Die Unvollkommenheit dieses klassischen
Modells wird hiermit deutlich.

Bei der neuen Sichtweise wird das “Levinthal-Paradoxon” durch WOLYNES’
Annahme einer Trichterlandschaft, wie sie Abbildung 2.2b zeigt, gelost. Aus dieser
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neuen Perspektive wird die Faltung als getriebene Diffusion betrachtet. Veranschau-
lichen lésst sich diese Theorie anhand von Fliissen, die in einen Talkessel stromen und
letztlich in denselben See miinden [14]. Diese Trichterlandschaft ist in der Realitét
nicht glatt, sondern in Abhéangigkeit von der Aminosduresequenz rau und holprig.
Die Zahl der metastabilen Minima dieser Energielandschaft mit einer festen Tiefe
reprisentiert, gleichbedeutend mit der Konformationsentropie, die Anzahl der Kon-
formationen innerhalb der Kette bei einer definierten Freien Energie. Bewegt sich
eine faltende Kette innerhalb des Trichters in Richtung geringerer Freier Energie,
so werden die Moglichkeiten fiir die Konformationen der Kette immer geringer. Am
Ende existiert nur noch die Moglichkeit einer nativen Struktur. Eine zweidimen-
sionale Betrachtung, die die Idee des Trichters verdeutlicht, ist in Abbildung 2.3
gezeigt. In dieser Abbildung wird zusétzlich ein Ordnungsparameter der Faltung )

eingefithrt. Er driickt den Anteil nativer Struktur im Protein aus.

A Crrrrrrrrr e random COﬂ ............................ >
f?)n molten
§ globule
)
2
e
=
— Ubergangszustand
~— Glasiibergang
<= nativdhnliche Zustédnde
native Struktur —
0 1 0

Ordnungsparameter Q

Abbildung 2.3: Der zweidimensionale Faltungstrichter zeigt, tiber welche Zwischenpro-

dukte ein Protein den nativen Zustand erreicht [15].

Mit jedem Schritt nimmt die Kompaktheit zu und ein hydrophober Rumpf sowie
Wasserstoffbriicken und Salzbriicken innerhalb der Kette entstehen. Der Unterschied
zwischen den Modellen von LEVINTHAL und WOLYNES kann prézise folgendermaflen

beschrieben werden:

e Der Faltungspfad impliziert die sequenzielle Aneinanderreihung spezifischer
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Strukturen. Dabei handelt es sich um eine eindimensionale Route durch den

Konformationsphasenraum.

e Ein Trichter erinnert an parallele Prozesse in einem Ensemble. Er beschreibt
die fortschreitende Reduzierung der Dimensionalitit des zugénglichen Konfor-

mationsraums.

In der Theorie haufig angewandte Gittersimulationen zeigen ebenfalls, dass die Suche
nicht zufillig verlauft, sondern die Zugéinglichkeit der Energielandschaft erheblich
eingeschréankt ist. Bereiche zu hoher Energie werden von den Faltungstrajektorien
gar nicht erreicht [8]. Die Kinetik der Proteinfaltung ist folgendermafien von der

Beschaffenheit dieser Trichter abhéngig:
e Glatte Trichter beschreiben schnelle Faltungskinetiken mit zwei Zustdnden.

e Eine langsame multiexponentielle Faltung ist durch raue Landschaften gekenn-
zeichnet [13].

2.1.4 Der Ubergangszustand in der Proteinfaltung

Auch die Vorstellung vom Ubergangszustand hat sich im Laufe der Zeit gewandelt.
Angelehnt an Erkenntnisse iiber Reaktionen kleiner Molekiile, wurde der Ubergangs-
zustand in dlteren Modellen als “Flaschenhals”-Konformation, dem hochsten Punkt
auf einem Reaktionspfad, angesehen. Da in der neuen Sichtweise Pfade durch Hii-
gellandschaften ersetzt werden, ist der Ubergangszustand nicht mehr zwangsweise
ein “bottleneck” und folglich auch nicht mehr mit einer speziellen Struktur der Ket-
te verbunden. Vielmehr wird der Ubergangszustand dort durch ein grundlegendes
Konzept von Raten anstelle spezifischer Strukturen wiedergegeben [13]. Daneben
existiert dort auch keine einfache Reaktionskoordinate mehr. Sie wird durch Ord-
nungsparameter ersetzt, die den Fortschritt der Reaktion vom Anfangs- zum End-
zustand beschreiben.

Nach einem verbreiteten Modell der Proteinfaltung kollabiert die Polypeptid-
kette schnell zu einem kompakten Knéuel. Dieser “frithe” Kollaps ist in erster Linie
auf das Vorhandensein hydrophober Gruppen zuriickzufiihren. Diese gruppieren sich
in polaren Loésungsmitteln wie z.B. Wasser durch Reorganisation um, damit Kon-
takte zwischen polarem und unpolarem Medium reduziert werden. Hier sind zwei
Félle unterscheidbar [8]:

e Im ersten Fall handelt es sich um ein unorganisiertes Knéuel ohne spezifi-
sche Kontakte mit grofler Konformationsentropie. Hier bringen Fluktuatio-
nen innerhalb des kollabierten Zustands verschiedene Gruppen miteinander in
Beriihrung. Die Suche nach den kritischen, zum Erreichen des Ubergangszu-
stands erforderlichen Kontakten ist der langsame Schritt.
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e Im anderen Fall haben wir es mit einer kompakten Struktur mit giinstigen
Kontakten und geringer Konformationsentropie zu tun. Rudimentére Struk-
turelemente konnen dort durch die Bildung von Wasserstoffbriickenbindun-
gen innerhalb der Hauptkette stabilisiert werden. Diese bilden sich zwischen
benachbarten Stréingen eines (-Faltblatts oder a-Helizes aus und fithren zur
Entstehung groflerer Strukturbereiche. Voriibergehende Fluktuationen fiithren
dann zum Kollaps, wenn die erforderlichen stabilisierenden nativ-ahnlichen
Kontakte gebildet werden. Dabei entsteht ein Faltungskern, der sog. Nucleus,
um den herum der Rest der Struktur entsteht.

Groflere Proteine zeigen zwar kompliziertere Szenarien, die Wechselwirkungen sind
jedoch identisch.

2.1.5 Untersuchungsmethoden zur Proteinfaltung

Proteinfaltungsreaktionen laufen in Bruchteilen von Sekunden ab. Dies ist deutlich
schneller als die Zeiten, die fiir Bestimmungen von Proteinstrukturen mit konven-
tionellen Methoden benétigt werden. Untersuchungsmoglichkeiten bestehen unter
anderem darin, ein System durch eine schnelle Stérung aus dem Gleichgewicht zu
bringen und die nachfolgende Anndherung an den nativen Zustand zu verfolgen. Die
Prozesse der Faltung und Entfaltung sind vor allem fiir kleine Proteine reversibel.
In Abhéngigkeit von der Methode kénnen unterschiedliche Aspekte der Struktur
untersucht werden.

Die Anteile bestimmter Strukturelemente vor und nach einem kollabierten Zu-
stand lassen sich mittels Fluoreszenzexperimenten [16], SAXS! [17], CD? [18] und
der NMR-Spektroskopie® [19] beobachten. In diesen Experimenten konnte bestétigt
werden, dass bereits im kollabierten Zustand viele Sekundarstrukturelemente vorlie-
gen. Auflerdem scheint die Faltung der Polypeptidkette zum molten globule-Zustand
geringe Kooperativitdat aufzuweisen, wiahrend die fiir den nativen Zustand charak-
teristische dichte Packung in hochkooperativer Weise entsteht. Fiir kleine Proteine
(< 100 Aminoséuren) tritt keine Anreicherung partiell gefalteter Zwischenprodukte
auf.

Daneben ist fiir die Erforschung des Ubergangsbereichs das Protein- Engineering
von hoher Wichtigkeit [20]. Durch den gezielten Austausch von Aminosiduren dndern
sich Faltungs- und Entfaltungsgeschwindigkeiten. Dies kann mit den Auswirkungen
auf die Gesamtstabilitit des Proteins in Bezug gesetzt werden.

IRéntgenkleinwinkelstreuung
2Circulardichroismus
3magnetische Kernspinresonanz
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2.1.6 Chaperone und Fehlfaltung

ANFINSEN konnte vor etwa 40 Jahren anhand der enzymatischen Aktivitéat von Ri-
bonuclease A in vitro zeigen, dass der Faltungsprozess autonom ist, d.h. keine wei-
teren Faktoren oder Energiezufuhr bendtigt [21; 22]. Bis vor ungefihr zehn Jahren
wurde davon ausgegangen, dass auch in einer lebenden Zelle die richtige Raumstruk-
tur spontan gebildet wird, sobald die neu synthetisierte Proteinkette das Ribosom
verlésst.

Inzwischen ist jedoch bekannt, dass eine Zelle iiber komplexe und hoch ent-
wickelte Proteinfaltungsmaschinen verfiigt [23; 24]. Diese Chaperone* unterstiitzen
einerseits die Proteinfaltung. Andererseits sorgen sie fiir die strukturelle Integritéit
von Proteinen unter Bedingungen, die eine Aggregation oder Entfaltung von Prote-
inen zur Folge hitten. In Zellen liegen sowohl hohe Proteinkonzentrationen als auch
eine hohe Temperatur vor, die Konkurrenzprozesse zu einer produktiven Faltung
verursachen. Fehlgefaltete Proteine konnen iiber hydrophobe Oberflachen unspe-
zifisch assoziieren bzw. aggregieren. Molekulare Chaperone liefern zwar keine steri-
sche Information fiir die Faltung des Zielproteins, unterdriicken jedoch unproduktive
Wechselwirkungen und erhohen somit die Wahrscheinlichkeit, dass ein Protein seine
native Struktur ausbilden kann. Viele Schutzproteine, wie z.B. Hitzeschockproteine,
gehoren zur Klasse der Chaperone. Thre Aufgabe ist es, unter Stresssituationen Pro-
teine vor Entfaltung oder Aggregation zu bewahren. Auch iiber Chaperone, die fiir
den Transport von Proteinen innerhalb von Zellen zusténdig sind, wurde berichtet
[25].

Die Wirkungsweise der molekularen Chaperone findet iiber ihre Assoziation
mit hydrophoben Proteinmolekiilen statt. Dadurch wird eine moégliche Aggregation
inhibiert. Dabei werden definierte Komplexe mit dem Protein eingegangen, die z.B.
nach einer Konformationsénderung, durch Umschalten in eine andere Konformation,
wieder freigesetzt werden.

Die Abwesenheit von Chaperonen resultiert héufig in schwerwiegenden zel-
luldren Defekten. Dariiber hinaus wird aber auch spekuliert, dass die faserigen Prion-
Proteinaggregate im Gehirn, die bei BSE® oder dem Creutzfeld-Jakob-Syndrom zu
finden sind, durch Chaperone begiinstigt werden [26]. Untersuchungen der Prionbil-
dung in Hefezellen geben Hinweise auf diesen Zusammenhang [27].

Im Prinzip scheint eine Vielzahl von Proteinen, die an sich gutartig sind, un-
ter speziellen Bedingungen in Aggregate (“Amyloid-Fibrillen”) iiberzugehen. Dieser
Vorgang lauft iiber einen falsch oder teilweise gefalteten Zustand ab, der letztlich
zum vollstéandigen Zusammenklumpen fiihrt [28; 29]. Es konnte auch gezeigt wer-
den, dass frithe Aggregate aus Proteinen, die nicht mit der Alzheimer- oder der
Creutzfeld-Jakob-Krankheit in Verbindung gebracht werden, eine hohe Cytotoxi-

4Bei Chaperonen handelt es sich ebenfalls um Proteine. Sie bilden groe Komplexe aus mehreren
Untereinheiten.
Sbovine spongioforme Enzephalopatie
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zitét aufweisen [30].
Bei den erwihnten Krankheiten geht der Ubergang zum aggregierten Zustand
mit einer Umwandlung der normalen Sekundéarstruktur in eine [-faltblattreiche

Struktur einher [31]. In diesem Zusammenhang stellen sich mehrere Fragen:

e Ist der native Zustand der stabilste Zustand eines Proteins? Fiir ein isoliertes
Proteinmolekiil, also in einer verdiinnten Losung, scheint dies zuzutreffen. Fiir
konzentrierte Proteinlosungen hingegen ist dies nicht mehr giiltig, da nach
ausreichend langer Zeit eine Aggregation jedes Proteins stattfindet. Daher wird
ein solcher Zustand des Proteins als metastabil bezeichnet.

e Stellt die Amyloidform, die von vielen unabhéngigen Proteinen gebildet wird,
moglicherweise eine grundlegende Proteinkonformation dar? Chaperone kénn-
ten auch dabei eine Rolle spielen: Sie bringen die Proteine iiber eine Ener-
giebarriere und induzieren damit sowohl die korrekte Faltung als auch die

Aggregation.

Mit Sicherheit sind auf diesem aktuellen Forschungsgebiet weitere klarende Ergeb-

nisse zu erwarten.
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2.2 Stabilitdtsdiagramme von Proteinen

2.2.1 Thermodynamische Groéfien

In dieser Arbeit sollen Faltungs- bzw. Entfaltungsvorgénge an Proteinen ndher un-
tersucht werden. Wie im vorangegangenen Kapitel beschrieben, spielen bei dieser
Thematik kinetische sowie thermodynamische Aspekte eine wichtige Rolle. Dies
gilt ebenfalls fiir die Zustandsdiagramme von Proteinen. Fiir weitere Betrachtun-
gen miissen zunéchst die Definitionen verschiedener thermodynamischer Grofien
erlautert werden [32; 33; 34]:

e Das partielle molare Volumen V] eines zu l6senden Molekiils oder Tons wird
definiert als die Volumenédnderung einer Losung bei Zugabe einer geringen
Menge an zu losendem Stoff n;, wiahrend die anderen Komponenten sowie
Druck und Temperatur konstant bleiben:

v — (3‘/) (2.2)
on; )
ng,p, T’

Das Volumen V; beinhaltet auch die Wechselwirkung mit dem Losungsmittel

und setzt sich fiir Proteine aus folgenden Beitrdgen zusammen:

V; = VAtom + VKam'taeten + AVHyclmmtion (23)

Die einzelnen Beitrédge sind in Abbildung 2.4 anschaulich dargestellt.

Bulkwasser

Hydratationsschale

. Protein

Hohlrdume (Kavitdten)

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der Volumina eines geldsten Proteins nach

[32].
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e Der isobare thermische Ausdehnungskoeffizient & bzw. a ist definiert als
Anderung des partiellen Volumens V; mit der Temperatur T bei konstantem
Druck p:

. [(oVi 1oV
&= (3T>p bzw. o = v <8T)p (2.4)

e Die isotherme Kompressibilitit § oder « ist die Anderung des Volumens

V' mit dem Druck p bei konstanter Temperatur 7"

oV, 1 [0V,
v <3p)T b Vz(f?p)T (25)

Die obigen Groflen sind Ableitungen der Freien Enthalpie G nach dem Druck p bzw.

der Temperatur 7T

oG 0%G 0%G )
<9P>T_V’ (aw)ﬂ* (w)‘“ (26)

Desweiteren existieren die Ableitungen
oG
— | =-S5 2.7
* <8T>p (2.7)

fiir die Entropie S und

. (82G> _ % (2.8)

oT? T
in der die spezifische Warmekapazitit C, enthalten ist. T} ist eine Refe-

renztemperatur.

Zur Veranschaulichung sind in Tabelle 2.1 Werte fiir ausgewihlte Substanzen dar-
gestellt.

Tabelle 2.1: Isobarer thermischer Ausdehnungskoeffizient o, isotherme Kompressibilitdt

k und Wirmekapazitit C, verschiedener Verbindungen (aus [32]):

Substanz « / 107%/K k /1/GPa C, /kJ/kg K

Wasser 210 0,458 4,17
Benzol 1220 0,96 1,7
Proteine 40 - 110 0,02-0,15 0,32 - 0,36

Die Grioflen fiir Proteine beziehen sich auf verdiinnte wdssrige Lisungen.

Sowohl vom statischen als auch vom dynamischen Standpunkt aus betrachtet,
handelt es sich bei Kompressibilitdt x, Ausdehnungskoeffizient o und Warmekapa-
zitét C), um interessante thermodynamische Gréfien. Sie bestimmen die “Schwan-
kungen” eines Systems. Diese “Schwankungen”, d.h. die Abweichungen spezieller
Groflen von ihrem Mittelwert, sind mit den thermodynamischen Parametern wie

folgt verkniipft:
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e Fiir die Bezichung zwischen isothermer Kompressibilitdt x und Volumenfluk-

tuationen erhalt man:
(V= (V)?) = krksTV (2.9)

Dies ist eine wichtige Relation fiir das Verstédndnis der biologischen Funktion
eines Proteins. Die Volumenfluktuationen entstehen durch das Ausdehnen und
Zusammenziehen der Kavitéten [35]. Angesichts des kleinen Proteinvolumens
konnen auftretende Volumenfluktuationen verhiltnisméfig grof sein, d&hnlich
den Volumenénderungen bei der Denaturierung. Die Kompressibilitit enthélt
auch Fluktuationen zwischen verschiedenen Konformationssubzusténden [36].
Im Niedrigdruckbereich ist die Messung der Kompressibilitit iber die Methode
des spektralen Lochbrennens moglich. Diese wird in Kapitel 3.2 ausfiihrlich
beschrieben.

Auch die thermische Ausdehnung ldsst sich auf Fluktuationen des Systems
zuriickfithren. Es besteht eine Proportionalitét zwischen Volumen- und Entro-
piefluktuationen und dem Ausdehnungskoeffizienten a:

(SV — (SY(V)) = kgTVa (2.10)

Die thermische Ausdehnung « ist somit eine Verbindung thermischer (7', S)

und mechanischer (p, V') Parameter.

In einem thermodynamischen System mit konstantem Druck p kann die Wir-
mekapazitét C, als MaB fiir die Entropiefluktuationen des Systems interpre-

tiert werden:
((S = (8)*) = ksC, (2.11)

Ungefihr 85 % der Wirmekapazitit eines nativen Proteins in Losung wird
durch die kovalente Struktur vorgegeben. Anderungen in der Wirmekapazi-
tat infolge einer Denaturierung sind also in erster Linie auf eine Verdnderung
der Hydratation zuriickzufithren. Die Entropiefluktuationen bedeuten nichts
anderes als die Verdnderungen der Konformation zwischen geordneten und

weniger geordneten Strukturen. Aus Gleichung 2.11 folgt unmittelbar:
((H - (H))*) = ksT?C, (2.12)

Eine dem Ausdruck fiir die Wérmekapazitat C, bei konstantem Druck p ent-
sprechende Gleichung existiert auch fiir die Warmekapazitiat Cy, bei konstan-
tem Volumen V', die wie folgt gebildet wird:

((E - (E))*) = kgTCy (2.13)
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2.2.2 Druck- und Temperaturdenaturierungen

Proteine sind bis auf wenige Ausnahmen empfindliche Systeme, die auf Veranderun-
gen ihrer Umgebung — sei es chemischer oder physikalischer Art — mit Anderungen
ihrer Struktur reagieren. Im Extremfall findet eine Entfaltung statt, wodurch das
denaturierte Protein seine biologische Funktion verliert. Die Zusammensetzung des
Losungsmittels — d.h. Konzentration an Ionen, Anteil organischer Losungsmittel,
pH-Wert — spielt eine wichtige Rolle. Durch Zugabe von Verbindungen, wie z.B.
Harnstoff oder Guanidinium-Hydrochlorid, werden viele Proteine chemisch denatu-
riert. Die Wirkung dieser Substanzen beruht auf dem Effekt, dass sie ihrerseits eine
grofle Menge an Wasser zur Solvatation benotigen und dem Protein damit fiir seine
Stabilisierung notwendige Wassermolekiile entziehen.

Desweiteren ist die physikalische Denaturierung durch Erhitzen moglich. Viele
physiologische Proteine reagieren bereits empfindlich auf eine Erhohung ihrer Um-
gebungstemperatur um wenige Kelvin, wie es bei Fieber der Fall ist. Bei deutlich
hoheren Temperaturen (z.B. ab 60°C) denaturiert ein Gro$teil der Proteine. Es gibt
natiirlich auch Ausnahmen, wie z.B. in thermophilen Organismen.

Im Gegensatz zur Stabilitdt von Proteinen gegeniiber Temperatur wird der Ef-
fekt hohen Drucks auf die Proteinstruktur erst in jiingerer Vergangenheit ausfiihr-
licher untersucht [37]. Die Auswirkungen von Hochdruck sollten dabei leichter zu
verstehen sein als die der Temperatur: Wéahrend eine Temperaturerh6hung sowohl
die Energie als auch das Volumen des Systems veréndert, werden durch die An-
wendung von Druck infolge der Anderung von Absténden und damit des Volumens
ausschliefflich interne Wechselwirkungen beeinflusst. Die Gesamtenergie des Systems
bleibt jedoch anniéhernd konstant [38].

Proteine liegen innerhalb eines begrenzten Temperatur- und Druckbereichs in
ihrer nativen, d.h. wohlgefalteten Struktur vor. Dabei ist die Freie Energie der na-
tiven Proteinstruktur unter diesen physikalischen Bedingungen niedriger als die der
entfalteten. In Abbildung 2.5 ist der Verlauf fiir die Freie Enthalpie G in Abhéngigkeit
von Druck p bzw. Temperatur T fiir den nativen und denaturierten Zustand sche-

matisch skizziert.

e Da mit zunehmendem Druck die Freie Enthalpie des nativen Zustands stérker
zunimmt als diejenige des denaturierten Zustands, findet ab einem bestimm-
ten Druck eine Denaturierung statt. Unter Beriicksichtigung der Steigung der
Kurven fiir die Freien Enthalpien in Abbildung 2.5 ist damit auch ersichtlich,
dass das Volumen eines denaturierten Proteins kleiner ist als das des nativen

Proteins.

e Fiir die Temperaturabhéngigkeit gilt hingegen, dass die Freie Energie des de-
naturierten Proteins mit steigender Temperatur schneller abnimmt als die des

nativen Proteins, so dass ab einer bestimmten Temperatur der denaturierte
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Zustand begiinstigt ist. Die Ursache fiir diese Verldufe besteht darin, dass die
Entropie des entfalteten Zustands gréfler als die des nativen ist.

Freie Enthalpie G Freie Enthalpie G
\ N

ID> ID>: denaturierter Zustand

ID>: denaturierter Zustand

IN>

ID>

IN>: nativer Zustand IN>: nativer Zustand

IN>

v

~
>

Druck p Temperatur T

Abbildung 2.5: Der Verlauf der Freien Enthalpie fiir den nativen und denaturierten
Zustand eines Proteins. Der Schnittpunkt der Kurven stellt jeweils den Druck bzw. die

Temperatur fiir den Phaseniibergang dar.

Ein Ziel dieser Arbeit besteht darin, die mikroskopischen Vorginge wéhrend
solcher Denaturierungsprozesse nidher zu beleuchten. Grundsétzlich sind bei der
Verdnderung von Druck und Temperatur zwei Félle zu unterscheiden [32]:

e Der Bereich mit Normaldruck und moderater Temperatur, in dem das Protein
im nativen Zustand vorliegt und geringe Druck- oder Temperaturidnderungen
in elastischen und reversiblen Anderungen resultieren. Dort éndern sich nur

Bindungslange oder die Hydratation; die Sekundérstruktur bleibt erhalten.

e Daneben existiert der Bereich von hohem Druck und hoher bzw. niedriger Tem-
peratur, in dem die Verdnderungen die Konformation betreffen und zumeist

irreversibel sind.

2.2.3 Elliptisches Phasendiagramm

Erstmals wurden von HAWLEY die Strukturtransformationen, die Proteine unter
Druck erfahren, als Phaseniibergénge eingestuft [33]. Bei diesem Prozess handelt
es sich um einen Phaseniibergang 1. Ordnung. Nach HAWLEY’S Theorie kann das
Protein nur in zwei Zustdnden, ndmlich einem nativen Zustand | N) und einem dena-
turierten Zustand | D) existieren. In beiden Zustédnden ist das Protein durch wohlde-
finierte thermodynamische Parameter, wie der isothermen Kompressibilitat 3, dem
isobaren thermischen Ausdehnungskoeffizienten & und der spezifischen Wirmeka-
pazitit C,, charakterisiert. Unter der Annahme, dass diese GroBen nicht von der
Temperatur 7" oder dem Druck p abhéngen, verschwinden die dritten und hoheren
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Ableitungen der Freien Enthalpie G. Unter dieser Voraussetzung liefert die Auf-
tragung des (Denaturierungs-) Drucks p in Abhéngigkeit von der (Denaturierungs-)
Temperatur T analog zu Abbildung 2.6 eine elliptische Kurve, die das Gleichgewicht
der Strukturtransformation (AG = 0) beschreibt [39].

Druck |D>

Kaltedenaturierung /

-

Druckdenaturierung

Hitzedenaturierung

'
Temperatur

Abbildung 2.6: Phasendiagramm von Proteinen. Innerhalb der Ellipse liegt das Protein
im natiwven Zustand |N) vor. Auferhalb der Ellipse ist das Protein denaturiert |D). Die

Abbildung zeigt zudem die verschiedenen Mdglichkeiten einer Denaturierung.

Der mathematische Ursprung der elliptischen Form des Phasendiagramms von
Proteinen liegt in der Tatsache begriindet, dass die Terme der zweiten Ordnung
einen signifikanten Beitrag zur Differenz der Freien Enthalpie AG liefern:

AG = Gdenaturiert - Gnativ (214)

Sie lésst sich als Taylor-Entwicklung folgendermaflen schreiben:

AC
AG = AGy — ASy(T —Tp) — 2Tp (T — To)* + AV (p — po)
0
Ap 2 A
—|—7(p—p0) + Ad(p — po)(T' = To) + ... (2.15)

Stabilitéts- bzw. Phasendiagramme mit ellipsendhnlicher Form konnten fiir verschie-
dene Proteine, aber auch fiir Phaseniibergénge in Fliissigkristallen beobachtet wer-
den [34; 40]. Allerdings treten elliptische Kurven nur auf, wenn folgende Bedingung
erfiillt ist:
AG2T,
'ABACp

<1 (2.16)

Dieser Ausdruck ist das Inverse des sog. Prigogine-Defay-Verhdiltnisses, das eine
wichtige Rolle in der Thermodynamik des Glasiibergangs sowie bei Phaseniibergin-
gen 2. Ordnung spielt [41]. Tj ist hierbei eine beliebig wihlbare Temperatur. Hiufig
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wéhlt man T und pg so, dass bei dieser Temperatur bzw. diesem Druck die Differenz
der Freien Enthalpie G maximal ist.

Phasentransformationen, die sowohl beim Erwirmen als auch beim Abkiihlen
durchlaufen werden, werden als reentrante Phaseniibergénge bezeichnet [34].

In einem Phasendiagramm sind die Differenz der spezifischen Warmen AC,, die
Differenz der thermischen Ausdehnungen Ad, die Differenz der Kompressibilitdten
A sowie die Differenz der Freien Enthalpien AG von denaturiertem und nativem
Zustand enthalten. Auflerdem lassen sich auch die Differenzen der Entropie AS
und des Volumens AV fiir alle Punkte bestimmen. Die Entropiedifferenzen geben
Aufschluss dariiber, ob Konformationsédnderungen mit einer Zu- oder mit einer Ab-
nahme an struktureller Ordnung verkniipft sind. Die Volumendifferenzen sind ein
Ma$B fiir die Flexibilitdt eines Proteins in einem bestimmten Zustand. Die Fliche
des Phasendiagramms gibt einen Hinweis auf die Stabilitét eines Proteins. Aus dem
Phasendiagramm konnen jedoch nur die Verhéltnisse der erwéhnten Gréfien erhalten
werden. Zur Bestimmung der absoluten Werte muss mindestens eine dieser Groflen
bekannt sein.

Entlang der Phasengrenze ist AG = 0, so dass sich unter Anwendung der
Clausius- Clapeyron-Gleichung ergibt:

dp AS
IAG = AVdp — ASAT baw. | L _ () 9.17
Y - (dT>AGO AV / ac=0 247
Druck B
A AS=0

AV <0; AS>0

AV <0; AS<0

AV >0; AS>0

s >
v S Temperatur

Abbildung 2.7: Anderungen in Entropie AS und Volumen AV des Proteins beim Pha-

sentibergang.

Bei einer Temperaturdenaturierung unter Atmosphérendruck ist die Anderung der
Entropie des Proteins positiv, so dass geméfl der Steigung der Ellipse im Bereich
I der Abbildung 2.7 die Volumenéinderung in diesem Bereich ebenfalls positiv sein
muss. Folgt man dem Verlauf zu hoherer Temperatur und zu héheren Driicken, so
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geht die Steigung (dp/dT") gegen Unendlich. In Folge dessen verlauft AV an die-
sem Punkt durch Null und nimmt anschlieBend negative Werte an. Die Anderung
der Entropie ist in Bereich II immer noch positiv. Im weiteren Verlauf, ndmlich an
der Stelle, an der eine waagrechte Tangente an den Kurvenverlauf gelegt werden
kann, geht die Entropieinderung durch Null. Im Bereich niedriger und mittlerer
Temperatur (Bereich III in Abbildung 2.7) ist die Denaturierung mit einer negati-
ven Volumen- und Entropiednderung verbunden. Die negative Entropiednderung bei
einer Kéltedenaturierung ldsst sich also nur dahingehend erklédren, dass bei diesem
Prozess die Umgebung des Proteins stirker geordnet wird. Die Entropiednderung
fiir das Protein ist in jedem Fall positiv, so dass die Wassermolekiile eine hcher ge-

ordnete Struktur anzunehmen scheinen.

Die Gleichgewichtsthermodynamik ist die Voraussetzung fiir das Phasendia-
gramm und die Informationen, die es enthélt. Gilt die Gleichgewichtsthermodyna-
mik nicht mehr, so ergeben sich moglicherweise Abweichungen in den Groéflen, die
das elliptische Phasendiagramm bestimmen. Diese Abweichungen kénnen von teil-
weise sehr langen Relaxationszeiten (bei tiefen Temperaturen und hohen Driicken)
herriihren.

Eine weitere interessante Frage ist der mikroskopische Charakter der Struk-
turtransformation, die Proteine unter Druck- oder Temperaturdnderung erfahren.
Druck- und Temperaturdenaturierung fithren nicht unbedingt zu den selben End-
zustdnden. In diesem Fall wére die Basis eines Zwei-Zustands-Modells nicht mehr
gegeben und die thermodynamische Beschreibung miisste gedndert werden.

Die Breite des Transformationsbereichs iiberstreicht eine Groéfienordnung von
100 MPa. Dies kénnte einerseits auf ein inhomogenes Ensemble hindeuten, das zwar
durch eine einstufige Transformation |N) < |D) charakterisiert ist, bei dem aber
die thermodynamischen Parameter einer Verteilung unterliegen. Andererseits konnte
dies ein Zeichen dafiir sein, dass die Transformation ein Vielstufenprozess ist, bei
dem das Protein eine Reihe von Zwischenzustéinden durchlauft. Zur einfachen phy-
sikalischen Interpretation des Phasendiagramms muss diese Situation wieder auf ein
effektives Zwei-Zustands-Modell zuriickgefithrt werden.

2.2.4 Die Rolle des Losungsmittels fiir die Proteinstabilitéit

Wie im vorhergehenden Kapitel angesprochen, lésst sich in vielen Fiéllen die Gesamt-
entropieénderung bei Entfaltungsvorgiangen nur unter Einbeziehung der Proteinum-
gebung erklaren. Modelle, mit deren Hilfe der Denaturierungsprozess verstanden
werden soll, beriicksichtigen die Rolle der hydrophoben Wechselwirkung. BALDWIN
beispielsweise hat angenommen, dass sich ein Protein dhnlich wie ein Oltrépfchen
in Wasser verhdlt [42; 43]. Allerdings verweisen KAUZMANN und andere Autoren
darauf, dass das Modell von BALDWIN mit der Loésung hydrophober Gruppen in
Wasser die Druckdenaturierung eines Proteins nicht erkldren kann [44]. Neuere In-
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terpretationen der Druckdenaturierung von HUMMER beschreiben diese als Prozess,
bei dem das Wasser in das Innere des Proteins gepresst wird und dort vorhandene
Hohlrdume fiillt. Es kommt dabei zwar zu Strukturidnderungen, die kompakte Form
des Proteins bleibt allerdings erhalten [45; 46; 47].

Interessante Beitréage zu diesem Thema liefert auch die Betrachtung von Wasser-
strukturen. ROBINSON et al. zeigten, dass fliissiges Wasser aus zwei Strukturtypen
zusammengesetzt ist [48]. Zur besseren Ubersichtlichkeit sind diese in Tabelle 2.2

mit ihren Eigenschaften erlautert:

Tabelle 2.2: Ubersicht zu den Mikrostrukturen in fliissigem Wasser nach ROBINSON [48].

Eis Th-Struktur Eis II-Struktur

reguldr tetraedrische Wasser - Was- | nichtreguldr tetraedrische Wasser -
ser - Anordnung Wasser - Anordnung

geringe Dichte hohere Dichte

von polaren Aminoséuren favorisiert | von unpolaren Aminoséuren favori-

siert

Das Verhéltnis der beiden Wasserstrukturen ist sowohl temperatur- als auch
druckabhéngig und beeinflusst daher in starkem Mafle die Hydratationsthermody-
namik des nativen bzw. denaturierten Proteins. So lédsst sich zeigen, dass der tem-
peraturabhingige Verlauf der Anderungen der verschiedenen Beitrige zu Enthal-
pie und Entropie bei der Entfaltung von Ubiquitin mit dem jeweiligen Anteil der
entsprechenden Phase im Wasser korreliert ist: Die Beitrdge der polaren Gruppen
verlaufen dhnlich wie der Anteil an Eis Th, wéhrend die ohnehin dominierenden
Beitrdage der unpolaren Gruppen sich an den Verlauf vom Eis II-Anteil anlehnen.
Die Anderungen der Gibbs’schen Freien Enthalpie mit der Temperatur zeigen auch
die Existenz der Kéltedenaturierung, so dass mit dieser Interpretation ebenfalls die
Rolle der Einfliisse von Entropie und Enthalpie der Umgebung bestétigt wird.



Kapitel 3
Experimentelle Methoden

Im Folgenden werden Methoden vorgestellt, mit denen sich Verédnderungen in der
Proteinstruktur untersuchen lassen. Zunéchst werden Techniken zum Ausmessen
von Phasendiagrammen beschrieben. Im zweiten Teil des Kapitels soll die Methode
des spektralen Lochbrennens sowie die Hintergriinde des “Druck-Effekts” vorgestellt
werden. Abschlielend folgt die Beschreibung der Versuchsaufbauten und der fiir die
Experimente eingesetzten Proben.

3.1 Spektroskopie an Proteinen unter Druck

Experimente zur Stabilitdt von Proteinen werden gréfitenteils mit Methoden durch-
gefiihrt, die strukturspezifische Aussagen ermdéglichen [49]. Fiir Druck- und Tempe-
raturdenaturierungsexperimente lassen sich die IR-Spektroskopie [50; 51; 52], CD-
Experimente [53; 54] und auch die NMR-Spektroskopie [55; 56| einsetzen. Nach-
teil dieser Methoden ist, dass sie verhéltnisméfig hohe Konzentrationen an Protein
bendétigen. Diese hohe Konzentration bedingt ihrerseits Storungen, z.B. durch Asso-
ziationsreaktionen. Im Gegensatz dazu benotigen auf Fluoreszenzmessungen basie-
rende Methoden weniger Reagenz und sind daher empfindlicher.

Die Experimente miissen in temperierbaren Druckzellen, wie z.B. Diamantam-
bosszellen fiir kleine Volumina und hohe Driicke oder konventionelle Druckanlagen

fiir groBere Volumina, aber geringere Maximaldriicke, durchgefiihrt werden.

3.1.1 IR-Spektroskopie

Die Untersuchung von Biomolekiilen mittels Schwingungsspektroskopie, wie Fourier-
transformierte Infrarot-Absorption und Ramanstreuung, eignet sich gut fiir die Be-
obachtung druck- und temperaturinduzierter Verdnderungen [57]. Experimente zur
Ramanstreuung kénnen direkt in gewohnlichem Wasser durchgefiihrt werden, was
aus biomimetischen Griinden vorteilhaft ist. Allerdings treten hier hdufig Stérungen
durch fluoreszierende Verunreinigungen auf. Dieser Nachteil kann mit der Infrarot-
Spektroskopie umgangen werden, bei der keine storenden Uberlagerungen durch
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Fluoreszenz auftreten. Zudem triagt die Eigenfluoreszenz, wie z.B. bei Hamprote-
inen, nicht zu einem Storsignal bei. Allerdings muss als Losungsmittel deuteriertes
Wasser (D20) verwendet werden.

Die Infrarot-Spektroskopie informiert vor allem iiber das Backbone eines Pro-
teins. Sie zeigt, dass Sekundérstrukturelemente wie a-Helix oder g-Faltblatt bis zu
hohen Driicken erkennbar sind. Im denaturierten Zustand verschwinden diese Struk-
turen jedoch.

Die Sekundérstruktur eines Proteins lasst sich z.B. durch die Beobachtung der
Form der Amid I'-Bande (1650 cm™!) verfolgen [58]. Mit steigendem Druck nimmt
das Frequenzmaximum der Amid I'-Bande generell ab, da es zu einer Stérkung
der Wasserstoftbriicken kommt. Durch Verschiebungen und Intensitédtsdnderungen
konnen Riickschliisse auf mogliche Verdnderungen der Sekundarstruktur, wie bei-
spielsweise der Bindungswinkel, getroffen werden. Uber die Auswertung der Amid
I’-Bande konnten z.B. Phasendiagramme zur Enzymaktivitdat von Lipoxygenase be-
stimmt werden [50]. Neben der Amid I'-Bande lassen sich auch Aminoséureseiten-
ketten, v. a. Tyrosine, untersuchen [59].

Die Ergebnisse fiir Denaturierungen aus Absorptions- oder Fluoreszenzmessun-
gen stimmen unter Umstédnden nicht mit denen aus der IR-Spektroskopie iiberein.
Der Grund hierfiir ist, dass bei der IR-Spektroskopie deutlich hohere Konzentra-
tionen eingesetzt werden miissen, wodurch sich die Wechselwirkungen zwischen den
Molekiilen verstérken.

3.1.2 Spektroskopie im sichtbaren und ultravioletten
Spektralbereich

Zur FErlduterung der grundlegenden Begriffe sind in Abbildung 3.1 die spektra-
len Verhéltnisse am Beispiel des Chlorophyllmolekiils, welches ein ausgedehntes
m-Elektronensystem besitzt, dargestellt [60]. Im linken Teil der Abbildung 3.1 fin-
den sich die Absorptions-, Fluoreszenz- und Phosphoreszenzspektren. Rechts ist das
daraus abgeleitete Jablonski-Diagramm mit den verschiedenen Ubergéingen und zu-
gehorigen Lebensdauern abgebildet.

Zur Durchfithrung optischer Denaturierungsexperimente sind spezielle Sonden-
molekiile, gewohnlich Farbstoffe, notwendig. Es gibt viele Proteine, die bereits Farb-
stoffmolekiile als prosthetische Gruppe enthalten. Als Beispiel konnen hier Porphy-
rinderivate in Hémproteinen, Chlorophyll in den Photorezeptoren griiner Pflan-
zen oder Retinal im Rhodopsin angefiihrt werden. Daneben kénnen Proteine mit
kiinstlichen Farbstoffen versehen werden [61; 62; 63]. Auch das Vorhandensein aro-
matischer Aminoséuren in der Peptidsequenz lisst spektroskopische Untersuchungen
in Absorption und Fluoreszenz zu.

Jede Information, die man aus den optischen Experimenten erhilt, spiegelt ir-
gendwie die Wechselwirkungen zwischen Farbstoffsonde und Protein wider. Die An-
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Abbildung 3.1: Beispiel zu Absorption, Fluoreszenz und Phosphoreszenz sowie zugehdori-
ges Jablonski-Diagramm (nach [60]).

wendung von hydrostatischem Druck verstérkt die Wechselwirkung zwischen Probe
und Losungsmittel. Als Folge davon werden die Energien der Eigenzustédnde der Pro-
benmolekiile verdndert. Ob eine positive Druckénderung zu einer Rot- oder Blau-
verschiebung des betrachteten Ubergangs fiihrt, héingt von der relativen Anderung
der Energien der beteiligten Zustédnde, d.h. dem Grundzustand Sy und dem ersten
angeregten Zustand Sp, ab. Wird der angeregte Zustand stérker abgesenkt als der
Grundzustand, so fithrt dies zu einer Rotverschiebung. Im anderen Fall findet eine
Blauverschiebung statt.

Die Art der Verschiebung ist zunéchst von der vorherrschenden Art der Wech-
selwirkung zwischen Sonde und Lésungsmittel abhéngig. Dominieren Dispersions-
Wechselwirkungen, dann tritt immer eine Rotverschiebung auf. Die Dispersions-
Wechselwirkung wird durch die Polarisierbarkeit der Sondenmolekiile bestimmt, die
im angeregten Zustand stets grofier als im Grundzustand ist. Dominieren hingegen
elektrostatische Wechselwirkungen, dann sind sowohl Rot- als auch Blauverschiebun-
gen moglich. Dies ist auf eine unterschiedliche Orientierung des Dipolmoments des
Probenmolekiils im angeregten Zustand im Vergleich zur Orientierung im Grundzu-
stand zuriickzufiihren.

Optische Messungen geben vor allem einen Hinweis darauf, auf welche Art
und Weise eine Wechselwirkung verdndert wird. Im Gegensatz dazu lasst die IR-
Spektroskopie, bei der z.B. eine bestimmte Bindung betrachtet wird, eine Aussage
dariiber zu, was mit ihr passiert, jedoch nicht auf welchem Weg.
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Die inhomogene Verbreiterung spektraler Banden stellt zumeist einen Nachteil
dar. Sie ist eine Auswirkung der Dispersion der Losungsmittelverschiebung (“solvent
shift”). Kleine Verédnderungen, die lediglich die homogene Linie beeinflussen, kénnen
nur mit besonderen Techniken sichtbar gemacht werden. Auf diese Methoden wird

in Kapitel 3.2 néher eingegangen.

Absorptionsmessungen

Alle Molekiile zeigen aufgrund ihrer immanenten elektronischen Natur Absorption
[60; 64]. Falls es keine apparativen Einschrénkungen hinsichtlich des Spektralbereichs
gibt, kann damit jedes beliebige Protein mittels Absorptionsmessungen untersucht
werden.

Pionierarbeit auf dem Gebiet der Untersuchung der Phasenstabilitdt von Pro-
teinen mittels Absorptionsspektroskopie haben HAWLEY, ZipP und KAUZMANN
geleistet. HAWLEY erstellte das Phasendiagramm von Chymotrypsinogen, indem er
die Differenz zwischen der Absorption des Proteins bei variablen Temperatur- und
Druckeinstellungen und der Absorption bei den bekannten Ausgangsbedingungen
bestimmte [33]. Das untersuchte Protein Chymotrypsinogen denaturiert bei Tem-
peraturen oberhalb 45°C und Driicken iiber 3,5 kbar. Unter Annahme eines Zwei-
Zustandsmodells gelang es damit auch, die Anderungen der thermodynamischen
Parameter wihrend des Phaseniibergangs zu bestimmen.

Durch die Untersuchung von Metmyoglobin konnten Z1PP und KAUZMANN zei-
gen, dass die Absorption im Bereich von 400 bis 700 nm dem H&m-Chromophor zu-
zuordnen ist und Verdnderungen in diesem Bereich wéhrend einer Denaturierung nur
Anderungen in der Umgebung des Hams, nicht aber die Verdinderungen im iibrigen
Molekiil widerspiegeln [65]. Anderungen im Bereich von 270 bis 290 nm hingegen ge-
ben Auskunft iiber die Exposition aromatischer Seitenketten in das Losungsmittel.
Da aromatische Aminoséduren iiber das gesamte Metmyoglobin-Molekiil verstreut
sind, erhdlt man somit eine Information iiber den allgemeinen Faltungszustand.
Hiermit wird verdeutlicht, dass jede spektroskopische Technik nur in der Lage ist,
Aussagen iiber lokal beschréinkte Umgebungen von Farbstoffsonden zu treffen. Au-
Berdem zeigten die Messungen eine starke Abhéangigkeit der Proteinstabilitit vom
pH-Wert. Oberhalb von 70°C bzw. 6 kbar lag das Metmyoglobin generell im denatu-
rierten Zustand vor. Die Konzentrationen betrugen in den beschriebenen Messungen

jeweils 0,03 bis 0,05 % bzw. 3-1076 bis 3-10~° molar.

Fluoreszenzmessungen

In dieser Arbeit wird die Phasenstabilitdt von Proteinen mit der Fluoreszenzspek-
troskopie untersucht. Grofiter Vorteil dieser Technik ist die hohe Empfindlichkeit
der Methode. Im Gegensatz zu Absorptionsmessungen, bei denen héufig geringe
Verdnderungen gegen einen hohen Hintergrund beobachtet werden, sind bei Fluo-
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reszenzmessungen die relativen Intensitdten besser zu erkennen.

Sind in einem Protein aromatische Aminoséduren vorhanden, so ldsst sich vor
allem Tryptophan fiir die Fluoreszenzspektroskopie heranziehen. Tyrosin zeigt eine
schwichere Fluoreszenzemission, die auch deutlich weniger rotverschoben als die
Tryptophanfluoreszenz auftritt und ebenso wie die schwache Phenylalaninfluoreszenz
von — sofern vorhandenen — Tryptophan-Residuen unterdriickt wird.

Ein Grofiteil der in der Literatur beschriebenen Arbeiten nutzen die Fluoreszenz
der Aminosduren [56; 66; 67; 68]. WEBER und DRICKAMER koppelten Tryptophan
und andere kleine Molekiile an Proteine, um iiber die Verédnderung der Fluores-
zenzspektren druckinduzierte Entfaltungsprozesse zu verfolgen [69]. Die Fluoreszenz-
spektren von Proteinen in der “Hochdruck-Konformation” zeigen, dass die Trypto-
phanreste dort mit einem Medium in Kontakt treten, das die Polaritéit von Wasser
aufweist [70]. Die dabei auftretenden Volumendnderungen liegen im Bereich von
1 % und sind verhiltnisméfig gering. Fluoreszenz-Polarisations-Experimente haben
ebenfalls gezeigt, dass bei der Entfaltung durch Hochdruck Wasser in das Protein-
innere eindringt.

Die Untersuchung der Wirkung von Hochdruck auf -Lactoglobulin zeigt eine
Rotverschiebung und Zunahme der Fluoreszenzintensitdt, die mit der chemischen
Denaturierung durch Guanidinium-Hydrochlorid tibereinstimmt [71]. Ab ca. 1 kbar
bis 3 kbar kommt es zu einer Dissoziation des Dimers. Auflerdem ist die Druckdena-
turierung nicht reversibel, da das entfaltete Protein eine nichtnative Disulfidbriicke
ausbildet. Die eingesetzten Konzentrationen lagen bei 107° molar.

Bei der Untersuchung von groleren, aus mehreren Untereinheiten bestehenden
Proteinen stellte sich heraus, dass mittlere Driicke (< 3 kbar) zur Dissoziation dieser
Untereinheiten fiihren. Dieser Effekt ist in den meisten Féllen reversibel, auch wenn
sich die enzymatische Aktivitdt erst nach lingerer Zeit wieder einstellt [38].

Vollstédndige Phasendiagramme von Proteinen sind in der Literatur selten be-
schrieben. Héufig werden nur die Effekte von Temperatur oder Druck untersucht.
Desweiteren berichten viele Arbeiten iiber eine Kombination verschiedener Techni-
ken [72; 73]. In diesen Verdffentlichungen finden sich lediglich Ausschnitte von Sta-
bilitdtsdiagrammen, da genaugenommen zu wenig Punkte bestimmt wurden. Dies
zeigt, dass das Ausmessen von Phasendiagrammen mit Schwierigkeiten verbunden
ist.

Fluoreszenzexperimente im Sichtbaren konnen mit Proteinen, die von Natur
aus Farbstoffe mit ausgedehnten 7-Elektronensystemen besitzen oder mit entspre-
chenden Chromophoren “gelabelt” wurden, durchgefiihrt werden. Die in dieser Ar-
beit beschriebenen Ergebnisse wurden iiber die Fluoreszenz von Zn-Mesoporphyrin-
Cytochrom ¢ gewonnen.
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3.2 Die Methode des spektralen Lochbrennens

Diese hochauflosende spektroskopische Methode wurde im zweiten Teil dieser Ar-
beit benutzt, um den Wechselwirkungsradius des Chromophors im Zn-Cytochrom c

abzuschéatzen.

3.2.1 Homogene und inhomogene Linien
Idealisiertes System

Zum besseren Verstédndnis der Lochbrennspektroskopie werden einleitend die Eigen-
schaften homogener und inhomogener Linien erlautert. Als Ausgangsbasis hierfiir
wird ein idealisiertes System angenommen, in dem ein Ensemble von Farbstoffmo-
lekiilen in eine perfekte Matrix (Wirtsgitter) eingebaut ist. Wechselwirkungen der
Farbstoffmolekiile untereinander sind aufgrund niedriger Konzentration und damit
grofler Absténde vernachléassigbar. In diesem Fall befinden sich alle Farbstoffmo-
lekiile in der gleichen Umgebung und spiiren somit die gleichen Wechselwirkungen.
Diese resultieren in einer identischen Losungsmittelverschiebung gegeniiber ihrer
Vakuumfrequenz, d.h. sie absorbieren bei einer geédnderten, aber einheitlichen Fre-
quenz.

Die Spektrallinie eines Farbstoffs in dem beschriebenen System setzt sich gemaf

Abbildung 3.2 aus zwei Anteilen zusammen:

e Die scharfe Null-Phononen-Linie stellt den rein elektronischen Ubergang dar.
Die Breite der Null-Phononen-Linie wird als homogene Linienbreite v bezeich-

net.

e Blauverschoben erscheint ein breiter Phononenfliigel. Die Kopplung elektroni-
scher Ubergéinge an Phononen ist auf unterschiedliche Wechselwirkungen mit
dem Wirtsgitter zuriickzufiihren, da ein Farbstoff im angeregten Zustand eine
andere Ladungsverteilung als im Grundzustand hat. In einem Kristall lésst
sich eine grofle Anzahl verschiedener Schwingungsmoden anregen, so dass sich

eine Vielzahl von Phononenseitenlinien zu einer Seitenbande iiberlagern®.

Die Breite der Null-Phononen-Linie ist ein Maf fiir die Geschwindigkeit der elektro-
nischen Relaxation. Sie ist deutlich schmiler als die Phononenseitenbande, da bei
tiefen Temperaturen die Lebensdauer des niedrigsten angeregten Zustands mehr als
drei GroBenordnungen ldnger ist als die eines Phonons. Auflerdem besteht sie nur
aus einem Ubergang. Zunehmende Temperatur verursacht eine Verbreiterung der
homogenen Linie und lésst den Phononenseitenfliigel dominieren.

!Das Verhiltnis der Intensitéit der Null-Phononen-Linie zur Gesamtintensitit definiert den
Debye-Waller-Faktor «. Ein a-Wert nahe 1 entspricht einer schwachen Elektron-Phonon-Kopplung.
Bei kleinem « hingegen wird das Spektrum von dem Phononenfliigel dominiert.
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Abbildung 3.2: Absorptionsspektrum eines Farbstoffs in einer perfekt geordneten Matiz.
Es besteht aus einer Null-Phononen-Linie mit der homogenen Linienbreite v und einem

breiten Phononenfliigel.

Die homogene Linienbreite v einer Null-Phononen-Linie wird durch die Heisen-
bergsche Unschdarferelation bestimmt:
1
7= 27T
T, gibt die Lebensdauer der Kohdrenz des angeregten Zustands an und ist somit ein

(3.1)

MaB dafiir, wie lange die Ubergangsdipolmomente nach einer Anregung in Phase

schwingen. Zwei Prozesse tragen zu 75 bei:

e Zum einen die FEnergierelaxationszeit Ty, die Zerfdlle in den Grundzustand
(z.B. durch Fluoreszenz, Inter System Crossing etc.) reprisentiert. Sie ver-
ringert die Anzahl der Molekiile, deren Ubergangsdipolmomente im angereg-
ten Zustand in Phase schwingen. T} bestimmt die natiirliche Linienbreite des

Ubergangs.

e Daneben liefern thermische Bewegungen des Kristallgitters iiber die reine Pha-
senrelazationszeit T einen Beitrag. Nach dieser Phasenrelaxationszeit sind die

Phasen der Dipole statistisch verteilt.

Fiir die effektive Zerfallszeit findet man die Beziehung
112
T, T T3

Die Energierelaxationszeit T} ist im allgemeinen temperaturunabhéngig. Der Kehr-

(3.2)

wert der Phasenrelaxationszeit T3 hingegen nimmt mit fallender Temperatur ab und
geht fir T — 0 gegen Null. Die homogene Linienbreite ~ strebt fiir 77 — 0 gegen
einen endlichen Wert, der nur durch die Energierelaxationszeit 77 bestimmt wird.
Das exponentielle Zeitverhalten der Energie- und Phasenrelaxation resultiert in der

Lorentzform der homogenen Linie.
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Systeme in der Realitét

Im Gegensatz zu dem bisher beschriebenen idealisierten System befinden sich in
Wirklichkeit alle Farbstoffmolekiile, in jeder Matrix, in unterschiedlichen Umgebun-
gen. Alle Chromophore gehen daher andere Wechselwirkungen mit der Umgebung
ein und zeigen folglich unterschiedliche spektrale Eigenschaften. Bei Farbstoffen, die
in eine Matrix eingebaut sind, beobachtet man eine inhomogen verbreiterte Linie
(sieche Abbildung 3.3).

~
=
g
< %o
d ¥
Frequenz

Abbildung 3.3: Absorptionsspektrum von Farbstoffen in realen Matrizes. Die Breite der
inhomogenen Bande betrdgt og, die Breite der homogenen Null-Phononen-Linie ist .

Die Form dieser inhomogenen Linie entsteht durch Faltung der homogenen Li-
nie mit der gauBiférmigen Verteilungsfunktion der Absorptionsfrequenzen. Die in-
homogenen Linienbreiten oy von Farbstoffen in realen Kristallen liegen in einem
Bereich von einigen cm™!. Farbstoffe in Proteinen, die stiirker als Kristalle von Un-
ordnung gepriigt sind, zeigen Linienbreiten in der GréSenordnung? von 100 cm™!.
Zwischen inhomogener und homogener Linienbreite in Proteinen liegen bei 2 Kelvin
vier Groflenordungen. Mit der Methode des spektralen Lochbrennens ist es moglich,
trotz der inhomogenen Verbreiterung Spektroskopie an der durch die homogene Li-

nienbreite vorgegebenen Auflésungsgrenze zu realisieren.

3.2.2 Mechanismus des spektralen Lochbrennens

Die Technik des spektralen Lochbrennens nutzt Sattigungseffekte in inhomogen ver-
breiterten Systemen aus [74]. Die Moglichkeit, eine unter der inhomogenen Verbrei-
terung verborgene homogene Linie eines Ubergangs zu messen, fithrt zu einer hohen
Empfindlichkeit der spektroskopischen Experimente. Die Techniken des photochemi-
schen bzw. photophysikalischen Lochbrennens wurden 1974 eingefiihrt [75; 76]. Das

21 cm™! entspricht 30 GHz.
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“Brennen eines Lochs” erfolgt mit einem intensiven Laser, der schmalbandig im Be-
reich der niederenergetischsten Absorptionsbande eines Farbstoffs einstrahlt. Durch
die schnelle Relaxation hoherer angeregter Zustdnde entstehen deutlich grofiere
Lochbreiten in hoheren elektronischen oder vibronischen Ubergéingen. Die Voraus-
setzung fiir zeitlich stabile Locher ist — neben einem elektronischen Grundzustand
|E) und Anregungszustand |I) — die Existenz eines langlebigen Photoproduktzu-
stands | P) (siehe Abbildung 3.4a).

: b
Zwischenzustand Laser
> — -
A \\ o l
\
\
N
5 P> ——
CE Photoprodukt
Photopr. Photoprodukt
(phOt.O_ (photochemisch)
physi- \\
I \
E>— kalisch) N
EdUKt AR ____

Abbildung 3.4: (a) Fir das Lochbrennen notwendige Zustinde. (b) Absorptionsbande mit
eingebranntem Loch. Es besteht die Maglichkeit des photochemischen und photophysikali-

schen Lochbrennens.

Statt in den Grundzustand zuriickzufallen, kann ein Sondenmolekiil in die-
sem Fall in diesen Photoproduktzustand iibergehen. Bei dem Photoproduktzustand
handelt es sich um ein strukturell unterschiedliches Molekiil mit einer vom ur-
spriinglichen Molekiil (deutlich) verschiedenen Absorptionsfrequenz. Die nun feh-
lenden absorbierenden Molekiile hinterlassen bei der Brennfrequenz ein Loch mit
einer Breite, die von der homogenen Linienbreite bestimmt wird (siche Abbildung
3.4b). Ein spektrales Loch stellt das negative Absorptionsspektrum eines Ensembles
von Chromophoren dar, das zum Zeitpunkt des Lochbrennens dieselbe Absorpti-
onsfrequenz hatte. Werden nach dem Lochbrennen die experimentellen Parameter
verdndert, z.B. durch Ausiibung von hydrostatischem Druck oder dem Anlegen ei-
nes elektrischen Felds, so reagiert das spektrale Loch analog dem entsprechenden
Ensemble.

Es lassen sich zwei Arten von Phototransformationen unterscheiden:

e Beim photochemischen Lochbrennen handelt es sich um Transformationen,
bei denen der Farbstoff seine chemischen Eigenschaften &ndert. Die spektrale
Verschiebung zwischen dem Edukt und dem Photoprodukt ist meist so grofi,
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dass die Absorption des Photoprodukts auflerhalb der inhomogenen Linie des
Edukts liegt (siche Abbildung 3.4b).

e Dagegen édndert das photoaktive Molekiil beim photophysikalischen Lochbren-
nen seine chemischen Figenschaften nicht. In diesem Fall éndert sich lediglich
die Wechselwirkung des Farbstoffs mit der Matrix, z.B. durch das Zustande-
kommen einer anderen Losungsmittelkonfiguration um den Chromophor her-
um. Die spektrale Verschiebung ist dort kleiner als die inhomogene Linienbrei-
te.

Durch die hohe Frequenzauflosung lédsst sich der Einfluss relativ kleiner externer
Verénderungen (z.B. Druck) messen. Hierzu ist es notwendig, die Experimente bei
tiefen Temperaturen (T = 2 K) an Null-Phononen-Linien durchzufiihren. Die Linien-
breiten betragen dabei mehrere GHz. Die Locher werden in Transmission gemessen.
Das “Abscannen” dieses Bereichs erfolgt durch kontinuierliches Durchstimmen der
Frequenz des Lasers®. Die dabei gemessene Lochbreite A ist mindestens doppelt so
grof} wie die homogene Linienbreite ~, da sich die homogene Linienbreite sowohl
beim Brennen als auch beim Scannen auswirkt.

Besonders hohe Laserintensitdten beim Brennen fithren zu einer zusétzlichen
“Leistungsverbreiterung”. Es ist daher sinnvoller, mit niedrigerer Leistung langer
zu brennen. Einen weiteren Einfluss auf die Form der Locher hat die “Sattigungs-
verbreiterung”. Da die Absorptionsbande bei der Laserfrequenz durch das Brennen
ausbleicht, ist in den Flanken des Lochs die Zahl der absorbierenden Molekiile grofier
als im Zentrum, so dass die Photoreaktion vor allem in den Flanken ablduft. Auch
bei geringer Brennleistung und Brennenergie wird die messbare Lochbreite zusétzlich
noch durch den Prozess der “spektralen Diffusion” vergréflert. Die spektrale Diffu-
sion ist bei den in dieser Arbeit beschriebenen Experimenten vernachléassigbar, da

diese innerhalb von Minuten bzw. Stunden durchgefiihrt werden kénnen.

3.2.3 Bestimmung von Kompressibilitidten

Uber die Messung der Auswirkung hydrostatischer Druckénderungen auf spektra-
le Locher ist es moglich, mechanische Eigenschaften von Proteinen mit rein spek-
troskopischen Methoden zu untersuchen. Die elastischen Eigenschaften von Protei-
nen héngen von deren Struktur ab. Inhomogene Linien bestehen unter Umstédnden
aus mehreren Konformationen. Somit konnen mit “Druck-Effekt”-Experimenten,
abhéangig von der Brennfrequenz, unterschiedliche Kompressibilitéiten einzelner Pro-
teinkonformationen gemessen werden [77]. Als Folge dessen ist es moglich, die Anzahl
der Proteinkonformationen einzugrenzen und iiber die Brennfrequenz eine bestimm-

te Proteinkonformation gezielt zu adressieren. So lésst sich mit dem “Druck-Effekt”

3Um zu vermeiden, dass hierbei zusitzlich Molekiile in den Photoproduktzustand “wegge-
brannt” werden, wird die Laserintensitit um vier Gréfenordnungen verringert.
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spektraler Locher abschétzen, in welchem Abstand sich die relevanten Aminosiuren
eines Proteins zu dem Chromophor befinden, die ein Farbstoff “spiirt”.

Farbstoff-Matrix-Wechselwirkungen als Grundlagen des “Druck-Effekts”:
“pressure shift solvent shift”

Das Modell von LAIRD und SKINNER erklart den “Druck-Effekt” spektraler Locher
in Farbstoff-Glas-Systemen [78]. Es erfolgt dabei die Beschréankung auf einen kleinen
Druckbereich, in dem alle Deformationen elastisch und reversibel sind. Dieses Modell
lasst sich auch auf “Druck-Effekt”-Experimente an Proteinen {ibertragen, wenngleich
die Giiltigkeit der darin enthaltenen Nédherungen nicht vollstédndig iibertragbar ist.
Die Grundlagen der angesprochenen Theorie sollen im Folgenden erlédutert werden:

Wie bereits erlautert, erfahren die betrachteten Farbstoffmolekiile aufgrund von
Wechselwirkungen mit ihrer Umgebung eine Verschiebung der Absorptionsfrequenz.
Dies resultiert bei einer nicht vollstdndig geordneten Matrix in einer inhomogenen
Verbreiterung der Absorptionslinie. Durch Druckanwendung wird die Dichte des Me-
diums erhoht, was zu gednderten Abstdnden zwischen Farbstoff und Matrix fiihrt.
Dadurch &ndern sich auch die Wechselwirkungen zwischen Chromophor und Umge-
bung, die sich in verdnderten Frequenzverschiebungen widerspiegeln.

In der folgenden Herleitung bezeichnet v die Verschiebung der Absorptionsfre-
quenz beziiglich der Vakuumfrequenz*. Wichtig ist nun die Bestimmung der Ver-
teilungsfunktion der Frequenzverschiebungen, die die Form der inhomogenen Bande
bewirkt.

Die Wechselwirkung zwischen einem Farbstoffmolekiil und einem Losungsmit-
telmolekiil im Abstand R erzeugt eine Frequenzverschiebung v(R). v(R) ist ein
Differenzpotenzial. In der Umgebung eines Farbstoffs treten Wechselwirkungen mit
N Loésungsmittelmolekiilen an den Positionen ]%1,...,1%]\; auf. Die resultierende Fre-
quenzverschiebung kann ndherungsweise durch die Summe aller N Frequenzverschie-
bungen beschrieben werden. Folgende Annahmen erméglichen einen Ansatz fiir die
inhomogene Verteilungsfunktion I(v):

1. Es bestehen keine Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Losungsmittel-
molekiilen. Damit vereinfacht sich die N-dimensionale Verteilungsfunktion
P(Ry,...,Ry) zu einem Produkt aus N Zwei-Teilchen-Verteilungsfunktionen

g(Ry) - ...- g(Ry).

2. Es besteht eine hohe Anzahldichte ¢ der Losungsmittelmolekiile. Mit Hilfe
dieser Annahme lisst sich die inhomogene Verteilungsfunktion () geméaf

4Bei einer bestimmten Losungsmittelverschiebung koénnen sich dispersive und elektrostatische
Wechselwirkungen gegenseitig aufheben. Die zugehorige Frequenz wird als Vakuumfrequenz be-
zeichnet, da diese gegenseitige Kompensation den gleichen Effekt wie das Nichtvorhandensein eines
Solvens hat.
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dem Zentralen Grenzwertsatz als Gaufifunktion anndhern.

Bei Giiltigkeit beider (eigentlich einander ausschlieBender) Annahmen erhélt man

eine gaufformige Verteilung der Frequenzverschiebungen:
1 _ _ 2
I(v) = exp (v = vo) (3.3)

2
2108 205

Die Form der Spektralbande ist eine Faltung der lorentzférmigen homogenen Li-
nie mit der inhomogenen Verteilungsfunktion /(v). In der Regel ist die inhomo-
gene Verbreiterung von Chromoproteinen bei tiefen Temperaturen deutlich groflier
als die homogene Linienbreite, so dass der Lorentzanteil einer inhomogenen Linie
vernachléssigbar ist. Die inhomogene Linie folgt daher einer Gaufibande, fiir deren
Zentrum vy (= Maximum der inhomogenen Bande) und Breite oy die folgenden

Beziehungen gelten:

w=N{v(R))= ]VV / R - g(R) - v(R) (3.4)
und
2 2/ D N D ] 2/ D
02 =N (A(R)) = V/dR-g(R) (R). (3.5)

Die mittlere Losungsmittelverschiebung vy stellt den Frequenzunterschied zwischen
dem Zentrum der inhomogenen Bande des gelosten Farbstoffs und der Vakuumfre-
quenz dar. V ist das Volumen der mit dem Farbstoff wechselwirkenden Matrix.

Wird nun auf die Probe Druck ausgeiibt, so &ndern sich die Absténde R zwischen
Farbstoff und Losungsmittel, wodurch sich die Frequenzverschiebung ohne Druck

V(ﬁ) wie folgt zur Frequenzverschiebung mit Druck v/ (]%, Ap) éndert:
V(R, Ap) = v(R) + n(R)Ap. (3.6)

n ist ein Maf fiir die Empfindlichkeit des Systems auf Druckénderungen. Im Fall eines

homogenen und isotropen Losungsmittels 1dsst sich n(R) durch folgende Gleichung
mit der isothermen Kompressibilitdt x ausdriicken:

~ ov OR OV K =0V
n(R) = ROV Op —gR@ (3.7)

Da das spektrale Loch der Absorptionslinie der weggebrannten Molekiile entspricht,
kann die positive Linie anstatt des gebrannten Lochs fiir Auswertungen verwendet
werden.

Die Druckanwendung verursacht eine Verschiebung der Absorptionsfrequenzen
der ausgewihlten Molekiile. Obwohl diese Molekiile dieselbe Absorptionsfrequenz
besitzen, kann es sich durchaus um Molekiile mit unterschiedlichen Umgebungen
handeln. Aus diesem Grund zeigen die durch Druck erzeugten Frequenzverschiebun-

gen eine Dispersion, die in einer Linienverbreiterung resultiert.
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Um dieses Verhalten modellieren zu kénnen, muss eine bedingte Wahrschein-
lichkeit f(v'|v; Ap) berechnet werden. Diese gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der
ein Probemolekiil, das zunéchst bei der Frequenz v absorbiert, nach einer Druckén-
derung Ap nun bei der Frequenz v/ absorbiert. Diesem Modell liegen die gleichen
Néherungen zugrunde wie oben erldutert, so dass es sich bei f(v/|v; Ap) ebenfalls um
eine GauBfunktion handelt. Die Form des spektralen Lochs unter Druck setzt sich
aus einer Faltung der Funktion f(v'|v; Ap) mit der Funktion der homogenen Linien-
breite zusammen. Die experimentell zugénglichen Parameter von f(v/|v; Ap), — die
zentrale Frequenz s, und seine Breite o, — hdngen linear vom Druck ab. Die Grofie
s, wird als Druckverschiebung bezeichnet. Sie lisst sich durch folgende Gleichung

ausdriicken:

(nv)
(v?)

Bei der Frequenz 1, wird das Loch in die inhomogene Bande gebrannt. Die Groflen

— —

(n) und (nv) sind die Mittelwerte von 5(R) und n(R)v(R) iiber die Zwei-Teilchen-
Verteilungsfunktionen geméfl Gleichungen 3.4 und 3.5. Nach Gleichung 3.8 héngt

sp=|N(n) +

(Vy — Viae — Vo) | Ap (3.8)

die Druckverschiebung nicht nur vom angelegten Druck, sondern auch von der be-
trachteten Frequenz ab. Dieses Verhalten wird als Farbeffekt bezeichnet und wird
zur Bestimmung der Kompressibilitdt x herangezogen.

Im Gegensatz zur Druckverschiebung zeigt die druckinduzierte Linienverbreite-
rung o, keinen Farbeffekt. Allerdings lassen auch ihre Eigenschaften einen Einblick
in das Zusammenspiel zwischen struktureller Ordnung und Unordnung auf der einen
Seite und der Linienverbreiterung auf der anderen Seite zu. o, setzt sich zusammen

aus:

op =N () (1= %) |89 (3.9)
p* beschreibt den Grad an Korrelation zwischen n(R) und v(R):

2
p* = LN P2 <1 (3.10)

) T
Im Falle einer perfekten Korrelation zwischen n(R) und v(R) ergibt sich fiir p? = 1
und fiir 0, = 0. Dieses Verhalten wird fiir hochgeordnete kristalline Materialien ge-
funden [79; 80]: Trotz einer grofen Verschiebung zeigt sich dort lediglich eine kleine
Druckverbreiterung. Offensichtlich tritt hohe Korrelation auf, wenn der Druck nur
die Dichte, nicht aber die lokale Struktur um ein Molekiil verdndert. Dagegen ergibt
sich ein Maximum fiir o,, wenn n(ﬁ) und V(ﬁ) unkorreliert sind. Dieser Fall tritt in
strukturell ungeordneten Materialien, wie z.B. Glédsern, auf. Interessanterweise zei-
gen auch Proteine, obwohl sie einen hohen Organisationsgrad besitzen, eine dhnliche
Druckverbreiterung wie Glaser. Gleichung 3.9 besagt, dass o, proportional zur Gréfie
der Druckdnderung ist. Die Richtung der Druckénderung spielt fiir die Verbreiterung
keine Rolle. Im Gegensatz dazu bestimmt das Vorzeichen der Druckénderung auch
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das Vorzeichen des “Shifts” s,. Fiir den Fall, dass V(é) einer 1/R"-Abhéngigkeit
folgt, ergibt sich mit Gleichungen 3.7 und 3.8

n(R) = gm(é) (3.11)

sowie fiir die Druckverschiebung

Sp = gﬁ(ub — Vpae) AD. (3.12)
Uy — Uyae 18t die Losungsmittelverschiebung der frequenzselektierten Farbstoffmo-
lekiile. Ein verniinftiger Wert fiir n stellt 6 dar, der fiir Dispersionswechselwirkungen
oder elektrostatische Wechselwirkungen héherer Ordnung gilt. Das der Gleichung
3.12 zugrundeliegende Modell wird als pressure shift solvent shift-Modell bezeich-
net, da beide Groflen zueinander proportional sind. In dieser Gleichung sind die
Kompressibiltiat x, die die Umgebung des Farbstoffs charakterisiert, und die Vaku-
umabsorptionsfrequenz v,,., die die Farbstoffsonde charakterisiert, enthalten.

N&herungen im Modell

Fiir die Gauflsche Nédherung ist eine hohe Anzahldichte an Losungsmittelmolekii-
len Voraussetzung. Dies deutet auf Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Lo&-
sungsmittelmolekiilen hin, was durch die Annahme einer geringen Korrelation unter
den Losungsmittelmolekiilen eigentlich ausgeschlossen wurde. Dieser offensichtliche
Widerspruch ist ein Problem fiir jedes beliebige Losungsmittel. Fiir Proteine wird
diese Tatsache noch dadurch verstéarkt, dass sie eine definierte Struktur besitzen und
somit die Losungsmittelmolekiile, in diesem Fall die Atome des Apoproteins, hoch
korreliert sind.

Aus der Rontgenstrukturanalyse von Proteinen bei Tieftemperatur ist jedoch
bekannt, dass trotz der hohen Korrelation eine strukturelle Unbestimmtheit vorhan-
den ist [81; 82; 83]. Die durchschnittliche Langenskala dieser Unbestimmtheit fiir ein
bestimmtes Atom oder einen bestimmten Proteinbaustein betrigt 0,2 A. Fiir eine
Druckénderung im Bereich von 1 MPa ist die entsprechende Verschiebung mit un-
gefihr 1073 A deutlich kleiner. Auf dieser Lingenskala konnen die Proteinbausteine
durchaus als strukturell unkorreliert betrachtet werden, wodurch die Giiltigkeit des
Modells wiederhergestellt wird.

Eine weitere zu klirende Frage ist, ob die Abhingigkeit v(R) oc 1/R% die Si-
tuation korrekt beschreibt. In diesem Fall muss geklédrt werden, warum Wechselwir-
kungen, die wie z.B. Abstoungsterme oder dipolare Terme anders von R abhéngen,
vernachlissigbar sind. Um einen stabilen Losungmittelkédfig um die Farbstoffsonde
auszubilden, sind sowohl anziehende als auch abstoflende Wechselwirkungen notwen-
dig. Abstoflende Wechselwirkungen lassen sich beim “Druck-Effekt” vernachlassigen,
denn es kann davon ausgegangen werden, dass die Atome oder Atomgruppen in
nichster Nachbarschaft um das Farbstoffmolekiil im Potenzialminimum von v(R)
lokalisiert sind. Damit verschwindet fiir sie die entsprechende Ableitung (Gleichung
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3.7), so dass hinreichend kleine Verschiebungen der néichsten Nachbarn des Farbstoffs
keine Frequenzverschiebung verursachen. Fiir weiter entfernte Matrixmolekiile sind
die abstolenden Farbstoff-Matrix-Wechselwirkungen wegen ihrer kurzen Reichweite
gegeniiber anziehenden Wechselwirkungen zu vernachléssigen.

Die Dipol-Dipol- (o< R™3) und Ion-Dipol-Wechselwirkungen (o< R~2) mitteln
sich in einer zufallsverteilten Probe zu Null und kénnen somit nicht zur Druckver-
schiebung, aber zu einer Druckverbreiterung beitragen. Bei Proteinen tritt zumin-
dest teilweise eine Kompensation auf. Daher sind die entsprechenden Kompressibi-
lititen, die unter Annahme des Vorherrschens von 1/R5-Wechselwirkungen gewon-
nen werden, etwas zu klein.

In jedem Fall dominieren bei der Verwendung aromatischer Sondenmolekiile mit
ausgedehnten 7-Elektronensystemen die Dispersionskrifte die Wechselwirkungen. In
manchen Systemen ist die Sonde selbst ziemlich polar, so dass sie moglicherweise ein
Dipolmoment im Wirtsgitter induziert. Falls die Wirtsmolekiile ein eigenes Dipol-
moment besitzen und ausreichend beweglich sind, ist die Polarisierung der Wirts-
molekiile moglich. In all diesen Féllen ist die resultierende Wechselwirkung vom
1/R5-Typ.

Einen grofleren Beitrag zur Druckverbreiterung als dipolare Kréfte leisten die
Freiheitsgrade der Orientierung. Fehlen diese Freiheitsgrade, z.B. in Edelgasmatrizes,
so ist die Druckverbreiterung deutlich kleiner [84].

Auch wenn die im Modell enthaltenen Néherungen nicht absolut giiltig erschei-
nen, stimmen die aus “Druck-Effekt”-Experimenten optisch gewonnen Ergebnisse
fiir die Kompressibilitdten gut mit anderen Experimenten iiberein [77; 85; 86; 87; 88]
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3.3 Experimentelles

3.3.1 Denaturierungsexperimente
Aufbau

Zur Untersuchung der Phasendiagramme von Proteinen sind folgende Komponenten
notwendig: Eine Lichtquelle, eine temperierbare Druckzelle und eine Detektionsein-
heit. Den Aufbau der Messapparatur zeigt Abbildung 3.5.

Monochromator Thern&stft i Absc&w/éicher/Shutter
R R R
m Glasfaser
zum
CCD-Kamera Experiment
Diamant-
ambosszelle
Controller Farbstofflaser

Auswertung Pumplaser

Abbildung 3.5: Aufbau zur Untersuchung der Phasenstabiltdt von Proteinen mittels la-

serinduzierter Fluoreszenzspektroskopie.

Lichtquellen

Fiir die Messungen an Zn-Cytochrom ¢ wurde als Anregungsquelle ein Excimer-
Farbstoff-Lasersystem verwendet. Ein XeCl-Excimerlaser (Lambda Physik, LPX
100) pumpt mit einer im Bereich von 1 bis 50 Hz variierbaren Frequenz mit in-
tensiven Laserblitzen der Wellenlédnge 308 nm einen Farbstofflaser (LPD 3000). Die
Pulsenergie des Pumplasers lag bei etwa 150 mJ. Im Farbstofflaser fand der Farbstoff
PBBO (Wellenlingenbereich 386 — 420 nm) Verwendung. Uber ein Gitter im Reso-
nator des Lasers ldsst sich die Wellenlédnge einstellen. Die gepulste Laserstrahlung
wird iiber eine Glasfaser zum eigentlichen Versuchsaufbau gefiihrt.
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Druckzelle

Um den Einfluss von Laborlicht auszuschalten, wurde der Strahlengang mit Bélgen
vom Laborlicht isoliert. Vor der Druckzelle befindet sich ein Shutter und ein Fil-
terkéstchen, um intensive Strahlung durch Graufilter abzuschwéchen. Die Diamant-
ambosszelle (DAC) ist von drei Seiten durch eine Halterung aus Aluminium um-
schlossen. Diese ist von Bohrungen durchzogen und mittels eines Thermostaten
(Lauda K 20, mit DLK 30; -20 bis +95°C) temperierbar. Die Wirmeiibertragung
zwischen der beschriebenen Halterung und der DAC konnte iiber ein Digitalthermo-

meter tiberpriift werden. Die Diamantambosszelle (Minicell, Diacell Products, siche

Spindel zur
Druckregulierung Durchstrahlrichtung

e |
T v

Gasket mit Oberer
T Probenraum Diamant
Druckzelle Unterer Diamant

Abbildung 3.6: (a) Seitenansicht der verwendeten Diamantambosszelle. (b) Der Zylinder
mit den beiden Diamantambossen. Zwischen den Ambossen wird das “Gasket” eingebaut.
Darin befindet sich ein Loch mit der Probe.

Abbildung 3.6) lasst mittels Spindel und Hebelwirkung die Erzeugung von Driicken
bis 2 GPa (20 kbar) zu. Zum Befiillen mit Probe muss die DAC ausgebaut wer-
den. Die Probe wird in das Loch eines diinnen Edelstahlpléttchens (Gasket), das
zwischen die beiden Diamanten positioniert wird, gegeben. Die exakte Positionie-
rung wird mit Hilfe eines Mikroskops verfolgt. Das Volumen der spektroskopierten
Probe liegt im Bereich von 25 nl (Lochdurchmesser 0,5 mm; Dicke der Edelstahl-
folie 125 pum). Zur spektroskopischen Bestimmung des Drucks ist die Zugabe einer
geringen Menge feingemahlenen Rubinpulvers notwendig. Die DAC lésst nur einen
linearen Versuchsaufbau zu. Das bedeutet, dass auf der Riickseite transmittierte

Anregungsstrahlung und Fluoreszenzlicht iiberlagert austreten.

Detektion

Vor dem Spektrograph wird die noch vorhandene Anregungsstrahlung durch einen
Kantenfilter abgeblockt. Das Fluoreszenzlicht trifft auf einen Monochromator (ISA,
Triax 180). Die Fokallénge des Monochromators betriagt 19 cm. Es stehen drei Gitter
mit den folgenden Strichzahlen zur Auswahl: 1800 1/mm (Blazewellenléange 400 nm),
1200 nm (330 nm) und 600 1/mm (500 nm). Das spektral aufgetrennte Licht wird von
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einer CCD-Kamera aufgenommen (ISA, Spectrum One, CCD-3000, 256 x 1024 Pi-
xel). Die Ansteuerung von Monochromator und CCD-Kamera sowie die Ausgabe

und Verarbeitung der Spektren auf dem Bildschirm erfolgte {iber die Software Spec-
traMax/32, Version 4.11 (ISA).

3.3.2 “Druck-Effekt” mit Lochbrennspektroskopie
Aufbau

Wie in Abbildung 3.7 dargestellt, werden zur Lochbrennspektroskopie an Proteinen
eine Lichtquelle, ein Kryostat und eine Detektoreinheit benétigt. Der hydrostatische
Druck wird mit einer besonderen Vorrichtung an die Probe angelegt.

7/ \ I ) | Glasfaser zum
\ Experiment
5y Abschwicher/Shutter
S an
g L PM B
£ ——N—0-§ O
F Shutter
He-Kryostat
mit Probe
5 im Druck- @
8 spiel3
g \ 4
. Sul?rf foser \C/};?Sfaser d Datenerfassung
Wavemeter Monochromator PM A ( ) mit Computer

Abbildung 3.7: Aufbau zur Messung des “Druck-Effekts” mit der Methode des spektralen

Lochbrennens.

Lichtquellen

Das Licht zur Aufnahme von (Absorptions-) Ubersichtsspektren bei Heliumtempe-
ratur lieferte ein Monochromator (Jobin Yvon, 1 m Czerney-Turner-Anordnung,
Gitter 600 1/mm) mit einer Xe-Hochdruck-Bogenlampe als Lichtquelle. Die spektra-

le Auflssung betrug dabei einige cm™!

, was angesichts der Breite der inhomogenen
Banden (> 100 cm™!) ausreichend war.
Zum Lochbrennen und zur Aufnahme der Lochspektren wurde ein durchstimm-

barer Ring-Farbstofflaser (Coherent 899-21), von einem Argonionenlaser mit 6 W
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gepumpt (Coherent Innova Sabre 10), verwendet. Der Ringlaser wurde mit Rho-
damin 6 G (Spektralbereich: 16000 — 17850 em™!, 560 — 625 nm) betrieben. Die
Ausgangsleistung des FarbstofHasers lag bei ca. 300 mW. Die Frequenzauflosung
des Farbstofflasers lag bei 500 kHz. Der Farbstofflaser lief sich iiber 30 GHz mo-
denstabil durchstimmen. Die Scans wurden iiber einen Computer gesteuert. Die
Absolutmessung der Laserwellenlénge erfolgte iiber ein Wavemeter (Eigenbau, De-
tails siehe [89]). Um Nachbrenneffekte zu vermeiden, wurden die Lochspektren mit
einer gegeniiber der Brennintensitit um 4 Gréfenordnungen abgeschwéchten Inten-
sitdt aufgenommen. Hierzu wurden Graufilter in den Strahlengang geschoben. Das
Licht wurde iiber eine PMMA-Faser zur Probe geleitet. Der Strahlengang wurde
durch Bélge und Tiicher lichtdicht gestaltet.

Kryostat

Die “Druck-Effekt”-Experimente wurden in einer Absorptionsanordnung durchge-
fithrt. Die Probe befand sich im Inneren eines Helium-Badkryostaten mit opti-
schen Fenstern. Durch Abpumpen wurde der Druck iiber dem Helium auf etwa 35 —
40 mbar erniedrigt, was einer Temperatur des fliissigen Heliums von etwa 2,0 K ent-
spricht. Der Helium-Dampfdruck wird iiber ein Manometer gemessen. Die Kiihlung
auf 2,0 K bietet mehrere Vorteile: Einerseits ergeben sich giinstige Auswirkungen
auf die Breite, Fliche und die zeitliche Stabilitat der spektralen Locher. Deswei-
teren befindet sich das Helium im suprafluiden Zustand und stort somit nicht die
Aufnahme der Spektren durch das Sieden fliissigen Heliums.

Aufnahme der Spektren

Das durch die Probe transmittierte Licht wird mit Hilfe eines Photomultipliers (PM
A) gemessen. Um Intensititsschwankungen der Lichtquelle auszugleichen wurde ein
Teil des Lichts vor der Probe auf einen weiteren Photomultiplier (PM B) gelenkt.
Die Ausgangsstrome der Photomultiplier wurden nach Glattung und Verstérkung
iiber eine A /D-Wandlerkarte vom Computer eingelesen und als A/B-Verhéltnis zu-
sammen mit den Wellenlédngen als Datei gespeichert. Zur Auswertung wurden die
A /B-Verhaltnisse in Optische Dichte umgerechnet.

Durchfiihrung der “Druck-Effekt”-Experimente

Die Probe wurde in Beutelchen aus Plastik eingeschweifit, die eine Dicke von un-
gefahr 1 mm hatten. Davon wurden, um eine héhere optische Dichte zu erreichen,
zwei Stiick in eine gegen den Kryostateninnenraum abgedichtete und mit optischen
Fenstern ausgestattete Druckzelle gelegt. Zur Ubertragung des Drucks auf die Probe
wurde Helium aus einer Druckflasche verwendet. Bei 2 K kénnen wegen der Erstar-
rung des fliissigen Heliums hochstens Driicke bis zu 2,5 MPa angelegt werden. Der
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Helium-Gasdruck in der Zelle wurde mit Hilfe eines Prazisionsdrucksensors (Senso-
tec TJE/713-25) mit einer Genauigkeit von 1073 MPa gemessen.

Es wurden zwei Typen von “Druck-Effekt”-Experimenten durchgefiihrt: Ent-
weder wurde das Loch bei Raumdruck gebrannt und anschlieSend der Druck erhéht
oder das Loch wurde bei hohem Druck gebrannt und sein Verhalten mit sinken-
dem Druck beobachtet. Eine Abweichung des Riickkehrlochs vom Anfangsloch kann
Hinweise auf verschiedene irreversible Effekte geben. Die Druckzyklen wurden bei

verschiedenen Positionen in der Absorptionsbande durchgefiihrt.

3.3.3 Eingesetzte Cytochrom c-Proben

Die Experimente wurden an einem modifizierten Cytochrom c-Protein aus dem Ar-
beitskreis von Prof. J. M. Vanderkooi, University of Pennsylvania, USA, durch-
gefithrt. Das hier untersuchte Cytochrom ¢ wird aus Pferdeherz gewonnen und be-
steht aus 104 Aminosduren. Wie aus Abbildung 3.8 ersichtlich, besitzt es einen

annihernd kugelférmigen Aufbau mit einem Durchmesser von etwa 34 A. Als Re-

Protein

S

Protein

8

Abbildung 3.8: (a) Rintgenstruktur von Pferdeherz-Cytochrom ¢ (PDB-FEintrag
1HRC [90], bearbeitet mit RasMol 2.7.1). (b) Strukturformel des Zn-Mesoporphyrin-
Chromophors.

doxprotein kommt es in der Endoxidationskette der Mitochondrien aller aeroben
Organismen vor. Die biologische Funktion ist der Transport von Elektronen iiber
einen Eisencarrier. Das Hameisen wechselt dabei seinen Oxidationszustand zwischen
Fe(II) und Fe(III). Das Cytochrom c-H&m weist zunéchst zwei Vinylgruppen auf,
die durch eine Additionsreaktion kovalent an zwei Cysteinreste gebunden werden
[7]. Die Hamgruppe, der chemisch das System eines Porphyrinrings zugrunde liegt,
wird als “Mesoporphyrin” bezeichnet, da die Vinylgruppen nach der Additionsre-
aktion iiber gesittigte Kohlenstoffatome verfiigen. Die kovalente Bindung zwischen
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Porphyrinring und dem Apoprotein verursacht eine relativ geringe Empfindlichkeit
von Cytochrom c gegeniiber pH-Variationen.

Um die Aufnahme von Fluoreszenzspektren und schmalbandiges Lochbrennen
zu ermoglichen, wurde das Ham-Eisen im Cytochrom ¢ durch ein Zink-Ion ersetzt
[91]. In einer NMR-Studie wurde gezeigt, dass Zn-Cytochrom c ein gutes Modell fiir
natives Cytochrom c darstellt [92].

Fiir die Denaturierungsexperimente wurde das Protein in einer Konzentration
von 4,2 mg in 250 pl eines 50 millimolaren KHyPO, / KoHPOy-Puffers (pH 7,0)
gelost. Zu dieser Losung wurde das 2,5 fache Volumen Glycerin hinzugefiigt. Das
hat den Vorteil, dass die Probe sowohl bei den Denaturierungsexperimenten als auch
bei den Lochbrennexperimenten in der gleichen Matrix vorliegt. Die bei Helium-
Temperatur durchgefiihrten Lochbrennexperimente benétigen zur Ausbildung eines
Glases einen hohen Glycerinanteil in der Probe. Fiir die Lochbrennexperimente wur-
de eine hoherkonzentrierte Probe eingesetzt: Es wurden 4 mg Zn-Cytochrom ¢ in
200 pl 10 millimolaren KHoPO, / KoHPOy-Puffer (pH 7,0) gelost und mit 300 pul
Glycerin versetzt.
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Kapitel 4

Bestimmung des
Phasendiagramms von
Cytochrom c

4.1 Einleitung

Im folgenden Kapitel werden die Messungen zur Druck- und Temperaturdenaturie-
rung an Zn-Mesoporphyrin-Cytochrom c¢ vorgestellt. Es wird gezeigt, wie sich das
erste und zweite Moment! der Fluoreszenz unter Verinderung von Druck und Tem-
peratur verhalten und wie das Auftreten des Phaseniibergangs interpretiert werden
kann. Aus diesen Ergebnissen lisst sich ein elliptisches Stabilitdtsdiagramm erzeu-
gen. In Kombination mit der spektroskopischen Bestimmung der Gleichgewichtskon-
stante K werden anschliefend alle mit dem Phaseniibergang verbundenen thermo-

dynamischen Parameter berechnet.

4.2 Spektrale Eigenschaften

In Abbildung 4.1 ist das Absorptions- und Fluoreszenzspektrum von Zn-Mesopor-
phyrin-Cytochrom ¢ gezeigt. Neben der intensiven Soret-Bande bei 420 nm zeigt
das modifizierte Cytochrom c zwei schwichere Absorptionsbanden bei 549 nm und
583 nim.

Zur Erzeugung von Emissionsspektren wurde die Probe iiber einen gepulsten
Excimerlaser (Frequenz: 10 Hz) mit einer Wellenldnge von 420 nm angeregt. Im
Fluoreszenzspektrum sind Emissionen bei 585 nm (Q),-Q,-00-Bande bzw. “blaue”

Bande) und 640 nm (Uberlagerung einiger vibronischer Banden) zu erkennen. Das

'Die Zahl a1 = 3~ ,py ist das erste Moment einer Verteilung mit den Werten x;, der Zufallsgrofie

k
und pj, der zugehorigen Wahrscheinlichkeit.

Die Zahl pg = > (2 — a1)?py stellt das zweite (zentrale) Moment dar.
k
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Abbildung 4.1: Absorptions- und Fluoreszenzspektrum von Zn-Cytochrom c. Die gestri-
chelte Linie ist die Absorption in Vergrdoflerung; rechts daneben findet sich das Emissions-

spektrum.

Emissionsspektrum wurde iiber eine CCD-Kamera aufgenommen. Fiir die Darstel-
lung eines Spektrums im Bereich von 550 bis 700 nm (siehe hierzu auch Abbildung
4.2) wurden die Aufnahmen aus drei Abschnitten des Fluoreszenzspektrums zusam-
mengefiigt. Die Aufnahmezeit der CCD-Kamera betrug 5 s. Fiir die weitergehenden
Auswertungen, wie z.B. in Abbildung 4.3, wurden die Spektren des gesamten Wel-

lenléangenbereichs aus je drei Aufnahmen gemittelt.

4.3 Grundlegende Muster und ihre Beschreibung

4.3.1 Temperaturdenaturierungen bei Atmosphirendruck

Temperaturdenaturierungen wurden nach folgendem Muster durchgefiihrt: Nach
dem Befiillen der Diamantambosszelle bei Raumtemperatur wurde der Aufbau mit-
tels Thermostat auf 0°C abgekiihlt. Dieser Vorgang nahm einen Zeitraum von min-
destens einer Stunde in Anspruch. Anschliefend wurde die Temperatur der Diamant-
ambosszelle in Schritten von je 5 K erhoht und die Spektren im Bereich von 0°C bis
95°C gemessen. Vor der Aufnahme der Fluoreszenzspektren wurde das System stets
30 Minuten &quilibriert.

Bei Temperaturdenaturierungen unter Atmosphérendruck wurde die Amboss-
zelle ohne Druckausiibung geschlossen.

Abbildung 4.2 zeigt die Fluoreszenzspektren einer Temperaturdenaturierung
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Abbildung 4.2: Emissionsspektren von Zn-Cytochrom ¢ wihrend einer Temperaturdena-
turierung unter Atmosphdrendruck. Es ist deutlich zu erkennen, dass die blaue Bande mit
steigender Temperatur eine Rot- und Blauverschiebung erfihrt.

unter Atmosphérendruck. In der weiteren Auswertung wird nur die rein elektronische
“blaue” Bande betrachtet, da sich bei dieser Wellenlinge nur ein Ubergang befindet.
Sowohl das Zentrum (bei 587 nm) als auch die Breite (etwa 15 nm) dieser Bande
andern ihre Werte wéhrend des Experiments um kleine Betrége.

Zur Bestimmung der Linienverschiebung und der Bandenbreite wurde folgen-
dermaflen vorgegangen: Der Hauptbestandteil des Chromophors besteht aus einem
ziemlich starren aromatischen Ring, dessen w-Elektronensystem die jeweilige Os-
zillatorenstiarke bestimmt. Da es unwahrscheinlich ist, dass der Ring wéhrend der
Denaturierung verdndert wird, kann angenommen werden, dass die Oszillatorstérke
des Ubergangs sich ebenfalls nicht &ndert. AuBerdem ist die Skala der jeweiligen
Anderungen des Zentrums und der Breite der Bande im Vergleich zu den entspre-
chenden inhomogenen Breiten ziemlich klein, ndmlich wenige Nanometer verglichen
mit 15 nm. Daher konnte die gesamte Bande zufriedenstellend durch eine Gaukurve
angefittet werden. Das Maximum, also das Bandenzentrum, und die Breite (*fwhm)
dieser Gaulkurven sind die Groflen, die in Abbildung 4.3 gezeigt werden.

Abbildung 4.3 zeigt das Verhalten des Bandenzentrums (A,,4,) und der Breite
der Bande (fwhm) wéhrend einer Temperaturianderung zwischen 0°C und 90°C unter
Atmosphérendruck. Das Bandenzentrum zeigt eine méflige Rotverschiebung hinauf

bis zu einer Temperatur von etwa 40°C. Dann wird die Rotverschiebung durch ei-

2yolle Breite bei halber maximaler Hohe.
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Abbildung 4.3: Verlauf von Zentrum und Breite der QQ;-Qy-00-Bande fiir eine Tempe-
raturdenaturierung unter Atmosphdrendruck.

ne deutliche Blauverschiebung abgelost, die bei 70°C wieder schwécher wird. Das
Muster zeigt einen sigmoiden Verlauf.

Die Breite der Bande nimmt mit der Temperatur stetig zu. Allerdings wird ab
der Temperatur, bei der der Mittelpunkt der Blauverschiebung durchlaufen wird, der
Anstieg der Bandenbreite als Funktion der Temperatur flacher. Dies ist als “Knick”

im Verlauf zu erkennen.

4.3.2 Druckdenaturierungen bei Raumtemperatur

Die Durchfiithrung eines Druckdenaturierungsexperiments ist durch folgende Schritte
charakterisiert: Zunéchst wird die Diamantambosszelle mit Probe und Rubinpulver
befiillt. Dabei ist es notwendig, dass Protein und Rubinpulver in einem verniinftigen
Verhiltnis vorliegen. Das heifit, dass die Fluoreszenz des Rubins eine &hnlich hohe
Intensitdt wie die Banden des Proteins aufweisen sollte. Anschliefend erfolgt die
Einstellung der gewiinschten Temperatur mittels Thermostat. Damit sich das ther-
modynamische Gleichgewicht einstellen kann, wurde nach Erreichen der jeweiligen
Experimentiertemperatur 30 Minuten gewartet, bevor die Aufnahme der Spektren

fiir den Ausgangsdruck, d.h. 1 bar, erfolgte. Nach der Aufnahme von drei Fluo-
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reszenzspektren wurde der Druck erhoht, nach Moglichkeit stets um einen Wert der
gleichen Gréenordnung (100 bis 200 MPa). Dies wurde sofort anhand der Rubinlinie
abgeschitzt; die Aufnahmen der Spektren fiir die Auswertung von Bandenmaximum
und -breite am néchsten Punkt erfolgten erst nach der iiblichen halben Stunde. Da-

bei wird der Druck iiber die Differenz der Rubinlinie zur Ausgangsposition geméf
d\/dp = 3,64 A/GPa bzw. dp/d\ = 0,2747 GPa/A bestimmt [93].
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Abbildung 4.4: Emissionsspektren von Zn-Cytochrom ¢ wihrend einer Druckdenaturie-
rung bei 20°C. In der Abbildung ist neben den beiden @Q-Banden des Proteins die Fluores-
zenz der Rubinpartikel bei ca. 693 nm zu erkennen (siche auch eingefiigter Ausschnitt).

Das Experiment wurde im Regelfall solange durchgefiihrt, bis bei einem be-
stimmten Druck (meist iber 1 GPa) die Zelle undicht wurde. Das ist darauf zu-
riickzufithren, dass bei einem sehr hohen Druck das “Gasket”, das sich zwischen
den Diamantambossflichen befindet, nach einer Seite hinausgedriickt wird. Aus die-
sem Grund ist es sehr wichtig, dass bei der Praparation der Zelle auf eine exakte
Positionierung des Lochs der Metallfolie geachtet wird.

Abbildung 4.4 zeigt die Fluoreszenzspektren von Zn-Cytochrom c im Bereich der
Q-Banden wihrend einer Druckdenaturierung bei 20°C. Die angewendeten Driicke
lagen bei Werten zwischen 100 MPa und 1 GPa.

Die scharfe Doppellinie bei 695 nm ist die Fluoreszenz einer geringen Menge
Rubinpulver, die gleichzeitig mit dem {ibrigen Spektrum aufgenommen wurde, um
den aktuellen Druck zu messen. Anhand der Spektren des Proteins ist deutlich zu
erkennen, dass sowohl die Druckverschiebung als auch die Verbreiterung der Banden

im untersuchten Bereich verhédltnisméfiig moderat ist. Allerdings ist ersichtlich, dass
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die Q-Bande bei hoheren Driicken eine Blauverschiebung zeigt.
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Abbildung 4.5: Verlauf von Zentrum und Breite der QQ,-Qy-00-Bande fiir eine Druckde-

naturierung bei 25°C.

Zur weiteren Auswertung werden in Analogie zu den Temperaturdenaturierun-
gen an die “blaue” Bande Gauflkurven angefittet und anschliefend das Banden-
zentrum und seine Breite als Funktion des Drucks betrachtet. Das Verhalten von
Bandenzentrum (Aq,) und die Bandenbreite (fwhm) des Q-Ubergangs unter einer
Druckanwendung bis 1,5 GPa bei 25°C ist in Abbildung 4.5 dargestellt. Fiir das erste
Moment ist, dhnlich wie bei der Temperaturdenaturierung unter Atmosphéarendruck,
ein sigmoides Muster zu erkennen. Bis zu einem Druck von ca. 0,6 GPa reagiert das
Zentrum der Bande nur mit einer schwachen Rotverschiebung. Danach findet jedoch
eine Blauverschiebung von ungefdhr 3 nm statt. Oberhalb 1 GPa schwécht sich die
Blauverschiebung wieder ab.

Die Breite der Bande nimmt mit dem Druck stetig zu und erreicht fiir die Druck-
denaturierung bei 25°C ein Maximum bei etwa 0,9 GPa. Im Anschluss daran kommt
es zu einer Abnahme der Bandenbreite. Der Druck fiir das Maximum der Verbrei-
terung fallt mit dem Druck fiir den Mittelpunkt der intensiven Blauverschiebung

Zusamierl.
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4.4 Diskussion der Fluoreszenzspektren

4.4.1 Allgemeines Muster der Fluoreszenz

Die Wechselwirkungen einer Farbstoffsonde mit ihrer jeweiligen Umgebung sind aus-
giebig untersucht worden und im Detail bekannt [94; 95; 96; 97]. Aus dem Verhal-
ten der Fluoreszenz wihrend der Anderung von Temperatur und Druck ist es also
moglich, Informationen iiber die Vorgédnge auf mikroskopischer Ebene wéhrend des
Entfaltungsprozesses zu gewinnen. Das allgemeine Muster, das z.B. fiir \,,,, erhalten
wird, ist im Bereich niedrigen Drucks oder geméfigter Temperatur bis auf moderate
Rotverschiebung nahezu konstant. An diesen Bereich schliefit sich eine ausgeprigte
Blauverschiebung an, die sich bei hohen Werten fiir Temperatur bzw. Druck wieder
abschwécht.

4.4.2 Mikroskopische Aspekte des Transformationsprozes-

ses bei Druckdenaturierungen

Zunéchst soll das Verhalten der Druckverschiebung betrachtet werden. Obwohl es
sich bei Proteinen um geordnete Strukturen handelt, sind sie durch ein ungewhnlich
grofies mittleres Verschiebungsquadrat (z?) charakterisiert [81; 82; 98]. Verglichen
mit organischen Kristallen, die aus kleinen Molekiilen aufgebaut sind, gibt es dort
einen bemerkenswerten Beitrag struktureller Unordnung. Anders ausgedriickt, es
herrscht grofle strukturelle Freiheit. Wie in Kapitel 3.2 bereits beschrieben, fithren
verschiedene lokale Strukturen um einen Chromophor zu einer Dispersion der Lo-
sungsmittelverschiebung, die sich als inhomogene Linienverbreiterung bemerkbar
macht [78; 99].

Wird auf die Probe Druck ausgeiibt, so vergrofiert sich die Dichte und als Fol-
ge davon auch die Grole der zwischenmolekularen Wechselwirkungen. Dies fiihrt
zu einer Vergroferung des Betrags und der Dispersion der Losungsmittelverschie-
bung. Dies zeigt Abbildung 4.6. Allerdings kann die Grofle der druckmodifizierten
Losungsmittelverschiebung ziemlich klein sein: Dies trifft besonders fiir aromatische
Molekiile mit polaren Gruppen zu [77; 87; 100]. Der Grund hierfiir ist, dass es sich bei
der Losungsmittelverschiebung um eine Uberlagerung dispersiver und elektrostati-
scher Wechselwirkungen handelt. Dispersive Wechselwirkungen fiithren stets zu einer
Rotverschiebung, da die Polarisierbarkeit im angeregten Zustand immer grofler als
im Grundzustand ist [101]. Im Gegensatz dazu verursachen elektrostatische Wech-
selwirkungen normalerweise eine Blauverschiebung, wie in Abbildung 4.7b néher
beschrieben wird. Eine Ausnahme stellt Tryptophan dar, welches haufig als Fluores-
zenzsonde in Entfaltungsexperimenten verwendet wird [72; 102; 103; 104; 105]. Es

besitzt ein grofles Dipolmoment im angeregten Zustand verglichen mit dem Grund-
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Abbildung 4.6: Dispersive Wechselwirkungen verursachen stets eine Rotverschiebung,
da die Polarisierbarkeit im angeregten Zustand grofier als im Grundzustand ist. Durch

Druckerhdéhung von pg auf p1 wird diese Wechselwirkung verstdrkt.

zustand, jedoch von gleicher Richtung (siehe Abbildung 4.7a). Dadurch wird eine

Rotverschiebung erzeugt.
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Abbildung 4.7: Hochdruck-Situation, nachdem Wasser ins Proteininnere gedrungen ist.
FElektrostatische Wechselwirkungen kdonnen sowohl eine Rot- als auch eine Blauverschie-
bung erzeugen. (a) Ausnahme (z.B. Tryptophan). (b) Regelfall: Der angeregte Zustand ist
durch den Wechsel der Richtung des Dipolmoments zusdtzlich erhdht.

Es kommt also teilweise zu einer Kompensation in der gesamten Verschie-
bung, so dass ihr Wert klein wird. Fiir Protoporphyrin IX-substituiertes Myoglo-
bin wurde beispielsweise eine durchschnittliche Verschiebung pro Druck von ca.
1 nm/GPa gemessen [106]. Die kleinen Druckénderungen, wie in Abbildung 4.5
gezeigt, stimmen mit diesem Ergebnis iiberein. In der druckinduzierten Dispersion
der Losungsmittelverschiebung gibt es jedoch keine solche Kompensation. Daher ist
die zugehorige Anderung in der Bandenbreite im Bereich vor der Transformation
starker ausgepréigt (Abbildung 4.5).

An den flachen Bereich der Verschiebung schliefit sich ein durch eine signifi-
kante Blauverschiebung in der Groflenordnung einiger Nanometer gekennzeichneter

Bereich an. Die Form dieser Kurve zeigt sigmoiden Charakter, wie durch Abbildung
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4.5 und 4.10 (Seite 59) deutlich gezeigt wird. Aus diesem sigmoiden Verlauf lasst
sich der Schluss ziehen, dass die Verdnderung im Verschiebungsmuster nicht allein
durch eine vergroBerte Dichte erzeugt wird, sondern ihre Ursache in einer quali-
tativen Anderung der mikroskopischen Wechselwirkungen zwischen Farbstoffsonde
und Umgebung hat. Diese qualitative Verdnderung tritt wéhrend eines definierten
Druckbereichs auf, weshalb dieser Bereich dem Ubergang von dem nativen in den
denaturierten Zustand zugeschrieben werden kann. Die Tatsache, dass Druckanwen-
dung eine Blauverschiebung verursacht, macht deutlich, dass im Ubergangsbereich
das relative Gewicht der elektrostatischen Beitrdge zur Losungsmittelverschiebung
zunimmt [87; 100]. Offensichtlich kommen dabei polare Gruppen ausreichend nahe

an den Chromophor heran. Dabei sind zwei verschiedene Mechanismen denkbar:

e Die kompakte Proteinstruktur entfaltet auf eine Weise, in der das Innere der
Proteintasche, die den Chromophor enthélt, mit den Wassermolekiilen des

Losungsmittels in Beriihrung kommt.

e Die andere Moglichkeit ist, dass Wassermolekiile, beispielsweise die der Hy-

dratationsschale, in das Innere des Proteins gedriickt werden.

Falls die Druckdenaturierung nach letzterem Prozess stattfindet, kann das Protein
seine kompakte Struktur beibehalten, wenngleich es zu einem “Anschwellen” des

Proteins kommt. Diese zweite Moglichkeit wird durch mehrere Fakten begriindet:

e Es ist leicht einzusehen, dass zunehmender isotroper Druck keine groBen An-
derungen in der Proteinstruktur auslosen wird. Im Gegensatz dazu miissten
bei der Entfaltung des Proteininneren in das Lésungsmittel Seitenketten und

weitere Bestandteile gegen eine dichtere Fliissigkeit bewegt werden.

e Auflerdem stimmt die Annahme, dass Wasser in die Hohlrdume des Proteins
gepresst wird, mit der Beobachtung iiberein, dass die Volumendnderung AV
negativ ist. Dies steht zwar im Widerspruch zum “Aufquellen” des Proteins.
Das Anschwellen kann allerdings durch eine Reduzierung des Volumens der

Hydratationsschale mehr als kompensiert werden.

Die beobachtete Blauververschiebung in der Fluoreszenz stimmt daher mit dem
Modell von HUMMER et al., das die Druckentfaltung von Proteinen beschreibt, gut
tiberein [45; 46; 47].
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4.4.3 Mechanismus der Temperaturdenaturierungen

Die Ursache fiir die Verschiebung des Bandenmaximums bei Anderung der Tempe-
ratur ist, obwohl das Muster dhnlich aussieht, auf einen vollkommen gegensétzlichen
Prozess zuriickzufiihren.

Es muss beachtet werden, dass in der Regel zunehmende Temperatur immer
zu einer Rotverschiebung fithrt. Wenn die Temperatur ansteigt, werden schrittweise
hohere Schwingungsniveaus besetzt. Das hat zur Folge, dass dem 00-Ubergang auch
11- und 22-Uberginge iiberlagert werden. Da die Energie der Schwingungsniveaus
im angeregten Zustand in der Regel kleiner als die im Grundzustand ist, fiihrt eine
zunehmende Besetzung hoherer vibronischer Niveaus zu einer Rotverschiebung. Dies
wird anhand Abbildung 4.8 veranschaulicht.

Si1 —

So =

» Temperaturerh6hung

Abbildung 4.8: Erklirung zur Rotverschiebung bei der Temperaturdenaturierung: Mit
zunehmender Temperatur werden héhere Schwingungsniveaus besetzt. Die Fluoreszenz aus

diesen Schwingungsniveaus ist langwelliger.

Der Verlauf des Bandenmaximums in Abbildung 4.3 zeigt, dass bei geringem
Druck die temperaturinduzierte Rotverschiebung deutlich stéarker ausgeprégt ist als
fiir Temperaturdenaturierungen bei htheren Driicken (siehe hierzu Abbildung 4.9 auf
Seite 58) oder bei Druckdenaturierungen. Der Grund hierfiir ist, dass im Gegensatz
zur Druckverschiebung die Temperaturverschiebung nicht durch einen Kompensati-
onsmechanismus beeinflusst wird.

Wie bei der Druckdenaturierung auch, ist der Bereich der Blauverschiebung bei
einer Temperaturdenaturierung dem Ubergangsbereich zum entfalteten Zustand zu-
zuschreiben. Auch in diesem Fall wird das Auftreten einer Blauverschiebung einer
qualitativen Anderung in den Wechselwirkungen zwischen Chromophor und seiner
néchsten Umgebung zugeschrieben. Sie wird durch einen verstéirkten Beitrag elektro-
statischer Terme verursacht, die ihren Ursprung im Kontakt zwischen Chromophor
und Wassermolekiilen hat. In diesem Fall dringen jedoch keine Wassermolekiile in
das Protein ein. Stattdessen entfaltet das Innere des Proteins auf eine Weise, in
der es dem Losungsmittel ausgesetzt wird, wie es von BALDWIN und Mitarbei-

tern beschrieben wurde [42; 43]. Im Gegensatz zur Druckdenaturierung lésst sich



4.4. DISKUSSION DER FLUORESZENZSPEKTREN 55

die Temperaturdenaturierung nach dem “Oltrépfchen-Modell” verstehen, bei der
ab einer bestimmten Temperatur die Bedingungen giinstig werden, das hydrophobe

Proteininnere in das Wasser zu entfalten.

4.4.4 Gemeinsamkeiten und Unterschiede

Es ist bemerkenswert, dass die Grofle der Blauverschiebung fiir Druck- und Tempe-
raturdenaturierung den gleichen Wert von etwa 3 nm hat. Das bedeutet, dass zum
einen die Anzahl der wechselwirkenden Wassermolekiile im Denaturierungsprozess
ahnlich hoch ist. Andererseits ist davon auszugehen, dass ihr Abstand vom Chro-
mophor in beiden Fillen die gleiche Groflenordnung zeigt.

Abschlielend sollte hier hervorgehoben werden, dass Druck- und Temperatur-
denaturierungen entlang verschiedener mikroskopischer Wege in der Energieland-
schaft der Proteine ablaufen. Es sieht also aus, als wiirden die beiden Prozesse
nicht zu ein und demselben Endzustand fithren. In der Literatur sind dhnliche Be-
schreibungen zu finden. So werden aus FTIR-Messungen Ergebnisse erhalten, die
Unterschiede in den durch Hitze bzw. Druck induzierten denaturierten Zustdnden
von Lipoxygenase aufzeigen [57]. An Myoglobin wurde herausgefunden, dass vor al-
lem ein Unterschied in den Endprodukten zwischen Hitzedenaturierungen einerseits
und Kélte- und Druckdenaturierungen andererseits besteht. Letztere zeichnen sich
durch einen htheren Anteil an noch vorhandener Sekundérstruktur aus [39; 52].
Desweiteren haben NMR-Experimente zur Entfaltung von Lysozym gezeigt, dass
der kiltedenaturierte Zustand einem frithen Faltungsintermediat entspricht [107].
Wie diese Ergebnisse mit der Zwei-Zustands-Néherung in Einklang zu bringen sind,

wird in Kapitel 4.6.4 gezeigt.

4.4.5 Eigenschaften der Linienbreite

Das Verhalten der Linienbreite kann als unabhéngiger Parameter zur Bestimmung
des Mittelpunkts des Ubergangsbereichs, d.h. der Stabilitétsgrenze, herangezogen
werden. Im allgemeinen stimmen die Mittelpunkte, die aus der Breite der Bande
bestimmt werden, gut mit denjenigen aus der Verschiebung iiberein.

Trotzdem zeigt die Bandenbreite einige besondere Eigenschaften, die eine eigene
Diskussion verlangen: Abbildung 4.5 zeigt wie die anderen Messungen dieser Reihe,
dass die Linienbreite mit steigendem Druck zunimmt. Mdéglicherweise lauft sie auf
einen Sattigungswert zu. Im gezeigten Beispiel durchlduft sie ein “Maximum”, was
auf die Phasengrenze hindeutet. Hinter diesem “Maximum” existiert ein Druckbe-
reich, in dem die Breite der Bande wieder deutlich abnimmt.

Im Gegensatz dazu verhélt sich die Bandenbreite bei Temperaturdenaturierun-

gen anders: Hier gibt es kein Maximum und logischerweise auch keine Abnahme der
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Breite. Allerdings lésst sich im Mittelpunkt des Phaseniibergangs eine Anderung in
der Steigung der Temperaturverbreiterung feststellen (siehe Abbildung 4.3).

Linienverbreiterung unter zunehmendem Druck ist eine spezifische Eigenschaft
ungeordneter Materialien, z.B. von Fliissigkeiten oder Glasern. Der Grund hierfiir
ist, dass die strukturelle Korrelation unter den jeweiligen Molekiilen gering ist. Bei
Ausiibung von Druck dndert sich somit die lokale Konformation und als Folge davon
vergroflert sich die inhomogene Breite. Bei Kristallen, die eine hohe strukturelle
Korrelation zeigen, fiihrt Druck hauptséchlich zu einer Verschiebung der Bande und
nur zu einer geringen Verbreiterung [79; 80]. Geméf dieser Argumentation wird klar,
dass die Druckverbreiterung nach Erreichen eines bestimmten Drucks ps abnimmt,
bei dem die Dichte ausreichend hoch geworden ist, so dass strukturelle Korrelation

vorherrscht. Dieses Niveau lasst sich fiir Proteine abschéitzen:

e Falls die Verschiebung eines Atoms durch die Anwendung von Druck kleiner
als die zur konformellen Unordnung gehérende Wurzel des mittleren Verschie-
bungsquadrats (:z:2>1/ 2 ist, dann spricht man von einer niedrigen strukturellen

Korrelation.

e Falls sie grofler ist, ist die strukturelle Korrelation hoch und es kommt nur zu

einer schwachen Druckverbreiterung.

Ein Wert fiir <x2)1/ ? lasst sich durch Rontgenstrukturanalysedaten bei Tieftem-
peraturen ermitteln. Einen verniinftigen Wert stellt 0,2 A dar [81; 82; 98]. Ist
zusétzlich die druckunabhéngige Kompressibilitiat x des Proteins bekannt, so lésst
sich das Druckniveau p,, welches im Durchschnitt zu einer Verschiebung von der
GroBenordnung 0,2 A fiihrt, aus Gleichung 4.1 abschétzen:

Aa = — 4.1

a ist hierbei der mittlere Abstand zwischen den Aminosduren. Mit Aa ~ 0,2 A,
k ~ 0,1 GPa™! [62; 86; 88; 108; 109] und a ~ 4 A errechnet sich ein Druck Ds
von ca. 1,5 GPa. Der Druckbereich, in dem die Entfaltung des Proteins stattfindet,
befindet sich somit bereits nahe an diesem kritischen Wert. Als Folge davon sollte
die Druckverbreiterung durch eine hohe strukturelle Korrelation nicht mehr stark
zunehmen, da an dieser Stelle ein Séttigungswert erreicht ist.

Die Existenz eines Maximums widerspricht dieser These allerdings. Nach Uber-
queren des Transformationsbereichs wird der denaturierte Zustand zunehmend be-
setzt. Daher liegt genau an der Phasengrenze ein Gleichgewicht beziiglich der Be-
setzung des nativen und denaturierten Zustands vor. Diese beiden Zustdnde un-

terscheiden sich jedoch geringfiigig in ihrer Anregungsenergie. Allerdings ist dieser
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Unterschied klein im Vergleich zur inhomogenen Breite. Daher fiihrt die gleichzeitige
Anregung der beiden Zustédnde zu einer Verbreiterung der Linie. Wird der Druck
iiber die Stabilitdtsgrenze erhoht, so nimmt die Besetzung des nativen Zustands ab.
Da der Druck selbst keine signifikante Verbreiterung mehr erzeugt, wird die gesamte

Linie wieder schmaler.

Auch bei einer Temperaturdenaturierung wird mit steigender Temperatur ei-
ne dquivalente Besetzung der beiden Zusténde erzeugt, die zur Verbreiterung der
Fluoreszenzbande beitragt. Allerdings kann im Anschluss an die Phasengrenze kei-
ne Verschmilerung der Bande auftreten, da die Linienverbreiterung mit steigender
Temperatur im Gegensatz zur Verbreiterung mit steigendem Druck nie zu einer
Sattigung fiihrt. Als Folge davon ist in Abbildung 4.3 lediglich ein Abflachen der

Steigung zu erkennen.
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4.5 Verschiedene Denaturierungsbedingungen

4.5.1 Temperaturdenaturierungen unter verschiedenen

Driicken

Fiir die Durchfithrung von Temperaturdenaturierungen unter Druck war die stéandige
Uberpriifung des Drucks notwendig. Dies wurde durch die Zugabe von Rubinpul-
ver zur Probe realisiert. Die Druckeinstellung fand bei Raumtemperatur statt. Der
Druck lésst sich somit wiahrend des gesamten Experiments {iberpriifen. Dabei muss
die Verschiebung der Rubinfluoreszenz mit der Temperatur beriicksichtigt werden.
Fiir die Verschiebung der Rubinlumineszenz mit dem Druck gilt d\/dp = 3,64 A /GPa.
Die Verschiebung mit der Temperatur betrigt d\/dT = 0,068 A /K [93].
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Abbildung 4.9: Ubersicht ausgewihlter Temperaturdenaturierungen. \e und T, sind Wel-

lenldnge und Temperatur an der Phasengrenze, respektive.

Abbildung 4.9 zeigt eine Auswahl von Temperaturdenaturierungen bei verschie-
denen Driicken. Anhand dieser Beispiele wird gezeigt, dass die Muster fiir \,,,, unter
Druck- und Temperaturinderungen etwas komplizierter sein konnen. Die Verldufe
der Bandenmaxima sind hinsichtlich Temperatur und Wellenldnge normiert.

Héufig lassen sich die Verschiebung des Bandenzentrums sowie, wenn auch et-
was schwicher ausgeprégt, die Verdnderungen in der Bandenbreite in mehrere Berei-
che unterteilen. Die komplizierteren Muster deuten auf mehrere aufeinanderfolgende
Schritte im Denaturierungsprozess hin. Auflerdem fallt auf, dass das Protein unter
erh6htem Druck erst bei einer hoheren Temperatur entfaltet (bei dieser Form der Ab-

bildung muss beriicksichtigt werden, dass fiir alle Experimente die gleiche Anfangs-
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und Endtemperatur eingestellt wurde). Dies deutet auf einen stabilisierenden Effekt

des Drucks gegen thermische Denaturierung hin.

4.5.2 Druckdenaturierungen bei verschiedenen
Temperaturen

Eine Ubersicht verschiedener Druckdenaturierungen, die bei unterschiedlichen Tem-
peraturen durchgefiihrt wurden, zeigt Abbildung 4.10. Analog zum Beispiel fiir die
Temperaturdenaturierungen (Abbildung 4.9) sind die Verldufe des Bandenmaxi-

mums auf den Ubergangsdruck und die zugehorige Wellenlinge normiert.

C

(A=A )/nm
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(p-p,)/GPa

Abbildung 4.10: Ubersicht ausgewdihlter Druckdenaturierungen. A und p. sind Wel-

lenlinge und Druck an der Phasengrenze, respektive.

Der Einfluss verdanderter Temperaturen auf den Verlauf des Bandenmaximums
ist weitaus geringer als fiir die im vorhergehenden Kapitel dargestellten Tempera-

turdenaturierungen unter Druck.
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4.5.3 Auswertung

Die Abbildungen 4.9 und 4.10 deuten darauf hin, dass es in einigen Féllen schwierig
sein kann, den Mittelpunkt der Phasentransformation allein aus dem Verhalten der
Verschiebung zu ermitteln. Dies ist darauf zuriickzufiithren, dass der Temperatur-
oder Druckbereich oberhalb der Phasengrenze hiufig nur begrenzt zugénglich ist.
Daher ist eine zweite Grofle, mit der eine Bestimmung dieses Punkts moglich ist,
hilfreich. Wie in Kapitel 4.4.5 erldutert, wird hierfiir die Bandenbreite verwendet.
In Tabelle 4.1 sind die fiir Temperatur- und Druckdenaturierungen erhaltenen

Werte T, und p. zusammengefasst.

Tabelle 4.1: Werte fiir Temperatur- und Druckdenaturierungen von Zn-Cytochrom c:

Temperaturdenaturierungen Druckdenaturierungen

p / GPa 1./ °C T/°C p./GPa
0,0001 60 5 0,84
0,12 79 10 0,88
0,36 81 15 0,92
0,38 83 20 0,94
0,71 82 25 0,89
0,72 79 30 0,95
0,74 7 35 1,02
40 0,89
Kéltedenaturierung 45 0,93
0,0001 -3 50 0,95

4.6 Thermodynamik und Phasendiagramm

4.6.1 Bestimmung der Gleichgewichtskonstante

In Kapitel 2.2.3 wurde bereits angesprochen, dass aus dem Phasendiagramm le-
diglich die Verhéaltnisse zwischen thermodynamischen Parametern bestimmt werden
konnen. Mit der im Folgenden beschriebenen Vorgehensweise ist die absolute Be-
stimmung aller thermodynamischer Parameter moglich (d.h. alle Ableitungen der
Freien Enthalpie bis zur zweiten Ordnung).

Um die folgende Prozedur durchfiithren zu kénnen, ist die Annahme des thermi-
schen Gleichgewichts fiir den gesamten Transformationsbereich unabdingbar. Wie
aus den Abbildungen 4.3 und 4.5 ersichtlich ist, resultiert der Anstieg in Tempe-

ratur und Druck in einem charakteristischen Muster der Verschiebung des Ban-
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denzentrums. Im niedrigen Bereich dieser Parameter zeigt sich beinahe keine Ver-
schiebung oder nur eine schwache Rotverschiebung. Im Gegensatz dazu ist der
Ubergangsbereich durch eine starke Blauverschiebung charakterisiert. Nachdem die
Transformation, d.h. Entfaltung, abgeschlossen ist, schwécht sich die Blauverschie-
bung wieder ab. Im Regelfall ist dieser Ubergangsbereich verhaltnisméBig breit.
Der Grund fiir diesen breiten Ubergangsbereich liegt moglicherweise in der ge-
ringen Kooperativitdt des Denaturierungsprozesses oder in einer Dispersion der be-
teiligten Parameter. Das Muster der Verschiebung des Bandenzentrums lésst sich

daher folgendermaflen deuten:

e Im Bereich niedriger Driicke bzw. Temperaturen wird nur die Druck- bzw.
Temperaturverschiebung des nativen Zustands | N) gemessen. Die Wellenldnge
unmittelbar vor Beginn des Transformationsbereichs zum denaturierten Zu-

stand wird mit Ay bezeichnet.

e Nachdem die Transformation abgeschlossen ist, wird die jeweilige Verschiebung
des denaturierten Zustands |D) gemessen. Die Wellenldnge, die zum denatu-

rierten Zustand unmittelbar nach Abschluss des Ubergangsbereichs gehért, ist
Ap.

589 : . . | .

588

denaturiert

586

585 ! | ! | ! | ! |

Temperatur / °C

Abbildung 4.11: Bestimmung von Ax und Ap tber die Schnittpunkte von Geraden, die
an die drei Teilbereiche des Verlaufs des Bandenmazimums angefittet wurden. Den Werten
liegt die Temperaturdenaturierung bei Atmosphdrendruck zugrunde.

Ay und Ap lassen sich iiber die Schnittpunkte linear extrapolierter Datenbereiche

bestimmen (siche Abbildung 4.11). Im Ubergangsbereich kann die Wellenlinge Apaq
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des Fluoreszenzmaximums als Uberlagerung von Ay und \p, gewichtet mit der
jeweiligen Besetzungswahrscheinlichkeit py und pp der entsprechenden Zusténde,
angesehen werden. Die gesamte Bande F'()) ist somit ndherungsweise durch eine

Uberlagerung zweier Gauibanden beschreibbar:

F(X) = py frvexp <_()\2;2>\N)2> + ppfpexp (W) (4.2)

N 207
Es ist davon auszugehen, dass die Oszillatorstirken fy und fp der beiden
Zustinde ungefihr gleich groB sind und die relativen Anderungen hinsichtlich Wel-
lenléinge des Peaks und seiner Breite klein sind. Damit sind die Exponenten ausrei-
chend &hnlich, so dass die Wellenlédnge des Bandenmaximums aus der ersten Ablei-

tung gewonnen werden kann:

Amaz = PNAN + DPpAD (4.3)

Im Rahmen des Zwei-Zustands-Modells konnen die Besetzungswahrscheinlich-
keiten py und pp durch die Gleichgewichtskonstante K ausgedriickt werden [33; 72;
103]:

pPN=——y PD=— (4.4)
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Abbildung 4.12: Freie Enthalpie in Abhdngigkeit von der Temperatur bei einer Tempe-

raturdenaturierung unter Atmosphdrendruck.

K(p) und K(T) koénnen also aus Ay, Ap und den gemessenen Werten fiir A,q.

im Ubergangsbereich bestimmt werden. Sobald K als Funktion der Temperatur T
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oder des Drucks p bekannt ist, lasst sich AG = Gp - G nach folgender Gleichung

bestimmen:

AG = —RTInK (4.5)

In Abbildung 4.12 ist die Differenz AG = Gp - G als Funktion der Tempe-
ratur unter Atmosparendruck dargestellt. Die Werte wurden anhand Gleichung 4.5
tiber die gemessenen Wellenléingen des Bandenzentrums (Gleichung 4.3) bestimmt.
An die Punkte wurde eine Parabel angefittet (vgl. Gleichung 2.15). Die erste Ablei-
tung ergibt die Anderung der Entropie AS; iiber die zweite Ableitung ldsst sich die

Differenz der spezifischen Warmekapazitit AC, bestimmen.

AG / KJ/mol
o
!
|
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Abbildung 4.13: Freie Enthalpie in Abhdngigkeit vom Druck fiir eine Druckdenaturierung
bei 25°C.

Ahnlich wie in Abbildung 4.12 zeigt Abbildung 4.13 die Differenz der Freien
Enthalpie als Funktion des Drucks im Bereich von 600 MPa bis 1,1 GPa. Es handelt
sich hierbei um die Druckdenaturierung bei 25°C. Die erste und zweite Ableitung
der an die Punkte gefitteten Parabelfunktion ergeben die Anderung des Volumens
AV und der isothermen Kompressibilitat AgS.
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4.6.2 Phasendiagramm

Mit einer ausreichenden Anzahl an Druck- und Temperaturdenaturierungen ist nach
Bestimmung der Mittelpunkte des jeweiligen Transformationsbereichs der Aufbau

eines Phasendiagramms moglich.

I T T I T I T T T
1,5

Druck / GPa

-20 0 20 40 60 80 100
Temperatur / °C

Abbildung 4.14: Komplettes Phasendiagramm von Zn-Cytochrom c. Im linken Teil ist die
Kaltedenaturierung eingezeichnet, im rechten Teil finden sich die Hitzedenaturierungen bei
verschiedenen Driicken. Die Druckdenaturierungen bei verschiedenen Temperaturen sind

m mittleren Teil oben dargestellt.

Abbildung 4.14 zeigt das Stabilitdtsdiagramm von Zn-Mesoporphyrin-Cytochrom
c. Es zeigt sich, dass die Form des Diagramms sehr gut einer Ellipse folgt.

Zu beachten ist, dass bei Temperaturdenaturierungen unter hohem Druck (0,7
GPa, Abbildung 4.16) in diesem Phasendiagramm nur der Denaturierungspunkt bei
hoher Temperatur in das Diagramm passt. Moglicherweise stattfindende Préatrans-
formationen werden hierbei nicht einbezogen. Diese Thematik wird ausfiihrlicher in

Kapitel 4.7.1 behandelt.

4.6.3 Diskussion zur Thermodynamik der Entfaltung von

Zn-Cytochrom c

Wie in Kapitel 4.6.1 gezeigt, lasst sich die Gleichgewichtskonstante K aus den spek-
troskopischen Daten ermitteln (Gleichung 4.4). Voraussetzung hierfiir ist, dass der
Ubergang zwischen entfaltetem und gefaltetem Protein der Niherung des Zwei-

Zustands-Modells geniigt und der Prozess in der Ndhe des Gleichgewichts ablauft.
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Aus bekanntem K lésst sich die Differenz AG der Freien Enthalpie zwischen denatu-
riertem und nativen Zustand bestimmen. Falls AG entlang bestimmter Pfade in der
(p,T)-Ebene bekannt ist, z.B. entlang der p-Achse fiir bestimmte Temperaturen 7;
oder entlang der T-Achse fiir bestimmte Druckwerte p;, dann ist die vollstéandige Be-
stimmung sédmtlicher thermodynamischer Parameter wie AV (p, T;), AS(T), p;) sowie
Aé, A und AC, moglich [32; 33; 110].

IAG IAG
T2 AV ), TS| = -AS(T.p 4.
ap Ti V<p7 ’L)? aT ” S( 7pl) ( 6)
PAG PAG PAG
— A8, TE T = —AC, S = Ad 4.
o 0 Tor o gpor =20 (A7)

Fiir die an Zn-Cytochrom c durchgefiihrten Experimente war eine Bestimmung der
oben genannten Parameter nicht immer moglich. So konnte nur in einigen Féllen der
denaturierte Zustand iiber einen ausreichend grofien Bereich beobachtet werden, der
zur Bestimmung von A\p mit hoher Genauigkeit notwendig war. Oftmals werden die
Grenzen des Experiments zu friih erreicht. Sowohl die Drucksteigerung als auch die
Temperaturerh6hung unterliegen technischen Limitierungen.

Sehr verléssliche Daten wurden fiir die Temperaturdenaturierung unter Atmo-
sphirendruck erhalten (Abbildung 4.3). Die hieraus gewonnenen Werte fiir Ap und
A lassen eine vertrauenswiirdige Bestimmung von AC), zu. Der Wert von AC), konn-
te dabei iiber die zweite Ableitung der mittels “least square fit” in die entsprechenden
AG-Werte gefitteten Parabel errechnet werden (siehe hierzu Abbildung 4.12). Der
Verlauf der Parabel musste dabei folgender Bedingung geniigen: Die beiden Punkte,
fiir die die Ebene AG = 0 gekreuzt wird, miissen mit den zugehorigen Punkten im
Phasendiagramm {ibereinstimmen (Abbildung 4.14). Dies trifft auf die Temperatur
-3°C und 60°C zu. Die geringfiigige Rotation der Ellipse in der (p,T)-Ebene, die
durch den Wert fiir A& verursacht wird, wurde im Rahmen dieser Berechnung nicht
beriicksichtigt.

Da der Wert fiir AC, als besonders verldsslich eingeschétzt werden konnte,
wurde er zur Bestimmung der {ibrigen thermodynamischen Parameter iiber das Sta-
bilitdtsdiagramm herangezogen. Die Datenpunkte, aus denen das elliptische Phasen-
diagramm aufgebaut ist, sind sehr vertrauenswiirdig, da sie iiber zwei unabhéngige
Groflen bestimmt wurden, ndmlich dem ersten und zweiten Moment der Fluores-
zenz. In jenen Fillen, in denen der Ubergang zum denaturierten Zustand in beiden
Groflen erkennbar war, stimmte die Stabilitdtsgrenze innerhalb eines sehr engen
Druck- oder Temperaturbereichs iiberein. In anderen Féllen, in denen die Messung
der Abschwichung der Bandenverschiebung im Anschluss an den Ubergang nicht
gemessen werden konnte, liefl sich die Stabilitdtsgrenze iiber das Verhalten der Li-

nienbreite bestimmen.
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Abbildung 4.15: Kdiltedenaturierung bei Atmosphdrendruck.

Wie in Abbildung 4.15 gezeigt, wurde auf diese Weise der Ubergang bei der
Kaltedenaturierung iiber ein deutliches Minimum in der Bandenbreite bei -3°C
identifiziert: Gewohnlich wird eine Abnahme der Temperatur mit einer Abnahme
der Bandenbreite iiber ihren homogenen Beitrag erwidert. Falls diese Abnahme
ein Minimum passiert und die Bandenbreite anschlieBend wieder grofler wird, so
ist dies ein Hinweis auf das Auftreten eines Ereignisses, das die heterogenen Bei-
trage zur Bandenbreite verstiarkt. In dem beschriebenen Fall ist dieses Ereignis
die Besetzung des denaturierten Zustands, dessen Absorptionsfrequenz von derje-
nigen des nativen Zustands abweicht. Das Verhalten der Bandenverschiebung ist in
Kaltedenaturierungsexperimenten weniger aussagekriftig, da sowohl die thermische
Verschiebung als auch das Auftreten des denaturierten Zustands eine Blauverschie-

bung verursachen.

Sobald AC), bekannt ist, lassen sich aus dem Stabilitdtsdiagramm die iibrigen
thermodynamischen Parameter bestimmen. Zusétzlich konnen AS und AV an je-
dem Punkt auf der Phasengrenze iiber AC,, AB und A& bestimmt werden. Die
entsprechenden Werte sind in Tabelle 4.2 aufgefithrt. Zum Vergleich ist auch der
Wert fiir die Kompressibilitdt AGg in der Tabelle aufgefiihrt. Dieser Wert wird aus
der Druckabhéngigkeit der Gleichgewichtskonstante K und folglich aus der Differenz
der Freien Enthalpie AG gewonnen. Die entsprechenden Werte fiir AG(p) sind in
Abbildung 4.13 gezeigt. Die beiden Werte unterscheiden sich in einem Faktor von
1,5. Auch in diesem Fall wurde die Parabel so an die Punkte angefittet, dass sie fiir
AG = 0 die entsprechenden Punkte fiir einen Druck p von 0,9 und -0,15 GPa schnei-
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det3. Im Stabilitéitsdiagramm sind die Linien, entlang derer AS = 0 und AV = 0

Tabelle 4.2: Thermodynamische Parameter zur Denaturierung von Zn-Cytochrom c:

Parameter aus dem Phasendiagramm aus K
AC, / (kJ mol ' K1) - 5,87
AB / (em®*mol*GPa™!) -148,1 -93,4
Ada / (em®mol ' K1) 0,139 —
AV (0,91 GPa, 25°C) / (cm3mol™!) 74,6 -49.4
AS(0,91 GPa, 25°C) / (kJ mol 'K ~1) -0,263 -
AV (0,1 MPa, 60°C) / (cm®*mol™1) 65,0 -
AS(0,1 MPa, 60°C) / (kJ mol ' K1) 0,530 0,556

Zum Vergleich wurden die Daten aus dem Stabilitdtsdiagramm den Daten aus der Gleich-

gewichtskonstante K gegeniibergestellt.

gilt, eingezeichnet. AV ist oberhalb eines Drucks von ungefahr 0,4 GPa negativ. Dies
stimmt mit den Daten aus anderen Arbeiten zur druckinduzierten Entfaltung von
Proteinen {iiberein [44]. Dieses Verhalten spiegelt das Prinzip von LE CHATELIER
wider:

AS wird sinnvollerweise positiv angenommen, da der Grad an Unordnung fiir
eine entfaltete Struktur mit Sicherheit hoher als die der nativen ist. Das Stabi-
litdtsdiagramm zeigt aber, dass dies nur fiir Temperaturen oberhalb 40°C gilt. Im
restlichen Bereich des Phasendiagramms weist AS einen negativen Wert auf. Es
muss jedoch nach wie vor so sein, dass der denaturierte Zustand grofiere Entro-
pie als der native Zustand besitzt. Offensichtlich ist die negative Entropiednderung
auf die Bildung einer geordneten Struktur in der Hydratationsschale des Proteins
zuriickzufiihren.

Fiir ApB ergibt sich ein negativer Wert, was den Erwartungen entspricht. Es
muss beachtet werden, dass A = —V Ak gilt (k ist die Kompressibilitdt in der
tiblichen Definition). Allgemein ist zu erwarten, dass der Wert der Kompressibilitét
einer zufilligen Struktur grofler ist als derjenige einer geordneten Struktur, da dort
mehr freies Volumen vorhanden ist.

Unter Annahme eines kugelférmigen Proteins mit einem Durchmesser von 34 A
lisst sich fiir das native Cytochrom c ein Molvolumen von 12,4 dm®mol~! abschiitzen.
Mit einem Wert von 0,05 GPa™! (Kapitel 5) fiir die Kompressibilitit  findet man fiir
(3 fiir den nativen Zustand -620 cm®mol~'GPa~'. Die Anderung zur Kompressibilitit
des denaturierten Zustands liegt demnach in einem relativen Bereich von 15 bis 25 %.
Im Gegensatz dazu sind die Anderungen im molaren Volumen mit weniger als 1 %

marginal.

3Der letzte Punkt hat selbstversténdlich keine physikalische Bedeutung.
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Die Grolenordnung der Kompressibilitat AF deckt sich mit den Literaturdaten
anderer Proteine [33]. Zum Vergleich auch der anderen GroBen sind in Tabelle 4.3

Daten zur Denaturierung von Chymotrypsinogen und Ribonuclease aufgefiihrt.

Tabelle 4.3: Vergleichswerte fiir thermodynamische Parameter bei Proteindenaturierun-
gen nach HAWLEY [33].

Parameter Chymotrypsinogen Ribonuclease
AC, / (kJ mol 1K) 15,9 7,11

AB / (em®*mol*GPa™!) -297 -195
Aé [ (em3mol 1 K1) 1,32 0,252
AV (0,1 MPa, 0°C) / (cm3mol ™) -14,3 -48.6
AS(0,1 MPa, 0°C) / (kJ mol K1) -0,949 0,0523

Die Ubergangsparameter gelten fir Chymotrypsinogen bei einem pH-Wert von 2,07 und
fiir Ribonuclease bei pH 2,0.

Wie in Kapitel 2.2.1 angesprochen, sind die Gréflen C),, 3 und & mit “Schwan-
kungen” in Volumen und Entropie verkniipft. Der in Kapitel 2.2.3 bereits erwidhnte
Kehrwert des Prigogine-Defay- Verhdltnisses (Gleichung 2.16) ist ein Maf} fiir die
Korrelation zwischen Entropie- und Volumenénderung bei einem Phaseniibergang.
Es gilt:

o ’ AG’T | (ASAV)® <1 (48)
ABAC, (AS?) (AV2)

Ergibt sich fiir ein System hieraus der Wert 0, so sind die Groflen Entropieénderung

und Volumendnderung vollkommen unkorreliert. In diesem Fall ist das Phasendia-
gramm eine achsenparallele Ellipse oder kreisférmig. Im Fall hoher Korrelation lie-
fert das Prigogine-Defay-Verhéltnis einen Wert nahe 1. Als “Phasendiagramm” kann
man in diesem Fall eine Parabel oder eine Gerade erhalten. In Tabelle 4.4 sind die

Werte fiir p* fiir Cytochrom ¢, Chymotrypsinogen und Ribonuclease aufgefiihrt.

Tabelle 4.4: Vergleichswerte fiir das inverse Prigogine-Defay- Verhdltnis von Cytochrom c,
Chymotrypsinogen und Ribonuclease.

Protein  Zn-Cytochrom ¢ Chymotrypsinogen Ribonuclease

Verhéltnis  0,0067 oder 0,011 0,11 0,014

Der erste Wert fiir Zn-Cytochrom ¢ wurde aus den Werten des Fits, der zweite aus den
Werten der Gleichgewichtskonstante K gewonnen.

Wie aus Abbildung 4.14 ersichtlich und mit den Zahlenwerten des inversen
Prigogine-Defay-Verhéaltnisses bestétigt, folgt das Phasendiagramm von Zn-Cyto-

chrom ¢ aufgrund der geringen Korrelation zwischen den Anderungen in Entropie
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und Volumen der Form einer fast achsenparallelen Ellipse. Das gleiche gilt fiir Ribo-
nuclease; Chymotrypsinogen hingegen zeigt ein ellipsenférmiges Stabilitatsdiagramm
mit unterschiedlicheren Halbachsen.

Eine geringe Korrelation bedeutet nichts anderes, als dass die Volumenénderung
wéhrend einer Denaturierung verschiedenste Werte annehmen kann, unabhéingig
von den damit verbundenen Werten der Entropiednderung. Volumen- und Entro-
piednderungen konnen also nicht mit einem einzigen Ordnungsparameter beschrie-
ben werden. Die Charakterisierung von Proteinen anhand von Energielandschaften
zeigt ebenfalls, dass Proteine einen hohen Grad an Entartung besitzen. Viele (Sub-)
Konformationen koénnen dieselbe Energie, aber unterschiedliche Volumina haben.
Auch damit kann die geringe Korrelation zwischen Volumen und Energie (bzw. Ent-
halpie oder Entropie) bestétigt werden.

Oben wurde die Sicherheit des Werts von AC), betont. Das Ergebnis stimmt in
etwa mit dem Wert iiberein, der von PRIVALOV mittels kalorimetrischer Techniken
gemessen werden konnte [9; 111; 112]. In diesen Arbeiten werden fiir die Entfal-
tung von Cytochrom ¢ bei 50°C eine Anderung in der Wirmekapazitit von AC, =
6,1 kJ/molK, bei 75°C eine entsprechende Anderung von 4,4 kJ /molK beschrieben.
Fiir 60°C ergibt die Interpolation einen Wert von 5,4 kJ/molK, der nahe an dem
Wert fiir Zn-Mesoporphyrin-Cytochrom ¢ mit AC, = 5,87 kJ/molK liegt. Die ka-
lorimetrischen Daten von PRIVALOV sind voéllig frei von etwaigen Modellannahmen
(z.B. das Zwei-Zustands-Modell). Die Ubereinstimmung kalorimetrischer und spek-
troskopischer Ergebnisse ist eine Bestédtigung der spektroskopischen Technik, die wie
zuvor erldutert, auf diverse Modellannahmen angewiesen ist. Es muss beachtet wer-
den, dass das hier verwendete Cytochrom c eine modifizierte prosthetische Gruppe
enthélt. Aulerdem wurden die Versuche in einer Losung aus Glycerin und Wasser
durchgefiihrt. Das bedeutet, dass die Proben in den beiden Experimenten nicht voll-
kommen identisch sind. Auf diese Tatsachen sind daher die geringen Abweichungen

in den Werten zuriickzufithren.

4.6.4 Bemerkung zur Zwei-Zustands-Niherung:

Wie vertrauenswiirdig ist das Phasendiagramm?

In diesem Kapitel soll die Bedeutung der Annahme eines Zwei-Zustands-Modells, auf
der die Auswertung basiert, genauer betrachtet werden. Die Arbeiten von KAuUz-
MANN [44], BALDWIN [42] und HUMMER [45; 46; 47] haben gezeigt, dass Druck- und
Temperaturdenaturierungen zu unterschiedlichen Endzustédnden fithren. Mit den im
Rahmen dieser Arbeit an Zn-Cytochrom ¢ durchgefiihrten Experimenten kann die-
se Beobachtung bestétigt werden. Bei dem druckdenaturierten Zustand handelt es

sich um einen ziemlich kompakten kugelférmigen Zustand (globule), wéhrend durch
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Temperaturdenaturierung eine Art “random coil”-Struktur entsteht.

An dieser Stelle ist es hilfreich, den Entfaltungsprozess im Bild der Energie-
landschaften [98; 113] und weniger nach dem Modell zweier getrennter Zusténde zu
betrachten: Hier repréasentieren der druck- und temperaturdenaturierte Zustand zwei
unterschiedliche Regionen in einer groflen Flache einer komplizierten Energieland-
schaft. Der denaturierte Zustand gibt dort alle Koordinaten im Phasenraum wieder,
die Strukturen représentieren, in der das Protein seine Funktion nicht erfiillt. Daran
angelehnt ist der native Zustand ebenfalls als grofie Flache im Konformationsraum
anzusehen, welche diejenigen Strukturen représentiert, in denen das Protein biolo-
gisch aktiv ist.

Diese beiden Fliachen im Phasenraum kénnen zu zwei effektiven Zustinden mit
einer einigermafien definierten mittleren Energie zusammengelegt werden (state lum-
ping). Dieses “neue” effektive Zwei-Zustands-Modell stellt somit zumindest eine
plausible Erklarung dar. Natiirlich funktioniert das “iiber einen Kamm scheren”
der Zusténde nur dann, wenn die jeweiligen Flichen im Phasenraum nicht durch
allzu hohe Barrieren getrennt sind, die einen angemessenen Austausch zwischen ih-
nen unterbinden wiirden. Es sollte betont werden, dass eine dhnliche Sichtweise der
Energielandschaften auch in der Beschreibung der Faltungsdynamik benutzt werden
[13].

4.7 Besonderheiten

4.7.1 Kompliziertere Muster

Die Temperaturdenaturierungen, die unter héheren Driicken durchgefiihrt wurden,
zeigen in den Verschiebungen ihrer Banden sowie den zugehorigen Breiten kom-
pliziertere Muster. Dies ist in den Abbildung 4.9 zu erkennen. Die Wellenldnge des
Bandenzentrums \,,., zeigt dort zwei Phasen mit Blauverschiebung, wobei diejenige
bei der hoheren Temperatur stirker ausgeprigt ist. Die Phasen der Blauverschiebung
finden sich auch im Verhalten der Linienbreite wieder.

Anhand Abbildung 4.16 soll im Folgenden erkldrt werden, warum die Muster
fir das Bandenmaximum (\,,,,) und die Bandenbreite (fwhm) unter Druck- und
Temperaturdanderungen komplizierter werden. In dieser Abbildung ist eine Tempe-
raturdenaturierung unter hohem Druck (700 MPa) dargestellt. Die Verschiebung des
Bandenzentrums sowie, wenn auch etwas schwécher ausgeprégt, die Verdnderungen
in der Bandenbreite lassen sich in drei Bereiche unterteilen. Der Bereich bis etwa
25°C kann durch eine deutliche Rotverschiebung beschrieben werden. Ungewohn-
licherweise tritt aber gleichzeitig eine merkliche Verschmélerung der Bandenbreite

auf. Der Bereich zwischen 25°C und 65°C zeigt eine Blauverschiebung fiir das Ban-
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Abbildung 4.16: Verlauf von Zentrum und Breite der Q.-Qy-00-Bande fiir eine Tempe-
raturdenaturierung unter hohem Druck (0,7 GPa).

denzentrum und eine Verbreiterung der Bande. Fiir Temperaturen hoher als 65°C
folgt ein weiterer Bereich mit starker Blauverschiebung, der ebenfalls von einer Ver-
breiterung der Bande begleitet wird. Der Mittelpunkt dieses Bereichs ist bei etwa
77°C zu finden.

Dieses Muster deutet auf mehrere, in diesem Fall zwei aufeinanderfolgende
Schritte im Denaturierungsprozess hin.

Der Bereich der Blauverschiebung bei moderater Temperatur lisst sich als eine
Art Pratransformation interpretieren. Hier ist allerdings anzumerken, dass diese Art
der Préatransformation nur bei verhéaltnisméfig hohen Driicken zu beobachten ist. Es
ist denkbar, dass vor dem Eintritt der Wassermolekiile in die Proteintasche zunéchst
verschiedene Bindungen gebrochen werden miissen. Dabei muss beachtet werden,
dass sich bei einem Druck von ca. 1 GPa die relative Volumenédnderung bereits in
einem Bereich von 5 % abspielt. Diese Veranderung hat vor allem Auswirkungen auf
die Hohlrdume in oder um die Proteintasche herum. Als Folge davon kann Wasser
erst wieder ab einem Zeitpunkt in diese Hohlrdume gepresst werden, wenn durch

den Bruch von Bindungen Raum geschaffen worden ist.

4.7.2 Reentrante Uberginge

Zusétzlich zu den oben beschriebenen aufeinanderfolgenden Schritten im Phasen-
transformationsprozess zeigt Abbildung 4.16 eine eigenartige Anfangsphase wiahrend

der Temperaturdenaturierung. Das erste Moment \,,,, weist eine starke Rotverschie-
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bung von ungefihr 2 nm /15 K auf. Interessanterweise liegt bei dem zweiten Moment
in demselben Temperaturbereich eine deutliche Verschmilerung der Linienbreite vor.

Dieses Verhalten ldsst sich anhand Abbildung 4.14 erklaren: Aus dem ellip-
senformigen Phasendiagramm geht hervor, dass sich das Protein fiir eine Tempera-
tur von etwa 0°C und einem Druck von ca. 700 MPa nahe an der Stabilitdtsgrenze
befindet. Aus diesem Grund liegt an dieser Stelle eine etwa gleiche Besetzung von
nativem und denaturiertem Zustand vor. Eine Erhohung der Temperatur hat dort
zur Folge, dass sich das System in den nativen Stabilitdtsbereich bewegt. Ein grofier
Teil der zuvor denaturierten Molekiile faltet sich dabei in native Proteinstrukturen
zuriick. Wie in Kapitel 4.4.5 beschrieben, reduziert die bevorzugte Besetzung vor
allem eines Zustands die entsprechende Druckverbreiterung. Zusatzlich wird hier-
durch zu einem gewissen Grad die thermische Verbreiterung kompensiert, so dass
insgesamt eine Abnahme der Bandenbreite zustande kommt. Da der denaturierte
Zustand im Vergleich zum nativen Zustand blauverschoben ist, wird die Relaxation
zuriick in den gefalteten Zustand durch eine deutliche Rotverschiebung des Ban-
denmaximums begleitet. Anders ausgedriickt ist das besondere Verhalten von Ban-
denmaximum und -breite bei Temperaturdnderungen unter hohem Druck eine Folge
der reentranten Natur des Phaseniibergangs bei Proteinen: Darunter versteht man
die Tatsache, dass die Phasengrenze bei einer Erhéhung der Temperatur zweimal
iiberquert wird.

Anhand dieser Daten wird auch deutlich, dass es sich bei der Faltung und Ent-
faltung von Zn-Mesoporphyrin-Cytochrom ¢ um einen reversiblen Prozess handelt,

und dies sogar bei relativ tiefen Temperaturen und hohen Driicken.



Kapitel 5

Wechselwirkungsradius in
Cytochrom c

5.1 Motivation

Die Wechselwirkungen zwischen molekularen Sonden und ihrer Umgebung fiithrten
in der Physik molekularer Kristalle [114] wie auch in der Biophysik zur Entdeckung
verschiedenster Phanomene. Die optische Spektroskopie von Reportermolekiilen, wie
beispielsweise intrinsischen Aminoséduren oder Farbstofflabeln, ist an biologischen
Proben weit verbreitet. Sondenmolekiile werden haufig dazu genutzt, Faltungs- und
Enfaltungsprozesse, Bindungs- oder Aggregationsvorginge sowie Konformationsdy-
namik zu verfolgen [115; 116]. Die wichtigste Frage im Zusammenhang der Spektro-
skopie von Reportermolekiilen ist, was der Reporter “sieht” und wie tief der Bereich
ist, den er “spiirt”.

Genau diese Frage stellt sich ebenfalls nach den Ergebnissen aus dem vorange-
gangenen Kapitel zur Untersuchung des Stabilitdtsdiagramms von Zn-Mesoporphy-
rin-Cytochrom ¢ [117]. Es wurde dabei das erste und zweite Moment des schwin-
gungsfreien Fluoreszenziibergangs zur Messung der Entfaltung unter Temperatur-
und Druckénderung verwendet. Die interessante Beobachtung war, dass zu Beginn
der Anderung in den experimentellen Parametern, Druck und Temperatur, eine Rot-
verschiebung in der Fluoreszenz auftrat. In einem bestimmten Parameterbereich
veridnderte sich das Verhalten der Losungsmittelverschiebung: Die Rotverschiebung
wechselt zu einer Blauverschiebung. Dieser Wechsel kennzeichnet eine Verdnderung
in den Wechselwirkungen mit dem Losungsmittel. Seit den Pionierarbeiten auf dem
Gebiet der Wechselwirkungen zwischen molekularen Sonden und dem Lésungsmittel
von BAYLISS, MACRAE und LIPTAY ist allgemein bekannt, dass dispersive Wech-
selwirkungen stets bathochrom verschieben, wihrend die elektrostatischen Wechsel-
wirkungen (hauptséichlich Dipol-induzierte Dipole) auch eine hypsochrome Verschie-

bung verursachen kénnen [94; 95; 96]. Mit Hilfe dieser Erkenntnisse lieflen sich die
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Blauverschiebungen ganz logisch erklaren: Durch die Entfaltung des Proteins, sei sie
thermisch oder druckinduziert, treten Wassermolekiile aus der Hydratationsschale in
die Ndhe des Chromophors und induzieren die beobachtete Blauverschiebung durch
signifikant vergroflerte elektrostatische Wechselwirkungen aufgrund ihres grofien Di-
polmoments. Folglich ist es legitim, die Blauverschiebungsphase als Indikator fiir die
Denaturierung zu benutzen.

Auch wenn diese Deutung korrekt ist, bleibt die folgende Frage unbeantwortet:

Wie nahe miissen die Wassermolekiile an den Chromophor herantreten, um
eine bedeutende Anderung in den spektralen Eigenschaften sichtbar zu machen?
Diese Frage ist gleichbedeutend damit, wie grof§ der Bereich der Wechselwirkun-
gen des Chromophors mit seiner Umgebung ist. Um zu verstehen, was wiahrend des
Entfaltungsprozesses vor sich geht, ist es wichtig, zu wissen, wie weit das Repor-
termolekiil “sehen” kann. Im Folgenden wird gezeigt, wie sich mit “Druck-Effekt”-
Experimenten iiber Lochbrennspektroskopie an Zn-Cytochrom ¢ das Wechselwir-

kungsvolumen abschétzen lasst.

5.2 Modellbetrachtung

Ausgangspunkt fiir die folgenden Uberlegungen ist ein Chromophor im Zentrum
eines Volumens mit einem Radius R. Der Chromophor wird néherungsweise als
Punktdipol beschrieben. Der Radius R des Volumens stellt den mittleren Wechsel-
wirkungsradius des Chromophors mit seiner Umgebung dar. Die Naherung besagt,
dass der Chromophor mit den Molekiilen innerhalb des Volumens wechselwirkt (light
space), allerdings nicht viel von der Umgebung dahinter sieht (dark space). Das Ziel
dieses Kapitels ist die Bestimmung von R.
Eine wichtige Grofle in dieser Betrachtung ist die Kompressibilitdt. Fiir das
oben beschriebene Volumen gilt folgender Zusammenhang;:
1 AV 3 | x
K| = V Ap| R

(5.1)

R |Ap
Die Grofe @ beschreibt die Anderung dieses Radius aufgrund einer Druckinderung
Ap.

Die Kompressibilitiat x lasst sich iiber ein optisches “Druck-Effekt”-Lochbrenn-
experiment bestimmen. Dabei wird davon ausgegangen, dass die durch den Druck
verursachte spektrale Verschiebung s, proportional zur Losungsmittelverschiebung
ist und die dominierenden Wechselwirkungen mit dem Abstand R nach R~ abfallen.
Fiir die Dispersion und die elektrostatischen Wechselwirkungen héherer Ordnung hat
n den Wert 6. Im Rahmen dieser Ndherung ist s, durch folgenden Ausdruck gegeben
(vgl. Gleichung 3.12):

Sp = 2K(Vb — Vyae) Ap (5.2)
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v, ist dabei die Wellenzahl, bei der das Loch gebrannt wurde und v,,,. die Vakuum-
wellenzahl. Entsprechend ist v, — v die Losungsmittelverschiebung des frequenz-
selektierten Ensembles der Sondenmolekiile [99]. Durch die Auftragung von s,/Ap
als Funktion der Brennfrequenz 1, wird eine Gerade erhalten, aus deren Steigung
sich die Kompressibilitdt x bestimmen lasst.

Es sollte beachtet werden, dass s, bei v, verschwindet. Fiir Sondenmolekiile in
einer polaren Umgebung kann v,,. sogar innerhalb der inhomogenen Bande liegen.

In diesem Fall lasst sich diese Wellenzahl direkt bestimmen.

Im néchsten Abschnitt wird die inhomogene Linienbreite ndher betrachtet. Sie
wird durch die strukturelle Unordnung verursacht. Ein passender Parameter, um
die strukturelle Unordnung zu beschreiben, ist das mittlere Verschiebungsquadrat
(x2), das die durchschnittliche Abweichung eines individuellen Proteinbausteins (z.B.
einer Aminoséure) von der gemittelten Position angibt. Die Lochbrennexperimente
wurden bei 2 Kelvin durchgefiihrt, so dass (x3) allein die Konformationsunordnung
widerspiegelt. Der Beitrag der Konformationsunordnung iibersteigt die jeweiligen
Beitrdge der Nullpunkt-Schwingungen bei weitem. Damit lasst sich einfach zeigen,

dass die inhomogene Breite oy direkt proportional zu (x3) ist [118]:

o0 = ol (a3)"” (53)

Gleichung 5.3 ist identisch mit Gleichung 3.5 unter der Voraussetzung, dass iiber die
Zwei-Teilchen-Korrelationsfunktion gemittelt wird. Der Proportionalitiatsfaktor | fo|

héngt von den folgenden Faktoren ab:
e Wechselwirkungen zwischen Sonde und Umgebung,
e von der Struktur und
e der Anzahl wechselwirkender Spezies.

Die inhomogene Linienbreite oy kann bei 2 Kelvin auf einfache Art und Weise ge-
messen werden, sofern sich nicht verborgene Uberginge in der Absorptionsbande
befinden. Im Fall nicht aufgeléster Banden mit nahe beieinander liegenden Zentren
sowie unterschiedlicher Intensitdten wird das Problem komplizierter. Das mittlere
Verschiebungsquadrat (z3) lidsst sich aus Rontgenstreu-Experimenten bestimmen.
Fiir bestimmte Hamproteine, z.B. Myoglobin, sind dazu in der Literatur Daten fiir
Tieftemperaturmessungen zu finden. Auf diesem Weg ist also die Bestimmung von
| fo| moglich. Die GroSe |fo| kann als Transformationsfaktor aufgefasst werden, die

eine Langenskala in eine Frequenzskala umwandelt.
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Ein spektrales Loch verschiebt sich nicht nur unter Druck, sondern geht auch
eine Verbreiterung ein. Diese Druckverbreiterung ist ebenfalls inhomogener Natur.
Sie ist darauf zuriickzufithren, dass die Anwendung von Druck auf ein strukturell
ungeordnetes System die lokalen Konfigurationen der Loésungsmittelmolekiile um
einen Chromophor herum &dndert. Dadurch wird die Entartung des molekularen En-
sembles, die unter den Anfangsbedingungen gegeben war, aufgehoben, was zu der
beobachteten Druckverbreiterung fithrt. An dieser Stelle sollte betont werden, dass
der Effekt der Druckverbreiterung bei einem Druck im MPa-Bereich nur in ungeord-
neten Materialien auftritt. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiithrten Experimen-
te sind in dieser Hinsicht zu interpretieren. In molekularen Kristallen zum Beispiel
gibt es dagegen keine Druckverbreiterung, obwohl die Verschiebung s, in der selben
Groflenordnung wie in ungeordneten Systemen liegt. Diese Beobachtung ist ein deut-
licher Hinweis darauf, dass bei ungeordneten Systemen nicht nur die Dichte, sondern
auch die lokalen Strukturen verdndert werden. Interessanterweise ist der Wert fiir o,
in Proteinen fast genauso grofl wie in Gléasern. Diese Beobachtung impliziert, dass die
strukturelle Korrelation zwischen den Bausteinen eines Proteins so gering wie in ei-
nem amorphen Festkorper ist. Die typischerweise bei “Druck-Effekt”-Experimenten
auftretende Verschiebung betrigt weniger als 0,001 A.

Aus diesen Griinden lésst sich o, auf die gleiche Weise wie Gleichung 5.3 inter-

pretieren und es ergibt sich der Ausdruck:

op = £l (22)"”

Die Grofe <x2> ist das mittlere Verschiebungsquadrat einer Aminoséiure aufgrund

(5.4)

p
des Drucks. Sie spiegelt die Abweichung einer Aminoséure von der normalerweise

eingenommenen Position wider. Dies gilt unter der Annahme, dass der Druck nur die
Dichte veréndert. Da die inhomogene Verbreiterung und die Druckverbreiterung die
gleichen Ursachen besitzen, miissen die Kopplungsfaktoren | fy| und | f,| den gleichen
Wert haben.

Der néchste Schritt betrifft die Beziehung zwischen druckinduzierter Verschie-
bung x und der damit verbundenen spektralen Verschiebung (s,). Die Grofe (s,)
ist die iiber die inhomogene Bande gemittelten Druckverschiebung. Wie zuvor be-
schrieben, transformiert der Faktor | fo| Lingenskalen in Frequenzskalen, so dass sich

folgender Zusammenhang ergibt:

|fol z = (sp) (5.5)

Dabei wird angenommen, dass der Transformationsfaktor konstant ist, unabhéngig
ob die Verschiebung zufillig oder nicht zuféllig ist. Diese Annahme scheint fiir den
Fall, dass die Linienverbreiterung und die Verschiebung durch die gleiche Art der

Wechselwirkung herriihren, sinnvoll zu sein.
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Der Wert x kann durch s aus Gleichung 5.1 ausgedriickt werden. Fiir R ergibt
sich der folgende Ausdruck:
3 (af)"”
K (oy)

(sp)
A—p (5.6)

Alle Grolen auf der rechten Seite von Gleichung 5.6 lassen sich experimentell be-

R:

stimmen, so dass R abgeschétzt werden kann.

5.3 Ergebnisse und Diskussion

5.3.1 Absorptionsspektrum Zn-Cytochrom c

Das inhomogene Absorptionsspektrum von Zn-Mesoporphyrin-Cytochrom c ist in
Abbildung 5.1 gezeigt. Es zeigt den Q,- und Q,-(00)-Ubergang bei etwa 17300 cm ™
(578 nm) sowie den entsprechenden Bereich der assoziierten Schwingungsbande um
18500 cm ™! (540 nm). Die gepunktete Linie dient zur Basislinienkorrektur fiir den
(00)-Ubergang, mit der die Uberlappung mit der Schwingungsbande subtrahiert

wird.

0,6 -

0,2+

1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1
0 17000 17500 18000 18500 19000 19500 20000

-1
Frequenz / cm

Abbildung 5.1: Absorptionsspektrum von Zn-Cytochrom c bei 2 K. Die Pfeile markieren
den Frequenzbereich, in dem Lécher gebrannt wurden.

Mit den Pfeilen wird angedeutet, an welchen Stellen “Druck-Effekt”-Lochbrenn-
experimente durchgefithrt wurden. Dabei gibt es zwei Moglichkeiten: Entweder wird
das Loch bei Normaldruck gebrannt und die Verschiebung sowie die Verbreiterung
der Locher mit ansteigendem Druck verfolgt oder die Locher werden unter erhohtem

Druck gebrannt und ihre Verdnderung mit abnehmendem Druck beobachtet.
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5.3.2 “Druck-Effekt” bei ansteigendem Druck

Bei den im Folgenden beschriebenen Experimenten wurden die Locher bei Nor-
maldruck mit einer Brenndauer von 5 Minuten im Frequenzbereich von 17000 bis
17450 em™! (573 bis 588 nm) gebrannt. Die Brennleistung auf der Probe lag bei
etwa 0,5 mW. AnschlieBend wurden die Driicke in sechs Stufen auf 2 MPa erhoht.
Bei jedem Druckwert wurden acht Aufnahmen gemacht. Am Ende der Versuchsreihe

wurden nochmals die Lochspektren bei Raumdruck aufgenommen.

|2
0.98
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0 0.96
\¥
- 1,67 MPa \\
1,33 MPa
0.94 | MPa \_‘
L 0,67 MPa 0 MPa (Ende)
092 0,33 MPa \
' 0 MPa
1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1
-15 -10 5 0 5 10 15

Frequenz / GHz

Abbildung 5.2: Lochspektren des ansteigenden “Druck-Effekts” (0 bis 2 MPa) bei
17271 em™ 1.

Abbildung 5.2 zeigt als Beispiel den “Druck-Effekt” bei einem Loch, das bei
17271 em™! (579,0 nm) gebrannt wurde. Die relative Tiefe des Lochs betrigt etwa
20 % der Absorption an dieser Stelle. Die Breite des Lochs liegt bei ca. 5 GHz. Es
ist deutlich zu erkennen, dass mit ansteigendem Druck die Position der Locher zu
niedrigeren Frequenzen verschoben werden. Auflerdem nimmt die Breite der Locher
mit steigendem Druck zu. Die gepunktete Linie zeigt das Riickkehrloch bei Normal-
druck am Ende der Messung. Sein Zentrum stimmt mit dem des gebrannten Lochs
gut iiberein.

Aufgrund der Faltung von Lorentz- und Gaufifunktion erhélt man voigtférmige

Locher. An die Locher werden deshalb Lorentz- und Voigtkurven angefittet. Fiir die
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Ausgangssituation sind die Locher eher lorentzformig, mit zunehmenden Druckén-
derungen iiberwiegt der gauBformige Druckkern das lorentzformige Ausgangsloch.
Die “Fits” ergeben fiir jedes Loch die Parameter Tiefe, Breite! und Zentralfrequenz.
Die Lochverschiebung s, ist die Differenz zwischen der Zentralfrequenz des Lochs

nach Druckidnderung und der Zentralfrequenz des Ausgangslochs.

[ T [ T [ T [ T
0_ - -8 ]
%“Qﬁ‘:
\1 o - ' S
L -1 § = _
-171 O 17450 cm \ = _
5 O 17393 cm’ \\
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[ | * 17040 em’ | . | . | . | ]
0 0.5 1 1.5 2
Druck / MPa

Abbildung 5.3: “Druck-Effekt”: Verschiebung der Zentren bei ansteigenden Driicken.

In Abbildung 5.3 sind fiir die an verschiedenen Stellen in der inhomogenen
Bande gebrannten Locher die Verschiebungen der Lochzentren s, dargestellt. Fiir
zunehmende Driicke wird eine Rotverschiebung beobachtet. Auflerdem verhélt sich
die Verschiebung der spektralen Locher mit dem Druck perfekt linear. Weiterhin ist
gut erkennbar, dass die Steigungen der jeweiligen Geraden fiir kleine Wellenzahlen,

d.h. rote Wellenldngen, am grofiten ist.

! Zunéichst wird fiir das Ausgangsloch die Lorentzbreite ermittelt. Dieser Wert wird fiir die
durch Druck verédnderten voigtformigen Locher konstant gehalten. Dabei erfolgt die Bestimmung

des Beitrags der Gaufibreite.
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5.3.3 “Druck-Effekt” bei abnehmendem Druck

In diesen Experimenten stand die Probe bereits beim Brennen des Lochs unter
dem Maximaldruck. Der Brennvorgang sowie die anschlieBende Beobachtung der
Locher verlduft analog zu den Versuchen in Kapitel 5.3.2. Der einzige Unterschied
bestand darin, dass der Druck schrittweise abgesenkt wurde, und zwar mit den
gleichen Betrédgen wie bei den Versuchen mit zunehmendem Druck. Nach Erreichen

des Minimaldrucks wurden die Anfangsbedingungen wiederhergestellt.
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Abbildung 5.4: Lochspektren: Effekt abnehmender Driicke (2 bis 0 MPa) bei 17249 em™1.

In Abbildung 5.4 ist das Verhalten eines Lochs bei 17249 cm™! (579,7 nm) fiir
abnehmende Driicke exemplarisch gezeigt. Der Vergleich mit Abbildung 5.2 zeigt,
dass fiir abnehmende Driicke eine Blauverschiebung beobachtet wird. Die Breite
der Locher nimmt mit abnehmendem Druck zu. Dies ist ein Beleg dafiir, dass die
Verbreiterung und damit die Anderung in der strukturellen Ordnung nur durch
den Betrag der Differenz zwischen Ausgangs- und Enddruck, nicht aber durch ihr

Vorzeichen bestimmt wird.

Abbildung 5.5 zeigt die Verschiebungen der Locher fiir abnehmende Driicke bei
verschiedenen Brennfrequenzen. Wie in Abbildung 5.3 ist auch hier die Proportiona-
litdt zwischen Druckénderung und Verschiebung der spektralen Locher zu erkennen.
Desweiteren wird der Farbeffekt, d.h. immer kleinere Steigungen mit zunehmender

Wellenzahl und damit der Annéherung an die Vakuumwellenzahl, deutlich.
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Abbildung 5.5: “Druck-Effekt”: Verschiebung der Zentren bei abnehmenden Driicken.

5.3.4 Auswertung
Bestimmung von Vakuumfrequenz und Kompressibilitét

Die Kompressibilitit £ wird folgendermaflen bestimmt: die Lochverschiebung s, fiir
ein bei einer bestimmten Frequenz v innerhalb der Bande gebranntes Loch wird
tiber der Druckdifferenz Ap aufgetragen. Die Steigungen s,/ Ap der sich ergebenden
Geraden héngen geméafl des Farbeffekts von der Brennfrequenz v ab.

Die Auftragung von s,/Ap gegen die zugehorigen Brennfrequenzen liefert die
in Abbildung 5.6 gezeigten linearen Zusammenhénge. Nach Gleichung 5.2 wurde
aus der Gerade fiir die “Druck-Effekt”-Experimente mit ansteigendem Druck fiir
die Vakuumfrequenz ein Wert von 17589 cm™! (568,5 nm) und fiir die Kompressi-
bilitit ein Wert von 0,0501 GPa~! ermittelt. Fiir die abnehmenden Driicke erhilt
man entsprechende Werte von 17607 cm ™! (568,0 nm) und 0,0489 Pa~!. In der wei-
teren Rechnung wird fiir die Kompressibilitdt von Zn-Cytochrom ¢ der Mittelwert
aus beiden Experimenten von 0,05 GPa™! verwendet. Zum Vergleich betriigt die
Kompressibilitit fiir Myoglobin 0,07 bzw. 0,12 GPa~! (in Abhiingigkeit von der Me-
thode) [85; 119] und Meerrettichperoxidase 0,12 GPa™! [120]. Fiir BPTI? wird ein
Wert von 0,06 GPa™! gemessen [121; 122].

Der Verlauf dieser Kurve kann Hinweise auf verschiedene Konformationen ge-
ben. In dem hier beschriebenen Fall scheinen verschiedene Konformationen aber

keine unterschiedlichen Kompressibilitdten zu besitzen.

?bovine pancreatic trypsin inhibitor



82 5. WECHSELWIRKUNGSRADIUS IN CYTOCHROM C
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Abbildung 5.6: Darstellung der druckbezogenen Verschiebung der Licher in Abhdngigkeit

von der Brennfrequenz.

Wechselwirkungsradius des Chromophor

Anhand von Gleichung 5.6 lasst sich der Wechselwirkungsradius des Zn-Porphyrin-
Chromophors mit seiner Proteinumgebung abschétzen: Fiir die Kompressibilitét
wird der entsprechende Wert aus den Experimenten verwendet, namlich 0,05 GPa~!.
Das mittlere statische Verschiebungsquadrat (z2) wird mit einem Wert von 0,05 A2
aus Rontgenstreuungsexperimenten angenommen [81]. Etwas komplizierter ist die
Abschétzung der Breite der inhomogenen Linie.

Wie in Abbildung 5.7 gezeigt, lassen sich in die Absorptionsbande des Q-
und Q,-(00)-Ubergangs eine Reihe von GauSbanden mit einer Breite von 100 cm ™
(3000 GHz) einpassen. Dieser Wert wird fiir die weitere Rechnung verwendet. Die
mittlere Druckverschiebung |(s,) /Ap| wird nach Abbildung 5.6 mit einem Wert von

1 GHz/MPa angenommen.

Aus Gleichung 5.6 ergibt sich fiir den Wechselwirkungsradius R ein Wert von 4,5 A
[123)].

Obwohl dieser Wert in einer “verniinftigen” Groflenordnung zu liegen scheint, ist
dennoch davon auszugehen, dass es sich dabei um eine untere Grenze handelt.
Jedenfalls verdeutlicht dieser Wert fiir den Wechselwirkungsradius des Farbstoffs
in Zn-Cytochrom c, dass das Wechselwirkungsvolumen deutlich kleiner als die ge-

samte Ausdehnung des Proteins ist (34 A Durchmesser). Der Zn-Mesoporphyrin-
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Abbildung 5.7: Bestimmung von og: In den Qy-Qy-(00)- Ubergang eingepasste inhomo-
gene Banden.

Chromophor hat eine diagonale Abmessung von etwa 11 A. In Abbildung 5.8 ist
der Raum, mit dem die Farbstoffsonde wechselwirkt, in der Rontgenstruktur von

Cytochrom ¢ [90] markiert.

Der Wechselwirkungsradius stimmt in etwa mit der Grofle der Proteintasche
iiberein, in dem sich der Chromophor befindet. Fiir den Fall, dass die Blauverschie-
bung in der Fluoreszenz, der in den Druck- und Temperaturdenaturierungsexperi-
menten beobachtet wurde, wirklich durch eine Zunahme in den elektrostatischen
Wechselwirkungen mit Wassermolekiilen verursacht wird, dann miissen diese Was-
sermolekiile wihrend des Denaturierungsprozesses sehr nahe an den Chromophor

herangebracht werden.

Das ist fiir den Fall der thermischen Entfaltung nicht iiberraschend. Viel wich-
tiger ist diese Erkenntnis fiir den Fall der druckinduzierten Denaturierung. Die In-
terpretation, die bereits in Kapitel 4.4 gegeben wurde, wird damit bestatigt: Ganz
offensichtlich werden die Wassermolekiile in das Innere der Proteintasche gedriickt
und kommen somit in Kontakt mit dem Chromophor [45; 46; 47]. Die Rolle der Was-
sermolekiile bei der Entfaltung von Proteinen ist noch nicht vollstindig gekléart. Eine
naheliegende Annahme ist jedoch, dass dabei interne Wasserstoffbriickenbindungen
gebrochen und neue gebildet werden, wodurch die Struktur des Proteins so stark

verandert wird, dass es zu einer Denaturierung kommt.

In diesem Zusammenhang sollte nochmals erwdhnt werden, dass aus Entfal-
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Abbildung 5.8: Verdeutlichung des Wechselwirkungsradius in Cytochrom c¢ anhand
der Rontgenstruktur (PDB-Eintrag 1HRC [90], bearbeitet mit RasMol 2.7.1). Der Zn-
Porphyrin-Chromophor ist grau eingefirbt. Die Aminosduren, die innerhalb des Wechsel-

wirkungsradius der Farbstoffsonde liegen, sind schwarz markiert.

tungsexperimenten mit Fluoreszenzspektroskopie nicht Details zu den Strukturén-
derungen in einem Protein erhalten werden. Vielmehr erhélt man eine Information
dariiber, auf welchem Weg diese strukturellen Anderungen induziert werden®. Im
Beispiel einer Druckdenaturierung passiert dies, indem Wasser in das Proteininnere
gepresst wird. Im Fall des Cytochrom c ist davon auszugehen, dass das Hinein-
pressen von Wasser um den Hamchromophor herum einen Effekt auf die globale
Struktur des gesamten Proteins hat. Fiir die Faltung von Cytochrom c ist ndmlich

die Verbindung aus Polypeptidkette und Porphyrin-Makrocyclus notwendig.

Kommentar zu den Grenzen des Modells

Die Grundidee der vorangegangenen Experimente war, die Wechselwirkungen zwi-
schen Chromophor und Protein iiber den “Druck-Effekt” zu messen. Falls diese
Wechselwirkung ausreichend schnell abfillt, dann lésst sich mit jedem Chromophor
ein bestimmtes Volumen verbinden, dessen Grofle bestimmt werden sollte. Dabei

waren es vor allem zwei Annahmen, die fiir diese Problemlésung verwendet wurden:

e Die Linienverbreiterung und die Linienverschiebung lassen sich auf dieselben

Wechselwirkungen zuriickfiihren.

e Die Léngenskala der Wechselwirkung wird durch das statische mittlere Ver-

3Im Gegensatz dazu wird aus IR-Experimenten eine genaue Information iiber eine spezielle
Anderung erhalten, z.B. dem Bruch von Wasserstoffbriicken zu Amidbindungen. Wie dieser Bruch
jedoch abléduft, bleibt bei dieser Technik unklar.
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schiebungsquadrat der Konformationen widergespiegelt.

Falls dies richtig ist, bendtigt man lediglich die absolute Grofle der Wechselwir-
kung, um einen Wert zu erhalten. Diese absolute Grofle wird durch die absolute
Losungsmittelverschiebung wiedergegeben, welche nach Gleichungen 5.2 und 5.6 di-
rekt aus den “Druck-Effekt”-Experimenten erhalten werden. Der Umweg iiber die
Kompressibilitéit ist allerdings nicht unbedingt notwendig.

Dennoch sollen die oben gemachten Annahmen sowie besondere Situationen

bewertet werden:

e Gleichung 5.3, die das Herzstiick der Auswertung darstellt, ist nicht auf eine
bestimmte Art von Wechselwirkung beschréinkt. Es wurde dabei angenommen,
dass die durch die statische konformelle Unordnung verursachten Verschiebun-
gen klein gegeniiber den mittleren Atomabstdnden sind. Diese Annahme gilt

sicherlich in jedem Fall.

e Auch wenn Linienverschiebung und Linienbreite von verschiedenen Wechsel-
wirkungen stammen kénnen, so kann dies nur eintreten, falls bestimmte Sym-
metrieeinschrinkungen gelten. So leistet die Dipol-Dipol-Wechselwirkung in
einem isotropen Losungsmittel keinen Beitrag zum ersten Moment einer Ban-
de, wohl aber zum zweiten Moment. Diese besondere Situation scheint in Pro-

teinen jedoch keine allgemeine Rolle zu spielen.

e Ls existieren entgegengesetzte Wechselwirkungen und diese haben unter Um-
stdnden einen gravierenden Einfluss auf das Wechselwirkungsvolumen. Bei-
spielsweise kénnen polare Sonden vergleichbare rotschiebende Dispersionskréf-
te und blauschiebende elektrostatische Kréifte erfahren. In diesem Fall ist es
moglich, dass die Vakuumwellenzahl innerhalb der inhomogenen Absorptions-
bande liegt. Sie kann iiber das Verschwinden von s, direkt gemessen werden.
Somit verschwindet, falls sich v,,. nahe am Bandenmaximum v befindet, die
mittlere Druckverschiebung und folglich auch das Wechselwirkungsvolumen.
Letzteres kann jedoch nicht passieren, so dass im beschriebenen Fall die mitt-

lere Druckverschiebung nach folgender Gleichung bestimmt werden kann:

(sp) /Ap = [4/@2 <(V - I/vac)2>} 2 (5.7)

Die Mittelung findet iiber die gesamte inhomogene Linienform statt. In Uber-
einstimmung mit Gleichung 5.2 reduziert sich Gleichung 5.7 im Fall einer
GauBfunktion zu 2k(vy — Vyae), falls die inhomogene Breite klein im Vergleich
zur mittleren Losungsmittelverschiebung ist. vy ist die Wellenzahl des Maxi-

mums der inhomogenen Bande. Je néher v,,. an 1 herankommt, umso kleiner
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werden logischerweise die Druckverschiebung und somit auch das Wechselwir-
kungsvolumen. Die Kompensation von Wechselwirkungstermen reduziert die
Tiefe der Umgebung, die von Wechselwirkungen mit dem Chromophor erfasst
wird. Dies konnte im beschriebenen Experiment die Erklarung dafiir sein, dass
ein relativ kleiner Bereich von 4,5 A abgeschétzt wurde. v, fillt in die blaue
Flanke der inhomogenen Bande und ist damit bereits in der Ndhe des Ban-

denmaximums.

Die Druckverbreiterung o, scheint nicht von der Position von v,,. beeinflusst zu
werden. Allerdings iibt die strukturelle Ordnung, die beispielsweise in einem Kri-
stall vorliegt, einen groflen Einfluss auf die Druckverbreiterung aus. Durch Druck
verursachte korrelierte Verschiebungen fithren nicht zu einer Linienverbreiterung.
Die konformelle Verschiebung, die aus der Linienverbreiterung erhalten wird, ist
normalerweise kleiner als die entsprechende aus der Linienverschiebung. Sie kann
keinesfalls grofler werden. In dem hier beschriebenen Fall liegt sie ungefdhr in der
gleichen Gréflenordnung, da v,,. und vy nahe zusammenliegen. Fiir den Fall, dass
beide Frequenzen zusammentreffen, liefern Druckverschiebung und -verbreiterung

das gleiche Langenmaf.

Unsicherheit im bestimmten Wechselwirkungsradius

Die Unsicherheit im Wechselwirkungsradius wird durch die Unsicherheit in den Pa-
rametern, die in Gleichung 5.6 stehen, bestimmt. Die Bestimmung der Kompressi-
bilitat x basiert auf dem “pressure shift-solvent shift”-Modell. Aus diesem Grund
kann der absolute Wert von s von denen, die mit Hilfe anderer Techniken gemessen
werden, abweichen. Im Allgemeinen stimmen die Ergebnisse gut iiberein. Im vorlie-
genden Experiment geht es um die Kompressibilitdt des lokalen Volumens um den
Chromophor herum, und genau diese Gréfle wird durch das Lochbrennexperiment
gemessen.

Problematischer in diesem Zusammenhang sind die unter der inhomogenen Ab-
sorptionsbanden versteckten Konformationen. Diese besitzen nicht nur unterschiedli-
che Werte fiir die Kompressibilitit «, sondern auch verschiedene Vakuumfrequenzen.
Es ist jedoch davon auszugehen, dass in dem hier beschriebenen Fall die entspre-
chenden Unsicherheiten tragbar sind.

Ein grofleres Problem wird durch einen an sich trivialen Parameter ausgelost,
namlich o(. Verschiedene Konformationen sowie verschiedene nahe beieinanderlie-
gende Ubergiinge iiberschneiden sich und maskieren die korrekte Breite. Im Fall von
Zn-Cytochrom c besteht die gesamte rote Bande aus einer Uberlagerung von zwei
quasi-entarteten Zustdnden, Q, und Q,, die durch das Kristallfeld des Proteins auf

etwa 100 cm ™! aufgespalten werden [124]. Zusitzlich zu diesen beiden Zusténden gibt



5.3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 87

es mindestens noch zwei Konformationen, moéglicherweise noch weitere, nicht defi-
nierte Zustdnde unbekannter Anzahl. Zu beriicksichtigen sind an dieser Stelle auch
noch die Phononenfliigel. Die hier benutzte Zerlegungsprozedur ergibt einen Wert
im Bereich von 100 cm™!, der einen “verniinftigen” Eindruck macht. Zusétzliche
Banden wiirden diesen Wert reduzieren. Aus diesen Griinden werden die 4,5 A als
untere Grenze angesehen. Ein kleinerer Wert fiir oy wiirde den Wechselwirkungsra-

dius vergrofern.
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Kapitel 6
Zusammenfassung

Proteine kénnen ihre biologische Funktion nur in ihrem nativen Zustand, in dem die
Aminosiurekette zu einer einzigartigen, definierten dreidimensionalen Struktur ge-
faltet ist, ausiiben. Das biophysikalische Verstéandnis der Proteinfaltung ist Objekt
zahlreicher Forschungsarbeiten. Der Prozess von der entfalteten Aminosdurekette
hin zur funktionellen Struktur lasst sich mit Hilfe eines “Faltungstrichters” beschrei-
ben, in dem das Protein ausgehend von einem denaturierten Zustand mit hoher
Enthalpie und Entropie den nativen Zustand mit geringer Enthalpie und Entro-
pie findet. Durch die wechselseitige Kompensation enthalpischer und entropischer
Beitrage ergibt sich somit lediglich ein kleiner Wert fiir die “Freie Faltungsenergie”.

Der native Zustand eines Proteins ist daher nur unter eingeschrénkten Bedin-
gungen stabil. Einerseits konnen Anderungen des chemischen Milieus den Ubergang
von nativem zu denaturiertem Protein verursachen. Andererseits ist auch eine De-
naturierung iiber Verdnderung physikalischer Parameter moglich. Die Hitzedenatu-
rierung von Proteinen ist ein schon lange bekannter Prozess. Daneben ist durch
Anwendung hohen Drucks ebenfalls eine Denaturierung von Proteinen moglich, die
beispielsweise wie auch die Pasteurisierung zu einer lingeren Haltbarkeit von Le-
bensmitteln genutzt werden kann. Desweiteren verursacht nicht nur Hitze, sondern

auch Kilte einen Ubergang von nativem zu denaturiertem Protein.

Ausgehend von einem Zwei-Zustands-Modell, bei dem ein Protein nur in ei-
nem nativen sowie einem denaturierten Zustand existiert, beschreibt das Stabi-
litdtsdiagramm von Proteinen in Abhéngigkeit von Temperatur und Druck eine El-
lipse. Aus diesem elliptischen Phasendiagramm lassen sich eine Reihe thermodyna-
mischer Parameter ermitteln. Dazu zéhlen die Differenzen von isothermer Kompres-
sibilitdt, isobarem thermischen Ausdehnungskoeffizient und Wérmekapazitiat zwi-
schen denaturiertem und nativen Zustand, die als konstant betrachtet werden. Da-
neben ist die Bestimmung der Differenzen von Entropie und Volumen, die mit der

Entfaltung verbunden sind, an beliebigen Punkten des Phasendiagramms moglich.
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Zum Ausmessen von Phasendiagrammen wird in dieser Arbeit die laserinduzier-
te Fluoreszenzspektroskopie herangezogen. Es ist davon auszugehen, dass sich die
Fluoreszenzeigenschaften eines Chromophors beim Phaseniibergang charakteristisch
dndern. Ein weiterer Vorteil gegeniiber anderen Techniken ist die hohe Empfind-
lichkeit der Fluoreszenzspektroskopie. Fiir die Bestimmung eines Phasendiagramms
ist die Durchfiihrung von Temperaturdenaturierungen unter verschiedenen Driicken
sowie von Druckdenaturierungen bei verschiedenen Temperaturen in einem ausrei-

chend groflen Bereich notwendig.

Fiir die Experimente wurde ein Cytochrom c-Protein mit einem modifizierten
Zn-Mesoporphyrin-Chromophor verwendet. Die Anregung erfolgte iiber die Soret-
Bande. Zur Auswertung wurde die Abhéngigkeit von Zentrum und Breite der Q,-Q,-
(00)-Fluoreszenzbande von Druck bzw. Temperatur betrachtet. Sowohl die Methode
der Druckdenaturierung als auch die der Temperaturdenaturierung scheint dabei ein

generelles Muster zu erzeugen.

e Solange Druck oder Temperatur lediglich méaflig erhoht werden, zeigen sich
nur geringe Verdnderungen in den spektralen Eigenschaften. So ist fiir bei-
de Methoden eine geringe Rotverschiebung des Zentrums sowie eine geringe

Zunahme in der Breite der Bande zu verzeichnen.

e Dies dndert sich allerdings ab bestimmten Werten fiir die Parameter Druck
und Temperatur. Ab diesen Werten wird die Rotverschiebung der Bande in
eine deutlich stérkere Blauverschiebung umgewandelt. Diese Blauverschiebung
erstreckt sich in beiden Fillen iiber mehrere Nanometer. Gleichzeitig kommt es
im Verlauf der Bandenbreite zu einem typischen Verhalten. Bei Druckdenatu-
rierungen steigt diese stark an, durchlauft ein Maximum und nimmt anschlie-
Bend wieder ab. Bei Temperaturdenaturierungen ist ebenfalls eine gréflere Zu-
nahme in der Bandenbreite zu erkennen, die sich jedoch ab einem bestimmten

Wert wieder abschwéicht.

e Fiir noch hohere Driicke bzw. Temperaturen wird die Blauverschiebung wieder
deutlich schwécher oder geht wiederum in eine Rotverschiebung iiber. Gleich-
zeitig nimmt die Breite der Bande wieder ab oder steigt fiir den Fall der Tem-

peraturdenaturierungen nur noch gering an.

Die Denaturierungen lassen sich also in drei Abschnitte einteilen. Die Verdnderungen
in den spektralen Eigenschaften kénnen Anderungen in den Wechselwirkungen zwi-

schen dem Farbstoff im Protein und seiner Umgebung zugeordnet werden.

e Die Rotverschiebung im ersten Abschnitt ist fiir Druckdenaturierungen auf

eine Verstdrkung der Losungsmittelverschiebung zuriickzufiihren, da mit dem
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Druck auch die Dichte erhoht wird. Hierbei handelt es sich um dispersive
Wechselwirkungen. Im Fall der Temperaturdenaturierungen ist die Rotver-
schiebung darauf zuriickzufiihren, dass eine erhohte Temperatur geméfl der
Boltzmannverteilung die Besetzung héherer Schwingungsniveaus zulédsst und
sich die Energiedifferenzen zwischen elektronischen Zustdnden gleicher Schwin-

gungsniveaus verringern.

e Die Blauverschiebung im zweiten Abschnitt kann nur durch das Auftreten star-
ker elektrostatischer Wechselwirkungen erklért werden. Offensichtlich wird in
beiden Denaturierungsarten die urspriinglich unpolare Umgebung des Chro-

mophors durch einen Prozess deutlich polarer.

e Im dritten Abschnitt ist die Verdnderung in den Wechselwirkungen abgeschlos-
sen, da nur noch geringe Anderungen in den spektralen Eigenschaften zu er-

kennen sind.

Eine plausible Erklarung fiir die Zunahme elektrostatischer Beitrdge zu den Wech-
selwirkungen ist das Herantreten von polaren Wassermolekiilen an den Chromo-
phor. Offensichtlich ist der Blauverschiebungsbereich gleichbedeutend mit der Pha-
sentransformation von nativem zu denaturiertem Protein. Dieser Prozess lduft bei
der Temperaturdenaturierung jedoch anders ab als bei der Druckdenaturierung.
Wihrend bei hoher Temperatur thermische Bewegungen des Proteins zu einer Auf-
faltung der Aminosaurekette fithren, so dass das Wasser an den nun offenliegenden
Chromophor treten kann, wird bei hohem Druck Wasser in das Proteininnere, z.B.
in die sich um den Farbstoff herum befindlichen Hohlrdume, gepresst. In letzterem
Fall bleibt die kompakte Struktur des Proteins vorhanden. Die Annahme von nur ei-
nem denaturierten Zustand leuchtet anhand dieser Interpretationen nicht unbedingt
ein. Es scheint allerdings moglich zu sein, iiber das sogenannte “state-lumping” bei-
de denaturierte Zusténde zu einem Bereich in der Energielandschaft von Proteinen
zusammenzufiigen, so dass ein “effektives Zwei-Zustands-Modell” mit nur zwei rele-
vanten Zustdnden entsteht.

Das vollstindige Phasendiagramm von Zn-Mesoporphyrin-Cytochrom c lief sich
mit den Werten fiir Denaturierungsdruck und -temperatur ermitteln, die aus den
jeweiligen Mittelpunkten der Blauverschiebungsbereiche oder anhand der charakte-
ristischen Anderungen in der Bandenbreite bestimmt wurden. Um ein geschlossenes
Phasendiagramm zu erhalten, war hierzu auch der Wert aus einer Kéltedenaturierung
notwendig.

Die mit dem Denaturierungsvorgang verkniipften Anderungen in den thermo-
dynamischen Parametern konnten durch eine Kombination aus Berechnungen der

Gleichgewichtskonstanten und den Zusammenhéngen des elliptischen Stabilitéatsdia-
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gramms ermittelt werden.

Jede spektroskopische Technik ist lediglich in der Lage, lokale Anderungen in
der Struktur zu betrachten. Bei der Bewertung der Aussagekraft der Anderungen in
der Fluoreszenz fiir die Verdnderungen in der Proteinstruktur stellt sich die Frage,
wie weit das Wechselwirkungsvolumen des Chromophors reicht.

Die Abschétzung des Wechselwirkungsradius des zuvor in Denaturierungsexpe-
rimenten verwendeten Farbstoffs ist iiber die Messung des “Druck-Effekts” spek-
traler Locher moglich. Im Gegensatz zu den Denaturierungsexperimenten, die bei
Temperaturen zwischen -10 und 90°C sowie Driicken bis 1,5 GPa durchgefiihrt wur-
den, fanden die “Druck-Effekt”-Messungen bei Heliumtemperatur sowie Driicken bis
maximal 2 MPa statt.

Aus den Werten der Kompressibilitdt, dem mittleren Verschiebungsquadrat, der
inhomogenen Linienbreite sowie dem Mittelwert der spektralen Verschiebung lésst
sich eine Beziehung aufstellen, mit der sich der Wechselwirkungsradius abschéatzen
lasst. Fiir den Chromophor im Zn-Mesoporphyrin-Cytochrom ¢ wird ein Wert von
4,5 A erhalten.

Dieser Wechselwirkungsradius ist deutlich kleiner als die Abmessungen des Pro-
teins. Er ist allerdings auch als untere Grenze anzusehen, da sich die Bestimmung der
inhomogenen Linienbreite durch eine Uberlagerung verschiedener Banden schwierig
gestaltete. In jedem Fall bestétigt der Wert jedoch, dass die Wassermolekiile wahrend
des Denaturierungsprozesses sehr nahe an den Chromophor herantreten miissen, um

eine Anderung im Fluoreszenzspektrum zu bewirken.



Anhang A

Abkiirzungen

A/D
BPTI
BSE
Cp
CCD

[N)
NMR
De

analog/digital

bovine pancreatic trypsin inhibitor

bovine spongioforme Enzephalopatie

Wirmekapazitit bei konstantem Druck

charge coupled device

Circulardichroismus

denaturierter Zustand eines Proteins

diamond anvil cell; Diamantambosszelle
Desoxyribonucleinsaure

innere Energie

Wahrscheinlichkeit, dafl ein bei v absorbierendes Molekiil durch
Druckénderung Ap nach v/ verschoben wird

full width at half maximum; Halbwertsbreite
Fourier-transformierte Infrarot...

Verteilungsfunktion der Position eines Losungsmittelmolekiils
bzgl. eines Farbstoffmolekiils

Gibbs’sche Freie Enthalpie

Plancksche Konstante

Enthalpie

Verteilung der Frequenzverschiebungen v

Boltzmannfaktor

Gleichgewichtskonstante

Massen der Proteinbausteine

Exponent der Abstandsabhéangigkeit

der Chromophor-Matrix-Wechselwirkung

Anzahl der mit einem Farbstoffmolekiil

wechselwirkenden Losungsmittelmolekiile

nativer Zustand eines Proteins

nuclear magnetic resonance; magnetische Kernspinresonanz

Druck am Mittelpunkt der Druckdenaturierung
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DD Anteil denaturierter Proteinmolekiile

PN Anteil nativer Proteinmolekiile

P(R,,...Ry) Verteilungsfunktion der Positionen von N Losungsmittel-
molekiilen bzgl. eines Farbstoffmolekiils

PBBO 2-(4-Biphenylyl)-6-phenyl-benzoxazol-1,3

PDB Protein Data Bank

PM Photomultiplier

PMMA Polymethylmethacrylat

Q Ordnungsparameter der Faltung

Te Koordinaten des Schwerpunkts

T Koordinaten eines Proteinbausteins

R Position eines Losungsmittelmolekiils
bzgl. eines Farbstoffmolekiils

R, Gyrationsradius

RNA Ribonucleinsdure

Sp Druckverschiebung

S Entropie

S1, S Singulett-Zustande

SAXS small angle X-ray scattering; Rontgenkleinwinkelstreuung

T Temperatur

T, Temperatur am Mittelpunkt der Temperaturdenaturierung

Ty, Ty Triplett-Zusténde

Ty Energierelaxationszeit

T Lebensdauer der Kohédrenz des angeregten Zustands

15 Phasenrelaxationszeit

U entfalteter Zustand eines Proteins

V Volumen (z.B. der mit einem Farbstoffmolekiil wechselwirkenden Matrix)

(2?) mittleres Verschiebungsquadrat

XeCl Xenonchlorid (Excimerlaser)

Q@ Debye-Waller-Faktor

Q@ isobarer thermischer Ausdehnungskoeffizient

a isobarer thermischer Ausdehnungskoeffizient (nicht volumenbezogen)

I5; isotherme Kompressibilitat (nicht volumenbezogen)

vy homogene Linienbreite

Ap Druckénderung im “Druck-Effekt”-Experiment

n(é) linearer Entwicklungskoeffizient der Frequenzverschiebung v/ — v
aufgrund der Druckénderung Ap

K isotherme Kompressibilitét

Ae Mittelwert der Wellenlinge im Ubergangsbereich

AD Wellenlénge des denaturierten Zustands

A maz Zentrum einer Fluoreszenzbande (1. Moment)
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AN Wellenldnge des nativen Zustands

VB Brennfrequenz

Vpae Vakuumfrequenz (Druckeffekt)

Vo Absorptionsmaximum

P Korrelationsgrad zwischen n(R) und v(R)
p* inverses Prigogine-Defay-Verhéltnis

Op Druckverbreiterung

0o inhomogene Bandenbreite
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