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Einleitende Bemerkungen

Sowohl beziiglich ihrer strukturellen wie funktionellen Vielfalt sind Proteine in-
nerhalb der belebten Materie einzigartig und daher ist es kaum verwunderlich,
dafs sie seit vielen Jahrzehnten Gegenstand intensiver und interdisziplindrer
Forschung sind. Wenn in diesem Zusammenhang hdufig von den Katalysatoren
des Lebens gesprochen wird, so sind meist die globuliiren Proteine gemeint, die
praktisch die gesamte chemische Arbeit der Zellen verrichten. Daneben miissen
allerdings auch die strukturbildenden filamentartigen Proteine erwdhnt werden,
die eine molekulare Festigkeit und Bewegung ermoglichen.

Einige Proteine benétigen fiir ihre physiologische Aktivitdt sogenannte Cofak-
toren oder prosthetische Gruppen. Diese zeigen Absorption im sichtbaren Spek-
tralbereich und sorgen beispielsweise fiir die rote Farbe des Blutes (Hamoglo-
bin) oder das Blattgriin der Pflanzen (Chlorophyll). Der weitaus grofieren Zahl
von Proteinen fehlen jedoch solche ,echten” funktionellen Chromophore, aller-
dings sind sie fiir die optische Spektroskopie im UV-Bereich zugénglich. Dort
knapp unterhalb von 300 nm liegt die Absorption der drei aromatischen Ami-
nosduren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan.

Betrachtet man Lehrbuchdarstellungen von Proteinstrukturen, so zeigen diese
einen hohen Grad an rdumlicher Ordnung, und es lassen sich wiederkehrende
Strukturmotife erkennen. Man weifs jedoch, daf$ diese Struktur-Korrelation un-
terhalb einer Skala von etwa 10! A nicht mehr erkennbar ist, und aus diesem
Grund koénnen Proteine zumindest ndherungsweise auf einer solchen Ebene als
ungeordnete (amorphe) Systeme betrachtet werden, die viele Eigenschaften von
Glédsern besitzen.

In solchen Materialien befindliche Farbstoffmolekiile erfahren deshalb eine star-
ke Dispersion lokaler Parameter (Einbaulage, Wechselwirkung mit der Matrix),
und ihre Spektren zeigen eine inhomogene Verbreiterung.

Gewisse Methoden erlauben es, diese matrixinduzierten Unordnungseffekte zu
umgehen und die spektrale Auflosung im optischen Experiment um mehrere
Grofienordnungen, bis in den Bereich der homogenen Linienbreite, zu erhohen.
Eine solche Technik ist das spektrale Lochbrennen. Hierbei werden innerhalb
der inhomogen verbreiterten Absorptionsbande Molekiile mit schmalbandigem
Laserlicht angeregt. Daraufhin stattfindende photochemische oder photophy-
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sikalische Prozesse fiihren, unter fiir das Lochbrennen giinstigen Vorausset-
zungen und bei Temperaturen von wenigen Kelvin, zum Ausbleichen der Ab-
sorption bei der Anregungswellenldnge. Die Folge ist ein spektrales Loch, das
einer resonant absorbierenden Molekiilpopulation bei einer festen Frequenz
entspricht, und das als empfindlicher optischer Marker verwendet werden kann.
Das Verhalten eines solchen Lochs kann als Funktion duflerer Parameter, wie
Druck, Temperatur, elektrischem Feld oder Bestrahlungsdauer studiert wer-
den, und es lassen sich verschiedene Systemparameter wie beispielsweise Kom-
pressibilititen, Vakuumfrequenzen, Lebensdauern und Polarisierbarkeiten aus
solchen Experimenten gewinnen. Die Kenntnis solcher Gréfien erlaubt zudem
Riickschliisse auf molekulare Wechselwirkungen zwischen Chromophor und
Umgebung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Proteine, Insulin und Ribonuclease (RNa-
se), sowie das funktionelle Peptidhormon Vasopressin untersucht. Dabei diente
die Aminosdure Tyrosin in allen Fillen als die optische Sonde im Experiment.
Wihrend die Technik des spektralen Lochbrennens bereits seit etwa 25 Jahren
erfolgreich insbesondere auf Haim-Proteine ! angewendet wird, ist die Ausnut-
zung der aromatischen Absorption von Tyrosin bei 280 nm in diesem Zusam-
menhang relativ neu. Man ist hierbei auf eine kontinuierlich durchstimmbare
Dauerstrich-UV-Lichtquelle angewiesen, und dann bietet die Methode folgen-
de Merkmale:

e Der Bereich der mit dieser Technik zugdnglichen Proteine erweitert sich.
e Die Experimente konnen am nativen Protein durchgefiihrt werden.

e Eine unterschiedliche Anzahl und Verteilung von Tyrosinen im Protein
lasst eine spektrale Unterscheidung ortlicher Positionen zu.

e Die gemessenen Eigenschaften reprasentieren lokale Parameter, und diese
zeigen eine Heterogenitat im Protein und an dessen Oberfldche auf.

Verhalten von Proteinen unter Druck

Eine in der Thermodynamik wichtige Zustandsgrofie stellt eine Verbindung
zwischen Volumen- und Druckdnderung eines Materials her, die Kompressi-
bilitdt k. Sie ist damit ein Maf fiir elastische Eigenschaften und Volumenfluk-
tuationen eines Systems, und gerade aus diesem Grund ist die Messung einer
solchen Grofie an Proteinen von grofiem Interesse. Dort sind globale und lokale

! Aufgrund spektroskopischer Anforderungen beim Lochbrennen, kénnen nur leicht modifi-
zierte Him-Gruppen verwendet werden.



Verdanderungen der Konformation die Voraussetzung fiir praktisch jede kata-
lytische Funktion dieser Molekiile. Als Beispiel sei hier nur die Bindung von
Sauerstoff im Hamoglobin genannt.

Die hier optisch bestimmten Kompressibilititen im Insulin und RNase zeigten
erstmals eine Unterscheidbarkeit innerhalb des Molekiils. Offenbar lassen sich
Tyrosine mit unterschiedlichen Nahumgebungen in einem Druck-Effekt spek-
tral voneinander trennen.

Erst vor wenigen Jahren wurden auch theoretische Konzepte entwickelt, die
eine Berechnung solch lokaler Werte fiir k um einzelne atomare Positionen ge-
statten. Sie bilden auch die Grundlage fiir parallel am Lehrstuhl durchgefiihrte
Molekulardynamik-Simulationen, welche die experimentell gefundenen Daten
ergdnzen und unterstiitzen. So ist es moglich Losungsmittelverteilungen um
einzelne Aminosduren darzustellen, und damit eine molekulare Interpretation
fiir die lokal gemessenen Kompressibilititen um verschiedene Tyrosine zu lie-
fern.

Interessant sind in diesem Zusammenhang auch die Experimente zur chemi-
schen Entfaltung von Insulin und RNase, die generell immer mit einer Abnah-
me der Kompressibilitit verbunden sind. In beiden Fillen verlieren die nur
im nativen Molekiil unterscheidbaren Positionen offenbar ihre differenzierte
Wechselwirkungsumgebung, und das Protein exponiert grofie Teile seiner Struk-
tur nach ,auflen”. Die Messungen an Tyrosin in Wasser-Glycerin sowie an Vaso-
pressin, einem aus lediglich neun Aminosduren bestehenden Peptid mit
einem einzigen Tyrosin, favorisieren eine solche Interpretation ganz wesentlich.
Gleichzeitig wird dort im Vergleich deutlich, wie sehr die Proteinumgebung das
im Experiment untersuchte Verhalten der einzelnen Chromophore beeinflufst.
Die Empfindlichkeit mit der ein volumetrischer Parameter wie die Kompres-
sibilitdt auf seine direkte Matrixumgebung reagiert, zeigte sich bei der RNase
auch an zwei Experimenten unter verschiedenen, nicht-nativen Bedingungen.
Der Verlauf im Druck-Effekt eines oxidativ entfalteten Proteins ist nicht gleich
dem des reduktiv entfalteten Molekiils, das nicht mehr iiber die insgesamt vier
kovalenten Schwefelbriicken verfiigt. Ein Befund, der sich nicht ohne weiteres
aus einem CD-Spektrum schlieflen ldsst, das unter physiologischen Tempera-
turbedingungen aufgenommen wurde.

Verhalten von Proteinen in duBBeren elektrischen Feldern

Ebenso bedeutsam fiir die biologische Aktivitdt eines Proteins wie seine
flexiblen Volumeneigenschaften sind lokale elektrische Felder, die von pola-
ren oder geladenen Aminosduren erzeugt werden. Stark-Effekt Studien erlau-
ben prinzipiell einen empirischen Zugang zu relevanten Grofsen wie dem Di-
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polmoment oder der Polarisierbarkeit eines Molekiils. Da hier insgesamt mehr
experimentelle Parameter kontrolliert werden miissen (Anregungspolarisation,
externes E-Feld), ist die Durchfiihrung und Auswertung solcher Versuche ent-
sprechend schwieriger. Dariiber hinaus ist weit weniger tiber die Elektrostatik
solch biologischer Makromolekiile bekannt wie iiber deren Struktur. Die Idee,
daf3 sich die im Druck-Effekt beobachtete Unterscheidbarkeit auch in einem sol-
chen Experiment zeigen kann, ist aber durchaus gerechtfertigt. Im Fall von Insu-
lin konnten zumindest Hinweise dafiir gefunden werden, das dies tatsdchlich
zutrifft. Bis zu diesem Zeitpunkt existieren keine, den Experimenten komple-
mentdren MD-Rechnungen zur Elektrostatik fiir die angesprochenen Systeme,
und eine klare Aussage mag aus diesem Grund verfriiht erscheinen.

Fiir Tyrosin, das bei unterschiedlichem pH-Werten im Stark-Feld beobachtet
wurde, ldsst sich eine kleine, im Trend jedoch eindeutige Tendenz beztiglich
der Polarisierbarkeit erkennen. Diese wére zumindest sinnvoll mit den elektro-
nischen Verdnderungen seines aromatischen System erklarbar.

Gliederung der Arbeit

Die Arbeit gliedert sich in insgesamt sechs Kapitel. Kapitel eins und zwei besit-
zen einen einfiihrenden Charakter in die Methodik (Lochbrennen) und das Un-
tersuchungssystem (Proteine). Es folgt der rein technische Teil des Versuchsauf-
baus und der experimentellen Vorgehensweise. Kapitel vier, fiinf und sechs

enthalten die Messungen zum Druck-Effekt, der Linienbreite und dem Stark-
Effekt.

10



1 Optische Spektroskopie amorpher
Festkorper

Der mit unserem Auge wahrnehmbare spektrale Bereich zwischen 400 und 700
nm entspricht grob den Energien, bei denen die niedrigsten elektronischen
Anregungen organischer Molekiile liegen. Gewohnlich bezeichnet man Absor-
ber in diesem Bereich als Farbstoffe oder Chromophore. Die Grenzen der opti-
schen Spektroskopie werden jedoch tiblicherweise, der menschlichen Wahrneh-
mung zum Trotz, etwas weiter ausgedehnt, so dafs man zwischen 200 und 1000
nm allgemein von Spektroskopie im optischen Bereich spricht.

Bei der Mehrzahl der wahrend dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche handelt
es sich um Tieftemperaturexperimente, aufgenommen bei 2 - 4 K. Die bei Raum-
temperatur fliissige Probe in einem Wasser-Glycerin Gemisch, gefriert dann zu
einem Glas mit amorphen Festkorpereigenschaften. Glaser unterscheiden sich
in ihren Verhalten grundsétzlich von Kristallen auf der einen, und Fliissigkeiten
auf der anderen Seite. Im Folgenden soll nun die Methode des spektralen Loch-
brennens erldutert werden, wobei der Bezug zu den molekularen Eigenschaften
des Probensystems hergestellt wird.

1.1 Linienformen im Festkorper

Ein wesentliches Merkmal des spektralen Lochbrennens ist die hohe Frequenz-
auflosung. Diese wird durch das , Ausfrieren”der thermischen Bewegungen in
der Matrix bei einer Temperatur von wenigen Kelvin erreicht. Bevor die techni-
schen Aspekte dieser Methode im Detail besprochen werden, soll zunéchst auf
einige grundlegende Eigenschaften von Farbstoffen in Festkorpern eingegan-
gen werden.

geordnete Festkorper - Kristalle

Der linke Teil der Abbildung 1.1 zeigt die Situation von sechs Farbstoffmo-
lekiilen in einer kristallinen Matrix. Der hohe Grad an Fernordnung solcher Ma-
terialien bestimmt weitgehend die spektroskopischen Eigenschaften der Chro-
mophore, die alle eine dhnliche uniforme Nahumgebung besitzen. Der elek-

11



1 Optische Spektroskopie amorpher Festkorper

Null-Phononen-Ubergang

L

N
Absorption
|

Phononenfligel

\ 4

Frequenz

Abbildung 1.1: Kristalline Festkorper zeigen einen hohen Grad an struktureller Ordnung.
Links: Kristallgitter mit darin eingebauten ,Gastmolekiilen”. Rechts: Linienform eines einzel-
nen elektronischen Ubergangs in einem Festkirper.

tronische Grundzustand, meist ein Singulett-Zustand S, fiithrt nach optischer
Anregung mit hoher Wahrscheinlichkeit entweder direkt oder indirekt iiber
Relaxationsprozesse aus vibronischen Banden, in den ersten angeregten elek-
tronischen Zustand S;. Uber den diskreten Frequenzen (elektronische oder
Schwingungsfrequenzen) liegen die quasikontinuierlichen Energien der Gitter-
anregungen der Matrixbausteine, die zu sogenannten Phononenseitenbanden
oder Phononenhiigeln fiihren, die den elektronischen Nullphononeniibergang
begleiten (Abb. 1.1 rechts). Die relative Intensitdt dieser Nullphononenlinie ist
gegeben durch den Debye-Waller Faktor.

Im Gegensatz zu den kurzlebigen Phononen kann die Lebenszeit des rein elek-
tronischen Ubergangs um Groenordnungen langer sein. Die sogenannte hormo-
gene Linienbreite, ergibt sich aus der Heisenbergschen Unbestimmtheit als eine
reziproke Lebensdauer

1

= =5 (1.1)

Y

T beschreibt dabei die Dauer der Kohdrenz des angeregten Zustands. Neben
den Relaxationsvorgdngen tragen auch die direkten Einfliisse der Festkorper-
umgebung tiber Gitterschwingungen zum Verlust der makroskopischen Pola-
risation bei. T setzt sich demnach aus zwei Beitrdgen physikalisch verschiede-
nen Ursprungs zusammen. Elektronische Tj-Prozesse, und die stark tempera-

12



1.1 Linienformen im Festkorper

A 2
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Abbildung 1.2: Links: Gliser besitzen nicht den hohen Ordnungsgrad von Kristallen. Das
fiihrt zu einer Dispersion lokaler Parameter, und zu einer Verteilung elektronischer Ubergangs-
frequenzen innerhalb einer stark verbreiterten Absorptionsbande (rechts).

turabhdngigen, phasenzerstérenden T,-Prozesse.

1 1 2
= 1.2
T T T (12)

Das exponentielle Zeitverhalten von T; und T, Prozessen fiihrt zu einem
lorentzférmigen Profil der homogenen Linie.

ungeordnete Festkorper - Gldser

Wihrend in einem Kiristall die potentielle Energie eines Elektrons beim Fort-
schreiten ldangs einer Vorzugsrichtung rein periodisch variiert, tut sie das bei
einem Glas in aperiodischer Weise. Der Grund hierfiir ist die fehlende Fern-
ordnung der Gitterbausteine. In einem solchen Material eingebaute Farbstoff-
molekiile erfahren aufgrund unterschiedlicher Einbaulagen eine Dispersion in
der Losungsmittelverschiebung, die sich in einer zum Teil stark verbreiterten
Absorptionsbande bemerkbar macht (Abbildung 1.2). Die Ursache dieser soge-
nannten inhomogenen Verbreiterung, ist also eine globale statische Unordnung
des Systems.

Interessant ist ein Vergleich der homogenen mit der inhomogenen Linienbrei-

te I. Wahrend fiir organische Farbstoffe Werte fiir y um die 10 MHz realistisch
sind, findet man fiir Proteine typischerweise Werte fiir I im Bereich von etwa

13



1 Optische Spektroskopie amorpher Festkorper

Abbildung 1.3: Photochemisches Loch-
brennen: Nach selektiver Anregung ent-
steht in der inhomogenen Bande ein spek-
trales Loch, das einer Subpopulation von
resonant absorbierenden Molekiilen ent-
spricht. Die spektrale Auflosung liegt im
Bereich der homogenen Linienbreite.

Absorption

Photoprodukt

Frequenz

hundert Wellenzahlen !, ein Unterschied also von mehreren Grofienordnungen.
Selbst ,,gute”Molekiilkristalle zeigen Verbreiterungseffekte, die gewo6hnlich als
strain-broadening (Verzerrungsverbreiterung) [1] bezeichnet werden und die
Folge einer lokalen statischen Unordnung sind. Dort hat man Linienbreiten von
1 GHz gefunden. Selbst in diesen Fillen ist die homogene Linienform also kom-
plett inhomogen tiberlagert.

1.2 spektrales Lochbrennen

Die Lochbrennspektroskopie [2, 3, 4] umgeht diese strukturbedingten Verbreite-
rungen und bei Temperaturen von einigen Kelvin liegt die spektrale Auflosung
dieser Methode im Bereich der homogenen Linienbreite. Voraussetzung fiir spek-
trales Lochbrennen ist das Vorhandensein eines langlebigen Reservoirzustands
des Farbstoffs. Dies kann beispielsweise ein photochemischer Zustand sein, der
andere Eigenschaften als der elektronische Grundzustand besitzt und somit op-
tisch von diesem unterschieden werden kann. Mit einem Laser kdnnen inner-
halb der inhomogenen Bande selektiv Molekiile angeregt werden, die dann in
den Produktzustand tiberwechseln (Abb. 1.3). Beim nochmaligen Auslesen der
Bande erscheint an der Stelle der Anregung ein spektrales Loch aufgrund der
dort nun geringeren Anzahl von Absorbern. Dieses Populationsloch wird durch
den Detektionsprozess mit sich selbst gefaltet, so dafy die quasihomogene Loch-
breite gegeben ist durch

Yh =2y (1.3)

Ein wesentliches Merkmal der Methode ist die Dauerhaftigkeit der spektra-
len Locher. Diese Persistenz ermoglicht es, mittels der nicht transformierten
Molekiile Grundzustandseigenschaften auf optischem Wege zu untersuchen.
Das Loch dient gewissermafien als eine lokale Sonde und kann als Indikator

Eine Wellenzahl [cm 1] entspricht 30 GHz.

14



1.2 spektrales Lochbrennen

fiir statische und dynamische Wechselwirkungen mit der Umgebung verwen-
det werden.

Die hohe spektrale Auflosung gestattet bereits den Einfluf3 kleinster Stérun-
gen anhand von Verdnderungen der Lochgestalt (Zentralfrequenz, Lochbreite,
Lochtiefe) zu detektieren. So kann beispielsweise der Einflufd von elektrischen
Feldern oder von Druckvariationen untersucht werden, wobei die Verdanderun-
gen so gering gehalten werden konnen, dafs die gemessenen Effekte einerseits
linear, und andererseits vollstandig reversibel bleiben.

Dariiber hinaus zeigen spektrale Locher frequenzabhédngige Effekte. Damit ist
es moglich Molekiilpopulationen mit unterschiedlichen Losungsmittelverschie-
bungen innerhalb der inhomogenen Bande selektiv zu adressieren und auf ihre
Eigenschaften hin zu untersuchen.

Mechanismus des Lochbrennens

Die Entdeckung dieses optischen Phdnomens im Jahr 1974, wird in der Regel
zwei Forschergruppen zugeschrieben [5, 6]. Dabei nutzt man photochemische
oder photophysikalische Eigenschaften des Probensystems und unterscheidet
anhand der Art des Photoprodukts zwischen zwei unterschiedlichen Mecha-
nismen.

Beim photochemischen Lochbrennen verdndert sich die atomare Struktur der
Farbstoffmolekiile. Ein Beispiel hierfiir ist die Verschiebungen von inneren Ring-
protonen bei Tetrapyrrolen 2 [7], die die molekulare Grundlage fiir eine grof3e
Zahl von Lochbrennexperimenten an Proteinen darstellt. Die Absorption des
Photoprodukts liegt in solchen Fillen oft weit entfernt von der Anregungsener-
gie, zum Teil ausserhalb der inhomogenen Bande.

Beim physikalischen Lochbrennen kann es zu einer verdnderten Kopplung zwi-
schen Farbstoff und einem bistabilen Matrixsystem (Two-Lewel-System: TLS-
Modell) kommen [8, 9]. Allerdings sind auch quantenmechanische Prozesse der
Probe selbst (Methylgruppenrotationen) beschrieben worden, die zu messba-
ren Photoprodukten in der direkten Lochumgebung, sogenannten Antilochern
ftihren [10, 11].

Diese Arbeit beschéftigt sich mit Experimenten an biologischen Proben:

Kleine Peptide (Vasopressin), Proteine (Insulin, Ribonuclease) und Tyrosin.
Dabei konnten die photochemischen Eigenschaften der aromatischen Aminosdu-
re fiir das Lochbrennen ausgenutzt werden. Die molekulare Basis ist méglicher-
weise die Photoionisation des angeregten Zustands in die geladene Tyrosinat-

2Die Ham-Gruppe, oder auch Chlorophylle, sind Beispiele fiir Tetrapyrrole.
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1 Optische Spektroskopie amorpher Festkorper

Form. Die Tatsache, daf8 Tyrosin als natiirlicher Bestandteil in Proteinen vorhan-
den ist, macht die Methode prinzipiell fiir eine ganze Reihe unterschiedlicher
Systeme anwendbar ohne molekulartechnische Modifikationen vornehmen zu
miissen. Gleichzeitig stellt eine einzelne Aminosdure als elementarer Baustein
biologischer Molekiile eine empfindliche lokale Sonde der Proteinumgebung
dar.

Die enorme Komplexitdt von Proteinen macht eine klare Zuordnung in klas-
sische Festkorper-Kategorien wie kristallin, amorph oder glasartig schwierig,
und in vielen Punkten zeigen sie ein intermedidres Verhalten. Diese Tatsache,
sowie die enorme funktionelle Bedeutung von Proteinen, machen eine
seperate thematische Einfithrung notwendig. Dabei soll auch auf die besondere
Situation fiir das Lochbrennen in solchen Systemen eingegangen werden.
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Jegliches Leben existiert auf zelluldrer Basis, und Hauptbestandteil der Zellen
ist Wasser. Tatsachlich macht Wasser in einer typischen Saugetierzelle 70% des
gesamten Gewichts aus. An zweiter Stelle folgen Proteine mit 18%, und die rest-
lichen 12% teilen sich anorganische Ionen, kleine Metabolite, Nukleinsduren,
Lipide und Polysaccharide [12]. Allein diese Auflistung mag die funktionel-
le Bedeutung dieser vielfdltigen und bei weitem komplexesten Klasse biolo-
gischer Makromolekiile verdeutlichen. Sie sind praktisch an allen physiologi-
schen Prozessen beteiligt: Enzymatische Katalyse, Transport und Speicherung,
koordinierte Bewegung, mechanische Festigkeit, Immunreaktionen, Nervenlei-
tung, Kontrolle und Steuerung von Differenzierung [13].

Diese Vielseitigkeit spiegelt sich auch in ihrer molekularen Architektur wider.
Aminosduren polymerisieren in einer hydrolytischen Reaktion zu langen Ket-
tenmolekiilen. Zwischen der Carboxyl- und der Amidgruppe entsteht eine ko-
valente Verkniipfung, die Peptidbindung. Diese aus vier Atomen bestehende
starre und planare Einheit, bildet gewissermafien das kovalente Riickgrat die-
ser biologischen Katalysatoren. Die dreidimensionale Raumstruktur wird hin-
gegen von iiberwiegend schwachen, nichtkovalenten Wechselwirkungen zwi-
schen den verschiedenen Seitengruppen der Aminosduren bestimmt. Diese sor-
gen so neben einer funktionellen Variabilitat, auch fiir die notwendige struktu-
relle Flexibilitat eines gefalteten Proteins.

Der unmittelbare Zusammenhang zwischen Sequenz und Struktur, sowie zwi-
schen Form und Funktion, ist spétestens seit den klassischen Experimenten
von Christian Anfinsen allgemein etabliert [14]. Doch auch 50 Jahre danach
bleibt der detaillierte ProzefS der Faltung in den nativen Zustand, dessen Auf-
rechterhaltung und funktionelle Dynamik, ein faszinierendes, bei weitem nicht
vollstindig verstandenes Phanomen.

2.1 Die Struktur von Proteinen
Proteine lassen sich prinzipiell kristallisieren. Dieser Tatsache verdanken wir

die grofite Anzahl dreidimensionaler Raumstrukturen, die mittels Rontgenstruk-
turanalysen ermittelt wurden [15].
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1963 gelang John Kendrew mit dieser Methode die erste erfolgreiche Struk-
turaufklarung eines Proteins und damit der Einblick in dessen Aufbau auf
einer atomaren Ebene [16]. Kendrews Molekiil, das Myoglobin, ist bis heute
eines der am intensivsten untersuchten Systeme und wurde aus diesem Grund
schon als Wasserstoffatom der Biologie bezeichnet [17].

Kristallstrukturen zeigen ein faszinierend genaues Bild der molekularen Orga-
nisation, wobei Bereiche hoher struktureller Ordnung zu erkennen sind.
Anders als bei echten Kristallen jedoch, ist diese Ordnung nicht global, sondern
wird immer wieder von Abschnitten scheinbar geringerer raumlicher Korrelati-
on unterbrochen. Man unterscheidet im wesentlichen zwei Strukturmotive von
Polypeptidketten: a-Helices und pJ-Faltblitter. Diese bilden ,oberhalb”der
linearen Sequenz, der Primérstruktur, eine zweite Organisationstufe,
die Sekunddarstruktur. Solche Sekundérstrukturelemente konnen als raumliche
Bausteine, als Module betrachtet werden, aus denen das Protein in seiner funk-
tionellen Form, der Tertidrstruktur, zusammengesetzt ist.

Die Elektronendichte in einem Proteinkristall ist eine periodisch verdnderli-
che Grofie, deren Intensitdtsprofil zu den sogenannten Strukturfaktoren ein-
zelner Atome fiihrt. Dabei liefert der Debye-Waller Faktor ein quantitatives
Maf fiir die atomare Verschiebung um eine mittlere Gleichgewichtsposition.
Aus vergleichenden Untersuchungen solcher Grofien weifs man, dafd Protei-
ne keine starren Konstruktionen sind, sondern eine interne Dynamik besitzen
[18, 19, 20]. Die Rontgenstruktur ist demnach ein zeitlich und rdumlicher Mit-
telwert !, um den das Protein mit einer gewissen Amplitude fluktuiert.

Es existieren eine Vielzahl sogenannter Subkonformationen [18, 21, 22], die un-
ter physiologischen Bedingungen in einem dynamischen Gleichgewicht stehen.
Bei entsprechend tiefen Temperaturen frieren diese Subzustdnde aus, da Tei-
le des Konformationsraumes nun kinetisch gehemmt oder blockiert sind. Em-
pirische Beobachtungen wie die spektrale Diffusionsverbreiterung [23, 24] bei
der Lochbrennspektroskopie sind ein direkter Beleg fiir solche Bewegungen
im Konformationsraum, und bei geigneter Wahl der experimentellen Randbe-
dingungen, lassen sich auch quantitative Aussagen zur Verteilung und Hohe
von Potentialbarrieren innerhalb einer solchen Energielandschaft von Protei-
nen treffen [25].

Es gibt mittlerweile zahlreiche Belege fiir diese temperaturabhédngige, dynami-
sche Unbestimmtheit der raumlichen Positionen auf atomarer Ebene.

Die Kristallstruktur von Proteinen bleibt trotz ihres tiberwiegend statischen
Charakters eine kaum zu tiberschédtzende, heuristische Ausgangsbasis fiir ein

1In einem typischen Proteinkristall befinden sich 1015 bis 1016 Molekiile.
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2.2 Proteinfaltung

weitergehendes Verstandnis solcher Systeme. Um letztlich die Zusammenhénge
zwischen struktureller und dynamischer Unordnung auf der einen Seite sowie
den funktionellen Eigenschaften von Proteinen auf der anderen Seite besser zu
verstehen, ist immer der Vergleich von Daten, die mit verschiedenen Methoden
gewonnen werden, notwendig.

2.2 Proteinfaltung

,The capability of adopting a dense globular configuration stabili-
zed by self-interactions and of transforming reversibly to the ran-
dom coil are characteristics peculiar to the chain molecules of globu-
lar proteins alone.[26] “

Dieses Zitat von Paul Flory beschreibt in einem Satz eine der bemerkenswer-
testen Eigenschaften von Proteinen: Die spontane Faltung in den physiologi-
schen Zustand. Der von Anfinsen experimentell gefundene Zusammenhang
zwischen Primédrsequenz und Tertidrstruktur, 1dsst sich in dem zuerst von Fran-
cis Crick formulierten, oft als zentralem Dogma der Molekularbiologie bezeich-
neten Schema zusammenfassen, das den Informationsflufs in biologischen
Systemen veranschaulicht.

DNA —— RNA —— Protein

-,

Von der Ribonukleinsdure zum Protein erfolgt der Informationsflufs uneinge-
schrankt unidirektional. Lediglich zwischen DNA und RNA ist die Ausnahms-
losigkeit eingeschrankt und sorgt fiir den zuriickgerichteten Pfeil im obigen
Schema. Sogenannte Retroviren sind die einzig bekannten Félle, wo die gene-
tische Information primér in Form von RNA gespeichert ist und erst anschlie-
end, durch eine Reverse-Transkriptase in DNA umgeschrieben wird.

Thermodynamische Stabilitat

Quantitativ lasst sich die Stabilitit eines Proteins als Differenz seiner freien Ent-
halpie AG im gefalteten und entfalteten Zustand erfassen. Unter physiologi-
schen Bedingungen liegt der Wert von G im gefalteten Zustand nur geringfiigig
niedriger als der des ungefalteten Polypeptids. Der Nettobetrag, der die konfor-
melle Stabilitdt des nativen Proteins sicherstellt, ist auf die Aufhebung entropi-
scher und enthalpischer Beitrdge zuriickzufiihren.

Im Allgemeinen wird die hohe Konformationsentropie der Peptidkette als der
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Wesentliche destabilisierende Faktor betrachtet, wobei Werte von 17 J - K~ IM~!
bis 50 ] - K~!M~! pro Aminoséure in der Literatur zu finden sind [27].

Im Gegensatz dazu leisten hydrophobe Kréfte einen grofien entropischen Bei-
trag zur Stabilitit. Zusammen mit internen, enthalpischen Wechselwirkungen
der Aminosaureseitenketten (van der Waals Kontakte, Wasserstoffbriicken, elek-
trostatische WW, Disulfidbriicken), ergibt sich fiir globuldre Proteine ein effek-
tiver Wert fiir G von etwa 50 kJ /mol [28].

Faltungsmodelle

Fiir vergleichsweise einfache, sogenannte Single-Domain Proteine, hat man
Faltungsraten gefunden, die sich um sechs Grofienordnungen (Mikrosekun-
den bis Sekunden) unterscheiden [29]. Im Falle solch kleiner Proteine geht man
gewohnlich von einen zweistufigen Faltungsprozess ohne nachweisbar besetz-
te Ubergangszustinde 2 aus [30, 31].

Es stellt sich dann die Frage nach den allgemeinen Prinzipien dieses Vorgangs.
Die bereits angesprochene thermodynamische Stabilitidt der gefalteten Konfor-
mation ist eine der notwendigen Voraussetzungen fiir den spontanen Ablauf
der Reaktion. Das zweite Kriterium ist ein Kinetisches: Die Uberwindung einer
schier unendlich groflen entropischen Barriere (Levinthal Paradoxon). Mit an-
deren Worten, der Faltungsvorgang mufs schnell ablaufen, verglichen mit der
rein statistischen Suche eines Polymers im Konformationsraum.

Die Vorstellungen zur Proteinfaltungskinetik werden heutzutage von einigen,
mehr oder weniger verschiedenen, Konzepten gepréagt: Diffusion-Collision- [32],
Nucleation-Condensation- [33] und Topomer-Search-Modell [34].

In diesem Zusammehang entscheidend sind dabei nicht die Details, die den ein-
zelnen Modellen zugrundeliegen, sondern die gemeinsame Vorstellung einer
progressiven Stabilisierung von Intermediaten wéhrend des Faltungsvorgangs.
Der Evolutionsbiolge Richard Dawkins verwendete, allerdings in einem etwas
anderen Zusammenhang, den Begriff einer , kumulativen Selektion”.

Geht man davon aus, daf8 partiell korrekt gefaltete Einheiten stabilisiert wer-
den, so verringert sich die Anzahl der moglichen Faltungstrajektorien um
Groflenordnungen. Das von Levinthal beschriebene Szenario findet in der Rea-
litat nicht statt.

Das Konzept einer Energielandschaft, in der Literatur haufig durch Trichter
oder Potentialflachen veranschaulicht, hat sich weitgehend etabliert [35, 36, 37,
38]. Es existiert kein singuldrer Zustand minimaler Energie, sondern vielmehr

2Jeder Konformationsiibergang ist notwendigerweise eine Folge differentieller Veranderun-
gen. Der Begriff des Ubergangszustands ist daher ein Konzept, das auch von der raumlichen
und zeitlichen Auflésung der Untersuchungsmethode bestimmt ist.
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ein Ensemble von Subkonformationen, die unter dem Begriff nativ zusammen-
gefasst werden und eher dem ,Prinzip der minimalen Frustration” geniigen
[35].

2.3 Proteine und Lochbrennen

Voraussetzung fiir optische Experimente ist das Vorhandensein eines moleku-
laren Farbstoffs, eines Chromophors. Die Absorption sichtbarer Strahlung und
damit die Farbung einer organischen Verbindung, beruht in vielen Féllen auf
der regelmiflig alternierenden Folge von Einfach- und Doppelbindungen zwi-
schen Kohlenstoffatomen. Eine biologisch besonders wichtige Klasse von Pig-
menten sind sogenannte Tetrapyrrol-Verbindungen, die als funktionelle Bestand-
teile von Proteinen an den beiden elementarsten energetischen Prozessen der
Bioshpare beteiligt sind, der Photosynthese und der Atmung.

Seit den ersten Lochbrenn-Experimenten an isolierten biologischen Chromo-
phoren im Jahr 1981 [39], konnten bis heute viele weitere erfolgreiche Untersu-
chungen, auch an Proteinen durchgefiihrt werden. Die hohe spektrale Auflosung
der Methode erlaubt die Messung lokaler Eigenschaften der Proteinumgebung
und eine weitgehende Trennung von Einfliissen des Losungsmittels.

Etwa 20 Jahre nach den ersten Experimenten an diesen , klassischen” spektrosko-
pischen Farbstoffproteinen, entdeckte man die Moglichkeit die photochemi-
schen Eigenschaften der aromatischen Aminosduren Phenylalanin und Tyrosin
fiir Lochbrennstudien auszunutzen [40, 41, 42], wobei man in diesem Fall auf
eine kontinuierlich durchstimmbare UV-Lichtquelle angewiesen ist.

Solche Experimente unterscheiden sich nicht grundlegend, jedoch im Speziel-
len von solchen an Hamproteinen oder Photosynthesepigmenten. Dies soll in
den folgenden zwei Abschnitten erldutert werden.

Heterogene Lochbrennsysteme und das Konzept korrelierter
Phasenraume

In einem , gewohnlichen” farbstoffdotierten Glas, befindet sich der Chromophor
direkt in der amorphen Matrix (Abb. 2.1 links). In einer gefrorenen Proteinldsung
ist eine duflere Losungsmittelumgebung, von der direkten Nahumgebung der
einzelnen Absorber, dem Protein selbst, zu unterscheiden. Das Vorhandensein
von mindestens zwei unterscheidbaren Phasen macht die Probe zu einem
heterogenen System. Befindet sich nun ein einzelner Farbstoff (z.B. ein Hamfarb-
stoff) innerhalb seiner Bindungstasche in einem globulédren Protein (Abb. 2.1
Mitte), ist es vorstellbar, dafl bestimmte sterische Formen des Chromophors mit
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Abbildung 2.1: Schematisch dargestellt sind hier drei Probensysteme. Von links nach rechts:
freier Chromophor in einer Glasmatrix; Protein mit einem einzelnen zentralen Chromophor;
Protein mit mehreren ,Farbzentren”, diese konnen sich direkt in der Proteinmatrix befinden,
oder auch an der Phasengrenze zum Losungsmittel.

globalen Konformationszustdnden des Proteins, das heifst mit seinem struktu-
rellen Phasenraum, korreliert sind. Demnanch stabilisieren sogenannte tauto-
mere Spezies des Farbstoffs unterschiedliche Substrukturen des Proteins oder
umgekehrt.

Tatsdchlich konnten solche Substrukturen mit der Lochbrenntechnik immer wie-
der erfolgreich unterschieden werden [43, 44, 45, 46]. Sie sind eine weitere expe-
rimentelle Bestdtigung des Konzepts sogenannter allosterischer Proteinbewe-
gungen, die intensiv an dem Sauerstoff-Carrier Himoglobin dokumentiert sind
und seit langer Zeit bereits allgemeines Lehrbuchwissen darstellen. Bleibt man
im Bild der Energielandschaft eines Proteins, so reprasentieren tautomere Kon-
figurationen relativ hohe Hirachieebenen. Man findet auch den Begriff taxono-
mische Zustdnde [18]. Geht man davon aus, daf$ der strukturelle Phasenraum
letztendlich selbstdhnliche Eigenschaften besitzt, so lassen sich Subzustdnde
hoher Hirachie immer weiter unterteilt denken. Solche, sehr , nahe”beieinander
liegenden Konformationen, sind auch die Ursache fiir inhomogene Verbreite-
rungseffekte.

Lochbrennen im ultravioletten Spektralbereich

Nutzt man aromatische Aminosduren wie Tyrosin als optische Marker in einem
Lochbrennexperiment, so erweitert sich der potentielle Bereich der spektrosko-
pisch zugédnglichen Proteine um eine vollig neue Klasse, die sich strukturell und
funktionell von den bisher untersuchten , klassischen” Chromoproteinen unter-
scheidet. Solchen Proteinen fehlt hdufig eine prosthetische Gruppe oder ein Co-
faktor. Unter Umstdnden hat man es auch mit mehreren Sondenmolekiilen zu
tun, die im Einzelfall mit beiden Phasen des Zweiphasensystems (Losungsmit-
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tel und Protein) koppeln konnen (Abb. 2.1 rechts).

Ein einzelnes Tyrosinmolekiil sollte, nicht zuletzt aufgrund des vergleichswei-
se geringen Molekulargewichts, als eine empfindliche lokale Sonde einsetzbar
sein. Die Experimente an Insulin und an Ribonuclease haben gezeigt, dafs
genau dies prinzipiell moglich ist, und dafs verschiedene lokale Positionen auf
einem Protein optisch unterschieden werden konnen.

Diese ortliche Unterscheidbarkeit verschiedener Tyrosine bietet die Moglich-
keit, lokale Variationen von Parametern wie der Kompressibilitdt und elektro-
statischen Eigenschaften zu untersuchen.

2.4 Circulardichroismus von Proteinen

An dieser Stelle soll in aller Kiirze, und rein qualitativ auf das Prinzip des Circu-
lardichroismus (CD) eingegangen werden. Die Raumtemperatur CD-Spektren
waren Teil der angewendeten Methode und trugen nicht unerheblich zur Aus-
wertung und Beurteilung der Druckeffektmessungen von entfaltetem Insulin
und Ribonuclease bei (Kap.4). Auf ausfiihrlichere Beschreibungen sei an dieser
Stelle verwiesen [47].

Elliptisch polarisiertes Licht resultiert aus einer vektoriellen Uberlagerung zwei-
er Wellenziige gleicher Frequenz, unterschiedlicher Feldstdrke und Phase. Da-
bei erscheinen kreisformig- und linear polarisiertes Licht als Grenzfille, und
die Gestalt der Ellipse hingt vom Amplituden und Phasenverhiltnis der Wel-
lenziige ab. Substanzen, die Circulardichroismus zeigen, weisen unterschiedli-
che Extinktionskoeffizienten (er, eg) beziiglich der links und rechts circular po-
larisierten Komponente des linear polarisierten Anregungslichts auf. Die Fol-
ge: Das Licht, das die Probe nach Wechselwirkung mit dieser verlasst, ist ellip-
tisch polarisiert. Die sogenannte Elliptizitét 0 ist defieniert als der Tangens des
Verhiltnisses zwischen grofier und kleiner Halbachse.

optisch aktive Substanzen

Das klassische Beispiel fiir solche Substanzen sind Molekiile, die sich zueinan-
der wie Bild und Spiegelbild verhalten, sogenannte Enantiomere.

Biologische Aminosduren gehoren, aufgrund ihres asymmetrischen Kohlenstof-
fatoms C, mit vier unterschiedlichen Substituenten, zu diesen ,,optisch drehen-
den “Substanzen. In vielen Féllen wird eine optische Aktivitédt allerdings erst
durch eine bestimmte Mikroumgebung hervorgerufen, wie im Fall der Car-
bonylgruppe einer Peptidbindung. Eine auf Rosenfeld (1928) zuriickgehende
Kernaussage zur optischen Aktivitdt besteht darin, daf$ ein bestimmter elektro-
nischer Ubergang sowohl elektrisch als auch magnetisch erlaubt ist, und dafl
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die beiden Ubergangsmomente nicht senkrecht zueinander stehen.

Die CD-Signale proteininterner Strukturen wie a-Helices oder 3-Faltblatter wei-
sen charakteristische Muster auf und erlauben deshalb eine Interpretation mo-
lekularer Strukturen.

Da sich heutzutage, hauptsdchlich aufgrund kristallographischer Studien, ein
so detailliertes Bild atomarer Proteinstrukturen abzeichnet, findet die CD-
Spektroskopie iiberwiegend in der Untersuchung konformeller Uberginge und
deren Kinetik ihre Anwendung.
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3 Technisches

3.1 Allgemeiner Versuchsaufbau und Erfassung der
Daten
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Abbildung 3.1: Ubersichtsschema des Tieftemperatur-Versuchsaufbaus.

Abbildung 3.1 gibt einen Uberblick aller wesentlichen Komponenten des Auf-
baus der Tieftemperaturexperimente, an dem die hochaufgelésten Lochspek-
tren gemessen wurden.

Die Verwendung von Glasfasern, iiber die das Licht an benétigter Stelle ein-
oder ausgekoppelt wurde, gestattete ein hohes Mafd an Flexibilitdt. Bei den
gemessenen Spektren handelt es sich um Transmissionsspektren (detektiert am
A-Kanal), die zur Eliminierung von Leistungsschwankungen der Lichtquelle
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auf einen zweiten Kanal (B-Kanal) normiert wurden (A /B-Messung). Die De-
tektion erfolgte mit Photomultipliern (Hamamatsu R928), die tiber einen breiten
Spektralbereich (189 bis 900 nm, Angaben des Herstellers) hohe Quanteneffizi-
enz und gutes Signal-Rauschverhiltnis gewéhrleisteten.

Anschliefsend konnte das Signal, nach Passage von Strom-Spannungsverstarkern
(HMS-Elektronik) und variabel einstellbaren RC-Gliedern, tiber eine AC-
Wandlerkarte digital eingelesen und bearbeitet werden.

3.2 Lichtquellen

Monochromator

Zur Aufnahme breitbandiger Absorptions-Ubersichtsspektren stand ein Mono-
chromator (Jobin Yvon, 1 m Czerney-Turner Anordnung, Gitter 600/ mm) mit
einer Xenon-Hochdruck-Bogenlampe zur Verfiigung. Die spektrale Auflosung
liegt im Bereich von einigen Wellenzahlen, also verglichen mit den inhomo-
gen verbreiterten Absorptionsbanden von einigen hundert Wellenzahlen, aus-
reichend hoch.

LASER-System

Die lichterzeugende Einheit bestand aus drei funktionellen Komponenten, die
im Folgenden kurz beschrieben werden sollen.

e Pump-Laser

Hierbei handelte es sich um einen Argonionen-Laser (Innova Sabre, Co-
herent), der im Single-Line Modus mit einer Leistung von 6 W betrieben
wurde. Der relevante Ubergang ist die Hauptlinie bei 514.5 nm (griine
Argonlinie).

e Farbstoff-Ringlaser

In linearer Anordnung direkt dahintergeschaltet befand sich ein Ring-

laser (R 899-29, Coherent), der mit Rhodamin 6G als Farbstoff einen Wel-

lenldngenbereich von etwa 560 bis 620 nm abdeckt.

Das System wird mittels eines externen, temperaturstabilisierten Referenz-
Etalons (Reference Cavity) aktiv moden- und frequenzstabilisiert und kann
tiber einen Bereich von 30 GHz durchgestimmt werden, was dem

nativen Scanbereich entspricht. Zur Kontrolle und Kalibrierung des Scan-

bereichs konnte bedarfsweise ein portables Fabry-Perot-Interferometer

verwendet werden.
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Die Linienbreite des Lasers liegt nach Herstellerangaben bei 500 MHz.
Typische Ausgangsleistungen lagen hier im Bereich von 400 bis 700 mW.
Zur Messung der Wellenldnge diente ein kommerzielles Mefsgerat (Bur-
leigh WA-2000).

e Frequenzverdopplung

Der ultraviolette Spektralbereich wird erst durch die Verdopplung des
vom Farbstoff-Ringlaser produzierten Lichts zugdnglich. Hierbei wurde
mittels eines Piezo-gelagerten BBO-Kristalls (Bariumbetaborat) ein nicht-
linearer optischer Effekt ausgenutzt, der die zweite Harmonische der ein-
fallenden Fundamentalwellenldnge erzeugt.

Der Kristall selbst befand sich in einer vom Lasersystem unabhédngigen
externen Einheit, innerhalb der in einer dreieckigen Anordnungsgeome-
trie Resonanz hergestellt wurde. Dieses ,Mode-Matching”innerhalb der
Resonatoreinheit wurde durch manuelle Justage des Kristallwinkels er-
reicht und fiihrte zu einer tiber den nativen Scanbereich von 30 GHz stabi-
len UV-Ausgangsleistung im Bereich von 5-20 mW. Bereits geringe Verdnde-
rungen der Wellenldnge machten ein stindiges Nachfiihren des Kristalls
zur Aufrechterhaltung der Resonazbedingung notwendig.

CD-Spektrometer

Diese Messungen fanden an einem J-180 (Jasco) Spektralpolarimeter statt. Der
Durchmesser der Quarzkiivette betrug 2 mm. Die Temperatur wurde wahrend
des Experiments konstant bei 20°C gehalten.

3.3 Kryostat

Die Tieftemperaturexperimente wurden in einen Helium-Bad Kryostaten durch-
gefiihrt. Die Probe selbst befand sich direkt in fliissigem Helium bei einer Tem-
peratur von 4.2 K unter Raumdruckbedingungen. Dampfdruckerniedrigung
iiber den A-Punkt hinaus machte Messungen zwischen 1.6 und 2 K moglich,
was einem Druck im Probenraum zwischen 7 und 30 mbar entspricht.

Bei den hier durchgefiihrten Messungen wurde jeweils darauf geachtet moglichst
gleiche Temperaturen von 1.7 K (10 mbar) im Experiment zu etablieren. Die
Heliumstandzeit unter solchen Bedingungen betrug ca. 8 Stunden. Der Kryo-
stat war in einen UV-tauglichen optischen Aufbau eingebettet, der bestmoglich
abgedunkelt wurde um storendes Fremdlicht zu minimieren.
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3.4 Durchfithrung der Experimente und Auswertung
der Daten

Aufnahme von Lochspektren

Die Leistungen der Anregungsintensitdt unterschieden sich um bis zu vier Grofien-
ordnungen von denen beim Auslesen der Spektren. Letztere lagen im Bereich
von uW. Es wurde mit handelsiiblichen optischen Graufiltern gearbeitet.

Druck-Effekt

Fiir die Versuche zur hydrostatischen Druckvariation stand eine Probenzelle
zur Verfiigung, auf die mittels einer He-Gasflasche {iiber eine heliumdichte Lei-
tung Druck ausgetibt werden konnte.

Die Praparation der Proben erforderte einige Zeit der Vorbereitung sowie etwas
manuelles Geschick. Mit einem handelstiblichen Haushaltsschweifigerdt wur-
den kleine Kunststoff-Taschen aus Polyethylen hergestellt, in die die fliissigen
Proben schliefllich eingeschweifst wurden. Die Probenzelle wurde mit den ver-
siegelten Probentaschen bestiickt und beidseitig mit indiumgedichteten Quarz-
fenstern verschlossen. Dies ermdoglichte das Anlegen eines isotropen Drucks an
die eingefrorene Probe iiber das in der Kammer auskondensierte He-Gas.

Ein experimenteller Druck von 2.5 MPa stellt, angesichts der Erstarrung von
fliissigem Helium unter diesen Bedingungen, die Obergrenze dar. Tatsdchlich
wurde wahrend dieser Druckexperimente ein maximaler Wert von 2 MPa nicht
uiberschritten, wobei die Messgenauigkeit des elektronischen Sensors (Sensotec
TJE) 103 betrug.

Nachdem sich das gesamte System (Probenhalter im Kryostaten) bei einer kon-
stanten, tiber ein Feinventil regelbaren Temperatur von etwa 1.7 K stabilisiert
hatte, wurde bei einer bestimmten Frequenz und einem definierten Startdruck
ein Loch gebrannt. Von diesem Startdruck ausgehend erfolgte eine schrittweise
Erhohung der Druckwerte auf einen Maximalwert, wobei die zu einem defi-
nierten Druck zugehorigen Spektren mehrfach ausgelesen wurden.

Nach Erreichen des Maximaldrucks wurde dieser wieder auf den Ausgangs-
wert reduziert, und die Spektren wurden nochmalig ausgelesen. Dadurch zeig-
ten sich zum einem die vollstindig reversiblen Eigenschaften des Effekts,
auflierdem konnten wihrend der Messung eventuell auftretende Frequenz-Drifts
des Lasers abgeschédtzt werden. Diese Prozedur wurde fiir moglichst viele Fre-
quenzen innerhalb der inhomogenen Absorptionsbanden der verwendeten Pro-
ben durchgefiihrt, um farbabhédngige Effekte auflosen zu konnen.

28



3.4 Durchfiihrung der Experimente und Auswertung der Daten

Das zunéchst lorentzférmige Ausgangsloch entwickelt sich unter Einflufs von
isotropem dufierem Druck mit einem Gaufskernel weiter und ldsst sich dann
mit einem voigtformigen Profil beschreiben (siehe dazu auch Kapitel 4).

Die verwendete Fitroutine gestattete die Bestimmung von Tiefe, Breite und Zen-
tralfrequenz der spektralen Locher. Zu einer festen Wellenldnge erhélt man so
Serien von Lochspektren unter Einflufs verschiedener Driicke. Durch Auftra-
gung der Verschiebung pro Druck als Funktion der Frequenz, konnten die Pa-
rameter Kompressibilitit und Vakuumfrequenz ermittelt werden.

Stark-Effekt

Die Messungen in dufleren elektrischen Feldern machten ebenfalls die Kon-
struktion einer speziellen Probenkiivettenhalterung notwendig. In diesem Fall
befand sich die Probe zwischen zwei Aluminium-Elektroden in einem Abstand
von 1 cm. Jede Elektrode wurde mit einem Hochspannungsnetzgerét (fug Elek-
tronik, HCN 14-6500 bzw, HCN 14-12500) versorgt, mit denen wahrend die-
ser Experimente Spannungsreihen von bis zu 27 kV/cm durchlaufen wurden.
Aufgrund der Linearitit des Stark-Effekts spielen nur relative Anderungen der
Spannung eine Rolle. Generell konnte eine stabile Spannung erst nach Unter-
schreiten des A-Punkts, also mit Erreichen der suprafluiden Phase etabliert wer-
den.

Die Richtung des Stark-Felds Es war somit eine fixierte experimentelle Grofe
und lag parallel zur Tischebene. Die Polarisationsebene des Anregungsfelds
E; konnte mithilfe eines UV-Glan-Tayler-Prismas prinzipiell stufenlos variiert
werden, wobei in der Praxis lediglich zwei Anregungsgeometrien verwirklicht
wurden. Zu unterscheiden ist demnach eine parallele und eine senkrechte
Anordnung, fiir die jeweils gilt

E; || Es beziehungsweise E; L Eg.

Analog dazu wird in der weiteren Diskussion auch von senkrechten oder pa-
ralellen Spektren gesprochen werden.

Die Auswertung der Mefidaten erfolgte mit einem FORTRAN-Programm von
J. Gafert [7], das auf die Fitroutine einer IMSL-Bibliothek zuriickgreift [48]. Die
theoretische Basis bildet die analytische Beschreibung der Lochformen im elek-
trischen Feld von P. Schédtz und M. Maier [49]. Die Fehlerquadratminimierung
erfolgt fiir beide Polarisationsgeometrien simultan und liefert als Ergebnis
folgende Parameter als Funktion der Feldstdrke (siehe auch Kapitel 6):
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Die Aufspaltung
A= (f/h) - Es- Apg - (cosb),

die Verbreiterung

: <c0529*>%,

NI—

o = (f/h) - Es - (Aug)
sowie den Winkel 3 zwischen Ay und fij;.

Der Wert des Korrekturfaktors f mufl anhand einiger Annahmen (isotropes
Feld, Punktdipolndherung) abgeschétzt werden. Insofern ist eine Angabe von
absoluten Werten der experimentellen Parameter A und o nicht méglich.

Die Komplexitdt der Fitprozedur macht eine Abschdtzung der Zuverldssigkeit
der Resultate notwendig. Eine gute Unterscheidbarkeit von parallelen und senk-
rechten Spektren, eine hinreichend gerade Basislinie sowie ein hohes Signal-
Rausch Verhiltnis, waren eine notwendige Voraussetzung fiir befriedigende
Fitergebnisse, also die gute Ubereinstimmung der experimentellen und gerech-
neten Spektren.

In der Praxis wurde eine erste Anpassung der Spektren immer bei variabler
Wahl des Winkels 3 durchgefiihrt. Dabei zeigte sich in der Regel eine hohe
Konstanz der Werte, die allerdings manchmal bei den héchsten angelegten Feld-
starken, beziehungsweise bei den zugehorigen Spektren, verlorenging. In
solchen Fillen konnte 3 in einer zweiten Anpassung fixiert werden, was die
Prozedur auf ein zweidimensionales Problem reduzierte. Eine Auftragung von
A und o als Funktion von Eg, sollte auferdem der zu erwartenden linearen
Abhingigkeit folgen (Kapitel 6).

Linienbreiten

Zur Bestimmung der homogenen Linienbreite wurden bei einer festen Frequenz
sukzessiv immer tiefere Locher gebrannt. Dabei wurde lediglich die Brenn-
dauer verldngert, die Ausgangsleistung des UV-Lasers war konstant. Die so
erhaltenen Spektren wurden in Abhdngigkeit der Brenndauer nach ihrer Breite
und Tiefe ausgewertet, wobei ein lorentzférmiges Profil zugrundegelegt wurde.
Schliefslich wurde die Lochbreite gegen die Lochfldche aufgetragen. Die nach 0
extrapolierten Werte der Lochfldchen ergeben direkt die Werte der quasiehomo-
genen Lochbreiten y};. Aufgrund der in Kapitel 1.2 gemachten Aussagen, erhalt
man die homogene Linienbreite y einfach nach Division mit dem Faktor 2.
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Probensysteme und Probenpraparation

Alle wihrend dieser Arbeit verwendeten Proben konnten von Sigma-Aldrich
bezogen werden: Insulin, Ribonuclease A, L-Tyrosin und Lysin-8-Vasopressin
(Produktnummer: 57590, R4642 beziehungsweise R6513, 93830 und V6879).
Wihrend der Tieftemperaturexperimente befanden sich die Proben geldst in
0,01 bis 0.1 M Tris/HCl-Puffer, die im Volumenverhéltnis 2/3 mit Glycerin
gemischt wurden. Ausgehend von einer optischen Dichte von 1, bezogen auf
die Extinktion von Tyrosin, wurden folgende Konzentrationen erreicht:
1-1073M beim Insulin, 6 - 10~*M bei der Ribonuclease, 3 - 10~3M beim Tyrosin
und 4 - 10~3M fiir Lysin-8-Vasopressin.

Fiir die Messungen der CD-Spektren an Insulin und Ribonuclease bei Raum-
temperatur wurde auf die Beigabe von Glycerin verzichtet. Dies hatte in ers-
ter Linie technische Griinde. So verhinderte, wie sich gezeigt hat, die schmale
Kiivette eine homogene Verteilung der Probe mit Glycerin, und die Qualitat der
Spektrer61 war unbefriedigend. Die Proteinkonzentration in diesen Féllen betrug
20-107°M.

Tyrosin mufite aufgrund seiner schlechten Loslichkeit in Wasser in konzentrier-
ter Salzsdure angelost werden bevor der gewiinschte pH durch Titration mit
NaOH eingestellt werden konnte. Dies war insbesondere bei den pH-abhéngi-
gen Versuchen zum Stark-Effekt von Bedeutung.

Die Probenaufbereitung folgte weitgehend den Angaben von Sigma.

Insulin und Vasopressin wurden bei einem pH von etwa 2.5 angesetzt. Insbe-
sondere Insulin neigt bei hoherem pH stark zur Aggregation. Unter den gege-
benen Bedingungen existiert das Protein als Dimer [50].

Die Experimente an Ribonuclease fanden bei pH 8.0 statt.

Fiir die chemischen Faltungsstudien am Insulin und an RNase wurde eine hoch-
molare Stammldsung von Denaturierungspuffer hergestellt. Beim Insulin
wurde Harnstoff zur chemischen Entfaltung verwendet, im Fall der RNase Gua-
nidinhydrochlorid. Als Reduktionsmittel fiir Schwefelbriicken diente Mercap-
toethanol. Glycerin wurde jeweils erst direkt vor Beginn der Messungen zu-
gefiigt.

31



3 Technisches

32



4 Hydrostatische Druckexperimente und
Kompressibilitaten

Mit Druckeffektexperimenten an spektralen Lochern lassen sich mechanische
und volumetrische Eigenschaften von Probe und Losungsmittel auf rein opti-
schem Wege bestimmen. Dazu werden spektrale Veranderungen optischer Locher
detektiert, um Riickschliisse auf Wechselwirkungen zwischen Farbstoff und Ma-
trix ziehen zu kénnen. Unter moderaten Bedingungen, das heifdt bei Driicken
bis etwa 10 MPa, sind solche Effekte vollstandig reversibel und eignen sich da-
her gut zur Untersuchung elastischer Eigenschaften von Molekiilen. Erst bei
Werten im Bereich ab etwa 100 MPa kommt es zu druckinduzierten Phasen-
tibergdngen, die sich beispielsweise zu Faltungsstudien von Proteinen einset-
zen lassen.

Die ersten Druck-Messungen an farbstoffdotierten Polymeren [51] zeigten, dafs
sich ein spektrales Loch bei Druckdnderung sowohl verschiebt als auch ver-
breitert. Diese urspriingliche Beobachtung konnte seither in einer Vielzahl von
Experimenten, auch an Proteinen, immer wieder bestitigt und in einem mi-
kroskopischen Modell von Laird und Skinner auch weitgehend erklédrt werden
[52]. Letzteres bildet auch die theoretische Grundlage der hier durchgefiihrten
Experimente und soll nun in seinen Grundziigen dargestellt werden.

4.1 Form und Verhalten spektraler Locher unter
Druck

Das beobachtete Verhalten spektraler Locher unter moderatem Druck lésst sich
qualitativ anschaulich erkldren, wenn man die Wechselwirkungen zwischen
Chromophor und Matrix betrachtet. Da in einem optischen Experiment letztlich
immer elektronische Verdnderungen einer Probe gemessen werden, gelten die
nun zu Beginn gemachten allgemeinen Bemerkungen sowohl fiir den Druck-
wie fiir den Stark-Effekt.

Eine dufiere Storung kann nur dann in einer Verdnderung des Spektrums sicht-
bar werden, wenn sie unterschiedlich stark auf den Grund- und den angeregten
Zustand des Farbstoffs wirkt. Anders formuliert; eine optische Anregung muf3
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zu einer Verdnderung der Elektronenverteilung des Farbstoffs und damit auch
zu einer Verdnderung der Wechselwirkung mit seiner Umgebung fiihren.
Daran beteiligt sind im wesentlichen all diejenigen Interaktionen molekula-
rer Systeme, die man unter dem Begriff nichtkovalente Wechselwirkungen zu-
sammenfafst und die alle einem R™"-Potential folgen. Beispiele sind Wechsel-
wirkungen zwischen molekularen Dipolen, oder auch solche zwischen zeitlich
fluktuierenden, sich gegenseitig induzierenden Dipolen (Dispersion, London-
Kréfte).

Generell resultiert ein hoherer Energiegewinn im angeregten Zustand in einer
Rotverschiebung, wihrend bei einer Stabilisierung des Grund- gegeniiber dem
angeregten Zustand eine Blauverschiebung zu beobachten ist [53]. Bevor die
beteiligten molekularen Wechselwirkungen in Abschnitt 4.2 genauer diskutiert
werden, soll zunédchst auf die Annahmen des Modells eingegangen werden

Um zu einer korrekten Beschreibung der Lochformen unter moderater Druck-
anwendung zu gelangen, fiithrten Laird und Skinner ein verdndertes Lennard-
Jones Potential ein, das die kurzreichweitigen repulsiven Wechselwirkungen
in einem Polymer-Glas/Farbstoff System akkurat beschreibt. Eine physikali-
sche Interpretation dieses Modells ist dann die Folgende: Eine druckinduzierte
Verdnderung der verschiedenen langreichweitigen elektrostatischen Wechsel-
wirkungen, dufert sich in einer Verschiebung der Ubergangsfrequenz als Folge
der verdnderten molekularen Abstiande. Die beobachtete Verbreiterung hat ihre
Ursache hauptsédchlich im repulsiven Anteil des Lennard-Jones Potentials. Die
urspriinglich bestehende Entartung einer zu Beginn des Experiments zufillig
selektierten Menge von Farbstoffmolekiilen ist dann, nach einer Anderung des
Drucks, nicht mehr vorhanden.

Die mathematische Behandlung der Form spektraler Locher unter diesen Be-
dingungen geht von folgenden Annahmen aus:

e Alle Druckdnderungen sind elastisch und reversibel.
e Die Probe ist homogen und isotrop.

e Es besteht keine Matrixkorrelation, das bedeutet die Matrixbausteine der
Losung wechselwirken alle unabhédngig mit den Farbstoffmolekiilen. Die
Verteilungsfunktion P(R) aus N Matrixbausteinen und einem Farbstoff-
molekiil im Abstand R, kann dann in ein Produkt aus N 2-Teilchenkor-
relationen faktorisiert werden:

P(R1,Ro, ..., RN) = g(R1)g(R2) ... 8(R .

e Verdiinnte Losung: Die inhomogene Verteilungsfunktion wird unter An-
nahme einer hohen Anzahldichte py der wechselwirkenden Losungsmit-
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telmolekiile gaufsformig angendhert (zentraler Grenzwertsatz).

Gelten diese Annahmen, so ldsst sich das Verhalten eines spektralen Lochs vollstandig
durch folgende Grofien beschreiben:

e die Stérung v(R), mit der ein Losungsmittelmolekiil im Abstand R auf die
Absorptionsfrequenz v des Farbstoffs einwirkt

e die Farbstoff-Matrix Paarkorrelation g(R)
e die Anzahldichte pyy = N/V
e die isotherme Kompressibilitdt k

Eine genaue Analyse von Druckexperimenten muf zusitzlich zur eigentlichen
Linienform des urspriinglich ausgewédhlten Molekiilensembles, die druckindu-
zierte Frequenzverschiebung und Lochverbreiterung berticksichtigen. Farbstoff-
molekiile besitzen bei einem konstanten Druck eine definierte Ubergangswahr-
scheinlichkeitsverteilung i(v). Zu diesem Term tritt nun die bedingte Wahr-
scheinlichkeitsfunktion f(v|v, Ap), welche die neue Verteilung der Ubergangs-
frequenzen nach einer Druckdnderung Ap beschreibt:

i(v, Ap) = / dv- f(vlv, Ap) -i(v) 4.1

lineare Ndherung

Wenn man gentigend kleine, elastische Druckdnderungen zugrundelegt,so dafs
fiir die dufere Storung Av(R) << v(R) gilt, dann kann die verschobene
Absorptionsfrequenz v/(R, Ap) linear um Ap = 0 entwickelt werden.

v(R,Ap) = v(R,Ap = 0) + a(R, Ap) (4.2)
wobei
_ L v SR &V
x(R)-Ap=Av(R,Ap) = — - — - — - A (4.3)
(R)-Ap=Av(R,Ap) = 3R 5y " 5p P

Geht man von der zu Beginn gemachten Annahme einer homogenen und iso-
tropen Matrix aus, so verliert R seinen vektoriellen Charakter und kann als
Betrag geschrieben werden.
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Der lineare Koeffizient aus (4.2) ergibt sich dann mit (4.3) als

R év-(R)
a(R) = ~3 "R ¥ (4.4)
. . T 1 &V
mit der isothermen Kompressibilitdt k = —v - 5.

GauBBsche Naherung

Die bei Druckexperimenten beobachtete Lochform ergibt sich aus der Faltung
in Gleichung (4.1). Der sogenannte Druckkern f(v’|v, Ap), ist in den meisten
Féllen sehr viel grofSer als das urspriingliche, lorentzférmige Ausgangsloch. Er
liefert die eigentlichen Parameter des Experiments. Fiir hohe Losungsmittel-
dichten zeigt sich, dafs die Verdnderung eines spektralen Lochs gut mit einer
Gaufsschen Ndherung beschrieben werden kann.

Die Theorie liefert:

1 [v —v — Av(v, Ap)]?

fviv. ap) = 27t[Ao(Ap))? P 2[Ac(Ap)]?

(4.5)

v ergibt sich als Differenz der Brennfrequenz vp und der sogenannten Vakuum-
frequenz vy, deren Definition an spéterer Stelle gegeben wird.

Die Druckverteilungsfunktion (4.5) enthilt auflerdem die Terme der Druckver-
schiebung Av(v, Ap) = s, sowie der Druckverbreiterung Ao (Ap) = oy.

Sp = [N<(X(R)> + M(’VB — Voac — S0) | Ap (4.6)

oy = \/N{e2(R))(1 — ?) - |Ap (47)

so ist die mittlere Losungsmittelverschiebung ausgehend vom Bandenmaximum.
p ist ein unabhédngiger Systemparameter, der eine Korrelation zwischen o und v
herstellt und dessen Bedeutung im folgenden Abschnitt diskutiert werden soll.
Die spitzen Klammern stehen fiir Ensemble Mittelwerte der GroBen «(R) und
v(R) tiber das Wechselwirkungsvolumen V. So gilt beispielsweise:

(a(R)) = 3 [ ERg(R)a(R) “9)
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4.2 Anwendbarkeit und Interpretation des Modells

Das mikroskopische Modell von Laird und Skinner, das unter den oben
gemachten Annahmen eine lineare Verschiebung und Verbreiterung spektra-
ler Locher voraussagt, wurde in allen Fillen experimentell bestéatigt.

Diese Methode gestattet es sowohl chromophorspezifische sowie umgebungs-
bedingte Eigenschaften einer Probe zu untersuchen. Beide EinfliifSe bestimmen
letztlich die Struktur und Dynamik eines Systems, und obwohl das urspriingli-
che Modell fiir ein ,einfaches” Polymer-Glas entwickelt wurde, kann es meist er-
folgreich auf komplexere Objekte wie Proteine angewendet werden. Das scheint
zundchst verwunderlich, da auf den ersten Blick bestimmte im mikroskopi-
schen Modell gemachte Ndherungen hier nicht zu gelten scheinen. Proteine
sind selbstverstdndlich keine homogenen und isotropen Systeme, da einzel-
ne Domédnen durchaus abweichende mechanische Eigenschaften besitzen. Aus
diesem Grund ist die skalare isotherme Kompressibilitdt k immer eine lokal
gemittelte Grofie.

Zwei weitere wichtige Punkte betreffen Annahmen, die sich scheinbar zu wi-
dersprechen scheinen: Eine hohe Anzahldichte an Losungsmittelmolekiilen und
gleichzeitig das Fehlen einer Matrixkorrelation. Aus Kristallstrukturen weifs
man, daf3 einzelne Atome oder Aminosduren im Protein nur innerhalb eines
Bereichs von 0.2 bis 0.3 A exakt lokalisiert werden kénnen. Diese mittleren qua-
dratischen Abweichungen liegen damit um etwa zwei Gréfienordnungen tiber
den beim Druck-Effekt erreichten Lagednderungen, und damit konnen Protei-
ne im Rahmen solcher elastischer Druckexperimente als strukturell unkorreliert
angesehen werden.

Farbeffekt der Lochverschiebung und Bestimmung der
Kompressibilitat: Pressure-shift solvent-shift Modell

Gleichung (4.6) stellt einen linearen Zusammenhang zwischen Frequenzver-
schiebung und Druck her, macht aber keinerlei Aussagen iiber bestimmte Wech-
selwirkungen. Legt man ein R™" Potential zugrunde, so folgt aus (4.4) die Pro-
portionalitdt zwischen a(R) und v(R). Gleichung (4.6) ldsst sich dann vereinfa-
chen zu .

Sp = 3K (VB — Voac) - Ap 4.9)

Dispersionswechselwirkungen und elektrostatische Krédfte hoherer Ordnung
(beispielsweise zwischen Dipol und induziertem Dipol) lassen sich sinnvoll mit
einer n = 6 Abstandsabhéngigkeit beschreiben. Die Geradensteigung s, /Ap als
Funktion der Brennfrequenz vg, entspricht nach (4.9) dann gerade dem dop-
pelten Wert der Kompressibilitdt k. Der zweite Parameter der Funktion ist die
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Vakuumfreuenz vy,.. Im Gegensatz zur Kompressibilitdt «, die Eigenschaften
des Losungsmittels charakterisiert, ist die Vakuumfrequenz in erster Linie eine
Eigenschaft des Chromophors. Gilt vg = V¢, so verschwindet nach (4.9) die
Druckverschiebung. Liegt v,,. aufSerdem innerhalb der inhomogenen Absorp-
tionsbande, so wechselt s, das Vorzeichen.

Die Vakuumfrequenz ist dabei nicht gleichbedeutend mit der Absorption ei-
nes Molekiils im Vakuum oder in der Gasphase, sondern sie markiert vielmehr
die spektrale Position, an der die Eigenschaften eines fiktiven Probenmolekiils
inklusive all seiner Wechselwirkungen, nicht mehr durch die experimentellen
Verdanderungen des hydrostatischen Drucks beeinflufit werden.

Da fiir die Losungsmittelverschiebung sg = vp — vy, gilt, und vp innerhalb der
inhomogenen Bande beliebig variiert werden kann, wird auch s ein Parameter
des Experiments der proportional ist zu sp. Aus diesem Grund wird (4.9) auch
als pressure shift - solvent shift -Modell bezeichnet.

Die Mehrzahl der bis dato durchgefiihrten Messungen zur Kompressibilitdt von
Proteinen stammen aus der Bestimmung der Schallgeschwindigkeit in Losun-
gen unterschiedlicher Probenkonzentrationen. Die Kompressibilitdt des Prote-
ins wird in diesen Féllen indirekt, aus seiner nach 0 extrapolierten Konzentrati-
on abgeleitet.

Einen gédnzlich anderen Ansatz stellt die optische Bestimmung von k dar. Durch
die Ausnutzung des Farbeffekts, also des linearen Zusammenhangs zwischen
differentieller Druckverschiebung (s,/Ap) und Frequenz v, und der Zugrun-
delegung einer R~ °-Abstandsabhingigkeit, liefert das Experiment nach (4.9)
direkt den Wert fiir .

Die mittels Lochbrennspektroskopie bestimmten Kompressibilitidten liegen im-
mer in einem verniinftigen Bereich, vergleicht man sie mit Daten aus den Schall-
geschwindigkeitsmessungen.

Korrelationsgrad und Druckverbreiterung

Der Korrelationsgrad p zwischen «(R) und v(R) ist definiert als

 {a(RV(R))?
= (R) (VA (R)) (.10

und stellt damit ein Maf fiir die Ahnlichkeit der beiden Gréflen dar, welche
die Matrixkonfigurationen vor (v(R)), und nach (x(R)) einer Druckdnderung
charakterisieren. Bei einer Korrelation von p?> = 1 verschwindet nach Glei-
chung 4.7 der Druckverbreiterungsterm vollstindig, wéhrend sie im anderen
Extremfall fiir p> = 0 maximal wird. Hochgeordnete Syteme wie bestimmte
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Kristalle, reagieren auf Druckanwendung hauptsichlich mit einer Verdanderung
der Materialdichte, wahrend die lokalen Strukturen um das Chromophormo-
lekiil weitgehend konstant bleiben. Sie besitzen einen dementsprechend hohen
Korrelationsgrad. Weitaus geringere Werte fiir p sind typisch fiir Glaser, deren
struktureller Aufbau durch eine statistische Unordnung geprégt ist. Tatsdchlich
zeigen Proteine im Druck-Effekt ein ganz dhnliches Verhalten der Verbreiterung
wie sie bei Glasern beobachtet wird.

Molekulare Wechselwirkungen

Die spektrale Verschiebung der Frequenz unter Druckanwendung hat ihre Uz-
sache in einer Verdnderung der molekularen Abstdnde und damit in einer Vera-
nderung der Stiarke der beteiligten Wechselwirkungen. Zu unterscheiden sind:

Repulsive WW:  Die auf sehr kurzen Distanzen wirkenden abstoflenden Kréfte
(R~12) leisten keinen Beitrag zur druckinduzierten Frequenzverschiebung.
Warum das so ist wird durch folgende Uberlegung deutlich: Wenn man davon
ausgeht, daf$ die direkt zur spektralen Sonde benachbarten Molekiile als in ei-
nem Potentialminimum von v(R) behandelt werden kénnen, so verschwindet
in Gleichung 4.3 die entsprechende Ableitung und diese Molekiile kénnten erst
in zweiter Ordnung in Ap zur Verschiebung beitragen. Im Bereich moderater
Driicke sind sie daher vernachldssigbar.

Dispersions WW, induzierte Polarisation: = Insbesondere wenn aromatische
Proben mit ausgepragtem 7 -Elektronensystem beteiligt sind, scheinen Wech-
selwirkungen zwischen zeitlich fluktuierenden Dipolen zu dominieren. Sie fithren
immer zu einer Rotverschiebung und falls andere Wechselwirkungen vernachlas-
sigbar sind, wie im Fall unpolarer Syteme, kann die Losungsmittelverschiebung
so Werte von mehreren hundert oder tausend Wellenzahlen erreichen und da-
mit weit {iber die inhomogene Bande hinausreichen [54]. Fiir polare Probensys-
teme miissen zusatzlich noch Wechselwirkungen zwischen permanenten und
induzierten Dipolen berticksichtigt werden. In allen Féllen lassen sich diese mit
dem angenommenem R~° Potential beschreiben.

Elektrostatische WW:  Elektrostatische Wechselwirkungen, wie die zwischen
einer Ladung und einem Dipol sowie zwischen Dipol und Dipol, besitzen eine
R~2 beziehungsweise R 2 -Abstandsabhingigkeit. Die elektrostatischen Terme
konnen sowohl zu einer Rot- wie zu einer Blauverschiebung fithren, und daher
kompensieren sie im Einzelfall die dispersiven Wechselwirkungen und fiihren

39



4 Hydrostatische Druckexperimente und Kompressibilitédten

zu veringerten differentiellen Druckverschiebungen sp/Ap.

Bei einer Beschreibung inter- und intramolekularer Wechselwirkungen in wiss-
rigen Losungsmitteln spielen Wasserstoffbriickenbindungen eine bedeutende
Rolle. Sie kénnen als ein besonderer Fall von kombinierter Ladungs- und Dipol-
wechselwirkung betrachtet werden. Man unterscheidet unterschiedlich starke
Wasserstoffbriicken mit einer effektiven Reichweite von etwa 1 bis 3 A.

Zu erwidhnen ist, daf8 alle genannten Wechselwirkungen bis auf die repulsiven
und rein dispersiven, stark direktional wirken. Das heifdt, sie sind in besonde-
rem Mafle von der rdumlichen Geometrie der beteiligten Gruppen abhingig.
Aus dem gleichen Grund tragen insbesondere H-Briicken zur Stabilitdt raumli-
cher makromolekularer Strukturen bei (Proteine, DNA). Es existiert der Begiff
hydrogen-bond-polymerization.

Volumenfluktuationen

Die Kompressibilitét ist eine thermodynamische Zustandsgrofie, die experimen-
tell und theoretisch zugénglich ist. Uber elementare Beziehungen der statisti-
schen Mechanik, ist der Materialparameter k mit den Volumenfluktuationen
des Systems verkniipft.

o7 /B (4.11)

Mit der Temperatur T und dem Boltzmannfaktor kg.
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4.3 Insulin

Abbildung 4.1: Tieftemperatur-
Absorptionsspektrum von  Insulin.
Zum Vergleich ist das Spektrum von
freiem Tyrosin ebenfalls gezeigt. Das UV-
Absorptionsspektrum von  Tryptophan-
freien Proteinen wird gewohnlich von
den spektralen Eigenschaften des Tyrosins
/ dominiert. Die Pfeile markieren den beim
’ 71 ‘ ‘ ‘ ] Druck-Effekt gemessenen Frequenzbereich.
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Insulin ist nach BPTI [55, 42] das zweite Protein an dem Lochbrennen im ul-
travioletten Spektralbereich erfolgreich durchgefiihrt wurde. Gleichzeitig ist es
das erste, an dem mit dieser Methode Ortliche Positionen auf einem Molekiil
spektral aufgelost werden konnten [56]. Als Hormonprotein ist es am Glucose-
stoffwechsel beteiligt. Ahnlich wie die Ribonuclease, ist auch Insulin ein Mo-
lekiil, dessen Erforschung wesentlich zum heutigen Verstandnis von Bau und
Funktion von Proteinen beigetragen hat. Die erste Entschliisselung einer nati-
ven Aminosduresequenz durch F. Sanger [57, 58] markiert einen Meilenstein der
biochemischen Forschung, waren dies doch die ersten Schritte in ein biotechni-
sches Zeitalter.

Bei den enormen Fortschritten die seither auf diesem Gebiet gemacht wurden,
mag manch einem der Zeitraum von 60 Jahren fast als gering erscheinen.

Insulin ist ein aus drei a-Helices bestehendes Protein mit einer molekularen
Masse von 5.1 kDa. Es ensteht wihrend seiner Synthese aus einem grofleren
Vorlduferpeptid, dem Proinsulin. Nach Reduktion der Cysteine und Ausbil-
dung der Schwefelbriicken, kommt es zur proteolytischen Abspaltung eines
Teils des Proinsulinpeptids. Ubrig bleibt das native Insulinmolekiil bestehend
aus 51 Aminosduren, die in zwei durch Disulfidbriicken kovalent verbundenen
Peptidketten, A und B, organisiert sind. Innerhalb der A-Kette befindet sich
eine weitere Disulfidbriicke. Die Sequenz enthilt insgesamt vier Tyrosine, die
nach ihrer Position als Tyr 14A, Tyr 19A, Tyr 16B und Tyr 26B bezeichnet wer-
den. Abbildung 4.8 zeigt ein ,space-filling”-Modell des Insulinmolekiils mit
den markierten Positionen der vier aromatischen Aminosaduren.

Absorptionsspektren von freiem Tyrosin und von Insulin sind in Abbildung 4.1
einander gegeniibergestellt. Im qualitativen Verlauf unterscheiden sich beide
nicht voneinander, man stellt jedoch eine Rotverschiebung der Insulinabsorp-
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Abbildung 4.2: Spektrale Locher im Insulin. Deutlich erkennbar ist die unterschiedlich starke
Frequenzverschiebung fiir ,blaue”und ,rote” Locher. Die unteren Bilder zeigen den jeweiligen
Verlauf der Druckverschiebung. Die lineare Abhiingikeit demonstriert gleichzeitig die Anwend-
barkeit der in der Theorie gemachten Niherungen.

tion von ca. 250 cm ™! verglichen mit der von freiem Tyrosin fest. Als Tryptophan-
freies Protein, dominieren hier erwartungsgemafs die spektralen Eigenschaften

von Tyrosin. Die insgesamt drei Phenylalanine im Insulin haben mit ihrer ver-

gleichsweise geringen Extinktion oberhalb von 37000 cm~! praktisch keinen

Einfluf. Disulfidbriicken hingegen absorbieren iiber einen recht breiten Bereich,

weisen aber aus eben diesem Grund gleichzeitig eine recht geringe Extinktion

auf. In den meisten Fillen, speziell wenn die Anzahl an Schwefelbriicken in

etwa denen der Tyrosine entspricht, konnen sie vernachlédssigt werden.

4.3.1 Druck-Effekt

Abbildung 4.2 zeigt das Verhalten spektraler Locher im Insulin nach Druckva-
riation fiir zwei verschiedene spektrale Positionen. Die Verschiebung der Zen-
tralfrequenz erfolgt in allen Fillen zu hoheren Wellenldngen hin, zeigt
also eine Rotverschiebung. Dariiber hinaus ist ein Farbeffekt erkennbar, der sich
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Abbildung 4.3: Farbabhiingigkeit des Druck-Effekts von Insulin iiber die inhomogene Bande.
Zwei Bereiche unterschiedlicher Steigung lassen sich unterscheiden. Nahe der Vakuumfrequenz
Vy, zeigt sich nur noch eine verschwindende Druckverschiebung.

in einer grofseren absoluten Druckverschiebung im Bereich niedrigerer Wellen-
zahlen bemerkbar macht und zu unterschiedlichen Steigungen von s, gegen
den Druck p fithrt (Abbildung 4.2, 4.3).

Das Ergebnis der Druck-Effektmessungen iiber einen Bereich von ca. 700 Wel-
lenzahlen (34600 - 35300 cm ) fasst Abbildung 4.3 zusammen. Aufgetragen ist
die Verschiebung des Lochzentrums pro Druck s,/Ap/(GHz/MPa) als Funk-
tion der Anregungswellenzahl. Die Daten zeigen tiber dem gemessenen Fre-
quenzbereich keinen einheitlichen Verlauf und lassen sich nicht befriedigend
mit nur einer einzigen Geraden anpassen (Gl. 4.9). Vielmehr lédsst sich ein stei-
lerer Abschnitt von 34600 ¢~ bis etwa 34850 cm !, von einen flacheren Teil
im Bereich von 35000 cm ! bis 35300 cm ! unterscheiden.

Obgleich die Datenpunkte gerade zu kleineren Frequenzen hin eine sichtbare
Streuung aufweisen, lassen sich beide Abschnitte mit einer verniinftigen Korre-
lation (0.84 und 0.92) linear anpassen. Die Ausgleichsgeraden sind eingezeich-
net, wobei der mittlere Teil als Ubergangsregion nicht in die Regression
eingeht. Extrapoliert man beide Linien zum Wert 0 fiir s,/Ap/(GHz/MPa),
erhdlt man die Schnittpunkte der Abszisse bei 35156 cm~! und 35408 cm 1.
Nach Gleichung (4.9) entsprechen diese Werte zwei unterschiedlichen Vaku-
umabsorptionsfrequenzen v; und v,. Die der Abbildung 4.3 integrierten Loch-
spektren zeigen eine spektrale Position nahe v;. Erwartungsgemifl beobach-
tet man hier nur eine sehr geringe Druckverschiebung zuséatzlich zur Verbrei-
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4 Hydrostatische Druckexperimente und Kompressibilitédten

terung. Aufgrund der in Abschnitt 4.1 und 4.2 gemachten Aussagen, und zu-
sammen mit Gleichung(4.9), lasst sich aus der Steigung der frequenzabhingi-
gen Druckverschiebung, direkt die Kompressibilitdt bestimmen. Die ermittelten
Werte von k1 = 0.13 GPa~! und k, = 0.08 GPa~! unterscheiden sich um einen
Faktor grofer 1.6. Es ist davon auszugehen, daf3 es sich hier um das Signal von
unterscheidbaren Tyrosin-Spezies im Insulinmolekiil handelt. Die eigentliche
Messgrofie ist eine wirklich lokale Kompressibilitit, die wie die Messungen zei-
gen, innerhalb eines makromolekularen Systems wie einen Protein nicht kon-
stant ist.

Tyrosin ist chemisch betrachtet ein substituierter Phenolkorper. Phenol, der ein-
fachste aromatische Alkohol, zeigt eine duflerst vielfdltige Losungsmittelchemie
und ist aufgrund seines Modellcharakters im Bezug auf die Aminosdure von
Bedeutung [59, 60, 61, 62].

Die Reaktivitdt wird entscheidend durch die alkoholische Hydroxylgruppe be-
stimmt, die sowohl als Wasserstoffbriicken-Donor und als Akzeptor fungieren
kann. Beide Bindungen entsprechen zwei stabilen Minima des Phenol-Wasser
Systems. Zusitzlich dazu kommt es, wenn immer sterisch moglich, zur Aus-
bildung resonanzstabilisierter 7- Wasserstoffbriicken, die die Bindungsenergie
weiter absenken.

Entscheidend auch im Hinblick auf die Diskussion dieser Experimente, ist
dabei der indirekte strukturelle Einflufs den Tyrosin auf seine Umgebung ausiibt.
Es bilden sich Cluster-Strukturen, die sich in ihrer Topologie und ihren physika-
lisch-chemischen Eigenschaften ganz wesentlich von freiem Losungsmittel un-
terscheiden.

4.3.2 Die molekulare Umgebung einzelner Tyrosine

Insulin befand sich wihrend der Experimente in einem Gemisch aus Wasser
und Glycerin. Der hohe Anteil von 60 Volumenprozent an Glycerin diente in
erster Linie als eine Art Frostschutz und gewdéhrleistet das Einfrieren der Probe
als ein Glas. Als Osmolyt wirkt Glycerin aufSerdem stabilisierend auf Proteine
in Losung. Der dafiir verantwortliche Mechanismus ist der einer spezifischen,
oder preferentiellen Solvation. Timasheff et al. argumentiert mit einer preferen-
tiellen Hydration von Proteinen. Der damit verbundene sterische Ausschlufi
des Cosolvents Glycerin fithrt zu einer Erh6hung des chemischen Potentials des
Proteins. Dies entspricht einer Reduktion der Konzentration bei konstanter che-
mischer Aktivitiat, oder einer Reduktion der Loslichkeit des Proteins. Letzteres
fithrt zur Oberflichenminimierung und damit zu einer Stabilisierung des ge-
falteten Zustands [64]. Allerdings kommt es neben diesen rein sterischen Effek-
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Abbildung 4.4: Aus Ref. [63] entnommene Radiale Verteilungsfunktionen der Losungsmittel-
komponenten um das Insulinmolekiil, sowie fiir drei Tyrosine.

ten, abhédngig von der chemischen Beschaffenheit der Proteinoberfliache, auch
zu sehr viel spezifischeren Wechselwirkungen. Hier sorgen geladene, polare
und hydrophobe Gruppen fiir einen stark heterogenen Charakter der Solvati-
onshiille mit deutlich variierenden lokalen Eigenschaften [65, 66, 67]. Die gefun-
dene Reduktion von Volumen und Kompressibilitdt bei Proteinen nach Zugabe
von Glycerin deutet darauf hin, dafd im Innern gebundenes Wasser aufgrund
eines osmotischen Effekts freigesetzt wird [68, 69], was zu einem Kollaps inter-
ner Hohlrdume und einer insgesamt hoheren Packungsdichte globuldrer Prote-
ine fiihrt.

Um einen Eindruck der molekularen Umgebung von Insulin zu bekommen,
wurden an diesem Lehrstuhl Molekulardynamik Simulationen am monome-
rem Protein in Wasser- Glycerin bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Abbildung
4.4 zeigt sogenannte Radiale Verteilungsfunktionen (RDF’s) entnommen aus
Referenz [63]. Dies sind Aufenthaltswahrscheinlichkeiten fiir Losungsmittel-
molekiile in einem bestimmten Abstand zum Protein, beziehungsweise zu den
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4 Hydrostatische Druckexperimente und Kompressibilitédten

Hydroxylgruppen einzelner Tyrosine. Eine erhohte molekulare Ordnung des
Losungsmittels, immer bezogen auf den Wert in freier Losung (bulk), mani-
festiert sich in gut definierten Peaks. Der erste Peak, der gewohnlich im Bereich
von 1.5 bis 2 A auftritt, ist die Folge von Wasserstoffbriicken zwischen Losungs-
mittelmolekiilen und der Proteinoberflache. Andere, nichtkovalente Wechsel-
wirkungen sorgen fiir ein zweites deutliches Maximum im Bereich von 3.5 A,
das gleichzeitig die duflere Grenze der ersten Solvationshiille bildet.
Losungsmittelmolekiile, die sich keine direkte Oberflache mehr mit dem Pro-
tein teilen und denoch in ihrer Struktur deutlich vom reinen Losungsmittel zu
unterscheiden sind, definieren im Bereich von 3.5 bis 6 A die zweite Solvati-
onshiille. Im Abstand von 8-10 A ist kein Einfluf8 des Proteins auf die Losungs-
mittelstruktur mehr festzustellen, dieser Bereich ist auf 1 normiert.

Die RDF's fiir das gesamte Insulinmolekiil sind ihrem qualitatitiven Verlauf
nach sehr dhnlich, was eine Folge von Mittelungseffekten ist. Ein interessan-
tes, und keinesfalls zu erwartendes Ergebnis, ist eine bevorzugte Wechselwir-
kung von Glycerin mit dem Protein. In der ersten Losungsmittelhiille ist die
Anzahl der Glycerinmolekiile doppelt so hoch wie der entsprechende Wert des
Bulk-Systems. Die RDF fiir Wasser zeigt dagegen nur eine Erh6hung um den
Faktor 1.5. Das Konzept einer preferentiellen Exklusion von Glycerin als Cosol-
vent scheint keine uneingeschrankte Allgemeingiiltigkeit zu besitzen und wird
womoglich in weit groflerem Mafle als bisher angenommen, von den individu-
ellen Oberfldcheneigenschaften globuldrer Proteine bestimmt.

Abbildung 4.4 zeigt auflerdem die lokalen Losungsmittelverteilungen fiir drei
unterschiedliche Tyrosine.

Polare Gruppen wechselwirken hauptsdchlich iiber Wasserstoffbriicken mit den
Losungsmolekiilen. Dabei hangt der strukturelle Einfluf$ einer polaren Gruppe
auf seine Umgebung auch entscheidend vom Abstand zur ndchsten polaren
Gruppe ab, da innerhalb solcher Regionen ein dichteres Netzwerk von Bindun-
gen aufgebaut werden kann [70]. Betrachtet man die Losungsmittelverteilun-
gen fiir drei unterschiedliche Tyrosine im Insulinmolekiil so wird, anders als in
der tiber das ganze Protein gemittelten Funktion, die Unterscheidbarkeit loka-
ler Positionen sichtbar. In allen Fallen beobachtet man Tyr — H,0 und ebenso
Tyr — Gly-Bindungen, mit Ausnahme von Tyr 14A, der als einziger keine Was-
serstoffbriicken mit Glycerin eingeht. Tyr 14A ist der im Monomer am weites-
ten exponierte Rest. Die grofien Werte fiir Wassermolekiile bei Tyr 19A stehen
im Einklang mit seiner weniger offenen Position im Protein (siehe Abb. 4.8). In
diesem Fall, wie auch bei Tyr 26B scheint der direkte Kontakt zu den kleineren
Wassermolekiilen aus sterischen Griinden zu dominieren.
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Die Tabelle 4.1 enthélt die Werte zu den lokalen Kompressibilititen aus den
MD-Rechnungen.

Position k [GPa—1] mean error [GPa 1]
Wasser/Glycerin | 0.3217 0.411% | 0.012° 0.017?
Tyr 14A 0.278% 0.364° | 0.026" 0.013?
Tyr 19A 0.183% 0.296" | 0.047° 0.015
Tyr 26B 0.187% 0.193" | 0.006 0.007°
Protein 0.181 0.005

bulk 0.381 0.002

Tabelle 4.1: Lokale Kompressibilititen aus den MD-Rechnungen [63].() beriicksichtigt nur
die erste Solvationsschale. (V) beriicksichtigt die erste und die zweite Solvationsschale.

An dieser Stelle noch einige Anmerkung zur Vergleichbarkeit der experimen-
tellen und theoretischen Ergebnisse. Die Simulationen gehen von Raumtemp-
eraturbedingungen aus wahrend die Experimente bei 2 K stattfanden, und es
stellt sich notwendigerweise die Frage nach der Temperaturabhidngigkeit der
Kompressibilitit .

Die Stabilitét eines Proteins unter Druckanwendung wird im wesentlichen durch
zwei thermodynamische Parameter charakterisiert: Die Kompressibilitadt, also
die erste Ableitung des Volumens nach dem Druck, und die Expansibilitit,
die erste Ableitung der Volumens nach der Temperatur. Frauenfelder et al. be-
stimmten den linearen Expansionskoeffizienten fiir Myoglobin auf 100 - 106K ~1
[71]. Daraus resultiert eine mittlere relative Abstandsdnderung atomarer Posi-
tionen von 3%, iiber einen Temperaturbereich von 300 K. In absoluten Werten
entspricht dies einer Anderung von etwa 5- 1072 A.

Solche Anderungen scheinen zu gering um interatomare Krifte ausreichend zu
beeinflussen, und ein Vergleich von Raumtemperatur-Simulationen und gemes-
senen Tieftemperatur-Kompressibilitdten ist daher gerechtfertigt.

Im tiibrigen ist bei Proteinen, in allen Fillen wo ein Vergleich zwischen Theorie
und Experiment méglich ist, die Ubereinstimmung gut.
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Abbildung 4.5: CD-Spektren von Insulin, Abbildung 4.6: CD-Daten gemessen an der
aufgenommen bei T = 22°C. Position bei 45000cm ™" (224 nm), als Funkti-
on der Harnstoffmenge.

4.3.3 chemische Entfaltung von Insulin

Seit langer Zeit weifs man, daf8 bestimmte Cosolventien wie Harnstoff oder
Guanidinhydrochlorid ab gewissen Konzentrationen zur Denaturierung von
Proteinen fiihren. Dabei scheint der Effekt solcher Agenzien eine direkte, wie ei-
ne indirekte Komponente zu besitzen. Die preferentielle Bindung von Harnstoff
oder GuHCl an hydrophobe Aminosduren sowie an Peptidgruppen, begiin-
stigt einen entfalteten gegeniiber einem kompakten nativen Zustand. Gleich-
zeitig haben sie auch Einfluff auf die Losungsmittelstruktur und reduzieren
hydrophobe Wechselwirkungen iiber eine Schwéachung der Wasserstoffbriicken
[72]. Dieser zweite indirekte Mechanismus, sorgt so fiir die Uberwindung
einer hohen entropischen Barriere. Das Resultat ist im allgemeinen eine offe-
nere Struktur, die teilweise Eigenschaften eines ,random coils”besitzt [73].
Mechanistisch betrachtet konnen stabilisierende (z.B. Glycerin, Sucrose) und
destabilisierende Cosolventien (z.B. Harnstoff, GuHCl), als zwei Aspekte des-
selben Phianomens betrachtet werden. Sie unterscheiden sich lediglich im Vor-
zeichen der freien Enthalpie beziiglich ihrer Wechselwirkung [74].

Die Abbildungen 4.5 und 4.6 fassen die CD-Daten von Insulin zusammen. Das
Spektrum von gefaltetem Insulin ist denen in 4 und 8 molarem Harnstoff
gegeniibergestellt. Entfaltetes Insulin bedeutet in diesem Fall auch immer
reduziertes, das heifit disulfidbriickenfreies Insulin !. Natives Insulin zeigt die
typische Signatur a-helikaler Strukturen, mit einer deutliche sichtbaren , Wel-
le”im Bereich zwischen etwa 45000 cm~! und 47000 cm~!. Die Zugabe von

!Die Anmerkung ist deshalb wichtig, da bei der spiteren Diskussion der RNase hier eine Un-
terscheidung getroffen wird.

48



4.3 Insulin

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

O (a) Insulin + 4 M Harnstoff
¢ (b) Tyrosin

~~
<
A
=
~
N 2
T
@) a
~ o
~ — 0,5
= -1
- K = 0.076 GPa
~
(IJQ
~ 4 -1
K= 0.064 GPa
| L | L | L | L |
34600 34800 35000 35200 35400
-1
cm

Abbildung 4.7: Druck-Effekt an chemisch denaturiertem Insulin. Zum direkten Vergleich sind
die an freiem Tyrosin in Wasser-Glycerin gemessenen Daten gezeigt. Das hinterlegte Spektrum
stammt vom Insulin.

Harnstoff verdndert das Spektrum iiber den gesamten Verlauf, wobei dessen
eigene Absorption erst oberhalb von 47000 cm~! zum Signal beitragt [75].
Gewohnlich dient das an Position von 45000 cm~! (220nm) gemessene CD-
Signal zur Charakterisierung des Sekundarstrukturgehalts von Proteinen und
damit auch als Indikator fiir Konformationsiibergiange [76, 77]. Abbildung 4.6
zeigt konzentrationsabhdngige Werte fiir ©250,,, und verdeutlicht den zuneh-
menden Verlust der a-Helix Strukturen im Insulin bei steigender Zugabe von
Harnstoff. Ziel dieser CD-Messungen war nicht eine systematische oder me-
chanistische Studie zum Faltungsvorgang beim Insulin, dafiir sei auf die oben
zitierte Literatur und Referenzen darin verwiesen, sondern vielmehr eine soli-
de experimentelle Ausgangsbasis fiir die Tieftemperaturversuche mit chemisch
denaturiertem Protein.

Das Ergebnis der Druckeffektmessungen am Insulin in 4 M Harnstoff fasst
Abbildung 4.7 zusammen und stellt gleichzeitig diese Messungen denen an frei-
em Tyrosin gegeniiber, die bereits im Rahmen einer anderen Arbeit am Lehr-
stuhl durchgefiihrt wurden [55]. Die einzelnen Datenpunkte zeigen ein sehr
einheitliches Verhalten und lassen sich durch einen einzelnen linearen Fit mit
hoher Korrelation von 0.99 anpassen. Der so ermittelte Wert fiir k von 0.076GP 1
fiir entfaltetes Insulin, liegt damit etwa 16% tiber dem fiir Tyrosin in Wasser-
Glycerin.
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Insgesamt fiigt sich das Ergebnis gut in ein qualitatives Bild, das man von
der Entfaltung eines Proteins besitzt. Danach verschwindet die differenzierte
Tertidr- und Sekundérstrukturumgebung weitgehend, und die Peptidkette ist
mehr oder weniger vollstindig von Losungsmittelmolekiilen umgeben. Die ein-
zelnen Tyrosine sind im Experiment mit Harnstoff anhand des Druck-Effekts
nicht mehr unterscheidbar und zeigen ein Verhalten, das qualitativ praktisch
identisch ist mit dem des freien Chromophors (Abb. 4.7). Verglichen mit dem
steileren, roten Bereich”des gefalteten Proteins (Abb. 4.3), fast eine Reduktion
um den Faktor 2. Auflerdem findet man fiir beide Proben fast identische Vaku-
umfrequenzen bei 35480 cm~!. Diese liegen deutlich innerhalb der inhomoge-
nen Absorptionsbande von Insulin 2 und Tyrosin. Hier werden die bathochro-
men Beitrdge der dispersiven Wechselwirkungen zur Losungsmittelverschie-
bung ganz offensichtlich durch elektrostatische Terme stark kompensiert.

4.3.4 Die Struktur von Insulin

Wie konnen die gefundenen experimentellen Daten nun in Bezug gesetzt wer-
den zur Molekularstruktur von Insulin, beziehungsweise ist es moglich die-
jenigen Tyrosine, die die unterschiedlichen lokalen ,sites”des Proteins in unse-
rem optischen Experiment definieren, zu identifizieren?

Insulin zeigt ein duflerst komplexes Losungsverhalten und eine hohe struktu-
relle Flexibilitat [78, 79, 80]. Mir ist nur eine einzige Arbeit bekannt, die fiir sich
in Anspruch nimmt ein natives Monomer, und damit die erste Struktur der phy-
siologisch aktiven Forms des Hormons, kristallisiert zu haben [81]. Ansonsten
kristallisiert Insulin in einer Vielzahl verschiedener Aggregate von Dimeren bis
Hexameren, deren vergleichende Analysen jedoch zu einem recht genauen Bild
des monomeren Molekiils gefiihrt haben.

Die hohe Affinitdt zur hydrophoben Assoziation scheint beim Insulin als ein
Schutz vor physiologischer Dysfunktion. Zink-assoziierte Hexamere spielen als
kristalline biologische Speicherform des Hormons eine wichtige Rolle, da sie
eine pathogene Verklumpung, beispielsweise die Ausbildung amyloider Faser-
strukturen 3 oder partiell missgefalteter Formen verhindert [82, 83, 50]. Unter
sauren Losungsbedingungen wie im Fall dieser Experimente kristallisiert Insu-
lin als Dimer, da in diesem Fall der Histidin-10 Rest protoniert ist und nicht
mehr als Komplexpartner fiir Zink Ionen zur Verfiigung steht [50].

?Das Absorptionsspektrum von Harnstoff-entfaltetem Insulin zeigte keinen Unterschied zu
dem des nativen Proteins.

3Solche Strukturen anderer Proteine kennt man an als Ursache degenerativer Erkrankungen
wie Alzheimer oder Creutzfeld-Jacob.
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Tyr 14A

Tyr 19A

Abbildung 4.8: Raumstrukturen des Insulinmolekiils. a) zeigt das Monomer: Die vier Tyrosine
sind markiert. b) zeigt das Dimer, wobei hier nicht alle Tyrosine zu sehen sind. Aus Griinden
der Ubersichtlichkeit sind auflerdem nur die vier der A-Spezies markiert (beim Molekiil 2 als
C-Tyrosine bezeichnet). Allerdings sind die beiden Tyrosine 26B zu erkennen. Die Darstellung
vermittelt einen anschaulichen Eindruck der unterschiedlichen Nahumgebungen der einzelnen
Aminosiuren, insbesondere auch zwischen A und B-Spezies.

Ein solches Dimer ist in Abbildung 4.8 neben der monomeren Form gezeigt. Die
Insulin-Insulin Assoziation geht einher mit der Ausbildung einer 3-Faltblatt
Struktur zwischen Regionen der B-Ketten zweier Monomere. Tatséchlich fiihrt
diese Verbindung zu einer heterogeneren spektralen Situation der vier Tyrosine,
die im Monomer alle eine im Mittel hohe Losungsmittelzugdnglichkeit besitzen.
Dies wird allein beim Betrachten der Strukturen deutlich. Die Verdnderungen
betreffen insbesondere die in der B-Kette befindlichen Reste 16 und 26, da hier
nun die Kontaktfliche des Dimers besteht, und die Losungsmittelzuganglich-
keit stark reduziert ist. Diese sollen im weiteren Verlauf als B-Spezies bezeich-
net werden. Der Effekt auf die beiden Tyrosine der A-Kette ist dagegen weniger
dramatisch. Tyr 19A scheint im Dimer eine etwas freiere Position zu besitzen
und bildet mit Tyr 14A eine weitestgehend exponierte A-Spezies.

Man kann davon ausgehen, dafi die unterschiedlichen Signale beim Druck-
Effekt von den A beziehungsweise B-Chromophoren im Dimer stammen. Auf
Grundlage der Messungen an freiem Tyrosin, sowie an denaturiertem Insu-
lin, scheint die Zuordnung der Region geringerer Kompressibilitit (flacher Ab-
schnitt) zu den Tyrosinen der A-Spezies zundchst naheliegend. Auch das insge-
samt homogenere Signal im blauen Spektralbereich spricht fiir diese Interpreta-
tion. Die grolerer Streuung der Daten unterhalb 34850cm ~! wire dann die Fol-
ge einer, verglichen mit der A-Spezies, weniger homogenen Gruppe von Chro-
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mophoren in der B-Kette (Abbildung 4.8b). Die Lochbrennexperimente am In-
sulin zeigen, daf} diese Methode prinzipiell geeignet ist, unterschiedliche réium-
liche Positionen auf einem Protein zu unterscheiden. Diese existieren sowohl am
Dimer, wie auch am Monomer. In Zusammenhang mit den Versuchen zur che-
mischen Entfaltung vermitteln sie auflerdem ein qualitatives Verstdandnis glo-
baler Konformationsiibergdnge kompakter Proteine.
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Abbildung 4.9: Tieftemperaturabsorptions- Abbildung 4.10: Druck-Effekt gemessen am
von Vasopressin und Tyrosin. Die Pfeile markie- Vasopressin

ren den experimentellen Frequenzbereich. Spek-

tren auf 1 normiert.

Vasopressin ist ein Peptidhormon, das im Hypothalamus gebildet wird, und
das den osmotischen Druck und das Fliissigkeitsvolumen des Korpers regu-
liert. Es besteht lediglich aus neun Aminosduren mit folgender Sequenz: Cys1-
Tyry-Phes-Glng-Asns-Cysg-Proy-Lysg-Glyg. Zwischen Cystein; und Cysteing
besteht eine Disulfidbindung.

Es existieren NMR-Datensédtze zu verschiedenen Vasopressin-Derivaten [84].
Die Beweglichkeit dieser molekularen Kette wird durch die Schwefelbriicke
eingeschrankt und fiihrt zur Ausbildung einer Loop-Struktur. Wirklich definier-
te Regionen wie Helices oder Faltbldtter fehlen, und es existieren keine wirklich
~geschlossenen” Strukturen. Tyrosin befindet sich an Position zwei.

Abbildung 4.9 zeigt zundchst das Absorptionsspektrum von Vasopressin und
Tyrosin. Man stellt eine Rotverschiebung von Vasopressin um ca. 100 cm~!
fest, und damit liegt die Absorption ziemlich genau zwischen der von Insulin
und freiem Tyrosin (Abb. 4.1). Diese deutlich sichtbare Losungsmittelverschie-
bung ist durchaus erwdhnenswert, das insbesonders vor dem Hintergrund, daf3
zwischen der Absorption von gefaltetem und denaturierem Insulin (Spektrum
nicht gezeigt), praktisch kein Unterschied festzustellen war.

Die Auswertung der druckabhingigen Frequenzverschiebung (Abb. 4.10) fiihrt
zu einem Wert fiir k von 0.058 GPa~!. Dieser liegt damit innerhalb von 10% bei
dem Wert fiir freies Tyrosin und knapp 25% unter dem fiir harnstoffbehandel-
tes Insulin (Abb 4. 7). Dieser doch recht deutliche Unterschied zum entfalteten
Insulin veranschaulicht ein Tatsache: Auch die dort (beim Insulin) zu erwarten-
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de offene Konformation der Peptidkette, unterscheidet sich in ihren volumetri-
schen Eigenschaften um die aromatischen Aminoséduren offenbar erheblich von
denen eines Nonapeptids wie Vasopressin. Dies ist in der Tat ein Beleg fiir den
sensitiven Einflufs der lokalen Umgebung (Peptid + dufSeres Losungsmittel) auf
Tyrosin in den optischen Experimenten, was in besonderem Mafie auch bei der
weiter unten stattfindenden Diskussion zum Druck-Effekt an chemisch entfal-
teter Ribonuclease deutlich werden wird (4.5.2, 4.5.4).

Die Vakuumfrequenz von Vasopressin liegt mit 35712 ¢cm~! im Bereich zwi-
schen beiden Absorptionspeaks der inhomogenen Bande von Vasopressin.
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T=42K . T RNase Abbildung 4.11: Absorptionsspek-
trum von Ribonuclease im Vergleich
zum Insulin bei T = 4K. Neben einer
deutlichen Rotverschiebung zeigt die
RNase einen weniger stark ausge-
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Die Ribonuclease ist das am meisten untersuchte Protein des 20. Jahrhunderts.
Seine Erforschung trug mafigeblich zum Verstdndnis von Faltung, Stabilitt,
Chemie, Enzymologie und Evolution biologischer Makromolekiile bei.

Bis heute wurden insgesamt vier Nobelpreise vergeben, die unmittelbar Arbei-
ten mit diesem Protein zum Thema hatten [85].

Ribonukleinsduren dienen, wie aus dem Schema in Kapitel 2.2 zu entnehmen,
als Mittler biologischer Information zwischen DNA und Protein. Zwei Enzy-
me spielen hierbei innerhalb des RN A-Stoffwechsels eine kontrollierende Rolle:
RNA-Polymerasen und RNA-Depolymerasen. Letztere werden meistens ein-
fach als Ribonucleasen, oder auch kurz RNasen bezeichnet. Das native nicht
modifizierte Enzym, die RNase A 4 besteht aus 124 Aminosduren, was einem
Molekulargewicht von 13.680 kDa entspricht. Man findet 19 der 20 nattirlichen
Aminosduren in der Sequenz von RNAse, lediglich Tryptophan fehlt.

Die dominanten Sekundérstrukturelemente sind ein langes antiparalleles 3 -
Faltblatt und drei kiirzere o -Helices (Abb. 4.19). Vier Disulfidbriicken bilden
ein symmetrisches Netzwerk, das verschiedene Punkte der Sekundérstruktu-
ren miteinander verbindet, und das sowohl zur enormen Stabilitdt der RNase,
wie auch zu deren katalytischer Aktivitat beitrdgt [86]. Die gesamte Form des
Proteins dhnelt dem einer Niere, mit dem katalytisch aktiven Zentrum an seiner
schmalsten Stelle (Abb. 4.19).

In Abbildung 4.11 sieht man das Tieftemperaturabsorptionsspektrum im
Vergleich zu dem von Insulin. Neben einer generellen Verschiebung um etwa
300 Wellenzahlen hin zu niedrigeren Frequenzen, zeigt sich auch ein Unter-

4Der Zusatz A bezeichnet das unveranderte Protein und unterscheidet damit bestimmte post-
translational modifizierte Glycoformen C und D, die wenn auch in geringeren Konzentra-
tionen, natiirlich auftreten.
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Abbildung 4.12: Druck-Effekt an nativer RNase. Potentiell tragen sechs Tyrosine zum Signal
iiber den gezeigten Frequenzbereich bei. Die waagrechte Linie bei s, /Ap = 0 markiert die
Vakuumfrequenz, die bei der RNase fiir drei spektrale Positionen iiberschritten werden konnte.

schied im qualitativen Verlauf. Die deutliche zwei-Peak-Struktur, die bei bisher
allen Proben zu erkennen war, ist fiir das zweite blaue Maximum weniger stark
ausgepragt. Insgesamt tragen hier sechs Tyrosine zur Extinktion bei.

4.5.1 Druck-Effekt

Die Druckeffektmessungen an nativer RNase iiber einen spektralen Bereich von
mehr als 900 Wellenzahlen sind in Abbildung 4.12 aufgetragen. Der auf den
ersten Blick recht differenzierte Verlauf konnte in mehreren unabhéngig durch-
gefiihrten Messreihen mit hoher Genauigkeit reproduziert werden, was insbe-
sondere auch fiir den Bereich um 35000 cm~! zutrifft.

Dort kommt es innerhalb weniger Wellenzahlen zu einem Sprung von s,/Ap
von mehr als 1IGHz/MPa. In Richtung niedriger Frequenzen ergeben die Ein-
zelmessungen ein insgesamt konsistentes Bild mit zundchst abnehmenden und
schlieslich wieder zunehmenden Werten fiir die Druckverschiebung. Die rote
Flanke ab ca. 34600 cm ™! zeigt schliellich keine Veranderung mehr und bleibt
bei einem annidhernd konstanten maximalen Wert fiir s, /Ap von —2.5GHz/MPa,
der betragsmifig in etwa dem ,spektralen dip“bei fast 35000 cm ~! entspricht.
Innerhalb der blauen Flanke ldsst sich ein kleiner Bereich zwischen 35000 und
35100cm ! von dem steilen Abschnitt oberhalb von 35100cm ~! unterscheiden.
Durch diesen letzteren ziemlich gut linear verlaufenden Bereich wurde eine

56



4.5 Ribonuclease

a 0,98
o
0,96
0.98 | . | . | | . | . |
-20 0 20 -20 0 20
GHz GHz
1
o i
& 7
a
3 ©
™ ") |
© 34559 cm’!
AL |2 34802em™ i
O 35250 cm’'
0,99 | . | . | " . | . | .
=20 0 20 0 0,5 1 1,5
GHz p/MPa

Abbildung 4.13: Fiir drei verschiedene Frequenzen gezeigte Spektren zur Druckverschiebung
bei RNase. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind nicht immer alle Einzelspektren dargestellt.
Rechts unten sieht man die ausgewerteten Verinderungen der Zentralfrequenz in GHz mit
zunehmendem Druck in MPa. Die fiir das duferst blaue Spektrum gefundene positive Steigung
fiir s,/ p, zeigt daf hier iiber die Vakuumfrequenz hinaus gemessen werden konnte.

Ausgleichsgerade eingezeichnet, die zu einem Wert fiir k von 0.15 GPa~! und
einer Vakuumfrequenz bei 35230 cm ! fiihrt. Offensichtlich ist der komplizierte
Verlauf die Folge einer Uberlagerung des spektralen Signals verschiedener Ty-
rosine, die unterschiedliche Wechselwirkungen mit ihrer Umgebung eingehen.
Tyrosin besitzt als polares Molekiil ein permanentes Dipolmoment und folg-
lich kommt es neben den reinen Dispersionskriften zusitzlich zu elektrosta-
tischen Wechselwirkungen (Dipol-Dipol, Dipol-induzierter Dipol, Wasserstoft-
briicken).

Im Bereich um 35000 cm~! deutet die sprunghafte Anderung des Signals auf ein
starke Uberlappung der Absorption von mindestens zwei Tyrosinen hin, und
obwohl die Spektren hier besonders griindlich auf eine mogliche Aufspaltung
hin untersucht wurden, konnte eine solche nicht eindeutig festgestellt werden.

57



4 Hydrostatische Druckexperimente und Kompressibilitédten

p

(c_/ Ap)/ (GHz / MPa)

| . | . | . | . | .
34400 34600 34800 35000 35200 35480
-1
cm

Abbildung 4.14: Relative Druckverbreiterung o, /Ap fiir RNase. Nach Gleichung (4.7) er-
wartet man keine direkte Frequenzabhiingigkeit fiir einen einzelnen Chromophor. Unterschied-
liche Verbreiterungen konnen demnach Hinweis auf die Existenz verschiedener Chromophor-
spezies geben.

Man hat solche Aufspaltungen spektraler Locher bei Meerrettichperoxidase-
Systemen beobachtet [7, 43]. Dort tragen tautomere Formen eines Porphyrin-
derivats zur Druckverschiebung bei, diese konnen allerdings bereits in der Ab-
sorption klar unterschieden werden. Im vorliegenden Fall der RNase scheinen
die unterschiedlichen Losungsmittelverschiebungen nicht ausreichend um si-
gnifikante Lochaufspaltungen sichtbar zu machen. Abbildung 4.15 zeigt unter
anderem speziell zwei Serien von Spektren zwischen 35000 und 35100 cm 1.

Abbildung 4.14 zeigt die relativen Druckverbreiterungen o, /Ap tiber dem ge-
messenen Bereich der inhomogenen Bande. Zwei Dinge fallen hier auf:

e Die gefundenen Werte sind mit 3.5 beziehungsweise 7 GHz/MPa, fast 1.5
und 3 mal so hoch wie die maximal beobachtete Druckverschiebung.

e Dariiber hinaus zeigt die Verbreiterung oberhalb von 34800 ¢ ! eine Fre-
quenzabhidngigkeit, die es nach Gleichung 4.7 (S. 36) nicht geben sollte.

Wie kann nun dieses Ergebnis zu dem Verlauf in Abbildung 4.12 in Beziehung
gesetzt werden? Zunichst einmal deuten die verglichen mit s,/ Ap recht hohen
Verbreiterungen o, /Ap, ganz allgemein auf stark inhomogene Umgebungsein-
fliisse hin. Alle in Abschnitt 4.2 genannten Wechselwirkungen tragen zu Ver-
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Abbildung 4.15: Verbreiterung spektrale Locher bei der RNase unter Druck. Zu den gezeigten
Spektren sind auch die gefitteten Funktionen gezeigt. Die einzelnen Spektren sind manuell un-
tereinandergeschoben, so daf$ die Druckverschiebung nicht erkennbar ist. Rechts unten: o, /p.

breiterungseffekten bei, das gilt umso mehr, wenn die im Modell gemachte
Nédherung einer isotrop-homogenen Matrixumgebung nicht mehr realisiert ist.
Unterschiedliche Lochverbreiterungen kénnen im Fall der RNase am sinnvolls-
ten mit dem Verhalten unterschiedlicher Sondenmolekiile erkldrt werden. Auch
die Situation bei der Druckverschiebung oberhalb von 35000 cm~! gibt Hinwei-
se darauf, daf’ in dieser Region potentiell mehr Tyrosine zum Signal beitragen.
Gewisse Unterstiitzung bekommt diese Deutung auch durch Arbeiten von Hor-
witz et al. sowie Brandts und Kaplan, die mindestens drei der sechs Tyrosine in
RNase A anhand ihres 0-0-Ubergangs im Bereich oberhalb von 35000 cm ! an-
siedeln [87, 88, 89].

Im Unterschied zur Situation beim Insulin, existieren zum jetzigen Zeitpunkt
keine Rechnungen zu lokalen Kompressibilititen oder Losungsmittelverteilun-
gen bei der RNase. Die dort (beim Insulin) gemachten grundséatzlichen Aussa-
gen zur rdumlichen Unterscheidbarkeit verschiedener Positionen in einem Pro-
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Abbildung 4.16: Druck-Effekt an Guanidinhydrochlorid entfalteter RNase A. Die obere Da-
tenreihe zeigt die Situation unter oxidativen Bedingungen (- MeOH), die untere die unter
reduktiven Bedingungen (+ MeOH). Die eingezeichneten Regressionsgeraden verdeutlichen
zusitzlich den weniger einheitlichen Verlauf fiir disulfid-intaktes Protein (oben). Nitheres auch
im Text.

tein, gelten selbstverstdndlich auch in diesem Fall. Zusétzlich jedoch, zeigt der
insgesamt deutlich andere Verlauf der spektralen Druckverschiebung, dafs die
Situation fiir jedes individuelle Protein verschieden ist. Eine detaillierte
Betrachtung der Raumstruktur, sowie der genauen Positionen bestimmter Ami-
nosduren, mufs daher in jedem Fall zur Grundlage einer Diskussion herangezo-
gen werden. Dartiber hinaus liefern auch hier Entfaltungsexperimente zusitz-
liche Informationen tiber Verdnderungen der Konformation des Proteins und
geben Hinweise auf prinzipielle Eigenschaften des chemisch denaturierten Zu-
stands.

4.5.2 chemische Entfaltung von Ribonuclease

Guanidinhydrochlorid (GuHCl) wird im allgemeinen als ein etwa doppelt so
potentes Entfaltungsreagenz wie Harnstoff angesehen [90]. Abbildung 4.16 zeigt
die gemessenen Daten zum Druck-Effekt bei RNase unter zwei unterschiedli-
chen Losungsbedingungen. Der differenzierte Verlauf der spektralen Verschie-
bung ist weitgehend verlorengegangen, und man erkennt ein insgesamt ein-
heitlicheres Muster das, analog der Situation beim Insulin, Hinweis auf glo-
bale Strukturverdnderungen gibt. Gleichzeitig bestehen augenscheinlich auch
gewisse Unterschiede zur Messung beim Insulin, wo nach der Behandlung mit
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Abbildung 4.17: Vergleich der GuHCI Abbildung 4.18: CD-Spektren von RNase
abhingigen CD-Spektren wvon RNase unter nach Riickverdiinnung aus hoher konzentrier-
oxidierenden und reduzierenden Bedingungen. ter Stammlosung. Reduzierende Bedingungen.

Harnstoff eine fast perfekte Linearitdt im Druck-Effekt beobachtet wurde (Abb.
4.7).

In diesem Experiment kommt der Verlauf der unteren Datenreihe dem dort ge-
fundenen Ergebnis am nédchsten und lediglich am blauen Rand des Spektrums
beobachtet man geringfiigige Abweichungen eines insgesamt sehr homogenen
Verhaltens der Druckverschiebung. Die obere Messung unterscheidet sich deut-
lich sichtbar von dieser und erinnert in ihrem Verlauf tatsdchlich etwas an eine
stark entzerrte, ,auseinandergezogene”Form des nativen Proteins (Abb. 4.12).
Dies gilt in weitaus geringerem Mafse fiir die untere Versuchsreihe. Beiden Mes-
sungen fehlt der kurz vor 35000 cmm~! beobachtete ,spektrale dip” des gefalteten
Proteins.

Wo liegen nun die Unterschiede zwischen beiden Experimenten?

Ribonuclease A wurde vor Versuchbeginn jeweils mehrere Stunden in hochmo-
larer GuHCI denaturiert. Nach Zugabe von Glycerin betrug die Konzentration
von GuHCI bei der Messung schliefdlich 5.5 M (obere Datenpunkte) und 3.5
M (untere Datenpunkte). Nur die 3.5 molare Losung enthielt zudem Mercapto-
ethanol zur Reduktion von bestehenden Disulfidbriicken. Die Situation ist in ei-
nem Fall also die einer oxidativen (- Mercaptoethanol), im anderen Fall die einer
reduktiven Entfaltung (+ Mercaptoethanol). Letztere ergibt bei linearer Regres-
sion einen Wert fiir die Kompressibilitit k von 0.073 GPa~!, welcher ziemlich
genau dem Wert fiir Harnstoff-denaturiertes Insulin entspricht (Abb. 4.7).

CD-Spektren chemisch entfalteter RNase sind in Abbildung 4.17 und 4.18 ge-
zeigt. Abbildung 4.17 vergleicht das Signal von disulfid-intaktem (-MeOH) mit
disulfid-freiem (+ MeOH) Protein. Obwohl die Konzentrationsabhédngigkeit in
beiden Fillen quasi identisch ist, mufS die absolute Differenz des Signals zwi-
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schen 0 und 4 M GuHCI von etwa 25%, als Hinweis fiir eine deutlich Konforma-
tionsdnderung gelten. Dies ist primér eine Verdnderung der Tertidrstruktur der
RNase, da das eigentliche Aufbrechen von Sekundérstrukturen mit dem steilen
Ubergang ab etwa 4 M GuHCl verbunden ist. Man weif, daf§ abhéngig von der
Anzahl der gebrochenen Schwefelbriicken, ein zunehmend deutlicher Verlust
des CD-Signals bei 45000 cm~! zu beobachten ist. Die hier gemesenen Spektren
zeigen eine gute Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Gekko et al. aus
dem Jahr 2003 [91].

Abbildung 4.18 zeigt das Ergebnis einer Messreihe, bei der in umgekehrter
Richtung vorgegangen wurde. Die Proteinprobe wurde zunéchst fiir mehre-
re Stunden in hochmolarer (> 6M) GuHCI-Losung entfaltet. Von dieser ho-
hen Konzentration und einem entfalteten Zustand ausgehend, wurde unmittel-
bar vor Beginn der CD-Messungen die gewiinschte Konzentration durch Riick-
verdiinnung der Losung eingestellt. Die ersten Spektren wurden dann in
direktem Anschluf8 in einem Zeitfenster von etwa drei Minuten aufgenommen
und nach 60 Minuten wiederholt. Da bei einem Tieftemperaturexperiment nach
Einstellen der Protein- und GuHCI- Konzentration eine gewisse Vorlaufzeit vor
Messbegin notwendig war (etwa 25 bis max. 60 Minuten), liegt die reale Situa-
tion dort irgendwo zwischen beiden CD-Messreihen in Abbildung 4.18.

Beim Vergleich von 4.17 und 4.18 fillt auf, daf$ die Ubergangsregion in Abbil-
dung 4.18 (grau unterlegt) etwas weniger steil ist. Die Zunahme des CD-Signals
von etwa -10 auf -5 deg findet hier iiber einem doppelt so breiten Bereich statt
wie in Abbildung 4.17.

Dieses qualitativ unterschiedliche Verhalten deutet darauf hin, daf§ unter ge-
gebenen experimentellen Bedingungen und im Zeitrahmen dieser Messungen,
nicht von einer vollstandigen Reversibilitdt der Faltung ausgegangen werden
kann. Tatsdchlich ldsst die Abnahme des Signals im Bereich zwischen 3 und 4
M GuHCI nach 60 Minuten in Abbildung 4.18 vermuten, daf3 hier langsame
kinetische Faltungs-Prozesse beteiligt sein kénnten. Das ist durchaus vorstell-
bar, da das zunichst in tiber 6 M denaturierte Protein, in einer 3 molaren GuHCI-
Losung keineswegs physiologische Bedingungen vorfindet.

An dieser Stelle soll auch erwdhnt werden, dafs in der Literatur unterschiedli-
che Angaben zur GuHCl-abhédngigen Entfaltung von RNase A existieren. So er-
wartet Tamura et al. anhand von CD-Daten bereits ab einer Konzentration von
3 molar eine vollstindige Entfaltung [92], wihrend Scheraga et al. hier auch
schon von 50% entfaltetem Protein ausgehen [93].

Allein auf Grundlage dieser CD-Spektren, mufi man bei einer Konzentration

von 3-4 M GuHCl davon ausgehen, dafs Sekundarstrukturen zu einem betracht-
lichen Teil noch existieren. Der im Druck-Effekt gefundene Verlauf zeigt fiir das
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4.5 Ribonuclease

reduktiv entfaltete Protein bei einer GuHCIl-Konzentration von 3.5 M (Abb. 4.16
unten) einen weitgehend einheitlichen Verlauf. Ganz offensichtlich sind die Ty-
rosine, die hier zu dem Signal beitragen in einer dhnlichen, im Experiment nicht
mehr unterscheidbaren Matrixumgebung. In diesem Fall scheint der Bruch von
insgesamt vier kovalenten Schwefelbriicken durch Mercaptoethanol fiir die be-
obachtete Situation verantwortlich zu sein.

Sind diese Disulfidbriicken hingegen intakt (Abb. 4.16 oben), so deuten die
beim Druck-Effekt beobachteten , Reststrukturen”auf ein gewisses Maf’ an struk-
tureller Integritédt hin, obwohl man hier aufgrund der CD-Messungen eindeutig
von einem weitgehenden Verlust der Sekundérstrukturen ausgehen muf.
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Abbildung 4.19: a):Ribbon Modell von RNase A mit Angabe der Position seiner sechs Tyrosi-
ne, sowie den vier Disulfidbriicken i-iv. Die lokale Sekundirstrukturumgebung ist entweder die
einer Helix (H), eines Faltblatts (S) oder die einer Loop Region (L).

b): Schema zur Konnektivitit der SS-Bindungen im Protein, auch hier mit Angabe der Se-
kundirstrukturumgebungen.
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4 Hydrostatische Druckexperimente und Kompressibilitédten

4.5.3 Die Struktur von Ribonuclease A

Die Rontgenstruktur von RNase A ist in Abbildung 4.19 gezeigt. Die Darstel-
lung zeigt ein Ribbon-Diagramm, das die unterschiedlichen strukturellen Re-
gionen sichtbar macht. Die sechs Tyrosine sind als Stick-Modelle hervorgeho-
ben mit Angabe ihrer jeweiligen Position sowie der individuellen Sekundéarstruk-
turumgebung. Die Positionen der insgesamt vier Disulfidbriicken sind ebenfalls
markiert, wobei das Schema im unteren Teil des Bildes zuséatzlich die Konnek-
tivitdt der kovalenten Verkniipfungen zeigt.

Innerhalb der Familie der 40 bekannten Sdugetier-Ribonucleasen sind die Di-
sulfidbriicken hochkonserviert. Sie besitzen neben einer strukturellen auch eine
katalytische Funktion. Die zwei terminalen Schwefelbriicken Cys 26-Cys 84 und
Cys 58-Cys 110, die oberflichenexponierte Bereiche miteinander verbinden, tra-
gen dabei mehr zur konformellen Stabilitdt des Proteins bei als die beiden {ibri-
gen, weniger exponierten Bindungen zwischen Cys 40-Cys 95 und Cys 65-Cys
72. Letztere verbinden im Proteininnern Regionen einer « -Helix mit denen
eines 3 -Faltblatts und spielen eine grofiere Rolle bei der katalytischen Akti-
vitat des Proteins [86].

Der unterschiedliche Beitrag der Disulfidbriicken zur konformellen Stabilitét
lasst sich anhand einer Uberlegung zur Verdnderung der energetischen Verhlt-
nisse anschaulich machen. Cys 26-Cys 84, Cys 40-Cys 95 und Cys 58-Cys 110,
umschlieffen mit 59, 56 und 53 Aminosduren alle einen Loop vergleichbarer
Grofse, wahrend der verbleibende Loop zwischen Cys 65 und Cys 72 mit 8 Ami-
nosduren deutlich kleiner ist. Der Zuwachs an Konformationsentropie nach ei-
ner Reduktion ist fiir solche Cysteine, die weit entfernte Positionen der Primar-
struktur verbinden, entsprechend grofler. Umgekehrt schranken kovalente Ver-
kniipfungen, die grofie Bereiche von Aminoséduren einschliefien, die molekulare
Beweglichkeit ein und fiihren zu der so typischen kompakten und globuldren
Struktur vieler Proteine kleiner und mittlerer Gréfle. Disulfidbriicken sorgen
jedoch nicht notwendigerweise fiir eine erhohte Stabilitdt der Proteinstruktur,
sondern ihre native Verteilung ist immer auch das Produkt einer positiven Se-
lektion fiir bestimmte katalytische Funktionen.

Von den insgesamt sechs Tyrosinen der RNase befinden sich drei an der Ober-
flache (Tyr 73, Tyr 76, Tyr 115), wahrend die anderen (Tyr 25, Tyr 92, Tyr 97) im
nativen Zustand eine hydrophobe Umgebung im Proteininnern besitzen. Tyr 92
allerdings, scheint nicht komplett verborgen zu sein [93].

Hochstwahrscheinlich sind alle sechs Tyrosine tiber ihre Hydroxylgruppen an
intramolekularen Wasserstoffbriicken beteiligt [94], wobei speziell diejenige zwi-
schen Tyr 97 und der Carboxylgruppe der Lys41-Pro42 Peptidbindung eine
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4.5 Ribonuclease

wichtige funktionelle Rolle erfiillt [95]. Erwdhnenswert ist, dafy keiner der po-
tentiellen Bindungspartner im selben strukturellen Element lokalisiert ist, so
dafs diese Bindungen nur dann ausgebildet werden kénnen wenn Tertidrstruk-
tur entwickelt ist. Zwei Tyrosine befinden sich in direkter Nachbarschaft zu
einen Cystein, das unter nativen Losungsbedingungen an einer der vier Disul-
tidbriicken beteiligt ist [96].

Die RNase besitzt vier Proline. Im gefalteten, disulfid-intakten Protein, befinden
sich zwei Proline in einer cis-Konformation (Tyr92-Pro93, Asn113-Pro114), die
anderen beiden in der trans-Konformation (Lys41-Pro42, Vall16-Pro117). Die
trans Konformation ist unter normalen Umstdnden gegentiber der cis-Struktur
energetisch stark begiinstigt (der Faktor betrdgt ca. 1000:1). Bei Prolylpeptidbin-
dungen besitzt das trans-Isomer dagegen nur eine geringfiigig kleinere Enthal-
pie als das cis-Isomer (ca. 4:1). Wahrend der Entfaltung finden Isomerisierun-
gen statt, wobei sich ein Gleichgewicht zwischen ungefdhr 70% trans und 30%
cis Konformationen einstellt. Aus diesem Grund besteht der entfaltete Zustand
von RNase aus zumindest zwei unterschiedlichen Spezies [85, 93]. Die hohe
Aktivierungsenergie von Prolyl-Isomerisierungen (ca. 20 kcal/mol) macht die-
se zum geschwindigkeitsbestimmenden, kinetisch langsameren Schritt bei der
Faltung des Proteins [97, 98]

4.5.4 Diskussion der Druck-Effekt Daten von Ribonuclease A

Der native Zustand

Vergleicht man den Verlauf der Druckmessungen von Insulin (Abb.4.3) mit dem
von RNase (Abb.4.12), so zeigen sich deutliche Unterschiede. Die Situation bei
der RNase deutet darauf hin, daf$ die insgesamt sechs spektralen Sonden eine
weitaus weniger einheitliche Gruppe bilden wie im Fall von Insulin. Dort besit-
zen alle Chromophore eine im Mittel sehr viel grofiere Losungsmittelzugang-
lichkeit, wobei die Dimerbildung augenscheinlich zu einer hoheren Heteroge-
nitdt der Tyrosinumgebungen fiihrt (Abb. 4.8). Tatsdchlich erscheint es nicht
unplausibel, daf} die spektrale Unterscheidbarkeit im Experiment nur aus die-
sem Grund erkennbar war.

Wihrend beim Insulin eine Zuordnung von zwei unterschiedlichen Kompres-
sibilititen zu zwei Gruppen von Tyrosinen anhand der Messungen und der
Struktur durchaus verniinftig erscheint, kann fiir die RNase dieser direkte Schlufs
nicht gezogen werden. Hier wurde lediglich der duflerst blaue steile Abschnitt
mit einer Ausgleichsgeraden angepasst und fiihrt zu einem realistischen Wert
fiir k von 0.15 GPa~ . Fiir den Bereich unterhalb von 35100 cm ! scheint es nicht
ohne weiteres sinnvoll lokale Kompressibilitidten abzuleiten, da es hier ganz of-
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fensichtlich zu stark {iberlagerten Druckverschiebungen unterschiedlicher Ty-
rosine kommt. Dies scheint in besonderem Mafle fiir die Position bei 35000
cm~! zuzutreffen. Der ab 34600 cm ! gefundene flache Bereich lisst prinzipiell
zwei Schlu$folgerungen zu. Hier kénnte es sich um eine Ubergangsregion zu
einer weiter rotverschobenen Tyrosinspezies handeln. Die zweite Moglichkeit
ist die einer kontinuierlich variierenden Vakuumfrequenz einzelner Chromo-
phore aufgrund lokaler Unterschiede in der Farbstoff-Matrix-Wechselwirkung.
Tatséchlich spricht einiges fiir diese zweite mogliche Deutung. Zum einen konn-
ten keine weiter rotverschobenen Locher mehr gebrannt werden, zum anderen
befindet sich nach [87, 88] der 0-0-Ubergang des langwelligsten Tyrosinchromo-
phors von RNase A bei 34620 cm 1.

Der entfaltete Zustand

Die an den entfalteten Formen von RNase gemessenen Druck-Effekte zeigen
deutlich, dafs Strukturverdnderungen im Protein stattgefunden haben, die in
beiden Fillen fiir eine verdnderte Matrixumgebung der Tyrosine sorgen.
Entfaltete disulfid-intakte RNase weist insbesondere im mittleren Teil einen Si-
gnalverlauf auf, der auf das Vorhandensein gewisser Reststrukturen hindeu-
tet, obwohl man in diesem Fall aufgrund der hohen Konzentration an GuHCl
(5.5 M) von einer weitgehenden Auflosung der Sekundérstrukturen ausgehen
mufs (Abb. 4.17, 4.18). Die Schwefelbriicken sorgen hier offensichtlich fiir ein
gewisses Mass an Kompaktheit des Molekiils. Hier sei daran erinnert, dafs zwei
Tyrosine, Tyr 25 und Tyr 73, direkt zu Cystinen benachbart liegen und des-
halb woméglich in Loop-artigen Strukturen teilweise vom Losungsmittel ab-
geschirmt sind (Abb. 4.19).

Dem Druck-Effekt am reduzierten Protein in 3.5 M GuHCI-Losung fehlt diese
Unregelmifigkeit im Bereich von etwa 34650 - 34950 cm~!, was auf eine ins-
gesamt noch homogenere Umgebung der zum Signal beitragenden Tyrosine
hindeutet. Auch wenn unter den gegebenen Bedingungen die Sekundérstruk-
turen noch fast vollstandig ausgebildet zu sein scheinen, fithrt die Zugabe von
MeOH bereits zu einer deutlich sichtbaren Signalveranderung im CD-Spektrum
von 25% (Abb. 4.17), und diese muf$ als wesentlich auch fiir das Verhalten im
Druck-Effekt betrachtet werden.

Disulfidbriicken sind im nativen Protein normalerweise in hydrophoben Re-
gionen lokalisiert, das heifst, dafs deren Reduktion ein zumindest lokaler Entfal-
tungschritt vorausgehen mufs. Solche lokalen Ereignisse fithren meist in einer
Art Kettenreaktion zur globalen Entfaltung und vollstindigen Reduktion des
Molekiils [99], da eine solch offene Konformation notwendigerweise auch fiir
destabilisierende Colsoventien iiber direkte Wechselwirkungen leichter zugéang-
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lich sein mufs.

Generell steht eine Abnahme der Kompressibilitdt im Einklang mit den Er-
gebnissen aus der Literatur [91] und deutet auf den weitgehenden Verlust in-
terner Cavitdten und einer erhchten Solvation hin. Ein mikroskopisches Bild
dieser Experimente ist das Folgende: Tyrosine in Wasser-Glycerin, und Tyrosi-
ne in einer nichtgefalteten Peptidkette, sind von Losungsmittelmolekiilen um-
geben. Entsprechend koénnen sich dann um grofie Teile der Tyrosinoberfldache
Kéfig-artige Matrixstrukturen ausbilden, die eine geringere Entropie als das
freie Losungsmittel besitzen. Innerhalb solcher Losungsmittelcluster ist die Wech-
selwirkung der Molekiile enthalpisch begiinstigt, und die Bindungen sind aus
diesem Grund stabiler, was zu einer insgesamt geringeren Kompressibilitit sol-
cher Bereiche fiihrt.

Aminosduren an der Oberflache besitzen mit dem Protein auf der einen, dem
dufleren Losungsmittel auf der anderen Seite, eine sehr viel differenziertere Um-
gebung. Der strukturelle Einfluf§ auf das Losungsmittel ist aus diesem Grund
im Einzelfall sehr viel geringer, wenn der Tyrosinrest beispielsweise eine ausge-
pragte parallele Komponente zum Protein besitzt und damit seine nach aufien
exponierte Oberfldche veringert. Deshalb konnen solche Positionen entspre-
chend stark variierende Werte fiir k besitzen und die komplizierten Beitrdage
der Losungsmittelverschiebung fiir einzelne Chromophore im Insulin und in
RNase erklédren.

Der unterschiedliche Verlauf des Druck-Effekts unter zwei variierenden, nicht-
nativen Bedingungen, ldsst einige abschlieffende Bemerkungen beziiglich der
Natur des entfalteten Zustands von Proteinen zu. Tanford bestimmte 1966 die
intrinsischen Viskositiaten verschiedener Proteine, darunter auch die von Insu-
lin und RNase, in 6 M GuHCI unter reduzierenden Bedingungen und kam zu
dem Schluf3, dafs es sich um random coil Strukturen handelt, die keine Elemente
ihrer nativen Konformation mehr besitzen [73]. Am Ende dieser Arbeit machte
er jedoch folgenden Zusatz:

,It is of course dangerous to base an important generalization such
as made here on a single property of the system, and the conclusion
of this paper should not be regarded as established until they can be
shown to be compatible with the results of other kinds of measure-
ments.”

Es bestehen heute keine Zweifel, daf entfaltete komplett reduzierte Zustdnde,
kompakte Bereiche, hydrophobe Cluster und Reste von Sekundarstruktur be-
sitzen konnen [100, 101]. Erst vor einiger Zeit konnten mit NMR-Experimenten
Hinweise gefunden werden, daf selbst in 8 molarer Harnstofflosung nativahn-
liche Strukturelemente vorhanden sind [102, 103].
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Weiterhin herrscht Uneinigkeit dariiber, inwieweit sich thermisch und chemisch
entfaltete Zustdnde voneinander unterscheiden. Wahrend kinetische Parame-
ter aus Riickfaltungsexperimenten auf eine hohe Ahnlichkeit beider hinweisen
sollen [94], kommen die meiner Meinung nach iiberzeugenderen Befunde aus
Messungen, die strukturelle Information beinhalten [92, 101]. So zeigen bei-
spielsweise thermisch entfaltete Proteine, im Gegensatz zu GuHCl-behandelten
Proteinen, einen Anstieg ihrer adiabatischen Kompressibilitit, wahrend die
Volumenédnderung in beiden Fillen negativ ist. Auflerdem scheint eine thermi-
sche Entfaltung nicht in allen Fillen komplett reversibel [104].

Selbst unter denaturierenden Bedingungen finden nach Anderung &uflerer
Parameter kooperative Konformationsiibergénge statt [105]. Da letztlich ver-
schiedene Faktoren wie Temperatur, pH, Druck, Ionenstdrke etc., das Losungs-
verhalten eines Proteins beeinflussen, ist es oft anschaulich bestimmte Regionen
der Stabilitdt eines Molekiils in einem Phasendiagramm darzustellen.

4.6 Zusammenfassung der Druckexperimente und
SchluB3folgerung

Friihere systematische Messungen der Kompressibilitidt globulédrer Proteine stam-
men hauptsdchlich aus den Arbeiten von Gekko et al. [106, 107], spater auch
von Chalikian und Breslauer [108]. Die dort bestimmte Messgrofie ist haufig
die partielle molare adiabatische Kompressibilitit k,. Diese setzt sich zusam-
men aus dem Protein-intrinsischen Beitrag k; sowie der Kompressibilitdt der
Solvationshiille ks und der freien Losung (bulk) kp. Letztere tragen negativ zu
kg bei, da der Gesamtbeitrag des Losungsmittelsystems als Differenz mit s - kp
eingeht. Im Fall globulédrer Proteine wird der negative Term in den allermeisten
Fallen durch hohere Werte der intrinsischen Kompressibilitdt kompensiert. Fiir
einzelne Aminosduren gilt das nicht, sie zeigen in der Tat ausnahmslos negative
Werte fiir «,. [109].

Messungen der Schallgeschwindigkeit in verdiinnten Proteinlésungen erlauben
die Bestimmung der Kompressibilitidt. Es gilt die Newton-Laplace Gleichung
k = p~!- U2, mit der Dichte p und der Schallgeschwindigkeit U. Allerdings
kann in diesen Féllen der Beitrag der direkten Losungsmittelumgebung nicht
vom Beitrag des Proteins getrennt werden, sondern dieser mufs anhand von
Vergleichsdaten niedermolekularer Substanzen abgeschétzt werden [65]. Die
dort gefundenen Werte fiir k, bewegen sich im Bereich zwischen 0.05 und 0.25
GPa~! [106, 107, 110, 111, 112]. All dieses sind mittlere Werte einer globalen
adiabatischen Kompressibilitdt und deshalb nicht direkt mit den hier spektro-
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skopisch gemessenen lokalen Grofien vergleichbar.

Erst kiirzlich gelang die unabhéngige Berechnung intrinsischer Kompressibi-
litdten und der Hydrathiille [113, 114], deren Wert etwa 20% unter dem fiir frei-
es Wasser liegt. Auf Grundlage des Konzepts sogenannter Voronoi-Volumina
[115, 116] ist es moglich, auch lokale Kompressibilitdten um einzelne atomare
Positionen zu berechnen [114], und diese mit Lochbrennexperimenten zu ver-
gleichen. Dabei spiegeln unterschiedliche Werte der intrinsischen isothermen
Kompressibilitdten globuldrer Proteine, Unterschiede im individuellen Aufbau
(Sekunddrstruktur, Hydrophobizitdt, Polaritdt), der Packungsdichte und des
Volumens wieder. Das wird insbesondere auch beim Vergleich der Daten fiir
Insulin und RNase sichtbar.

Als volumetrischer Parameter ist k in besonderem MafSe empfindlich fiir Losungs-
mittelbeitrdge und Solvationseigenschaften von Proteinen. Diese Einfliisse sind
komplex, da sie von verschiedenen dufSeren Faktoren und von der chemischen
Zusammensetzung des Molekiils bestimmt werden. Gleichzeitig sind genau
diese Grenzfldcheneigenschaften sowie 16sungsmittelzugéangliche Hohlrdume
im Proteininnern, essentiell fiir ausnahmslos alle biologischen Funktionen.
Besondere Belege fiir solch biologische ,Hydrationskrafte”[117] sind Experi-
mente, bei denen katalytische Enzymbewegungen allein durch Verdnderung
der dufieren Bedingungen induziert wurden, in Abwesenheit des eigentlichen
Substrats [118, 119].

Die Messung von Kompressibilitdten tiber ein begrenztes Volumen ist eine ex-
perimentelle Methode, die lokale Unterschiede heterogener Makromolekiile so-
wie deren Grenzflicheneigenschaften sichtbar macht. Jede Verdanderung der
Losungsmittelbedingungen ist von einer Verdnderung des Volumens und da-
mit auch der Kompressibilitdt begleitet.

Aufgrund der so komplexen Beitrdge mag eine quantitative Diskussion im Ein-
zelfall schwierig sein. Dennoch liefert k neue Einblicke in Eigenschaften glo-
bulédrer Proteine, die wie im Fall entfalteter RNase, mit anderen Methoden (z.B.
CD-Messungen) nicht méglich sind.

Zusammen mit strukturellen Informationen (Rontgenbeugung, NMR) und
kalorimetrischen Parametern wie der Warmekapazitdt und Enthalpie [120, 121],
kann sie zu einer vollstandigeren thermodynamischen Charakterisierung von
Proteinen und deren Konformationsiibergdangen dienen.
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5 Homogene Linienbreiten
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Abbildung 5.1: Die Entwicklung eines spek- Abbildung 5.2: Frequenzabhingige Auftra-
tralen Lochs mit zunehmender Brenndauer gung der quasihomogenen Lochbreiten fiir In-
fiir Tyrosin in Wasser-Glycerin. Das kleine sulin, denaturiertes Insulin und Tyrosin. Ein
Bild zeigt die Auftragung von Lochbreite ge- deutlicher Farbeffekt lisst sich in keinem Fall er-

gen Lochfliche, ausgewertet fiir 30 Einzelspek- kennen.
tren. Der nach Null extrapolierte Wert ergibt
die quasihomogene Lochbreite vy, /GHz. Aus
Griinden, wie bereits in Kapitel 1.2 ausgefiihrt,

gilt vi; =2y

Die sukzessive Steigerung der Lochbrennzeit bei einer festen Frequenz fithrt zu
einer Vertiefung und Verbreiterung spektraler Locher. Fiir den Grenzfall klei-
ner Bestrahlungsintensitdten nimmt die Breite linear mit der Lochfldche zu, und
Letztere ist proportional zur Anzahl der gebrannten Molekiile (Abb. 5.1).

Die wellenldngenabhédngige Auftragung der gemessenen Lochbreiten fiir Ty-
rosin, Insulin und Insulin in 4 molarer Harnstofflosung zeigt Abbildung 5.2.
Obgleich die einzelnen Datenpunkte eine gewisse Streuung aufweisen, mitteln
sie mit einer hinreichenden Genauigkeit um einen festen Wert fiir y};. Ein wirk-
licher, unidirektionaler Farbeffekt ist nicht erkennbar.

Aus den gemessenen Linienbreiten ergeben sich Lebensdauern im Bereich zwi-
schen 190 und 260 Picosekunden. Nach Gleichung (1.2) wird die Lebensdau-
er angeregter Zustdnde bei tiefen Temperaturen neben phasenausloschenden
T>-Prozessen, hauptsédchlich von elektronischen Relaxationsraten wie der Fluo-
reszenz bestimmt. Die Fluoreszeneigenschaften wiederum, werden wesentlich
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durch Wechselwirkungen von Tyrosin mit Losungsmittelmolekiilen beeinflufit.
Aus diesem Grund ist das Fehlen eines Farbeffekts der Linienbreite zumindest
beim Insulin auf den ersten Blick tiberaschend, da ein solcher direkt auf eine
unterschiedliche Kopplung zwischen Chromophor und Umgebung hinweisen
konnte.

Man muf sich nun fragen wie grof3 solche Effekte sein miifiten, um sie dann
frequenzabhéngig in der Linienbreite zu beobachten.

Die Fluoreszenzlebenszeit T von Tyrosin in Wasser bei Raumtemperatur wur-
den von Bent und Hayon sowie Guzow et al., im Bereich von einigen weni-
gen Nanosekunden angegeben [122, 123]. Willis und Szabo untersuchten die
Abhédngigkeit der Lebenszeiten von Tyrosin- und Tyrosinat- wasserstoffgebun-
dener Komplexe von der Protonenstirke des Losungsmittels und fanden Werte
fiir T ebenfalls im Picosekundenregime [124]. In Anwesenheit potentieller Pro-
tonenakzeptoren mit pK-Werten im Bereich zwischen 4 und 9 dnderte sich 7
von etwa 250 ps auf 100 ps, was einer Anderung der Linienbreite um 1GHz
entspricht. Selbst unter Annahme solch signifikanter pK-Schwankungen, bei-
spielsweise hervorgerufen durch funktionelle Gruppen im Protein, ldge die zu
erwartende Anderung der Linienbreite angesichts der experimentellen Unsi-
cherheit der Daten nur knapp innerhalb der Auflésung.

Prinzipiell ist es denkbar, daf8 geringere Schwankungen der Lebensdauer zu der
beobachteten Streuung der Datenpunkte beitragen. In der Realitdt konkurie-
ren immer verschiedene Zerfallskanile mit der Fluoreszenz. Die mit dem Auge
sichtbare Phosphoreszenz von Tyrosin ist ein Beleg fiir Intersystem-Crossing in
den Triplett-Zustand. Andere Prozesse sind interne strahlungslose Konversion
oder Energietransfer.
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6 Elektrische Felder und Dipolmomente -
Stark-Effekt

Der nach seinem Entdecker benannte Stark-Effekt, also die Aufspaltung von
Spektrallinien im elektrischen Feld, war seinerzeit eine der gldnzendsten Bestati-
gungen der Quantentheorie des Atoms.

Heute, fast 100 Jahre nach dem urspriinglichen Experiment am Wasserstoff-
atom, spielen Stark-Effekt Messungen gerade an biologischen Systemen eine
wichtige Rolle. Elektrostatische Eigenschaften sind von funktioneller Bedeu-
tung fiir Proteine, und obgleich man lokale elektrische Felder heute mit grofier
Genauigkeit modellieren kann, bleiben solche Experimente der einzige empi-
rische Zugang. Die Kombination mit der Lochbrennspektroskopie gestattet die
Extraktion gewisser Systemparameter, wie beispielsweise Dipolmomentdiffe-
renzen und lokale elektrischer Felder.

Die Grundziige der Theorie des molekularen Starkeffekts soll nun im Folgen-
den anhand des Verhaltens spektraler Locher erldutert werden.

6.1 Spektrale Locher im elektrischen Feld

Die Voraussetzung um iiberhaupt eine Frequenzverschiebung v im elektrischen
Feld E zu beobachten, ist das Vorhandensein einer Dipolmomentdifferenz Au
des Chromophors. Es gilt

Av = —%(EAﬁ), 6.1)
mit h als Planck Konstante. Nicht inversionssymmetrische Molekiile besitzen
aufgrund ihrer asymmetrischen Ladungsverteilung ein intrinsisches oder mo-
lekulares Dipolmoment .
Gleichzeitig induziert das externe elektrische Feld (Starkfeld), abhdngig von der
Polarisierbarkeit « ein zusitzliches Dipolmoment fi;,,; = «E, so daf die spek-
trale Verschiebung vollstdndig definiert ist als

Av = —%(EAﬁO + %EA(XE). (6.2)

Die Unterscheidung zwischen Afiy und Afi;,; macht zwangsldufig eine Unter-
scheidung zwischen zwei Komponenten des elektrischen Feldes E notwendig.
Es gilt:
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6 Elektrische Felder und Dipolmomente - Stark-Effekt

E:Ep—l—fﬁs (6.3)

Mit dem lokalen, die Chromophore direkt umgebenden Feld E p (,,pocket field”
oder ,matrix field”), und dem kiinstlich erzeugten externen Feld oder Stark
Feld Eg. Das lokale Feld am Ort des Sondenmolekiils unterscheidet sich im all-
gemeinen deutlich vom uferen Feld E. Dieser Tatsache wird mit dem Lorentz-
Korrekturfaktor f = (e + 2)/3 Rechnung getragen, wobei davon ausgegen-
gen wird, dafs sich das Probenmolekiil in einem kugelférmigen Raum mit der
Dielektrizitdtskonstante € befindet und gleichzeitig eine Punktdipolndherung
gilt 1. Inwieweit diese Annahmen fiir komplexe molekulare Systeme wie Pro-
teine ihre Giiltigkeit besitzen ist nicht genau bekannt. Gewisse Schwierigkeiten
in diesem Zusammenhang wurden zum Beispiel von Hanson [125] diskutiert.

Lochbrenn-Starkeffekt-Experimente sind polarisationsabhidngige Experimente.
Die Richtung des elektrischen Feldvektors ist ein experimenteller Parameter
und ist jeweils gleich fiir Anregung und Ausleseprozess. Neben einer immer zu
beobachtenden Verbreiterung spektraler Locher sieht man oft auch eine Auf-
spaltung, die von der Anregungsgeometrie, der elektrischen Feldstirke und
den Eigenschaften des Chromophors abhéngig ist.

Das von Schitz und Maier [49] entwickelte analytische Modell bildet die Grund-
lage der folgenden Diskussion von Lochformen in einem Stark-Feld. Es sollen
nun die verschiedenen Beitrdge der Dipolmomentdifferenzen eines Chromo-
phors dargelegt werden, wobei eine statistische Unabhéngigkeit der einzelnen
Parameter vorausgesetzt wird. Gleichzeitig mufi in jedem Fall der Bezug zur
dufleren experimentellen Situation hergestellt werden, um das Verhalten der
Locher zu interpretieren.

Die Gesamt-Dipolmomentdifferenz Au eines polaren Molekiils in einem elek-
trischen Feld setzt sich zusammen aus einem molekiilfesten Anteil Afiy, sowie
aus einem induzierten Anteil Afi;,;. AL definiert gewissermafsen ein probenin-
ternes Koordinatensystem (Z). Afi;,4 zerféllt in zwei Subbeitrdge: Einen im mo-
lekularen Koordinatensystem fixierten Anteil, sowie einen, aufgrund der amor-
phen Systemeigenschaften im molekularen Koordinatensystem statistischen An-
teil. Letzterer sorgt fiir einem zusétlichen Freiheitsgrad von Ap.

Abbildung 6.1 zeigt nun die geometrische Situation eines Experiments worin
der optische Aufbau mit der Polarisationsrichtung des Anregungslichts und der
Richtung des elektrischen Feldes ein weiteres, externes Koordinatensystem (z)
definiert.

m vorliegenden Fall ergaben sich die fiir Afiy und Afi;;,; ermittelten Werte unter der Annah-
me von f = 2.
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6.1 Spektrale Locher im elektrischen Feld

A z Abbildung 6.1: In einem Stark-Effekt Ex-

i E periment gibt das externe Feld die Rich-

0, ‘ tung des Laborkoordinatensystems in z-

= —7 Richtung vor. Das Chromophor interne Be-
Al = zugssystem Z ist durch Afpiy definiert. 3
0 /\9* = ist der Winkel zwischen Afy und i, 0
TN Al der Winkel zwischen Afiy und dem Anre-

B gungsfeld E 1, und 6" der Winkel zwischen

Aﬁind und EL.

Linear polarisiertes Licht selektiert eine Molekiilpopulation, dessen Ubergangs-

dipolmomente fi; ausreichend stark an das Anregungsfeld E; koppeln.
Diese Bedingung ist maximal erfiillt fiir

iy 17EL und iy T1EyL .

Da beide Orientierungen gleich wahrscheinlich auftreten, findet man zwei dem
Betrag nach gleich grofie Frequenzverschiebungen mit unterschiedlichem Vor-
zeichen. Die Folge ist eine Aufspaltung des spektralen Lochs. Die Photoselekti-
on erfolgt proportional einer cos?0-Verteilung, mit dem Winkel @ zwischen Pola-
risationsrichtung und Ubergangsdipolmoment (Abb. 6.1). Es sei daran erinnert,
dafl Aji und fi; voneinander unabhédngige Grofien sind.

Abbildung 6.2 veranschaulicht das Verhalten spektraler Locher in einem Stark-
Feld in vier veschiedenen Grenzféllen. Es sollen nur Situationen betrachtet wer-
den mit Winkeln fiir B von 0° oder 90° Grad zwischen Ubergangsdipolmo-
ment fi; und der Dipolmomentdifferenz Afiy. Auflerdem nur parallele Er I Es,
beziehungsweise senkrechte E; | Eg Anregungsgeometrien. Die Richtung des
Stark-Feldes soll als Bezugsachse des dufieren Laborkoordinatensystems die-
nen.

Abb. 6.2a:  Die Verteilung der photoselektierten Molekiilpopulation folgt der
cos?-Funktion um das Anregungsfeld E [, mit einem C)ffnungswinkel 6 von 30°.
Nach Gleichung (6.2) ergibt sich die Starkverschiebung als Projektion der Uber-
gangsdipolmomente auf Es. Die Projektionsvektoren werden hier als Apx be-
zeichnet. Offensichtlich nehmen sie in diesem Fall maximale positive und ne-
gative Werte an, und es kommt zur deutlichen Aufspaltung des Lochs.
Abb.6.2b: Indiesem Fall steht die Polarisationsrichtung des Lasers senkrecht
zum E-Feld. Die Projektionen konzentrieren sich um den Bereich bei 0. Es wird
lediglich eine Verbreiterung und keine Aufspaltung beobachtet.
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6 Elektrische Felder und Dipolmomente - Stark-Effekt

Abbildung 6.2: Vier Grenzfiille, die das Verhalten spektraler Locher im elektrischen Feld ver-
deutlichen. Niheres im Text.

Abb. 6.2c:  Auch hier dominiert der Verbreiterungseffekt, eine Aufspaltung
findet nicht statt.

Abb. 6.2d:  Die Verteilungsfunktion von Ajfi beschreibt wie zuvor einen To-
rus, allerdings mit seiner Rotationsachse nun parallel zum Anregungsfeld. Die
Projektionen Apx erreichen wieder grofiere positive und negative Werte und
man kann eine Aufspaltung feststellen, wenn auch weniger stark ausgepragt
wie im Fall 6.2a.

Die bisher untersuchten molekularen Systeme zeigten meist eine ausgezeichne-

te Linearitdt der Frequenzverschiebung mit zunehmender Feldstdrke, wihrend
der atomare Stark-Effekt in seiner Natur quadratisch ist. Das ist zundchst um
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6.1 Spektrale Locher im elektrischen Feld

so bemerkenswerter, da beim molekularen Stark-Effekt zwei Felder E sund Ep
unterschieden werden, also Effekte verschiedener Ordnung beteiligt sind. Faft
man die verschiedenen Beitrdge zusammen und schreibt mit (6.2) und (6.3)

R s L
Av = —(EpAfio + fEsAfig + S EpAxEp + EfZESAOCEs + fEsAaEp). (6.4)

Der Ausdruck enthélt insgesamt fiinf Terme. Zwei davon sind unabhéngig vom
externen Feld E g und hidngen nur von Chromophor-spezifischen Eigenschaften
ab. Das sind die Terme der elektrostatischen Losungsmittelverschiebung EpAf
und %E pAaEp. Bei allen Molekiilen, die ein permanentes Dipolmoment besit-
zen beobachtet man den linearen Stark-Effekt f EsAfy, der unter bestimmten
experimentellen Bedingungen (Abb. 6.2) zu einer Stark-Aufspaltung A fiihrt.
Er hingt ausschliefilich vom extern angelegten Feld ab, und ist erster Ordnung.
Der quadratische Term % f2EsAaEg hingt ebenfalls nur von Eg ab. Er kann un-
ter den gegebenen experimentellen Umstdnden vernachlédssigt werden, da er
gewohnlich zu klein ist um beobachtet zu werden und vom linearen und pseu-
dolinearen Effekt dominiert wird. Der pseudolineare Term fEgAaEp, der die
Frequenzverschiebung des induzierten Dipolmoments durch das Feld bertick-
sichtigt, hangt sowohl von Eg wie auch von Ep ab.

Fassen wir die Beitrdge zur Form spektraler Locher in einem Stark-Feld zusam-
men.

e Elektrostatische Losungsmittelverschiebung: Ganz allgemein ist das die
Frequenzverschiebung im Vergleich zur Absorption im Vakuum.

e Linearer Stark-Effekt: Dieser kann prinzipiell nur bei Chromophormole-
kiilen mit einer permanenten Dipolmomentdifferenz beobachtet werden.

e Pseudolinearer Stark-Effekt: Die durch die Matrix induzierten Dipolmo-
mentdifferenzen besitzen in ungeordneten Systemen neben dem molekiil-
festen Anteil auch immer eine statistische Komponente, das heif$t, sie sind
sowohl der Richtung wie dem Betrag nach verteilt.

e Die Anregungswahrscheinlichkeit durch polarisiertes Licht folgt einer cos?3-
Abhéngigkeit.

In der Praxis ist die Unterscheidbarkeit der einzelnen Parameter 3, 1o und w4,
oft nicht so eindeutig wie in Abbildung 6.2, da natiirlich alle intermedidren Falle
denkbar sind. Bei der Auswertung miissen deshalb immer beide Polarisations-
richtungen gleichzeitig in einer globalen Anpassung berticksichtigt werden. Die
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6 Elektrische Felder und Dipolmomente - Stark-Effekt

Zuverlassigkeit der Ergebnisse ist dann um so hoher, je mehr sich parallele von
senkrechten Spektren unterscheiden. Auf Einzelheiten der Fitroutine wurde be-
reits im technischen Abschnitt (Kapitel 3) eingegangen.

6.2 Tyrosin

OD

099 L

at 35090 cm”

| . | . | 099 |
B 2 ' B

Abbildung 6.3: Spektrale Locher im Tyrosin in Wasser-Glycerin unter Einfluf$ eines Stark-
Feldes von bis zu 27 kV /cm. Die global angepafiten Fitfunktionen sind ebenfalls eingezeichnet.
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6.2 Tyrosin

Die einfachste aromatische Aminosdure Phenylalanin, zdhlt neben den aliphati-
schen Gruppen Valin, Leucin und Isoleucin zu den hydrophobsten Aminoséur-
en tiberhaupt. Auch Tyrosin hat sich einen gewissen hydrophoben Charakter
bewahrt, wobei der polare Substituent am Phenolring dem entgegenwirkt. Bei
hoéherem pH und auch als Folge photoinduzierter Prozesse ionisiert Tyrosin
zum Tyrosinat.

Die Voraussetzung um eine Aufspaltung spektraler Locher in einem Stark-
Experiment zu beobachten, ist immer eine nichtsymmetrische Ladungsvertei-
lung des Farbstoffmolekiils bezogen auf ein molekulares Inversionszentrum.
Eine solche kann entweder extern, durch eine stark heterogene elektrostatische
Umgebung (z. B. Proteinumgebung) induziert sein, oder sie ist bereits eine in-
trinsische Eigenschaft des Chromophors, wenn dieser ein permanentes Dipol-
moment besitzt.

Abbildung 6.3 verdeutlicht, das Letzteres im Fall von Tyrosin zutrifft. Die Tat-
sache, dafs eine Aufspaltung immer in der senkrechten Anregungsgeometrie
beobachtet wurde, ldsst zudem Riickschliisse auf den Winkel 3 zwischen Afi,
und [i; zu. In diesem Fall erwartet man fiir 3 einen Wert grofer als 55°, wobei
die Deutlichkeit der Aufspaltung einen Winkel nédher bei 90° vermuten lésst.
Die simultane numerische Anpassung der parallelen und senkrechten Spektren
liefert fiir jeden Wert von AE s die Groflen Afi;,; und Afiy, sowie den Winkel 3
(Kapitel 3.4).

Die Ergebnisse der Auswertung fiir pH-abhédngige Starkspektren beim Tyro-
sin sind in Tabelle 1 zusammengefafst. Danach mifit man bei einer Temperatur
von 2 Kelvin eine molekulare Dipolmomentdifferenz Afiy von 1.17 D, betrach-
tet man den Mittelwert aus den insgesamt 8 eigenen Messungen. Das induzierte
Moment Afi;,,; zeigt bei steigendem pH einen Trend zu niedrigeren Werten, wo-
bei im Bereich des ersten pk-Werts von Tyrosin zwischen 2.2 und 2.4 die deut-
lichsten Schwankungen auftreten. Dieser generelle Trend zeigte sich, wie aus
der Tabelle ebenfalls zu enthehmen, auch bei einer bereits zu einem friitheren
Zeitpunkt unabhédngig am Lehrstuhl durchgefiihrten Messreihe [55].

Die elektronischen Eigenschaften von Tyrosin werden wesentlich durch die po-
lare OH-Gruppe am aromatischen Ring beeinfluf$t, da sie als potentieller Part-
ner fiir molekulare Wechselwirkungen wie Wasserstoftbriicken zur Verfiigung
steht. Die chemischen Figenschaften der meisten Wasserstoffbriicken werden
von elektrostatischen Termen dominiert, sind also {iberwiegend ionischer Na-
tur [126, 127]. Diesem Bild komplementdr ist auch die Betrachtung einer sol-
chen Bindung als beginennde Protonentransferreaktion, wobei die Dipolstarke
als Funktion der O-H-Streckung aufgetragen werden kann [61].
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6 Elektrische Felder und Dipolmomente - Stark-Effekt

pH-Werte und Dipolmomente

pH | (f - Auo)/Debye | (f - Apina)/Debye | B/°
1.6 1.23 +0.02 079 £006 |75
1.6* | 1.00 =+ 0.00 0.88 + 0.01 75
1.8 1.15 4 0.02 087 £005 |75
2.0 1.13 + 0.03 0734003 |75
2.1 1.25 + 0.02 091+004 |75
2.2 1.25 + 0.02 046 +0.04 |75
2.4 1.03 4 0.02 1154003 |75
2.7 1.11 4 0.00 059 +002 |75
3.0 1.21 + 0.02 057 +£0.02 |75
35%|  1.02+0.01 026+0.04 |70
37| 097+ 0.05 027 £005 |65
55% | 0.97 4 0.05 0.27 +0.11 65

Tabelle 6.1: Induzierte und molekulare Dipolmomente fiir Tyrosin, gemessen bei unterschiedli-
chen pH-Werten und einer festen Wellenlinge von 35090cm ~1. Die mit (*) gekennzeichneten
Positionen stammen aus Ref. [55]. Alle pH-Werte wurden bei Raumtemperatur bestimmt. Der
pk-Wert der Carboxylgruppe von Tyrosin liegt bei etwa 2.2.

Ublicherweise wird hierbei die ,wasserstoffnahe” Gruppe als Donor bezeichnet.
Sie trdgt im Gegensatz zum ,negativen” Protonenakzeptor eine positive Partial-
ladung.

Folgende Uberlegung kann nun zur Erdrterung des pH-Effekts beim Tyrosin
herangezogen werden: Ein zunehmend basisches Losungsmittel macht eine Fun-
ktion des hydroxylischen Phenols als Donorgruppe zunehmend wahrscheinli-
cher. Mit anderen Worten verschiebt sich die Wasserstoffreaktionskoordinate in
Richtung des Losungsmittelmolekiils. Daraus resultiert ein elektronisches La-
dungsdefizit am Sauerstoffatom des Phenolrings und damit eine Abfliefien von
negativer Ladung aus dem Ring, hin zum Sauerstoffatom. Die veringerte aro-
matische Ladungsdichte verursacht die beobachtete Abnahme der Polarisier-
barkeit.
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6.3 Insulin
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Abbildung 6.4: Spektrale Locher im Insulin unter Einfluf$ eines Stark-Feldes von bis zu 27
kV/cm. Im oberen Teil ist die Aufspaltung A und Verbreiterung o der Spektren gezeigt. Die
lineare Abhiingigkeit beider Parameter von der Feldstirke ist fiir sechs unterschiedliche Wel-
lenlingen im unteren Teil der Abbildung aufgetragen.

6.3 Insulin

Die Ergebnisse der wellenlingenabhédngigen Starkeffekt-Messungen beim
Insulin sind in Abbildung 6.4 und 6.5 zusammengefafit. Genau wie bei freiem
Tyrosin beobachtet man auch hier eine deutliche Aufspaltung der spektralen
Locher bei senkrechter Anregung, mit einem Winkel 3 von etwa 75°. Die Linea-
ritdt der Aufspaltung und Verbreiterung beziiglich der elektrischen Feldstarke
ist fiir die gemessenen Frequenzen gut erfiillt und zeigt auflerdem einen Farb-
effekt fiir das induzierte Dipolmoment, mit einem generellen Trend zu hoherer
Polarisierbarkeit im roten Frequenzbereich (Abb. 6.5).
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Abbildung 6.5: Frequenzabhingiger Trend des molekularen Stark-Effekts beim Insulin. Insbe-
sondere das induzierte Dipolmoment zeigt eine frequenzabhiingige Verinderung mit einer Stufe
bei etwa 35000cm !

Allerdings ist dieser Trend nicht durchgehend linear, sondern verdndert sich bei
etwa 35000cm ! auf einen niedrigeren Wert und steigt dann wieder leicht an.
Das fiir die Aufspaltung verantwortliche elektronische Dipolmoment Apg zeigt
einen wesentlich konstanteren Verlauf und lediglich der Wert knapp unter
35000cm ! weicht etwas ab. Insgesamt zeigt aber auch die Aufspaltung einen
leichten Trend zu grofieren Werten fiir rote Wellenldngen.

Eine Farbabhéngigkeit von Ay wurde bereits frither beobachtet und kann mit
einer unterschiedlich starken Kopplung zwischen Probe und Losungsmittel er-
klart werden [128]. So ist wahrscheinlich, daf$ die Starke der molekularen Was-
serstoffbriicken nicht konstant tiber die inhomogene Bande verteilt ist. Der hier
gemessene Effekt auf App mit einer maximalen Differenz von knapp 0.3 D, ist
allerdings gering im Vergleich zu dem auf Ap;,,;, der immerhin eine Differenz
von 1 D besitzt.

Interessant ist ein direkter Vergleich dieser Daten mit dem Druck-Effekt am
Insulin (Abb. 4.3). Die in Abbildung 6.4 beobachtete Stufe fillt recht genau mit
dem Bereich in Abbildung 4.3 zusammen, der als Ubergangsregion interpre-
tiert wurde. Dies deutet darauf hin, daf die unterschiedlichen Tyrosinspezies
im blauen und roten Bereich der inhomogenen Bande, auch anhand ihrer elek-
trostatischen Eigenschaften unterschieden werden konnen.
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6.4 Ribonuclease und Vasopressin

6.4 Ribonuclease und Vasopressin

| . | . | 096 | . | . |

RNase: Vasopressin

AMem® fAp/D  fAp,/D AMem® fAp/D  fAp./D
34928 1.10 +/- 0.01 0.83 +/- 0.03 35242 1.13 +/- 0.02 0.65 +/-0.04
34916 1.41 +/- 0.06 1.03 +/- 0.09 35137 0.87 +/-0.07 1.10 +/- 0.09
34835 1.08 +/- 0.01 0.56 +/-0.01 35051 1.00 +/- 0.50 0.59 +/-0.27

34819 0.83 +/-0.05

34722 1.27 +/-0.02 0.75 +/-0.04

Abbildung 6.6: Stark-Effekt an RNase A und Vasopressin. Die Werte fiir Apg
und Ap;y,, fir die gemessenen Wellenldngen sind aufgelistet.

Auch die Spektren von RNase und Vasopressin zeigen die deutlich Aufspaltung
unter senkrechter Anregung. Der ermittelte Winkel 3 des Ubergangsdipolmo-
ments liegt auch hier zwischen 70 und 80°. Die fiir einige Wellenldngen gemes-
senen Parameter sind in Abbildung 6.6 fiir beide Proben ebenfalls aufgelistet.
Diese sollen nun in einer abschliefenden Diskussion im Zusammenhang mit
den iibrigen Messungen diskutiert werden.
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6 Elektrische Felder und Dipolmomente - Stark-Effekt

6.5 Zusammenfassung der Stark-Effekte und
SchluB3folgerung

Die qualitativ besten, das heifit rauscharmsten Spektren fiir senkrechte und par-
allele Locher, stammen aus den Messungen an freiem Tyrosin (Abb. 6.3). Aller-
dings konnten auch alle anderen Daten zuverldssig ausgewertet werden, das
zeigen die fiir alle Beispiele eingefiigten Fitfunktionen, sowie die Auswertung
der linearen Verdnderung der beiden Parameter Afip und Afi;,; als Funktion
von AEg.

Die in allen Féllen beobachtete recht deutliche Aufspaltung, weist auf eine stark
orthogonale Komponente von Afiy beziiglich fi; hin. Die fiir 3 gefundenen Wer-
te bestdtigen dies.

In Kapitel 3 wurde bereits auf einige Schwierigkeiten der globalen Auswertung
und Anpassung verschiedener Grofien beim Starkeffekt hingewiesen. In den
meisten Féllen zeigte die verwendete Fitroutine eine hohe Toleranz bei Fixie-
rung des Werts fiir 3 in einem Bereich von etwa 65 bis 85°. Ein mdoglicher ori-
entierender Effekt der Peptidumgebung auf diesen Parameter in der Grofien-
ordnung von 20°, bleibt aus diesem Grund schwer auflosbar, schliefit aber weit
grofiere Einfliisse aus. Ein solcher Einfluf3 der Proteinmatrix zeigt sich insbeson-
dere bei Stark-Experimenten mit Chromophoren, die nicht tiber ein permanen-
tes Dipolmoment verfiigen.

Nahezu inversionsymmetrische Farbstoffe wie Porphyrine zeigten im Protein
Myoglobin eine deutliche Aufspaltung, wiahrend in reinen Glasmatrizen ledig-
lich eine Verbreiterung beobachtet wurde [129]. Eine solche proteininduzier-
te elektrostatische Symmetriebrechung konnte auch fiir die Himgruppe der
Meerrettichperoxidase [130] und substratgebundenes Human Serum Albumin
(HSA) [46] gefunden werden 2. Die Deutlichkeit der Aufspaltung war jedoch
insbesondere beim HSA-Substrat-Komplex weit weniger ausgepragt, was auf
eine recht , offene” Position der Bindungsstelle hindeutete. Dies wird auch durch
Rontgenstrukturen weitgehend bestitigt.

Tyrosin mag aufgrund der fehlenden Inversionsymmetrie weniger geeignet auf
interne Matrixfelder mit einer signifikanten Anderung der spektralen Aufspal-
tung zu reagieren, da solche Effekte zwangslaufig mit dem molekularen Dipol-
moment zur Uberlagerung kommen und deshalb schwer trennbar sind.
Betrachtet man die Spektren genau, so lassen sich allerdings doch gewisse Un-
terschiede im Grad der Aufspaltung ausmachen (z.B. Abb. 6.3, 6.6), was generell
zu einer Variation der Werte fiir Ay fiihrt.

2In diesem Fall war das Substrat der Farbstoff Hypercin.
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6.5 Zusammentfassung der Stark-Effekte und SchlufSfolgerung

Insgesamt ergeben die Auswertungen fiir Tyrosin einen Wert fiir f - Auy von
etwa 1 - 1.2 D. Die induzierten Dipole zeigen bei den pH-abhidngigen Messun-
gen einen sichtbaren Trend zu kleineren Werten und bestatigen damit gleichzei-
tig dltere Messdaten an diesem System.

Der polare Substituent der Phenolgruppe sorgt fiir eine etwa fiinfmal so starke
Polarisierbarkeit von Tyrosin verglichen mit der von Phenylalanin, wo nur ein
geringer, wenn auch messbarer pH-Einflufs festgestellt wurde [55].
Erwihnenswert ist, daf8 die beobachtete Anderung von Ap;,; um 0.2 - 0.3 Deby-
eeinheiten im pH Bereich zwischen 2.2 und 2.4 stattfindet. Dies entspricht dem
pK-Wert der Carboxylgruppe von Tyrosin, also dem Ubergang zur ionisierten
—COO™-Form. Obwohl die absoluten Anderungen gering sind, geben die gute
Qualitdt der gemessenen und gefitteten Spektren Vertrauen in die gefundenen
Werte. Ein optisches Lochbrenn-Experiment erlaubt demnach die direkte Mes-
sung einer relativen Verdnderung der Polarisierbarkeit o in Abhdngigkeit von
der Protonenstidrke des Losungsmittels.

Im Prinzip kann bei Kenntnis der Stirke des lokalen Matrix-oder Pocketfelds
Ep, der absolute Wert von a bestimmt werden. Aus bereits genannten Griinden
mogen dazu Proben mit einem verschwindenden festen Dipolmoment geeig-
neter sein. Allerdings ist damit auch die Anwendung im UV eingeschriankt. So
sind beispielsweise Proteine, die nur Phenylalanin als aromatische Aminosdure
besitzen, dufderst rar.

Wihrend beim Vasopressin und der Ribonuclease die bislang gemessenen Stark-
Effekte noch keine spezifische Aussage zur Situation in der Probe zulassen,
zeigt Insulin eine frequenzabhéngige Verdnderung des induzierten Dipol-
moments (Abb. 6.4, 6.5). Der gemessene Effekt lasst Riickschliisse auf eine diffe-
renzierte lokale elektrostatische Umgebung der Tyrosine zu und unterstiitzt in
gewissem Mafe die Druck-Effekte beim Insulin. Der als Ubergangsbereich in-
terpretierte Abschnitt liegt in beiden Fillen in der Region von etwa 35000 cm !
(Abb. 6.5, 4.3) und trennt eine ,rote”von einer ,blauen”Tyrosinspezies.

Wie lassen sich die Daten nun beziiglich existierender Literatur einordnen?
Interessant mag zunédchst eine Abschédtzung der beteiligten Gréflenordnungen
sein. Ein moglicher Betrachtungsstandpunkt eines Proteins, ist der einer Grup-
pe polarisierbarer Dipole, die sich vektoriell zu einem Gesamtdipolmoment
addieren lassen. Takashima berechnete auf Grundlage von Rontgen- und NMR-
Strukturen die Dipolmomente fiir insgesamt sieben globulédre Proteine [131].
Die ermittelten Werte reichen von 121 bis 785 D, wobei sich im Einzelfall nicht
unerhebliche Abweichungen der Ergebnisse ergaben, jenachdem ob die Kristall-
oder die Losungsstruktur als Grundlage verwendet wurde. Fiir Myoglobin und
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6 Elektrische Felder und Dipolmomente - Stark-Effekt

RNase A ergaben sich anhand der Rontgenstrukturen Werte von 199 und 361
Debye respektive. In allen untersuchten Proteinen war der Anteil des sogenann-
ten ,core-Dipols”, definiert als Summenanteil aller Peptidgruppen-Momente,
sehr gering verglichen mit dem Anteil der geladenen Oberfldchendipole.

Der Grund fiir diesen geringen Beitrag ist die statistische Verteilung der Peptid-
dipole im Innern globulédrer Proteine, sowie das Fehlen von Strukturen ausrei-
chender Persistenzlange. Zum Vergleich: In langen eindimensionalen Helices
aus Polyaminosduren addieren sich die Beitrdge der einzelnen Peptidbindun-
gen (3.4 D) hadufig zu Werten von einigen tausend Debye.

Fiir Tyrosin wurde ein Wert von etwa 5 D fiir das permanente Dipolmoment
sowie eine elektronische Polarisierbarkeit & von 16A3 ermittelt [132, 133].
Sherman und Rubinstein [134] haben auf die dielektrische Heterogenitat elek-
trochemischer Grenzflachensysteme insbesondere von Protein-Losungsmittel-
Oberfldchen hingewiesen, sowie auf die Tatsache, dafs Proteine nicht pauschal
als Medien geringer Dielektrizitdtskonstante e behandelt werden kénnen. Fiir
die etwa 5A breite Hydrationshiille geben sie einen Wert fiir € von 6 an. Damit
unterscheidet sich dieser erheblich vom Wert von fast 80 fiir , freies” Wasser und
zeigt erneut die besonderen Eigenschaften dieser biologischen Oberflédche.

Insgesamt zeigen die gemessenen Stark-Effekte, dafs Veranderungen des Losungs-
mittels und die individuelle Proteinumgebung, die elektronischen Eigenschaf-
ten von Tyrosin empfindlich beeinflussen. Es sind dies lokale Effekte begrenz-
ter Reichweite und die absoluten Anderungen sind gering, was gleichzeitig das
Potential der Methode aufzeigt. Bis zu diesem Zeitpunkt stehen die Experimen-
te noch fiir sich. Allerdings ist ein Vergleich mit theoretischen Daten in naher
Zukunft sicher wiinschenswert.
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Zusammenfassung

Nachdem bekannt war, daf$ sich zwei der insgesamt drei aromatischen Ami-
nosduren (Phenylalanin und Tyrosin) fiir Lochbrennexperimente einsetzten las-
sen [40, 41], lag auch die Idee nahe sie als spektrales ,Label”an Proteinen zu
verwenden. Das dies tatsdchlich moglich ist zeigten schliefilich erstmals Mes-
sungen an BPTI 3 [42]. Uberaschenderweise zeigte sich dort jedoch nicht das,
was man aufgrund der vier Tyrosine im Protein vielleicht erwartet hétte:

Eine spektrale Trennung unterschiedlicher Chromophore aufgrund unterschied-
licher Losungsmittelverschiebungen im Molekiil.

Eine solche konnte erstmals im Insulin beobachtet werden, dem zweiten Pro-
tein an dem die UV-Lochbrennspektroskopie eingesetzt wurde [56]. Dort lassen
sich speziell beim Druck-Effekt zwei Bereiche unterscheiden, die nur sinnvoll
mit dem Signal verschiedener Tyrosine im Protein erkldrt werden kénnen. Die
daraus abgeleiteten Werte fiir die Kompressibilitdten « dieser Positionen unter-
scheiden sich etwa um den Faktor 1.6. Die aus den MD-Rechnungen hervor-
gegangenen Losungsmittelverteilungen, sowie die auch dort gefundenen ver-
schiedenen lokalen Werte fiir k um die Tyrosine im Insulinmolekiil, geben den
Experimenten eine theoretische Untermauerung.

Die Ribonuclease A ist etwa zweieinhalbfach so grofs wie Insulin und besitzt
insgesamt sechs Tyrosine. Noch weitaus deutlicher als bei dem Hormonpro-
tein mit vier Chromomphoren, zeigt sich hier im Druck-Effekt eine Uberlage—
rung der aromatischen Absorptionen. Gleichzeitig scheinen die Beitrdge der
einzelnen Tyrosine klarer voneinander unterscheidbar zu sein, was auf eine dif-
ferenziertere Matrixumgebung der lokalen Positionen in diesem Fall hindeu-
tet. Der iiber einem Bereich von mehr als 900 cm~! bestimmte Verlauf beim
Druck-Effekt zeigt fiir die duflerst blauen Spektren eine Frequenzverschiebung
zu hoheren Wellenzahlen. Hier hat bei 35230 cm ~! ein Vorzeichenwechsel statt-
gefunden. Diese spektrale Position markiert die Vakuumabsorption eines Chro-
mophors oder einer Gruppe von Chromophoren, bei der die verschiedenarti-
gen Wechselwirkungen sich gegenseitig kompensieren und keine Losungsmit-
telverschiebung mehr zu erkennen ist.

3Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitor
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Zusammenfassung

Die Entfaltungen der Proteine Insulin und RNase mit Harnstoff und Guanidin-
hydrochlorid, fithrten immer zu einer veringerten Kompressibilitat, die mit der
zu erwartenden offeneren Struktur der Polypeptidkette sinnvoll erklart werden
kann. Die Unterscheidbarkeit einzelner Aminosduren im Experiment ist dann
nicht mehr gegeben.

Tyrosin besitzt als polares Molekiil ein nichtverschwindendes permanentes
Dipolmoment und zeigt im Stark-Effekt auch eine deutliche Aufspaltung der
spektralen Locher im Insulin, RNase, Vasopressin und als freier Chromophor
in Wasser-Glycerin. Der frequenzabhédngig Verlauf im Insulin ldsst zumindest
einen Trend erkennen, der die beim Druck-Effekt gemachten Aussagen erganzt.
Fiir den freien Chromophor, das Tyrosin, deutet der Stark-Effekt auf eine schwa-
che pH-Abhéangigkeit hin.

Insgesamt lassen die Versuche zu den elektrostatischen Eigenschaften keine ein-
heitliche Schlufifolgerung zu, bis auf vielleicht folgende: Tyrosin reagiert selbst-
verstandlich auf lokale elektrische Felder mit einer Verdnderung seiner Pola-
risierbarkeit, jedoch tiberlagern diese Effekte immer stark mit dem molekiilei-
genen Dipolmoment. Fiir solche Experimente, die einen direkten Matrixeinfluf3
auf die elektronische Struktur des Molekiils untersuchen, wéare Phenylalanin als
nahezu inversionssymmetrische Sonde wohl weitaus besser geeignet.

Abschliefiend mag noch ein Ausblick stehen. Insbesondere fiir Druck-Effekt Ex-
perimente konnten verschiedene Proteine in Frage kommen. Calmodulin bei-
spielsweise, ein Calcium-bindendes Protein mit zwei Tyrosinen, reagiert auf
Substratbindung mit groffraumigen Verdnderungen seiner Form. Es konnte da-
mit ein moglicher Kandidat fiir Versuche sein, in denen man physiologische
Konformationsverdnderungen fiir einzelne Positionen im Protein betrachtet.
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Wichtige Abkiirzungen

m*

< gigygﬂ:l DXL 2
u

A
SRR
jun)

*

Laserfeld

Pocket- oder Matrixfeld
Starkfeld

Lorentz Korrekturfaktor
Guanidinhydrochlorid
Mercaptoethanol
Losungsmittelverschiebung
Druckverschiebung

Winkel zwischen fi; und
Homogene Linienbreite
Quasihomogene Lochbreite
Starkaufspaltung
Dipolmoment

Molekulares Dipolmoment
Induziertes Dipolmoment
Ubergangsdipolmoment
Frequenz

Winkel zwischen fiy bzw. fi;,; und E}

Kompressibilitait
Starkverbreiterung
Druckverbreiterung
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