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Vorwort

Das vorliegende Buch will eine Einleitung und eine Ubersicht iiber grundlegende
Phénomene und Techniken der Biophysik auf molekularer und zelluldrer Ebene
geben. Es ist als einfiihrendes Werk fiir Studenten der Biologie, der Chemie und
verwandter Fiacher wie Molekularer Biotechnologie und Life Sciences gedacht.
Dem biologisch interessierten Physiker konnte es ebenfalls zur Orientierung in der
biologischen Welt dienen. Aus dem breiten Spektrum der biophysikalischen Phé-
nomene wurden von mir diejenigen ausgewdhlt, die zur Zeit auch auf biophysika-
lischen Kongressen und Tagungen diskutiert werden. Natiirlich ist dies eine sub-
jektive und keine vollstindige Beschreibung der Biophysik, die durch ihre
interdisziplindre Stellung zwischen Chemie, Biologie und Physik eine ungeheure
Themenvielfalt besitzt. Dieses Buch soll vielmehr dem Leser dazu dienen, sich
besser in der Fiille der biophysikalischen Probleme zurechtzufinden.

Zu diesem Buch haben viele Kollegen und Kolleginnen sowie Studenten der
Molekularen Biotechnologie beigetragen. Das vorliegende Werk basiert auf dem
Lehrmodul Biophysik, das vom Autor seit dem Wintersemester 2002/03 in Form
von 2 zweistiindigen Vorlesungen Biophysik I und II sowie einem ergdnzenden
Praktikum an der Universitét zu Liibeck konzipiert wurde.

In der Anfangsphase dieses Buches und wihrend der Vorlesung war Herr Dr.
Meyer-Klaucke (EMBL-Hamburg) wesentlich an der Konzeption beteiligt, auch
das Kapitel iiber Rontgenabsorptionsspektroskopie wurde in wesentlichen Teilen
von ihm verfasst, und ich mochte ihm dafiir herzlich danken. Herr Prof. Dr.
Trautwein, Lehrstuhlinhaber am Institut fiir Physik und zur Zeit Rektor der Uni-
versitit zu Liibeck, hat mir volle Unterstiitzung und wertvolle Hinweise bei der
Fertigstellung des Manuskriptes gegeben. Frau Prof. Walker (Department of
Chemistry, University of Arizona), Frau Priv.-Doz. Dr. Jung (MDC Berlin) und
den Herren Priv.-Doz. Dr. Paulsen (Institut fiir Physik) und Priv.-Doz. Dr.
Schmidt (Institut fiir Biochemie der Universitdt zu Liibeck) danke ich fiir ihre
wertvollen Hinweise und ihre Miihe beim Lesen meiner Entwiirfe. Frau Lasch-
Petersmann, Frau Werner und Frau Wolf vom Springer-Verlag gilt mein Dank fiir
ihre vielen Hilfestellungen bei der Fertigstellung dieses Buches. Weiterhin danke
ich meinen Liebsten fiir ihre Sorge und ihr Verstindnis. Ohne ihre Unterstiitzung
wire dieses Buch nicht fertig geworden.
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1 Einfihrung: Physikalische Konzepte in der
Biologie

Ein Ziel der modernen Physik ist es, die vorhandenen Strukturen im Universum zu
verstehen. Wie ist die Welt aufgebaut? Gibt es allgemeingiiltige Regeln, wie Ma-
terie und Strahlung sich verhalten? Lassen sich Vorgidnge vorhersagen, wenn man
die Ausgangssituation genau kennt?

Diese Fragen lassen sich ohne weiteres auf die moderne Biologie {ibertragen.
Wie sind die Molekiile des Lebens aufgebaut? Was verursacht die komplexe
Struktur von biologischen Makromolekiilen und supramolekularen Komplexen?
Warum miissen Zellen ihren Stoffwechsel aufrechterhalten? Warum kénnen kom-
plizierte Reaktionen bei physiologischen Temperaturen ablaufen? Wie funktionie-
ren Transportprozesse in der Natur? Welche Rolle spielen Spurenelemente in den
Zellen?

All diese Fragen sind von grundsétzlicher Natur. Wir kénnen mit Hilfe von
biophysikalischen Modellen und Experimenten versuchen sie zu beantworten.
Diese Strategie wirft allerdings wieder neue Fragen auf: Wie kénnen wir struktu-
relle Eigenschaften von Zellen und Biomolekiilen experimentell und theoretisch
bestimmen? Mit welchen theoretischen Modellen kdénnen wir das Verhalten von
Biomolekiilen verstehen oder sogar vorhersagen?

Der Reiz der biophysikalischen Forschung liegt darin, dass diese Fragen auch
heute hochaktuell sind. In diesem Buch wollen wir eine Einfithrung in biophysi-
kalische Konzepte bieten, die einen groflen Beitrag zum Versténdnis von biologi-
schen Vorgéngen leisten. Nelson und Cox (2001) fithren im Biochemie-Lehrbuch
»Lehninger” die ,,Physikalischen Wurzeln der Biochemischen Welt“ auf, und die-
ses Buch will ein tieferes Verstiindnis fiir die physikalischen Hintergriinde dieser
Wurzeln legen.

Eine Zelle ist ein hochkompliziertes Molekiilsystem, das sich selbst organisiert,
anpasst und aufrechterhilt. Der Aufbau von Zellmembranen wird in Kap. 2 ange-
sprochen, in dem sich auch ein Kapitel {iber die zur Ausbildung von makromole-
kularen Strukturen nétigen Wechselwirkungen befindet. Es sind neben den starken
kovalenten Bindungen zahlreiche schwache (nicht-kovalente) Wechselwirkungen,
die zusammenwirken, die dreidimensionale Strukturen molekularer und supramo-
lekularer Komplexe stabilisieren und so gleichzeitig geniigend Flexibilitat fur
biologische Aktivitit ermdglichen. Eine Zelle repliziert sich iiber viele Generatio-
nen hinweg, indem sie ein System nutzt, das linear angeordnete Informationen
enthilt und sich selbst reparieren kann. Die genetische Information, die in den
Nucleotidseqenzen der DNA und RNA codiert ist, bestimmt die Aminosdurese-
quenz und damit die dreidimensionale Struktur und Funktion jedes einzelnen Pro-
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teins. In diesem Buch soll auf die Beschreibung von DNA und RNA-
Mechanismen allerdings verzichtet werden, da sich dieses Gebiet stark mit bio-
chemischen und gentechnischen Konzepten iiberschneidet.

Das Kap. 3 enthilt die thermodynamischen Grundlagen der Bioenergetik, denn
in der Zelle werden Energie und zwar genauer Freie Enthalpie und einfache Mole-
kiile benttigt, die aus der Umgebung, dem Lebensraum, aufgenommen werden.
Die Energie wird dazu benutzt, in der Zelle ein dynamisches Flie3gleichgewicht
zu erhalten, das vom Gleichgewicht mit der Umgebung weit entfernt ist. Gleich-
gewicht mit der Umgebung stellt sich erst mit dem Zelltod ein. Die vielen chemi-
schen Reaktionen in der Zelle werden durch Katalysatoren, die Enzyme, die in der
Zelle gebildet werden, erleichtert. Damit ist eine optimale Ausnutzung von Ener-
gie und Material gewihrleistet. Die Grundlage von enzymatischen Prozessen und,
wie man sie verfolgen kann, wird ebenfalls in Kap. 3 aufgezeigt.

Das folgende Kap. 4 fiihrt in die klassischen mechanischen und quantenphysi-
kalischen Konzepte ein, die Eingang in die biophysikalische Forschung gefunden
haben. Die theoretische Simulation der Dynamik von Proteinen erfolgt nach den
klassischen Gesetzen der Mechanik. Quantenmechanische Konzepte spielen zum
Verstdndnis des Elektronentransfers tiber groe Entfernungen von bis zu 1,5 nm
eine Rolle. Nicht zuletzt ist quantenmechanisches Grundwissen eine Vorausset-
zung fiir das Verstidndnis von spektroskopischen Methoden zur Charakterisierung
von Biomolekiilen und wird deshalb auch in Kap. 4 behandelt.

Woher stammt unser Wissen iiber die molekulare Struktur von Biomolekiilen?
Welche Methoden werden zur Strukturermittlung benutzt? Dieses und, wie Infor-
mationen tber die Rolle von Metallen in der Biologie gewonnen werden, soll in
Kap. 5 erwihnt werden.

Kapitel 6 gibt einen Einblick iiber die Anwendung von kernphysikalischen
Methoden in der Biologie. Hierzu zihlt die Isotopenmarkierung von Biomolekiilen
zur Aufkldrung von biochemischen Reaktionen, aber auch die Anwendung von
kernphysikalischen Spektroskopiemethoden. Als Beispiel werden hierzu einige
biologische Anwendungen der M&Bbauer-Spektroskopie erldutert.

In Kap. 7 wird am Beispiel der Photosyntheseforschung gezeigt, wie biophysi-
kalische Forschung funktioniert. Hier zeigt sich besonders schon das Zusammen-
spiel zwischen spektroskopischen Methoden von der zeitaufgelosten optischen
Spektroskopie zur Bestimmung der Elektronentransferraten bei der Ladungstren-
nung nach dem Lichteinfang, iiber die Strukturaufklirung des Metallzentrums, das
die Wasserspaltung bewirkt, bis hin zur Strukturaufkldrung des gesamten Photosy-
stem II mit Hilfe von Elektronenmikroskopie und Proteinkristallographie.

Gerade die Kombination von biophysikalischen Grundlagen und biophysikali-
schen Techniken soll dem Leser einen Einblick in dieses faszinierende For-
schungsgebiet geben. Dieses Buch gibt einen Uberblick iiber physikalische Prinzi-
pien in der Biologie und wo mdglich auch Einblick in aktuelle biophysikalische
Forschung. Zur weiteren Orientierung ist diesem Kapitel eine Literaturliste mit
Werken biophysikalischen Inhalts sowie eine Auswahl von Web-Adressen ange-
fligt. Der Autor hofft, dass der Leser nach der Lektiire dieses Buches motiviert ist,
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sich in die ihn niher interessierenden Gebiete anhand der am Ende der Kapitel an-
gegebenen Literaturhinweise einzuarbeiten.
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2 Aufbau von zelluldren Strukturen: Biomolekiile,
Wechselwirkungen und molekulare Prozesse

2.1 Lipidmolekiile sind die Hauptbestandteile von
Zellmembranen

Zellmembranen haben nicht nur die Aufgabe, Proteinlsungen in der Zelle zu se-
parieren und einzuschlieflen, sondern dienen auch selbst als Sitz von Membran-
proteinen. Das wohl bekannteste Beispiel sind die Membrankomplexe der Photo-
syntheseprozesse und der Atmungskette.

Ein Strukturmodell von Zellmembranen wurde erstmalig von Gortner und
Grendel 1925 vorgeschlagen. Das in Abb. 2.1 gezeigte Modell umfasst eine Li-
piddoppelschicht (oder engl. bilayer), wobei die polaren Kopfgruppen der Li-
pide (Fettsduren) auf der Oberfliche der Membranen zu finden sind. Dieses Mo-
dell wurde dann 1937 von Danielli und Davson erweitert. Inzwischen hatte man
Membranproteine gefunden und Danielli und Davson nahmen an, dass diese Pro-
teine auf der Membranoberfldche verankert sind.

]

P‘(‘

"

.‘H

Abb. 2.1 a-c. Das 1925 vorgeschlagene Struk-
turmodell von Zellmembranen nach Gortner
und Grendel (a). Danielli und Davson postulie-
ren an der Membranoberfldche fixierte Mem-

c
' branproteine (b). Das ,,fliissige Mosaik*-
‘ “T ‘ m] m Modell von Singer und Nicholson enthélt auch
MMM ' Membranproteine, die die Membran durchset-
MU
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Die Fortschritte in den Priparationstechniken fiir die Elektronenmikroskopie
flihrten in den 70er Jahren zur Aufkldrung der Struktur von Membranen: Singer
und Nicholson schlugen 1972 das ,,fliissige Mosaik“-Modell vor. Hoch bewegli-
che Lipidmolekiile sind in Doppelschichten angeordnet, die Proteine enthalten,
wobei diese teilweise in der Doppelschicht eingelagert sind oder sie sogar durch-
setzen. Viele Membranproteine sind auBerdem in der Lage, Translationen oder
Rotationen in dem quasi-fliissigen Lipid-See auszufithren (Fisher u. Stockenius
1978). Die in Kap. 4.8 ndher erlduterten Elektronenspinresonanz-(ESR-)Exp-
erimente an Spin-markierten Lipidmolekiilen ergeben mittlere Translationsge-
schwindigkeiten im Bereich von ca. 3000 nms™' (Sackmann 1978). Membranpro-
teine bewegen sich ebenfalls, allerdings mit einer um eine Zehnerpotenz niedrige-
ren Geschwindigkeit, was durch optische Spektroskopie mit Hilfe von
fluoreszierenden Membranproteinen ermittelt wurde. Membrane sind also hoch
dynamische komplexe Einheiten.

2.1.1 Klassifizierung von Lipiden

Die Abb. 2.2 zeigt eine schematische Darstellung zweier Phospholipidmolekiile
und deren charakteristische GroBen: /. ist die Linge des hydrophoben Li-
pidschwanzes, ¥ ist das Volumen des Zylinders, der von den Fettsdureketten des
Lipidschwanzes im Mittel eingenommen wird, und a, ist die grofte Querschnitts-
flsche der hydrophilen Lipidkopfgruppe.

Um die strukturellen Eigenschaften von Lipiden zu klassifizieren, fithrt man
den Packungsparameter

p=- Q.1

aOIc

ein. Ein Lipid mit nur einer Fettsdurekette und groBer Kopfgruppenfliache, ein Ly-
solipid, besitzt P;<1/3, und die Fettsdureketten nehmen ein kegelformiges Volu-
men ein. Fir ein doppelkettiges Lipid wie Phosphatidylethanolamin nehmen die
Fettsdureketten ein kegelformiges Volumen ein und es gilt P;=/. Je nach Zahl und
Linge der Fettsdureketten sind Lipide in der Lage, viele verschiedene Membran-
strukturen durch Selbstorganisation zu bilden. Besitzt z.B. ein Lipid nur eine
Fettsdurekette wie das Lysolipid, so konnen sich in wissriger Losung Mizellen
mit einem inneren Radius r=/, ausbilden. Solche Molekiile kénnen wasserunlosli-
che Substanzen mit ihren hydrophoben Kohlenstoffketten umschliefen. Diese Ei-
genschaft macht man sich in Detergenzien zu Nutze. Abb. 2.3 zeigt eine Ubersicht
einiger Lipidarten, deren Packungsparameter und der durch Selbstorganisation re-
sultierenden moglichen Lipidaggregate (Breckow u. Greinert 1994).

Biologische Membranen sind hauptsichlich aus Lipiddoppelschichten mit doppel-
kettigen Lipiden aufgebaut, da doppelkettige Lipide mit kleiner Kopfgruppentld-
che und P~/ planare Bilayer bilden. Eine Mischung von Lipidmolekiilen mit ver-
schiedenen Packungsparametern hingegen erlaubt den Aufbau flexibler Bilayer.
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Abb. 2.2. Schematische Darstellung
eines Phospholipidmolekiils: I, ist
a die Lange des Lipidschwanzes, V ist
/ 0 \ das Volumen des Zylinders, der von
den Lipidschwinzen eingenommen
wird, und ay ist die gréBte Quer-
schnittsflache der Lipidkopfgruppe

A 4 —_~

Invertierte Mizellen lassen sich dagegen durch doppelkettige Lipide mit einer
kleinen Kopfgruppenfldche assemblieren.

Biologische Membranen sind weit komplexer, als die nur von Lipiden ausge-
bildeten Strukturen. Biologische Membranen sind Multikomponenten-Membra-
nen (Dudel 1987). Sie sind mit Membranproteinen durchsetzt, die eine Fiille von
Funktionen besitzen kénnen, wie z.B. den Transport von Jonen, die Durchfithrung
enzymatischer Reaktionen sowie Rezeptorfunktionen fiir Signalmolekiile. Diese
Proteinkomplexe sind durch ihre hydrophoben dufieren Seitenketten im hydropho-
ben Inneren von Lipiddoppelschichten verankert. Die hydrophilen dufleren Seiten-
ketten ragen aus der Membran heraus. Um Proteinkomplexe in der Membran zu
stabilisieren, sind diese wiederum mit speziell fiir den jeweiligen Membrankom-
plex charakteristischen Lipiden umgeben, die selbst wiederum Inseln in der Mem-
bran bilden (Abb. 2.4).

2.1.2 Experimentelle Methoden zur Charakterisierung von
Membranen

Besonders die Transmissionselektronenmikroskopie hat zum heutigen Ver-
stindnis des Aufbaus von Membranen beigetragen. Aus diesem Grund werden im
Kap. 5.3 die physikalischen Grundlagen der Elektronenmikroskopie sowie einige
priparative Techniken erldutert. Die Lipide von Membranen konnen unter be-
stimmten Bedingungen (tiefe Temperaturen) in sehr regelméBiger Art und Weise
angeordnet sein. Man spricht dann von einem zweidimensionalen Lipidgitter. Die
Bildung von regelméBigen, zweidimensionalen Lipidstrukturen wurde durch
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Rontgenbeugung (Kap. 5.5) nachgewiesen, eine physikalische Technik, die durch
ihre Michtigkeit bei der Aufkldrung von Proteinstrukturen zu einer der wichtig-
sten Methoden in der strukturellen Biologie geworden ist.

Spharische Mizellen

Einzelkettige Lipide
(Detergenzien) mit
groBer Kopfgruppen-
flache a,

Einzelkettige Lipide
mit kleiner Kopf-

gruppenflache a,
Flexible Bilayer in
Vesikeln _
Doppelkettige Lipide 1
mit groBer Kopf- F|’z -5— 1

gruppenfldche a,,
2.B. Lecithin, Phosphatidyl-
serin, Phosphatidséure

Doppelkettige Lipide

mit kleiner Kopf- P=1
gruppenfliche ay, =~
z.B. Phosphatidyl-

ethanolamin, Phosphatidyl-

- + . .
serin+Ca? Invertierte Mizellen

Doppelkettige Lipide

mit kleiner Kopf-

gruppen-Fliche a,, P>1
z.B. Cardiolipin,

Cholesterol

Abb. 2.3. Ubersicht einiger Lipidarten, ihrer Packungsparameter P; und der daraus resultie-
renden méglichen Lipidaggregate nach (Breckow u. Greinert 1994)
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MembranauBenseite Protein in &uBerer Schicht

in innerer
Schicht

a -Helix-Protein | o
hydrophil Phosphotlipid

hydrophob globuléres Protein

Abb. 2.4. Die Plasmamembran einer tierischen Zelle nach heutigem Wissensstand: Glycoli-
pide sind als Zellrezeptoren auf der Membran verankert. Die Membran beherbergt hydro-
phobe Enzyme flir die Katalyse einer Vielzahl von Reaktionen. Elektronentransfer- und
Transportproteine durchsetzen die Membran. Nicht gezeigt sind die stabilisierenden Fila-
mente des Cytoskeletts auf der Membraninnenseite und die Fasern der extrazelluldren Ma-
trix (Dudel 1987)

Die Dynamik von Membranlipiden wurde u.a. durch Elektronenspinresonanz-
(ESR-)Spektroskopie von mit stabilen Radikalen markierten Lipidmolekiilen
nachgewiesen. Eine Einflihrung in die ESR-Spektroskopie erfolgt deshalb in Kap.
4.8. Die Erfindung der Rastertunnelmikroskopie ermoglichte die Entwicklung der
Rasterkraftmikroskopie, die sich in den letzten Jahren als eine weitere Methode
zur Charakterisierung von biologischen Membranen und Membranproteinen eta-
bliert hat. In Kap. 4.3 wird erklért, wie diese Methode auch zur Messung von Bin-
dungskriften zwischen Proteinen eingesetzt werden kann.

2.2 Physikalische Wechselwirkungen bestimmen Gestalt
und Interaktion von Proteinen

2.21 Die Coulomb-Wechselwirkung ermdglicht chemische
Bindungen

Eine der Grundfragen der modernen Physik ist die Frage nach dem ,,Woraus be-
steht die Welt und was hilt sie zusammen?”. Diese Frage lésst sich auch auf die
molekulare Biologie iibertragen: Wie ist die belebte Natur aufgebaut und was hilt
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sie zusammen? Zellen bestehen zum grofiten Teil aus Wasser, Lipidmolekiilen
und Proteinen. Das Proteingeriist ist aus Aminosduren aufgebaut, die selbst wie-
derum aus durch chemische Bindungen verkniipften Kohlenstoff-, Stickstoff-,
Sauerstoff- und Schwefelatomen aufgebaut sind.

Um chemische Bindungen eingehen zu kdnnen, miissen Atome aufeinander an-
ziehende Krifte ausiiben. In der Physik spricht man von Wechselwirkungen zwi-
schen den Atomen. Welche Art von elementarer physikalischer Wechselwirkung
ist nun fur die chemische Bindung und damit letztendlich auch fiir die Struktur
von Proteinen verantwortlich? Es ist die Coulomb-Wechselwirkung zwischen
elektrischen Ladungen, zum Beispiel zwischen negativ geladenen Elektronen
und positiv geladenen Atomkernen.

2.2.2 Die lonische Bindung wird durch das Coulomb-Gesetz
beschrieben

Der Begriff der Elektronegativitit beschreibt die Fihigkeit von Atomen, Elektro-
nen von Bindungspartnern abzuziehen. Ist die Elektronegativitit eines Atoms nun
so grof}, dass ein ganzes Elektron vom Bindungspartner abgezogen wird, so wird
dieses Atom zu einem negativ geladenen Ion mit der Ladung g,=-e. Chlor ist zum
Beispiel wesentlich elektronegativer als Natrium. Bei der Bildung von Kochsalz
wird das neutrale CI- Atom also zum CI". Das neutrale Na-Atom wird dementspre-
chend zu einem positiv geladenen Na'-Ion mit der Ladung g,=+e. Chemische
Bindungen, die durch Coulomb-Anzichung von Ionen entstehen, nennt man ioni-
sche Bindungen.

Im 18. Jahrhundert fand Coulomb, dass die Kraft F¢r), die auf eine Ladung g;
im Abstand  von einer zweiten Ladung g, wirkt, zum Produkt der Ladungen pro-
portional und zum Quadrat des Abstands » umgekehrt proportional ist (Abb. 2.5a):

Flr)=— .ql";@. 2.2)
4ree, I;l ]r’

Die Richtung der Kraft ist durch den Einheitsvektor 4, =7 /|7| gegeben. Bei zwei
ungleichnamigen Ladungen zeigt der Kraftvektor F(r) also jeweils von einer La-
dung zur anderen. Die Konstante £~8,854-10"% C*N'm™ bezeichnet man als
Dielektrizititskonstante des Vakuums. Die Dielektrizititskonstante des Mediums &
besitzt z.B. fur Luft den Wert g,4=1, fiir Wasser den Wert &yg,=82, und fiir
Proteine gilt &ppi=4. Gleichung 2.2 gilt universell, egal ob z.B. Elektronen im
Elektronenmikroskop mit Hilfe von positiv geladenen Elektroden beschleunigt
werden oder ob geladene Seitenketten an Rezeptoren in der Zellmembran binden.
Ladungen mit gleichem Vorzeichen stoBen sich ab; ein K™-Ion und ein Na*-Ion im
Zytosol werden sich also nicht nahe kommen. Ungleichnamige Ladungen mit un-
gleichem Vorzeichen ziehen sich an; eine positiv geladene, protonierte Amidgrup-
pe und eine negativ geladene Carboxylgruppe konnen sich sehr wohl nahe kom-



10 2 Biomolekiile, Wechselwirkungen und molekulare Prozesse

men, eine ionische Bindung eingehen und so Proteinstrukturen stabilisieren. Fine
wichtige Grofie in der Chemie der Bindungen ist die Bindungsenergie. Diese
Energie ist ein MaB fiir die Stérke der Bindung und dsst sich fiir die ionische Bin-
dung aus Gleichung 2.2 berechnen. Um zwei Ladungen +¢; und -g; vom Abstand
r ins ,,Unendliche* zu bringen, d.h. die beiden Ladungen zu trennen, muss man
Energie in Form von Arbeit aufbringen. Diese Energie wird als potentielle Ener-
gie £, bezeichnet. Diese Definition der potentiellen Energie ist aligemein, in dem
speziellen Fall von chemischen Bindungen nennt man die potenticlle Energie der
Bindungspartner die Bindungsenergie.

Die mechanische Arbeit ¥ ist definiert als das Skalarprodukt aus Kraft F und
Weg §:

W=F-5. (2.3)

In unserem Fall handelt es sich um ein radialsymmetrisches Problem, weiterhin
sind Fund § parallel. Wir diirfen also in Gl. 2.2 die Kraft F durch ihren Betrag
Fund den Weg s durch die jeweilige Entfernung zwischen den Ladungen r° er-
setzen. Nun ist die Coulomb-Kraft vom Abstand der Ladungen »‘ abhingig, so
dass wir nun unseren Weg in infitisimal kleine Portionen dr ‘ und damit auch die
geleistete Arbeit gemiB dW=Fdr‘ aufteilen. Am Ende des Weges miissen alle
Energien dW aufsummiert werden, um die gesamte Bindungsenergie zu erhalten.
Mathematisch wird dies durch die Bildung des Produktes Energie gleich Kraft mal
Weg unter dem Integral in den Grenzen von r ‘=r bis r ‘=co ausgedriickt:

v
»
(=2

o
I

“”'"”O—O

+

Z
&

Abb. 2.5 a,b. Ungleichnamige Ladungen im Abstand r ziehen sich gemiB dem Coulomb-
Gesetz an (Gl. 2.2) (a). Eine negativ geladene Carboxylgruppe und eine positiv geladene
Ammoniumgruppe ziehen sich an (b) und kénnen so Proteinstrukturen stabilisieren (nach
Tschesche 1978)
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Abb. 2.6 a-c. Ladungsverschiebung innerhalb eines Molekiils erzeugt ein elektrisches Di-
polmoment p,; (a). Das elektrische Dipolmoment des Wassermolekiils pyo betrdgt
6,17-10%° Cm (b). Der O-H-Bindungsabstand betriigt 0,0957 nm. Na' und CI' - Ionen in
Losung sind von Wassermolekiilen umgeben (¢)

r'=%0 r'=o0 ri=o0
A gt U 99 ., 94 Vo, 1 a9
E = |F{')dr'= R T [y LSRR 3 - £
) r!r ()ar r!r dmegy  r " 4ree, r,;[r ' ar dreey, 1 24

Zwei sich anziehende Ladungen mit entgegengesetztem Vorzeichen besitzen laut
Gl. 2.4 eine negative Bindungsenergie. Negative Bindungsenergie bedeutet also
eine anzichende Wechselwirkung, positive eine abstoBende Wechselwirkung,

2.2.3 Der polare Charakter des Wassers: Ein Molekiil mit einem
elektrischen Dipolmoment

Wasser ist die Grundvoraussetzung fiir die Existenz von Leben. Was macht das
Wassermolekiil so besonders? Wasser ist ein polares Molekiil und kann somit an-
dere polare Molekiile 16sen. Es ist zwar nach auBen hin neutral, aber die Elektro-
negativitidt des Sauerstoffs ist groBer als die der zwei Wasserstoffe. Das bedeutet,
dass sich die Elektronen im Wassermolekiil nicht gleich verteilen. Der Sauerstoff
besitzt somit eine negative Partialladung g™ und die beiden Wasserstoffe jeweils
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eine positive Partialladung ¢" mit ¢’ =1/2q. Damit besitzt das Wassermolekiil ein
elektrisches Dipolmoment.

Der einfachste Fall ist der des Dipolmoments eines zweiatomigen Molekiils.
Zur quantitativen Beschreibung betrachten wir die zwei entgegengesetzte Ladun-
gen ¢" und ¢, die sich im Abstand / von einander befinden (Abb. 2.6a). Der Vek-
tor 7 zeigt per Definition von der negativen Ladung ¢ zur positiven Ladung g .
Das elektrische Dipolmoment p,, ist definiert als

Pu =1 @.5)

Ein elektrischer Dipol ist also nach auflen hin neutral. Das Dipolmoment ist eine
vektorielle Gréfie. Will man das gesamte Dipolmoment eines groBeren Molekiils
berechnen, so summieren sich » einzelne Dipolmomente p; zum gesamten Di-
polmoment pg,, gemal:

n

- - 2.6

Pges = zpi . (2.6)
-

Die Abb. 2.6 zeigt die Anwendung von Gl. 2.6 anhand eines Wassermolekiils. Das
Dipolmoment von Wasser erklirt sich durch die Vektoraddition der zwei einzel-
nen Dipolmomente entlang der OH-Bindungen,

Fiir die Beschreibung der Wechselwirkungen zwischen zwei elektrischen Dipo-
len bendtigen wir einen Ausdruck fiir die potentielle Energie eines Dipols im e-
lektrischen Feld des zweiten Dipols. Das durch einen elektrischen Dipol verur-
sachte elektrische Feld ist:

E(;:)z 7 ! 3ﬁr(i)el;ijr)_ﬁe1 ) 2.7
TEE |,.|

Der Einheitsvektor u, besitzt den Betrag eins und zeigt vom Ursprung »=0 in
Richtung des Abstandsvektors 7. Die potentielle Energie eines Dipols im elektri-

schen Feld E ist gegeben als

E, =~pyE. (2.8)

Durch Einsetzen von Gl. 2.7 in GL 2.8 erhilt man die Wechselwirkungsenergie
E, (F) zweier elektrischer Dipole mit den Dipolmomenten 5, und p, als
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£, )= 1 P1- Py =30, - Py &, - P2) (2.9)
Armee |3

IF

Gl. 2.9 lasst sich durch Ausmultiplizieren der Skalarprodukte umwandeln in (s.
Daune 1997)

£, ()= ppiCO.9). 2.10)

1
4drgpe r_3
mit C(8, g)=sinb;sinbrcos(d;-¢,)-2c0s6,c086;. Abb. 2.7¢ zeigt die in Gl. 2.10 ein-
gehenden Winkel. Der Winkel 6, ist der Winkel zwischen pjund der Verbin-
dungsachse (z-Achse). Der Winkel ¢, ist der Winkel zwischen der x-Achse und
der Projektion von py auf die XY-Ebene. Entsprechendes gilt fir 5, .

Abb. 2.7 a-¢. Zwei polare Molekiile mit den Dipolmomenten p; und p, ziehen sich an,
wenn die Dipolmomente antiparallel ausgerichtet sind (a). Sie stoBen sich ab, wenn p; und
P, parallel sind (b). In (¢) sind die in Gl. 2.10 eingehenden Winkel 6;, 6, und ¢, ¢, ge-
zeigt (siehe Text) (nach Daune 1997)



14 2 Biomolekiile, Wechselwirkungen und molekulare Prozesse

2.2.4 Induzierte elektrische Dipole sind die Ursache fiir die Van-der-
Waals-Wechselwirkung

Betrachten wir zwei neutrale, unpolare Molekiile, die keine ionische oder kova-
lente Bindung durch den Austausch von Elektronen eingehen. Konnen diese Mo-
lekiile miteinander wechselwirken? Die Molekiile induzieren, verursacht durch
thermische Bewegungen, jeweils im anderen Molekiil ein elektrisches Dipolmo-
ment. Diese Dipolmomente verursachen eine anziehende Wechselwirkung zwi-
schen den Molekiilen, die oft als Van-der-Waals-Wechselwirkung bezeichnet
wird. Aus diesem Grund wollen wir das durch ein elektrisches Feld E erzeugte
Dipolmoment im Folgenden beschreiben.

Das MaB fiir die Fahigkeit, induzierte Dipole zu bilden, ist die Polarisierbar-
keit c. Es gilt:

P =a&yE. (2.11)

Fir die potentielle Energie eines durch das elektrische Feld E induzierten elektri-
schen Dipols ergibt sich durch Integration:

E B E E B i
E,= _j.ﬁel -dE'= —as, j.E’dE’: —ag, _‘-ﬁE -ﬁE‘E"dE'z ——é—ago‘E‘ ) (2.12)
0 0 0

Die Wechselwirkungsenergie ist also proportional zum Quadrat des Betrags des
induzierenden Felds E . Fiir das Feld eines elektrischen Dipols gilt laut GI. 2.7
|E |~1/#. Wir konnen also folgern, dass die Wechselwirkungsenergie zweier sich
gegenseitig induzierender Dipole proportional zu 1/4#° ist. Fiir zwei identische
Molekiile, deren Ladungsverteilungen mit einer Frequenz v fluktuieren, ergibt sich
aus einer quantenmechanischen Betrachtung (Daune 1997):

2
Ep(r)= -3hva . (2.13)
4rz%r
6F
al
2l r=r Abb. 2.8. Graphische Dar-
0 stellung des Lennard-Jones-
Potentials (Gl. 2.14). Das
O Potential hat bei r=r; ein
Minimum mit der Potential-
tiefe —E,
-2 : v
0 2

rir
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Die Konstante % ist das Planksche Wirkungsquantum (h=6,626-10"* Js). Diese
Wechselwirkung wird van-der-Waals-Wechselwirkung genannt und ist immer an-
ziehend (E,(1)<0).

Natiirlich konnen sich neutrale Molekiile nicht unendlich nahe kommen, denn bei
zunehmender Anndherung dominiert die abstof3ende Coulomb-Kraft zwischen den
Elektronenhtillen der Bindungspartner. Das Minimum der Bindungsenergie und
damit der energetisch giinstigste Fall ist dann erreicht, wenn sich AbstoBung und
Anziehung gerade autheben. Dieser Abstand wird Van-der-Waals-Radius r»; ge-
nannt. Ein empirisches Potential fiir die Bindungsenergie zweier neutraler, nur
durch Van-der-Waals-Wechselwirkungen gebundener Atome ist das Lennard-

Jones-Potential :
12 6
Eu(r)=Eo[£r—°j _2(r_oj ] (2.14)
r r

Die Abb. 2.8 zeigt, dass das Lennard-Jones-Potential fiir #=r, seinen minimalen
Wert, die Potentialtiefe £, besitzt.

2.2.5 Elektrische Dipole sind die Ursache von Wasserstoffbriicken-
bindungen

Die Dipol-Dipol-Wechselwirkung ist eine relativ schwache Wechselwirkung. Sie
allein kann die besonderen Eigenschaften von Wasser nicht erkldren. Wasser be-
sitzt aufgrund der Polaritit der Wassermolekiile weitere gerichtete intermolekulare
Bindungen, die Wasserstoffbriickenbindungen. Diese Bindung kommt durch
den stark polaren Charakter des Wassermolekiils zustande, das durch die zwei po-
sitiv geladenen H-Atome jeweils ein negativ geladenes Sauerstoffatom von zwei
weiteren Wassermolekiilen zu sich heranziehen kann. Die Stirke der Wasserstoff-
briickenbindung erklédrt sich dadurch, dass durch die kleinen H-Atome eine beson-
ders gute Annherung der Bindungspartner erfolgt.

Wasserstoffbriickenbindungen findet man nicht nur im festen und fliissigen
Wasser selbst, sondern auch in komplexen Molekiilen und damit auch in Protei-
nen. Wasserstoffbriickenbindungen in Proteinen kommen durch den stark polaren
Charakter von X-H-Gruppen zustande, die durch das positive H-Atom elektrone-
gative Atome Y (z.B. N oder O) zu sich heranziehen. Sie sind wesentlich fiir Bil-
dung von Strukturen wie a-Helizes und B-Faltbliittern (siche Abb. 2.9-2.10).

Zur Beschreibung der Abstandsabhiéingigkeit der Energie der Wasserstoffbriik-
kenbindung Eyp(r) wird oft ein kugelsymmetrisches Potential der Form

A B
Eyg(r)=" ﬁV: (2.15)
¥ v
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benutzt. App und By sind hierbei Konstanten, die fiir die jeweilige Art der Was-
serstoftbriicke verschieden sein kdonnen. Wie beim Lennard-Jones-Potential (Gl.
2.14) beschreibt der erste Term die Abstoung der Atome fiir den Fall, dass sie
sich zu nahe kommen. Der zweite Term ist streng genommen nicht korrekt, da er
radialsymmetrisch ist: Die Wasserstoffbriickenbindung ist jedoch gerichtet. Um
diese Tatsache zu beriicksichtigen, werden zu Gl. 2.15 noch weitere Terme hinzu-
gefligt (Daune 1997).

Abb. 2.9. Nichtpolare Teile eines Molekiils wie hier die Schwinze von Lipidmolekiilen
gehen keine Wasserstoffbriickenbindungen ein und werden von einer Wasserhiille einge-
schlossen. Die polare Kopfgruppe ist dagegen hydrophil und nimmt an der Wasserstoff-
briickenstruktur des Wassers teil. Polare Proteine und Ionen nehmen ebenfalls an der Was-
serstoffbriickenstruktur des Wassers teil und sind damit gut wasserlslich

Wasserstoffbrickenbindungen

Seitenketten

g

Abb. 2.10 a,b. Durch ein Wasserstoffatom vermittelte Briickenbindung zwischen einer
stark polaren X-H-Gruppe und einer elektronegativen Gruppe Y (a). Wasserstoftbriik-
kenbindungen stabilisieren helicale Anordnungen von Polypeptidketten (b) (Loffler u.
Petrides 1990)
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2.2.6 Thermische Bewegung schwicht die Dipol-Dipol-Wechsel-
wirkung

Bisher haben wir keine Bewegung der einzelnen Bindungspartner betrachtet. Un-
ter physiologischen Bedingungen miissen wir natiirlich die Brownsche Mole-
kularbewegung berticksichtigen. Bei der Wechselwirkung eines Dipols in einem
elektrischen Feld sind alle méglichen Orientierungen von p,; zu beriicksichtigen
(Daune 1997). B

Die Wahrscheinlichkeit w, einen Dipol im elektrischen Feld £ mit der potenti-
ellen Energie E, zu finden, ist durch den Boltzmann-Faktor gegeben:
~ Ep _lﬁel|E‘cose

kg _ kgT

(2.16)
w=e e
Der Winkel @ist hier der Winkel zwischen Dipolmoment p,, und E . Die Wahr-
scheinlichkeit, den Polarisationsvektor zwischen zwei Kegeln in einem Winkele-
lement (6: 6+d6) zu finden, ist sin@d6/2. Fir den Mittelwert ergibt sich

z _‘ﬁeluéich

(2.17)
Ie ksl pcosOsin6dd /2

0
<pel>_ i _]1361||E[cosﬁ
je kT sin@d6 /2
0

Ist die potentielle Energie klein gegen kzT, so ergibt sich die Losung von Gl. 2.17
Zu:

|Pal’|E] (2.18)
W)~

Betrachten wir den Mittelwert der potentiellen Energie (£p)eines Dipols in ei-
nem Feld, das durch eine Ladung g im Abstand r erzeugt wird, so kann (£p) nun
folgendermafien berechnet werden:

2

(2.19)

/= *Jﬁdf‘ﬁ -pa g’ 1
<EP>__<pel'E>~ 3k T _(47Z808323kBT.—r—4_.

Die Dipol-Wechselwirkung wird durch die Brownsche Molekularbewegung also
effektiv gemindert. Die potentielle Energie hingt im Fall der Einbeziehung der



18 2 Biomolekiile, Wechselwirkungen und molekulare Prozesse

Brownschen Molekularbewegung von »* und nicht mehr von 7 ab. Die Wech-
selwirkung wird also geschwiicht. In Tabelle 2.1 sind zur Ubersicht noch einmal
die bisher besprochenen Abstandsabhingigkeiten aufgefiihrt. Es sollte noch be-
merkt werden, dass in der Literatur manchmal alle Wechselwirkungen, die eine ré
Abhingigkeit aufweisen, als Van-der-Waals-Wechselwirkungen bezeichnet
werden.

2.2.7 Die Polypeptidkette wird durch kovalente Bindungen
zusammengehalten

Die Bindungen zwischen den Kohlenstoffatomen in der Polypeptidkette (engl.:
protein backbone) sind starke kovalente Bindungen. Fine kovalente Bindung
wird von zwei Elektronen gebildet, die jeweils von den beiden Bindungspartnern
geliefert werden. Diese Elektronen halten sich bevorzugt zwischen den Atomen
auf. Dies erscheint also im Widerspruch zu der Tatsache, dass sich gleichnamige
Ladungen abstoBen. Gilt hier das Prinzip des Coulomb-Gesetzes nicht mehr?
Doch natiirlich, die kovalente Bindung ist allerdings eine Konsequenz der quan-
tenmechanischen Beschreibung der Atombhiille, die in Kap. 4.5 eingefithrt wird.
In diesem Kapitel wollen wir die Stirke der kovalenten Wechselwirkung mit Hilfe
von phinomenologischen Ausdriicken beschreiben. Diese verhéltnismiBig einfa-
che Beschreibung von Bindungsverhiltnissen ist durchaus gerechtfertigt, denn sie
bildet die Grundlage der Simulationen der Dynamik von Biomolekiilen und der
Strukturermittlung von Proteinen durch Energieminimierung (s. Kap. 4.2).

Die Bindungspartner werden bei Abstandsidnderungen von kovalenten Bindun-
gen z.B. zwischen zwei C-Atomen einer Peptidkette, so behandelt, als ob die ko-
valente Bindung wie eine mechanische Feder zwischen den beiden Atomen wirkt.
Betrachten wir nun die Energiesinderung, die durch die Anderung des Bindungs-
abstandes » vom Gleichgewichtsabstand 7, auftritt. Um diese Energiednderung ab-
zuschitzen, fithren wir ein empirisches Federpotential ein, das quadratisch von
der Abstandidnderung r-r, abhingt: Je stirker die kovalente Bindung ist, desto
grofer ist auch die Kraftkonstante K; dieses Federpotentials:

Tabelle 2.1. Ubersicht iiber die Abstandsabhingigkeit der potentiellen Energie zwischen
statischen Ladungsverteilungen und dynamischen Ladungsverteilung bei der Annahme von
Brownscher Molekularbewegung (in Klammern) (nach Daune 1997)

lon Dipol induzierter Dipol
T e B
r r r? rt r »
Dipol ~ L (N L) ~ L (~ L)
7‘3 r6 ré }"6
induzierter Dipol ~ L (N L)
r6 r6
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Abb. 2.11. Schematisches Bild einer Polypeptidkette (nach Bryngelson u. Billings 1997)

E, =Ki(r-ry)?. (2.20)

Neben Abstandsénderungen koénnen sich zwischen zwei kovalent gebundenen
Atomen ebenfalls Bindungs- und Torsionswinkel #ndern. Potentiale fiir die Ver-
gnderungen von Bindungswinkeln werden durch folgende Gleichung beriicksich-
tigt:

E,y=Ky(0-6y)%. (2.21)

Hierbei bezeichnet K, ebenfalls eine empirische experimentell zu bestimmende
Kraftkonstante. & ist der aktuelle Bindungswinkel und ¢, der Gleichgewichts-
winkel zwischen den zwei Bindungspartnern.

Tabelle 2.2. Gleichgewichtsabstdnde r; und Winkel 6, fiir einige kovalente Bindungen und
entsprechende Kraftkonstanten K; und K, (nach Daune 1997)

1o K, (Kcal mol'A™)
C-C 1,507 A 317
c=C 1,336 A 570
C-N 1,449 A 337
C=N 1273 A 570
Winkel 8o K, (Kcal mol'rad?)
c-Cc-C 112,4° 63

C-N-C 121,9° 50
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Abb. 2.12. Die kovalenten Bindun-
gen entlang einer Aminosdurekette
(Peptidkette). Die sechs Atome C,-
CONH-C,, liegen in einer Ebene.
Die Aminosdurekette ist nur an den
C.- Atomen um die Winkel ¢ und
v drehbar (Tschesche 1978)

Abb. 2.13 a,b. Graphische Darstellung des Torsionswinkels & fuir eine Torsion um die C-
C- Bindung in der Kette X — C — C — X. Der Pfeil in Abb. a deutet die Blickrichtung an.
Der Winkel & ist in der Aufsicht in Abb. b gezeigt

In Tabelle 2.2 sind einige typische Werte fiir ry, 6, K; und K, angegeben, wie sie
z.B. in Kraftfeldern wie AMBER benutzt werden, die wiederum zur Simulation
der Dynamik von Proteinen dienen (Weiner et al. 1984).

Die Polypeptidkette kann aber auch durch Torsionen verformt werden. Das
Torsionspotential zwischen zwei Bindungspartnern wird durch folgende Glei-
chung beschrieben:
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E,s= ETT)(1+cos(n49T -7 ). 2.22)

Nun bezeichnet 6r den Torsionswinkel (s. Abb. 2.13), Er eine empirisch be-
stimmte Energie, die Hohe der Rotationsbarriere. In einem Molekiil kann es meh-
rere Rotationsisomere (Strukturen mit gleicher Energie) geben, ihre Zahl wird mit
n bezeichnet. Die Rotationsisomere sind energetisch voneinander durch die Rota-
tionsbarrieren Er getrennt. Die Phase y wird eingefithrt, falls mehrere voneinander
unabhingige Torsionsschwingungen im Molekiil vorhanden sind. Die zwei C-
Atome in der Kette X — C — C — X besitzen z.B. n=4; =0 und E;=4 kcal mol™.

Es gibt aber auch kovalente Bindungen zwischen Polypeptidketten eines Pro-
teins. Dies sind die Disulfidbindungen. Bei der Reaktion von zwei protonierten
Cysteinen mit O, entsteht solch eine Disulfidbindung unter Abgabe von Wasser.
Disulfidbindungen zwischen den Polypeptidketten eines Proteins sind ebenfalls
entscheidend flir die Struktur (oder auch Konformation) des Proteins.

2.2.8 Schwache Wechselwirkungen bestimmen die Struktur eines
Proteins

Die kovalenten Bindungen entlang der Polypeptidkette sowie die Disulfid-
Bindungen zwischen Ketten besitzen die Bindungsenergien, die um einen Faktor
von ca. 20 groBer sind als die der ionischen und der Wasserstoffbriickenbindungen
(siehe Tabelle 2.3). In einem Protein gibt es aber nun sehr viele Wasserstoffbriik-
kenbindungen, deshalb wird die Sekunddr- und auch die Tertidrstruktur stark
durch Wasserstoffbriickenbindungen beeinflusst. Selbst die schwachen Van-der-
Waals-Wechselwirkungen spielen eine Rolle. Um die Struktur eines Proteins zu
berechnen, miissen deshalb alle Wechselwirkungen beriicksichtigt werden.

Tabelle 2.3. Groflenordnungen von Bindungsenergien

Art der Bindung Bindungsenergie / kJmol '
Kovalente Bindung 200-500
Ionische Bindung 100-300
Van-der-Waals-Bindung 1-4
Wasserstoffbriickenbindung 10-30
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3 Energie, Reaktionen und Transportprozesse in
Zellen

3.1 Bioenergetische Prozesse sind die Grundlagen des
Lebens und werden durch die Thermodynamik
beschrieben

FEine Zelle ist eine chemische Fabrik auf engstem Raum. Die Stoffwechselprozes-
se in der Zelle sind exakt aufeinander abgestimmt. Zur Aufrechterhaltung der
Stoffwechselprozesse werden verschiedene Energieformen ineinander umgewan-
delt. Licht z. B. treibt den Photosyntheseprozess, der elektromagnetische Energie
in chemische Energie umwandelt. Chemische Energie hiilt den Stoffwechselpro-
zess in Zellen aufrecht und kann auch durch Motorproteine in kinetische Energie
fiir die Fortbewegung von Lebewesen umgewandelt werden. Dabei entsteht im
Organismus Wérme, die abtransportiert werden muss, um die Korpertemperatur
konstant zu halten. Die Energieumwandlung der Lebensprozesse gehorcht zwei
Gesetzen der Thermodynamik (s.a. Adam et al. 2003 u. Meschede 2002). Der 1.
Hauptsatz der Thermodynamik besagt, dass Energie nur ineinander umgewandelt,
aber nicht aus dem Nichts erzeugt oder vernichtet werden kann. Der 2. Hauptsatz
der Thermodynamik besagt, dass eine andere GrofBe, die Entropie, insgesamt
nicht abnehmen kann, wenn man den Entropiegehalt des Universums zu Grunde
legt. Die Entropie beschreibt den Ordnungsgrad eines Systems, je grofier die Un-
ordnung, desto grofer ist die Entropie. Der 2. Hauptsatz steht dabei nicht im Wi-
derspruch zur Existenz von Leben, das ja sehr wohl geordnete Strukturen auf-
weist, denn Organismen konnen ihren hohen Ordnungsgrad nur deshalb auf-
rechterhalten, weil sie ihrer Umgebung nutzbare freie Energie entziehen. Die
freie Energie ist eine wichtige Grofle und eine Funktion der Energie und der
Entropie.

In der Thermodynamik wird die zu beschreibende Materie System genannt.
Alles andere, und damit ist das gesamte Universum gemeint, wird Umgebung ge-
nannt. Ein geschlossenes System kann mit der Umgebung nur Energie, aber keine
Materie austauschen. Eine Proteinlsung in einem abgeschlossenen Behilter kann
mit der Umgebung nur Energie in Form von Wirme austauschen und ist damit ein
geschlossenes System. Ein offenes System kann sowohl Energie als auch Materie
mit der Umgebung austauschen, eine lebende Zelle wiire also ein offenes System.
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3.1.1 Die Erhaltung von Energie und Entropie: Auch die belebte
Natur muss sich daran halten

Jeder Organismus braucht zum Leben Energie. Tierzellen beziehen Energie aus
der Umwandlung von Glucose zu CO, und H,O. Pflanzenzellen atmen CO; und
H,0 und erzeugen so O, und Glukose. Energie kann weder vernichtet noch aus
dem Nichts erzeugt werden. Aus diesem Grund miissen Organismen Energiefor-
men umwandeln.

Das Prinzip der Energieerhaltung bezeichnet man als 1. Hauptsatz der
Thermodynamik: In einem geschlossenen System ist die gesamte innere
Energie U konstant, wenn keine Energie in Form von Wirmeenergie Q
oder in Form von mechanischer Arbeit W an dem System geleistet wird.

Wird einem System von auflen die Wiarmemenge AQ zugefithrt, so kann diese
teilweise zur Verrichtung von mechanischer Arbeit verwendet werden. Die Arbeit
ist negativ, -AW, wenn vom System Arbeit geleistet wird. Der Rest der zugefiihr-
ten Warmemenge AQ wird zur Erhéhung der inneren Energie U des Systems ver-
wandt: In Formeln ausgedriickt kénnen wir schreiben

AQ = AU — AW. 3.1)

Die Erhohung der inneren Energie kann als chemische Energie fiir den Ablauf von
Reaktionen dienen. Umgekehrt kann wie z.B. in phosphoreszierenden Bakterien
cine Anderung der inneren Energie auch zur Erzeugung von elektromagnetischer
Strahlung dienen.

Das Prinzip der Energieerhaltung gilt natiirlich auch fiir offene Systeme in der
Natur. Sowohl tierische wie auch pflanzliche Zellen sowie Bakterien miissen per-
manent mit Nihrstoffen versorgt werden. Aber warum gibt es in der belebten Na-
tur nur offene Systeme, die permanent Stoffe aufnehmen und umwandeln? Nach
dem 1. Hauptsatz der Thermodynamik konnte eine Zelle im Prinzip umgewan-
delte Energie recyceln und sich wie ein geschlossenes System verhalten.

Warum dies in der Natur nicht der Fall ist, wird anhand des 2. Hauptsatzes der
Thermodynamik klar. Dieser Satz kann auf verschiedene Arten formuliert werden.
Wir verwenden hier:

Nach dem 2. Hauptsatz der Thermodynamik gibt es eine physikalische
Grofle, Entropie S, die den Grad der Unordnung in einem System be-
schreibt. Je groBer die Unordnung in einem System, desto groBer ist dessen
Entropie. In einem geschlossenen System kann der Grad der Ordnung nur
entweder beibehalten werden oder aber erniedrigt werden. Es gilt: AS > 0.
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Ein offenes System, wie eine lebende Zelle, kann lokal innerhalb der Zelle geord-
nete Strukturen schaffen und damit seine Entropie erniedrigen; dies geht aber nur
bei einem Entropiezuwachs der Umgebung. Betrachten wir das ganze Universum,
so stellt das Leben Inseln erniedrigter Entropie in einer Umgebung mit hoher
Entropie, dem restlichen Universum, dar.

Um den Begriff der Entropie niher zu erldutern, bedienen wir uns der statisti-
schen Mechanik, die mikroskopische Eigenschaften von Atomen und Molekiilen
mit makroskopischen thermodynamischen Grofien verkniipft.

Als einfaches Beispiel betrachten wir 5 Proteine, die sich in einem geschlosse-
nen System, z.B. einer Kammer, befinden. Diese Kammer soll eine Zwischen-
wand besitzen. Alle 5 Proteine sollen die gleiche Energie £; mit i=/...5 besitzen
und nicht miteinander wechselwirken. Wir tun ebenfalls so, als ob das Losungs-
mittel keinen Einfluss auf die Proteine besitzt.

4
(0,1 (1.4 (2,3) (3,2) (4,1) (5,0

Abb. 3.1. Es gibt 32 Méglichkeiten, fiinf Proteine in zwei Kammern anzuordnen. Die
wahrscheinlichsten Makrozustinde sind (2,3) und (3,2), in denen die fiinf Proteine nahezu
gleichverteilt sind
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Wir kénnen nun die fiinf Proteine auf verschiedene Arten in die beiden Kammern
einfiillen. Die Abb. 3.1 zeigt die Gesamtzahl der so moglichen Mikrozustiinde.
Es gibt insgesamt 2°=32 solcher Zustinde. Jeder Mikrozustand hat in unserem
Beispiel die gleiche Wahrscheinlichkeit w=1//2"=1/32 eingenommen zu werden.
Es gibt 10 Makrozustinde, in denen sich 2 Proteine in der rechten Box und 3
Proteine in der linken Box befinden. Es existieren ebenfalls 10 Makrozustiinde, in
denen sich 3 Proteine in der rechten Box und 2 Proteine sich in der linken Box be-
finden. Die Wahrscheinlichkeit w, dass sich das System in einem dieser Makrozu-
stinde befindet, ist wesentlich hoher, als dass man einen Makrozustand mit nur ei-
nem Protein in der linken und vier Proteinen in der rechten Box findet.

Aus der Kombinatorik kann man herleiten, wie grofl die Zahl der Moglichkei-
ten (Permutationen) €2 fiir eine bestimmte Anzahl N, der Proteine in der rechten
und N, in der linken Box ist. Die Gesamtzahl der Proteine sei N=N,;+N,=5 und 2
ist in unserem Fall durch

N/

Q= (32)
NyINy!

gegeben. Die Zahl der Permutationen sind in Tabelle 3.1 fiir die Makrozusténde
(0,5), (1,4), (2,3), (3,2), (4,1) und (5,0) aufgefithrt. Aus Tabelle 3.1 erkennen wir,
dass die Makrozustéinde (0,5) und (5,0) wesentlich seltener auftreten, als die Ma-
krozustinde (2,3) und (3,2). Definieren wir die Wahrscheinlichkeit als Zahl der
erlaubten Mikrozustinde bezogen auf die Gesamtzahl der Zusténde, so ergibt sich
die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten der Makrozustinde (2,3) und (3,2) als
Wi 2y,037~(10+10)/32=5/8. Fiir das Aufireten der Makrozustdnde (0,5) und (5,0)
ergibt sich wgs)s,0=(1+1)/32=1/16. Dieses Ergebnis stimmt mit unserer Erfah-
rung iiberein. Eine nahezu Gleichverteilung der Proteine ist also am wahrschein-
lichsten. Eine vollig ungleiche Verteilung ist prinzipiell méglich, sie ist allerdings
unwahrscheinlich.

Die statistische Mechanik verkniipft die thermodynamische Grofle Entropie ei-
nes Makrozustandes mit der Zahl der Mikrozustinde (2 Die Entropie § ist pro-
portional zum natiirlichen Logarithmus der Zahl der Mikrozusténde

S=kp-InQ (3.3)

wobei die Proportionalititskonstante die Boltzmann-Konstante & ist.

Tabelle 3.1. Zahl der Permutationen £2, Wahrscheinlichkeit flir das Eintreten w und
Entropie S der in Abb. 3.1 aufgefiihrten Makrozustinde

Makrozustand ~ (0,5) (1,4 2,3) (3,2) @10 (5,0)

Q 1 5 10 10 5 1

w 1 s 10 10 5 L
32 32 32 32 32 32

S/IK! 0 2,22.10% 318107 3,1810% 222102 0
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Sowohl die statistische Mechanik wie auch die Thermodynamik beschreiben eine
sehr grofBe Anzahl von Teilchen. Dies ist selbst in einer einzelnen Zelle immer
gewihrleistet. Obwohl unser Beispiel mit fiinf Proteinen natiirlich eher klein ist,
kann man die Entropien fiir die einzelnen Makrozustinde in unserem Beispiel be-
rechnen. Aus Tabelle 3.1 ist ersichtlich, dass die Makrozustinde mit der gréften
Wahrscheinlichkeit auch maximale Entropie besitzen.

Die Entropie beschreibt also den Grad der Ordnung eines Systems und héngt
von der Zahl der Zustidnde (2 ab, die ein System einnehmen kann. Ist die Zahl der
Zustinde und damit die Unordnung des Systems hoch, so ist auch die Entropie
hoch. Der 2. Hauptsatz der Thermodynamik besagt, dass in einem geschlossenen
System die Entropie entweder konstant bleibt oder aber anwichst. Uberlisst man
das geschlossene System sich selbst, so bleibt entweder alles wie es ist, oder das
Chaos iibernimmt die Herrschaft.

Nach dem 1. Hauptsatz der Thermodynamik miissen chemische Reaktionen in
der Zelle energetisch moglich sein. Diese Tatsache gentigt allerdings noch nicht,
um zu entscheiden, ob Reaktionen in der Natur ablaufen konnen oder nicht. Wenn
ein Glihwiirmchen ein Lichtquant aussendet, verlduft dieser Prozess nur in einer
Richtung. Das Glihwiirmchen kann Licht nicht absorbieren, um es wieder in
chemische Energie zu verwandeln. Pflanzen wiederum absorbieren Licht, senden
es aber im Allgemeinen nicht aus. Zwei Fliissigkeiten vermischen sich, werden
sich aber ohne dueres Zutun nicht wieder von selbst entmischen. Solche Prozesse
nennt man irreversibel. Prozesse, die riickgingig gemacht werden kénnen, wer-
den reversibel genannt. Ein ideales Gas mit dem Druck p und dem Volumen ¥V
lasst sich z.B. gemif der idealen Gasgleichung

pV =vyRT (3.4)

bei konstanter Temperatur 7 durch Erhshung des Drucks p auf ein kleineres Vo-
lumen ¥ komprimieren, wenn die Anzahl der Mole vy, konstant bleibt. R ist die
Gaskonstante und besitzt den Wert 8,3144 JK 'Mol™.

Neben der statistischen Interpretation der Entropie wird die Entropie in der
Thermodynamik der reversiblen Zustandsédnderungen als infitisimal kleine Entro-
piedifferenz dS zweier sehr nahe benachbarter Zustinde. Wenn diese Zusténde
bei konstanter Temperatur T reversibel nach Aufnahme der Wirmeenergie dQ,.,
ineinander tibergefiihrt werden, so ergibt sich dS als!

ds = Crev. (3.5)
T

! In der thermodynamischen Literatur wird flir dQ,,, der Ausdruck des unvolistindigen Dif-
ferentials 80,,, benutzt, da die Wiarmemenge keine Zustandsfunktion ist.
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Diese Beschreibung der Entropie benétigt keine Kenntnis der mikroskopischen
Struktur des zu untersuchenden Systems, ist aber weniger anschaulich, da der sta-
tistische Aspekt der Entropie in Gl. 3.5 nicht ersichtlich ist. Hier beschreibt die
Entropie die Qualitit einer Warmemenge Q und die Entropiedifferenz ergibt sich
als fiir die reversible Zustandsidnderung zu nutzende Wéarmeenergie pro Tempe-
ratur.

3.1.2 Thermodynamische Potentiale beschreiben, ob Reaktionen
ablaufen kdénnen

Wie konnen wir feststellen, ob chemische oder dynamische Prozesse in der Natur
nicht nur energetisch méglich sind, sondern auch wirklich ablaufen? Neben dem
Energiebegriff haben wir den Entropiebegriff kennen gelernt. Besitzt ein System
einen Makrozustand niedriger Entropie (hoher Ordnung) und besitzt es ebenfalls
energetisch dquivalente Makrozustande héherer Entropie (niedrigerer Ordnung),
so ist wahrscheinlich das System in den Makrozustinden mit hherer Entropie
vorzufinden. Die physikalische GroBe, die Abldufe von Prozessen in der Natur
charakterisiert, muss also eine Funktion der inneren Energie U/ und der Entropie S
des Systems sein. Weiterhin muss die geleistete Volumenarbeit p¥ berlicksichtigt
werden. Dies geschieht mit der Einfliihrung der Enthalpie H=U+pV. Die Grofle,
die beschreibt, ob Reaktionen bei konstantem Druck und konstanter Temperatur
ablaufen konnen, ist die freie Enthalpie G (engl. Gibbs free energy?). Die Freie
Enthalpie ist ein Kriterium dafiir, dass Veridnderungen eines Systems spontan ab-
laufen. Sie ist der Energieanteil eines Systems, der fiir die Umwandlung in Arbeit
bei konstantem Druck und konstanter Temperatur zur Verfiigung steht (Adam et
al. 2003):

G=H-T-S. (3.6)

Die freie Enthalpie gehort zu den thermodynamischen Potentialen und spielt in der
Biologie die wichtigste Rolle, da nahezu alle Prozesse in der Biologie bei kon-
stantem Druck und konstanter Temperatur stattfinden. Sie wird freie Enthalpie ge-
nannt, weil sie ohne weiteren Arbeitsaufwand frei zur Verfligung steht.

Ob ein Prozess spontan ablaufen kann, entscheidet der Unterschied der freien
Enthalpien AG von Ausgangs- und Endzustand:

a6 = GEndzus tand — GAusgangszus tand ~ AH -TAS. (37)

Ein Prozess mit negativem AG lduft spontan ab. Ein System, das in einen Zustand
niedrigerer freier Enthalpie tibergeht, gibt also Energie ab oder Ordnung auf, oder
sogar beides. In der biochemischen Literatur werden Enthalpie A und freie Ent-

2 In einigen Werken wird G auch als freie Energie bezeichnet (z.B. Campbell 2003)
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halpie G auf wissrige Losungen bei T=25 °C und neutralem pH-Wert pH=7 bezo-
genund mit #% und G% bezeichnet. Fiir die Oxidation von D-Glucose

C6H1206 gelﬁst+602 gas_)6C02 gas +6H20 flussig

findet man F°=-20,10 -10° Jmol" und G =-23,0-10° Jmol™. Prozesse mit nega-
tivem AG geben freie Enthalpie ab und werden exergonische Prozesse genannt.
Die Riickreaktion der obigen Reaktion mit positivem AG, wie sie in der Photo-
synthese vorkommt, kann nur erfolgen, wenn freie Enthalpie aufgenommen wird.
Solche endergonische Prozesse laufen nicht von allein ab, da die benétigte freie
Enthalpie in einem parallelen Prozess erzeugt werden muss.

Reversible chemische Reaktionen schreiten so lange fort, bis das chemische
Gleichgewicht, bei dem sich die Konzentrationen der Reaktanden nicht mehr &n-
dern, erreicht ist. Hin- und Riickreaktionen laufen also im chemischen Gleichge-
wicht mit derselben Rate ab. Ein System im chemischen Gleichgewicht ist durch
ein Minimum seiner freien Enthalpie gekennzeichnet. Eine Anderung des Systems
aus dem Gleichgewicht heraus ist mit einer Aufnahme von freier Enthalpie ver-
bunden, erfolgt also nicht spontan. Die aufgenommene freie Enthalpie wird wieder
abgegeben, wenn sich das System wieder ins chemische Gleichgewicht zuriickbe-
wegt. Ein Gleichgewichtszustand ist also durch

AG =0 (3.8)

gekennzeichnet.

Die Zelle ist ein offenes System, sie behilt aber stéindig ihren hohen geordne-
ten Grad an Komplexitit. Um die Ordnung zu erhalten, wird sténdig Enthalpie zu-
und wieder abgefithrt. Wire die Zelle ein geschlossenes System, so wiirden die re-
versiblen Reaktionen des Stoffwechsels iiber eine gewisse Zeit dem Gleichge-
wichtszustand zustreben. Im Gleichgewicht gilt dann fiir die Zelle AG=0. Ist die-
ser Zustand erreicht, steht keine Energie zur Leistung von Arbeit mehr zur
Verfiigung, die Zelle ist tot. Stirbt die Zelle, gibt es keine Energiezufuhr mehr und
die Zellstrukturen zerfallen, der Ordnungsgrad nimmt ab und die Entropie nimmt
unweigerlich zu (AS > 0).

Der stindige Stoffaustausch der Zelle mit der Umgebung verhindert die
Gleichgewichtseinstetlung mit der Umgebung. In einer Zelle werden Stoffwech-
selprodukte so produziert und abgebaut, dass sich zwar konstante Konzentratio-
nen dieser Stoffwechselprodukte einstellen, diese aber weit vom thermodynami-
schen Gleichgewicht entfernt sind. Ein Stoffwechselgleichgewicht fern vom
thermodynamischen Grundzustand (A4G=0) wird FlieBgleichgewicht oder engl.
steady state genannt. Um das FlieBgleichgewicht aufrechtzuerhalten, wird die da-
zu notige freie Enthalpie G der duBeren Umgebung durch Stofftransport und/oder
Energietransport (z.B. durch das Einfangen von Sonnenlicht bei der Photosynthe-
se) entzogen. Dieses FlieBgleichgewicht ist eines der wichtigsten Kennzeichen des
Lebens.
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3.1.3 Die Thermodynamik beschreibt das physikalische Verhalten
einer groRen Zahl von Molekiilen, den thermodynamischen
Gesamtheiten

Im Kap. 2.2 haben wir die Wechselwirkungen innerhalb eines Proteins bzw. Bio-
molekiils beschrieben. Im Kap. 4.2 werden wir kennen lernen, dass die Kenntnis
aller Wechselwirkungen in einem Protein im Prinzip ausreicht, um die zeitliche
Entwicklung eines Proteins zu beschreiben. Lisst man quantenmechanische Pro-
bleme auBer Acht, kdnnte so auch die zeitliche Entwicklung einer beliebig groBen
Anzahl von Biomolekiilen beschrieben werden. Allerdings st6ft man dann sehr
bald auf mathematische Probleme, denn es gilt, die Newtonschen Bewegungs-
Gleichungen fiir eine sehr groBe Anzahl von Proteinen zu 16sen. Ein Ausweg aus
diesem Dilemma bietet die statistische Thermodynamik, die makroskopische Gro-
Ben wie Druck und Temperatur auf mikroskopischen GréBen wie kinetische
Energie von Teilchen zurtickfiihrt,

Wir betrachten zuerst ein System im thermodynamischen Gleichgewicht. Dies
konnte z.B. eine Proteinldsung bei 37 °C sein. Ein System im thermodynamischen
Gleichgewicht ist dadurch gekennzeichnet, dass die Temperatur 7, der Druck p,
das Volumen V und die Teilchenzahl N konstant sind. Nehmen wir nun an, dass
dieses Protein verschiedene Energiezustinde (Konformationen) annehmen kann.
Die Energie der Proteinkonformation im Grundzustand sei Ejy. Es gibe nun 4
weitere Konformationen 1-4 mit hoherer Energie, E,<E,<E;<E, (Abb. 3.2). Wir
wollen die Frage stellen, wie viele Molekiile sich in den 5 Energiezustinden be-
finden. Zur Berechnung filhren wir eine Grofe ein, die eine wichtige Rolle in der
Thermodynamik spielt. Es ist die Zustandssumme Z, die exponentiell von den
Energiezustinden E; abhiingt:

E,

5 —— 3.9)
Z=Ze ksT |
i=1

Abb. 3.2. Funf Proteinkonformationen unterschiedlicher Energie £;. Die Konformation mit
der Energie E, représentiert den energetischen Grundzustand des Proteins
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Fiir die Anzahl N, der Proteine, die gerade die Energie E; besitzen, ergibt sich dann
gemil der statistischen Thermodynamik:

E.

Tt (3.10)

NI'ZN
Z

Diese Energieverteilung beschreibt klassische Systeme nichtwechselwirkender
unterscheidbarer Teilchen oder auch Zustinde. Es handelt sich hier um die Boltz-
mann-Verteilung, die alle klassischen Systeme beschreibt, die sich im thermody-
namischen Gleichgewicht befinden. Nach Gl. 3.10 ergibt sich bei hinreichend ho-
her Teilchenanzahl N die wahrscheinlichste Verteilung der Molekiile auf die
erlaubten Energiezustinde des Systems.

3.2 Nahezu alle biochemischen Prozesse in der Zelle sind
durch Enzyme katalysiert: Enzymatische Katalyse
erleichtert Reaktionen

Der Unterschied der freien Enthalpie AG bestimmt, ob Reaktionen zwischen den
jeweiligen Reaktionspartnern ablaufen kdnnen. Im Folgenden wird erklért, wie
Geschwindigkeiten von Reaktionen ermittelt werden kénnen (s. a. Adam et al.
2003).

Wir betrachten den einfachsten Fall einer chemischen Reaktion, die Umsetzungs-
reaktion einer Substanz 4 hin zur Substanz B mit jeweils identischer atomarer Zu-
sammensctzung.

Bezeichnen wir die Konzentrationen von 4 und B mit [4] und [B], so ist die zeit-
liche Anderung von [B] proportional zur Konzentration von [4]. Je mehr Molekiile
der Sorte 4 pro Volumen vorhanden sind, desto mehr Produkt [B] wird gebildet.
Durch die Riickreaktion von B nach A vermindert sich die Anzahl von 4, die zeit-
liche Anderung aufgrund dieser Abnahme ist negativ und proportional zu [4]. Je
mehr Molekiile [4] vorhanden sind, desto mehr kénnen wieder zu B zuriickreagie-
ren. Dieser Sachverhalt wird durch folgende Differentialgleichung beschrieben:

)k, 1m) 611
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Die Proportionalitdtskonstanten k; und % ; sind die Reaktionsgeschwindigkeits-
konstanten der Hin- und Riickreaktion. Weiterhin ist die zeitliche Anderung von
[B] gleich der zeitlichen Anderung von [4], da wir eine monomolekulare Reaktion
betrachten. In Formeln ausgedriickt bedeutet dies

dle] __dld] -
dt dt

Die Geschwindigkeit von chemischen Reaktionen ist temperaturabhéngig. Das
bedeutet, dass die Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten temperaturabhéngig sein
miissen. Dieser Sachverhalt wurde von Van’t Hoff und Arrhenius am Ende des 19.
Jahrhunderts erkannt. Die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante £ ist exponentiell
von der Temperatur abhédngig, und der exponentielle Faktor enthilt eine Aktivie-
rungsenergie E,, dic aufgebracht werden muss, um eine Reaktion in Gang zu
bringen:

E

k= koo KT (3.13)

Dabei bezeichnet T die Temperatur, R die Gaskonstante und %, einen priexponen-
tiellen Faktor, der weitgehend temperaturunabhingig ist. Gl. 3.13 zeigt, dass vor
allem die GroBe der Aktivierungsenergie E, die Geschwindigkeit einer Reaktion
bestimmt.

Hat sich das chemische Gleichgewicht eingestellt, so dndern sich die Konzen-
trationen der Reaktionspartner nicht mehr, die zeitlichen Anderungen [A],, und
[B]., sind gleich null:

d|8],, :Oz_d[A]eq_ (3.14)
dr dr

Durch Einsetzen von Gl. 3.14 in GL. 3.11 ergibt sich im Gleichgewicht

0=k [4],, ~k_[B] (3.15)

eq

Durch Umformen ergibt sich, dass das Verhiltnis der Konzentrationen im Gleich-
gewicht gleich dem Verhiéltnis der Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten ist. Die-
ser Quotient ist dimensionslos und wird als Gleichgewichtskonstante K der Re-
aktion bezeichnet:

8L, _ & _x (.16)
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Die freie Enthalpie AG” dieser Reaktion ist unmittelbar mit der Gleichgewichts-
konstante K verkntipft. Es gilt:

AG® = —RTInK. (3.17)

Die freien Enthalpie AG’ lisst sich also aus der Gleichgewichtskonstanten einer
Reaktion und damit geméB Gl. 3.16 aus den Gleichgewichtskonzentrationen von
Ausgangsstoff 4 und Produkt B bestimmen.

Die Theorie des Ubergangszustands erklirt die Existenz der Aktivierungse-
nergie E, einer Reaktion. Um reagieren zu kdnnen, miissen die Reaktionspartner
zusammentreffen und einen oder mehrere hochenergetische aktivierte Komplexe
bilden. Zur Bildung dieses Ubergangszustands (engl. transition state) ist die Akti-
vierungsenergie E, ndtig. Im chemischen Labor geschieht dies z.B. durch die Zu-
fithrung von Wirme. Dies ist in biologischen Systemen nicht moglich, im Gegen-
teil, damit komplexe Organismen funktionieren konnen, muss die Temperatur
innerhalb enger Grenzen konstant gehalten werden.

Die Natur 16st dieses Problem dadurch, dass nahezu alle Reaktionen in Zellen
in Gegenwart von Katalysatoren, den Enzymen, ablaufen. Betrachten wir ein
Substrat § in Gegenwart eines Enzyms, das das Substrat in ein Produkt umwandelt
(Abb. 3.3). Damit diese Reaktion ablaufen kann, muss AG’ negativ sein. Ohne
Anwesenheit eines Enzyms muss zur Bildung des aktivierten Komplexes T die
Aktivierungsenergie E, aufgewandt werden.

Ein Katalysator verringert die Aktivierungsenergie der Reaktion. Um den akti-
vierten Komplex zu bilden, muss nur noch die freie Aktivierungsenergie AG" auf-
gebracht werden. Die Konzentration von T Ildsst sich {iber die Arrhenius-
Gleichung berechnen:

46" (3.18)

[r]=[4}e #7

Wie kann nun eine Verringerung der Aktivierungsenergie erfolgen: Das Enzym
kann die Reaktanden rdumlich nahe bringen und dadurch das Aufbrechen und Bil-
den von Bindungen erleichtern und in vielen Féllen erst moglich machen. Eine
andere Moglichkeit ist die Anderung des Reaktionswegs.

Lassen sich die oben postulierten Zwischenzustinde auch beobachten? Um
dies zu erreichen, miissen Reaktionen schnell abgestoppt werden, was z.B. durch
schnelles Einfrieren von Reaktionsldsungen geschehen kann. Die enzymatische
Reaktion wird so gestoppt und die tiefgefrorenen Gemische lassen sich dann mit
spektroskopischen Methoden wie z.B. Elektronenspinresonanz- oder MéfBbauer-
Spektroskopie untersuchen. Mit solchen Methoden kénnen Reaktionen bis in den
Millisekundenbereich verfolgt werden.

Auch kristallographische Untersuchungen lassen sich so durchfiihren: Ein En-
zymkristall wird mit Substrat betropft. Das Substrat diffundiert in den Kristall und
die Probe wird schnell auf Temperaturen < 100 K abgekiihlt. Der mit Substrat be-
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legte Kristall kann dann flir rontgenkristallographische Untersuchungen benutzt
werden. Mit dieser Methode lassen sich Reaktionen bis in den Sekundenbereich
verfolgen. Wenn solch ein Experiment an einer starken Rontgenstrahlungsquelle
wie einem Synchrotron durchgefiihrt wird, kénnen sogar zeitabhingig Strukturen
aufgenommen und damit die Reaktion praktisch fotografiert werden (Schlichting
et al. 2000; Schotte et al. 2003). Natiirlich steckt der Teufel bei diesen Untersu-
chungen im Detail. Bei Anwesenheit von mehreren aktivierten Komplexen miis-
sen solche Bilder denn auch durchaus kritisch beurteilt werden, auch wenn sie
noch so faszinierend sein mogen.

Mit Hilfe von schnellen optischen Methoden ist es sogar moglich, Elektronen-
tranferreaktionen im Picosekundenbereich z.B. in den ersten Schritten der Photo-
synthese spektroskopisch zu verfolgen (s. Kap.7 und Holzapfel et al. 1989). Bei
diesen Untersuchungen ist es wichtig, den Zeitpunkt des Starts der Elektronen-
transferreaktion zu steuern. Dies geschieht mit Hilfe von Lichtpulsen: Werden die
Lichtpulse ausgesendet, so wird nach der Zeit ¢ ein Spektrum aufgenommen. Die
Zeit ¢ wird variiert und man erhilt zeitabhingige Spektren.

/’ aktivierter Komplex

\

A

.

A Y
' Ea A}

A

Enzym+Substrat f \ \

Enzym+Produkt

Freie Energie G

4G

Reaktionskoordinate

Abb. 3.3. Die Aktivierungsenergie E, wird benétigt, um den aktivierten Komplex einer
Reaktion zu bilden. Bei Produktbildung wird E, und die freie Enthalpie der Reaktion AG’

frei. Ein Enzym erniedrigt £,, es ist nur noch AG” aufzubringen, um die Reaktion zu akti-
vieren
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3.3 Elektronen, lonen und Biomolekiile werden auf
verschiedene Art transportiert: Transportprozesse

Transport von Molekiilen ist eine Eigenschaft von Leben. Eine Zelle muss von
auflen mit den fiir ihren Metabolismus nétigen Stoffen versorgt werden. Innerhalb
der Zelle miissen diese Stoffe dann an die jeweiligen Orte gelangen, an denen sie
mit Hilfe von Enzymkomplexen umgesetzt werden.

Die Natur nutzt fiir den Transport die Diffusion von Molekiilen aus, d.h. das
Bestreben von Molekiilen sich gleichméBig im Raum auszubreiten. Natiirlich
muss der Transport von Molekiilen gerichtet erfolgen; wie das geschieht, soll in
diesem Kapitel geschildert werden. Im Kap. 3.3.1 werden wir anhand des mole-
kularen Sauerstofftransports die Beschreibung von Diffusionsprozessen kennen
lernen.

Im Kap. 3.3.2 folgt der Transport von Ionen durch Zellmembranen. Dieser Me-
chanismus stellt die Grundlage der Bildung von Membranpotentialen dar und ist
damit fiir die Zellfunktion unverzichtbar. Biochemische Reaktionen in der Zelle
bendtigen aber auch Elektronen, die iiber genau definierte Wege und Orte zur Ver-
fiigung gestellt werden. Die Grundziige der Theorie des Elektronentransfers
werden in Kap. 3.3.3 behandelt.

3.3.1 Molekularer Transport durch Diffusion: Sauerstoff diffundiert
durch Zellgewebe

Wie atmen wir eigentlich? Natlirlich nehmen wir Sauerstoff durch unsere Atem-
wege auf, aber wie geht der Weg eines einzelnen O,-Molekiils weiter, bis es zu
dem Ort der Zellatmung, den Mitochondrien unserer Zellen, angelangt ist? Den
ersten Teil dieses Weges legt das O,-Molekiils durch konvektiven Transport in
den Atemwegen zuriick (Abb. 3.4). Muskelarbeit sorgt dafiir, dass frische Luft
eingeatmet wird. Es folgt der Diffusionsaustausch zwischen Alveolen und Lun-
genkapillarblut. Das O,-Molekiil diffundiert durch mehrere Membransysteme und
wird letztendlich in den roten Blutkdrperchen am Eisenzentrum des Hamoglobins
gebunden. Nur ein sehr geringer Anteil des Sauerstoffs liegt in geloster Form im
Blutplasma oder in den Erythrozyten vor. Dann erfolgt erneut ein konvektiver
Transport des O,-Hiamoglobin-Komplexes auf dem Blutweg. Der Transport zwi-
schen Gewebekapillaren und Gewebezellen erfolgt erneut {iber Diffusion. In den
Mitochondrien erfolgt die Zellatmung und Sauerstoff verlisst, gebunden im CO,-
Molekiil, die Zelle. Auch CO; diffundiert in die Blutbahn, wird aber zum groBen
Teil physikalisch im Blutplasma gelost und ebenfalls chemisch gebunden. Der
Riickweg des CO,-Molekiils in die Lunge erfolgt dann durch konvektiven Trans-
port in der Blutbahn. Dort diffundiert das CO,-Molekiil wieder in die Lungenblis-
chen zuriick und wird nun erneut durch konvektiven Transport ausgeatmet.
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Ventilation: Konvektiver
Transport von O, in den
Atemwegen

Alveole Oz

Alveole Diffusion:
Diffusionsaustausch
zwischen Alveolen

Transport mit und Lungenkapillarblut

dem Blutstrom

Diffusionsaustausch zwischen Bindung ans Hamoglobin:
Gewebekapillaren und Gewebezellen O,+ Ho= Hbo2

-3 (J

Abb. 3.4. Schematische Darstellung des Sauerstofftransports zum Zellgewebe (nach Thews
u. Hutton 1978; Thews 1987; Bryngelson u. Billings 1997)

In diesem Kapitel wollen wir den Vorgang der Diffusion physikalisch beschreiben
und diesen Formalismus auf den Sauerstofftransport im Gewebe anwenden

Diffusion von Teilchen, das 1. und 2. Ficksche Gesetz

Um Diffusionsvorgénge quantitativ zu beschreiben, definieren wir zuerst den
Teilchenstrom j, in einer Dimension x. Unter Teilchenstrom versteht man die An-
zahl der Teilchen An, die pro Zeiteinheit Af eine Querschnittsfliche a, passieren.
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_ dn (3.19)
- Atay .

Man beobachtet nun, dass der Teilchenstrom j, proportional zur Ableitung der
Teilchenkonzentration ist. Es gilt also:

Jx

dc
o —, (3.20)
e dx

Die Proportionalititskonstante wird als Diffusionskonstante D bezeichnet. Damit
ergibt sich das 1. Ficksche Gesetz in einer Dimension als

i :_D§, (321
x .

Betrachten wir drei Dimensionen, so ist der Teilchenstrom im Raum natiirlich eine
gerichtete GroBe. Man beobachtet, dass der Teilchenstrom dem Gradienten der
Teilchenkonzentration an jedem Ort proportional ist. Kennen wir die Teilchen-
konzentration ¢ und die Diffusionskonstante D, so ergibt sich der Teilchenstrom
durch das 1. Ficksche Gesetz in drei Dimensionen:

ac
Jx gx
j=|Jy,|=-D a—c - ~Dgrad(c) = —D¥e. (3.22)
. y
]z @
oz

Weiterhin beobachtet man, daB} die Teilchenkonzentration ¢ dem Partialdruck p,
dieser Teilchen proportional ist. Diese Tatsache wird Henry-Daltonsches Gesetz
genannt:

c=agp,. (3.23)

ag ist der Bunsensche Loslichkeitskoeffizient. In der Literatur wird auch oft der
Kroghsche Diffusionskoeffizient (auch als Diffusionsleitfihigkeit bezeichnet, s.
Tab. 3.1) benutzt (Thews u. Hutten 1978):

K, =60a,D. (3.24)
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Bisher haben wir zeitliche Anderungen der Konzentration der Teilchen vernach-
lassigt. Sind solche Anderungen vorhanden, so gilt das 2. Ficksche Gesetz:

2 2 2
o _ D[£+£+£]© % _p.v2. (3.:25)

ar ox? 8y2 0z? 5:

Verbrauch und das stationére Gleichgewicht

Gl. 3.25 gilt, wenn die Teilchen nicht durch Prozesse wie z.B. chemische Reaktio-
nen verbraucht werden. Wenn wir einen Verbrauch 4, einschalten, muss Gl. 3.25
modifiziert werden und es ergibt sich fiir die zeitliche Anderung der Konzentrati-
on ¢, die sowohl durch Diffusion wie auch durch Verbrauch verursacht wird:

& _D-Vie-4y. (3.26)
ot

Fin in der Biologie extrem wichtiger Fall ist das stationiire Gleichgewicht. In ei-
ner idealen Kapillare z.B. flieBt das Blut mit einer zeitlich konstanten Geschwin-
digkeit, d. h. die Konzentration von roten Blutkérperchen und damit von Sauer-
stoff an einem Ort der Kapillare ist ebenfalls konstant. Natiirlich gilt dies auch fiir
alle anderen Stoffe im Blut. Diese Situation ist mit einem Fluss vergleichbar, des-
sen Wasserspiegel sich zwar nicht #ndert, in dem aber auch stindig Wassermole-
kiile flussabwirts flieBen. Wie wir in Kap. 3.3.2 sechen werden, befinden sich auch
innerhalb von Zellen z.B. Na', K" und CI-Ionen im stationdren Gleichgewicht,
was die Berechnung von Membranpotentialen ermoglichen wird. Im stationéren
Gleichgewicht sind also die zeitlichen Anderungen der Teilchenkonzentrationen
gleich null. Fiir Gl. 3.26 bedeutet dies:

%=O=D-V2c—AV:> Ay =D-Vic. (3.27)

Tabelle 3.2 Beispiele fur O,-Diffusionsleitfahigkeit Kp und O,-Diffusionsleitfahigkeit D in
verschiedenen biologischen Medien (Thews u. Hutton 1978)

K (ml cm'min” Atm™) D (cm’s™")
Wasser 4,7~10'5 3,3'10"5
Blutplasma 3,6-107 2,5-10°
Erythrozyt (Mensch) 1,7.10° 1,2:10°
Alveolo-kapillire Membran ~ 2,5.10° 2,3-10°
Hirnrinde (Ratte) 2,7-10° 2,0-10°

Herzmuskel (Ratte) 2,4-10° 1,9-10°
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Atemgastransport im Blut

Wie erfolgt der Atemgastransport im Blut? Die Erythrozyten sind Tréger des roten
Blutfarbstoffs Himoglobin (Hb). Himoglobin enthélt 4 Untereinheiten mit jeweils
140 Aminoséureresten. Jede Untereinheit besitzt eine Farbstoffkomponente (auch
Ham oder Porphyrin genannt) mit einem Eisenion im zweiwertigen Oxidationszu-
stand. Das Molgewicht betrdgt 64500 amu. Die Transportkinetik wird durch Dif-
fusion im Erythrozyten bestimmt. Um die Himoglobin-Sauerstoff-Bindung quan-
titativ zu beschreiben, betrachten wir die Zeitabhéngigkeit der Sauerstoff-
konzentration: Fiir die Reaktion Hb + O, — HbO, ergibt sich gemiB Gl. 3.26 fol-
gende Gleichung:

QLaO-tZ-] = DV?|0,]-k|[0, JHb]+ k_, [HbO, | (3.28)

Dabei sind die Grofen in rechteckigen Klammern Konzentrationen. Die Reak-
tionszeitkonstanten flir Sauerstoffaufnahme und Sauerstoffabgabe sind mit £
und k_; bezeichnet.

Fiir die O)-Aufnahme in den roten Blutkérperchen, die sich in den Lungenka-
pillaren befinden, vereinfacht man Gl. 3.28 durch Einfiihrung des Koeffizienten
der Scheinloslichkeit o, Weiterhin wird angenommen, dass die Himoglobinkon-
zentration konstant und die Riickreaktion zu vernachlédssigen ist. Damit fasst o
die physikalische Loslichkeit und die chemischer Bindungsfihigkeit zusammen.
Unter Benutzung von D=k/& ‘s vereinfacht sich Gl. (3.28) zu:

olo,]_ & v?[0,] (3.29)
ot a'g

Prinzipiell ldsst sich mit Gl. (3.29) die Sauerstoftkonzentration im Erythrozyten
berechnen; dies ist aber auch aufgrund der komplizierten Form und der Tatsache,
dass Erythrozyten beim Durchgang durch die Lungenkapillaren verformt werden,
ein kompliziertes Problem (s. Thews u. Hutton 1978).

Gasaustausch im Gewebe

Wie erhélt man nun ein Konzentrationsprofil der Sauerstoftkonzentration ¢ in ei-
nem mit Kapillaren durchsetzten Gewebe? Wir wenden dazu Gl. 3.8 auf den Aus-
tauschvorgang an. Es gilt das 2. Ficksche Gesetz unter Annahme eines Verbrauchs
der GroBe Ap. Unter Annahme des stationdren Gleichgewichts folgt also
Ay=D V¢ (Gl. 3.27). Mit Hilfe des Henry-Daltonschen-Gesetzes c=app lisst sich
Gl. 3.27 umformen. a3 ist der Bunsensche Loslichkeitskoeffizient. Benutzen wir
Kp=agD so ergibt sich:
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4y =KpVip o ZV=v2p. (3.30)

Die analytische Losung von Gl. 3.30 ist im Anhang dargestelit. Krogh fiihrte diese
Berechnung erstmals 1918/19 durch. Er erkannte, dass sich Gl. 3.30 durch Einfiih-
rung von Zylinderkoordinaten vereinfachen ldsst und fiihrte die in Abb. 3.5b ge-
zeigten Zylinder ein, auf deren Mittelachse sich die Kapillaren befinden und die
heute Kroghsche Zylinder genannt werden (Thews u. Hutton 1978). Die Krogh-
schen Zylinder treffen genau in der Mitte zwischen zwei Kapillaren zusammen
und besitzen den Radius »,. Bezeichnen wir den Sauerstoffpartialdruck am Ka-
pillarrand mit p; und den Radius der Kapillaren mit »; so erhalten wir unter Ver-
nachlédssigung von Langsdiffusion (s. Anhang)

2

A 2 2 1 AV 2 r
r +——r -nfs—r,"In—. (3.43)
p( ) P KD ( 1 ) KD z "

Der Verlauf von p(7) ist in Abb. 3.5a gezeigt. Obwohl wir sehr grobe Niherungen
fiir die Wirklichkeit angenommen haben, reproduziert Gl. 3.43 die in Abb. 3.5b
gezeigten experimentellen Daten sehr gut.

Capitlare Capillare

10 20 30 Schwelle
3¢ 20 10”& 0 20 30 20 10‘"0“

chwelle

'
1
i
welle] !

T W ®» W W W Dp
R —= - R —

Abb. 3.5 a,b. Die Kroghschen Zylinder: Eine schematische Darstellung der O,-Versorgung
im Zellgewebe (a). In der unteren Grafik ist Gl. 3.23 flir verschiedene P;-Werte grafisch
dargestellt. (b) zeigt gemessene O,-Partialdruckprofile zwischen zwei Gewebekapillaren
(Thews 1960; Thews u. Hutton 1978)



3.3 Elektronen, Ionen und Biomolekiile werden auf verschiedene Art transportiert... 41

In Abb. 3.5b ist auch gezeigt, dass die Sauerstoffkonzentration im Zellgewebe
nicht beliebig ansteigen bzw. abfallen darf. Fillt die Sauerstoffkonzentration unter
einen Grenzwert ab, so sterben die Gewebezellen aufgrund von Sauerstoffmangel,
wird ein oberer Grenzwert iiberschritten, so werden die Zellen durch einen Uber-
schuss an Sauerstoff und damit radikalischen Spezies geschidigt. Es gibt also ei-
nen Bereich optimaler Sauerstoffkonzentration.

3.3.2 lonen und Proteine werden auf verschiedene Arten durch
Membranen transportiert

Im Kap. 3.3.1 wurde das Zusammenspiel von konvektivem Transport, Diffusion
und chemischer Bindung im Hdmoglobin beim Transport von Sauerstoff im Orga-
nismus ndher erldutert. Wie werden nun Ionen oder gar Proteine in der Zelle
transportiert? Aus Tabelle 3.2 ist ersichtlich, dass die intra- und extrazelluldren
Ionenkonzentrationen in S#éugerzellen stark voneinander abweichen. Wie ist das
moglich? Die Zelle muss spezielle Transportmechanismen flir diese Ionen bereit-
halten, damit diese durch die Zellmembranen ein- und ausgeschleust werden kon-
nen. Im Folgenden wollen wir die grundlegenden physikalischen Konzepte fiir den
molekularen Transport durch Membranen kennen lernen (s. a. Adam et al. 2003).

Fiir den passiven Transport durch Diffusion ist keine Energie nétig

Der Transport von Stoffen durch Diffusion benétigt keine zuséitzliche Energie und
wird deshalb passiver Transport genannt. Wasser kann z.B. semipermeable Li-
piddoppelschichten durchqueren, ein Prozess, der als Osmose bekannt ist. Der
Durchgang von Stoffen durch Lipiddoppelschichten der Zellmembranen ohne
weitere Hilfsproteine wird als freie Diffusion bezeichnet.

Ionen (zB. Na*, K" und CI') sowie Aminosiuren und Zucker sind extrem lipi-
dunléslich und konnen deshalb die Lipiddoppelschichten von Zellmembranen
kaum passieren. Um diese Stoffe durch die Membran zu transportieren, hat die
Natur im Laufe der Evolution spezielle Proteine und Proteinsysteme entwickelt. In
dic Membran eingebettete porenartige Kaniile (s. Abb. 3.6a) stellen Transportwe-
ge dar, die nach beiden Seiten der Membran hin offen sind und die Diffusion
durch die Membran erméglichen. Dieser Prozess wird erleichterte Diffusion ge-
nannt. Solche Kanile transportieren selektiv nur bestimmte Molekiile. In Abb.
3.6b ist die Struktur eines Gramicidin-Kanals gezeigt. Dieser Kanal ist fiir mono-
valente Kationen permeabel. Ein flir den Transport von Saccharose spezifisches
Kanalproteinsystem ist in Abb. 3.7 dargestellt. Dieses Porin der Aullenmembran
des gramnegativen Bakteriums Salmonella typhimurium liegt in der Membran als
Trimer vor. Es gibt aber auch Kanile mit Kanaldurchmessern bis zu 3,5 nm, die
selbst Proteine transportieren kdnnen. Zu dieser Art von Proteinen z#hlt der TolC-
Kanal-Tunnel aus E. Coli (s. Abb. 3.8).
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Tabelle 3.3 Ionenkonzentration in Muskelzellen von Warmbliitern (in mM; nach Fromter

1978)
Ion Intrazelluldr Extrazellulér
Na* ~10 114
K" 140 4
Mg** 18 0,75
Ca™* ~1-107 1,3
Cr 4 114
a b

inneres Medium

auleres Medium

OO0000000
00.86.8/0.0.0. 0,00/
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S/ 0.8/0. 000000

Abb. 3.6 a,b. Schematische Darstellung der Wirkungsweise eines Kanals (a) und Struktur
eines Gramicidin-Kanals (b). Dieser Kanal ist fiir monovalente Kationen permeabel. Die
fiir die hydrophoben Reste der Kanalenden sorgenden Aminosiurereste sind weggelassen
(Adam et al. 2003)

Abb. 3.7. Struktur des Porins der Au-
Benmembran des gramnegativen Bakte-
riums Salmonella typhimurium. In der
Mitte der drei Kanéle sind die Saccha-
rose-Molekiile gezeigt (Adam et al.
2003)
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<+—— Periplasma —»

innere Membran

Abb. 3.8. Struktur des TolC-Kanal-Tunnels aus E.Coli. Der Kanal in der dueren Membran
ist 4nm lang. Das Periplasma wird durch einen 10 nm langen Tunnel iberbrickt (Koronakis
et al. 2000; Adam et al. 2003)

Carrier hingegen sind Transportsysteme, die abwechselnd von jeweils einer Sei-
te, aber nicht von beiden Seiten gleichzeitig selektiv Stoffe durch die Membran
transportieren. In Abb. 3.9 ist der Transport eines Stoffes S durch einen Carrier C
schematisch dargestellt. Der Carrier C bindet S, der CS-Komplex bewegt sich
durch die Membran und S wird dann auf der anderen Seite der Membran freige-
setzt. Der Transport von S kann auch durch eine Konformationsdnderung von C
erfolgen. Im letzten Schritt wird dann die Bindungsstelle an die Ausgangsposition
zuriickgefiihrt.

c a

19-G]
-0

Losung' Membran Losung”

L7

N T \
) BN
1
b

oC OO0 @N @K = H-Bricke

Abb. 3.9 a,b. Schematische Darstellung des Transports eines Stoffes S durch ein Carrier-
protein C (a). Als Beispiel ist eine Konformation des K™-Komplexes des Antibiotikums
Valinomycin gezeigt (b). Das K'-Ion ist durch elektrostatische Wechselwirkung mit den
Dipolmomenten der Carbonylsauerstoffatome gebunden (Adam et al. 2003)
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e Abb. 3.10. Schematische Darstellung
. des aktiven Transports von Na' und
K K" durch die Na-K-Pumpe innerhalb
ATP der extrazelluldren Membran. Im sta-
app  LumPe tiondiren Zustand heben sich aktive
. M und passive Fliisse gegenseitig auf
Na (Adam et al. 2003)
K® —-—~—L——— passive
Permeabilitat
NG® —— —d e (LeCK)
Na* Na*
. +
K K
+ -
Cytoplasma

\

Aktiver Transport durch Pumpen

Pumpen sind Proteinkomplexe, die Stoffe entgegen dem Gradienten des elektro-
chemischen Potentials beférdern kénnen. Diese Proteine miissen fiir den Transport
Energie aufwenden, was durch chemische Reaktionen, meist durch Hydrolyse von
ATP, erméglicht wird. Solch ein Transport, der entgegen von Konzentrationsgra-
dienten verlduft, wird aktiver Transport genannt.

Die Konzentration von Na" innerhalb von Erythrozyten ist ca. sechsmal niedriger
als die im Serum, wihrend die K'- Ionenkonzentration im Cytoplasma ca. 27-mal
grofier als im Serum ist (s. Tabelle 3.4)). Um diese hohen Konzentrationsunter-
schiede aufrecht zu halten, ist ein aktiver Transporter vorhanden, die Na-K-
Pumpe, diec den Transport von Na'- mit dem von K'-Ionen koppelt. Dieser Me-
chanismus wird als gekoppelter Transport bezeichnet. Die Na-K-Pumpe trans-
portiert unter ATP-Hydrolyse K'-Ionen ins Innere des Cytoplasmas und Na'-
Ionen in das extrazelluldre Medium.

Tabelle 3.4 Ionenkonzentrationen bei menschlichen Erythrozyten (Adam et al. 2003)

[Na'] (K]

innen (Cytoplasma) 19 mM 136 mM
auBlen (Serum) 120 mM 5 mM
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Membranpotentiale entstehen durch Transport von lonen

Die unterschiedlichen Konzentrationen von Ionen gleicher Sorte innerhalb und
auBBerhalb einer Zellmembran haben zur Folge, dass sich an der Membran ein
Membranpotential ausbildet. Tabelle 3.3 zeigt als Beispiel die intra- und extra-
zelluldre Ionenkonzentrationen in Muskelzellen von Warmbliitern.

Betrachten wir ein Gemisch aus einfach positiv und negativ geladenen Ionen
auf beiden Seiten einer Membran (Abb. 3.11). Diffundieren keine Teilchen durch
die Membran, so ist das Membranpotential gleich null (Abb. 3.11a). Werden in ei-
ner Richtung gezielt positive Ionen z.B. von rechts nach links durch die Membran
transportiert, so wird auf der rechten Seite ein Uberschuss an negativen Ionen zu-
riickgelassen (Abb. 3.11b).

Insgesamt herrscht zwar immer noch Ladungsneutralitit, es befinden sich jetzt
aber mehr positive als negative Ionen auf der linken Seite der Membran. Dieser
Ladungsunterschied sorgt dafiir, dass rechts negative Ionen und links positive fo-
nen zur Membran hin angezogen werden. Da diese Ionen die Membran nicht pas-
sieren kdnnen, baut sich ein Membranpotential ¢@,, auf. Dieses Membranpotential
bewirkt nun die AbstoBung weiterer positiver lonen, die von rechts nach links
wandern wollen. Es stellt sich also ein dynamisches Gleichgewicht ein. Im Fol-
genden wollen wir den obigen Sachverhalt physikalisch beschreiben, mit dem
Ziel, einen mathematischen Ausdruck zu erhalten, der die Berechnung von Mem-
branpotentialen erméglicht. Dazu bendtigen wir zuerst einen analytischen Aus-
druck fiir den Fluss einer lonensorte durch eine Membran.

Fluss einer lonensorte i durch eine Membran

Im Idealfall wirkt eine Membran der Dicke d wie das Zwischenmedium in einem
Kondensator. Entlang des Querschnitts der Membran finden wir ein homogenes
elektrisches Feld £, das von der positiven zur negativ geladenen Seite der Mem-
bran entlang des Einheitsvektors #, gerichtet ist und das senkrecht zur Membrane-

bene verlduft.

(3.44)

Wir betrachten zunéchst den Transport von beliebigen Ionensorten durch die
Membran. Die Flussdichte einer Ionensorte ¢ durch pro Flidcheneinheit a, der
Membran wird dann beschrieben durch:

iy (3.45)

Ay

J ist der Ionenfluss in der Einheit [mol s']. Die gesamte Flussdichte ergibt sich
dann als Summe aus der durch Coulomb-Wechselwirkung j; s und durch Dif-
fusion j; ., verursachten Fliisse:



46 3 Energie, Reaktionen und Transportprozesse in Zellen

Ji =J.i,dijf +ji,el' (3.46)

Jiayr 1st durch das 1. Ficksche Gesetz gegeben (s. Kap. 3.3.1), wir betrachten nur

eine Dimension x):

des (3.47)
dx

ji,dif' =-D;-

Die Diffusionskonstante D; beschreibt den Transport der Ionensorte i durch die
Membran. Der molekulare Mechanismus des Transports ist also fiir diese Be-
handlung nicht nétig. Es geniigt, D; aus Konzentrationsmessungen zu ermitteln.

Im Folgenden soll ein Ausdruck fiir j; ., hergeleitet werden: Die Coulomb-Kraft
auf ein positiv geladenes Ion ist gegeben als:

F* = +¢E. (3.48)
Yelcelcle 0eCe0e0 & 0606066 oeoecec b
[e)clelcia]e] clelclelelele lclClclele ClClelelclele)
BEXEEQE [GlcxClcaClelC) 60@0e g [ClelCleXOlCRC)
elciclclele cjelclelciolc HDeEeR6 [Glelclelciele
600000 'elclelclelcie) GOE06 0 elclelclelcle]
elclelclelc clejclelciClc; GeOeOe
eXeleyelcre) Slcxelcielele; Xelcielcye
OeLeOe clClcleleiole] Ceeo
Spannung Spatiig

Py

Abb. 3.11 a,b. Ist eine Membran nicht fiir Ionen durchléssig (nicht permeabel), so befinden
sich links und rechts von der Membran gleich viele positive wie negative Ionen. Das
Membranpotential ¢, ist gleich null (a). Werden positive lonen z.B. von der rechten zur
linken Seite der Membran transportiert, so entstechen an der Membran Grenzflichenladun-
gen. Diese erzeugen ein elektrisches Feld, das dem Transport der positiven Ionen zur lin-
ken Seite der Membran entgegenwirkt. Die positiven Tonen spiiren ein abstoBendes positi-
ves Membranpotential ¢,, und es stellt sich ein Gleichgewichtszustand ein (b)
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Betrachten wir nur eine Dimension x, so 14sst sich der Betrag des elektrischen Fel-
des ‘E‘ aus dem elektrischen Potential ¢ durch Ableiten bilden:

. d
|E|= —d—f. (3.49)

Daraus folgt fiir die Coulomb-Kraft auf ein einwertiges, positives lon

__ v (3.50)

dx

]_;'v. el

1

Fiir die Geschwindigkeit v; des Ions 7 in x-Richtung gilt in Anwesenheit von Rei-
bungseffekten:

f‘.el
H
v P p—

(3.51)

wobei f; als Reibungskoeffizient der lonensorte i bezeichnet wird. Einsetzen von
Gl. 3.50 in GL. 3.51 ergibt

v, =——. 29 (3.52)

Mit Hilfe der Einsteinsche Beziehung flir den Diffusionskoeffizienten D;=kpT/f;
ergibt sich fiir den Reibungskoeffizienten

f=tel (3.53)

Nun setzen wir den Ausdruck fiir £; in Gl. 3.52 ein:

y, =—2Di dp (3.54)
kpT dx

Aus historischen Griinden werden die folgenden Gleichungen mit der Faraday-
konstante F und der Gaskonstante R=8314,3 JM'kg'K™' geschrieben. Mit Hilfe
der Elementarladung e, der Loschmidtschen Zahl L und der Boltzmann-Konstante
kg ergeben sich folgende Zusammenhinge:
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o=t R R (3.55)
3 x

, - _F-Kp D do (3.56)

Die Flussdichte einer Ionensorte ist das Produkt aus der Geschwindigkeit und der
Konzentration der Ionen, also gilt:

Jiel =Ci V- (3.57)

Setzen wir Gl. 3.56 fiir v; ein, so erhalten wir fiir den elektrischen Beitrag zum
Gesamtfluss:

D.
jiel:_cii' l d_qo (3.58)
’ R T dx
Die Gesamtfludichte j;= j; s + Jj;; ergibt sich dann als

jo=-p| %, L 42 (3.59)
dx RT dx

Diese Gleichung wird auch als Nernst-Planck-Gleichung bezeichnet.

Unterschiedliche lonenkonzentrationen innerhalb und auRerhalb von
Zellen verursachen das Membranpotential: Die Goldman-Gleichung

Die Goldman-Gleichung beschreibt das Membranpotential in einer Zelle, das
durch Konzentrationsunterschiede von im Wesentlichen Na'-, K*- und CI'-Ionen
innerhalb und auBerhalb der Zelle verursacht wird. Zur Herleitung wird die
Nernst-Planck-Gleichung unter folgenden Annahmen geldst (Volkenstein 1977):
1. Die Membranumgebung ist im stationiren Zustand.

2. Die Membran ist eine homogene Phase.
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3. An der Grenzfliche Membran/Wasser gilt Verteilungsgleichgewicht®.
4. Die Feldstiirke in der Membran ist konstant.

Die ausfuihrliche Herleitung ist im Anhang dargestellt. Man erhilt fiir das Mem-
branpotential ¢,, bei Anwesenheit von Na*-, K'- und CI-Ionen innerhalb und au-
Berhalb der Zellmembran:

_RT, Pucla + Pick +Pace (3.74)

mn i i a
ProCng + Pycg +Fep ey

Hierbei werden die Konzentrationen der Ionensorten i innerhalb der Zelle mit ¢/
und auBerhalb der Zelle mit ¢ bezeichnet. Die Permeabilitit P; ist ein MaB3 fiir
die Durchlissigkeit der Membran der Dicke d flir die Ionensorte i. Sie ist definiert
als P=D)\d, wobei D; der Diffusionskoeffizient der Ionensorte i darstellt.

Das Membranpotential des Tintenfischaxons

Das Riesenaxon von Tintenfischen ist mehrere Zentimeter lang und besitzt einen
Durchmesser von ca. 0,5 mm (Abb. 3.12). Diese Dimensionen erleichterten viele
Messungen zum Mechanismus der Nervenerregung. Tabelle 3.5 zeigt die fiir die
meisten tierischen Zellen charakteristischen hohen K'- und niedrigen Na'-
Konzentrationen innerhalb des Axonplasmas. Diese Konzentrationsunterschiede
miissen durch Ionenpumpen aufrechterhalten werden.

Ein nicht erregtes Riesenaxon weist ein typisches Membranpotential (auch Ru-
hepotential genannt) von @, * @unen — Gaussen = -60 mV. Da das Ruhepotential im
Axon im Wesentlichen durch Na'- und K'-Ionen bestimmt wird, vereinfacht sich
GL3.74 zu

Lénge

mehrere
Zentimeter /

~0,5 mmt

erregbare Axoplasma Abb. 3.12. Das Riesenaxon von Tintenfischen
Membran

{Dicke ca. 10 nm)} (Adam et al. 2003).

3 Das Verhiltnis der Konzentrationen der Ionensorte i innerhalb und auBerhalb der Mem-
bran ist konstant.
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Ry, Pck + PrgCia (3.75)
F PKC;( + PNac;Va

Aus den in Tabelle 3.5 angegebenen lonenkonzentrationen und ¢,=-60mV ergibt
sich ein Verhiltnis der Permeabilititen der Axonmembran fiir Na” und K* von
P K+f Na+ ~15.

Tabelle 3.5 Ionenkonzentration beim Tintenfischaxon (Adam et al. 2003)

Intrazellulér Extrazellulir
Na” 50 mM 460 mM
K 400 mM 10 mM
Strompuls {Reizung) Vn Vin
I
l extrazelluldre Mikro- Mikro-~
Elektrotytiosung elektrode A elektrode B
Axon 1 !
Innenelektrode f - |
Distanz a
Vm
{mV}

404 I Aktionspotential
Mikro~ Zg i ! Zeit t —-o—

elektrode A 20 ; ;
-20 -1 Reiz ms
40 - ! H
-60 - '
I
i
!

de

|
i
!
40+
Miko- o] ﬂ Zeit t —w=—

elektrode B 0
20 1 Reiz
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Abb. 3.13. Reizfortleitung im Tintenfischaxon und Registrierung mit Mikroelektroden
(Adam et al. 2003)
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Reizfortleitung

Wie wird nun ein elektrischer Reiz in der Nervenzelle weitergeleitet? Elektrische
Reize lassen sich durch kiinstlich erzeugte Strompulse im Inneren der Axonmem-
bran erzeugen (Abb. 3.13). Legt man einen Strompuls an, der das Ruhepotential
von —60mV auf —30 mV veréndert, so wird kurze Zeit spiter ein einige Millise-
kunden dauerndes Anwachsen des Membranpotentials an der Mikroelektrode A
auf positive Werte registriert (Depolarisation). Dieses Potential wird Aktionspo-
tential genannt (Abb. 3.14). Die Geschwindigkeit der Reizfortleitung kann durch
das Anbringen einer zweiten Mikroelektrode B im Abstand a und der Messung der
Zeit, nach der das Aktionspotentials von B registriert worden ist, bestimmt wer-
den. Fiir ein Riesenaxon mit dem Durchmesser von 0,5 mm sind Fortleitungsge-
schwindigkeiten von bis zu 50 ms™ gemessen worden.

Erregt man das Axon so, dass das Membranpotential zu stirker negativen
Werten hin verschoben wird (Hyperpolarisation), so wirkt es wie ein elektrisches
Kabel. Das Aktionspotential nimmt entlang des Axons exponentiell ab und ist
nach ca. 5 mm schon auf /e des Anfangswertes abgesunken. Dies wird auch fiir
schwach depolarisierende Strompulse beobachtet. Erst nach Uberschreitung eines
Schwellenwertes stellt sich ein Aktionspotential ein, das nahezu unveréndert {iber
die gesamte Linge des Axons von einigen Zentimetern transportiert wird.

~40-
Zeit

I2ms[

Reizstrom I 4
T f depolarisierender Reiz

] ‘ hyperpolarisierender Reiz

Abb. 3.14. Das positive Aktionspotential wird nur nach depolarisierenden Strompulsen be-
obachtet, die oberhalb eines Schwellenwertes liegen. Hyperpolarisierende (1 und 2) und
schwach depolarisierende Strompulse (3) erzeugen kein positives Aktionspotential (Adam
et al. 2003)
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Dieses Verhalten lsst sich nur durch das potentialabhéingige Offnen von Ionenka-
nilen erkldren. Im Fall des Tintenfischaxons sind zum gréBten Teil Na- und K-
Kanile beteiligt. Reizfortleitung in Nervenzellen basiert also auf passivem Trans-
port von Ionen und funktioniert nur dann einwandfrei, wenn die Konzentrations-
gradienten von Na” und K” innerhalb und auBerhalb der Axonmembran aufrecht-
erhalten werden. Eine spezifische Blockierung der Na-Kandle lésst sich z.B. durch
das Gift des Pufferfisches (TTX) erzielen. Tetracthylammonium (TEA) blockiert
dagegen selektiv die K-Kandle.

3.3.3. Elektronentransfer in biologischen Systemen

Biochemische Reaktionen bendtigen Elektronen, die von der Zelle bereitgestellt
werden miissen. Eine solche Bereitstellung von Elektronen muss spezifisch erfol-
gen, d. h. die Zahl der bereitgestellten Elektronen, der Weg und der Ort, an dem
diese zur Verfligung stehen, miissen genau definiert sein.

Die physikalische Natur des Transfers von Elektronen in Proteinen ist bislang
noch nicht eindeutig gekléart. Einige Forschergruppen diskutieren Transfer iiber
Bindungen hinweg (Page et al. 1999), andere schreiben nur dem direkten Weg ei-
ne Bedeutung zu (Beratran et al. 1992). In diesem Kapitel wollen wir die Grund-
ziige der physikalischen Phénomene des Elektronentransfers kennen lernen.

Intra- und Intermolekularer Elektronentransfer

Elektronen konnen innerhalb von Proteinen auf Elektronentransferbahnen ge-
schieust werden (s. Abb. 3.15a). Dieser Transfer wird intramolekular genannt. Das
Elektronen abgebende Molekiil wird Elektronendonator D und das Elektronen
aufnehmende Molekiil wird Elektronenakzeptor A genannt. Der Weg, den das
Elektron von D zu A zuriicklegen muss, wird als Briicke B bezeichnet. Um Elek-
tronen rechtzeitig fiir Reaktionen zur Verfiigung zu stellen, muss der Elektronen-
transfer tiber die Briicke schnell erfolgen. Die Zeitspannen fiir Elektronentransfer
in Proteinen liegen im Bereich von 10™ bis 107" s. Dies entspricht Elektronen-
transferraten im Bereich von 10* bis 10'? s . Elektronentransferwege zwischen
Redoxzentren kénnen bis zu 20 A lang sein. Es gibt aber auch Elektronentrans-
ferproteine, die an Proteine andocken, um Elektronen zu iibertragen; solch ein
Transfer wird intermolekularer Elektronentransfer genannt (s. Abb. 3.15b).

Der einfachste Elektronentransfer: Die Selbstaustauschreaktion

Unter Selbstaustausch versteht man die Ubertragung eines Elektrons von einem
Molekiil A” auf das Molekiil A gemiB

A+A GA+A. (3.76)

Als Beispiel ist die Austauschreaktion in wissriger Lésung zwischen dem griinen
Manganation (A =MnQ,*) und dem violetten Permanganation (A=MnQy) in Abb.
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3.16 gezeigt. Mit Hilfe von zeitaufgeldster optischer Spektroskopie wurde fiir die-
se Elektronentransferreaktion eine Austauschrate k von ca. 10° s™' gemessen.

Erstaunlicherweise sind Austauschraten fiir ein Gemisch von zwei- und drei-
wertigen Eisenionen in wissriger Losung (A'=Fe*"; A=Fe’") trotz des geringeren
Elektronentransferweges geringer als die Austauschraten der grofieren Manganat-
ionen. Zusétzlich zur Entfernung zwischen Donator und Akzeptor miissen also
noch andere Effekte den Elektronentransfer beeinflussen.

Elektronenakzeptor A

il
I

i
I

T
JIL

Abb. 3.15 a,b. Schematische Darstellung des intramolekularen Elektronentransfers. Das
Elektronen abgebende Molekiil wird Elektronendonator D und das Elektronen aufnehmen-
de Molekiil wird Elektronenakzeptor A genannt (a). Ein Beispiel fiir einen intermolekula-
ren Elektronentransfer ist in (b) gezeigt

Abb. 3.16. Eine Selbstaustauschreaktion: MnO,> + MnO; < MnO4 + MnO,* (Quel-
le: http://www.nobel.se/chemistry/laureates/1992/ilipres/)
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Wie lassen sich Elektronentransferraten in biologischen Systemen
messen?

Selbstaustauschreaktionen konnen auch fiir Proteine z.B. durch Analyse von
NMR-Linienbreiten nachgewiesen werden. Fiir ein Gemisch des oxidierten und
reduzierten blauen Kupferproteins Azurin von Pseudomonas aeroginosa wurden
so Transferraten pro Molekiil von k=1,3-10° s bestimmt (Lippard u. Berg 1995).

Auch mit Hilfe von zeitaufgeloster optischer Spektroskopie lassen sich Elek-
tronentransferraten bestimmen. Durch einen Laserpuls erreicht man die Freiset-
zung eines Elektrons in einem photochemisch aktiven Zentrum. Ein zweiter Licht-
oder Laserpuls dient dann dazu, ein optisches Spektrum aufzunehmen. Die Zeit
zwischen erstem und zweitem Puls wird variiert, und so erhilt man eine zeitliche
Folge von Spektren. Mit dieser Methode lassen sich Reaktionen bis in den Pico-
sekundenbereich verfolgen. Die in Kap. 7, Abb. 7.2 aufgefiihrten Transferzeiten
fiir den intramolekularen Elektronentransfer im bakteriellen Photoreaktionszen-
trum wurden so bestimmt (s. dort Holzapfel et al. 1989). Auch die zeitaufgeldste
EPR-Spektroskopie hat sich bei der Aufkldrung von Elektronentransferschritten
in der Photosynthese bewdhrt.

Durch chemische Manipulation der Redoxzentren lassen sich auch Transferra-
ten in natiirlichen Protein-Redoxpaaren bestimmen. Fiir das Cytochrom ¢/ Cyto-
chrom c-Peroxidase-System wurden so tiber eine Distanz von 1,7 nm Transferra-
ten von 1-10* s gemessen. Dafiir wurde das Ham der Cytochrom c-Peroxidase
durch ein Zinkporphyrin (ZnP) ersetzt. Das ZnP wird iiber einen Puls in einen Tri-
plett-Zustand angeregt (s. Kap. 4.6 u. 7), der stark reduzierend ist und damit das
1,7 nm entfernte, dreiwertige Eisen des Cytochrom c reduziert. Der biologisch re-
levante Elektronentransfer ist nun die erneute Reduktion des ZnP, das ja im kata-
lytisch aktiven Zentrum der Peroxidase sitzt. Genau dieser Elektronentransfer
kann durch zeitaufgeloste optische Spektroskopie verfolgt werden (Lippard u.
Berg 1995).

Ein weiterer préiparativer Ansatz ist die Verankerung von photochemisch akti-
ven lonen (z.B. Ru(Ill) an Cytochrom c¢) an der Aminoséurekette des Elektronen-
transferproteins. Das Messprinzip mit zeitaufgeldster optischer Spektroskopie ist
dann immer dhnlich. Ein Laserpuls, der Startpuls, erzeugt photochemisch eine re-
duzierte Spezies (in diesem Fall ein Ru(Il)) und dann wird die Verdnderung des
redoxaktiven Zentrums (in diesem Fall die Reduktion des Fe(Ill) zum Fe(Il)) in
einer Abfolge von optischen Spektren verfolgt (Lippard u. Berg 1999).

Grundziige der Theorie von Marcus fiir den Elektronentransfer

Der Abstand zwischen einem MnO,%- und einem MnO,-Ion beim Elektronen-
transfer ist kiirzer als der Abstand cines Eisenzentrums des Spezialpaares aus
Bakteriochlorophyll zum nichsten Hilfsbakteriochlorophyll im bakteriellen Photo-
reaktionszentrum (s. Kap. 7, Abb. 7.2). Trotzdem unterscheiden sich die Elektro-
nentransferraten drastisch: Der Elektronentransfer zwischen den Bakteriochloro-
phyllen ist trotz des gréfleren Abstandes um 5-6 Gréfenordnungen schneller als
der Transfer zwischen den Manganionen. Wieso misst man so unterschiedliche
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Elektronentransferraten? Dieser Widerspruch wurde von R. A. Marcus erstmals in
den fiinfziger Jahren aufgeklirt (Marcus u. Sutin 1985). Marcus entwickelte Mo-
delle fiir den Elektronentransfer, mit denen sich Elektronentransferraten in chemi-
schen und biochemischen Reaktionen berechnen lieBen, und erhielt 1992 fiir diese
Arbeiten den Nobelpreis fiir Chemie.

Ob eine Elektronentransferreaktion ablaufen kann, wird anhand der Standard-
reduktionspotentiale abgeschitzt. Aus der Thermodynamik wissen wir, dass die
Elektronenaffinitdt eines Elektronenakzeptors A mit seinem Standardredukti-
onspotential £ 4 ansteigt.

Die Differenz der Reduktionspotentiale 4E”" fiir eine Redoxreaktion aus zwei
Halbreaktionen ergibt sich zu

AEY =EY - E}. (3.77)
Die freie Standardreaktionsenthalpie AG” fiir die Reaktion ergibt sich dann gemif
AGY = —nFAE”. (3.78)

Hierbei bezeichnet F=96494 As/mol die Faraday-Konstante und # die Anzahl der
pro Mol Reaktanten {ibertragenen Elektronen.

Marcus erkannte als erster, dass fiir den Elektronentransfer nicht nur die trei-
bende Kraft der Reaktion, die freie Reaktionsenthalpie, betrachtet werden muss,
sondern auch die Energie, die nétig ist, um die molekulare Umgebung bei dem
Elektronentransfer neu zu organisieren. Diese Energie wird als Reorganisation-
senergie A bezeichnet.

Abb. 3.17 zeigt den Verlauf der freien Energie entlang einer beliebigen Reak-
tionskoordinate fiir eine Elektronenselbstaustauschreaktion. Solch eine Reaktions-
koordinate kénnte z.B. der Abstand eines Mn-lons zu den umgebenden Wasser-
molekiilen sein. Fiir eine Selbstaustauschreaktion verschwindet die Differenz der
Reduktionspotentiale und damit die freie Standardreaktionsenthalpie.

Damit Elektronentransfer zwischen zwei Zentren erfolgen kann, miissen beide
Zentren die gleiche Energie besitzen. Dies geschieht durch das Schwingen der
Molekiile um ihre Ruhelagen, die Minima in Abb. 3.17. Der Elektronentibergang
erfolgt am Schnittpunkt der Potentialfldchen. Marcus berechnete die freie Aktivie-
rungsenthalpie 4G~ dieser Austauschreaktion zu Az/4.

Firr Elektronentransfer von Donator-Akzeptor-Paaren leitete Marcus fiir die
Transferrate & in einer klassischen Niherung den Ausdruck

4 Bei biochemischen Reaktionen wird in der Regel pH=7 gewihlt. Die entsprechenden
thermodynamischen Grossen (hier E° und G”') werden mit Apostroph versehen.
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»
>

Freie Enthalpie

»

Reaktionskoordinate

Abb. 3.17. Verlauf der freien Enthalpie G fiir eine Selbstaustauschreaktion A"+ A <> A+
A’ entlang einer Reaktionskoordinate. Die Reorganisationsenergie Ay ist groBler als die freie
Aktivierungsenthalpie 4G" (nach : http://www.nobel.se/chemistry/laureates/1992/illpres/)

_46” (3.79)
k=Ae *T

her. Dabei ist A4 ein Faktor, der von der Natur des Elektronentransfers abhéngt, 4z
ist die Boltzmann-Konstante und 7 die Temperatur. Die freie Aktivierungsenthal-
pie A4G" berechnet sich jetzt aus der Standardreaktionsenthalpie 4G’ und der Re-
organisationsenergie Az gemiB

AG" = (s J;jG")z | (3.80)
R

Die Reorganisationsenergie 1z beinhaltet einen Beitrag der Umorganisation des
Losungsmittels Agg, und einen Beitrag der inneren Schwingungen des Komplexes
Ari. Es gilt also:

A =Apo +Ap; (3.81)

Von besonderer Bedeutung ist die Tatsache, dass Ay eine Funktion der Dielektri-
zititskonstante £ des umgebenden Mediums ist, denn Az, wichst mit wachsendem
& Mit steigender Reorganisationsenergie nimmt also die Elektronentransferrate
ab.
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A

Abb. 3.18. Abhingigkeit der Transferrate k
von der freien Standardreaktionsenthalpie

Ink

\ 4

NN

Damit erkldren sich die hohen Elektronentransferraten innerhalb von Proteinen
(&prorein=4d) im Vergleich zu den Transferraten zwischen kleinen Jonen in wiissrigen
Losungen (gy;0~84). Marcus unterscheidet 3 Bereiche, die in Abb. 3.18 mit I, II
und IIT gekennzeichnet sind.

I. Normale Region:  —AG® <1,
II. Maximum: -AG? = 4,

111 Invertierte Region —AG? > Ap

In der normalen Region steigt die Rate mit steigender freier Standardreaktion-
senthalpie (also mit steigender Triebkraft der Reaktion, engl. driving force, s. auch
Abb. 3.18). Die Reaktionsrate wird maximal fiir eine exotherme Reaktion mit
-AG® = 4y, da der Exponent in Gl. 3.79 fur diesen Fall null ist. Ist die freie Stan-
dardreaktionsenthalpie wesentlich grofer als die Reorganisationsenergie, so sinkt
die Transferrate wieder drastisch (s. auch Abb. 3.20). Die Natur nutzt also fiir die
ersten Schritte des Elektronentransfers in der Photosynthese die Region 1. Die
nichtgewiinschte Rekombination der Ladungstréger, eine stark exotherme Reakti-
on (- A9 > 2 R ), besitzt eine wesentlich geringere Rate; die Natur benutzt die in-
vertierte Region III.

>

Freie Enthalpie

Abb. 3.19. Verlauf der
freien Energie fiir die Re-
aktion D+ A & D'+ A
fiir den Fall -4G® <ip

Reaktionskoordinate'
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Abb. 3.20. Verlauf der
freien Enthalpie fur die
Reaktion D+ A < D"+
A fiir den Fall -AG® >ag

»
>

Freie Enthalpie

Reaktionskoordinate

3.4 Membranpotentiale und Mikrochips:
Biophysikalische Untersuchungen zur Verbindung
von Nervenzellen und Halbleitern

Ist es mdglich, das menschliche Gehirn direkt mit einem Computer zu koppeln?
Noch ist so etwas nicht gelungen und wohl auch nicht erstrebenswert. Die Ent-
wicklung einer solchen Technologie konnte aber bei der Entwicklung von Nerven-
gesteuerten Prothesen und in der Neurophysiologie (z.B. der Hirnforschung) eine
wesentliche Rolle spielen. In der Gruppe von P. Fromherz vom MPI fiir Bioche-
mie in Miinchen wurde die erste elektrische Kopplung eines einzelnen Neurons
mit einem Mikrochip basierend auf Siliziumtechnologie hergestellt (Fromherz
2001; 2003). Das Besondere an diesen Experimenten ist, da} die Kopplung zwi-
schen Zelle und Mikrochip in beide Richtungen funktioniert: Aktionspotentiale
der Nervenzelle konnen mit dem Mikrochip ausgelesen werden und umgekehrt
kann der Zelle ein Aktionspotential durch einen Stromfluss im Chip aufgeprégt
werden. Um diese elektrische Kopplung zu verstehen, wollen wir uns zunéchst ei-
ner kurzen Einfithrung in die Halbleitertechnologie widmen.

Abb. 3.21. Eine Nervenzelle aus dem Ratten-
hirn auf einem integrierten Schaltkreis auf Sili-
zium- Basis (Fromherz 2001)
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3.4.1 Elektrische Leitung in Halbleitern

Reine Halbleiterkristalle wie Silizium oder Germanium leiten bei T=0K nicht.
Alle Valenzelektronen der Halbleiteratome tragen zur kovalenten Bindung des
Halbleitergitters bei. Wird die Temperatur erhoht, so ,,entkommen® einige Valen-
zelektronen aus diesen Bindungen. Sie hinterlassen ein positives Loch im
Rumpfatom wund koénnen sich relativ gut im Kristallgitter bewegen (Abb. 3.22).
Sind frei bewegliche Elektronen im Kristallgitter vorhanden, so wird der Kristall
elektrisch leitfdhig. Mit zunehmender Temperatur steigt die Anzahl der frei be-
weglichen Elektronen, was zu einem Anstieg der elektrischen Leitfihigkeit fiihrt.
Dies ist die typische Eigenschaft von Halbleitern (s. z.B. Meschede 2002).

Zur gesamten elektrischen Leitfdhigkeit tragen aber auch die Lécher an den
Atomriimpfen bei. Auch sie sind beweglich, denn man kann sich vorstellen, dass
ein Elektron aus dem Nachbaratom in das zuriickgelassene Loch hiipft. Die
Rumpf-Elektronen flihren also eine Art ,,Reise nach Jerusalem durch® und auch
dieser Mechanismus trigt zur Leitfihigkeit von Halbleitern bei.

Valenzelektron Loch Stdratom

Leitungselektron Leitungselektron

Stdratom .
@'
Defektelektron ‘ ‘

Abb. 3.22. Eigenleitung in einem Halbleiter (a), n-Leitung durch Dotierung mit einem
Stératom mit 5 Valenzelektronen (b) und p-Leitung durch Dotierung mit einem Stdratom
mit 3 Valenzelektronen (c)
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Baut man nun Stératome, wie z.B. ein neutrales Antimonatom mit fiinf Valenze-
lektronen in das Gitter ein, so werden nur vier Valenzelektronen des Antimons fiir
den kovalenten Einbau in das Silizium-Gitter gebraucht. Das fiinfte Valenzelek-
tron ist im Gitter beweglich und tréigt zur Leitfshigkeit bei. Solche Kristalle wer-
den als n-dotiert bezeichnet, die elektrische Leitfahigkeit wird durch Elektronen
des Stor- oder Dotieratoms verursacht, man spricht von n-Leitung.

Wird ein neutrales Storatom mit drei Valenzelektronen in das Gitter eingebaut,
wie z.B. Indium, so fehlt ein Valenzelektron flir die kovalente Bindung mit den
benachbarten Si-Atomen. Dieses fehlende Valenzelektron ist ein Loch und triigt
ebenfalls wie oben erwidhnt zur Leitfihigkeit bei. Solche Kristalle werden als p-
dotiert bezeichnet, die elektrische Leitféhigkeit wird durch Locher des Stor- oder
Dotieratoms veruracht, man spricht von p-Leitung.

3.4.2 Der Metal-Oxide-Semiconductor-Field-Effect-Transistor (MOS-
FET)

Hochintegrierte Schaltungen wie Mikroprozessoren basieren heute nahezu alle auf
der Siliziumtechnologie. Transistoren werden in den Mikrochips als MOS-FETs
realisiert. Ein solcher Transistor hat drei elektrische Zuginge: die Quelle, engl.
Source, die Senke, Drain, und das Tor, Gate.

Die Abb. 3.23 zeigt als Bespiel einen MOS-FET, bei dem Quelle und Senke
aus p-leitendem Silizium bestehen. Die p-dotierten Bereiche befinden sich in ei-
nem leicht n-dotierten Si-Chip. Eine wenige Mikrometer dicke, nichtleitende Sili-
ziumoxidschicht trennt das aus einer Aluminiumschicht bestehende Tor elektrisch
von Quelle, Senke und n-leitendem Silizium.

Al-Schicht (Tor (Gate)) SiO2-Schicht

p-Si (Quelle (Source))
p-Si (Senke (Drain))

Abb. 3.23. Schematischer Autfbau eines MOS-FETs. Quelle und Senke sind p-dotiert.
Liegt die Quelle auf positivem Potential und ist die Torspannung negativ, so flieit zwi-
schen Quelle und Senke ein Strom. Liegt das Tor auf positivem Potential, so fliefit kein
Strom, der Transistor sperrt
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Liegt die Quelle auf positivem Potential, so werden die Locher aus dem Quellen-
Gebiet in das n-leitende Silizium geschoben. Liegt auch das Tor auf negativem
Potential, so bildet sich unter der negativen Torschicht ein Kanal, in dem Locher-
leitung vorherrscht: Die aus dem Quellengebiet herausgeschobenen L&cher wer-
den zum negativ geladenen, aber elektrisch isolierten Tor hin angezogen. Da das
Tor durch die Siliziumoxidschicht elektrisch gegen die Unterlage isoliert ist, kon-
nen die Locher nur zur negativen Senke hin abwandern, und es flieit ein Strom
zwischen Quelle und Senke. Liegt das Tor auf positivem Potential, so kann sich
kein p-Leitungskanal ausbilden: Die positiven Lécher werden von der positiven
Torschicht abgestofen, es flieit kein Strom zwischen positiver Quelle und negati-
ver Senke.

3.4.3 Elektrische Eigenschaften von Membranen kénnen durch
Ersatzschaltbilder dargestellt werden

Eine undurchlédssige Membran, die auf ihren beiden Seiten verschiedene Potentiale
besitzt, kann wie ein elektrischer Kondensator behandelt werden. Das Membran-
potential fllt tiber den Kondensator mit der Kapazitidt C,, ab. Im stationéren Zu-
stand flieBt kein Strom durch den Kondensator, dndert sich das Membranpotential
aber sprunghaft (z.B. durch Ausldsen eines Aktionspotentials), so flieBt fiir kurze
Zeit ein Strom. In realen Membranen flieit immer ein wenn auch geringer Leck-
strom durch die Membran. Man kann das elektrische Verhalten einer solchen
Membran durch ein Ersatzschaltbild beschreiben, das aus einer Serienschaltung,
einer Spannungsquelle und einem Widerstand R mit der Leitfahigkeit g;=1/R be-
steht. Diese Situation ist in Abb. 3.24 dargestellt. Der Leckstrom /; flieB3t in der
idealisierten Form durch einen parallel zur Membrankapazitit geschalteten Wider-
stand R;.

Sind zusétzlich noch lonenkandle vorhanden, so muss pro lonensorte eine
Serienschaltung von Spannungsquelle und regelbarem Widerstand parallel zur
Membrankapazitit geschaltet werden. Eine solche Situation ist in Abb. 3.24¢ fiir
Na- und K-Kanéle gezeigt.
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|Na+

Abb. 3.24 a-c. Eine fiir Ionen undurchldssige Membran wirkt wie ein Kondensator der Ka-
pazitit Cy (a). Natiirliche Membranen besitzen sehr geringe Permeabilitiiten fiir lonen. Die-
se Tatsache wird durch eine in Serie mit einem Widerstand der Leitfahigkeit g; geschaltete
Spannungsquelle dargestellt. Parallel dazu ist die Membrankapazitit geschaltet (b). Natiirli-
che Membranen besitzen ebenfalls Ionenkanile. Diese werden ebenfalls als Spannungs-
quellen mit allerdings regelbaren Widerstéinden in Serie geschaltet dargestellt (¢). Dies be-
riicksichtigt die Tatsache, dass Ionenkanile zeitabhéingig 6ffnen und schliefen kénnen
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3.5.4 Eine einzelne Nervenzelle kann mit einer Silizium-Mikrostruktur
elektrisch koppeln

Mit einer Siliziumoxidschicht bedecktes Silizium ist ein ideales Substrat flir die
Kultur von Nervenzellen. Die grundlegende Idee fiir die elekirische Kopplung
zwischen einer Zelle und einem MOS-FET liegt darin, anstatt des Tores eine Ner-
venzelle zur Steuerung des Stromes zwischen Quelle und Senke zu benutzen
(Abb. 3.25).

Nervenzelle im Ruhezustand

SiO2-Schicht

Nervenzelle nach Depolarisation
SiO2-Schicht

Abb. 3.25 a,b. Eine Nervenzelle im Ruhezustand besitzt ein negatives Membranpotential,
das als Tor-Potential wirken kann. Durch Coulomb-Kraft werden positive Locher zur SiO,-
Schicht hingezogen und bilden einen leitfdhigen Kanal. Es flieit ein Strom zwischen p-do-
tierter Quelle und Senke, wenn die Senke positiv gegen die Quelle vorgespannt ist (a).
Wird die Nervenzelle depolarisiert, so herrscht eine positive Torspannung, es bildet sich
kein leitfdhiger Kanal aus und es fliefit kein Strom zwischen Quelle und Senke (b)
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Betrachten wir eine Zelle mit negativem Membranpotential, die auf einer diinnen
Oxidschicht eines MOS-FETs mit fehlendem Tor aufgebracht wurde. Legen wir
eine Spannung zwischen Tor und Senke, so flieft bei negativer Torspannung wie
oben erwdhnt ein Strom aus positiven Lochern vom Tor zur Senke. Verdndert sich
nun die Spannung in der Nervenzelle zu positiven Werten, z.B. durch Auslésung
eines Aktionspotentials nach Depolarisation, so flieBt kein Strom zwischen Quelle
und Senke. Es ist also moglich, durch Registrierung des Quelle-Senke-Stromes
Anderungen im Membranpotential der Zelle zu verfolgen. Wichtig ist, dass bei
diesem Experiment kein Strom zwischen Quelle bzw. Senke und Nervenzelle
flieBt; die elektrische Kopplung erfolgt rein durch das von der Zelle erzeugte
elektrische Feld.

Im Experiment ist die Situation etwas komplizierter. Zwischen Zelle und Oxid-
schicht bildet sich ein wenige Nanometer hoher Kanal aus, der mit Elektrolytls-
sung und Membranproteinen angefiillt ist. Das in Abb. 3.26 gezeigte Ersatzschalt-
bild beschreibt die Situation etwas besser. Die Membranspannung ¢,, wirkt nicht
direkt als Torspannung, sondern Ionenkanéle verursachen einen Stromfluss durch
die Membran im Verbindungsbereich zum Oxid. Die Zellmembran und das Silizi-
umoxid bilden im Kontaktbereich einen flichigen Leiter (Kernmantelleiter) mit
dem Widerstand Ry, . Uber diesem Widerstand R, fillt nun eine Spannung ab, die
Spannung in der Kontaktregion zwischen Zelle und Oxidschicht ¢,

Wie erfolgen nun die elektrische Kopplungsmechanismen zwischen Neuron und
Siliziumchip?

Elektrolyt |

Abb. 3.26. Elektrische Kopplung zwischen Feldeffekttransistor und Neuron. Andert sich
das Membranpotential ¢, so dndert sich die Spannung in der Kontaktregion ¢, , was zu ei-
ner Anderung des Quellen-Senken-Stroms fiihrt (nach Fromherz 2001)
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Kopplung zwischen Neuron und Silizium:

Die Zelle wird erregt — dies kann z.B. durch Anlegen einer Spannung mit Hilfe ei-
ner Mikroelektrode erfolgen. Die lonenkanile d6ffnen und es flieBt ein Strom durch
die Membran in der Kontaktregion. Gemi3 dem Ersatzschaltbild in Abb. 3.26
flieBt ein Strom durch die diinne Elektrolytschicht zwischen Zelle und Chip. Der
Widerstand dieser Schicht R, sorgt dafiir, dass eine Spannung ¢; iiber dem Wi-
derstand R,, abfillt. Diese Spannung wirkt als Torspannung fiir den Quellen-
Senken-Strom. Anderungen in ¢, bewirken also Anderungen im Quellen-Senken-
Strom.

Kopplung zwischen Silizium und Neuron:

Durch eine sprunghafte Anderung des Quellen-Senken-Stroms ist es moglich, die
Zelle zu erregen. Der Strompuls erzeugt einen kurzzeitigen kapazitiven Stromstof3
durch die Siliziumoxidschicht und die Zellmembran. Es baut sich eine Spannung
iiber der Kontaktmembran (¢y) auf, die sich durch Ableiten iiber Ry, schnell wie-
der abbaut. Liegt diese Spannung auch nur kurzzeitig iiber dem Schwellenpotenti-
al, so 6ffnen sich spannungsgesteuerte lonenkanile in der Membran und in der
Zelle wird ein Aktionspotential ausgeldst.

Membranpotential ¢,,  Transistorsignal ¢, Membranstrom |,

58 mv

45 mv M S
30 mv WS VT DR e S

0.5 mv 10 nA

I._— 200 ms I_—ZOO ms

Abb. 3.27. Nachweis der elektrischen Kopplung von HEK293-Zellen mit rekombinantem
K-Kanal auf Si-Chip: Mit Mikroelektroden erzwungener Membranstrom /,, und das Transi-
storsignal ¢; bei drei Membranpotentialen: 30, 45 und 58 mV (nach Fromherz 2001)
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Abb. 3.28 a,b. Eine Zelle auf einem Si-Chip (a). Die neuronale Erregung kann anhand
von Spannungsénderungen auf der Toroxidschicht durch Messung von ¢, verfolgt werden
(b) (nach Fromherz 2001)

Die Kopplung zwischen Zelle und Quellen-Senken-Strom ist eindrucksvoll mit
Hilfe von HEK293-Zellen mit rekombinanten K-Kanal auf einem Silizium-Chip
nachgewiesen worden. Durch Mikroelektroden wurden Membranstrdme, die vor-
nehmlich durch rekombinante K-Kanile flieBen, bei verschiedenen Membran-
spannungen erzeugt. Die Spannung ¢, wird iiber die Verinderung des Quellen-
Senken-Stroms nachgewiesen. In Abb. 3.27 ist deutlich die iono-elektronische
Kopplung bei verschiedenen Membranspannungen zu erkennen.

Auch neuronale Erregung kann mit Hilfe eines Transistors verfolgt werden. Ei-
ne Membran, die fiir Ionen nicht durchlissig ist, erzeugt nach neuronaler Erregung
eine extrazelluldre Torspannung ¢, die proportional zur ersten Ableitung des Ak-
tionspotentials ist (Abb. 3.28). Ist ein Leckstrom vorhanden, so ist die extrazellu-
lare Torspannung proportional zum Aktionspotential. Bei Anreicherung von Na-
und K-Kanélen in der Membran sinkt die extrazelluldre Torspannung zuerst stark
auf negative Werte, um dann auf positive Spannungen anzusteigen. Der Abfall auf
negative Werte kann mit dem Fluss von Na'- Ionen in die Membran und das An-
steigen auf positive Werte mit dem HerausflieBen von K-Ionen aus der Zelle er-
klart werden.

Es ist sogar gelungen, Nervenzellen auf einem Chip zu verbinden (Abb. 3.29).
Durch mikroskopische Fithrungen aus Polymermaterial wachsen zwei Nervenzel-
len zusammen und bilden Synapsen aus. Da jede Zelle auf einem Transistor liegt,
ist es moglich, Zellpotentiale bei der Reizfortleitung in den einzelnen Zellen zu
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messen. Auch erste Versuche zur Realisierung von neuronalen Netzen auf einer
Siliziummikrostruktur (Abb. 3.30) sind durchgefiihrt worden.

0 min’,"

25 mV
‘ 200 ms

Abb. 3.29. Zwei Neuronen aus der Schlammschnecke treffen sich auf einem Siliziumchip.
Die untere Grafik zeigt die Weiterleitung von depolarisierenden Erregungen und von hy-
perpolarisierenden Erregungen (Fromherz 2001)

Abb. 3.30 a,b. Ein neuronales Netzwerk aus sicben Neuronen aus der Schlammschnecke
auf einer Halbleitermikrostruktur. Links ist die Vernetzung der Neuronen durch Synapsen
zu erkennen (a). Unter jeder Zelle befindet sich ein Transistor, der mit der Zelle elektrisch
gekoppelt ist. (b) zeigt die drei Elemente eines neuroelektrischen Netzes auf einer Halblei-
termikrostruktur: Silizium-Neuron-Kopplung; Neuron-Neuron-Synapse und Neuron-Si-
Kopplung (nach Fromherz 2001)
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3.5 Neuronen im Gehirn sind vernetzt: Die Natur dient als
Vorbild fiir kiinstliche neuronale Netze, die neuartige
Rechnerstrukturen erméglichen

Wie denken wir eigentlich? Wie funktionieren Wahrnehmung, Gedédchtnis und
Steuerung unserer Aktionen? Die Antwort lautet: Wir wissen es nicht genau. Die-
se Fragen sind heutzutage Gegenstand aktueller Forschung auf den Gebieten der
Neurophysik und Neurophysiologie (Breckow u. Greinert 1994; Hopfield 1999;
van Hemmen 2001). Fest steht, dass das Gehirn nicht wie ein heutiger Computer
organisiert ist. Alle Computer arbeiten heutzutage mit dem binédren Zahlensystem:
die Informationen werden in Ja-nein-Form zerlegt und in Speichern abgelegt. Die
Zentraleinheit, der Mikroprozessor, arbeitet logische Operationen nacheinander
ab. Es werden binire Daten aus Speichern abgerufen, logische Operationen ausge-
fiihrt und dann wieder im Speicher oder im Ausgabemedium abgelegt.

netj

B O = O

Abb. 3.31. Analogie zwischen neuralen Netzwerken und kiinstlichen neuronalen Netzen.
Im unteren Teil ist ein Schaltbild fiir zwei Neuronen eines kiinstlichen neuronalen Netzes
dargestelit. Erklarung siehe Text, (nach Zell 1994)
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Auch wir besitzen Strukturen fiir die Eingabe von Informationen, unsere Sinnes-
zellen, die wiederum iiber Nervenzellen mit dem Gehirn verbunden sind. Unsere
zentrale Einheit, das Gehirn, entscheidet, ob als Antwort auf diese Informationen
Aktionen erforderlich sind, die dann durch Nervenleitung zu unseren Muskeln
veranlasst werden. Eingabe und Ausgabe lassen sich durch die Leitung von Akti-
onspotentialen von den Sinneszellen in das Gehirn und von dort zu Nervenbahnen
verstehen.

Aber die zentrale Einheit, das Gehirn funktioniert v6llig anders als der Mikro-
prozessor eines Computers. Die von den Sinneszellen erzeugten Aktionspotentiale
werden durch Nervenleitung in bestimmte Bereiche des Gehirns geleitet. Sehen
wir z.B. ein Bild, so gelangt die Information ,,Bild“ codiert iiber unsere Nerven in
das Sehzentrum des Gehirns. Wie diese Information genau kodiert ist, ist unbe-
kannt. Die Neuronen im Gehirn sind sehr stark vernetzt. Jedes einzelne Neuron ist
iber ca. zehntausend Synapsen mit anderen Nervenzellen in einem Netz verbun-
den. Die die Information ,,Bild“ tragenden Aktionspotentiale werden iiber Einga-
beneuronen in das Netz geschleust. Viel spricht dafiir, dass die zeitliche Abfolge
(also die Rate) von Pulsen eine Rolle spielt. Einige Forscher diskutieren aber auch
die Moglichkeit, dass die Pulshthe zur Kodierung von Information verwandt wird.
Die Eingabeneuronen feuern und veranlassen wiederum Neuronen im Netz zu
feuern. Die Information ,,Bild* wird aber nicht in den Neuronen selbst gespei-
chert, sondern wird durch die Aktivierung von Synapsen zwischen den Nerven-
zellen erreicht (Abb. 3.31). Diese konnen z.B. dann aktiviert werden, wenn zwei
Aktionspotentiale schnell hintereinander an der Synapse eintreffen. In unserem
Kopf wird also eine Art ,Karte” oder ,,Muster” der Information ,,Bild* dadurch
abgelegt, dass Synapsen aktiviert werden. Dies ist ein sicherlich zu einfaches, aber
doch anschauliches Modell. Wir behalten diese Information, solange diese Synap-
sen aktiviert bleiben; deaktivieren Synapsen, so vergessen wir die Information. Es
gibt anscheinend verschiedene Stirken der Aktivierung von Synapsen. Je dfter das
Gehirn das Muster ,,Bild“ erzeugt hat, desto stirker werden die Kopplungen der
Synapsen. Dieses Trainieren der Synapsen konnte also als Lernen aufgefasst wer-
den.

3.5.1 Vergleich von biologischen und kiinstlichen neuronalen Netzen

Die Grundlagen fuir die Simulation von neuronalen Netzen wurden schon in den
vierziger Jahren des letzten Jahrhunderts gelegt. Diese Arbeiten gerieten aber in
Vergessenheit und erlebten erst in den achtziger Jahren eine Renaissance (Zell
1994). Im Folgenden wollen wir auf die Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwi-
schen biologischen und kiinstlichen neuronalen Netzen eingehen (s. Abb. 3.31).
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Ahnlichkeiten zwischen biologischen und kiinstlichen neuronalen
Netzen (nach Zell 1994):

— Sowohl biologische wie auch kiinstliche Strukturen besitzen massive Paralleli-
tit.

— Die Wirkungsweise von kiinstliche Neuronen wie auch die von biologischen
Neuronen ist relativ einfach. In kiinstlichen Neuronen werden die Aktivierun-
gen von Vorgingerneuronen mit der Stirke der Verbindungen w; aufsummiert
und darauf eine Aktivierungsfunktion angewendet.

— Die Verbindungen zwischen den Neuronen sind gerichtet. In biologischen Sy-
stemen erfolgt dies iiber Synapsen, in kiinstlichen Netzen werden die Synapsen
durch die Gewichte w; der Verbindungen dargestellt.

— Es werden nur Grade von Aktivierungen kommuniziert, auch das Gehirn ver-
wendet keine komplexen Datenstrukturen.

— Die Verbindungsgewichte w; kiinstlicher neuronaler Netze sind modifizierbar.
Sie konnen durch Lernen verstirkt oder verringert werden. Auch in biologi-
schen Netzen werden die Kopplungsstiarken der Synapsen durch Lernen verin-
dert.

— Biologische Neuronen und kiinstliche Neuronen sind untereinander stark ver-
netzt.

Unterschiede zwischen kiinstlichen neuronalen Netzen und
biologischen Systemen (nach Zell 1994):

— Das Gehim besitzt ca. 10" Neuronen, heutige kiinstliche neuronale Netze da-
gegen nur 107 bis 10* Neuronen.

— Kiinstliche neuronale Netze besitzen maximal 10° Verbindungen. Ein einzel-
nes Neuron besitzt 10* Verbindungen zu anderen Neuronen, d.h. das menschli-
che Gehirn besitzt 10*10""' = 10" Verbindungen.

— Kiinstliche neuronale Netze besitzen meist nur einen Parameter, das Gewicht
wy;, fiir die Stirke der Kopplung zwischen den Neuronen. Biologische Synapsen
werden auch durch zeitliche Phinomene oder durch verschiedene Neurotrans-
mitter beeinflusst.

— Nervenzellen verwenden eine impulskodierte Informationsiibertragung. Die In-
formation steckt in der Impulsrate, man spricht auch von frequenzmodulierter
Informationsiibertragung. Die Ausgaben kiinstlicher Neuronen héingen von den
Amplituden der Eingaben ab, kiinstliche neuronale Netze arbeiten mit amplitu-
denmodulierter Informationsiibertragung.

— Die zeitlichen Vorgénge bei der Nervenleitung werden in kiinstlichen neurona-
len Netzen vernachléssigt.

- Die Einwirkung von benachbarten Neuronen mit Hilfe von chemischen Modu-
latorsubstanzen (z.B. Hormonen) , die hemmend oder erregend wirken kdnnen,
wird in kiinstlichen neuronalen Netzen vernachléssigt.

— Kiinstliche neuronale Netze lernen nicht biologisch. Erfolgreiche kiinstliche
Lernmodelle wurden aus mathematischen Verfahren hergeleitet.
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3.5.2 Modellierung von neuronalen Netzen

Im Folgenden wollen wir die Funktionsweise eines einfachen kiinstlichen neuro-
nalen Netzes kennen lernen (Zell 1994). Wir fithren dazu einige Grof3en ein, die
ein neuronales Netz charakterisieren und in Abb. 3.31 aufgefiihrt worden sind.

Kiinstliche neuronale Zellen besitzen Aktivierungszustidnde

Neuronale Netze besitzen Zellen, deren Grad der Aktivierung durch ihren Akti-
vierungszustand a;(7) gegeben ist. Der Aktivierungsgrad zum Zeitpunkt ¢=r+4¢
berechnet sich aus einer Aktivierungsfunktion £,

ai(t+4t)= foula;(t)net (t)6;) (3.82)

mit dem Schwellenwert des Neurons j (6) und der Netzeingabe net;(t) sowie des
Aktivierungszustands zum Zeitpunkt ¢, a;(z). Die Ausgabe ciner Zelle O; (1) wird
mit Hilfe der Ausgabefunktion f,,, berechnet. f;,, besitzt als Argument den Aktivie-
rungszustand

O =foula;) (3.83)

Das Verbindungsnetzwerk der Zellen wird durch eine Matrix
beschrieben

Die Verbindungen von Zelle i nach Zelle j werden durch eine reelle Zahl, den
Gewichten der Verbindungen w; angegeben. Die Gesamtheit aller Verbindun-
gen im Netzwerk ldsst sich deshalb durch eine symmetrische Matrix W (Ge-
wichtsmatrix) darstellen, die alle Gewichte des Netzwerks enthélt. Besitzt das neu-
ronale Netz n Zellen, so gilt

Wiy, (3.84)

Wnl...

W,

nn

Die Propagierungsfunktion gibt an, wie sich die Netzeingabe net;(t) von
Zelle j aus den Ausgaben Oy(?) der Vorgingerzellen i berechnet. Die Netzeingabe
net(t) wird berechnet, indem die Ausgaben aller Zellen O;(?) mit den Kopplungs-
stirken w; gewichtet aufsummiert werden:

net ;(1)=") 0;(t)Wy. (3.85)



72 3 Energie, Reaktionen und Transportprozesse in Zellen

Koénnen neuronale Netze lernen?

Die interessanteste Fragestellung ist, wie ein neuronales Netz lernt. Die dazu néti-
gen Lernregeln werden in der Bioinformatik untersucht. Unter einem Lernalgo-
rithmus versteht man, einem neuronales Netz beizubringen, wie es flir eine vor-
gegebene Eingabe eine gewiinschte Ausgabe produzieren soll. Theoretisch kann
ein neuronales Netz durch folgende Aktivititen lernen:

. Entwicklung neuer Verbindungen

. Loschen bestehender Verbindungen

. Modifizieren der Stirke wy; von Verbindungen

. Modifikation des Schwellenwertes & von Neuronen

. Modifikation der Aktivierungsfunktion f,., der Propagierungsfunktion ret(),
oder der Ausgabefunktion O;

. Entwicklung neuer Zellen

. Loschen von Zellen

B W =

~

Die Methode 3 wird in kiinstlichen neuronalen Netzen am hdufigsten verwen-
det. Eine der &ltesten bekannten Lernregeln ist die Hebbsche Lernregel:

Wenn Zelle j eine Eingabe von Zelle i erhélt und beide gleichzeitig stark
aktiviert sind, dann erhéhe w;; (die Stérke der Verbindungen von i nach ;).

Die Erh6hung der Kopplungsstirke Aw;; ist proportional zum Produkt der Ausgabe
der Vorgéngerzelle O; und der Aktivierung der Nachfolgerzelle j:

AW =10 (3.86)

Die Proportionalititskonstante 7 bezeichnet man auch als Lernrate. Oft verwen-
det man fiir den Grad von Aktivierungen g; nicht die bindren Ziffern 0 und 1, son-
dern das Wertepaar —1 und +1. Der Vorteil dieser Wahl liegt darin, dass gemif
Gl. 3.86 die Gewichte w; von Verbindungen auch gehemmt werden kénnen.

3.5.3 Beispiel eines kiinstlichen neuronalen Netzes mit 4 Zellen: Das
XOR-Netzwerk

Um die Funktion von neuronalen Netzen zu verdeutlichen, betrachten wir die
Realisierung einer logischen Funktion mit den Variablen 4;Be {0,1} (Zell 1994).
Die XOR-Funktion liefert genau dann den Wert 1, wenn 4 nicht gleich B ist:

0>A4=8B
1>4#8B

XOR(A,B) = { (3.87)
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Unser neuronales Netz besitzt 4 Zellen: Zwei Eingabeneuronen, ein verdecktes
Neuron und ein Ausgabeneuron. Dies ist ein einfaches Netz ohne Riickkopplung,
der Informationsfluss verlduft immer in Richtung des Ausgabeneurons. Dieses
Netz ist auch nicht fihig zu lernen, hat aber den Vorteil, dass es sich leicht durch-
rechnen ldsst.

Fiir die Aktivierungsfunktion definieren wir eine bindre Schwellenfunktion fiir
das verdeckte Neuron 3 und das Ausgabeneuron 4. Es gilt:

aj(t):{lenetj(t)zgj‘ (3.88)

Als Ausgabefunktion des Neurons j wihlen wir die Identitéit

O;(1)=a;(1). (3.89)

Damit ist die Eingabe net;(1) des Neurons j die standardméBige Propagierungs-
funktion:

net ;(1)="Y O:(1)Wy. (3.90)

Abb. 3.32. Realisierung eines kiinstlichen
neuronalen Netzes mit 4 Zellen: Das
XOR-Netzwerk: Gezeigt sind die
Schwellenwerte 6; des verdeckten Neu-
rons 3 und 6, des Ausgabeneurons 4.
Ebenfalls eingezeichnet sind die Kopp-
lungsstarken wy
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Tabelle 3.6 Wertetabelle fiir das in Abb. 3.33 gezeigte neuronale XOR-Netzwerk mit 4
kiinstlichen Neuronen (aus Zell 1994).

01 02 nets 03 03 nety 04 04
0 0 0-140-1=0 1,5 0 0-140-140(-2)=0 0,5 0
0 1 0-1+1-1=1 1,5 0 0-1+1-1+0-(-2)=1 0,5 1
1 0 1-1+0-1=1 1,5 0 1-140-140-(-2)=1 0,5 1
1 1 11+1-1=2 1,5 1 L141141(2=0 0,5 0

Das neuronale Netz fiir die Realisierung der XOR-Funktion ist in Abb. 3.32 ge-
zeigt. Der Schwellenwert fiir das verdeckte Neuron 3 ist 6,=1,5 und flir das Aus-
gabeneuron 4 6,=1,5. Mit den in Abb. 3.32 angegebenen Gewichten w; ergibt sich
folgende Gewichtsmatrix:

[Iy
Iy

(3.91)

o O O O

o O O O
—
—

o O
o

Ist w;=0, so gibt es im neuronalen Netz keine Verbindung zwischen 7 und j. Gilt
w;>0, so regt das Neuron i sein Nachfolgerneuron j durch ein Gewicht der Stirke
[wy| an. Fiir w;<0 hemmt das Neuron i seinen Nachfolger Neuron j durch ein Ge-
wicht der Stirke [w;|.

Dieses Beispiel veranschaulicht zwar die Wirkungsweise eines einfachen kiin-
stlichen neuronalen Netzes, macht aber auch deutlich, um wie viel komplizierter
Neurosysteme von Lebewesen aufgebaut sein miissen. Die Zukunft wird zeigen,
ob die Kapazitit von menschlichen Gehirnen mit 10" Neuronen und 10'° Ver-
bindungen mit Hilfe von kiinstlichen neuronalen Netzen modelliert werden kann.
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4 Struktur und Dynamik von Proteinen

4.1 Molekulare Dynamik macht Funktion von Proteinen
mdoglich

In einem zweiatomigen Molekiil schwingen die Atome gegeneinander, und die
Frequenz dieser Molekiilschwingung ist charakteristisch fiir dieses Molekiil. Die
Bewegung von Proteinen ist wesentlich komplizierter: Atome der Polypeptidkette
konnen unter physiologischen Bedingungen nicht nur Schwingungen um ihre Ru-
helage ausfiihren, sondern auch komplexe Bewegungen, die oft Bedingung fiir
die Funktion des Proteins sind.

é

Glycin

Leucin

Lysin

Glutamat

Tyrosin Tryptophan

Abb. 4.1. Proteinseitenketten sind um ihre Einfachbindungen drehbar. Typische Rotati-
onsbewegungen sind durch Pfeile angedeutet. Die Ringstrukturen von Tyrosin und
Tryptophan sind auch unter physiologischen Bedingungen relativ starr (aus Brooks et al.
1988; © John Wiley & Sons, Inc, mit freundlicher Genehmigung)
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In der Kiristallstruktur des Sauerstoffspeicherproteins Myoglobin z.B. gibt es kei-
nen Weg, der es dem Sauerstoffmolekiil erméglichen wiirde, in die Hamtasche zu
gelangen und an seine Bindungsstelle am Hameisen zu binden. Computersimula-
tionen der Myoglobin-Dynamik zeigen jedoch, dass durch Bewegung von Seiten-
ketten, die die Hamtasche bilden, ein Kanal zum Eisen getffnet wird (Elber u.
Karplus 1987). Derselbe Mechanismus ist bei der Sauerstoffbindung im Hédmo-
globin zu beobachten. Wir haben es also den dynamischen Eigenschaften des Ha-
moglobins zu verdanken, dass unser Sauerstofftransport und damit die Zellatmung
funktioniert.

Unter physiologischen Bedingungen fithren aber auch a-Helizes und (-
Faltbldtter Bewegungen aus (auch rigid-body-Bewegungen genannt), die bei eini-
gen Proteinen fiir deren Funktion unerlisslich sind.

Zur Beschreibung der Bewegung der Polypeptidketten miissen die starken ko-
valenten Bindungen entlang der Ketten beriicksichtigt werden. In Kap. 2.2 haben
wir gelernt, dass die Polypeptidkette um die Winkel ¢ und y (s. Abb. 2.12) dreh-
bar ist. Die C=N-Doppelbindungen sind wesentlich steifer als die C-C,- und die
N-C,-Einfachbindungen, trotzdem ist eine Drehschwingung auch um diese Bin-
dungen moglich. Eine Drehung um die C=N-Doppelbindung wird durch den Win-
kel @ beschrieben. Die Seitenketten wiederum besitzen eine oder mehr Einfach-
bindungen, um die rotiert werden kann. Abb. 4.1 zeigt einige Proteinseitenketten
und deren typische Bewegungen.

Auch kovalente Bindungen zwischen den Ketten spielen fiir die Proteindyna-
mik eine Rolle, ebenso wie Wasserstoffbriickenbindungen und Van-der-Waals-
Wechselwirkungen zwischen den dicht gepackten unpolaren Strukturen im Pro-
teininneren sowie, bei wasserloslichen Proteinen, von polaren Seitenketten an der
Proteinoberfliche. Weitere typische Bewegungen sind irreguldre Deformationen
durch Solvatmolekiile sowie chaotische Fluktuationen durch St68e im Innern
von Proteinen. Tabelle 4.1 zeigt eine Ubersicht der raumlichen Auslenkungen und
der Zeitskalen verschiedener Bewegungen, die in Proteinen moglich sind.

Tabelle 4.1. Ubersicht iiber interne Bewegungen von Proteinen und deren Relevanz fur
Proteinfunktion (aus Brooks et al. 1988; © John Wiley & Sons, Inc, mit freundlicher Ge-
nehmigung)

(a) Lokale Bewegungen in den GroBenordnungen von 0,01-5 A und 107'% bis 107 s

Atomare Fluktuationen

Kleine Verschiebungen Viele Enzyme

erlauben die Bindung

von Substraten

Bereitstellung der Fle- Lysozym, Alkoholdehydroge-
xibilitédt fiir rigid-body- nase in der Leber

Bewegungen

~Energiequelle  zum

Uberwinden von ener-

getischen Barrieren
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Bewegungen von Seitenketten

Bewegung von Schleifen

Bewegung von terminalen Enden

und fir andere akti-
vierte Prozesse
~Entropiequelle  fiir
Bindung von Liganden
und strukturelle Ande-
rungen

Offnung von Pfaden
fir den Ein- und Aus-
tritt von Liganden in
das Protein

Ordnungstibergéinge,
die das aktive Zentrum
verbergen
Strukturumordnung als
Teil von ,rigid-body“-
Bewegungen
Ordnungstibergénge,
um Enzyme zu aktivie-
ren
Ordnungsiiberginge
als Teil der Bildung
von Viren

Bindungsspezifizitit

Myoglobin, Himoglobin

Triose-Phosphat-Isomerase,
Penicillopepsin

Alkoholdehydrogenase in der
Leber

Trypsinogen-Trypsin

Tabak-Mosaik-Virus,
tomato-bushy-stunt-Virus

A-Repressor-Operator  Wech-

selwirkung

(b) Bewegungen von o-Helizes, -Faltblattern und ganzen Untereinheiten (rigid-body-
Bewegungen) in den GroBenordnungen von 1-10A und 107 bis 1s

Bewegungen von Helizes

Induktion von struktu-
rellen Anderungen der
Tertidrstruktur
Ubergang  zwischen
Subzustinden

Bewegungen von Proteindoménen

Bewegungen von Untereinheiten

Offnen und SchlieBen
der Region um das ak-
tive Zentrum

Allosterische Uber-
ginge, die Bindung
und Aktivitdt kontrol-
lieren

Insulin

Myoglobin

Hexokinase, Leber-
Alkoholdehydrogenase,
1-Arabinose-Bindungsprotein

Hamoglobin, Aspartat-
Transcarbamoylase
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(¢) Bewegungen in den GroBenordnungen >5A und 107 bis 10*s

Kette-Helix-Ubergiinge

Aktivierung von Hor- Glucagon
monen
Protein-Faltung
Dissoziation /Assoziation und gekoppelte strukturelle Anderungen
Bildung von Viren Tabak-Mosaik-Virus,
~tomato-bushy-stunt“-Virus
Aktivierung von Zell- Hemaglutinin
fusions-Proteinen
Offhung und distortionale Fluktuationen
Bindung und Aktivitdt Calcium-bindendes Protein
Faltungs- und Entfaltungs-Ubergiinge
Synthese und Degra-
dation von Proteinen

4.1.1 Proteine besitzen strukturell ahnliche Konformationen

Fiir die Simulation der Dynamik von Proteinen muss (idealerweise) die Energie
des Proteins Ey als Funktion aller Atomkoordinaten bekannt sein. Der Ort jedes
Atoms ist durch seine x-, y- und z- Koordinate gegeben. Besitzt ein Protein N
Atome, so hingt die Energie Ey; des Proteins also von 3N¥-Koordinaten ab. Wenn
wir alle Atomkoordinaten als Komponenten eines 3N-dimensionalen Vektors R
schreiben, konnen wir die potentielle Energie oder auch Potentialfunktion als
Ep(R) schreiben. Solch eine Funktion wird auch als Energiehyperfliche in ei-
nem 3N-dimensionalen Raum bezeichnet. Die wahrscheinlichste Struktur eines
Proteins ergibt sich aus demjenigen Koordinatensatz aller Atome, der die Ener-
gichyperfliche minimal werden ldsst. Nun ist die Energiehyperfliche eines Pro-
teins keine einfache Funktion, denn aufgrund der vielen Atome und Wechselwir-
kungen besitzt sie viele Minima, die durch Energiebarrieren getrennt sind. Man
spricht auch von der Energielandschaft eines Proteins (Frauenfelder et al. 1999;
Nienhaus 2004). In dieser Landschaft gibt es nicht nur ein breites Tal, auf dessen
Grund sich die native Proteinstruktur finden lésst, sondern auf dem Weg zum
Grund des Tales sind sehr viele Gruben (Energieminima) vorhanden. Selbst die
native Struktur ist nicht eindeutig. Auf dem Grund des Tales befinden sich eben-
falls lokale Energieminima, die durch Energiebarrieren getrennt sind. Die zu ei-
nem lokalen Minimum gehorende Struktur wird Konformationssubzustand ge-
nannt. Unter physiologischen Bedingungen kann das Protein diese
Energiebarrieren {iberwinden und zwischen verschiedenen Konformationssubzu-
stinden hin und her fluktuieren (Abb. 4.2).
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4.1.2 Die Faltung eines Proteins wird durch Wechselwirkungen
verursacht

Durch Messungen der helikalen Struktur von Proteinen mit Hilfe des Circular-
dichroismus kann man feststellen, dass der Faltungsprozess eines Proteins von ca.
100 Aminoséduren in einigen Sekunden abliuft. Dieser Prozess ist nicht zufillig,
sondern wird durch die Vielzahl der in Kap. 2 erliuterten Wechselwirkungen
unterstiitzt. Die Einzelheiten der Proteinfaltung sind bis heute noch nicht aufge-
klart, mit Hilfe von Computersimulationen ist es aber moglich geworden, die Fal-
tung von kleinen Proteinen zu verfolgen. Abb. 4.3 zeigt die simulierte Faltung ei-
ner 36 Reste langen Subdomine des Proteins Villin. Zu Beginn liegt die
Aminosdurekette ungefaltet vor, dann bilden sich lokale Sekundérstrukturen wie
a-Helizes und P-Faltbldtter. Diese Konformationen werden als geschmolzenes
Kiigelchen (molten globule) bezeichnet. Am Ende liegen die Konformationen des
nativen Proteins vor.

Bei einigen Proteinen wird der Faltungsprozess sogar durch spezielle Proteine,
die Chaperone, unterstiitzt. Bisher sind zwei Klassen von Chaperonen bekannt
(Neslon u. Cox 2001) :

A Faltung
I ——— ———
LIJ

molten
globule

native

Proteinstruktur

> X

Abb. 4.2, Ein Schnitt durch die Energiehyperfliche eines Proteins entlang einer beliebigen
Koordinate x;. Bei der Faltung durchlauft das Protein nach der Bildung der Sekundérstruk-
turen die ,,molten globular®- Konformationen, um dann die nativen Konformationen (Sub-
zustdnde) anzunehmen ( nach Frauenfelder 1997)
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Hsp70-Chaperone kommen in Zellen vor, die bei hohen Temperaturen existieren
konnen. Diese Proteine binden an unpolare, durch Hitze entfaltete (oder bei der
Proteinsynthese noch nicht gefaltete) Bereiche von Proteinen. Damit schiitzen
Hsp70-Chaperone vor ungewlinschten Faltungen und unspezifischen Proteinag-
gregation. Chaperonine umschlielen ungefaltete Peptidketten wie ein Fass und
schrinken damit die Bewegungsfreiheit des zu faltenden Proteins ein. Dies zwingt
das Protein dann in die native Konformation. Daneben gibt es auch Enzyme, die
die Ausbildung von kovalenten Disulfidbriicken zwischen Seitenketten katalysie-
ren und damit den Faltungsprozess unterstiitzen.

255,
-8

Abb. 4.3. Computersimulation eines Faltungsweges einer Subdomine des Proteins Villin
und Beriicksichtigung von 3000 Wassermolekiilen. Die simulierte Dauer des Faltungspro-
zesses ist ca. 1us. Daflir wurden eine halbe Milliarde Rechenschritte und zwei Monate Re-
chenzeit auf zwei Cray-Supercomputern benétigt (Nelson u. Cox 2001 Abb. 6-28, personli-
che Mitteilung: Y. Duan u. P.A. Kollman, University of California, San Francisco, Dep. Of
Pharmaceutical Science)
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4.2 Konformationen von Biomolekiilen lassen sich am
Computer berechnen

4.2.1 Die Potentialfunktion: Grundlage fiir Konformations-
berechnungen

Wie sieht nun die Energiehyperfliche oder Potentialfunktion £,(R) eines Proteins
aus? Das Gesamtpotential ergibt sich als eine Summe aus den Van-der-Waals- und
Coulomb-Potentialen sowie den Potentialen der Wasserstoffbriicken- und der ko-
valente Bindungen. Nachdem wir in Kap. 2 alle Wechselwirkungen in einem
Protein beschrieben haben, ergibt sich eine typische ,,empirische” Potentialenergie
als:

" V.

EH(R): > Ky —roz )*+ > K666 )% + > —(1+cos(nfr; —y; ) 4.1
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i<j
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+ Z ]2——70-+Z4 +ZE0,« £ -2
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i<j

Ahnliche Potentialfunktionen wie z.B. AMBER (Weiner et al. 1984) oder MM2
werden in modernen Molecular Modelling- und Molecular Dynamics-
Programmen benutzt. Die ersten drei Summen beschreiben die kovalenten Bin-
dungen: In der ersten Summe wird iiber alle kovalent gebundenen Atompaare im
Protein summiert. Uber alle — durch 3 Atome definierte Bindungswinkel — wird
in der zweiten Summe addiert. Die dritte Summe berticksichtigt alle — durch vier
Atome bestimmten — Torsionswinkel. Der vierte Term summiert iiber alle vorhan-
denen Wasserstoffbriickenbindungen. Der fiinfte Term beriicksichtigt die Cou-
lomb-Wechselwirkungen zwischen polaren Gruppen und der letzte Term die im-
mer vorhandenen Van-der-Waals-Wechselwirkungen. Bis auf die Summen tiber
die Winkel wird in Gl. 4.1 tiber Paare i<j summiert, damit jede paarweise Wech-
selwirkung nur einmal gezihlt wird.

Da Gl. 4.1 eine empirisch bestimmte Potentialfunktion ist, gibt es Probleme, die
eine MD-Simulationen von groBen Biomolekiilen zu durchaus wissenschaftlichen
Projekten machen. Die Wahl der Ladungen von polaren Gruppen (g; und g;) und
auch die Dielektrizititskonstante ¢ sind zum Beispiel nicht immer eindeutig. Oder
die Funktion (4.1) ist zu kompliziert, und man muss nichtpolare Wasserstoffe ver-
nachlédssigen und in ihren Eigenschaften dem néchsten schweren Atom zuschrei-
ben. In allen Fallen sollte man sich bei der Simulation der Dynamik von Proteinen
allerdings vor Augen halten, dass nicht die Wirklichkeit, sondern eine empirische
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Néherung derselben auf dem Bildschirm des Rechners erscheint, auch wenn die
Bilder noch so faszinierend sein mégen.

Wie werden die in Gl. 4.1 eingehenden empirischen Parameter ermittelt? Der
Lennard-Jones-Parameter lédsst sich durch Viskositdtsmessungen oder durch
Streuungsexperimente mit Rontgen- oder Neutronenstreuung bestimmen. Auch
quantenmechanische Rechnungen erlauben eine theoretische Abschitzung dieses
Parameters. Winkel und Gleichgewichtsabstinde konnen ebenfalls aus quanten-
mechanischen Rechnungen, aus Strukturmodellen oder aber auch aus der Erfah-
rung heraus abgeschiitzt werden. Die Kraftkonstanten lassen sich sehr genau durch
Messung von Schwingungsspektren mit Hilfe von Infrarot- oder Resonanz-
Raman-Spektroskopie und anschlieBendem Vergleich mit theoretisch berechneten
Schwingungsspektren bestimmen.

4.2.2 Dynamik von Biomolekiilen ldsst sich am Computer simulieren

Im vorangegangenen Kapitel haben wir die empirische Potentialfunktion £, (&)
kennen gelernt. Zur Simulation der Dynamik eines Proteins wird die zeitliche und
ortliche Entwicklung flir jedes Atom i der Masse m; mit Hilfe dieser Potential-
funktion berechnet. Wir betrachten die Newtonsche Bewegungsgleichung fiir ein
Atom i

F)=m -5 [ R) 4

7 ist der Ortsvektor des i’ten Teilchens und ¥ ist der schon im Kap. 3.3.1 be-
nutzte Gradient-Operator. Wir miissen die Kraft auf jedes Atom (also 7(7 ) in Gl.
4.2) ausrechnen und kénnen dann durch Integration von Gl. 4.2 die Geschwindig-
keit ¥, erhalten. Durch zweifache Integration lassen sich dann die Ortskoordinaten
7 gewinnen. Allerdings konnen wir dieses Problem fiir ein Protein nicht analy-
tisch 10sen, sondern miissen die im folgenden Kapitel erlduterten numerischen
Methoden benutzen.

Grundprinzip einer Molecular-Dynamics (MD-)-Simulation: Der Verlet-
Algorithmus

Wie geht man nun in praxi vor, um die Bewegung von Molekiilen zu simulieren?
Nahezu alle heute benutzten MD-Programme basieren auf demselben Prinzip
(Brooks et al. 1988): Nach der Vorgabe einer Startstruktur werden die auf alle
Atome wirkenden Krifte berechnet. Nach jedem Zeitschritt A werden die neuen
Ortskoordinaten und Geschwindigkeiten ermittelt und die wirkenden Krifte wer-
den berechnet (Abb. 4.4). Die zeitliche Entwicklung der Atompositionen 7(¢)
wird durch eine Taylor-Reihe approximiert. Die zeitliche Entwicklung der Atom-
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positionen nach dem Zeitschritt At ergibt sich dann gemidB der Taylor-
Entwicklung zu:

) i , 4.3
Ao Af) =7 ()£ L T . (4.3)
Fr) F(t)
m m,

B (o | Fl) (|

i
. ! . !
m; 2! m; 3

Hierbei ist 7,(r) die Kraft auf das Atom i zur Zeit ¢ und m; die Masse des Atoms
i. Die Entwicklung der Positionen und der Geschwindigkeiten ergibt sich durch
Umformen von Gl. 4.3:

(e A)= 27 ()7 (- ) T (a4 (44
m;
()= 17,-(t+At)—i7i(t——At)+
Vi = A

Man erkennt ein Problem des Verlet-Algorithmus: Er ist nicht selbststartend, flir
=0 ist 7,(+-4r) nicht bekannt und muss deshalb gesetzt werden.

1. Vorgabe der Startstruktur zum Zeitpunkt t = 0

!

2. Berechnung der Kréfte 7, die auf jedes Atom i wirken — g

|

3. Inkrementierung: t =t + At

{

4. Berechnung von 7, und 7, fur jedes Atom / und damit
Berechnung der Struktur zum Zeitpunkt ¢ + Af

5. Gehe zu (2)

Abb. 4.4. Ein Flussdiagramm veranschaulicht den fiir MD-Simulationen benutzten Verlet-
Algorithmus
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Die Anwendungsbereiche dieses relativ einfachen Algorithmus reichen von der
Simulation von einfachen Fliissigkeiten bis hin zu komplexen Proteinen. Aller-
dings spielen die Geschwindigkeiten 7,(s) keine Rolle bei der Berechnung der
zeitlichen Entwicklung von 7 . Deshalb sind fiir Temperatursimulationen Modifi-
kationen nétig. Dies gilt ebenfalls fiir geschwindigkeitsabhingige Krifte wie z.B.

Reibungskrifte.

Die Definition der Temperatur

Fir ein Ensemble von wechselwirkungsfreien Teilchen der Masse m 14sst sich die
Temperatur nach dem Gleichverteilungssatz der kinetischen Gastheorie aus der
mittleren kinetischen Energie eines Teilchens berechnen:

Epin :%m'\:/"z =AkBT:>T= 23kB Ein- (4.5)

Hierbei bezeichnet |v |* das Betragsquadrat der mittleren Geschwindigkeit der
Teilchen und %3 ist die Boltzmann-Konstante. Um die Temperatur fiir ein einzel-
nes Molekiil 7(#) zu definieren, ilibernimmt man die obige Gleichung 4.5 und
schreibt sie fiir ein System mit 3N-n Freiheitsgraden um.

2
1 y - (4.6)
()= iy 2"

i=1

Mochte man wihrend einer Simulation die Temperatur dndern, so geschieht das
durch die Skalierung der Geschwindigkeiten jedes einzelnen Atoms i gemif3 dem
Faktor

. A.7)
v — 'V;.

Die so berechneten Geschwindigkeiten werden in Gl. 4.3 zur Berechnung der neu-
en Atomkoordinaten 7,( ++4r) eingesetzt. Dieser Trick ermdglicht das Heizen des
zu simulierenden Proteins, das z.B. angewendet wird, um dynamische Vorgénge,
die nicht echt sind (engl. Aot spots), zu minimieren. Nach Abkithlung auf die
Temperatur, bei der simuliert werden soll, erhdlt man so eine Reduzierung von
Artefakten.

Zeitskalen von Bewegungen

Die kleinste Einheit, die fiir die Simulation eines Proteins benutzt werden sollte,
ist der durch kovalente Einheiten definierte Bereich (z.B. C-C). Typische Bewe-
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gungen dieser Bereiche sind relative Anderungen der kovalent gebundenen Ein-
heiten mit Torsionsoszillationen um die rotations-erlaubten Einfachbindungen.
Die Zeitskalen dieser Bewegungen sind typisch kleiner als 10" s. Wird eine Dy-
namiksimulation in diesem Zeitbereich durchgefiihrt, so erhilt man ein quasista-
tiondres Bild, in dem die Atome um die Nullpunkte schwanken (< 0,02 nm ).
Wihrend lidngerer Zeitintervalle sind ,,Kollektive Anregungen® zu beobachten,
die einerseits Verdnderung der lokalen Struktur innerhalb des Proteins oder sogar
Verénderungen der globalen Struktur verursachen, was zu einer teilweise Entfal-
tung fithren kann.

Mit typischen Schrittweiten fiir A¢ im Bereich von einer Femtosekunde wurden
1990 maximale Simulationszeiten von typisch 1 ps — 1 ns erreicht. Ein Zeitschritt
At von einer | fs entspricht 30 Schritten fiir eine Vibrationen von C-C. Im einfa-
chen Sauerstoffspeichermolekiil Myoglobin sind die Wechselwirkungen von 1500
Atomen pro Zeitschritt zu berechnen. 1990 wurden auf einer Cray X-MP dafiir
0,2 s CPU-time benétigt, d. h. 10° Schritte fiir eine 100 ps Simulationsdauer beno-
tigten ca. 6h. Moderne Hochstleistungsrechner konnen heutzutage Echtzeiten bis
zu einer Mikrosekunde simulieren (s. Abb. 4.3).

Da sich Proteine aber oft in Losung befinden, ist es unbedingt erforderlich, auch
die Losungsmolekiile zu beriicksichtigen. Das heifit, der Simulationsaufwand
erhoht sich fir ein Myoglobin noch einmal um ca. 1000 H,O-Molekiile. Die wéh-
rend 50 ps simulierten Bewegungen der Polypeptidkette von Myoglobin sind in
Abb. 4.5 gezeigt.

Um MD-Simulationen mit Experimenten vergleichen zu kdnnen, wird das zeitli-
che Mittel des Auslenkungsquadrats des Atoms / berechnet. Die mittlere quadrati-
sche Abweichung oder RMS-Wert fiir N Atome ergibt sich durch:

Abb. 4.5. MD-Simulation von
Myoglobin. Gezeichnet ist die
Polypeptidkette nach jedem Zei-
tintervall 4=5 ps. Die insgesamt
simulierte Echtzeit betridgt 50 ps
(Karplus et al. 1987; aus Brooks
et al. 1988; © John Wiley &
Sons, Inc, mit freundlicher Ge-
nehmigung)
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(4.8)

RMS{%gQa —f,of)F

Dabei bezeichnet <|7 —7,|*> den zeitlichen Mittelwert der quadratischen Abwei-
chung von der Ruhelage des Atoms /. Mittlere Auslenkungen konnen direkt durch
Rontgenstreuung bestimmt werden. Abb. 4.6 zeigt eine erstaunlich gute Uberein-
stimmung von durch MD-Simulationen ermittelten RMS-Werten und den experi-
mentell ermittelten Werten fiir das Enzym Lysozym.

<
g —_— T — . h
= b ﬁ\ - 'f
1,0 Lo, o J&X I &‘g l o
%}Q %% ngﬂge“fﬂb g&%ﬁw i W j,, 4 %ﬁﬁwff
0’0 e el -S| T — —_—
20 40 60 80 100 120
Aminosaure

Abb. 4.6. Zcitliche Mittelwerte der Auslenkungsquadrate (rms) der einzelnen Aminoséu-
ren von Lysozym aus Réntgenstreuung ermittelt (oben) und aus MD-Simulationen be-
rechnet (unten) (Karplus et al. 1986; nach Brooks et al. 1988; © John Wiley & Sons, Inc,
mit freundlicher Genehmigung)
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4.3 Rasterkraftmikroskopie: Eine Methode zum Abtasten
von Proteinen und zur Bestimmung von
Bindungskriften

Gerd Binnig schlug in den achtziger Jahren vor, die Kraft zwischen einer feinen
Spitze und einem nicht-leitenden Objekt zu messen und durch Abrastern ein Bild
der Oberfliche zu erzeugen. Die von seiner Arbeitsgruppe im Forschungslabor der
IBM, Riischlikon, entwickelte Rasterkraftmikroskopie ist eine Weiterentwick-
lung der Rastertunnelmikroskopie, diec zwar atomare Auflgsung ermdglicht, aber
elektrisch leitende Proben benétigt, was die Anwendung der Tunnelmikroskopie
auf Biomolekiile nur in einigen Féllen moglich macht (Winter u. Noll 1998).

Das Rasterkraftmikroskop (engl. atomic force microscope (AFM)) besteht im
Wesentlichen aus einer sehr kleinen mikromechanisch hergestellten Tastfeder
(meist eine Si-Zunge oder engl. Cantilever, Abb. 4.7), die die zu untersuchenden
Strukturen abtastet. Das Prinzip ist dasselbe wie das Lesen von Blindenschrift. Die
Si-Zunge wird exakt iiber die abzutastende Struktur gefiihrt. Dies geschieht wie im
Tunnelmikroskop durch das Anlegen von Spannungen an Piezokristallen, die die
Spitze iiber die Probe in definierter Art und Weise verschieben. Die beim Abra-
stern der Probe auftretende Verformung der Cantilever — und damit die beim Ab-
rastern auftretenden Krifte — werden gemessen und geben dann mit Hilfe von di-
gitaler Bildverarbeitung ein Abbild der abgetasteten Struktur (Wiesendanger
1994).

Abb. 4.7. Aufbauprinzip eines
Kraftmikroskops (aus Haken-Wolf
Abb. 21.2, Molekiilphysik und
Quantenchemie). Gemessen wird die
Kraft, die die Probe auf die Spitze
ausiibt. Diese Kraft verformt die
Spitze/Cantilever-Einheit, wobei die
Biegung der Cantilever der auftre-
tenden Kraft proportional ist (Haken
u. Wolf 2003)




4.3 Rasterkraftmikroskopie 89

Photodioden

- Laser

< Laserstrahl

Verstirker Cantilever_

Y

Probensteuerung
mit
Abstandskontrolle

)

Signalverarbeitung
und Ausgabe

Piezoelektrischer
Scanner

Abb. 4.8. Aufbau eines modernen Kraftmikroskops. Die Auslenkung des Cantilevers wird
optisch mit Hilfe eines Lasers detektiert. Der Laserstrahl wird von der Riickseite der Spitze
reflektiert und auf eine Photodiode gelenkt, die mehrere Detektorsegmente besitzt. Wird die
Spitze gestaucht, so dndert sich die Aufireffposition des Laserstrahls auf der Photodiode.
Die von den einzelnen Segmenten gemessenen Lichtintensitidten dndern sich ebenfalls. Aus
dieser Anderung ergibt sich durch eine Auswertung per Computer die Auslenkung der Spit-
ze und damit die Kraft zwischen Spitze und Probe (nach Nolting 2003)

Der wesentliche Vorteil dieser Methode ist der, dass auch Isolatoren und damit
biologisch relevante Systeme, von Membranen {iber Proteinen bis hin zu ganzen
Zellen, untersucht werden kénnen. Der Aufbau von Rastertunnel- und Raster-
kraftmikroskopen ist im Prinzip dhnlich. Wahrend aber im RTM Tunnelstrome
von einigen pA gemessen werden, werden im AFM zwischenatomare Krifte im
Bereich von einigen 10° N detektiert, indem die auf dem Cantilever montierte
Spitze auf die Probe gedriickt wird (Abb. 4.8). Das Abrastern der Probe erfolgt
wie im RTM durch Piezokristalle, die den Cantilever in x-, y- und z-Richtung be-
wegen. Das laterale Auflosungsvermdgen des AFMs ist geringer als das des
RTMs und liegt fiir biologische Objekte bei ca. 0,5 nm.

Hierbei darf die zu untersuchende Struktur natiirlich nicht zerstért werden. Aus
diesem Grund fithrt man bei empfindlichen Proben die Spitze nicht in einem kon-
stanten Abstand tiber die Oberfldche, sondern ldsst die Feder mit einer Frequenz
von z.B. 200 kHz schwingen. Die Oberfliche wird dadurch schwicheren Kriften
ausgesetzt, man sagt, der Kantilever tapped die Oberfliche. Mit Hilfe dieser
Technik lassen sich heute standardmiflig Proteine und grofie Biomolekiile abta-
sten und abbilden. Abb. 4.9 zeigt ein AFM-Bild von Collagen. Solche Aufnahmen
kann man natiirlich auch mit Hilfe von Transmissionselektronenmikroskopie ma-
chen, allerdings ist die Probenpriparation dann wesentlich aufwendiger.
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Abb. 4.9. Tapping-Mode-Bild von Collagen. Die Bildweite betrigt 2um (Quelle: Digital
Instruments)

Das Abtasten von Proteinen unter physiologischen Bedingungen ist mit der AFM
grundsétzlich méglich, denn AFMs lassen sich auch in wissrigen Losungen be-
treiben.

Die Abbildung von Biomolekiilen ist allerdings nicht die einzige Anwendung
der AFM. Es ist ebenfalls moglich, einzelne Biomolekiile zu verformen oder Bin-
dungskrifte zwischen einem Protein und einem dazugehorigen Rezeptor zu mes-
sen (Grubmiiller u. Rief 2001). Die Kunst besteht hier in der richtigen Préparation
der Probe. Durch chemische Modifikation wie Silanisierung der AFM-Spitze kon-
nen z.B. Liganden oder Rezeptormolekiile an der Spitzenoberflache angebracht
werden. Werden diese molekularen Angelhaken iiber immobilisierte Biomolekiile
gefiihrt, so bindet das

Abb. 4.10. Die AFM-Spitze kann
mit Liganden oder Rezeptormole-
kiilen iiber molekulare Koppler
versehen werden. Im Experiment
wird am Liganden gezogen und die
Krifte bis zum Abreiflpunkt ge-
messen
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Substrat an das zu untersuchende Molekiil (s. Abb. 4.10). Es besteht also eine
Verbindung zwischen Substratoberfliche (oft Gold), Protein, Ligand oder Rezep-
tor und Spitze.

Man prépariert das System so, dass alle Bindungen stirker sind, als die zu un-
tersuchende Ligand-Protein-Bindung. Durch Wegziehen der Spitze ist es so mog-
lich, Dehnungskurven aufzunehmen und damit Ligand-Protein-Bindungen zu stu-
dieren. Ein solches Experiment ist schematisch in Abb. 4.10 gezeigt. Ein
molekularer Koppler verbindet das auf einer Oberfliche immobilisierte Protein
mit dem Cantilever. Der Cantilever wirkt wie die in Abb. 4.11 dargestellte mecha-
nische Feder. Auch der Cantilever besitzt eine Federkonstante K. Bezeichnen wir
die Auslenkung der Feder aus ihrer Ruhelage mit x, so gilt analog zur Mechanik
fir den Betrag der Federkraft F :

[ﬁ[ = Kx (4.9)

Durch Auslenkung der Feder lisst sich nun die bei der Entfaltung aufiretende
Kraft messen. Trigt man die gemessene Kraft in Abhéngigkeit der Auslenkung x
auf, so erhilt man Kraftdehnungskurven. Als Beispiel sind in Abb. 4.12 die Kraft-
dehnungskurven von Titin dargestellt (Grubmiiller u. Rief 2002).

Abb. 4.11. Prinzip der Kraftspektroskopie von Einzelmolekiilen. Der Cantilever wirkt
wie eine mechanische Feder, die den Liganden aus der Bindungstasche herauszieht. Die
so gemessenen Krifte konnen mit theoretisch aus MD-Simulationen berechneten Kriften
verglichen werden (Rief u. Grubmiiller 2001; freundlicherweise zur Verfligung gestellt
von Priv.-Doz. Dr. H. Grubmiiller, Max-Planck Institut fiir biophysikalische Chemie,
Géttingen)



92 4 Struktur und Dynamik von Proteinen

B
-~ g;w\/ \WATLES Vo &@ I

. _ ]

i
|
|
1y 3*{
: )2

400 - L{nm) 58 87 115 143 172 199 227

200 -

Kraft [pN]

S I T
0 50 100 150 200
Dehnung [nm]

Abb. 4.12 a,b. Ein Abschnitt aus dem Titin des Herzmuskels bestehend aus 8§ Immunoglo-
bulindominen wurde auf einer Oberfliche immobilisiert und mit dem AFM gedehnt (a).
Die Kraftdehnungskurven sind ,,zahnartig®. Jeder Zahn entspricht dem Entfaltungsprozess
einer einzelnen Domiéne (b) (Rief u. Grubmiiller 2001; freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt von Priv.-Doz. Dr. H. Grubmiiller, Max-Planck Institut fur biophysikalische Che-
mie, Gottingen)

Die Elastizitit des Titins erklért sich durch das aufeinander folgende Entfalten von
einzelnen Immunoglobulinuntereinheiten, denn das Titin des Herzmuskels besteht
aus 8 solchen Immunoglobulindoménen. Die Entfaltung der Immunoglobulinun-
tereinheiten in den Kraftdehnungskurven ist an den ,,zahnartigen* Verldufen er-
kennbar, wobei jeder Zahn dem Entfaltungsprozess einer einzelnen Doméne ent-
spricht. Erst wenn alle Untereinheiten entfaltet sind, wiirde weitere Kraftauf-
wendung das Titinmolekiil irreversibel schidigen, das Molekiil reif3t.

Die Kraftmikroskopie ermdglicht es aber auch, Biomolekiile wie z.B. Membran-
proteine in ihrer nativen Umgebung zu manipulieren. Abb. 4.13 zeigt eine Mem-
branoberfliche von D. radiodurans, die mit Porenproteinen in einer hexagonalen
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Abb. 4.13 a-c. Abbilden und Entfalten einer bakteriellen Pore mit dem AFM in wissriger
Losung. Der Kreis in (a) zeigt eine geschlossene Pore, der Kreis in (¢) zeigt diese Pore in
der geschlossenen Konformation. (b) zeigt sechs Adhésionspeaks von durchschnittlich 300
pN, die beim Entfernen einer Pore auftreten (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von
Prof. Daniel Miiller, Technische Universitit Dresden)

Anordnung versehen ist. Die Poren konnen in der gedffneten und in der geschlos-
senen Konformation vorkommen, was mit dem AFM direkt beobachtbar ist.
Durch Herstellen eines Spitze-Protein-Kontakts ist es sogar moglich, ein Poren-
protein aus der Membran herauszuziehen und die dabei aufiretenden Krifte zu
messen.

4.4 Motorproteine und ihre submolekulare Funktion

Wie erfolgt Muskelkontraktion auf molekularer Ebene? Welche molekularen Me-
chanismen erlauben es Zellen, sich fortzubewegen oder sich zu teilen? Wie wer-
den Organellen innerhalb von Zellen transportiert?

Solche Transportaufgaben werden in allen lebenden Organismen von Motor-
proteinen iibernommen. Das in Skelettmuskeln vorkommende Motorprotein
Myosin bewegt sich entlang von Aktinfilamenten und fiihrt so zur Muskelkon-
traktion. Das Motorprotein Kinesin nimmt Transportaufgaben innerhalb von Zel-
len wahr. Es bewegt sich entlang von Mikrotubuli des Zytoskeletts, das sich durch
das gesamte Zytoplasma erstreckt.

In diesem Kapitel wollen wir zuerst auf die molekularen Grundlagen der Mus-
kelkontraktion eingehen. Dann gehen wir der Frage nach, wie durch Motorprotei-
ne erzeugte zwischenmolekulare Krifte mit Hilfe von optischen Pinzetten gemes-
sen werden kénnen.

4.4.1 Der molekulare Mechanismus der Muskelkontraktion: Das
Motorprotein Myosin zieht an Aktinfilamenten

Ein Skelettmuskel besteht im Wesentlichen aus Myofibrillen, schlauchférmigen
ca. 1 um dicken Gebilden, die durch Trennwinde, die Z-Scheiben in 2,51 pm lan-
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ge Ficher, die Sarkomere, unterteilt sind (Abb. 4.14). Die Myofibrillen bestehen
ihrerseits aus ,.kontraktilen“ Proteinen, Aktin und Myosin. Die regelmiBige An-
ordmung der Actin- und Myosinfilamente fiihrt zu einer Hell-Dunkel-Bénderung
der Sarkomere im Lichtmikroskop und damit zur typischen Querstreifung von
Skelettmuskeln. In jedem Sarkomer befinden sich ca. tausend Myosinfilamente
mit einem Durchmesser von ca. 10 nm. Die Sarkomere sind in den Myofibrillen
durch ca. 2000 5 nm dicke Filamente aus Actin miteinander verbunden, die an den
Z-Scheiben befestigt sind (Riiegg 1987).

Bei der Muskelkontraktion zichen sich die Sarkomere zusammen (Abb. 4.15).
Dies geschieht durch die Wechselwirkung zwischen den etwa 20 nm langen Kdp-
fen der Myosinmolekiile und benachbarten Actinfilamenten. Myosink6pfe kon-
nen an Actinuntereinheiten binden. Die Mysosine verfiigen ebenfalls iiber ATPa-
se-Aktivitit. Bindet ATP an Myosin, so wird es hydrolytisch zu ADP gespalten
und die frei werdende Energie fiihrt zu einer Konformationsédnderung der Myosin-
kopfe. Diese Konformationsinderung dhnelt einer Art Kippbewegung, wobei die
Anordnung der Myosin- und Actinfilamente gerade so ist, dass die durch Myosin
verbundenen Actinfilamente sich bei dieser Konformationsénderung aufeinan-
der zu bewegen (Abb. 4.16).

<= 1 Myofibrille

% ___  Longitudinaler Tubulus

Sarkomer

Ca. Zum

e |

Mitochondrium

e
Actinfilament

Abb. 4.14 Querschnitt durch
einen Skelettmuskel (Riiegg
1987)

Myosinfilament
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Abb. 4.15 a,b. Mechanismus der Muskelkontraktion: Im Ruhezustand des Muskels bilden
die Myosinfilamente Briicken zwischen den diinneren Actinfilamenten (a). Im kontrahier-
ten Muskel gleiten die Actinmolekiile iber die Myosinmolekiile (b). Der molekulare Me-
chanismus dieser Bewegung ist in Abb. 4.16 dargestellt (Riiegg 1987)

Die Biomechanik befasst sich mit der Beschreibung von durch Muskelkraft er-
zeugten Bewegungen. Bewegungen von Tieren lassen sich mit Hilfe der klassi-
schen Mechanik verstehen. Mit ihr lassen sich solche Fragen kldren, wie z.B. ein
Vogel fliegt oder ein Fisch schwimmt. Auf diese Probleme soll hier nicht weiter
eingegangen werden; wer sich daflir interessiert, findet eine Behandlung z.B. bei
Nachtigall 1978 oder Fung 1993.

Im Folgenden wollen wir uns mit der Frage beschiftigen, wie man die Krifte
zwischen Actin und Myosin auf molekularer Ebene messen kann. Fiir makrosko-
pische Messungen benstigt man einen Kraftsensor. Natlirlich brauchen auch wir
einen Kraftsensor, der extrem kileine Krifte messen kann. Einen solchen Sensor,
das Kraftmikroskop, haben wir schon kennen gelernt. Im folgenden Kapitel wol-
len wir einen anderen Kraftsensor kennen lernen, der auch dazu benutzt werden
kann, um Zellen und andere Objekte im Mikrometerbereich zu fixieren. Diese Ge-
réte nennt man optische Pinzetten (engl. optical tweezers).
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Abb. 4.16 a,b. Der molekulare Mechanismus der Muskelkontraktion: Die Myosinkdpfe &n-
dern ihre Konformation und gleiten dabei iiber die Actinfilamente (a). Die Myosinképfe
kénnen nur dann an die Actinuntereinheiten binden, wenn der Bindungsplatz durch Ca*-
Bindung freigegeben ist (b) (Riiegg 1987)

4.4.2 Optische Pinzetten: Dipolfallen fiir Atome, Proteine und ganze
Zellen

Licht ist Triger von Impuls und Energie. Das bedeutet, dass Licht auch Kréfte auf
Materie ausiiben kann. Diese Tatsache ist tibrigens schon seit dem 17. Jahrhundert
bekannt. Damals erklirte J. Kepler die Tatsache, dass der Schweif eines Kometen
immer von der Sonne weg gerichtet ist, mit einer Kraft, die das Sonnenlicht auf
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die Gasatome des Kometen ausiiben muss. Mitte der siebziger Jahre schlug Arthur
Ashkin von den Bell Labs vor, diese Kraft auszunutzen, um neutrale Teilchen und
sogar Atome mit Hilfe von Laserlicht einzufangen und so manipulieren zu kon-
nen. Diese Arbeiten stieBen ({ibrigens mehr oder weniger durch Zufall) eine Ent-
wicklung an, die mit dem Einschluss und der Beobachtung eines einzelnen Natri-
umatoms in einer Lichtfalle 1987 durch die Gruppe von Chu noch lange nicht
ihren Hohepunkt erreichte (Chu 1998). Heutzutage fangt und manipuliert man mit
Hilfe von Licht nicht nur Atome, sondern auch Biomolekiile wie DNA oder gar
noch komplexere Strukturen wie Viren oder ganze Zellen. Fiir ihre Arbeiten auf
diesem Gebiet erhielten Chu, Cohen-Tannoud;ji und Phillips 1997 den Nobelpreis
in Physik.

Wie fdngt man nun nicht geladene Objekte in einer optischen Falle ein? Zuerst
miissen wir 2 Arten von Kriften, die Licht auf Materie ausiiben, unterscheiden
(Greulich 1999; Weidemiiller u. Grimm 1999):

Die Streukraft (scattering-force)

Die Streukraft ist am besten an Hand des Teilchenbildes des Lichts zu verstehen:
Ein Photon trifft auf ein Atom und wird absorbiert. Das Atom geht vom Grundzu-
stand in den ersten angeregten Zustand iiber, dieser zerfillt dann unter Aussen-
dung eines weiteren Photons. In der Sprache der Physik spricht man von inkohé-
renter Streuung (klassisch beschrieben durch den komplexen Anteil des
Brechungsindexes). Fiir einen solchen Streuprozess ist der Betrag der Streukraft
| Fg | proportional zur Lichtintensitit /. Es gilt also:

Fgl~1 (4.10)

Gibe es nur die Streukraft, so wire es nicht moglich, eine optische Pinzette zu
bauen. Wir benétigen dazu eine weitere Kraft.

Die Dipolkraft (dipole-force)

Zur Erkliarung der Dipolkraft bedienen wir uns des Wellenbildes des Lichts: Das
elektrische Feld des Lichts induziert bei Durchgang durch ein dielektrisches Ob-
jekt ein elektrisches Dipolmoment (durch Verschiebung der Elektronenhiille), das
wiederum mit dem elektrischen Feld des Lichts wechselwirkt (Die Kraft auf einen
magnetierbaren Schraubenschliissel im inhomogenen Magnetfeld eines starken
NMR-Magneten ist eine analoge Situation). Ein solcher Streuprozess wird kohé-
rente Streuung genannt (klassisch beschrieben durch den komplexen Anteil des
Brechungsindex).

Der Betrag der Dipolkraft | £, | ist proportional zur Polarisierbarkeit « des Me-
diums, durch das das Licht durchtritt. | 7| ist ebenfalls proportional zum Gra-
dienten der Intensitdt des Lichts. Es gilt also:
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Wie wird ein Intensititsgradient von Licht erzeugt? Wird eine Sammellinse in ei-
nen parallelen Lichtstrahl gebracht, so treffen sich die Lichtstrahlen im Brenn-
punkt. Hier herrscht also ein Ort hoher Lichtintensitit, die abnimmt, je weiter man
sich vom Brennpunkt entfernt. Die Ableitung der Intensitit nach dem Ort (und
damit der Gradient von /) ist von null verschieden. Benutzen wir nun fokussierte
Laserstrahlen, so werden sehr hohe Intensititsgradienten und damit hohe Di-
polkrifte erzeugt. Sind diese Dipolkriifte groBer als die Streukrifte, so ist es mog-
lich, mit Hilfe von Intensitétsgradienten einen Lichtkifig durch Fokussierung von
Laserstrahlen zu erzeugen.

Mit solchen optischen Pinzetten lassen sich sogar einzelne neutrale Atome ein-
fangen (Chu 1998), eine Technik, die in atomphysikalischen Labors weitgehend
Routine geworden ist. Aber auch das Einfangen von Quarzkiigelchen oder Poly-
sterenekugeln (Durchmesser von 25 nm bis zu 1 pm) in Wasser ist méglich und
zwar bei Raumtemperatur. Hierzu benutzt man einen fokussierten Laserstrahl und
beobachtet das gefangene Objekt in einem Mikroskop. Das Auftreten von Krifien
kann gemifl Abb. 4.17 und 4.18 erklirt werden.

Kurz nach dem Nachweis eines einzelnen Na-Atoms durch Chu et al. begann
Art Ashkin Viren im Laserfokus einzufangen und dies mit Hilfe von Streuexperi-
menten nachzuweisen. Er konnte erstmals einen Tabakmosaikvirus in einer einfa-
chen Lichtfalle fangen, bemerkte aber bald, dass sich auch andere viel grofere
Objekte in seiner Losung befanden (Ashkin 1997). Er hatte Bakterien geziichtet
und konnte auch diese im Laserfokus nicht nur fangen, sondern auch unter dem
Mikroskop beobachten und mit der optischen Pinzette manipulieren: Einzelne Or-
ganellen liefen sich fixieren, wihrend das Bakterium versuchte, aus dem Fokus zu
entkommen. Schaltete er den Laser ab, so schwamm das Bakterium unversehrt
davon.

Heute sind optische Pinzetten bereits kommerziell erhiltlich. Typische Geriite
bestehen aus einem Laser, dessen Strahl {iber eine Optik in ein inverses Lichtmi-
kroskop geleitet wird. Dort befindet sich ein halbdurchlidssiger Spiegel im Strah-
lengang, der den Laserstrahl in Richtung des Mikroskopobjektivs umlenkt. Das
Objektiv des Mikroskops hat also zwei Funktionen: Es erzeugt ein Bild vom zu
untersuchenden Objekt und biindelt den Laserstrahl zu einer optischen Pinzette.
Optische Pinzetten werden heute fiir eine Vielzahl von Untersuchungen eingesetzt
(Greulich 1999): Hierzu zdhlen die mechanischen Eigenschaften von DNA, Ela-
stizitdtsmessungen bei der Entfaltung von Titin, die zerstSrungsfreie Manipulation
im Inneren von Zellen und nicht zuletzt die Messung von durch Moterproteinen
ausgetibten Kriften.

4.4.3 Messung von Kraften einzelner Motorproteine

Finer et al. (1994) fixierten an den Enden von Titinfilamenten Latexkugeln mit
einem Durchmesser von einem Mikrometer, die mit je einer optischen Pinzette
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unter dem Mikroskop fixiert wurden (Abb. 4.19). Mysoinmolekiile wurden eben-
falls chemisch auf eine ca. einen Mikrometer groBe Silicakugel fixiert. Die Silica-
kugeln befinden sich auf einem Objektriger fiir die Lichtmikroskopie. Dies diente
dazu, Wechselwirkungen mit anderen Myosinmolekiilen zu minimieren. Ein elek-
tronisches Riickkopplungssystem ermoglicht es, die auftretenden Krifte zu mes-
sen: Die Position der beiden Latexkugeln in der optischen Falle wird fixiert. Spiirt
das Actinfilament und damit die Latexkugeln der optischen Pinzette durch Wech-
selwirkung mit den Myosinkopfen eine Kraft, so bewegen sich die Latexkugeln
aus dem Mikrofokus der optischen Pinzette. Fiir Bewegungen bis ca. 200 nm vom
Mikrofocus entfernt ist die Entfernung x proportional zur Kraft F, die auf die La-
texkugel wirkt. Mit dem Hookschen Gesetz ist es also mdglich, Krifte wie auch
Verriickungen zu messen.

Laserstrahl

Abb. 4.17. Stabilisierung einer Latexkugel im Brennpunkt der Objektivlinse eines Licht-
mikroskops. Durch die Brechung der Lichtstrahlen 1 und 2 treten die Krifte A und /
auf. Die resultierende Kraft F greift am Schwerpunkt, dem Mittelpunkt der Kugel, an und
zieht sie in Richtung des Brennpunkts f (nach Greulich 1999)
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Abb. 4.18 a-c. Stabilisierung einer Latexkugel auf der optischen Achse. Durch die
Brechung der Lichtstrahlen 1 und 2 treten die Krifte 7 und 7 auf. Befindet sich der
Mittelpunkt der Kugel auf der optischen Achse, so gilt fur die Intensitéten /;=/, und
damit | & |=| 7, | (a). Liegt der Mittelpunkt der Kugel nicht auf der optischen Achse, so
gilt 1;</, und damit folgt | 7, |<| £, | (b). Die Kugel wird also zur optischen Achse hin
angezogen. In (c) ist die Situation fiir /,>1, gezeigt
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Um solch einen Kraftsensor zu eichen, wurde die Reibungskraft einer Kugel mit
dem Durchmesser d=2r in einem flieBenden Medium der Viskositit 7z ausge-
nutzt. Der Betrag der Reibungskraft | 75 | ist geméB dem Stokeschen Gesetz dem
Betrag der Geschwindigkeit der Fliissigkeit || proportional:

’FR| = 6717 7] (4.12)

Abb. 4.19 a,b. Zwei optische Pinzetten (gekennzeichnet durch X) fixieren zwei Latexku-
geln und spannen ein mit den Kugeln verbundenes Actinmolekiil (a). Das Actinmolekiil
wird mit einem auf einer Silicakugel fixierten Myosinmolekiil in Kontakt gebracht. Bei
ATP-Zugabe verschieben die Myosinkdpfe das Actinmolekiil. Dies bewirkt eine Verschie-
bung der Latexkugeln aus den Fokussen der optischen Pinzetten (b). Aus der Verschiebung
wird mit Hilfe des Hookschen Gesetzes die Kraft bestimmt (nach Finer et al. 1994, mit
freundlicher Genehmigung von Nature, © Macmillan Magazines Limited)
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Befindet sich eine im Mikrofokus fixierte Latexkugel in einem Fliissigkeitsstrom,
so kann die Auslenkung x aus dem Fokus als Funktion der Strémungsgeschwin-
digkeit gemessen werden. Nach Gl. 4.12 ergibt sich dann die in Abb. 4.20 gezeigte
Eichkurve, die die Auslenkung x und die entsprechende Kraft in Bezichung setzt.
Die Actinfilamente wurden mit einer Kraft von ~2 pN gespannt. Bringt man nun
das gespannte Actinfilament {iber eine mit Myosinkopf versehene Silicakugel, so
lassen sich die Krifte und die Verriickungen vermessen, die bei der Konforma-
tionsénderung eines einzelnen Myosinkopfes auftreten. So konnte gezeigt werden,
dass eine Konformationsidnderung der Myosinképfe nach ATP-Zugabe eine Ver-
riickung von ca. 11 nm bei einer Kraft von 3,5 pN verursacht.

Optische Pinzetten haben inzwischen ebenfalls ein breites Anwendungsspek-
trum in medizinischen Anwendungen wie z.B. der Untersuchung von Andockvor-
gingen von Killerzellen an Krebszellen gefunden. Ebenfalls sind schon Versuche
durchgefiihrt worden, um eine kiinstliche Befruchtung von Eizellen unter dem
Mikroskop mit Hilfe von Laserskalpellen zu erreichen (Greulich 1999).

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass die Entwicklung von optischen Pin-
zetten ein typisches Beispiel dafiir ist, wie Entwicklungen auf einem an sich esote-
rischen physikalischen Forschungsgebiet einen groBen Einfluss auf ganz andere
Anwendungen z.B. in der Biologie und der Medizin haben kénnen.
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4.5 Im atomaren und subatomaren GréRBenbereich muss
die Quantenmechanik zur Beschreibung von
Prozessen herangezogen werden

Am Ende des 19. Jahrhunderts bestand die Meinung, dass ,,...die kiinftige Arbeit
(in der Physik) nur noch darin besteht, an bereits bekannte Ergebnisse weitere De-
zimalstellen anzufligen...“. Man glaubte, dass alle mechanischen Phidnomene in
der Natur durch die Newtonschen Gleichungen und alle elektromagnetischen Pha-
nomene durch die Maxwellschen Gleichungen beschrieben werden konnten.

Wire die Physik auf diesem Stand stehen geblieben, wiirde man heute die che-
mischen Bindungen zwischen Molekiilen nicht verstehen konnen. Der Begriff Or-
bital wire unbekannt, und man kdnnte sich viele biochemische Reaktionen nicht
erkldren. Auch Elektronentransferreaktionen innerhalb von Proteinen bzw. Pro-
teinkomplexen wie z.B. wihrend der Photosynthese oder der Zellatmung wiéren
vollig unverstanden. Es giibe auch keine Elektronenmikroskopie, die in hochster
Auflosung nur funktioniert, wenn man die Welleneigenschaften der Elekironen
nutzt. Auch die grundlegenden Phinomene spektroskopischer Methoden, wie die
Absorption von Lichtquanten, miissen oft quantenmechanisch beschrieben wer-
den. Aus diesem Grund wollen wir uns im Folgenden einer elementaren Einfiih-
rung in die Quantenmechanik widmen.

4.5.1 Energie kommt in Portionen vor, den Energiequanten

Die Grenzen der klassischen Physik mahnte Lord Kelvin in einer Rede an der
Universitdt Glasgow an: ,,Das Gebdude der Physik erscheint vollkommen harmo-
nisch und im Wesentlichen vollendet. Nur am Horizont sehe ich 2 dunkle Wol-
ken“.

-
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Abb. 4.21 a,b. Ein schwarzer Strahler ist im Prinzip ein Ofen mit einem kleinen Loch, das
es ermdglicht, das vom Ofeninnere emittierte Licht zu analysieren, ohne den Innenraum zu
beeinflussen (a). Die Energiedichte eines schwarzen Strahlers bei 977, 1227, 1477 und
1727 °C als Funktion der Wellenlidnge ist in (b) gezeigt (Haken u. Wolf 2000)
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Die erste Wolke war der Versuch von Micholson und Morley (s. z.B. Meschede
2002). Deren Versuch, die Geschwindigkeit der Erde relativ zu einem damals all-
gemein anerkannten Bezugssystems (dem Ather) zu bestimmen, schlug fehl und
zeigte die Konstanz der Lichtgeschwindigkeit im Vakuum. Dies veranlasste Albert
Einstein zur Entwicklung der Relativitétstheorie.

Die zweite Wolke war die so genannte Ultraviolettkatastrophe des Raleigh-
Jeanschen Strahlungsgesetzes. Dabei ging es darum, die spektrale Energiedichte
eines schwarzen Strahlers (Abb. 4.21) zu bestimmen. Max Planck 16ste dieses
Problem 1905 mit einem revolutiondrem Ansatz: Er postulierte die Existenz von
Lichtteilchen, deren Energie E proportional zur Frequenz des Lichts v ist.

E=h-v. (4.13)

Die Proportionalititskonstante h=6,62-10>* Js wird als Plancksches Wirkungs-
quantum bezeichnet.

4.5.2 Die Welleneigenschaft der Materie

De Broglie schlug 1924 in seiner Dissertation vor, dass Materie (z.B. ein Teilchen
der Masse m) auch Wellencharakter haben kann. Hierzu benutzte er die Beziehung

E =mc?. (4.14)
Gleichsetzen von Gl. 4.13 und 4.14 ergibt fiir die Energie

E=hv=mc?. (4.15)

Da der Impuls p gleich der Masse multipliziert mit der Geschwindigkeit ¢ ist
(p=mc), ldsst sich Gl. 4.15 auch als E=hAv=pc schreiben. Benutzt man nun die aus
der Wellenlehre bekannte Gleichung c=Av, die Geschwindigkeit mit Wellenlinge
Aund Frequenz v verknlipft, so ergibt sich

/1=£ oder pzﬁ. (4.16)
p A

Gleichung 4.16 ordnet einem Impuls p auch eine Wellenldnge A4 zu. Diese Wel-
leneigenschaft macht sich erst im Mikrokosmos bemerkbar. So wie man zwei ko-
hirente Lichtstrahlen zur Interferenz bringen und dieses Muster auf einer Film-
platte abbilden kann, ist es sogar moglich, Heliumatome im Vakuum durch
elektrostatische Felder so zu iiberlagern, dass sich auf einer Detektorplatte Interfe-
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renzmuster zeigen (Abb. 4.22). Diese Eigenschaft von Materie hat man sich in der
Transmissionselektronenmikroskopie zu Nutze gemacht (s. Kap. 5.3). Auch die
Strukturanalyse von Biomolekiilen mit Hilfe von Neutronenstrahlung nutzt die
Wellencigenschaft von Materie, eben der Neutronen (Winter u. Noll 1998).

4.5.3 Der Begriff der Wellenfunktion

Die Tatsache, dass Materie Teilchen und Welleneigenschaften haben soll, er-
scheint widerspriichlich. In der Tat miissen wir uns von der makroskopischen An-

42h 18"

-80 40 ¢ 40 80 X/pm

Abb. 4.22. Ein durch Heliumatome erzeugtes Interferenzmuster belegt die Welleneigen-
schaft von Materie (aus Haken u. Wolf 2000). Ebenfalls dokumentiert sich eindrucksvoll
die Teilcheneigenschaft der Atome: Die Punkte in der Aufnahme nach 50 min sind die
Auftreffpunkte einzelner Atome, nach 1h 41min sind schon deutlich Interferenzmuster zu
erkennen



106 4 Struktur und Dynamik von Proteinen

schaulichkeit unseres Alltags verabschieden. Ein Elektron ist eben weder ein Teil-
chen noch eine Welle. Es ist ,,etwas®, was beide klassischen Eigenschaften enthilt.
In der Literatur wird dies mit dem Begriff ,,Welle-Teilchen-Dualismus* bezeich-
net. Der ,,Welle-Teilchen-Dualismus* hat weitreichende Konsequenzen, denn der
Aufenthaltsort 7 eines Elektrons ist nicht mehr 100prozentig bestimmbar. In der
Quantenmechanik wurde deshalb von Erwin Schrddinger e¢ine Funktion
w(7) eingefiihrt, die er Wellenfunktion y(7) nannte. Diese ist im Allgemeinen
eine komplexe Funktion und ist keine physikalisch messbare Grofie

Eine messbare GroBe ist allerdings das Betragsquadrat der Wellenfunktion. Die
GroBe |y (7)[> multipliziert mit dem Volumenelement d¥ ist nimlich die Wahr-
scheinlichkeit w, ein Elektron im Volumenelement dV am Ort 7 zu finden:

wF) = wF)av. 4.17)

Damit bekommt | y(7) [* eine physikalische Bedeutung, es ist einc Wahrschein-
lichkeitsdichte.

Falls wir nur ein Teilchen, z.B. ¢in Elektron, betrachten, fiihrt diese Interpreta-
tion unmittelbar auf die Normierungsbedingung fiir die Wellenfunktion des ent-
sprechenden Teilchens. Wir wissen, dass das Elektron irgendwo im Raum ist. Das
bedeutet, die Wahrscheinlichkeit es im gesamten Raum zu finden ist eins. In For-
meln ausgedriickt bedeutet dies

Iw(?)dV: .ﬂy/(szde . (4.18)

Multipliziert man die Wahrscheinlichkeitsdichte | w(#) |* mit der Ladung des Elek-
trons e, so erhilt man die Ladungsdichteverteilung o( 7 )=e| »(7) |*. Diese GroRe
ist genau die MessgroBe, die bei der Rontgenkristallographie bestimmt wird (s.
Kap. 5.5). Bei der Proteinkristallographie mit Rontgenstrahlung wird also die
rdumliche Ladungsdichte und damit die Struktur des Proteins bestimmt.

4.5.4 Die Heisenbergschen Unschérfe-Relationen: Ort und Impuls
sowie Energie und Zeit sind nicht gleichzeitig scharf messbar

In der klassischen Physik konnen wir Ort und Impuls eines Teilchens gleichzeitig
messen, wenn unsere Messapparatur nur genau genug ist. Aufgrund des Welle-
Teilchen-Dualismus ist dies in der Quantenmechanik nicht méglich. Bezeichnen
wir die Ortsunschirfe mit Ax und die Impulsunschirfe mit 4p,, so gilt nach Hei-
senberg

Ax-dp, 2 h, (4.19)
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Wir kénnen also den Ort eines Teilchens genau bestimmen (Ax=0), wie es z.B. im
Interferenzversuch an Heliumatomen in Abb. 4.22 gezeigt worden ist. Der Impuls
ist dann aber nicht zu bestimmen, denn das Produkt Ax- Ap, muss immer groBer
gleich A sein.

Fiir die Energieunschérfe AE und die Zeitunschérfe Az gilt analog zu Gl. 4.19

AE-At>h. (4.20)

Diese Gleichung ist fiir spektroskopische Methoden sehr wichtig, denn durch die
Lebensdauer At eines angeregten Zustands, der fiir die jeweilige Methode ent-
scheidend ist, ist die Energieauflosung AE der spektroskopischen Methode durch
Gl. 4.20 bestimmt.

4.5.5 Klassische GroRen wie Ort, Impuls und Energie werden in der
Quantenmechanik zu Operatoren und dienen zur Berechnung
von Erwartungswerten

Operatoren und Eigenwerte

Wir miissen also den Begriff des eindeutig bestimmbaren Orts eines Teilchens in
der Quantenmechanik aufgeben. In der Quantenmechanik werden nun beobacht-
bare GroBen (auch Observable genannt ) wie Ort, Impuls und Energie berechnet,
indem man Operatoren, die diese physikalischen Grofen représentieren, auf die
Wellenfunktion eines Systems anwendet. Die Anwendung von Operatoren auf die
Wellenfunktion ergibt Eigenwerte der physikalischen GroBe, die durch den je-
weiligen Operator représentiert wird.

Fiir uns sind solche Operatoren einfach Ausdriicke, mit denen man die Wellen-
funktion multipliziert oder nach denen man die Wellenfunktion differenziert. Um
die folgende Mathematik méglichst einfach zu halten, betrachten wir nur eine Di-
mension, d.h. wir ersetzen den Ortsvektor # durch die Ortskoordinate x. Unsere
Wellenfunktion lautet also jetzt y(x).

Den Ortsoperator in einer Dimension haben wir schon kennen gelernt. Es ist
nimlich x selbst. Um zu kennzeichnen, dass es sich um einen Ortsoperator han-
delt, wird dieser mit # bezeichnet. Die Anwendung des Operators auf y(x) liefert
den Eigenwert des Operators multipliziert mit y(x). In Formeln ausgedriickt:

2y(x)=xp(x) 421)

x wird Eigenwert des Operators % genannt. Fithren wir eine Ortsmessung durch,
so messen wir jedes Mal eine Grofie x und damit Eigenwerte von i . Eigenwerte
sind also mogliche Messwerte einer physikalischen Grofe.



108 4 Struktur und Dynamik von Proteinen

Der Impulsoperator ist nicht so anschaulich wie der Ortsoperator: Es ist die Ab-
leitung nach dem Ort x multipliziert mit der Konstanten #/i, wobei i die imaginére
Einheit (*=-1) ist:

5 4 (4.22)
i dx

Die Anwendung des Impulsoperators auf yAx) ergibt den Eigenwert p, des Impul-
soperators multipliziert mit y(x), dieser Eigenwert wiederum ist eine messbare
Grofe:

B )= payl) (423)
idx

Erwartungswerte

Die Anwendung von quantenmechanischen Operatoren auf y(x) liefert also Ei-
genwerte dieser Operatoren. Diese Eigenwerte sind physikalisch beobachtbar.
Aufgrund der statistischen Natur der Wellenfunktion sind unter Umsténden un-
endlich viele Eigenwerte, z.B. unendlich viele Orte x im Prinzip beobachtbar (sie-
he Abb. 4.23). Wir miissen also e¢ine Messung viele Male wiederholen, um z.B.
den Ort eines Elektrons niher einzugrenzen. Wir kénnen nach Gl. 4.17 angeben,
mit welcher Wahrscheinlichkeit damit zu rechnen ist, ein Elektron an einem Ort x
zu finden. Wir kénnen auch den Mittelwert des Orts X angeben. Dieser wird dann
als Erwartungswert des Ortsoperators X bezeichnet:

In der Statistik ist der Erwartungswert einer GroBe definiert als die Summe al-
ler Messwerte multipliziert mit der Wahrscheinlichkeit, dass der entsprechende
Wert gemessen wird. Wir kennen die Wahrscheinlichkeit dafiir, ein Elektron an
einem Ort x zu finden. Sie ist laut Gl. 4.17:

wlx) =y (x)  dx. (4.24)

Wir miissen also Gl. 4.24 mit x multiplizieren und dann {iber die gesamte x-Achse
integrieren. Es ergibt sich

X= jfc|l//(xX 2 dx. (4.25)

—0

Da die Wellenfunktion y(x) auch komplex sein kann, kdénnen wir mit der konju-
giert komplexen Funktion y/'(x) auch schreiben
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[#x)|” <=  Wahrscheinlichkeitsdichte

x (= Position)

X[ 4

Abb. 4.23. Ergebnis von vielen Ortsmessungen eines Teilchens, das durch die
Wellenfunktion y(x) reprisentiert wird. Jeder Balken entspricht der relativen Hau-
figkeit, dass das Elektron am Ort x, also den erlaubten Eigenwerten, gemessen
wurde. Der Erwartungswert x entspricht dem Schwerpunkt der beobachteten
Ortsverteilung (nach Haken u. Wolf 2000)

F= Ju (o 429

4.5.6 Die Schrodinger-Gleichung ersetzt die Newtonschen
Gleichungen im Mikrokosmos

Wie kann man nun die Energie eines quantenmechanischen Systems berechnen?
Der Operator, dessen Anwendung auf y(7) unsere gesuchten Energiecigenwerte
liefert, ist der Hamilton-Operator A . In der klassischen Mechanik ist die Gesam-

tenergie E eines Systems die Summe aus kinetischer Energie Ex und potentieller
Energie E,;:

E=Ey,+E,. (4.27)
Fiir A gilt in diesem Fall entsprechend der Gleichung 4.27:

H=Hpy, +H,. (4.28)
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H i, ist der Hamilton-Operator fiir die kinetsche Energie und ist gegeben durch':

Hyp =

ol Tt It T

nto? 8%  &? (4.29)
ox? ay2 622 |

Da in diesem Fall alle Raumrichtungen x, y und z beriicksichtigt sind, werden par-
tielle Ableitungen nach den jeweiligen Raumrichtungen (z.B. 2 ) eingefiihrt. H »

kann direkt aus den klassischen Gleichungen {ibernommen werden:
Hp=E,(F) (4.30)

H muss also auf die Wellenfunktion angewendet werden. Die Anwendung auf die
Wellenfunktion (7) ergibt die Schrodinger-Gleichung in nichtrelativistischer
und zeitunabhingiger Form:

Hy )= Eve) (4.31)
oder
_-;-,2;(6;1’2(? ), 626';/2(;) . 6;VZ/2(7)] +E,(FW(7)=Ev () @32)

4.5.7 Die Losung der Schrodinger-Gleichung fiir Atome fiihrt auf den
Begriff der Elektronenorbitale

Erst die Losung der Schridinger-Gleichung fiir ein Wasserstoffatom fiihrt auf den
Begriff der Orbitale. Aus diesem Grund wollen wir hier den Losungsweg kurz
skizzieren. Fiir eine genaue Ableitung sei auf Quantenmechanik-Lehrbiicher (Ha-
ken u. Wolf 2000; Schwabl 1993) verwiesen. Den Hamilton-Operator fiir die kine-
tische Energie des Elektrons kennen wir schon (Gl. 4.29). Die Frage ist nun: Wie
lautet in diesem Fall der Hamilton-Operator der potentiellen Ener-
gie A, = £, () fur das Wasserstoffatom? Es ist die potentielle Energie eines Elekt-
rons mit der Ladung e und der Masse m, in einem elektrischen Feld, hervorgerufen
durch ein Proton. E,(7 ) ist also durch GI. 2.2 gegeben, und wir konnen nun die
Schrodinger-Gleichung fiir ein Wasserstoffatom aufstellen:

! Wie betrachten hier nur stationdre Phanomene und damit zeitunabhingige Wellenfunktio-
nen (7).
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R [o2 8 %) L e . . (4.33)
A L Z - ) 46)

Um G1. 4.33 zu l6sen, werden die kartesischen Koordinaten x,y,z durch die Kugel-
koordinaten r, 8, ¢ ersetzt. Dieser Trick nutzt die Kugelsymmetrie des Potentials.
So lassen sich radialer Anteil und Winkelanteil entkoppeln. Deshalb ldsst sich die
Losung als Produkt aus einer nur vom Abstand # abhéingenden Funktion und einer
Funktion in Abhéingigkeit von den Winkeln § und ¢ darstellen:

Vin1,m, F=v, m, (r.0.9)=R, ,r)-1, m; 6.9) (4.34)

Die Wellenfunktionen ergeben sich als Produkte der Radialwellenanteile R, A7),
die nur von r abhéngig sind, und der winkelabhingigen Anteile Y, ,, (6,¢), auch
Kugelflichenfunktionen genannt, die nur von der Richtung im Raum abhingen.
Diese Funktionen sind im Anhang tabelliert. Die Indizes », /, und m; sind ganze
Zahlen mit

n=1234..
[=123..n-1.
my =~1,(<1+1)..(1-1),1.

(4.35)

Die ganze Zahl » wird energetische Quantenzahl oder auch Hauptquantenzahl
genannt. Aus Griinden, die im folgenden Kapitel niher erldutert werden, wird / die
Bahndrehimpulsquantenzahl und m; die magnetische Quantenzahl genannt.
Ein wesentlicher Aspekt der Losung dieser Gleichung ist, dass nur ganz bestimmte
diskrete Wellenfunktionen vy, ; ,, (7) existieren. Da zu jeder Wellenfunktion
Vnm (F) laut Gl. 431 auch ein Energieeigenwert £, , , existiert, kann das E-
lektron nur diskrete Energien besitzen. Durch Einsetzen der Losungen 4.34 in die
Schrédinger-Gleichung fiir das Wasserstoffatom 4.33 erhilt man diese Energieei-
genwerte. Die Rechnung ist langwierig und wir geben hier nur das Ergebnis an:
£ me (4.36)
" 2h2(47r50 )2n2

Nun fillt auf, dass die Energie nur von der ganzen Zahl n, aber nicht von den
Quantenzahlen / und m; abhingt. Dies bedeutet, dass zwei Wellenfunktionen
¥, 1m (7)), die die gleiche Hauptquantenzahl » besitzen, aber unterschiedliche
Bahhdrehimpulsquantenzahlen / und magnetische Quantenzahlen m; aufweisen,
dieselbe Energie (nimlich E,) besitzen. Solche Wellenfunktionen oder auch Zu-
stinde bezeichnet man als entartet.
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Die Abb. 4.24a zeigt die graphische Darstellung der Winkelfunktion
Yyusl 1=0,m=0 (®.@). Man erkennt die radialsymmetrische Form eines s-Orbitals.
Man muss allerdings beachten, dass die Elektronendichte | y(7)|* mit wachsendem
Abstand exponentiell abfillt. Die aus der Chemie bekannten Orbitale représentie-
ren also Wahrscheinlichkeitsdichten, die unmittelbar aus den Loésungen der Schro-
dinger-Gleichung fiir das Wasserstoffatom folgen. Die 2p-Orbitale entsprechen
dann den Elektronendichten | V=2, 1=l m=£1,0 () I und die 3d-Orbitale den Elekt-

ronendichten |y ,_3 1 =12 210 () "

Bedeutung der Quantenzahlen

Die oben eingefithrten Quantenzahlen n, /, und m, sind mit physikalischen Gréfien
verkniipft. Wie oben schon erwidhnt, wird die Quantenzahl » als energetische
Quantenzahl bezeichnet. Sie beschreibt die Energie eines Elektrons in einem iso-
lierten Atom. GI. 4.36 macht diesen Zusammenhang unmittelbar deutlich. Die
Quantenzahl / beschreibt den Bahndrehimpuls des Elektrons. Der messbare Betrag
des Bahndrehimpulses ergibt sich durch

]i]:h 10 +1). (4.37)

Da / nur ganze Zahlen annehmen kann, nimmt auch der Betrag des Bahn-
drehimpulses nur diskrete Werte an. Der Betrag des Bahndrehimpulses ist
(wie die Energie) gequantelt. Auch die Richtung des Bahndrehimpulses
darf nur bestimmte Orientierungen beziiglich einer ausgezeichneten Achse
des Systems, die mit z-Achse oder Quantisierungsachse bezeichnet wird,
einnehmen.

Solch eine Quantisierungsachse wird z.B. durch Anlegen eines Magnetfeldes oder
durch den Einbau in ein Molekiil erzeugt. Damit ist auch die z-Komponente des
Drehimpulses L, gequantelt (Abb. 4.25):

L, =mh (4.38)
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Abb. 4.24 a-c Winkelwellenfunktionen fiir s-Zustiinde (a), 1-Zustiinde (b) und fiir
d-Zustinde (¢) (Hofacker 1978)
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my=+1

my=0

my=-1

Abb. 4.25. Sowohl der Betrag wie auch die Richtung des Bahndrehimpulses ist gequantelt.
Die Richtungsquantisierung ist einmal fiir I=1 und fiir I=2 gezeigt

Die magnetische Quantenzahl m; darf nur ganzzahlige Werte annehmen und zwar
my; =—1,(=1+1)..(I-1),/. Dies bedeutet, dass es flir jeden Wert des Drehimpul-
ses 2/+1 Werte von my gibt. Anders ausgedriickt, es gibt 2/+1 verschiedene Orien-
tierungen von L (Abb. 4.25).

4.5.8 Elektronen und Protonen besitzen ein magnetisches Moment,
das durch den Spin verursacht wird

Wie der Bahndrehimpuls ist auch der Eigendrehimpuls oder Spin in der Quanten-
mechanik eine gequantelte GroBe. Analog zur Gleichung 4.37 kénnen wir fiir den
Betrag des Eigendrehimpulses oder Spins schreiben:
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S| =h4/S(S +1 (4.39)
5

S ist die Spinquantenzahl. Fiir Elektronen gilt z.B. §=1/2, d.h. Elekfronen besitzen
immer einen Eigendrehimpuls. Allgemein gilt, dass S nur ganz- und halbzahlige
Werte einnehmen kann. Wie die Richtung des Bahndrehimpulses ist auch die
Richtung des Spins gequantelt. Es gilt Gl. 4.38 entsprechend

=m,h (4.40)

z 5

Befindet sich ein Elektron in einem magnetischen Feld B, so gibt die Feldrich-
tung des Magnetfeldes die Quantisierungsachse vor. Analog wie fiir den Bahndre-
himpuls gibt es auch fiir den Spin nur eine begrenzte Zahl an erlaubten Orientie-
rungen (25+1). Der Spin S=1/2 des Elektrons hat also zwei mdgliche
Einstellungen (mg=+1/2), parallel zur Richtung des Magnetfeldes B (man be-
zeichnet diese Stellung auch als spin-up) und antiparallel zur Richtung des Ma-
gnetfeldes (auch als spin-down bezeichnet) (Abb. 4.26).

Das magnetische Moment von Elektronen

Elektronen sind negativ geladen und besitzen einen Eigendrehimpuls. Bewegte
Ladungen sind Quellen von magnetischen Feldern; wir konnen also geladenen
Teilchen, die einen Eigendrehimpuls besitzen, ein magnetisches Moment zg¢ zu-
schreiben, das proportional zum Spin ist:

- e =
= — S:
Hs =—8e 2m,

—8cHBS (4.41)
h

2. besitzt flir ein freies Elektron den Wert 2,0023. Die Konstante pz=eh/(2m,) wird
das Bohrsche Magneton genannt. Mit S,=m folgt fiir die z-Komponente des
magnetischen Moments:

My =—gMlp. (4.42)

Wenn magnetische Momente der Hiillenelektronen von mehreren Atomen sich
parallel ordnen, so spricht man von ferromagnetischem Verhalten. Der Eigendre-
himpuls der Elektronen ist also die eigentliche Ursache flir die magnetischen Ei-
genschaften von festen Korpern. Wir kennen als Beispiel den Kompass, der sich
parallel zum Erdmagnetfeld ausrichtet. Auch Vogel bedienen sich zur Orientie-
rung kleiner magnetischer Partikel, die man in den Kopfen von Zugvigeln gefun-
den hat, und die sich im Erdmagnetfeld ausrichten konnen. Neueste Untersuchun-



116 4 Struktur und Dynamik von Proteinen

z Abb. 4.26. Die zwei Orientierun-
gen des Elektronenspins S=1/2:
spin-up und spin-down

3
>

m&+1/2

mg=-1/2

gen zeigen sogar, dass Zugvogel ihren inneren Kompass mit Hilfe des Sonnen-
standes eichen (Mouritsen et al. 2004).

Kopplung von Drehimpulsen

Elektronen besitzen also einen Bahndrehimpuls und einen Eigendrehimpuls. Wie
berechnet man nun den Gesamtdrehimpuls? Dazu addiert man die gequantelten
VektorgroBen S und L vektoriell zum Gesamtdrehimpuls J

J=L+S. (4.43)

Das gesamte magnetische Moment ergibt sich dementsprechend zu

- . - e = =
By =y + s =51—(L+g85) (4.44)

e

Besetzung von Orbitalen

Wie werden nun Orbitale besetzt, wenn mehr als ein Elektron zugegen ist? Eine
Grundregel ist das Pauli-Prinzip, das besagt:

Die Quantenzahlen eines Systems von Elektronen (oder allgemein Fermio-
nen, Teilchen mit halbzahligem Spin) diirfen nicht {ibereinstimmen.
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Aus dieser Regel folgt unmittelbar, dass sich in einem Orbital, das durch die
Quantenzahlen », /, m; definiert ist, nicht mehr als zwei Elektronen mit antiparal-
leler Spinrichtung aufhalten kdnnen. Gemifl den Additionsregeln flir Drehimpulse
ergibt sich also fiir jedes voll (oder doppelt) mit Elektronen besetzte Orbital ein
Spin von null.

4.5.9 Der quantenmechanische Tunneleffekt erlaubt
Elektronentransfer in und zwischen Proteinen

Klassisch kann ein Teilchen eine Energiebarriere AE nur dann tiberwinden, wenn
dessen kinetische Energie Ey;, grofier als diese Energiebarriere ist. Dies gilt in der
Quantenmechanik nicht mehr. Es gibt eine gewisse Wahrscheinlichkeit, diese
Energiebarriere zu liberwinden, oder man sagt zu durchtunneln (Abb.4.27). Nur
bei einer unendlichen Energiebarriere ist die Wahrscheinlichkeit, diese Barriere zu
durchtunneln, gleich null. Dieser Effekt spielt eine wichtige Rolle beim Elektro-
nentransfer in Proteinen. In Kap. 3.3.3 wurde die Abstandsabhangigkeit des Elek-
tronentransfers noch nicht betrachtet. Dazu miissen wir Gl. 3.79 modifizieren. Ei-
ne Erweiterung des klassischen von Marcus hergeleiteten Ausdrucks fir die
Transferrate kg lautet:

laracf (4.45)

4z* 1 4agkpT
/ R*B
DA” e :

h J4mApkyT

kET =

AE

\ 4

2
[woo |4

>
>

X
Abb. 4.27. Eine Wellenfunktion und damit auch die Wahrscheinlichkeitsdichte | y(7) |’
lduft hinter einer Potentialbarriere der Héhe AE weiter, auch wenn die Energie des Zustands
geringer ist als die Hohe der Potentialbarriere. Ein Elektron kann also eine Energiebarriere

iberwinden, obwohl dessen Energie geringer ist als die Energiebarriere. Man sagt, dass das
Elektron diese Energiebarriere mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit ,,durchtunneln“ kann
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Der exponentielle Faktor in Gl. 4.45 ist mit dem in Gl. 3.88 identisch. Neben der
Reorganisationsenergie Az und der Temperatur T geht in Gl. 4.45 das Tunnelma-
trixelement 7°p4 ein. Dieser Begriff stammt aus der quantenmechanischen Be-
schreibung des Elektronentransfers. T’ beschreibt den Uberlapp der Wellen-
funktionen von Donator und Akzeptor zum Zeitpunkt des Elektronentransfers und
ist damit ein MaB fiir die elektronische Kopplung unter Einbezug von quantenme-
chanischem Tunneln. Die Wahrscheinlichkeit fiir Elektronentransfer durch den
quantenmechanischen Tunneleffekt ist durch

2 2 _Blr-n
Ty, =TS et (4.46)

gegeben. Tp, ist das Tunnelmatrixelement bei r=ry, r, ist der niichstliegende Ab-
stand von Donator und Akzeptor und wird im Allgemeinen als 3,6 A gewihlt. Die
Wahrscheinlichkeit flir quantenmechanisches Tunneln ist also gemiB Gl. 4.46 ex-
ponentiell vom Abstand von Donator und Akzeptor r-r; abhingig. Gl. 4.46 zeigt,
dass der Elektronentransfer nicht iiber bestimmte Wege erfolgen muss. In diesem
Modell geht nur der Abstand von Donator und Akzeptor R-R, sowie der Parame-
ter f ein, der von der Art des Zwischenmediums abhéngt, durch das Elektronen-
transfer erfolgt. Maximale Elektronentransferraten betragen ca. 10" s™, wenn Do-
nator und Akzeptor unmittelbar benachbart sind (d.h. beim Van-der-Waals-
Kontakt: r=r).

4.6 Licht regt Molekiile an: Spektroskopie im
ultravioletten und im sichtbaren Bereich

Absorption von Licht ist eine der dltesten bekannten Analysemethoden. Auch un-
ser Auge ist im Prinzip ein Spektralphotometer, das verschiedene Farben, also
Licht mit unterschiedlicher Wellenldnge, im sichtbaren Bereich registriert. In die-
sem Kapitel wollen wir zuerst die Absorption von Licht in Materie phdnomenolo-
gisch beschreiben und dann die molekularen Prozesse bei der Lichtabsorption né-
her erldutern (Neubacher u. Lohmann 1978; Winter u. Noll 1998).

4.6.1 Die Absorption von Licht durch Materie wird durch das
Lambert-Beersche Gesetz beschrieben

Die Standardmethode zur Bestimmung der Konzentration von Proteinen in einer
Losung ist die Messung der Abnahme der Lichtintensitiit / bei Durchgang durch
eine mit Proteinlosung gefiillte Kiivette der Dicke d (Abb. 4.28). Bezeichnen wir
die Intensitét des Lichtes bei d=0 mit /; und die Intensitit nach Durchgang durch
die Kiivette mit 7, so wird I/, als Transmission bezeichnet. Oft wird auch der Be-
griff der optischen Dichte oder Extinktion log(//7,) gebraucht.
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d

Abb. 4.28. Absorption von Licht der Intensitit I durch Materie der Dicke d

Die Anzahl der Proteine pro Volumen in einer Losung sei #. Wir schreiben jedem
Molekiil eine Querschnittsfliche g, den Wirkungsquerschnitt, zu und bezeichnen
die Wahrscheinlichkeit dafiir, dass ein Lichtquant beim Aufireffen auf den Wir-
kungsquerschnitt g absorbiert wird, mit w. Der Wirkungsquerschnitt entspricht in
etwa dem Molekiilquerschnitt. Mit Hilfe des Absorptionsquerschnitts kp=wg kon-
nen wir dann das Lambert-Beersche Gesetz formulieren:

—k,,nd
I'=1Ipe ™. (4.47)

Oft wird Gl. 4.47 auch als

—gcd
1=13107% (4.48)

geschrieben. Die Konzentration ¢ wird dabei in 1 M=1 Mol I angegeben. Der Ex-
tinktionskoeffizient ¢ (in der Einheit M'cm™) ergibt sich aus dem Absorptions-
querschnitt £ (in der Einheit cm™) gemiB £=3,82-107' €. Zur Bestimmung von
Proteinkonzentrationen mit Hilfe von optischen Messungen werden Gl. 4.48 oder
4.47 bei bekannten Extinktionskoeffizienten benutzt.
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4.6.2 Uberginge von Elektronen in angeregte Molekiilorbitale
erklaren die Absorption von Licht durch Materie

Wie wird Licht nun in Materie absorbiert? Die Energie eines Lichtquants muss ge-
rade so groB sein, dass Materie bei der Absorption vom Grundzustand (Energie
E,) in einen angeregten Zustand (Energie E,) tibergehen kann. Dabei ist es fiir den
physikalischen Prozess der Absorption egal, ob das Lichtquant von einem Atom,
einem Molekiil, einem Festkorper oder von Aminosdureketten absorbiert wird.
Wichtig ist, dass die Energie passt. Es muss also gelten:

q’_ = ‘pa"‘pb

q)o:“pa*% b

Elev]
8 o
6 .
C
A -
lockernd
2 ~
0 T T T -— R
! 2 -0
bindend (10" m]

Abb. 4.29 a-c. Das H,"-Ion: Die antisymmetrische Kombination der Wellenfunktionen i,
und y; wird als antibindendes Orbital bezeichnet (a). Durch symmetrische Kombination
erhilt man ein bindendes Orbital (b) mit dem energetisch glinstigsten Zustand des Molekiils
und damit den Grundzustand (¢) (Haken u. Wolf 2003)
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hv=E,-E,z. (4.49)

Lichtabsorption an einem H-Atom haben wir schon in Kap. 3 kennen gelemnt.
Sichtbares Licht wird absorbiert, indem Elektronen von einem Energiezustand in
einen hoheren befordert werden. Auch in einem Molekiil und damit in allen Ami-
noséduren sind fur die Elektronen nur diskrete Energiezustidnde erlaubt. Die an den
Bindungen beteiligten Atomorbitale werden im Molekiil zu molekularen Orbi-
talen (MO). Die entsprechenden molekularen Wellenfunktionen y konnen als
Linearkombination der urspriinglichen Atomwellenfunktionen y; dargestellt
werden. Fiir ein zweiatomiges H,'- Molekiil ergibt sich:

v=ay;+by,. (4.50)

Die Koeffizienten a und & erhélt man, indem die Schrédinger-Gleichung fiir ein

zweiatomiges Molekiil aufgestellt und gelést wird. Schon der einfachste Fall eines

H, -Tons ldsst sich nur in einer komplizierten Rechnung 15sen (s. Haken-Wolf:

Atom- und Molekiilphysik, Springer-Verlag). Abb. 4.29 zeigt die zwei mdglichen

Losungen fiir die Wellenfunktion . Die in Abb. 4.29b dargestellte Losung ist ei-

ne symmetrische Wellenfunktion. Die Aufenthaltswahrscheinlichkeit des Elek-

trons zwischen den Kernen ist von null verschieden. Dies sorgt fiir eine Anzie-
hung der beiden positiven Kerne vermittelt durch die negative Ladung zwischen
ihnen. Diese Wellenfunktion ist symmetrisch zur Mitte der Verbindungsachse des

Molekiils. Es ist ¢ine bindende Wellenfunktion. Die andere Losung (Abb. 4.29a)

ist einc antisymmetrische Wellenfunktion. Dadurch ist die Aufenthaltswahr-

scheinlichkeit des Elektrons im Symmetriezentrum gleich null, die Anziehung der
beiden Kerne ist geringer; man bezeichnet diese Wellenfunktion deshalb auch als
antibindend.

Folgende bindende Orbitale kommen in biologisch relevanten kovalent gebun-

denen Molekiilen vor (Abb. 4.30):

— Bindende o-Orbitale sind rotationssymmetrisch zur Bindungsachse und nicht
delokalisiert. Sie sind fiir die Einfachbindungen zwischen den Atomen verant-
wortlich.

— Bindende mOrbitale werden durch Linearkombination von atomaren p-
Orbitalen gebildet und kénnen aufgrund der starken Delokalisierung mit ande-
ren Bindungspartnern wechselwirken. Sie treten in Mehrfachbindungen auf.

— n-Orbitale sind doppelt besetzte Orbitale mit der hochsten Energie, die aber
nicht an der Bindung beteiligt sind. n-Orbitale sind also lokalisiert und haben
ihren atomaren Charakter behalten.

Die Absorption eines Lichtquants in einem Molekiil kann durch Ubergang
eines Elektrons der bindenden Orbitale des Grundzustands in nichtbinden-
de Orbitale erfolgen.
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. Molekii-Orbitale
Ubergang mit
Bindung niedrigster Energie  Grundzustand angeregter Zustand

HaC —H o—0* c——H
R;C=CR; x—r* C%C 8———-8
X -Elektronensystern

RpC==0 n—x* C—— senkrecht zur
Papierebene

+

+

Abb. 4.30. Schematische Darstellung von Bindungen, durch Lichtabsorption erzeugte
Ubergénge sowie entsprechende Molekiil-Orbitale (Neubacher u. Lohmann 1978)

Dabei sind zwei Arten von Orbitalen wichtig:

— Nichtbindene oOrbitale (auch als o -Orbital bezeichnet) sind rotationssym-
metrisch zur Bindungsachse und besitzen einen Knoten in der Mitte.

— Nichtbindende mOrbitale (auch als 1t -Orbital bezeichnet) sind nicht rotations-
symmetrisch zur Bindungsachse, besitzen Knoten in der Mitte und sind wie die
bindenden w-Orbitale stark delokalisiert.

Bisher haben wir noch nichts liber die Anordnung der Elektronenspins im Mole-

kiilorbital gesagt. Wie im Atom gilt das Pauli-Prinzip und die Elektronen besitzen

in bindenden Molekiilorbitalen eine antiparallele Spinanordnung. Dadurch ist der
resultierende Spin null, man sagt auch, es liegt ein Singulett-Grundzustand vor.

Solch ein Grundzustand wird in der Literatur mit S, bezeichnet. Eine Ausnahme

ist das Sauerstoffmolekiil. Hier befinden sich zwei spinparallele Elektronen in

zwei verschiedenen Molekiilorbitalen, der Spin ist damit eins; es liegt ein Tri-
plett-Grundzustand vor, der mit T bezeichnet wird.

Wird ein Singulett-Zustand (Sj) in einen antibindenden Zustand durch Absorp-
tion eines Lichtquants angeregt, so bleibt der Spinzustand des Molekiils aufgrund
der Drehimpulserhaltung unverédndert. Der Spin des angeregten Elektrons ist also
antiparallel zum Spin des im bindenden Orbital verbleibenden Elektrons, man er-
hilt den ersten angeregten Singulettzustand S;. Dieser durch Lichtabsorption ange-
regte Elektroneniibergang wird Spin-erlaubt genannt. Anregungsprozesse, die mit
einer Spinumkehr verbunden sind, wiirden auf einen ersten angeregten Spin-
Triplett-Zustand fithren, T genannt. Solche Prozesse sind Spin-verboten und da-
mit sehr unwahrscheinlich. Dies macht sich in geringen Linienintensititen be-
merkbar (Neubacher u. Lohmann 1978).

Die Abb. 4.31 zeigt eine Vielzahl von moglichen elektronischen Ubergéingen in
einem Molekiil. Die Molekiilorbitale sind schematisch als Késtchen dargestellt
und die sich in den Orbitalen befindende Elektronen sind mit ihren Spinrichtungen
als Pfeile gekennzeichnet. Die absorbierte Lichtenergie kann in Form von Licht
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durch Fluoreszenz oder Phosphoreszenz wieder abgegeben werden. Es ist aber
auch moglich, zwischen angeregten Zustinden durch Spinumkehr (Interkombina-
tion oder engl. intersystem crossing) zu springen oder Energie durch innere Um-
wandlung (engl. internal conversion; Ubertragung der Energie auf ein Elektron in
einer anderen Schale) abzugeben.

S,IM, ")
T AW, i
1c
Abs SIC
S.in, 1M .
B ISC
Ty {n, T*)
Abs Abs |Fl $IC
Ph tIC
]
]
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Abb. 4.31. Elektronische Ubergénge in einem Molekiil. Strahlungslose Uberginge sind mit
durchgéngigen Pfeilen gekennzeichnet (Neubacher u. Lohmann 1978). Abs: Absorption. Fl:
Fluoreszenz. IC: Interne Konversion. Ph: Phosphoreszenz. ISC: intersystem crossing

Tabelle 4.2. UV-Maxima einiger Chromophore (nach Neubacher u. Lohmann 1978)

Chromophor Amax [0M] g[Liter/Mol cm] Ubergang

-COO-R 205 50 ey
165 4-10° vy

>C=0 280 20 T
190 2-10° 16
150 T

>C=§ 500 10 T
240 9.10°

-S-S- 250-330 10° TG

>C=C< 190 9.10° T

-C=C- 175 8-10° T
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Abb. 4.32. UV-Vis-Spektren von Himoglobin (Neubacher u. Lohmann 1978). Die Ab-
sorptionsbande bei 400 nm wird durch Lichtabsorption des ausgedehnten -
Elektronensystem des Porphyrinrings verursacht. Es handelt sich um n—n"-Ubergiinge, die
auch bei Chlorophyllen auftreten

Tabelle 4.2 zeigt die Wellenléingen sowie die Ubergiinge einiger biologisch rele-
vanter Chromophore. Als Beispiel ist in Abb. 4.32 ein Absorptionsspektrum von
Hémoglobin gezeigt. Solche Spektren im sichtbaren und ultravioletten Bereich des
Lichts werden als UV-Vis (Ultraviolett-Visible-) Spektren bezeichnet. Auch Un-
tersuchungen der Sekundirstrukturmerkmale sind mit optischer Spektroskopie
méglich. Die Abb. 4.33 zeigt dies am Beispiel der Absorptionsspektren von Poly-
L-Lysin fir a-Helix-, B-Faltblatt- und Zufallsknéuel-Konformationen. So lassen
sich z.B. Entfaltungsprozesse von Proteinen mit Hilfe von zeitabhiingiger UV-Vis-
Spektroskopie verfolgen.

Optische Verfahren haben den Vorteil, dass relativ geringe Proteinkonzentra-
tionen ausreichen, um Spektren aufnehmen zu konnen. Die Empfindlichkeit mo-
derner Detektoren ist so grof, dass die Fluoreszenz einzelner Molekiile detektiert
werden kann, was in der Einzelmolekiilspektroskopie verwendet wird. Diese
Techniken gehen allerdings iiber den Rahmen des vorliegenden Buches hinaus;
der interessierte Leser sei auf die Einfithrung in Frauenfelder et al. 1999 und wei-
terfithrende Darstellungen in Zander et al. 2002 verwiesen.
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Abb. 4.33. Absorptionsspektren von Poly-L-Lysin fiir drei verschiedene Konformationen in
wiissriger Losung (Winter u. Noll 1996) erlauben die Identifizierung der Sekundérstruktur
von Proteinen

4.6.3 Die Feinstruktur von Absorptionslinien wird durch
Molekiilschwingungen verursacht

Absorptionslinien in UV-VIS-Spektren besitzen oft eine Feinstruktur; als Beispiel
sind in Abb. 4.34 zwei optische Linien unterschiedlicher Feinstruktur schematisch
abgebildet. Der Grund fiir diese Feinstruktur ist die Tatsache, dass nicht nur Uber-
ginge zwischen elektronischen Zustinden im Molekiil, sondern damit gekoppelt
auch Ubergiinge zwischen Schwingungszustinden des Molekiils erfolgen. Die Er-
klarung fiir die Schwingungsbanden im optischen Spektrum gibt das Frank-
Condon-Prinzip:

Wir beschréinken uns auf den einfachen Fall eines zweiatomigen Molekiils. Die
Beschreibung der Schwingungen der einzelnen Atome gegeneinander, bezeichnet
man in der Physik als das Problem des harmonischer Oszillators. Eine quantenme-
chanische Beschreibung zeigt , dass der harmonische Oszillator (wie auch der der
Realitit niher kommende anharmonische Oszillator) nur bestimmte (diskrete)
Schwingungsenergieeigenwerte annehmen kann. FEine quantenmechanische Be-
trachtung ergibt die Wellenfunktionen der Atomkerne, die durch einen Index v'=
0,1,2,3... gekennzeichnet sind. Abb. 4.34 zeigt die Quadrate der Wellenfunktio-
nen. Die Aufenthaltswahrscheinlichkeit der Atome in den einzelnen Schwin-
gungsniveaus ist am Rande der Potentialkurve am groBten. Dies stimmt im We-
sentlichen mit der klassischen Vorstellung iiberein, wonach man zwei durch eine



126 4 Struktur und Dynamik von Proteinen

Feder verbundene und gegeneinander schwingende K6rper am wahrscheinlichsten
an ihren Umkehrpunkten antrifft.

Nehmen wir an, dass die Lichtabsorption vom untersten Schwingungszustand
v'=0 aus erfolgt. Diese Annahme ist fiir kleine Molekiile gerechtfertigt, da sich
Molekiile unter physiologischen Bedingungen praktisch ausschlieBlich im niedrig-
sten Schwingungszustand befinden.

Der Ubergang eines Elektrons in einen angeregten elektronischen Zustand er-
folgt innerhalb von 107° s. Dies ist sehr schnell im Vergleich zur Zeitskala von
Molekiilschwingungen, die etwa 100-mal langsamer ablaufen. Unmittelbar nach
der Absorption eines Photons haben sich also die Atome des Molekiils praktisch
noch nicht bewegt. Solch ein Ubergang entspricht den senkrechten Pfeilen in Abb.
4.34. Das Frank-Condon-Prinzip besagt, dass elektronische Ubergiinge in dem in
Abb 4.34 gezeigten Energiediagramm senkrecht ablaufen. Es besitzen also dieje-
nigen elektronischen Uberginge die groBte Wahrscheinlichkeit, bei denen sich die
relative Lage der Atome nicht oder nur wenig #ndert. Diese Uberginge sorgen
dann fiir intensive Absorptionslinien im UV-Vis-Spektrum. In Abb. 4.34 sind dies
die Uberginge v'=0 — v'=0 bzw. v'=0 — v=2.

4.7 Infrarot- (IR-) Spektroskopie: Absorption von
elektromagnetischer Strahlung im Infrarotbereich
macht Schwingungen innerhalb von Proteinen
sichtbar

Durch Absorption von elektromagnetischer Strahlung im Infrarotbereich lassen
sich Molekiilschwingungen anregen. Dieser Mechanismus wird in der Infra-
rotspektroskopopie ausgenutzt. Die Analyse der Lage und der Intensitdt von Ab-
sorptionsbanden im Infrarotspektrum gibt Aufschluss tiber die Art und die Anzahl
von Aminosiuren in einem Protein, dient zur Identifizierung von Sekundérstruktu-
relementen wie a-Helizes und B-Faltblétter und kann zur Charakterisierung von
Membranenmolekiilen sowie zur Charakterisierung von Ligand-Rezeptor-Wech-
selwirkungen eingesetzt werden (Zundel 1978; Jung 2000).
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Abb. 4.34. Schematische Darstellung der erlaubten Aufenthaltswahrscheinlichkeiten eines
schwingenden zweiatomigen Molekiils. Die unteren Potentialkurven beschreiben das
Molekiil im Grundzustand. Nach Absorption eines Photons beschreiben die oberen Poten-
tialkurven das Molekiil im angeregten Zustand. Nach dem Frank-Condon-Prinzip sind nur
senkrechte elektronische Ubergiinge im Energie-Abstandsdiagramm erlaubt. Am wahr-
scheinlichsten sind die Ubergiinge mit dhnlicher Aufenthaltswahrscheinlichkeit im Grund-
und angeregten Zustand (Neubacher u. Lohmann 1978)
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4.7.1 Intramolekulare Schwingungen werden durch Lichtquanten im
Infrarotbereich angeregt

Die Grundlage zur Beschreibung von Molekiilschwingungen bildet das Hooksche
Gesetz F=K(r-ry), wobei K die Kraftkonstante, 7, der Gleichgewichtsabstand und
r der aktuelle Abstand der beiden Bindungspartner ist. Die Resonanzfrequenz v,
ergibt sich aus der klassischen Mechanik fiir den einfachsten Fall eines zweiato-
migen Molekiils mit den Atommassen m; und m, zu:

VOZZL X (4.51)
7\ m,

wobei m,=(m+my)/(m;m,) als reduzierte Masse des schwingenden Systems be-
zeichnet wird.

Der einfache Fall eines zweiatomigen Molekiils wird als Harmonischer Oszil-
lator bezeichnet. Eine quantenmechanische Beschreibung zeigt nun auch, dass der
harmonische Oszillator nur bestimmte (diskrete) Energieeigenwerte annehmen
kann. Die Energieeigenwerte E,- ergeben sich aus

E, =hvo(+1) (4.52)
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Abb. 4.35. Charakteristische Schwingungen einer CH,-Kette (Winter u. Noll 1998)
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Hierbei wird v’ als Schwingungsquantenzahl bezeichnet, die die ganzzahligen
Werte v'=1,2,3... annchmen kann.

Bei Absorption eines Lichtquants der Energie A v gilt bei einem Ubergang zwi-
schen benachbarten Schwingungszusténden

AE=hv=E,., ~E, =hv, (4.53)

Um Licht im Infrarotbereich zu erzeugen, werden durch Strom erhitzte
Nernststifte bestehend aus 85% Zirkon- und 15% Yttriumoxid verwendet. Auch
Siliziumkarbid wird als Material eingesetzt. Der experimentelle Aufbau eines IR-
Spektrometers entspricht dem eines optischen Gitter-Spektralphotometers. Zur
Detektion werden Photodioden oder auch Bolometer benutzt. Um eine hohere
Auflésung und eine schnellere Datennahme zu erreichen, werden heutzutage fast
ausschlieflich Fourier-Transform-IR-(FTIR-)Spektrometer verwendet (Winter u.
Noll 1998).

4.7.2 Anwendungen der IR-Spektroskopie in der Biologie

Die unterschiedlichen Schwingungsarten am Beispiel einer CH,-Kette sind in
Abb. 4.35 gezeigt. Man unterscheidet Valenzschwingungen, bei denen die Bin-
dungspartner entlang ihrer Bindungen schwingen, und Deformationsschwingun-
gen, bei denen sich die Bindungswinkel verdndern.

Diese Schwingungen sind fur jedes Molekiil, also auch fiir Proteine, charak-
teristisch. Die IR-Absorptionssignale flir einige Aminosduresdureseitenketten von
Proteinen sind in Tabelle 4.3 aufgelistet. Obwohl keine SI-Einheit wird in der Li-
teratur zur Schwingungsspektroskopie fast durchgéngig anstatt der Frequenz die
Wellenzahl k=21/4 in der Einheit cm™ benutzt.

Tabelle 4.3. IR-Banden von Aminosiureseitenketten (nach Jung 2000)

Aminoséure H,0 D,0O Zuordnung
Aspartamsdure 1574 cm’ 1584 cm COO asymmetrische
Streckschwingung
Glutamatsdure 1596 cm™! 1567 cm™! COO asymmetrische
Streckschwingung
Asparaginylsdure 1678 cm™ 1648 cm™ CO
Streckschwingung
Glutaminyl 1670 em™ 1635 em™ Cco

Streckschwingung
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Abb. 4.36. Charakterisierung von Eisen-Ligand-Wechselwirkungen in Hamproteinen mit
IR-Spektroskopie (nach Jung 2000)

Als Beispiel fiir die Charakterisierung von FEisen-Ligand-Wechselwirkungen in
Héamproteinen mit IR-Spektroskopie sind die Streckschwingungen von freiem und
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Him-gebundenem Sauerstoff und Kohlenmonoxid in Abb. 4.36 gegeben. Sowohl
fiir Sauverstoff wie auch fiir Kohlenmonoxid ist eine Erniedrigung der O-O- bzw.
C-O-Streckschwingung zu beobachten. Dies ist auf eine Schwichung dieser Bin-
dungen nach Bindung an das Eisenzentrum zu erkldren.

Auch fur die Identifizierung der Sekundérstruktur von Proteinen wie o-Helizes
und B-Faltblitter ist die Infrarotspektroskopie von Nutzen. Die C=0O-
Streckschwingung der an den Struktur-stabilisierenden Wasserstoffbriickenbin-
dungen beteiligten Carboxygruppen ist abhingig vom Typ des Sekundirstruktu-
relements. Abb. 4.37 zeigt ein IR-Spektrum mit den entsprechenden Zuordnungen
im Bereich von 1590 bis 1690 cm™.

4.8 Elektronen-Spin-Resonanz (ESR): Absorption von
Mikrowellen dient zur Charakterisierung von
ungepaarten Elektronen in Metallzentren und von
organischen Radikalen

Obwohl fiir Fragestellungen in der Festkorperphysik Ende der 40er Jahre entwik-
kelt, hat die Elektronen-Spin-Resonanz (ESR) eine Fiille von Anwendungen in der
Biologie gefunden. Hierzu zihlen die Charakterisierung von Radikalen in enzy-
matischen Reaktionen, von durch Bestrahlung erzeugten Radikalen und von unge-
paarten Elektronen in Metallzentren von Enzymen (Schneider u. Plato 1971; Pil-
brow 1990). Mit Hilfe von Spin-label-Experimenten erhilt man ebenfalls
Aussagen iiber die Dynamik von Membranen oder sogar tiber strukturelle Merk-
male von Proteinen.

Die Grundvoraussetzung fiir die ESR ist das Vorhandensein von halbzahligen
Spinsystemen. Wie kann man nun ungepaarte Elektronen in biologischen Syste-
men aufspiiren? Diese Frage ist besonders fiir die Charakterisierung von Radika-
len in Proteinen relevant, die z.B. durch chemische Nebenreaktionen in Organis-
men entstehen oder durch Bestrahlung erzeugt werden kénnen.

In Kap. 4.5.8 haben wir gelernt, dass Elektronen einen Eigendrehimpuls (Spin)
und damit ein magnetisches Moment besitzen. Dieses magnetische Moment 1&sst



132 4 Struktur und Dynamik von Proteinen

sich detektieren. Ein freies Elektron mit einem Spin S=1/2 kann zwei Zustdnde mit
my=+1/2 und mg=-1/2 einnehmen. Ohne ein duBeres magnetisches Feld besitzen
diese zwei Zusténde die gleiche Energie. Die Zustéinde sind energetisch entartet.
Legen wir aber ein magnetisches Feld an, so spalten die Energieniveaus gemif
dem Zeeman-Effekt auf (Abb. 4.38).

In der klassischen Betrachtungsweise wiirde man sagen, dass durch Anlegen
eines magnetischen Feldes das magnetische Moment der Elektronen ausgerichtet
wird. Der Trick besteht nun darin, die Probe mit elektromagnetischer Strahlung
der Frequenz v zu bestrahlen und dabei die Frequenz dieser Strahlung so zu
wihlen, dass diese durch einen Energietibergang des Elektrons vom Grundzustand
mit my=-1/2 in den angeregten Zustand m~=+1/2 absorbiert werden kann. Wie
funktioniert dieser Absorptionsvorgang? Aus der Quantenmechanik wissen wir,
dass die Energieniveaus der Elektronen gemi dem Zeeman-Effekt aufspalten
(Abb. 4.38). Durch Einstrahlen von Mikrowellenstrahlung der Energie E,~h v tritt
bei geeigneter Wahl des Magnetfeldes B, Resonanzabsorption auf. Die Energie
des Mikrowellenquanten wird gebraucht, um Spins in der Probe umzuklappen und
damit in den angeregten Zustand zu iiberfithren. Wir erhalten also die Resonanz-
bedingung

AE =g upBy =hv. (4.54)

M =+1/2

Zeeman

E

mg=-1/2

Abb. 4.38. Durch ein magnetisches Feld werden die Zustéinde des Elektrons mit m=+1/2
und mg=-1/2 energetisch aufgespalten. Mikrowellenstrahlung mit der Energie Av wird
dann absorbiert, wenn die Resonanzbedingung Gl. 4.54 erfuillt ist
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Wird nun die in der Probe absorbierte Intensitéit in Abhdngigkeit von der Reso-
nanzfrequenz gemessen, so erhiilt man ein ESR-Spektrum in Absorptionsform
(Abb. 4.39a). Aus praktischen Griinden wird in den heutigen ESR-Gerdten die
Mikrowellenfrequenz festgehalten und das Magnetfeld verdndert. Die zur Zeit am
meisten verwendeten Gerite arbeiten bei einer Mikrowellenfrequenz von 9,6 GHz
(Abb. 4.40) (aus historischen Griinden auch X-Band genannt).

Um Mikrowellenstrahlung absorbieren zu kénnen und ein ESR-Signal zu er-
halten, ist ein Unterschied in den Besetzungszahlen der beiden in Abb. 4.38 ge-
zeigten Zeeman-Niveaus notig. Sind beide Niveaus gleich besetzt, so ist die
Wahrscheinlichkeit fiir Absorption genau so groll wie die fiir spontane Emission
von Mikrowellenquanten. Dies wiederum bedeutet, dass netto kein ESR-Signal
gemessen werden kann. Bezeichnen wir die Zahl der Elektronen in der Probe, die
sich im m=+1/2 Zustand befinden, mit N* und die Zahl der Elektronen, die sich
im m;=-1/2 befinden, mit N, so ergibt sich aus der statistischen Mechanik fiir den
Quotienten der Besetzungszahlen N” und N der beiden Zustinde:

_gkpBy

o (4.55)

N+
N_

=e

Im Fall der Gleichbesetzung gilt N'=N=1, und damit kann kein ESR-Signal ge-
messen werden. Eine Gleichbesetzung der Zeeman-Levels erhélt man durch die
Einstrahlung von hoher Mikrowellenleistung. Sowohl in der ESR — wie iibrigens
auch in der Nuklearen Magnetischen Resonanz (NMR) — bezeichnet man dies als
Sattigung des ESR-Signals.

Bo Bo

- l{ a ¢ b
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002}
0,04 g
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=
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Abb. 4.39 a,b. Verindert man das angelegte Magnetfeld und strahit Mikrowellenstrahlung
mit der Frequenz v ein, so beobachtet man eine Mikrowellenabsorption beim Resonanzfeld
By (a). Da dieses Absorptionssignal 3" oft sehr gering ist, werden ESR-Spektren im All-
gemeinen aus messtechnischen Griinden als erste Ableitung der Absorption gemessen und
auch dargestellt (b)
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Abb. 4.40. Die Probe befindet sich in einem ESR-Spektrometer zwischen den Polschuhen
eines Magneten und wird mit Mikrowellen bestrahlt. Die Mikrowellenstrahlung wird durch
eine spezielle Rohre, dem Klystron, erzeugt. Zur Messung des relativ schwachen ESR-
Signals wird das angelegte Magnetfeld zusétzlich moduliert

Bisher haben wir gelernt, wie Mikrowellenstrahlung von halbzahligen Elektronen-
spinsystemen absorbiert werden kann. Zwei Prozesse sorgen nun daflir, dass die
aufgenommene Energie wieder abgegeben wird. Das Elektron kann seine Energie
in Form von Wirme, d.h. kinetischer Energie, an die umgebenden Liganden abge-
ben, man spricht dann von Spin-Gitter-Relaxation. Die charakteristische Zeit flir
diesen Prozess wird als Spin-Gitter-Relaxationszeit 7 bezeichnet. Das Elektron
kann aber seine Energie auch verlieren, indem diese von einem zweiten unge-
paarten Elektron in der N&he aufgenommen wird. Dabei klappen die Spins beider
Elektronen um. Diesen Vorgang nennt man Spin-Spin-Relaxation, die charakteri-
stische Zett ist die Spin-Spin-Relaxationszeit 7. Sie ist vom Abstand der beiden
Elektronenspins abhingig.

Die Spin-Spin-Relaxationszeit T, ist proportional zur Linienbreite der ESR-
Signale. Durch das Markieren von Proteinen mit mehreren stabilen Radikalen, wie
z.B. durch Austausch von definierten Aminoséuren mit Cysteinen, die mit stabilen
Methanthiosulfonat-Radikalen versehen sind, ist es mit Hilfe von 7>-Messungen
méglich, die Abstinde der Radikale und damit der markierten Aminoséurereste zu
bestimmen (Steinhoff 2002). Auch dynamische Effekte wie die Diffusion von Li-
piden und Proteinen innerhalb von Membranen kénnen mit dieser Technik unter-
sucht werden (Winter u. Noll 1998; Sackmann 1978).

Ist das Elektron in einem Kristall oder Protein eingebunden, so verschiebt sich
die Resonanzfrequenz im ESR-Spektrum. Der Einbau in ein Orbital und die ent-
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sprechende Wechselwirkung mit der chemischen Umgebung sorgen dafiir, dass
sich die Resonanzfrequenz verschiebt. In der ESR-Spektroskopie schreibt man
dementsprechend Gl. 4.54 um:

g=1 (4.56)

1pBy

By ist das Resonanzfeld und g der g-Faktor, der nun charakteristisch fiir den unge-
paarten Spin ist. Resonanzfeld und g-Wert lassen sich geméfl folgender empiri-
scher Beziehung bestimmen:

71,448 % V[GHz]
g

By[mT]= (4.57)

Die Resonanz und damit der g-Faktor ist aber im allgemeinen keine isotrope Gré-
Be. Es spielt vielmehr eine Rolle, in welcher Richtung man das Magnetfeld be-
ziiglich der Molekiilachsen anlegt. Der g-Faktor ist damit richtungsabhéngig, im
streng mathematischen Sinn ist g eine Tensor-Grofe. Den g-Faktor und damit die
Resonanzposition flir eine beliebige Richtung in Bezug zum dufleren Magnetfeld
By erhilt man zu:

g(@,g)):\/g,% sin’ 6 cos? Qo+ gi sin? 0 sin® o+ g? cos? 0. (4.58)

Dabei sind dund ¢ Kugelkoordinaten, wie sie auch bei der Losung der Schrodin-
ger-Gleichung fiir das Wasserstoffatom in Kap. 4.5.7 verwendet wurden. In Ein-
kristallen kann die Winkelabhingigkeit von g also durch Rotation des Kristalls im
magnetischen Feld studiert werden. Biomolekiile allerdings liegen fast immer in
Lésung vor. Das bedeutet, dass das ESR-Spektrum einer Proteinlésung alle Reso-
nanzen von allen méglichen Orientierungen zugleich zeigt. Diese Art von Spek-
tren nennt man Pulverspektren, da man sie auch erhalten wiirde, wenn man Ein-
kristalle fein morsern und dann das vorliegende Pulver messen wiirde. Die
Linienbreite eines einzelnen Subspektrums eines Pulverspektrums ist durch die
Verteilung der Resonanzen um die g-Tensorwerte g., g, und g, gegeben.

Abb. 4.41 zeigt Pulverspektren, einmal dargestellt als Absorptionssignal und
einmal in der iiblichen Darstellung als erste Ableitung des ESR-Signals. Die Abb.
4.41a ist der einfache Fall eines isotropen Spektrums. Alle drei g-Werte sind
gleich (g,=g,=g.). In Abb. 4.41b ist ein Spektrum mit nur zwei gleichen g-Werten
gezeigt, es handelt sich um ein axiales Spektrum (g,=g,#g.). In Abb. 4.41c¢ sind
alle drei g-Werte verschieden, solch ein Spektrum wird als rhombisch bezeichnet
(g#g,72,). Diese Bezeichnungen sind rein historischer Natur und spiegeln im
Allgemeinen nicht die Ligandensymmetrie des paramagnetischen Zentrums wider.
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Abb. 4.41. Beispiele von EPR-Pulverspektren. Links in Absorption und rechts als erste
Ableitung gezeigt. In (a) sind alle drei g-Werte gleich (g.=g,=g,). Abb. (b) zeigt ein axiales
Spektrum (g.~g,#g.). Abb. (¢) zeigt ein rhombisches Spektrum (g.#g,#g.)

Energie

S=1/2 1=1/2 2i+1=2

Abb. 4.42. Schematische Darstellung
der Aufspaltung eines S=1/2-ESR-
Signals durch einen Kernspin mit
I=1/2. Man erhilt 2/+1 =2 Linien
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Abb. 4.43. Beispiele von ESR-Pulverspektren in Anwesenheit von isotroper Hyperfein-
wechselwirkung mit einem Kernspin /=3/2 . Oben in Absorption und unten als erste Ablei-
tung gezeigt. (a) zeigt ein Spektrum mit isotropen g-Werten (g,=g,~g.). (b) zeigt ein axiales
Spektrum (g,=g,#g.). (¢) zeigt ein rhombisches Spektrum (g.#g,#g.)

Atomkerne besitzen ein magnetisches Moment, wenn ihr Kernspin von null ver-
schieden ist. Wihrend in der NMR der Kern als Sonde fiir die Wechselwirkung
von Kern und Elektronenhiille fungiert, so wird auch das ESR-Spektrum eines un-
gepaarten Elektrons in der Elektronenhiille durch die Wechselwirkung von Elek-
tronenspin § und Kemspin 7 beeinflusst. Das vom Elektronenspin erzeugte ma-
gnetische Feld beeinflusst das Magnetfeld am Kernort und umgekehrt beeinflusst
das vom Kernspin erzeugte magnetische Feld das vom Elektron geflihlte magneti-
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sche Feld. Diese Wechselwirkung nennt man Hyperfeinwechselwirkung. Die
Hyperfeinwechselwirkung ist durch zwei Beitrédge bestimmt: Die Fermi-Kontakt-
Wechselwirkung ist isotrop. Sie ist durch den Betrag der Elektronendichte am
Kernort des jeweiligen Kerns gegeben, die im Wesentlichen vom Anteil der ku-
gelsymmetrischen Dichte der s-Elektronen bestimmt wird. Die dipolare Wechsel-
wirkung ist durch die Dipol-Dipol-Wechselwirkung zwischen Elektronenspin S
und Kernspin / gegeben. Sie ist immer richtungsabhéngig. In Metallzentren von
Proteinen ist die Fermi-Kontakt-Wechselwirkung von &hnlicher Gré8enordnung
wie die Dipol-Dipol-Wechselwirkung. Deshalb beobachtet man meistens eine
Richtungsabhingigkeit der Hyperfeinwechselwirkung.

Die Abb. 4.42 zeigt am Beispiel eines S=1/2- und /=1/2-Systems, wie die Ener-
gieniveaus des Spin S=1/2-Systems durch die Hyperfeinwechselwirkung beein-
flusst werden. Durch die Auswahlregeln Amg=1 und Am;=0 ergibt sich eine Auf-
spaltung der urspriinglichen Resonanz in zwei Linien. Die Lage der Energie-
niveaus ist bei isotroper Hyperfeinwechselwirkung a, gegeben durch:

AE =hv =g upBy+Lhag (4.59)

Fiir einen beliebigen Kernspin 7 ergibt sich durch Hyperfeinwechselwirkung eine
Aufspaltung des ESR-Signals in (2/+1) Linien. Die Abb. 4.43 zeigt ESR-
Spektren, wie man sie beobachten wiirde, wenn die in Abb. 4.41 gezeigten Signale
durch isotrope Hyperfeinwechselwirkung mit einem Kernspin /=3/2 aufgespalten
werden.
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5 Methoden zur Bestimmung der Struktur von
Biomolekiilen

5.1 Physikalische Prinzipien bei der Proteinaufreinigung

5.1.1 Osmose

Der Konzentrationsausgleich eines Losungsmittels durch eine halbdurchlissige
Membran, die nur fiir das Losungsmittel selbst, aber nicht fiir geldste Stoffe wie in
unserem Fall fiir Proteine bzw. Proteinkomplexe durchléssig ist, wird Osmose ge-
nannt. In Abb. 5.1 ist eine solche Membran mit Proteinlosung auf der oberen und
reinem Losungsmittel auf der unteren Seite gezeigt. Da die Konzentration des Lo-
sungsmittels in der Proteinldsung geringer als im Losungsmittel selbst ist, diffun-
dieren Losungsmittelmolekiile so lange durch die Membran von unten nach oben,
bis sich ein Gleichgewichtszustand eingestellt hat. Im Gleichgewicht gilt zwar
CHYOppn = CHy0,ey - ADET €8 hat sich ein Druckunterschied eingestellt, da sich zu-
sdtzlich zu den Losungsmitteln Proteinmolekiile in der oberen Losung befinden.
Dieser Druckunterschied Apggmese 1st durch die van’t-Hoffsche Gleichung gege-
ben:

Posmose™M =€, RT. 5.1

Durch die Messung von pogese iner Proteinldsung mit bekannter Proteinmassen-
konzentration c,, lisst sich mit Hilfe von Gl. 5.1 die Proteinmasse M bestimmen.
Diese Gleichung gilt nur fiir ideale Losungen, in denen Ldsungsmittelmolekiile
nicht mit den Proteinen wechselwirken. Fiir nicht-ideale Losungen muss Gl 5.1
durch

[ RT{%HL Be,? +J (52)

ersetzt werden.
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\

Abb. 5.1. Der osmotische Druck ist proportional zur Héhe der Proteinlgsung #, die durch
eine halbdurchldssige Membran mit dem Losungsmittel verbunden ist (Winter u. Noll
1998)

Der Koeffizient B* berticksichtigt Wechselwirkungen zwischen den Losungsmit-
telmolekiilen und den geldsten Proteinen sowie Wechselwirkungen der Proteine
untereinander. Der osmotische Druck lésst sich durch die Messung der Hohe 4 ei-
ner Proteinlosung, die mit Losungsmittel iiber eine semipermeable Membran ver-
bunden ist, bestimmen. Mit Hilfe der Dichte des Losungsmittels p;, und unter der
Bedingung von sehr verdiinnten Proteinlosungen (¢,o <<Cpygpein) €rgibt sich
dann Posmose :pLgh

5.1.2 Sedimentation

In einer Proteinlésung wirkt zwar auch die Gravitationskraft auf die Proteine, auf-
grund von StéBen mit Losungsmittetmolekiilen werden sich die Proteine aber
nicht am Boden des Gefifles absetzen. Anders verhilt es sich mit Supensionen
von Zellen oder Organellen: Wird eine solche Suspension von Teilchen der Masse
My in einem Losungsmittel der Dichte p; eine gewisse Zeit im Reagenzglas stehen
gelassen, so senken sich die im Vergleich zu den Lsungsmittelmolekiilen um ein
Vielfaches schwereren Teilchen langsam ab. Im ersten Moment des Absinkens ist
dabei die auf ein Teilchen wirkende Kraft F gleich der Gewichtskraft F,=M;g
vermindert um die Auftriebskraft F,=p,gVr. V7 ist das partielle spezifische Volu-
men des nicht hydratisierten Teilchens, das aus Messungen der Dichte pr von lyo-
phylisiertem Material oder mit einem Pyknometer gewonnen werden kann (s.
Adam et al. 2003).

M. P
FT :MTg_pLgVT=MTg_pLg_1=MTg{ _._I‘]. (53)
Pr Pr
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Die Kraft Fr beschleunigt das Teilchen so lange, bis Fr gerade durch die Rei-
bungskraft zwischen Teilchen und Losungsmittel F aufgehoben wird. Fy ldsst
sich flir kugelformige Teilchen mit Radius » und der Viskositét 77 durch das Stoke-
sche Gesetz

Fp=6mrngvr (54

berechnen. Dabei ist vr die Geschwindigkeit, mit der sich das Teilchen durch die
Fliissigkeit bewegt. Die Kraft 7 beschleunigt das Teilchen so lange, bis die Rei-
bungskraft Fr genau so grofB3 ist wie F7. Dann sinkt das Teilchen mit konstanter
Sinkgeschwindigkeit vy. Durch Gleichsetzen von Gl. 5.3 und Gl. 5.4 und durch
Auflgsen nach vr ergibt sich:

MTg( _ZL] 5.5)
T

Vp=— L

4 67 ¥

Ist die Form und der Radius der Teilchen aus anderen Messungen bekannt, so er-
laubt diese Methode also auch die Bestimmung der Masse von Organellen bzw.
Zellen. Damit sich auch Proteine in Ldsungen absetzen, muss die wirkende Kraft
F7 bzw. die Beschleunigung g stark erhoht werden. Dies lisst sich durch Ultra-
zentrifugen erreichen, in denen leicht 10°-fache Erdbeschleunigungen erreicht
werden.

5.1.3 Ultrazentrifugation

In einer Zentrifuge kénnen nicht nur Organellen, sondern auch Proteine getrennt
und deren Masse bestimmt werden. Im Gegensatz zur Sedimentationsmethode
wirkt in einer Ultrazentrifuge, die sich mit der Kreisfrequenz @ im Abstand r von
der Drehachse der Zentrifuge dreht, nicht die Gewichtskraft auf ein Teilchen der
Masse My, sondern die Zentrifugalkraft

F,=M;o’r. (5.6)

Die auf ein Teilchen witkende Kraft Fr ergibt sich dann unter Beriicksichtigung
der Auftriebskorrektur. Wie auch im Fall der Sedimentationsmethode ist die auf
das Teilchen wirkende Kraft nach Erreichen des Gleichgewichts gleich der Rei-
bungskraft Fr=fvr (f ist der fiir das Teilchen charakteristische Reibungs-
koeffizient und fiir kugelformige Teilchen gilt =67tr g, s. Gl. 5.4) und es gilt:
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MTa)zr{l—ﬂ]
_ 2 Pr | _ Pr
FT_MTw r(l_;)—ﬁ)T @ VT—f. (5'7)

Svedberg hat den Sedimentationskoeffizienten s, eingefiihrt, der nicht von der
Drehgeschwindigkeit bzw. der Kreisfrequenz @ abhéngt:

MT[ _ﬁl_] (5.8)
Vr Pr
Sk = = B

o’r A

Da die meisten biologischen Makromolekiile Sedimentationskoeffizienten in der
GroBenordnung von einigen 10™° s besitzen, wurde fiir s, die Einheit Svedberg
(1 s=10"sh eingefiihrt. Bezeichnen wir den Abstand der Grenzlinie zwischen
Teilchenlosung und iiberstechendem Lésungsmittel von der Achse der Zentrifuge
mit #¢ und schreiben wir fiir die Sedimentationsgeschwindigkeit v/=drs/dt, so
konnen wir Gl. 5.8 folgendermaBen formulieren:

5 =— (i’CG_) (5.9)

o’rg \ dt

Um den Sedimentationskoeffizienten s, zu bestimmen, muss die Differentialglei-
chung 5.9 geldst werden:

t t
507 fdt= Laft = ssz(t—to)=lan(t)—lan(to)zln[—’:g(L)j. (5.10)
f AL reto)

Aus dieser Gleichung ist ersichtlich, dass sich s; mit Hilfe einer graphischen Auf-
tragung von /n rg(t) gegen t bestimmen ldsst. Einige reprisentative Werte von sy
sind in Tabelle 5.1 aufgefiihrt.

Tabelle 5.1. Sedimentationskoeffizienten s;, Dichten p und Molmassen M} einiger Proteine
und Viren bei 7=20 °C (nach Adam et al. 2003)

Sk P Mp

(107 5) (gem™) (gmol™)
Lysozym 1,87 1,453 14 100
Himoglobin 431 1,335 60 000
Myosin 6,4 1,374 570 000

Tabakmosaikvirus 170 1,370 50 000 000
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Abb. 5.2 a,b. Ist ein Dichtegradient im Losungsmittel vorhanden, so sammeln sich zwei
verschiedene Teilchenfraktionen wihrend der Rotation (a) des Probengeféfies an genau den
Stellen, wo die Dichte des Losungsmittels gleich der Dichte der Teilchen ist. Nach der
Zentrifugation (b) lassen sich die Fraktionen durch Anstechen des Probengefiilies mit einer
feinen Spritze entnehmen

Die Messung von rg(?) ist mit Hilfe von optischen Methoden méglich. Dazu z&h-
len die Bestimmung der Teilchenkonzentration in Abhéngigkeit vom Abstand »
mit Hilfe von Lichtabsorptionsmessungen, die Bestimmung von Konzentrations-
unterschieden mit Hilfe von Lichtbrechung (Schlierenaufnahmen) oder durch In-
terferenz von Licht (Interferenzphotographie). Zentrifugen, die zusétzlich solche
Messungen erlauben, bezeichnet man als analytische Ultrazentrifugen. Die Ge-
nauigkeit der Massenbestimmung durch Ultrazentrifugen kann noch erhéht wer-
den, indem das Losungsmittel einen Dichtegradienten besitzt. Durch Zugabe von
Casiumchlorid oder Saccharose kann bei vorsichtiger Pipettierung ein Dichtegra-
dient im Probengefdl aufrechterhalten werden. Solche Dichtegradientenzentri-
fugation erlaubt eine gegeniiber der konventionellen Ultrazentrifugation bessere
Trennung von Teilchenfraktionen, da sich die Teilchen wihrend der Zentrifugati-
on genau an dem Ort sammeln, wo die Dichte des Losungsmittels der Dichte der
Teilchen entspricht.

5.1.4 Elektrophorese

Elektrisch geladene Teilchen (z.B. DNA-Molekiile) mit der Ladung Q wandern in
einem elektrischen Feld £ aufgrund der auf die Teilchen wirkenden Coulomb-
Kraft F,=qE . Befinden sich die Teilchen in einem Medium, so werden sie so lan-
ge beschleunigt, bis die auf die Teilchen wirkende Coulombkraft F, gleich der ihr
entgegenwirkenden Reibungskraft Fr =fv ist. Fir die Teilchengeschwindigkeit vy
ergibt sich dann

vr=%. (5.11)
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Da der Reibungskoeffizient f von der GroBe und der Form der Teilchen abhéngig
ist, ist es somit mdglich, Gemische von geladenen Makromolekiilen aufgrund ihrer
unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeit v im elektrischen Feld £ zu tren-
nen.

Konvektionsstréme stdren die Wanderung der geladenen Teilchen im elektri-
schen Feld. Aus diesem Grund werden wissrige Losungsmittel bei der Gel-
Elektrophorese durch Polyacrylamid-Gele ersetzt, da im Gel nur geringe Wir-
meleitung durch Konvektion auftritt. Weiterhin wirkt die vernetzte Struktur von
Gelen wie ein molekulares Sieb, was die Beweglichkeit der Teilchen im Gel ver-
ringert.

Eine Elektrophorese-Apparatur besteht aus zwei Glasscheiben, zwischen denen
sich das Gel befindet (Abb. 5.3). Das obere und untere Ende der Scheiben befindet
sich in Pufferlosung. Das elektrische Feld wird durch die jeweils oben und unten
eintauchenden Elektroden verursacht. Bringt man ein Gemisch von biologischen
Makromolekiilen auf ein sich zwischen zwei Glasscheiben befindendes Gel, das
sich in einem elektrischen Feld befindet, so bilden sich nach einigen Minuten Pro-
teinbanden aus.

Pufferlésung mit Elektroden

T Gel

ISR :
QKKKIAXXXKKY | Protein
0202076202626 % %% %%

Abb. 5.3. Schematischer Aufbau einer Gel-Elektrophorese-Apparatur. Die Proteinbanden
werden nach Entfernung des Gels entweder durch Anférben (z.B. mit Coomassie-Blau)
oder durch immunologische Methoden (Western Blot) sichtbar gemacht. Eine weitere
Mboglichkeit ist die radioaktive Markierung der Makromolekiile vor der Elektrophorese (s.
Kap. 6.1). Die Detektion erfolgt dann nach Abschalten der Hochspannung, indem ein ra-
dioaktiv empfindlicher Film auf die Glasplatte gebracht und durch die radioaktive Strah-
lung der Banden belichtet wird
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Abb. 5.4. Massenbestimmung mit Gel-
225 e Elektrophorese: Ein unbekanntes Protein lduft
iiber ein Gel (rechts). Durch Vergleich mit Ban-
150 e den bekannter Proteine (/inks) ldsst sich die
Proteinmasse abschitzen (Adam et al. 2003)
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Auch ungeladene Proteine konnen mit Gel-Elektrophorese untersucht werden.
Nach Zugabe des anionischen Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturie-
ren die Proteine und werden von SDS-Molekiilen umschlossen. Die so gebildeten
negativ geladenen Mizellen wandern im elektrischen Feld. Diese Technik wird als
SDS-Gel-Elektrophorese bezeichnet. Benutzt man Polyacrylamid als Gel, so ist
diese Technik unter der Abkiirzung SDS-PAGE bekannt. Sie ist so empfindlich,
dass sich Proteinmengen von nur einigen Mikrogramm nachweisen lassen.

Wird der pH-Wert eines Proteinldsung vertindert, so besitzt jedes Protein bei
einem fiir das Protein charakteristischen pH-Wert die Ladung null. Damit ver-
schwindet die elektrische Beweglichkeit, man spricht vom isoelektrischen Punkt.
Stellt man im Elektrophorese-Gel einen pH-Gradienten ein, so ist es also mdglich,
Proteingemische zu trennen, indem die verschiedenen Proteine im elektrischen
Feld wandern, bis sie im Gel ihren isoelektrischen Punkt erreichen. Legt man das
Gel anschlieBend auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel, so denaturieren die Proteine
und werden von SDS umschlossen. Legt man nun ein elektrisches Feld an, das
zum urspriinglichen elektrischen Feld senkrecht steht, so fithrt man eine vertikale
Elektrophorese durch und erhilt nach Anfidrben ein zweidimensionales Protein-
bandenmuster. Somit ist es mdglich, aus einem Proteingemisch weit {iber hundert
Proteine in einem einzigen Experiment zu isolieren und durch Vergleich mit Stan-
dardproteinen zu identifizieren (N6lting 2004).
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5.1.5 Chromatographische Methoden

Saulenchromatographie stellt heutzutage dic am meisten benutzte Technik zur
Trennung von Proteingemischen dar. Das Grundprinzip besteht darin, dass eine
fluide Phase, in der sich geldst die zu trennenden Proteinfraktionen befinden, an
einer stationdren Phase vorbeilduft. Je nach dem Mechanismus der Trennung un-
terscheidet man die Gelausschlusschromatographie, die Ionenaustauschchro-
matographie und die Affinititschromatographie.
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Abb. 5.5. a-e. Prinzip der Gelausschlusschromatographie: Proteine, die nicht in die Hohl-
riume des Sdulenmaterials passen, durchlaufen die Sdule schneller als solche, die in das
Saulenmaterial hinein diffundieren kénnen. Nach Durchlaufen der Sule wird die gereinigte
Proteinfraktion aufgefangen. Die Art des Sdulenmaterials und die Grofe der Hohlrdume
werden an das aufzureinigende Protein angepasst (nach Nolting 2004)
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Gelausschlusschromatographie

Fiir die Gelauschlusschromatogrphie (auch Gelpermeatations- oder Gelfiltration-
schromatographie genannt) werden wie bei der Gel-Elektrophorese mikropordse
Materialien (Molekularsiebe wie z.B. Polyacrylamid, Dextran oder Agarose) al-
lerdings hier in Form von ca. 100 um groBen Teilchen verwendet. Eine solche
Saule wird vom Ldsungsmittel und allen Molekiilen, die in die Kavitdten des
Saulenmaterials passen, langsamer durchlaufen als von den Biomolekiilen, die
groBer sind als die Kavitidten des Sdulenmaterials.

Abb. 5.5 zeigt den schematischen Aufbau einer Gelfiltrationssiule. Nach dem
Laden der Siule mit Probenmaterial wird Pufferlosung auf die Séule gegeben, um
den Trennprozess zu erméglichen. Mit Hilfe von Proteinen bekannter Masse kon-
nen der Laufzeit von Molekiilen Molekiilmassen zugeordnet werden. Abb. 5.6
zeigt den Verlauf eines solchen Experiments.
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Abb. 5.6. Molekulare Markierungsproteine bekannter Massen erlauben die Abschitzung
von Proteinmassen bei der Gelausschlusschromatographie. Hier ist ein schematisches Bei-
spiel der Trennung von monomeren und dimeren Einheiten eines Proteins und deren Mas-
senabschitzung mit Hilfe von 4 Markerproteinen gezeigt (nach Nolting 2004)
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Abb. 5.7. Schematische Darstellung einer positiv geladenen Gruppe eines Kationenaustau-
schers (Diethylaminoethyl (DEAE) rechts) und einer negativ geladenen Gruppe eines
Anionenaustauschers (Carboxymethyl (CM) /inks) (nach Nolting 2004)

lonenaustauschchromatographie

Sdulen fiir die Ionenaustauschchromatographie besitzen geladene Gruppen auf der
Oberfliache der Kiigelchen des Séulenmaterials. Solche Materialien werden als Io-
nenaustauscher bezeichnet. Je nach Art des Sdulenmaterials konnen diese positiv
oder negativ geladen sein. Negativ geladene Gruppen gehen ionische Bindungen
mit positiv geladenen Molekiilen ein (Anionenaustauscher). Umgekehrt gehen po-
sitiv geladenen Gruppen ionische Bindungen mit negativ geladenen Ionen ein
(Kationenaustauscher). Durch spezielle Wahl des Ionenaustauschers fiir das Sdu-
lenmaterial kénnen so geladene Molekiile im Siulenmaterial festgehalten werden.
Um diese Molekiile wieder auszuwaschen, werden Ionen zugegeben, die eine er-
hohte Bindungsaffinitét mit den Ionenaustauschern besitzen.

Im Fall eines negativ geladenen Proteins erfolgt dies zum Beispiel durch eine
erhthte Zugabe von NaCl. Die positiven Na'-Ionen konkurrieren um die negativen
Bindungsplitze des Sdulenmaterials und das Protein wird frei ausgewaschen (elu-
iert).

Affinitdtschromatographie

Die stationdre Phase der S#ule kann auch mit funktionellen Gruppen versehen
werden, die spezifisch an die zu isolierenden Proteine binden. So lassen sich z.B.
Antikorper, deren Antigen auf dem S#ulenmaterial mit Hilfe von molekularen
Linkern immobilisiert ist, auf folgende Art und Weise trennen: Nach dem Laden
der Sdule mit einem Gemisch von Antikdrpern binden nur die Antikdrper am An-
tigen, die eine hohe Bindungsaffinitit zum Antigen besitzen, Antikérper mit nied-
rigerer Bindungsaffinitit zum Antigen werden mit dem Puffer aus der Siule ge-
waschen. So verbleiben nur die zu isolierenden Antikérper in der Séule und
konnen mit einer hohen Salzkonzentration ausgewaschen werden.

Eine weitere Anwendung der Affinititschromatographie ist die Aufreinigung
von Proteinen mit genetisch fabrizierten Histidingruppen (engl. histidin tags), die
die Funktion und Struktur des Proteins allerdings nicht storen diirfen.
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<«—— Protein mit Histidintags

Abb. 5.8. Schematische Darstellung der Affinititschromatographie: Die Ni-Ionen eines 100
pm groBen Kiigelchens wechselwirken mit den Histidintags eines Proteins, nur die Protei-
ne, die einen Histidintag besitzen, werden in der Siule zurilickgehalten und konnen spiter
mit Salz-Puffern ausgewaschen werden

Diese Histidingruppen besitzten eine hohe Bindungsaffinitit bzgl. Nickel, sodass
fiir solche Experimente durch lonenaustausch hergestellte Nickelharze verwendet
werden.

5.2 Massenspektroskopie: Strukturaufklarung durch
Fragmentierung von Proteinen bei minimalen
Probenmengen

Massenspektroskopie wird heute zur Bestimmung der Massen von Atomen, Mole-
kiilen sowie in der letzten Dekade auch zur Bestimmung von Proteinmassen be-
nutzt und hat sich zu einer der wichtigsten Analysemethoden in der Proteomfor-
schung entwickelt (Nolting 2004; Budzikiewicz 1998) Die zu analysierenden
Stoffe werden im Gerit ionisiert und dann im Hochvakuum mit Hilfe von elektri-
schen und magnetischen Feldern gemafl ihrem Ladungs- zu Massenverhiltnis ge-
trennt.
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Ein Massenspektrometer besteht also immer aus einem Einlasssystem zur
Probeneinfiihrung, einer Ionisationseinheit, die die eingefithrten Molekiile ioni-
siert, einem Analysator, der die so erzeugten lonen nach ihrem Ladungs- zu Mas-
senverhiltnis trennt, und einer Nachweiseinheit.

Massenspektroskopie wird schon seit mehr als 60 Jahren zur Charakterisierung
von kleinen Molekiilen benutzt. Die Messung von grofen Molekiilen bzw. Protei-
nen war allerdings mit herkémmlichen Ionisationsmethoden nahezu unméglich, da
sich bei der Ionisation zu viele unspezifisch geladene Proteinfragmente bilden.
Erst in den letzten Jahren wurden Ionisationstechniken wie die Matrix-unterstiitzte
Jonisation durch Laserdesorption und die Elektrospray-Ionisation entwickelt, die
einfach oder mehrfach geladene Proteine mit intakter Struktur liefern. Wir werden
im Folgenden zuerst die Ionisationsverfahren und dann die Techniken zur Mas-
sentrennung kennen lernen.

5.2.1 Probeneinfiihrung, lonisation und Detektion von lonen in der
Massenspektroskopie

Probeneinfiihrung und Detektion

Die Standardmethode der Probeneinfithrung fiir konventionelle Massenspektro-
meter besteht darin, die Probe vor der Ionisation zu verdampfen, iiber Ventilsy-
steme in eine Hochvakuumkammer zu leiten und dort durch Elektronenstof3 zu io-
nisieren (Abb.5.9).

Eine gerade zur Charakterisierung von Proteinen angewandte Methode ist die
Matrix-unterstiitzte Ionisation durch Laserdesorption (engl. Matrix Assisted Laser
Desorption Ionisation (MALDI)). Die zu untersuchenden Molekiile werden in
einer Matrix eingebettet. Durch Beschuss mit einem Laserpuls mit Wellenldngen,
die gut von den Matrixmolekiilen absorbiert werden (z. B. N,-Laser, die Licht im
ultravioletten Bereich (337 nm) aussenden oder Erbium:YAG Infrarotlaser mit
2940 nm Wellenlinge), werden Proteine und Matrixmolekiile desorbiert (Abb.
5.10). Die Matrixmolekiile schiitzen die Makromolekiile vor Defragmentierung,
und es werden einfach oder mehrfach ionisierte Makromolekiile im Spektrometer
erzeugt.
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Abb. 5.9. Ionisation durch Elektronenbeschuss im Vakuum, eine Standard-
methade in der Massenspektroskopie
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Abb. 5.11. Prinzip der Elektrospray-Ionisation (EST)

gepulstes Laserlicht

Austretende lonen

et <

lonendesorption nach

Abb. 5.10. Prinzip der Ma-
trix Assisted Laser Desorpti-
on lonisation ( MALDI)

16° Torr

Massen-
spektrometer




154 5 Methoden zur Bestimmung der Struktur von Biomolekiilen

Eine andere Methode, die ebenfalls zur Ionisation von Proteinen eingesetzt wird,
ist das Sprithen von Proteinlgsung durch eine feine unter Hochspannung stehende
Kapillare. Dieser Prozess wird als Elektrospray-Ionisation (ESI) bezeichnet. Im
Gegensatz zur lonisation durch Elektronen und MALD! wird ESI unter atmospha-
rischen Bedingungen durchgefiihrt. Die Abb. 5.11 zeigt den Aufbau einer ESI-
Ionenquelle. Bei Durchgang durch die hochfeine unter Hochspannung stehende
Kapillare werden die Tropfchen, die aus den zu untersuchenden Makromolekiilen
und Losungsmolekiilen bestehen, mit positiven Ladungen versehen. Diese Tropf-
chen verdampfen auf dem Weg in den Analysator, und so sind bei Eintritt in den
Analysator nmur noch Molekiile in geladener Form vorhanden. Eine ESI-
Ionenquelle liefert Makromolekiile, die nicht nur ein- sondern auch zwei- oder
mehrfach geladen sind. Dadurch ldsst sich die Genauigkeit der Massenbestim-
mung noch erh6hen.

Aufbau von Analysatoren in der Massenspektroskopie

Massenspektrometer fiir die chemische Analyse benutzen heutzutage sowohl
elektrische wie auch magnetische Felder. Im ersten Teil dieses Kapitels wird das
Prinzip eines Magnetfeldgerits niher erklirt. Zur Analyse von Proteinen haben
sich Analysatoren bewihrt, die die Flugzeit von durch elektrische Felder be-
schleunigten Ionen in einem Feld-freien Raum messen. Diese Flugzeit- oder Time
Of Flight (TOF-) Massenspektrometer werden im zweiten Teil dieses Kapitels
erldutert.

Magnetfeldgeréte

Die Abb. 5.12 zeigt schematisch den Aufbau eines einfachen Analysators der
Lénge /, in dem Ionen mit der Ladung e und der Masse m gleichzeitig durch ein
elektrisches Feld E und ein Magnetfeld B abgelenkt werden.
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Abb. 5.12. Prinzipieller Aufbau eines Magnetfeldgerites: Ionen mit der Geschwindig-
keit v werden bei Durchgang durch die Strecke / durch ein elektrisches Feld £ in y-
Richtung und durch ein magnetisches Feld B in x-Richtung abgelenkt (Haken u. Wolf
2000)
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Die Ablenkung in y- Richtung wird durch Ablenkung der geladenen Ionen im
elektrischen Feld erzeugt. Die y-Koordinate auf dem Analysatorschirm ergibt sich
Zu:

_ﬂi_ B} (5.12)

T 2m oyt 4Eg,

y

Die Ionen werden also laut Gl. 5.12 gemdlB ihrer kinetischen Energie E;, abge-
lenkt. Das elektrische Feld wirkt somit wie ein Energiefilter.

Die Ablenkung in x-Richtung erfolgt durch das magnetische Feld und ergibt sich
mit der Geschwindigkeit der Ionen v zu

x:ﬂﬁ=% (5.13)
2m v 2p

Die Ablenkung durch das magnetische Feld wirkt also gemiB Gl. 5.13 wie ein
Impulsfilter (p=mv).

Flugzeit- (Time of Flight, TOF)- Massenspektrometer

Flugzeitgerite arbeiten gepulst. Die zu analysierenden Ionen werden durch Anle-
gen einer Spannung U beschleunigt und werden am Ende eines feldfreien Rohres
nachgewiesen. So kann die Linge der Flugzeit ¢, die das lon ben&tigt, um die
Strecke s im feldfreien Rohr zuriickzulegen, gemessen werden. Das Ladungs- zu
Massenverhiltnis ergibt sich zu

e_ 5 (5.14)
m 2Ut?

Schwere [onen benétigen also eine langere Zeit ¢, um das Rohr zu durchlaufen, als
leichtere Ionen, was eine Massentrennung mdglich macht. Da auch eine MALDI-
Ionenquelle gepulst arbeitet, lag es auf der Hand, diese mit TOF-
Massenspektrometer zu kombinieren. Solche Gerfite werden heute routineméBig
auch zur Bestimmung von Proteinmassen eingesetzt (Budzikiewicz 1998).

Quadrupolmassenspektrometer

Ein Quadrupolanalysator besteht aus vier parallelen, im Quadrat angeordneten
Metallstdben, von denen kreuzweise jeweils zwei Stibe miteinander leitend ver-
bunden sind (s. Abb. 5.13). Die Ionentrennung erfolgt durch gleichzeitiges Anle-
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gen von hochfrequenter Wechselspannung und einer Gleichspannung. Je nach
GroBe der Gleichspannung U, der Frequenz @ und der Amplitude der Wech-
selspannung ¥ werden nur Ionen eines bestimmten Ladungs- zu Massenverhdlt-
nisses auf der Mittelachse des Quadrupols durchgelassen und im Detektor nach-
gewiesen.

5.2.2 Massenspektroskopie von Biomolekiilen

Die Kombination von gepulsten MALDI-Ionenquellen und TOF-Massenanalysa-
toren (MALDI-TOF-Massenspektrometer) hat sich zu einer der wichtigsten
Analysetechniken in der Proteomforschung entwickelt (Nolting 2004). Zur Analy-
se werden nur ca. 1 pl Proteinldsung benétigt. Die Empfindlichkeit dieser Technik
reicht aus, um einzelne Protein-Spots eines zweidimensionalen Elektrophoresegels
zu analysieren. Proteine kénnen mit spezifischen Proteasen (z.B. Trypsin, das nur
auf den Carbonylseiten von Lysin und Arginin spaltet) verdaut werden. Die Frag-
mente werden mit Hilfe von MALDI-TOF-Massenspektrometern vermessen und
die so erhaltenen Massen mit Proteindatenbanken verglichen. Mit Hilfe eines sol-
chen Gerites lassen sich Proteine mit Massen von bis zu 500 kDa trennen. Die
Prizision bei der Massenbestimmung liegt bei ca. 10 ppm. Ist die Masse eines
Proteins bekannt, so kénnen mit Hilfe der Massenspektroskopie Anderungen der
Masse aufgrund von Bindungen von Cofaktoren und oder Metallionen erfasst
werden. Auch ESI-Ionenquellen werden sowohl mit TOF-Massenspektrometern
wie auch Quadrupolmassenspektrometern gekoppelt. Ein Ionenspray-Spektrum
von Myoglobin ist als Beispiel in Abb. 5.14 gezeigt.

{U+Vcos ot)

Detektor

Massenfilter

lonenquelle

Abb. 5.13. Aufbau des Analysators eines Quadrupolmassenspektrometers (Erklarung siehe
Text; Haken u. Wolf 2000)
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Abb. 5.14. Ionenspray-Massenspektrum von Myoglobin. Zu erkennen sind die Massen
[Mb+21H]*™ bis [Mb+13H]"** (Budzikiewicz 1998)
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Abb. 5.15. Prinzip eines Tandem-Massenspektroskops (MS-MS) mit ESI-Ionenquelle. In
der Kollisionskammer wird das im ersten Massenspektrometer selektierte Proteinfragment
durch Beschuss mit Argon weiterhin definiert fragmentiert
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Durch die Kopplung zweier Massenspektrometer in Verbindung mit einer ESI-
Ionenquelle (Tandem-Massenspektroskopie (MS-MS)) lassen sich kurze Ab-
schnitte von Polypeptiden sequenzieren. Eine Proteinlésung wird z.B. mit einer
Protease vorbehandelt, und so wird das Protein in eine Mischung kiirzerer Peptide
definiert fragmentiert. Nach Durchgang durch eine ESI-Ionenquelle gelangen die
Fragmente in ein Massenspektrometer, das als Filter wirkt. Es werden nur Frag-
mente einer Masse durchgelassen. In einer Kollisionskammer werden die Protein-
fragmente mit Argon weiter an definierten Stellen fragmentiert (Abb. 5.15).

Die Tochterionen gelangen dann in ein zweites Massenspektrometer und wer-
den dort analysiert. Die Massen aller geladenen Fragmente, die durch Aufbrechen
derselben Bindungsart (jedoch an unterschiedlichen Stellen im Peptid) entstanden
sind, werden so registriert.

Die Sequenzierung durch Massenspektroskopie kann den Edman-Abbau zur
Sequenzierung langer Peptidketten sicher auch in Zukunft nicht ersetzen. Diese
Methode ist aber ideal fiir die Proteomforschung, wenn es darum geht, hunderte
von Zellproteinen zu charakterisieren, die auf einem zweidimensionalen Gel ge-
trennt worden sind (Nelson u. Cox 2001).

5.3 Die Wellennatur von Elektronen ist die Grundiage fiir
die Transmissionselektronenmikroskopie

Im Gegensatz zum Lichtmikroskop werden im Transmissionselektronenmikroskop
Elektronen aufgrund ihrer Welleneigenschaften zur Abbildung von Objekten be-
nutzt. Da Elektronenstrahlen in Luft nur mittlere freie Weglidngen von einigen
Zentimetern besitzen, muss der Elektronenstrahl im Hochvakuum erzeugt und
durch die Probe hindurchgefiihrt werden. Die fiir die Elektronenmikroskopie be-
ndtigten Linsen sind entweder elektrostatischer Art (geladene Metallzylinder) oder
aber meist Spulen, die so gewickelt sind, dass sie Magnetfelder erzeugen, die den
Elektronenstrahl fokussieren (Hoppe 1978).

Die Abb. 5.16 zeigt den prinzipiellen Aufbau eines Transmissionselektronen-
mikroskops (TEM) im Vergleich zum Lichtmikroskop. Im TEM wird der Elektro-
nenstrahl wie in einer Elektronenréhre durch einen glithenden Draht (E) erzeugt.
Ublicherweise werden Wolframkathoden, zur Erzeugung von hoheren
Strahlstromstidrken auch LaB¢-Kathoden, eingesetzt. Der Elektronenstrahl wird
zur Anode A hin beschleunigt. Die Anodenspannung betréigt bei Standardgeréten
100 kV, kann aber bei Hochstleistungsgeriten, die atomare Aufldsung erreichen,
bis zu 500 kV betragen. Eine Kondensorlinse K fokussiert den Elektronenstrahl
auf den abzubildenden Gegenstand G. Zur Abbildung werden dann die Objek-
tivlinse O und eine Zwischenlinse Z benutzt. Das entstandene Zwischenbild B,
wird mit Hilfe der Projektionslinse P auf einen fluoreszierenden Schirm abgebil-
det.

Die zu untersuchende Probe befindet sich im Hochvakuum und muss sehr diinn
sein, damit Absorption von Elektronen und damit elektrostatische Aufladungen
der Probe vermieden werden. Elektrische Aufladungen beeinflussen den Elektro-
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nenstrahl und damit die Bildqualitit. Die Elektronenmikroskopie eignet sich nicht
von vornherein fiir die Untersuchung von biologischem Material, das ja im Vaku-
um sofort denaturieren wiirde. Trotzdem ist es moglich, biologische Proben so zu
modifizieren, dass eine Abbildung mit Hilfe eines TEMs méglich ist.

Wie in der Lichtmikroskopie gibt es auch in der Transmissionselektronenmi-
kroskopie Farbetechniken. Der Kontrast im Transmissionselektronenmikroskop
wird durch Streuung der Elektronen erzeugt. Je schwerer ein Atom, also je hoher
die Kernladungszahl, desto stirker werden Elektronen an diesem Atom gestreut.
Deshalb férbt man die zu untersuchende Probe mit Schwermetallen an. Die Ent-
wicklung von Fixiertechniken mit Schwermetallen leistete entscheidende Dienste
bei der Strukturaufklirung von Membranen. Abb. 5.17 zeigt die mit Osmiumte-
troxyd fixierte und mit Schwermetallen chemisch fiir TEM-Untersuchungen ange-
reicherte Plasmamembran des Rattendarmepithels. Die dunkle Linie zeigt die
Kopfgruppen der Lipide, wihrend Fettsdureketten als heller Zwischenraum zu er-
kennen sind.

Kathode
Anade

Kondensor

Pparat
(schwarzer Punki)

Objektiv

Projektivie)

Abb. 5.16 a-c. Vergleich der Strahlengénge ei-
nes Lichtmikroskops (a) und eines Transmissi-
onselektronenmikroskops (b) (nach Hoppe
1978). In Abb. (e) ist ein Querschnitt durch ein
TEM gezeigt (Junqueira u. Carneiro 1991; Er-
klarung siehe Text)

Ritdschim
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Abb. 5.17. Zwei Plasmamembranen des Rattendarmepithels. Die Probe wurde mit Osmi-
umtetroxyd fixiert und mit Schwermetallen angeféarbt. Die Struktur der Membranen (dunkle
Linie — heller Zwischenraum — dunkle Linie) zeigt deutlich die Lipiddoppelschicht (Hoppe
1978)

Eingefrorene Membrane konnen durch Gefrierbrechen gespalten werden (Abb.
5.18). Indem die tiefgefrorene Membran unter Hochvakuum mit einer Kohle-
schicht bedampft wird, die wiederum zur Erzeugung des Bildkontrasts mit einer
Metallschicht (meist Platin oder Gold) schrig bedampft wird, erhdlt man ein kon-
trastreiches Negativ der urspriinglichen Membranoberfliche. Die Abbildung 5.19
zeigt, wie gut Membranproteine, wie hier die Citratlyase, mit Hilfe dieser Technik
im TEM abgebildet werden kénnen.

Mtk
T
W @%% é@ﬁ

Abb. 5.18 a,b. Prinzip der Gefrierbruchtechnik. Die Membran wird eingefroren und mit ei-
nem scharfen Messer geschnitten (a). Dies ermdglicht die Aufnahme beider Seiten der
Membranen, z.B. von Erythrozyten. Der Platin-Abdruck zeigt oben die innere ,,Halfte* und
unten die duflere ,,Hilfte* der Erythrozytenmembran (b) (Hoppe 1978)
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Abb. 5.19. TEM-Aufnahme
von Citratlyase negativ ange-
firbt mit Schwermetallsalzen
(Hoppe 1978)

Die wohl modernste Methode zur Charakterisierung von biologischen Priparaten
fiir die Elektronenmikroskopie ist die Cryo-Elektronenmikroskopie. Das zu unter-
suchende Material wird dabei tiefgefroren und in diesem Zustand in das TEM
transferiert. Die Probentemperatur wird im TEM auf Temperaturen im Bereich
von 77 K oder sogar 4,2 K durch spezielle Kithlung mit fliissigen Gasen wie
Stickstoff (77 K) oder Helium (4,2 K) gehalten. Der Elektronenstrahl wird stark
gegeniiber den konventionellen Aufnahmebedingungen abgeschwicht, und die
Bildnahme erfolgt iiber eine hochempfindliche CCD-Kamera mit angeschlosse-
nem Bildverstérker.

Um die so erhaltenen Aufnahmen zu entrauschen, werden spezielle Bildverar-
beitungsprogramme benutzt. Mit Hilfe dieser Methode lassen sich auch Biomole-
kiile ohne Anfirbetechniken abbilden. Die Abb. 5.20 zeigt solche TEM-
Aufnahmen von kiinstlichen Liposomen, die ein Modell von Organellen darstellen
und sich mit Rezeptorproteinen préparieren lassen (Lambert et al. 1998). Dieses
Experiment ermoglicht es, die Bindung eines Virus an Membranoberflichen zu
studieren. Viren erkennen die Rezeptorstellen, binden an die kiinstliche Organelle
und transferieren dann ihre DNA in das Innere der Organelle. Dadurch, dass viele
Organell-Virus-Komplexe mit dem TEM abgebildet werden, kdnnen sogar einzel-
ne Schnappschiisse dieses Transfers abgebildet werden. Die Abb. 5.20 zeigt eine
Cryo-TEM Aufnahme von T5-Phagen, die an Proteoliposomen binden, die selbst
wiederum mit dem Rezeptorprotein FHUA versehen sind. Der Phage {iberlistet
das Rezeptorprotein FHUA, indem er mit einem Kanal an dieses Protein andockt.
FHUA macht eine Konformationsénderung und 6ffnet dabei einen Kanal in das
Innere des Liposoms (siche 1 in Abb. 5.20). Der DNA-Transfer ist deutlich im
TEM zu erkennen (siche 2 in Abb. 5.20).

Durch die Aufnahme des Virus-Liposom-Komplexes unter verschiedenen Win-
keln und anschlieende Auswertung im Computer ist es sogar moglich, dreidi-
mensionale Bilder zu erzeugen. Abb. 5.21 zeigt vier Aufnahmen eines solchen
Komplexes und die dazugehdrige, aus diesen Aufnahmen generierte 3D-
Rekonstruktion.
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Abb. 5.20. Cryo-TEM-Charakterisierung der Bindung von T5-Phagen an Proteoliposo-
men, die mit dem Rezeptorprotein FHUA versehen sind (Lambert et al. 1998; mit freundli-
cher Genehmigung der Autoren)

Abb. 5.21 a,b. 3D-Rekonstruktion der T5-Phage durch Cryo-TEM vor dem DNA-Transfer
(a). Das Computer-erzeugte 3D-Bild wird durch die Auswertung von mehreren TEM-
Aufnahmen generiert (b) (Boehm et al. 2001; mit freundlicher Genehmigung der Autoren)
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5.4 Réntgenabsorptionsspektroskopie gibt element-
spezifische Strukturmerkmale von Metallzentren in
Proteinen

Nicht nur Licht, sondern auch Réntgenstrahlung wird durch biologische Materiali-
en absorbiert. Wird ein Rontgenabsorptionsspektrum in Abhéngigkeit von der
Energie aufgenommen, so beobachtet man Absorptionskanten im Spektrum, deren
Lagen davon abhingig sind, welche Elemente, insbesondere welche Metalle, sich
in der Probe befinden. Die Rontgenabsorptionskanten (Abb. 5.22) weisen eine
Feinstruktur auf, die Informationen iiber den Valenzzustand von Metallen und
{iber deren lokale Umgebung enthiilt.

In den 70er Jahren des 20. Jahrhunderts standen mit den Elektronensynchro-
trons neuartige, intensive Rontgenstrahlungsquellen zur Verfiigung, so dass sich
Rontgenabsorptionsspektren auch an biologischen Proben, die im Vergleich zu
Festkorpermaterialien weit geringere Konzentrationen an Metallen aufweisen,
aufnehmen lieBen. In der Zwischenzeit hat sich die Rontgensabsorptionsspektro-
skopie zu einer wertvollen Methode zur Charakterisierung von strukturellen und
elektronischen Eigenschaften von Metallen in der Biologie entwickelt (Konings-
berger u. Prins 1988)

5.4.1 Die Lage der Absorptionskante gibt Aufschluss liber den
Valenzzustand des Metalis

Wie in Abb. 5.22 dargestellt, verursacht im Absorptionsspektrum jedes Element in
der Probe Absorptionskanten, sobald die Photonenenergie fiir die lonisation von
gebundenen Elektronen ausreicht. Diese Elektronen befinden sich auf diskreten
Energieniveaus (1s, 2s, 2pyp, 2psa, ...). Die Absorptionskanten werden nach den
Schalen des Bohrschen Atommodells benannt: An der K-Kante werden 1s-
Elektronen aus dem Atom herausgeschlagen und in das Kontinuum der Probe
tiberfithrt. Entsprechend spricht man von L-Kante bei der Ionisation von Elektro-
nen mit der Hauptquantenzahl n=2, bzw. von M-Kante bei Ionisation von Elektro-
nen mit #=3 usw.). Die lonisationsenergie hingt von dem Coulomb-Potential ab,
in dem sich die Elektronen befinden. Dieses Potential ist fiir jedes Element cha-
rakteristisch und seine Tiefe steigt mit der Kernladung an. Daher ist auch die
energetische Lage der Absorptionskanten elementspezifisch.

Weiterhin hingt die genaue Kantenposition von der Oxidationsstufe des beob-
achteten Elements ab. Thre Form wiederum ist typisch fiir die jeweilige Metallko-
ordination, was zur Identifizierung von Metallzentren in Proteinen eingesetzt wer-
den kann.
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L-Kanten K-Kanten-Energie

S: 2,5 keV

Mn: 6,5 keV

H Fe: 7,1 keV
T Ni: 8,3 keV

Cu: 9,0 keV

m -l Mo: 20 KeV

2p 2s 1s hv

Abb. 5.22. Schematische Darstellung des Réntgenabsorptionskoeffizienten p in Abhéngig-
keit von der Energie der Réntgenstrahlung und in Bezug zu atomaren Energieniveaus. Die
absorbierte Energie des Photons (hv) ist im Diagramm durch einen geschléngelten Pfeil an-
gedeutet. Dieses Photon liefert dem Elektron die notwendige Energie, um sich aus dem
Atompotential zu 1osen und ins Kontinuum (geschwdrzter Bereich) zu gelangen. Einige
Absorptionsenergien fiir K-Kanten sind im oberen Teil aufgelistet

5.4.2 Die Feinstruktur oberhalb der Kante enthilt Informationen (iber
Abstand, Art und Zahl der Liganden des Metalls

Im Bereich von bis zu 1000 eV oberhalb der Kante werden sinusformige, ge-
ddmpfte Oszillationen des Rontgenabsorptionskoeffizienten beobachtet (Abb.
5.23). Diese werden EXAFS (engl. Extended-X-ray-Absorption-Fine-Structure)
genannt. Aus diesem Grund spricht man bei Spektroskopie in diesem Energiebe-
reich auch von EXAFS-Spektroskopie. EXAFS-Oszillationen werden nicht be-
obachtet, wenn die entsprechenden Absorberatome keine Nachbarn haben, wie
z.B. in Edelgasen. Damit wird klar, dass EXAFS durch Eigenschaften von Nach-
baratomen hervorgerufen werden muss.

Zur Entschliisselung der sich an die Kante anschlieBenden Feinstruktur muss
man die Quantenmechanik nutzen (s. Kap. 4.5). Fragen wir uns zunéchst, was mit
dem Elektron passiert, auf welches das Photon so viel Energie iibertragen hat, dass
es das Atompotential verldsst. Aus der Quantenmechanik wissen wir, dass man
dieses Teilchen als Welle betrachten kann. Da keine Richtung bevorzugt ist, kon-
nen wir erwarten, dass dieses Photoelektron sich als Kugelwelle ausbreitet!. Zum
Vergleich kann man das Bild eines Steines, der in einen stillen Teich fillt, vor

! In Abb. 4.22, Kap. 5 kann der He-Strahl als eine ebene Welle aufgefasst werden, die
durch einen Spalt durchtritt
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Augen haben. Die Ausbreitung von Oberflachenwellen ist zwar zweidimensional
und nicht dreidimensional, aber folgen wir dem Bild fiir einen Augenblick.

Was passiert nun, wenn die Welle auf ein Hindernis st6f3t? Im Teich kann dies
ein kleines Spielzeugboot sein, in der Probe ein Nachbaratom. Die Welle wird
dann an diesem Potential gestreut. Ein gewisser Anteil der Welle wird auch um
180° gestreut, d.h. dieser Anteil bewegt sich in umgekehrter Richtung. Quanten-
mechanisch gesprochen, gibt es eine Wahrscheinlichkeit fiir die Riickstreuung der
Photoelektronenwelle. An dieser Stelle miissen wir das klassische Bild verlassen.
Quantenmechanische Prozesse sind mit einer Unschérfe verbunden. Daher fallt
nicht nur kurz ein einzelner Stein ins Wasser, sondern das Absorberatom emittiert
eine lange Welle. Daher kann sich die ausbreitende Welle mit der riickgestreuten
Welle tiberlagern. Wichtig ist jetzt, ob diese Uberlagerung am Absorberatom kon-
struktiv oder destruktiv ist. Bei konstruktiver Interferenz ist die Absorptions-
wahrscheinlichkeit fiir Photonen erhoht, bei destruktiver Interferenz erniedrigt. So
entstehen in Abhiingigkeit von der Energie der Photoelektronenwelle die Modula-
tionen der Absorption, die in Abb. 5.23 dargestellt sind. Die Energie des Photo-
elektrons ist dabei gegeben durch die Differenz zwischen der Energie des einfal-
lenden Photons und der Bindungsenergie des Elektrons.

Vorkante |

Abb. 5.23. Links: Rontgenabsorptionsspektrum aufgetragen als Absorptionskoeffizienten u
gegen die Energie E. Im oberen Bild ist der Kantenbereich vergroBert, wahrend unten das
gesamte Spektrum mit Vorkantenpeak, Kante und Feinstruktur (EXAFS) abgebildet ist.
Rechts: Ruckstreuung eines Photoelektrons vom Nachbaratom
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5.4.3 Die Feinstruktur muss zur Analyse aus dem
Réntgenabsorptionsspektrum extrahiert werden

Da die Absorption von Rontgenstrahlen durch Biomolekiile im Allgemeinen sehr
gering ist, wird zur Aufnahme eines Rontgenabsorptionsspektrums die Intensitét
I(E) der von der Probe fluoreszierenden Rontgenstrahlung aufgenommen. Die

Feinstruktur (EXAFS) wird in mehreren Teilschritten aus dem gemessenen Spekt-

rum /(E) extrahiert (s. Abb. 5.24).

1. Der Absorptionsuntergrund vor der Kante wird extrapoliert.

2. Mit einer kubischen Spline-Funktion wird der Bereich oberhalb der Kante so
gegléttet, als wiirde ein isoliertes Atom betrachtet. Dann wird der Kantenhub
(die Differenz zwischen Absorptionsuntergrund und Spline) auf eins normiert.

3. Jetzt kann man die normierte Feinstruktur oberhalb der Kante ausschneiden und
erhilt das EXAFS-Signal y(E)

4. Im nichsten Schritt wird y(E) in Abhingigkeit vom Wellenvektor des Photo-
elektrons k=(2m,/(H*(E- Eo)))”2 dargestellt, wobei E, die Kantenenergie ist (in
der Abb. 5.24 ist E, = 8960 eV).

5. Um die Abnahme des Signals mit steigendem Wellenvektor £ zu kompensieren,
wird das Signal gewichtet. Bei biologischen Proben geschieht dies oft durch
Multiplikation mit &’

6. Die Fourier-Transformation des EXAFS-Signals ergibt eine Abschétzung der
radialen Verteilung der Nachbaratome.

5.4.4 Abstidnde und Ligandenzahl kdnnen aus der Feinstruktur
bestimmt werden

Bezeichnen wir den Abstand des Absorberatoms von der ersten Ligandenschale
mit r; und den Abstand zu einer beliebigen Schale mit »; (j=1,2,3...) und die Zahl
der Atome in der j’ten Ligandenschale mit N, so berechnet sich die EXAFS durch
folgende Formel:

22

0= T—JF, ()7

i -sin(2krj +@; (k)) (5.15)

Dabei bezeichnet |F,(k)| die fiir jedes Element charakteristische Streuamplzltggg ei-
nes Riickstreuatoms in der j’ten Schale. Der Debye- Waller-Faktor e be-
schreibt die Beweglichkeit des j’ten Atoms, wobei o’ die mittlere quadratische
Auslenkung aus der Ruhelage darstelit. Der Term e 2'% bezeichnet den Ener-
gieverlust des Photoelektrons beim Streuprozess. Die Grofle ¢; ist die Phasenver-
schiebung der Photoelektronenwelle nach der Streuung des Photoelektrons im Po-
tential eines Atoms in der j’ten Schale. Das Auftreten einer Phasenverschiebung
der Streuwelle ist der Grund dafiir, dass die Bindungsabstéinde nicht direkt aus der
Fourier-Transformierten der EXAFS (Abb. 5.24f) entnommen werden konnen.
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Die Abstinde vom Absorberatom zu den Liganden r, gehen als Produkt mit der
Wellenzahl £ in das Argument der Sinusfunktion in Gl. 5.15 ein. Daher kénnen
besonders die Abstinde zur ersten Ligandenschale »;, mit hohen Genauigkeiten

von bis zu +0,001 nm bestimmt werden.
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Abb. 5.24 a-f. Darstellung des Extrahierens der Feinstruktur (EXAFS) aus einem Ront-
genabsorptionsspektrum (a). Nach der Normierung der Absorptionskante (b) und Abzug
des Untergrundes (¢} wird das EXAFS-Signal y(k) (d) mit der dritten Potenz der Wellen-
zahl (%) gewichtet (e). Aus der Fourier-Transformation von & (k) ergeben sich die Ab-
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5.4.5 Einige Anwendungen der Réntgenabsorptionsspektroskopie

Bestimmung der molekularen Symmetrie eines
Metallbindungsplatzes

Die Struktur der Absorptionskanten flir K-Schalen liefern Hinweise auf die lokale
Symmetrie des Metallplatzes. Die Ubergangswahrscheinlichkeit fiir Elektronen
aus dem 1s—> 3d-Niveau ist klassisch gleich null. In Abhéngigkeit von der lokalen
Symmetrie mischen sich die 3d-Orbitale mit 4p-Orbitalen. Dann erhéht sich die
Ubergangswahrscheinlichkeit fiir das Elektron in dem MafBe, wie ein 4p-Orbital
beigemischt ist. Daher steigt dann auch die Absorptionswahrscheinlichkeit fiir ein-
fallende Photonen, d.h. die Intensitit eines charakteristischen Kantenfeatures
nimmt zu. Dies ist am Beispiel des Vorkantenpeaks fiir die Eisen-K-Kante in
Abb 5.25 dargestelit. Fiir anderen Metalle wie Ni, Cu und Mo gibt es dhnliche
Features.
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Abb. 5.25. Rontgenabsorptionsspektren der Fe-K-Kanten fiir Proben mit nahezu idealer,
oktaedrischer Metallkoordination (geringe Beimischungen zum 3d-Orbital) und stark ver-
zerrter oktaedrischer Metallkoordination (starke 4p-Beimischungen zum 3d-Orbital). Die
Flache des Vorkantenpeaks dient hiufig als Kriterium flir die Koordinationszahl (nach
Meyer-Klaucke et al. 1996; Schiinemann et al. 1999)
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Abb. 5.26. Fe-K-Absorptionskanten der
Tyrosinhydroxylase mit dem Eisenzen-
trum im Oxidationszustand 2+ (durch-
gezogene Linie) und im Oxidationszu-
stand 3+ nach Zugabe von H,O,
(gestrichelte Linie) (nach Meyer-
Klaucke et al. 1996; freundlicherweise
von W. Meyer-Klaucke zur Verfligung

05 gestellt)

normalisierte Fluoreszenz

7110 71'50 7190
Energie (eV)

Veréndert eine bestimmte Probenbehandlung den Redoxzustand?

Rontgenabsorptionsspektroskopie kann an Proben in jedem Aggregatzustand
durchgeflihrt werden. Bei biologischen Proben finden meist gefrorene Losungen
Verwendung. Dies bietet zwei Vorteile: Erstens werden unerwiinschte Reaktionen
verhindert bzw. verringert. Zweitens ist das Signal maximiert, da nur noch wenige
Schwingungen flir Abweichungen der Atompositionen von ihren Ruhelagen sor-
gen. Die Frage, ob ein Metall im Enzym durch Zugabe eines Kofaktors, Inhibitors
oder einer anderen Substanz seinen Oxidationszustand dndert, kann bereits aus der
Kantenposition beantwortet werden. Als Beispiel sind in Abb. 5.26 zwei Fe-
Absorptionskanten der Tyrosinhydroxylase dargestellt. Das native Enzym (rechts)
befindet sich im Oxidationszustand 2+, wihrend die Zugabe von H,O, die Probe
oxidiert. Dies verschiebt die Absorptionskante um ca. 1 €V zu niedrigeren Energi-
en. Also ist das Eisen im Oxidationszustand 3+ (Mayer-Klaucke et al. 1996).

Welche Atomarten koordinieren das Metall?

Auch wenn aus Form und Position der Absorptionskante Riickschliisse auf die
moglichen Metallliganden folgen kénnen, so erlaubt erst eine eingehende Analyse
der Feinstruktur, solche qualitativen Informationen zu quantifizieren. In vielen
Fillen sind zusétzliche Informationen vorhanden, die die Moglichkeiten flir po-
tentielle Metallliganden einschriinken. In Metalloproteinen sind die relevanten Li-
ganden Stickstoff, Sauerstoff, Schwefel, Selen und eventuell Chlor. Am Beispiel
eines DNA-bindenden Zinkproteins (Cohen et al. 2002) soll die Vorgehensweise
kurz erldutert werden. Die Analyse der Aminoséuresequenz liefert einige Cysteine
(d.h. potentielle Schwefelliganden) und einige Histidine (d.h. potentielle Stick-
stoffliganden). Typische Zn-S Abstinde liegen im Bereich von 2,2 bis 2,4 A, wih-
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rend die Zn-N Bindungslingen zwischen 1,9 A und 2,1 A schwanken. Versucht
man jetzt verschiedene Zahlen von Liganden in diesen Abstéinden anzupassen, so
ergibt sich eine Koordination von 3 Schwefelatomen und einem Histidinstickstoff
als wahrscheinlichstes Modell.

Zusitzlich wurde noch der Metallgehalt der Probe quantifiziert. Protonen-
induzierte Rontgenfluoreszenz (PIXE) liefert zwei Zinkatome pro Protein. Da
Rontgenabsorptionsspektroskopie iiber alle Koordinationen eines Elementes mit-
telt, erlauben obige Resultate zwei Interpretationen: (a) Beide Zinkatome sind von
drei Cysteinen und einem Histidin umgeben, (b) ein Zinkatom besitzt vier Cy-
steinliganden, wihrend das andere von je zwei Cysteinen und Histidinen ligandiert
wird. Dieses Riitsel ldsst sich auf zwei Arten 13sen: (i) Durch Mutagenese der
Metall bindenden Aminoséuren flir einen Metallplatz wird dort die Metallbindung
verhindert. (i1} Die Kristallisation des Proteins gelingt, so dass mit Hilfe der Pro-
teinkristallstruktur eine Antwort gefunden werden kann. In beiden Fillen lassen
sich die Erfolgsaussichten nicht vorab abschétzen. In diesem Fall gelang es, eine
Kristallstruktur des Proteins zu erhalten und Modell (b) zu bestitigen (Cohen et al.
2002).

10 ws v e NModell
Experiment —_
F 40 Ay
—
=
5 K>
_ F 30 Z
5 g
= E
Ll 0 - L
; 20 !%
= g
5 Lo T
g
i
- 0
10 4
T T T T T T T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16 0 1 2 3 4 5

Wellenzahl k [A™] korrigierter Abstand [A]

Abb. 5.27. Links: Extrahierte Feinstruktur (EXAFS). Wie bei biologischen Proben tiblich
ist das Signal mit k’-gewichtet, um die Abnahme des EXAFS-Signals bei zunchmender
Wellenzahl zu kompensieren. Rechts: Das Fourier-transformierte Signal zeigt neben einem
Hauptpeak bei 2,31 A, der 3 Schwefelatomen zugeordnet wird, noch eine Schulter bei 2,03
A, die von der Riickstreuung vom Stickstoff eines Histidins stammt (nach Cohen et al.
2002; freundlicherweise von W. Meyer-Klaucke zur Verfiigung gestellt)
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5.5 Proteinkristallographie: Die Beugung von Rontgen-
strahlen am Proteinkristall erlaubt die Aufkldrung der
atomaren Struktur von Proteinen

Die Beugung von Rontgenstrahlung an Biomolekiilen ist lange Zeit die einzige
Methode gewesen, die es erlaubt hat, Biomolekiile in atomarer Auflosung abzu-
bilden. James Watson und Francis Crick 18sten 1953 die Doppelhelix-Struktur
von DNA aufgrund der Analyse von Rontgenbeugungsbildern. Im Jahre 1957
folgte dann der erste Strukturvorschlag eines Sauerstoffspeicherproteins, des
Myoglobins, durch Kendrew und Perutz (Nobelpreis fiir Chemie im Jahre 1962).
Erst diese und die darauffolgenden Arbeiten am Hamoglobin (Perutz 1964) er-
laubten ein molekulares Verstindnis des Sauerstofftransports und der Sauer-
stoffspeicherung in der Natur. In den letzten zwanzig Jahren erlebte die Struktur-
aufkldrung von Proteinen mit Hilfe von Réntgenstrahlung durch die Entwicklung
von immer stirkeren Rontgenstrahlungsquellen, den Elektronensynchrotrons, ei-
nen drastischen Aufschwung. Mit der Entwicklung von neuartigen Kristallisation-
stechniken wurde sogar Mitte der achtziger Jahre die atomare Struktur eines
Membranproteins, ein bakterielles photosynthetisches Reaktionszentrum, durch
Roland Huber, Hartmut Michel und Johann Deisenhofer (Nobelpreis fliir Chemie
1988; Huber 1992) geldst. In der Folge stieg Anzahl und Bedeutung der ermittel-
ten Proteinkristallstrukturen kontinuierlich, wie auch die Vergabe weiterer Che-
mie-Nobelpreise fiir die Struktur der ATPase (Walker 2003) und fiir die Aufkld-
rung der Struktur von Ionenkanélen an P. Agre und R. Mackinnon verdeutlicht.

Durch die Entwicklung von Kristallisationsrobotern und hoch automatisierten
Experimenten an Synchrotronstrahlungsquellen werden heutzutage immer mehr
Proteinstrukturen geltst (Nolting 2004), und die Strukturbiologie hat sich als ei-
genstindiges Forschungsgebiet innerhalb der Biologie etabliert.

Fiir die Aufnahme von Rontgenstrukturdaten wird ein Proteinkristall in den
Strahlengang eines Rontgenstrahls gebracht. Die abgelenkte Rontgenstrahlung er-
zeugt auf einer Photoplatte (oder heutzutage einem elektronischen Detektor) ein
Beugungsmuster. Warum man einen Kristall braucht und wie dieses Beugungsmu-
ster zustande kommt und ausgewertet wird, soll in diesem Kapitel ndher erldutert
werden. Hierbei spielt die Mathematik der Fourier-Transformation eine wesentli-
che Rolle, die im Anhang einfiihrend erldutert wird. Eine vertiefte Einfihrung in
die Proteinkristallographie geht iiber den Rahmen dieses Buches hinaus. Fiir den
interessierten Leser sei deshalb auf einfithrende Spezialliteratur verwiesen (Nol-
ting 2004, Cantor u. Schimmel 1980).
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5.5.1 Fiir die Rontgenstrukturanalyse sind Proteinkristalle nétig

Das Vorhandensein von Proteinkristallen ist eine Grundvoraussetzung fiir die
Ermittlung der atomaren Struktur des zu untersuchenden Proteins.

Ein Kristall ist ein Festkorper, in dem die Atome (oder in unserem Fall die
Proteine) regelmiBig angeordnet sind.

Kristalle werden gem&B der Anordnung der Atome bzw. Proteine in denselben
klassifiziert. Stellen wir uns vor, daB jeder erlaubte Platz in einem Kristall nur von
einem Punkt eingenommen wird. Dann gibt es insgesamt 14 Moglichkeiten, diese
Punkte regelmaBig anzuordnen (s. Abb. 5.28). Diese werden als Punktgitter bzw.
Raumgitter oder auch Bravais-Gitter bezeichnet.

Die 14 Punktgitter sind mathematische Konstrukte von Punkten im Raum. Um
das Raumgitter néher zu beschreiben, legt man die kristallographischen Achsen
a, b und c fest. Die Vektoren d,b und ¢ bilden ein rechtshindiges Koordinaten-
system und spannen die Efementarzelle auf (s. Abb. 5.29). Jede Elementarzelle
besitzt 8 Ecken und 6 Flachen. Die Elementarzelle ist eine Art Legobaustein, aus
der das gesamte Raumgitter aufgebaut werden kann, d.h. durch Translationen der
Elementarzelle in Richtung der kristallographischen Achsen a, b und c ergibt sich
das gesamte Raumgitter. Die Elementarzelle enthilt damit die gesamte Informati-
on des Raumgitters. Die Lingen der Elementarzelle werden mit sechs GroBen be-
schrieben: Den Betrigen der Vektoren @,b und ¢ und den drei Winkeln a,
und y zwischen ihnen (s. Tabelle 5.2).

v Raumgitter
: : RS
bbs | s DB o, 02 0590 triklin
v . . i . — a1 =og = 900,
- o3 90° monoklin
1= oz2=03= 900,
apzbo#co: orthorhombisch
e S 02=a3=90°
oty " - a1=60% bo=co: hexagonal
F— g O —F FoE A= o2=03# 90° ,
] ao=bo=co: trigonal
3 ) 13 |8 e & (rhomboedrisch)
e | g o=y J g (x1=(12=(x3=900,
B8 _9g—0 ) 3 ac=ho=co: tetragonal
F D 2 » S ) 0= 02 =03 = 900 ,
ac=bo=co: kubisch

g"'; _)’ JJD\;,“' :T :

Abb. 5.28. Die 14 Raumgitter (Meschede 2002)
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Tabelle 5.2. Drei Gitterkonstanten und drei Winkel beschreiben eine Elementar-
zelle (s. Abb. 5.29)

Gitterkonstanten Winkel

‘é| =ay 45,5 =y
)5, =bg Lac=p
6] =co lhi-a

Abb.5.29. Die Einheitszelle eines Kristalls mit den in Tab. 5.2 aufgefiihrten GroBen
(Borchardt-Ott 1997)

Abb. 5.30. Die Summe aus Punktgitter und Basis definiert das Kristallgitter (Raumgitter)
(nach Borchardt-Ott 1997)
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Um aus einem Raumgitter ein Kristallgitter zu erzeugen, setzen wir Atome oder
Molekiile in die Elementarzelle. Die jeweiligen Atome oder Molekiile bezeichnet
man als Basis. Erst die Summe aus Punktgitter und Basis definiert das Kristallgit-
ter.

5.5.2 Réntgenstrahlen werden an verschiedenen Gitterebenen im
Kristall gebeugt

Konstruktive Interferenz von Rontgenstrahlen erhilt man durch Beugung an allen
jeweils parallelen Ebenen im Kristall, den Gitter- oder Netzebenen. Die Beugung
von Rontgenstrahlen an dieser Schar von Netzebenen wird durch das Braggsche
Gesetz beschrieben. Eine Netzebenenschar bezeichnet jeweils alle parallelen Ebe-
nen im Kristall. Im Folgenden bezeichnen wir den Winkel zwischen dem einfal-
lenden Rontgenstrahl und der entsprechenden Netzebenenschar mit 5. Der Ab-
stand der einzelnen Gitterebenen sei d und A die Wellenlidnge der Rontgen-
strahlung,

Besitzen zwei Wellenziige, die an zwei parallelen Gitterebenen gebeugt wer-
den, einen Gangunterschied 2/, der einem ganzzahligem Vielfachen der Wellen-
lange entspricht (/=n-1/2), so herrscht konstruktive Interferenz. / kann ebenfalls als
I=dsinfp ausgedriickt werden. Gleichsetzen und Auflosen nach n-1 ergibt das
Braggsche Gesetz

nA =2dsin0;. (5.16)

Abb. 5.31. Schematische Darstellung zur Réntgenbeugung an zwei parallelen Gitterebenen
im Abstand d voneinander. Fiir einen Gangunterschied 2/=nA iiberlagern sich die Wellen-
ziige 1 und 2 konstruktiv
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Bei fester Wellenlidnge A tritt konstruktive Interferenz an Netzebenen mit dem Ab-
stand d also nur dann auf, wenn der Winkel zwischen den Netzebenen und dem
einfallenden bzw. ausfallenden Rontgenstrahl mit dem Bragg-Winkel 6 identisch
ist. Der ganzzahlige Index »=1,2,3...bezeichnet die Ordnung der Reflexion.

5.5.3 Ebenen im Kristallgitter werden durch die Millerschen Indizes
beschrieben

Die Millerschen Indizes charakterisieren eine Netzebenenschar und bilden ein

Zahlentripel, das folgendermafen bestimmt werden kann:

— Bestimme die Schnittpunkte der Ebene mit den Achsen a,b und ¢ und driicke
das Ergebnis in Einheiten der jeweiligen Gitterkonstanten aus.

— Bilde die Kehrwerte dieser Zahlen und suche dann die drei ganzen Zahlen, die
im gleichen Verhiltnis wie die drei Kehrwerte stehen. Das Ergebnis wird in
Klammern gesetzt. Man erhilt so die Millerschen Indizes (h,k,}).

Verlduft eine Netzebenenschar parallel zu einer Achse, so liegt der Schnittpunkt

dieser Ebenen mit der Achse im Unendlichen. Der entsprechende Millersche In-

dex ist 0. Zum Beispiel besitzt eine zur ab-Ebene parallele Ebene, die die c-Achse

bei ¢, schneidet, die Millerschen Indizes (0,0,1).

Die Abstidnde zwischen zwei Netzebenen einer Netzebenenschar, die durch die

Millerschen Indizes (h,k,/) beschrieben wird, wird mit dj, bezeichnet. Fiir ein ku-

bisches Gitter mit ay=by=c, ergibt sich

1 R +k2 sl (5.17)
—

A a
Fiir ein rhombisches Gitter mit a£bs=c, gilt

2 2 2
L:h_2+k_2+_1_ (518)
dw  a,” by ¢

5.5.4 Das reziproke Gitter ist eine dquivalente Beschreibung eines
Gitters und erleichtert die Interpretation von Réntgenbeugung
an Kristallen

Das reziproke Gitter ist genau wie das reale Gitter mit den primitiven Vektoren
a,b und ¢ eine formale Beschreibung des Kristalls. Die primitiven Vektoren
A,B,C des reziproken Gitters sind folgendermafien definiert:
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d=2n bf B X8 G- f” . (5.19)
a-bx a-bx¢ a-bx

Mit Hilfe der ganzzahligen Millerschen Indizes ergibt sich ein Vektor G im rezi-
proken Gitter aus den Vektoren A,B,C gemif

G=hA+kB+IC. (5.20)

Eine ganze Netzebenenschar im realen Gitter mit den Millerschen Indizes 4,4,/
wird also im reziproken Gitter nur durch einen Gittervektor, den reziproken Git-
tervektor G, représentiert. Das Braggsche Gesetz lésst sich mit Hilfe des rezipro-
ken Gittervektors G und dem Wellenvektor des einfallenden Rontgenstrahls 4
und des ausfallenden Rontgenstrahls 4’ in in einer einfachen Form ausdriicken.
Der Differenzvektor der Wellenvektoren zwischen einfallendem und ausfallendem
Rontgenstrahl ist genau ein reziproker Gittervektor (Meschede 2002):

Ak =k'-k =G. (5.21)

5.5.5 Das Beugungsbild eines Kristalls stellt das reziproke Gitter dar

Um ein Beugungsbild eines Kristalls aufzunehmen, wird dieser von einem kolli-
mierten Rontgenstrahl durchstrahlt (s. Abb. 5.32). Hinter dem Kristall befindet
sich eine Photoplatte oder ein elektronischer Detektor, der das Rontgenbild regi-
striert. Die Abb. 5.33 zeigt ein solches Beugungsdiagramm mit einer Vielzahl von
Beugungsreflexen. Jeder Reflex auf der Photoplatte entspricht der Beugung des
Rontgenstrahls an einer Netzebenenschar (4,k,/) mit dem Netzebenenabstand dj, .
Man kann Beugungsbilder also als ,,Photographien des reziproken Gitters auffas-
sen. Da jeder Reflex von einem an der Netzebene (h,4,/) gebeugten Rontgenstrahl
mit dem Wellenvektor £’ herrithrt, werden die Reflexe durch die Millerschen In-
dizes gekennzeichnet. Dies bezeichnet man als Indizieren der Reflexe eines Ront-
genbeugungsbildes.

5.5.6 Die Information liber die Molekiilstruktur steckt in den
Intensitdaten der Beugungsreflexe

Die Art des Kristallgitters bestimmt das Beugungsmuster, also die Lage der mit
(h kD) indizierten Reflexe. Die Intensititen der Beugungsreflexe im Beugungs-
muster werden durch die molekulare Strukturen der Molekiile bestimmt, die sich
in der Elementarzelle des Kristalls befinden. Die Beugung der Rontgenstrahlung
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erfolgt an der Elektronenhiille der Molekiile. Die physikalische Gréfle, die hier die
entscheidende Rolle spielt, ist die elektronische Ladungsdichte p.(7 ).

Flachendetektor zur Aufnahme der Reflexe

N

Gasdiise filr F

Beugungsreflex Detoktor m’

Kristall Réntgenquelle Kristall

Réntgenstrahl N
LY

Schrittmotor fiir Goniometer

Abb. 5.32. Ein Beugungsdiagramm wird mit Hilfe eines Rontgenstrahls erzeugt, der einen
Proteinkristall durchstrahlt und dabei gemifl Gl. 5.16 abgelenkt wird (/inks). Das Beugungs-
diagramm wird mit Hilfe eines ortsempfindlichen Detektors aufgenommen. Der Réntgen-
strahl wird entweder wie hier gezeigt durch eine Rontgenréhre oder durch ein Elektronen-
synchrotron erzeugt (N6lting 2004)

Abb. 5.33. Beugungsdiagramm
eines Proteinkristalls (Nolting
2004)
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Das Betragsquadrat des Streu- oder Strukturfaktors der Elektronen in einer Ein-
heitszelle ist proportional zur Intensitit /(A k) eines Reflexes im Beugungsbild
(Cantor u. Schimmel 1980; Winter u. Noll 1998; Nélting 2004:

I(h, k. 2y |F (B, kL) (5.22)

Der Strukturfaktor F(#,k,1) ist durch das Fourier-Integral iiber das Volumen V, der
Elementarzelle gegeben:

F(hk,1)= j 2, (FECav. (5.23)

Vz

G ist der dem Reflex Ak, / zugeordnete Gittervektor. Bei Kenntnis aller Struktur-
faktoren F(h,k,l) ergibt sich die Elektronendichteverteilung durch folgende Fou-
rier-Reihe:

T
8

7) =Vi f f F(h k, ). (5.24)

—o0

Die Elektronendichteverteilung p,(F) ergibt sich also aus den Streufaktoren
F(h k). Das Problem bei der Rontgenstrukturanalyse ist, dass sich aus Messung
der Inten51tat der Reflexe eines Beugungsdiagramms gemdf Gl. 5.22 die
]F hk, l)| also nur die Betréige der komplexen GréBen F(h,k 1) bestimmen lassen.
Da eine komplexe Zahl durch Betrag und Phasenwinkel in der Gaul3schen Zahlen-
ebene bestimmt ist, sich dieser Phasenwinkel aber durch Messungen nicht direkt
bestimmen lisst, stoBen wir auf das Phasenproblem der Rontgenstrukturanalyse.

Eine Methode, das Phasenproblem zu losen, ist die Berechnung der Fou-
rierTransformierten von |F (h, k, llz . Die so resultierende Funktion wird Patter-
son-Funktion P(F")genannt. Sie ist gegeben durch

P(E)=— |F (&, 127 (525)

Die Patterson-Funktion wird maximal, wenn der Abstandsvektor 7' einem Ab-
stand von zwei Atomen in der Einheitszelle entspricht. Weiterhin ist P(7") propor-
tional zum Produkt der Ordnungszahl dieser Atome. Die Positionen von Metall-
atomen in Proteinen sind also anhand ihrer Maxima in der Patterson-Funktion
auszumachen. Dies macht man sich bei der Schweratommethode zur Bestim-
mung der Streuphasen zu Nutze: Es werden schwere Atome (z.B. Br, I' oder
Hg?") an definierte Bindungsstellen im Protein angelagert und deren Lage anhand
ihrer Maxima in der Patterson-Funktion registriert. Ist die Lage der Schweratome
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in der Elementarzelle bekannt, so benutzt man zur Bestimmung der Lagen der iib-
rigen Atome die Streuphasen der Schweratome, da diese die Streufaktoren der
Einheitszelle dominieren. So erhdlt man iiber Gl. 5.24 eine Elektronendichtever-
teilung des zu untersuchenden Proteins. In diese Elektronendichteverteilung wird
dann am Computer ein Strukturmodell eingepasst (Abb. 5.34). Aus dem so erhal-
tenen Strukturmodell werden dann wieder Streufaktoren berechnet und die Struk-
tur wird verfeinert (engl. refinement). Der R-Wert liefert eine Aussage iiber die
Giite des so erhaltenen Strukturmodelis:

)l

1 (5.26)
Z 'F(hkqber

R= -100[%]

Die Ermittlung von Strukturdaten aus Rontgenbeugungsbildern sowie die Daten-
nahme ist heute weitgehend automatisiert. Auch die Herstellung von Proteinkri-
stallen, bis vor einigen Jahren noch eine Kunst fiir sich, wird immer mehr von Ro-
botern iibernommen (Nolting 2004). Es existieren Software-Pakete, die in
Zusammenarbeit mit dem Diffraktometer schon die Indizierung der Reflexe von
Rontgenbeugungsaufnahmen vornehmen. Die Aufgabe des Wissenschaftlers be-
steht heutzutage vielmals darin, die automatisch berechneten Strukturfragmente zu
vervollstindigen, zu iiberpriifen und auf ihre Funktion hin zu untersuchen.

Verfeinerung (,,refinement”) der Struktur
- ]

Beugungsmuster Elektronendichteverteilung Strukturmodell
Proteinkristalle 9

B

\

Substitution
mit Schwer-
atomen

Abb. 5.34. Aus den Streufaktoren F(h,k ) erhilt man die Elektronendichte p (7 ) des Mo-
lekiils. Die in der Abbildung gezeigten Linien entsprechen Orten gleicher Elektronendich-
te. In dieses Bild wird dann ein Strukturmodel eingepasst (nach Nolting 2004)
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5.5.7 Die Anzahl der vermessenen Reflexe bestimmt die Aufidsung
einer Réntgenstruktur

Unter der Auflésung einer Rontgenstruktur versteht man den Abstand d=A4/2sin
6,, den man fiir den Ablenkwinkel @, erhilt, innerhalb dessen 50 % aller Reflexe
eine Intensitit besitzen, die mindestens der doppelten Fehlerbreite (I > 2071)) ent-
spricht. Abb. 5.35 zeigt die Elektronendichten eines Tryptophanrests mit 0,1, 0,2,
0,3 und 0,4 nm Auflésung. Es ist deutlich zu erkennen, wie die atomare Struktur
des Tryptophans erst bei einer Auflosung von 0,2 nm und besser zu erkennen ist.

Abb. 5.35. Darstellung der Elektronendichten bei Auflosungen von 0.4, 0,3, 0,2 und 0,1
nm. Die Anzahl der fiir diese Auflosungen notigen Reflexe ist in Tabelle 5.3 aufgefiihrt.

Tabelle 5.3. Anzahl der beobachtbaren Reflexe bei verschiedenen Auflosungen

Wellenldnge Auflosung 0 (°)  Anzahl der theoretisch beobachtbaren Reflexe

2 (nm) d (nm) V,=6,45-10> nm’
1,5418 0,3 14,9 13350
0,2 22,7 43800

0,1 50,4 340750
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5.6 Nukleare Magnetische Resonanz (NMR): Absorption
von Radiowellen durch Atomkerne erlaubt
Strukturaufklarung im atomaren MaRstab

Die Nukleare Magnetische Resonanz (NMR) beruht auf der Tatsache, dass sich
Atomkerne mit einem Eigendrehimpuls (Spin, s. Kap. 4.5.8) in einem Magnetfeld
gemidB dem Zeeman-Effekt ausrichten und damit Radiowellen geeigneter Fre-
quenz absorbieren konnen. Diese spektroskopische Methode wurde Ende der 40er
Jahre des letzten Jahrhunderts entwickelt und wurde aber bis in die 70er Jahre
vorwiegend zur Analyse von niedermolekularen Verbindungen eingesetzt. Mit
fortschreitender Entwicklung sowohl in der NMR-Technik (Nobelpreis fiir Che-
mie an R.R. Ernst im Jahre 1991 fur die Entwicklung der zeitlich gepulsten NMR-
Spektroskopie) als auch in der Auswertung und Anwendung von NMR-Spektren
(Nobelpreis fur die Strukturaufklirung von Proteinen mit NMR-Spektroskopie an
K. Wiithrich im Jahre 2002) hat sich diese Methode neben der Rontgenkristallo-
graphie zu einer der wichtigsten Methoden zur Bestimmung von atomar aufgelo-
sten Strukturen von Proteinen und biologischen Makromolekiilen entwickelt
(Wiithrich 1986, 2003; Claridge 1999; James 2002).

5.6.1 NMR ist eine Spektroskopie, die auf der Absorption von
elektromagnetischer Strahlung im Radiowellenbereich beruht

In Kap. 4.5.8 haben wir gelernt, dass Elektronen einen durch die Spinquantenzahl
S=1/2 gekennzeichneten Eigendrehimpuls und damit ein magnetisches Moment
besitzen. Auch Protonen besitzen einen Spin, der durch die Kernspinquantenzahl
I=1/2 gekennzeichnet ist. Andere biologisch relevante Kerne mit /=1/2 sind "°C,
N, F und *'P. Im Folgenden wollen wir uns allerdings auf die NMR an Proto-
nen, die '"H-NMR, beschrénken.

Aufgrund ihrer Ladung erzeugen Protonen genau wie Elektronen magnetische
Felder und konnen ihrerseits wieder durch magnetische Felder beeinflusst werden.
Ein Proton mit dem Spin /=1/2 kann zwei Zustinde mit m~+1/2 und m;=-1/2 ein-
nehmen. Ohne ein dufleres magnetisches Feld besitzen diese zwei Zustidnde die
gleiche Energie. Die Zustdnde sind energetisch entartet. Legen wir aber ein ma-
gnetisches Feld an, so spalten die Energieniveaus gemifs dem Zeeman-Effekt auf
(Abb. 5.36).

In der klassischen Betrachtungsweise wiirde man sagen, dass durch Anlegen
eines magnetischen Feldes das magnetische Moment der Protonen ausgerichtet
wird. Die z-Komponente des magnetischen Moments eines Protons in Richtung
eines angelegten Felds B berechnet sich aus dem Kernmagneton sy = 5-1077 JT™!
und dem g-Faktor des Kerns gy geméaf
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m=-1/2

EZeeman

m=+1/2

Abb. 5.36. Durch ein magnetisches Feld B werden die Spinzustinde eines Protons mit
m/~+1/2 und m/~=-1/2 energetisch aufgespalten. Ein Radiowellenquant mit der Energie Av
wird dann absorbiert, wenn die Resonanzbedingung Gl. 5.29 erfuillt ist

H, =EnHyMy. (5.27)

Die Energie des Protons Ez,,, im magnetischen Feld B ist dann

EZeeman = —gN/uNmIB' (528)

Im Gegensatz zur optischen Spektroskopie, wo Elektronen den Energieunterschied
vom Grundzustand in vorhandene angeregte Zustédnde (Orbitale) durch Absorption
von Licht iiberwinden, miissen die zur Absorption von Mikrowellen (ESR) bzw.
Radiowellen (NMR) bendtigten Energicunterschiede durch das Anlegen eines
Magnetfeldes B erst erzeugt werden. Die Energieniveaus von Protonen spalten ge-
nau wie die Energieniveaus von Elektronen gemill dem Zeeman-Effekt in einem
Magnetfeld auf (Abb. 5.36). Der Trick beim NMR-Experiment besteht wie beim
ESR-Experiment darin, die Probe in einem Magnetfeld B mit elektromagnetischer
Strahlung der Frequenz v zu bestrahlen und dabei die Frequenz dieser Strahlung
so zu wihlen, dass diese durch einen Energieiibergang des Protons vom Grundzu-
stand mit m;=+1/2 in den angeregten Zustand m/=+1/2 absorbiert werden kann.
Durch Einstrahlen von Radiowellenstrahlung der Energie 4v tritt also bei ge-
eigneter Wahl des Magnetfeldes B, Resonanzabsorption auf. Die Energie wird ge-
braucht, um die Spins der Protonen in der Probe umzuklappen und damit in einen
angeregten Zustand zu iiberfithren. Wir erhalten also die Resonanzbedingung

AE:gN,UNBO =hv. (529)
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Die Resonanz von Radiowellen kann auch im klassischen Physikbild verstanden
werden. Die zeitliche Anderung eines magnetischen Moments 7 in einem exter-
nen Magnetfeld B wird durch folgende Differentialgleichung beschrieben:

di (. =
& - —ylix5) (5.30)

Dabei ist y=gyuy/h das gyromagnetische Verhiltnis des Protons. Sind z und
B parallel, so ist die zeitliche Anderung von z gleich null. Spannen Z und &
dagegen den Winkel 6 auf, so ergibt die Losung von Gl. 5.30, dass z mit der Pra-
zisionsfrequenz @=27v um By prazediert:

2 B
a):znv:%:yﬂo. (5.31)

Die Frequenz v ist also klassisch die Prizisionsfrequenz von z# um die z-Achse.
Wird nun Radiowellenstrahlung, die genau diese Frequenz v besitzt, eingestrahlt,
tritt Resonanz auf und die Radiowellenstrahlung wird absorbiert. Wird dabei die in
der Probe absorbierte Intensitdt in Abhingigkeit von der Resonanzfrequenz ge-
messen, so erhilt man ein NMR-Spektrum.

Um ein NMR-Signal zu erhalten, ist ein Unterschied in den Besetzungszahlen
der beiden in Abb. 5.36 gezeigten Zeeman-Niveaus nétig. Sind beide Niveaus
gleich besetzt, so ist die Wahrscheinlichkeit fiir Absorption genau so grofl wie die
fiir spontane Emission von Quanten. Dies wiederum bedeutet, dass netto kein
NMR-Signal gemessen werden kann. Bezeichnen wir die Zahl der Protonen in der
Probe, die sich im m=+1/2 Zustand befinden, mit N* und die Zahl der Protonen,
die sich im m=-1/2 befinden, mit NV, so ergibt sich aus der statistischen Mechanik
fiir den Quotienten der Besetzungszahlen N™ und N der beiden in Abb. 5.36 ge-
zeigten Zustéinde:

B,
N T (5.32)

N

Der Energieunterschied AE=gyun B, ist flir Protonen um ca. 3 GréBenordnungen
geringer als fiir Elektronen. In einem 'H-Experiment bei B=1 T erhilt man aus Gl.
5.32 fiir N/N" den Wert 1,0000001, d.h. bei einem System von 10°® Protonen fin-
det sich nur 1 Proton mehr im m/~+1/2 Zustand als im im m=-1/2 Zustand. Im
Fall der Gleichbesetzung gilt N'=N" und damit kann kein NMR-Signal gemessen
werden. Eine Gleichbesetzung der Zeeman-Levels erhidlt man durch die Einstrah-
lung von hoher Radiowellenleistung. Dieses bezeichnet man — wie {ibrigens auch
in der Elektonenspinresonanz (ESR) — als Séttigung des NMR-Signals.
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Atomkerne kénnen lhre Energie durch Spin-Gitter-Relaxation an die
Umgebung abgeben

Nach dem Absorptionsprozess wird die aufgenommene Energie auch in Form von
kinetischer Energie wieder an die umgebenden Atome abgegeben: Die Feld-
parallel ausgerichteten Kernspins klappen wieder um, sie relaxieren in den Grund-
zustand.

Die dabei frei werdende Energie wird in Form von kinetischer Energie an
die umgebenden Atome (z.B. in einem Kristall an die umgebenden Gitter-
atome) abgegeben. Die charakteristische Zeit fiir diesen Prozess wird als
Spin-Gitter-Relaxationszeit T bezeichnet.

Bezeichnen wir die Differenz N'- N als den Besetzungszahlunterschied AN und
AN,, als den Besetzungszahlunterschied im Gleichgewicht, so ergibt sich fiir die
zeitliche Anderung von AN:

dAN AN, — AN
:KI(ANeq _AN): 1 . (533)
dr T,

K=1/T ist eine fiir die Spin-Gitter-Relaxationszeit T; typische Rate. Aus GI. 5.33
kann bestimmt werden, wie schnell sich ein NMR-Signal nach Sittigung wieder
aufbaut. Setzen wir zum Zeitpunkt =0 den Besetzungsunterschied AN=0, also
Séttigung an, dann zeigt die folgende Lésung von Gl. 5.33 den zeitlichen Verlauf
von AN, wenn das Spinsystem sich selbst liberlassen wird:

AN = AN, (1 e ] (5:34)

Da die Linienintensitit im NMR-Spektrum proportional zu AN ist, kénnen so mit
Hilfe von zeitabhingigen NMR-Messungen nach erfolgter Sittigung der Ubergin-
ge Spin-Gitter-Relaxationszeiten bestimmt werden. Typische Werte von 7 liegen
im Bereich von 0,1 bis 10s.

Atomkerne tauschen durch Spin-Spin-Relaxation Energie aus

Ein einzelner Kern kann aber seine Energie auch verlieren, indem diese von einem
zweiten Kern in der Nihe aufgenommen wird. Dabei klappen die Spins beider
Kerne um.

Bei diesem Prozess wird keine Energie an die Umgebung abgegeben, es
wird vielmehr Energie zwischen den Atomkernen ausgetauscht. Diesen
Vorgang nennt man Spin-Spin-Relaxation, die charakteristische Zeit ist die
Spin-Spin-Relaxationszeit 7,. Sie ist vom Abstand der beiden Kernspins
abhingig.
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NMR-Gerédte kénnen mit kontinuierlichen und mit gepulsten
Radiowellen betrieben werden

In den meisten heutigen NMR-Geriten wird das magnetische Feld durch supra-
leitende Spulen erzeugt. Solche z.B. aus Niob-Titan-Legierungen gefertigte Spu-
len kénnen Felder mehr als 20 T erzeugen. Die zur Zeit grofiten NMR-Geréte ar-
beiten bei magnetischen Feldern von bis zu 21 T. Die Resonanzfrequenz fiir
Protonen betrigt bei solchen Geriiten 900 MHz.

Nahezu alle NMR-Geriite arbeiten bei einer festen Feldstirke B. Die absorbierte
Radiowellenintensitit wird als Funktion der Radiowellenfrequenz gemessen. Die
Aufnahme eines solchen einfachen NMR-Spektrums, im Folgenden mit /(1) be-
zeichnet, dauert einige Minuten und ist im Wesentlichen durch die Geschwindig-
keit der Datennahme bei einer festen Frequenz gegeben. Diese Art von Experi-
ment wird als engl. Continous-Wave- oder auch CW-NMR-Spektroskopie
bezeichnet.

Um eine schnellere Datenaquisition zu ermdglichen, wurde die gepulste NMR-
Spektroskopie entwickelt. Die Idee dabei ist, dass ein Radiowellenpuls mit einer
Frequenz v; und einer Linge ¢, gemif der Theorie der Fourier-Synthese als eine
Uberlagerung von Radiowellen verschiedener Frequenzen im Frequenzintervall

vaver I (5.35)

angesehen werden kann. Ein 100 us langer Rechteckpuls einer Radiowelle mit der
Frequenz 1, = 100 MHz enthilt also gemdfl Gl. 5.35 ein Frequenzband von v =
100 MHz +10 kHz. Durch Absorption eines solchen Pulses werden alle Kerne mit
Resonanzfrequenzen in diesem Frequenzband angeregt. Dadurch ldsst sich eine
wesentlich schnellere Datennahme erreichen.

GemailB der Theorie der Fourier-Transformation (s. Anhang) ldsst sich ein als
Funktion der Frequenz aufgenommenes Spektrum /(v) durch Anwenden der Fou-
rier-Transformation in ein zeitabhiéngiges Signal F(?) umwandeln. F(z) ldsst sich
wiederum in /(v} zuriicktransformieren. Mathematisch ausgedriickt bedeutet dies

F@o= [ 1(v)v. (5.36)

—0
und
XD

)= [e™ F(odr. (537)

—00
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Die Messung von F(#) kann nun innerhalb einiger Sekunden erfolgen. F(?)
ist die Fourier-Transformierte von I(v) und wird in der NMR als freier In-
duktionszerfall, engl. free induction decay oder FID, bezeichnet.

Wie wird nun ein gepulstes NMR Spektrum aufgenommen? Die Probe befindet
sich in einem starken Magnetfeld By. Die Richtung von B, bestimmt die Quanti-
sierungsachse, die z-Richtung unseres Koordinatensystems. Die Kernspins in der
Probe bevolkern die Energieniveaus E; und E, gemidB Gl. 5.32 (Abb. 5.37). Da
sich im Falle von Protonen mehr Spins parallel zum Feld ausrichten als antiparal-
lell, gilt N">N". Die Summe aller von den Protonenspins erzeugten magnetischen
Momente ist die Magnetisierung M, der Probe. Durch Anlegen eines kurzzeitig
wirkenden Hochfrequenz-Pulses B, in x-Richtung wird die Magnetisierung M, aus
der z-Richtung heraus in die x-y-Ebene geklappt (Abb. 5.38). Solch ein Hochfre-
quenzpuls wird als 90°-Puls bezeichnet. Endet der Puls, wird B, also abgeschaltet,
relaxiert die Magnetisierung wieder in die Gleichgewichtslage zuriick. Dabei pra-
zediert M, allerdings um die z-Achse.

sl[sW

Sender £,—-Q0000 Emplénger
2
10°%s

ie.9.0.0.0.00 0.8 ‘

E,

N J L N
Absorption Relaxation h FIiD
t

Fourier O Transformation

Abb. 5.37. Schematische Darstellung eines gepulsten NMR-Experiments. Ein 10 s andau-
ernder Mikrowellenpuls bewirkt Population aus dem Grundzustand mit der Energie E; in den
angeregten Kernspinzustand E,. Durch Relaxation geht das System wieder in den Grundzu-
stand tber und die Intensitit der abgestrahlten Strahlung wird als freier Induktionszerfall
(engl. free induction decay (FID)) als Funktion der Zeit # mit einer Empfangsspule gemessen.
Die Fourier-Transformation des FIDs ergibt das NMR-Spektrum mit der Resonanzfrequenz v
als Abszisse (Breckow u. Greinert 1994)
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Abb. 5.38 a-c. Relaxation nach einem 90°-Puls in einem um die z-Achse rotierenden Koor-
dinatensystem. Die Magnetisierung der Probe M, (bzw. das magnetische Moment eines
Kerns) ist parallel zum Magnetfeld B, ausgerichtet (a). Wird ein Radiowellenpuls mit der
Amplitude B, senkrecht zu By angelegt, so wird M, in die y-Richtung geklappt (b). Wird
der Puls abgeschaltet, so relaxiert M, wieder in Richtung By. Die zeitliche und rdumliche
Anderung von M, induziert in der Empfangsspule eine gedimpfte Wechselspannung, den
FID (c) (Breckow u. Greinert 1994)

Befindet sich eine Empfinger-Spule in der x-y-Ebene, so induziert die prizedie-
rende Magnetisierung der Probe in der Empfingerspule eine Wechselspannung
der Frequenz vy . Diese Wechselspannung nimmt mit der Zeit ab und verschwin-
det, wenn die Gleichgewichtslage (M, || z) erreicht ist. Die zeitlich abnehmende
Wechselspannung wird als fiee induction decay (FID) bezeichnet und ist die ge-
suchte Funktion F(?), die durch Fourier-Transformation (Gl. 5.37) mit Hilfe eines
Computers in das gesuchte NMR-Spektrum /() iiberfiihrt werden kann.

5.6.2 Strukturbestimmung von Biomolekiilen mit NMR-Spektroskopie

Die zur Strukturbestimmung von kleinen Molekiillen notwendigen spektralen Pa-
rameter sind die chemischen Verschiebungen, die skalaren Spin-Spin-
Kopplungskonstanten und die Intensitéten. Zur Strukturbestimmung von Proteinen
ist zusétzlich die Ausnutzung des Kern-Overhauser-Effekts unerlédsslich. Er gibt
Aussagen iiber Kerne, die sich innerhalb von 0,5 nm Abstand befinden und nicht
iiber skalare Spin-Spin-Kopplung wechselwirken.

Die Chemische Verschiebung ist charakteristisch fiir die Art der
chemischen Bindung

Unterschiedlich gebundene Atomkerne unterscheiden sich in ihren Resonanzfre-
quenzen, denn das externe Feld wird durch die Elektronen in Kernnihe im Allge-
meinen abgeschirmt. Das Feld B, induziert Kreisstrome in den Elektronenwolken,
und diese induzieren wiederum ein Feld am Kernort. Dieses Feld ist im Allgemei-
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nen dem externen Feld entgegengesetzt, was zu einer Verminderung des Feldes
Biory am Kernort fiihrt. Man spricht von Abschirmung des #uleren Feldes. Es
gibt aber auch die Moglichkeit einer ErhShung des duBeren Feldes, Entschir-
mung genannt. Bezeichnen wir o als Abschirmungskonstante, so 14sst sich Bjgy,
schreiben als

Biops = Bo(1-0). (5.38)

Fiir 6>0 erhalten wir Abschirmung und fiir <0 Entschirmung. Die Abschirmkon-
stante ist sehr klein und liegt im 10" Bereich, sie kann aber zu 1 % genau be-
stimmt werden.

Die Verschiebung der Resonanzfrequenzen ist abhéingig vom externen Feld B,
und deshalb wurde die feldunabhingige relative chemische Verschiebung &
(engl. chemical shiff) eingefiihrt. Bezeichnen wir die Resonanzfrequenz des Stan-
dards als Vsunare und die Resonanzfrequenz der Probe als vp,op, SO ergibt sich die
chemische Verschiebung als

5= VStandard ~ Y Probe (539)
VStandard

J ist eine dimensionslose GroBe und wird iiblicherweise in Einheiten von 107
(ppm, parts per million) angegeben.

Die Intensitét einer Resonanz im NMR-Spektrum ist proportional zur
Zahl der Kerne

Betrachten wir als Beispiel das '"H-NMR-Spektrum von Methanol (Abb. 5.39).
Das Spektrum besteht aus zwei Resonanzen (auch peaks genannt). Das Verhiltnis
der Flidchen unter diesen Resonanzen betrigt 1:3. Es liegen also 3-mal so viel
Protonen mit einer chemischen Verschiebung von ca. 3 ppm, der Resonanz der
CH;-Protonen, vor wie solche mit ca. 10 ppm, der chemischen Verschiebung der
OH-Protonen. Durch Integration von Resonanzen ist es also moglich, die Anzahi
der H-Atome in den jeweiligen chemischen Gruppen zu bestimmen, denn H-
Atome in einer chemischen Gruppe besitzen identische Bindungseigenschaften
und damit identische chemische Verschiebungen.

™S

CHy Abb. 5.39. Schematische Darstellung ei-

nes 'H-NMR-Spektrums von Methanol.
Die im Verhiltnis 3:1 stchenden Flichen
unter den beiden Resonanzen représentie-
ren die Anzahl der H-Atome in der CH;-

L und in der OH-Gruppe. Als interner
1|0 i L ,l, 2' IE, Standard ist Tetramethylsilan (TMS) bei

Chemische Verschiebung (ppm) 0 ppm gezeigt

Intensitat

OH
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Kernspins koppeln durch Austauschwechselwirkung entlang von
chemischen Bindungen

Das magnetische Moment eines Kerns kann die Bindungselektronen seines
Atoms polarisieren. Dies wiederum fiihrt dazu, dass auch die Elektronenhiille des
Nachbarkerns polarisiert wird, was eine Anderung des Magnetfelds am Nachbar-
kern verursacht. Dieses Phinomen wird skalare Spin-Spin-Kopplung genannt.
Sie fithrt zu einer Aufspaltung der Resonanz in Multipletts, und zwar abhéngig
von der Zahl der wechselwirkenden Kerne und deren Kernspins (Abb. 4.40).

a +——p >

+—— Chemische Verschiebung (ppm)

b CH3

Intensitat

Chemische Verschiebung (ppm)

Abb. 5.40 a,b. Zwei Protonen koppeln iiber direkte skalare Spin-Spin-Kopplung. Es wird
eine Aufspaltung der Resonanzen in Dupletts beobachtet. Die Aufspaltung wird als Kopp-
lungskonstante J bezeichnet (a). Werden alle Spuren von Wasser im Methanol (Abb. 5.39)
entfernt und das "H-NMR-Spektrum in hoher Auflésung gemessen, beobachtet man eine
Aufspaltung der Resonanzen in Multipletts (Erklirung siehe Text). Das durch die CHj-
Gruppe verursachte Duplett verschwindet in Anwesenheit von Spuren von Wasser, da die
Protonen der CHs-Gruppe mit den Protonen des Wassers austauschen (b)
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Die skalare Spin-Spin-Kopplung fiihrt zu einer Aufspaltung der NMR-Resonanz
in 2nf+1 Linien, wobei / der Kernspin des NMR-Isotops und » die Anzahl der mit
dem Kernspin / wechselwirkenden Kerne angibt. Die Aufspaltung zwischen zwei
benachbarten Linien in einem Multiplett ist gerade gleich der Spin-Spin-
Kopplungskonstante J, dic in der Einheit Hertz angegeben wird. Diese Aufspal-
tung ist unabhéingig von der magnetischen Feldstirke.

Ein Proton mit /=1/2, das iiber Spin-Spin-Kopplung mit einer benachbarten
Methylgruppe wechselwirkt, zeigt im NMR-Spektrum ein Quartett. Die relativen
Intensitéiten dieses Multipletts sind durch die Binomialkoeffizienten gegeben. Man
beobachtet also Intensititsverhiltnisse von 1:1 fiir ein Duplett, 1:2:1 fiir ein Tri-
plett und 1:3:3:1 fiir ein Quartett. Wird das in Abb. 5.39 gezeigte NMR-Spektrum
von getrocknetem Methanol mit hdherer Auflésung gemessen, so beobachtet man
eine Aufspaltung der Resonanzen der OH-Gruppe in ein Quartett (s. Abb. 4.40b).
Das Proton der OH-Gruppe wechselwirkt iiber skalare Spin-Spin-Kopplung mit
den 3 Protonen der CH;3-Gruppe. Mit dem Kernspin des Protons /=1/2 erhalten wir
also fiir die drei Protonen der Methylgruppe 2/-3+1=4 Linien. Die Resonanz der
Methylprotonen bei 3 ppm spaltet in ein Duplett auf (2/-1+1=1), da diese nur mit
zwei Spineinstellungen der OH-Protonen iiber skalare Spin-Spin-Kopplung wech-
selwirken.

Um skalar Spin-Spin-gekoppelte Spektren zu vereinfachen, geht man folgen-
dermallen vor: Durch Einstrahlung von Radiowellen mit hoher Leistung und einer
Resonanzfrequenz, die genau z.B. der Resonanzfrequenz der Protonen der Me-
thylgruppe in Abb. 4.40b entspricht, werden diese Resonanzen gesittigt. Dies
fiihrt nicht nur zum Verschwinden der Resonanz der Methylgruppe, sondern auch
zum Verschwinden des Quartett-Aufspaltung der OH-Gruppe. Diese Technik wird
als als Entkopplung bezeichnet.

Benachbarte Kernspins koppeln (iber Dipol-Dipol-Wechselwirkung
durch den Raum

Neben der skalaren Spin-Spin-Kopplung iiber chemische Bindungen wechselwir-
ken benachbarte Kerne auch durch den Raum tiber das von den beiden Kernen er-
zeugte magnetische Feld. Diese Dipol-Dipol-Wechselwirkung fiihrt zur Spin-
Spin-Relaxation, die durch die Relaxationszeit T, gekennzeichnet ist.

Sind die beiden Kerne nicht iiber skalare Spin-Spin-Kopplung gekoppelt, aber
doch in einem Abstand von r<0,5 nm voneinander, so verursacht die Spin-Spin-
Relaxation einen Effekt, der eine Schliisselrolle bei der Aufklirung von Protein-
strukturen einnimmt. Wird die Resonanz des Kerns S durch Einstrahlung von Ra-
diowellen der Resonanzfrequenz von S gesittigt, so kann die NMR-Intensitét ei-
nes sich in der Nihe befindenen Kerns 7, zu- oder auch abnehmen. Dieser Effekt
wird als Nuklearer Overhauser-Effekt (NOE) bezeichnet.

Wir bezeichnen die Intensitit des vom Kern 7, verursachten NMR-Peaks mit 7.
Nach der Storung des Besetzungszahlverhiltnisses des sich in Nachbarschaft be-
findenen Kerns S #dndert sich 7, auf den Wert /. Der fiir den Spin J, beobachtete
NOE ist dann definiert als
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=Ty 100, (5.40)

1, (S): ]

Der NOE zwischen zwei Kernspins ist abstandsabhiingig. Bezeichnen wir den Ab-
stand der iiber Dipol-Dipol-Wechselwirkung miteinander wechselwirkenden Ker-
ne mit 7, so ergibt sich

m;,(8)= 1z )= (5.41)

Die Funktion f{z.) beschreibt die Modulation der Dipol-Dipol-Kopplung durch zu-
fillige Prozesse innerhalb einer Korrelationszeit 7. Der Wert von f{z,) ist charak-
teristisch fiir eine Kernsorte, aber theoretisch schwer zu bestimmen. Aus diesem
Grund wird f{7,) durch Eichexperimente an Kernen mit bekannten Abstinden be-
stimmt.

In der Strukturaufklirung wird der NOE dazu benutzt, um zu entscheiden, wie
grof} der Abstand zweier Kerne i und s zu einem dritten Kern 7 der gleichen Sorte
ist. Wird bei einer Frequenz v; bzw. v; eingestrahlt und die Anderung der Intensi-
tét der Resonanz des Kerns ¢ gemessen, so ergibt sich fiir das Verhéltnis der NOEs
fir den Fall, dass sowohl das Kernpaar it und st gleiche Korrelationsfunktionen
besitzt als auch zwischen 7 und s kein NOE vorliegt:

M _ (Lsr_f (5.42)

st Fit

In Gl. 5.42 ist strukturelle Information enthalten. Ist z.B. der Abstand r, aus
Eichmessungen bekannt, so kann mit Hilfe von Gl. 5.42 der Abstand der Kerne i
und ¢ bestimmt werden. Sind wiederum andere Kerne mit Kern i iiber NOEs ver-
kniipft, so ergibt sich ein Netz von Atomabstinden. Jede z.B. durch Energiemini-
mierung gefundene Struktur des untersuchten Molekiils muss dieses Netz von
Atomabstinden aufweisen. Diese Bedingungen werden bei der Strukturermittlung
constraints genannt.

Strukturauftkldrung mit mehrdimensionaler NMR-Spektroskopie:
Hochfrequenzpulse detektieren Wechselwirkungen zwischen dicht
benachbarten Kernen

Ein Protein mit mehr als 100 Atomen zeigt eine Vielzahl von Signalen im 'H-
NMR Spektrum. Es ist nahezu unméglich, Abstinde zwischen Protonen aus solch
einem Spektrum abzuleiten. Die Arbeiten von Ernst fiihrten zur Entwicklung der
mehrdimensionalen NMR-Spektroskopie, die auf den ersten Blick wesentlich
komplizierter erscheint als die eindimensionale NMR, aber den Vorteil hat, dass
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skalare Kopplungen und NOEs von dicht benachbarten Atomen direkt aus den
Spektren entnommen werden kénnen.

Zweidimensionale NMR-Spektren besitzen zwei Frequenzachsen mit @; und
@,;. Das NMR-Signal /(w;, @) wird in der dritten Dimension aufgetragen. Ein
COSY- (Correlated spectroscopy) Experiment z.B. wird mit Hilfe von zwei 90° —
Pulsen erzeugt. Bei der Aufhahme eines COSY-Spektrums wird fiir jede Zeit zwi-
schen den Pulsen ¢, ein von der Zeit ¢, abhéngiger FID beobachtet. Man erhilt al-
so eine zweidimensionale Matrix G(t;,¢;). Durch eine zweidimensionale Fourier-
Transformation, die per Computer durchgefiihrt wird, erhélt man das zweidimen-
sionale NMR-Spektrum:

o0 0

1(0)1,(()2 ): J‘ J‘G(tl ,t2 )eﬁiwlteﬁiwztdtzdfl .

—00 —00

(5.43)

Die Hauptdiagonale eines 'H-COSY-Spektrums entspricht der eines konventio-
nellen 'H-NMR-Spektrums. Es finden sich aber auch Signale auBerhalb dieser

v

cosy

<«— O (ppm)

<«— & (ppm)

Abb. 5.41. Schematische Pulsfolge eines COSY-'H-NMR-Experiments und Darstellung ei-
nes COSY-Spektrums. Die chemische Verschiebung ist mit 8 bezeichnet (s. S. 188). Nach
dem ersten 90°-Radiowellenpuls erfolgt ein zweiter 90°-Puls, Detektionspuls genannt, nach
der Zeit ¢;. In Abhiingigkeit von der Zeit ¢, wird der FID beobachtet. Die Diagonale des so
erhaltenen 2-dimensionalen COSY-Spektrums entspricht dem 1-dimensionalen Spektrum aus
Abb. 5.40. Da die Protonen 1 und 2 iiber skalare Spin-Spin-Kopplung wechselwirken, sind
Kreuzresonanzen zu beobachten
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Abb. 5.42. Schematische Pulsfolge eines NOESY-'H-NMR-Experiments und Darstellung
des entsprechenden NOESY-Spektrums. Die chemische Verschiebung ist mit 6 bezeichnet
(s. S. 188). Nach dem ersten 90°-Radiowellenpuls erfolgt ein zweiter 90°-Puls, der die Ma-
gnetisierung wieder in die urspriingliche Richtung zuriickklappt. Nach der Mischzeit ¢,
wird ein Detektionspuls angelegt und in Abhingigkeit von der Zeit 7, wird der FID beob-
achtet. Die Diagonale des so erhaltenen 2-dimensionalen NOESY-Spektrums entspricht ei-
nem 1-dimensionalen Spektrum, das von 4 Protonen mit unterschiedlicher chemischer Ver-
schiebung verursacht wird. Die Intensitéten der Kreuzpeaks sind proportional zum NOE
zwischen den Protonen, die nicht weiter als ca. 0,6 nm voneinander entfernt sind und nicht
iber direkter Spin-Spin-Wechselwirkung koppeln (siehe Text)

Diagonalen. Diese symmetrisch zur Diagonale liegenden Signale werden Kreuzsi-
gnale oder Kreuzpeaks genannt und geben Aufschluss dariiber, welche Kerne mit-
einander durch skalare Spin-Spin-Wechselwirkung miteinander koppeln. Es sind
genau die Kerne, die Resonanzen auf den durch die Kreuzpeaks gehenden Hori-
zontalen und Vertikalen besitzen (Abb. 5.41).

Ein NOESY-Spektrum erhilt man durch ein drei-Puls-Experiment. Der erste
90°-Puls rotiert die Magnetisierung in die x-y-Ebene. Ein zweiter 90°-Puls rotiert
die Magnetisierung wieder in die z-Richtung. Jetzt erfolgt eine Umbesetzung der
Kemniveaus durch Kreuzrelaxation wihrend der Mischzeit ¢,. Ein dritter 90°-Puls
rotiert die Magnetisierung wieder in die x-y-Ebene und dann wird in Abhéngigkeit
von der Zeit ¢, der FID detektiert. Genau wie im COSY-Spektrum zeigen
Kreuzpeaks Korrelationen zwischen den Kernen an: Die Dichte der Hohenlinien
in einem 2D-NOESY-Spektrum in Abb. 5.42 ist proportional zum NOE zwischen
den jeweiligen Kernen. Die die Signale 1 und 2 erzeugenden Protonen sind un-
mittelbar benachbart. Die geringere Intensitit der Kreuzpeaks von Proton 2 und 3
zeigt, dass diese beiden Protonen weiter entfernt sind. Zwischen 2 und 4 sind kei-
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ne Kreuzpeaks zu finden, diese Protonen sind also weiter als 0,5-0,6 nm vonein-
ander entfernt.

In einer Polypeptidkette gibt es zwischen benachbarten Aminosiureresten
rdumlich eng zusammenliegende Paare von Wasserstoffatomen. Jeder Aminoséu-
rerest besteht aus einem Amidproton (H"), einem a-Proton (H*) und den Seiten-
kettenprotonen. Diese weisen, falls sie iiber drei oder weniger Bindungen ver-
kniipft sind, direkte Spin-Spin-Kopplung im 'H-NMR-Spektrum auf (Abb. 5.43).
Wasserstoffatome, die sich in benachbarten Aminosdureresten befinden, sind
durch wenigstens vier kovalente Bindungen getrennt und weisen damit keine ska-
lare Spin-Spin-Kopplung auf. Sie kdnnen aber NOE zeigen, wenn sie einen Ab-
stand d von weniger als 0,5-0,6 nm einnehmen. Dies ist in Abb. 5.43 fiir dyy und
d v gezeigt. Die Auswertung von 'H-NOEs liefert Abstinde von ungefihr 0,2 bis
0,6 nm. Treten NOEs zwischen Wasserstoffatomen auf, die nicht in aufeinander-
folgenden Aminoséureketten liegen, so bedeutet dies, dass die Polypeptidketten
sich genau zwischen diesen Wasserstoffatomen in einem Abstand von maximal
0,6 nm nahekommen. Je groBer die Anzahl solcher NOEs, desto besser lésst sich
die Struktur eines Proteins eingrenzen, die mit den gemessenen rdumlichen Ein-
schrinkungen (constraints) vertretbar ist.

Um die Struktur eines Proteins mit Hilfe von NMR zu 16sen, werden diese Ein-
schrankungen zusammen mit der Sequenz des Proteins mit Hilfe von Computer-
programmen ausgewertet. Allerdings reichen COSY- und NOESY-Spektren allein
nicht aus, um alle ndtigen Abstinde zu ermitteln, dazu miissen noch weitere auch
heteronukleare mehrdimensionale NMR-Spektren gemessen und ausgewertet wer-
den (Wiithrich 1986, 2003). Ein unverzichtbares Hilfsmittel ist dabei die in Kap.
4.2.1 und 4.2.2 erlduterte Energieminimierung der durch NMR erhaltenen Struktu-
ren.

Abb. 5.43. Zuordnung der 1H-NMR-Signale von Proteinen. Die gepunkteten Linien in der
Strukturformel eines Valin(V)-Alanin(A)-Dipeptidsegment in einer Polypeptidkette verbin-
den Wasserstoffatome, die durch maximal drei Bindungen getrennt sind und daher tiber
skalare Spin-Spin-Kopplung wechselwirken. Die gestrichelten Pfeile verbinden Paare von
Wasserstoffatomen in benachbarten Aminosiureresten, die weniger als 0,6 nm voneinander
entfernt sind und deshalb NOEs zeigen (Wiithrich 2003)
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Abb. 5.44. lllustration zur Ableitung von Strukturinformationen aus NOE-Abstands-
informationen. Die schematisch dargestellte Polypeptidkette mit den durch N und C mar-
kierten Enden liefert das abgebildete 2D-[1H, I H]-NOESY-Spektrum. Die Signale der bei-
den durch Kreise markierten Wasserstoffatome sind auf der Diagonalen gekennzeichnet.
Die Tatsache, dass sie ein verkniipfendes NOESY-Kreuzsignal aufweisen, bedeutet, dass0
diese Wasserstoffatome rdumlich benachbart sein miissen (Wiithrich 2003)
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6 Anwendungen von kernphysikalischen
Methoden in der Biologie

Unsere heutigen Kenntnisse iiber die Reaktionszyklen der Zellatmung und der
Photosynthese stiitzen sich zum grofien Teil auf Arbeiten, die in den fiinfziger und
sechziger Jahren des letzten Jahrhunderts mit Hilfe von radioaktiv markierten
Molekiilen durchgefiihrt wurden (Simon 1978). Fiir die Markierung von Substan-
zen werden zwar in den letzten Jahren vermehrt fluoreszierende Molekdile einge-
setzt, die Anwendung von radioaktiv markierten Substanzen spielt in der bioche-
mischen Grundlagenforschung, z.B. in der Chromatographie oder der Sequenzier-
ung von DNA, aber nach wie vor eine wichtige Rolle. Mit Hilfe von kernspektro-
skopischen Methoden lassen sich ebenfalls biologische Fragestellungen beant-
worten. Streng genommen ist auch die in Kap. 5.7 behandelte NMR eine kern-
spektroskopische Methode. In diesem Kapitel wollen wir uns auf eine kurze
Darstellung der Mo3bauer-Spektroskopie beschrianken, die speziell fiir die Unter-
suchung von Eisen in der Biologie hervorragend geeignet ist.

6.1 Radioaktive Tracer: Kontrolliertes Markieren von
Substraten mit Isotopen ergibt Informationen tiber
Reaktionsmechanismen

Isotope eines Elements besitzen die gleiche Kernladungszahl, unterscheiden sich
aber in der Massenzahl voneinander. Alle Isotope eines Elements besitzen also
dieselbe Anzahl von Protonen im Kern und damit auch dieselbe Anzahl von Elek-
tronen in der Atomhiille. Es gibt stabile und radioaktive Isotope; beide Arten von
Isotopen werden dazu eingesetzt, Molekiile zu markieren. Somit lassen sich Reak-
tionswege von mit Isotopen markierten Atomen, Atomgruppen oder Molekiilen
verfolgen.

Der Nachweis von stabilen Isotopen erfolgt mit Massenspektroskopie und z.T.
auch mit Ultrazentrifugation. Die beim Zerfall von radioaktiven Isotopen aufire-
tende o, B- oder y-Strahlung kann sehr leicht mit Detektoren wie Zihlrohren und
Szintillatoren nachgewiesen werden. Die Markierung mit radioaktiven Isotopen ist
eine der empfindlichsten Messmethoden {iberhaupt, es kénnen noch radioaktiv
markierte Substanzen im Bereich von bis zu 10™° g nachgewiesen werden.
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6.1.1 Mit Hilfe des stabilen Sauerstoffisotops "0 wurde die
Wasserspaltung in der Photosynthese bewiesen

Zwanzig Jahre, nachdem van Niel die Hypothese aufgestellt hatte, dass Pflanzen
Wasser als Wasserstoffquelle spalten und dabei als Nebenprodukt Sauerstoff frei-
setzen, konnte diese Aussage mit Hilfe von Markierungsexperimenten mit dem
stabilen Sauerstoffisotop '*0O verifiziert werden. Sauerstoff kommt mit der relati-
ven Hiufigkeit von 99,7587% in der Natur als '°0 vor. Die Sauerstoffisotope O
und '*0 kommen nur zu 0,0374 bzw. 0,0239% vor. Erst die Entwicklungen von
Ultrazentrifugen machte es moglich, Isotopengemische zu trennen und Isotope in
gewiinschter Art und Weise anzureichern.

Um den Reaktionsweg des Sauerstoffwassers bei der Photosynthese zu verfol-
gen, wurden Pflanzen mit HZISO versorgt. Eine anschlieBende massenspektrosko-
pische Analyse zeigte, dass sich *O nur im molekularen Sauerstoff nachweisen
lief:

CO, + 2H,"*0 - CH,0 + H,0 + 0,

Weitere Experimente bewiesen, dass ein Sauerstoffatom des Kohlendioxids in
Zucker und das andere in ein Wassermolekiil eingebaut wird.

C'"*0, +2H,0 —» CH,"*0 + H,'*0 + 0,
Damit war die Hypothese von van Niel bewiesen. Weitere Versuche mit Isotopen
des Wasserstoffs und des Kohlenstoffs konnten das Schicksal aller beteiligten
Atome aufkldren (Abb. 6.1).
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Abb. 6.1. Der Sauerstoff des Kohlendioxids wird bei der Photosynthese zur Hilfte in Zuk-
ker und zur Hilfte in Wasser eingebaut. Der bei der Wasserspaltung frei werdende Sauer-
stoff wird in molekularen Sauerstoff umgewandelt
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6.1.2 Mit Hiife des radioaktiven Kohlenstoffisotops "“C wurde die
CO,-Fixierung in der Photosynthese griiner Pflanzen
untersucht

Der zeitliche Verlauf der Anzahl der radioaktiven Kerne N(?) berechnet sich aus
der Anzahl der radioaktiven Kerne N, zum Zeitpunk =0 nach

N(t)=Nye ™. (6.1)

Dabei ist A die Zerfallskonstante, dic mit der Halbwertszeit 7;,, der Zeit, nach
der die Hilfte der radioaktiven Kerne zerfallen ist, {iber

n2
Ty =— 6.2
/2= (6.2)

verkniipft ist. Melvin Calvin und seine Mitarbeiter setzten griine Algen radioakti-
vem Kohlendioxid (**CO,) aus, belichteten die Algen einige Sekunden lang, tote-
ten dann die Zellen ab und suchten mit chromatographischen Methoden nach Me-
taboliten, die radioaktives *C enthielten (Calvin 1964). Das Isotop '*C besitzt eine
Halbwertszeit von 5760 Jahren, verliert also wihrend eines Experimentes von ei-
nigen Tagen nur einen sehr kleinen Teil seiner Aktivitit. Das radioaktive Kohlen-
stoffisotop “C ist ein B-Strahler. Uberraschenderweise fanden sie nur eine radio-
aktive markierte Verbindung, 3-Phosphoglycerat. Damit hatten Calvin und
Mitarbeiter den ersten Schritt der Dunkelreaktion der Photosynthese, die Kohlen-
stofffixierung, gefunden. Das Enzym, das den Einbau von CO, in 3-
Phosphoglycerat katalysiert, ist die Ribulose-1,5-biphophat-Carboxylase auch Ru-
bisco genannt. Rubisco in den Chloroplasten von Pflanzen und photosynthetisie-
renden Bakterien ist das hdufigste Enzym in der Biosphére.

6.1.3 Audioradiographische Verfahren erlauben die Lokalisation von
radioaktiv markierten Bereichen

Das Aufbringen eines Films mit einer Photoemulsion und die anschlieBende
Schwirzung der radioaktiv bestrahlten Bereiche erlaubt es, z.B. radioaktive Bezir-
ke in Geweben zu erkennen.

Mit dieser Methode kénnen Orte von radioaktiv markierten Proteinen, Hormo-
nen oder auch radioaktiven Metallen innerhalb von Zellgewebe ermittelt werden.
Aber auch der Nachweis von radioaktiv markierten Substanzen bei der Anwen-
dung von chromatographischen Methoden lésst sich mit Hilfe von audioradiogra-
phischen Methoden durchfithren. Um radioaktiv markierte Substanzen in einem
Chromatogramm nachzuweisen, wird ein Film auf eine chromatographische Platte
gelegt. Eine Schwirzung des Films tritt nur bei radioaktiv markierten Banden auf.

Dieses Verfahren wurde auch von Melvin Calvin und seinen Mitarbeitern in
den oben beschriebenen Experimenten angewendet. Wurden die Algen nicht nur
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einige Sekunden, sondern ca. 20 Sekunden mit Licht bestrahlt, so ergab die Unter-
suchung des Algenextrakts mit zweidimensionaler Papierchromatographie und
Autoradiographie, dass bereits mehr als 20 Verbindungen radioaktiv markiert wa-
ren. Der Reaktionszyklus der Dunkelreaktion der Photosynthese beginnt also im
Zeitbereich von einigen wenigen Sekunden mit der Fixierung von CO, durch Ru-
bisco und l4uft dann im nach Melvin Calvin benannten Calvin-Zyklus im Zeit-
bereich von einigen 10 s ab.

6.1.4 Radioimmunoessays dienen zum Nachweis von geringsten
Mengen biologischer Substanzen

Organismen bilden fiirr kérperfremde oder auch korpereigene Substanzen wie z.B.
Hormone Antikorper aus. Antikorper sind Proteine, die hochspezifische Bin-
dungsstellen fiir eine bestimmte Substanz, das Antigen, besitzen. Mit Hilfe des
Radioimmunoessays ist es moglich, geringste Mengen von Antigenen zu detek-
tieren. Oestrogene im Blut lassen sich so noch nachweisen, selbst wenn sie in Spu-
ren von wenigen Nanogramm auftreten. Auch zum Nachweis von Amphetaminen
im Urin ist diese Methode geeignet (Winter u. Noll 1989).

Ein Radioimmunoessay enthilt eine Losung mit radioaktiv markierten Antige-
nen. Bei einem kompetetiven Radioimmunoessay befinden sich in der zu messen-
den Probe und in einer Referenzprobe eine bekannte Anzahl von radioaktiv mar-
kierten Antigen. Gibt man nun zu beiden Proben eine bekannte Anzahl von
Antikorpern hinzu, so bilden sich in der Referenzprobe nur radioaktive Antigen-
Antikorper-Komplexe, da keine nicht-radioaktiven Antigene vorhanden sind. Be-
finden sich in der zu messenden Probe nicht-radioaktiv markierte Antigene, so
konkurrieren diese mit den radioaktiv markierten Antigenen um die Bindungs-
stellen der zugegebenen Antikorper. Sind also in der zu messenden Probe ur-
spriinglich nicht-radioaktive Antigene vorhanden gewesen, so ist die Anzahl der
radioaktiv-markierten Antigen-Antikoérper-Komplexe in der zu messenden Probe
geringer als in der Referenzprobe. Trennt man die Antigen-Antikérper-Komplexe
von den Proben ab, so ergibt die Differenz der Radioaktivitit der Fraktionen aus
der zu messenden und der Referenzprobe ein MaB fiir die Zahl der urspriinglich
vorhandenen Antigene. Durch Vergleich mit Proben bekannter Antigen-
Konzentrationen kann so die Konzentration der Antigene in der zu messenden
Probe ermittelt werden.

6.2 M6Rbauer-Spektroskopie: Eine kernphysikalische
Methode zur Ermittlung des dynamischen Verhaltens,
der Spinzustinde und der Valenzen von Eisenzentren
in Biomolekiilen

Die MoBbauer-Spektroskopie ist eine Kernspektroskopie, die Anwendungen in
den Materialwissenschaften, der Chemie und nicht zuletzt in der Biologie gefun-
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den hat (Giitlich et al. 1978; Kalvius u. Parak 1978). Zur Charakterisierung von
Eisenzentren in Proteinen (wie z.B. Myo- oder Hdmoglobin) bietet die MéBbau-
er-Spektroskopie die Moglichkeit, sowohl die elektronischen (Schiinemann u.
Winkler 2000) wie auch die dynamischen Eigenschaften (Parak 2003) des Eisen-
zentrums zu studieren. Die Energie des Kerniibergangs des Isotops ’'Fe vom
Grundzustand mit Kernspin /=1/2 zum ersten angeregten Zustand mit /=3/2 be-
trigt 14,4 keV. Durch die Hyperfeinwechselwirkung des Eisenkerns mit der Elek-
tronenhiille wird dieser Energieunterschied beeinflusst, und zwar in einem typi-
schen Energiebereich von 10 eV. Der Eisenkern wird also wie in der NMR als
Sonde flir Verdinderungen in der Elektronenhiille benutzt. Das Problem ist aller-
dings: Wie soll man einen so geringen Energieunterschied im Bereich von 10 eV
bei einem Energietibergang von 14,4 keV messen?

6.2.1 MoRbauer-Spektroskopie beruht auf riickstoBfreier Resonanz
von y-Quanten an Kernen

Betrachten wir einen freien >’Fe-Kern, der ein y-Quant aussendet (Abb. 6.2). Die
Energie E’, die durch den Ubergang vom angeregten Kernzustand E° in den
Grundzustand E® zur Verfiigung steht, steht nicht voll dem y-Quant zur Verfli-
gung, da neben der Energieerhaltung auch die Impulserhaltung erfiillt sein muss.

—— E
E
QW ‘
eV
E, o Eq
— > _
Ep Keine Resonanzabsorption !
STg, 2
) 8 8 8 5 8 8 8 Resonanzabsorption !
888 VWV 888

Abb. 6.2. Ein energetisch angeregter °’Fe-Kern sendet ein y-Quant aus. Der Impulserhal-
tungssatz verlangt, dass die beim Ubergang zur Verfligung stehende Energie £ nicht ganz
auf das y-Quant, sondern teilweise als RiickstoBenergie auf den Kern iibertragen wird. Das-
selbe gilt bei Absorption. Ist das Eisenatom aber fest in ein Kristallgitter eingebaut, so ist
die RiickstoBenergie nahezu null und Resonanzabsorption kann erfolgen
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Der *’Fe-Kern erleidet einen Riicksto und damit wird ein Teil der Energie £’ in
kinetische RiickstoBenergie des Kerns Er umgewandelt. Dieser Vorgang ist mit
dem Abschuss einer Kanone vergleichbar. Hier dient eine Lafette dazu, die Riick-
stoenergie der Kanone aufzunehmen. Wenn das ausgesendete y-Quant mit der
Energie Ep nun auf einen anderen S"Fe-Kern trifft, so kann es nicht absorbiert
werden, da die Energie des y-Quants Ej, kleiner ist als die zum Ubergang benétigte
Energie E”. Es findet keine Resonanzabsorption statt.

Sind das Eisenatom und damit auch der Eisenkern aber in einem Gitter einge-
baut, so wird der gesamte Riickstol von dem das Eisenatom umgebenden Gitter
aufgenommen, die Riickstoenergie £y ist nahezu null. Damit ist die Energie des
y-Quants gleich E’. Trifft das y-Quant nun auf einen *’Fe-Kern, der sich ebenfalls
in einem Gitter befindet, so findet Resonanzabsorption statt.

Dieser Effekt wurde von R.L. MéBbauer 1953 entdeckt. Die Wahrscheinlich-
keit fir Resonanzabsorption ist durch den Méfbauer-Lamb-Faktor f; gegeben:

fL = e_K2<x2>. (6.3)

Dabei bezeichnet <x*> das mittlere Quadrat der Auslenkung des Kerns parallel zur
Ausbreitungsrichtung des y-Quants. Die GréBe K ist der Betrag des Wellenvektors
| K [=27/A des y-Quants, wobei A die Wellenldnge des y-Quants bezeichnet. Die
Stirke von <x”> hingt von der Bindungsstirke des Eisens ab. Metallische Eise-
natome sind relativ fest im Kristallgitter eingebettet, was bedeutet, dass <x*> klein
ist und umgekehrt f; relativ grof3 ist (f; flir metallisches Eisen bei 300K ist ca.
0,7). Ein *’Fe Atom in einem Protein ist bei Raumtemperatur relativ schwach ge-
bunden und es gilt /;=0, so dass kein MoSbauer-Effekt auftreten kann. Aus diesem
Grund werden biologische Proben standardmiBig als gefrorene Losungen bei
T=T7K oder sogar tieferen Temperaturen untersucht,

Um ein Spektrum aufzunehmen, muss die Energie der y-Quanten variiert wer-
den konnen. Dies wird dadurch erreicht, dass die Quelle auf einer Art Lautspre-
cherantrieb montiert wird, der sich hin und her bewegt (Abb. 6.3). Durch den
Doppler-Effekt erhoht sich nun die Energie des y-Quants, wenn der Antrieb sich
zur Probe hin bewegt, und erniedrigt sich dementsprechend, wenn die Quelle von
der Probe weg bewegt wird. Aus diesem Grund wird auf der Abszisse eines MoB-
bauer-Spektums die Geschwindigkeit der Quelle v aufgetragen.

Antrieb mit Detektor
Quelle
o Abb. 6.3. Prinzip eines MoBbauer-
A Spektrometers
[N 'll|| "l.l L

Cryostat
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Abb. 6.4. MoBbauer-Spektrum von deoxygeniertem Myoglobin. Das Eisen liegt als Fe(II)
im Spinzustand S=2 vor. Die Minorititskomponente représentiert eine Verunreinigung der
Probe mit CO-ligandiertem Myoglobin

Die Abb. 6.4 zeigt das MoBbauer-Spektrum von deoxygeniertem Myoglobin. Be-
wegt sich die Quelle von der Probe weg (negative Geschwindigkeit), so beobach-
tet man keine Absorption von y-Quanten, die relative Transmission ist eins. Bei
einer Geschwindigkeit von v;=-0,2 mms™! beobachten wir die Absorption von y-
Quanten, die relative Transmission nimmt ab. Wird v weiter zu positiven Ge-
schwindigkeiten erhoht, so erfolgt erneut keine Absorption. Bei einer positiven
Geschwindigkeit von v,~+2,0 mms™ beobachten wir eine zweite Resonanz. Solch
ein Spektrum mit zwei Resonanzen wird auch als Duplett-Spekirum bezeichnet.
Es ist durch zwei Parameter gekennzeichnet: Die Isomerieverschiebung 3 ist der
Wert der Geschwindigkeit an der Spiegelachse des Dupletts (5=(vy+v;)/2). Die
Quadrupolaufspaltung AE; ist gleich der Differenz der Geschwindigkeiten der
Resonanzen ( AEg= v;-v;).

6.2.2 Die Parameter Isomerieverschiebung, Quadrupolaufspaltung
und magnetisches Hyperfeinfeld sind charakteristisch fiir Valenz-
und Spin-Zustand des M6Rbauer-Atoms

Isomerieverschiebung

Die physikalische Ursache fiir die Beobachtung der Isomerieverschiebung ist die
elektrische Monopolwechselwirkung zwischen Kern und Elektronenhiille. Diese
Wechselwirkung beeinflusst die Energieniveaus des Kerns nur im Bereich von ca.
10" eV wie in Abb. 6.3 gezeigt wird. Trotzdem ist dieser Einfluss durch den
MoBbauereffekt messbar. Die Isomerieverschiebung bietet insbesondere die Mdg-
lichkeit, Oxidationszustinde von Eisenzentren in Biomolekiilen zu bestimmen
(Abb. 6.5).
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Abb. 6.5 a,b. Die Isomerieverschiebung erklért sich durch die Anwesenheit von elektri-
scher Monopolwechselwirkung mit den kernnahen s-Elektronen und die daraus resultieren-
den Verschiebungen der Energieniveaus des *’Fe-Kerns (a). Anhand der Isomerieverschie-
bung ldsst sich der Oxidationszustand des Eisenatoms bestimmen (b) (Giitlich et al. 1978)

In Kap. 3 haben wir gezeigt, dass es eine gewisse Wahrscheinlichkeit dafiir gibt,
dass sich s-Elektronen am Kernort aufhalten kénnen. Bezeichnen wir die Elektro-
nendichte am Kernort der M6Bbauer-Quelle mit |wg,en(0)" und die Elektronen-
dichte am Kernort der Probe mit | @p,.5.(0)%, so gilt:

o~ ArKem (l'//Quelle(OX2 - IV/Pr obe(Oxzj (64)

TKern

Fxern 15t dabei der Radius des Kerns im Grundzustand und Arg,,, ist die Differenz
der Kernradien im Grund- und im angeregten Zustand.

Die Quadrupolaufspaltung

Der Grund fiir die Quadrupolaufspaltung liegt in der elektrischen Quadrupolwech-
selwirkung zwischen Kern und Elektronenhiille. Der Grundzustand des >'Fe-Kerns
mit /=1/2 wird durch diese Wechselwirkung nicht beeinflusst. Der angeregte
Kernzustand mit /=3/2 allerdings spaltet in Anwesenheit eines Gradienten des
elektrischen Feldes am Kernort in zwei Energiezustinde mit m=+1/2 und m=+3/2
auf (s. Abb. 6.6). Der Energieunterschied ist die Quadrupolaufspaltung:
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Abb. 6.6. In Anwesenheit eines elektrischen Feldgradienten spaltet der angeregte *"Fe-
Kernzustand mit 1=3/2 in zwei Zustinde mit den magnetischen Quantenzahlen m~=+3/2 und
m=+1/2 auf. Die Energiedifferenz dieser beiden Zustinde ist die Quadrupolaufspaltung
AEq

AEg =LeQV,, (1+9% /3)V2. (6.3)

Dabei ist O das Quadrupolmoment des Kerns und e die Elementarladung. V,, ist
die z-Komponente des elektrischen Feldgradienten, der sich aus der Elektronen-
dichte berechnen ldsst:

V, = ‘ﬂl//(r)zr3 (3 cos® 6 — l)dv. 6.6)

Der elektrische Feldgradient setzt sich mehreren Beitrdgen zusammen: Der Bei-
trag der umgebenden Liganden (auch Gitterbeitrag genannt) enthélt Informationen
iiber die Geometrie des Eisenplatzes. Der elektronische Beitrag setzt sich aus Va-
lenzanteil und einen kovalenten Anteil der Elektronenhiille zusammen.

CO-gebundenes Eisen im Myoglobin zeigt z.B. eine sehr geringe Quadrupo-
laufspaltung von AE,=0,60 mms™ (Abb. 6.7). Das Eisenzentrum ist im zweiwerti-
gem Oxidationszustand und besitzt die elektronische Konfiguration 3d°. Die thg-
Orbitale sind voll besetzt und damit ist der elektronische Beitrag zum elektrischen
Feldgradienten vernachléssigbar.
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Abb. 6.7. MoBbauer-Spektrum von CO-ligandiertem Myoglobin. Das Eisen liegt wie im
Fall von Deoxymyoglobin als Fe(Il) vor (s. Abb. 6.3), allerdings hier im S=0-Zustand

Auch das Eisen des Deoxymyoglobins befindet sich im zweiwertigen Oxidations-
zustand mit der elektronischen Konfiguration 3d®. Allerdings ist die sechste Koor-
dinationsstelle des Eisens frei, was wiederum zu einer Erniedrigung des elektri-
schen Ligandenfeldes in axialer Richtung fiihrt. Damit wird die
Ligandenfeldaufspaltung der t,,- und e,-Orbitale erniedrigt. Das fiihrt zur Ausbil-
dung eines S=2-Grundzustandes. Nur ein Orbital ist doppelt besetzt. Eine halbge-
fiillte 3d-Schale ist symmetrisch, hitte also keinen Beitrag zu V,,. Abb. 6.4 zeigt
das MoBbauer-Spektrum von Deoxymyoglobin mit einer Quadrupolaufspaltung
von AEQzmes'l. Das Elektron im doppelt besetzten 3d-Orbital trdgt also den
Hauptbeitrag fiir die Quadrupolaufspaltung von ca. 2 mms ™.

Das magnetische Hyperfeinfeld

Was passiert, wenn der *’Fe-Kern ein magnetisches Feld spiirt? Abb. 6.8 zeigt die
Aufspaltung der Energieniveaus von Grund- und angeregtem Zustand. Durch die
Auswahlregeln AI=1 und Am=0+1 ergeben sich sechs erlaubte Ubergiinge bei der
Absorption von y-Quanten und damit sechs Linien im MBbauer-Spektrum. Ab-
bildung 6.9 zeigt dies anhand einer Reihe von Eisenverbindungen. Das magneti-
sche Hyperfeinfeld setzt sich aus mehreren Beitrdgen zusammen. Es gilt:

By = Brc + Bsp + Bpipor + Baitter- (6.7)
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Dabei bezeichnet Br~ den Beitrag aufgrund der Fermi-Kontakt-Wechselwirkung,
Bgp den der Spin-Bahn-Wechselwirkung, B, beriicksichtigt die dipolare Wech-
selwirkung mit den Hiillenelektronen und Bg,., den Gitteranteil. Abbildung 6.10
zeigt temperaturabhiingige MoBbauer-Spektren des Eisenspeicherproteins Ferri-
tin. Hier liegt das Eisen in Form von Eisenhydroxid-artigen Teilchen vor, die bei
Temperaturen von 7<30K eine magnetische Ordnung aufweisen. Dadurch wird
ein magnetisches Hyperfeinfeld By, am Kernort erzeugt, und man beobachtet ein 6-
Linien-Muster.
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Abb. 6.8. In Anwesenheit eines magnetischen Feldes spaltet der Grundzustand des *"Fe-
Kerns mit /=1/2 in zwei Zustdnde mit den magnetischen Quantenzahlen m/~=+1/2 und m~
1/2 auf. Der angeregte Zustand mit /=3/2 spaltet entsprechend in vier Zustinde auf. Ent-
sprechend der Auswahiregeln AF=1 und Am=0,%1 ergeben sich sechs erlaubte Ubergiinge
und damit sechs Linien im MoéBbauer-Spektrum.
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Abb. 6.10 Temperaturabhén-
gige MdfBbauer-Spektren des
Eisenspeicherproteins Ferri-
tin aus der Pferdemilz (Giit-
lich et al. 1976)
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7 Von einzelnen Puzzleteilen zum Verstandnis
des Ganzen: Wie funktioniert die Lichtreaktion
des Photosyntheseprozesses

Okosysteme sind offene Systeme. Das bedeutet, dass kontinuierlich Energie auf-
genommen und abgegeben wird. Auch das Okosystem Erde und damit alles Leben
hingt von einer Energiequelle ab, der Sonne. Ein Teil der eingestrahlten Energie
des Sonnenlichts wird im Photosyntheseprozess von Pflanzen und photosyntheti-
sierenden Bakterien dazu verwendet, energiereiche chemische Substanzen wie
z.B. Glukose aufzubauen (Renger 1978). Die in den Pflanzen gespeicherte chemi-
sche Energie wird von Tieren wihrend der Zellatmung umgesetzt und letztendlich
in Form von Wirmeenergie an die Umgebung abgegeben. Pilze und Bakterien
wiederum zersetzen organische Abfidlle und geben ebenfalls Wéarmeenergie an die
Umgebung ab. Anhand der Untersuchungen zur Aufkldrung der Lichtreaktion
des Photosyntheseprozesses soll in diesem Kapitel gezeigt werden, wie biophysi-
kalische Konzepte und Methoden dazu geeignet sind, Prozesse in der Natur aufzu-
klaren.

Beim Photosyntheseprozess in Pflanzen und Bakterien werden Kohlendioxid
und Wasser in Zucker umgesetzt, die dazu benétigte Energie wird durch Lichtein-
strahlung bereitgestellt:

6 C02 +6 HzO + Lichtenergie —> C6H1206 +6 02.

Die Enzymkomplexe zum Einfang des Sonnenlichts in den griinen Thylakoid-
membranen stellen eine komplexe molekulare Maschinerie dar, die Licht einfan-
gen, Wasser spalten und die Bildung von NADPH und ATP katalysieren muss,
was letztendlich die Bildung von Glukose ermdglicht.

Der Photosyntheseprozess ist in zwei Prozesse unterteilt, die miteinander ge-
koppelt sind. Die Membran-gebundenen Proteine, die wihrend der Lichtreaktion
Lichtenergie fiir die Synthese von ATP und NADPH benutzen, bezeichnet man als
Photosysteme. In Thylakoidmembranen existieren zwei solcher Systeme: Das
Photosystem I (PS I) und das Photesystem II (PS II). Diese Bezeichnungen ha-
ben historische Griinde, denn das PS I wurde vor dem PS II entdeckt. In der
Lichtreaktion wird Wasser gespalten, und bei der Bildung von NADPH werden 2
Elektronen sowie ein Proton auf ein NADP'-Molekiil iibertragen. Weiterhin wird
die aufgefangene Energie bei der Synthese von ATP aus ADP gespeichert. In der
Dunkelreaktion, die kein Licht benétigt, werden ATP und NADPH zur Synthese
von Zucker aus CO, gebraucht. Fiir diese Reaktion, nach ihrem Entdecker Calvin-
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Zyklus genannt, sind nur ATP, NADPH und CO, nétig. Im Folgenden wollen wir
uns allerdings mit der Aufkldrung der Lichtreaktionen in der Photosynthese befas-
sen.

Auf die einfache Frage ,,Wie funktioniert die Lichtreaktion in der Photosynthe-
se?“ gibt es keine einfache Antwort. In den vergangenen Jahrzehnten wurden
vielmehr eine Vielzahl von chemischen, physikalischen und biologischen Metho-
den angewendet, um dieser Frage auf den Grund zu gehen (s. Golbeck 2003). Der
Schliissel hierzu liegt in der Kombination von Techniken zur Charakterisierung
des Photosyntheseprozesses. Dazu wurde zunéchst ein moglichst einfaches Photo-
synthesesystem ausgewihlt, eine erfolgversprechene Strategie. Im Fall der Photo-
synthese ist dies das Photosystem von photosynthetisch aktiven Bakterien (Abb.
7.1).

Abb. 7.1. Schematische Darstellung der Photosynthese in Bakterien: Die Energie des vom
Photosystem I eingefangen Lichts wird letztendlich dazu benutzt, ATP zu synthetisieren.
Dies ist moglich durch den Aufbau eines Protonengradienten. Protonenfliisse (----) und
Elektronenfliisse (......) sind miteinander gekoppelt. Elektronen und Protonen flieflen vom
Photosystem I (PS I) in Form von Hydrochinon zum cyt bc,-Komplex. Von dort flieBen die
Elektronen zum PS I zuriick, wihrend die Protonen in das Medium abgegeben werden
(weitere Erklarungen siehe Text). Pggs ist der primire Donor, der den Elektronentransfer in
den B-Zweig induziert. BC bezeichnet verbriickendes Bakteriochlorophyll a, BP Bakterio-
pheophtin a und Q Ubichinon
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7.1 Untersuchungen am Photosystem von photo-
synthetisch aktiven Bakterien bilden die Grundlage
zum Verstandnis der Photosynthese in griinen
Pflanzen

Im bakteriellen Reaktionszentrum wird Lichtenergie letztendlich zur Synthese
des Energietrdgermolekiils ATP benutzt. Damit Lichtenergie in chemische Ener-
gie umgewandelt werden kann, muss das Licht durch Antennenmolekiile einge-
fangen werden. Diese Rolle spielen die Chlorophylle, die durch Lichtabsorption
(s. Kap. 4.6) in einen angeregten Zustand versetzt werden. Wéren die Chloro-
phyllmolekiile isoliert und nicht im Photosynthesekomplex gebunden, so wiirde
die eingefangene Energie durch Fluoreszenz nach nur einigen Nanosekunden wie-
der abgegeben. Genau dies darf wihrend des Photosyntheseprozesses nicht statt-
finden, die eingefangene Energie soll ja zur ATP-Synthese benutzt werden.

Im Antennensystem wird der angeregte Zustand eines Chlorophylls auf ein an-
deres iibertragen. Diese Zustinde bezeichnet man auch als schwach gebundene
Elektronen-Loch-Paare oder Exzitonen. Das Elektron befindet sich in einem
hochenergetischen Orbitalzustand und hinterldsst dabei ein Loch in seinem ur-
spriinglichen Orbital. Solche Elektronen-Loch-Paare oder Exzitonen kdnnen in
dicht gepackten Chlorophylimolekiilen wandern bis sie den priméren Donor des
Photosystems erreichen.

Abb. 7.2. Ladungstrennung im bakteriellen Photosystem von Rhodobacter sphaeroides.
P4 und Pj bilden den primédren Donor Pges. Elektronentransfer erfolgt nicht tiber den B-,
sondern nur tiber den A-Zweig: BC ist ein verbriickendes Bacteriochlorophyll a, BP ein
Bakteriopheophtin a und Q ein Ubichinon. Das Elektron {andet nach 303,5 ps am primé-
ren Akzeptor Qg (Haken u. Wolf 2003)
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Im bakteriellen Photosystem wird diese Rolle von einem Bakteriochlorophyll a-
Dimer iibernommen, das als Pggs bezeichnet wird. Das Elektron im angeregten Zu-
stand des Pggs muss also durch einen schnellen Elektronentransferprozess (s. Kap.
3.3.3) auf ein anderes Molekiil des Photosynthesekomplexes iibertragen werden.
Die von Deisenhofer, Michels und Huber aufgedeckte Struktur (Deisenhofer et al.
1985) des bakteriellen Photosystems zeigt, dass sich zwischen dem Akzeptormo-
lekiil des Elektrons, dem Bakteriopheophtin a (BP,), und dem Pges ein verbriik-
kendes Bakteriochlorophyll a (BC4) befindet (Abb. 7.2). Das BC, ist ca. 0,6 nm
vom Pggs und 0,5 nm vom BP, entfernt. Aus optischen Messungen mit Hilfe von
Laserblitzen weiB man, dass dieser erste Schritt der Photoreaktion in nur 2,8 ps
ablauft (Holzapfel et al. 1989). Dies ist die schnellste in der Natur beobachtete
Reaktion. Im nichsten Elektronentransferschritt werden ca. 1 nm zum Ubichinon
Q, in ca. 200 ps tiberwunden und das Elektron landet schliefilich nach 100 us und
einem Transferweg von 1,5 nm auf dem Ubichinon Qg, dem priméiren Akzeptor.
Dieser Prozess wird in der Literatur als Ladungstrennung (,,charge separation™)
und der so erhaltene Zustand als ladungs-getrennter Zustand (,,charge separated
state*’) bezeichnet. Einmal weg, ist die Rekombination des Elektrons nicht mehr
moglich.

Aber wie konnen Elektronen in einem Protein-Lipidkomplex rdumliche Distan-
zen von bis zu 1,5 nm iiberwinden? Die Antwort liefert die Marcus-Theorie (s.
Kap. 3.3.3), die voraussagt, dass Elektronen Distanzen bis zu 2 nm mit einer ge-
wissen Wahrscheinlichkeit iiberwinden konnen. Die Struktur des Photosystems
zeigt, dass der Elektronentransferweg innerhalb des Photosystems erfolgt. Die
Struktur ist dicht gepackt, was die Reorganisationsenergie A minimiert und damit
die Elektronentransferrate kzr maximiert.

Insgesamt werden durch den Photoprozess zwei Elektronen auf den priméren
Akzeptor Q4 Uibertragen. Dies fiithrt zur Anlagerung von zwei Protonen aus dem
Inneren der Membran und damit zur Reduktion von Q4 zum Dihydroubichinol
QH.. Im bakteriellen Photosystem existieren zwei Ubichinone Q4 und Qg. Es wird
aber nur Qg zu QH; reduziert. Nach der Reduktion ist die Bindungsaffinitit zum
restlichen Enzymkomplex des Photosystems geschwiicht, das QH, 16st sich ab und
diffundiert innerhalb der Membran zum Cytochrom-bc;-Komplex (s. Abb. 7.1).
Der Cytochrom-bc-Komplex besitzt eine Bindungsstelle mit hoher Affinitét fiir
QH,. Dort wird das Dihydroubichinol wieder zu Ubichinol oxidiert: Zwei Proto-
nen werden dabei in das duBere Medium abgegeben. Das Ubichinol 19st sich vom
Cytochrom-bc;-Komplex und diffundiert durch die Membran zu einem freien Qg-
Platz des Photosystems zurtick.

Bei der Oxidation des Dihydroubichinols werden zwei Elektronen frei, die da-
zu dienen, tiber den Cytochrom-bc;-Komplex 16sliches Cytochrom ¢ zu reduzie-
ren, das sich an der AuBenseite der Membran befindet. Das reduzierte Cytochrom
¢ diffundiert wieder an den priméren Elektronenakzeptor Pggs, reduziert diesen und
bei Einfang eines Photons beginnt das Spiel von neuem.



7.2 Wasserspaltung im Photosystem II 213

7.2 Im Photosystem Il griiner Pflanzen wird Wasser durch
ein Metall-Zentrum mit vier Manganionen gespaliten

Im Photosystem 1 in den Thylakoidmembranen der Chloroplasten wird analog
zum Dbakteriellen Photosystem nach Lichteinfall Plastochinon PQgp zu Hy-
droplastochinon PQgH, reduziert (Abb. 7.3). Die Elektronen fiir diese Reaktion
werden dabei aber nicht von einem Elektronentransferprotein wie dem Cytochrom
¢, sondern von einem proteinstindigen Metallzentrum bestehend aus 4 Mn-Ionen
(Abb. 7.4) zur Verfiigung gestellt, das zu diesem Zweck Wasser spaltet und dabei
Sauerstoff freisetzt. Die Freisetzung von Sauerstoff durch Wasserspaltung in
griinen Pflanzen ist die Grundvoraussetzung fiir aerobes Leben auf unserem Pla-
neten. Die vom Mn-Zentrum katalysierte Reaktion

2H,0 = O, +4H" + 4e

ist lichtgetrieben.

Stroma C; ADP + Pi
NADP + H*
S G
: N

o

PS I cytb,f PS |

2|H20 |—>0 + 4e +aH

<--

Thylakoidinnenraum

Abb. 7.3. Schematische Darstellung der Photosynthese in Pflanzen (weitere Erkldrungen
siehe Text)
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Mit Hilfe von gepulsten Lichtblitzen ldsst sich das Mn-Zentrum des Photosystem
I (PS H) in vier Zustidnde versetzen. Das Mny-Zentrum im Sy-Zustand ist ESR-
aktiv und zeigt ein kompliziertes durch Hyperfeinaufspaltung aufgespaltenes ESR-
Spektrum, das charakteristisch fiir mehrkernige Mn-Zentren ist (Messinger et al.
1997). Ein Lichtpuls versetzt die PS I-Partikel vom Sy- in den S;-Zustand. Dieser
Zustand ist nicht ESR-aktiv, Untersuchungen mit Rontgenabsorptionsspektrosko-
pie haben gezeigt, dass das Mn-Zentrum im Sg-Zustand nach Lichteinfang oxidiert
wird. Dies ldsst sich erkldren, indem man annimmt, dass nach dem Lichteinfang
ein Elektron vom primiren Donor P680 zum primiren Akzeptor Qg beférdert
wird. Das oxidierte P680 wird danach von einem Elektron des Mny,-Zentrums, das
Elektronentransfer tiber ein Tyrosin-Rest macht, reduziert.

Wird ein zweites Mal geblitzt, so taucht wieder ein ESR-Signal auf, der Cluster
besitzt also nun einen Zustand S, mit halbzahligem Spin. Ein dritter Lichtblitz
fithrt zum Verschwinden des ESR-Signals (S;). Ein vierter Lichtblitz fithrt zum
S,;-Zustand, der aber aufgrund seiner kurzen Lebensdauer noch nicht mit ESR cha-
rakterisiert werden konnte. Jeder Lichtblitz fithrt also offensichtlich zu einer Ei-
nelektronen-Oxidation des Mny-Zentrums. Im S,-Zustand befindet sich das Mn-
Zentrum 4 Oxidationsstufen tiber den Sy-Zustand und ist nun so weit oxidiert, dass
vom Mns-Zentrum 2 Wassermolekiile gespalten werden konnen. Der Mn-
Komplex wird durch die 4 Elektronen des Wassers wieder reduziert, das so ge-
bildete Sauerstoffmolekiil und die vier Protonen diffundieren in das Lumen zu-
riick.

Die genaue Struktur des Wasser spaltenden Mn-Clusters ist noch nicht eindeu-
tig gekldrt. Mit Hilfe von EXAFS-Spektroskopie konnte das in Abb. 7.4 gezeigte
Modell erstellt werden (Yachandra et al. 1993). Es ist konsistent mit Kristall-
strukturdaten des Photosystem II von Synechococcus elongatus, die mit 0,38 nm
Auflésung erhalten werden konnten. Die Oberfldche des PS II-Homodimers ist in
Abb. 7.5 gezeigt. Das PS Il ist in die ca. 5,5 nm dicke Membran eingebaut und
ragt um den gleiche Lénge in das Lumen hinein (Zouni et al. 2001). Der Mn-
Cluster befindet sich auf Hohe der Membranebene in einer Entfernung von 1,85
nm vom priméren Donor P680.

Die bei der Wasserspaltung frei werdenden Elektronen flieBen also im PS 11
letztendlich auf das Hydroplastochinon PQgH,. Dieses diffundiert vom PS II weg
hin zum Cytochrom-bgf-Komplex, der in der Funktion analog zum Cythochrom-
be-Komplex des Purpurbakteriums Rhodobacter sphaeroides, Hydroplastochinon
wieder zu Plastochinon reduziert. Die dabei frei werdenden Protonen werden in
das Lumen abgegeben, der so erhaltene Protonengradient wird durch membran-
stindige ATP-Synthasen analog zum bakteriellen Photosystem zur Synthese von

Abb. 7.4. Aufgrund von EXAFS-
Untersuchungen ermitteltes Modell des
wasserspaltenden Mn,-Zentrums im
Photosystem 11 von Synechococcus
elongatus (nach Yachandra et al. 1993;
freundlicherweise von H. Hummel zur
Verfligung gestellt)
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ATP aus ADP und P; benutzt. Die Elektronen werden auf das kupferhaltige, was-
serlosliche Elektronentransferprotein Plastocyanin (PC) tibertragen. Das Plastocy-
anin iibertrdgt Elektronen auf das PS 1, das dann ebenfalls in einer Lichtreaktion
diese Elektronen von seinem priméren Donor P700 iiber eine Reihe von Cofakto-
ren an ein Ferredoxin, ein Fe-S-Protein, weitergibt, das letztendlich NADPH ge-
mafi

NADPH" + H +2¢" - NADPH

synthetisiert. Es ist gelungen, mit Hilfe von Rontgenkristallographie ein Modell
des Photosystem Il von Synechococcus elongatus mit einer Auflosung von 0,25
nm zu erhalten (Abb. 7.5). Auch fiir das Photosystem [ von Synechococcus elon-
gatus konnte mit dieser Methode ein atomar aufgeldstes Strukturmodel ermittelt
werden (Jordan et al. 2001).

a ' Stroma

Cyt b-559

Stroma

~ 10 A

Membran
~ 554

. Lumen
. . Cytc-550

Lumen
~ 554

~190 A

Abb. 7.5. Aus rontgenkristallographischen Untersuchungen ermittelte Kristallstruktur des Photo-
systems II von Synechoccus elongatus. Links ist die Lage der Cofaktoren sowie deren Abstinde in
Angstrom (1 A=1 nm) gezeigt. Der Thylakoidinnenraum ist mit Lumen bezeichnet (nach Zouni et
al. 2001, mit freundlicher Genehmigung von Nature, © Macmillan Magazines Limited)
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Diese Untersuchungen konnten auf hochauflésende transmissionselektronenmi-
kroskopische Untersuchungen des Photosystem I aus Zyanobakterien autbauen.
Die Abb. 7.6 zeigt ein aus 1970 Ansichten von oben und 457 Seitenansichten re-
konstruiertes Bild des PS 1 des Zyanobakteriums Synechococcus sp.

Mit fortschreitenden Techniken in der Proteinkristallographie, wie verbesserte
Detektortechnik und hohere Brillianz von Rontgenstrahlen werden sicher in nich-
ster Zeit Proteinstrukturen mit noch hoheren Auflosungen von 0,1 nm moglich
sein. Die gepulste Struktur von Synchrotronstrahlung wird es vielleicht sogar er-
moglichen, zeitabhidngige Vorgiinge in der Photosynthese auf atomarer Ebene zu
verfolgen. Man darf auf die Zukunft gespannt sein.

Bindungstelle
fiir Ferredoxin

Stroma

Thylakoidinnenraum

Abb. 7.6. Das PS I des thermophilen Zyanobakteriums Synechococcus sp. ist in der Mem-
bran als Trimer vorhanden. PsaD, PsaC u. PsaE sind Untereinheiten, die in das Stroma ra-
gen. Die Abbildung représentiert die Summe aus insgesamt 2437 transmissionselektronen-
mikroskopischen Aufnahmen (nach Golbeck 2003; Boekema et al. 1989)
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Anhang

Anhang 1: Sauerstoff Diffusion im Gewebe am Beispiel
des Kroghschen Zylinders

Zur Losung von Gl. (3.30) fiir das Problem einer zentralen Kapillare wéhlen wir
aufgrund der Symmetrie unseres Problems Zylinderkoordinaten anstatt kartesi-
scher Koordinaten:

X=r-cos@ y=r-sing z=1z. (3.31)

Fiir unser Problem benétigen wir den Laplace-Operator V2U=div(gradU) in Zylin-
derkoordinaten. Dieser lasst sich mathematischen Nachschlagewerken (z.B. Bron-
stein u. Semendjajew 1991) entnehmen:

2 2
vzpzlai(,g_PJ+L5_P+2£_=:‘V_, (3:32)
r or r r

Es liegt ein axialsymmetrisches Problem vor, d.h. es gilt

2
P _o und 62—”:0.
op o%p

Der erste Term in Gl. 3.32 lisst sich mit Hilfe der Produkt-Regel fur die Differen-
tiation folgendermafien vereinfachen:

3(,6_1)J=@6_P+,§_2_11-?_11+,62P (3.33)

or\ or) oror 3% o 5

Einsetzen von (3.33) in Gl. (3.32) ergibt:
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or o 022 Kp

O'p 1p O'p_ Ay
o2r r@r o2 KD'

2 2
V2p= (61) 6pj+6p=_f_1g_© (3.34)

vip=

Zur Losung dieser Differentialgleichung miissen wir die Randbedingungen des
Problems ausnutzen. Gem#f8 Randbedingung (i) vernachldssigen wir Sauerstoff-
diffusion in z-Richtung lings der Kapillaren. Damit giit fiir alle z:

2
@27 633

Oz o’z
Durch Einsetzen von (3.35) vereinfacht sich Gleichung 3.34 nun zu

d’p ldp_ 4y (3.36)

drz rdr Kp

Wir benutzen nun einen Trick: Gl. (3.36) wird mit » multipliziert und anschlieBend
integriert:

2
p d A, (3.37)

7

<fr & pdr+fi1£dr—j—rdr
dr? Kp

d’p
Ll ¥ o
I dr?

A
dr+p=%———KV rr+C.
D

Die Integrationskonstante C wird spéter durch Nebenbedingungen bestimmt. Wir

erinnern uns an die partielle Integrationsregel | r dr = r——— 5 d > und vereinfa-

chen damit (3.37) zu:

A
o . P s B (3.39)
dr " dr Kp
or® pip=1 2
D
b_ 4, C
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A i
@J’dp=]’l—err+j£dr+C” (3.39)
2K, r
A
<:>p=%—V rr+Clnr+C"
Kp

Wir haben damit die allgemeine Lsung von GI. (3.12) gefunden. Durch Einsetzen
von Gl. (3.39) koénnen wir dies verifizieren. Allerdings kennen wir noch nicht die
Konstanten C‘ und C"". Um diese zu bestimmen, setzen wir nun unsere Randbe-
dingungen ein. Der Sauerstoffpartialdruck soll dort ein Minimum haben, wo die
Kroghschen Zylinder aneinanderstoflen, also genau in der Mitte zwischen zwei
Kapillaren. Dort besitzen die Kroghschen Zylinder den Radius »,. Mathematisch
heift dies:

P g tur e, 340
or

Einsetzen von GL. 3.40 in GI. 3.38 und Auflgsen nach C* ergibt:
A
0=%K_Vrz +_©C'=——'_r22 (3'41)

Wir benennen den O,-Partialdruck am Kapillarrand r; mit p; und damit gilt
p(r))=p; . Dieser Ausdruck wird zusammen mit Gl. 3.41 in Gl. 3.20 eingesetzt und
wir 16sen nach C** auf;

A A
12 =71‘-—Vr]2 —%—Vrz2 Inrn +C"' (3.42)
Kp Kp
Ay 2 A 2
QC”=p1—i—V no+t—r Inn
4 KD 2 KD z

Einsetzen von Gl. (3.41) und (3.42) in (3.39) ergibt dann unser Endergebnis:

A A ¥
r)=p + LV (2 21V L2 L (3.43)
p(r) Pty KD( 1 ) 2 K, z n
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Anhang 2: Herleitung der Goldman-Gleichung

i-F oz F zj-e
RT ~kp LT ~ kg7 *

Um die Nernst-Planck-Gleichung zu vereinfachen, setzen wir

Zur Vereinfachung lassen wir im Folgenden den Index i weg und erhalten

je—p| % .70 42| (3.60)
& kgT dx

Durch die geschickte Variablensubstitution v - e'zk';(;) lasst sich Gl. (3.60) ver-

kiirzt schreiben, denn es gilt

ﬂzi.ﬂ.(p(x):%'z.df"(x), (3.61)
dc dx kT kgT  dx
und somit folgt:
de dY (3.62)
j=-Dl —+c-—|
dx dx

Division durch —D und anschlieBende Multiplikation mit e’ ergibt:

. 3.63
(e, AV v (3.63)
-D dx dx

Erinnern wir uns an die Produktregel fiir die Differentiation, so folgt

j dc
L.ey :_.ey +c-e

o A _d ) .64

Diese Differentialgleichung ldsst sich durch Integration auf beiden Seiten 16sen:

I_%,eydxz I%(c-ey)cb», (3.642)

Gemih Randbedingung 1 ist die Membran im stationdren Zustand, d.h. die Fluss-
dichte j ist konstant und kann deshalb aus dem Integral herausgezogen werden.
Auch der Diffusionskoeffizient D ist konstant und wir erhalten
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_%jeydxz ng‘(c'ey)""- (3.64b)

Die rechte Seite l4sst sich einfach integrieren und wir erhalten die Stammfunktion

Allerdings sind die Nebenbedingungen zu beachten, und wir setzen das Potential
auf der duleren Seite der Membran bei x=0 ebenfalls null: ¢(0)=0. Fiir das Mem-
branpotential auf der inneren Seite der Membran ergibt sich dann ¢(d)=¢,,. Da

e-z:9|
i) , definieren wir v .- Z5%m ”"’”’ . Die Konzentrationen innerhalb und au-

kBT innen

Berhalb der Membran bezeichnen wir m1t ¢ und ¢”. Damit gilt:

. x=d Yinmen Al aa
__j_ e}’dx - eyinnen 'Cl _ca o ] = D(e - ¢ € ) (365)
D by *= ¥
= je dx
x=0
ezQ,,
~Dic e —c°
o j= — .
jeydx
x=0

Laut Nebenbedingung 4 ist die elektrische Feldstirke innerhalb der Membran kon-
stant, d.h. das Membranpotential ist eine lineare Funktion von x:

o(x)=2-0,. (3.66)
d
Einsetzen in Gl. 3.67 ergibt
ezpm
Dl ot oo ko (3.67)
J= x=d %Pm x
IekBI d dx
x=0

Das Integral im Nenner berechnet sich folgendermaBen:
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d
x=d € x €-ZXPp, ezde,
T d% g | KT g | _ KT | kyTd 1
2o e zp, . ezg,
Einsetzen in Gl. 3.67 ergibt dann fiir den Fluss einer Ionensorte
ZPm
L 3.68a
_ezp, ca_cl_ekBT ( )
kgTd &l
ekl
e¢m

Setzen wir erneuty =

und fithren die Permeabilitit P —g ein, so erhalten

wir

a _ i z¥
j=Y-z- ;{%} (3.68b)
e —

Betrachten wir nun die drei Ionensorten Na' (z=+1), K" (z=+1)und CI' (z=-

1), so gilt im Gleichgewicht fur die Ionenstréme / ot Tl T = 0 und da-
mit auch fiir die Ionenfliisse

jNa+ +jK+ _j(fl_ =0. (3.69)

Durch Einsetzen von (3.68b) und Bringen auf einen gememsamen Hauptnenner
erhalten wir

a i Y a i Y a i ~-Y
CNag —CNg "€ Cxg —Cp € Cep—Ccr-€
Y'PNa[ Na YNa ]+Y'PK[KeyK J+Y'f,(.‘1[ (/e_CI ]:0

e —1 - Y
a iy a_jg Y Y
Na”°Na® °k ~°K ¢ CCI“”CI e
ov.p, | -Na _Na .y p +Y-P, =0
Na{ & 1 K Y 1 CI 7
a T ¢ a _i Y i _a Y
iy, —Ch, € % ~ch e P S
oy.p, | Na""Na® | yp |"K"°K® |\ yp (ZCIT°CLT |y (3.70)
Na eY—l K eY—l Cl eY—l

Multiplikation von GI. 3.70 mit £~ ergibt:
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PNa(cX/a_c;Va'ey)-'_PK(cI% _ck 'eY)—’—PCl(c(ij/—cg].eY):O
& PryCha = PraCiva €’ + Pk —Pyck €' + Poy ey —Foy ey e’ =0

& PyyCog+ Py €3 + Pry oy = +PygChyg €" + Pl -eF + Prycy ¥

a a i
o Puia“Cna + Py -ck +Feicar _ v (3.7D)
i i a .
Py Cng + Py -cx + Fey ey

Gl. 3.71 wird auf beiden Seiten logarithmiert:

o h{PNa hat Pk + Pyl } _y (3.72)
PaCna + P -cx + Py e
Wir ersetzen nun wieder ¥ durch ZZ';I :
< In PNa'c;'Va'*‘PK'cI%'FPCI'cé?I :E(Dm. (3.73)
Py -Civa + Py i + Py -ty kT

Auflésen nach dem Membranpotential ¢, und Ausnutzen der Beziehung

kgT R L RT . . . .
B - 715 = ergibt die Goldman-Gleichung:

RT |, Pracfia + Pxck +Pcicy (3.74)
F PNaC;va + PKC;( + PCI . ngl

Pm
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Anhang 3 : Mathematischer Anhang

Die Taylor-Reihe

Die Entwicklung einer Funktion f{x) um die Koordinate x, bis zum »’ten Grad ist
gegeben durch (Bronstein u. Semendjajew 1991):

f(x)=z-f—v(-iﬁ)—)(x—xo)v + R, (x) (AD
v=0 :

Hierbei ist v eine ganze Zahl (1~1,2,3,...) und die Fakultit von v ist definiert als
v/i=1-2-3-..-v. Die v’te Ableitung der Funktion f{x) an der Stelle x=x, wird
als /¥ (xg) bezeichnet. R,(x) wird als Rest n’ter Ordnung bezeichnet.

Die Losungen der Schrédinger-Gleichung fiir das Wasserstoffatom

Die Lasung der Schrodinger-Gleichung fiir ein Wasserstoffatom (Gl. 4.33) ergibt
sich als

Y1, m (F) VYl m, (r, o, ¢) = Rn,l(r)' Yl, my (9,¢) (4.33)

Die radialen Wellenfunktionen R, (r) sind in Tabelle Al fiir n=1,2,3 aufgefiihrt.
Die Tabelle A2 zeigt die Winkelwellenfunktionen v, (6.4) (s. a. Alonso u. Finn
1986). T

Anwendungen von Fourier-Reihen und Fourier-Tranformationen

Fourier-Reihen und Fourier-Transformationen spielen nicht nur in der Kristallo-
graphie, sondern auch in vielen anderen physikalischen Methoden zur Struktur-
untersuchung von Biomolekiilen wie zeitlich gepulsten spektroskopischen Tech-
niken (z.B. in der gepulsten NMR-Spektroskopie, der Fourier-Transform-Infrarot-
Spektroskopie sowie in der EXAFS-Spektroskopie) eine wichtige Rolle. Im Fol-
genden wollen wir die Begriffe Fourier-Synthese und Fourier-Analyse anhand der
Analyse von Klingen néher erldutern. Danach beschéftigen wir uns mit den ma-
thematischen Grundlagen der Entwicklung von Funktionen mit Fourier-Reihen;
die Erweiterung auf unendliche Reihen ergibt dann die Fourier-Transformation.
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Tabelle Al. Radialanteile R, (») der Wellenfunktionen eines Wasserstoffatoms fur n=1,2
und 3. Zur Vereinfachung wurde p=2r/(na,) benutzt, wobei a, den Bohrschen Wasserstoff-
radius bezeichnet (4,=0,053 nm)

! R,(1
1 ° Rr)=2( U)%e%
2 ‘ Rz.o(r)=.2715(2;;f(2_ e
1 Ro)= el ot
3 ’ R Sl(dflo-6p+ b
1 R ook
2 R(r)= s 130(2%0—)!/:25%

Tabelle A2. Winkelanteile Yl m (8.¢) der Wellenfunktionen eines Wasserstoffatoms fuir
1=0,1 und 2 T

) Winkelwellenfunktion

i~

0
1

Y0'0(3.¢)=1/~/ZZ
7 0(0,¢) =3/ 47 cosf
Y 14(09)=% 3787 sinfei®
- 1 /
Yy0(6.9)= 5‘/5,/ 47:[3cos20 - 1]
Y, ,1(0.4)=715/87 sinficos6e ¥
Yy 45(0.4)= 411«/15/27rsin2 ati2¢

™)
H © 1 © oy

H+
o =

Ein Beispiel fiir eine Fourier-Synthese in der Musik ist der Synthesizer. Er er-
zeugt beliebige Signale durch eine geeignete Uberlagerung von harmonischen
Schwingungen. Umgekehrt kann man ein beliebiges periodisches Signal in seine
harmonischen Komponenten zerlegen. Diesen Prozess nennt man Fourier-
Analyse. Eine Stimmgabel erzeugt einen reinen Ton, die Fourier-Analyse des To-
nes einer Stimmgabel ergibt also genau eine harmonische Grundschwingung. Mu-
sikinstrumente wie z.B. Klarinette oder Horn erzeugen Tone, die ein ganzes
Spektrum von harmonischen Schwingungen aufweisen (s. Tipler 2000).

Periodische Funktionen kénnen als Fourier-Reihen dargestellt
werden

Gegeben sei eine periodische Funktion f{#). Die Periode sei 7. Es gilt also

J(t+T)=f(1). Die Funktion f{?) genlige den Dirichlet-Bedingungen (Daune 1997):

1. f{¢) besitzt im Intervall (0,T) nur eine endliche Anzahl von diskontinuierlichen
Stellen
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2. Die Anzahl der Maxima und Minima von f{#) im Intervall (0,7) sei endlich.
Dann gilt

t)=q, +§;[an cos(%?n- T)+bn sin(—z-y-i;[-- n- TD (A2)
mit
U g (A3)
ay = 7 [farar

(2 )cos(— n- t)dt

ﬂlw ﬂ[m

¢ )sm(——— n: t]dt'

w3l
ol

Erweiterung der Fourier-Reihe auf nichtperiodische Funktionen und
Fourier-Transformation

Wir schreiben Gl. A2 nun um, indem die Variable # durch die Variable x aus dem
Intervall (-a,a) ersetzt wird. Wir setzen ebenfalls 7=2q, dann ergibt sich:

f(x)= ap + i(an COS(E-n-x) +b, sin(l-n . x)j (A4)
a a

n=1
mit
a =a [ £ (AS)
a, = 1 _“f(x')cos(l -n- x')dx'
az’ a
b, =l If(x’)sin(f--n-x’)dx’.
a_ a

Mit Hilfe der Darstellung der Sinus- und Cosinus-Funktionen durch die komplexe
Funktion €™ = cos x + i sinx,

sinx = %j—(e”‘ - e""‘) cosx = %(e”‘ - e'”‘) (A6)
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erhalten wir:

o Ea
o= [fre " d Cy=ap (A7)
2a =

C =

n

(a, - ib,)

o | =

C, ist eine komplexe Zahl und kann durch jhren Betrag (oder der Amplitude)
p-€R und ihrer Phase ¢, als C, = p,e”'%" geschricben werden. Weiterhin setzen
wir o _% - Durch Einsetzen in Gl. A4 erhalten wir

f(x)zi ¢ @-on) (A3)

Tragen wir nun p, als Funktion von @, auf, so erhalten wir ein Amplitudenspekt-
rum. Die Darstellung von ¢, in Abhéingigkeit von on wird Phasenspektrum ge-
nannt. Erweitert man die Fourier-Reihe auf alle xeR, so wandelt sich GL. A8 in
ein Integral um:

(A9)

flx)= \/—_ _;[g (k'™ dw

Dieses Integral wird als Fourier-Integral bezeichnet. Die Amplituden p, in GL
A8 entsprechen im Fourierintegral A9 der Funktion g(w). Diese Funktion ist die

Fourier-Transformierte von f{x) und kann aus f{x) folgendermafBen berechnet
werden:

g(a))— If —I(axdx (A10)
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