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1. Einleitung

1.1. Die Sticksto�monoxid-Synthase (NOS)

1.1.1. Hämproteine

Proteine machen die Arbeiterklasse im Körper aller Lebewesen aus. Die Evolution hat
ein breites Spektrum an unterschiedlichen Proteinen gescha�en, jedes mit seiner eige-
nen Aufgabe. Was all diesen hochspezialisierten Maschinen gemein ist, ist ihr Aufbau
aus einer Kette aus Aminosäuren. Die individuelle Sequenz der Aminosäuren wird
als primäre Struktur des Proteins bezeichnet. Durch Wassersto�brückenbindungen
untereinander ordnen sich die Aminosäuren in wiederkehrenden Formen an. Die dar-
aus entstehenden Strukturen lassen sich in die Kategorien α-Helix, β-Faltblatt und
β-Schleife einordnen, sie bestimmen die Sekundärstruktur des Proteins. Eine weitere
Stufe darüber folgt die Tertiärstruktur. Hier handelt es sich um die Organisation der Se-
kundärstrukturen durch Wassersto�brücken, Disul�dbrücken, hydrophobe oder Van-
der-Waals-Kräfte. Einige der Biomaschinen bestehen nicht nur aus einer einzigen Ket-
te von Aminosäuren, sondern lagern mehrere Ketten in einer Quartärstruktur an. Da-
bei kann es sich sowohl um homogene Kombinationen aus gleichen Untereinheiten,
als auch um heterogene Kombinationen aus unterschiedlichen Untereinheiten han-
deln. Der gesamte Prozess von Synthese der Aminosäurekette bis zur Anordnung in
der Tertiär- oder Quartärstruktur wird als Proteinfaltung bezeichnet.

Hämproteine bilden eine Unterklasse der Proteinfamilie. Sie binden das Molekül Häm
als prosthetische Gruppe. Häm ist ein in einem Ringsystem organisierter Farbsto�
(Porphyrin) mit einem zentral gebundenen Eisenatom. Am Eisen können kleine Li-
ganden wie Sauersto� (O2), Sticksto�monoxid (NO) oder Kohlensto�monoxid (CO)
binden [1]. Die prominentesten Vertreter der Hämproteine sind das Hämoglobin und
Myoglobin. Hämoglobin transportiert O2 von der Lunge zum Gewebe und gibt den
roten Blutkörperchen ihre Farbe [2]. Hämoglobin mit gebundenem O2 erscheint hell-
rot (arterielles Blut), ligandenfreies Hämoglobin dunkelrot (venöses Blut). Myoglobin
lagert den von Hämoglobin gelieferten Sauersto� im Muskelgewebe und erklärt somit
die rötliche Farbgebung der Muskeln [3]. Neben Transport- und Lagerungsproteinen
gibt es viele weitere Unterklassen an Hämproteinen. Sie erfüllen ihre Rolle als Elek-
tronentransferproteine [4, 5], als Sensorproteine für Gasmoleküle [6, 7] oder als Bio-
katalysatoren. Beispiele für Biokatalysatoren sind die Enzyme Cytochrom P450 [8],

1



1. Einleitung

Tryptophan-2,3-Dioxygenase (TDO) [9], Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) [10] und
die in dieser Arbeit untersuchte Sticksto�monoxid-Synthase (NOS) [11].

1.1.2. Die Rolle der NOS im menschlichen Körper

In den frühen 1980er Jahren machte Furchgott während seiner Forschungsarbeit an
Medikamenten zur Behandlung von Blutgefäßkrankheiten eine interessante Entde-
ckung [12]. Er fand einen vom Endothel, der inneren Gewebeschicht der Blutgefäße,
abgesonderten Botensto�, der für die Absenkung des Blutdrucks durch Entspannung
der Gefäßwände sorgte (Vasodilatation). Die Identität des Botensto�s konnte er noch
nicht bestimmen und nannte ihn vorerst EDRF (Endothelium-derived Relaxing Factor).
Wenige Jahre später kamen Furchgott [13] und Ignarro [14] unabhängig voneinander
zu dem Ergebnis, dass es sich bei EDRF um NO handelt. Die Ö�entlichkeit nahm diese
Meldung mit großer Skepsis auf, ehe Moncada [15] 1987 die Diskussion durch seine
Forschungsarbeiten endgültig beenden konnte und somit Tür und Tor für ein spannen-
des Forschungsgebiet ö�nete. 1998 wurde der Nobelpreis für Physiologie oder Medizin
für ihre Arbeiten über die Rolle von Sticksto�monoxid als Botensto� im Herz-Kreislauf-
System zu gleichen Teilen an Furchgott, Ignarro und Murad verliehen.

Mittlerweile ist weitaus mehr über NO im menschlichen Körper bekannt. Seine Bil-
dung wird durch die Enzymfamilie der Sticksto�monoxid-Synthasen (NOS) kataly-
siert. Aus am Hämeisen gebundenem O2 und der Aminosäure L-Arginin entsteht NO
und das Abfallprodukt L-Citrullin. Die Synthesereaktion benötigt den Kofaktor (6R)-
5,6,7,8-Tetrahydro-L-Biopterin (H4B), sowie die Koenzyme Nicotinamidadenindinu-
kleotidphosphat in reduzierter Form (NADPH), Flavinmononucleotid (FMN) und Fla-
vin-Adenin-Dinukleotid (FAD) als Elektronendonatoren [16] (Unterabschnitt 1.1.3).

Die Familie der NOS in Säugetieren umfasst drei Isoformen, die sich durch den Ort
ihres Vorkommens, Einsatzzweck des produzierten NO und Art der Expression unter-
scheiden (Abb. 1.1) [11]. Die eNOS �ndet sich in den Endothelzellen der Blutgefäße
und synthetisiert das von Furchgott entdeckte NO als Botensto� zur Vasodilatation
[13]. Neben seiner Rolle als Botensto� zur Vasodilatation, fungiert NO außerdem als
Neurotransmitter im Gehirn, synthetisiert durch die nNOS in Neuronen [17, 18]. Der
Bedarf des menschlichen Körpers an eNOS und nNOS ist fortwährend, folglich werden
beide Arten konstitutiv exprimiert. Bei der dritten Isoform des Enzyms handelt es sich
um die induzierbare NOS (iNOS). Das von ihr hergestellte NO agiert als Zytotoxin in
der Immunabwehr [19]. Die Expression der iNOS ist nicht wie bei der eNOS und nNOS
lokal und konstitutiv, sondern wird bei Bedarf überall im Körper in Makrophagen, den
Polizisten des Immunabwehrsystems, induziert [20–22]. Die iNOS steht stark im Fo-
kus der Forschung, denn das, bei krankhafter Überexpression, synthetisierte NO �ndet
sich in der Pathogenese vieler Krankheiten wie Diabetes, Arthritis, Multiple Sklerose
oder bei einem septischen Schock [23–27]. Das Interesse an geeigneten Inhibitoren,
die imstande sind, die Aktivität der iNOS gezielt zu regulieren und somit der Zerstö-
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1.1. Die Sticksto�monoxid-Synthase (NOS)

eNOS

Vasodilator

Endothelzellen

Konstitutiv

iNOS

Immunabwehr

Makrophagen

Induzierbar

nNOS

Neurotransmitter

Neuronen

Konstitutiv

Abbildung 1.1: Die drei Mitglieder der NOS Familie. eNOS und nNOS werden konstitutiv in
Endothelzellen beziehungsweise Neuronen exprimiert. Das von ihnen produzierte NO agiert
als Botensto� zur Vasodilatation und als Neurotransmitter. Die induzierbare NOS spielt eine
wichtige Rolle in der Immunabwehr und wird nach Bedarf in Makrophagen im ganzen Körper
exprimiert.

rung gesunden Gewebes durch das hochreaktive NO Einhalt zu gebieten, ist folglich
sehr groß [28, 29].

1.1.2.1. Struktur der iNOS, Domäneninteraktion

Die iNOS ist ein 130 kDa schweres und 1144 Aminosäuren langes Polypeptid [30],
das, wie alle drei Mitglieder der NOS-Familie, in seiner aktiven Form ein Homodimer
bildet [31]. Der Aufbau des Enzyms in dimerer Form, die Quartärstruktur, sowie der
Monomere, die Tertiärstruktur, ist in Abbildung 1.2 schematisch dargestellt.

Das Monomer ist in drei Domänen unterteilt. Am N-Terminus, der Seite des Poly-
peptids mit freier Aminogruppe, be�ndet sich die sogenannte Oxygenase Domäne
(iNOSoxy, Aminosäuren 1 − 498, 56 kDa) [32, 33]. Sie beinhaltet das katalytische Zen-
trum der NO Synthese mit Bindungsstellen für Häm, Substrat Arginin, sowie Kofaktor
H4B [34–39]. Am C-Terminus, der Seite des Polypeptids mit freier Carboxygruppe, be-
�ndet sich die Reduktase Domäne (iNOSred, Aminosäuren 531−1144, 74 kDa). Sie bietet
Bindungsstellen für die drei Koenzyme NADPH, FMN und FAD. Oxygenase und Re-
duktase sind durch eine kurze Calmodulin-bindende Domäne miteinander verbunden
(Aminosäuren 499 − 530).

Struktur und Funktion der NOS sind eng miteinander verknüpft. Noch vor der Be-
stimmung der Struktur durch Röntgenkristallographie konnte gezeigt werden, dass
die NO Synthese der NOS nur in dimerisierter Form möglich ist [34]. Ein Grund dafür
ist die Elektronenversorgung der Synthesereaktion in NOSoxy durch die in NOSred ge-
bundenen Koenzyme. Der Elektronentransfer �ndet nicht zwischen den Domänen des

3



1. Einleitung

selben Monomers statt, sondern jeweils von NOSred des einen Monomers zu NOSoxy
des anderen Monomers (Abb. 1.2) [31, 40, 41].

Bei Experimenten zur Spaltung der einzelnen Domänen durch Trypsin zeigte sich, dass
NOSoxy auch in isolierter Form dimerisiert und alle strukturellen sowie spektroskopi-
schen Eigenschaften konserviert bleiben. Dieser NOSoxy Dimer ist trotz ausreichen-
der Versorgung von H4B und freiem NADPH nicht in der Lage, NO aus Arginin und
Sauersto� zu bilden, kann aber NO und Citrullin in Anwesenheit von Wassersto�per-
oxid (H2O2) aus NOHA bilden [42]. Zwar bewahrt auch NOSred Struktur und Funkti-
on als Elektronenquelle, bleibt allerdings als Monomer zurück [43]. Diese Ergebnisse
zeigten die Unabhängigkeit der Domänen und führten zu dem bis heute anerkann-
ten Modell der NOS-Struktur (Abb. 1.2). Zwei NOSoxy bilden das Dimer, während sich
NOSred als unabhängige Erweiterung des Proteins in nächster Nähe zu NOSoxy des an-
deren Monomers anlagert (englisch: domain swapping) und so den interstrukturellen
Elektronentransfer ermöglicht [31]. Es sei angemerkt, dass aktuell nur Strukturen aus
Röntgenstrukturanalysen der einzelnen Domänen (aller drei NOS) bestimmt werden
konnten; Strukturen des gesamten Dimers jedoch nicht [30, 44–46].

O2

Arginin

NO
Citrullin

Calmodulin

Häm

H4B

e-

Abbildung 1.2: Schema der Geometrie eines NOS Homodimers. Zwei NOSoxy Domänen bil-
den das Dimer. Die über eine Calmodulin-bindende Sequenz verbundene NOSred-Domäne des
einen Monomers liefert jeweils Elektronen zur NOSoxy- Domäne des anderen Monomers [31].
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1.1. Die Sticksto�monoxid-Synthase (NOS)

1.1.2.2. Struktur des iNOSoxy Dimers

Die Rolle der Dimerisierung der Oxygenase Domäne in Hinsicht auf die NO Synthe-
se, sowie der Dimerisierungsprozess selbst, sind bist heute nicht in vollem Umfang
verstanden. Zur Untersuchung der Dimerisierung stellten Ghosh et al. 1997 [47] vom
N-Terminus ausgehend verkürzte Varianten von iNOSoxy her. Die Variante ∆65 (durch
Gendeletion um die ersten 65 Aminosäuren verkürzt) zeigte sich in ihren Eigenschaf-
ten noch identisch zum iNOSoxy Wildtyp. Allerdings hatte weitere Verkürzung (∆114
und ∆117) einen dramatischen E�ekt auf Struktur und Funktion des Enzyms. Beide
Varianten befanden sich ausschließlich im monomeren Zustand und waren unfähig,
H4B oder Arginin zu binden (und somit unfähig zur NO Synthese).

1998 gelang es Crane et al. [30], die Struktur der dimerisierten ∆65 iNOSoxy Vari-
ante mit Kofaktor und Substrat röntgenkristallographisch zu bestimmen (PDB Code:
1NOD). Sie zeigte deutliche Unterschiede zur im Jahr zuvor bestimmten Struktur des
∆114 iNOSoxy Monomers (PDB Code: 1NOC, 1NOS) [28]. Einige mobile und exponier-
te hydrophobe Regionen arrangieren sich im Dimer um, stabilisieren den 30Å tiefen
Substratbindungskanal in das aktive Zentrum von iNOSoxy (Vergleich Monomer: 10Å)
und bilden die Bindungsstellen für H4B und Arginin. Gebundenes H4B be�ndet sich
dabei im Zentrum der Dimerschnittstelle und bildet Wassersto�brücken mit Amino-
säuren beider Monomere [48].

Die 49 Aminosäuren lange Sequenz 66 − 114, die die beiden Varianten unterschei-
det, besteht aus einem haarnadelförmigen Haken aus zwei β-Faltblättern, einem Zink-
bindenden Segment, sowie einem H4B-bindenden Segment. Crane et al. [49] konnten
an einer weiteren ∆65 iNOSoxy Struktur zeigen, dass die Haken zwei verschiedene
Konformationen einnehmen können (PDB Codes: 1DF1, 1QOM). Die linke Spalte von
Abbildung 1.3 zeigt die sogenannte unswapped Struktur; die haarnadelförmigen Ha-
ken interagieren mit der eigenen Proteinuntereinheit. Im Zentrum des Dimers be�n-
det sich ein Zinkatom, das tetraedrisch von vier Cysteinen (zwei pro Monomer) ligiert
ist. Die rechte Spalte zeigt die swapped Struktur; die Haken überlappen mit der je-
weils anderen Proteinuntereinheit und maximieren dadurch die Berührungs�äche des
Dimers und damit auch dessen Stabilität. Statt des Zinkatoms �ndet sich eine Disul-
�dbrücke zwischen zwei Cysteinen. Die Funktion dieser beiden möglichen Strukturen
konnte noch nicht abschließend geklärt werden. Es wird vermutet, dass die unswap-
ped-Struktur in Lösung hauptsächlich im monomeren Zustand auftritt, um die für die
Dimerisierung wichtige Sequenz 66−114 vor zellulärem Abbau zu schützen, während
die swapped-Struktur zur Stabilisierung der Struktur im dimerisierten Zustand auftritt
[50].

Neben diesen beiden Strukturen tri�t man in der Literatur auf zwei weitere. Es handelt
sich dabei um die gängige Bezeichnung der iNOSoxy Dimerstruktur als tight und loose.
Das katalytische Zentrum der loose Struktur ist, im Vergleich zur tight Struktur, dem
Lösungsmittel gegenüber eher exponiert [51]. Die tight Struktur ist außerdem wider-
standsfähiger gegenüber erzwungener Monomerisierung [52], sowie der Zerstörung
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1. Einleitung

90°

unswapped swappeda)

b)

c) Häm / Ligandenbindungskanal

Abbildung 1.3: Struktur der unswapped/swapped Zustände von iNOSoxy (aus [49], PDB Co-
des: 1DF1, 1QOM). a) Die beiden Haken sind in akzentuiertem Rot und Blau dargestellt. In der
unswapped Struktur wechselwirken sie hauptsächlich mit der eigenen iNOSoxy Untereinheit.
In der swapped Struktur wechselwirken die Haken stark mit der gegenüberliegenden iNOSoxy
Untereinheit und vergrößern somit die Dimerschnittstelle. In beiden Strukturen ist der Kofak-
tor H4B nahe der Dimerschnittstelle gebunden. Das in Magenta gefärbte Häm im Inneren des
Enzyms ist durch einen Tunnel in der Struktur zu erkennen. b) Ober�äche beider Strukturen.
c) Blick auf die Struktur aus b von „unten“. Wieder sind die Haken zur besseren Sichtbarkeit
in Rot und Blau akzentuiert.
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1.1. Die Sticksto�monoxid-Synthase (NOS)

des Enzyms durch Proteolyse [47]. Es wird angenommen, dass iNOSoxy frei von Sub-
strat und Kofaktor eher in Richtung loose Struktur tendiert, während nach Zugabe
von Substrat und Kofaktor die tight Struktur eindeutig präferiert wird. Die Stabilität
der tight Dimerstruktur nimmt durch Zugabe von Substrat und Kofaktor in folgender
Reihenfolge zu: Arg > H4B > Arg + H4B [48, 53, 54].

Wang et al. [55] konnten die beiden Strukturen bei der CO-ligierten P450-Spezies
(siehe Unterabschnitt 1.1.4) von nNOS durch Raman-Spektroskopie nachweisen. Bei
substrat- und kofaktorfreiem Protein fanden sie ähnlich große Populationen beider
Strukturen, nach Zugabe von Substrat nur noch die tight Struktur. Ein ähnliches Ver-
halten zeigte sich bei kristallographischen Untersuchungen der NOS des Heubazillus
(bsNOS, Bacillus subtilis) [56] und Untersuchungen von iNOS mit der Methode der
dynamischen Lichtstreuung [57]. Die loose Struktur des bsNOS wies einen um 10%
größeren Streumasseradius als die tight Struktur auf. Sowohl bei bsNOS, als auch bei
iNOS waren die Proteinpopulationen vor Zugabe von Substrat und/oder Kofaktor un-
gefähr gleich auf beide Strukturen verteilt. Eine umfassende Interpretation der beiden
Konformationen steht weiterhin aus.

1.1.2.3. Struktur des katalytischen Zentrums von iNOSoxy

Die Struktur des katalytischen Zentrums von iNOSoxy ist in Abbildung 1.4 dargestellt
[30]. Das Häm ist auf proximaler Seite axial von der Thiolatgruppe eines Cysteins
(C194) ligiert. Zwischen der Thiolatgruppe und den Aminosäuren Tryptophan 188
(W188), Isoleucin 195 (I195) und Glycin 196 (G196) erstreckt sich ein ausgeprägtes
Wassersto�brückennetzwerk. Das Indolringsystem von W188 ist parallel zum Ring-
system des Häms ausgerichtet und weist dadurch eine stabilisierende Wirkung auf
die Struktur auf (englisch: π stacking). Auf distaler Seite des Häms �ndet sich die Li-
gandenbindungsstelle (O2, NO, CO etc.) und direkt darüber die Bindungsstelle für das
Substrat Arginin. Der Kofaktor H4B be�ndet sich mit etwas größerem Abstand seitlich
des Häms und zu diesem orthogonal orientiert. Substrat und Kofaktor sowie Häm und
Kofaktor sind durch Wassersto�brücken mit Aminosäuren des Proteinrückgrats ver-
bunden [36]. Wie in Abbildung 1.3 a zu erkennen ist, bietet ein Tunnel in der Struktur
Zugang zum katalytische Zentrum des Enzyms.

1.1.3. Mechanismus der NO Synthese

Wie bereits erwähnt wurde, dient die Aminosäure L-Arginin als Substrat für die NO
Synthese, deren Mechanismus bei allen drei Isoformen der NOS gleich ist. L-Arginin
ist eine der 20 proteinogenen Standardaminosäuren und ist semi-essentiell für den
menschlichen Körper. Die grundlegend identische Struktur dieser Aminosäuren ist
in Abbildung 1.5 am Beispiel von L-Arginin demonstriert. Das sogenannte Cα -Atom
trägt eine Aminogruppe, eine Carboxygruppe, ein Wassersto�atom und eine organi-
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1. Einleitung

W188 C194

G196 I195

Arg

W366

Y367

E371

W457

H4B
Häm

O2

Abbildung 1.4: Katalytisches Zentrum von iNOSoxy. Gezeigt sind die wichtigsten Aminosäu-
ren, das heterozyklische H4B und, durch gestrichelte Linien, deren Wassersto�brückennetz-
werke auf distaler (blau) und proximaler (rot) Seite des Häms [30, 36]. Die Aminosäuren sind
im Einbuchstabencode gekennzeichnet. Die Zahl hinter dem Buchstaben gibt die Position in
der Polypeptidkette an. Farbcode der Atome: Kohlensto� (C) grau, Sticksto� (N) blau, Sauer-
sto� (O) rot, Schwefel (S) gelb, Hämeisen (Fe) orange. Das durch zwei rote Kugeln dargestellte
Sauersto�molekül ist nicht Teil der Kristallstruktur (PDB-code: 1NOD), sondern wurde zur
Veranschaulichung der Ligandenbindung am Hämeisen nachträglich eingefügt.

sche Seitenkette, durch die sich die Aminosäuren unterscheiden. Die Seitenkette von
L-Arginin endet mit einer Guanidinogruppe. Das Cα -Atom ist ein chirales Zentrum. Ist
die Aminogruppe in der Fischer-Projektion nach links ausgerichtet, so handelt es sich
um die L-Form der Aminosäure (levo, links), ist die Aminogruppe nach rechts ausge-
richtet, so handelt es sich um die D-Form (dextro, rechts). Die beiden Strukturen sind
sogenannte Enantiomere, sie lassen sich nur durch Spiegelung ineinander überführen.
Natürliche Proteine bestehen fast ausschließlich aus den L-Aminosäuren. Da in dieser
Arbeit nur mit L-Arginin gearbeitet wurde, wird das vorangestellte L im Folgenden
oftmals weggelassen. Als Bezeichnung wird außerdem der Dreibuchstabencode Arg
und der Einbuchstabencode R benutzt.

Bei der NO Synthese handelt es sich um einen zweistu�gen Oxidationsprozess eines
Sticksto�atoms der Guanidinogruppe der Seitenkette von Arginin im katalytischen
Zentrum des Enzyms [19]. Sie ist in komprimierter Form in Abbildung 1.6 darge-
stellt. Im ersten Schritt des zweistu�gen Prozesses wird das Substrat Arginin zum Zwi-
schenprodukt N-Hydroxy-L-Arginin (NOHA) hydroxyliert. Dabei wird ein O2 und ein
NADPH (Elektronendonator) verbraucht. Im zweiten Schritt wird das Zwischenpro-
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Cα

L-Arginin

Cα

D-Arginin

Seitenkette

Aminogruppe

Carboxygruppe

Abbildung 1.5: Struktur der Aminosäure Arginin in der Fischer-Projektion. Die Aminogrup-
pe, die Carboxygruppe und die organische Seitenkette am Cα -Atom sind farbig umrandet.
Links die L-Form, rechts die D-Form, dazwischen (gestrichelt) die Spiegelebene.

dukt NOHA, unter Verbrauch eines weiteren O2 und 0,5 NADPH, zum Abfallprodukt
L-Citrullin und NO oxidiert [30, 72–74].

Der ausführliche Reaktionsweg der Synthese ist sehr viel komplexer und noch nicht
vollends verstanden. Besonders die einzigartige Rolle des Kofaktors H4B, der sowohl
als Elektronendonator, als auch als Elektronenakzeptor fungiert, wirft weiterhin Fra-
gen auf [75–80]. Nach aktuellem Wissenstand wird die Arg Hydroxylierung durch
einen Elektronentransfer von NADPH initiiert (Abb. 1.7 a) [16]. Das Elektron redu-
ziert das Hämeisen und befähigt es somit Sauersto� zu binden (Fe3+ + e− → Fe2+)
[18, 19, 73]. Anschließend liefert H4B ein weiteres Elektron und bildet die aktivierte
Peroxy-Spezies, die in zwei Zwischenreaktionen zwei Protonen aufnimmt, ein Wasser-
molekül produziert und im sogenannten Compund I Zustand zurückbleibt [81]. Diese
Spezies hydroxyliert das Substrat Arg zu NOHA. Es konnte gezeigt werden, dass H4B
während des gesamten zweistu�gen Prozesses im Protein gebunden bleibt. Das H4B
Radikal muss demnach ein Elektron von NADPH aufnehmen, um in der zweiten Stufe
wieder einsatzbereit zu sein.

Die zweite Stufe der Reaktion, die NOHA Oxidation (Abb. 1.7 b), durchläuft eine ähn-
liche Kaskade an Reaktionen, jedoch mit vereinzelt eklatanten Unterschieden. Wie in
der ersten Stufe wird das Hämeisen durch ein von NADPH geliefertes Elektron redu-
ziert und der Sauersto� der Oxy-Spezies durch H4B aktiviert. Der aktivierte Komplex
nimmt nun jedoch nur ein Proton auf und reagiert als Hydroperoxo-Spezies mit NOHA
zu einer Nitroxyl-Spezies und L-Cit unter Bildung eines Wassermoleküls. Das gebilde-
te NO Molekül ist noch am reduzierten Fe2+ gebunden. Die A�nität für NO in einem
solchen Komplex ist im sub-nanomolaren Bereich und macht das Entkommen des NO
Moleküls nahezu unmöglich [20, 82]. Aufgelöst wird diese Sackgassenreaktion durch
das H4B Radikal, das ein Elektron des Fe2+ −NO Komplexes aufnimmt. Anschließend
kann NO vom schwach NO-bindenden Fe3+ − NO Komplex dissoziieren.
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L-Arginin N-Hydroxy-L-Arginin L-Citrullin

H2OO2

0,5 NADPH

H2OO2

1,0 NADPH
N O

Cα

H O

CαCα

HN NO+

Guanidinogruppe

Abbildung 1.6: Zweistu�ge Reaktion zur Produktion von NO durch die NOS. Im ersten Schritt
wird L-Arg zu NOHA hydroxyliert. Dabei wird je ein Molekül NADPH und O2 verbraucht. Im
zweiten Schritt wird NOHA unter Verwendung eines halben NADPH und eines O2 Moleküls
zu L-Cit und NO oxidiert.

Dieser Reaktionsweg wird von allen drei Isoformen der NOS durchlaufen. Ein Un-
terschied zeigt sich jedoch in der Regulation der NO Synthese. Bei den konstitutiven
eNOS und nNOS ist die Synthese durch die intrazelluläre Calciumkonzentration regu-
liert, die bei erhöhten Konzentrationen das Binden von Calmodulin (CaM) an die NOS
induziert [34, 35, 83]. CaM aktiviert den Elektronentransfer von NADPH zum Häm
und ermöglicht so die NO Synthese [84, 85]. iNOS bindet CaM dagegen unabhängig
von der Calciumkonzentration [86]. Die NO Synthese ist damit beständig hoch, eine
Regulation �ndet nur auf transkriptioneller Ebene statt.
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b) 2. Stufe - NOHA Oxidation

Abbildung 1.7: Vollständiger Pfad des Mechanismus der NO Synthese nach Tejero et al. [16].
a) Erste Stufe, Hydroxilierung von Arginin zu dem Zwischenzustand NOHA. b) Zweite Stufe,
Oxidation von NOHA zu NO und dem Abfallprodukt Citrullin.
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1. Einleitung

1.1.4. CO als sechster Ligand - die iNOS P450/P420-Spezies

Neben O2 und NO als Edukt und Produkt der Synthesereaktion ist auch CO ein mög-
licher axialer Ligand der NOS. Kim et al. [58] bringen das Binden von CO an iNOS mit
einer verminderten NO-Produktion durch CO induzierte Monomerisierung in Verbin-
dung. CO-ligiertes iNOSoxy weist aufgrund der Cysteinligation des Häms eine soge-
nannte P450 Absorptionsbande (Soret-Bande) bei ∼ 450 nm auf [59]. Die Bezeichnung
P450 ist der Namensgebung des Cytochrom P450 (P wie Pigment) entliehen, das bei
Bindung von CO ebenfalls eine Soret-Bande bei ∼ 450 nm aufweist [60]. Die biolo-
gisch aktive P450 iNOS CO-Spezies (iNOSP450) konvertiert nach ihrer Bildung spontan
in eine inaktive P420 CO-Spezies (iNOSP420) mit einer Soret-Bande bei ∼ 420 nm [61].
Binden von Arginin oder H4B vermindert, beziehungsweise invertiert die Konversion.
Des Weiteren gibt es Anhaltspunkte dafür, dass die beiden Proteinzustände P450 und
P420 an die beiden tight/loose-Dimerstrukturen gekoppelt sind [51].

Der Mechanismus der P450→ P420 Konversion, welcher in allen P450-artigen Prote-
inen existiert [51, 62], wird bis zum heutigen Tage kontrovers diskutiert [51, 63, 64].
Vieles spricht für eine Änderung des proximalen Hämliganden von Cystein zu His-
tidin, wie zum Beispiel die Ähnlichkeit der P420 Soret-Bande zu Soret-Banden von
Histidin-ligierten Hämproteinen wie Hämoglobin und Myoglobin [65–67]. Zusätzlich
konnten Raman-Banden der P420 Form von Cytochrom P450 mit Fe-Histidin Schwin-
gungsmoden assoziiert werden [65]. Allerdings be�ndet sich in keiner der drei NOS
Isoformen Histidin in nächster Nähe zum Hämeisen. Das Binden von CO müsste folg-
lich eine relativ große Konformationsänderung innerhalb der NOSoxy Domäne bewir-
ken, und das trotz struktureller Unterschiede in allen drei Isoformen auf gleiche Weise.

Eine 2009 von Sabat et al. [51] verö�entlichte Studie über iNOSP420 diskutiert eine
zweite Theorie [51]. Sie schlägt vor, dass die Bindung von CO am Häm die Protonie-
rung des proximalen Thiolats zu Thiol triggert; gleichzeitig löst sich die Wassersto�-
brücke zwischen C194 und W188 auf. In der Literatur �ndet sich Evidenz bei Thiolat
und CO-ligierten Porphyrin-Modell-Komplexen, welche unter Protonierung des Thio-
lats vom P450-Typus nach P420 konvertieren [65, 68]. Zudem weist der P450→ P420
Übergang eines Cytochroms P450 aus Mycobacterium tuberculosis eine mit der Theo-
rie übereinstimmende pH-Abhängigkeit auf, bei der P420 bei niedrigem pH die favo-
risierte Spezies bildet [69]. Sabat fand eine übereinstimmende pH-Abhängigkeit für
substratgebundene iNOSoxy; substrat- und kofaktorfreie iNOSoxy konvertierte dage-
gen unabhängig vom pH-Wert vollständig zu iNOSP420. Des Weiteren fand sich eine
Raman-Bande bei 221 cm−1, die trotz ihrer Ähnlichkeit zur Fe-Histidin-Schwingung
von Myoglobin [70], aufgrund eines fehlenden H2O/D2O-Isotopene�ekts, mit einer
durch neutrales Thiol verstärkten Häm-Schwingungsmode assoziiert wurde. 2013 be-
richten Sun et al. [71] von Raman-Spektren der H93G Myoglobin-Mutante und Cyto-
chrom P420cam. Die Spektren ließen die von Sabat gefundene Bande bei 221 cm−1 ver-
missen, stattdessen konnte eine Bande bei 218 cm−1 mit einer Fe-Histidin-Schwingung
in Verbindung gebracht werden.

12



1.1. Die Sticksto�monoxid-Synthase (NOS)

O�ensichtlich sind die Erkenntnisse über die P450/P420-Spezies von iNOSoxy spärlich.
Weder herrscht Einigkeit über die biochemischen E�ekte, die die Konversionsreaktion
beschreiben, noch über den Ein�uss der Proteinstruktur sowie des Oligomerisierungs-
zustands. Die im Kapitel 4 vorgestellten Messungen versuchen diesen Fragen näher zu
kommen und das Bild über die iNOSoxy-Spezies weiter zu komplettieren.
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1. Einleitung

1.2. Protein-Liganden Interaktion

1.2.1. Gleichgewichtssituation

Das thermodynamische Gleichgewicht zwischen gebundenem Protein-Ligand-Kom-
plex, PL, und dissoziiertem Protein, P, und Ligand, L, wird beschrieben durch

PL
ko�


kon

P + L. (1.1)

Die mikroskopischen Ratenkoe�zienten kon und ko� geben die Geschwindigkeit der
Hin- und Rückreaktion an. Das Gleichgewicht ist durch den Dissoziationskoe�zienten
Kd bestimmt:

Kd =
[P][L]
[PL] =

ko�
kon
. (1.2)

Sei Y der Anteil der Proteine, die einen Liganden gebunden haben,

Y =
[PL]

[P] + [PL]
=

[L]

[L] + Kd
, (1.3)

so zeigt sich, dass Kd der freien Ligandenkonzentration entspricht, bei der die Hälfte
aller Proteine einen Liganden gebunden hat.

1.2.2. Nichtgleichgewichtssituation

Wie aus Gleichung (1.2) ersichtlich ist, liefern Messungen im thermodynamischen
Gleichgewicht lediglich den Koe�zientenKd, und damit nur das Verhältnis der mikro-
skopischen Ratenkoe�zienten. Zur Bestimmung der Reaktionsraten können zeitauf-
gelöste Nichtgleichgewichtsmessungen genutzt werden. Das Protein-Ligand-System
wird durch eine Störung aus der Gleichgewichtslage gebracht und anschließend bei
der Rückkehr ins Gleichgewicht beobachtet. Die Auswahl an messtechnisch mögli-
chen Störungen ist groß, Bedingung ist jedoch stets, dass die Dauer der Störung um
Größenordnungen kleiner ist als die Dauer des Relaxationsprozesses. In dieser Arbeit
wurde die Methode der Bliztlichtphotolyse verwendet. Ein nur wenige Nanosekunden
breiter Laserpuls deponiert eine große Menge an Energie im System und verursacht
die Dissoziation der Protein-Ligand-Bindung. Als Wegbereiter dieser Technik gilt Gib-
son [87], der 1957 nachweisen konnte, dass die Bindung zwischen Hämeisen und CO
in Myoglobin durch sichtbares Licht aufgelöst werden kann. Näheres zur Blitzlicht-
photolyse wird in Abschnitt 2.4 erläutert.

14



1.2. Protein-Liganden Interaktion

1.2.2.1. Zweizustandsmodell

Einen ersten Ansatz zur Beschreibung der Ligandenbindung von Hämproteinen liefert
das Zweizustandsmodell (Abb. 1.8). Zustand A beschreibt den gebundenen Zustand, B
den dissoziierten Zustand. Die Zustände tauschen mit den mikroskopischen Ratenko-
e�zienten kAB und kBA aus:

A
kAB


kBA

B. (1.4)

Mit dem Grad der Besetzung der beiden Zustände, NA/B (mit NA +NB = 1), gilt für die
Gleichgewichtssituation:

NA · kAB = NB · kBA. (1.5)

Das Gleichgewicht ist wieder durch den Koe�zienten K de�niert:

K =
NB
NA
=
kAB
kBA
. (1.6)

K kann ebenfalls durch die Di�erenz der freien (Gibbs’schen) Enthalpie, ∆G, der Zu-
stände A und B beschrieben werden:

K = e−
∆G
RT . (1.7)

R bezeichnet die allgemeine Gaskonstante, T die Temperatur. Die mikroskopischen
Ratenkoe�zienten sind durch die Arrhenius-Gleichung bestimmt:

kij = A · e−
Hij
RT , (1.8)

mit dem Frequenzterm A, der Temperatur T , der allgemeinen Gaskonstanten R und
der Höhe der Enthalpiebarriere zwischen Zustand i und j, Hij (Abb. 1.8).

Be�ndet sich das System nach einer Störung in einem Nichtgleichgewichtszustand, so
ist die Relaxation des Zustands A zurück ins Gleichgewicht durch die Di�erenzialglei-
chung

dNA
dt
= NB · kBA − NA · kAB (1.9)

beschrieben. Integration dieser Gleichung ergibt die zeitabhängige Relaxationsfunkti-
on

NA(t) = N (t →∞) + ∆NA · e
−(kAB+kBA)·t . (1.10)

Mit Gleichung (1.10) lässt sich die Summe der Ratenkoe�zienten aus einer Nicht-
gleichgewichtsmessung bestimmen. Wird zusätzlich der Koe�zientK durch eine Gleich-
gewichtsmessung ermittelt, so können die mikroskopischen Ratenkoe�zienten kAB
und kBA einzeln berechnet werden.
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A
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Abbildung 1.8: Das Zweizustandsmodel. Zustand A bezeichnet den gebundenen Häm-
Liganden-Komplex, Zustand B den dissoziierten Komplex. Die beiden Zustände tauschen mit
den Ratenkoe�zienten kAB und kBA aus.HBA bezeichnet die Enthalpiebarriere zwischen B und
A.

Hämproteine weisen üblicherweise eine sehr hohe Ligandena�nität auf. Im Gleich-
gewicht ist deshalb der gebundene Zustand A gegenüber dem dissoziierten Zustand B
stark favorisiert. In Raten ausgedrückt bedeutet das kAB ≈ 0 und damit auch NB ≈ 0
(siehe Gleichung (1.6)). Be�ndet sich das System aufgrund einer Störung vollständig
im Zustand B (Photolyse aller Liganden), so gilt für diesen, im Vergleich zu Gleichung
(1.9), die vereinfachte Di�erenzialgleichung

dNB
dt
= −NB · kBA, (1.11)

mit der Lösung

NB(t) = e−kBAt . (1.12)

1.2.2.2. Dreizustandsmodell

Dass das simple Zweizustandsmodell der Realität nicht genügt, zeigten Frauenfel-
der et al. [88] 1975 durch Blitzlichphotolyseexperimente an CO-ligiertem Myoglobin
über einen ausgedehnten Temperaturbereich (40 – 350 K). Bei tiefen Temperaturen
(< 180 K) ist der Ligand nach der Photolyse in der festgefrorenen Proteinmatrix ge-
fangen. Der beobachtete monophasische Rückbindungsprozess ließ darauf schließen,
dass es innerhalb des Proteins einen weiteren, vom Liganden besetzbaren Zustand
geben muss. Allerdings handelt es sich bei diesen Rückbindungsprozessen, aufgrund
der strukturellen Heterogenität des Proteins, nicht um eine exponentielle Rückbin-
dung wie in Gleichung (1.12). Ein Protein unterliegt ständigen Struktur�uktuationen,
die bei tiefen Temperaturen ausgefroren werden. Da jede Subkonformation eine leicht
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1.2. Protein-Liganden Interaktion

verschiedene Höhe der Enthalpiebarriere zwischen den Zuständen B und A aufweist,
muss Gleichung (1.12) mit der Integration über die Enthalpiebarrierenhöhenvertei-
lungsfunktion д(HBA) ergänzt werden:

NB(t) =

∫
д(HBA) · e

−kBAtdHBA. (1.13)

Zustand B bezeichnet keinen kovalent gebundenen Liganden. Es handelt sich um soge-
nannte transiente, metastabile Andockstellen innerhalb der Proteinmatrix. Der Ligand
ist durch elektrostatische Wechselwirkungen nur schwach stabilisiert. Im Weiteren
wird Zustand B aus Gleichung (1.13) auch als primäre Andockstelle B bezeichnet.

Bei mittleren Temperaturen (180 – 280 K) fanden sich neben Zustand B mindestens
zwei weitere transiente Liganden-Zustände, für deren Population die thermische Ener-
gie bei niedrigen Temperaturen nicht ausreichend ist (Abb. 1.9 a) [89–94]. Bei hohen
Temperaturen (> 280 K) kann der Ligand nach der Photolyse die nun frei bewegliche
Proteinmatrix verlassen. Entsprechend fand sich ein von der Ligandenkonzentration
abhängiger, exponentieller Rückbindungsprozess aus dem Lösungsmittel (Zustand S in
Abbildung 1.9 a). Die Dauer eines solchen Prozesses liegt üblicherweise im Bereich von
wenigen Millisekunden bis zu mehreren Sekunden. Die sequentiellen, internen Rück-
bindungsschritte (D→C→B→A) erscheinen aufgrund mangelnder Zeitau�ösung als
ein einziger Prozess bei sehr frühen Zeiten (ns–ms). Aufgrund der hohen thermischen
Energie sind die Struktur�uktuationen des Proteins sehr viel schneller als die Rück-
bindungsprozesse. Die Liganden sehen somit nur das zeitliche Mittel der Enthalpiebar-
rierenhöhenverteilungsfunktion, д(HBA), und binden exponentiell mit dem mittleren
Ratenkoe�zienten < kBA > zurück.

Das von Henry et al. [95] vorgeschlagene Dreizustandsmodell (Abb. 1.9 b) liefert eine
korrekte Beschreibung der Rückbindungskurven bei hohen Temperaturen. Zustand A
repräsentiert das ligierte Protein, welches durch Photolyse des Liganden in Zustand
B übergeht. Von dort aus bindet der Ligand entweder direkt an das Hämeisen zurück,
oder verlässt das Protein in das Lösungsmittel (Zustand S). Die Zustandsänderungen
erfolgen jeweils mit den Ratenkoe�zienten kAB, kBA, kBS und kSB. Der interne Zustand
B vereint, wie oben begründet, die Gesamtheit aller internen Andockstellen.

Direkt nach der Photolyse be�nden sich alle Liganden im Zustand B. Es gelten die
Startbedingungen NB(0) = 1, NA(0) = NS(0) = 0. Der Anteil an ungebundenen Prote-
inen beträgt

N (t) = 1 − NA(t) = NB(t) + NS(t). (1.14)

Mit den Bedingungen kAB ≈ 0 und kBA � kSB, fällt die Aufstellung und Lösung des
Gleichungssystems leicht. Es ergibt sich ein biphasischer, exponentieller Abfall:

N (t) = NB · e
−λBt + NS · e

−λSt . (1.15)

NB bezeichnet die Fraktion der Proteine, die ihren Liganden intern von Zustand B
aus binden, NS die Fraktion, die einen Liganden aus dem Lösungsmittel binden. Die
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Abbildung 1.9: Energielandschaft eines Hämproteins. a) Interne Zustände des Proteins. A:
am Häm gebundener Ligand. B (C, D): Ligand in der primären (sekundären, ...) Andockstelle
innerhalb der Proteinkavität. S: Ligand im Lösungsmittel. b) Dreizustandsmodell. Bei hohen
Temperaturen genügt die Reduktion auf eine interne Andockstelle (B) zur Beschreibung des
internen Rückbindungsprozesses. S bezeichnet wieder den Liganden im Lösungsmittel.

Amplituden und die apparenten Ratenkoe�zienten λB und λS ergeben sich wie folgt
aus den mikroskopischen Ratenkoe�zienten:

NB =
kBA

kBA + kBS
, (1.16)

NS =
kBS

kBA + kBS
, (1.17)

λB = kBA + kBS =
kBA
NB
, (1.18)

λS = kSB · NB = kSB ·
kSB
kBS
·

kBS
kBA + kBS

. (1.19)

Der externe Rückbindungsprozess ist sowohl von der Ligandenkonzentration [L], als
auch von der Proteinkonzentration [P] abhängig:

d[P]

dt
= −λS · [L] · [P]. (1.20)

Ist die Ligandenkonzentration sehr viel größer als die Proteinkonzentration, so kann
sie trotz ablaufender Assoziations- und Dissoziationsreaktionen als konstant ange-
nommen werden. Bei unseren Messungen beträgt die CO-Konzentration üblicherwei-
se ∼ 1mM, die Proteinkonzentration dagegen nur ∼ 10 µM. Die somit genügend kon-
stante freie Ligandenkonzentration kann in einem e�ektiven Ratenkoe�zienten ab-
sorbiert werden

λe� = λS · [L], (1.21)

was aus Gleichung (1.20) eine Reaktion (pseudo-)erster Ordnung macht.

18



1.3. Spektroskopie

1.3. Spektroskopie

Die wellenlängenabhängige Untersuchung der Wechselwirkung zwischen Materie und
elektromagnetischer Strahlung wird als Spektroskopie bezeichnet. Das Ergebnis einer
spektroskopischen Untersuchung ist das Spektrum, ein Pro�l der Absorptionseigen-
schaft der vermessenen Probe, aufgelöst nach Wellenlänge, beziehungsweise Energie
der Strahlungsquanten:

E = h
c

λ
, (1.22)

mit dem Planckschen Wirkungsquantum h, der Vakuum-Lichtgeschwindigkeit c und
der Wellenlänge λ. Im Bereich der Infrarotspektroskopie hat sich historisch bedingt
die Wellenzahl ν̃ = 1

λ mit der Einheit
[
cm−1

]
etabliert.

Der Wellenlängenbereich des elektromagnetischen Strahlungsspektrums erstreckt sich
über mehr als 18 Größenordnungen (Abb. 1.10). Angefangen bei niederenergetischen
Radiowellen mit Wellenlängen von einigen Metern bis zur hochenergetischenγ -Strah-
lung mit nur wenigen Pikometern. Dazwischen liegen die prominentesten Vertreter;
das vom Menschen sichtbare Licht (380 − 780 nm), die Infrarotstrahlung (780 nm −
1mm), sowie die Röntgenstrahlung (1 pm− 0,25 nm). Die Unterteilung des elektroma-
gnetischen Strahlungsspektrums ergibt sich durch die diversen physikalischen Prozes-
se, die hinter der Wechselwirkung stecken. Die Energien von Photonen im sichtbaren
Bereich des Spektrums be�nden sich in der Größenordnung elektronischer Übergänge
von Atom- und Molekülzuständen, deshalb auch optische Übergänge genannt. Photo-
nen im infraroten Bereich sind niederenergetischer und regen Rotations- und Schwin-
gungsübergänge in Molekülen an, was sich in der Erwärmung der bestrahlten Mate-
rie äußert. Diese beiden Wechselwirkungen bilden die physikalische Grundlage der in
dieser Arbeit genutzten Spektroskopiemethoden, der UV/Vis- und Infrarotspektrosko-
pie. Die folgenden Unterabschnitte erläutern die Grundprinzipien der physikalischen
Mechanismen sowie die Anwendbarkeit auf die Untersuchung von Struktur und Dy-
namik von Hämproteinen.

10-14 10-12 10-10 10-8 10-6 10-4 10-2 102 1047777100

Gammastrahlen

Röntgenstrahlen

UV Infrarot

Mikrowellen

Radiowellen

4007nm 7007nm

λ7in7[m]

VIS

Abbildung 1.10: Wellenlängenbereiche des elektromagnetischen Spektrums. Der sichtbare
Bereich macht nur eine sehr kleine Bandbreite aus.
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1. Einleitung

1.3.1. Absorption

Alle Methoden und Ergebnisse dieser Arbeit fußen auf dem Prinzip der Absorption
elektromagnetischer Strahlung durch Materie. Phänomenologisch lässt sich das Prin-
zip der Absorption sehr einfach beschreiben. Licht der Wellenlänge λ und Intensität
I0 falle auf eine Probe der Dicke l und Teilchenkonzentration c . Kommt es zu einer
Wechselwirkung zwischen Strahlung und Probe, so vermindert sich die Intensität des
Lichts hinter der Probe auf I1 < I0. Für die Abnahme der Intensität beim Durchgang
durch die Probe gilt somit:

dI1 = −I1 ϵ∗ c dl , (1.23)

mit der wellenlängenabhängigen Proportionalitätskonstanten ϵ∗. Umstellung und an-
schließende Integration dieser Gleichung liefert:

dI1
I1
= −ϵ∗ c dl , (1.24)

ln(I1) − ln(I0) = −ϵ∗ c l , (1.25)

ln
(
I1
I0

)
= −ϵ∗ c l . (1.26)

Die De�nition der Absorption erfordert den Übergang zum dekadischen Logarithmus.
Der daraus resultierende Faktor log(e) wird in der Proportionalitätskonstanten absor-
biert, und es ergibt sich der dekadische Extinktionskoe�zient ϵλ = log(e) ϵ∗. Damit
folgt das Lambert-Beersche Gesetz der Absorption:

A (λ) = log
(
I1
I0

)
= ϵλ c l . (1.27)

1.3.2. UV/Vis-Spektroskopie

Die UV/Vis-Spektroskopie von Proteinen basiert auf der Anregung der Valenz-Elek-
tronensysteme von Molekülen. Der folgende Unterabschnitt verscha�t einen kurzen
Überblick über das Zustandekommen typischer Hämproteinabsorptionsspektren, an-
gefangen bei der Bildung von Molekülbindungen. Als Quelle dienten [96–99].

1.3.2.1. Entstehung von Hybrid- und Molekülorbitalen

Die Bildung des Valenz-Elektronensystems eines Moleküls kann mit der Molekülor-
bitaltheorie beschrieben werden [96]. Als mathematischer Ansatz dient die Idee, Mo-
lekülorbitale durch Linearkombinationen der beteiligten Atomorbitale zu berechnen
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1.3. Spektroskopie

(LCAO: Linear Combination of Atomic Orbitals) [100]. Dabei entstehen n Molekülorbi-
tale aus n Atomorbitalen. Die Operation für das i-te Molekülorbital ϕi kann wie folgt
formuliert werden:

ϕi =
∑
j

cij χj . (1.28)

Die Koe�zienten cij beschreiben den Anteil des Atomorbitals χj am Molekülorbital
ϕi . Sie können durch die Hartree-Fock-Methode bestimmt werden [101].

Ein einfaches Beispiel zur Demonstration der Molekülorbitaltheorie sind die beiden
Molekülorbitale des Wassersto�moleküls (H2). Aus den beiden 1s-Atomorbitalen der
Wassersto�atome ergeben sich durch Linearkombination die beiden Molekülorbitale

ϕд,u = c (χ1 ± χ2) . (1.29)

Die Indizes (g,u) stehen für die Parität der entstehenden Molekülorbitale (gerade, un-
gerade). Das durch Addition entstehende Molekülorbital gerader Parität weist eine
erhöhte Aufenthaltswahrscheinlichkeit der Elektronen zwischen den Atomkernen auf
(Abb. 1.11 b). Die dadurch verminderte Abstoßung der positiv geladenen Atomkerne
führt zur Absenkung der Gesamtenergie und damit zur Molekülbindung (Abb. 1.11 a).
Der Betrag der Absenkung ergibt sich aus dem Überlappungsintegral:

S1,2 =

∫
χ ∗1 χ2d®r . (1.30)

Zur Kernverbindungsachse rotationssymmetrische Bindungen dieser Art werden als
σ -Bindungen bezeichnet. Die Subtraktion der Atomorbitale führt zu einer Kon�gu-
ration mit verminderter Elektronendichte zwischen den Atomkernen, und damit zu
einem antibindenden Molekülorbital (sσ ∗, Abb. 1.11 c).

E
ne
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ie

Bindendes MO

Antibindendes MO

1s AO 1s AO
1sσ

1sσ*

Kernabstand Kernabstand
H H H H

Φg

|Φg|2

Χ1,2

Φu

|Φu|2

Χ1
-Χ2

b) c)a)

Abbildung 1.11: Molekülorbitalbildung des Wassersto�moleküls. a) Energetische Lage des
bindenden und antibindenden Molekülorbitals des Wassersto�s im Vergleich zu den 1s -
Atomorbitalen. b,c) Linearkombinationen der 1s-Wellenfunktionen, darunter die Aufenthalts-
wahrscheinlichkeit der Elektronen und Form der Molekülorbitale, dargestellt durch Iso�ächen.

21
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Bei Molekülbildungen von Atomen mit höherer Elektronenzahl nehmen zusätzlich
noch die p-Orbitale an der Molekülorbitalbildung teil. Auch hier ergibt die Linear-
kombination der Atomorbitale bindende und antibindende Molekülorbitale. Aufgrund
der räumlichen Orientierung der p-Orbitale sind zwei Bindungsarten zu unterschei-
den (Abb. 1.12). Liegt ein Überlapp in der Verbindungsachse der Atomkerne vor, so
ergibt sich wieder eine zur Kernverbindungsachse rotationssymmetrische σ -Bindung
(pσ , pσ ∗). Der Überlapp orthogonal zur Kernverbindungsachse stehender p-Orbitale
erzeugt dagegen eine Bindung, die außerhalb der Kernverbindungsachse lokalisiert
ist, eine sogenannte π -Bindung (pπ , pπ ∗).

Neben molekülorbitalbildenden Linearkombinationen von Atomorbitalen, gibt es auch
Linearkombinationen von s- und p-Atomorbitalen nur eines Atoms, Hybridorbitale
genannt, welche wiederum zur Molekülorbitalbildung mit anderen Atomen führen.
Abb. 1.13 a zeigt das Zustandekommen der chemischen Doppelbindung von Ethen
(C2H4) durch sogenannte sp2-Hybridisierung der Kohlensto�atome. Beim sp2-Hybrid-
orbital werden das 2s- und zwei 2px,y-Atomorbitale zu drei energetisch entarteten sp2-
Hybridorbitalen kombiniert. Die drei Orbitale sind trigonal-planar angeordnet, die
Schenkel des übrigen 2pz-Atomorbitals stehen orthogonal zur Hybridisierungsebe-
ne. Durch Überlappung zweier Hybridorbitale bildet sich eine σ -Bindung zwischen
den Kohlensto�atomen, die restlichen vier bilden jeweils eine σ -Bindung mit dem 1s-
Atomorbital eines Wassersto�s. Die nicht hybridisierten 2pz-Atomorbitale überlappen
zu einer π -Bindung und komplettieren somit die Doppelbindung der Kohlensto�ato-
me. Bei einer Aneinanderreihung mehrerer sp2-hybridisierter Atome (Konjugation)
ist ein Überlapp der p-Orbitale in beide Richtungen möglich, die Doppelbindung ist
nicht mehr lokalisiert. Es liegt ein sogenanntes über alle Atomrümpfe delokalisiertes
Elektronensystem vor.

pπ

pπ*

sσ

sσ*

pσ

pσ*

+

s s

px,y px,y

pzpz

+

+

+

+

+

Abbildung 1.12: Molekülorbitale der s- und p-Atomorbitale. Dargestellt ist die Bildung
der bindenden und antibindenden σ ,π -Molekülorbitale aus Linearkombination der s- und p-
Atomorbitale. Die blauen, beziehungsweise roten Iso�ächen sind Flächen gleicher Elektronen-
Aufenthaltswahrscheinlichkeit.
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Abbildung 1.13: a) Molekülorbitalmodell des sp2-hybridisierten Ethens. Die π -Bindung zwi-
schen den C-Atomen ist in Blau und Rot dargestellt. b) Projektion der Wellenfunktion des
bindenden π -Molekülorbitals auf die yz-Ebene. c) Projektion der Wellenfunktion des antibin-
denden π ∗-Molekülorbitals auf die yz-Ebene. d,e) Produkt der bindenden und antibindenden
Wellenfunktionen, projiziert auf die yz- und yx-Ebene. Gezeigt sind jeweils Schnitte durch die
Iso�ächen. Nach [97].

1.3.2.2. Elektronische Übergänge zwischen Molekülorbitalen

Abbildung 1.14 a zeigt qualitativ die Lage der Energieniveaus der Molekülorbitale und
die möglichen elektronischen Übergänge bei resonanter Absorption von Photonen.
σ → σ ∗-Übergänge haben die größte Energiedi�erenz und sind im Vakuum-UV-
Bereich unter 200 nm zu beobachten. Energetisch etwas darunter liegen die n → σ ∗-
und π → π ∗-Übergänge isolierter π -Bindungen. Liegt ein konjugiertes π -Elektronen-
system vor, so sinkt die Energiedi�erenz zwischen π und π ∗; je länger die Bindungs-
kette, desto langwelliger die Absorption. Dieses Phänomen ist leicht zu verstehen,
wenn das Elektron im π -Elektronensystem in Analogie zum Teilchen im Kasten ge-
setzt wird. Ein Teilchen in einem unendlichen Potentialtopf kann die äquidistanten
Energiewerte

En =
h2

8mL2
n2, (n = 1,2,3...) (1.31)

annehmen [102]. m bezeichnet die Masse des Teilchens, L die Breite des Potential-
topfes und h das Plancksche Wirkungsquantum. Je breiter der Potentialtopf (je län-
ger das konjugierte Molekülsystem), desto kleiner ist die Energie des Zustandes En
(Absenkung der Molekülbindungsenergie) und desto kleiner ist die Energiedi�erenz,
∆E = En+1 − En, zwischen zwei Niveaus.
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Abbildung 1.14: a) Erlaubte elektronische Übergänge zwischen Molekülorbitalen. b) Wellen-
längenbereiche der Übergänge.

1.3.2.3. Erlaubte und verbotene Übergänge, Symmetrie

Der Ein�uss eines elektrischen Feldes ®E(t) auf ein Zwei-Zustands-System mit dem
Grundzustandψa und dem angeregten Zustandψb kann durch den Störoperator

V (t) = ®E(t) · ®µ (1.32)

beschrieben werden [97]. Hierbeit bezeichnet ®µ den Dipoloperator, welcher im Falle
eines Elektrons dem Produkt aus Elementarladung, e , und Ortsoperator, ®r , entspricht:

®µ = e®r . (1.33)

Die Berechnung der zeitabhängigen Änderung des Zustandes ψ (t) erfordert die stö-
rungstheoretische Behandlung der zeitabhängigen Schrödingergleichung (Dirac-No-
tation):

i~∂ |ψ (t)〉 = H |ψ (t)〉 = (H0 +V ) |ψ (t)〉 , (1.34)

mit dem Hamiltonoperator des gestörten Systems, H , als Summe aus dem Operator
des ungestörten Systems, H0, und dem Störoperator,V . Als Lösung ergibt sich Fermis
Goldene Regel [97], laut der die Stärke der Absorption eines optischen Übergangs
proportional zum Quadrat des Übergangsdipolmoments, µ, ist:

| ®µba |
2
= 〈ψb | ®µ |ψa〉

2 . (1.35)

Die exakte Berechnung ist mitunter kompliziert, allerdings kann durch einfache Sym-
metrieüberlegungen bestimmt werden, ob ein Übergang erlaubt oder verboten (®µba =
0) ist. Als anschauliches Beispiel soll hier der π → π ∗-Übergang des Ethen-Moleküls
dienen. Für das Übergangsdipolmoment gilt:

〈ψπ ∗ | ®µ |ψπ 〉 = 〈ψπ ∗ |e®r |ψπ 〉 = e

∫
ψ ∗π ∗®rψπ d

3®r ′. (1.36)
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Handelt es sich beim Integrand um eine ungerade Funktion, so ergibt die Integration
über den gesamten dreidimensionalen Raum den Wert 0, der Übergang wäre verboten.
Vereinfachend genügt die Betrachtung der einzelnen Komponenten des Übergangsdi-
polmoments, 〈ψπ ∗ |µx ,y,z |ψπ 〉. Abbildung 1.13 b zeigt die Projektion des Produkts der
Wellenfunktionenen, ψ ∗π ∗ψπ , in der yz- und xy-Ebene. In z-Richtung ergibt sich für
ψ ∗π ∗ψπ eine gerade Parität, das Vorzeichen der Funktion ist auf beiden Seiten der xy-
Ebene gleich. Multiplikation mit z resultiert in ungerader Parität der Funktion zψ ∗π ∗ψπ .
Die Integration entlang der z-Achse ist gleich 0, und somit die gesamte z Komponente
µz des Übergangsdipolmoments. Die gleiche Argumentationskette gilt für µx . Hinge-
gen ist das Produkt yψ ∗π ∗ψπ eine Funktion gerader Parität aller Raumrichtungen. Die
Integration ergibt einen Wert , 0 und somit ist der Übergang erlaubt. Da das Über-
gangsdipolmoment nur eine nicht verschwindende Komponente in y-Richtung hat,
wird auch nur in y-Richtung polarisiertes Licht absorbiert.

1.3.2.4. Absorptionsbanden von Häm-Proteinen im
UV/Vis-Bereich

Das Absorptionsspektrum einer wässrigen Proteinlösung im UV/Vis-Bereich weist
mehrere Absorptionsbanden auf (Abb. 1.15). Im Bereich des Vakuum-UV und fernen
UV absorbieren die Peptidbindungen des Proteinrückgrats. Die niedrigste Anregungs-
energie besitzt der n→ π ∗-Übergang zwischen 210 und 220 nm, eine etwas höhere der
π → π ∗-Übergang bei ∼ 190 nm. Die Lage der Banden ist sensibel gegenüber der Se-
kundärstruktur des Proteins und kann somit zur Strukturaufklärung genutzt werden.
Weitere Absorptionsbanden werden durch die aromatischen Seitengruppen der drei
Aminosäuren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan hervorgerufen. Die Benzolringe
der Seitengruppen bilden ein sechsfach zyklisch konjugiertes System delokalisierter
π -Elektronen, welches im Bereich des fernen und mittleren UV zwischen 230 nm und
300 nm absorbiert. Die Seitengruppen der Aminosäuren werden durch Konformations-
änderungen des Proteins in ihren optisch Eigenschaften nicht beein�usst, sie eignen
sich somit zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen (Gl. (1.27)).

Die Familie der Hämproteine weist zusätzliche Banden im sichtbaren Bereich des Spek-
trums auf. Das Porphyrin der prosthetische Hämgruppe bildet, wie die Seitengruppen
der aromatischen Aminosäuren, ein zyklisches System delokalisierter π -Elektronen
(Abb. 1.16 a). Durch die im Vergleich zu Benzol höhere Konjugation sinkt die Anre-
gungsenergie des π → π ∗-Übergangs und es entstehen die sogenannte B- oder Soret-
Bande um 400 nm und zwei bis vier weitere Banden (Q-Banden) niedrigerer Intensität
im Bereich um 550 nm. Die Lage der Soret-Bande kann durch einfache Überlegungen
abgeschätzt werden: das π -Elektronensystem des Porphyrins wird als im Kreis rotie-
rendes 1D-Elektronengas [98] mit der kinetischen Energie Erot betrachtet,

Erot =
®L2

2I . (1.37)
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Abbildung 1.15: Absorptionsspektrum einer wässrigen iNOSoxy-Probe im Met-Zustand
(Fe3+). Die Bande um 220 nm wurde aus anschaulichen Gründen mit dem Faktor 1

12 skaliert.

®L bezeichnet den Drehimpuls eines Elektrons, I dessen Trägheitsmoment. Abbildung
1.16 a zeigt die Situation am Beispiel des Häms. Die 16 Atomzentren liefern insgesamt
18 π -Elektronen; 12 · 1(C) + 4 · 2(N) − 2 · 1(Fe2+) = 18. Die Ringstruktur des Häms,
mit Umfang L, fordert von der ortsabhängigen Elektronenwellenfunktion, ψ (x), die
Erfüllung der Randbedingung

ψ (x) = ψ (x + L). (1.38)

Eine der Randbedingung genügende Funktion ist beispielsweise

ψ (x) = Ne
2πilx
L (1.39)

mit der Amplitude N , mit der Quantenzahl l = 0, ± 1, ± 2, ± 3.... Die Molekülorbitale
des Häms werden durch die 18 Elektronen wie in Abbildung 1.16 b gezeigt befüllt. Der
elektronische Übergang mit der kleinsten Energiedi�erenz zwischen den beteiligten
Zuständen �ndet also zwischen dem l = ±4 HOMO (Englisch: Highest Occupied Mole-
cular Orbital) und dem l = ±5 LUMO (Englisch: Lowest Unoccupied Molecular Orbital)
statt. Einsetzen von Gleichung (1.39) in die Schrödingergleichung

−
~2

2m
d2ψ (x)

dx2
= Eψ (x), (1.40)

liefert die Energieeigenwerte des Systems:

El =
2π 2~2

meL2
l2. (1.41)
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Abbildung 1.16: Das delokalisierte Elektronensystem des Häms. a) Häm-Molekül; die für
die Soret- und Q-Banden verantwortliche zyklisch konjugierte Atomkette ist blau markiert.
b) Elektronenkon�guration des delokalisierten π -Elektronensystems des Häms. Die grünen
Pfeile stehen für die erlaubten Übergänge mit ∆l = ±1 (Soret-Bande), die roten Pfeile für die
verbotenen Übergänge mit ∆l = ±9 (Q-Banden). Nach [103].

Mit einem Umfang des Häms von L = 22Å, ergibt sich die Wellenlänge einer typischen
Häm-Soret-Bande aus der Energiedi�erenz zwischen HOMO und LUMO:

∆E = E5 − E4 =
hc

λ
, (1.42)

λ =
mecL

2

9π~ = 440 nm. (1.43)

Diese einfache Abschätzung liefert eine erstaunlich gute Vorhersage der Lage für die
Soret-Bande, jedoch nicht für die Q-Banden. Wie in Abbildung 1.16 b zu sehen ist, er-
geben sich insgesamt vier mögliche HOMO→LUMO-Übergänge mit ∆l = ±1 oder ±9.
Die Auswahlregeln der Drehimpulsquantenzahl erlauben nur Übergänge mit ∆l = ±1,
sie bilden die Soret-Bande des Proteins. Die eigentlich verbotenen Übergänge mit
∆l = ±9 bilden die Q-Banden, daher die deutlich schwächere Intensität im Vergleich
zur Soret-Bande. Weiterhin unklar ist die jedoch die Aufhebung der energetischen Ent-
artung von Soret- und Q-Banden. Sie kann mit der Con�guration Interaction-Technik
(CI) bestimmt werden. Die CI ermöglicht es, die Schrödingergleichung für ein Meh-
relektronensystem zu lösen, um so die energetische Lage der Molekülorbitale zu be-
stimmen. Im Falle des Häms wird die Entartung der vier Übergänge aufgehoben, die
∆l = ±1-Übergänge (Soret) liegen bei höheren Energien als die ∆l = ±9-Übergänge
(Q). Was ausbleibt, ist die Erklärung der Aufspaltung innerhalb der Q-Banden. Der
interessierte Leser sei an dieser Stelle auf das Studium von Goutermans Vier-Orbital-
Modell in der Literatur verwiesen [104].
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1. Einleitung

1.3.3. Infrarotspektroskopie

1.3.3.1. Modellpotentiale der Molekülschwingung

Infrarote Strahlung regt Vibrationsübergänge von Molekülen an. In erster Näherung
kann die Vibration eines zweiatomigen Moleküls anhand des harmonischen Oszilla-
tors beschrieben werden [102]. Das Potential ergibt sich aus der Integration des Hoo-
keschen Federgesetzes zu

V (R̃) =
1
2kR̃

2 =
1
2µω

2R̃2, (1.44)

mit der Federkonstanten k , der Schwingungsfrequenz ω und der reduzierten Masse
µ = m1m2

m1+m2
(Abb. 1.17, rote Kurve). V ist abhängig von der Auslenkung R̃ = R − RG

in Bezug auf den Kernabstand im Gleichgewicht, RG. Die Lösung der Schrödingerglei-
chung (

−
~2

2µ∆ +
1
2µω

2R̃2
)
ψn(R̃) = Enψn(R̃) (1.45)

liefert die Eigenfunktionen

ψn(R̃) =
(µω
π~

)4 1
√
2nn!

Hn

(√
µω

~
R̃

)
e−

1
2
µω
~ R̃2
, (1.46)

mit den Hermite-Polynomen Hn(R̃), sowie die äquidistanten Energieeigenwerte

En =

(
n +

1
2

)
~ω ,n = 0,1,2,3.. . (1.47)

Das harmonische Potential aus Gleichung (1.44) beschreibt die Molekülschwingun-
gen jedoch nur bei kleinen Kernauslenkungen annähernd korrekt. Das anharmonische
Morse-Potential

V (R̃) = D
(
1 − e−aR̃

)2
, (1.48)

mit der Dissoziationsenergie D und der Konstanten a =
√

µ
2Dω, liefert ein besseres

Ergebnis (Abb. 1.17, schwarze Kurve). Die Energieeigenzustände sind nun nicht mehr
äquidistant, sondern rücken mit steigender Energie immer näher zusammen, bis die
Dissoziationsenergie D erreicht ist:

En =

(
n +

1
2

)
~ω −

(
n +

1
2

)2
xe~ω, (1.49)

mit xe = ~a2
2µω .
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Abbildung 1.17: Modellpotentiale eines zweiatomigen Moleküls mit der Gleichgewichtsbin-
dungslänge RG . Die einfachste Näherung, das Potential eines harmonischen Oszillators (rot).
Das Morse-Potential mit der Dissoziationsenergie D (schwarz). Angegeben sind jeweils die
ersten sechs Energieniveaus.

1.3.3.2. Schwingungsübergänge

Die Übergangswahrscheinlichkeit zwischen zwei Schwingungszuständen kann wie-
der durch Anwenden des Übergangsdipolmoments ®µ auf die Molekülwellenfunktio-
nen Ψ(®r ,®R) berechnet werden. ®r und ®R bezeichnen die Elektronen-, beziehungsweise
Kernkoordinaten. Dabei wird sich die Born-Oppenheimer-Näherung zunutze gemacht
[96]. Laut ihr faktorisiert die Molekülwellenfunktion aufgrund der großen Trägheit
der Kerne im Vergleich zu den Elektronen in eine Kernwellenfunktion Θ( ®R) und eine
Elektronenwellenfunktion Φ(®r ,®R):

Ψ(®r ,®R) = Φ(®r ,®R) · Θ( ®R). (1.50)

Die Elektronenwellenfunktion Φ(®r ,®R) ist zwar noch von der Kernposition ®R abhängig,
jedoch geht diese nur als Parameter ein, da die Kernposition auf der Zeitskala elektro-
nischer Übergänge als konstant angesehen werden kann.

Für den Übergang zwischen Schwingungszustand ν und ν ′ ergibt sich das Übergangs-
dipolmoment bei stationären Kernen (®µ unabhängig von ®R) zu:

〈Φ · Θν ′ | ®µ |Φ · Θν 〉 = 〈Φ| ®µ |Φ〉︸   ︷︷   ︸
=0

〈Θν ′ |Θν 〉︸    ︷︷    ︸
=0

= 0. (1.51)

Der erste Term verschwindet aufgrund der ungeraden Parität von ®µ, der zweite Term
aufgrund der Orthogonalität der Kernwellenfunktionen. Es �ndet also kein Übergang
statt. Für bewegliche Kerne kann das Dipolmoment durch Taylorentwicklung erster
Ordnung um die Gleichgewichtslage RG angenähert werden:

®µ(®r ,®R) = ®µ(®r , ®RG) +
∂®µ

∂ ®R

�����
®RG

·

(
®R − ®RG

)
. (1.52)
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Für den Übergang der Schwingungszustände bedeutet das

〈Φ · Θν ′ | ®µ |Φ · Θν 〉 = 〈Φ|
∂®µ

∂ ®R
|Φ〉 · 〈Θν ′ | ®R |Θν 〉 . (1.53)

Der erste Term aus Gleichung (1.52) ergibt analog zu Gleichung (1.51) keinen Beitrag.
Der zweite Term zeigt, dass ein Schwingungsübergang nur bei sich änderndem Dipol-
moment statt�ndet, zusätzlich muss die Auswahlregel ∆n = ±1 erfüllt sein. Zweiato-
mige, homonukleare Moleküle wie O2 und N2 sind somit IR-inaktiv. Die einzig mög-
liche Schwingung entlang der Bindungsachse hat kein sich änderndes Dipolmoment
zur Folge (Abb. 1.18 a). Ein anderes Verhalten zeigen das zweiatomige, heteronukleare
CO sowie das dreiatomige, linear aufgebaute Kohlensto�dioxid-Molekül (CO2) (Abb.
1.18 b-f). Aufgrund der unterschiedlichen Elektronegativität von Kohlensto� und Sau-
ersto� ändert sich das Dipolmoment bei Schwingungen. Für die Anzahl der Schwin-
gungsfreiheitsgrade f eines N -atomigen Moleküls gilt

f = 3N − 6, (1.54)

beziehungsweise

f = 3N − 5 (1.55)

für lineare Moleküle. Für das lineare CO2 ergeben sich somit vier zulässige Schwin-
gungsmoden (Abb. 1.18 c-f). Bis auf die symmetrische Schwingung (Abb. 1.18 c), sind
alle Schwingungen IR-aktiv. Die beiden Deformationsschwingungen (Abb. 1.18 d und
f) sind zudem energetisch entartet.

a)

b)

c)

d)

e)

f)
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-δ-δ
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Abbildung 1.18: Beispiele für Schwingungsmoden von Molekülen. ±δ bezeichnet die relative
Ladung der Atome. a: Sauersto�molekül (O2), IR-inaktiv. b: Kohlensto�monoxid (CO), IR-aktiv.
c-f: Kohlensto�dioxid (CO2). Die symmetrische Schwingung (c) ist IR-inaktiv, die restlichen
drei sind IR-aktiv. d beschreibt die Schwingung orthogonal zur Papierebene.

1.3.3.3. IR-Absorptionsbanden von Proteinen

Proteine weisen eine Fülle an IR-aktiven Bindungen auf. Gerade im Wellenzahlbe-
reich von 500 cm−1–1800 cm−1 �nden sich viele Scherschwingungsmoden. Dieser so-
genannte Fingerabdruck-Bereich wird in der Analytik dazu genutzt, um die Identität
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unbekannter Substanzen aufgrund charakteristischer Spektren zu bestimmen. Bei Pro-
teinen sind vor allem die sogenannten Amid-I- und Amid-II-Banden von großem Inter-
esse. Die Amid-I-Bande rührt hauptsächlich aus CO-Streckschwingungen der Amid-
gruppen des Proteinrückgrats her und liegt im Bereich von 1600 cm−1–1690 cm−1 [105].
Die Lage der Bande reagiert sensibel auf die Sekundärstruktur des Proteins, eine für
die Strukturaufklärung von Proteinen äußerst nützliche Eigenschaft [106, 107]. Et-
was tiefer, bei 1480 cm−1–1575 cm−1, liegen die Amid-II-Banden, bestehend aus Scher-
schwingungen der NH-Gruppen, sowie Streckschwingungen der CN-Gruppen [105].
Auch sie können einen wertvollen Beitrag zur Strukturaufklärung liefern [108]. Ein
großes Problem bei der IR-Spektroskopie ist die Bandenüberlagerung. Besonders kri-
tisch in Hinsicht auf die Bestimmung der Amid-I-Bande ist die Lage der Scherschwin-
gung von Wasser bei 1650 cm−1. Da Proteinproben in wässriger Lösung präpariert
werden, ist die starke IR-Absorption des Wassers ein großes Problem in der IR-Spek-
troskopie. Es wird versucht die relative Wasserkonzentration durch Maximierung der
Proteinkonzentration klein zu halten. Zusätzlich kann Wasser (H2O) durch D2O ersetzt
werden, was die Wasserbanden aufgrund der schwereren Deuterium Kerne verschiebt.

Ab 2400 cm−1 bis 4000 cm−1 �ndet sich ein weiterer, hauptsächlich durch Wasser-
sto�streckschwingungen stark populierter Bereich. In der Lücke zwischen 1800 cm−1
und 2400 cm−1 �nden sich hauptsächlich Schwingungsmoden kleinerer Moleküle, wie
zum Beispiel des Hämliganden CO. Die 10 Valenzelektronen des CO-Moleküls fül-
len die bindenden sσ -, pσ - und px ,yπ -Molekülorbitale, sowie das antibindende sσ ∗-
Molekülorbital, das HOMO des CO. Die Netto-Bindungsbilanz von CO zeigt somit
Dreifachbindungscharakter mit einer Bindungslänge von 112,8 pm. Die Bande desHO-
MO→LUMO-Schwingungsübergangs (sσ ∗ → pπ ∗) liegt bei 2143 cm−1 [109, 110]. Pseu-
do-freies CO in der primären Andockstelle des Hämproteins unterliegt Modulationen
der Elektronendichte der CO-Bindung aufgrund elektrostatischer Wechselwirkungen
mit der Umgebung [111]. Die entsprechenden Banden liegen zwischen 2090 cm−1 und
2160 cm−1. Das reduzierte Hämeisen (Fe2+) bindet CO kovalent durch eine sogenann-
te σ -Hinbindung/π -Rückbindung-Wechselwirkung [110, 112]. Die zwei Elektronen
des HOMO (sσ ∗) des CO-Moleküls bilden mit dem 3dx2−y2-Orbital des Eisens eine
σ -Hinbindung. Der Ladungsüberschuss im Eisen wird durch Interaktion der vollen
3dxy,xz-Orbitale des Eisens mit den leeren LUMO (pπ ∗) des CO-Moleküls kompen-
siert (Abb. 1.19). Es handelt sich dabei um einen synergetischen E�ekt, je stärker die
σ -Hinbindung, desto stärker die π -Rückbindung. Die Verstärkung der FeC-Bindung
schwächt die CO-Molekülbindung, die Übergangsenergien der Schwingungsmoden
sinken folglich ab und liegen im Bereich von 1870 cm−1–2000 cm−1 [110, 113].

Negative oder positive Ladungen in nächster Nähe zum gebundenen Liganden modu-
lieren die Hin- und Rückbindung von Elektronen [114, 115]. Eine positive Ladung in
der Nähe des Sauersto�atoms zieht Elektronen an und reduziert die CO Bindungsord-
nung als Folge einer weniger ausgeprägten σ -Hinbindung und stärker ausgeprägten
π -Rückbindung - die Absorptionsbande schiebt entsprechend zu kleineren Frequen-
zen. Den gegenteiligen E�ekt erzeugt eine negative Ladung. Die Bindungsordnung
erhöht sich, was sich in einer Absorptionsbande bei höheren Frequenzen äußert. Die
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Fe2+ C O

σ-Hinbindung π-Rückbindung

Fe2+ C O

sσ*3dx2-y2 3dxy , 3dxz 2x pπ*

Abbildung 1.19: σ -Hinbindung und π -Rückbindung. Bei der σ -Hinbindung agiert CO als
Elektronendonator. Elektronen �ießen vom sσ ∗-Orbital in das leere 3dx 2−y2-Orbital. Bei der
π -Rückbindung wird der Elektronenüberschuss am Eisen durch Rück�uss der Elektronen der
vollen 3dxy,xz-Orbitale in die leeren pπ ∗-Orbitale des CO kompensiert.

in Hinsicht auf Ligation und elektrostatischer Umgebungswechselwirkung sehr sensi-
ble Absorptionsbande von CO macht es zu einer exzellenten Sonde zur Untersuchung
der Proteinkavität.

Der physiologische Ligand NO kann im Gegensatz zu CO sowohl mit Fe2+, als auch
mit Fe3+ eine Bindung eingehen. Die elektronische Struktur des Fe3+ NO-Komplexes
kann durch Fe2+NO+ beschrieben werden [116]. Dieser Komplex ist isoelektronisch
zu Fe2+ CO und weist deshalb recht ähnliche spektroskopische Eigenschaften auf.
NO bindet wie CO in einer linearen Fe N O-Geometrie und geht eine stärkere σ -Hin-
bindung/π -Rückbindung-Wechselwirkung als CO ein. Die NO-Schwingungsbanden
�nden sich um 1900 cm−1 [117]. Die Unterschiede zwischen CO und NO zeigen sich
allerdings bei der Bindung eines sechsten Liganden am Häm, gegenüber (trans) des
NO/CO-Liganden. Im Falle von CO stärkt die Bindung zwischen Häm und axialem
trans-Liganden sowohl die Bindung zwischen Hämeisen und trans-Liganden, als auch
die Fe CO-Bindung. Im Gegensatz dazu schwächt NO die Bindung zwischen Hämei-
sen und trans-Ligand und vice versa [118]. Neben der σ -Hinbindung/π -Rückbindung-
Wechselwirkung spielt bei NO der sogenannte repulsive trans-E�ekt eine wichtige
Rolle [117]. Bei Hämproteinen zeigt er sich sehr deutlich bei der Koordinierung des
Häms durch einen proximalen Thiolat-Liganden, wie zum Beispiel bei iNOS. Das anti-
bindende σ ∗-Orbital des Fe N O-Komplexes wird aufgrund der hohen σ -Donorstärke
des Thiolat-Schwefels durch Elektronen aus dessen pz-Orbital besetzt, was in einer
Schwächung der Fe NO- und N O-Bindung folgt. Strukturell äußert sich der trans-
E�ekt durch Abwinkelung des vorher linearen Fe N O-Komplexes. Es ergibt sich ein
Winkel von ](Fe N O) ∼ 160° und eine abgesenkte NO-Schwingungsfrequenz von
ν̃NO ∼ 1850 cm−1 [117]. Der sehr stabile Fe2+-NO-Komplex zeigt eine noch stärkere
Abwinkelung der Fe N O-Bindung auf∼ 140° mit deutlich tieferen NO-Schwingungs-
banden bei ∼ 1600 cm−1 [119].
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2. Materialien und Methoden

2.1. Proteinpräparation und Aufreinigung

Zur Expression der um die ersten 65 Aminosäuren reduzierten ∆65 iNOSoxy-Domäne
wurden entsprechende Plasmide (pCWori) in kompetente Escherichia coli Zellen trans-
formiert (Stamm BL21). Die Zellen wurden auf 390 µM Ampicillin (Carl Roth, Karls-
ruhe, Deutschland) enthaltendem Agar ausplattiert und über Nacht bei 37 ◦C inku-
biert. Eine der gewachsenen Kolonien wurde 150mL Terri�c Broth, supplementiert mit
390 µM Ampicillin, hinzugefügt und für 12 h bei 37 ◦C und 250 rpm geschüttelt. 10mL
dieser Zellkultur wurden zu 1,5 L Terri�c Broth, wieder 390 µM Ampicillin enthaltend,
gegeben und so lange bei 37 ◦C inkubiert, bis die optische Dichte bei 600 nm∼ 1 betrug.
Daraufhin wurde die Temperatur auf 30 ◦C gesenkt und δ -Aminolävulinsäure (44 µM,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) sowie Hämin (8 µM, Sigma-Aldrich) hinzugegeben.
Die Expression des Proteins wurde anschließend durch die Zugabe von Isopropyl-β-
D-1-thiogalactopyranosid (100 µM, Carl Roth) induziert. Die Zellen wurden nach 48 h
(Ampicillin wurde alle 16 h zugegeben) durch Zentrifugation bei 4 ◦C und 2000 rpm
(Ausschwingrotor, 4 − 16 K, Sigma, Osterode, Deutschland) geerntet. Das Lysat wur-
de in einem Lysispu�er (40mM HEPES, 10% Glycerin (Vol.), 200mM NaCl, pH 7,6,
Carl Roth) resuspendiert und mit 2mg DNase (Sigma-Aldrich) gemischt. Um die Zell-
wände zu zerstören und somit das Protein freizusetzen, wurde das Lysat dreimal für
2min mit einem BeadBeater (Biospec, Bartlesville, USA), befüllt mit Zirconia/Silizium
Kügelchen, behandelt. Die Kügelchen wurden durch einen Glas�lter abgetrennt und
die Lösung durch Zentrifugation für 20min bei 4 ◦C und 2000 rpm von Zellresten be-
freit. Der proteinhaltige Überstand wurde auf eine Nickel-Chelat-Säule (Ni Sepharose
6 FastFlow, GE Healthcare, Little Chalfont, Vereinigtes Königreich) gegeben. Das Säu-
lenmaterial wurde zuvor mit Lysispu�er equilibriert. Die am Nickel-Chelat gebunde-
nen Proteine wurden mit Lysispu�er mit steigenden Imidazolkonzentrationen (0, 10,
40mM, Sigma-Aldrich) gewaschen und schließlich mit 160mM Imidazol enthaltendem
Pu�er eluiert. Schlussendlich wurde das Eluat mit Zentrifugen-Konzentratoren (Viva-
spin Turbo 15, 10 kDa, Sartorius, Göttingen, Deutschland) gegen Wasser dialysiert,
höchstmöglich konzentriert und in einem �nalen Schritt lyophilisiert. Das gefrierge-
trocknete Protein wurde bei −20 ◦C aufbewahrt.
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2.2. Probenpräparation

2.2.1. UV/Vis-Spektroskopie

Proben für Experimente im UV/Vis-Bereich wurden in einer 1x1x3 cm3 großen Bo-
rosilikatglasküvette (Hellma, Müllheim, Deutschland) hergestellt. Die Küvette wurde
mit ∼ 1200 µL 100mM Kaliumphosphatpu�er befüllt, der pH-Wert, bei der die jewei-
lige Messung durchgeführt wurde, wird im Folgenden stets angegeben. Anschließend
wurde die Küvette mit einem Septum verschlossen und die Pu�erlösung für ∼ 15min
per Durch�uss mit einem Gas aus einer Gas�asche gesättigt. Zu Verfügung standen
100% CO, eine 5%/95% CO/N2-Mischung sowie 100% NO und 100% N2. Nach der Sät-
tigung der Lösung mit dem gewünschten Gas wurden wenige Microliter einer hoch-
konzentrierten iNOSoxy Lösung mit einer Hamiltonspritze hinzugegeben, sodass sich
eine �nale Proteinkonzentration von rund 10 µM einstellte. Für die Messung der Spek-
tren von Deoxy- und CO-Spezies wurde das Protein durch die Zugabe von 1 µL einer
1M, sauersto�frei angefertigten Natriumdithionit-Lösung reduziert. Waren Messun-
gen mit Substrat L-Arg, Zwischenprodukt NOHA oder Kofaktor H4B (Sigma-Aldrich)
vorgesehen, so wurden diese entweder direkt in gewünschter Menge im Pu�er in der
Küvette gelöst oder gesondert in einer weiteren Küvette auf gleiche Weise wie der Pro-
benpu�er präpariert und dann zur Probe titriert. Die Herstellung einer H4B-Lösung
geschah anaerob, da Sauersto� zur Oxidation von H4B zu H2B führt, erkennbar an
zunehmend gelblicher Färbung der anfangs farblosen H4B-Lösung.

Eine selbst gebaute Hochdruckküvette erlaubte Messungen bei erhöhtem Gasdruck
innerhalb der Probenkammer bis zu 35 bar. Die Probe wurde wie gerade beschrieben
hergestellt und in die luftdicht schließende Hochdruckküvette gegeben. Anschließend
konnte der Druck stufenlos erhöht werden.

Tieftemperaturproben mussten bei der Herstellung leicht modi�ziert werden. Statt
des Pu�ers wurde eine Kryolösung bestehend aus 75% Glycerin und 25% Kaliumphos-
phatpu�er verwendet. Die Lösung weist einen Glasübergang bei Temperaturen unter
180 K auf. Als Probenhalter diente eine eigens angefertigte Einwegküvette mit einem
Volumen von 0,2 cm3 bei einer optischer Weglänge von 1 cm.

2.2.2. FTIR-Spektroskopie

Für die Herstellung CO-ligierter iNOSoxy-FTIR-Proben wurde wahlweise L-Arg oder
NOHA zu einer Endkonzentration von 200mM und/oder H4B zu einer Endkonzentra-
tion von 100mM in 40 µL Kryolösung (75%/25% Glycerin/100mMKaliumphosphatpuf-
fer (V/V), pH 7.4) gelöst. Anschließend wurden ∼ 12mg gefriergetrocknetes iNOSoxy
behutsam hinzugegeben und gelöst. Daraufhin wurde die Probe abgedichtet und un-
ter 1 atm CO für 60min gerührt. Während dieser Zeit wurde die Atmosphäre oberhalb
der Probe mehrmals ausgetauscht. Der CO-gesättigten Proteinprobe wurde 1 µL der
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Natriumdithionitlösung zugegeben. Um ungelöstes Protein zu entfernen, wurde die
Probe für 10min bei 13 400 rpm zentrifugiert (Minispin Zentrifuge, Eppendorf, Ham-
burg, Deutschland). Wenige µL dieser so angefertigten Probe wurden mit einer Ha-
miltonspritze auf den Probenhalter gegeben.

NO-ligierte Fe3+-Proben wurden auf ähnliche Weise hergestellt. Allerdings wurde die
Proteinlösung nicht durch Natriumdithionit reduziert und auch nicht direkt mit NO
gesättigt, sondern zuerst mit N2 vorequilibriert. Anschließend wurde gasförmiges NO
in Microliter-Schritten hinzugegeben und die Bindung von NO an das Hämeisen durch
Messung der Soret-Bande veri�ziert. Das NO-Gas wurde zuvor per Durch�uss durch
eine KOH-Lösung (5M) von ungewünschten Stickoxiden befreit.

2.3. UV/Vis-Spektroskopie

Zur Messungen von Proteinspektren im UV/Vis Bereich wurde das Zweistrahl-Ab-
sorptionsspektrometer Varian Cary 100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
verwendet. Der Messbereich des Spektrometers geht von von 200 – 800 nm, die übliche
Au�ösung beträgt 1 nm. Um die Probentemperatur bei längeren Messungen konstant
zu halten oder de�nierte Temperaturen zwischen 4 ◦C und 30 ◦C anzufahren, wur-
de das Spektrometer durch einen selbstgebauten Probenhalter mit angeschlossenem
Wasserbad (Neslab RTE7, Thermo Fisher Scienti�c Inc, Waltham, MA, USA) ergänzt.
Ein direkt unter der Probe angebrachter Temperatursensor gibt die Probentemperatur
an.

2.4. Zeitaufgelöste Blitzlichtphotolyse

2.4.1. Grundlagen der Blitzlichtphotolyse

Bei der zeitaufgelösten Blitzlichtphotolyse handelt es sich um eine optische Spektro-
skopiemethode, die zur Messung der Ligandenbindung von Hämproteinen genutzt
werden kann. Ein kurzer Laserpuls photodissoziiert die am Hämeisen gebundenen Li-
ganden, deren Rückkehr anschließend mit hoher zeitlicher Au�ösung gemessen wer-
den kann.

Die Absorptionseigenschaften des Häms reagieren sehr sensibel auf die Bindung eines
Liganden am zentralen Hämeisen. Abbildung 2.1 a zeigt die Absorptionsspektren von
iNOSoxy-CO und unligiertem iNOSoxy-Deoxy, den Zuständen direkt vor beziehungs-
weise direkt nach der Photolyse der Liganden. Das zeitabhängige Absorptionssignal
A(t) nach der Photolyse spiegelt die Regeneration des iNOSoxy-CO Spektrums wider,
also die Rückbindung der Liganden. Üblicherweise erfolgt die Darstellung der Rück-
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Abbildung 2.1: a) Absorptionsspektren von iNOSoxy-CO und iNOSoxy-Deoxy. Das maximale
Di�erenzabsorptionssignal ist durch einen blauen Pfeil bei ∼ 444 nm markiert. b) Die zeitliche
Änderung der Di�erenzabsorption ∆A(t). Die erste, schlecht aufgelöste Stufe bei frühen Zeiten
repräsentiert die interne CO-Rückbindung, die zweite Stufe die externe CO-Rückbindung aus
dem Lösungsmittel.

bindungskinetik als Di�erenzsignal bei einer bestimmten Wellenlänge λ, wobei die
CO-ligierte Probe als Referenz dient:

∆A(t) = − log
(
I (t)

ICO

)
. (2.1)

I (t) bezeichnet die gemessene Intensität bei der Wellenlänge λ nach der Photolyse,
ICO den Wert vor der Photolyse. Die Wellenlänge λ wird so gewählt, dass ∆A(0)maxi-
mal ist. Aufgrund der sich in der Zeit über mehrere Größenordnungen erstreckenden
Rückbindungsprozesse erfolgt die Darstellung der Kinetiken üblicherweise auf einer
logarithmischen Zeitskala (Abb. 2.1 b).

Da die Absorption bei der Wellenlänge λ nach Lambert-Beer proportional zur Pro-
teinkonzentration c und somit zur Teilchenzahl N ist, gleicht die Messung von ∆A(t)
einer Rückbindungskinetik der Art von Gleichung (1.15). Die Amplitude des Di�erenz-
signals zum Zeitpunkt t = 0 (blauer Pfeil in Abbildung 2.1 a) setzt sich aus den intern
(NB) und extern (NS) zurückbindenden Liganden zusammen. Die internen Rückbin-
dungsprozesse sind jedoch für gewöhnlich sehr schnell im Vergleich zur Abtastrate
der Messapparatur und gehen somit zum großen Teil im Rauschsignal verloren (Abb.
2.1 b).

2.4.2. Aufbau der Blitzlichtphotolyseanlage

Der Aufbau der Blitzlichtphotolyseanlage ist in Abbildung 2.2 zu sehen. Im Zentrum
be�ndet sich der Probenhalter, passend für Küvetten mit einer Grund�äche von 1 ×
1 cm2. Bei Tieftemperaturmessungen kann der Probenhalter durch einen evakuier-
baren und mit Fenstern versehenen Taucherhelm ersetzt werden. Der Taucherhelm
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Abbildung 2.2: Aufbau der Blitzlichtphotolyseanlage. Bei den gestrichelten Linien handelt es
sich um Signal- beziehungsweise Datenleitungen.

umschließt den Kalt�nger eines Kryostaten, an dem die Probe in einer Einwegküvette
angebracht wird.

Die Probe wird durch einen Laserpuls des frequenzverdoppelten Nd:YAG-Laser (Sure-
lite II, Continuum, Santa Clara, CA, USA) photolysiert. Der Laser emittiert Pulse mit
einer Halbwertsbreite von 4 − 6 ns und einer Wellenlänge von 532 nm. Die Energie
eines Pulses beträgt 300mJ. Ein Teleskop im Strahlengang des Lasers weitet den Puls
auf, um sicherzustellen, dass die gesamte Probe ausgeleuchtet wird. Das Licht einer
Wolframglühlampe fungiert als Messstrahl und passiert die Probe senkrecht dazu. Die
Auswahl der Wellenlänge erfolgt durch zwei Monochromatoren vor und hinter der
Probe. Weiterhin passiert der Strahl einen Shutter, ein System aus Linsen und einen
532 nm-Kerb�lter, bevor er auf einen Photodetektor tri�t. Bei dem Detektor handelt
es sich um einen Photoelektronenvervielfacher (Englisch: PMT, photomultiplier tube),
der durch ein Netzteil (KEPCO Power Supply, APH 1000M, NY, USA) mit Hochspan-
nung versorgt wird. Das Signal des Detektors wird mit zwei Analog-Digital-Wandlern
in verschiedenen Zeitdomänen vom Messrechner aufgenommen. Ein Phototrigger de-
tektiert Streulicht des Laserpulses und löst die Datenaufnahme aus.
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2.4.3. Datenaufnahme

Vor jeder Messung wird das Spannungssignal des Detektors als O�set bei o�enem (Uo)
und geschlossenem (Ug) Shutter bestimmt. Für die Transmission der Probe ergibt sich
somit:

T (t) =
I (t)

ICO
⇔ T (t) =

U (t) −Ug

Uo −Ug
. (2.2)

Und für das Di�erenzabsorptionssignal mit Gleichung (2.1):

∆A(t) = − log (T (t)) = − log
(
U (t) −Ug

Uo −Ug

)
. (2.3)

Die Auftragung der Daten auf logarithmischer Zeitskala erfordert zu Beginn der Mes-
sung eine sehr hohe Abtastrate. Mit voranschreitender Messzeit würden so jedoch
redundant viele Datenpunkte erzeugen werden. Abhilfe scha�t ein zweistu�ges Da-
tenaufnahmesystem, bestehend aus zwei AD-Wandlern mit unterschiedlichen Abta-
straten. AD-Wandler I (NI-PCI 5114, National Instruments, Austin, TX, USA) zeichnet
Daten im Bereich von 2 ns− 2ms mit einer Abtastrate von 250 MS

s auf (S
s : Samples pro

Sekunde), AD-Wandler II (NI-PCI 6221, National Instruments) setzt mit einer niedri-
geren Abtastrate von 250 kS

s bei 2 µs ein und zeichnet bis zu mehreren Sekunden auf.
Die Datenpakete beider AD-Wandler werden zunächst getrennt gespeichert.

2.4.4. Datenverarbeitung

Die Datenmenge pro Zeiteinheit ist trotz des zweistu�gen Messverfahrens, vor al-
lem bei späten Zeiten, immer noch ohne Mehrwert. Statt über�üssige Datenpunkte zu
verwerfen, wird ein logarithmisches Mittelungsverfahren verwendet. Abbildung 2.3 a
demonstriert dieses Verfahren. Die zeitlich linearen Datenpunkte werden in Perioden
unterteilt. Mit jeder Periode wird die Anzahl der darin enthaltenen Punkte verdop-
pelt. Die Datenpunkte jeder Periode werden dann zu vier Datenpunkten mit zeitlich
linearen Abständen zusammengefasst (horizontale Mittelung). Die erste Periode ent-
hält die ersten vier ungemittelten Datenpunkte. Nach diesem Algorithmus werden die
Datenpakete beider Zeitperioden getrennt voneinander komprimiert.

In einem zweiten Mittelungsverfahren werden die beiden Datenpakete weiter redu-
ziert und zu einem �nalen Datenpaket zusammengefasst (vertikale Mittelung, Abbil-
dung 2.3 b). Üblicherweise werden mehrere direkt nacheinander gemessene Kinetiken
(∼ 10 − 100) zu einer Kinetik zusammengefasst, um das Signal-Rausch-Verhältnis bei
frühen Zeiten zu verbessern.

Steuerung der Messung, Datenaufnahme sowie das erste (horizontale) Mittelungsver-
fahren (Abb. 2.3 a)) werden von einem LabView-Programm direkt nach der Messung
erledigt. Das Resultat wird als ASCII-Datei abgespeichert. Das zweite (vertikale) Mit-
telungsverfahren wird gesondert durchgeführt.
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Abbildung 2.3: Schrittweise Verarbeitung der Daten von Rückbindungskinetiken. a) die zeit-
lich linearen Datenpunkte (hier AD I von 2 ns − 110 ns) werden horizontal logarithmisch ge-
mittelt. Mit jeder Periode (schwarze Klammer) wird die Anzahl an Datenpunkten verdoppelt.
Die Punkte werden zu je vier Datenpunkten pro Periode zusammengefasst. b) die zwei nach
dem Schema aus a) gemittelten Datensätze werden vertikal gemittelt und ergeben so einen
�nalen Datensatz.

2.4.5. Methoden zur Datenanalyse

2.4.5.1. Exponentielle Abfälle

Bei der einfachsten und oft ausreichenden Methode handelt es sich um die Anpas-
sung der Messdaten durch einen exponentiellen Abfall, beziehungsweise, im Falle von
mehreren Rückbindungsprozessen, durch eine Summe exponentieller Abfälle:

N (t) =
∑
i

Ni(0) · e−kit . (2.4)

Ni(0) bezeichnet die Amplitude des jeweiligen Abfalls mit dem Ratenkoe�zienten ki .

Ist die Energielandschaft des Proteins sehr heterogen (Enthalpiebarrierenverteilung,
Kap. 1.2.2.2) kann die CO-Rückbindungskinetik nicht mehr durch einen einfachen ex-
ponentiellen Abfall beschrieben werden. Dies kann in Gleichung (2.4) durch Integra-
tion über die Ratenkoe�zientenverteilungsfunktion h(k) korrigiert werden. Somit er-
gibt sich für einen einphasigen Rückbindungsprozess:

N (t) =

∫
h(k) · e−ktdk . (2.5)

Die Verteilungsfunktion h(k) kann durch die im nächsten Unterabschnitt erläuterte
Maximum-Entropie-Methode (MEM) bestimmt werden.
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Phänomenologisch lässt sich die Heterogenität eines Ratenprozesses durch eine ge-
streckte Exponentialfunktion beschreiben (Abb. 2.4 a) [120, 121]:

f (t) = e
−

(
t
t0

)β
. (2.6)

Für Werte des Streckparameters β zwischen 0 und 1 ist die Kurve im Vergleich zur
normalen Exponentialfunktion (β = 1) gestreckt, für β > 1 komprimiert. Die mittlere
Abklingzeit < τ >, beziehungsweise der mittlere Rückbindungskoe�zient < k >, der
gestreckten Exponentialfunktion ergibt sich durch Integration zu:

< τ >=
1
< k >

=

∫ ∞

0
e
−

(
t
t0

)β
dt = t0

β
Γ

(
1
β

)
, (2.7)

mit der Gammafunktion:

Γ (u) =

∫ ∞

0
xu−1e−x dx . (2.8)

Von der Bestimmung der Ratenkoe�zienten von CO-Rückbindungsprozessen durch
diese Methoden wird in dieser Arbeit allerdings weitgehend abgesehen. Die im nächs-
ten Unterabschnitt vorgestellte Maximum-Entropie-Methode erweist sich als ein ge-
eigneteres Werkzeug.

2.4.5.2. Maximum-Entropie-Methode

Bei Gleichung (2.5) handelt es sich aus mathematischer Sicht um eine Laplace-Trans-
formation. Die Umkehr einer solchen ist schlecht konditioniert und liefert somit keine
eindeutige Lösung [122]. Es bleibt nur die Möglichkeit,h(k) über numerische Inversion
zu berechnen. Da sich Rückbindungsprozesse über mehrere Größenordnungen erstre-
cken, erweist es sich als nützlich, zu einer logarithmischen Ratenskala überzugehen.
Mit h(k)dk = f (k)d log(k) ergibt sich

N (t) =

∫
d log(k) f (k) e−kt . (2.9)

Ein Rückbindungsexperiment erzeugt einen Datensatz =exp(ti) mit Gaußschem Feh-
ler und Standardabweichung σ (ti). Die d log(k)-Achse sei äquidistant in J Abschnitte
unterteilt, was die kontinuierliche Funktion f (k) zu einer diskreten Funktion f (kj)
macht. Die MEM besagt nun, dass sich die beste Anpassung an I Datenpunkte =exp(ti)
durch Maximierung der Bayesschen A-posteriori-Wahrscheinlichkeit, ℘ = exp(αS −
I χ 2/2), ergibt[123]. α ist ein dimensionsloser Koe�zient, χ 2 gibt an, wie gut ein Pro-
besatz von Daten =f it (ti) das Experiment beschreibt,

χ 2 =
1
I

I∑
i=1

[
=f it (ti) − =

exp(ti)

σ (ti)

]2
. (2.10)
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Bei S handelt es sich um die zu maximierende Shannon-Jaynes Entropie,

S = −

J∑
j=1

f (kj)

[
ln

f (kj)

F (kj)
− 1

]
, (2.11)

mit der Funktion F (kj), die alles a priori Wissen über die Form von f (kj) beinhaltet.
Ohne vorheriges Wissen wird F (kj) als konstant angenommen, um keine Strukturen
einzuführen, die nicht in den Daten vorhanden sind [123]. Eine einfache Methode, ℘
zu maximieren, besteht darin, die gleichwertige Funktion

Q = S − L0χ
2 (2.12)

zu maximieren. Bei L0 handelt es sich um einen Lagrangemultiplikator, der so gewählt
wird, dass χ 2 � 1. Setzt man ∂Q

∂ f (ki )
= 0, so ergibt sich

f (ki) = F (ki) exp
(
L

I∑
i=1

=f it (ti) − =
exp(ti)

σ (ti)
e−kiti

)
, (2.13)

wobei jegliche Koe�zienten in L absorbiert sind. Gleichung (2.13) repräsentiert ein
System aus J gekoppelten nichtlinearen Gleichungen, die iterativ gelöst werden (üb-
licherweise J = 100). Die Parameter werden während der Iterationen so angepasst,
dass sich χ 2 einem Wert um 1 annähert, während ein Konvergenztest, TEST = 1

2 |
∇S
|∇S | −

∇χ 2

|∇χ 2 | |
2, simultan gegen 0 geht.

Abbildung 2.4 b demonstriert das Ergebnis der MEM-Analyse einer Rückbindungskur-
ve von teilweise H4B-gebundenem iNOSoxy-CO und zeigt den großen Vorteil der MEM
gegenüber der Anpassung mit exponentiellen Abfällen. Die Rückbindungskurve in
der Zeitdomäne vermittelt den Eindruck, nur einem einzelnen Rückbindungsprozess
zu unterliegen. Die durch die MEM-Analyse berechnete Ratendistributionsfunktion
zeigt hingegen, dass die Rückbindung aus zwei sich überlappenden Prozessen besteht.
In Abbildung 2.4 b wurde den Ratendistributionen für bessere optische Darstellung
eine Gauß-Funktion angepasst:

h(log(k)) = 1
w

√
π
2
e
−2

(
log(k )−log(kc )

w

)2
, (2.14)

mit der Lage des Maximums kc und der Breite w auf der logarithmischen Skala. Die-
ses Vorgehen wird in der weiteren Arbeit beibehalten. Wird der explizite Wert eines
Ratenkoe�zienten k einer Spezies angegeben, so handelt es sich um die Lage des Ma-
ximums der Gauß-Funktion kc , also das Maximum der Ratendistribution h(k).
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Abbildung 2.4: Anwendung der MEM auf eine CO-Rückbindungskinetik einer teilweise mit
H4B-gebundenen iNOSoxy-CO-Probe (2,6 µM H4B in Lösung). a) CO-Rückbindungskinetik mit
Fit einer gestreckten Exponentialfunktion. b) Ergebnis der MEM-Analyse und Fit zweier Gauß-
Funktionen (rot und grün).

2.5. Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie
(FTIR)

2.5.1. Aufbau der FTIR-Spektroskopieanlage

Der Aufbau der Anlage zur Messung von IR-Spektren (Abb. 2.5) basiert auf einem
Vertex 80v FTIR-Spektrometer (Bruker, Karlsruhe, Deutschland). Das Licht einer IR-
Quelle (Globar) durchläuft ein Michelson-Interferometer und wird anschließend aus
dem Gehäuse ausgekoppelt. Der ausgekoppelte Messstrahl wird über zwei Spiegel
durch die Probe auf einen Detektor geführt. Als Detektoren kommen, je nach Messbe-
reich, zwei mit �üssigem Sticksto� gekühlte Halbleiterdetektoren zum Einsatz: InSb
(1700 − 2300 cm−1), MCT (1100 − 2300 cm−1). Der gesamte externe Strahlengang be-
�ndet sich in einer Plexiglaskiste, die mit trockener Luft ventiliert ist, um Absorption
der IR-Strahlung durch Luftfeuchtigkeit zu vermeiden.

Der Probenhalter besteht aus sauersto�freiem, hochleitendem Kupfer und wird am
Kühl�nger eines Kryostaten (Model F-50, Sumitomo, Tokyo, Japan) angebracht. Ei-
ne dünne Schicht Goldpaste zwischen Kühl�nger und Probenhalter sorgt für optima-
le thermische Leitfähigkeit. Wenige Mikroliter der nach Abschnitt 2.2 angefertigten
Proben�üssigkeit werden zwischen zwei Calcium�uoridfenstern geschichtet und im
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Abbildung 2.5: Schematischer Aufbau der FTIR-Spektroskopieanlage. Das Michelson-
Interferometer ist blau hinterlegt.

Probenhalter verschraubt. Ein Ring aus Mylar-Polyesterfolie (CO-Probe: 75 µm, NO-
Probe: < 5 µm) dient als Abstandshalter zwischen den Fenstern.

Nach der Anbringung der Probe wird der Kühl�nger mit einer Taucherglocke ab-
gedichtet. Da der Probenhalter nicht gasdicht schließt, kann die Taucherglocke erst
unter der Glasübergangstemperatur der Probenlösung (∼ 180 K) evakuiert werden.
Die feuchte Luft innerhalb der Glocke wird deshalb zu Beginn durch Sticksto� aus-
getauscht. Eine am Kühl�nger angebrachte Siliziumdiode erlaubt es, in Kombination
mit einem Temperaturregler (Model 336, Lake Shore Cryotronics, Westerville, OH,
USA), gezielt Temperaturen im Bereich von 4 − 320 K anzufahren und zu halten. Ein
frequenzverdoppelter Dauerstrich-Nd-YAG-Laser (Samba, Cobolt, Solna, Schweden)
ermöglicht die Ligandenphotolyse. Der Laser emittiert bis zu 300mW bei einer Wel-
lenlänge von 532 nm. Um die Probe homogen zu beleuchten, wird der Strahl durch
einen 50/50-Strahlteiler aufgespalten und beidseitig auf die Probe fokussiert.

2.5.2. Michelson-Interferometer

Herkömmliche optische Spektrometer erzeugen nach Wellenlänge aufgelöste Strah-
lung durch Beugung am Gitter oder Brechung am Prisma. Eine Probe kann somit durch
Drehung des Gitters beziehungsweise des Prismas wellenlängenabhängig auf ihre Ab-
sorption untersucht werden. Eine weitaus e�zientere Methode bietet die Nutzung ei-
nes Michelson-Interferometers, das Herz jedes FTIR-Spektrometers [124]. Der Aufbau
des Michelson-Interferometers gestaltet sich äußerst simpel (Abb. 2.5, blau hinterlegt).
Der kollimierte Strahl einer polychromatischen IR-Quelle fällt auf einen Strahlteiler.
Einer der beiden Teilstrahlen wird an einem festen Spiegel, der andere Teilstrahl an
einem fahrbaren Spiegel re�ektiert. Bei der Zusammenführung der Teilstrahlen ergibt
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sich aufgrund des fahrbaren Spiegels eine Weglängendi�erenz zwischen den Strah-
len und somit ein von der Spiegelposition x abhängiges Interferogramm, I (x) (Abb.
2.6). Dieses kann durch Fouriertransformation in ein Transmissionsspektrum, T (ν̃ ),
transformiert werden. Die konkreten Vorteile der FTIR-Spektroskopie gegenüber der
dispersiven Spektroskopie lauten:

1. Jaquinot-Vorteil: da keine dispersiven Elemente (Gitter, Spalt,..) genutzt wer-
den, tri�t eine höhere Lichtmenge auf den Detektor.

2. Fellgett-Vorteil: alle Wellenlängen werden gleichzeitig gemessen, die Probe
wird nicht abgerastert. Das Spektrum liefert eine Momentanaufnahme der Pro-
be.

3. Connes-Vorteil: die Spiegelposition und somit die Wellenzahlachse ist durch
Referenzmessung mit einem Helium-Neon-Laser (HeNe) sehr genau bestimmt.
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Abbildung 2.6: Drei Wellenzüge unterschiedlicher Wellenlänge überlagern sich in Abhängig-
keit von der Spiegelposition x zu einem Interferogramm (rote Kurve). Bei gleichen Weglängen
der beiden Teilstrahlen (x = x0) kommt es zur konstruktiven Interferenz.

2.5.3. Fouriertransformation

Ausgehend von einer ebenen elektromagnetischen Welle

E(x′,t) = e2πi(ν̃x
′−νt) (2.15)

mit der Frequenz ν und Wellenzahl ν̃ ergibt sich für die beiden interferierenden Teil-
strahlen bei Vernachlässigung der Zeitabhängigkeit:

E(x ,ν̃ ) =
1
2

(
e2πiν̃x0 + e2πiν̃ (x0+x)

)
=

1
2e

2πiν̃x0
(
1 + e2πiν̃x

)
. (2.16)

x bezeichnet die Auslenkung des Spiegels aus der Gleichgewichtslage x0, bei der die
Weglängendi�erenz 0 beträgt. Die am Detektor gemessene Intensität zeigt eine kosi-
nusförmige Oszillation:

I (x ,ν̃ ) = E∗(x ,ν̃ )E(x ,ν̃ ) =
1
2 (1 + cos (2πν̃x)) . (2.17)
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Im FTIR-Spektrometer werden die Nulldurchgänge des kosinusförmigen Intensitäts-
signals eines monochromatischen HeNe-Lasers dazu genutzt, das Interferogramm zu
digitalisieren und die Spiegelposition genau zu bestimmen (Connes-Vorteil).

Im allgemeinen Fall einer polychromatischen IR-Quelle ergibt sich die Intensität als
Integral über alle abgestrahlten Frequenzen zu

I (x) =

∫ ∞

0
I (x ,ν̃ )B(ν̃ )dν̃ =

1
2

∫ ∞

0
B(ν̃ )dν̃︸        ︷︷        ︸
I0

+
1
2

∫ ∞

0
B(ν̃ ) cos (2πν̃x)dν̃ , (2.18)

mit der Intensitätsverteilungsfunktion B(ν̃ ), die die Absorptionseigenschaft der Probe
beschreibt. Der konstante Term I0 kann vernachlässigt werden, da die gesamte Infor-
mation im sich periodisch ändernden zweiten Term von Gleichung (2.18) steckt:

I ′(x) =

∫ ∞

0
B(ν̃ ) cos (2πν̃x)dν̃ . (2.19)

Die Fourierkorrespondenz zu Gleichung (2.19) liefert das gewünschte Spektrum der
Transmission, B(ν̃ ):

B(ν̃ ) =

∫ ∞

−∞

I ′(x) cos (2πν̃x)dx . (2.20)

In der Realität begrenzt der endliche Spiegelweg xMax die Integrationsgrenzen von
Gleichung (2.20):

B(ν̃ ) =

∫ xMax

−xMax

I ′(x) cos (2πν̃x)dx . (2.21)

Der Begrenzung des Integrationsfensters kann mit einer Fensterfunktion D(x) begeg-
net werden:

D(x) = 1 für x ≤ |xMax | (2.22)
D(x) = 0 für x ≥ |xMax | . (2.23)

Gleichung (2.21) wird damit zu:

B′(ν̃ ) =

∫ ∞

−∞

I ′(x)D(x) cos (2πν̃x)dx . (2.24)

Die Fouriertransformation des Produkts zweier Funktionen entspricht nach dem Fal-
tungstheorem der Faltung der einzeln transformierten Funktionen. Das errechnete
Spektrum B′(ν̃ ) entspricht also dem Produkt aus dem eigentlichen Spektrum B(ν̃ ) und
der Fouriertransformierten der Fensterfunktion D(x):

B′(ν̃ ) = B(ν̃ )

∫ ∞

−∞

D(x) cos (2πν̃x)dx = B(ν̃ )f (ν̃ ). (2.25)
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Die Kardinalsinusform der Funktion f (ν̃ ),

f (ν̃ ) = 2xMaxsinc(2πν̃xMax), (2.26)

führt zu unerwünschten Seitenbanden im Interferogramm. Um diese Seitenbanden zu
unterdrücken, wird die Fensterfunktion durch eine sogenannte Apodisationsfunkti-
on ersetzt [124]. Eine solche Funktion verringert die Gewichtung der seitlichen Flan-
ken des Interferogramms. In dieser Arbeit wurde die drei-termige Blackman-Harris-
Fensterfunktion benutzt [125].

Abbildung 2.7 zeigt ein typisches Interferogramm und das daraus resultierende Trans-
missionsspektrum einer iNOS-CO Probe. Ein solches Transmissionsspektrum reprä-
sentiert üblicherweise das Mittel aus ∼ 1000 Spiegelscans.
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Abbildung 2.7: a) Interferogramm einer iNOS-CO Probe. b) Das durch Fourier-
Rücktransformation berechnete Transmissionsspektrum der Probe.

2.5.4. Messmethoden

2.5.4.1. Di�erenz-Absorptionsspektroskopie

Die Form eines Transmissionsspektrums wie in Abbildung 2.7 b ist diktiert von dem
Emissionsspektrum der IR-Quelle sowie den Absorptionseigenschaften der Optik und
des Detektors. Die für diese Arbeit interessanten Signale, die Schwingungsbanden der
Hämliganden CO und NO, beschränken sich auf vergleichsweise kleine Signale in ei-
nem einem engen Wellenzahlfenster. Die Di�erenzabsorptionsspektroskopie verein-
facht die Interpretation der Transmissionsspektren, indem der Informationsgehalt al-
lein auf die Unterschiede zwischen zwei Spektren reduziert wird. Ein Di�erenzabsorp-
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tionsspektrum wird als negativer dekadischer Logarithmus des Verhältnisses zweier
Transmissionsspektren T1,2 berechnet:

∆A = − log
(
T1
T2

)
. (2.27)

Wird zum Beispiel je ein Transmissionsspektrum vor (TDunkel) und nach (THell) der
Photolyse des Liganden vom Hämeisen gemessen, so ergibt sich das Di�erenzabsorp-
tionsspektrum

∆A = − log
(
T1
T2

)
= − log

(
TDunkel
THell

)
. (2.28)

Abbildung 2.8 zeigt die Transmissionsspektren und das Di�erenzabsorptionsspektrum
von iNOSoxy-CO/Arg bei 4 K. Der E�ekt des am Häm gebundenen, beziehungsweise
photolysierten CO im Transmissionsspektrum (Abb. 2.8 a) ist nur schwer zu erkennen.
Das Di�erenzabsorptionsspektrum (Abb. 2.8 b) betont die Unterschiede und zeigt so-
mit nur Banden der gebundenen CO-Liganden im Bereich von 1900 − 1950 cm−1 und
die Banden der photolysierten Liganden im Bereich von 2100 − 2150 cm−1. Letztere
werden üblicherweise aufgrund des geringeren Extinktionskoe�zienten zur besseren
Betrachtung mit dem Faktor 10 skaliert. Das Vorzeichen der Banden ergibt sich aus
der Wahl des Nenners und Zählers in Gleichung (2.28). Die Schwingungsbanden der
gebundenen Liganden, auch A-Banden genannt, fehlen nach der Photolyse und wei-
sen deshalb negative Absorption auf. Die Banden der nun photolysierten Liganden, B-
oder Photoproduktbanden, erscheinen und zeigen daher ein positives Absorptionssi-
gnal.
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Abbildung 2.8: a) Transmissionsspektren von iNOSoxy-CO/Arg vor und nach der Photolyse
der Liganden bei 4 K. Der interessante Bereich ist blau hinterlegt. b) Di�erenzabsorptionss-
pektrum, berechnet aus den Spektren aus a). Links die positiven und mit Faktor 10 skalierten
Photoproduktbanden, rechts die negativen A-Banden.
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2.5.4.2. Isotherme Kinetik

Bei einer isothermen Kinetik wird die Evolution der A-Banden und Photoproduktban-
den bei konstanter Temperatur zeitaufgelöst gemessen. Dazu muss der Rückbindungs-
prozess der Liganden langsam im Vergleich zur Photolyse sein. Gleichzeitig muss die
Photolyse langsam genug sein, um eine gute Zeitau�ösung der Messung zu garantie-
ren. Da der Ratenkoe�zient der Photolyse, kAB, proportional zur Laserintensität ist,
muss diese ausreichend niedrig gewählt werden. Üblicherweise wird der 300mW star-
ke Laser durch einen 3OD-Filter um den Faktor 1000 abgeschwächt. Vor Beginn der
Photolyse wird ein Referenzspektrum der Probe gemessen. Sobald sich der Shutter ö�-
net und der Laser die Probe beleuchtet, werden Transmissionsspektren in logarithmi-
schen Zeitabständen aufgenommen. Die Messdauer beträgt üblicherweise ∼ 15 000 s.

2.5.4.3. Temperaturaufgelöste Messungen

Dieser Unterabschnitt beschreibt eine Methode zur Untersuchung thermisch aktivier-
ter Ratenprozesse, die Temperature Derivative Spectroscopy (TDS) [126–128]. Sie er-
laubt Rückschlüsse über die Enthalpiebarrierenverteilungsfunktion, д(H ), eines Pro-
teins (Unterabschnitt 1.2.2.2). Die TDS löst die Rückbindungsprozesse sowohl nach
Wellenzahl, als auch nach Temperatur auf und ist somit ein äußerst nützliches Werk-
zeug zur Charakterisierung der beobachteten Populationen.

Die Probe wird bei der StarttemperaturTi vollständig photolysiert. Anschließend wird
die Relaxation zurück ins Gleichgewicht durch Initialisierung einer Temperaturrampe
mit der Heizrate β beobachtet (Abb. 2.9 a):

T (t) = Ti + βt . (2.29)
Wie in Abschnitt 1.2 beschrieben, kann die Rückbindung der Liganden durch eine
Ratengleichung erster Ordnung beschrieben werden (Abb. 2.9 c):

dN

dt
= −kN . (2.30)

N bezeichnet dabei die Population der photolysierten Liganden, die mit dem Raten-
koe�zienten k zurückbinden. Die Temperaturabhängigkeit des Ratenkoe�zienten sei
wieder durch die Arrhenius-Gleichung beschrieben:

k = A

(
T

Tr

)
e(

H
RT ), (2.31)

mit dem Vorfaktor A, der Referenztemperatur Tr (üblicherweise 100 K), der Höhe der
Enthalpiebarriere H und der universalen Gaskonstanten R Nach Substitution der Zeit
durch die Temperatur nach Gleichung (2.29) und Integration von Gleichung (2.30),
ergibt sich (Abb. 2.9 d):

dN

dT
=
−Ni
β
· k · e

−
∫ T
Ti

k
β dT

′

=
−Ni
β
· k · e−Θ. (2.32)
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Ni bezeichnet die initiale Population der photolysierten Liganden. k · e−Θ bezeichnet
die Au�ösungsfunktion einer TDS-Messung. Θ kann mit Gleichung (2.31) spezi�ziert
werden:

Θ =
ATr
β

[(
T

Tr

)2
· E3

(
H

RT

)
−

(
Ti
Tr

)2
· E3

(
H

RTi

)]
, (2.33)

mit der Integralexponentialfunktion dritter Ordnung,

E3(x) =

∫ ∞

1

e(−xt)

t3
dt . (2.34)

Die Analyse der Gleichungen (2.32) bis (2.34) liefert die intrinsische Linienform der
TDS. Für eine Enthalpiebarriere der Höhe H ergibt sich eine Glockenkurve, mit einem
Maximum bei der TemperaturTp. Die Breite der Kurve gibt die Grenze für die Energie-
au�ösung des Experiments an, sie hängt ab von der Enthalpie H , dem VorfaktorA und
der Heizrate β . Es kann gezeigt werden, dass die Beziehung zwischen der Temperatur
Tp und der Enthalpie H annähernd linear ist [126]:

Tp =
H

R ln(Aτc)
, (2.35)

mit der für die TDS-Messung charakteristischen Zeit

τc =
RT 2

p

β(H + RTp)

(Tp

Tr

)
. (2.36)

Für ein Proteinensemble muss Gleichung (2.32) durch die Enthalpiebarrierenvertei-
lungsfunktion, д(H ) (Abb. 2.9 d), ergänzt werden:

dN

dT
= −

Ni
β

∫ ∞

0
ke−Θд(H )dH . (2.37)

Die Populationsänderung, dN
dT , ist also proportional zur Verteilungsfunktion der Bar-

rierenhöhe, д(H ), verbreitert durch die Au�ösungsfunktion der TDS, k · e−Θ. Ist die
Breite der Verteilungsfunktion groß im Vergleich zur Breite der Au�ösungsfunktion
und gilt Gleichung (2.35), so ist die Auftragung von dN

dT gegen T der Auftragung von
д(H ) gegen H äquivalent (Abb. 2.9 b und d).

Anwendung der TDS

Der TDS-Messalgorithmus liefert ein Di�erenzabsorptionsspektrum bei der konstan-
ten StarttemperaturTi, welches die photolysierte LigandenpopulationNi de�niert. An-
schließend startet die Temperaturrampe (Gleichung (2.29)) und die Relaxation der Li-
ganden wird durch die Messung eines Transmissionsspektrums pro 1 K erfasst. Die
Messzeit eines Transmissionsspektrums ist durch die Heizrate β de�niert:

tSpek =
1 K
β
. (2.38)
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Abbildung 2.9: Schematische Darstellung der TDS. a) Temperaturrampe mit der Heizrate β .
b) Verteilungsfunktion der Enthalpiebarrieren eines Proteinensembles. c) Rückbindung der
Liganden mit der Anfangspopulation Ni. d) Änderung der Ligandenpopulation in Abhängig-
keit von der Temperatur. Äquivalent zur Darstellung der Barrierenhöhenverteilungsfunktion,
д(H ), in b).

Bei einer Heizrate von β = 0,3 K
min , einer Spiegelgeschwindigkeit von νSpiegel = 60Hz

(Frequenz der Nulldurchgänge der kosinusförmigen Intensität des Eichlasers) und ei-
ner Au�ösung von δν̃ = 2 cm−1, ergibt sich eine Scan-Anzahl pro Spektrum von 400.
Dem Spektrum wird der Mittelwert aus Start- und Endtemperatur der Messung zuge-
ordnet. Zur Berechnung der Di�erenzabsorptionsspektren kann das bei Ti bestimm-
te Referenzspektrum vor der Photolyse genutzt werden. Allerdings kann die Lage
der Banden eine Temperaturabhängigkeit aufweisen, was zu ungewollten Pseudo-
Di�erenzsignalen führen würde. Daher emp�ehlt es sich, die selbe Temperaturram-
pe nochmals zu durchfahren, ohne die Liganden zuvor zu photolysieren. So steht je-
dem Transmissionsspektrum ein ergänzendes Spektrum der unphotolysierten Probe
bei gleicher Temperatur gegenüber.

Wie in Unterabschnitt 1.2.2.2 erwähnt kann es neben der Andockstelle B noch weitere
Andockstellen geben (Abb. 1.9 a). Eine Photolyse bei 4 K populiert allerdings nur Stel-
le B, ein Übergang von zum Beispiel B nach C ist, sofern C vorhanden ist, aufgrund
der geringen thermischen Energie nicht möglich. Um auch diese Zustände zu bevöl-
kern und mit der TDS analysieren zu können, kann alternativ zur Photolyse bei 4 K
die Temperaturrampe in umgekehrter Richtung von hohen zu tiefen Temperaturen
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durchfahren werden, während der Laser die Liganden über die gesamte Dauer photo-
lysiert. Bei den anfänglich hohen Temperaturen können photolysierte Liganden in B
weiter zur Stelle C migrieren, da die thermische Energie kBT größer ist als die Enthal-
piebarriere HBC. Aufgrund der kontinuierlichen Abkühlung der Probe bleibt ein Teil
der Liganden dort gefangen, sobald die thermische Energie nicht mehr ausreichend ist
um die Enthalpiebarriere HCB zu überwinden. Dieses Messprotokoll trägt den Namen
slow-cool-Protokoll.

Abbildung 2.10 a zeigt beispielhaft das Ergebnis einer TDS-Messung. Die über der
Temperatur aufgefächerten Di�erenzabsorptionsspektren zeigen zwei verschwinden-
de Populationen. Die Populationsänderung dN

dT (Abb. 2.10 b) wird durch konsekutive
Di�erenzen aufeinanderfolgender Spektren bestimmt. TDS Diagramme werden üb-
licherweise als 2D-Konturdiagramme präsentiert (Abb. 2.10 c). Dies entspricht einer
zur Wellenzahl-Temperatur-Ebene orthogonalen Projektion des Diagramms aus Ab-
bildung 2.10 b. Die Höhenlinien sind logarithmisch dargestellt, um kleine Merkmale
nicht zu unterdrücken.
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Abbildung 2.10: Darstellung eines 2D-TDS-Diagramms. a) Über der Temperatur aufgefächer-
te Di�erenzabsorptionsspektren. b) Populationsänderung durch konsekutive Di�erenzenbil-
dung. c) 2D-Konturdiagramm der Abbildung aus b.
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3. FTIR-Spektroskopie an
iNOSoxy-CO und iNOSoxy-NO

Das von der iNOS-Isoform synthetisierte NO �ndet sich in der Pathogenese vieler
Krankheiten [23–27]. Die Nachfrage nach geeigneten Inhibitoren zur Regulation des
Enzyms ist groß. Aufgrund dessen herrscht starkes Interesse an der Erforschung des
Prozesses der NO-Synthese durch iNOS [28, 29].

Die zweistu�ge Synthese-Reaktion erfordert das Binden von O2-Liganden am Hämei-
sen, das Binden von Substrat L-Arg, Zwischenprodukt NOHA und Kofaktor H4B im
katalytischen Zentrum des Proteins, sowie die Freisetzung des synthetisierten NO
[19]. Das gezielte Design eines Inhibitors macht die Untersuchung der Interaktionen
zwischen Liganden, Substrat, Zwischenprodukt und Kofaktor und der umgebenden
Proteinmatrix unumgänglich. Im diesem Kapitel wurden diese Interaktionen an CO-
und NO-ligiertem iNOSoxy durch FTIR-Spektroskopie der Schwingungsfrequenzen der
Liganden untersucht. CO und NO gelten als exzellente IR-Sonden. Die im Vergleich
zu dem physiologischen (aber IR-inaktiven) Liganden O2 ähnliche Größe lässt auf ver-
gleichbare Ergebnisse in Hinsicht auf Ligandendynamik innerhalb des Proteins schlie-
ßen. Vor allem CO hat sich, aufgrund seiner im mittleren IR Bereich liegenden Streck-
schwingungsfrequenzen, in der Erforschung von Hämproteinen als sehr attraktiver
Ligand erwiesen. Die Banden können mit äußerst hoher Emp�ndlichkeit und Präzisi-
on gemessen werden. Die Lage der Banden reagiert sehr sensibel auf elektrostatische
Interaktionen und dient somit als Spiegelbild der Ligandenumgebung (Unterabschnitt.
1.3.3.3).

Anders als CO, das nur an Hämeisen im Fe2+-Zustand binden kann, ist NO zusätz-
lich dazu in der Lage, Verbindungen mit dem oxidierten Fe3+ einzugehen. FTIR-Un-
tersuchungen des NO-ligierten iNOSoxy sind aufgrund der niedrigeren intrinsischen
IR-Absorption rar. Zusätzlich erschweren extrem schnelle Rekombination des photo-
lysierten Fe2+-NO-Komplexes sogar bei tiefen Temperaturen und die spektrale Über-
lappung mit den Amid-Banden die Messungen. Aus diesem Grund, und weil es sich
bei Fe3+-gebundenem NO um den physiologischen relevanten Zustand nach Beendi-
gung des katalytischen Prozesses handelt, wurde sich bei den Messungen auf Fe3+-
gebundenes NO beschränkt.

Der erste Abschnitt behandelt die Erkenntnisse aus FTIR-Untersuchungen mit dem
Liganden CO, der zweite Abschnitt die Erkenntnisse mit dem Liganden NO. Die Mes-
sungen wurden jeweils bei kryogenen Temperaturen durchgeführt, um die Liganden-
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rückbindung zu verlangsamen. So ergibt sich eine lange Lebenszeit der durch die Pho-
tolyse entstandenen Banden, die anschließend durch Di�erenzspektroskopie ausge-
wertet werden können. Zudem frieren alle Proteinstruktur�uktuationen bei kryoge-
nen Temperaturen aus. Alle Beobachtungen des Liganden beschränken sich somit auf
das Innere des Proteins. Zur Entwirrung der Photolyse-induzierten Absorptionsände-
rungen wurde die FTIR-Spektroskopie mit der temperaturaufgelösten TDS-Methode
kombiniert. Die Ergebnisse wurden in Horn et al. [129] verö�entlicht.

3.1. FTIR-Spektroskopie an iNOSoxy mit CO als
Ligand

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der FTIR-Spektroskopie an CO-ligiertem
iNOSoxy dargestellt. Es wurden Messungen an leerem, L-Arg-, NOHA- oder H4B-ge-
bundenem iNOSoxy-CO durchgeführt. Im ersten Unterabschnitt wird die Auswirkung
der Bindung von Substrat, Zwischenprodukt oder Kofaktor auf die stationären 4 K-
Photolyse-Di�erenzspektren der A-Banden und Photoproduktbanden von iNOSoxy dis-
kutiert. Im zweiten Unterabschnitt erfolgt ein Einblick in die thermisch aktivierten
Rückbindungsprozesse innerhalb des Proteins. Die 2D-TDS-Diagramme liefern Infor-
mationen zur Assoziation von A-Banden und Photoproduktbanden sowie zum Ein�uss
von Substrat, Zwischenprodukt und Kofaktor auf die Rückbindungsprozesse. Zusätz-
liche Informationen �nden sich in Jung et al. [130] und Lis et al. [131].

3.1.1. 4K-Photolyse-Di�erenzspektren

3.1.1.1. A-Banden

Die 4 K-Photolyse-Di�erenzspektren von iNOSoxy-CO zeigen zwei breite, sich stark
überlappende A-Banden bei 1945 cm−1 und 1959 cm−1 (Abb. 3.1 a). Die beiden Ban-
den repräsentieren zwei Subkonformationen des Proteins, die Breite deutet auf star-
ke intrinsische strukturelle Heterogenität der Konformationen hin. Wird der Probe
der Kofaktor H4B zugefügt, so zeigen sich nur relativ kleine Änderungen im Spek-
trum; statt der beiden stark überlappenden Banden bei leerem iNOSoxy-CO zeigt sich
nur noch eine, sehr ausgeprägte Bande bei 1951 cm−1, sowie eine kleinere Bande bei
1924 cm−1 (Abb. 3.1 a). Die nur marginalen Änderungen des Erscheinungsbildes des
Spektrums sind nicht weiter überraschend. H4B bindet nicht in unmittelbarer Nähe
des am Hämeisen gebundenen Liganden, sondern in einiger Entfernung, neben dem
Häm (Abschnitt 1.1, Abb. 1.4). Da es so nicht zur direkten Wechselwirkung zwischen
Kofaktor und Ligand kommen kann, ist mit einer starken Verschiebung der Schwin-
gungsbanden des Liganden auch nicht zu rechnen. Im krassen Gegensatz dazu steht
der E�ekt von L-Arg auf das Spektrum. Die dominante Bande verschiebt hin zu tiefe-
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Abbildung 3.1: 4 K-Photolyse-Di�erenzspektren von iNOSoxy-CO. a) Absorptionsbanden des
hämgebundenen CO. b) Photoproduktbanden nach Beleuchtung für 10 s bei 4 K. c) Photo-
produktbanden nach zeitlich ausgedehnter Beleuchtung während langsamer Abkühlung von
160 K auf 4 K.

ren Wellenzahlen, das Maximum der Bande liegt bei 1904 cm−1 ; des Weiteren �nden
sich zwei deutlich kleinere Banden bei 1921 cm−1 und 1951 cm−1 (Abb. 3.1 a). Die star-
ke Rotverschiebung von A1904 �ndet ihre Ursache im Elektronen-abziehenden E�ekt
der terminalen, positiv geladenen NH+

2 -Gruppe der L-Arg Seitenkette nahe des Sauer-
sto�atoms des gebundenen CO [30]. Die positive Ladung zieht Elektronendichte aus
der CO-Bindung in Richtung des Sauersto�atoms. Die daraus resultierende Abschwä-
chung der CO-Molekülbindung spiegelt sich im Absinken der Schwingungsfrequenz
νCO wider (Unterabschnitt 1.3.3.3). Die Position von A1921 deutet aufgrund der im Ver-
gleich zu A1904 schwächeren Rotverschiebung auf eine elektrostatische Wechselwir-
kung des CO-Dipols mit einer weniger starken positiven Partialladung hin, höchst-
wahrscheinlich die neutrale terminale Aminogruppe der L-Arg Seitenkette.
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3. FTIR-Spektroskopie an iNOSoxy-CO und iNOSoxy-NO

Auch das Reaktionszwischenprodukt NOHA zeigt eindeutige Wechselwirkungen mit
CO. Es lassen sich drei A-Banden unterscheiden; bei 1903, 1937 und 1956 cm−1 (Abb.
3.1a). Die Kristallstrukur von iNOSoxy-CO/NOHA zeigt, dass gebundenes NOHA die
gleiche Orientierung in der aktiven Stelle des Proteins einnimmt wie L-Arg [132]. Da-
her kann davon ausgegangen werden, dass A1937 diejenigen iNOSoxy-CO/NOHA re-
präsentiert, bei denen es zu einer Wassersto�brücken-Interaktion zwischen der Hy-
droxygruppe der NOHA Seitenkette und dem Liganden CO kommt. Bei A1903 han-
delt es sich höchstwahrscheinlich um iNOSoxy-CO/NOHA, in denen NOHA Molekü-
le binden, deren terminales Amin der Seitenkette im protonierten Zustand vorliegt
(pK = 8,1 [133]) und in Richtung des CO zeigt. Der E�ekt der positiven Ladung äu-
ßert sich dann ähnlich wie bei L-Arg. Es wird vermutet, dass es sich beim protonierten
NOHA um das katalytisch aktive Zwischenprodukt handelt [134, 135].

3.1.1.2. Photoproduktbanden

Die Absorptionsspektren der Photoproduke, also die Schwingungsfrequenzen νCO der
photolysierten CO-Liganden, sind in Abbildung 3.1 b und 3.1 c aufgetragen. Erstere
entstammen einer Messung mit kurzer Beleuchtungsdauer von 10 s bei 4 K, letztere ei-
ner Messung mit dem slow-cool-Protokoll. Die Bandenpositionen sowie deren Flächen
(normiert auf die integrierte Absorption des jeweiligen Spektrums) sind in Tabelle 3.1
zusammengefasst. Das Verhältnis zwischen integrierter Absorption der A-Banden und
der Photoproduktbanden beträgt ∼ 20 [136].

Die Photoproduktspektren nach kurzer Beleuchtungsdauer bei 4 K (Abb. 3.1 b) weisen
allesamt Banden im Bereich zwischen 2120 cm−1 und 2130 cm−1 auf. Das Spektrum von
iNOSoxy-CO besteht aus zwei Banden bei 2124 cm−1 und 2129 cm−1. Binden des Kofak-
tors H4B hat o�enbar einen Ein�uss auf die Schwingungsfrequenz des CO-Moleküls
in der Andockstelle B; die Banden tauchen bei 2124 cm−1 und 2133 cm−1 auf. In An-
wesenheit des Substrats L-Arg zeigen sich zwei Banden bei 2120 cm−1 und 2131 cm−1;
zusätzlich entstehen zwei weitere Banden bei etwas höheren Wellenzahlen, 2144 cm−1
und 2150 cm−1. Aufgrund der erhöhten Schwingungsfrequenz der beiden Banden kann
auf eine Wassersto�brücken-Interaktion zwischen dem Kohlensto�atom des CO und
der terminalen Aminogruppe des L-Arg geschlossen werden [137]. Mit gebundenem
NOHA entstehen zwei Banden bei 2122 cm−1 und 2133 cm−1. Die sehr kleine Bande bei
2145 cm−1 kann mit CO-Molekülen assoziiert werden, die von der A1903-Konformation
von iNOSoxy-CO/NOHA photolysiert wurden.

Vergleicht man die nach kurzer Beleuchtungszeit bei 4 K gemessenen Photoprodukt-
spektren (Abb. 3.1 b) mit den nach dem slow-cool-Protokoll bei 4 K gemessenen Spek-
tren (Abb. 3.1 c), so zeigen sich nur geringfügige Unterschiede. Es scheint demnach
nicht möglich zu sein, weitere Andockstellen, sofern vorhanden, in einem signi�kan-
ten Ausmaß zu populieren. Das leere iNOSoxy-CO weist den größten Unterschied zwi-
schen beiden Spektren auf. Statt des stark überlappenden Bandenpaars, zeigen sich
nach dem slow-cool-Protokoll zwei gut separierte Banden bei 2124 cm−1 und 2134 cm−1.
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3.1. FTIR-Spektroskopie an iNOSoxy mit CO als Ligand

Darüber hinaus taucht bei iNOSoxy-CO/NOHA eine zusätzliche Schulter bei 2117 cm−1
auf.

Tabelle 3.1: Positionen und prozentuale Flächenanteile der IR-Schwingungsbanden hämge-
bundener und photolysierter CO-Liganden in iNOSoxy bei 4 K, basierend auf Abbildung 3.1.
Die experimentellen Fehler betragen jeweils ±0,5 cm−1 und ±3%.

Häm-gebundenes
CO

Photolysiertes CO
(10 s @ 4 K)

Photolysiertes CO
(Slow cool)

cm−1 % cm−1 % cm−1 %

Ohne
Substrat

1921 9 2124 55 2124 85
1945 40 2129 45 2132 15
1959 51

L-Arg

1904 60 2120 28 2120 20
1921 13 2131 28 2131 34
1951 18 2144 32 2145 30

2150 12 2150 16

NOHA
1903 13 2122 75 2117 20
1937 57 2133 19 2124 44
1956 30 2145 6 2133 36

H4B
1924 18 2124 75 2122 10
1951 82 2133 25 2126 61

2134 29

3.1.2. Thermisch aktivierte CO-Rückbindungsprozesse

Um weitere Informationen über die Banden der Photolysespektren zu erhalten, wur-
den TDS-Messungen im Bereich von 4K bis 160 K sowohl nach einer kurzen Beleuch-
tungsdauer von 10 s bei 4 K, als auch nach dem slow-cool-Protokoll aufgenommen.
Abbildung 3.2 zeigt die 2D-Konturdiagramme der Absorptionsänderungen in den A-
Banden (linke Spalte) und in den Photoproduktbanden (rechte Spalte) nach der kurzen
Beleuchtung bei 4 K.

In den Diagrammen aller Proben ist erkennbar, dass die Rückbindung der CO-Liganden
in einem einzigen Schritt erfolgt. Es scheint sich also um nur einen möglichen ki-
netischen Zustand des photolysierten Protein-Ligandend-Komplexes zu handeln. Die
Aufspaltung in mindestens zwei Banden lässt auf unterschiedliche Orientierung des
Liganden in der Andockstelle schließen. Die geringe Breite der Photoproduktbanden
(Abb. 3.1 b) lässt zusätzlich darauf schließen, dass die photolysierten Liganden in den
transienten Andockstellen in einer de�nierten Orientierung gefangen sind. Im sub-
stratfreien iNOSoxy-CO �ndet sich das Maximum der CO-Rückbindung bereits bei 4 K
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Abbildung 3.2: TDS-Konturdiagramme von iNOSoxy-CO nach einer Beleuchtungsdauer von
10 s bei 4 K. Linke Spalte: Absorptionsänderungen der A-Banden. Rechte Spalte: Absorptions-
änderungen der Photoproduktbanden. Die Konturlinien sind in logarithmischen Abständen
aufgetragen; durchgezogene (gepunktete) Linien bezeichnen positive (negative) Absorptions-
änderung. iNOSoxy-CO (a,b) ohne Substrat; (c,d) mit H4B; (e,f) mit L-Arg; (g,h) mit NOHA.
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3.1. FTIR-Spektroskopie an iNOSoxy mit CO als Ligand

(Abb. 3.2 a, b), was auf eine sehr kleine Enthalpiebarriere zwischen dem ungebundenen
und gebundenen Zustand hindeutet. Der Rückbindungsprozess erstreckt sich bis zu
einer Temperatur von ∼ 70 K. Bei gebundenem H4B zeigt sich das Maximum der CO-
Rückbindung in den dominanten A1951 -Zustand erst bei 20 K; wie in iNOSoxy-CO hält
die Rückbindung bis zu einer Temperatur von ∼ 70 K an. Der kleinere A1924-Zustand
weist im Gegensatz zu A1951 eine fokussiertere Rückbindung mit einem Maximum bei
∼ 60 K auf (Abb. 3.2 c). Das Diagramm der Photoproduktzustände liefert keine zusätz-
lichen Informationen. Binden von L-Arg oder NOHA schiebt die CO-Rückbindung
zu höheren Temperaturen, was darauf hindeutet, dass der Ligand in der Andock-
stelle durch Wassersto�brücken-Interaktion stabilisert wird und somit eine höhere
Enthalpiebarriere überwinden muss (Abb. 3.2 e, g). Die maximale CO-Rückbindung
in A1903 und A1937 von iNOSoxy-CO/NOHA �ndet bei ∼ 50 − 60 K statt (Abb. 3.2
g). Die zugehörigen Photoproduktbanden bei 2122 cm−1 und 2133 cm−1 sind in Ab-
bildung 3.2 h zu sehen. Die Rückbindung in den gering ausgeprägten A1956-Zustand
bei ∼ 20 K (Abb. 3.2 g) repräsentiert Reste NOHA-freien Proteins. L-Arg-gebundenes
iNOSoxy-CO zeigt ähnlich wie iNOSoxy-CO/NOHA ein Maximum der Ligandenrück-
bindung bei ∼ 50−60 K (Abb. 3.2 e). Die korrespondierenden Photoproduktbanden bei
2150,2144,2131 und 2120 cm−1 verlieren damit einhergehend an Intensität, es handelt
sich also um Banden von Liganden, die sich in direkter Nähe des Substrats be�nden
(Abb. 3.2 f). Zusätzlich weist das Diagramm bei ∼ 12 K spiegelbildlich gestrichene und
durchgezogene Konturen bei 2131 und 2144 cm−1 auf. Da die Spektren im Dunkeln
aufgenommen wurden, kann das Wachstum der Banden bei 2144 cm−1 nicht auf die
Photolyse hämgebundener Liganden zurückgeführt werden. Es muss sich um einen
dynamischen Populationsaustauschprozess innerhalb der Photoproduktbanden han-
deln. Höchstwahrscheinlich handelt es sich bei diesem Prozess um eine thermisch akti-
vierte Umverteilung der Ausrichtung der CO-Moleküle, resultierend in einer Drehung
der Moleküle um 180 ◦C [94, 113, 138, 139].

Die nach dem slow-cool-Protokoll gemessenen TDS-Diagramme (Abb. 3.3) zeigen nur
marginale Unterschiede im Vergleich zu den Diagrammen, die nach kurzer Beleuch-
tung bei 4 K aufgenommen wurden (Abb. 3.2). Das spricht für die These, dass die pho-
tolysierten Liganden in iNOSoxy nur eine einzige Andockstelle bevölkern. Allerdings
fällt auf, dass die Temperatur maximaler Ligandenrückbindung nach der ausgedehn-
ten Beleuchtung durch das slow-cool-Protokoll generell leicht höher liegt als nach kur-
zer Beleuchtung. Eine mögliche Ursache sind kleinere strukturelle Änderungen in der
näheren Umgebung des aktiven Zentrums des Proteins. Diese führen zu einer etwas
erhöhten Enthalpiebarriere und bedingen folglich eine höhere thermische Aktivie-
rungsenergie des Ligandenrückbindungsprozesses. Ein ähnlicher E�ekt nach langen
Beleuchtungszeiten bei tiefen Temperaturen konnte bereits bei CO-ligiertem Myoglo-
bin [128] und sowohl NO- als auch CO-ligiertem Nitrophorin 4 [140] beobachtet wer-
den.
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Abbildung 3.3: TDS-Konturdiagramme von iNOSoxy-CO nach konstanter Beleuchtung wäh-
rend langsamer Abkühlung von 160 K auf 4 K. Linke Spalte: Absorptionsänderungen der A-
Banden. Rechte Spalte: Absorptionsänderungen der Photoproduktbanden. Die Konturlinien
sind in logarithmischen Abständen aufgetragen; durchgezogene (gepunktete) Linien bezeich-
nen positive (negative) Absorptionsänderung. iNOSoxy-CO (a,b) ohne Substrat; (c,d) mit H4B;
(e,f) mit L-Arg; (g,h) mit NOHA.
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3.1. FTIR-Spektroskopie an iNOSoxy mit CO als Ligand

3.1.3. Zusammenfassung der Ergebnisse

Die primäre Andockstelle B ist ein unentbehrliches strukturelles Merkmal typischer,
in Ligandentransport oder Speicherung involvierter Hämproteine. Erst durch sie wird
e�ziente Ligandenbindung am Hämeisen, sowie das Entkommen der Liganden aus
der Proteinmatrix überhaupt möglich [141]. Von außen kommende Liganden wer-
den vor der eigentlichen Bindung am Hämeisen in der Andockstelle eingefangen [94,
142]. Thermisch vom Hämeisen dissoziierte Liganden können dagegen in der Andock-
stelle verweilen, wodurch sich die Wahrscheinlichkeit, der Proteinmatrix zu entkom-
men, erhöht. Ohne die Andockstelle würden die dissoziierten Liganden instantan wie-
der eine Bindung mit dem Hämeisen eingehen. Ein solches Verhalten konnte in NO-
transportierendem Nitrophorin [140] und modi�ziertem Cytochrom c [143] beobach-
tet werden.

Die katalytische Reaktion von iNOS erfordert die sequentielle Bindung zweier O2-Mo-
leküle sowie die Freisetzung des synthetisierten NO-Moleküls am Ende der Katalyse.
Die Andockstelle B erfüllt somit zwei Funktionen. Einerseits führt sie die Bindung
der O2-Moleküle am Hämeisen durch vorheriges Einfangen in der Andockstelle her-
bei. Andererseits ermöglicht sie die Freisetzung des Produktes NO. Durch die Mes-
sungen an CO-ligiertem iNOSoxy konnte gezeigt werden, dass die Andockstelle für
vom Hämeisen photolysierte Liganden sehr leicht zugänglich ist, sowohl in leerem,
als auch in L-Arg, NOHA oder H4B gebundenem Protein. Das Substrat L-Arg und das
Zwischenprodukt NOHA stabilisieren den Liganden in der Andockstelle durch Was-
sersto�brücken. Die kleine A1924-Subpopulation des H4B-gebundenen iNOSoxy zeigt
eine ähnliche stabilisierende Wirkung auf den photolysierten Liganden. Vermutlich ist
eine kleine Fraktion von H4B-Molekülen in einer leicht unterschiedlichen Geometrie
angeordnet und kann so direkt mit dem Liganden durch Wassersto�brücken intera-
gieren.
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3. FTIR-Spektroskopie an iNOSoxy-CO und iNOSoxy-NO

3.2. FTIR-Spektroskopie an iNOSoxy mit NO als
Ligand

Dieser Abschnitt diskutiert die Ergebnisse der Messungen an NO-ligiertem iNOSoxy.
Wie bei CO wurden FTIR-Spektroskopiemessungen an leerem, L-Arg-, NOHA- oder
H4B-gebundenem iNOSoxy-NO durchgeführt, sowohl isotherm bei 4 K, als auch mit
der TDS-Methode.

3.2.1. 4K-Photolyse-Di�erenzspektren

3.2.1.1. A-Banden

Abbildung 3.4 zeigt die 4 K-Photolyse-Di�erenzspektren des NO-ligierten iNOSoxy mit
dem Hämeisen im Fe3+-Zustand. Zu sehen sind die Spektren des leeren iNOSoxy-NO,
sowie mit gebundenem L-Arg, NOHA und H4B. Die Bandenmaxima und die normier-
ten Flächenanteile der Banden sind in Tabelle 3.2 vermerkt. Die meisten Spektren wei-
sen eine A-Bande im Bereich um ∼ 1870 cm−1 auf, die mit der Schwingungsmode des
Fe3+ gebundenen NO in leerem iNOSoxy assoziiert werden kann. Im Spektrum des lee-
ren iNOSoxy-NO handelt es sich bei A1870 um eine eher breite Bande, was auf eine
beträchtliche strukturelle Heterogenität des katalytischen Zentrums dieser Protein-
spezies hinweist. Au�ällig ist die Ähnlichkeit des Spektrums der NOHA-gebundenen
Spezies. Auch dieses Spektrum wird von einer A1870-Bande dominiert, zeigt jedoch ei-
ne kleine zusätzliche Schulter bei 1851 cm−1 auf der Flanke von A1870. Der Vergleich
der Spektren von iNOSoxy-NO und iNOSoxy-NO/NOHA lässt vermuten, dass nur ei-
ne kleine Fraktion der Proteine NOHA gebunden hat, repräsentiert durch A1851. Im
Gegensatz dazu scheint eine deutlich größere Fraktion an Proteinen das Substrat L-
Arg gebunden zu haben. A1870 ist zwar immer noch existent, jedoch weitaus weni-
ger dominant. Als E�ekt der Bindung von L-Arg zeigen sich zwei zusätzliche Banden
bei 1847 und 1829 cm−1. Überraschenderweise fanden Rousseau et al. [36] in ihren
Resonanz-Raman-Spektren keine Änderung der Fe3+-N-Schwingungsmode bei Zuga-
be von L-Arg und vermuteten deshalb das Ausbleiben der Bindung zwischen Protein
und Substrat. Das Binden von H4B äußert sich in einer leicht verschobenen, dominan-
ten Bande bei 1872 cm−1, sowie einer weiteren Bande bei 1890 cm−1.

Die meisten der spektralen Verschiebungen der A-Banden können auf den in Unter-
abschnitt 1.3.3.3 beschriebenen π -Rückbindungse�ekt zurückgeführt werden [144].
Wie dort bereits erörtert, gelten für Fe3+-NO die selben Prinzipien wie für Fe2+-CO,
erkennbar an der alternativen Beschreibung des Fe3+-NO-Komplexes, Fe2+-NO+, der
isoelektronisch zum Fe2+-CO-Komplex ist [117]. Häm-gebundenes NO absorbiert, wie
in Abbildung 3.4 zu sehen, bei 1870 cm−1. Die Verschiebung von A1829 und A1847 hin zu
niedrigeren Frequenzen, als Folge der Bindung von L-Arg, lässt sich auf Interaktionen
zwischen dem Liganden NO und der positiv geladenen sowie neutralen terminalen
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3.2. FTIR-Spektroskopie an iNOSoxy mit NO als Ligand

Tabelle 3.2: Positionen und prozentuale Flächenanteile der IR Schwingungsbanden des häm-
gebundenen und photolysierten NO Liganden in iNOSoxy bei 4 K, basierend auf Abbildung 3.4.
Die experimentellen Fehler betragen jeweils ±0,5 cm−1 und ±3%.

Häm-gebundenes
NO

NO
Photoprodukt

cm−1 % cm−1 %
Ohne

Substrat
1870 100 1814 23

1818 77

L-Arg
1829 56 1814 13
1847 16 1822 87
1870 28

NOHA 1851 15 1814 30
1870 85 1818 70

H4B 1872 82
1890 18

Aminogruppe der L-Arg Seitenkette zurückführen. Wie schon bei CO, ist auch bei
NO der E�ekt der Bindung von NOHA geringer als der E�ekt von L-Arg; gebundenes
NOHA äußert sich in verschobenen A-Bande bei 1851 cm−1. Was jedoch überrascht,
ist der Ein�uss von H4B auf die Banden. Einerseits schiebt die dominante Bande zu
leicht höheren Wellenzahlen, 1851 cm−1, andererseits vermindert sich auch die Breite
der Bande. Letzteres lässt entweder auf eine homogenere Struktur des katalytischen
Zentrums, oder auf eine Einschränkung der Bewegungsfreiheit des NO durch die Bin-
dung von H4B schließen [140, 145]. Rousseau et al. [36] berichten von einer bei H4B-
Bindung erscheinenden Raman-Bande, die der Fe N O-Schwingungsmode, δFe-N-O,
des Fe3+-NO-Komplexes zugewiesen werden konnte und einer recht homogenen Win-
kelverteilung des gebogenen NO entspricht. In Thiolat-ligierten Fe3+-NO-Komplexen
�ndet sich typischerweise ein Fe N O-Winkel von 160° (Abb. 3.7 a) [146–152]. Da
H4B nicht in nächster Nähe zu NO bindet, ist keine sterische Interaktion zwischen
H4B und NO, die zur Änderung des Winkels führen könnte, zu erwarten. Allerdings
hat die Bindung von H4B eine Krümmung der Hämebene zur Folge und könnte so-
mit eine Reduktion der Beweglichkeit des NO-Moleküls um seinen Bindungswinkel
herbeiführen [153, 154]. Die zusätzliche Bande bei 1890 cm−1 ist möglicherweise das
Ergebnis einer Besetzung des katalytischen Zentrums durch ein Wassermolekül [148].
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Abbildung 3.4: 4 K-Photolyse-Di�erenzspektren von iNOSoxy-NO. Die Banden des Häm-
gebundenen NO (NO nach Laserbeleuchtung bei 300mW) sind mit negativer (positiver) Am-
plitude aufgetragen. Die A-Banden des iNOSoxy-NO/NOHA-Spektrums wurden unabhängig
von den Photoproduktbanden, zum besseren Vergleich mit den anderen A-Banden, skaliert
(Faktor 2,07). Die gepunktete Linie spiegelt das Spektrum von iNOSoxy-NO/Arg nach Beleuch-
tung bei einer verminderten Laserleistung von 0,3mW wider. Die gestrichelte Linie gibt das
Photoproduktspektrum von iNOSoxy-NO/Arg an. Es wurde als Di�erenz zwischen durchge-
zogenem und gepunktetem Spektrum von iNOSoxy-NO/Arg berechnet. Der Einsatz zeigt das
erweiterte Spektrum von iNOSoxy-NO.

3.2.1.2. Photoproduktbanden

Die ebenfalls in Abbildung 3.4 dargestellten Photoproduktbanden mit positiven Am-
plituden im Bereich 1810 – 1830 cm−1, sind im Vergleich zu den A-Banden der Häm-
gebundenen NO-Liganden nur um rund 50 cm−1 rotverschoben. Bei iNOSoxy-NO/Arg
überlappen die Photoproduktbanden sogar mit den A-Banden. Spektrale Zerlegung
der überlappenden Banden liefert eine schmale Bande bei 1814 cm−1 und eine breitere
Bande bei 1822 cm−1. iNOSoxy-NO und iNOSoxy-NO/NOHA weisen jeweils zwei Ban-
den bei 1814 und 1818 cm−1 auf. Sehr au�ällig ist die relative Größe der Photoprodukt-
banden im Vergleich zu den A-Banden. Die ähnlich starke Absorption lässt vermuten,
dass es sich bei den Photoproduktbanden nicht um photolysierte NO-Liganden in tran-
sienten Andockstellen handelt, sondern um ebenfalls Häm-gebundene Liganden mit
eingeschränkter Bewegungsfreiheit und folglich verschobenen Schwingungsmoden.

Im Gegensatz zu allen anderen Proben zeigt H4B gebundenes iNOSoxy-NO nur eine
sehr kleine, aber breite Bande um 1818 cm−1. Eine mögliche Erklärung sind photoly-
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3.2. FTIR-Spektroskopie an iNOSoxy mit NO als Ligand

sierte NO, die sich nicht in wohlde�nierten Orientierungen be�nden. Als Folge ver-
breitert sich die Verteilung der Schwingungsmoden des NO sehr stark und die resultie-
rende Bande ist nur schwerlich von der Nulllinie des Spektrums zu unterscheiden. Ein
ähnlicher E�ekt konnte bei NO Banden der primären Andockstelle B von Myoglobin
im Fe3+-Zustand beobachtet werden [155].

3.2.2. Thermisch aktivierte NO-Rückbindungsprozesse

Um weitere Informationen über die Herkunft und Identität der sonderbaren NO-Photo-
produktbanden zu erlangen, wurden TDS-Messungen nach Beleuchtung der NO-li-
gierten Proben bei 4 K durchgeführt. Abbildung 3.5 zeigt die Absorptionsänderungen
in den A-Banden und Photoproduktbanden als durchgezogene, beziehungsweise ge-
punktete Linien. Die durch das slow-cool-Protokoll erzeugten Konturdiagramme zei-
gen keine nennenswerte Unterschiede, auf die Darstellung wird deshalb verzichtet.

Im leeren iNOSoxy-NO beginnt die Rückbindung der Liganden in A1870, wie auch bei
CO, schon bei den niedrigsten Temperaturen (Abb. 3.5 a). Die Ausläufer der Rückbin-
dung dehnen sich bis zu einer Temperatur von∼ 90 K aus. Erstaunlicherweise be�ndet
sich das Maximum des Abfalls der Photoproduktbanden zwischen 80 und 120 K. Sie
können also nicht mit vom Fe3+-NO-Komplex (A1870) photolysierten NO-Liganden in
Verbindung gebracht werden, da diese bereits bei 90 K rekombiniert sind. Scheinbar
erzeugt die Beleuchtung durch die Laserstrahlung Photoproduktbanden einer weite-
ren NO-Spezies, deren Schwingungsbanden nicht im beobachteten spektralen Bereich
liegen. Die TDS-Diagramme von iNOSoxy-NO/NOHA (Abb. 3.5 d) sind im Grunde iden-
tisch. Hier ist die Unvereinbarkeit der A-Banden und der Photoproduktbanden noch
deutlicher; die NO-Rückbindung in A1870 ist unter 80 K komplett abgeschlossen, das
Maximum des Abfalls der merkwürdigen Photoproduktbanden �ndet sich jedoch wie-
der erst im Bereich 80 – 120 K. In iNOSoxy-NO/H4B (Abb. 3.5 b) beginnt die Rückbin-
dung in die dominante A-Bande ebenfalls schon bei 4 K und �ndet ihr Maximum bei
∼ 65 K; die kleine Seitenbande bei 1890 cm−1 zeigt ein ähnliches Temperaturverhal-
ten wie die Hauptbande. Die Rückbindung von A1829 und A1847 von iNOSoxy-NO/Arg
ist bereits unter 30 K vollständig abgeschlossen, in diesem Fall jedoch in Übereinstim-
mung mit dem Abfall der Photoproduktbanden (Abb. 3.5 c). Die Rückbindung in A1870
zeigt die gleiche Charakteristik wie in leerem iNOSoxy-NO, die frühere Zuordnung
dieser Bande zu L-Arg freiem Protein erweist sich also als korrekt. Das scheinbare
Maximum bei 1850 cm−1 und ∼ 15 K ist nur der Überlagerung der unabhängigen A-
Banden und Photoproduktbanden geschuldet (Abb. 3.4).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass, wie bei CO, auch die Rückbindung von
NO an Hämeisen im Fe3+-Zustand in iNOSoxy ein einstu�ger Prozess ist. Die korre-
spondierenden Photoproduktbanden konnten nicht gefunden werden. Möglicherwei-
se interagiert das photolysierte NO nur sehr schwach in kaum de�nierter Orientierung
mit dem Protein, ohne weitere Stabilisierung durch Wassersto�brücken-Interaktion
mit Substrat, oder Kofaktor. Als Folge ist die Verteilung der NO-Schwingungsmoden
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3. FTIR-Spektroskopie an iNOSoxy-CO und iNOSoxy-NO

zu breit, als dass sie vom Hintergrundsignal unterscheiden werden könnte. Sollte ihre
Existenz nur durch die rätselhaften Photoproduktbanden der weiterhin unbekannten
NO-gebundenen Proteinspezies verschleiert sein, so sollten sie doch zumindest bei
iNOSoxy-NO/H4B sichtbar sein (Abb. 3.4).
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Abbildung 3.5: TDS-Konturdiagramme von iNOSoxy-NO nach einer Beleuchtungsdauer von
30min bei 4 K. iNOSoxy-NO a) ohne Substrat; b) mit H4B; c) mit L-Arg; d) mit NOHA. Die Kon-
turlinien sind in logarithmischen Abständen aufgetragen, durchgezogene (gepunktete) Linien
bezeichnen zunehmende (abnehmende) Absorptionsänderung.
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3.2. FTIR-Spektroskopie an iNOSoxy mit NO als Ligand

3.2.2.1. Identi�kation des iNOSoxy-NO-Photoprodukts

Die TDS-Messungen (Abb. 3.5) zeigen sehr klar, dass die starken Banden bei einer
Wellenzahl von ∼ 1820 cm−1 nicht durch Photolyse der an Fe3+-gebundenen NO-
Liganden bei ∼ 1870 cm−1 entstehen. Auf der Suche nach dem unphotolysierten Ge-
genstück dieser sonderbaren Photoproduktbanden, wurde der spektrale Bereich auf
1100 – 2300 cm−1 erweitert. Bei der Überprüfung konnte eine Bande bei 1616 cm−1
gefunden werden (Abb. 3.4, Einsatz), die vorläu�g mit sechsfach-koordiniertem (6C)
Fe2+-gebundenem NO assoziiert wird. Diese Bandenzuteilung �ndet durch die Schwin-
gungsbande des 6C Fe2+-P450cam-NO bei einer ähnlichen Frequenz, 1591 cm−1, Un-
terstützung [156]. Außerdem berechneten Praneeth et al. [119] NO-Schwingungsfre-
quenzen für Thiophenolat- und Akylthiolat-Hämkomplexe von je ν̃NO = 1617 cm−1
und ν̃NO < 1600 cm−1. Als Modell für ihre Dichtefunktionalberechnungen nutzten sie
einen Thiolat-koordinierten Fe2+-Porphyrin-Komplex.

Der Mischzustand aus Fe3+-NO- und Fe2+-NO-Spezies der Proben ist nicht weiter
überraschend. Fe3+-iNOSoxy-NO ist instabil und konvertiert spontan in eine 6C Fe2+-
iNOSoxy-NO-Spezies. Das Beladen des Probenhalters und die Kühlung der FTIR-Probe
auf 4 K benötigt üblicherweise ∼ 2 h, 2 h in denen die Konversion unbeobachtet ablau-
fen kann. In der Literatur wird von einer weiteren möglichen Konversion in Abhängig-
keit des Oligomerisierungszustandes, hin zu einer fünfach-koordinierten Fe2+-Spezies
durch Dissoziation des Häms vom Thiolat-Liganden, berichtet [53, 59, 153, 157]. Die-
se Konversion kann allerdings ausgeschlossen werden, da in keinem der Spektren
die charakteristische Bande dieser Spezies um ∼ 1670 cm−1 gefunden werden konnte
[141].

Photodissoziation des NO vom 6C Hämeisen resultiert allerdings nicht in Photopro-
duktbanden mit ähnlicher Intensität wie die entsprechende A1616-Bande. Die richtige
Bande ist also noch immer nicht gefunden. In Anbetracht des sehr starken Trans-
e�ekts des NO in einem 6C Fe2+-Komplex [152], ist es denkbar, dass das Photopro-
dukt durch Dissoziation der Fe-S-Bindung, statt der Fe NO-Bindung entsteht. Tat-
sächlich entdeckten Ibrahim et al. [158] während ihrer Raman-Messungen, dass La-
serlicht den gegenüber von NO liegenden axialen Thiolat-Liganden eines 6C Fe2+-
Porphyrin-Modellkomplexes photodissoziieren kann [159]. Dort konnte der Prozess
durch eine auf 77 K herabgesenkte Temperatur und niedrigere Laserleistung unter-
drückt werden. Dementsprechend wurden am Beispiel von iNOSoxy-NO/Arg Messun-
gen mit einer von 300mW auf 0,3mW verminderten Laserleistung durchgeführt (Abb.
3.4, gestrichelt). Die Leistung war immer noch ausreichend, um NO vom 6C Fe3+-
Komplex zu photolysieren, allerdings blieb die Bildung der Photoproduktbanden bei
∼ 1820 cm−1 aus. Demnach kann vermutet werden, dass es sich auch bei den hier ge-
messenen Photoproduktbanden um die Folge der laserinduzierten Au�ösung der Bin-
dung zwischen Hämeisen und proximalem C194-Thiolat handelt; zurück bleibt eine
fün�ach-koordinierte (5C) iNOSoxy-NO-Spezies. Dass NO immer noch am Häm ge-
bunden ist, erklärt auch die zu anderen A-Banden vergleichbar starke Intensität die-
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3. FTIR-Spektroskopie an iNOSoxy-CO und iNOSoxy-NO

ser Banden um 1820 cm−1 [111, 160]. Die Position der Bande verrät, dass es sich um
einen Fe3+-koordinierten NO-Liganden handeln muss, sodass das C194-Schwefelatom
nach der Photodissoziation negativ geladen sein muss. In der Literatur �nden sich Be-
richte über ähnliche NO-Schwingungsfrequenzen eines isolierten, 5C Häm-Nitrosyl-
Komplexes (ν̃NO = 1842 cm−1) [161] und eines NO-ligierten Porphyrins mit an der vier-
ten Mesoposition substituiertem Phenyl (ν̃NO = 1825 cm−1) oder Penta�uoropehnyl
(ν̃NO = 1859 cm−1) [162]. Ist die Laserleistung ausreichend hoch (300mW), so ist
es sogar möglich, NO vom 5C Fe3+-NO-Komplex zu photodissoziieren. Es bleibt ein
vierfach-koordiniertes „nacktes“Häm als „zweites Photoprodukt“(Abb. 3.6 a).

Bindung von L-Arg im katalytischen Zentrum des Proteins verringert das Ausmaß der
laserinduzierten Konversion zum 5C Fe2+-NO-Komplex (Abb. 3.6 a, c) und fördert die
Wiederherstellung des 6C Fe3+-NO-Komplexes nach Abschaltung des Lasers (Abb. 3.6
b, d). Dieser E�ekt könnte eine Folge des Wettbewerbs zwischen dem Liganden NO
und dem gegenüberliegenden Thiolat um den σ -Ladungsübertrag zum Hämeisen sein;
je höher der Übertrag, desto stärker ist die Bindung zwischen Ladungs-Donor und Hä-
meisen, und desto schwächer ist die Bindung zwischen gegenüberliegenden Liganden
und Hämeisen. Die σ -Donorstärke des Thiolats wird durch die Wassersto�brücken-
interaktionen des Schwefelatoms moduliert [152].
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Abbildung 3.6: Zeitliche Entwicklung der integrierten Absorption der 5C Fe3+- (o�ene Sym-
bole) und 6C Fe3+-iNOSoxy-NO-Banden (gefüllte Symbole) (a, c) während konstanter Beleuch-
tung bei 4 K (Kreise: 10mW, 532 nm; Dreiecke: 300mW, 532 nm) und (b, d) nachdem der Laser
ausgeschaltet wurde. Schwarz: iNOSoxy-NO; rot: iNOSoxy-NO/Arg.
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3.2. FTIR-Spektroskopie an iNOSoxy mit NO als Ligand

Dey et al. [163] konnten durch Schwefel-K-Kanten-Röntgen-Absorptionsspektroskopie
und Berechnungen nach der Dichtefunktionaltheorie zeigen, dass jede Wassersto�-
brücke die σ -Donor-Fähigkeit des Thiolat-Schwefelatoms reduziert. Die Elektronen-
Donor-Fähigkeit des NO, und der damit verbundene repulsive Trans-E�ekt, kann al-
so durch Interaktionen, die Elektronendichte von NO abziehen, vermindert werden
[164, 165]. Im Falle von iNOSoxy-NO/Arg ist die Wassersto�brückeninteraktion zwi-
schen NO und L-Arg eine solche; die Eisen-Schwefel-Bindung des axialen Liganden
wird dadurch stabilisiert. In iNOSoxy-NO/H4B kann die nahezu vollständige Abwesen-
heit der Photoproduktbande der 6C Fe2+-Spezies dadurch erklärt werden, dass diese
Spezies nach ihrer Bildung spontan zur 6C Fe3+-Spezies oxidiert wird (Abb. 3.4) [131].

3.2.2.2. 5C Fe3+-iNOSoxy-NO

In Hinsicht auf den Wettbewerb zwischen dem NO-Liganden und dem Thiolat-Ligan-
den um den σ -Ladungsübertrag auf das Hämeisen ist eigentlich zu erwarten, dass die
NO-Schwingungsfrequenz der 5C-Spezies im Vergleich zur 6C-Spezies aufgrund des
fehlenden repulsiven Trans-E�ekts blauverschoben ist. Experimentell zeigt sich al-
lerdings das gegenteilige Verhalten (Abb. 3.4). Allerdings handelt es sich hier nur um
einen scheinbaren Widerspruch. Die 5C-Fe3+-Spezies entstammt der 6C-Fe2+−Spezies,
welche NO typischerweise in einem Winkel von ∼ 140° bindet (Abb. 3.7 b). Zwar be-
trägt der Winkel der korrespondierenden 6C-Fe3+-Spezies normalerweise ∼ 160°, je-
doch sind die Dynamiken der Proteinmatrix bei kryogenen Temperaturen vollständig
ausgefroren [166, 167]. Folglich wird das NO auch in der 5C-Fe3+-Spezies in der stär-
ker gebogenen (kleinerer Winkel) 6C-Fe3+-Orientierung gehalten (Abb. 3.7 c). Linder
et al. [168] berichten, basierend auf Dichtefunktionaltheorie-Berechnungen, von ei-
nem Schieben der NO-Schwingungsbande eines 5C Modell-Porphyrins von 1897 auf
1857 cm−1 bei Reduktion des Winkels von 160° auf 150°. Es kann daher vermutet wer-
den, dass die niedrigere Schwingungsfrequenz der 5C-Spezies, ν̃NO, durch Bindung
von NO in einem kleinen Winkel bedingt ist. Der Ausnahmefall der sehr ähnlichen
Lage der Banden der 5C-Fe3+- und 6C-Fe3+-Spezies von iNOSoxy-NO/Arg (Abb. 3.4)
impliziert, dass das gebundene Substrat den Winkel, in dem NO bindet, kontrolliert.
Scheinbar überwiegt die sterische Beschränkung in diesem Fall der Abwinkelung der
Bindung durch den Trans-E�ekt.

Abschließend sei angemerkt, dass die spontane Konversion der 6C-Fe3+-Spezies bei
physiologischen Temperaturen, im Gegensatz zur photoinduzierten 6C-Fe3+-→ 5C-
Fe3+-Konversion während der FTIR-Experimente bei kryogenen Temperaturen, zwei
NO-Moleküle involviert und in einer 5C-Fe2+-Spezies resultiert [53, 59, 169]. Die 6C-
Fe3+-Spezies regiert nach dem Binden des ersten NO-Moleküls mit einem zweiten NO-
Molekül zur 6C-Fe2+ Spezies. Diese Spezies konvertiert sofort in die 5C-Form und ein
Nitrosoniumion (NO+). Möglicherweise di�undiert das Ion zur Zinkbindungsstelle in
der Dimerschnittstelle und nitrosyliert eines der vier Cysteine.
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a) b) c)
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Abbildung 3.7: Fe N O-Bindungswinkel der verschiedenen Spezies. a) Die 6C-Fe3+-Spezies
mit einem Winkel von 160°. Es resultieren Schwingungsbanden der N O-Bindung bei ∼
1870 cm−1. b) Die 6C-Fe2+-Spezies mit einem Winkel von 140°. Die Schwingungsbande �n-
det sich bei 1616 cm−1. c) Die 5C-Fe3+-Spezies, entstanden durch photo-induzierte Au�ösung
der Fe-S-Bindung des proximalen Thiolat-Liganden. Aufgrund der kryogenen Temperaturen
bleibt der Winkel von 140° erhalten. Die Schwingungsbanden �nden sich bei ∼ 1820 cm−1.

3.2.3. Zusammenfassung der Ergebnisse

Wie bei den Rückbindungsversuchen mit CO scheint auch der von der 6C Fe3+-Spezies
photolysierte Ligand NO nur eine transiente Andockstelle innerhalb des Proteins zu
besetzen. Die entsprechenden Photoproduktbanden konnten nicht aufgelöst werden.
Ähnliche Beobachtungen konnten schon bei Nitrophorin 4 [140] und Myoglobin [155]
gemacht werden. NO scheint demnach, im Gegensatz zu CO, nicht in wohlde�nierten
Orientierungen in der Andockstelle gebunden zu sein. Diese Eigenschaft könnte die
Freisetzung des unter physiologischen Bedingungen synthetisierten NO erleichtern.

Durch TDS- und isotherme Kinetik-Messungen zeigte sich, dass die iNOSoxy-NO-Pro-
ben aus einem Mix aus der 6C Fe3+-Spezies und der 6C Fe2+-Spezies bestehen. Die 6C
Fe2+-Spezies zeigt Photoproduktbanden, die nicht von photolysierten Liganden stam-
men. Stattdessen konnten diese Banden mit einer 5C Fe3+-Spezies identi�ziert werden,
entstanden durch photo-induzierte Auftrennung der Bindung zwischen Hämeisen und
proximalem Thiolat-Liganden. Weitere Messungen in dieser Richtung können höchst-
wahrscheinlich zum besseren Verständnis der funktionalen Prozesse, an denen NO
beteiligt ist, beitragen.

70



4. UV/Vis-Spektroskopie an
iNOSoxy-CO

Dieses Kapitel behandelt die Untersuchung der beiden CO-gebundenen iNOSoxy-Spe-
zies P450 und P420 durch Absorptionsspektroskopie im UV/Vis-Bereich (Abschnit-
te 2.3 und 2.4). Als Werkzeug dienen die Spektren der Deoxy- und CO-Spezies von
iNOSoxy.

Das Spektrum einer Deoxy-Probe ist in Abbildung 4.1 a dargestellt. Neben einer brei-
ten Soret-Bande bei 413 nm und einer Q-Bande bei 556 nm �ndet sich eine schwache
Schulter bei 445 nm, hervorgerufen durch eine kleine Population der CO-gebundenen
P450-Spezies. Durch Zugabe von CO zur Deoxy-Probe entsteht zunächst der CO-
gebundene P450-Zustand, welcher eine Soret-Bande bei 445 nm und eine breite Q-
Bande bei 550 nm aufweist (Abb. 4.1 b). Die Bande bei 421 nm repräsentiert eine kleine
Population des P420-Zustandes, entstanden durch Konversion von Protein aus dem
P450-Zustand. Dieser bisher weitgehend unverstandene Prozess beginnt mit der Her-
stellung der CO-Probe. Das Spektrum einer vollständig in den P420-Zustand konver-
tierten Probe ist in Abbildung 4.1 c dargestellt. Sie wurde durch Zugabe von 5M Urea
hergestellt (Abschnitt 4.2). Neben der Soret-Bande bei 421 nm�nden sich zwei schmale
Q-Banden bei 538 nm und 570 nm.

In den folgenden beiden Abschnitten werden die Spezies und ihre Konversion basie-
rend auf der Absorptionsspektroskopie untersucht. Zuerst folgt die Untersuchung der
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Abbildung 4.1: Absorptionsspektren der Deoxy-, iNOSP450- und iNOSP420-Spezies. Die Q-
Banden sind jeweils um den Faktor 5 vergrößert dargestellt. a) Deoxy-Spezies. b) CO-ligierte
iNOSP450-Spezies. c) CO-ligierte iNOSP420-Spezies.
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CO-Ligandenbindung mit der Blitzlichtphotolysetechnik, dann die Untersuchung der
Konversion zwischen den beiden Spezies durch Aufnahme von Konversionskinetiken.

4.1. Blitzlichtphotolysemessungen an iNOSoxy-CO

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Blitzlichtphotolysemessungen an CO-
ligiertem iNOSoxy behandelt. Abbildung 4.2 a zeigt die bei 444 nm aufgenommene
CO-Rückbindungskinetik einer frisch hergestellten iNOSoxy-CO-Probe bei einer CO-
Konzentration von 1mMund einem pH-Wert der Probelösung von 7,1. Da die Probe zu
diesem Zeitpunkt zum überwiegenden Teil (> 90%) aus der iNOSP450-Spezies bestand,
beschreibt die Kinetik den CO-Rückbindungsprozess eben dieser Proteinspezies.

Anhand der in Abbildung 4.2 b gezeigten Ratenkoe�zientenverteilung der Kinetik
(durch MEM) lässt sich erkennen, dass die Rückbindung durch einen einzelnen Pro-
zess beschrieben werden kann. Der Fit einer Gauß-Funktion liefert einen Ratenkoef-
�zienten der CO-Bindung der iNOSP450-Spezies von kP450

+CO = 3296 ± 23 s−1 (Zentrum
der Gauß-Funktion) und eine Breite der Verteilungsfunktion von w = 0,48 ± 0,01. Bei
kP450

+CO handelt es sich um einen e�ektiven Ratenkoe�zienten:
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P450
+CO ·

[
CO

]
. (4.1)
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Abbildung 4.2: CO-Rückbindungskinetik der iNOSP450-Spezies bei einer CO-Konzentration
von 1mM. Die Kinetik wurde bei einer Wellenlänge von 444 nm bestimmt. a) Datenpunkte:
CO-Rückbindungskinetik. Linie: Fit einer gestreckten Exponentialfunktion. b) Datenpunkte:
Aus der MEM-Analyse stammende Rückbindungskoe�zientenverteilung f (k). Linie: Fit einer
Gauß-Funktion.
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Um die Kinetik der CO-Rückbindung der iNOSP420-Spezies bestimmen zu können,
muss die spontane Konversion des Proteins einer Probe vom iNOSP450-Zustand in den
iNOSP420-Zustand abgewartet werden. Die Herstellung einer iNOSP420-Probe gestalte-
te sich jedoch schwierig. Entweder konvertierte das Protein nur zu einem geringen Teil
in den iNOSP420-Zustand, oder die Konversion ging mit einer Denaturierung des Pro-
teins einher, was spektroskopische Messungen aufgrund von Streue�ekten unmög-
lich machte. Die vollständige Konversion des Proteins in den iNOSP420-Zustand kann
zwar ohne Proteindenatuierung durch Zugabe von Urea ausgelöst werden, allerdings
geht dies mit gleichzeitiger Monomerisierung der iNOSoxy-Dimerstruktur einher, die
an dieser Stelle nicht behandelt werden soll. Mehr zu diesem Thema �ndet sich im
Unterabschnitt 4.2.3.

Um dennoch eine Aussage über die CO-Rückbindung der iNOSP420-Spezies des intak-
ten Proteins machen zu können, wurde eine Probe mit einer relativ starken iNOSP420-
Population vermessen. Abbildung 4.3 zeigt das CO-Spektrum der Probe zum Zeit-
punkt der Messung, sowie das Deoxy-Spektrum einer Probe identischer Proteinkon-
zentration. Zwar sind die Soret-Banden der beiden CO-Spezies gut getrennt, allerdings
überlappt die Bande der iNOSP420-Spezies stark mit der Bande der Deoxy-Spezies. Ei-
ne bei 420 nm gemessene Kinetik beinhaltet demnach neben der CO-Rückbindung
der iNOSP420-Spezies auch das Signal der CO-Rückbindung der iNOSP450-Spezies. Um
Fehlinterpretationen zu vermeiden, wurde der gesamte Soret-Bandenbereich zwischen
400 nm und 450 nm vermessen (grau hinterlegter Bereich in Abb. 4.3).

Abbildung 4.4 a zeigt einige ausgewählte Kinetiken der Messreihe. Es ist deutlich zu
erkennen, dass die Kinetik von dem Signal der CO-Rückbindung der iNOSP450-Spezies
dominiert ist (Vergleich Abb. 4.2 a). Da es sich bei dem Messsignal um die Di�erenz-
absorption zwischen Deoxy- und CO-Spektrum handelt (Abb. 4.3), kommt es bei ab-
nehmender Wellenlänge zu einem Vorzeichenwechsel der Kinetik.
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Abbildung 4.3: Deoxy-Spektrum und CO-Spektrum einer iNOSoxy-Probe mit starker Popula-
tion der iNOSP420-Spezies.
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Bei genauerem Hinsehen fällt ein weiterer, langsamerer Rückbindungsprozess (t ≈
1ms) mit einer deutlich geringen Amplitude auf. Den größten E�ekt auf die Kinetik
hat der Prozess bei einer Wellenlänge von 420 nm. Dies lässt darauf schließen, dass
es sich um die CO-Rückbindung der iNOSP420-Spezies handelt. Der au�ällige Vorzei-
chenwechsel des Di�erenzabsorptionssignals innerhalb der Kinetik (erst positiv, dann
negativ) ist eine Folge der komplexen Überlagerung der Spektren aller am Rückbin-
dungsprozess beteiligten Spezies. Ein globaler Fit der Summe von zwei gestreckten
Exponentialfunktionen an alle 25 gemessenen Kinetiken (Linien in Abb. 4.4 a) liefert
mittlere Ratenkoe�zienten der CO-Rückbindungsprozesse der iNOSP450-Spezies von
< kP450

+CO >= 2869 ± 19 s−1 und der iNOSP420-Spezies von < kP420
+CO >= 217 ± 40 s−1.

Bei der Betrachtung der Rückbindungsprozesse über den gesamten Wellenlängenbe-
reich der Soret-Banden eignet sich ein Konturdiagramm der ersten zeitlichen Ablei-
tung der Kinetiken. Es zeigt die Änderungen der Populationen in Abhängigkeit der
Wellenlänge und der Zeit (Abb. 4.4 b). Bei t ≈ 0,3ms ist der Austausch zwischen der
Deoxy-Bande (blaues Signal) und der schmaleren iNOSP450-Bande (rotes Signal) zu be-
obachten, also die CO-Rückbindung der iNOSP450-Spezies. Etwas später, bei t ≈ 3ms
zeigt sich dann der Rückbindungsprozess der iNOSP420-Spezies. Das Signal der wach-
senden iNOSP420-Population ist bei 420 nm (rot) konzentriert. Das entsprechende Si-
gnal der schwindenden Deoxy-Population (blau) ist aufgrund der Breite der Deoxy-
Bande (Abb. 4.3) sowohl bei höheren, als auch bei tieferen Wellenlängen als 420 nm zu
erkennen.

Die iNOSP420-Spezies weist also ein nachweisbares CO-Rückbindungssignal auf, aller-
dings ist die Amplitude des Signals relativ schwach. Vergleicht man die aus den Fit
stammende Amplitude des Rückbindungsprozesses der iNOSP450-Spezies bei 444 nm
mit der Amplitude des Rückbindungsprozesses der iNOSP420-Spezies bei 420 nm, so
ergibt sich nach Normierung auf die Höhe der beiden Soret-Banden eine um den Fak-
tor 10 geringere Amplitude der iNOSP420-Spezies. Da bei allen weiteren Messungen die
Population der iNOSP450-Spezies die der iNOSP420-Spezies deutlich überwog, war das
Signal der CO-Rückbindung der iNOSP420-Spezies in allen Kinetiken verschwindend
klein und konnte nicht quantitativ ausgewertet werden. Im Folgenden wird daher nur
die CO-Rückbindung der iNOSP450-Spezies behandelt. Dafür genügt die Betrachtung
der Kinetik bei 445 nm; sie beinhaltet alle Informationen über die CO-Rückbindung
der iNOSP450-Spezies.

74



4.1. Blitzlichtphotolysemessungen an iNOSoxy-CO

- 5 - 4 - 3 - 2 - 1

- 0 , 1

0 , 0

0 , 1

 4 2 8  n m
 4 3 2  n m
 4 3 6  n m
 4 4 0  n m
 4 4 5  n m

 4 0 4  n m
 4 1 0  n m
 4 1 5  n m
 4 2 0  n m

d / d t
b )

l o g  ( Z e i t / s )

∆A
bs

orp
tio

n /
 O

D
a )

- 5 - 4 - 3 - 2 - 14 0 0

4 1 0

4 2 0

4 3 0

4 4 0

4 5 0

l o g  ( Z e i t / s )

We
llen

län
ge

 / n
m

Abbildung 4.4: Wellenlängenabhängigkeit der CO-Rückbindung von iNOSoxy. Die Kineti-
ken wurden im Abstand von ∆λ = 2 nm aufgenommen. a) CO-Rückbindungskinetiken. Da-
tenpunkte: CO-Rückbindungskinetiken. Linien: Fits von zwei gestreckten Exponentialfunk-
tionen. b) Konturdiagramm der zeitlichen Ableitung der CO-Rückbindungskinetiken. Rot:
positive Populationsänderung. Blau: negative Populationsänderung. Da der langsamere CO-
Rückbindungsprozess der iNOSP420-Spezies eine deutlich kleinere Amplitude aufweist, wurde
die Farbskala für eine deutlichere Darstellung ab t = 1ms um den Faktor 10 eingeengt.
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4.1.1. CO-Rückbindungskinetiken der P450-Spezies mit
Substrat, Intermediat und Kofaktor

Abbildung 4.5 zeigt die CO-Rückbindungskinetik (a) und die entsprechende Ratenko-
e�zientenverteilung (b) der iNOSP450-Spezies bei einer CO-Konzentration der Proben-
lösung von 0,05mM. Aus dem Fit der Gauß-Funktion ergibt sich ein Ratenkoe�zient
der CO-Rückbindung von k

+CO = 154,5 ± 1,7 s−1 und eine Breite der Verteilung von
w = 0,43 ± 0,01. Die CO-Rückbindung ist somit im Vergleich zu k

+CO = 3296 ± 23 s−1
bei 1mM CO (Abb. 4.2) um einen Faktor von 21,3 langsamer. Ursachen für die leich-
te Abweichung vom erwarteten Faktor von 20 könnten unter anderem schwankende
Temperaturen oder unvollständige Gassättigung der Probelösung sein.

Um den Ein�uss der Substratbindung auf die CO-Rückbindung zu untersuchen, wur-
de der Probe anschließend Substrat in sättigender Konzentration hinzugegeben (

[
R
]
=

62mM � KD = 9,19 µM [170]). Die entsprechende Kinetik (Abb. 4.5) weist eine deut-
liche Verlangsamung der CO-Rückbindung auf. Anhand der Ratenkoe�zientenvertei-
lung lässt sich außerdem erkennen, dass es sich in diesem Fall um CO-Rückbindung
in zwei verschiedene Proteinspezies handeln muss, da die Rückbindung in zwei Pro-
zesse aufgespalten ist. Die beiden Prozesse unterscheiden sich durch ihre CO-Rück-
bindungsrate sowie durch die Breite der Ratenkoe�zientenverteilungsfunktion. Auf
die mit kR

+CO,1 = 34,4 ± 2,8 s−1 schneller zurückbindende Spezies mit einer Breite der
Verteilungsfunktion von wR

1 = 1,0 ± 0,1 entfallen rund 43% der Gesamtpopulation.
Die restlichen 57% entfallen auf die mit kR

+CO,2 = 4,22 ± 0,05 s−1 langsamer zurück-
bindende Spezies mit einer deutlich geringeren Breite der Verteilungsfunktion von
wR
2 = 0,40 ± 0,01.

Die unterschiedlichen Breiten der Verteilungsfunktionen spiegeln die Homogenität
der Struktur der aktiven Zentren der beiden Proteinspezies wider. Die geringere Brei-
te der Verteilungsfunktion des langsameren Prozesses spricht für eine homogenere
Struktur der Spezies als die Struktur mit dem schnelleren Rückbindungsprozess. In-
teressanterweise konnte nach der Substratzugabe über einen Zeitraum von ∼ 2 h ein
vollständiger Austauschprozess zwischen den beiden Spezies — zugunsten der Spe-
zies mit der homogeneren Struktur — beobachtet werden (Abb. 4.5). Ein ähnliches
Verhalten konnte auch bei Zugabe von NOHA anstelle von Substrat beobachtet wer-
den. Aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit der beiden Moleküle und Besetzung der
selben Bindungsstelle innerhalb des Moleküls [30] überrascht dies wenig. Um die bei-
den Proteinspezies zu unterscheiden, wird an dieser Stelle die Nomenklatur P450I

und P450S eingeführt. P450I bezeichnet den instabilen, schneller zurückbindenden Zu-
stand, P450S den stabilen, langsamer zurückbindenden Zustand.

Auch bei gebundenem Kofaktor H4B ([H4B] = 2,77mM � KD = 0,25 ± 0,04 µM [47])
zeigt sich die gleiche Charakteristik. Wieder ist die CO-Rückbindung verlangsamt —
wenn auch deutlich geringer als bei Substratbindung — und besteht aus einer Über-
lagerung von zwei Prozessen (Abb. 4.6). Die mit kH4B

+CO,1 = 132,6 ± 9,8 s−1 schneller
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Abbildung 4.5: CO-Rückbindungskinetiken und Ratenverteilungsfunktionen von iNOSP450
mit Substrat Arg und Intermediat NOHA bei einer CO-Konzentration von 0,05mM. a) CO-
Rückbindungskinetiken von iNOSP450 (schwarz), direkt nach Zugabe von Substrat (rot, ausge-
füllte Datenpunkte), ∼ 2 h nach Substratzugabe (rot, o�ene Datenpunkte), sowie ∼ 2 h nach
Zugabe des Intermediats NOHA (orange). Linien: Fit mit einer beziehungsweise der Summe
von zwei gestreckten Exponentialfunktionen. b) Entsprechende, durch MEM bestimmte Ra-
tenverteilungsfunktionen. Linien: Gauß-Fits.

zurückbindende Spezies weist eine Breite von wH4B
1 = 0,88 ± 0,03 auf und stellt rund

59% der Gesamtpopulation. Die mit kH4B
+CO,2 = 59,7± 0,8 s−1 langsamer zurückbindende

Spezies weist erneut eine deutlich geringere Breite von wH4B
2 = 0,34 ± 0,02 auf und

stellt die restlichen 41% der Gesamtpopulation. Ebenfalls übereinstimmend ließ sich
über einen Zeitraum von ∼ 2 h ein vollständiger Populationsaustausch zugunsten der
langsamer zurückbindenden Spezies beobachten.

iNOSP450 scheint also in zwei strukturell unterschiedlichen Spezies vorzuliegen (P450I

und P450S), die sich bezüglich ihrer CO-Rückbindung erst durch Binden von Sub-
strat, Intermediat oder Kofaktor unterscheiden lassen. Zwischen den beiden Spezi-
es gibt es einen Konversionsprozess, der sich auf einer um mehrere Größenordnun-
gen langsameren Zeitskala als die CO-Rückbindung abspielt. Die Spezies mit der ho-
mogeneren Struktur des aktiven Zentrums zeigt sich dabei als bevorzugte Spezies.
Die These lässt sich durch Substratzugabe zu einer Probe, die durch Kofaktorbindung
bereits vollständig in die homogene Spezies konvertiert war, untermauern (Abb. 4.6,
rot). Wie erwartet, ist instantan nach der Substratzugabe bis auf einen geringen Rest,
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Abbildung 4.6: CO-Rückbindungskinetiken und Ratenverteilungsfunktionen von iNOSP450
mit Kofaktor H4B und Substrat bei einer CO-Konzentration von 0,05mM. a) CO-
Rückbindungskinetiken von iNOSP450 (schwarz), direkt nach Zugabe des Kofaktors (blau, aus-
gefüllte Datenpunkte), ∼ 2 h nach Kofaktorzugabe (blau, o�ene Datenpunkte), sowie nach
zusätzlicher Zugabe von Substrat (rot). Linien: Fit mit einer beziehungsweise der Summe von
zwei gestreckten Exponentialfunktionen. b) Entsprechende, durch MEM bestimmte Ratenver-
teilungsfunktionen. Linien: Gauß-Fits.

hauptsächlich eine langsam zurückbindende Spezies zu beobachten, deren Populati-
on sich über Stunden hinweg stabil zeigte. Im Vergleich zur langsam zurückbinden-
den Spezies bei ausschließlicher Substratbindung (kR

+CO,1) ist die CO-Rückbindung mit
kH4B,R
+CO = 1,54 ± 0,01 s−1 um einen Faktor von ∼ 2,7 reduziert. Dies entspricht in-

teressanterweise in etwa dem Faktor der Verlangsamung der CO-Rückbindung bei
ausschließlicher Kofaktorbindung (2,6). Die E�ekte von Kofaktor und Substrat auf
die CO-Rückbindungskinetiken scheinen demnach orthogonal zu sein. Weiter lässt
sich festhalten, dass die Breite der Verteilungsfunktion des Ratenkoe�zienten mit
wH4B,R = 0,236±0,006 geringer ist als die Breite bei ausschließlicher Substrat- oder Ko-
faktorbindung. Die Struktur des aktiven Zentrums ist also bei kombinierter Bindung
noch besser de�niert als bei einzelner Bindung.

Was die Verlangsamung der CO-Rückbindung von iNOSoxy durch Binden von Substrat
und Kofaktor betri�t, so berichten Stevenson et al. [170] von ganz ähnlichen Beobach-
tungen. Sie fanden eine geringe Verlangsamung der CO-Rückbindung bei ausschließ-
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licher Bindung des Kofaktors um den Faktor 2 (hier 2,6) sowie eine starke Verlang-
samung durch Bindung von Kofaktor und Substrat um den Faktor 80 (hier 100). Sie
führten den E�ekt auf eine strukturelle Änderung der distalen Tasche des Proteins
zurück. Eine in Abwesenheit von Kofaktor und Substrat dem Lösungsmittel gegen-
über eher o�ene Struktur der Tasche gehe durch Binden von Substrat oder Kofak-
tor in eine eher geschlossenere Struktur über. Die unterschiedliche Verlangsamung
der CO-Rückbindung durch Substrat und Kofaktor wird auf deren Bindungsstellen
zurückgeführt. Substrat bindet in direkter Nachbarschaft des Hämeisens, direkt über
dem gebundenen CO. Der Kofaktor bindet dagegen koplanar zum Häm am Rand der
distalen Tasche. Sterische Behinderung und damit stärkere Verlangsamung der CO-
Rückbindung ist demnach eher von gebundenem Substrat zu erwarten. Hinweise auf
die Identität der instabilen, schneller zurückbindenden Spezies �nden sich in dieser
Verö�entlichung keine. Sie soll im weiteren Verlauf der Arbeit tiefergehend unter-
sucht werden.

4.1.2. Abhängigkeit der CO-Rückbindung von der
Substratkonzentration

Ergänzend zu den Blitzlichtphotolysemessungen an substratfreiem und vollständig
mit Substrat gesättigtem iNOSP450 wurden Messreihen bei stufenweiser Erhöhung der
Substratkonzentration durchgeführt. Dabei wurden der Probelösung logarithmisch
steigende Volumina einer hochkonzentrierten Substratlösung zugegeben. Die Span-
ne der Substratkonzentration der Probelösung umfasste einen Bereich von 0,1 µM –
370mM. Der pH-Wert (7,1) und die CO-Konzentration (0,05mM oder 1mM) der Sub-
stratlösung waren identisch zur Probelösung. Die Verringerung der Proteinkonzen-
tration in der Probelösung durch Zugabe der Substratlösung wurde im Nachhinein
rechnerisch korrigiert. Die angegebenen Werte der auf Basis der Messdaten bestimm-
ten Ratenkoe�zienten wurden aus der Position der Gauß-Fits an die durch die MEM
bestimmten Ratenkoe�zientenverteilungen bestimmt.

4.1.2.1. Substrattitration bei 1mM CO

Abbildung 4.7 zeigt eine Auswahl der Rückbindungskinetiken (a) und der entsprechen-
den Ratenkoe�zientenverteilungen (b) der Messreihe bei einer CO-Konzentration von
1mM. Mit steigender Substratkonzentration wächst die Population der substratge-
bundenen P450S-Spezies sukzessive, während die Population des substratfreien Pro-
teins abnimmt. Die substratfreie Spezies bindet CO mit einem mittleren Ratenkoe�-
zienten von k

+CO = 3710 ± 16 s−1 zurück, die substratgebundene P450S-Spezies mit
kR
+CO = 97 ± 16 s−1. Die Kinetik bei

[
R
]
= 5,5mM weist eine etwas langsamere CO-

Rückbindung der substratgebundenen Spezies auf (kR
+CO

��
[R]=5,5mM = 68,0 ± 0,3 s−1).
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Abbildung 4.7: Substrattitration bei einer CO-Konzentration von
[
CO

]
= 1mM. a) Daten-

punkte: ausgewählte CO-Rückbindungskinetiken der Messreihe. Linien: Fits der Summe von
zwei gestreckten Exponentialfunktion. Die Kinetiken wurden direkt nach Substratzugabe auf-
genommen. b) Datenpunkte: durch MEM bestimmte Rückbindungsverteilungen. Linien: Fits
der Summe von zwei Gauß-Funktionen. Der orangene Pfeil verweist auf die Population der
substratgebundenen P450I-Spezies. Die Fitparameter �nden sich in Tabelle 4.1.

Hierbei könnte es sich lediglich um die Folge von Temperaturschwankungen im La-
bor handeln.

Interessanterweise ist die substratgebundene P450I-Spezies erst bei sehr hohen Sub-
stratkonzentrationen zu beobachten (

[
R
]
≥ 5,5mM). Sie weist also eine signi�kant

geringere Substrata�nität als die P450S-Spezies auf. Weiter fällt auf, dass die Popula-
tion der substratgebundenen P450I-Spezies vergleichsweise klein ist. Nach einmaliger
Zugabe einer hochkonzentrierten Substratlösung war sie ähnlich groß wie die Popu-
lation der substratgebundenen P450S-Spezies (Abb. 4.5). Der Konversionsprozess zwi-
schen den Spezies muss also während der Titrationsmessung abgelaufen sein, obwohl
keine nachweisbare Population der substratgebundenen P450I-Spezies vorhanden war.

Um diese Vermutung zu untersuchen, wurde einer Probe einmalig Substrat (
[
R
]
=

83 µM) hinzugegeben und die zeitliche Entwicklung der Proteinpopulationen aufge-
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Tabelle 4.1: Parameter der Fits einer Summe von zwei Gaußfunktionen an die Verteilungs-
funktionen der CO-Rückbindungskinetiken bei

[
CO

]
= 1mM (Abb. 4.7). Obere Hälfte der

Tabelle: CO-Rückbindung ohne Substrat. Untere Hälfte der Tabelle: CO-Rückbindung mit Sub-
strat.

[R] A+CO k
+CO w+CO

µM s−1

1,6 0,538 ± 0,006 3623 ± 24 0,474 ± 0,006
6 0,503 ± 0,007 3669 ± 28 0,479 ± 0,007
12 0,504 ± 0,006 3702 ± 28 0,504 ± 0,006
21 0,509 ± 0,007 3733 ± 46 0,509 ± 0,007
39 0,442 ± 0,006 3487 ± 29 0,492 ± 0,007
72 0,383 ± 0,006 3542 ± 33 0,483 ± 0,008
160 0,303 ± 0,006 3767 ± 49 0,512 ± 0,01
330 0,225 ± 0,006 3803 ± 62 0,487 ± 0,01
680 0,149 ± 0,006 4087 ± 101 0,490 ± 0,02

[R] AR
+CO kR

+CO wR
+CO

µM s−1

1,6 0,007 ± 0,005 86 ± 28 0,4 ± 0,3
6 0,025 ± 0,009 144 ± 78 1,1 ± 0,5
12 0,025 ± 0,005 90 ± 9 0,37 ± 0,08
21 0,041 ± 0,006 117 ± 10 0,49 ± 0,08
39 0,085 ± 0,005 93 ± 2 0,33 ± 0,02
72 0,139 ± 0,004 93 ± 1 0,28 ± 0,01
160 0,237 ± 0,004 92,7 ± 0,6 0,278 ± 0,006
330 0,346 ± 0,004 89,6 ± 0,4 0,275 ± 0,004
680 0,428 ± 0,004 83,8 ± 0,2 0,251 ± 0,003

nommen. Abbildung 4.8 zeigt die Evolution der Populationen der substratfreien Spe-
zies — es handelt sich um die Summe aus substratfreiem P450S und P450I— und der
substratgebundenen P450S-Spezies. Über einen Zeitraum von mehreren Stunden kam
es zu einer Angleichung der beiden Populationen durch einen Konversionsprozess.

Die Daten aus einer Titrationsreihe unterliegen demnach zwei E�ekten. Zum einen
kommt es nach jedem Titrationsschritt zu einer schnellen Adaption des neuen Gleich-
gewichtszustandes zwischen Besetzung von substratfreiem und substratgebundenem
P450S, zum anderen �ndet über die gesamte Dauer der Messreihe der vergleichsweise
langsame Konversionsprozess zwischen P450I und P450S statt.

Trägt man die Populationen der substratfreien und substratgebundenen Proteinspezi-
es aus der Messung aus Abbildung 4.7 über der freien Substratkonzentration auf, so
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Abbildung 4.8: Zeitlicher Verlauf der Populationen der substratfreien und substratgebunde-
nen Spezies nach einmaliger Zugabe von Substrat in einer Konzentration von

[
R
]
= 83 µM. Die

Datenpunkte bezeichnen die Flächen unter den durch die MEM bestimmten Ratenkoe�zien-
tenverteilungen, die nach Gleichung (2.5) proportional zu den Populationen der Proteinspezies
sind.

ergibt sich die in Abbildung 4.9 a dargestellte Kurve. Sie besitzt den Charakter einer
Bindungskurve. Der Fit einer Hill-Kurve der Form

y
( [

R
] )
= A0 + (A1 −A0)

[
R
]n[

R
]n
+ Kn

D
(4.2)

liefert die Größe KD, bei der es sich um die Dissoziationskonstante der beobachteten
Bindungsreaktion handelt, sowie den Hill-Koe�zienten n, der die Kooperativität der
Reaktion beschreibt. Die beiden Amplituden A0 und A1 bezeichnen die Populations-
größen einer Spezies zu Beginn und am Ende der Messreihe. Aufgrund der Überla-
gerung des Konversionsprozesses und der Substratbindungsreaktion handelt es sich
bei der durch den Fit bestimmten Größe KD um eine zeitabhängige, apparente Bin-
dungskonstante. Je nachdem, wie viel Zeit zwischen Substatzugabe und Aufnahme
der Kinetik liegt, ergeben sich unterschiedliche Populationsgrößen der Spezies (Abb.
4.8).

Bei der Messreihe aus Abbildung 4.7 wurden die Kinetiken jeweils direkt nach der Sub-
stratzugabe aufgenommen. Die beiden unabhängigen Hill-Fits an die Daten aus Abbil-
dung 4.9 a liefern eine Dissoziationskonstante von KD = 183± 9 µM (gewichteter Mit-
telwert). Abbildung 4.9 b zeigt das Ergebnis einer weiteren Titrationsreihe, bei der bei
jedem Titrationsschritt zwischen Substratzugabe und Aufnahme der Kinetik mindes-
tens 2 h gewartet wurde. Wie erwartet sorgt der Konversionsprozess dafür, dass die Po-
pulationsgröße der substratgebundenen P450S-Spezies während der Wartezeit wächst.
Folglich liefert diese Messreihe einen deutlich kleineren Wert der apparenten Disso-
ziationskonstanten von KD = 73 ± 8 µM (gewichteter Mittelwert). Beide Werte liegen
höher als bereits verö�entlichte Werte der Substrat-Dissoziationskonstanten vonKD =
11 µM [47] oder KD = 9,19 µM [170], die durch Störungs-Di�erenz-Spektroskopie an
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Abbildung 4.9: Bestimmung der Substrat-Dissoziationskonstanten. Datenpunkte: Populatio-
nen der substratfreien und substratgebundenen Spezies, aufgetragen über der Substratkon-
zentration. Aufgrund der geringen Proteinkonzentration von ∼ 5 µM entspricht die absolute
Substratkonzentration näherungsweise der freien Substratkonzentration. Linien: Fits der Hill-
Gleichung (4.2). a) Titrationsmessung aus Abbildung 4.7. Die Fits liefern KD = 196 ± 20 µM
mit n = 1,0 ± 0,1 (substratfreie Population) und KD = 180 ± 10 µM mit n = 0,85 ± 0,05 (sub-
stratgebundene Population). b) Langsame Titrationsmessung. Zwischen Substratzugabe und
Aufnahme der Kinetik verging jeweils eine Zeit von > 2 h. Die Fits liefernKD = 74±14 µM mit
n = 1,0±0,1 (substratfreie Population) undKD = 73±9 µMmitn = 1,1±0,1 (substratgebundene
Population).

imidazolgebundenem Fe3+-iNOSoxy bestimmt wurden. Da Imidazol die Substratbin-
dungsstelle okkupiert, könnte es sein, dass auch imidazolgebundenes iNOS bevorzugt
im P450S-Zustand vorliegt. Bei den verö�entlichten Dissoziationskonstanten könnte
es sich demnach um die vom Konversionsprozess ungestörten Werte der P450S-Spezies
handeln.

4.1.2.2. Substrattitration bei 0,05mM CO

Die Substrattitrationsmessung wurde bei einer um den Faktor 20 niedrigeren CO-
Konzentration der Probe von 0,05mM wiederholt. In Abbildung 4.10 sind wieder ei-
nige CO-Rückbindungskinetiken (a) und die durch die MEM bestimmten Ratenko-
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Abbildung 4.10: Substrattitration bei
[
CO

]
= 0,05mM. a) Datenpunkte: ausgewählte CO-

Rückbindungskinetiken der Messreihe. Linien: Fits der Summe von zwei gestreckten Exponen-
tialfunktion. Die Kinetiken wurden direkt nach Substratzugabe aufgenommen. b) Datenpunk-
te: durch MEM bestimmte Rückbindungsverteilungsfunktionen. Linien: Fits von zwei Gauß-
Funktionen.

ef�zientenverteilungen (b) dargestellt. Die CO-Rückbindung der substratfreien Spe-
zies läuft wie erwartet mit einem (über alle Kinetiken gemittelten) Ratenkoe�zien-
ten von k

+CO = 177 ± 2 s−1 ab. Einen überraschenden E�ekt scheint die veränderte
CO-Konzentration allerdings auf die CO-Rückbindung des substratgebundenen P450S-
Zustands zu haben: der Ratenkoe�zient kR

+CO weist einen substratkonzentrationsab-
hängigen Verlauf auf. Bei niedriger Substratkonzentration ist die CO-Rückbindung
zunächst schneller als erwartet, verlangsamt sich jedoch sukzessive mit jedem Titra-
tionsschritt, bis es schließlich zur Sättigung bei kR

+CO
��
Sat. = 3,66 ± 0,02 s−1 kommt. Die

Modulation der CO-Rückbindungsgeschwindigkeit durch Änderung der Substratkon-
zentration erwies sich als unabhängig vom Konversionsprozess zwischen den Spezies.
Dieser Prozess kann also vernachlässigt werden. Zur Analyse des E�ekts genügt die
Betrachtung der P450S-Spezies.

Die Abhängigkeit der CO-Rückbindung von der Substratkonzentration deutet eindeu-
tig darauf hin, dass die Prozesse der Substratbindung und Substratdissoziation die Ur-
sache des E�ekts sind. Als Grundlage zur Beschreibung der Kinetiken aus Abbildung
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4.10 kann das in Abbildung 4.11 a dargestellte Modellsystem verwendet werden. Dabei
gilt die folgende Nomenklatur.

Proteinzustände:

P450 Substratfreier Deoxy-Zustand

P450R Substratgebundener Deoxy-Zustand

P450CO Substratfreier CO-Zustand

P450CO
R Substratgebundener CO-Zustand

Ratenkoe�zienten:

k
+R Substratbindung des Deoxy-Zustandes

k
−R Substratdissoziation des Deoxy-Zustandes

kCO
+R Substratbindung des CO-Zustandes

kCO
−R Substratdissoziation des CO-Zustandes

k
+CO CO-Bindung des substratfreien Deoxy-Zustandes

k
−CO CO-Dissoziation des substratfreien CO-Zustandes

kR
+CO CO-Bindung des substratgebundenen Deoxy-Zustandes

kR
−CO CO-Dissoziation des substratgebundenen CO-Zustandes

P450R

k-R

k+R

P450

k-COk+CO k-CO
R

k+CO
R

P450R
COP450CO

k-R
CO

k+R
CO

a) b)

P450R
COP450CO

k-R

k+R

P450 P450R

k+CO = 177 s-1
k+CO = 3,66 s-1R

Abbildung 4.11:Modellsysteme zur Beschreibung der CO-Rückbindungskinetiken der P450S-
Spezies bei Substratbindung. Substratgebundene Zustände sind rot hinterlegt. a) Allgemeines
Modellsystem. b) Reduziertes Modellsystem. Eingetragen sind die Werte der e�ektiven Raten-
koe�zienten k

+CO und kR
+CO bei einer CO-Konzentration von

[
CO

]
= 0,05mM.
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Die CO-Dissoziationsreaktionen (k
−CO und kR

−CO) können aufgrund der bei Hämprote-
inen typischerweise sehr hohen CO-A�nität vernachlässigt werden. Infolgedessen ist
auch die Substratbindung und Substratdissoziation des CO-gebundenen Proteins (kCO

+R
und kCO

−R ) ohne Ein�uss auf die gemessenen Kinetiken. Das Modellsystem reduziert
sich somit auf das in Abbildung 4.11 b dargestellte System. Die Substratkonzentrati-
onsabhängigkeit des Systems steckt im e�ektiven Ratenkoe�zienten der Substratas-
soziation k

+R im Deoxy-Zustand.

Dieses reduzierte Modell kann in ein gekoppeltes System aus vier linearen homogenen
Di�erenzialgleichungen erster Ordnung übersetzt werden:

(i) d
dt

[
P450

]
(t) = −k+CO ·

[
P450

]
(t) − k+R ·

[
P450

]
(t) + k−R ·

[
P450R

]
(t)

(ii) d
dt

[
P450R

]
(t) = −kR+CO ·

[
P450R

]
(t) + k+R ·

[
P450

]
(t) − k−R ·

[
P450R

]
(t)

(iii) d
dt

[
P450CO]

(t) = +k+CO ·
[
P450

]
(t)

(iv) d
dt

[
P450CO

R
]
(t) = +kR+CO ·

[
P450R

]
(t).

Im Folgenden wird sowohl die allgemeine Lösung des Modellsystems als auch eine
Lösung durch ein Näherungsverfahren behandelt.

4.1.2.3. Allgemeine Lösung des Modellsystems

Das Gleichungssystem (i) – (iv) lässt sich mit dem Vektor

®x(t) =
©­­­«

[
P450

]
(t)[

P450R
]
(t)[

P450CO]
(t)[

P450CO
R

]
(t)

ª®®®¬ (4.3)

und der Matrix der Ratenkoe�zienten

M =
©­­­«
−

(
k
+CO + k+R

)
k
−R 0 0

k
+R −

(
kR
+CO + k−R

)
0 0

k
+CO 0 0 0

kR
+CO 0 0 0

ª®®®¬ (4.4)

darstellen als
d
dt ®x(t) = M ®x(t). (4.5)

Eine Lösung von Gleichung (4.5) gelingt mit dem Exponentialansatz

®x(t) = eλt ®v, (4.6)
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wobei ®v der Eigenvektor der Matrix M zum Eigenwert λ ist. Die Ratenkoe�zienten-
matrix besitzt die zwei nicht-trivialen Eigenwerte

λ1,2 =
1
2

(
−Σk ±

√
Σ2
k
− 4

(
k
+COk−R + k

R
+COk+R + k+COk

R
+CO

) )
, (4.7)

mit Σ
k
= k

+R + k
−R + k

+CO + kR
+CO. Für die allgemeine Lösung von Gleichung (4.5)

ergibt sich somit
®x(t) = c0 + c1 ®v1e

λ1t + c2 ®v2e
λ2t . (4.8)

Die konstanten Koe�zienten c0,c1,c2 ergeben sich aus der Anfangsbedingung ®x(t0) =
®x0. Die Anfangsbedingung de�niert sich durch die Verteilung der photolysierten Pro-
teine auf die beiden Deoxy-Zustände P450 und P450R, direkt nach der Photolyse. Sie
ergibt sich aus dem Gleichgewichtszustand (GG) der CO-gebundenen Zustände P450CO

und P450CO
R vor der Photolyse. Sie ist somit durch die Substrat-Dissoziationskonstante

KD charakterisiert: [
P450CO

R
]

GG[
P450CO

R
]

GG +
[
P450CO

]
GG
=

[
R
][

R
]
+ KD

= Θ. (4.9)

Nach Normierung,
[
P450CO

R
]

GG +
[
P450CO]

GG = 1, gilt:[
P450CO]

GG = 1 − Θ, (4.10)[
P450CO

R
]

GG = Θ. (4.11)

Unter Berücksichtigung eventuell unterschiedlicher Photolysee�zienzen der beiden
Zustände P450CO (β) und P450CO

R (βR) ergibt sich als Anfangsbedingung

®x(t0) =
©­­­«

[
P450

]
0[

P450R
]
0[

P450CO]
0[

P450CO
R

]
0

ª®®®¬ =
©­­­«
β · (1 − Θ)
βR · Θ
0
0

ª®®®¬ . (4.12)

Die Eigenvektoren ®v1, ®v2 und die Koe�zienten c0,c1,c2 können somit bestimmt werden.
Allerdings ist die exakte Lösung des Gleichungssystems unübersichtlich und wenig
intuitiv verständlich. Günstiger ist stattdessen die Anwendung eines Näherungsver-
fahrens.

4.1.2.4. Lösung des Modellsystems durch Näherungsverfahren

Abbildung 4.10 lässt erkennen, dass die CO-Rückbindung des substratfreien Zustands
bereits abgeschlossen ist, bevor die CO-Rückbindung des substratgebundenen Zu-
stands einsetzt. Die Rückbindungsprozesse der beiden anfänglichen Proteinpopula-
tionen

[
P450

]
0 und

[
P450R

]
0 können demnach näherungsweise getrennt voneinander

behandelt werden.
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Da der CO-Rückbindungsprozess der substratfreien Population
[
P450

]
0 keine erkenn-

bare Abhängigkeit von der Substratkonzentration aufweist, ist davon auszugehen,
dass die CO-Rückbindung mit k

+CO so schnell ist, dass die Assoziations- (k
+R) und

Dissoziationsreaktionen (k
−R) von Substrat eine vernachlässigbare Rolle spielen. Der

CO-Rückbindungsprozess kann also durch[
P450

]
(t) =

[
P450

]
0 · e

−k
+COt , (4.13)

beziehungsweise [
P450CO]

(t) =
[
P450

]
0 ·

(
1 − e−k+COt

)
(4.14)

beschrieben werden.

Zum Zeitpunkt der einsetzenden CO-Rückbindung der substratgebundenen Populati-
on

[
P450R

]
0 ist die CO-Rückbindung der initialen, substratfreien Population

[
P450

]
0

bereits vollständig abgeschlossen. Im Hinblick auf die CO-Rückbindung der
[
P450R

]
0

Population handelt es sich bei
[
P450

]
(t) somit um einen stationären Zustand:

d
dt

[
P450

]
(t) = 0. (4.15)

Nach Au�ösung von Gleichung (i) nach
[
P450

]
(t) und Einsetzen in Gleichungen (ii)

und (iii) reduziert sich das Modellsystem mathematisch auf ein Dreizustandssystem:

(ii∗) d
dt

[
P450R

]
(t) = −

(
kR+CO + k−R

k
+CO

k
+CO + k+R

)
·
[
P450R

]
(t)

(iii∗) d
dt

[
P450CO]∗

(t) = +k+CO
k
−R

k
+CO + k+R

·
[
P450R

]
(t)

(iv) d
dt

[
P450CO

R
]
(t) = +kR+CO ·

[
P450R

]
(t).

Die Funktion des substratfreien, CO-gebundenen Zustands
[
P450CO]∗

(t) wurde mit
einem Stern markiert, um sie von Gleichung (4.14) zu unterscheiden.

Mit den beiden Anfangsbedingungen
[
P450R

]
(0) =

[
P450R

]
0 und

[
P450CO

R
]
(0) =[

P450CO]∗
(0) = 0 ergeben sich die Lösungen der drei Di�erenzialgleichungen:[

P450R
]
(t) =

[
P450R

]
0 · e

−kAppt (4.16)[
P450CO]∗

(t) = (1 − γ )
[
P450R

]
0 ·

(
1 − e−kAppt

)
(4.17)[

P450CO
R

]
(t) = γ

[
P450R

]
0 ·

(
1 − e−kAppt

)
. (4.18)

Der Koe�zient kApp bezeichnet den substratkonzentrationsabhängigen apparenten
Ratenkoe�zienten:

kApp = kApp
( [

R
] )
= kR+CO + k−R

k
+CO

k
+CO + k+R︸︷︷︸

=k̂+R·
[
R
] . (4.19)
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Der ebenfalls substratkonzentrationsabhängige Faktor γ gibt die prozentuale Größe
der Proteinpopulation an, die CO im substratgebundenen Zustand zurückbindet:

γ = γ
( [

R
] )
=

kR
+CO

kApp
( [

R
] ) . (4.20)

Unter Vernachlässigung der Population der P450I-Spezies sind die CO-Rückbindungs-
kinetiken aus Abbildung 4.10 a durch folgende Funktion beschrieben:

д(t) = −
[
P450

]
(t) −

[
P450R

]
(t) (4.21)

= −
[
P450

]
0 · e

−k
+COt −

[
P450R

]
0 · e

−kAppt . (4.22)

Der apparente Ratenkoe�zientkApp ist intuitiv verständlich. Er setzt sich aus der Sum-
me der Ratenkoe�zienten der beiden möglichen Reaktionspfade zusammen (Vergleich
mit Abb. 4.11 b). (i) Es kommt zur direkten CO-Rückbindung mit kR

+CO. (ii) Es kommt
zur Dissoziation des Substrats mit k

−R, gefolgt von CO-Bindung mit k
+CO, oder Sub-

stratassoziation mit k
+R. Der Reaktionspfad (ii) der Substratdissoziation ist also mit

der Wahrscheinlichkeit der CO-Bindung im substratfreien Zustand, k
+CO

k
+CO+k̂+R·

[
R
] , zu

gewichten. Bei einer Substratkonzentration von
[
R
]
= 0 liegt diese Wahrscheinlich-

keit bei 1. Für kApp ergibt sich dann:

kApp
( [

R
]
= 0

)
= kR+CO + k−R. (4.23)

Bei sehr hohen Substratkonzentrationen liegt die Wahrscheinlichkeit dagegen bei 0
und kApp geht in den Ratenkoe�zienten kR

+CO über:

kApp
( [

R
]
→∞

)
= kR+CO. (4.24)

Die maximale Änderung von kApp, ∆kApp, entspricht also genau dem Ratenkoe�zien-
ten der Substratdissoziation:

∆kApp = kApp
( [

R
]
= 0

)
− kApp

( [
R
]
→∞

)
= k−R. (4.25)

4.1.2.5. Auswertung der Messdaten

Die Näherungslösung, Gleichung (4.22), gilt nur für die P450S-Spezies. Die Messdaten
aus den Abbildungen 4.7 und 4.10 beinhalten jedoch zusätzlich und untrennbar die
P450I-Spezies und deren Konversionsprozess in die P450S-Spezies. Eine allumfassen-
de Beschreibung der Messdaten durch die Näherungslösung ist somit nicht möglich.
Allerdings ist der apparente Ratenkoe�zient kApp unabhängig vom Konversionspro-
zess und kann den Messdaten entnommen werden.
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Abbildung 4.12: Fit von Gleichung (4.19) an experimentell ermittelte Werte von kApp. Es han-
delt sich um die Mittelwerte aus vier unabhängig durchgeführten Titrationsmessungen. Die
Werte unterhalb einer Substratkonzentration von 10 µM haben aufgrund der noch sehr kleinen
Populationen einen sehr großen Fehler. Die maximale Änderung kApp entspricht dem Wert des
Ratenkoe�zienten k

−R.

Die Titrationsmessung bei einer CO-Konzentration von 0,05mM wurde unabhängig
voneinander viermal durchgeführt. Die Werte von kApp wurden durch Fits der Gauß-
Funktion and die Ratenkoe�zientenverteilungsfunktionen aus der MEM bestimmt.
Die über alle vier Messreihen gemittelten Werte von kApp sind in Abbildung 4.12 in
Abhängigkeit der Substratkonzentration aufgetragen. Die rote Linie bezeichnet den Fit
von Gleichung (4.19) an die Daten. Die bereits bekannten Ratenkoe�zienten der CO-
Rückbindung von k

+CO = 177± 2 s−1 und kR
+CO = 3,66± 0,02 s−1 wurden als konstante

Parameter eingesetzt.

Der Fit liefert die Ratenkoe�zienten der Substratdissoziation und Substratassoziation
und somit auch den Wert der Dissoziationskonstanten:

k−R = 15,4 ± 0,4 s−1,
k̂+R = 1153 ± 71mM−1s−1,

KD =
k
−R

k̂+R
= 13,4 ± 0,9 µM.

BeiKD handelt es sich um die Dissoziationskonstante der Deoxy-Spezies von iNOSP450.
Aufgrund des Konversionsprozesses zwischen den Spezies kann keine Aussage dar-
über gemacht werden, ob sie sich von der Dissoziationskonstanten der CO-Spezies
unterscheidet.

Da die Annahmen des Näherungsverfahrens unabhängig von der CO-Konzentration
gültig sind, bleibt an dieser Stelle die Frage, wieso die Substratkonzentrationsabhän-
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gigkeit von kApp nur bei einer CO-Konzentration von 0,05mM beobachtet werden
konnte, nicht jedoch bei 1mM. Im Gegensatz zur maximalen Änderung, ∆kApp = k−R,
ist der Ratenkoe�zient selbst aufgrund der e�ektiven Ratenkoe�zienten der CO-
Bindung abhängig von der CO-Konzentration:

kApp
( [

R
]
,
[
CO

] )
= k̂R+CO ·

[
CO

]
+ k−R

k̂
+CO

k̂
+CO + k̂+R

[
R
][

CO
] . (4.26)

Abbildung 4.13 a demonstriert den Verlauf von kApp für
[
CO

]
= 0,05mM und

[
CO

]
=

1mM. Die charakteristische Form der Kurve ist aufgrund der halblogarithmischen
Auftragung unabhängig von der CO-Konzentration erhalten. Die Kurve ist lediglich
entlang der y-Achse entsprechend der CO-Konzentration und entlang der x-Achse
um loд

(
1mM

0,05mM

)
verschoben. Abbildung 4.13 b zeigt, wieso die Änderung von kApp bei[

CO
]
= 1mM in Abbildung 4.7 dennoch nicht aufgefallen war. Die absolute Änderung

vonkApp ist zwar konstant, allerdings sinkt die relative Änderung im Vergleich zukR
+CO

mit steigender CO-Konzentration. Auf logarithmischer Skala ist ∆kApp somit bei ho-
hen CO-Konzentrationen weniger ausgeprägt als bei niedrigen CO-Konzentrationen.
Bei

[
CO

]
= 0,05mM wirkt ∆kApp ungefähr 9 mal breiter als bei

[
CO

]
= 1mM:
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Abbildung 4.13: a) Der apparente Ratenkoe�zient kApp bei
[
CO

]
= 0,05mM und

[
CO

]
=

1mM. b) Bei logarithmierter y-Achse wird o�ensichtlich, warum die Änderung von kApp bei[
CO

]
= 1mM in den Messdaten geringer erscheint als bei

[
CO

]
= 0,05mM. Für die simulier-

ten Kurven wurden für k
+CO und kR

+CO die selben Parameter benutzt wie in Abbildung 4.12
und für k

−R und k̂
+R die durch den Fit ermittelten Werte.
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log
(
k̂R
+CO·0,05mM+k

−R
k̂R
+CO

)
log

(
k̂R
+CO·1mM+k

−R
k̂R
+CO

) ≈ 9. (4.27)

Eine Verlangsamung der Rückbindung der substratgebundenen Population ist zwar
in Abbildung 4.7 bei hohen Substratkonzentrationen zu erkennen, allerdings ist der
Messfehler auf die ermitteltenkApp-Werte im Vergleich zu∆kApp zu groß, um die Daten
wie in Abbildung 4.12 auszuwerten.

4.1.2.6. Vergleich zwischen allgemeiner Lösung und
Näherungslösung

Abschließend soll die allgemeine Lösung des Modellsystems, Gleichung (4.8), mit der
Lösung durch Näherung, Gleichung (4.22), verglichen werden. Im direkten Vergleich
zeigt sich, dass der apparente Ratenkoe�zient kApp in Gleichung (4.22) dem Negati-
ven des Eigenwerts λ1 in Gleichung (4.8) entspricht. Abbildung 4.14 a zeigt die Dif-
ferenz zwischen kApp und −λ1 als prozentuale Abweichung von ∆kApp für beide CO-
Konzentrationen. Die geringe Abweichung in beiden Fällen bestätigt die Gültigkeit
der Annahmen, die bei der Näherung gemacht wurde.

0

1 0 0 0

2 0 0 0

3 0 0 0

4 0 0 0

5 0 0 0

1 0 - 4 1 0 - 2 1 0 0 1 0 2 1 0 4

0 , 0

0 , 5

1 , 0

1 , 5

2 , 0
a )  0 , 0 5  m M  C O

 1  m M  C O

S u b s t r a t k o n z e n t r a t i o n  [ R ]  /  m M

(k Ap
p +

 λ 1)/∆
k Ap

p / 
%

1 0 - 4 1 0 - 2 1 0 0 1 0 2

0 , 0

0 , 5

1 , 0

S u b s t r a t k o n z e n t r a t i o n  [ R ]  /  m M

b )

c )

[P4
50

] 0(R
)

k + C O

-λ 2 / 
s -1  0 , 0 5  m M  C O

 1  m M  C O

k + C O

Abbildung 4.14: Vergleich zwischen allgemeiner Lösung und Näherungsverfahren. a) Pro-
zentualer Fehler der Näherungslösung kApp im Vergleich zu −λ1 aus der allgemeinen Lösung.
b) Verlauf des Eigenwerts −λ2. c) Auf 1 normierte Population des substratfreien Zustandes
P450. Zur Simulation der Kurven wurden die aus dem Fit aus Abbildung 4.12 stammenden
Werte der Ratenkoe�zienten benutzt.
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Abbildung 4.14 b demonstriert den Verlauf des Eigenwerts λ2. Bei niedrigen Substrat-
konzentrationen entspricht −λ2 dem Ratenkoe�zienten k

+CO, bis es plötzlich ab ei-
ner Substratkonzentration von ∼ 0,1mM zu einem starken Anstieg des Eigenwerts
kommt. Der rasante Anstieg ist in der Praxis allerdings irrelevant. Er beschreibt keine
messbare CO-Rückbindung mehr, sondern die linear mit der Substratkonzentration
wachsende Substratassoziation mit k

+R. Wie in Abbildung 4.14 c, die den Verlauf der
auf 1 normierten Population des substratfreien Zustandes P450 beschreibt, zu sehen
ist, setzt das Wachstum erst ein, wenn der P450-Zustand annähernd leer ist. Das Nä-
herungsverfahren zeigt sich also auch in diesem Fall als valide.

93



4. UV/Vis-Spektroskopie an iNOSoxy-CO

4.2. iNOSP450/iNOSP420-Konversionskinetiken

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Untersuchungen der Konversion zwi-
schen den beiden iNOSoxy-CO-Spezies iNOSP450 und iNOSP420 untersucht. Bei dem
Konversionsprozess handelt es sich um einen im Vergleich zur im vorherigen Ab-
schnitt untersuchten CO-Rückbindung sehr langsamen Prozess über mehrere Stun-
den. Die Messreihen wurden mit iNOSoxy-CO (Unterabschnitt 4.2.1), mit iNOSoxy-CO
in Gegenwart von Substrat (Unterabschnitt 4.2.2), sowie mit durch Urea monomeri-
siertem iNOSoxy-CO (Unterabschnitt 4.2.3) durchgeführt. Der zeitliche Nullpunkt einer
Messung ist durch die Reduktion des Hämeisens bestimmt, also entweder durch die
Zugabe des Reduktionsmittels Natriumdithionit zur Probelösung mit iNOSoxy im Met-
Zustand, oder durch Zugabe des Proteins im Met-Zustand zur Urea- und Natriumdithi-
onit-haltigen Pu�erlösung. Der Übergang vom Met-Zustand in den CO-gebundenen
Zustand kann auf der Zeitskala der Konversionskinetiken vernachlässigt werden. Da
es sich bei der iNOSP450/iNOSP420-Konversion nach bisherigem Wissensstand um eine
(De-)Protonierung des Thiolats des proximalen Cysteins (C194) handelt [51, 59], wur-
den die Messungen bei verschiedenen pH-Werten durchgeführt. Die Temperatur der
Probe wurde jeweils konstant bei 20 ◦C gehalten.

Die Bearbeitung der Messdaten ist in Abbildung 4.15 demonstriert. Vor Zugabe des
Proteins zur Pu�erlösung wurde ein Untergrundspektrum der Küvette inklusive Puf-
ferlösung aufgenommen, das von allen folgenden Spektren subtrahiert wurde. Da die
Soret-Banden der beiden Proteinspezies gut voneinander getrennt sind und keine Ver-
änderung der Bandenbreiten beobachtet werden konnte, ist die Absorption bei 444 nm
(421 nm) näherungsweise proportional zur Population der iNOSP450- (iNOSP420-) Spe-
zies (Abb. 4.15 a). Auftragung der Absorptionswerte in Abhängigkeit der Zeit resultiert
in zwei komplementären Populationskinetiken (Abb. 4.15 b). Aufgrund der Komple-
mentarität werden im weiteren Verlauf der Arbeit nur Kinetiken der iNOSP420-Spezies
gezeigt. Um unterschiedlichen Proteinkonzentrationen der einzelnen Proben Rech-
nung zu tragen, wurden die Kinetiken auf die Gesamtpopulation normiert:

ANorm
P420 (t) =

AP420(t)

AP420(t) +AP450(t)
. (4.28)

Unterschiedliche Größen der Extinktionskoe�zienten aller beteiligten Proteinspezies
(ϵP450I/S , ϵP420) spielen bei der nun folgenden qualitativen Auswertung der Messdaten
eine vernachlässigbare Rolle.

4.2.1. Konversionskinetiken ohne Substrat

Die Konversionskinetiken von iNOSoxy-CO wurden in einem pH-Bereich von 7,0 bis
7,6 aufgenommen. Außerhalb dieses Bereichs zeigte sich das Protein, übereinstim-
mend mit Berichten von Sabath et al. [51], als instabil. Auch im eigentlich stabilen pH-
Bereich kam es bei einigen Proben nach einer Messzeit von mehreren Stunden zur De-
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Abbildung 4.15: a) Mit zeitlichem Abstand aufgenommene Absorptionsspektren einer
iNOSoxy-CO Probe. b) Zeitabhängige Auftragung der Absorptionsmaxima der Soret-Banden
bei 444 nm und 421 nm ergeben die Konversionskinetiken der iNOSP450- und iNOSP420-Spezies.

naturierung des Proteins, was mit einem plötzlichen Anstieg der P420-Population be-
ziehungsweise einem Abfall der P450-Population einherging. Diese Messungen wur-
den bei der Auswertung nicht berücksichtigt. Pro pH-Wert wurden mehrere Mess-
reihen aufgenommen. Die Kinetiken zeigten zwar stets dieselbe Grundcharakteristik,
waren jedoch nie exakt deckungsgleich.

Abbildung 4.16 zeigt je eine beispielhafte Kinetik für jeden vermessenen pH-Wert. Der
Verlauf der Kinetiken lässt sich in zwei Abschnitte aufteilen. Der erste Abschnitt, ein
steiler Anstieg der iNOSP420-Population, weist eine eindeutige pH-Abhängigkeit auf.
Einerseits nimmt die maximal beobachtete iNOSP420-Population mit steigendem pH
ab, andererseits nimmt die Zeit bis zum Erreichen dieser Population zu. Der zweite
Abschnitt, ein langsamer Abfall der iNOSP420-Population, weist eine andere Charak-
teristik auf. Von pH 7,0 bis 7,3 verlaufen die Kurven näherungsweise parallel. Der Ab-
bau der iNOSP420-Population scheint demnach keiner intrinsischen pH-Abhängigkeit
zu unterliegen. Bei pH 7,4 kommt es zu einem Bruch der Charakteristik. Der Abbau
der iNOSP420-Population ist nun etwas geringer ausgeprägt, wobei sich bei weiter stei-
gendem pH wieder eine Parallelität der Kurven zeigt.

Die Kinetiken lassen sich mathematisch durch eine dreifache Exponentialfunktion mit
den Ratenkoe�zienten k1, k2, kRe, den zugehörigen AmplitudenA1,A2,ARe, sowie der
normierten Grundabsorption A0 des Spektrums bei t = 0 beschreiben:

f (t) = A1 · (1 − e−k1t ) +A2 · (1 − e−k2t ) +ARe · e
−kRet +A0. (4.29)

Die Parameter der Fits der Funktion an alle aufgenommenen Kinetiken �nden sich in
Tabelle 4.2 und gra�sch dargestellt in Abbildung 4.17.

Der anfängliche Anstieg der iNOSP420-Population kann durch die zwei Prozesse mit
den Ratenkoe�zienten k1 und k2 beschrieben werden, die anschließende Abnahme
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Abbildung 4.16: Ausgesuchte Konversionskinetiken der iNOSP420-Spezies bei verschiedenen
pH-Werten. Datenpunkte: nach Gleichung (4.28) normierte Rohdaten. Linien: Fits mit Glei-
chung (4.29).

der Population durch den Prozess mit dem Ratenkoe�zienten kRe. Die Ratenkoe�-
zienten der drei Prozesse unterscheiden sich jeweils um circa eine Größenordnung
(k1 > k2 > kRe). Sowohl der Ratenkoe�zient k1 als auch die Amplitude A1 des ersten
Prozesses weisen einen pH-abhängigen Trend auf. Je höher der pH, desto geringer der
Ratenkoe�zient und die Amplitude. Bei dem zweiten Prozess zeigt sich dieser Trend
nur am Ratenkoe�zienten k2, nicht jedoch an der Amplitude A2. Ratenkoe�zient kRe
und AmplitudeARe des dritten Prozesses lassen keine pH-Abhängigkeit erkennen. Al-
lerdings zeigt sich eine Korrelation zwischen den Werten der Amplituden A2 und ARe.

In Unterabschnitt 4.1.1 konnten bereits überzeugende Hinweise dafür gefunden wer-
den, dass der iNOSP450-Zustand aus zwei Subzuständen besteht. Das hier beobachte-
te Anwachsen und anschließende Abfallen der iNOSP420-Population beziehungsweise
das komplementäre Abfallen und Anwachsen der iNOSP450-Population ist ein weite-
res Indiz dafür. Eine Form der Kinetiken wie in Abbildung 4.16 kann keinen Äqui-
librierungsprozess eines Ungleichgewichts zwischen nur zwei Zuständen darstellen.
Allerdings genügt auch ein Dreizustandssystem, bestehend aus P450S, P450I und P420,
nicht zur Beschreibung der Kinetiken. Es muss also (mindestens) ein weiterer Zustand
eingeführt werden. Aus Symmetriegründen emp�ehlt sich der Ansatz, den iNOSP420-
Zustand ebenfalls in zwei Subzustände zu unterteilen, P420I und P420S. Somit ergibt
sich das in Abbildung 4.18 a gezeigte Vierzustandsmodell mit acht empirisch einge-
führten Ratenkoe�zienten zur Kopplung der Zustände. Das Modellsystem ist zwar
mathematisch identisch zu dem System aus Abbildung 4.11 a, allerdings lassen sich
in diesem Fall keine gerechtfertigten Annahmen zur Vereinfachung des Systems oder
Anwendung von Näherungsverfahren �nden. Es muss also versucht werden, eine ab-
strakte Beschreibung der Messdaten zu �nden.
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Abbildung 4.17:Amplituden und Ratenkoe�zienten aus Fits mit Gleichung (4.29) an die Kon-
versionskinetiken. (a, b, c) Amplituden A1, A2 und ARe. (d, e, f) Ratenkoe�zienten k1, k2 und
kRe.

Zum Zeitpunkt t = 0 be�ndet sich das gesamte Protein im iNOSP450-Zustand, auf-
geteilt auf die beiden Subzustände P450S und P450I. Eine naheliegende und einfache
Interpretation der beiden schnellen pH-abhängigen Prozesse (k1, k2) ist die Assozia-
tion mit der Äquilibrierung der beiden Subgleichgewichte P450S → P420S und P450I

→ P420I, wobei aus den Daten noch nicht hervorgeht, welches Subgleichgewicht mit
welchem Prozess in Verbindung gebracht werden kann. Die Besetzung der beiden
iNOSP420-Subzustände muss allerdings zu einem Ungleichgewicht zwischen eben die-
sen Subzuständen geführt haben. Dessen Äquilibrierungsprozess ist ratenlimitierend
für den Regenerationsprozess (kRe), der erst durch erneute, dynamische Äquilibrierung
der beiden iNOSP450/iNOSP420-Subgleichgewichte in den Messdaten sichtbar wird.

Um eine Aussage darüber machen zu können, welcher der beiden iNOSP420-Subzu-
stände nach Besetzung durch die schnellen Prozesse überpopuliert ist, bietet sich wie-
der die Blitzlichtphotolystechnik an. Wie in Abbildung 4.5 zu erkennen ist, kann an-
hand einer CO-Rückbindungskinetik von substratgebundenem iNOSP450 zwischen den
beiden iNOSP450-Subzuständen unterschieden werden. Durch sofortiges Messen einer
CO-Rückbindungskinetik nach Zugabe von Substrat kann demnach eine Momentauf-
nahme der Populationsgrößen der beiden iNOSP450-Subzustände einer Probe bestimmt
werden. Dies wurde bei zwei identisch hergestellten Proben (pH 7,1) an zwei verschie-
denen Zeitpunkten der Konversionskinetik durchgeführt (Abb. 4.19 a). Der ersten Pro-
be wurde Substrat während der Phase steigender iNOSP420-Population nach 12min
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Tabelle 4.2: Ratenkoe�zienten und Amplituden aus Fits mit Gleichung (4.29) an die Mess-
daten der Konversionskinetiken (Abb. 4.16). Die drei beobachteten Prozesse weisen charak-
teristische Zeiten von t1 =

1
k1
≈ 3 − 6min, t2 = 1

k2
≈ 35 − 70min und t3 =

1
k3
≈ 200min

auf.

pH k1 k2 kRe

min−1

7,0 0,376 ± 0,005 0,0284 ± 0,0003 0,00542 ± 0,00004
7,1 0,379 ± 0,004 0,0289 ± 0,0002 0,00557 ± 0,00002
7,1 0,346 ± 0,004 0,0295 ± 0,0002 0,00565 ± 0,00003
7,2 0,294 ± 0,006 0,0215 ± 0,0006 0,0092 ± 0,0002
7,2 0,325 ± 0,007 0,0242 ± 0,0003 0,0062 ± 0,0001
7,3 0,267 ± 0,004 0,0199 ± 0,0002 0,00516 ± 0,00004
7,3 0,245 ± 0,003 0,0158 ± 0,0001 0,00638 ± 0,00006
7,3 0,264 ± 0,005 0,0219 ± 0,0003 0,00669 ± 0,00007
7,4 0,200 ± 0,004 0,0182 ± 0,0003 0,0055 ± 0,0001
7,4 0,259 ± 0,005 0,0247 ± 0,0005 0,0035 ± 0,0002
7,5 0,167 ± 0,004 0,0146 ± 0,0004 0,0040 ± 0,0001
7,5 0,224 ± 0,007 0,0211 ± 0,0008 0,0035 ± 0,0002
7,6 0,170 ± 0,004 0,0121 ± 0,0005 0,0054 ± 0,0002
7,6 0,168 ± 0,004 0,0149 ± 0,0005 0,0041 ± 0,0002

pH A1 A2 ARe A0

Normierte Absorption
7,0 0,1204 ± 0,0009 0,158 ± 0,001 0,168 ± 0,001 0,134 ± 0,001
7,1 0,1096 ± 0,0006 0,1586 ± 0,0006 0,1732 ± 0,0008 0,1172 ± 0,0009
7,1 0,1010 ± 0,0006 0,1610 ± 0,0007 0,1666 ± 0,0008 0,1297 ± 0,0009
7,2 0,096 ± 0,001 0,25 ± 0,01 0,24 ± 0,01 0,05 ± 0,01
7,2 0,111 ± 0,001 0,188 ± 0,003 0,191 ± 0,003 0,080 ± 0,003
7,3 0,095 ± 0,0001 0,187 ± 0,002 0,191 ± 0,002 0,106 ± 0,002
7,3 0,0995 ± 0,0007 0,276 ± 0,005 0,286 ± 0,006 0,0010 ± 0,0002
7,3 0,0846 ± 0,0007 0,201 ± 0,003 0,213 ± 0,003 0,087 ± 0,003
7,4 0,0804 ± 0,0008 0,173 ± 0,004 0,153 ± 0,004 0,147 ± 0,004
7,4 0,0802 ± 0,0008 0,131 ± 0,002 0,115 ± 0,001 0,173 ± 0,001
7,5 0,087 ± 0,001 0,164 ± 0,004 0,193 ± 0,005 0,094 ± 0,005
7,5 0,078 ± 0,001 0,139 ± 0,003 0,126 ± 0,002 0,166 ± 0,002
7,6 0,0793 ± 0,0009 0,22 ± 0,02 0,23 ± 0,02 0,05 ± 0,02
7,6 0,077 ± 0,001 0,161 ± 0,006 0,162 ± 0,006 0,135 ± 0,006
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Abbildung 4.18: a) Vierzustandssystem, bestehend aus den Subzuständen P450S und P450I,
sowie den postulierten Subzuständen P420S und P420I. Die Zustände sind durch acht emprisch
eingeführte Ratenkoe�zienten gekoppelt. Das Ratenkoe�zientenpaar kS450/kS420(k I450/k I420) be-
schreibt das horizontal dargestellte Gleichgewicht P450S/P420S (P450I/P420I). Das Ratenkoe�-
zientenpaar k450S /k450I (k420S /k420I ) beschreibt das vertikal dargestellte Gleichgewicht P450S/P450I

(P420S/P420I). b) Interpretation der drei beobachteten Prozesse mit den apparenten Ratenko-
e�zienten k1, k2 und kRe.

zugegeben, der zweiten Probe während der iNOSP450-Regenerationsphase nach 3 h.

Abbildung 4.19 b zeigt CO-Rückbindungskinetiken der beiden Proben vor und nach
Substratzugabe. Eine MEM-Anlayse der Rückbindungskinetiken wie in Abbildung 4.5
b war nicht erfolgreich, daher wurden gestreckte exponentielle Fitfunktionen der Form

f (t) = A · e
−

(
t
t0

)β
zur quantitativen Beschreibung der Daten benutzt (nach Gleichung

(2.6), A: Amplitude).

Wie erwartet, sind die Rückbindungskinetiken vor Substratzugabe identisch; ohne
Substrat kann anhand der CO-Rückbindungskinetiken nicht zwischen P450S und P450I

unterschieden werden. Die Fits einer einfachen gestreckten Exponentialfunktion an
die beiden Rückbindungskinetiken ergeben im Rahmen der Fehler identische Parame-
ter vonA = −1,04±0,01, < k+CO >= 3830±56 s−1 und β = 0,82±0,01, beziehungsweise
A = −1,03 ± 0,01, < k+CO >= 3736 ± 54 s−1 und β = 0,84 ± 0,02. Nach Substratzuga-
be weichen die Rückbindungskinetiken deutlich voneinander ab. Um die Verteilung
der beiden Proteinspezies zu ermitteln, wurde eine zweifache gestreckte exponentiel-
le Fitfunktion benutzt. Für einen stabilen Fit wurden die Ratenkoe�zienten der CO-
Rückbindung von P450I (kR

+CO = 34,4 ± 2,8 s−1) und P450S (kR
+CO = 4,22 ± 0,05 s−1)

aus Unterabschnitt 4.1.1 verwendet und mit einem Faktor 20 multipliziert, um die CO-
Konzentration von 1mM zu berücksichtigen. Die Streckfaktoren (βP450I = 0,50 ± 0,03,
βP450S = 0,88 ± 0,09) wurden global an beide Kurven ge�ttet. Für die 12min alte Pro-
be ergeben sich Amplituden von AP450I = −0,72 ± 0,03 und AP450S = −0,32 ± 0,03,
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Abbildung 4.19: P450I/P450S-Populationen zu verschiedenen Zeitpunkten einer Konversions-
kinetik. a) Zeitpunkt der Substratzugabe (1,25mM) zu den identisch bei pH 7,1 angefertigten
Proben. Probe #1 (#2) nach 12min (3 h). b) Leere Datenpunkte: CO-Rückbindungskinetiken
direkt vor Substratzugabe mit Fit einer gestreckten Exponentialfunktion (Linien). Gefüllte Da-
tenpunkte: CO-Rückbindungskinetiken direkt nach Substratzugabe mit Fit einer zweifachen
gestreckten Exponentialfunktion (Linien).

was einem P450S/P450I-Verhältnis von ∼ 30/70 entspricht. Für die 3 h alte Probe er-
geben sich Amplituden von AP450I = −0,41 ± 0,04 und AP450S = −0,64 ± 0,03, was
einem P450S/P450I-Verhältnis von ∼ 60/40 entspricht. Aus dem relativen Anstieg der
P450S-Population lässt sich also schließen, dass der Regenerationsprozess die Folge
einer Überpopulation von P420I im Vergleich zu P420S ist. Die Frage nach der Zuord-
nung der schnellen Prozesse (k1, k2) zu einem der Subgleichgewichte P450S/P420S oder
P450I/P420I kann zwar nicht einwandfrei beantwortet werden, allerdings spricht die
Korrelation der Amplituden A2 und ARe stark dafür, dass der schnellere Prozess (k1)
den Übergang zwischen P450S und P420S beschreibt und der langsamere Prozess (k2)
den Übergang zwischen P450I und P420I.

Zusammenfassend ergibt sich somit die in Abbildung 4.18 b demonstrierte, stark ab-
strahierte Interpretation der drei beobachteten Prozesse. Motor der Prozesse ist ein
globales Besetzungsungleichgewicht des Systems zum Zeitpunkt t = 0. Die charak-
teristische Form der Kinetiken ergibt sich aus den unterschiedlichen Zeitskalen, auf
denen die Subungleichgewichte äquilibriert werden. Das pH-abhängige �ne tuning ist
durch die Äquilibrierung der iNOSP450/iNOSP420-Subungleichgewichte bestimmt, die
au�ällige iNOSP450-Regeneration durch die Äquilibrierung zwischen P420I und P420S.
Letzteres ist allerdings auf ein bereits zum Zeitpunkt t = 0 bestehendes Ungleich-
gewicht zwischen P450I und P450S zurückzuführen. Da die Besetzung von P450I und
P450S bei t = 0 dem Gleichgewichtszustand der Met-Spezies von iNOSoxy entspricht
(Zeit des Übergangs von Met-Zustand in CO-gebundenen Zustand kann vernachläs-
sigt werden), zeigen die Kinetiken also, dass das P450S/P450I-Subgleichgewicht im CO-
gebundenen Zustand stark auf Seiten von P450S liegt. Der direkte Austauschprozess
von P450I nach P450S kann zwar aufgrund identischer Soret-Banden in den Messdaten
nicht nachgewiesen werden, ist aber aufgrund der Ausprägung der beiden schnellen

100



4.2. iNOSP450/iNOSP420-Konversionskinetiken

Prozesse (k1, k2) als ähnlich langsam zu erwarten wie auf Seiten von iNOSP420. Diese
abstrakte Interpretation der Konversionskinetiken lässt erahnen, wieso die Reprodu-
zierbarkeit der Kurven teils unbefriedigend ist. Geringe Abweichungen der Populatio-
nen von P450S und P450I, des pH-Werts oder Temperatur der Probe können über die
gesamte Messdauer große E�ekte auf die Form der Kinetik haben.

4.2.2. Konversionskinetiken mit Substrat

In einer weiteren Messreihe wurde der Ein�uss von Substrat auf die Konversionski-
netiken untersucht. Es wurden jeweils drei Kinetiken bei den pH-Werten 7,1, 7,3 und
7,5 aufgenommen und nach Gleichung (4.28) normiert. Abbildung 4.20 (a: pH 7,1, b:
pH 7,3, c: pH 7,5) zeigt alle gemessenen Kinetiken im Vergleich zur Kinetik des sub-
stratfreien iNOSoxy bei identischem pH aus Abbildung 4.28.

Die Kinetiken konnten wieder durch eine dreifache Exponentialfunktion nach Glei-
chung (4.29) beschrieben werden. Die Fitparameter �nden sich in Tabelle 4.3 und
in Abbildung 4.21. O�enbar ändert sich der im vorherigen Unterabschnitt erörterte,
den Kinetiken zugrundeliegende Mechanismus durch die Substratbindung nicht. Es
scheint lediglich zu einer Modulation einiger Ratenkoe�zienten des Modellsystems
aus Abbildung 4.18 b gekommen zu sein. Im direkten Vergleich der Fitparameter der
drei apparenten Prozesse zwischen substratfrei und substratgebunden (Abb. 4.21) zeigt
sich, dass hauptsächlich die Amplitude A1 des schnellsten Prozesses betro�en ist. Sie
ist ungefähr um einen Faktor 2 kleiner als im substratfreien Fall, was sich in den Kine-
tiken in einer niedrigeren maximalen iNOSP420-Population äußert (Abb. 4.20). Weiter
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Abbildung 4.20: Konversionskinetiken der iNOSP420-Spezies in Gegenwart von Substrat bei
verschiedenen pH-Werten im Vergleich zu substratfreiem iNOSoxy. Datenpunkte: nach Glei-
chung (4.28) normierte Rohdaten. Linien: Fits mit Gleichung (4.29). a) pH 7,1. b) pH 7,3. c) pH
7,5.
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fällt auf, dass keine pH-Abhängigkeit des schnellsten Prozesses mehr nachweisbar ist.
Der Ratenkoe�zient des zweiten Prozesses (k2) ist tendenziell etwas geringer als bei
substratfreiem Protein, alle übrigen Parameter (k1, A2, kRe, ARe) weisen keine erkenn-
baren Unterschiede auf.

Zusammenfassend scheint die Substratbindung also vorwiegend einen Ein�uss auf
das P450S/P420S-Subgleichgewicht zu haben, das stärker in Richtung P450S verscho-
ben ist und sich weniger abhängig vom pH-Wert der Probe zeigt. Die restlichen Sub-
gleichgewichte bleiben weitgehend unbeein�usst. Übereinstimmend mit der Literatur
[54, 55, 171] bewies sich substratgebundenes iNOSoxy stabiler in seiner Struktur als
substratfreies iNOSoxy; in keiner der neun Konversionskinetiken kam es zu Denatu-
rierungsprozessen.
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Abbildung 4.21: Amplituden und Ratenkoe�zienten aus Fits mit Gleichung (4.29) an die
Messdaten der Konversionskinetiken in Gegenwart von Substrat (schwarze Datenpunkte).
Zum Vergleich sind die Werte des substratfreien Proteins aus Abbildung 4.17 ebenfalls aufge-
tragen (farbige Datenpunkte). (a, b, c) Amplituden A1, A2 und ARe. (d, e, f) Ratenkoe�zienten
k1, k2 und kRe.
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Tabelle 4.3: Ratenkoe�zienten und Amplituden aus Fits mit Gleichung (4.29) an die Messda-
ten der Konversionskinetiken mit Substrat (Abb. 4.20).

pH k1 k2 kRe

min−1

7,1 0,221 ± 0,006 0,0160 ± 0,0001 0,00369 ± 0,00002
7,1 0,250 ± 0,002 0,0136 ± 0,0001 0,00381 ± 0,00002
7,1 0,310 ± 0,005 0,0116 ± 0,0001 0,00426 ± 0,00003
7,3 0,303 ± 0,006 0,0110 ± 0,0002 0,00430 ± 0,00005
7,3 0,327 ± 0,006 0,0111 ± 0,0002 0,00643 ± 0,00009
7,3 0,288 ± 0,006 0,0106 ± 0,0001 0,00413 ± 0,00003
7,5 0,34 ± 0,01 0,0101 ± 0,0003 0,00408 ± 0,00007
7,5 0,35 ± 0,01 0,0095 ± 0,0004 0,0042 ± 0,0002
7,5 0,198 ± 0,005 0,0100 ± 0,0003 0,00205 ± 0,00007

pH A1 A2 ARe A0

Normierte Absorption
7,1 0,049 ± 0,001 0,1493 ± 0,0009 0,205 ± 0,001 0,111 ± 0,001
7,1 0,0547 ± 0,0004 0,167 ± 0,001 0,222 ± 0,001 0,090 ± 0,001
7,1 0,0519 ± 0,0004 0,220 ± 0,003 0,292 ± 0,003 0,028 ± 0,003
7,3 0,0524 ± 0,0005 0,207 ± 0,006 0,278 ± 0,006 0,030 ± 0,003
7,3 0,0516 ± 0,0005 0,37 ± 0,02 0,45 ± 0,02 −0,15 ± 0,02
7,3 0,0490 ± 0,0005 0,191 ± 0,004 0,256 ± 0,004 0,049 ± 0,004
7,5 0,0495 ± 0,0008 0,182 ± 0,008 0,239 ± 0,008 0,061 ± 0,008
7,5 0,0545 ± 0,0008 0,19 ± 0,02 0,22 ± 0,02 0,08 ± 0,02
7,5 0,0503 ± 0,0007 0,141 ± 0,004 0,214 ± 0,003 0,095 ± 0,003

4.2.3. Konversionskinetiken mit Urea

Der langsame Äquilibrierungsprozess zwischen P420I und P420S deutet auf eine inte-
grale Änderung der Struktur von iNOSoxy hin. Um dies weiter zu untersuchen, wurden
in einer letzten Messreihe die Kinetiken von iNOSoxy bei aufgebrochener Homodimer-
struktur aufgenommen. Dafür wurde der Probelösung Urea in einer Konzentration
von 5M zugesetzt. Bei einer solch hohen Ureakonzentration wird das Homodimer
monomerisiert, ohne dass die strukturelle Integrität der einzelnen Protomere beein-
trächtigt ist [48, 57]. Die Messungen wurden wieder bei verschiedenen pH-Werten
durchgeführt.

Die nach Gleichung (4.28) normierten Kinetiken von iNOSoxy in Anwesenheit von
Urea �nden sich in Abbildung 4.22 a. Wie sofort au�ällt, lassen alle Kinetiken den
iNOSP450-Regenerationsprozess vermissen. Stattdessen weist jede Kinetik, unabhän-
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Abbildung 4.22: a) Konversionskinetiken der iNOSP420-Spezies mit Urea bei verschiedenen
pH-Werten. Datenpunkte: nach Gleichung (4.28) normierte Rohdaten. Linien: Fits mit Glei-
chung (4.30). b) Ausgewählte Absorptionsspektren einer Probe mit Urea bei pH 7,3.

gig vom pH-Wert, einen vollständigen Übergang in den iNOSP420-Zustand auf. Abbil-
dung 4.22 b zeigt dies beispielhaft anhand einiger ausgewählter Absorptionsspektren
der Probe bei pH 7,3. Der fehlenden Regenerationsprozess ermöglichte es, einen et-
was größeren pH-Bereich zu vermessen, da es während der kürzeren Messdauer der
Kinetiken seltener zur Denaturierung des Proteins kam.

Die Kinetiken können in Anlehnung an Gleichung 4.29 durch eine zweifache Expo-
nentialfunktion mit den Ratenkoe�zienten k1, k2 und den Amplituden A1, A2 und A0
beschrieben werden:

f (t) = A1 · (1 − e−k1t ) +A2 · (1 − e−k2t ) +A0. (4.30)

Die Werte der Fitparameter �nden sich in Tabelle 4.4 und in Abbildung 4.23. Die Ra-
tenkoe�zienten k1 und k2 sind in der gleichen Größenordnung wie bei den Kinetiken
ohne Urea (Tab. 4.2, Tab. 4.3), was vermuten lässt, dass es sich um die selben Prozesse
handelt (Abb. 4.18 b). Sowohl k1, als auch k2 weisen eine leichte pH-Abhängigkeit auf.
Mit steigendem pH-Wert verringern sich die beiden apparenten Ratenkoe�zienten.
Die AmplitudeA1 des schnellen Prozesses nimmt, wie bei den substratfreien Kinetiken
ohne Urea, mit steigendem pH ab. Allerdings sind die Werte der Amplituden mit Urea
größer als ohne Urea. Dies spricht dafür, dass Urea das P450S/P420S-Gleichgewicht,
im Gegensatz zu Substrat, etwas in Richtung P420S verschiebt. Deutlich interessanter
ist allerdings die Amplitude A2. Während A2 bei den Kinetiken ohne Urea über al-
le pH-Werte hinweg näherungsweise konstant war, zeigt sich mit Urea einerseits ein
pH-abhängiger Anstieg, andererseits eine pH-unabhängige, vollständige Entleerung
des iNOSP450-Zustandes. Die beiden Beobachtungen sprechen im Kontext des Modell-
systems aus Abbildung 4.18 b für einen (Urea-induzierten) direkten und vollständigen
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Abbildung 4.23: Amplituden und Ratenkoe�zienten aus Fits mit Gleichung (4.30) an die
Messdaten der Konversionskinetiken mit Urea aus Abbildung 4.22. (a, b) Amplituden A1 und
A2. (c, d) Ratenkoe�zienten k1 und k2.

Konversionsprozess von P450S nach P450I. Die pH-Abhängigkeit der Amplitude ergibt
sich aus der Konkurrenz zum pH-abhängigen Konversionsprozess P450S nach P420S

mit dem Ratenkoe�zienten k1. Im Anschluss kommt es zur vollständigen Entleerung
des P450I-Zustandes nach P420I mit dem Ratenkoe�zienten k2. Der Ein�uss von Urea
verschiebt demnach auch das P420S/P420I-Gleichgewicht, hier allerdings vollständig
in Richtung P420S.

Die Ergebnisse der Messungen mit Urea bekräftigen die Vermutung eines strukturel-
len Unterschieds zwischen den iNOSP450 und iNOSP420-Zuständen. Nach Monomeri-
sierung des Proteins ist nicht mehr P450S die bevorzugte Struktur, sondern P420I.
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Tabelle 4.4: Ratenkoe�zienten und Amplituden aus Fits mit Gleichung (4.30) an die Messda-
ten der Konversionskinetiken mit Urea (Abb. 4.22 a).

pH k1 k2

min−1

7,0 0,400 ± 0,009 0,075 ± 0,002
7,2 0,274 ± 0,007 0,059 ± 0,001
7,3 0,256 ± 0,006 0,0450 ± 0,0005
7,6 0,29 ± 0,01 0,0511 ± 0,0005
7,9 0,21 ± 0,01 0,0357 ± 0,0003

pH A1 A2 A0

Normierte Absorption
7,0 0,303 ± 0,004 0,152 ± 0,004 0,443 ± 0,003
7,2 0,313 ± 0,005 0,219 ± 0,005 0,362 ± 0,003
7,3 0,224 ± 0,003 0,301 ± 0,003 0,370 ± 0,002
7,6 0,187 ± 0,004 0,386 ± 0,004 0,327 ± 0,002
7,9 0,101 ± 0,004 0,488 ± 0,004 0,300 ± 0,002
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4.3. Zusammenfassung der Ergebnisse

Die in diesem Kapitel diskutierten Experimente an der CO-ligierten Form von iNOSoxy
führten zu interessanten Erkenntnissen über die beiden Proteinzustände iNOSP450 und
iNOSP420. In Abschnitt 4.1 wurde die iNOSP450-Spezies mit der Blitzlichtphotolyse-
technik untersucht, wodurch gezeigt werden konnte, dass iNOSP450 in zwei Subkon-
formationen vorliegt, P450S und P450I. Die beiden Subkonformationen weisen iden-
tische Absorptionsspektren auf und konnten nur durch sich unterscheidende CO-
Rückbindung bei Bindung des Substrats Arginin, des Intermediats NOHA, oder des
Kofaktors H4B nachgewiesen werden. Aufgrund der unterschiedlichen Charakteristik
der CO-Rückbindung der beiden Subkonformationen ließ sich folgern, dass P450S eine
deutlich homogenere Struktur des aktiven Proteinzentrums aufweist als P450I. Weiter
konnte über einen Zeitraum von einigen Stunden ein vollständiger Populationsaus-
tausch zwischen den beiden Spezies zu Gunsten von P450S beobachtet werden.

Bei Untersuchungen der Abhängigkeit der CO-Rückbindung von der Konzentrati-
on des Substrats Arginin konnte festgestellt werden, dass die instabile P450I-Spezies
neben der inhomogeneren Struktur auch eine signi�kant geringere Substrata�nität
aufweist als die stabile P450S-Spezies. Aufgrund dessen war es möglich, die Messda-
ten in Hinsicht auf die Substrata�nität der P450S-Spezies unabhängig von der P450I-
Spezies quantitativ auszuwerten. Dabei ergaben sich die mikroskopischen Ratenkoef-
�zienten der Substratassoziation (k̂+R = 1153 ± 71mM−1s−1) und Substratdissoziation
(k
−R = 15,4 ± 0,4 s−1) der Deoxy-Spezies von P450S. Aus den beiden mikroskopischen

Ratenkoe�zienten errechnet sich direkt die Dissoziationskonstante zu KD =
k
−R

k̂+R
=

13,4 ± 0,9 µM. Dieser Wert ist im Einklang mit bereits verö�entlichten Werten der
Dissoziationskonstanten der Met-Spezies von iNOSoxy von KD = 9,19 µM [170] oder
KD = 11 µM [47], welche allerdings nur durch Störungs-Di�erenzspektroskopie in
Anwesenheit von Imidazol bestimmt werden konnten.

Im zweiten Abschnitt 4.2 des Kapitels wurde der Konversionsprozess zwischen den
beiden iNOSoxy-Spezies iNOSP450 und iNOSP420 untersucht. Eine qualitative Interpre-
tation der Messdaten erforderte eine zu iNOSP450 analoge Unterteilung von iNOSP420
in die zwei Subzustände P420S und P420I. Der Gesamtprozess der Zustandskonver-
sion konnte auf zwei Typen von sich überlagernden Subprozessen reduziert werden.
Beim ersten Typus handelt es sich um die durch CO-Bindung getriggerten P450/P420-
Konversionsprozesse zwischen den jeweiligen Subzustandspaaren P450S/P420S und
P450I/P420I. Ohne Substrat wiesen beide Subkonversionsprozesse eine deutliche pH-
Abhängigkeit auf; mit steigendem pH-Wert verlangsamte sich einerseits der Konver-
sionsprozess, andererseits verringerten sich die in die beiden Subzustände P420S und
P420I konvertierenden Populationen. Diese Beobachtungen unterstützen die Theo-
rie, dass es sich bei der Konversion von iNOSP450 nach iNOSP420 um die Protonie-
rung des Thiolats des proximalen Cysteins (C194) aufgrund einer durch CO-Bindung
getriggerten Destabilisierung der Wassersto�brückenbindung zwischen dem Cystein
und einem Tryptophan (W188) handelt [51]. Allerdings lässt die geringe Geschwin-
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digkeit der beiden Prozesse vermuten, dass es sich bei der Konversion nicht nur um
einen simplen Protonierungsprozess handelt, sondern dass mit der Protonierung des
Thiolats zusätzlich eine ratenlimitierende Konformationsänderung des Proteins ein-
her geht. Ähnliche Beobachtungen konnten bei der Untersuchung der redoxabhän-
gigen Stabilität, Protonierung und Reaktivität von Cytochrom C Mutanten aus Hefe
gemacht werden [172]. Auch bei diesem Protein kam es zu au�ällig langsamen Pro-
tonierungsprozessen des hämgebundenen Thiolats. Die Untersuchungen der Konver-
sionskinetiken bei Substratbindung demonstrierten den bereits bekannten Stabilisie-
rungse�ekt von Substrat auf die iNOSP450-Spezies; im Gleichgewichtszustand lag das
iNOSP450/iNOSP420-Gleichgewicht (bei gleichem pH) mit Substrat deutlich stärker auf
Seiten von iNOSP450 als ohne Substrat. Die genauere Auswertung der Messdaten zeig-
te interessanterweise, dass sich die Verschiebung des Gleichgewichtszustands durch
Substrat hauptsächlich auf das P450S P420S-Subgleichgewicht zurückführen ließ. Auf
das P450I P420I-Subgleichgewicht zeigte die Substratbindung dagegen keinen erkenn-
baren E�ekt. Zudem scheint die Substratbindung einen dämpfenden Ein�uss auf die
pH-Abhängigkeit der Ratenkoe�zienten der Konversionen zu haben.

Beim zweiten Subprozesstypus der Konversionen handelt es sich um die interspezi-
�schen Konversionsprozesse zwischen P450S und P450I, beziehungsweise P420S und
P420I, die sich auf unterschiedliche Gleichgewichtszustände zwischen Met- und CO-
Spezies zurückführen ließen. Während die Populationen der beiden Proteinzustände
bei der Met-Spezies ähnlich groß waren, lag der Gleichgewichtszustand bei der CO-
Spezies nahezu vollständig auf Seiten von P450S beziehungsweise P420S. Aus mess-
technischen Gründen war nur der Konversionsprozess von P420I nach P420S direkt
beobachtbar. Die lange Dauer des Prozesses über einen Zeitraum von mehreren Stun-
den ließ vermuten, dass es sich bei der interspezi�schen Konversion um eine integra-
le Strukturänderung des Proteins handeln muss. Wie die Blitzlichtphotolysemessun-
gen zeigten, hat diese Strukturänderung zwar auch einen Ein�uss auf das aktive Zen-
trum von iNOSoxy, scheint allerdings nicht in direktem Zusammenhang mit der Struk-
turänderung des aktiven Zentrums bei der intraspezi�schen iNOSP450 ↔ iNOSP420-
Konversion zu stehen. Der langsame interspezi�sche Konversionsprozess wies im Ge-
gensatz zu den intraspezi�schen Konversionsprozessen weder eine pH-Abhängigkeit,
noch eine Substratabhängigkeit auf. Untermauert wird diese These der eher globa-
len Strukturänderung von der Tatsache, dass die interspezi�sche Konversion bei mo-
nomerisiertem iNOSoxy nicht mehr beobachtet werden konnte. Die intraspezi�schen
Konversionen waren dagegen nur schwach moduliert.

Die Ergebnisse dieses Kapitel geben einige Hinweise darauf, dass es sich bei den beiden
iNOSoxy-Spezies iNOSI und iNOSS um die „loose“- und „tight“-Konformationen des
NOS-Homodimers handeln könnte (Unterabschnitt 1.1.2.2). Dafür sprechen die postu-
lierten integralen Strukturunterschiede zwischen den Spezies, sowie die Inhomogeni-
tät der Struktur des aktiven Zentrums von iNOSI im Vergleich zur iNOSS [51, 56, 57].
Auch die Bevorzugung des iNOSI-Zustands bei Monomerisierung des Dimers durch
Urea könnte ein Indiz dafür sein [47, 52, 173]. Eine Bestätigung der Assoziation zwi-
schen iNOSI und iNOSS und den „loose“- und „tight“-Konformationen würde zu inter-
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essanten neuen Erkenntnissen führen. So ließen die Ergebnisse dieser Arbeit darauf
schließen, dass die CO-Spezies von iNOSoxy unabhängig davon, ob Substrat gebun-
den ist oder nicht, die „tight“-Konformation stark bevorzugen würde. Mit Blick darauf
wären vor allem weitere Untersuchungen der Met-Spezies ratsam, um festzustellen,
ob sich das beobachtete Gleichgewicht aus iNOSI und iNOSS unter dem Ein�uss von
Substrat, Intermediat oder Kofaktor in Richtung von iNOSS verschieben würde, so
wie sich das „loose“/„tight“-Gleichgewicht nachweislich in Richtung „tight“verschiebt
[56]. Die hier vorgestellten Spektroskopietechniken böten eine in der Durchführung
sehr einfache Methode zur quantitativen Untersuchung der iNOSoxy-Konformationen
in ihrer natürlichen Struktur. Sie könnte als Ergänzung zu den üblichen Methoden der
Strukturaufklärung dienen, wie zum Beispiel der dynamischen Lichtstreuung (DLS)
[57], Circulardichoismus-Spektroskopie (CD) [56], oder komplexeren Methoden wie
der Kristallstrukturanalyse mittels Röntgenstrahlen [56].
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5. Fazit

Sticksto�monoxid (NO) ist zwar ein unscheinbares Molekül, es spielt jedoch eine eben-
so wichtige wie vielseitige Rolle in der menschlichen Physiologie und Pathologie. Seit
seiner Identi�zierung im Jahre 1987 ist NO bekannt als Botensto� der Vasodilatati-
on, der Blutdrucksenkung durch Entspannung der Gefäßwände, als Neurotransmitter
im Gehirn und als Zytotoxin zur unspezi�schen Immunabwehr von Bakterien. Ver-
antwortlich für die Synthese von NO im menschlichen Körper ist die Enzymfamilie
der Sticksto�monoxid-Synthasen (NOS). Sie umfasst drei Isoformen, die sich durch
den Ort ihres Vorkommens, Einsatzzweck des produzierten NO und Art der Expressi-
on unterscheiden. Die eNOS �ndet sich in den Endothelzellen auf der Innenseite der
Blutgefäße. Das von ihr hergestellte NO regelt als Botensto� der Vasodilatation den
Blutkreislauf. NO als Neurotransmitter wird von der nNOS in den Neuronen synthe-
tisiert. Da der Bedarf an eNOS und nNOS fortwährend ist, werden beide konstitutiv
exprimiert. Im Gegensatz dazu steht die dritte Isoform der Familie, die iNOS. Das von
ihr produzierte NO dient als Zytotoxin, weshalb die Expression des Enzyms in Makro-
phagen, den Polizisten des Immunsystems, nur nach Bedarf induziert wird. Die NO
Synthese durch die NOS läuft bei allen drei Isoformen gleich ab. Es handelt sich um
einen zweistu�gen Oxidationsprozess eines Sticksto�atoms der als Substrat im En-
zym gebundenen Aminosäure L-Arginin. Am Ende der Gesamtreaktion, die zwei Sau-
ersto�moleküle (O2), sowie den Kofaktor (6R)-5,6,7,8-Tetrahydro-L-Biopterin (H4B)
als Elektronendonator verbraucht, steht das synthetisierte NO und das Abfallprodukt
L-Citrullin. Eine Besonderheit der NOS ist die enge Verknüpfung zwischen der Syn-
thesereaktion und der Struktur des Enzyms. Diese Verknüpfung spiegelt sich in der
Doppelrolle von L-Arginin und H4B wieder, die nicht nur Teil der Synthesereakti-
on sind, sondern auch die Homodimerstruktur des Enzyms stabilisieren, ohne die die
NO Synthese nicht möglich ist. Zwar ist bereits einiges über die Familie der NOS be-
kannt, allerdings bestehen weiterhin große Wissenslücken bezüglich ihrer Funktions-
mechanismen. Da sich die krankhafte Überexpression der NOS in der Pathologie vieler
Krankheiten wie Diabetes, Arthritis oder Multiple Sklerose �ndet, herrscht großes In-
teresse daran, diese Lücken zu schließen, um geeignete Inhibitoren zur Regulation der
Synthese des toxischen NO entwickeln zu können. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die
induzierbare Isoform der NOS (iNOS) auf ihre Interaktion mit den Häm-gebundenen
Liganden CO und NO, dem Substrat L-Arginin, dem Intermediat NOHA, sowie dem
Kofaktor H4B mit Methoden der Spektroskopie erforscht.

Im ersten Teil der Arbeit wurde der Ein�uss von Substrat, Intermediat und Kofak-
tor auf das aktive Zentrum und die Proteinmatrix durch Temperatur-derivative (TDS)
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Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie (FTIR) untersucht. Als infrarotaktive Son-
den dienten dabei die Liganden CO und NO, deren Schwingungsfrequenzen ein sensi-
bles Maß für den Bindungszustand und Ein�üsse der direkten Umgebung sind. Durch
Messungen an CO-ligiertem iNOS konnte demonstriert werden, dass iNOS neben der
Bindungsstelle am Häm nur eine weitere Andockstelle, die primäre Andockstelle B,
innerhalb der Proteinmatrix aufweist. Eine solche Andockstelle ist ein wesentliches
strukturelles Merkmal vieler Hämproteine, welches e�ziente Bindung des Liganden
an das Häm, sowie Entkommen des Liganden aus der Proteinmatrix erst ermöglicht.
Die Andockstelle von iNOS zeigte sich als sehr leicht zugänglich für vom Häm pho-
tolysierte Liganden. Substrat, Intermediat und, in einer gewissen Geometrie angeord-
neter Kofaktor stabilisieren den Liganden durch Wassersto�brücken in der Andock-
stelle. Im Gegensatz zu CO, dass nur an Hämeisen im Zustand Fe2+ bindet, bindet
NO sowohl an Fe2+ als auch an Fe3+. Auch bei dem vom Hämeisen im Fe3+-Zustand
photolysierten NO-Liganden konnte nur eine Andockstelle innerhalb der Proteinma-
trix nachgewiesen werden. Der Ligand scheint in dieser Andockstelle keine wohl-
de�nierte Orientierung anzunehmen, was dazu dienlich sein könnte, dass das unter
physiologischen Bedingungen synthetisierte NO leichter aus der Proteinmatrix ent-
kommen kann. Die NO-ligierte Fe2+-Spezies wies interessanterweise eine Photolyse
der dem NO-Liganden gegenüberliegenden Bindung zwischen Hämeisen und Schwe-
felatom des Cysteins 194 auf statt der Photolyse des NO-Liganden. Die Bindung zwi-
schen Hämeisen und NO konnte erst bei einer sehr hohen Leistung des Photolyselasers
(300mW) aufgetrennt werden.

Im zweiten Teil der Arbeit erfolgte die Untersuchung der beiden CO-ligierten iNOS-
Spezies P450 und P420 durch optische Spektroskopie bei Raumtemperatur. Die Mes-
sungen der CO-Rückbindung von substratgebundenem iNOS im P450-Zustand nach
Blitzlichtphotolyse lieferten auf Basis eines kinetischen Modellsystems die mikrosko-
pischen Ratenkoe�zienten der Substratbindung und Substratdissoziation, sowie der
Dissoziationskonstanten KD der CO-freien P450-Spezies. Durch Aufnahme von Kon-
versionskinetiken zwischen der P450- und P420-Spezies konnte die pH-Abhängigkeit
des P450/P420-Gleichgewichts bestätigt werden, was für die Theorie spricht, dass es
sich bei dem Zustandsübergang um eine Protonierung, beziehungsweise Deproto-
nierung des Thiolats des proximalen Cystein 194 handelt. In Kombination mit den
Ergebnissen aus den Blichtzlichtphotolysemessungen konnte weiter gezeigt werden,
dass sowohl die beiden CO-ligierten Proteinzustände P450 und P420 als auch iNOS
im Met-Zustand aus jeweils zwei Subzuständen bestehen. Während im Met-Zustand
beide Subzustände ähnlich stark populiert sind, ist im CO-ligierten Zustand einer der
beiden Zustände stark bevorzugt. Die sehr langsamen Konversionsprozesse zwischen
den Subzuständen sprechen dafür, dass es dabei zu großen Konformationsänderungen
der Proteinstruktur der iNOS kommt. Es fanden sich Hinweise dafür, dass es sich bei
den beiden Proteinstrukturen um die sogenannten loose- und tight-Dimerstrukturen
der iNOS handeln könnte. Erkenntnisse über diese Strukturen sind noch lückenhaft,
allerdings von großem Interesse, da sie eng mit dem NO-Syntheseprozess verknüpft
sind. Das in dieser Arbeit vorgeschlagene Modellsystem könnte in Verbindung mit
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weiteren Messungen ein Ansatzpunkt zur genaueren quantitativen Untersuchung der
iNOS Substrukturen durch spektroskopische Messmethoden sein.
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