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Ladungstransport in Peptiden

Biologische Systeme transportieren Ladungen und reaktive Prozesse
hiufig iiber betrichtliche Entfernungen. Traditionelle Modelle der
chemischen Kinetik konnen solche extremen distalen Prozesse ge-
wohnlich nicht beschreiben. In diesem Aufsatz betrachten wir ein
atomares Modell fiir eine distale Informationsiibertragung, das spe-
ziell fiir Peptide entwickelt wurde. Dabei wird die chemische Reakti-
vitit als Ergebnis distaler Wirkungen betrachtet, die auf einer di-
funktionalen Zwei-Stufen-Kinetik, verbunden mit Bewegungen von
Peptiden auf der Sub-Pikosekundenskala beruht. Das difunktionale
Modell ergibt einen hocheffizienten Transport von Ladung und Re-
aktivitit iiber eine betrichtliche Entfernung in einem isolierten Peptid;
in einer wissrigen Umgebung wird dagegen eine sehr niedrige Effi-
zienz gefunden. Dem Modell zufolge findet in einer Peptidumgebung
eine ultraschnelle Ubertragung von Ladung und Reaktivitiit iiber eine
betrichtliche Entfernung statt. In einem Protein konnen viele solcher
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Domdnen aktiv sein.

1. Einleitung

Eine der vielen wichtigen Funktionen von Proteinen ist
die Ubertragung von Informationen mithilfe einer Ladung
oder chemischen Verdnderung iiber betréchtliche Entfer-
nungen innerhalb der Proteinkette, beispielsweise der La-
dungstransport durch eine Zellwand zur Aktivierung intra-
zelluldrer chemischer Prozesse. Chemische Reaktionen, die
an einer Stelle ablaufen, die weit vom Ursprung der Anre-
gung entfernt ist, sind eine hédufige Beobachtung bei Protei-
nen und damit von grundlegender Bedeutung; auf atomarer
Ebene sind sie allerdings noch nicht gut verstanden.'"”)
Konventionelle Theorien der chemischen Kinetik konnen
nicht direkt auf eine Wirkung iiber groe Entfernungen an-
gewendet werden, da ein solcher chemischer Transport haufig
auch eine Ladungswanderung einschlieft. Daher ist die Ent-
wicklung von Modellen fiir eine distale Wirkung von Inter-
esse, um herauszufinden, wie ein Reiz an einer Stelle Mole-
kiilbewegungen an einer anderen, entfernten Stelle verur-
sacht. Eine solche Wirkung kann als chemische Reaktion
betrachtet werden, die weit entfernt vom Ursprung des Si-
gnals oder der Ladung stattfindet. Wir bezeichnen diesen
Prozess des Transfers von Reaktivitit (R) und Ladung (C)
hier als RC-Ubertragung; dies ist ein wichtiger Prozess fiir
komplexere Signaliibertragungen. Ein Problem eines solchen
Modells ist, dass dissipative Prozesse mit vielen Schwin-
gungsfreiheitsgraden entlang des Weges héufig eine chemi-
sche Reaktivitdt an der entfernten Stelle und damit auch
einen Transport verhindern.'®!*! Wir betrachten hier die RC-
Ubertragung fiir einfache Peptide, die sich ungeachtet der
vielen Freiheitsgrade durch eine ultraschnelle langreichwei-
tige Ubertragung auszeichnen.

Langreichweitiger Elektronentransfer (ET) ist ein
grundlegender Mechanismus in vielféltigen biologischen
Systemen.?” Elektroniibertragungen sind direkt oder indirekt
an vielen biologischen Prozessen beteiligt,”!! z.B. an der
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oxidativen Phosphorylierung, der Photosynthese,”>?* der
Leitfihigkeit der DNA-Helix™®! und der aeroben Atmung.”
Normalerweise ist an diesen Prozessen ein Metallion-Bio-
molekiil-Metallion-System beteiligt, in dem die Metallionen
weit voneinander getrennt sind — in einigen Fillen kann der
Abstand mehr als 10 A betragen. Isied et al.””! veroffent-
lichten 1980 einen Elektronentransfer zwischen zwei Re-
doxzentren, der iiber eine Polypeptidbriicke vermittelt wurde.
Gray und Winkler®™ gelang es, die Redoxzentren an ein
Protein, z. B. an Myoglobin oder Cytochrom c, zu kniipfen.
Dieses modifizierte Donor-Protein-Acceptor-System ermog-
lichte die Untersuchung der Abstands- und Strukturabhin-
gigkeit von ET-Prozessen. %4

Welchen Einfluss wiirde das Anbringen einer reinen
Ladung an einem Peptid, z.B. bei einer lokalisierten Photo-
ionisation am C-Terminus, auf die Chemie und die Ladungs-
weiterleitung im Peptid zum N-Terminus haben? Ein solches
Modell fiir distale Prozesse konnte auf verschiedenen Ebenen
getestet werden. Zuerst untersuchen wir den Transport der
Ladung und Reaktivitit fiir den Fall des isolierten MoleXkiils.
Anschlieend untersuchen wir das moglicherweise verin-
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derte Verhalten des Prozesses in einem Medium wie Wasser.
Hier stellt sich die Frage: Wie beeinflusst das Medium die
Informationsiibertragung in Bezug auf die Geschwindigkeit
und die Ausbeute? Experimente an einfachen Modellpepti-
den haben nun gezeigt, dass der Prozess im isolierten Molekiil
aullerordentlich effizient sein kann — hingegen wird fiir den
gleichen Prozess in Wasser vorausgesagt, dass er normaler-
weise um zwei GroBenordnungen weniger effizient ist.”>=!
Wiinschenswert wire die Entwicklung eines einfachen Mo-
dells, das zumindest fiir Peptide zum Verstdndnis solcher
Extremfille fiihrt.

Wir haben eine Reihe von Experimenten an solchen iso-
lierten Modellpeptiden durchgefiihrt, in denen wir eine
hocheffiziente Ladungsiibertragung entlang der Hauptkette
des Peptids und damit einhergehende, langreichweitige che-
mische Reaktionen beobachteten.!' Diese Peptide sind zwar
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eher klein, reprasentieren aber wegen ihrer beachtlichen Zahl
an Freiheitsgraden eine enorme Menge an mikroskopischen
Zustidnden und lassen daher in konventionellen Modellen nur
sehr wenig Reaktivitédt erwarten. Experimente haben gezeigt,
dass sich eine solche Ubertragung durch den Einbau von
bestimmten Aminosduren in die Kette in groem Umfang
steuern, ja sich sogar an- und abschalten l4sst. Eine wesent-
liche Frage ist nun, wie in bestimmten nichtkonjugierten or-
ganischen Systemen eine solche Ubertragung zu solch ent-
fernten Stellen effizient mithilfe atomarer Bewegungen ge-
lingt. Die Ubertragung iiber groBe Distanzen konnte einen
wichtigen Modellcharakter fiir die Mechanismen biologischer
Reaktionen haben.

Chemische Reaktionen finden iiblicherweise lokal oder in
unmittelbarer Nachbarschaft zur Stelle der Anregung
statt.”**] Die iibliche mechanistische Theorie zur Erklirung
der Reaktivitit bezieht sich lediglich auf lokale Anregungen
und schlieBlich einen Bindungsbruch oder eine andere Bin-
dungsidnderung infolge der Tatsache, dass Energie durch
einen statistischen Prozess gekoppelt und auf diese Bindung
iibertragen wird. Dieses Modell liegt der Formulierung eines
Ubergangszustands oder der statistischen unimolekularen
Theorie der chemischen Kinetik zugrunde™!! und war Basis
der meisten theoretischen Interpretationen der chemischen
Kinetik seit der ersten Anwendung der Theorie von Rice,
Ramsperger, Kassel und Marcus (RRKM-Theorie)*?! durch
Rabinovitch et al. vor etwa 50 Jahren.[** Solche statisti-
schen Prozesse koppeln gewohnlich an alle Freiheitsgrade der
Reaktanten. Ein solches Modell der Kopplung an alle Frei-
heitsgrade kann nicht auf eine langreichweitige biologische
RC-Ubertragung angewendet werden, da die Zahl an Ei-
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genzustinden in solch groBen Systemen und der damit ver-
bundene Phasenraum sogar fiir Peptide astronomisch grof3
werden. Jegliche lokale Energie wiirde vor der Ankunft an
der entfernten Stelle dissipiert werden oder wiirde astrono-
mische Zeitspannen fiir die chemische Reaktion von Syste-
men mit mehr als zwei oder drei Resten bendtigen. !

Angesichts der Tatsache, dass solche distalen Prozesse fiir
viele biologische Systeme experimentell nachgewiesen
wurden und auch recht effizient ablaufen, muss fiir ihre Er-
klarung nach einem anderen Modell gesucht werden. Levin-
thal™®*! erkannte dieses Problem bei der Proteinfaltung,“”
bei der ebenfalls zu viele Freiheitsgrade verhindern, dass der
Prozess in einer endlichen Zeitspanne ablduft. Zwar wurden
bereits viele Vorschlidge zur Umgehung dieses Problems ge-
macht, die Diskussion ist aber noch nicht beendet.**" Diese
vielen Freiheitsgrade fiir Peptide koppeln jedoch nicht bei
den hier beteiligten, niedrigen Energien von etwa 200 cm™'.
Schwellwerte fiir eine intramolekulare Schwingungsrelaxati-
on (IVR) in der Kinetik betragen gewohnlich mindestens
1200 cm~'PY oder 2200 cm™'? und bei niedrigen Energien
sogar mehr,”>> wenngleich sich die Situation fiir sehr groBe
Molekiile mit weichen Schwingungsmoden unterscheiden
kann. Die hier vorgeschlagene Kopplung tritt also ein, bevor
alle Moden iiber IVR miteinander in Kontakt treten und
somit in einem sehr reduzierten Phasenraum.

Zunichst betrachten wir die neuesten experimentellen
Daten fiir Modellpeptide. Diese Ergebnisse liefern bereits
einen iiberzeugenden Beleg dafiir, dass solch ein effizienter
Ablauf tiber eine groflere Entfernung selbst fiir das isolierte
Molekiil existiert, was darauf schlieBen lisst, dass es sich um
eine rein molekulare Figenschaft handelt. Wir préasentieren
ein Modell, das die neuen Daten abdecken soll und be-
stimmte molekulare Bedingungen vorhersagt, unter denen
solche Abldaufe moglich oder nicht moglich sind. Ferner
miissen wir den beobachteten starken Einfluss der Umgebung
auf diesen Prozess erldutern, da die Effizienz in Wasser stark
abnimmt.

Eine typische Theorie zum Versténdnis von Leitfahigkeit
in Proteinen kann darauf basieren, die Matrixelemente fiir die
Kopplung der Aminosduren zu berechnen, die in einer un-
gefdhr gemittelten Konformation angeordnet sind. Solche
Rechnungen wurden fiir ein Modellpeptid (Abbildung 1)
durchgefiihrt und zeigen, dass die Energetik zwischen be-
nachbarten Positionen normalerweise die Uberwindung einer
Barriere von etwa 0.4 eV erfordert (Abbildung 2). Bei fiir
biologische Prozesse iiblichen Temperaturen ist diese Bar-
riere nur schwer zu iiberwinden. Dadurch werden die Pro-
zesse ineffizienter, wie es in Untersuchungen in wéssrigem
Medium tatsdchlich beobachtet wurde. Der sehr leichte La-
dungstransport in der Gasphase lésst sich so jedoch nicht er-
kléren.

Gemaéf der Marcus-Theorie ist eine ET-Geschwindigkeit
proportional zum Produkt des Quadrats der elektronischen
Kopplungskonstante und des Franck-Condon-Faktors, der auf
der treibenden Kraft und der Losungsmittelreorganisations-
energie beruht. In der Marcus-Theorie war zunéchst kein
abstandsabhéngiger Faktor enthalten. Spdter wurde die
Marcus-Theorie erweitert,”™ um einen abstandsabhingigen
Faktor e #*~®) einzufiigen, wobei 8 die abstandsabhiingige
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Abbildung 1. Modelldipeptid fiir die Berechnung der Wechselwirkung
zwischen zwei benachbarten Aminosauren fiir den Ladungstransfer
entlang einer Peptidkette.

Reorganisationsbarriere bei Ladungs-Hopping
(UHF/3-21G)

Y
0.1eV
¢ = 65° $ = 50°
= 170° Y =-140°
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Abbildung 2. Verringerung der Barriere fiir den Ladungstransport zwi-
schen benachbarten Aminosiuren (identische Reste) als Funktion der
Ramachandran-Winkel 3 und ¢ in Abbildung 1. Die Ladung springt
durch einen nichtadiabatischen Ubergang vom ionischen Zustand 1
zum ionischen Zustand 2. Nach diabatischer Transformation betrigt
die Barriere fuir den Ladungstransfer etwa 0.4 eV. Der Ladungstransfer
hangt tatsachlich von den Ramachandran-Winkeln ab. Details sind in
Abbildung 3 dargestellt.Die Ab-initio-Rechnung erfolgte auf der Basis
der UHF/3-21G-Methode. |y,,,), =elektronische Wellenfunktion mit
Ladung auf der N-Seite, |1,,), = elektronische Wellenfunktion mit
Ladung auf der C-Seite.

Abklingkonstante, R der Abstand zwischen den Redoxstellen
und R, der Abstand bei der stirksten Annidherung zwischen
Donor und Acceptor ist. Ein normaler experimenteller j-
Wert betrigt fiir DNA ca. 0.77 A~ 5% fiir eine a-Helix ca.
1.26 A~! und fiir ein B-Faltblatt ca. 1.00 A~ %% Viele Ar-
beitsgruppen, wie Beratan, Onuchic et al., fithrten theoreti-
sche Untersuchungen unter Verwendung eines Tunnelmo-
dells zur Ermittlung des abstandsabhingigen Faktors
durch.”**! Auch ein Superaustauschmodell, das auf nicht-
adiabatischem Tunneln von Elektronen basiert, wurde vor-
geschlagen."* Diese Modelle beruhen hiufig auf einer ge-
mittelten Hauptkettenstruktur.

In einer fritheren Arbeit!"!l schlugen wir als Erklirung vor,
dass Peptide eine einzigartige Molekiileigenschaft aufweisen,
die sich daraus ergibt, dass die einzelnen Aminosidureposi-
tionen leichte Rotationen tiber sehr groe Winkel (die Ra-
machandran-Winkel der Polypeptide) durchlaufen konnen.
Diese Bewegungen sind durch die nahezu flache Potential-
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hyperflache innerhalb des Ramachandran-Diagramms ge-
kennzeichnet. Dies wird besonders fiir das isolierte Molekiil
beobachtet. Wir erhielten dann als weiteres iiberraschendes
Ergebnis, dass die Energetik zwischen typischen Modell-
Aminosdurepositionen nicht konstant ist, sondern stark mit
den Ramachandran-Winkeln der beiden Positionen zueinan-
der variiert; daher entspricht das durchschnittliche Verhalten
nicht dem Verhalten beim durchschnittlichen Winkel. Bara-
nov und Schlagw stellten fest, dass es tatsidchlich einen be-
vorzugten Winkel zwischen zwei benachbarten Aminoséduren
gibt, bei dem die Barriere zwischen den beiden Positionen
gegeniiber der Barriere von 0.4 eV beim durchschnittlichen
Winkel vernachlassigbar ist. Die Bewegung ist in Abbildung 3

FC-Verschiebung bei lonisierung/Neutralisierung

/
ion
N 0.56 eV
EMC
4,©) el )i
o / ..... I ISR
/ neu, T

< Ap = 130° >
Ay = 40°
# =180° ¢ = 50°

y =-180° Y =-140°
Ratcheting

Abbildung 3. Potentialfliche fur den Ladungstransport als Ergebnis
einer Winkelverdrehung zwischen benachbarten Aminosiuren; dabei
ist die hohe Effizienz des Transports bei nahe stehenden benachbarten
CO-Gruppen besonders bemerkenswert; FC= Franck-Condon,
H.,, = Energie im lon, H,.,=Energie im Neutralen. Die vertikalen
Linien représentieren die Ubergangsenergien zwischen den relevanten
elektronischen Zustinden. Die obere Kurve reprisentiert den ionischen
Zustand und die untere Kurve den neutralen. Die Ladung wird aus
dem Grundzustand iiber einen Franck-Condon-Ubergang angeregt. Die
verdrehte Bewegung der Ramachandran-Winkel verschiebt den ioni-
schen Zustand zum Schnittpunkt der Kurve, die Ladung wird zuriick in
den neutralen Grundzustand iibertragen. Dieser Prozess wird als eine
Art von Ratcheting bezeichnet.

dargestellt, in der der ionische Zustand verdreht ist, bis er
einen nahezu entarteten Zustand erreicht, bei dem sich die
Kurven kreuzen und die Ladung an dieser Stelle in den
Grundzustand zuriickkehrt, aus dem eine Rotation zuriick zur
Gleichgewichtskonformation folgt. Auch hier wird wieder
deutlich, dass Bewegungen eine wichtige Bedingung fiir die
Reaktivitit sind.""!

Stellen wir nun die Frage nach dem Verlauf der Uber-
tragung zwischen gleichartigen benachbarten Aminosiuren.
Ab-initio-Rechnungen fiir den Transport der Ladung vom a-
Kohlenstoffatom ergaben, dass dieser einmal in Richtung der
N-Seite und einmal in Richtung der C-Seite verlduft. Unsere
Rechnungen fiihrten zu dem Resultat, dass zwischen den
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beiden Richtungen ein Unterschied von 0.4 eV besteht und
der Ladungstransport bei niedrigen Energien damit relativ
ineffizient verlduft.” Solch schlechte Kopplungen sind von
Aminosiuren bekannt.”! Rechnungen an einem vereinfach-
ten Modell durch Baranov und Schlag fiithrten zu dem Er-
gebnis, dass diese Barriere bei extremen Auslenkungen des
Diederwinkels, wenn zwei benachbarte Carbonylgruppen
durch lediglich etwa 2.8 A getrennt sind, unerheblich ist, was
zu einer Art Hybridzustand zwischen den beiden Resten
fiihrt.!"! Somit kénnten zwei Aminoséuren tatsichlich stark
koppeln, doch nur bei extremen Ramachandran-Winkeln.
Fiir eine starke Kopplung miissen wir eine extreme Rotati-
onsauslenkung der relativen Rotationswinkel betrachten.
Dementsprechend bezeichnen wir dieses Modell als Zwei-
Stufen-Modell, bei dem zuerst eine Rotation und anschlie-
Bend die Ladungsiibertragung erfolgt, d. h., wir haben es mit
einem difunktionalen Modell zu tun. Genauere Rechnungen
an Pentaglycin haben kiirzlich bestitigt, dass die Sprung-
wahrscheinlichkeit der Ladung in einer vollstindig quanten-
mechanischen Rechnung stark mit der Anordnung der CO-
Gruppen korreliert.[*%

Wir fiithrten Molekiildynamik(MD)-Simulationen fiir die
Veridnderungen dieser Winkel durch, um die mittlere Zeit zu
bestimmen, zu der erstmals die energiearme, nahezu entar-
tete Konformation durch Rotation der Ramachandran-
Winkel erreicht wird (mittlere first passage time). Wir
nahmen dann an, dass der Ladungstransfer (CT) zum
nichstniedrigeren Energieniveau stattfindet, wenn die
Winkel diese entscheidende Konformation einnehmen, in der
die benachbarten Carbonylgruppen etwa 2.8 A voneinander
entfernt sind. Bei der Simulation wurde eine Variante der
iiblichen MD-Rechnung angewendet. Gewohnlich werden in
MD-Rechnungen alle Bewegungen zur gleichen Zeit ausge-
16st, in unserer Variante aktivieren wir jedoch die Energie an
einer bestimmten Stelle, gewohnlich am C-Terminus, und
beobachten die zeitliche Entwicklung dieser lokalen Anre-
gung. Dazu mussten wir den Code des verwendeten Pro-
gramms CHARMM 24%% modifizieren.""! Von Interesse ist
dabei die Zeit, die zwei benachbarte CO-Gruppen an einem
gemeinsamen C,-Atom einer einzelnen Aminosidure im
Peptid fiir die Rotation um ihre Ramachandran-Winkel be-
notigen, bis erstmals eine kritische Entfernung (ca. 2.8 A)
zwischen den Sauerstoffatomen erreicht ist, bei der die starke
Kopplung zur RC-Ubertragung®® fiihrt (Abbildung 4) — die
mittlere first passage time. Wir schlugen vor, dass andere
Winkel fiir die Ubertragung ineffizient sind. Entscheidend fiir
den Mechanismus ist somit, dass bei typischen Peptidwinkeln
kaum Transport stattfindet, ein leichtes mechanisches Rotie-
ren der Peptidkette entlang der Ramachandran-Winkel hin-
gegen einen hocheffizienten Ladungstransfer bei einem
energetisch nahezu entarteten Zustand auslost.

Das interessante Ergebnis dieser MD-Rechnungen ist,
dass die mittlere first passage time fiir Peptidrotationen fiir
einen einzelnen Transferschritt im Fall einfacher Peptide eine
genaue, sehr kurze Zeitspanne von 100-150 fs ist und damit
einen allgemeinen, schnellen Teilprozess fiir Proteinbewe-
gungen darstellt (Abbildung 5). Eine so kurze Zeitspanne ist
zunichst iiberraschend, allerdings haben Hamm et al. 2001
experimentell einen sehr dhnlichen Wert von 120 fs fiir ein
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Abbildung 4. Momentaufnahmen bis zum Erreichen einer kritischen
Entfernung und RC-Ubertragung im Fall von Gly, (griin C, H o; blau N,
H); rot O). Eine Molekiildynamiksimulation wurde fir das kurze
Peptid bei 1667 K, d.h. 150 meV durchgefiihrt.
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Abbildung 5. Typische mittlere Verteilung der first passage time zum
Erreichen der Position zum ,Abfeuern“ der Ladung zwischen benach-
barten Resten bei 100-150 fs. Dem steilen Beginn durch lokale Erhit-
zung folgt eine Schwanzbildung, die aus dem thermischen Rauschen
aufgrund der einsetzenden Schwingungsmoden resultiert. Es wird hier
eine kurze Polypeptidkette von zehn Gly eingesetzt und eine Molekiil-
dynamiksimulation unter globaler Aufheizung des Molekiils durchge-
fuhrt.® AnschlieRend wird die Verteilung der first passage time in Ab-
hangigkeit von der Zeit des Zusammenstofles der CO-Gruppen um
das dritte C,-Atom der Polypeptidkette bestimmt.

Tripeptid direkt bestimmt.”"! Diese Ubereinstimmung des
Experiments mit unseren MD-Rechnungen ist sehr vielver-
sprechend. Diese Zeitspanne kann fiir komplexere Systeme
variieren, scheint aber dennoch viel kiirzer als diejenige zu
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sein, die fiir eine normale IVR benotigt wird: Diese wurde fiir
chemisch reagierende Systeme zuerst von Rabinovitch et al.
zu etwa 1-2 ps bestimmt®**! (und ist bei niedrigen Anre-
gungsenergien sogar noch linger).”'! Die Zeit fiir anharmo-
nisch gekoppelte IVR kann zwar bis zu 300 fs kurz sein,”"
was aber immer noch lidnger als die Zeitdauer der hier be-
trachteten Rotationen ist. Diese frithe, noch schwache
Kopplung mit den Schwingungen des Peptids kann eine wei-
tere Moglichkeit sein, die grole Zahl an Freiheitsgraden, die
zur Dissipation der Anfangsanregung fithren wiirde, zumin-
dest in Segmenten der Peptidkette zu vermeiden. Auf ein-
zigartige Weise werden hier nur wenige Freiheitsgrade auf der
Sub-Pikosekunden-Zeitskala gekoppelt. In einem solch stark
reduzierten Phasenraum finden wir hocheffiziente, schnelle
Bewegung mit noch wenig Energiedissipation. Wir nehmen
an, dass diese hocheffiziente Bewegung in Peptiden auf der
sehr kurzen Sub-Pikosekunden-Zeitskala ein wichtiger Be-
standteil der sehr frithen Dynamik von Proteinbewegungen
ist, die zur langreichweitigen Reaktivitét beitrdagt. Diese sehr
kleine Zeitskala in einem reduzierten Phasenraum konnte fiir
das Auffinden stabiler, sogar nahezu natiirlicher Konforma-
tionen in Teilabschnitten zu einem sehr frithen Zeitpunkt
wiahrend der Entstehung eines Proteinsystems von Interesse
sein. Diese Teilabschnitte konnten in Form von Sektionen
oder Doménen miteinander wechselwirken und so schlieBlich
zu makroskopischen Proteinbewegungen fiithren.

Diese sehr kurze Zeit fiir die Rotation einer Aminosiure
im Peptid, bis eine effiziente Kopplung mit der néchsten
Aminoséiure erreicht ist, wird als die mechanistische Vorstufe
fir die effiziente Ladungsiibertragung angesehen. Wir
nehmen an, dass die leichte Ladungsmobilitdt durch die Ro-
tation bis hin zu dieser entscheidenden Konformation verur-
sacht wird. Umgekehrt miissen wir dann auch schlussfolgern,
dass bei Verhinderung dieser Weiterleitung keine Ladungs-
iibertragung stattfindet. Befindet sich das Peptid in einer
starren Umgebung, sollte keine Weiterleitung iiber diesen
Mechanismus moglich sein.’”! Es lieBe sich nun spekulieren,
welche Umgebungen fiir den Ladungstransport in biologi-
schen Systemen nachteilig sein konnten (siche Abschnitt 6).

2. Energetik

Sind die Reste nicht identisch, miissen weitere energeti-
sche Aspekte berticksichtigt werden, da selbst die korrekte
Rotation einen energetisch bevorzugten Weg zur Ubertra-
gung finden muss. Am einfachsten kann angenommen
werden, dass jeder Rest eine bestimmte Energie hat, die nur
lose an die anderen Reste gekoppelt ist. Dieses schwach ge-
koppelte System ist sinnvoll als erster Ansatz. Zur Abschét-
zung dieser einzelnen Energien konnten wir die Ionisie-
rungsenergie einer jeden Aminosdure betrachten. Dies ist
allerdings selbst fiir das isolierte Molekiil in der Gasphase
nicht vollig genau, da sich jeder Rest in einer chemischen
Umgebung befindet, die sich stark von der einer isolierten
Aminosédure unterscheidet. Insbesondere sind die Nachbar-
gruppen normalerweise keine S&duregruppen usw. Somit
miissen selbst einfache Modellrechnungen eine neutralisierte
Umgebung annehmen (Abbildung 6).
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Abbildung 6. Modellverbindung, die zur Berechnung des IP eines Ami-
nosiurerests innerhalb eines Peptids verwendet wurde. 3 und ¢ sind
die Ramachandran-Winkel.

Weiterhin ist zu beriicksichtigen, dass die Ionisierung
eines bestimmten Restes in der Peptidumgebung anders
verlduft als die Ionisierung der entsprechenden isolierten
Aminosiure, bei der das Elektron bis ins Unendliche entfernt
wird. Die Ionisierung entlang der Kette verlduft zu CT-Zu-
stinden, bei denen die Ladung nicht ins Unendliche entfernt
wird. Diese Zustédnde liegen gewohnlich etwa 1 eV unterhalb
der Standardionisierungsenergien fiir die isolierten Amino-
sdauren. Nichtsdestoweniger wird der Transport hier im We-
sentlichen durch variierende lokale Energien gesteuert, ein
Modell, das unsere Ergebnisse grob zu erklédren scheint. Dies
ist ein wertvolles Modell fiir den Ladungstransport in solchen
Peptidionen und konnte sich moglicherweise auch auf grof3e
Molekiilfragmente, wie sie z. B in einem Massenspektrometer
beobachtet werden, anwenden lassen.

Damit haben wir nun ein difunktionales Modell zur Hand,
das den CT entlang der Polypeptidkette vom C-Terminus zum
N-Terminus beschreibt. An jedem C,-Atom gibt es sowohl
eine N-Seite als auch eine C-Seite. Die Torsionswinkel um die
C,-Drehachse sind in bestimmten Domainen innerhalb des
Phasenraums (i, ¢) eingeschriankt, der im Ramachandran-
Diagramm dargestellt ist. Unterschiedliche Aminosiurepaare
der a-Helix und des p-Faltblatts belegen verschiedene Be-
reiche im Ramachandran-Diagramm. Wenn die Ladung lokal
auf der C-Seite eines C,-Atoms angeregt wird, springt sie
durch den anschlieBenden O-O-Atomzusammenstof3 in der
Nihe des C,-Atoms zu dessen nahe gelegener N-Seite. Dieser
Sprungprozess kann weniger als 10 fs beanspruchen. Die
Torsionsbewegungen der Carbonylgruppen fiir die - und ¢-
Winkel benoétigen jeweils etwa 150 fs, wobei diese Zeiten
jedoch in Abhéngigkeit von den verschiedenen Ausgang-
skonformationen variieren und daher nicht miteinander kor-
relieren. Daher deuten wir diese Rotationsbewegungen als
ein virtuelles Brownsches Teilchen, das sich innerhalb des
Bereichs mit nahezu freier Bewegung im Ramachandran-
Diagramm bewegt.®! Die O-O-Atome stoBen bei einem be-
stimmten Abstand (z.B. bei 2.8 A) zusammen, und das vir-
tuelle Brownsche Teilchen erreicht im Ramachandran-Dia-
gramm einen festgelegten Punkt, der einen Ausgang zum
Entweichen des Brownschen Teilchens definiert. Dieser
Punkt wird durch die Brownsche Rotationsbewegung er-
reicht. So entsteht ein quasi-entarteter Zustand, in dem dann
ein schneller Ladungstransfer stattfindet. Dieser Ladungs-
transfer erfolgt, sobald der C-O-Abstand erreicht ist, im
Wesentlichen elektronisch unverzogert auf der Zeitskala der
Brownschen Bewegung. Daher entspricht die sequenzielle
Weitergabe der Ladung entlang einer Polypeptidkette einer
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Folgekombination von 1) Entweichen des Brownschen Teil-
chens und 2) Sprung der Ladung.

Bei einem beispielhaften Vergleich der experimentellen
Befunde fiir Leu-Leu-Leu-Trp mit Gly-Gly-Gly-Trp beob-
achten wir, dass Leu-Leu-Leu-Trp die Ladung von einem
ionisierten Trp vollstindig zum N-terminalen Leu leitet,
wihrend im Fall von Gly-Gly-Gly-Trp tiberhaupt kein
Transport stattfindet.'?) Dies kann einem kleinen Unter-
schied der CT-Energien von Leu und Gly zugeschrieben
werden, wobei die Energie fiir Leu etwa 0.2 eV niedriger ist.
Da die Energie fiir Trp dazwischen liegt, ermoglicht der
Austausch von Trp gegen das energetisch hoher liegende Tyr
in beiden Fillen einen vollstéindigen Transport. Diese beiden
Peptide sind nur zwei Vertreter einer betrédchtlichen Zahl an
untersuchten Peptiden.l?

Der leichte Ladungstransport resultiert in einer chemi-
schen Reaktion, die an einem von der lonisierungsstelle weit
entfernten Ort stattfindet. Mit anderen Worten erfolgt eine
Ubertragung sowohl der Reaktivitit als auch der Ladung. Fiir
diese so genannte RC-Ubertragung miissen zwei Bedingun-
gen erfiillt sein: 1) Die ultraschnelle Bewegung der Dieder-
winkel hin zum Zustand, in dem die Ladung iibertragen wird,
darf nicht behindert werden; 2) die Energetik muss an dieser
Stelle giinstig sein. Dies unterscheidet sich von der typischen
Kinetik lokaler chemischer Reaktionen. Die Anregung er-
folgt in unserem System an einem Ende und die chemische
Reaktion lduft als Folge von Ladungstransport am anderen
Ende ab.

Welche Rolle spielen nun die normalen, unimolekularen
Prozesse in Peptiden? Solche Prozesse finden natiirlich den-
noch statt, allerdings auf einer viel gro3eren Zeitskala, wie fiir
kleinere Peptide in der Gasphase von Lifshitz et al.l**!
nachgewiesen wurde. Sie bewiesen, dass sowohl Leu-Tyr als
auch Leu-Leu-Tyr nach IVR normale chemische unimole-
kulare Reaktionen eingehen konnen, wenngleich viel lang-
samer. Die Geschwindigkeitskonstanten liegen dann im von
der Theorie von Rice, Ramsperger, Kassel und Marcus vor-
hergesagten Bereich.*”! Das Extrapolieren dieser Zeiten auf
unsere groBeren Systeme wiirde zu Reaktionszeiten von ca.
0.1s fithren, die in unserer Apparatur nicht beobachtet
werden konnen und mit strahlendem Zerfall konkurrieren
wiirden. Wir nehmen an, dass wir es zum einen mit einem
stark verringerten Phasenraum bei kurzen Zeiten und zum
anderen mit einem normalen, groeren Phasenraum nach der
IVR zu tun haben. Fiir Peptide mit niedrigen Anregungsen-
ergien, wie sie in biologischen Systemen gefunden werden,
erfolgt vor der IVR eine ultraschnelle RC-Ubertragung ent-
lang der Kette zu einem energiearmen Rest.”*”! Dieser
Prozess verldauft wegen des sehr kleinen Phasenraums duf3erst
effizient.

Betrachten wir nun eine Energiefliche im Peptid, die
nicht eben ist, sondern einige ausgeprigte Energiekonturen
aufweist. Als Beispiel soll der gemischte Fall von Leu-Gly-
Leu-Trp dienen. Wir beobachten wieder eine duflerst effizi-
ente RC-Ubertragung ausgehend vom C-Terminus, doch in-
teressanterweise nur bis zum Gly-Rest. Diese energiereiche
Position wirkt nun als ,Flaschenhals“ fiir die RC-Ubertra-
gung. Obwohl der N-Terminus die niedrigste Energie in der
Kette aufweist, ist er nicht der Endpunkt der RC-Ubertra-
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gung. Folglich wihlt dieser Mechanismus nicht den energie-
Armsten Endzustand aus, wie in der normalen statistischen
Kinetik — vielmehr fiihrt die Engstelle entlang des Wegs zur
Unterbrechung des Ubertragungsprozesses. Das Experiment
zeigt auBerdem, dass die RC-Ubertragung entlang der Pep-
tidkette erfolgt und nicht durch einen anderen Prozess.

Dieser Ablauf iiber groBe Entfernungen mit einem derart
stark reduzierten Phasenraum ist ein Prozess, der vielleicht
nur bei Polypeptiden auftritt und durch die ultraschnellen,
groBamplitudigen Verdnderungen der Ramachandran-
Winkel gegeben ist, wodurch IVR und ebenso lokale elek-
tronische Energien iiberspielt werden.

Wenn wir diese Denkweise auf Photoionisierungsdaten
aus der Massenspektrometrie von Peptiden anwenden, stellen
wir fest, dass auch hier Reaktivitit im Ion iiber betrichtliche
Entfernungen transportiert wird und so zur Bildung der
vielen beobachteten Fragmente fiihrt. Ein statistischer Pro-
zess wire nicht dazu in der Lage, in der Zeitskala eines ty-
pischen Massenspektrometers eine derartige, erhebliche
Fragmentierung grofler Ionen so weit entfernt von der An-
regungsstelle zu bewirken.['"”

3. Rechnungen

Fir Peptide sind viele Anregungsmoglichkeiten, z.B.
durch Redoxreaktionen, vorstellbar, hier allerdings wollen
wir den einfachen Prozess der direkten Photoionisierung
betrachten, und das auch nur am C-terminalen Ende des
Peptids. Zur Bestimmung der lokalen Energien ermittelten
wir die Ionisierungsenergien der 20 natiirlichen Aminoséu-
ren. Nur vierzehn Werte wurden experimentell bestimmt, fiir
die restlichen sechs Aminoséuren fithrten wir eine Ab-initio-
Rechnung durch (Abbildung 7). Dazu nutzten wir ein DFT-
Programm!”!! unter Verwendung der B3LYP-Methode und
eines 6-31 + G*-Basissatzes. Es ergab sich, dass Gly, wie von
dem Modell gefordert, tatsdchlich 0.2 eV iiber Leu liegt.

Die zunichst photoionisierte Aminoséure, hier Trp, ist ein
Spezialfall, da die Ionisierung an dieser Stelle das Elektron
bis ins Unendliche entfernt, wihrend alle weiteren lokalen
Ionisierungen CT-Zust4nde sind. Dies zeigt sich bereits beim
Dimer Leu-Trp, wo die Ladung leicht zum Leu wandert.
Auflerdem ist dieser Transfer, sogar nach Abschalten des
Lasers, stabil und offenbar irreversibel, selbst iiber eine
Dauer von 10 ms."!

Die lonisierung eines Trp wird allein nur iiber den opti-
schen Ubergang im Benzolteil bei 260 nm hervorgerufen, und
es wird eine lonisierungsenergie erwartet, die der Ionisie-
rungsenergie der isolierten Aminosdure sehr nahe kommt.
Diese Ionisierungsenergie ist diejenige Energie, die zur Bil-
dung einer positiven Ladung am Molekiil und gleichzeitigen
Entfernung des Elektrons ins Unendliche notwendig ist.
Unter der Annahme, dass diese Energie ndherungsweise der
Ionisierungsenergie der isolierten Aminosdure entspricht, ist
die Energetik fiir die beschriebenen Prozesse in Abbildung 7
angegeben.

Aus Leu-Trp wiirde Leu-Trp" entstehen. Es wire nun
vorstellbar, dass die Ladung anschlieSend von Trp zu Leu
springt. Die dafiir aufgewendete Energie unterscheidet sich
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Abbildung 7. lonisierungspotentiale von Aminoséuren; [] experimen-
teller Wert, O berechneter Wert (B3LYP/G-31+ G*) mit optimierter
Geometrie. Entlang der x-Achse sind die polaren, aromatischen, katio-
nischen und anionischen Spezies angeordnet.

von derjenigen zur Entfernung des Elektrons von einer dieser
zwel Positionen, denn nun muss das Elektron nicht bis ins
Unendliche bewegt werden, sondern lediglich zur anderen
Position. Mithilfe eines einfachen Coulomb-Modells kann die
Energieeinsparung zu etwa 1 eV berechnet werden; simtliche
weiteren Positionen in der Kette nach der ersten sind dann
CT-Positionen. Damit haben wir nun den Leu’-Trp-Zustand
erreicht.

Wenn wir eine DFT-Rechnung am Tripeptid Leu,Trp
durchfiihren, erhalten wir eine vertikale Ionisierungsenergie
von nahezu 7.8 eV, wihrend die adiabatische Energie fast
7.0eV betrdgt. Fiir eine Modellierung miissen daher die
prototypischen Ionisierungsenergien der Aminosduren be-
rechnet werden, die in einer Pseudo-Peptidumgebung einge-
schlossen sind (Abbildung 6). Diese Energien liegen tat-
sédchlich alle etwa 1 eV niedriger als die der isolierten Ami-
nosduren. Dies bedeutet, dass der niedrigste Energiezustand
ein adiabatischer Zustand ist, der durch den vertikalen Pro-
zess, trotz niedrigerer Energie, nicht leicht erreichbar ist.

Als grobe Vereinfachung setzen wir fiir die erste Position
die vertikale Ionisierungsenergie der isolierten Aminosédure
und fiir alle folgenden Positionen die CT-Energien ein. Wir
betrachten ein Dimer von Leu und Trp (LT) und nehmen an,
dass die Wellenldnge und Intensitdt des Lasers so gewihlt
werden, dass Trp in LT ionisiert wird [GI. (1)].

LT LT (v) (1)
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LT*(v) entspricht dem vertikalen Ionisierungszustand,
der durch den Franck-Condon-Ubergang bestimmt ist. Aus
Abbildung 7 geht hervor, dass das Energieminimum etwa
7.8 eV fiir LT*(v) betrdgt, und aus Abbildung 8, dass die

A
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Abbildung 8. lonisierungspotentiale von Aminosaureresten innerhalb
eines Peptids, das aus der Modellverbindung berechnet wurde, in der
sich die Aminosdure in einer Pseudo-Peptidumgebung befindet. Der
Basissatz und die Spezies sind die gleichen wie bei Abbildung 7.

adiabatische Ionisierungsenergie nur 6.8 eV fiir LT"(a) be-
trigt (e=adiabatisch). Da LT"(a) nur eine Energie von
7.5 eV aufweist (Abbildung 8), kann der CT gemiB Glei-
chung (2) stattfinden.

LT*(v) — LT*(a) 2)

Zur Berechnung dieser adiabatischen Energien wurde die
Aminosdure in eine typische Umgebung versetzt (Abbil-
dung 6). Auf diese Weise berechneten wir eine Reihe von
adiabatischen Energien fiir die 20 Aminosduren (Abbil-
dung 8). Typischerweise liegen diese Energien alle etwa 1 eV
niedriger als die vertikalen Ionisierungsenergien in Abbil-
dung 7. Wenn wir nun das Ionisierungspotential (IP) von Trp
in Abbildung 7 mit den adiabatischen Energien in Abbil-
dung 8 vergleichen, wird deutlich, dass der Wert fiir Trp genau
zwischen den Werten von Gly und Leu liegt. Daraus kann ein
Ladungstransport zu Leu vorhergesagt werden, nicht jedoch —
tibereinstimmend mit unserer Beobachtung — zu Gly. Die
Absorption zum adiabatischen Zustand von Trp (Abbil-
dung 8) ist der niedrigste Energiezustand des Systems, weist
jedoch fiir ein normales Absorptionsexperiment zu wenig
Oszillatorstarke auf. Es ist allerdings anzunehmen, dass durch
eine Absorption mit einem kleinen Querschnitt dieser Zu-
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stand von Trp im Peptid auch erreicht wird, und dieser ist
dann der niedrigste Zustand des gesamten Systems. Aus
diesem Zustand ist kein CT moglich.

Es ist entscheidend, dass der Elektronentransfer (ET) in
Gleichung (2) vor der IVR stattfindet. Daher sollte der ET in
Gleichung (2) durch eine Ein-Niveau-ET-Geschwindigkeits-
konstante W;, beschrieben werden. Ist der ET viel langsamer
als die IVR, sodass anstelle eines ET das Schwingungs-
gleichgewicht eingestellt wird, erhalten wir die mikrokano-
nische ET-Geschwindigkeitskonstante W(E) [GI. (3)], wobei
E die Anregungsenergie des Systems und P, (E) die mikro-
kanonische Verteilung ist [Gl. (4)]. 6(E—E,;,) ist die Delta-
Funktion und p,(E) die Zustandsdichte mit der Energie E
[GL (5)]. Gleichung (3) zeigt, dass IVR die Anregungsener-
gie iiber alle Schwingungszustéinde gleicher Energie verteilt.
Jeder Zustand ist gleich wahrscheinlich und wird durch P, (E)
beschrieben. Die beobachtete Geschwindigkeit W(E) muss
nun alle moglichen ET-Geschwindigkeitskonstanten W, ein-
schlieBen, die durch ihre mikrokanonische Verteilung P, (FE)
bewertet werden. Mit anderen Worten wird IVR die ET-
Geschwindigkeit verringern.

W(E)= Y P,(E)W, 3)
P =2 ) “
pi(E) = Z O(E-E;) (5)

Diese Schlussfolgerungen fiir die RC-Ubertragung sind
zwar von allgemeiner Natur, aber es werden dennoch feine
Unterschiede vorliegen, wenn die entsprechende Anre-
gungsenergie aus Prozessen stammt, die keinem Photoioni-
sierungsprozess entsprechen. Es ist zu beachten, dass der
Riicktransfer zum adiabatischen Zustand des C-terminalen
Trp nach dem Ladungstransfer zum N-terminalen Leu zu
langsam verlduft und daher nicht begiinstigt ist, da nun der
bevorzugte Prozess eine lokale Dissoziation ist.

Der umgekehrte Ladungszustand, der etwa 1eV unter
dem Leu*-Trp-Zustand liegt, fithrt zu einer beachtlichen
Energieliicke. Da dies alles Prozesse sind, die innerhalb
elektronischer Uberginge strahlungslos verlaufen, kénnen
wir aus der Theorie der strahlungslosen Ubergiinge ableiten,
dass sich die Lebensdauer des Leu'-Trp-Zustands etwa mit
der Energieliicke erhoht,® 1% entsprechend Gleichung (6),

TP 2m \'? wy (| Wy
Wi = 7 \ oy exp|——= lnﬁ—l —s (6)

wobei w,, die Energieliicke, s den Huang-Rhys-Faktor, T; das
elektronische Kopplungsmatrixelement, v die Anregungs-
frequenz und @ die Durchschnittsfrequenz bezeichnet. Eine
Liicke von 1 eV fiihrt zu einer Lebensdauer von etwa 100 ns
als Untergrenze; auf dieser Zeitskala kann der Leu™-Trp-
Zustand fragmentieren. Experimente zu Leu-Tyr zeigen, dass
die Ladung im Dimer an der Leu-Position verbleibt.*!

Eine detailliertere Dichtefunktionalrechnung fiir Leu,Trp
liefert einen vom Torsionswinkel abhéngigen CT-Prozess, der
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unser difunktionales Modell stiitzt. In Abbildung 9 ist der
Winkel zwischen der Leu1-CO-Gruppe und der Leu2-CO-
Gruppe fixiert, und die Veranderung des Winkels zwischen
der Leu2-CO-Gruppe und der Trp-CO-Gruppe 16st eine
Anderung der Ladungsverteilung aus. Der mittlere Rest wirkt
als Schalter. Die Ladung kann erst bei einem bestimmten
Torsionswinkel iibertragen werden.

Leu1-(148°)-Leu2-(a)-Trp*

300
] a Trf
200 — P
Ladungs- - A, RN x Leu2
verteilung 100 - St < T
1% -1 2 Ta’ ‘o o Leu1
0 =
100 W
T T T T 7T
4]
Elev ,] — ———
t+
—60 60 180 300 420

Torsionswinkel von Leu2-Trp

Abbildung 9. Ladungsverteilung im Tripeptid Leu-Leu-Trp als Funktion
des Torsionswinkels a(Leu 2-Trp). Der untere Teil der Abbildung zeigt
die relative Energie des Systems. Es wird hier die Mulliken-Population
des Leu-Leu-Trp-Kations berechnet. Der Winkel zwischen der Leu1-CO-
Gruppe und der Leu2-CO-Gruppe ist auf 148° fixiert. Die Winkel zwi-
schen der Leu2-CO-Gruppe und der Trp-CO-Gruppe sind fiir ein varia-
bles a aufgetragen. Diese Winkel sind bei der Energieminimierung der
Peptidkonformation festgelegt. Die Alternierung der Ladungsverteilung
bei Verdnderung des Winkels zeigt, dass der Ladungstransfer auf der
Torsionsbewegung der Ramachandran-Winkel basiert.

Eine Dichtefunktionalrechnung in der Gasphase bestarkt
uns in der Aufstellung eines allgemeineren Modells, das eine
intrinsische Polypeptid-Riickbindungsdynamik einschlief3t.
Dieses difunktionale Modell sollte das Verhalten in der Gas-
und Fliissigphase abdecken und erfasst nicht nur die Bin-
dungsdynamik, sondern auch Einfliisse der Umgebung, z.B.
Einschridnkungen der Bindungsdynamik. Auf einer derart
kleinen Zeitskala wird Wasser zu einem grofSen Hindernis
und fiithrt daher zu einer starken Reduzierung der CT-Effi-
zienz. Interessanterweise ist dies nicht der Fall fiir Lipide;
erste Rechnungen fiir eine Lipid-Umgebung ergeben viel
hohere Effizienzen.!'"™

4. MD-Simulation und Verteilung der mittleren first
passage time

In vielen Transmembranproteinen verlduft der CT-Pro-
zess mit einem Energiegradienten von ca. 0.4 eV. Diese
Energie erfordert eine erhebliche treibende Kraft fiir die
Weitergabe der Ladung von einer Aminoséure zu anderen. In
unserem difunktionalen Modell wird diese Energie zur Car-
bonylgruppe der N-Seite des C,-Atoms geliefert, anschlie-
Bend erfolgt die Torsionsbewegung, und das virtuelle

Angew. Chem. 2007, 119, 3258 —3273

© 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

Brownsche Teilchen kann sich dadurch innerhalb des Ra-
machandran-Diagramms bewegen. Diese Energiebarriere ist
nur an bestimmten Orten auf nahezu null reduziert.

Unser difunktionales Modell besteht aus einem Warte-
und einem Ausloseprozess. Der wichtigste Aspekt ist hier die
Eintragung der Energie in die Rotationsfreiheitsgrade, damit
die Rotationsbewegung der Carbonylgruppe angetrieben
wird, bevor die Schwingungsbewegung der Polypeptidhaupt-
kette einsetzt. Der O-O-Atomzusammenstof sollte effizient
sein. Wie bekannt ist, wird die Schwingungsbewegung durch
IVR nach einigen Pikosekunden dissipiert. Daher wird die
Rotationsenergie nach mehreren (z.B. ca. fiinf) aufeinander
folgenden O-O-ZusammenstoBen auch hier dissipiert.

Wie in Abschnitt 2 ausgefiihrt, verlaufen Ladungstransfer
und Entweichen des Brownschen Teilchens auf unterschied-
lichen Zeitskalen. Die Hintergrundkettenbewegung ist der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Die Rechenmethode
fiir dieses difunktionale Modell ist eine klassische Molekiil-
dynamiksimulation. Wir 16sen den Prozess durch Rotieren

der C,C-Achse mit einer treibenden Energie von ca.
150 meV aus (Abbildung 10) und stellen die Frage nach der
Effizienz fiir einen erfolgreichen O-O-Zusammensto3. Wir
schlagen folgende Definition fiir die Effizienz vor:

Effizienz = erfolgreiche Konformationen/gesamte Kon-
formationen.

Wir fiihrten die Simulation des O-O-Zusammenstof3es mit
ca. 3000 Konformationen durch und ermittelten, dass es we-
niger erfolgreiche Konformationen zum entscheidenden Ab-

Abbildung 10. Sprungmechanismus in Abhingigkeit vom Diederwinkel
der Reste. Wir kénnen uns vorstellen, dass die Ladung zunichst aus-
gehend vom C-Terminus tibertragen wird und an der C-Seite des C,-
Atoms verbleibt. Die Carbonylgruppe der C-Seite wartet auf die Torsi-
onsbewegung, bis sich die Carbonylgruppe von der N-Seite einem be-
stimmten Winkel nihert. Dann beginnt die Ladung zu springen. Dieser
Prozess ist im unteren Teil dargestellt. Wir zeigen das Ramachandran-
Diagramm fiir die einzelnen Aminosauren im unteren Teil. Die Torsi-
onsbewegung jeder Aminosiure dhnelt einem virtuellen Brownschen
Teilchen, das sich in einem Phasenraum der Ramachandran-Winkel
bewegt. Sobald dieses Brownsche Teilchen den Ausgangsteil (schat-
tierte Fliche) erreicht, findet an dieser Stelle und zu diesem Zeitpunkt
der Ladungstransfer statt. Diese Abbildung zeigt einen sequenziellen
Fluchtprozess fuir unser difunktionales Modell.
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stand gibt als gesamte Konformationen. Das Verhiltnis gibt
eine Effizienz an.

Mit dieser Effizienz konnen wir durch ein einfaches Ar-
gument eine Beziehung zum Abklingfaktor mit dem Abstand
herstellen. Zuerst definieren wir die Geschwindigkeitskon-
stante k fiir den CT sowie eine Geschwindigkeitskonstante k;,
fiir den Verlust an das Bad. Der Bruchteil der Ladung, der
nach n verkniipften Aminosduren noch vorhanden ist, kann
nach Gleichung (7) ermittelt werden.

%! 7

Diese Potenzform kann in die exponentielle Form e
iiberfiihrt werden, wobei 8 normalerweise 0.8-1.4 Alist. Da
die Linge jeder Aminosiure ca. 3.7 A betrigt, wird der ab-
standsabhingige Abklingfaktor als e % = e 37" qusgedriickt.
Wir kénnen a" = e"™* anwenden, wobei a = k/(k+k) ist, um
Gleichung 8 zu erhalten.

B=-37 (8)

Wie aus Gleichung (8) hervorgeht, ist a die Effizienz, und
wir erhalten den -Wert des abstandsabhéngigen Abkling-
faktors. Ist der S-Wert klein, ist die CT-Effizienz groB3. Ein
sehr effizienter Transfer erfolgt in DNA, wo der -Wert ca.
0.2 A™! betriigt. Das Verhiltnis k/k, betrigt 1:1. Jetzt ver-
laufen beide Prozesse gleich schnell. Fiir f=1.4 A" erhalt
man ky/k,=177. Das bedeutet, dass weniger als 1% CT bei
jedem Schritt dem normalen Wert von /3 entspricht.

In unserer Simulation wird ein fiir eine Einzelpositions-
anregung modifiziertes CHARMM-24-Programm”! einge-
fihrt, um die in den vorhergehenden Abschnitten beschrie-
bene Methode zur lokalen Aufheizung einzusetzen (Abbil-
dung 5). Bei der nativen Anfangskonformation beeinflusst
die Rotationsrichtung die mittlere freie Weglédnge und somit
die mittlere first passage time. Das Modell liefert eine un-
verzogerte treibende Energie zu einer einzelnen Position;
diese Energie wird entlang der Polypeptidkette zur néchsten
C,-Position iibertragen. AnschlieBend folgen MD-Simulatio-
nen des CT von der isolierten Gasphase bis hin zum hydra-
tisierten System.

5. Isoliertes System

Unser Massenspektrum von kurzen Polypeptidketten
Leu, Trp (n = 1-4)1! zeigt nur den Peak des Molekiilions und
der N-Termini mit einer Gesamteffizienz von ca. 0.47. Es tritt
kein weiterer Bindungsbruch bei den dazwischen liegenden
Resten auf. Daher wird die Effizienz von 0.47 dem ersten
Leu-Rest zugeordnet, und andere Reste haben eine Effizienz
von nahezu eins. Diese Effizienz von nahezu eins lisst die
Schlussfolgerung zu, dass die Energie hoch effizient tibertra-
gen wird. Da keine Energiedissipation auftritt, wird die Ro-
tationsenergie infolge der Impulserhaltung vollstéandig auf die
nichste Carbonylgruppe iibertragen (Abbildung 10). Die
Methode der lokalen Autheizung ergibt, dass die verblei-
benden Phononen die anschlieBende Bewegung, die zum
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Ladungstransport fiihrt, nicht beeinflussen. Die Ergebnisse in
Tabelle 1 bestdtigen diese hohe Effizienz zwischen benach-
barten Aminosiduren und eine ballistische Bewegung im di-
funktionalen Modell.

Tabelle 1: Effizienz an jeder von der Stelle der lokalen Aufheizung ent-
fernten Stelle.”

Rest-Nr.! Effizienz Rest-Nr.! Effizienz
2 0.18 12 0.90
3 0.0033 13 0.46
4 0.41 14 0.22
5 0.29 15 0.22
6 0.25 16 0.084
7 0.40 17 0.11
8 0.69 18 0.013
9 0.85 19 0.025

10 1.0 20 0.26

11 0.78

[a] Position der lokalen Aufheizung: Val10; Tiou=2667 K. Tiinergrund =
300 K. [b] Mbyy= (N-Terminus)Glu1-Asp 2-Leu 3-Lysn4-Lysn 5-Hsd 6-
Gly7-Val 8-Thr9-Val 10-Leu 11-Thr12-Ala 13-Leu 14-Gly 15-Ala 16-lle 17-
Leu18-Lysn 19-Lysn 20(C-Terminus). Lysn=neutrales Lys.

In Tabelle 1 regen wir die C-Seite der C,-Position von
Val,, fiir das 20mere Polypeptid Mb,, mit einer Anregungs-
energie von 150 meV an. Dieses 20mer ist aus der a-Helix des
Myoglobinmolekiils herausgeschnitten. Die Effizienz ist
selbst an der fiinften Stelle von der Position der lokalen
Aufheizung (Rest 15) hoch. An Rest 16 sinkt die Effizienz
schlagartig ab. Bei Valy, ist der mfp-Peak (mfp=mean first
passage) sehr stark (Abbildung 11).

0.024

Verteilung der 0.014

first passage time
P 9 x 0.15

0 200 400 600 800 1000
tifs

Abbildung 11. Verteilung der mittleren first passage time gegen die
Zeit an Val10 fiir das 20mere Mb,,. Dies ist die gleiche Peptidkette wie
in Tabelle 1. Hier ist ein starker Peak sichtbar, der der Position der lo-
kalen Aufheizung zugeordnet wird. Da es zwei Richtungen fiir die Ro-
tation der CO-Gruppe gibt, ist die eine die Vorwirtsbewegung von
niedriger zu héherer Aminosaurenummer und die andere die Riick-
wirtsbewegung von héherer zu niedrigerer Aminosidurenummer. Der
Einschub zeigt drei kleine Peaks, von denen (a) der Vorwirtsbewegung
direkt nach lokaler Aufheizung entspricht, (b) einer Riickwirtsbewe-
gung und (c) der rekursiven Bewegung von der C- zur N-Seite.

6. Die wiissrige Umgebung

Offensichtlich ist das vorgestellte Modell recht erfolgreich
bei der Interpretation des hocheffizienten Transports einer
Ladung iiber die Ionisierung am C-Terminus des isolierten
Peptidmolekiils und deren Wanderung entlang der Kette. Wie
sieht dies nun fiir den Fall der aus dhnlichen Experimenten
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abgeleiteten, geringeren Leitfahigkeit in Wasser aus? In sol-
chen Experimenten wird die negative Ladung gewohnlich am
einen Ende eines Donor-Acceptor-Redoxkomplexes einge-
fiihrt?*** und am anderen Ende wieder entfernt, wobei sie
exponentiell mit der Distanz abnimmt und die Effizienz um
etwa zwei GroBenordnungen abféllt. In Anbetracht der
groBen Bedeutung von Wasser als Medium fiir biologische
Prozesse muss dies ebenfalls fiir unseren Fall behandelt
werden.

Die Leitfahigkeit von Proteinen in einem Wassermedium
wurde von vielen Gruppen gemessen und ist durch den ab-
standsabhiingigen Abfall der Ladung gekennzeichnet.>
Dies wird durch die Exponentialfunktion (9) ausgedriickt,

Y=Ae R 9)

wobei 8 normalerweise 1 A~! betrigt (Y= Ausbeute, A =
molekularer Parameter, R =n-faches der Ldnge einer Ami-
nosdure). Daraus leitet sich ab, dass das Signal/die Ladung
nach einer Distanz von nur 1 A auf 1/e abfillt. Wenn wir diese
Information nun in das Modell fiir einen Sprung zwischen
Aminosdurepositionen aufnehmen, fiihrt dieser Abfall fiir ein
normales Aminosdurenintervall von R=3.7 A~!, wie in An-
giotensin, zu einer Sprungeffizienz von 3 %. Dies bedeutet,
dass bei jedem Sprung zur néchsten Position nur 3% der
Energie transportiert werden, was offensichtlich nicht sehr
effizient ist, besonders im Vergleich zur Effizienz im isolier-
ten Molekiil in der Gasphase von nahezu 100 %. Es stellt sich
daher die Frage, in welchem Ausmal} das isolierte Molekiil
unserer Untersuchungen durch das Medium beeinflusst
werden wiirde. Erneut wurden MD-Rechnungen wie fiir die
Gasphase angestellt, doch diesmal in einem Medium von
etwa 500 einzelnen Wassermolekiilen. Es wurde beobachtet,
dass die Wasserumgebung die Proteinbeweglichkeit durch
Schwiichen des Wasserstoffbriickennetzes erleichtert,? al-
lerdings bildet das Wasser einen Hohlraum um das Peptid.
Eine solche Hiille ist zu trdge, um auf die ultraschnellen
Winkelbewegungen zu reagieren. Somit neigt Wasser zum
Aufbau eines hydrophoben Kifigs, was zur Bildung einer
fassartigen Struktur um das Peptid mit einer Offnung von nur
etwa 6 A fiihrt (Abbildung 12).

Bei MD-Berechnungen unserer einfachen Peptide in
Wasser wird dennoch eine dhnliche mittlere first passage time
von etwa 150 fs beobachtet. Dies ist iiberraschend, da es be-
deutet, dass die first passage time der Ramachandran-Rota-
tionen im Peptid trotz starker Behinderung durch Wasser-
molekiile nicht wesentlich verdndert wird (Abbildung 13).
Bei Betrachtung der MD-Ergebnisse in Abbildung 13 wird
allerdings ein beachtliches Rauschen in den vielen unter-
suchten Trajektorien deutlich. Dies resultiert aus der Tatsa-
che, dass nur sehr wenige der vielen Trajektorien eine grofie
Amplitude erzeugen, wie sie fiir den Ladungstransport zur
néchsten Stelle benotigt wird. Somit wird in Wasser die first
passage time zur Rotation kaum beeintrachtigt, dafiir fallt
jedoch die Effizienz drastisch ab.

Eine Abschitzung der Zahl der erfolgreichen Treffer im
Verhiltnis zur Zahl der Trajektorien zu Beginn jedes Laufs
kann das MD-Programm liefern. Wir beobachten hier, dass
nur etwa 2.8% der anfinglichen Trajektorien tatsdchlich
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Abbildung 12. Fassartige Anordnung von Wassermolekiilen um Gly,
mit einem Innendurchmesser von etwa 6 A. Gezeigt ist ein Wasserka-
fig, der die Peptidkette umhiillt (rot O, wei® H, blau N, griin C). Diese
Wassermolekiile umgeben die Peptidkette und verhindern die Rotati-
onsbewegung um die Ramachandran-Winkel. Dies verringert die Effizi-
enz des Ladungstransfers. Die Auswirkung der Lésungsmitteldynamik
kommt bei etwa 100 fs zum Tragen.

! 190 fs

T T T T T

0 200 400 600 800 1000
t/fs

1
1200

Abbildung 13. Typische Verteilung der mittleren first passage time fiir
den Auslésungsprozess zwischen angrenzenden Resten in Wasser am
Beispiel einer in Wasser gelosten Gly;-Peptidkette; N =Zahl der O-O-
Abstinde von bis zu 3 A. Die Lage der Peaks ist wegen der durch den
Wasserkifig gehinderten Bewegung zu gréferen t-Werten verschoben.
Die mittlere first passage time dhnelt dem Wert in der Gasphase, aller-
dings bei stark verringerter Effizienz.

einen ,,Zusammenstof3“ durchlaufen, was das Rauschen in
Abbildung 13 erkldrt. Offenbar stort das in der MD-Struktur
beobachtete hydrophobe ,,Fass“ die inneren, groBamplitudi-
gen Rotationen der Ramachandran-Bewegungen, was
schlieBlich zur IVR-Dissipation fiir die meisten Ausgangs-
trajektorien fiihrt, nicht aber den zeitlichen Verlauf betrifft.
Nur wenige Trajektorien fithren in diesen MD-Rechnungen
zum Erreichen der nidchsten Position. Dies fiihrt zu einer
Gesamteffizienz, die im gleichen Bereich wie diejenige in
vorherigen Arbeiten zum Ladungstransport in Wasser liegt.
Die Ineffizienz des Ladungstransports in Wasser resultiert
direkt aus der Behinderung der Rotationsbewegungen der
Diederwinkel durch die hydrophobe fassartige Anordnung
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von Wassermolekiilen. Es sollte erneut darauf hingewiesen
werden, dass die Bewegungen der Diederwinkel im Sub-Pi-
kosekundenbereich liegen — auf dieser Zeitskala ist die Hiille
aus Wassermolekiilen starr, da die Bewegungen der Wasser-
molekiile selbst auf einer grofleren Zeitskala stattfinden.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass Wasser hier zu einer
problematischen Umgebung fiir die Ladungsiibertragung
wird. Fir andere Prozesse in der Proteindynamik ist die
Wasserumgebung dagegen hilfreich, ja sogar notwendig, da
sie das Wasserstoffbriickennetzwerk und seine Dynamik stark
beeinflusst.’™™ Fiir die sehr schnelle RC-Ubertragung in
Wasser betriigt der vorhergesagte Wert 3% Ubertragung von
einer Position zur néchsten und liegt damit interessanterweise
im Bereich anderer Daten, in denen der 5-Wert von ca. 1 A~
ein bekanntes experimentelles Ergebnis ist.’>* Die hier
vorgestellte Arbeit bietet eine alternative Erklarung fiir den
extremen Abfall der RC-Ubertragung in Wasser, wenn man
ihn mit unseren hocheffizienten Gasphasenergebnissen ver-
gleicht. Die Ladungsweiterleitung in biologischen Systemen
benotigt moglicherweise geschiitztere und giinstigere Umge-
bungen, z.B. Membranen. Die RC-Ubertragung konnte in
einer flexibleren Umgebung, z.B. in Lipiden, besser ablau-
fen.'”]

7. Sekundidirstruktur

Ubertragt man den experimentellen 3-Wert in Effizienz-
werte, ist das -Faltblatt etwa dreimal effizienter als die a-
Helix. Interessanterweise fillt ein Vergleich der Effizienzen
der natiirlichen o-Helix und des p-Faltblatts jedoch anders
aus: Im Ramachandran-Diagramm werden nur sehr kleine
Bewegungen fiir den Ladungstransport benoétigt; dies wird
durch die Ndhe der Gruppen in der a-Helix erleichtert, die
sich sehr nah an der Auslosungsposition befinden.

Zur Erklarung der hohen Effizienz des 3-Faltblatts haben
wir die Verteilung der first passage time der starren (3-Falt-
blattstruktur in Azurin untersucht. Wir beobachteten, dass
das solvatisierte p-Faltblatt schwichere Wasserstoffbriicken
aufweist als ein isoliertes (3-Faltblatt. Im solvatisierten Fall
werden die starken Wechselwirkungen zwischen den Ketten
innerhalb des p-Faltblatts, die im isolierten System durch
Wasserstoffbriicken verbunden sind, unterbrochen. Der (-
Wert, der durch unsere Methode der lokalen Aufheizung er-
halten wurde, betrédgt 1.3 A’l, was mit den experimentellen
Befunden fiir Azurin exakt iibereinstimmt."!

8. Schlussfolgerungen

Wir analysieren hier Experimente zusammen mit einem
theoretischen Modell fiir einen Vorgang, in dem die Anre-
gung an einem Ende des Peptids stattfindet und die resul-
tierende Ladung intakt bis zur Reaktion am anderen Ende
des Peptids oder bis zur Blockierung in der Kette iibertragen
wird. Der Prozess involviert sehr schnelle, leichte Molekiil-
bewegungen, die ausschlieBlich bei Peptiden zu finden sind.
Solche Strukturen konnten auch zu einer interessanten neuen
Klasse von elektronischen Baueinheiten fiihren, 03104106
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Wir schlagen vor, dass bei Peptiden die Verdanderung der
Diederwinkel zwischen benachbarten Aminosduren eine der
Hauptbewegungen fiir eine ultraschnelle Reaktion und La-
dungsiibertragung ist. Diese Bewegungen konnten fiir die
sehr frithen Prozesse in der Proteindynamik von grundle-
gender Bedeutung sein. Eine Schwingungskopplung findet
auf dieser Zeitskala noch nicht statt, sodass diese langreich-
weitige Dynamik resultierend aus dem stark reduzierten
Phasenraum mit atypischer Leichtigkeit verlduft und daher
hocheffizient und wenig dissipativ ist. Die sehr schnellen,
groBamplitudigen Verdnderungen der Diederwinkel zwi-
schen den Aminosdurepositionen sind ein Ergebnis von ver-
nachlédssigbaren Rotationspotentialbarrieren; dies ist ein be-
sonderes Merkmal der Bewegungen der Ramachandran-
Winkel in Proteinen. An den duflersten Positionen dieser
Amplitudenbewegungen erfolgt die Kopplung der benach-
barten Positionen sehr effizient. Hier liegt der Fall einer
verzerrten Struktur vor, die energetisch, wie in einem sp’-
Hybrid, bevorzugt ist. Wir stellen fest, dass diese duflerste
Position, und nicht die durchschnittliche Position, fiir die RC-
Ubertragung verantwortlich ist, da die Barrieren bei mittle-
ren Winkeln zwischen den jeweiligen Positionen zu hoch fiir
einen effizienten Transport sind.

Des Weiteren muss natiirlich das Energieprofil entlang
der Peptidkette giinstig sein. Wir schlagen als erste Ndherung
eine Wechselwirkung voneinander unabhingiger Reste mit
ihren eigenen, inhdrenten Energien vor. Diese konnen mit
einem angendherten Modell bestimmt werden und sind hier
tabellarisch aufgefiihrt (sieche Tabelle 1). Wir fiihren die
Energie zusammen mit der Ladung am C-Terminus des
Peptids ein (Abbildung 7), worauf die Energie auf CT-Zu-
stinde entlang der Kette iibertragen wird (Abbildung 8).
Auch eine andere Art der FEintragung von Ladung und
Energie, z. B. in Form eines Redoxsystems, ist hier vorstellbar,
solange sie in der Lage ist, die geringe erforderliche Energie
von 150 meV zu produzieren.

Umgebungsfaktoren konnen diese groBamplitudigen Be-
wegungen storen, was den Transport von Ladung und Reak-
tivitdt stark behindern kann; allerdings wird die mittlere first
passage time offenbar selbst in Wasser nicht wesentlich be-
einflusst. Volumenwasser ist fiir diesen sehr schnellen Prozess
kein gutes Medium, wéihrend es fiir andere, langsamere Pro-
zesse essenziell ist. Dieses Modell sagt vorher, dass Wasser die
Effizienz des Transports um etwa zwei Groflenordnungen
herabsetzt; damit ist das hocheffiziente Gasphasenmodell in
Einklang mit experimentellen Beobachtungen in Wasser. Das
Modell kann eine Verdnderung beim Signaltransport von
mehr als zwei Groflenordnungen, in Abhingigkeit von der
Umgebung, relativ gut vorhersagen.

Im Umkehrschluss kann ein Peptid, das nicht rotieren
kann, keine gute RC-Ubertragung erzielen — jegliche Uber-
tragung in einem starren Medium wird sehr ineffizient erfol-
gen. Damit stellt sich die Frage, welche Umgebung fiir den
Ladungstransport in Peptiden giinstig ist. Wie kiirzlich gezeigt
wurde, bieten Lipide eine derartige Umgebung.""™ Eine Re-
duzierung des Signal-/Ladungstransports in Proteinen in einer
stark einschrinkenden biologischen Umgebung konnte zu
einer nennenswerten Unterdriickung biologischer Funktio-
nen fiithren.
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Das hier beschriebene Modell liefert zusammen mit den
beschriebenen MD-Rechnungen ein Gesamtbild fiir die
Chemie einfacher Peptide iiber groe Reichweiten; dies ist
von besonderem Interesse fiir das Verstdndnis von lang-
reichweitigen Reaktionen, bei denen konventionelle Modelle
der Reaktionskinetik versagen. Die grundlegende, duflerst
schnelle RC-Ubertragung wird in Experimenten zu Ausbeu-
tel"* und der damit verbundenen Zeitskala!""”! fiir ein iso-
liertes Molekiil sowie in den Femtosekundenbewegungen
einfacher Peptide beobachtet. Das Modell erklart die hohe
Effizienz in der Gasphase ebenso wie die stark reduzierte
Effizienz in Wasser, wobei tatséchlich Effizienzwerte erhalten
werden, wie sie fiir den Elektronentransport von Peptiden in
Wasser beobachtet wurden. Dies ist ein erstes Modell der RC-
Ubertragung, die in Peptiden (und allgemein in biologischen
Systemen) fiir den Transport von Ladung und Reaktivitit
iiber grofe Entfernungen verantwortlich ist. Ein solcher
Prozess ldsst sich kaum mit Theorien zur Kinetik kleiner
Molekiile in Einklang bringen.

9. Nachwort

Manifestiert sich dieser schnelle Ladungstransport auch in
weiteren Proteinbewegungen? Angesichts der Bedeutung
von Ladungen in ribosomalen Proteinen konnte man anneh-
men, dass dieses Phidnomen hier ebenfalls auftritt. Die
Ladung wiirde dann den Sub-Pikosekunden-Energietransfer
in einer Domine begrenzter GroBe bis hin zu einer Verbin-
dungsstelle, z.B. einer Wasserstoffbriicke, ermoglichen. Die
Einstellung des Gleichgewichts innerhalb dieser Doméne
wire somit bis zu dieser Wasserstoffbriicke sehr schnell.
Dieser Prozess wire fiir eine sehr kleine Zahl von Resten
begiinstigt, z. B. fiir eine a-Helix, und wiirde auf diese Weise
deren Bildung begiinstigen; aus dieser a-Helix kénnen sich
dann weitere Bewegungen und die Bildung groBerer Domaé-
nen mit wiederum neuen Wasserstoffbriicken ergeben. Es ist
bekannt, dass die Wasserstoffbriicke nicht stationir ist, son-
dern sich mit einer Durchlasszeit von etwa 10 ps &ffnet,['” was
die Kopplung an die ndchste Doméne erméglicht, die dann zu
einem neuen Zustand relaxieren kann. Damit haben wir ein
System von Dominen variierender Grof3e, die sich jeweils in
einem inneren Gleichgewicht befinden und iiber sich off-
nende und schlieBende Durchlidsse mit einer Offnungszeit
von 10 ps in zufilligen Intervallen miteinander koppeln.
Diese Dominen konnen dann groBamplitudige strukturelle
Umordnungen durchlaufen. Die optimalen langreichweitigen
Bewegungen solcher Dominen finden viel leichter statt als
die Bewegungen aller Einzelatome,” %" was zu schnellen
Gleichgewichten lokaler Strukturen fiihrt, die dann in die
langsameren Geriistbewegungen einbezogen werden.

Diese Arbeit wurde von NSC und DAAD im Rahmen eines
deutsch-taiwanesischen Programms unterstiitzt. Ein Teil der
Forschung wurde im Environmental Molecular Sciences La-
boratory ausgefiihrt, einer nationalen wissenschaftlichen Be-
nutzereinrichtung, die vom Department of Energy’s Office of
Biological and Environmental Research gefordert wird und
sich am Pacific Northwest National Laboratory befindet.
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