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Strukturelle Interpretation metastabiler Zust�nde in Myoglobin-NO
Maksym Soloviov, Akshaya K. Das und Markus Meuwly*

Abstract: Die Bindung von Stickstoffmonoxid an Myoglobin
(Mb) ist zentral fîr die Funktion des Proteins. Mit reaktiven
Molekîldynamiksimulationen wird die Dynamik nach der
NO-Dissoziation untersucht. Die NO-Rîckbindung wird
durch zwei Prozesse auf der 10-ps- und 100-ps-Zeitskala be-
schrieben, was mit Experimenten im optischen und Rçntgen-
bereich îbereinstimmt. Dabei ist die explizite Behandlung der
Bewegung des Eisenatoms orthogonal zur H�m-Ebene (Fe-
oop) essenziell. Die Existenz eines transienten „Fe-oop/NO-
gebundenen“ Zustands, bei dem NO ca. 3 è vom Eisenatom
entfernt ist, wird best�tigt. Berechnete XANES-Spektren
zeigen, dass zwischen ungebundenem NO nahe oder weiter
vom H�m-Eisen entfernt nicht zu unterscheiden ist. Ein wei-
terer metastabiler Zustand (Fe-ON) kann experimentell nicht
beobachtet werden, da er vom dissoziativen 4A-Zustand ver-
deckt wird. Dies macht Fe-ON zu einem lokalen Minimum,
das im Wildtyp-Mb nicht beobachtet werden kann, in mutier-
tem Mb jedoch stabilisiert werden kçnnte.

Um die Funktion von Biomolekîlen verstehen zu kçnnen,
ist es essenziell, ihre Struktur, Bewegungen und funktionelle
Dynamik zu charakterisieren. An den Endpunkten der Be-
wegungen finden sich îblicherweise stabile Zust�nde, die
durch einen oder mehrere metastabile Zust�nde (Interme-
diate) getrennt sind.[1, 2] Experimentell kçnnen Zust�nde mit
genîgend langer Lebensdauer direkt strukturell charakteri-
siert werden.[3, 4] Wenn ein Zustand allerdings zu kurz exis-
tiert, um sich zu stabilisieren, kann nur indirekt auf seine
Existenz geschlossen werden. Optische Spektroskopie kann
die Existenz kurzlebiger Zust�nde îber spektrale Verschie-
bungen aufdecken. Rçntgenabsorptionsspektroskopie („X-
ray absorption spectroscopy“, XAS)[5] oder multidimensio-
nale Spektroskopie[6, 7] sind direktere Methoden, um die
chemische Umgebung des Eisenatoms zu untersuchen. Al-
lerdings ist es im Allgemeinen schwierig, Zeitskalen direkt
mit bestimmten geometrischen Anordnungen der Atome zu
assoziieren.[4] Unter diesen Umst�nden sind computerge-
stîtzte Methoden eine wertvolle Erg�nzung, um die Dynamik
eines Systems zu untersuchen.

Die Bewegung von photodissoziierten Liganden in glo-
bul�ren Proteinen wurde in der Vergangenheit intensiv un-
tersucht. Kleine Molekîle, die reversibel an das aktive Zen-
trum eines Proteins binden, sind ideale Sonden fîr das Innere
solcher komplexen Systeme. Stickstoffmonoxid (NO) ist ein
physiologisch relevanter Ligand,[8–10] der daran beteiligt ist,

den Blutfluss und die neuronale Aktivit�t zu regulieren, und
bei der Entstehung von Thrombosen eine Rolle spielt. Ex-
perimentell wurde die Bindungskinetik von NO an die H�m-
Gruppe von Myoglobin (Mb) ausfîhrlich mit zeitauflçsender
Spektroskopie vom UV/Vis- bis hin zum mittleren Infrarot-
bereich[11–17] sowie mit resonanten Raman-Methoden[14] un-
tersucht. In allen F�llen verh�lt sich die Rîckbindungskinetik
multiexponentiell, mit Zeitkonstanten im Sub-Pikosekunden-
Bereich bis hin zu mehreren hundert Pikosekunden. Dabei
gibt es zwei Klassen von Prozessen: solche auf der 10-ps-
Zeitskala und solche auf der 100-ps-Zeitskala.[12, 14–16,18, 19]

Kîrzlich wurde durch zeitauflçsende Experimente das
Zusammenspiel zwischen der Bewegung des Eisenatoms or-
thogonal zur H�m-Ebene („Fe-out-of-plane“, Fe-oop) und
der NO-Ligandbewegung untersucht.[5,14, 16] Die vorliegende
Arbeit deutet auf eine direkte Kopplung dieser beiden Frei-
heitsgerade auf der 10- bis 100-ps-Zeitskala hin. Was nach wie
vor ungekl�rt bleibt, ist die geometrische Struktur dieses
Zustands. Außerdem haben frîhere Untersuchungen ver-
sucht, den metastabilen Fe-ON-Zustand zu charakterisie-
ren.[20] Es bleibt weiterhin unklar, weshalb dieses in Modell-
systemen[21] h�ufig beobachtbare Motiv in einer Proteinum-
gebung, trotz einer Stabilisierungsenergie von 5 kcalmol¢1

oder mehr,[22] nicht gefunden wurde.
Die atomistische Dynamik ist wichtig fîr die Protein-

funktion und liefert die Basis fîr die Interpretation von
Zeitskalen auf struktureller Ebene. Molekîldynamik(MD)-
Simulationen sind ideal dafîr geeignet, solche Fragen zu be-
antworten. Mit validierten Energiefunktionen kçnnen solche
Simulationen das „fehlende Glied“ zwischen zeitauflçsenden
Experimenten und den zugrunde liegenden Atombewegun-
gen sein.[4,23, 24] Fîr die Wechselwirkung von NO mit dem
H�m in Mb sind solche Potentialfl�chen („potential energy
surfaces“, PESs) fîr den gebundenen 2A- und den Ligand-
ungebundenen 4A-Zustand verfîgbar.[25]

Eine statistisch relevante Zahl an QM/MM-Trajektorien
zu generieren, von denen ausgehend man das Zusammenspiel
der beteiligten Bewegungen analysieren und auflçsen kçnnte,
ist aktuell fîr Systeme wie MbNO nicht mçglich. Fîr quan-
titative und aussagekr�ftige Ergebnisse werden geeignete
Darstellungen, welche die Genauigkeit der interpolierten
PES erhalten, in den Simulationen genutzt. Hier wird eine
parameterfreie Methode fîr die Darstellung der PES ver-
wendet, die auf einem Hilbert-Raum mit reproduzierendem
Kern basiert („reproducing kernel Hilbert space“,
RKHS).[26, 27] Die Methode reproduziert die quantenchemisch
berechneten Referenzdaten exakt (fîr Details zu den PESs,
siehe die Hintergrundinformationen). RKHS basiert auf
einem Glattheitskriterium der Interpolanten und wurde er-
folgreich bei der Untersuchung von Van-der-Waals-Komple-
xen eingesetzt.[28, 29]
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Die vorliegende Arbeit verfolgt
die reaktive Dynamik zwischen den
4A- und 2A-PESs, welche auf die
Photodissoziation des NO-Ligan-
den vom H�m-Fe in Mb folgt.
Aufgrund der energetischen N�he
der beiden Zust�nde und der Exis-
tenz von zwei Subzust�nden auf der
2A-PES ist eine interessante Dyna-
mik zu erwarten. Durch Vergleich
mit experimentell bestimmten
Zeitskalen fîr die Rîckbindung,
sowie den Ergebnissen von spek-
troskopischen Untersuchungen,
kçnnen strukturelle Fragen in Zu-
sammenhang mit der Molekîldynamik beantwortet werden.

Um der reaktiven Dynamik zwischen den 2A- und 4A-
Zust�nden folgen zu kçnnen, wurden 300 unabh�ngige Si-
mulationen gestartet. Die maximale Simulationszeit betrug
200 ps. Bildete sich der gebundene Fe-NO-Zustand bereits
frîher, wurde die Trajektorie vorzeitig angehalten. Photo-
dissoziation wurde durch instantanes øndern des Kraftfelds
zum 4A-Zustand induziert.[30] Dies fîhrt dem System etwa
50 kcal mol¢1 an zus�tzlicher Energie zu,[25] was vergleichbar
mit den experimentellen Photonenenergien (49 bis 81 kcal
mol¢1) ist.[31] Die Rîckbindungskinetik ist in Abbildung 1
dargestellt. Sie zeigt den Anteil von gebundenem NO als
Funktion der Zeit. Auf der Sub-Nanosekunden-Zeitskala
folgt die Rîckbindungskinetik einem multiexponentiellen
Zerfall mit zwei Zeitkonstanten t1� 10 ps und t2� 150 ps,
welche auch von der Wahl der asymptotischen Verschiebung
D der beiden Zust�nde abh�ngig sind (siehe Tabelle S1). Die
Verschiebung D bestimmt die relative Lage der asymptoti-
schen Energien der 2A- und 4A-PESs fîr NO in unendlichem
Abstand zum H�m-Fe (siehe die Hintergrundinformationen).

Typische Ligandtrajektorien sind in Abbildung 2 zu
sehen. Feld A zeigt die Rîckbindung auf der 1-ps-Zeitskala,
wogegen Felder B und C die Rîckbindung fîr die Zeitskalen
t1 und t2 zeigt. Fîr t1 bewegt sich der Ligand lediglich in der
unmittelbaren Umgebung des H�m-Eisens bevor er erneut
bindet. Auf der 100-ps-Zeitskala findet die Rîckbindung von
weiter entfernten Bereichen statt. Fîr D =¢6.1 kcalmol¢1

findet die Rîckbindung bei 17 Trajektorien innerhalb von
2 ps statt, fîr 28 zwischen 2 und 10 ps, fîr 115 zwischen 10 und
200 ps und fîr 140 auf Zeitskalen l�nger als 200 ps. Demnach
betr�gt der Anteil von Rîckbindungen innerhalb von 200 ps
ca. 55 %. Das ist vergleichbar mit dem mittels XAS-Mes-
sungen bestimmten Anteil von 75 %.[5]

Die PESs, welche fîr die bisher beschriebenen Simula-
tionen verwendet wurden, wurden an DFT-Daten, ein-
schließlich von Umgebungseffekten (siehe die Hintergrund-
informationen), angepasst. Entsprechende Simulationen von
200 unabh�ngigen Trajektorien auf den PESs, die aus-
schließlich den DFT-Daten zugrunde liegen, ergaben die
Rîckbindung von 195 Trajektorien innerhalb von 200 ps, mit
Rîckbindungszeiten von 2 und 15 ps. Das ist um eine Grç-
ßenordnung schneller als mit der genaueren PES, die den Fe-
oop-Freiheitsgrad explizit und genauer behandelt. Dieses
Ergebnis ist in �bereinstimmung mit zuvor durchgefîhrten
Simulationen, die ebenfalls lediglich DFT-Daten zum An-
passen der PESs verwendeten.[19, 32] Daraus l�sst sich schlie-
ßen, dass es fîr quantitative Ergebnisse zwingend notwendig
ist, die Fe-oop-Bewegung explizit zu beschreiben.

Zus�tzliche Information îber die verschiedenen Rîck-
bindungszeitskalen kann durch die Analyse des maximalen
Abstands von Eisen und Ligand w�hrend den Simulationen
erhalten werden. Die 300 Trajektorien wurden in drei Grup-
pen unterteilt: Trajektorien, die auf sehr kurzen Zeitskalen
zur Rîckbindung fîhren (t< 2 ps), solche die innerhalb von
10 ps zur Rîckbindung fîhren und solche die l�nger als 10 ps
bençtigen. Die individuell normierten Wahrscheinlichkeits-
verteilungen sind in Abbildung S5 zu sehen. Auf einer 200-ps-
Zeitskala wird keine Diffusion von NO in benachbarte
Xenon-Bindungsstellen beobachtet. Zum Beispiel dauert es
1 bis 10 ns, bis der Ligand in die n�chste Xe-Bindungsstelle
(Xe4) wandert.[33, 34]

Frîhere experimentelle und computergestîtzte Untersu-
chungen[12,19, 30, 32,35–37] fanden, dass die Rîckbindungskinetik
von MbNO nicht exponentiell ist, sondern zwei bis drei

Abbildung 1. Die Kinetik und die entsprechenden exponentiellen An-
passungen fír die Ríckbindung von NO an H�m-Fe nach Photoanre-
gung. Die Simulationen wurden fír drei verschiedene Werte der asym-
ptotischen Verschiebung D durchgefíhrt.

Abbildung 2. Typische Trajektorien fír verschiedene Ríckbindungszeitskalen. Die Positionen von NO
werden in gelb (N) und magenta (O) gezeigt. A) Der Pikosekunden-Prozess (t =1.6 ps); B) der 10-
Pikosekunden-Prozess (t =42.1 ps); C) der 100-Pikosekunden-Prozess (t =160.2 ps).
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Zeitskalen beinhaltet, dies abh�ngig vom zugrundeliegenden
Modell. Die frîhesten Arbeiten sprechen von Zeitskalen von
27.6 ps und 279.3 ps fîr eine doppelexponentielle Anpas-
sung.[12] Sp�ter wurden in optischen und Infrarot-Experi-
menten kurze Zeitskalen zwischen 5 und 30 ps und l�ngere
Zeitskalen zwischen 100 und 200 ps gefunden.[35–37] Alle Ex-
perimente stimmen dahingehend îberein, dass zwei Sub-
Nanosekunden-Zeitskalen existieren, die sich in etwa einer
Grçßenordnung unterscheiden. Vorhergehende Rechnungen
mit reaktiven Kraftfeldern fanden typischerweise etwas kîr-
zere Rîckbindungszeiten zwischen 5 ps und 20 ps,[19, 32] je
nachdem, welche asymptotische Verschiebung D verwendet
wurde.[38] Die vorliegenden Simulationen finden mehrere
Zeitskalen zwischen 10 und 100 ps, die in �bereinstimmung
mit optischen und Infrarot-Experimenten sind. Außerdem ist
eine schnellere Komponente auf der 1- bis 2-ps-Zeitskala
vorhanden. Der Einfluss der Fe-oop-Bewegung ist in der
Rîckbindungskinetik deutlich sichtbar (Abbildung 1). Dies
spricht fîr die Qualit�t des verwendeten Kraftfelds und er-
laubt es, einige kîrzlich postulierte Hypothesen zu untersu-
chen.

Es ist mçglich eine direkte Verbindung zu einer kîrzlich
vorgeschlagenen, transienten Struktur im 2A-Zustand herzu-
stellen. Studien mit Pikosekundenauflçsung[14] und XAS-Ex-
perimente[5] legen den Schluss nahe, dass die Fe-oop- und die
NO-Ligandbewegung eng verknîpft sind. Die Interpretation
der Experimente deutet auf die Existenz einer ligandgebun-
denen Fe-oop-Struktur mit einer Lebensdauer von 30� 10 ps
hin. Die vorliegenden Simulationen auf der 2A-PES alleine
zeigen tats�chlich die Stabilisierung eines solchen flîchtigen
Zustands. Die maximale Lebensdauer dieses Zustands be-
tr�gt 27 ps, und 41.7 % der Trajektorien zeigen einen solchen
Zustand (siehe Abbildung S3). Obwohl die experimentell
beobachtete Lebensdauer von 30� 10 leicht untersch�tzt
wird, sprechen die vorliegenden Simulationen fîr die Exis-
tenz eines solchen Zustands.

Ein anderer transienter Zustand, der fîr H�m-Modell-
verbindungen gefunden wurde, ist das Fe-ON-Isomer.[21, 39,40]

Solch eine Struktur ist in NO-gebundenem Mb ausreichend
stabilisiert (einige kcalmol¢1), sodass man den Zustand in
Infrarot-Experimenten beobachten kçnnen sollte.[22] Aller-
dings wurde ein solcher Zustand experimentell nicht gefun-
den.[20] Simulationen im 2A-Zustand alleine zeigen, dass der
Ligand fîr mehr als 10 ps im Fe-ON-Zustand stabilisiert ist.
Wenn allerdings die reaktive 2A++4A-PES mit einer Ver-
schiebung von D =¢6.1 kcalmol¢1 (die am besten die DFT-
Energien reproduziert) verwendet wird, dann kann die Fe-
ON-Konfiguration nicht stabilisiert werden, da in der Gegend
des Fe-ON-Minimums der repulsive 4A-Zustand eine niedri-
gere Energie hat als der 2A-Zustand. Folglich wird das 2A-
Minimum des Fe-ON-Zustands vom 4A îberdeckt und kann
im Wildtyp-Mb nicht stabilisiert werden.

Die asymptotische Verschiebung D h�ngt von der che-
mischen Umgebung der H�m-Gruppe ab. Folglich ver�ndert
sich D, wenn die Umgebung modifiziert wird, z. B. durch
Mutation von Aminos�uren oder wenn die H�m-Gruppe sich
innerhalb eines anderen Proteins befindet. Dieser Effekt
kann mit Simulationen auf der reaktiven 2A++4A-PES mit
verschiedenen Werten von D quantifiziert werden. Mit einer

um 5 kcalmol¢1 verringerten asymptotischen Verschiebung
(D =¢11.1 kcalmol¢1), wird der Fe-ON-Zustand weiter de-
stabilisiert (Abbildung S6A). Fîr D =¢6.1 kcal mol¢1 (Ab-
bildung S6 B) wird der Fe-ON-Zustand selten eingenommen,
und die Rîckbindung in den Fe-NO-Zustand ist effizient.
Wenn dagegen die asymptotische Verschiebung auf D =

¢1.1 kcal mol¢1 verringert wird (Abbildung SI6 C), dann wird
der Fe-ON-Zustand fîr l�ngere Zeitspannen bevçlkert,
w�hrend derer die spektroskopische Charakterisierung des
Zustands mçglich sein sollte. Zum Vergleich fand eine kîrz-
lich verçffentlichte Arbeit eine 2.5 mal langsamere Rîck-
bindung fîr NO in Mb im Vergleich zu NO in Cytochrom C
aufgrund des unterschiedlichen Aufbaus des aktiven Zen-
trums.[41] Der Eyring-Theorie zufolge entspricht ein Faktor
von 2.5 in der Rate einem Energieunterschied von ca.
0.5 kcalmol¢1. Die thermodynamische Stabilit�t von Mb
aufgrund von Mutationen variiert zwischen ¢2 und + 6 kcal
mol¢1.[42] Dies legt den Schluss nahe, dass Ver�nderungen am
aktiven Zentrum die Fe-ON-Konformation durch unter-
schiedliche Stabilisierung des gebundenen und ungebunde-
nen Zustands stabilisieren kçnnen.

Mit den Koordinaten der reaktiven MD-Simulationen ist
es mçglich, die in den Rîckbindungssimulationen gefunde-
nen Zeitskalen von ca. 10 ps und 100 ps strukturell zu inter-
pretieren. Es ist von besonderem Interesse zu untersuchen, in
welcher Art sich die Dynamik dieser beiden Zust�nde un-
terscheidet. Wahrscheinlichkeitsverteilungen der Projektion
auf die H�m-Ebene von a) NO-Ligand, b) allen Seitenketten
des aktiven Zentrums und c) allen His64-Seitenkettenatomen
sind in Abbildung 3 dargestellt.

Die Wahrscheinlichkeitsverteilungen zeigen, dass dem
NO-Ligand fîr lange Rîckbindungszeiten ein viel grçßerer
Raum offen steht als fîr kurze Rîckbindungszeiten (Abbil-
dung 3, obere Reihe). Außerdem nimmt das NE2-Atom von
His64 zwei deutlich unterscheidbare Zust�nde (A und B) in
Trajektorien mit langer Rîckbindungszeit an, die in Trajek-
torien mit t1 = 10 ps nicht vorhanden sind (Abbildung 3,
mittlere Reihe). Die mittlere Reihe zeigt deutlich, dass fîr die
Zeitskala t1 das NE2-Atom von His64 einen Raum bean-
sprucht, der deutlich weiter entfernt vom Eisen liegt (dieses
befindet sich im Ursprung des Koordinatensystems), w�hrend
das Atom auf l�ngeren Zeitskalen bis fast 2 è zum H�m-Fe
drîckt, was den Liganden an der Rîckbindung hindert. Der
gesch�tzte Wert der Barriere DGNE2!= 2.5 kcalmol¢1 fîr die
Vorw�rtsreaktion und DGNE2!= 4.0 kcalmol¢1 fîr die
Rîckreaktion l�sst vermuten, dass auf der 100-ps-Zeitskala
Zustand A gegenîber Zustand B destabilisiert ist. Entspre-
chende Barrieren fîr andere His64-Seitenkettenatome
schwanken zwischen 0.5 und 1.5 kcalmol¢1. Folglich ist Zu-
stand B im Mittel durch eine Barriere von ca. 2 kcal mol¢1 von
Zustand A getrennt, wobei Zustand B eine niedrigere Ener-
gie als Zustand A hat.

Die beiden Zust�nde (A: grîn, B: rot) sind in Abbil-
dung 4 zusammen mit der Rçntgenstruktur 1HJT[43] (gold)
gezeigt. Zustand A („His64 out“) gehçrt zur kurzen Rîck-
bindungszeitskala (10 ps), w�hrend Zustand B („His64 in“)
zur langsamen (100 ps) Komponente gehçrt. Die Hçhe der
Barriere entspricht einer Umwandlungszeit AQB auf der
Sub-Nanosekunden-Zeitskala. Dies ist in �bereinstimmung
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mit expliziten Simulationen und passt gut zu frîheren Er-
gebnissen fîr CO-gebundenes Mb mit Umwandlungszeiten
von einigen hundert Pikosekunden.[6, 44]

Um direkt mit den XAS-Experimenten zu vergleichen,
wurden XANES-Spektren fîr zuf�llig gew�hlte Strukturen

aus der MD mit NO im gebundenen Zustand (40 Strukturen),
NO im ungebundenen Zustand innerhalb 3.5 è Entfernung
zum H�m-Fe (20 Strukturen) und NO im ungebundenen
Zustand innerhalb 5.0 è Entfernung zum H�m-Fe (10
Strukturen) berechnet. Fîr den gebundenen Zustand stimmt
das berechnete Spektrum (Ib(E)) bis hin zu Energien von
7.15 keV gut mit dem experimentellen Spektrum îberein. Fîr
hçhere Energien ist das Absorptionssignal zwar richtig be-
schrieben, aber die berechnete Intensit�t ist zu groß (siehe
Abbildung 5, oberes Feld). Die ungebundenen Strukturen
ergeben Iub,s respektive Iub,l fîr die kleinen und großen Fe-
NO-Abst�nde und sind trotz der verschiedenen NO-Ab-
st�nde beinahe deckungsgleich (Abbildung 5, Einschub).
Nach Photodissoziation des Liganden verschiebt sich das
Maximum bei 7.12 keV zu niedrigeren Energien, und die
Intensit�t nimmt im Vergleich zum Spektrum des gebunde-
nen Zustands zwischen 7.12 und 7.15 keV ab, w�hrend es
zwischen 7.15 und 7.18 keV zunimmt. All diese Merkmale
sind in �bereinstimmung mit frîheren Experimenten an
MbNO und Deoxy-Mb.[5,14]

Das experimentell beobachtete Signal bei 50 ps wird mit
der gemittelten Absorptionsdifferenz DIub,s = Ib¢Iub,s und
DIub,l = Ib¢Iub,l in Abbildung 5 verglichen. Die beiden be-
rechneten Spektren sind trotz der sehr unterschiedlichen
Ligandenpositionen relativ �hnlich – abgesehen von einer
leicht reduzierten Amplitude um 7.13 keV und 7.15 keV und
einer Erhçhung um 7.16 keV fîr DIub,s im Vergleich zu DIub,l.
In beiden F�llen befindet sich die Fe-oop-Position zwischen
0.3 und 0.15 è unter der Ebene, obwohl fîr DIub,s Positionen
n�her an der Ebene ebenfalls vorkommen. Im Vergleich zum
experimentellen �bergang zeichnen DIub,s und DIub,l die
Hauptmerkmale zwar nach, unterscheiden sich aber in der

Abbildung 3. Oberes Feld: (x,y)- Wahrscheinlichkeitsverteilung fír die
Ríckbindung des freien NO-Liganden auf den Zeitskalen t<15 ps
(links) und t>100 ps (rechts). Mittleres Feld: (x,y)-Wahrscheinlich-
keitsverteilung fír das NE2-Atom von His64 auf den beiden Zeitska-
len. Die beiden Zust�nde fír NE2 sind mit (A,B) gekennzeichnet und
deutlich unterscheidbar. Außerdem werden Wahrscheinlichkeitsdichte-
funktionen fír alle Seitenkettenatome von Phe43, Val68, Leu29 und
Ile107 gezeigt. Fír Phe43 befindet sich der Phenyl-Ring immer parallel
zur H�m-Ebene, und alle 6 Kohlenstoffatome sind deutlich unter-
scheidbar. Unteres Feld: Wie im mittleren Feld, aber fír die gesamte
Seitenkette von His64 und mit verschiedenen Hçhen der Verteilungs-
funktionen.

Abbildung 5. Oberes Feld: Berechnetes XANES-Spektrum fír MbNO
(schwarz) im Vergleich zum Experiment (gestrichelt). Vertikale Balken
zeigen Minimum und Maximum der Absorption aller Momentaufnah-
men (die Unterschiede werden durch das zuf�llige Erkunden des Kon-
formationsraums verursacht). Der Einsatz vergleicht die berechneten
Spektren fír MbNO und zwei S�tze von photodissoziierten Systemen
(durchgezogen und grau gestrichelt, siehe Text). Unteres Feld: Stati-
sche Differenzspektren (durchgezogen und grau gestrichelt) im Ver-
gleich zum experimentellen �bergang bei 50 ps (rot).

Abbildung 4. Zust�nde A (grín) und B (rot), abgeleitet von den Wahr-
scheinlichkeitsverteilungen fír die His64-Seitenkettenatome. In gold
die Rçntgenstruktur als Referenz.
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Breite des Maximums bei 7.12 keV und dem Verhalten zwi-
schen 7.13 und 7.15 keV. Abbildung S7 l�sst vermuten, dass
Vorhandensein oder Abwesenheit des photodissoziierten NO
das XANES-Spektrum îber den gesamten Energiebereich
zwischen 7.1 und 7.15 keV beeinflusst und nicht etwa lediglich
im Bereich von 7.15 keV wie zuvor angenommen,[5] weil das
Signal auch von der Bewegung des Fe-Atoms relativ zur
H�m-Ebene abh�ngt. Innerhalb des experimentellen Rau-
schens kann nicht unterschieden werden, ob der Ligand nahe
am H�m-Fe ist oder weiter davon entfernt. Man sollte sich
hier in Erinnerung rufen, dass experimentell eine Mischung
zwischen NO-gebundenen und NO-ungebundenen Struktu-
ren gemessen wird, da die Ausbeute der Photolyse nicht
100 % betr�gt.

Reaktive MD-Simulationen mit MS-ARMD ergeben eine
nichtexponentielle Kinetik fîr die Ligandenrîckbindung. Die
ermittelten Zeitskalen (10 und 100 ps) stimmen mit experi-
mentell bestimmten Zeitskalen îberein. Der Einfluss des Fe-
oop-Freiheitsgrads auf die Rîckbindungsreaktion konnte
direkt nachgewiesen werden. Die zwei Zeitskalen sind mit
zwei strukturell verschiedenen relativen Orientierungen der
His64-Seitenkette – „out“ (Zustand A) und „in“ (Zustand B)
– assoziiert, welche die Rîckbindungsdynamik kontrollieren.
Obwohl er energetisch zug�nglich ist, ist es sehr unwahr-
scheinlich, dass der metastabile 2A-Fe-ON-Zustand im
Wildtyp-Mb beobachtbar ist, da in diesem Bereich des Kon-
figurationsraums der repulsive 4A-Zustand energetisch nied-
riger liegt und eine Stabilisierung verhindert. Die vorliegende
Arbeit stîtzt die kîrzlich vorgeschlagene, transiente Fe-oop/
NO-gebundene Struktur mit Lebensdauern bis 30 ps. Die
berechneten XAS-Spektren sind mit experimentell gemesse-
nen Spektren kompatibel, kçnnen aber nicht zwischen
Strukturen unterscheiden, bei denen das photodissoziierte
NO „nahe zum“ oder „weit weg vom“ H�m-Fe im aktiven
Zentrum liegt. Die vorliegende Arbeit liefert ein auf atoma-
rer Ebene verfeinertes Bild und strukturelle Erkl�rungen fîr
eine Reihe experimenteller Beobachtungen, die alle emp-
findlich gegenîber der Fe-oop-Dynamik von NO nach Pho-
todissoziation in natîrlichem Mb sind.
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