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Praktikumsbericht

1. Einleitung

1.1. Personliche Motivation

Ich bin Schiler der 11. Klasse des Martin-Andersen-Nexd-Gymnasiums mit vertiefter mathematisch-
naturwissenschaftlicher Ausbildung in Dresden und hatte vom 17. August bis 11. September 2009 die
Méoglichkeit, gefordert durch den Foérderverein der Biologieolympiade, ein Praktikum am MPI fur
biophysikalische Chemie in Gottingen zu absolvieren.

Bei der 3. Stufe des Auswahlwettbewerbs fir die Internationale Biologieolympiade hatte ich mich fur das
Praktikum am MPI in Géttingen beworben, weil mich gerade die Interdisziplinaritat des Institutes faszinierte,
denn neben Biologie interessiere ich mich insbesondere fiir Physik und somit insbesondere flr biologische
Strukturen auf molekularer Ebene.

Auch hatte ich zuvor schon Bekanntschaft mit dem Gebiet der NMR-Spektroskopie gemacht. Zum einen
lernte ich, wahrend eines dreieinhalbmonatigen Schulbesuches in Wem bei Shrewsbury in England im
Herbst 2008, im regularen Chemieunterricht erste Grundlagen der NMR-Spektroskopie (die Auswertung von
eindimensionalen NMR-Spektren und mdgliche Ruckschlusse auf verschiedene funktionelle Gruppen) in
organischen Molekilen kennen.

Zum anderen nahm ich im Rahmen der 3. Stufe des Auswahlwettbewerbs fur die Internationale
Physikolympiade 2009 an einem Einfuhrungsvortrag ber NMR-basierte Strukturbiologie und einer Fuhrung
zu den NMR-Spektrometern in ebendiesem Institut teil.

1.2. Institutsvorstellung

Das Max-Planck-Institut far
biophysikalische Chemie (Karl-Friedrich-
Bonhoeffer-Institut) ist ein multi-
disziplindres  Institut. In  ihm  wird
insbesondere interdisziplindr im Bereich
der Biologie, Physik und Chemie
geforscht. Den Schwerpunkt bildet die
Erforschung biologischer Systeme auf
molekularer und zellularer Ebene mit

komplexen physikalischen und
chemischen Techniken. Speziell stehen
Arbeiten zur Klarung der

Zusammensetzung, Struktur und Funktion
makromolekularer Komplexe (molekularer
Maschinen), die an Membranfusion,
Zellteilung, Remodellierung der
Chromatinstruktur, Kerntransport, RNA-
Prozessierung, Proteinsynthese und
: : i Lipidmetabolismus  beteiligt sind, im
Abbildung1: Luftbild vom Institut am Fassberg Vordergrund.

Beispiele fur Forschungsgebiete sind:

die Spektroskopie biochemischer Reaktionen, das Studium lebender Zellen in drei Dimensionen mit
Nanometer-Auflésung und auf Einzelmolekiilniveau, die molekulare und elektrophysiologische Untersuchung
der Neurotransmitterfreisetzung, eine grof3en Variation genetischer, zellbiologischer und biochemischer
Studien zur Klarung der Identitdt und Funktion von Komponenten der Signaltransduktionswege, des
intrazellularen Transports von Makromolekilen, der Translation und Transkription, dem zirkadianen
Rhythmus von Vertebraten, sowie der Differenzierung und Entwicklung von Organismen.
Bei der in meine Praktikumszeit fallenden Ver anst al t un g halsichidie Magkchkeiteam kufizen
Fuhrungen in verschiedene andere Labore des Instituts teilzunehmen. So besichtigte ich die Drosophila -
Datenbank sowie Abteilungen, in denen circadiane und circannuale Rhythmen an Mausen untersucht, bzw.
dynamische Vorgange bei der Proteinsynthese an Ribosomen visualisiert werden.

Foto: Jorg Winkler
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1.3. Inhalt meines Projektes

Ich Gberprifte Anhand von Messungen am Membranprotein VDAC (Voltage-dependent anion channel) die
These, dass die Verschiebung von Peaks, die bestimmten Aminosduren des Proteins zugeordnet sind, im
NMR-Spektrum in Abhangigkeit von der Temperatur Rickschlisse auf Wasserstoffbrickenbindungen und
somit die Struktur des Molekdls zulasst.

Dazu Ubertrug ich zundchst, am NMR-Spektrometer bei verschiedenen Temperaturen gemessene,
zweidimensionale Spektren mit Hilfe von Computeranwendungen in ein auswertbares Format. Dann war es
mir mdoglich, computergestiitzt die temperaturabhéangige Verschiebung der Peaks auszuwerten, das
Ergebnis in Diagrammen und einer 3D-Grafik des Proteins zu veranschaulichen und die Giiltigkeit der
Aussagen mit Hilfe von aus anderen Untersuchungen bekannten Struktureigenschaften zu tberprifen.

2. Projektinformation

2.1. Untersuchungsobjekt: VDAC

Die Messungen wurden am Protein hVDAC1 (human voltage dependent anion chanel 1) durchgefihrt.
Dieses gehort zur Gruppe der Porine, porenformenden Membranproteinen in gramnegativen Bakterien,
Chloroplasten und Mitochondrien. VDAC bezeichnet speziell jene in der &ufReren Membran von
Mitochondrien und humanes VDAC (human) kommt in diesen in allen menschlichen Zellen vor. Die Funktion
der tunnelférmigen Transmembranproteine ist es, in gedffnetem Zustand Anionen (anion), wie u.a.
Chloridionen, Phosphationen und Nukleotide durchzulassen. Die Offnung wird durch Potentialunterschiede
(voltage dependent) gesteuert. Es wird vermutet, dass das Ausschiitten von Molekilen aus dem
Mitochondrium Uber diese Kandle eine wichtige Rolle bei der mitochondrial gesteuerten Apoptose
(Aprogr ammiiocedft egi nZeerl 1Zel |l e) spielt. Di e -Mdlekidsi wdirdemmeitn s i on a
Hilfe von NMR-Spektroskopie und Rontgenstrukturanalyse u. a. in der Abteilung fir NMR-basierte
Strukturbiologie am MPI fur biophysikalische Chemie aufgeklart (Bayrhuber et al. 2008). Das Protein
entsteht durch die Faltung einer Polypeptidkette: 19 durch b-Schleifen (griin) verbundene b-Faltblatter (links
rot, rechts gelb) bilden eine fassartige Struktur, den Tunnel, dessen Durchléssigkeit durch eine U-Helix (links
gelb, rechts rot) gesteuert wird.

Abbildung2: 3d-Struktur von hVDAC1
2.2. Untersuchungsmethode: NMR-Spektroskopie

Allgemein:

Die NMR-Spektroskopie (von engl. nuclear magnetic resonance), auch Kernspinresonanzspektroskopie ist
eine spektroskopische Methode zur Untersuchung der Umgebung einzelner Atome und der
Wechselwirkungen mit seinen Nachbaratomen. Diese Information ermdglicht oft die Aufklarung der Struktur
und Dynamik von Molekilen und wird besonders in der organischen Chemie und in der Biochemie
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eingesetzt. Ausgangspunkt ist der Spin von Atomkernen und die dadurch bedingte Magnetisierbarkeit. Diese
besitzen allerdings nur solche Kerne, mit ungerader Kernteilchenzahl, weshalb solche Kerne wie 12C nicht
fur derartige Untersuchungen geeignet sind. In der Regel untersucht man 1H, 13C und 15N Kerne. Die
Trosy-Spektren fir meinen Versuch wurden von 15N- und 1H-Spektren aufgenommen, wodurch die
Untersuchung der Aminogruppen der Aminosauren Mdoglich ist.

3. Material und Methoden

3.1. NMR-Rohdaten

Die Messung der Rohdaten wurde bereits durch meine Betreuerin Frau Villinger am NMR-Spektrometer
durchgefuhrt. Vom hVDAC1-Molekil wurden zweidimensionale TROSY-Spektren (1H+15N) bei einer
Temperatur von 310K, 305K, 300K und 295,4K aufgenommen (entspricht Spektrum 1,2,3 und 4).

3.2. Phasen mit nmr-Draw

Zunachst wurden die im NMR-Spektrometer gemessenen Rohdaten mit Hilfe des Programms Bruker in das
notige, weiter bearbeitbare Format konvertiert. Nun wurden die 4 Spektren im ersten Schritt richtig gephast.
Die Ermittlung der Korrekturfrequenz erfolgt manuell: Das Programm ermdglicht die gleichzeitige
Betrachtung des 2D-Spektrums und der 15N- bzw. 1H-1D-Spektra einer bestimmten Frequenz und das
stufenweise Einstellen der Korrekturfrequenz. Ist diese ermittelt, das heil3t, sind die 1D-Spektren gut
gephast, wird die Korrekturfrequenz in das Programm, welches die Daten von zeitabh&ngigen FID-Signalen
in frequenzabhéngige Signale umwandelt, eingegeben und das 2D-Spektrum wird erneut erstellt. Durch die
Betrachtung dieses Spektrums ist es mdoglich, (anhand des Anteils von negativen Signalen und
Rauschpeaks) erneut die Phasung zu beurteilen und eventuell weiter anzupassen. In den Abbildung 3 und
Abbildung 4 sieht man ein gephastes und ein ungephastes Spektrum, bei welchem deutlich die vielen
negativen (rot) Dispersionspeaks links von den Absorptionspeaks (blau) zu sehen sind.

Abbildung 3: gephasts Spektrum
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3.3. Peakbenennung mit Sparky
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Abbildung5: Unzugeordnete Peakmarkierungen

Ist die Phasung des Spektrums abgeschlossen, werden die Daten erneut konvertiert, um sie mit dem
Programm Sparky bearbeiten zu kénnen. In diesem Programm, kann man sich das 2D 1 Spektrum anzeigen
lassen und auswerten. Die unbeschrifteten Spektren sind in den Abbildung 16 bis Abbildung 19 im Anhang
dargestellt. In meinem Fall wurde die Struktur des untersuchten Proteins schon aufgeklart und einem Teil
der im Spektrum sichtbaren Peaks Aminoséuren aus der Peptidkette des Proteins zugeordnet. Ich ibernahm
nun die Beschriftung der Peaks durch Uberlagerung mit einem bereits beschrifteten Spektrum. Dieses wurde
ebenfalls bei einer Temperatur von 310 K gemessen und stimmte deshalb weitestgehend mit dem Spektrum
1 Uberein. Die Uberlagerung erfolgte durch Festlegen eines deutlichen Peaks und der entsprechenden
Peakmarkierung im beschrifteten Spektrum. Das unbeschriftete Spektrum wurde dann so verschoben, dass

4
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die Markierung auf der wahren Peakposition des Peaks lag. Nun wurden alle Peakmarkierungen
Ubernommen und dabei mit absolut selber Shiftdifferenz zum Refferenzpeak auf das neue Spektrum
aufgetragen. Da die Spektren aufgrund unterschiedlicher Messbedingungen (z.B. unterschiedlicher pH-Wert
und vor allem bei Spektrum 2 bis 4 unterschiedliche Temperatur) aber nicht identisch sind, mussten die
Peakmarkierungen jeder einzelnen Peakposition erneut zugeordnet werden. Dies geschah mittels einem
Befehl, der der Markierung den nachstgelegenen deutlichen Peak zuordnet bzw. (wo dies nicht méglich war
wie z.B. bei undeutlichen Peaks, Peakansammlungen und ganz oder teilweise Uberlagerten Peaks) handig
unter Betrachtung der 1D-Spektren. Im Ergebnis erhielt ich vier Spektren mit markierten und beschrifteten
Peaks und konnte mir nun fur jedes einzelne eine Liste mit den Peaknamen und der jeweiligen Chemischen
Verschiebung (chemical shift) in x- und y-Richtung (entspricht 1H- bzw. 15N-Verschiebung) ausgeben lassen

Abbildung6: beschrifteter Peak, chher sich kaum temperaturabhéngig verschiebt (unten) und
unmarkierter, welcher sich bei zumeénder Temperatur deutlich nach rechts verschiebt (oben)

3.4. Datenauswertung mit Excel

Ich Ubertrug diese in ein Excelfile und sortierte zundchst etwa die Halfte der Peaks, welche noch keiner
Aminosaure zugeordnet sind, heraus. Dann berechnete ich den Temperaturkoeffizient der tbrigen Peaks.
Dies ist der Anstieg der Gerade durch die in Abhéangigkeit von der Temperatur (in K) gegebenen
Chemischen Verschiebungen (in ppb) in x-Richtung (entspricht 1-H-Verschiebung), als MaR fir die
temperaturbedingte Verschiebung der Peaks. Auf3erdem berechnete ich die Standardabweichung des
Temperaturkoeffizienten und den Korrelationskoeffizienten der Anstiegsgerade als MaBR fir die
Verwertbarkeit der Daten. Die Peaks mit besonders hoher Standardabweichung bzw. besonders niedrigem
Korrelationskoeffizienten Uberprifte ich nochmals auf korrekte Zuordnung der Peakmarkierung in den 4
Spektren. Dabei war es nun aufRerdem mdoglich, mehrere Spektren zu Uberlappen und somit direkt zu
beobachten, wie sich die Position einzelner Peaks temperaturabhangig veranderte, um leichter den
einzelnen Peaks die richtige Beschriftung zuzuordnen. Abbildung 20 im Anhang zeigt die Uberlappung aller
4 Spektren in den 4 Farben, welche in den Einzeldarstellungen gewahlt wurden. Gerade bei den einzelnen
Peaks am Rand des Spektrums ist die temperaturabhangige Verschiebung gut erkennbar. Ebenso kann
man diese gut bei obenstehender Abbildung 6 am oberen Peak beobachten. Es stellte sich heraus, dass
diejenigen Peaks mit hoher Standardabweichung tatsachlich oft in einzelnen Spektren fehlerhaft zugeordnet
waren. Ich Uberprifte deshalb alle Peaks mit hoher Standardabweichung und veranderte die
Peakmarkierung bzw. schloss den Peak von weiteren Betrachtungen aus, wenn er Uberhaupt nicht eindeutig
markierbar war. Dadurch erreichte ich, dass die absolute Standardabweichung (siehe Abbildung 14 im
Anhang) aller Temperaturkoeffizienten unter 0,7 lag. Die prozentuale Standardabweichung (siehe Abbildung
15 im Anhang) bezlglich des Betrages lag allgemein sehr hoch, tberwiegend unter 20%, aber bei einigen
bis zu 200% und bei drei Temperaturkoeffizienten noch hoher, bis zu 4700%, spielt aber fir weitere
Betrachtungen eine geringe Rolle, da der absolute Wert fir die Interpretation entscheidend ist, und liegt in
den teilweise sehr geringen Temperaturkoeffizienten begriindet. Der Korrelationskoeffizient (siehe Abbildung
13 im Anhang) war gerade dann besonders niedrig, wenn Peaks sich nicht temperaturabhangig verschieben,
sondern bei etwa gleicher chemischer Verschiebung diese leicht in verschiedene Richtung variierte. Somit
konnte aus diesem keine direkte Aussage Uber eventuelle Falschzuordnung getroffen werden. Ich Uberprufte

5
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deshalb im gesamten nur noch die Peaks, bei denen der Korrelationskoeffizient trotz hohem
Temperaturkoeffizient als Zeichen groRRer temperaturabhangiger Verschiebung sehr gering ausfiel, konnte
aber keine weitere eindeutige Falschzuordnung identifizieren, was ein Zeichen daflir ist, dass das
vorangehende Uberpriifen derer mit hoher Standardabweichung ein zuverlassiges Mittel zum Finden solch
fehlerbehafteter Zuordnungen ist.

4. Ergebnisse

4.1. Visualisierung in Diagrammen und 3D-Struktur

Zunachst erstellte ich basierend auf der Tabelle, welche jeder einem Peak aus dem Spektrum, zugeordneten
Aminosaure einen Temperaturkoeffizienten und eine entsprechende Standardabweichung zuweist, ein
Diagramm (Abbildung 7), in dem die Temperaturkoeffizienten gegentber der der Aminosaure in der bereits
bekannten Struktur zugeordneten Sequenz und nach den drei verschiedenen Sekundéarstrukturen getrennt
aufgetragen sind. Die Sequenz gibt die Lage der Aminoséaure in der Polypeptidkette, welche durch Faltung
das Protein bildet, an, wobei sie bei dem b -Schleifenende der Helix mit 1 anfangt und mit 285 in einer
auleren b -Schleife endet (siehe Abbildung 12).
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Temperaturkoeffizient der Peaks einzelner Aminosauren
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Abbildung 7: Temperaturkoeffizient der Peaks einzelner Aminosauren
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Tabellel: Legende zu 3d\bbildungen
Die blaue Linie im Diagramm 1 gibt die beziglich der

Temperaturkoeffizient in ppb/k Farbung sekundaren Struktur interessante Grenze von -4,6 ppb/K

-12,0 bis-9,5 hellblau an (siehe Auswertung).

_ o Danach visualisierte ich den Temperaturkoeffizienten in der
95 b!s 7.0 b_Iau 3d-Struktur des Proteins um den Temperaturkoeffizienten
-7,0 bis-4,5 violett in  bestimmten  Strukturen des  Proteins  zu
-4,5 bis-2,0 rot veranschaulichen. Dazu legte ich Bereiche fur den
-2,0 bis 0,5 orange Temperaturkoeffizienten  fest,  welchen  Farbungen

entsprechend nebenstehender Tabelle zugeordnet wurden.

0,5 bis 3,0 gelb Weil3 bedeutet, dass der Aminosaure kein Peak, also auch
3,0 bis 5,5 hellgelb kein Temperaturkoeffizient zugeordnet wurde. In der
keinem Peakugeordnet WGIB Struktur verdeut | FFaltblmtﬂtrUktLd'Gn,e Pf e

wel che den ATunneld bilden, di e
Rand dScehlfei f en -Helixdegtdn der Mitte des Proteins und ist entsprechend gewunden

dargestellt. Neben den folgenden Darstellungen der markierten 3d-Struktur aus verschiedenen Richtungen,

bzw. mitnur ei ner Ma frFaltblatstruktugen i Ealle vbn Abbildung 11 befinden sich weitere mit
verschiedenen Aspekten im Anhang (Abbildung 21 bis Abbildung 24).

Abbildung9

Abbildung 10 Abbildung11
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4.2. Beobachtungen

Zunachst die Beobachtungen aus dem Diagramm: Die Temperaturkoeffizienten liegen erwartungsgeman im

Bereich zwischen -11 ppb/K und 4,5 ppb/K. Dabei ist die groRe Mehrheit negativ, nur ca. 12% der
Temperaturkoeffizienten sind positiv. Di es sind ¢ber wi egend Tempdeliaodarr koef f
den-Fédl tbl2ttern zugeordneten Aminos?2ur en. -Sdileifen sikd Temp e
leicht positiv. Der Grol3teil (73%) aller Temperaturkoeffizienten liegt im Bereich zwischen -4,6 und 0 ppb/K.

Fur die Auswertung sind insbesondere die Anteile der Temperaturkoeffizienten interessant, welche Uber -4,6

ppb/K liegen. Dies sind 57,1% der Temperatur koeffi zi en tHelix, 99,48nder&«mi no s 2
von denen in d e n-Faftblatternund 68,4% der Temper atur koef fi zi ent-Scheifher Ami
Man sieht weiterhin, dass die Temper &thleiferkibez 4,6 ppa/Kk ent en
Fast alle negativ und meist relativ niedrig, unter -3 ppb/K liegen. Darliber liegen nur noch 36,8%. Bei den
Temperaturkoef fizient en -FdltblatterrAsind esasn? Memgleiah 73,5p6. Adiah tiege

die Temperaturkoef fi zi ent eaohleigrg welchenunter ® ¢,6 ppb Begen,ideutlicdi e n b
weiter darunter, als dies bei den Temperaturkoeffizienten aus den anderen Sekundarstrukturen der Fall ist.

Darunter fallen die drei niedrigsten Temperaturkoeffizienten, von -9,85 ppb/K bis zu -10,24 ppb/K. Als Maf3

fur die Tendenz der Werte berechnete ich jeweils den Mittelwert. Dieser betragt jeweils in ppb/K -3,20 bei
Temperaturkoeffizienten -Malix-1,96nbeindensr? wvom Ammnoséuren ide r d &n b
Faltblattern und -3,71 beiden Temper at ur koef fi zi ent e n-Schleifen. Brisi sanuitdéi ur en |
l etzteren am niedri gst en -Raltbldttern signifikAnmedmrhocksteer en i n den b

Inder3d-Abbi |l dung wird er ne-8dhleifdneals Zdichen hiedriger Aesnperatuikaeffizienten
dunkler, Uberwiegend lila und blau gefarbt sind. Die hellblaue Farbung tritt nur hier (3mal) auf. Die b-
Faltblatter sind Gberwiegend rot, orange und gelb, bis einmal hellgelb geféarbt, als Zeichen héherer bis hoher
Temperaturkoeffizienten. Violette Farbung tritt vor allem in den Randbereichen auf. In der Darstellung wird
auch deutlich, wo die gréRten Defizite beziglich der Zuordnung zwischen Aminosauren und Peaks im
Spektrum liegt. Wéhrend die Faltblatter bis auf drei (in Abbildung 10 vorn zu sehen) fast vollstandig gefarbt
sind, si-8dh ldeiief e b -Helixdilbemviegend WeiR. So ist zum Beispiel der Anfang der
Polypepti dk eSdtel, eidfi ee-Helia vollsiralig well. . Leider konnt e-Schleifenh kei n
vollstandig zugeordnet werden, was die Beobachtung von Gesetzgebungen innerhalb der Schleifen
schwierig macht. Blaufarbung findet sich einerseits an de n | ber g2 ng e nFaltldatterndaber b
andererseits auch gerade in der Mitte, so wie auch zwei der hellblauen Abschnitte.

5. Diskussion

5.1. Theorie: Zusammenhang zwischen Temperaturkoeffizient und
Sekundarstruktur

Cierpicki und Otlewsk [2] von der Universitdt Breslau untersuchten den Zusammenhang zwischen den
Temperaturkoeffizienten der Wasserstoffe der Aminogruppen (engl.: amid proton temperature coefficients)
und vorhandenen Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Aminogruppen verschiedener Aminosauren eines
Proteins. Die chemische Verschiebung hangt von der Entfernung des Protonenakzeptors zur
wasserstoffbriickengebundenen Aminogruppe ab. Bei Temperaturzunahme dehnt sich das Protein
anndhernd linear ausdehnt und die Wasserstoffbriicken werden entsprechend langer, so dass sich die
chemische Verschiebung verandert. Nahezu alle Aminogruppen gehen schwache
Wasserstoffbrickenbindungen mit in der Probelésung enthaltenem Wasser ein, welche beim Erwarmen
starker verlangert werden, wodurch die Veranderung der chemischen Verschiebung hoher ausfallt,
gegeniiber den Aminogruppen, welche stabilere Wasserstoffbriickenbindungen zu anderen Aminogruppen
des Proteins haben. Dies &ufRRert sich in einem weniger negativen, bis leicht positiven
Temperaturkoeffizienten, bei Aminogruppen mit solch intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen.
Letztere sind im Protein Uberwiegend in Sekundérstrukturen vorhanden, so dass ein direkter
Zusammenhang zwischen Temperaturkoeffizient und Sekundéarstruktur besteht. Fir das untersuchte Molekil
heiRtdas, dass der Temperaturkoef-Fakt bh?t ve reliaiberwiegend eapp&n
Uber -4,6 ppb/K liegen sollte (In oben genannter Untersuchung bei 87-90% bzw. 70% der Fall) und der in
den unst r u-dchleiferi Gbarwtiegemd darunter liegen sollte.
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5.2. Vergleich Theorie T Messung

Auf den ersten Blick fallt auf, dass scheinbar entgegen der Theorie einige der Temperaturkoeffizienten von
Ami nos?2ur e-dlel nx da n dFdliblatterd unterhatb von -4,6 ppb/K liegen. Umgekehrt liegen die
Temperaturkoeffizienten der Aminosauren in b-Schleifen Gberwiegend (68,4% !) Uber -4,6 ppb/K. Es zeigt

sich jedoch, dass zumi nde st -Fditdatternd@,4% UBemden loitséhenrGeenze i

liegen, was die Theorie und die Untersuchungsergebnisse (87-90%) eindeutig bestétigt. Andererseits ist der
Antei l d e r e rHelix dariiker liegen ndites7% ehdeutig geringer, als man es nach Theorie (70%)
erwarten wirde. Verschiebt man die Grenze von -4,6 ppb/K nach oben, so liegt sie bei etwa -3 in einem
Bereich, in welchem immer noch der Uberwiegende Teil derer der Aminosduren in den b-Faltblattern

dar ¢ber, aber nur noch eine Minderheit der ‘Behleiferer at ur

(36,8%) dartber liegt. Dies und die durchschnittlichen Temperaturkoeffizienten, der unterschiedlichen
Sekundarstrukturen stitzt die Theorie von niedrigeren Temperaturkoeffizienten in flexibleren Bereichen
ebenfalls eindeutig. Der alix ldhes, alhbeiidéntb-Sthieifery aber aaniobh
ist die hohe Abweichung bei ihr zuné&chst am wenigsten mit der Theorie vereinbar.

5.3. Erklarungsansatze

Die wohl wichtigste Erklarung fiir die Abweichungen von der Theorie ist die kleine Datenmenge bei den b-
Schleifen ( 3 8) , i nsbesonde-Hatix (raub®)rund mie igeringjee Zuorddungsrate (33,3% bzw.
58,3%). Je geringer die Datenmenge ist, desto héher ist die Wahrscheinlichkeit, dass Messfehler, bzw.
Peakmarkierungsfehler einen Einfluss auf die Gesamtaussage der Daten haben. Und je geringer die
Zuordnungsrate ist, desto mehr kann die ermittelte Prozentzahl, sich von der der Temperaturkoeffizienten
aller Aminosauren einer Struktur Uber -4,6 ppb/K unterscheiden. Einerseits geschieht dies durch Zufall,
andererseits ist die Wahrscheinlichkeit eines systematischen Fehlers sehr hoch, da sich vor allem flexible
Aminosauren mit sehr niedrig annehmbaren Temperaturkoeffizienten schwer zuordnen lassen, was sich u.
a. in der niedrigen Zuordnungsrate in den b-Schleifen zeigt. Diese These, der Abweichung aus statistischen

Gr ¢nden, wird dadurch gest ¢t zZultplatted §186 zdgeoedneté huredo83% e

Zuordnungsrate!) sehr gut passt. Es gibt jedoch auch chemisch, physikalische Erklarungen. Das der
Temperaturkoeffizient in der U-Helix im Durchschnitt so gering ist, kann daran liegen, dass die Struktur, weil
sie beweglich sein muss als Regler des Durchlasses des Tunnels, flexibler, mit weniger intramolekularen
Wasserstoffbre¢gcken, a |l s-Helimks dst. Mehh rder aduBergevddkntich tiedrige
Temperaturkoeffizient e iScehrl e IAMe n @@ lisircxh eRmitbikatfe konnté
dadurch erklarbar sein, dass diese Region sehr beweglich zum Offnen und SchlieRen des Tunnelproteins
durch Umklappen der Helix ist. Insgesamt gesehen wurden auferdem einige Effekte der Beeinflussung des
Temperaturkoeffizienten, durch die chemische Umgebung der Aminogruppe, welche in der oben genannten
Studie auch untersucht wurden, nicht beachtet. So beeinflussen anliegende aromatische Ringe den
Temperaturkoeffizienten unabhangig von vorhandenen Wasserstoffbriicken sehr stark. Typischerweise liegt
er durch sie zwischen 0 und 2 ppb/K. Dies konnte die Erklarung fur einige der hohen
Temperatur koef f-Bchleifenmséien i n den b

Insgesamt gesehen, bestatigen meine Ergebnisse die Untersuchungen also im Rahmen ihrer Aussagekraft
und lassen sich durch die Theorie vom Zusammenhang zwischen Temperaturkoeffizienten und der
sekundaren Struktur von Aminosauren erklaren.

6. Fazit

Wéhrend der 4 Wochen konnte ich interessante Einblicke in den Arbeitsalltag an einer wissenschaftlichen
Einrichtung sammeln. Diese reichten von den montagmorgendlichen arbeitsgruppeninternen Vortragen
einzelner Mitarbeiter Uber ihre Arbeit bis zum Mittagessen in der Institutskantine. Neben der Rechnerarbeit
fur das Projekt hatte ich die Moglichkeit, bei Arbeiten wie der Vorbereitung einer Messung am NMR-
Spektrum und dem Beflillen der Kihltanks der Spektren mit flissigem Helium und Stickstoff zuzuschauen
und nach mir gegebener Mdoglichkeit praktisch mitzuhelfen. Langeweile kam wéahrend des gesamten
Praktikums nie auf. Ich hatte das Gliick, dass in meine Praktikumszeitd i e Ver anst al t ufielg
in welcher ich das Institut als gesamtes aber auch in Vortragen die Max-Planck-Gesellschaft und ihre
Forschungsarbeit naher kennen lernen konnte. Dabei beeindruckte mich besonders, welch hohe
Anerkennung der oft als weltfremd verponten, aber aus meiner Sicht durchaus auch im Hinblick auf den
spateren Beruf interessante, Grundlagenforschung zukommt. Zufallig fiel in die Praktikumszeit der
Betriebsausflug der Arbeitsgruppe, in welchem ich wahrend einer Fahrradtour Gottingen und die
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Arbeitsgruppe naher kennen lernte. Besonderen Spall machte das in der anschlieenden Feier angebotene
BogenschielRen.

Die Arbeitsatmosphare habe ich als locker empfunden was das Einhalten von Férmlichkeiten und festen
Zeiten anging, was aber nicht fur die Produktivitat galt, und insgesamt als sehr angenehm empfunden.
Besonders gefallen hat mir die Internationalitdt des Instituts und die damit einhergehende Madglichkeit
interessante Gesprache auf Englisch zu fiihren. So traf ich zum Beispiel interessanterweise mit Edward
d'Auvergne einen der Verantwortlichen fur die Internationale Biologieolympiade in Australien.

Die Betreuung wahrend des Praktikums war auf jeden Fall sehr gut. Es war immer moglich, einen
Ansprechpartner zu finden. Dies war meist natirlich Saskia Villinger, die mich wahrend der gesamten
Praktikumszeit betreute, mir das Institut vorstellte, bei meinem Projekt half und mir jederzeit zu Fragen Rede
und Antwort stand, aber mir auch insbesondere eine leichte Integration in die gesamte Arbeitsgruppe
ermdglichte. Diese wurde durch die gemeinsame Mittags- und Kaffeepause in kleinerer Gruppe und durch
regelmaRige Zusammenkinfte wie die montagmorgendlichen Seminare und die beiden zusatzlichen
Seminare erleichtert. Dass die Umgangssprache teilweise Englisch war, war auch hierbei kein Hindernis,
sondern sorgte eher fur eine ungezwungenere Gesprachsatmosphare.

Der gute Eindruck vom AlLeben als Wissenschaftler
konnte, wurde durch das Praktikum somit auf jeden Fall bestatigt und ich denke, dass es mich durchaus
darin bestarkt hat, spater, wenn mdaglich, einen Beruf in dieser Richtung zu ergreifen.

Mein Dank geht an Herrn Professor Griesinger und Herrn Professor Zweckstetter fur die Ermdglichung des
Praktikums in ihrer Abteilung bzw. Forschungsgruppe, an den Forderverein der Internationalen
Biologieolympiade fur die Initiierung, hierfir insbesondere an David Hasselbacher, und finanzielle
Ermdglichung des Praktikums und an die Mitarbeiter der Abteilung fir NMR-basierte Strukturbiologie fur die
freundliche Aufnahme und interessante Gesprache.

Besonderer Dank gilt meiner Betreuerin Saskia Villinger, die mir wahrend der gesamten 4 Wochen zur Seite
stand und mir mein Projekt und all die Einblicke in die Arbeit des Instituts ermdglichte.
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8. Anhang

Abbildung12: 2d-Ansicht von hVDAC1 (aus: Bayrhuber et al. 2008)
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Korrelationskoeffizient der Geraden
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Abbildung 16: NMR-Spektrum 1, bei 310K gemessen
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