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Investigations of tobacco mosaic virus with the aid

of MOssbauer effect on J129

Abstract

The experimental determination of the electric
quadrupole coupling constant of J129 enables the
investigation of special problems related to the

guaternery structure of the tobacco mosaic virus.

Aiming information on their chemical bonds the
amino acids tyrosine 139 and cysteine 27 in the
tobacco mosaic virus were iodinated and the
Mossbauer spectra of the probes were taken at

different pH-values.

The results prove the existence of a hydrogen
bond at the hydroxyl group of tyrosine 139 and
exclude the formation of a cystine bridge at

cysteine 27 in the tobacco mosaic virus.



Untersuchungen am Tabak-Mosaik-Virus mit Hilfe

des MO&Bbauereffekts an J129

Zusammenfassung

Die Messung der elektrischen Quadrupolaufspaltung
an J129 ist geeignet, spezielle Probleme der
Quartdrstruktur des Tabak-Mosaik~-Virus zu unter-

suchen.

Dazu wurden die Aminosduren Tyrosin 139 und Cystein 27
im Tabak-Mosaik-Virus jodiert und die Md&Bbauerspektren

von Absorbern bei verschiedenen pH-Werten gemessen.

Die Ergebnisse deuten eine Wasserstoffbriicke an der
Hydroxylgruppe des Tyrosin 139 an und schlieBen die
Bildung einer Disulfidbriicke am Cystein 27 im Tabak-

Mosaik-Virus aus.
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1. Einleitung

Die in der Kern- und Festkdrperphysik bewdhrte Unter-
suchungsmethode mit Hilfe des MOBbauereffektes wird seit
vielen Jahren bei der Strukturaufkldrung von chemischen
Verbindungen angewendet. Bei der Ausdehnung der Methode
auf biologische Moleklile werden vorwiegend die Eigen=-

>7 ausgenutzt. Im Falle der eisen-

schaften des Isotops Fe
haltigen Verbindungen wie Hdm- und Eisen-Schwefel-Proteine
sind Aussagen iiber den chemischen Zustand und die Um-

gebung des Eisenatoms gewonnen worden [1].

Besondere Bedeutung kommt jedoch bei biologischen Unter-
suchungen dem Element Jod 2zu. Jod tritt in einer Vielfalt
organischer Verbindungen auf und kann durch Einbau in be-
stimmte Aminosduren an definierte Pldtze in EiweiBmole-
kiilen gebracht werden.

Bei Jod sind zweli M&Bbauerisotope bekannt: J127 und J129.
In der vorliegenden Arbeit wird der M&Bbauereffekt am
Isotop J129 beobachtet. Es bietet gegeniiber J127 eine um
den Faktor vier kleinere Linienbreite. Dies ermdglicht die

Messung vollst&dndig aufgel&ster MoBbauerspektren [2,3].

Als Beispiel fiir die Anwendung der MOBbauerspektroskopie

an komplexen Proteinen ist das Tabak-Mosaik-Virus (TMV)
ausgewdhlt worden. Im Rahmen dieser Arbeit soll am TMV als
Modell gezeigt werden, daf die Untersuchung mit Hilfe des
MtGRbauereffekts eine empfindliche Methode ist, um spezielle

Strukturfragen zu klédren.

Das TMV bietet in mehrfacher Hinsicht glinstige Voraus-
setzungen. Die Struktur des Virus ist durch r&ntgenspektro-
graphische Methoden eingehend untersucht worden [4,5]. Die
Polypeptidkette des TMV-Proteins enthdlt die Aminosduren
Tyrosin und Cystein, die mit bekannten Verfahren zu jodieren
sind [6,7]. Nicht zuletzt stellt das TMV ein stabiles und

vergleichsweise leicht herstellbares System dar.



Dagegen ist die Beteiligung bestimmter chemischer
Bindungen am Zustandekommen der Quartdr-Struktur des
Molekiils ungekldrt. Z.B. ist unbekannt, ob eine Wasser-
stoffbriicke am Tyrosin mitverantwortlich flir den heli~
kalen Aufbau des TMV ist. Um diese Frage beantworten zu
konnen, ist es erforderlich, zuerst die Anderung der
M&Bbauerspektren von freien Tyrosinmolekiilen bei ver-
schiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen (pH-Wert) zu
untersuchen. Die Messungen ergeben eine empfindliche
Abhidngigkeit der M&Bbauerparameter vom pH-Wert der Tyro-
sinldsung. Mit dieser Information ist es mdglich, ge-
messene TMV-Spektren zu deuten. Eine Abweichung der
Spektren von der erwarteten Form zeigt eine Anderung der
Bindung des Tyrosinmolekiils im TMV an. Zusdtzliche
Messungen am TMV bei gednderten pH-Werten sollen diesen

Punkt genauer klé&ren.

Weiterhin ist es gelungen, an der Aminosdure Cystein,
die als freies Molekiil nicht stabil zu jodieren ist, im
TMV ein Wasserstoffatom durch Jod zu ersetzen und das
MoBbauerspektrum zu messen. In vielen Aminosiureketten
biologischer Moleklile bilden sich am Cystein Disulfid-
Briicken aus. Diese Mb6glichkeit wird durch den Nachweis
einer stabilen Sulfenyljodid=-Bindung im Cystein des TMV-

Proteins ausgeschlossen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, daB die MOBbauer-
methode ein geeignetes Verfahren ist, Aussagen iber die
Struktur von komplexen organischen Molekilen zu treffen,
die mit anderen, in der Molekiilspektroskopie {iblichen

Verfahren nicht gewonnen werden koénnen.



2. Der MORbauereffekt an J129

Das M&Bbauerniveau in J129 bei 27,8 keV wird durch

einen isomeren Ubergang unter Emission von y=-Strahlung
129m

von Te und anschlieBenden p ~Zerfall bevdlkert
(Fig. 1).
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Fig. 1: Vereinfachtes Zerfallsschema von Te129m [8].

Liegt am Kernort ein rotationssymmetrischer elektrischer
Feldgradient (EFG) vor, so spalten aufgrund der Wechsel-
wirkung von Kernquadrupolmoment Q und elektrischem Feld-

gradienten VZZ die Kernzustdnde gemiB

e 0 sz[3m2 - I(I + 1)]
E(I,m) = (1)

41 (2T - 1)




in Unterzustdnde auf. (I: Kernspin, m: z-Komponente des
Kernspins. Es ist Ublich, das Achsensystem des Resonator-
atoms so zu wdhlen, das sz den Maximalwert des elektri-
schen Feldgradienten darstellt. Die Einstellung der Kern-
achse bezliglich der Hauptachse z ist guantisiert.)

Flir den M&Bbaueriibergang 5/2+ -+ 7/2+ in J129 bedeutet dies
eine Aufspaltung des angeregten in drei und des Grundzu-

standes in vier m-Zustdnde (Fig. 2).
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Fig. 2: Aufspaltung des 5/2+— und 7/2+—Zustandes in
129
J [31.

Beim Ubergang wird M1-Strahlung emittiert [8]. Die Aus-
wahlregel filir Dipolstrahlung ergibt acht Uberginge, die

aufgrund der unterschiedlichen Quadrupolmomente £fiir



Grund- und angeregten 2Zustand energetisch getrennt sind
(Fig. 2). Die Ubergdnge 1 und 2 befinden sich auBerhalb

des in dieser Arbeit betrachteten Energiebereichs von

v = - 13 mm/sec bis v = + 13 mm/sec Dopplergeschwindig-
keit (E = Eo- % : EO - Ubergangsenergie zwischen den

unaufgespaltenen Zustédnden, ¢ - Lichtgeschwindigkeit).
Da die Intensitdten dieser Linien im Vergleich zu den
anderen Ubergdngen klein sind, ist die statistische
Genauigkeit nicht ausreichend. Die Beschrd@nkung des
Energiebereichs bringt deshalb keinen wesentlichen In-
formationsverlust. Demgegeniiber ergibt sich bei gleicher
Anzahl der MeBpunkte eine erhdhte Aufl&sung der iibrigen

Linien.

Weitere vier Ubergdnge sind mdglich, wenn der elektrische
Feldgradient nicht rotationssymmetrisch und m damit keine
gute Quantenzahl mehr ist. Da die Verteilung der Bindungs-
elektronen des Jodatoms bei den gemessenen Absorbern nahe-~
zu axialsymmetrisch ist, ist die Abweichung des Feld-
gradienten von der Rotationssymmetrie gering. Die Uber-
gdnge haben deshalb kleine Intensitdten und sind nicht
beobachtbar.

Die in dieser Arbeit gezeigten Spektren weisen somit je-

welils sechs Linien (Nr. 3 bis 8 in Fig. 2) auf.



3. Das Experiment

3.1 Versuchsanordnung

Zur Durchfihrung der Messungen wird die in Fig. 3 ge-
zeigte Anordnung gewdhlt. Die M&fbauerspektren werden
in Transmission beobachtet. Die Quelle wird relativ zum

fest eingebauten Absorber bewegt.

Zur Erzeugung der Dopplerverschiebung der Quanten~—
energie wird ein elektromechanisches Antriebssystem der
Firma Elscint verwendet. Das System wird mit konstanter
Beschleunigung betrieben, d.h. in einem Zyklus wird der
gesamte vorgewdhlte Geschwindigkeitsbereich linear durch-
laufen. Die Bewegung wird ilber ein Balgsystem als Vakuum-
durchfihrung und ein Rohr an die Quelle Ubertragen. Quelle
und Absorber befinden sich in einem Heliumkryostaten. Zur
Verminderung des Heliumverbrauchs ist das Heliumgef&B8 von
einem Stickstoffmantel umgeben. Die Anordnung erlaubt es,
Quelle und Absorber auf eine Temperatur von 4,2 K zu
kiihlen. Dies ist zur Erh&hung der Resonanzabsorption er-
forderlich, da der Debye-Waller-Faktor bei Zimmertempera-
tur verschwindet und selbst bei Stickstofftemperatur an
den gemessenen Absorbern zu klein ist. Auf eine Tempera-
turmessung am Absorber wird verzichtet, da dieser sich
direkt im fliissigen Helium befindet. Die Quelle wird durch
eine Membrane gekiihlt, die gleichzeitig das Ubertragungs-
rohr zentriert. Die Quellentemperatur wird mit einem ge-
eichten Germaniumwiderstand gemessen, der in der Quellen-
halterung montiert ist. Die Messung ergibt auch am Ort
der Quelle eine Temperatur von (4,2 * 0,5)K. Dies ent-
spricht der Temperatur des fliissigen Heliums bei Normal-

druck.
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Die Fenster des HeliumgefdBes und des Kryostaten sind

in 0,5 mm starkem Beryllium ausgefihrt, um die Ab-
sorption der 27,8 keV-M&Bbauerstrahlung gering zu halten.
J129 ist kein stabiles Isotop; es zerfdllt mit einer
Halbwertszeit von ?,6-107 Jahre unter B -Emission in

den 39,6 keV-Zustand des Xe129

ist stark konvertiert. Zur Reduzierung der ROntgenstrahlung

. Der 39,6 keV y-Ubergang

von 30,4 keV, die in einem Szintillationsdetektor neben
27,8 keV nicht aufzuldsen ist, wird eine Indiumfolie mit
einer Massenbelegung von 70 mg/cm2 zwischen Absorber und
Detektor eingebracht. Sie schwdcht die ROntgenstrahlung
um den Faktor elf, wihrend die 27,8 keV y-Quanten nur zu
50% absorbiert werden. Zum Nachwels der M&Bbauerstrahlung
dient ein 1 1/2" x 1 mm NaJ(Tl) Szintillationskristall
mit Berylliumfenster. Die Impulse aus dem Elektronenver-
vielfacher werden ilber einen Verstdrker einem Einkanal-
Diskriminator zugefihrt, der den maBgebenden Energiebe-
reich ausblendet. Die Impulse aus dem Einkanal-Diskrimi-
nator werden in einem im "Multiscaling-Betrieb" arbeiten-
den Vielkanalanalysator registriert. Die Kanalfortschaltung
des Analysators wird vom Funktionsgenerator entsprechend
der am Antriebssystem vorliegenden Geschwindigkeit ge-

steuert.

Im Vielkanalanalysator wird somit ein Spektrum in Ab-

h@ngigkeit von der Geschwindigkeit der Quelle aufgezeichnet.

Das Blockschaltbild in Fig. 4 gibt einen Uberblick iiber

die Komponenten des M&BRbauerspektrometers.
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Fig. 4: Blockschaltbild des MOBbauerspektrometers

3.

a)

2

Quellen und Absorber

Quellen
Wie aus dem Zerfallsschema Fig. 1 ersichtlich, wird
als Quelle das Isotop Te129m bendtigt. Das TIsotop

besitzt eine giinstige Halbwertszeit von 33,6 Tagen.

Fir die Messungen ist es wichtig, eine MdBbauer-
guelle zu benutzen, die eine unaufgespaltene Linie

von m8glichst geringer Breite zeigt. Dies leistet

eine Quelle in Form von Zinktellurid.

Bei Lieferung betrdgt die Stdrke der Quellen ca. 10mCi.
Dies ist die maximal mdgliche Aktivitdt flir das Nach-
weissystem. Bei vertretbaren Mefzeiten kann zwei Halb-

wertszeiten mit einer Quelle gemessen werden.



b) Absorber

Als Absorber dienen jodierte Proben der 2mino-
sdure 1-Tyrosin und des Tabak~Mosaik-Virus. Bei
1-Tyrosin (Fig. 5) besteht die MOglichkeit, die
Wasserstoffatome in Position 3 und 5 am Benzolring

gegen Jod auszutauschen.

H=0-=C \C CHy;—CH-—COOH
N o’ Y

! NH2

H

Fig. 5: 1-Tyrosin

Diese Positiocnen sind glinstig, da die MoOBbaueratome
dann in der N&he der OH-Gruppe gebunden sind. Eine OH-
Gruppe ist ein bevorzugter Ansatzpunkt filir eine Wasser-
stoffbriickenbindung. Die Prédparation von 3,5-Dijod-1-
tyrosin wird nach der in [9] beschriebenen Methode vor-
gencmmen und ist im Anhang eingehend erldutert. Es sind

von 1-Tyrosin drei Absorber hergestellt worden und zwar:

T1: 3,5=-Dijod=-l-tyrosin, kristallin
T2: 3,5-Dijod-l-tyrosin, in Ldsung pH 2
T3: 3,5-Dijod=l-tyrosin, in L&sung pH 10.



Reste von Natriumjodid konnen aus den Prdparaten nicht
vollstdndig entfernt werden, was sich in einer zusidtz-

lichen unaufgespaltenen Linie im Spektrum &uBert.

Das Tabak-Mosaik-Virus ist
aus einer einstrdngigen
Ribonukleinsdure (RNS) und
einem Proteinmantel auf-
gebaut (Fig. 6). Das Mole-
kulargewicht betrégt ca.
40 Millionen. Der Protein-
mantel besteht aus vielen
Untereinheiten, die in der
Figur als schuhfdrmige
Gebilde dargestellt sind.
Die RNS liegt in den Ein-

schniirungen dieser Unter-

einheiten [4].

Fig.6: Struktur des TMV

Der radiale Aufbau des TMV-Molekilils 148t sich aus Fig. 7
entnehmen, die die Elektronendichte in Abh&ngigkeit vom

Radius wiedergibt.

Die maximale radiale Ausdehnung einer Untereinheit betridgt
90 R; die RNS befindet sich bei ca. 40 8; in der Mitte

des Molekliils ist eine axiale 0Offnung von 20 £ Radius.

Die Untereinheiten des Proteinmantels weisen in sich eine
einheitliche Struktur auf. Eine Untereinheit ist aus 158
Aminosduren in definierter Reihenfolge aufgebaut und hat

ein Molekulargewicht von ca. 17 800 [11,12]. Die Aminosduren
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Fig. 7. Radiale Elektronendichte des TMV-=-Molekiils
[10]

sind untereinander durch eine "Peptid-Bindung" ver-
knlipft, d.h. die Aminogruppe eines Aminosduremolekiils
kondensiert mit der Carboxylgruppe eines anderen S&ure-
molekiils (Fig. 8; es ist die allgemeine Formel einer
Aminosdure angegeben, fiir R steht ein von der Art der

Aminos&dure abhidngiger Rest).

Durch fortgesetzte Kondensation vieler Aminosduren ent-
stehen dann die genannten Kettenmolekiile ("Polypeptid-
Ketten").



R—CH—COOH
R—CH—COOH  + N'Hz e
NIHZ
R—CH—COOH
R—CH—CO-——NIH + H,0
NH,

Fig. 8: Kondensation zwelier Aminosduremolekiile

Unter den 158 Aminosduren einer Untereinheit befinden
sich vier Molekiile der Aminosduren 1l-Tyrosin und ein
Molekil Cystein. Die vier Molekiile Tyrosin im TMV lassen
sich selektiv jodieren, da die einzelnen Molekilile auf-
grund ihrer Position im intakten Virus stark unterschied-
liche Reaktionsgeschwindigkeiten zeigen. Dabei reagiert
Tyrosin 139 — die Nummern bezeichnen die Position des
Molekiils in der Aminosiurekette — bei 20°C vor allen
Tyrosinmolekiilen mit Jod, d.h. wenn zwei Atome Jod pro
Untereinheit angeboten werden, wird nur dieses Molekil
jodiert [7]. Erschwerend kommt allerdings hinzu, daB
Cystein 27 ebenfalls sofort mit Jod reagiert (Fig. 9).
Das M&Bbauerspektrum des jodierten Cysteins ist am

freien Molekiil nicht beobachtbar, da die Schwefel-Jod-
Bindung instabil ist. Das TMV bietet jedoch eine M&glich-
keit, das Cystein-Spektrum neben dem Tyrosin-Spektrum

zu messen. Die Schwefel-Jod-Bindung wird im TMV durch

die umgebenden Molekiile stabilisiert.



Zur Gewinnung von Absorbern, bei denen nur Tyrosin 139
jodiert ist, muf die Sulfhydrylgruppe des Cysteins
chemisch blockiert werden. Dazu wird das TMV-Molekiil

mit Methylquecksilbernitrat (CH3HgN03) versetzt, das

mit Cystein unter Bildung einer stabilen Schwefel-Queck-

silber-Bindung reagiert (Fig. 9) [7].

H—S —CHQ—ClH —COOH

L,

NH,

‘\

H—S —CHz—-ClH—COOH
CH3—Hg/‘ NH,

Fig. 9: Cystein (Reaktion mit Jod; Reaktion mit CH3HgNO3)
Nach dem im Anhang erl&uterten Verfahren sind folgende
Proben hergestellt worden:

V1: TMV-Losung, Tyrosin 139 und Cystein 27 jodiert,
pH 8

V2: TMV=LOsung, Tyrosin 139 jodiert, pH 8

V3: TMV-L&sung, Tyrosin 139 jodiert, anschlieBend
pH 8 auf pH 3 gedndert.



3.3 Messung und Auswertung

Die Spektren der verschiedenen Absorber werden in einem
Vielkanalanalysator aufgezeichnet. Die Mefzeit fir ein
Spektrum betrdgt je nach Stidrke der Quelle zwischen zweil
und acht Tagen. Die gezdhlten Impulse pro Kanal und
Spektrum liegen bei einigen Millionen. Die Daten werden
auf Lochstreifen ausgegeben und an der Rechenanlage des

Kernforschungszentrums weiter verarbeitet.

Da zur Bestimmung der MOBbauerparameter jedem MeBpunkt
die absolute Dopplergeschwindigkeit zugeordnet sein muB,
werden die Spektren mit Hilfe zweier Verfahren geeicht.
Bei den zuerst gemessenen Spektren ist dies mit Fe57—
MOGBbauerspektren durchgefihrt worden. Aus der Lage der
Linien im Referenzspektrum ergibt sich mit den bekannten
Aufspaltungsparametern flir die magnetische Hyperfein-
struktur bei Eisen eine Zuordnung zwischen Kanalzahl und
Geschwindigkeit. Bei den neuesten Messungen wird die Ab-
soluteichung der Spektren durch eine direkte Bestimmung
der Geschwindigkeit mit einem Laser-Interferometer vor-
genommen. Beide Eichverfahren werden im Anhang aus-

fiihrlich dargestellt.

Beim Durchlaufen eines MeBzyklus ist der Ort der Quelle
entlang der Achse bei konstanter Beschleunigung eine
parabolische Funktion der Zeit. Die dadurch hervorgerufene
Raumwinkeldnderung bedingt eine dem MOBbauerspektrum liber-
lagerte Z&hlratendnderung. Dieser Effekt wird mit einer
Strahlung, die keine Resonanzabsorption zeigt, gemessen

und bei der Auswertung bericksichtigt.

Um die M&Bbauerparameter aus den geeichten und korri-
gierten Spektren zu gewinnen, wird in einem FORTRAN-IV-

Programm die theoretische Quadrupolaufspaltung an die



MeBpunkte angepaBt. M&gliche Abweichungen des elektri-
schen Feldgradienten von der Rotationssymmetrie werden
nach dem Verfahren von Shenoy und Dunlap in das Programm

eingebracht [13].

Der Hamiltonoperator flir die Wechselwirkung eines Kerrn-
quadrupoclmomentes Q mit dem elektrischen Feldgradienten

am Kernort kann geschrieben werden als

Hy = {e Q Vv, /[4I(2I - 1) x
x {312 - 12+ I a2+ 12y (2)
mit n= (Vg - Vex) 'V, (3)

I ist der Kernspin, ist der elektrische Feld-

gradient in Richtung £, I, Iz’ I, und I_ sind die Dreh-
impulsoperatoren. Der Hamiltonoperator ist nur diagonal
in iz’ wenn der elektrische Feldgradient rotations-
symmetrisch ist, d.h. VXX = vyy'

Um im Anpassungsprogramm die jeweils notwendige Dia-
gonalisierung des Hamiltonoperators bei Anderung von n
zur Gewinnung von Eigenwerten und Eigenvektoren zu ver-
meiden, wird die Energie eines Zustandes in eine Potenz-

reihe in n entwickelt.

E(I,m) = e Q sz e P(I,m) (4)
wobel
4 v
P(I,m) = )} a (I,m) *n (5)

V=0



I ist der Kernspin, m die z-Komponente, die nur dann
eine gute Quantenzahl ist, wenn n = O ist. Die Koeffi-
zienten aV(I,m) gsind in [13] tabelliert. Die nach diesem
Verfahren gewonnenen Werte flir die Energien der Zustdnde
weichen um weniger als 0,5% von den Eigenwerten des sehr

rechenzeitaufwendigen Diagonalisierungsverfahrens ab.
Die Resonanzenergie ldBt sich angeben zu

R(I',m'; I,m) = e VZZ[Q'-P(I',m') - Q*P(I,m)] + &

(6)

wobei Q und Q' die Quadrupolmomente von Grund- und ange-
regtem Zustand sind. 6§ ist die Isomerieverschiebung.

Die Anderung der Ubergangsenergie wird durch die unter-
schiedliche Aufenthaltswahrscheinlichkeit der s-Elektronen
am Kern des MOBbaueratoms in Quelle und Absorber hervor-
gerufen. Die Aufenthaltswahrscheinlichkeit wiederum wird
von der chemischen Bindung des Atoms beeinfluBt, d.h.

sind Quelle und Absorber chemisch gleich aufgebaut, ver-
schwindet die Isomerieverschiebung. Da bei den durchge-
flihrten Messungen das MOfSbaueratom in Quelle und Absorber
unterschiedlich gebunden ist, ist die Isomerieverschiebung

hier eine wesentliche MeBgrdfe.

Die Intensitdt einer Resonanzlinie ist durch die Eigen-
vektoren der zwei Hamiltonoperatoren und die Multipolari-
tdt der Strahlung zwischen den Zustdnden bestimmt. Zur
Vereinfachung des Programms wird die Intensitdt A eben-

falls in eine Potenzreihe in n entwickelt
4
A(I',m'; I,m) = ) b (I',m'; I,m) * n (7)

Die Koeffizienten bv(I',m'; I,m) sind fir den Ubergang
5/2% » 7727 in [13] tabelliert.



Als weiterer Parameter wird die sogenannte "riickstoB-

freie Absorptionsanisotropie” ¥ eingefiihrt. Er ist gleich
dem Verhdltnis der auf die Clebsch-Gordan-Koeffizienten
normalisierten Intensit&ten flir Am = *1 und Am = O Uber-
gdnge. Ursache fiir die Anisotropie in einem polykristallinen
Absorber ist der anisotrope Debye-Waller-Faktor ("Goldanskii-
Karyagin-Effekt”™) [14,15].

Die MOBbauerlinien haben die natiirliche Form und sind
nur geringfligig verbreitert. Deshalb werden Lorentz-

Funktionen fiir den Ausgleich der MeBwerte verwendet.

Nach dem Prinzip der kleinsten Fehlerquadrate bestimmt das

Programm die Bestwerte der folgenden Parameter

e Qgr VZz — elektrische Quadrupolaufspaltung des

Grundzustandes

— Asymmetrieparameter
129m_

o 3
|

Isomerieverschiebung gegen die ZnTe
Quelle

— rickstoBfreie Absorptionsanisotropie
— Breite der Linien in halber HOhe

Normierung der Linienintensit&ten

A~ A T3
|

— Intensitdt bei v&lliger Resonanzver-

stimmung.

Bei den Spektren von 1-Tyrosin kommen drei weitere Para-

meter flir die zusdtzlich auftretende Jodid-Linie hinzu:

NJ — Intensitdt dieser Linie
FJ — Breite der Linie
6J — Iscomerieverschiebung der Jodid-Linie

gegen die ZnTe129m—Quelle.



Im Spektrum des Absorbers V1 (TMV, Tyrosin und Cystein
jodiert) sind zwei Quadrupolspektren lberlagert. Die
Trennung dieser Spektren verlduft im Anpassungspro-

gramm ohne Schwierigkeiten.

In den Figuren 10 - 13 sind die MeBwerte und die ange-

paBten Kurven flir vier Absorber wiedergegeben.
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Fig. 12: V1: TMV, Tyrosin und Cystein jodiert, pH 8
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Fig. 13: V2: TMV, Tyrosin jodiert, pH 8



3.4

Ergebnisse

Die aus dem Anpassungsprogramm gewonnenen Parameter

sind flir alle Messungen in Tab.

I zusammengestellt.

Absorber | ~“®9%rVzz 8 r n X
[MHz ] [mm/sec] |[mm/sec]

T1 1339+10 |0,30+0,03|0,96+0,02|0,05+0,02|0,91+0,04
T2 1350+10 |0,30x0,03|0,9120,02|0,05+0,01]0,95+0,04
T3 1268+10 |0,16+0,0310,96+£0,02{0,07+£0,01|0,93+0,04
V1Tyrosin 134413 (0,1720,0310,96+0,04|0,03t0,03(0,98%0,05
Cystein| 1488+*15 |0,54+0,06|0,95+0,06({0,04+0,04|1,04+0,08
V2 1323+10 |0,17+x0,03|0,98+0,02/0,06+0,01(0,94+0,04
V3 1342+10 [(0,20%0,03({0,92+0,02|0,07+0,02(0,98+0,04
DIT [16] 1367+15 ,0,30+0,03,0,82+0,08,0,07+0,03{0,93+0,07

RST [17] 151015 |0,41+0,02|0,82+0,04|0,07+0,03 -
Tab. I: Ergebnisse fiir die MO&Bbauerparameter aus Messungen

an einer Reihe verschiedener Resonanzabsorber

(Erlduterung der Bezeichnung siehe Text)

Zum Vergleich sind in der Tabelle I zweil Messungen aus der

Literatur aufgefiihrt. Bei DIT handelt es sich um einen Ab-

sorber aus kristallinem 3,5-Dijod-l-tyrosin vergleichbar

dem Absorber T1.

RSI bezeichnet die Verbindung N-p-Chloro-

phenyl-2-(benzyloxycarbonamido) ~-3-jodothio-3-Methylbutan-

amid (Fig.

14) .

Dieser Absorber kann als Modellsubstanz mit

einer Schwefel-Jod-Bindung aufgefaBt werden, wie sie beim

jodierten Cystein im Prdparat V1 vorliegt.
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Fig. 14: Struktur-
formel RSI
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Aus den Messungen mit den
Absorbern T1, T2 und T3
wird die Isomeriever-
schiebung der Jodid-Linie
relativ zur Zinktellurid-
Quelle zu 6J= - 0,39%+0,02
mm/sec bestimmt. Die Breite
dieser Linie betrigt

FJ= 1,39+0,03 mm/sec.

Das Intensitdtsverhdltnis
der Spektren von jodiertem
Cystein zu jodiertem
Tyrosin im Absorber V1 er-
gibt sich zu 0,47+0,04.
Dieser Wert entspricht

dem stdchiometrischen
Verhdltnis von 0,5 des an
Cystein bzw. Tyrosin ge-
bundenen Jods, d.h. die
beiden Aminos&duren sind

vollstédndig jodiert.



4, Diskussion der Ergebnisse

Die wesentlichen Parameter zur Unterscheidung der ver-
schiedenen Absorber sind elektrische Quadrupolauf-

spaltung eQsz und Isomerieverschiebung §.

Pie Messungen am freien Tyrosinmoleklil sind durchge-
fihrt worden, um die Einfliisse unterschiedlicher
chemischer Bindungen in der N&he der Resonatoratome
auf die Parameter zu erfassen. Das 3,5-Dijod-l-tyrosin
kann in Abh&ngigkeit vom pH-Wert der LOsung in zwei

Zustdnden vorliegen:

Das Proton der Hydroxylgruppe ist gebunden (I), oder
die Gruppe ist dissoziiert (II) (Fig. 15).

|
H_O_'__/m\ 0 ____/-—\_
N

Fig. 15: Zustdnde des Tyrosins bezliglich der Hydroxylgruppe

Dabei wird von Anderungen an der Carboxyl- bzw. Amino-
gruppe des Molekilils abgesehen, da diese Gruppen rdumlich

welt vom Ort der M&BRbaueratome entfernt sind.

Der pH-Wert, bei dem beide Konfigurationen im Verhdltnis
1:1 in der L&sung vorhanden sind, wird pK-Wert der Hydroxyl-

gruppe des Molekiils genannt. Der pK-Wert ist am freien



Tyrosinmolekil auf chemischem Wege einfach zu bestimmen
und liegt fir die Verbindung 3,5-Dijod-l-tyrosin bei
7 [18]. Die Zuordnung einer bestimmten Konfiguration zu
einem pH-Wert ist eindeutig. Bei pH 2 ist allein Zu-
stand I (10°:1), bei pH 10 Zustand II (10°

(der pH-Wert ist ein logaritmisches Maf filir Konzen-

:1) in L&sung

trationen). Damit ergibt sich, daf die M&Bbauerparameter
Quadrupolaufspaltung und Isomerieverschiebung der Ab-
sorber T2 (pH 2) und T3 (pH 10) charakteristisch fiir die

beiden Zustdnde des Molekiils sind.

Die Ubereinstimmung der Parameter des kristallinen
Tyrosins (T1) mit denen von Absorber T2 (pH 2) ist in
diesem Bild erkldrbar. Das Molekil liegt im kristallinen
Prdparat protoniert, d.h. im Zustand I, vor. Die Messung
von Groves u.a. [16] am kristallinen Tyrosin (DIT) be-
stdtigt die Werte fiir die MOBbauerparameter des Ab-
sorbers T1. In den Spektren T1, T2 und T3 tritt zusdtz-
lich eine unaufgespaltene Linie bei v = -0,39+0,02 mm/sec
auf. Die Isomerieverschiebung dieser Linie ist typisch
flir Jodide [2].

Beim TMV besteht die Vermutung, daB eine Wasserstoff-
bricke am Tyrosin 139 mitverantwortlich fir die heli-

kale Quartdr-Struktur des Virus ist [19]. Da eine
Wasserstoffbriicke den pK-Wert eines Molekiils &dndert,

kommt der Bestimmung dieses Wertes beim Tyrosin im TMV
entscheidende Bedeutung zu. Die chemische Untersuchungs-
methode ist aufgrund vieler OH-Gruppen im Protein nicht
selektiv. Die Untersuchungen mit Hilfe des MORbauereffekts
bieten hier einen Ausweg, da die Pl&dtze der Resonator-
atome eindeutig definiert sind.



Aus den M&Bbauerparametern ergeben sich iiber den Ver-
gleich der Spektren von Tyrosin im TMV (V2 : pH 8;

V3 : pH 3) mit den Spektren des freien Tyrosinmolekiils
(T2 : pH 2; T3 : pH 10) folgende Aussagen:

1. Das Tyrosin im TMV liegt bei pH 8 nicht als
Anion, d.h. nicht im Zustand II, vor; der
pK-Wert der Hydroxylgruppe des Jod-Tyrosins
139 im TMV ist gegeniilber dem freien Jod-

Tyrosin erhoht.

2. Die Ergebnisse der Messung bei pH 3 (V3)
bestdtigen nicht den vermuteten protonierten
Zustand I des Molekiils.

Beim Aufbau des TMV muB eine Anderung an der OH-Gruppe
des Tyrosins 139 erfolgen, die nicht mit den beiden

Grenzkonfigurationen I und II zu beschreiben ist.

Das Auftreten einer Wasserstoffbriicke an der Hydroxyl-
gruppe des Tyrosinmolekiils im TMV erkl&drt die genannten
Punkte. Zur Sicherung dieser SchluBfolgerung sind weitere
Messungen bei h&heren pH-Werten in Vorbereitung. Sie
sollen zeigen, ob das Aufbrechen dieser Wasserstoff-
briicke mit dem Zerfall der helikalen Struktur des Virus

bei hbheren pH~-Werten in Beziehung steht.

Neben diesen Ergebnissen ist mit der Messung am Ab-
sorber V1 (Tyrosin und Cystein jodiert) das erste MOR-
bauerspektrum einer stabilen Sulfenyl-Jodid-Bindung am
Cystein aufgenommen worden. Dies bestdtigt die Vermutung,
daB die sonst instabile Bindung am Cystein im TMV stabil
vorliegt [6]. Es kann damit mit Sicherheit eine Disulfid-
briicke am Cystein, wie sie bei anderen biologischen

Verbindungen auftritt, ausgeschlossen werden.



Die M&Bbauerparameter des Cysteinspektrums stimmen
mit denjenigen liberein, die von Potasek [17] am Sul-

fenyljodid der Verbindung RSI gefunden worden sind.

Als weitere Gr6Be ist aus den Messungen der Asymmetrie-
parameter n gewonnen worden. Sein numerischer Wert ist
bei allen Spektren nur wenig von O verschieden:

Dies bedeutet bei allen Absorbern eine geringe Ab-
weichung des elektrischen Feldgradienten von der
Rotationssymmetrie. Die Verteilung der Bindungselek-
tronen des Jodatoms ist nahezu axialsymmetrisch um

die z-Achse im Hauptachsensystem des Tensors des

elektrischen Feldgradienten.

Die geringe Abweichung des Parameters ) ("rickstoB-
freie Absorptionsanisotropie") vom Wert 1 deutet

kleine Anisotropien im Debye-Waller-Faktor an.

Uber die Untersuchungen mit dem Isotop Fe57 an bio-
logischen Verbindungen hinaus zeigt die vorliegende
Arbeit, daB auch die Beobachtung des MdBbauereffekts

an J129 zur Strukturaufklédrung komplexer Proteine
geeignet ist. Es sind hier zum erstenmal aufschluB-
reiche Ergebnisse gewonnen worden. Die Ausdehnung der
aufgezeigten MeBmethode auf weitere biologisch
interessante Verbindungen wird sich bei deren Struktur-

bestimmung hilfreich erweisen.



Anhang

A. Herstellung der Absorber

A.1 Praparation der Jodldsung

Das Isotop J129 ist als Natriumjodid (NaJ) in Wasser

erhdltlich. Fir die Jodierung der Absorber wird eine

L&6sung von J., in NaJ benétigt, d.h. ein Teil des vor-

2
handenen Jodids mufB zum elementaren Jod oxydiert wer-
den. In einer Reihe von Vorversuchen mit inaktivem Jod
hat sich das folgende Verfahren als zweckmdBig er-

wiesen:

Eine schwefelsaure NaJ-L&sung wird mit 1/10 n Kalium-
permanganat-Ldsung titriert bis alles Jod ausgefallen
ist. Der Endpunkt der Reaktion wird am Verschwinden der
Jod-Stédrke-Farbung der L&sung erkannt. (Ubertitration
fihrt zu einer stdérenden Jodat-Bildung.) Das ausgeschie-
dene Jod wird filtriert und in einen speziell dafiir
gebauten Sublimierkolben gegeben. In diesem wird das Jod
auf einen mit Methanol auf -10°C gekiihlten Hals iber-
sublimiert. Das so gereinigte Jod wird nun wieder in
wdssrigem NaJd geldst. Dies ergibt eine von Verunreini-
gungen (z.B. Oxydationsmittel) freie L&sung von Jod in
Nad. Die Oxydationsmittelfreiheit ist Bedingung bei der
Jodierung von TMV. Bei der Jodierung von Tyrosin ist es
erforderlich, mit kleinen Fllssigkeitsmengen (ca. 1 ml)
2zu arbeiten. Auch hierfiir bietet das beschriebene Ver-
fahren die Voraussetzungen. Aus finanziellen Gesichts-
punkten wichtig ist die Moglichkeit, durch Absorber-
materialien verunreinigte Reste von vorhergehenden
Jodierungen aufzuarbeiten und das erhaltene Jod in neu

dazugekauftem NaJ zu ld&sen.



A.2 Jodierung von 1l-Tyrosin

Bei der Jodierung von 1-Tyrosin wird unter geringen
Anderungen nach der in [9] beschriebenen Methode

vorgegangen.

50 mg l1-Tyrosin werden in 0,5 ml 20% Athylamin geldst.
Dazu wird eine Ldsung von 160 mg J129 und 200 mg NaJ129
(ca. 0,7 ml) getropft und 30 min geriihrt. Das entstan-
dene 3,5-Dijod-l-tyrosin wird mit Essigs&dure (pH 4,5)
gefdllt, filtriert, gewaschen und getrocknet. Die Aus-
beute ist stark konzentrationsabhdngig und betrdgt in

diesem Fall ca. 30%, d.h. 39 mg 3,5-Dijod-l-tyrosin.

Ein Drittel der Substanz wird in eine Plexiglasschraub-
fassung eingebracht. Die Fassung wird dicht zugeklebt
(Absorber T1). Der Rest wird in Ammoniak (pH 10) ge-
18st, geteilt und eine H&lfte mit Salzsdure auf pH 2
eingestellt. Auch diese beiden Ldsungen werden in Plexi-
glasfassungen eingefiillt und verklebt (Absorber T2 und
T3). Jeder Absorber enthdlt, von Verlusten beim Umfiillen
abgesehen, ca. 13 mg 3,5-Dijod-1l-tyrosin, was bei einer
wirksamen Fldche von 1 cm2 einer Massenbelegung von

129 2

8 mg J /cm® entspricht.

A.3 Jodierung des Tabak-Mosaik-Virus

Der Absorber V1 (Tyrosin und Cystein im TMV jodiert) wird
nach folgendem Verfahren hergestellt:
Zu 20 umol = 360 mg TMV in Pufferl®sung pHv8 wird eine

Losung von 120 umol = 15,5 mg J129 in 19,4 mg NaJ129 lang~-
sam zugegeben. Die Reaktion zeigt sich sofort an der Ent-

fdrbung der Jod-L&sung. Die erhaltene Suspension wird bei



40 000 U/min 90 Minuten lang zentrifugiert. Der Uber-
stand wird abgeschiittet, das TMV-Gel mit Pufferldsung

pH 8 aufgeschldmmt, 24 Stunden stehengelassen und
wieder zentrifugiert. Das Verfahren wird zweimal wieder-
holt, um Jodid-Reste vollstidndig zu entfernen. Das TMV
wird dann in eine Plexiglasfassung eingebracht und ver-
klebt. Bei 10% Verlust ergibt dies einen Absorber mit

ca. 7 mg J129/cm2.

Zur Prdparation der Absorber V2 und V3 (nur Tyrosin
jodiert) muB die Sulfhydrylgruppe des Cysteins mit
Methylquecksilbernitrat blockiert werden. Dazu wird pro
Virus-Untereinheit 1,1 Aquivalente CH3HgNO3 in die L&sung
gegeben und 24 Stunden geriihrt.

30 umol des so behandelten TMV werden mit 120 umol J129

in NaJ129 versetzt. Das weitere Vorgehen ist beim Ab-
sorber V1 beschrieben. Es ergibt sich wiederum ein Pra-
parat mit ca. 7 mg J129/cm2 (Absorber V2). Beim dritten
Absorber wird nach dem letzten Zentrifugieren der pH-Wert
durch erneutes Aufschl&mmen in einer pH 3-Pufferldsung
abgedndert (V3).



B. Eichmessungen

B.1 Geschwindigkeitseichung mit Hilfe von Referenz-

spektren

Die Versuchsanordnung (Fig. 3) wird zur Messung der
Fe57—M68bauerspektren erweitert (Fig. 16). Die An-
triebsstange des elektromagnetischen Schwingsystems
ist am unteren Ende starr mit der ZnTe129m—Quelle
im Kryostaten verbunden. Am oberen Ende werden die
Eichquellen montiert. Damit ist sichergestellt, daB
MeB~ und Eichquelle die gleiche Bewegung ausfihren.
Die geometrische Anordnung von Quelle, Absorber,
Kollimator und Z&hlrohr wird dem Aufbau zur Messung
der J129—M66bauerspektren angepaft. Zu jeder Messung
parallel werden nacheinander zwei Eichspektren auf-

genommen. Als Quellen und Absorber dienen:

Eichspektrum 1: Eichspektrum 2:
57 . . , 57 . . .
Quelle: Co in Platinmatrix Co in Eisenmatrix
Absorber: 12 p Natureisen und 12 u Natureisen

Platinfolie mit

40 ug Fe57/cm2

Linien: 7 15 (13 aufgeldst)

Die Aufzeichnung solcher Fe57—Méﬁbauerspektren ist in
[20] eingehend dargestellt. Hier ist auch das Auswerte-
verfahren erldutert. Als Parameter ergeben sich unter
anderen die Lage der Linien als Kanalzahlen. Mit den
bekannten Werten fiir die magnetische Hyperfeinstruktur-
aufspaltung bei Fe57 [21] 1&Bt sich die Kénalzahl in
eine Geschwindigkeit umrechnen. Damit ist eine eindeu-
tige Zuordnung hergestellt, mit der die Jodspektren

geeicht werden kdnnen.
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Fig. 16: Versuchsaufbau zur Messung der Eichspektren



B.2 Eichung von Spektren mit einem Laser-Interferometer

Das sehr aufwendige Verfahren die Eichung mit Referenz-
spektren durchzufiilhren, ist bei den letzten Messungen
durch eine absolute Geschwindigkeitsbestimmung mit einem
Laser-Interferometer ersetzt worden. Durch die stark er-
hohte Zahl von Eichpunkten werden auch kleinere Unline-

aritdten im Geschwindigkeitsverlauf erfaBt.

In Fig. 17 ist der prinzipielle Aufbau des Interfero-

meters schematisch dargestellt.

q&—Fotodiode
i

Strahl-
teiler
He-Ne-
R oo _ e——] laser

| bewegtes festes
Schwing- Prisma

Fig. 17: Laser-Interferometer

An die Stelle der Eichquelle in Abschnitt B.1 tritt das

"bewegte Prisma".



Die Uberlagerung zweier in Frequenz und Amplitude

gleicher Wellen

A

1 Ao-sin(k-x - wt - ) (8)

A

5 Ao-sin(k-x - wt) (9)

ergibt bei einer Phasendifferenz ¢ zwischen beiden

A = A+ A2 = 2Ao-cos¢/2°sin(k-x - wt - ¢/2) (10)

D.h. die Summe stellt eine Welle mit gleicher Fre-

quenz w dar, deren Amplitude mit cos¢/2 moduliert

ist. Maximale Amplitude liegt vor, wenn ¢ = 2 n 7
(n = 0,1,2,...) ist, und die Amplitude null, wenn
¢ = 2(n + %)'ﬂ (n = 0,1,2,...). Da die Fotodiode die

Intensitat, die dem Quadrat der Amplitude proportional
ist, registriert, geht der Vorzeichenwechsel von
cos¢/2 nicht in die Uberlegungen ein. Die registrierte
Intensitdt wechselt zwischen O und Maximum, wenn ¢

den Winkel 7 lberstreicht.

Die Phasendifferenz ¢ wird vom zurilickgelegten Weg der
beiden Wellen bestimmt. Der Weg des am festen Prisma
reflektierten Strahls ist konstant, der Weg des am be-
weglichen Prisma reflektierten Strahls hingt von der
Stellung des Schwingsystems ab. Bewegt sich das Schwing-
system um A/4, so ist der Wegunterschied A/2 (Weg wird
zweimal zurilickgelegt). Da ein Wegunterschied A/2 eine
Phasendifferenz ¢ = m bedeutet, wechselt die Intensitit
an der Fotodiode von O auf maximal (oder umgekehrt). Die
nachgeschaltete Elektronik erzeugt fir jeden Nullduxch-
gang der Intensitdt (d.h. A/2 Bewegung des Schwingsystems)
einen Standardpuls. Die Frequenz dieser Signale ist ge-
geben durch 2 v/A, wenn v die Geschwindigkeit des Antriebs-

systems ist. A ist durch die Wellenldnge des He-Ne-Lasers



bestimmt: A = 632,8 nm. Die Signale werden wie bei der
Messung der MOBbauerspektren in den Vielkanalanalysator
einsortiert. Es ergeben sich somit in Abhdngigkeit von
der Kanalzahl Z&hlraten, die mit der Geschwindigkeit des
Schwingsystems in Beziehung stehen. Fig. 18 zeigt eine

Aufnahme vom Bildschirm des Vielkanalanalysators.

—

Zzahl -
rate

) .
Kanalzahl
Fig. 18: Geschwindigkeitsspektrum
Die Z&hlrate Zn in Kanal n ist gegeben
Z_ = v +«m * At (11)
n
Vv - Frequenz der erzeugten Signale
m - Anzahl der MeBzyklen im "Multiscaling"-
Betrieb des Vielkanals
At - Kanalfortschaltzeit
Mit der Beziehung
v=2x_2A (12)



folgt fiir die Geschwindigkeit Vo bei Kanal n

v o= 2 (13)

Aus (13) kann filir jeden Kanal die Geschwindigkeit be-
rechnet und auf die J129—Méﬁbauerspektren Ubertragen

werden.

B.3 Uberpriifung der Eichverfahren

Zur Kontrolle der Eichmessungen wird die ZnTeWzgm—

Quelle durch eine C057-Quelle (Platinmatrix) und

die J129—Absorber durch eine 12 u Natureisenfolie er-
setzt. Zum Nachweis der 14,4 keV y-Quanten des Isotops
Fe57 wird anstelle des Szintillationsz&dhlers ein Pro-
portionalzdhlrohr verwendet. Die Eisenspektren werden

mit Quelle und Absorber auf einer Temperatur von 293 K

und 4,2 K aufgenommen und nach den beschriebenen Ver-
fahren geeicht. In einem "Least-squares-fit"-Programm wird
an die gemessenen Spektren die theoretische Hyperfein-
strukturaufspaltung bei Fe57 angepaft. Als Parameter
werden variiert: die Intensitdt der Linien, die Linien-
breite und die Aufspaltungsparameter des Grund- 95 und

des angeregten Zustandes gq- Die Ergebnisse fiir 9o und

94 sind zusammen mit anderen Messungen in Tabelle TII
dargestellt. Bei der Messung B.1 (Referenzspektren) er-
geben sich im Rahmen der Fehler die der Eichung zugrunde-
gelegten Parameter. Bei B.2 (Laser-Interferometer) handelt
es sich um eine unabhidngige Bestimmung der Aufspaltungs-
parameter. Die Ergebnisse sind mit den anderen Messungen

vertrdglich.




[21]

go[nun/sec} g,[mm/sec] T[K]
B.2 3,915 + 0,010 {2,239 <+ 0,006 293
Cosgrove et al.

[22] 3,9110 £ 0,013312,2352 + 0,0133| 293
Preston et al.

[21] 3,924 + 0,008 2,244 + 0,005 293
B.2 4,004 * 0,016 12,281 + 0,008 4,2
B.1 4,019 + 0,011 2,295 + 0,006 4,2
Preston et al.

4,015 * 0,008 (2,290 + 0,005 ~4,0

Tab. II: Magnetische Hyperfeinstrukturaufspaltung

Fe57

in Eisen

(B.1 Eichung durch Referenzspektren,

B.2 Eichung mit Laser-Interferometer)

bei

Eine Abschdtzung der Genauigkeit der Geschwindigkeits-

eichung mit Hilfe der beiden Verfahren liefert einen maxi-

malen Fehler von 0,5%.
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