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Zusammenfassung

Die Aldehyd Oxidoreduktase (AOR) gehort zu den Molybdén enthaltenden Enzymen und ist
ein Mitglied der Molybdopterinhydroxylasen. Die Funktion der AOR, die in den
unterschiedlichsten Organismen zu finden ist, besteht in der oxidativen Hydroxylierung von
Aldehyden zu Carbonsduren. Im Verlauf dieser Reaktionen entstehen enzymatische
Intermediate, bei denen verschiedene Oxidationsstufen des Molybdin-Zentrums auftreten.
Um die Elektronen an einen physiologischen Akzeptor weiterzuleiten, enthdlt das Enzym
zwel weitere Metallkomplexe, die zu der Gruppe der Eisen-Schwefel-Verbindungen gehdren
und bei der AOR in Form von [2Fe-2S]-Zentren auftreten. Die beiden FeS-Cluster der AOR
besitzen trotz identischer Struktur verschiedene ESR-Eigenschaften und unterschiedliche
Redoxpotentiale. Frithere spektroskopische Experimente zeigten daneben eine selektive
Reduktion bestimmter Fe-Ionen innerhalb der FeS-Cluster. Ungeklirt blieb, um welche Fe-

Tonen es sich handelt.

In dieser Arbeit wurden CW- und Puls-ENDOR-Techniken eingesetzt, um die Ursachen fiir
die stark unterschiedlichen paramagnetischen Eigenschaften der beiden reduzierten [2Fe-2S]-
Cluster der AOR von Desulfovibrio gigas zu charakterisieren. Die spektroskopischen Daten,
die mit Hilfe der orientierungsselektiven CW- und Puls-ENDOR-Spektroskopie gewonnen
wurden, konnten im Zusammenhang mit Rontgenstrukturdaten durch Spektren-Simulationen
analysiert werden. Durch die Simulationen konnten die fundamentalen elektronischen und
magnetischen Parameter Spindichte-Verteilungen, g-Tensor-Orientierungen und Hyperfein-
wechselwirkungen der beiden ESR-aktiven Redoxzentren bestimmt werden. Durch die
Analyse der Spindichte-Verteilung konnte identifiziert werden, welche Fe-lonen selektiv
reduziert werden. Weiterhin wurden die g-Tensor-Orientierungen beider FeS-Cluster sowie
der EinfluB} der koordinierenden Cystein-Liganden auf die g-Orientierung gezeigt. Mit Hilfe
der gefundenen g-Tensor-Lagen der FeS-Cluster 148t sich nun auch die magnetische
Wechselwirkung zwischen beiden Metallkomplexe, die bei der ESR-Spektroskopie an der
AOR beobachten wird, erkldren. Letztlich wurde mit Hilfe der gefundenen paramagnetischen
Eigenschaften und einer umfangreichen Strukturanalyse der Einflu} der um die beiden FeS-
Zentren liegenden Aminosduren auf das Verhalten der reduzierten Redoxzentren deutlich. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dall Protonen der Cystein-Liganden der FeS-
Cluster sowie benachbarte permanente Dipole in grolem Ausmall die Eigenschaften der

reduzierten [2Fe-2S]-Zentren bestimmen.
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1. Einleitung

1.Einleitung

Molybdédnenzyme sind an einer Vielzahl elementarer biologischer Prozesse beteiligt. Vertreter
dieser Enzym-Gruppe sind von Archaebakterien und Prokaryonten bis zu hoheren
pflanzlichen und tierischen Organismen aufzufinden. Sie zeigen unterschiedliche katalytische
Reaktionen und sind z.B. am Stickstoffkreislauf und am Schwefelmetabolismus sowie an der
Kohlendioxidreduktion und der Kohlenmonoxidoxidation beteiligt. Innerhalb der
Molybdidnenzyme unterscheidet man zwischen mehreren Untergruppen, wobei die Aldehyd
Oxidoreduktase (AOR) zu den Molypdopterinkofaktorenzymen gehort und ein Mitglied der
Molybdopterinhydroxylasen  darstellt. ~Das Enzym  wurde erstmals aus der
schwefelreduzierenden Desulfovibrio gigas isoliert und ist in den letzten Jahren bei
verschiedenen Prokaryonten, Vertebraten sowie dem Menschen gefunden worden. Die
Funktion der AOR besteht in der oxidativen Hydroxylierung von Aldehyden zu
Carbonsduren. In der Vertebraten-Leber spielt sie beim Abbau toxischer Substanzen eine
Rolle, wihrend sie bei Prokaryonten an der Energiegewinnung durch den oxidativen Abbau
organischer Substrate beteiligt ist. Im Verlauf dieser Reaktionen entstehen enzymatische
Intermediate, bei denen verschiedene Oxidationsstufen des Molybdin-Zentrums auftreten.
Um die Elektronen an einen bisher unbekannten physiologischen Akzeptor weiterzuleiten,
enthdlt das Enzym zwei weitere Metallkomplexe, die zu der Gruppe der Eisen-Schwefel-
Verbindungen gehoren. Letztere bilden unterschiedliche Formen von FeS-Zentren aus, von
denen die beiden 2Fe-2S-Zentren der AOR im Mittelpunkt dieser Arbeit stehen. Somit kann
die AOR einerseits als Molybdédnhaltiges Enzym beschrieben werden, andererseits gehort sie

zu der umfangreichen Klasse der Eisen-Schwefel-Proteine.

ESR (Elektronenspinresonanz)- und ENDOR (Elektron-Nuklear-Doppelresonanz)-Techniken
sind physikalische Memethoden, die detaillierte Erkenntnisse bei der Untersuchung von
Metalloproteinen und ihren Reaktionszentren liefern. Durch die Anderung des
Oxidationszustands nehmen die beteiligten Kofaktoren einen resultierenden Elektronenspin S
# 0 an, der dann als paramagnetischer Zustand selektiv von der elektromagnetischen
Resonanzspektroskopie erfa3t werden kann. CW- (continuous wave) ESR-Experimente sind
bei Molybdopterinhydroxylasen in den letzten Jahrzehnten vielfach eingesetzt worden, um die
Metallzentren zu identifizieren und enzymatische Intermediate zu analysieren. Weiterhin
erfasst die ESR-Spektroskopie Wechselwirkungen der Spinzentren mit benachbarten Kernen,

die eine von Null verschiedene Kernspinquantenzahl aufweisen (Hyperfeinstruktur). Bei FeS-
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Proteinen konnen diese vielzidhligen und kleinen Wechselwirkungen von der CW-ESR jedoch
meist nicht ausreichend aufgelost werden, so dass hochauflosende Methoden wie Puls-ESR-
und ENDOR-Techniken herangezogen werden miissen. Damit konnen diese kleinen
Wechselwirkungen beobachtet und mit Strukturdaten verglichen werden. Fiir die meisten
Untersuchungen stehen jedoch keine kristallinen Proben, sondern gefrorene, wissrige
Losungen (Pulverproben) zur Verfiigung. Fiir solche ungeordneten Systeme miissen die
Daten, die mit Hilfe der orientierungsselektiven CW- und Puls-ENDOR gewonnen werden,
im Zusammenhang mit Strukturdaten durch Spektren-Simulationen analysiert werden. Daraus
ergeben sich dann die fundamentalen magnetischen Parameter der ESR-aktiven
Redoxzentren. In dieser Arbeit sollen CW- und Puls-ENDOR-Techniken bei der
Untersuchung der AOR eingesetzt werden. Durch die Anwendung verschiedener
spektroskopischer und analytischer Verfahren steht die Bestimmung der elektronischen
Eigenschaften der beiden 2Fe-2S-Zentren dieser Molybdopterinhydroxylase im Interesse

dieser Arbeit.
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2. Spektroskopische Grundlagen

Die Anwendung der ESR-und ENDOR-Spektroskopie in der Biologie ist ein wichtiges
Hilfsmittel bei der Untersuchung von Molekiilen, die einen resultierenden Elektronenspin
aufweisen. Diese Eigenschaft kann bei Metalloproteinen z.B. wihrend eines Reaktionszyklus
oder bei Elektronen-Transfer-Prozessen auftreten. Die folgenden Betrachtungen behandeln
zunichst theoretische Grundlagen der ESR- und ENDOR-Spektroskopie, die fiir das
Verstindnis bei der Untersuchungen von Ubergangs-metallkomplexen relevant sind.
Allgemeine elektronische Eigenschaften sowie spezielle ESR- und ENDOR-Merkmale von
[2Fe-2S]-Zentren, Molybdopterinhydroxylasen sowie der AOR werden in Kap. 3 niher
beschrieben. Experimentelle Vorgehensweise und die Simulationstechnik sind dann

Bestandteil von Kap. 5.

2.1 Grundlagen der ESR- Spektroskopie

Das Messprinzip der ESR-Spektroskopie beruht auf der selektiven Absorption
elektromagnetischer Wellen durch die Induktion von Ubergingen ungepaarter
Elektronenspins in einem dufleren Magnetfeld. Dabei ist die Art der Energie-Absorption eine
kennzeichnende GroBe der elektronischen Struktur eines Spinsystems. Da diese mit der
Geometrie des paramagnetischen Zentrums verbunden ist, werden dadurch auch
Strukturinformationen eines Metallkomplexes und seiner Umgebung aufgedeckt. Die
folgende Darstellungen orientieren sich zunéchst an allgemeinen Lehrbiicher [90, 122, 138],
Monographien [81, 123] und fritheren Doktorarbeiten [29, 82, 121]. Bei der Darstellung
komplexer Sachverhalte werden hauptsidchlich Modellsysteme verwendet, die innerhalb der

Arbeitsgruppe entwickelt wurden [86].

2.1.1 Der Elektron- Zeeman - Effekt

Der Elektron-Zeeman-Effekt beschreibt das Verhalten von ungepaarten Elektronen in einem
duBeren Magnetfeld. Neben Masse und Ladung besitzen Elektronen einen Bahndrehimpuls L

sowie einen Eigendrehimpuls (Spin), der durch den Vektor S beschrieben wird. Zunichst soll
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ein einzelnes, bahnloses Elektron betrachtet werden. Mit dem Elektronenspin S ist analog zur

Kreisbewegung einer elektrischen Ladung ein magnetisches Moment p, verbunden:

e =-ge Be S 2.1)

Mit B. wird das Bohrsche Magneton des Elektrons bezeichnet. Der g-Wert ist eine
dimensionslose Proportionalitdts-Konstante und hat fiir ein freies Elektron den Wert g. =
2.0023.

Betrachtet man ein Elektron mit dem Spin S = 1/2 in einem homogenen statischen Magnetfeld
mit By = [0; 0; Bo], richtet sich der magnetische Dipol, also der Spinvektor, parallel oder
antiparallel zur Magnetfeldrichtung unter einem bestimmten, von der Quantenmechanik
vorgegeben Winkel 6 aus. Fiir die Projektion des Elektronenspins S auf die Bo-Achse sind
dabei nur die Magnetquantenzahlen mg erlaubt. Sie ergeben sich aus der Spin-Quantenzahl

nach:

ms =S, S-1, S-2...-S (2.2)

Es existieren demnach 2S+1 Einstellungsmoglichkeiten des Elektronenspins in einem dufleren
Magnetfeld. Die z-Komponente des Spinvektors S kann in Richtung der Vorzugsachse By nur

ganz- oder halbzahlige Werte annehmen. Fiir ein freies Elektron ergeben sich fiir mg zwei

Werte (mg = + Y2 und m, = - 12).

.
rad

A 2
<

Magnetfeld (0/0/B,)

Abb. 2.1: Die beiden moglichen Einstellungen des Spinmoments eines freien Elektrons in einem

Magnetfeld By (nach Kirmse/Stach, [90]).
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Die Energie des ungepaarten Elektrons spaltet unter dem Einfluss des Magnetfeldes in zwei
Niveaus auf:

E=Eo+% g Pe By 2.3)

Wird das Elektron nun einer elektromagnetischen Strahlung ausgesetzt, konnen Uberginge
zwischen den beiden Energieniveaus angeregt werden. Fiir einen ESR-Ubergang besteht die
Auswahlregeln AMs = +1. Je nach Energiezustand des Elektrons wird bei einer Spinidnderung
entweder Energie absorbiert oder Energie vom selben Betrag emittiert. Die

elektromagnetische Strahlung stellt diese Energie bereit, deren Grof3e

AE = hv (2.4)

durch die Strahlungsfrequenz v bestimmt ist (mit h = Planck-Konstante). Fiir eine Anderung

des Spinzustandes erhilt man dann die Resonanzbedingung mit:

hv =g. Be Bo (2.5

Gleichung 2.5 stellt das Grundprinzip der ESR dar. Sie beschreibt das Verhiltnis von
Strahlungsfrequenz und magnetischer Feldstirke, bei der eine Aufnahme oder Abgabe von
elektromagnetischer Energie moglich ist. Bei der ESR wird dabei aus technischen Griinden
die Mikrowelle mit einer festen Frequenz eingestrahlt und das Magnetfeld kontinuierlich

verdndert (vgl. Kap. 5.2).

E, (Ms = + 1/2)

E, (Ms = + 1/2)

>

Abb. 2.2: Energieniveauschema fiir ein System mit S = %2 im Feld B, und den drei Frequenzbinder X-

Band (9.7GHz), Q-Band (35GHz) und W-Band (95GHz), die im Arbeitskreis zur Verfiigung stehen.
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Bei einem einzelnem Elektron ldsst sich mit gleicher Wahrscheinlichkeit sowohl Absorption
als auch Emission induzieren. Betrachtet man eine Vielzahl von Elektronen, ist das
Besetzungsverhiltnis der beiden Niveaus entscheidend. Im thermischen Gleichgewicht ist das
Verhiltnis der Besetzung des oberen (n;) und des unteren (n.) Energieniveaus durch die

Boltzmann- Verteilung

Py a1
n, (1-¢)
(2.6)

gegeben, wobei k die Boltzmann-Konstante und T die absolute Temperatur bezeichnet
(Besetzungszahldifferenz € = hv/(kT)). Zwischen den beiden Energieniveaus besteht demnach
ein Besetzungsunterschied (n,< n.), der niedrigere Energiezustand zeigt eine hohere
Besetzungsanzahl. Bei Einstrahlung der Resonanzfrequenzfrequenz v = g.f.Bo¢/h erfolgt
dadurch insgesamt eine Nettoabsorption, die detektiert werden kann. Vorraussetzung fiir die
Energieabsorption bei der ESR ist, dass das angeregte System die aufgenommene Energie
wieder abgibt und in den Grundzustand zuriickkehrt, da sonst ein Besetzungsverhiltnis von 1
eintritt (Sittigung). In diesem Fall lisst sich kein ESR-Ubergang beobachten. Der Prozess, der
fiir die Wiedereinstellung der urspriinglichen Boltzmann-Verteilung sorgt, wird als Relaxation

bezeichnet (vgl. Kap. 2.1.3).

2.1.2 Der Spin- Hamilton- Operator

Bisher wurde das Verhalten bahnloser Elektronen betrachtet, deren ESR-Spektren nur aus
einem Resonanziibergang besteht. Bei Ubergangsmetallkomplexen, bei denen sich das
ungepaarte Elektron in einem p-, d- oder f-Orbital befindet, hat nun der Bahndrehimpuls L
Einfluss auf die elektronische Eigenschaften des paramagnetischen Systems. Mit dem
Bahndrehimpuls L ist analog zum Spin S ein magnetisches Moment verbunden. Die zwischen
diesen beiden magnetischen Momenten auftretende Wechselwirkung wird als Spin-Bahn-
Kopplung bezeichnet. Das zusitzliche magnetische Moment kann zu einer Verstirkung oder
Abschwichung des duleren Magnetfeldes und zu einer Veridnderung der Energiedifferenz AE
fiihren. Die Resonanzlinie ist in diesem Fall durch gréere oder kleinere g-Werte als g
bestimmt. Daneben konnen weitere magnetische und elektrische Wechselwirkungen auftreten.
Liegen Atomkerne in der Umgebung des Spinzentrums vor, wirken diese im Fall eines

resultierenden Kernspins ebenfalls auf das paramagnetische Zentrum ein. Die Energie eines
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Spinsystems mit S = 1/2 in einem Molekiil wird dann unter Einbeziehung aller magnetischen

Wechselwirkungen mit dem Spin-Hamilton-Operator zusammengefasst:
I:ISP = Hzg + ﬁHFS + Az + ﬁKQ 2.7)

mit
° ﬁZE: Zeeman-Wechselwirkung der Elektronen mit dem dufleren Magnetfeld
e Hyps: Hyperfein-Wechselwirkung zwischen Elektronen und Kernen
° ﬁKZ: Zeeman-Wechselwirkung der Kerne mit dem duf3eren Magnetfeld
o ﬁKQ: Kern-Quadropol-Wechselwirkung zwischen dem Quadropolmoment des Kerns

und dem elektrischen Feldgradient

Der Elektron-Zeeman-Term ﬁZE beschreibt die Wechselwirkung des Elektrons mit dem
duBeren Magnetfeld By, Daneben konnen spezifische magnetische Felder B; auftreten, die z.B.
von dem Ligandenfeld eines Metallkomplexes verursacht werden. Diese inneren
Magnetfelder beeinflussen die Symmetrie der Elektronenverteilung (Spindichte) iiber die
Spin-Bahn-Kopplung. Der Elektronenspin quantisiert nun nicht mehr um By, sondern entlang
einer neuen Achse Best:

Betr = By + B; (28)

Die Projektion des Elektronenspins auf die neue Quantisierungsachse Beg wird durch den g-

Tensor beschrieben, der Elektron-Zeeman-Term in Operatorform lautet dann:
Aze =B.gBS (2.9)

Der g-Tensor ist durch eine Hauptachsentransformation diagonalisierbar und hat die drei
Eigenwerte gmax, int UNd Emin (Mit Zmin< Zint <€max)- Die Lage der g-Eigenwerte im ESR-
Spektrum wird dabei von der Symmetrie des Spinsystems bestimmt. Bei kubischer Symmetrie
liegt ein isotroper g-Faktor vor, d. h. die Lage der Resonanzlinie ist unabhingig von der
Orientierung des paramagnetischen Zentrums zum Feldvektor B. Alle drei Eigenwerte des
Tensors sind identisch (gmax = Zint = Zmin)- Bel axialer Symmetrie sind 2 Eigenwerte

gleichwertig, man kann einen gi-Wert (z.B. gmax, gin) von einem g|-Wert (z.B. gmin)
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unterscheiden. Bei rhombischer Symmetrie sind alle drei Eigenwert des g-Tensors
verschieden (gmax # Zint # Emin)-

Bei FeS-Metallkomplexen befinden sich die ungepaarten Elektronen in einem d-Orbital der
Metall-Ionen, man erhélt bei einem ESR-Experiment meist axiale oder rhombische ESR-
Spektren. Bei der Ermittlung der anisotropen g-Hauptwerte unterscheidet man dabei zwischen
orientierten und nichtorientierten Systemen. Die Vorgehensweise wird in Kap. 1.4 ndher

beschrieben.

Der Hyperfeinstrukturterm Hyps beschreibt die Wechselwirkung des Elektronenspins mit
dem Magnetfeld benachbarter Atomkernen, die einen Kernspin 1 # 0 aufweisen. In diesem

Fall liegt ein magnetisches Moment fiir den Kern vor:

nx = gnPnBI (2.10)

mit Kern-g-Faktor gy, Kern-Magneton By und dem Kernspinoperator I. Die beiden
magnetischen Momente von Kern und Elektron erfahren eine gegenseitige Beeinflussung.
Eine einfache ESR-Linie spaltet unter der Beteiligung dieser Wechselwirkung dann in 2I+1
Linien auf. Diese Linien bezeichnet man als Hyperfeinstruktur-Linien, der dazugehorige

Hyperfeinstrukturterm ist in zwei Anteile unterteilt:
Aurs = Hpip+ Arx (2.11)

Die anisotrope Hyperfeinaufspaltung ﬁpip kann analog der Energieberechnung zweier
magnetischer Dipole mit dem Abstand r betrachtet werden. I:IDip lasst durch den

symmetrischen Dipoltensor Ap;p, dessen Spur Null ist (Ax+Ay+A,, = 0) darstellen:

Apip= Apip S 1

lLlO gegNﬁeﬁN S 7
—) =S 1 2.12
(475) hr® ( ‘

Die Aufspaltungswerte der Hyperfeinstrukturlinien enthalten im Fall einer rein dipolaren
Wechselwirkung, d.h. ohne Beteiligung einer chemischen Bindung zwischen Kern und

Spinzentrum, Informationen iiber die Distanz zwischen beiden.
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Der isotrope Anteil ﬁFK beschreibt die Fermi-Kontaktwechselwirkung zwischen dem
ungepaarten Elektron und Kernen, die iiber eine chemische Bindung mit dem Spinsystem

verbunden sind.
Hryk = aj50 SI

87 2 An
=TgeﬁegNBN\‘P<K) | 81 (2.13)

mit | ¥ (K) | als Aufenthaltswahrscheinlichkeit des Elektrons in einem s-Orbital. Die isotrope
Hyperfeinkopplungskonstante a;, ist proportional zur Elektronenspindichte am Kernort und

enthidlt Aussagen, inwieweit das Elektron hinsichtlich eines Kerns delokalisiert ist.
Beide Hyperfeinoperatoren lassen sich zusammenfassen zu:
HAurps =S (aiso -1+ Apip) T =S AT (2.14)

mit 1 als Einheitsmatrix. Die Symmetrie des A-Tensors wird auf dhnlich Weise wie die des g-
Tensors beschrieben, man unterscheidet zwischen kubischer, axialer und rhombischer
Symmetrie.

In Proteinproben zeigen Kerne mit Kernspin I = 1/2, wie z.B. >N- oder 'H-Kerne, Einfluss
auf die spektroskopischen Eigenschaften. Bei nativen Proteinproben ist z.B. die Bestimmung
der A-Tensoren fiir 'H-Protonen in der Umgebung der Spinzentren ein Ziel. Diese Protonen
konnen einerseits iiber den Raum mit dem ungepaarten Spin in Wechselwirkung treten, der
Tensor enthdlt dann nur einen dipolaren Anteil Ap;,. Sind die '"H-Kerne iiber
Ligandenbindungen mit dem Spinzentrum verbunden, enthalten sie auch isotrope
Hyperfeinanteile ajs,. Aus der Bestimmung von A fiir Protonen konnen dann Informationen
iiber die Elektronenvalenzen und die Struktur eines Metall-Komplexes gewonnen werden. Bei
Metallkernen wie z.B. *°Fe und **Mo (I = 0) tritt diese Wechselwirkung nicht auf, kann aber
durch Isotopensubstitution mit *’Fe oder Mo (I = % bzw. I = 5/2) experimentell eingefiihrt

werden.

Der Kern-Zeeman-Term Hygz beschreibt die Wechselwirkung des Kernspins mit dem
duBeren Magnetfeld By:

Akz=-gnPuBo 1 (2.15)

9
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Der Energiebetrag dieser Wechselwirkung ist wegen des Verhiltnis B,/f. fiir 'H-Kerne klein
im Vergleich zur Elektron-Zeeman-Wechselwirkung (g.fn/gnBe =1/658). In der ESR-
Spektroskopie ist sein Einfluss gering und kann als isotrope Konstante betrachtet werden. Da
bei der ENDOR-Spektroskopie Kernspin-Uberginge induziert werden, wird der Einfluss
dieser Wechselwirkung bei der ENDOR-Technik aufgezeigt (vgl. Kap. 2.2.1).

Der Kern-Quadropol-Term tritt bei Kernen mit Kernspin I > 1 in Erscheinung. Der Term
beschreibt dabei die Wechselwirkung des -elektrischen Quadrupolmoments mit dem
elektrischen Feldgradienten eq am Kernort durch den Operator:

Ho=10Qi (2.16)

In Frequenzeinheiten erhélt man den Kernquadrupol-Operator mit:

Ho- 90 3i2~PendX1) (2.17)
4121 -Dh

Die GroBle Q beschreibt das skalare Quadrupolmoment des Kerns. Der Term enthélt daneben

die Kernquadrupol-Kopplungskonstante k sowie den Asymmetrieparameter 1 mit:

_e’q0
K= i (2.18)
Qxx—vi
= (2.19)
"0,

Die Parameter « und 1 sind experimentell zugéngliche Grofen und liefern Informationen iiber
die Ladungsverteilung und die Bindungsverhéltnisse des betrachtenden Kerns. In der ESR
werden meist nur geringe Verdnderung in der Lage der Resonanzlinien durch diese
Wechselwirkung erzeugt, bei ENDOR-Spektren werden dagegen deutliche Verschiebungen
beobachtet (vgl. Kap. 2.2.1).

Fiir einen Elektronenspin S =1/2, der an N Kernspins [; gekoppelt ist wird der gesamte Spin-

Hamilton-Operator zusammenfassend beschrieben mit:

10
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Hgsp = Hzr + Hurs + Hkz + Ho

IB IB N N N
=B gS_ h" D gyil By + Y SAIL +Y 1,01, (2.20)
i=1 i=1 i=1

Ry

Im Falle einfacher Systeme kann der Gesamtspin-Operator weiter reduziert werden. Diese

Methode bietet sich z.B. bei der Simulation von ESR- Spektren an (vgl. Kap. 5.3.1).

2.1.3 Relaxationsprozesse und Linienform

Eine ESR-Resonanzlinie ist neben der Lage des g-Wertes zusitzlich durch Breite und Form
charakterisiert. Verbreiterungsprozesse konnen nicht durch den Spin-Hamiltonian beschrieben
werden, die Losung des Operators ergibt zunéchst ein Linienspektrum. Bei einem ESR-
Experiment wird jedoch eine Absorbtionskurve bzw. deren 1. Ableitung detektiert. Diese
Resonanzlinie kann nicht unendlich schmal sein, da dies aufgrund der Heisenbergschen
Unschirferelation:

AE -At =h (2.21)

eine unendlich groBe Aufenthaltsdauer der Elektronenspins in den hoheren Energiezustinden
n, bedeuten wiirde. Wie in Kap. 2.1.1 erwéhnt, miissen Relaxationsprozesse das thermische
Gleichgewicht wieder einstellen, um ein ESR-Signal zu erhalten. Dies erfolgt iiber die
Wechselwirkung des Spinsystems mit seiner Umgebung, dem Gitter. Dabei muss das Gitter
die bei einem Spinwechsel bendtigte oder von ihm abgegebene Energie bereitstellen oder
aufnehmen konnen. Dieser ProzeB3 wird als Spin-Gitter-Relaxation bezeichnet. Die Spin-
Gitter-Relaxationszeit Ty, die als longitudinale Relaxationszeit bezeichnet wird, gibt die Zeit
an, in der die Storung der Besetzungszahldifferenz n*/n” gegeniiber der Boltzmann- Verteilung
(Gl. 2.6) auf 1/e = 37% abgesunken ist. Die Breite einer ESR- Linie wird somit durch T;
beeinfluflt. Zusitzlich trigt die Spin-Spin-Relaxation mit der transversale Relaxationszeit T,
zur Linienverbreiterung bei. Uber eine magnetische Dipol-Dipol-Wechselwirkungen koénnen
paramagnetische Nachbarmolekiile ihren Spinzustand austauschen. Der Spinaustauch
beeinfluflt dabei die Lebensdauer eines Spinzustandes. Aus beiden Relaxationsprozessen

ergibt sich dann eine resultierende effektive Relaxationszeit T, nach:

11
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Aw 1

1 2.22)
PETI

_ L
o
mit o= 2nv. Die Verbreiterung einer ESR-Absorptionslinien berechnet sich nach einer

Lorentzkurve mit:

T, 1
w)= =% 2.23
s(@) T1+T) (0-@,)’ 229

Der relative Intensititsbeitrag g (o) hat bei v, (Resonanzfrequenz) ein Maximum (Abb. 2.3,
links). Unter dem FEinfluss der Relaxationzeiten ergibt sich eine homogene
Linienverbreiterung. Diese kann bei Proteinproben aufgrund kurzer Relaxationszeiten
ausgepragt auftreten und erfordert bei der ESR-Spektroskopie dann

Tieftemperaturmessungen.

T

Abb. 2.3: Form einer homogen verbreiterten Absorptionslinie (Lorentzkurve, links) und inhomogen

Linienverbreiterung als Superposition homogener Linien (GauBSkurve, rechts) [nach 90].

Zusitzlich konnen diese homogenen Effekte durch experimentelle Bedingungen wie
Magnetfeldinhomogenitit sowie Storungen des elektrischen Kristallfeldes oder durch nicht
aufgeloste Hyperfeinwechselwirkungen iiberdeckt werden. In diesem Fall spricht man von
inhomogener Linienverbreitung. Die Absorption ergibt sich dann aus der Superposition
homogener Linien, die einer Haufigkeitsverteilung sog. Spinpakete iiber alle vorkommenden
Resonanzfrequenzen entsprechen (Abb. 2.3, rechts). Die Absorptionslinie besitzt dann die
Form einer GauBBkurve:

~(w-ay)*
by

(w) = ! e 2.24
8 b7 (229

12
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Die Konstante b, gibt die Hiufigkeitsverteilung der Spinpakete in Frequenzeinheiten an.

Bei der Untersuchung von Protein-Proben spielen zusitzlich g- und A-strain- Effekte eine
besondere Rolle bei der inhomogenen Linienverbreiterung. Diese werden durch die
strukturelle Flexibilitit der Enzymproben verursacht, die in der Umgebung des
paramagnetischem Zentrum vorliegt und die sich spektroskopisch in einer statistischen
Verteilung der g-Hauptwerte und der Orientierung des g-Tensors zeigt (vgl. Kap. 6.2.4).
Unter dem Einfluf3 der genannten homogenen und inhomogenen
Linienverbreiterungsprozessen kann ein ESR-Spektrum von einem Metallkomplex, bei dem
Hyperfeinwechselwirkungen vorliegen, eine unzureichende Auflosung aufzeigen. Die
Eigenwerte des g-Tensors konnen bei der ESR-Spektroskopie jedoch experimentell bestimmt

werden. Die Vorgehensweise ist Bestandteil des néchsten Kapitels.

2.1.4 ESR an orientierten und nicht-orientierten Systemen

Die Ermittlung der anisotropen g-Werte soll ausgehend von einem einkristallinen System
betrachtet werden, bei dem alle Molekiile die gleiche Orientierung beziiglich des
Magnetfeldes aufweisen und dessen Spin- Hamilton-Operator auf einen Elektron-Zeeman-
Term ﬁZE mit S = 1/2 und I = 0 reduziert ist. Abhingig von der Position des Kristalls
beziiglich des duBeren Magnetfeldes erhidlt man bei einer ESR-Aufnahme unterschiedliche
Lagen der Resonanzlinie. Die g-Anisotropie 14t sich geometrisch anhand eines Ellipsoiden
verdeutlichen, bei dem der g-Tensor die feste Bezugsgrofe gegeniiber dem Magnetfeld
darstellt (Abb. 2. 4). Fiir den isotropen Fall sind die drei Halbachsen des Ellipsoids gleich
lang, bei axialer Symmetrie sind zwei Halbachsen identisch und reprisentieren den gi-Wert
(&max» Zint, DZW. Zint, Emin) Und den g||-Wert (gmin, bZW. gmax). Bei thombischer Symmetrie ist
das System anhand dreier unterschiedlicher Achsen definiert. Die Orientierung des dufleren
Magnetfeld wird durch den Vektor B wiedergegeben, mit ® als Winkel zwischen B und der
gmax-Achse und ® der Winkel zwischen B und gjp,.

Bei rhombischer Symmetrie erhdlt man den effektiven g-Wert in Abhéngigkeit der

Magnetfeldorientierung zu:

2(0,0) = \/gim sin”@cos’ @ + g sin”@sin’ ® + g2 cos’ O (2.25)

13
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2
g max

;B(@,m)

g gzmin

gzlnt

Abb. 2.4: Darstellung der Magnetfeldrichtung anhand einer Arbeitspunktkugel (g-Ellipsoid).

Bei axialer Symmetrie vereinfacht sich GI. 2.25 zu:

(@) =,/g2sin’ @+ g cos’> © (2.26)

Durch Drehung des Einkristalls wird die Lage des g-Tensors relativ zum duB3eren Magnetfeld
verdndert. Fiir jede Kristall-Orientierung ist eine Magnetfeldstirke By vorhanden mit der

Resonanzbedingung:

hv = g(0,0)B.Bo (2.27)

Gleichung (2.26) ldsst sich umformen zu:

2(0,0) = +n"gg'n (2.28)

nT:(sin ® cos @, sin O sin O, cos O) (2.29)

wobei n als Einheitsvektor des B-Felds im Hauptachsensystem von g bezeichnet wird. Aus
der Lage der Resonanzlinie auf der Magnetfeldskala ldsst sich durch systematische
Veridnderung der Kristallposition der dazugehorige effektive g.i-Wert als Funktion von n'

bestimmen. Auf diese Weise konnen Eigenwerte und Orientierung von g ermittelt werden.

14
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Die bisherige Betrachtung gilt fiir kristalline Systeme mit gleicher Molekiilorientierung. Im
Gegensatz dazu liegt bei polykristallinen Proben wie z.B. bei gefrorenen Losungen eine
statistische Orientierungsverteilung der Molekiile vor. Nimmt man nun wie beim
einkristallinen System den g-Tensor wieder als festes Bezugssystem an, ergibt sich dadurch
eine statistische Verteilung des Magnetfelds B fiir diejenigen Molekiile, fiir die die
Resonanzbedingung erfiillt ist. ESR-Experimente einer Pulverprobe lassen sich dann in einem
geometrischen Model veranschaulichen [86]. Betrachtet werden soll wieder ein rhombisches
Modelsystem mit S = 1/2 und I = 0. Das Magnetfeld bzw. die entsprechenden g-Werte werden
durch die Oberfliche einer Kugel dargestellt. Befindet sich das Magnetfeld bei niedrigen
Feld-Werten zunichst auflerhalb des Resonanzbereichs, umgibt die g-Kugel das g-Tensor-
Ellipsoid ohne Kontaktpunkte, d.h. man erhilt kein ESR-Signal. Bei Beriihrung der Kugel
und des g-Tensors bei gmax ist erstmals die Resonanzbedingung erfiillt. Bei diesem g-Wert

sind diejenigen Molekiile in Resonanz, deren gn,.x parallel zum externen Magnetfeld liegt.

g-sphere __~g-sphere

97 t _______ . \ L

it

Abb. 2.5: Darstellung der Projektion aller Linien konstanten g-Werts eines Systems mit rhombischem
g-Tensor (nach [86]). Die Schnittpunkte der g-Kugel mit dem Tensor-Ellipsoid reprédsentieren

Orientierungen, fiir die die Resonanzbedingung erfiillt ist.

Bei konstanter Verkleinerung der g-Kugel (steigendes Magnetfeld) befinden sich nun ab g,
eine bestimmte Untermenge von Molekiilorientierungen in Resonanz. Diese Orientierungen
werden durch g-iso Linien représentiert, die aus der Schnittlinie von g-Kugel und g-Tensor
resultieren. Durchlduft das Feld den intermedidren gj,, Wert, erreicht die g-iso Linie ihre

groffte Linge. An diesem Punkt tragen die meisten Molekiile zum ESR-Spektrum bei und

15
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fiihren zur maximalen Signalintensitét. Bei gni, befinden sich wiederum wenige Molekiile in
Resonanz, die g-Kugel beriihrt das Tensor-Ellipsoid von innen an einem einzigen Punkt. Bei
hoheren Werten verlieren dann die beiden geometrischen Figuren wieder den Kontakt, bei

diesen Magnetfeldwerten erhélt man kein ESR-Signal.

Abhingig von der Magnetfeldstiarke befindet sich also immer eine bestimmte Anzahl von
Molekiilen in Resonanz, fiir die Gl. 2.27 gilt. Die einzelnen Resonanzlinien addieren sich
dann zu dem Gesamtspektrum. Die ESR-Aufnahmen an ungeordneten Systemen zeigen
charakteristische axiale oder rhombische Pulverspektren, die sich iiber einen bestimmten
Magnetfeldbereich ausdehnen (Abb. 2.6). Die Tensorhauptwerte konnen in diesem Fall direkt
experimentell bestimmt werden, die Orientierung der Tensorhauptachsen bzgl. des

Spinzentrums ist aus dem ESR- Pulverspektrum dagegen nicht zuginglich.

S R R 2 O P % [ My T T T T T T T T
25 24 23 1@ 1 2 18 18 11 18 18 I5 b 13 1@ 14 2 18 18 1.1 18 15

g-factor g-factor

Abb. 2.6: Pulverspektrum mit axialem g-Tensor (links) und rhombischem g-Tensor (rechts) eines

Systems S =1/2,1=0.

2.2 Grundlagen der ENDOR-Spektroskopie

Im vorherigen Kapitel wurden Spinsysteme betrachtet, bei denen die Hyperfeinaufspaltung
keine Bedeutung hat. Bei Metalloproteinen liegen die paramagnetischen Zentren jedoch in
einer Proteinmatrix eingefiigt vor. Unter dem Einfluss der Umgebung konnen
Wechselwirkungen mit verschiedenen Kernen auftreten. ESR-Spektren sind meist nicht

ausreichend aufgelost, um diese Wechselwirkung darzustellen. Die ENDOR ist eine

16
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Doppelresonanztechnik, die dann zur Detektion von solchen nicht aufgelosten
Hyperfeinwechselwirkungen zwischen dem ungepaarten Elektron und Atomkernen mit
Kernspin I > 0 herangezogen werden kann. Bei der ENDOR-Spektroskopie wird zusitzlich zu
einer Mikrowelle eine variable Radiofrequenz (RF) im MHz-Bereich eingestrahlt. Mit diesem
RF-Feld werden Ubergiinge zwischen den Kernspinniveaus induziert. Die Intensititsinderung
des ESR-Signals, die als Funktion der Radiofrequenz aufgezeichnet wird, stellt dann das
ENDOR-Signal dar. Mit dieser Technik kann, abhingig von der untersuchten Probe, das

Auflosungsvermogen der ESR verbessert werden.

2.2.1 Der ENDOR- Effekt

Die theoretischen Grundlagen der ENDOR- Spektroskopie konnen analog zur ESR-
Spektroskopie anhand des Spin- Hamilton-Operators betrachtet werden. Dieser kann bei
einfachen Systemen auf den Elektron-Zeemam-Term, den Kern-Zeeman-Term und den
Hyperfeinstruktur-Term reduziert werden. Bei diesen paramagnetischem Systemen mit S =12
und I = ¥ ergibt sich unter der Bedingung, das g- und A-Tensor isotrop und die Spins entlang

der Magnetfeldrichtung quantisiert sind, die Energieniveaus zu:

E(Ms,Mi):geBeBMs + AMsMi —&n Bn BMI (230)

Unter der Beriicksichtigung der NMR-Auswahlregel AMg = 0, AM; = + 1 erhédlt man 4
Energieniveaus mit je zwei ESR- und zwei ENDOR-Ubergingen (Abb. 2.7).

m=-%
ME: LG [ +
= 1
M= +% v
b
m= +%

b J
h-'1== -
s -2 »

Abb. 2.7: Energienieveauschema von ENDOR-Ubergiingen fiir ein Spinsystem S = 1/2, I = 1/2 und

] = = =]

isotropen g-Faktor. Die ESR-Ubergiinge sind mit durchgezogenen und die ENDOR-Uberginge mit

gestrichelten Pfeilen gekennzeichnet.
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In Frequenzformulierung erhélt man die Elektron-Proton-Wechselwirkung mit:

%(MS,M,)sz-mﬁ%m,m,—vN-m, (2.31)

Mit v, als Elektron-ZeemanFrequenz (Gl. 2.5) und vy = (-gnfnBo)/h als Kern-Zeeman-
Frequenz. Bei einem Hyperfeinkopplungstensor axialer Symmetrie, z.B. bei 'H —Kernen

(Hegz>>Hygs) erhilt man die Kern—Ubergangsfrequenzen fiir ein Proton nach:

+

Vp

Vy i%‘ (2.32)

Die niedrigere Frequenz vp wird als Differenzfrequenz bezeichnet, die hohere vp™ als
Summenfrequenz. Die ENDOR-Niveaus werden abhingig vom Vorzeichen von A und der
relativen Grofe von vy zu A angeordnet. Die Resonanzlinien sind entweder um A/2 mit

Abstand 2v, oder um v, mit Abstand A angeordnet (Abb. 2.8).

2 vy

el

QVP — Vi ”;ﬁ MHz Vp ] i A;/Z ‘VE ] MHz

Abb.2.8: Anordnung der ENDOR-Linien eines S = 1/2, I = 1/2-Systems; links: vy < A/2, rechts vy >
A/l2.

Bei starker Anisotropie des g-Tensors wird der Hyperfein-Tensor asymmetrisch und die
Resonanzlinien liegen dann ebenfalls asymmetrisch um die freie Kernfrequenz .

Bei ENDOR-Spektren von Spinsytemen S = 1/2, I > 1 muss zusitzlich der Kernquadrupol-
Term beriicksichtigt werden. Bei einem anisotropen Spinsystem mit A > 0 und unter der
Annahme, das g-, A- und Q-Tensoren kollinear sind und By entlang einer Hauptachse

orientiert ist, erhélt man den Hamilton-Operator in Frequenzeinheiten mit:

%(MS,M,):VE -m, +%-ms -m, +%(m, —%I(i+1))—VN m,  (2.33)
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Das Energieniveau-Schema spaltet nun unter dem EinfluB der Kern-Quadrupol-

Wechselwirkung in 4 ENDOR-Ubergiingen auf.

m= +1
F
M=+ { m=0 '
o 1
]
ms= -1
[ 9
= -1 ¥
t
|
Ms_ A mI: a 1
e X X
¢
m=+1 ¥ ki

Abb. 2.9: Energienieveauschema von ENDOR-Ubergingen fiir ein Spinsystem S = 1/2, I = 1 und
isotropen g-Faktor. Die ESR-Ubergiinge sind mit durchgezogenen und die ENDOR-Uberginge mit

gestrichelten Pfeilen gekennzeichnet.

Die Ubergangsfrequenzen 1. Ordnung sind dann gegeben durch:

+ A 3
VENDOR = [ XV, £—-0; (2.34)
2 2
Der Index i stellt die Tensor-Hauptachsen dar. Das entsprechende ENDOR-Spektrum ergibt 4
Resonanzlinien (Abb. 2.10).

|z 4
L
z
Z
I
N,

Abb. 2.10: Anordnung der ENDOR-Linien eines S = 1/2, I = 1-Systems.
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Um die Uberga'nge der m;—Subniveaus zu beobachten, wird zunichst durch Einstrahlen eines
starken Mikrowellenfeldes die Besatzungszahldifferenz ¢ der beteiligten Niveaus verringert.
Als Folge dieser partiellen Sittigung nimmt die Intensitit des ESR-Signals ab. Durch
Einstrahlung eines Radiofrequenzfeldes, dessen Energie hvgr im Bereich der
Hyperfeinwechselwirkung liegt, werden nun Kernspiniiberginge induziert und damit das
ESR-Signal iiber neu geschaffene Relaxationswege entsittigt. Der Wiederanstieg der
Intensitdt des ESR-Signals wird dann als ENDOR-Signal aufgezeichnet. Groen Einfluss auf
die Signal-Stiarke und Linienbreite haben auch hier wieder die Zeiten der beteiligten
Relaxationsprozesse (vgl. Kap. 2.1.3). Neben der beschriebenen Elektronenspin-Gitter-
Relaxationszeit T g treten nun zusitzlich die Kernspin-Gitter-Relaxationszeit Tix sowie die

Kreuzrelaxationen Tx; und Tx; auf. Dieser Zusammenhang ist in Abb. 2.11 veranschaulicht.

ms Energie-Niveaus
4
3 #T'm 3
)
Tee
2
Y
F 3 2
= To
PRLIN | y 1

Abb. 2. 11: Relaxationswege eines S = 1/2, I = 1/2 Spinsystms.

Durch Einstrahlung geeigneter RF-Frequenzen vn' bzw. vy wird die Kernspin-Gitter-
Relaxation T;n durch Induktion der entsprechenden Kernspiniiberginge umgangen. Die
Spinpopulationen kénnen somit von Niveaus 4 auf Niveau 3 (bzw. von 1 auf 2) {ibergehen
und von dort iiber die Kreuzrelaxationen Tx; bzw Tx, zum Niveau 1 bzw. 2 gelangen. Uber
Tx; dndert sich sowohl Elektronen- wie auch Kernspin und ermoglichen einen Ubergang, fiir
den die Auswahlregel A (ms +m; = 0) vorliegt. Die zweite mogliche Kreuzrelaxation erfiillt

die Bedingung A(mg + m; = 2). Beide Kreuzrelaxationen verkniipfen dabei Niveaus, die
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2. Spektroskopische Grundlagen

verbotene Uberginge darstellen. Dadurch wird die effektive Relaxationszeit verindert und

fiihrt zu der Gesamtrelaxationszeit T mit:

L:L+(L+Lj (2.35)
TXl TlN

Tritt nur Elektronenspin-Gitter-Relaxation auf und ist somit Tg/T’= 1, ist kein ENDOR-
Signal detektierbar. Fiir viele paramagnetische Festkorperzentren gilt Tigp < Tx; << Tin,
wodurch ENDOR-Intensititen in der Groenordnung von ca. 1-10% der ESR-Intensitéiten
erreicht werden. Bei Metalloproteinen beobachtet man dabei sehr kurze Relaxationszeiten

(Tig= 10'65), die jedoch bei tiefen Temperaturen stark verldngert werden konnen.

2.2.2 ENDOR an nicht-orientierten Systemen

Die Detektion eines ENDOR-Effekts bezieht sich wie beschrieben auf einen bestimmten
ESR-Ubergang. Bei der ENDOR-Spektroskopie an einer Pulverprobe liefert nun abhingig
von der Feld-Position im ESR-Spektrum eine bestimmte Untermenge der Molekiil-
orientierungen Beitrige zum ENDOR-Spektrum. Wie in Kap. 2.1.4 erldutert, kann der g-
Tensor geometrisch als Ellipsoid mit den Hauptachsen gmax, gmin und gin veranschaulicht
werden. Die durch die Kugelkoordinaten 6 und @ charakterisierte Orientierungsselektion wird
nun bei der Beschreibung eines ENDOR-Pulverspektrums auf den Hyperfeintensor A
projiziert, wobei der g-Tensor das Bezugssystem fiir den A-Tensor darstellt (Abb. 2.13). Die
Entstehung komplexer ENDOR-Spektren lédsst sich nun wieder anhand eines geometrischen

Models veranschaulichen [86].

Betrachtet man die Aufnahme eines ENDOR-Spektrums exakt am Arbeitspunkt gy.x, liegt
zunichst keine g-iso-Linie vor, sondern ein Punkt, d.h. es besteht ein quasieinkristalliner
Zustand. Das resultierende ENDOR Spektrum besteht wie in Kap. 2.2.1 beschrieben aus
einem Dublett (Abb. 2.8). Dieselbe Aussage ldsst sich fiir den Arbeitspunkt g, treffen, an
beiden extremalen Tensor-Hauptwerten erhélt man Spektren vom Einkristall-Typ [117]. An
den intermedidren Arbeitspunkten liegen dagegen komplexere Spektren vor. Abb. 2.12 zeigt 3

Feldwerte in einem ESR-Pulver-Spektrum (links) und die resultierenden ENDOR-Spektren an
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2. Spektroskopische Grundlagen

den entsprechenden Arbeitspunkten 1-3 (rechts). Bei Position 1 im ESR-Pulverspektrum
zwischen gn.x und g, reprisentiert die gis-Linien (®, ®)-Kombinationen, fiir die die
Resonanzbedingung erfiillt ist. Diese (®, ®)-Paare werden nun auf das A-Tensor-System
transformiert (Abb. 2.13). Die ENDOR-Resonanzlinien stammen dabei von Bereichen der g-
iso-Linie, bei denen die Anderung der Hyperfeinwerte gegeniiber Anderung der (©, ®)-
Winkel am geringsten ausfillt. Dies trifft bei den Wendepunkten der Kurve auf (Pfeile). An
diesen Bereichen kommt es zu einer Akkumulation der Resonanzintensititen (Abb. 2.13, 1).
Am intermedidren Arbeitspunkt g, ist der Abstand der Wendepunkte am hochsten und ergibt
die grofite Separation der Resonanzlinien. (Abb. 2.13, 2). An Position 3 des ESR-Spektrums
im Bereich zwischen gj,; und gnin verringern sich die AufspaltungsgroBBen wieder (Abb.2.13,
3) und erreichen bei gy, wieder den beschriebenen Einkristall-Typ mit 2 Resonanzlinien. Bei
der ENDOR-Spektroskopie an Pulverproben erhilt man also abhingig von Magnetfeldwert
und der Protonenposition mehrere Resonanzlinien fiir ein Proton. Bei der Untersuchung von
Protein-Pulverproben nimmt man deshalb zunichst an mehreren Magnetfeldwerten (=
Arbeitspunkte) ENDOR-Spektren auf. Man erhilt dann Spektren wie in Abb. 2.12, rechts, in

denen sich die Signalmaxima iiber mehrere Arbeitspunkte hinweg dndern.

1
1 ]2 3 3
LV

3

2 z 0 2 a
g-factor
v-vp [MH=zZ]

Abb. 2.12: ESR-Pulverspektrum (links) mit drei ausgewihlten Arbeitspunkten und simulierte
ENDOR-Spektren (links) fiir die jeweiligen Positionen im ESR-Spektrum [86].

22



2. Spektroskopische Grundlagen

1 Yimax. 2 _— 3 -
= i S ™ -"f 3 ,
o - P \\ o &= b
4’ ..... Y . '\. y \.‘
ol \ \ b . / \
f L} S 3 ! S |
{ ) i s 1 L | ey
[ II| e |= e \ 1 | 1
; | . A T =
S - 4 e e
& s el X - . 4
2 8
R . o
/// ._-.'IPI /// | i)
/ . £ [ :
ST et
1"‘: et ':_Hd!i """" :

Abb. 2.13: giso-Linien der drei im Text beschriebenen Arbeitspunkte 1-3 (oben) und die Projektion
der jeweiligen g-iso-Linien auf den A-Tensor (unten). Die Pfeile markieren die Wendepunkte der g-

iso-Kurven [86].

Bei einem Spinzentrum, das sich innerhalb eines Proteins befindet, liegen meist
Hyperfeinwechselwirkungen mehrerer umgebender Kerne vor. Als charakteristisches
Merkmal beobachtet man meist spektrale Uberlagerungen nahe der freien Kernfrequenz vy
(ca. 14.5 MHz fiir 'H- Protonen). Signale von Protonen mit Distanzen > 4.0 A nehmen in
diesem Frequenzbereich teil. Protonen mit kurzen Distanzen von ca. 2.5A- 4.0 A konnen
dagegen AufBenlinien mit hohen Hyperfein-Aufspaltungswerten ergeben. Auch AufBlenlinien
konnen von Uberlagerungen verschiedener Protonen-Wechselwirkungen verursacht werden,
im Idealfall stammen sie jedoch von einzelnen H-Kernen. Durch Aufnahmen an
verschiedenen Feldpositionen mit ausreichend kleinen Abstinden konnen nun die
Hyperfeintensoren ermittelt werden, indem man die Linienverldufe untersucht. Die
Bestimmung der A-Parameter wird dabei mit Hilfe einer ENDOR-Simulation durchgefiihrt.
Die theoretischen Grundlagen soll bei der Beschreibung der Simulationstechnik vorgestellt

werden (vgl. Kap. 5.3).
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2.3 Grundlagen der Puls-Endor-Spektroskopie

Bisher wurden spektroskopische Techniken betrachtet, bei denen Mikrowelle und
Radiowellen kontinuierlich eingestrahlt wurden. Da ESR- und ENDOR-Resonanzlinien
teilweise starken Verbreiterungseffekten unterliegen und geringe Intensititen zeigen, konnen
gepulste Messtechniken fiir die Darstellung aller Wechselwirkungen notwendig sein. Dabei
wird die Einschaltdauer der eingestrahlten elektromagnetischen Wellen verandert. Mit dieser
Methode kann der Einfluss bestimmter Wechselwirkungen auf das ESR-bzw. ENDOR-Signal
verringert werden. Dadurch steigt die Auflosung fiir andere Wechselwirkungen und man
erhilt spektroskopische Details, die mit CW-Methoden unzugénglich sind. Bei der Puls-
ENDOR-Spektroskopie unterscheidet man zwischen Préparations-, Polarisationstransfer- und
Detektionsphase. Zunéchst soll ein einfaches Puls- ESR-Experiment betrachtet werden, das
bei der Puls-ENDOR-Messungen in der Detektionsphase eingesetzt wird. Diese relativ
einfache Verfahren zu Durchfiihrung einer gepulsten ESR-Messung beruht auf der

Verwendung einer Zwei-Puls-Echo-Sequenz nach Hahn [60] (Abb.2.14).

Befindet sich ein Spinsystem unter dem Einflufl eines duBleren Magnetfeldes, ist nach der
Boltzmannverteilung (Gl. 2.6) der energetisch tiefer liegende Spinzustand stirker besetzt, so
das eine makroskopische Magnetisierung M, parallel zu By resultiert. Durch einen MW-Puls

erfolgt eine Drehung der Magnetisierung M, um den Winkel:
B =7veBity = o1ty (2. 36)

(mit y. = gyromagnetisches Verhiltnis des Elektronenspins, B; (o;) die Magnetfeldstdarke und

t, die Dauer des MW- Pulses).

Abb. 2.14: Zwei-Puls-Echo-Sequenz zur Erzeugung von Elektronenspinechos.
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2. Spektroskopische Grundlagen

Ein einzelner Puls mit dem Winkel = 90° (n/2- Puls) fiihrt die urspriingliche longitudinale
Magnetisierung M, in die transversale -y-Magnetisierung iiber (Abb.2.15, a, b). Innerhalb der
Zeit T dephasieren die Spinpakete anschliefend in der transversalen xy-Ebene (Abb.2.15, c).
Dadurch wird ein Verlust der Phasenkohidrenz und die Abnahme der transversalen
Magnetisierung verursacht. Der Zerfall der transversalen Magnetisierung wird als freier
Induktionszerfall (engl. free induction decay, FID) bezeichnet. Dieses abklingende Signal
zerfillt mit der Phasengedéchtniszeit Ty, und ist definiert als die Zeit, nach der die Intensitit
auf e’ des Anfangswertes gesunken ist. Im Fall eines exponentiellen Abnahme der
Echointensitit entspricht sie der transversalen Relaxationszeit T°,. Der nun folgende m-Puls
verursacht die Umkehr der Dephasierung, indem die Magnetisierungsvektoren um 180° um
die x-Achse gedreht werden (Abb.2.15, d). Durch diesen Refokussierungspuls sind nach

einem weiteren Zeitintervall t alle Vektoren entlang der +y-Achse ausgerichtet (Abb.2.15, e).
a) 3 b) T c)
i M
M
X y y ¥ y
F4
d) z E) z
X i y xé@ y

Abb.2.15: Schematische Darstellung des Magnetisierungsvektors in einem rotierenden
Koordinatensystem bei einem Zwei-Puls-Echo-Experiment. Die Anregung erfolgt durch MW-Pulse
/2 und © entlang der x-Achse. a) Vor der MW-Anregung zeigt der Magnetisierungsvektor eines
Spinsystems in die z-Richtung. b) Durch die Einstrahlung eines m/2-Pulses aus der —x-Richtung wird
der Magnetisierungsvektor in die -—y-Richtung {iiberfiihrt. Durch diesen Puls wird eine
Elektronenkohédrenz erzeugt, die einer festen Phasenbeziehung zwischen den Elektronenspins in
beiden my- Zustidnden entspricht. ¢) Anschlieend dephasiert der Magnetisierungsvektor wihrend der
Zeit 1, da die einzelnen Elektronenspins unterschiedliche Prizessionsfrequenzen aufweisen. Dies fiihrt
zum Verlust der Elektronenkohérenz. d) Ein m1 -MW-Puls dreht die dephasierten Spins zum Zeitpunkt
Tt um 180° um die x-Achse. e) Nach der Zeit T nach dem n-MW-Puls wird die Phasenbeziehung der

Elektronenspins wieder kohérent. Es bildet sich ein Echo-Signal.
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2. Spektroskopische Grundlagen

Die kurzzeitig sich aufbauende und wieder zerfallende transversale y-Magnetisierung wird als
Elekronenspin-Echo (ESE) bezeichnet. Die Spin-Echo-Amplitude ist eine Funktion des
Pulsabstandes t, die mit der charakteristischen Relaxationszeit T, zerfillt. Bei der FS-ESE
wird bei einer Zwei-Puls-Echo-Sequenz die Echo-Intensitit als Funktion des Magnetfelds By
gemessen. Auf diese Weise wird ein Elektronen-Spin-Echo detektiertes ESR-Spektrum in

Absorption erhalten.

Bei der ESR ist oftmals der FID und damit das Elektronenspinecho wenig strukturiert. In
diesem Fall kann die ESEEM- oder die Puls-ENDOR-Spektroskopie herangezogen werden,
um die Elektronen-Kern-Wechselwirkungen aufzulosen. Der Vorteil der Puls-ENDOR-
Spektroskopie gegeniiber CW-Techniken besteht darin, durch geeignete Pulssequenzen das
Relaxationsverhalten des untersuchten Systems zu beeinflussen. Neben vielen speziellen Puls-
ENDOR-Techniken existieren zwei Standardmethoden, die von Mims [104] bzw. Davies [38]
eingefilhrt und nach ihnen benannt wurden. Im Folgenden soll die fiir diese Arbeit
angewendete Davies-Sequenz der Puls- ENDOR-Spektroskopie dargestellt werden (Abb.
2.16).

]
]N!h
]

Abb. 2.16: Davies-ENDOR-Sequenz mit den drei Unterteilungen Préaparation (MW-n-Puls),

Polarisationstransfer (RF- n-Puls) und Detektion (Hahn-Sequenz).

In Abb. 2.17 ist ein System mit zwei Elektronen und zwei Kernspiniibergiingen, also S = %2
und [ =2 dargestellt, das die Besetzung der Energieniveaus wihrend eines Davies-ENDOR-

Experimentes beschreibt. Im thermischen Gleichgewicht befindet sich das Spinsystem im
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Zustand einer Spin-Polarisation (Abb. 2.17, a). Die Davies-Sequenz beginnt mit einer
Polarisationsinversion eines einzelnen ESR-Ubergangs durch einen n-MW-Puls. Dieser Puls
invertiert die Elektronenspin- Population, also die Besetzung eines Niveaus zwischen 1 und 3.
Innerhalb der Relaxationszeit dieses Ubergangs kann durch einen selektiven m-Rf-Puls die
Polarisation eines Kernspiniibergangs in einem der beiden M;-Zusténde invertiert werden. Bei
einem resonanten RF-Puls werden die Zustinde 1 und 2 invertiert. Dies fiihrt zum
Verschwinden der Populationsdifferenz des urspriinglich angeregten ESR-Ubergangs (3<>1)
und somit zum Abklingen der Echoointensitit. Bei einem nichtresonanten RF-Puls bleibt eine
Populationsdifferenz erhalten. Der Kernspiniibergang kann dann iiber die Hahn-Pulssequenz
detektiert werden. Die durch den RF-Puls verschobene Polarisation gibt dabei einen
oszillierenden Beitrag zum Echo. Bei diesem Puls- Verfahren wird die Anderung des Echo-

Signals bei einer festen Position des Magnetfeldes By in Abhingigkeit der Radiofrequenz

gemessen.
N
[ ‘
L
a] b]‘ russent | | ///
/‘—I“ l
3 ‘ “w' - ni/
- e
: - ] e B ']
-
y
| | ’

Abb. 2.17: Besetzung der Energieniveaus bei einem Davies-ENDOR-Experiment eines Spinsystems S
=1/2,1=1/2. Schwarze (hohe Besetzung) und weille (niedrige Besetzung) Késtchen symbolisieren die
Populationsunterschiede. a) Population der Spinzustiinde im thermischen Gleichgewicht. b) Inversion
der Besetzung der Zustinde nach dem selektiven -MW-Puls fiir den ESR-Ubergang 3«>1 (Kernspin-
Polarisation). ¢) Populationsinderung nach einem resonanten n-RF-Puls fiir den Ubergang 3 nach 4.
Dabei wird die Kernspinpolarisation invertiert und bewirkt eine Veridnderung der Polarisation des
ESR-Beobachter-Ubergangs. Das  Echosignal verschwindet auf diesem Ubergang. d)
Besetzungszustand nach einem nicht-resonanten n-RF-Puls auf diesen Kernspiniibergang. In diesem

Fall wird ein (invertiertes) Echo erhalten.
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Die Davies-Sequenz gilt als geeignete Methode, um breite Hyperfeinlinien mit groB3en
Aufspaltungswerten zu detektieren, wihrend die Mims-Puls-Sequenz zum Nachweis kleiner
Hyperfeinkopplungen eingesetzt wird. Da bei Metalloproteinen oftmals charakteristische
AuBenlinien entscheidenden Anteil bei der Analyse der Spektren haben, wurde bei der
vorliegenden spektroskopischen Untersuchung der Schwerpunkt der Pulsspektroskopie auf
die Davies-Sequenz gelegt. Pulsdauer, Pulsabstinde und Spektrometerbeschreibung werden in

Kap. 5.2.4 und 5.2.5 aufgefiihrt.
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3. Enzymatische Grundlagen

3.1 Eisen-Schwefel- Proteine

Eisen-Schwefel-Proteine (ISP, iron sulphur proteins) sind an einer Vielzahl biologischer
Redoxprozesse beteiligt. Die Bildung der Eisen-Schwefel-Komplexe kann in vitro erfolgen
[8], bei Archae bis zu tierischen und pflanzlichen Eukaryoten sind jedoch komplexe
Enzymsysteme vorhanden, um FeS-Zentren zu bilden [49, 124]. Die Biogenese der
verschiedenen FeS-Cluster erfordert dabei die Anwesenheit von Sulfid, Eisen und geeignete
Liganden. Diese konnen bei der Assemblierung sowohl von Proteinen als auch von
anorganischen Thiolverbindungen gestellt werden [9]. In den folgenden Kapitel werden
zunidchst die wichtigsten Merkmale von Eisen-Schwefel-Proteinen zusammengefasst.
Anschlielend erfolgt eine allgemeine Beschreibung von Molybdédnproteinen sowie eine

detaillierte Betrachtung der AOR.

3.1.1 Ubersicht

Schwefel liegt in FeS-Zentren immer als Sz', Eisen als Fe *foder Fe ** vor. In Anzahl und
Anordnung konnen beiden Atomarten unterschiedlich auftreten. Der einfachste der FeS-
Cluster ist ein tetraedrisch von vier Sulthydrylgruppen der Aminosaure Cystein koordiniertes
Eisen-Atom und in den sog. Rubredoxinen vorhanden (Abb. 3.1a). Vielfach treten planare
[2Fe-2S]-Zentren auf, bei denen zwei Eisen-Atome iiber zwei anorganische Schwefelatome
verbunden werden (Abb. 3.1b). Neben einer Ligandierung, bei der die Eisenatome jeweils von
zwei Cystein-Schwefelatomen koordiniert werden (Ferredoxine, Fdx), gibt es auch den Typ
der sog. Rieske—Proteine (Rieske-ISP), bei denen ein Eisenatom von zwei Cystein-
Schwefelatomen koordiniert wird und ein Eisenatom kovalent an zwei Stickstoffatome zweier
benachbarter Histidine gebunden ist. Weiterhin ist unter den Eisen-Schwefel-Zentren der
[4Fe-4S]-Typus weit verbreitet (Abb.3.1 d). Bei diesen unterscheidet man je nach
elektrochemischen Redoxpotentialen zwischen LoPIPs (Low-Potential-Iron-Sulfur-Proteins
mit [2Fe’, 2Fe*]** bzw. [1Fe™, 3Fe**]" in der reduzierten Form) und HiPIPs (High-
Potential-Iron-Sulfur-Proteins mit [3Fe>*, 1Fe**1** bzw. [2Fe®", 2Fe’'** in der reduzierten
Form). Daneben findet man auch [3Fe-3S]-Cluster und [3Fe-4S]-Cluster, bei denen eine
Eisenecke des Kubans unbesetzt ist (Abb. 3.1 ¢) sowie weitere FeS-Zentren, die meist aus

Kombinationen dieser Grundtypen bestehen [vgl. 8, 9].
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Abb. 3.1: Verschiedene Formen der FeS-Zentren; a) Rubredoxin, FeSy; b) [2Fe-2S], ¢) [3Fe-4S], d)
[4Fe-4S] (Fe-Atome violett, S-Atome gelb).

Die Funktion der FeS-Cluster besteht aufgrund der Redoxeigenschaften des Eisens und des
Schwefels iiberwiegend in Elektronentransfer-Prozessen. Die Redoxpotentiale der Protein-
gebundenen Zentren konnen dabei einen grolen Bereich umfassen und liegen zwischen -650
mV bei [7Fe8S]-Zentren bis + 450 mV bei [4Fe-4S]-Zentren der HiPIPs [4, 69]. Auch
innerhalb des gleichen FeS-Typus treten deutliche Unterschiede in den elektrochemischen
Eigenschaften auf. Die durch Redoxtitrationen ermittelbaren Werte zeigen bei 2Fe-2S-
Molekiilen eine grofe Spannbreite [137]. Zunidchst kann diese Fluktuation durch die
Ligandierung des FeS-Zentrums verursacht werden. Bei Rieske-ISP betrigt das
Redoxpotential ca. +300mV [133], bei Ferredoxinen dagegen -450mV bis -200mV [4].
Ebenso konnen Wasserstoffbriicken zwischen Amidgruppen des Aminosduregeriistes und den
Cystein-Schwefelatomen des Clusters bei der Modulierung des Redoxpotentials eine Rolle
spielen [14]. Untersuchungen bei verschiedenen Fdx zeigen einen Zusammenhang zwischen
der Anzahl der N-HS-Wasserstoffbriicken in der Umgebung der Fe-Zentren beziiglich der
Redoxpotentiale und deuten auf eine Anderung von 75-80 mV pro einzelner N-H'S-Bindung
[2, 97]. Weiterhin haben elektrostatische Effekte, hervorgerufen durch Dipole oder geladene
Seitengruppen des Aminosdurengeriistes, entscheidenden Anteil an der GroBe der
Redoxpotentiale [14, 94]. Eine T54A-Mutation bei Adrenodoxin (Adx) ergibt z.B. eine
Veranderung von 70mV [139]. Dieses Phinomen lédsst sich auch bei anderen FeS-Zentren
beobachten. Eine ausfiihrliche Studie anhand von Punkt-Mutationen in der Umgebung von
4Fe4S- Zentren konnte bei Anderungen der lokalen Ladung starke Verinderungen in den

Redoxeigenschaften aufzeigen [33].
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3.1.2 Klassifikation von Eisen- Schwefel- Proteinen

In Form und Funktion konnen Eisen-Schwefelproteine auf unterschiedliche Weise auftreten.
Sie liegen in ungebundener Form oder als Untereinheiten groBer, z.T. membran-gebundener
Proteinkomplexe vor. In der mitochondriellen Atmungskette sind FeS-Zentren des Cytochrom
bci-Komplexes, der Succinat-Dehydrogenase und der NADH-Dehydrogenase, mit insgesamt
drei [4Fe4S] und fiinf bis sechs [2Fe2S]-Zentren der grofite bekannte Eisen-Schwefel-Protein-
Komplex [13]. Bei der photosynthetischen Elektronentransportkette ist das Photosystem I und
IT mit drei gebundenen [4Fe4S]-Zentren (Fx, Fa, FB) an der Elektroneniibertragung beteiligt
[48]. Der Elektronentransfer von PS 1 zur Ferredoxin-NADP-Oxidoreduktase wird
anschliefend durch ein mobiles [2Fe2S]-Fdx durchgefiihrt. Ein weiterer zentraler
Stoffwechselprozess mit Beteiligung von FeS-Zentren ist die Stickstofffixierung. Das
Molybdin-Eisen-Protein der Nitrogenase enthilt untypische FeS-Cluster, wie einem [8Fe-
7S]-Zentrum sowie ein [Mo-7Fe-9S]-Zentrum [36].

Eine einheitliche Klassifizierung der Eisen-Schwefel-Proteine gestaltet sich wegen der
Vielseitigkeit beziiglich der Struktur ihrer Zentren und ihrer Beteiligung an unterschiedlichen
Stoffwechselprozessen als schwierig. Man kann sie einerseits als reine Elektronen-Tranfer-
Proteine von Enzymen mit katalytischer Funktion unterscheiden und andererseits danach
differenzieren, ob sie nur Eisen-Schwefel-Zentren oder auch zusitzliche prosthetische
Gruppen aufweisen. Weiterhin konnen membrangebundene Systeme von freien Enzymen
abgegrenzt werden. Folgende Unterteilung nach Struktur und Funktion gibt einen Uberblick

tiber die Diversitidt dieser Proteingruppe [27]:

1. FeS-Proteine ohne Kofaktor: Dazu gehdren meist kleine, interenzymatische Elektronen-
Transfer-Proteine, von denen viele pflanzliche und bakterielle Ferredoxine, Adrenodoxin und
Putidaredoxin aus Prokaryonten und menschlichem Gewebe sowie die pflanzlichen Rieske-
ISP und die HiPPIPs bekannte Beispiele darstellen. Sie konnen neben [2Fe-2S] und [4Fe-4S]-

Zentren auch hohermolekulare Cluster-Typen enthalten.

2. FeS-Proteine mit Kofaktor: Unter diesen Kofaktoren konnen organische Verbindungen
wie Flavin und Chinon oder organometallische Verbindungen mit Mo, W, Ni oder Nicht-
Hédm-Fe-Gruppen vorkommen. Biochemisch gut untersuchte Proteine sind z. B die

Monooxygenasen, die Dioxygenasen, Nickel-Hydrogenasen, sowie Wolfram- und
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Molybdinhaltige FeS-Proteine. Letztere stehen im Mittelpunkt dieser Arbeit und werden in
Kap. 3.2 néher beschrieben.

3. Membrangebundene Eisenschwefel-Proteine: Diese Gruppe zeigt eine grofle
Ubereinstimmung in ihrem strukturellen Aufbau. Sie bestehen mindestens aus einer
Untereinheit, die verantwortlich fiir die Bindung an die Membran ist und einer Untereinheit,
an der die Substratumsetzung stattfindet. Oftmals besitzen sie ergiinzend eine Untereinheit fiir
eine Chinon-Bindung. Die FeS-Cluster sind dann zwischen den beiden letztgenannten
Untereinheiten  positioniert und  verantwortlich  fir ~den  intraenzymatischen
Elektronentransport. Beispiele fiir membrangebundene Systeme wurden bereits bei der
Photosynthese und der mitochondrialen Atmungskette erwidhnt. Weitere bekannte Vertreter
sind u.a. Format-Dehydrogenase, Nitrat-Dehydrogenase, DMSO- Reduktase und Fumarat-
Reduktase, die zu den Molybdopterinhydroxylasen gehdren und in Kap. 3.3.2 niher

beschrieben werden.

4. FeS-Zentren mit katalytischer Funktion: FEinige FeS-Enzyme dienen nicht dem
Elektronenfluss, ihre FeS-Zentren fungieren als biochemische Katalysatoren, deren
Reaktionsmechanismus zur Hydrierung, Dehydrierung oder Isomerisierung von
Doppelbindungen fiihrt. Dazu gehoren z. B Proteine der Atmungskette wie die Aconitase, die
wihrend des Glucose-Abbaus Citrat zu Isocitrat umsetzt. Im aktiven Zustand besitzt dieses
Enzym ein [3Fe-4S]-Zentrum, das bei der Katalyse in ein [4Fe-4S]-Zentrum iiberfiihrt wird
[10]. E.coli besitzt ein weiteres FeS-Protein mit einer katalytischen Funktion, die Biotin-
Synthase. Mit Hilfe eines [4Fe4S]-Clustesr katalysiert dieses Enzym die Insertion des
Schwefels in ein Desthiobiotin-Molekiil. Ein zweites [2Fe2S]-Zentrum der Biotin-Synthase
wird bei dieser Reaktion zerstort, ein Schwefel-Atom aus diesem Zentrum wird dabei

moglicherweise in Biotin eingebaut [102,134].

Neben der Beteiligung von FeS-Proteinen an Elektroneniibertragungen und Katalysen konnen
FeS-Proteine auch regulatorische Funktionen in einer Zelle iibernehmen Ein eukaryontisches
zelluldres FeS-Protein, das IRP (Iron Regulatory Protein) des SoxR/SoxS-Systems, dient als
Sensor gegeniiber O Radikalen [63], die Fumarat-Nitrat-Reduktase aus E.coli kann als

Sauerstoffsensor erwihnt werden [89].
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3.1.3 Elektronische Struktur von [2Fe-2S]- Zentren

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt in der Untersuchung der beiden [2Fe-2S]-Cluster der
AOR. Beide Zentren gehoren zum Fdx-Typ, die Metallionen sind durch vier Cysteine
koordiniert. Bei einer groen Anzahl von [2Fe-2S]-Zentren konnte anhand verschiedener
spektroskopischer Methoden die elektronischen bzw. geometrischen Strukturen beschrieben
werden [53, 11, 48]. Dabei zeigen sich unterschiedliche Eigenschaften fiir die jeweiligen
Oxidationsstufen. Im oxidierten Zustand [F6282]2+ enthalten sie zwei Fe3+—Atome, wihrend im
reduzierten [Fe,S,]'* -Zustand eines der beiden Atome zu Fe** reduziert worden ist. Dabei
konnen geringe strukturelle Unterschiede zwischen oxidiertem und reduzierten Zustand bei

vielen Zentren beobachtet werden [140].
3.1.3.1 Oxidierte [2Fe- 2S]- Komplexe

Im oxidierten [2Fe-2S]- Cluster liegen zwei Fe**-Tonen mit 3d5—Elektronenkonfiguration vor,
zwischen denen eine iiber die Sulfidbriicken vermittelte magnetische Wechselwirkung
besteht. Die tetraedrische Schwefelkoordination fiihrt nach dem Ligandenfeld-Modell zu einer
sog. high-spin-d5- Konfiguration der Eisenorbitale [114]. Die magnetische Wechselwirkung
zwischen den Spin-Operatoren S; und S, wird durch den sog. Heisenberg-Dirac-van Vleck

(Hupvv)- Operator beschrieben:
Hipw =J S1°S, (3.1)

Mit J wird die magnetische Austauschkopplungskonstante bezeichnet, diese Konstante
beschreibt die Wechselwirkung von einfach besetzten d-Orbitalen des Eisenatoms mit doppelt
besetzten Schwefel-Orbitalen. Ihre GroBe ist abhidngig von der Fe-S-Distanz sowie dem Fe-S-
Fe-Bindungswinkel [61, 110]. Durch Anwendung des ﬁDVv—Operators (3.1) auf die

Schrodinger-Gleichung erhélt man die Energieeigenwerte:
Ei=JSi(Si+1) (3.2)

S' kann Werte zwischen IS1 + S2| und IST — S2| annehmen. Die Art der Liganden beeinflusst
dabei, ob bei einem [2Fe- 2S]-Zentrum sog. ferromagnetische (fiir IS1 + S2I) oder
antiferromagnetische (fiir IS1 — S2l) Wechselwirkung vorliegt [1, 37]. Die fiinf ungepaarten
Elektronen der Eisen-d-Orbitale richten sich bei antiferromagnetischen Kopplung nach dem

Prinzip der Spin-Maximierung mit entgegengesetztem Spin zueinander aus (Hundsche Regel).
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Bei [2Fe2S] Zentren liegt 1.d.R. diese Konfiguration vor, aufgrund von S1 = S2 = 5/2 erhiilt
man fiir S' = IS1 — S2I = 0. Der oxidierte Zustand eines [2Fe-2S]-Zentrums ist der ESR-
Spektroskopie somit nicht zuginglich, die elektronische Struktur wird z. B mit Hilfe von

NMR- und Mé6Bbauer-Techniken beschrieben [111, 131].
3.1.3.2 Reduzierte [2Fe- 2S]- Komplexe

Im Fall einer Reduktion eines [2Fe- 28]2+-Zentrums erhilt man ein [2Fe2S]"-Zentrum, in dem
ein Eisenatom dreiwertig (S1 = 5/2) und ein Eisenatom zweiwertig (S2 = 2) ist. Durch
Anwendung des Hyp,y-Operators liegt bei antiferromagnetischer Kopplung der Grundzustand
mit S° = IS1 — S2I = Y2 vor, wodurch sich ein ESR-Signal beobachten ldsst. Nach dem
Spinkopplungsmodell werden dabei die g-Werte von 2Fe-2S-Zentren auf eine Linear-
kombination der einzelnen g-Faktoren der Fe-lonen zuriickgefiihrt [51]. Fiir den
symmetrischen Fe(III)-Kern werden sie als isotrop angesehen, wihrend fiir das Fe(Il)-Ion eine

unsymmetrische tetrahedrale Koordination zu einem anisotropen lokalen g-Tensor fiihrt:
g =K (Feig: + K (Fey)g, (3.3)

wobei die GroBen K(Fe;) die Projektionen der Spins S; der Eisenatome auf den Gesamtspin S'

des Clusters und damit die Spindichte am Eisen Fe; wiedergeben [130]:

(S5 S)

K(Feyp)=-—""5—
S

_ S‘(S' + 1) + S1(2)(S1(2) + 1) - S2(1)(SZ(1) +1)

3.4
257°(S" +1) CH

Bei einem System S' =2, S1 = 5/2 und S2 = 2 ergeben sich fiir K(Fel) = 7/3 und fiir K(Fe2)
= -4/3, d.h. bei antiferromagnetischer Kopplung wird die Spindichte am oxidierten Atom
positiv und am reduziertem Atom negativ. Die Bestimmung der Spindichteverteilung bei
einem [2Fe-2S]-Zentrum liefert somit Aussagen hinsichtlich der Valenzzuordnung bei
diesen mehrzentrigen Spinsystemen. Bei [2Fe-2S]-Zentren liegen dabei iiberwiegend
lokalisierte Valenzen vor. Die Valenzlokalisierung konnte anhand von MoBbauerspektren
bereits frithzeitig bei Fdx nachgewiesen werden [42, 114]. Wiirde das sechste, durch die
Reduktion addierte Elektron iiber beide Eisenatome delokalisieren (sog. Mixed-Valence-Pair),

konnten entartete Fe>*-Fe**// Fe’* Fe**-Zustinde miteinander kombiniert werden. Solch eine
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Delokalisation tritt im Fall S' = IS1 + S2I = 9/2 auf. Bei antiferromagnetischer Kopplung S* =
1/2 tritt das Problem auf, dass dann ein Orbital mit zwei parallelen Spins besetzt werden
miisste. Aus diesem Grund ist der Effekt der Delokalisation der Ladung bei

antiferromagnetisch gekoppelten Fe**-Fe’*- Systemen selten vorhanden.

3.1.4 ESR-und ENDOR-Spektroskopie von 2Fe-2S-Komplexen

Von einer Vielzahl von reduzierten 2Fe2S-Zentren sind ESR- und ENDOR-Daten vorhanden
[27, 43]. Die ESR-Spektren dieser Cluster-Klasse zeigen teilweise Variationen hinsichtlich
der Tensor-Symmetrie und der g-Eigenwerte innerhalb einer Symmetriegruppe. Bei den Fdx
unterscheidet man zwischen zwei Typen, einerseits den Pflanzen-Fdx-Typ und andererseits
den Vertebraten-Fdx-Typ. Planzliche Fdx sind charakterisiert durch rhombische g-
Tensorsymmetrie mit g-Eigenwerten von ca. 2.05, 1.96 und 1.89 und g,, Werten kleiner 2.0
(8av = [gmax +&int + Emin)/3)]. Bei Vertebraten-Fdx wie z.B. Adrenodoxin und Putidaredoxin
besitzt der g-Tensor dagegen annidhernd axiale Symmetrie [vgl. 65]. Die ESR-Daten an den
meist als ungeordneten Systemen vorliegende Proben reichen jedoch nicht aus, um die g-
Tensor-Orientierung beziiglich der molekularen Struktur zu determinieren. Dies erfolgte
bislang ausschlieBlich an einem Einkristall von einem Rieske-ISP (mitochondrialer bcl-
Komplex, Rind). Mittels einer ESR-Studie an der kristallinen Probe konnte neben den g-

Eigenwerten die g-Tensorlage bestimmt werden [18].

Die ENDOR-Spektroskopie  kann  hinsichtlich ~ g-Orientierung,  Spindichte  und
Hyperfeinwechselwirkung detaillierte Informationen liefern. Zum einen konnte anhand
ENDOR-Messungen mit °'Fe substituierten FeS-Komplexen Einblicke in die elektronischen
Merkmale der 2Fe-2S-Cluster gewonnen werden. Die theoretischen Werte der Spin-
Projektionskoeffizienten (Gl. 3.4) wurden durch MoéBbauer und ENDOR-spektroskopische
Daten des °'Fe- Hyperfein-Tensors experimentell bestitigt [42, 47]. Die Experimente ergaben
einen negativen, leicht anisotropen Fe(IIl)-Hyperfeintensor mit A,,-Werten von ca.- 46 MHz
und einen positiven, stark anisotropen Fe(Il)-Hyperfeintensor, mit Werten zwischen +10 und
+35 MHz. Systematische 'H-ENDOR-Daten von 2Fe-2S-Zentren sind erst in den letzten
Jahren bestimmt worden. Zunichst bietet sich der Vergleich zwischen einem Fdx aus A.
platensis (apFdx, Pflanzen-Typ) [31], Adrenodoxin (hsAdx, Vertebraten-Typ) [87] und einem
Rieske-ISP (Vertebraten) [87] hinsichtlich der g-Orientierung an. Die Lage des g-Tensor
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orientiert sich bei den durch Cysteine koordinierten Zentren des asFdx und hsAdx an der
tetraedrischen Koordinationsgeometrie (Abb. 3.2, links, Mitte). Die Hauptachsen gmax und gin
sind in Richtung der Cysteinliganden orientiert, gmi, liegt um ca. 45° aus der Clusterebene
verkippt. Bei dem Rieske-ISP liegt der g-Tensor hingegen mit seiner gmax- Orientierung in der
Cluster-Ebene, gmin zeigt entlang des Fe-Fe-Verbindungsvektors. Abb. 3.2 zeigt die

Ligandierung und die Lage des g-Tensors der drei unterschiedlichen 2Fe-2S-Cluster.

His41 Cys139

Cys46 i Cys49
Qvax

<

Cysd1

Hi5161 Cys158

Abb.3.2:g-Tensor-Orientierung verschiedener 2Fe2S-Komplexe: apFdx (links), hsAdx (Mitte) und
btRieske-ISP (rechts) [nach 31, 87].

Durch die 1H—ENDOR—Experimente konnten weiterhin die Spindichten bestimmt werden. Fiir
diese fanden sich Werte im Bereich von ca. 1.6 (Fe2)/-0.6(Fel) (hsAdx) bis 1.9 (Fe2)/-0.85
(Fel) (asFdx). Bei den durch 4 Cysteine koordinierten 2Fe2S-Clustern ist somit Fel das
reduzierte Fe-Zentrum, wobei fiir das asFdx dieser Befund bereits durch NMR-Experimente
aufgezeigt werden konnte [41]. Im Fall des Rieske-ISP wurde dagegen die Reduktion des Fe2
bestitigt [54] und zeigt eine Spindichte-Verteilung von 1.6 (Fel) und -0.55 (Fe2) auf.
Daneben wurde bei der ENDOR-Analyse der 3 aufgefiihrten FeS-Zentren isotrope
Kopplungen der Cystein-B-Protonen am Fe mit positiver Spindichte im Bereich zwischen ca.
1.6 MHz und 4.2 MHz aufgefunden. Das apFdx diente wegen der groBen Ahnlichkeit zur
dgAOR zu Beginn der vorliegenden Arbeit als Referenz-System, da an diesem erstmals
systematische 'H-ENDOR-Studien unternommen wurde. Ein ausfiihrlicher Vergleich zu den
Ergebnissen der AOR soll bei der Diskussion der Simulationsparameter gegeben werden

(Kap. 7.1).
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3.2 Molybdopterinkofaktorenzyme

3.2.1 Ubersicht

Molybdinhaltige Enzyme spielen bei einer groBen Anzahl elementarer biologischer Prozesse
eine bedeutende Rolle. Unter der Bezeichnung Molybdopterinkofaktorenzyme fasst man
Proteine zusammen, die Sauerstofftransfer-Redoxreaktionen katalysieren und neben einem
Molybdopterinkofaktor zusétzlich FeS-Cluster sowie weitere Zentren wie FAD- oder Ham-
Gruppen besitzen. Durch eine grofe Variabilitit bei der Kombination der prosthetischen
Gruppen sowie des Aufbaus des Molybdinzentrums sind sie in der Lage, eine Vielzahl

organischer Substrate zu oxidieren bzw. zu reduzieren.
3.2.2 Klassifikation von Molybdopterinkofaktorenzymen

Die Klasse der Molybdopterinkofaktorenzyme konnen auf der Basis ihrer
Aminosduresequenz, der spektroskopische Eigenschaften, der Struktur des Reaktionszentrums
und der von ihnen katalysierten Reaktionen unterteilt werden. Anhand der steigenden Anzahl
der Strukturdaten setzte sich eine Klassifikation nach der Struktur-Homologie ihrer
Reaktionszentren in drei Gruppen durch (Abb. 3.3). Eine Darstellung dieses Themengebietes
liefern verschiedene Ubersichtsartikel und Monographien [66, 91, 113, 120].

O
0] O — Ser
” vi \ /\n
S—Mo_—S— Cys S~ Mo—S
.7 N\ 7 N
S O S S
Prokaryotische Oxotransfeasen Eukaryotische Oxotransfeasen
(DMSO Oxidase) S (Sulfite Oxidase)
| v

S— Mo=0
/§ S/A\OH

Molybdopterinhydroxylasen
(Xanthin Oxidase)

Abb. 3.3.: Struktur der Reaktionszentren der drei Molybdopterin-Gruppen.
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1. DMSO-Gruppe.

Diese Molybdopterin- Proteine umfassen prokaryotischen Oxotransferasen mit der groften
strukturellen Vielfalt innerhalb der Molybdédnkofaktorenzyme. Mitglieder der DMSO-
Reduktase-Familie enthalten als bekannteste Vertreter die Nitrat reduzierende DMSO-
Reduktase, die Format-Dehydrogenase und die Sulfoxid-Reduktase. Diese Enzyme besitzen
eine  Molybdopterin-Guanosin-Dinukleotid-Form des Molybdopterin-Kofaktors.  Die
Koordination des Molybdin-Zentrums erfolgt neben zwei Oxo- und zwei Thiolat-Gruppen
von einem Cystein des umgebenden Polypeptides. Die Anzahl und Organisation zusétzlicher
prosthetischer Gruppen variiert stark innerhalb dieser Familie, sie enthalten neben [2Fe-2S]-,
[3Fe-4S]- oder [4Fe-4s]- Cluster des weiteren b-Ham- und Flavin-Faktoren. Eine Unterteilung
nach ihren Reaktionsmechanismen gestaltet sich als schwierig, da sie eine Vielzahl
katalytischer Funktionen aufweisen. Im Allgemeinen fithren sie Sauerstofftransfer-

Reaktionen von oder zu einem Substratmolekiil durch.
2. Sulfit Oxidase Gruppe

Auch diese Gruppe enthdlt ausschlieBlich Oxotransferasen. Bis dato sind wenige
eukaryotische Vertreter dieser Gruppe beschrieben worden, bekannte Beispiele stellen neben
der Sulfit Oxidase die assimilatorische Nitrat Reduktase in Algen und hoheren Pflanzen dar.
Die Sulfit Oxidase ist im mitochondrialen Zwischenmembranraum lokalisiert und katalysiert
dort die Oxidation von Sulfit zu Sulfat mit Hilfe von Cytochrom c als physiologischem
Oxidationsmittel. Diese Reaktion terminiert den oxidativen Abbau der Schwefel enthaltenden
Aminosduren Cystein und Methionin. Das Molybdidn wird von 5 Liganden koordiniert: 3
Schwefelliganden, ein Wasser/Hydroxo-Ligand und eine Oxo-Gruppe. Zwei der
Schwefelliganden stammen von Dithiolenen, das dritte Schwefelatom dagegen von einem

Cystein. Vertreter der Sulfit Oxidase Familie katalysieren Reaktionen nach dem Schema:
SO;” +H,0 — SO, + 2H" + 2¢

Der Elektronentransfer erfolgt iiber ein Him-Zentrum zu einem Cytochrom c-Komplex.

3. Molybdopterinhydroxylasen

Zu dieser Gruppe zédhlt man Proteine, die eine breite Anzahl von Aldehyden und aromatischen
Heterozyklen oxidativ, d.h. unter Bruch einer CH-Bindung hydroxylieren. Sie wird nach

ihrem zuerst entdeckten Vertreter auch als Xanthin-Oxidase-Familie bezeichnet. Im
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Gegensatz zu anderen molybdinhaltigen Flavo- oder Pterinhydroxylasen verwenden diese
Enzyme nicht O,, sondern Wasser als Sauerstoffdonor. Die allgemeine Form des

Reaktionsschemas dieser Enzyme lautet:
RH + H,O — ROH +2H" +2¢

Der Mo-Kofaktor (Moco) kann in unterschiedlicher Weise organisiert sein, zu einem in der
Molypdopterin-Cytosin-Dinukleotid-Form (MCD), in der Mononukleotidform des Pterinko-
faktors (MPT) oder seltener in der Molybdopterin-Guanin-Dinukleotidform (MGD). Einige
nidher beschriebene Vertreter dieser umfangreichen Protein-Gruppe sind die Xanthin-
Oxidasen (XO, Purin-Metabolismus), Xanthin-Dehydrogenasen (XDH, Purin/Xanthin-
Metabolismus) Xanthin-Oxidoreduktasen (XOR, Hydroxierung von Purinen, Pyrimidinen
Pterinen und Aldehyden), Kohlenmonoxiddehydrogenasen (CODH, Oxidation von CO zu
C0O2), Chinolin- Oxidoreduktasen (COR, Oxidativer Chinolinmetabolismus) und Isochinolin
Oxidoreduktasen (IOR, Oxidation von Chinolin u. a. Substraten ). Eine iibersichtliche
Darstellung der Vertreter dieser Enzym-Familie findet man in [125]. Da die hier untersuchte
AOR zu der Familie der Molybdopterinhydroxylasen gehort, soll im folgenden das Mo-

Reaktionszentrum niher betrachtet werden.

3.2.3 Struktur und Reaktionsschema von Molybdopterinhydroxylasen

Neben dem Molybdinzentrum und zwei [2Fe-2S]-Cluster enthalten Molybdo-
pterinhydroxylasen meist eine FAD-Gruppe. Rontgenstrukturdaten aus der Gruppe der
Molybdopterinhydroxylasen waren erstmals von D. gigas AOR (dgAOR) erhiltlich [118].
Weitere Mitglieder dieser Gruppe sind in den letzten Jahren kristallographisch analysiert
worden. Dazu gehort die D. desulfuricans AOR (ddAOR) [115], CODH von O. carboxi-
dovorans (ocCODH)) [39] und H. pseudoflava (hpCODH) [59], weiterhin XO/XDH von B.
taurus (btXO/XDH) ([44] und XDH von R. capsulatus (rcXDH) [132] sowie Quinolin 2-
Oxidoreductase von Pseudomonas putida 86 (ppQOR) [17]. Nach ihrem physiologischem
Elektronenakzeptor unterscheidet man zwischen FAD-enthaltenden (z.B. ocCODH, hpCODH
btXO/XDH) und FAD-freien Molybdo-pterinhydroxylasen (dgAOR, dsgAOR, IOR).

Die Struktur der als Dimere vorliegenden FAD-enthaltenden Mo-Enzyme kann nach

funktionellen Untereinheiten aufgeteilt werden. Jedes Monomer enthilt eine Untereinheit, die
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das FAD-Molekiil bindet. Die beiden anderen Untereinheiten enthalten den Moco sowie die
beiden FeS-Zentren und werden weiter in 4 Dominen unterschieden (s. AOR, Kap. 3.3.2). In
Abb. 3.4 ist das Molybdin-Zentrum der btXO gezeigtt. Spektroskopische Analysen und die
Kristallstrukturen von Molybdopterinhydroxylasen zeigen, dass neben zwei Dithiolenen, die
von einem Pterinmolekiil stammen, 3 weitere Liganden an das Mo gebunden sind. Die aktive
Form der Molybdopterinhydroxylasen liegen in der Sulfo-Form vor, d.h. das Mo ist
pentakoordiniert mit zwei dithiolen-Schwefel, einer Oxo-Gruppe (Mo=0), einer OHx-Gruppe
und einer Sulfido-Gruppe (Mo=S). In der inaktiven Desulfo-Form wird letztere durch eine

Oxo-Gruppe ersetzt.

Das Pterin-Pyran-Dithiolen-System erfiillt verschiedene Funktionen. Eine Aufgabe ist die
Verankerung des Kofaktors in die Protein-Matrix, die ausschlieBlich iiber Wasserstoff-
Briicken erfolgt (s. AOR, Kap. 3.3.2). Weiterhin vermittelt das Pteringeriist den
Elektronenfluss zu und aus dem Mo-Zentrum. Isolierte Pterin-Systeme sind Redox-aktiv und
konnen bis zu 8 Elektronen aufnehmen, um das vollstindig reduzierte Tetrahydro-Stadium
anzunehmen [64]. Den beiden Dithiolenen des Ringsystems wird weiterhin eine Modulation
des Redox-Potential des Mo-Zentrums zugeschrieben [vgl. 66]. Die Dithiolen-Substruktur
erfahrt dabei eine Konformationsénderung, sie hat im oxidierten Zustand teilweise S-S-
Bindungscharakter (ca. S.OA) wihrend in den reduzierten Kristallen diesen Abstand

vergroBert ist (3,5A) [73, 118].

Pyranopterin-Kofaktor

OHx

Sulfido

Abb. 3.4: Struktur des Molybdopterin-Kofaktors [nach 1HLR.pdb].
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Beim Durchlauf eines Reaktionszyklus wechselt das Mo-Zentrum zwischen den
Oxidationsstufen Mo(VI)-Mo(V)-Mo(IV). Am Molybdidnzentrum wird das Substrat
katalytisch umgesetzt, wihrend am Akzeptor die Gegenreaktion (Reduktion molekularen
Sauerstoffs) ablduft. Die Substratumsetzung erfolgt in einem 2-Schritte-1-Elektron-Transfer.
Zwei FEisen-Schwefel- Cluster schlieBen den Elektronenfluss zwischen den beiden
Redoxpartnern. Jeder der beiden FeS-Cluster wechselt bei der Reduktion von Fe(IIl)-Fe(III)
zu Fe(Ill)-Fe(Il). Eine detailiertere strukturelle Beschreibung des Reaktionszentrums einer
Molybdopterinhydroxylase soll am Beispiel der dgAOR gezeigt werden (Kap. 3.3.2). In
diesem Kapitel erfolgt zu dem eine ausfiihrliche Beschreibung der Geometrie der beiden FeS-
Cluster sowie der Struktur ihrer Umgebung. Im folgenden soll ein Uberblick iiber bis dato
erfolgte ESR- und ENDOR-Spektroskopie an verschiedenen Molybdopterinhydroxylasen

gegeben werden.
3.2.4 ESR- und ENDOR- Spektroskopie an Molybdopterinhydroxylasen

Wihrend der Substratumsetzung treten bei den Molybdopterinhydroxylasen unterschiedliche
Enzymzustinde auf, die sich bei spektroskopischen Untersuchungen iiberlagern kénnen. Die
ESR-/ENDOR-Spektroskopie ist in der Lage, von allen Reaktionszustinden den
paramagnetischen Zustand, also Mo(V), FeS* und FADH zu detektieren. Deshalb wurde diese
Spektroskopie vielfdltig zur Untersuchung von Mitgliedern der Molybdopterinhydroxylasen
herangezogen [vgl. 66, 67, 99, 30]. Die XO gehort dabei zur meistuntersuchten Spezies dieser
Gruppe. In Abb. 3.5 werden verschiedene ESR-Signale dieses Enzyms dargestellt, die in
verwandter Form auch bei den anderen Vertretern dieser Familie auftreten. Zunéchst ist das
ESR-Signal des FAD aufgezeigt (a). Es durchlauft wihrend des Enzymzyklus den
Semichinonzustand und ergibt im ESR-Spektrum ein isotropes Signal bei g =2.0035. Die
Molybdin-Signale ,,very rapid* und ,,rapid* (b, ¢) sind ebenfalls im Verlauf des Enzymzyklus
zu beobachten und wurden nach ihrem zeitlichen Auftreten bzw. nach der Dauer der Signale
bezeichnet. Um die Struktur des ,,very rapid“-Signals aufzudecken, wurden zahlreiche ESR-
Experimente mit isotopensubstituierten Reaktionspartnern durchgefithrt [98]. Das ,,very
rapid“-Signal zeigt starke Wechselwirkung mit einem Sauerstoffatom und ist assoziiert mit
der Produktbindung an das Mo-Zentrum [126]. Austausch-Experimente mit '’O ergeben dabei
starke Hinweise, das die Mo-OH-Gruppe als Sauerstoff-Donor fungiert [56]. Eine eindeutige
Aufkldrung des Reaktionsmechanismus im Detail wird jedoch weiterhin kontrovers diskutiert

[34, 66, 71].
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Abb.3.5: ESR-Signale der XO; a) FAD, b) “very-rapid”’-Signal, c) “rapid”-Signal, d) “slow-Signal”, e)
FeSI, f)FeSII [nach 20]

Bei dem ,rapid“-Signal der XO handelt es sich um einen Komplex aus nicht-oxidiertem
Substrat und reduziertem Enzym, das Signal tritt nur bei Umsatz mit iiberschiissiger
Substratmenge bzw. bei der Reduktion mit Dithionit auf [57]. Erkennbar wird bei dem Signal
eine Protonenaufspaltung mit A,, =13.3G, die von einem austauschbaren Proton stammt und
anzeigt, das im ,rapid“-Komplex eine S-H-Gruppe vorliegt [22]. Beim Vergleich
verschiedener Molybdopterinhydroxylasen finden sich dabei Typ 1-, Typ 2- oder eine
Mischung aus beiden ,rapid“-Signalen [23, 101]. Das Typ 2-rapid-Signal wird durch zwei
stark gekoppelte, austauschbare Protonen verursacht, Typ 1-rapid-Signale zeigen ein stark
und ein schwach gekoppeltes Proton. Bei der ,slow“-Form des paramagnetischen Mo-
Zustandes (d) liegt ein ESR-Signal vor, das z.B. durch eine Reduktion mit Dithionit
hervorgeht (s. Kap. 3.3.4).

42



3. Enzymatische Grundlagen

Die FeS-Zentren ergeben im reduzierten Zustand zwei rthombische Signale (Abb. 3.5, e, f).
Das ESR-Signal I mit der geringeren Anisotropie erscheint unterhalb von Temperaturen von
ca. 90K bis ca. 70K. Ein ESR-Signal mit einer hoheren Anisotropie tritt bei tieferen
Temperaturen (ab ca. 60-40K) in Erscheinung und wird mit Signal 2 bezeichnet. Tab. 3.1
zeigt exemplarisch einige g-Werte der FeS-Zentren von Mitglieder der XO-Gruppe auf. Man
erkennt z.T. groe Unterschiede der Werte innerhalb einer Signalgruppe, der Unterschied
zwischen den Signalgruppen kann dagegen teilweise gering ausgepridgt sein. GroBtenteils
gehoren die Signalel zu dem g,, = 1.96 —Typ, wie er bei pflanzlichen [2Fe-2S]-Cluster hdufig
beobachtet wird. Ausnahme bilden die dmXDH und XO (Hasenleber), die deutliche
Abweichung zu diesem Typ aufzeigen. Bei Signal II ist der Unterschied der g-Werte
innerhalb dieser Gruppe noch ausgeprigter. Wihrend z.B. die g-Werte von dgAOR und
ppQOR im Bereich der gav = 1.96-Klasse liegen, zeigen andere Molybdopterinhydroxylasen
deutlich hohere Werte. In Abb. 3.6 sind einige charakteristische Tieftemperatur-ESR-
Spektren reduzierter Molybdopterin-hydroxylasen aufgezeigt. Dabei wird die Uberlagerung
der beiden paramagnetischen FeS-Zentren und des Mo(V) kenntlich. Lage und Breite der g-
Werte sowie die Zuordnung der Signale zu den verursachenden FeS-Zentren soll bei der

dgAOR explizit vorgestellt werden (Kap. 3.3.4).

Tab. 3.1: g-Werte [2F-2S]-Cluster von Enzymen der XO-Familie (gmax, Sint> Emin)

Moco-Enzym Signal 1 Signal II

XO (Kuhmilch) [65]

2.022,1.932,1.894,

2.11,1.991,1.902

XDH (Truthanleber) [6]

2.017,1.932,1.906

1.08,1.00,1.92

AOR (Hasenleber) [7]

2.018,1.930,1.918

2.106,2.003,1.915

AOR ( D. alskensis) [3]

2.021,1.934,1.916

2.066,1.970,1.900

AOR ( D. aminophilus) [128]

2.024,1.938,1.913

2.060, 1.968,1.882

XDH (D.melanogaster) [77]

2.022,1.933,1.902

2.118,2.005,1.896

CODH (H. pseudoflava) [58]

2.023,1.947,1.905

2.160,1.974,1.873

QOR (P.putida) [28]

2.035,1.95,1.898

2.072,1.97,1.866

IOR (P.diminuta) [28]

2.01,1.945,1.919

2.084,1.974,1.90

Aldehyd DH (C.testosteroni) [100]

2.023,1.941,1.904

2.092,1.980,1.895
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Abb.3.6: ESR-Spektren von Tieftemperatur-Messungen bei verschiedenen Molybdopterin-
hydroxylasen [nach 86].

Ebenso wie ESR-Daten stehen auch ENDOR-Spektren von Molybdopterinhydroxylasen zur
Verfiigung, die z.B. an der XO zur Strukturanalyse des Mo-Zentrums durchgefiihrt wurden.
Um die Struktur des ,very-rapid“‘-Signals aufzudecken, konnten verschiedene ENDOR-
Experimente mit '®C-isotopensubstituierten Substraten Einblick in die Geometrie der
Koordinationssphire des Mo liefern [70, 72]. Protonen-ENDOR-Untersuchungen an
Enzymen aus der Gruppe der Molybdopterinhydroxylasen wurden bisher nur wenige
durchgefiihrt. Dies erfolgte erstmals bei der Xanthin Oxidase, die Interpretation dieser 'H-
ENDOR-Experimente konnte aufgrund fehlender Strukturdaten jedoch nicht abgeschlossen
werden [125]. Innerhalb der Arbeitsgruppe wurden weiterhin Messreihen von IOR sowie an
den beiden [2Fe-2S] Zentren der Chinaldin-OR [45] durchgefiihrt, die jedoch mangels

fehlender Strukturdaten ebenfalls nur bedingt auswertbar sind.
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3.3 Aldehyd Oxidoreduktase

3.3.1 Ubersicht

1976 erfolgte erstmals eine Isolierung und Charakterisierung einer AOR (D. gigas) und
konnte als Molybdidn und Eisen-Schwefel enthaltendes Enzym identifiziert werden [108].
Verschiedene spektroskopische und biochemische Methoden bestimmten anschliefend
Redoxeigenschaften und ESR-Chrakteristika der dgAOR [24, 109, 135]. Mossbauer-Daten
zeigten eine selektive Reduktion der Fe-lonen der FeS-Cluster auf [5]. Mittels
molekularbiologischer Methoden konnte weiterhin die Gen-Sequenz der AOR bestimmt
werden [129]. Ein wesentlicher Beitrag zur Entschliisselung der Struktur ergab dann die
Rontgenkristallographie der AOR bei 2,25A Auflosung [118]. Aufgrund der Strukturdaten
sowie kinetischer Studien konnte im Vergleich mit den Ergebnissen der ESR der
Reaktionsmechanismus der AOR beschrieben werden [74, 119]. Zuordnung der FeS-Zentren
zu den FeS-Signalen I und II konnte anhand experimenteller ESR-Daten und einer
theoretischen Beschreibung der magnetischen Wechselwirkungen gekennzeichnet werden
[26]. Eine rontgenkristallographische Untersuchung bei 1,28 A brachte dann detaillierten
Einblick in die Struktur der AOR [116]. Diese Strukturdaten sind Ausgangspunkt fiir die
folgende Betrachtung des Enzyms sowie der durchgefiihrten ENDOR-Untersuchungen. Eine
im Verlauf dieser Arbeit veroffentliche theoretische Beschreibung der Valenzzuordnung der
Fe-Zentren [105] anhand der ESR-Eigenschaften wird bei der Diskussion der ENDOR-
Ergebnisse in Kap. 7.2 beschrieben.

3.3.2 Struktur und Reaktionsmechanismus der Aldehyd Oxidoreduktase

Die dgAOR ist ein Homodimer mit 907 Aminosduren und einem Molekulargewicht von ca.
100 kDa pro Untereinheit. Dabei handelt es sich um ein Protein globuldrer Form mit einem
Durchmesser von ca.75A. Neben dem Molybdopterinkofaktor besitzt die AOR zwei [2Fe-
2S]-Cluster, 3CI" und 2 Mg**-Tonen sowie 2 Isopropanol-Molekiile. Das Protein nimmt eine
Anordnung in 4 Doménen ein; in Abb. 3.8 wird eine rontgenkristallographische Darstellung
der AOR gezeigt. Domine 1 enthilt den distalen FeS-Cluster, sie wird unter helikaler Faltung
von den Aminosduren (AA) 1-76 aufgebaut und zeigt teilweise grofe Strukturhomologie zu
pflanzlichen Fdx. In der Domine 2 (AA84-157) befindet sich der proximale FeS- Cluster. Die
Domiine 3 und 4 (Mol, AA196-AA581; Mo2, AA582-AA907) enthalten den MCD-Cofaktor,
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diese beiden Domiinen bilden einen ca. 15A tiefen, hydrophoben Kanal, iiber den das Substrat

zum Molybdédnzentrum gelangt.

Abb.3.7.: Doméne 1 (griin) enthilt den distalen FeS-Cluster, Domine 2 (gelb) den proximalen Cluster.
Domine 3 (rot) und Domine 4 (blau) bilden einen hydrophoben Tunnel aus, in den der Mo-Kofaktor

hinein ragt [nach 1THLR.pdf].

Das Molybdénzentrum wird iiber einen Pyranring an einen Pterinring gebunden und von einer
1,2-Dithiolengruppe ligandiert (Abb. 3.4). Der gesamte MCD-Komplex ist ausschlieBlich
tiber Waserstoffbriicken mit umgebenden Aminosiuren des Proteins verbunden (Abb. 3.8). In
Analogie zur XO liegt die aktive Form der AOR in der Sulfo-Form vor, d.h. das Mo ist
pentakoordiniert mit zwei Dithiolen-Schwefel, einer Oxo-Gruppe (Mo=0), einer OH,-Gruppe
und einer Sulfido-Gruppe (Mo=S). Die Koordinationssphire des Mo(VI) weist eine verzerrte

pyramidale Geometrie auf, das Zentralatom liegt etwa O,SA aus der quadratischen Ebene
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heraus in Richtung der apicalen Position. Ein Glutamatrest (Glu689) liegt nahe des Mo-
Zentrums sowie dessen Wasserliganden und zeigt eine funktionelle Beteiligung bei der
Substratumsetzung (s. Reaktionsmechanismus, Abb. 3.9). Die Mo=S-Gruppe hat die
Imidazolgruppe von His653 als nichsten Nachbarn (ca.3,2A Abstand), die Mo=0O-Gruppe

befindet sich auf der vom Solventkanal abgewanden Seite in der Nidhe von Arg 553 (ca.3.3A).
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Abb. 3.8: Schematische Darstellung der 3 Reaktionszentren der AOR. Der Molybdopterinkofaktor
wird ausschlieBlich iiber Wasserstoffbriicken an die beiden Doméinen des Proteins gebunden [nach

118].

Die AOR oxidiert Aldehyde zu Carbonséduren. Dabei wird zunéchst ein Michaelis-Komplex
aus dem Aldehyd-Substrat und Mo(VI) gebildet. Bei der Bildung eines Enzym-Produkt-
Komplexes nimmt das Molybdéinzentrum zwei Elektronen vom Substrat auf und wird zu Mo
(IV) reduziert. Nach der Produktfreisetzung entsteht ein Intermediat des Mo mit Glu689,
wodurch sich wieder ein Wassermolekiil an das Molybddan anlagern kann. Der

Reaktionszyklus ist somit geschlossen und kann erneut eingeleitet werden (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9: Reaktionsmechanismus der AOR: a) Das an Mo koordinierte Wassermolekiil wird iiber eine
Wasserstoffbriickenbindung mit dem benachbarten Glu689 aktiviert, ein O-Atom wird zu dem
Carbonyl-C-Atom transferiert. Die nukleophile Reaktion wird durch Wasserstoffbriicken des
Carbonylsauerstoffs mit WI137 und dem Mo-Wasserliganden, der eine Polarisation der
Karbonyldoppelbindung bewirkt, erleichtert. b) Das nach dem Hydrid-Transfer auf die Sulfido-Gruppe
entstandene Karbonsdure-Produkt verdringt das am Mo koordinierte Wasser-Molekiil. ¢) Freisetzung
des Produkts vom reduzierten Mo-Zentrum, ein im Kanal befindliches Wassermolekiil besetzt

anschlieSend wieder die unbesetzte Koordinationsstelle des Molybdén [nach 119].

AnschlieBend verteilen sich die beiden auf Mo iibertragenen Elektronen auf die FeS-Zentren,
die so vom oxidierten Zustand [Fezsz]2+ zu [Fe,S;]" reduziert werden. Wie MoBbauer-Daten
zeigen, wird bei dem Elektronentransfer je Cluster ein Fe-lon reduziert [5]. Die
Redoxpotentiale werden fiir FeSI (proximales Zentrum) mit -280 mV und fiir FeSII (distales
Zentrum) mit -285 mV bei pH7,6 angegeben [109]. Aktuellere Messungen ergeben fiir Signal
I - 365 mV und Signal II - 330 mV bei pH 7.5 [35]. FeSI befindet sich ca. 15A unterhalb der
Proteinoberfliche und ist iiber eine Wasserstoffbriicke zwischen dem y-Schwefel von Cys139
und der C2-Aminogruppe des Pteringeriists mit dem Molybdopterinkofaktor verbunden. Eine
Wasserstoffbriickenverbindung des FeSI-Zentrums mit der Pteringruppe deutet an, dass
letzterer der Vermittlung des intraenzymatischen Elektronentransfers zu FeS1 dient, eine
direkte Involvierung des Pterinrings in den Katalysemechanismus konnte bislang jedoch nicht
nachgewiesen werden. FeSII befindet sich unmittelbar unter der Proteinoberfldche und besitzt

tiber Cys60 Solventkontakt. Die beiden Eisen-Schwefel-Zentren haben einen Abstand von ca.
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12A (Fel-Fel = 13.1A) und sind iiber insgesamt sieben kovalente Aminosidurenbindungen
sowie einer Wasserstoffbriicke miteinander verkniipft. In Abb. 3.10 werden die FeS-Cluster
mit den Cysteinliganden in ihrer relativen Lage zueinander dargestellt. Der Abstand der Fe-
Atome zu den Sulfiden betrigt jeweils 2.2A, die Abstinde von Fel zu Fe2 2.7A. Die Ebenen
der [2Fe-2S]-Cluster bilden eine in etwa eine orthogonale Anordnung zu den Ebenen der
beteiligten Cystein-S’-Atome. Bei der AOR liegen zwei unterschiedliche Cystein-Motive vor,
die die Koordination von FeS-Cluster ermdglichen: ein C-X4-C-X,-C-X,-C-Motiv, identisch
mit denen von pflanzlichen Fdx und ein C-X,-C-X,-C-X-C-Motif, das unter Eisen-Schwefel-
Proteinen untypisch ist. Cluster I wird durch den letzteren Typ koordiniert, wihrend Cluster
IT durch das Pflanzentyp-Motif in das Aminosdurengeriist eingebunden ist. Strukturelle
Unterschiede finden sich auch teilweise bei den Distanzen und Torsionswinkel der Cysteine
und der B-Protonen dieser Liganden sowie bei der Verteilung polarer Gruppen in der
Umgebung der Zentren (Kap. 7.2.1). FeSI ist an sieben N-H"S- sowie einer N-H"O-
Wasserstoffbriicken beteiligt. Bei FeSII ist ein dhnliches N-HS-Wasserstoffbriicken-Muster
wie bei anderen Fdx aufzufinden [31], das distale Zentrum der AOR ist von neun N-H S und
einer N-H O umgeben. Die unsymmetrische Anordnung der N-H...Sy-Bindungen verursacht

dabei moglicherweise die geringen Unterschiede der Fe-S'- Bindungslingen (2.27—2.37A).

FeSI FeSll

Cys139 Cys137

Abb. 3.10: FeSI und FeSII mit koordinierenden Cysteinliganden [nach 1HRL.pdb]
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3.3.4 ESR- Spektroskopische Untersuchungen der AOR

Der Mo(V)-Zustand stellt ein S = 1/2-System dar; ESR-Signale des paramagnetischen
Zustandes des Molybdidn-Zentrums lassen sich bei der AOR ab 120K erkennen.
Unbehandelte, d.h. unreduzierte AOR zeigt zunichst ein schwaches ESR-Signal bei g = 1.97,
das als ,,resting“~-Signal bezeichnet wird. Es wird durch eine stabile Mo(V)-Form verursacht,
deren Linienform sich auch nach D,O-Austausch nicht dndert. Durch préiparative Einfliisse
liegen ca. 1-7% des Molybdins in diesem Zustand vor [135]. Bei kurzer Inkubationzeit mit
geringer Menge eines Reduktionsmittels oder Substratumsetzung wie z.B. Salicylaldehyd
oder Acetaldehyd tritt eine Signalform auf, die als ,,rapid*‘-Signal bezeichnet wird. Erkennbar
ist eine Protonenaufspaltung, die von einem austauschbaren Proton stammt und zeigt, das im
rapid-Komplex eine Sulthydroxyl-Gruppe vorliegt. Das ,rapid“-Signal der dgAOR gehort
dabei zur sog. Typ 2-Gattung [109, 135]. Nach der Behandlung des Proteins mit
Dithionitlosung im Uberschuss und einer Inkubation von 15-30 min erscheint ein Signal
(Abb. 3.11), dass analog zur XO als ,,slow*-Signal bezeichnet wird [21]. Das ,,slow*“-Signal
bei g = 1,97 ist leicht anisotrop und zeigt eine von einer Hydroxogruppe stammende

Protonenkopplung, welche bei Umsetzung im deuterierten Medium verschwindet [135].

T=100K

310 320 330 340 350 360 370
B [mT]

Abb. 3.11: ESR-Spektrum der AOR bei 100K (Aufnahmeparameter s. Kap. 4.2.2). Erkennbar ist das
Mo-slow-Signal.
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T=70K

310 320 330 340 350 360 370

Abb. 3.12: ESR-Spektrum der AOR bei 70K (Aufnahmeparameter s. Kap. 4.2.2). Die Pfeile markieren
die g-Eigenwerte des rhombischen FeSI -Signals.

Bei Erniedrigung der Temperatur ldsst sich neben dem Mo-slow-Signal ab ca. 77K ein
weiteres Signal beobachten, dass als FeSI bezeichnet wird (Abb. 3.12). Charakterisiert ist
Signal I durch ein Spektrum rhombischen Typs mit den g-Hauptwerten gmin=1.93; gin=1.94
und gm.=2.021. Ab ca. 45K erscheint schlieBlich zusitzlich das FeS-Signal II (Abb.3.13).
Diese zeigt Eigenschaften wie stark anisotrope g-Werte und deutlich verbreiterter Linien
aufgrund sehr kurzer Relaxationszeiten. Letzteres FeS-Signal weist g-Hauptwerte von gpax=
2.05; gin= 1.94 und gpin= 1.89 auf. Die Zuordnung der Signale I und II zu den distalen bzw.
proximalen FeS-Cluster wurde lange Zeit kontrovers diskutiert. Anhand des unterschiedlichen
Temperaturverhaltens der drei Spinzentren der AOR konnte jedoch eine Identifizierung der
ESR-Signale beziiglich der beiden Cluster erfolgen [26]. Bei Temperaturen zwischen 20K
und 30K kann zunichst eine Aufspaltung des Mo(V) ESR-Signals beobachtet werden, bei
einer Erhohung der Temperatur iiber 30K verschwindet diese Aufspaltung wieder. Aufgrund
der unterschiedlichen Relaxationszeiten T; und T, der beiden Cluster sowie der
Rontgenstruktur konnte die Aufspaltung des Mo(V)-slow-Signals durch eine dipolare
Wechselwirkung mit FeSI simuliert werden und ordnet das FeSI-Signal dem proximalen
Cluster zu. Der distale Cluster mit dem Pflanzentyp-Cystein-Motiv erhidlt somit die

Zuordnung zum FeSII-Signal [26].
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Abb.3.13: ESR-Spektrum der AOR bei 30K (Aufnahmeparameter s. Kap. 4.2.2). Die Pfeile markieren
die g-Figenwerte des rhombischen FeSII-Signals. Bei FeSII g, erkennt man eine Aufspaltung des Mo
(V)-Signals.

A 1 A 1 A 1 A 1 A 1 A
3100 3200 3300 3400 3500 3600 3700

Field [mT]

Abb.3.14: ESR-Spektrum der AOR bei 20K (Aufnahmeparameter s. Kap. 4.2.2). Die Pfeile

kennzeichnen die Aufspaltung von g,,/FeSI bei Temperaturen < 20K.
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Bei Tieftemperatur-Messungen wird ab T < 20K eine zweite Aufspaltung von = 18.5 G bei
gmax/FeSI sichtbar (Abb. 3.14). Diese Aufspaltung findet gleichzeitig mit einer Zunahme des
FeSII-Anteils statt und kann anhand dieser Merkmale einer FeSI-FeSII-Kopplung
zugesprochen werden [26]. Die magnetische Wechselwirkung der beiden Eisen-Schwefel-
Cluster kann unter der Verwendung eines Punkt-Dipol-Models beschrieben werden, dabei
wird jeder Cluster auf ein punktférmiges Spinzentrum reduziert, das durch die Spin-
Operatoren Sy fiir FeSI und Sy fiir FeSII mit den Werten Sy= Sip= 1/2 charakterisiert werden.
Der Hamiltonian, der das magnetische Verhalten zwischen den beiden wechselwirkenden

Spinystemen beschreibt, lautet [50, 52]:

H=Hyg +Hpgn + HI,II (3.5)

Hpest und Hpesir beschreiben die Spin- Hamiltonians der einzelnen FeS-Cluster mit:

H,. = 5.BgFeSDS, , H,, = B,Bg(FeSIDS,, (3.6)

wobei g(FeSI) bzw. g(FeSII) die g-Tensoren der beiden Eisen-Schwefel-Cluster darstellen.
Der Operator Hy 1 beschreibt die Wechselwirkung der beiden Dipolen mit [12, 52]:

HI,II = SIJI,IISII =JS, S +dS; XS + SIDI,IISII (3.7)

wobei Jyn der elektronische Wechselwirkungstensor ist, der weiter in die isotrope
Austauschkopplungskonstante J, den unsymmetrischen Austauschtensor d und einen

anisotropen Dipol-Dipol-Tensor Dy unterteilt ist.

Die in Abb. 3.14 dargestellte Aufspaltung von gn, (FeSI) ldsst sich mit Hilfe der J,, Elemente
der Jyn -Matrix beschreiben. Unter der Annahme einer parallelen Ausrichtung von g(FeSI)
und g(FeSII) und einer dipolaren Wechselwirkung zwischen den Cluster ist J,, bei dem

Punkt-Dipol-Model abhingig vom Abstand R:

2
L =Peto 1y ReSDg, (FeSI3cos® CHI, — 1) (3.8)
2n R°
Die Winkel CHIr sowie RHOg beschreiben die Orientierung der g-Tensoren beziiglich des

Verbindungsvektor R (Abb. 3.15)
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g(FeSl)

g(FesSll)

Abb. 3.15: Beschreibung der Orientierung g(FeSI) und g(FeSII) beziiglich R anhand der Euler Winkel
CHIg und RHOg, mit (gFeSI: x,y,z; gFeSII: x",y",z") [nach 85].

Die Simulation der Aufspaltung ist dabei abhiingig von der relativen Orientierung von
g(FeSI) zu g(FeSII) bzw. der Orientierung der beiden g-Tensoren beziiglich des
Verbindungsvektors R. Mit Hilfe dieses Simulations-Modells ldsst sich dadurch die relative
Lage der g-Tensoren zueinander bestimmen. Bei der ESR-Simulation wurden verschiedene
maxs> Zint UNd gmin-Orientierungen der g-Tensoren getestet. Eine Simulation der Aufspaltung
von gma/(FeSI) ldsst sich ausschlieBlich unter der Bedingung, dass gma./(FeSI) anndhernd
kollinear zu gi,/(FeSII) ausgerichtet ist, erreichen. Abb. 3.16 und Abb. 3.17 zeigen die
Ausrichtung der g-Tensoren, die bei der Simulation ermittelt wurden, sowie die

dazugehorigen Einzelsimulationen und die Gesamtsimulation der FeS-Signale.

gImin
glIm"j'/_rfr\/"/'/'/ \ /\J 31.1° =
7 3140 T
glImax
gIint

Abb. 3.16: Relative Orientierung von g(FeSI) und g(FeSII) bei der ESR-Simulation der g,x/FeSI-
Aufspaltung [nach 85].
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Abb.3.17: a) ESR-Spektrum der AOR (durchgezogene Linie), simuliertes Spektrum (gepunktete
Linie); (b) Simuliertes Spektrum als Summe von c¢) und d); c) simuliertes Einzelspektrum FeSI; d)
simuliertes Einzelspektrum FeSII; Simulationsparameter: CHIg = 147°, RHOg = 47.3°, R =13.5 A, J=
-1.8 G [nach 85].

Neben der AOR konnten auf diese Weise von IOR und XO die ESR-Eigenschaften der
magnetisch wechselwirkenden FeS-Cluster beschrieben werden [85]. Dabei kann die
Orientierung der einzelnen g-Tensoren innerhalb der FeS-Molekiilstruktur jedoch nicht
ermittelt werden und bleibt somit ungeklirt. Die parallel zu dieser Arbeit entwickelten ESR-
Simulation liefert jedoch wichtige Vorinformationen fiir die Interpretation der ENDOR-
Experimente und kann ergédnzend durch diese tiberpriift werden. Dazu soll die experimentelle
Vorgehensweise und die Auswertung der Protonen-ENDOR-Spektroskopie vorgestellt
werden (Kap.6). Zunichst erfolgt in Kap. 5 eine Zusammenfassung, die das Ziel an der

Untersuchung der beiden FeS-Cluster beschreibt.
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4. Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit sollen CW- und Puls-ENDOR-Techniken eingesetzt werden, um die
Ursachen fiir die stark unterschiedlichen paramagnetischen Eigenschaften der beiden
reduzierten [2Fe-2S]-Zentren der AOR (Signal und II) zu charakterisieren. Die Schwerpunkte

dieser Arbeit lassen sich folgendermallen gliedern:

Spektrenaufnahme und Simulationstechnik: In der niheren Umgebung der beiden 2Fe-2S-
Cluster befinden sich mehrere Protonen, die in Wechselwirkung mit den Spinzentren treten
konnen (Hyperfeinwechselwirkung, vgl. Kap 2.1.2). Diese sind jedoch durch die Linienbreite
in der ESR-Spektroskopie nicht aufgeldst. Aus diese Grund miissen hochauflésende CW-
ENDOR-Messungen herangezogen werden, um diese kleinen Wechselwirkungen darzustellen
(vgl. Kap. 2.2). Zunichst ist ein ENDOR-Experiment aufwendiger als ein ESR-Experiment,
erstere konnten jedoch in den letzten Jahren durch spezielle ENDOR-Resonatoren und RF-
Verstirker standardisiert werden (vgl. Kap 5.2.1). Dabei miissen die experimentellen
Parameter jeder zu untersuchenden Probe soweit angepasst werden, bis eine klare Darstellung
der Hyperfeinwechselwirkungen gelingt. Um dies zu erreichen, muss vorab die Reduktion der
Enzymprobe so erfolgen, dass eine moglichst signalstarke Probe vorliegt. AnschlieBend
ermittelt man durch Testreihen das Temperaturoptimum, bei dem die ENDOR-Messungen
durchgefiihrt werden. Parallel dazu werden die Geridteparameter ermittelt, die eine deutliche
Darstellung der ENDOR-Signale gewéhrleisten (vgl. Kap. 5.2.3). Die eigentliche Problematik
bei der spektroskopischen Untersuchung der AOR beruht nun auf der Tatsache, dass
innerhalb des Enzyms drei Reaktionszentren vorliegen, die bei der Priparation gleichzeitig
den paramagnetischen Zustand annehmen. Daher liegt der Schwerpunkt der vorliegenden
Arbeit zundchst in der Messung hochaufgeloster ENDOR-Spektren, die signifikante
Informationen fiir die einzelnen FeS-Cluster liefern. Wichtige Ansatzpunkte liegen dabei
hauptsdchlich in der unterschiedlichen g-Anisotropie und dem unterschiedlichem
Relaxationsverhalten der beiden FeS-Cluster (vgl. Kap. 3.3.3). Aufgrund der stirkeren g-
Anisotropie von FeSII zeigen die ENDOR-Spektren bei Messungen an diesen g-Werten nur
Anteile von FeSII. Inwieweit sich dann die iiberlagernden Bereiche von FeSI und FeSII
trennen lassen, ist experimentell zu ermitteln. Zur Klidrung dieser Fragestellung soll neben der
CW- die Puls-ENDOR-Spektroskopie herangezogen werden. Durch geeignete Pulssequenzen
soll eine Trennung der beiden FeS-Signalanteile erreicht werden. Da die wichtigsten
Informationen fiir eine anschlieBende Simulation der ENDOR-Spektren v.a. im RF-

AuBenbereich zu finden sind, soll hauptsdchlich die Davies-Sequenz zu Kldrung dieser
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Fragestellung herangezogen werden (vgl. Kap. 2.3). Fiir die CW- und Puls-Experimente
stehen im Arbeitskreis verschiedene CW-ESR/ENDOR-Spektrometer sowie kommerzielle
CW/Puls-Spektrometer zur Verfiigung. Bevor die eigentliche Analyse der elektronischen
Merkmale der FeS-Cluster beginnen kann, soll also mit Hilfe verschiedener magnetresonanz-
spektroskopischer Techniken, Gerite- und Messparameter sowie Priparationstechniken wie
z.B. Isotopensubstituionen (H/D-Austauschexperimente) eine klare Zuordnung der ENDOR-

Signale zu den entsprechenden Eisen-Schwefel-Zentren erreicht werden.

Fiir die spektroskopischen Untersuchungen an der AOR steht keine kristallinen, sondern eine
sog. ,,Pulverprobe‘ zur Verfiigung. Fiir solche ungeordneten Systeme miissen die Daten, die
mit Hilfe der orientierungsselektiven CW- und Puls-ENDOR gewonnen werden (vgl. Kap
2.2.2) durch Spektren-Simulationen analysiert werden. Ein PC-Programm (Prometheus)
wurden von Schmidt entwickelt [121], welches sich auf einen Algorithmus nach Hurst et al
bezieht [78]. Dieses Programm bendétigt als Eingangsparameter die Strukturkoordinaten der
Spinzentren und ihrer Umgebung, dadurch verringert sich jedoch in groBem Ausmal} die
Anzahl der Variabeln bei der Spektren-Simulation. Da fiir die AOR seit 1995
kristallographische Daten zur Verfiigung stehen [118], wurde bei der vorliegenden Arbeit
hauptséchlich diese Simulationstechnik nach Hurst et al. herangezogen (vgl. Kap. 5.3.1). Die
vorhandene Software wurde aber fiir mehrere, gleichzeitig auftretende Spinzentren bisher
nicht eingesetzt und soll innerhalb der Arbeitsgruppe gegebenenfalls den spezifischen
Problemen und dem Umfang einer parallelen Simulation mehrerer Spinzentren angepasst

werden (vgl. Kap. 5.3.2).

Elektronische und strukturelle Eigenschaften der FeS-Zentren der AOR: Daten von
systematischen, orientierungsselektiven Protonen-ENDOR-Untersuchungungen an
reduzierten 2Fe-2S-Zentren von Molybdopterinhydroxylasen liegen bislang nur in geringer
Anzahl vor. Von Finsterbusch wurde dies fiir die beiden FeS-Zentren der Isochinolin
Oxidoreduktase und der Chinaldin Oxidoreduktase durchgefiihrt [45]. Aufgrund der
Problematik, dass fiir diese Enzyme keine rontgenkristallographischen Strukturdaten
vorliegen, konnte jedoch keine eindeutige Simulation der ENDOR-Spektren erreicht werden.
Eine Interpretation orientierungselektiver ENDOR-Experimente gelang im Falle von 2Fe-2S-
Zentren erstmals bei einem Ferredoxin von A.platensis (apFdx) [31]. Dieses Enzym besitzt
ein einzelnes 2Fe-2S-Zentrum, ein Umstand, der die Analyse der ENDOR-Spektren
gegeniiber den iberlagerten FeS-Signalen der Molybdopterinhydroxylasen wesentlich

erleichtert. Ausgehend von Rontgenstrukturdaten konnte so durch Computersimulationen der
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ENDOR-Spektren ein Modell fiir 2Fe-2S-Zentren vorgestellt werden, welches die
Spindichteverteilung, die Lage des g-Tensors relativ zum FeS-Zentrum sowie die isotropen
Kopplungsanteile der Cystein-B-Protonen beschreibt. Dieses apFdx-Modell stellt zunichst
den Ausgangspunkt fiir die vorliegenden Untersuchungen dar. Folgende elektronischen
Eigenschaften der beiden reduzierten FeS-Zentren der AOR stehen im Mittelpunkt des

Interesses dieser Arbeit:

Spindichte: Das Ziel der '"H-ENDOR-Untersuchung an den FeS-Clustern der AOR liegt
zundchst in der Bestimmung der Spindichteverteilung und somit bei der Valenzzuordnung der
Fe-Ionen. MoBbauer-Daten zeigen auf, dass bei der AOR im Verlauf des Elektronen-
Transfers bestimmte Fe-Ionen selektiv reduziert werden, lassen aber eine Zuordnung der
Fe**/Fe’*- Zustinde zu den einzelnen Fe-Ionen offen [5]. Diese Fragestellung kann hingegen
mit Hilfe der ENDOR-Spektroskopie experimentell untersucht werden. Nachdem signifikante
Hyperfeinwechselwirkungen spektroskopisch dargestellt werden, ermittelt man bei der
Simulation durch Generierung der Signal-Linienverldufe die magnetischen Parameter (vgl.
Kap .5.3). Dazu gibt man den beiden Fe-lonen Spindichte-Werte vor, die sich an das Spin-
Kopplungs-Model orientieren [51]. Bei diesem Modell erhilt das reduzierte Fe-Ion einen
Spindichte-Betrag von maximal 1.33 mit negativem Vorzeichen, das im oxidierten Zustand
bleibende Fe-lon erhilt gleichzeitig einen positiven Spindichte-Wert, beide Spindichten
ergeben in der Addition einen Wert von etwa 1.0. Durch die Bestimmung der Spindichte-
Verteilung kann man auf diese Weise ermitteln, welches Fe-Ion den Fe**-Zustand annimmt
und welches Fe-Ton im Fe®*-Zustand verbleibt. Diese Valenzzuordnung konnte bei der AOR
wegen der relative Grofle des Enzyms mittels NMR-Techniken nicht untersucht werden. Im
Falle des apFdx erfolgte dies an fritherer Stelle [41], so dass diese Vorinformation bei der
ENDOR-Spektren-Simulation genutzt werden konnte. Bei der AOR stellt diese Zuordnung
dagegen eine offene Variable dar. Inwieweit dabei die Spindichte-Werte der apFdx gefunden
werden (Fel(I): -0.85/Fe2(III): +1.9), stellt eine weiterer GroBle dar, den es bei der ENDOR-

Simulation der AORzu ermitteln gilt.

g-Tensor: Der g-Tensor dient der Beschreibung der Symmetrie eines Spinsystems und wird
neben den g-Eigenwerten, die bei ungeordneten Proben experimentell durch die ESR
erhiltlich sind, durch seine Lage beziiglich des Spinzentrums charakterisiert (vgl. Kap. 2.1.2).
Dieser Parameter wird bei der Spektren-Simulation parallel zur Spindichte-Verteilung
ermittelt. Dabei ist die g-Orientierung die grofte zu bestimmende Variable. Stellt man fiir das

orthogonale Drei-Achsensystem durch Drehung um die einzelnen Achsen verschiedene
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Raumlagen in nur 10°-Schritten ein, sind immer noch 46656 Raumlagen moglich, die man
testweise einstellen kann, um einen einzelnen Linienverlauf zu analysieren (vgl. Kap. 5.3.2.1).
Um die Vielzahl der Losungsmoglichkeiten zu reduzieren, orientiert man sich bei der
Simulation v.a. an g-Tensor-Lagen, die sich an der Geometrie des 2Fe-2S-Clusters anlehnt.
Nach der Ligandfeld-Theorie wird die Achse mit dem grof3ten Eigenwert (gmax) dabei dem Fe-
Fe-Verbindungsvektors zugesprochen [15]. Zu Beginn der Arbeit lagen fiir die g-Tensor-
Orientierung bei 2Fe-2S-Zentren nur Literaturdaten fiir apFdx vor [31]. Bei dieser
Untersuchung zeigte sich jedoch, dass die theoretisch erwartete Raumlage des g-Tensors
experimentell nicht bestitigt werden konnte. Vielmehr ergab die Auswertung der ENDOR-
Spektren, dass der g-Tensor verkippt zur Cluster-Ebene verldauft und sich in etwa an der
tetraedrischen Ligandierung der koordinierenden Cysteine anlehnt. Inwieweit sich eine
eindeutige Aussage iiber die g-Orientierungen bei den beiden 2Fe-2S-Zentren der AOR

treffen ldsst, stellt ein weiterer Schwerpunkt bei der vorliegenden Untersuchung dar.

Hyperfeinwechselwirkungen

Die Hyperfeinwechselwirkungen der Protonen sind mit der Lage des g-Tensors, der
Spindichte und den Protonenkoordinaten verkniipft. Der Verlauf der Hyperfein-Kopplungen
tiber den gesamten g-Wert-Bereich der FeS-Cluster wird durch die ENDOR-Spektroskopie
ermittelt und bei der Spektren-Simulation mit Hilfe der Strukturkoordinaten zur Berechnung
der elektronischen Parameter verwendet (vgl. Kap.2.2.2 und 5.3). Dazu muss zunéchst eine
Zuordnung der Signalverliufe zu den entsprechenden Protonen erfolgen. Bei dieser
Zuordnung orientiert man sich an den Aufspaltungswerten der Hyperfein-Kopplungen, da
groe Kopplungen i.d.R. von Protonen mit kurzer Distanz zu den Spinzentren verursacht
werden. Zusitzlich geben die H,0O/D,OAustauschexperimente Informationen, welche
Bindungspartner bei den Protonen, die signifikante Linienverldufe erzeugen, vorkommen.
Neben einem dipolaren Hyperfeinanteil enthalten Protonen, die iiber eine chemische Bindung
mit dem Spinzentrum korreliert sind, isotrope Hyperfeinanteile. Bei der AOR handelt es sich
dabei {iiberwiegend um die Cystein-B-Protonen der Cysteinliganden. Isotrope
Hyperfeinkopplungen werden iterativ durch einfache Addition zum dipolaren Hyperfeinanteil
bestimmt, bis eine Anpassung von simulierten Spektren an die experimentellen Spektren
erfolgt. Bei der vorliegenden Untersuchung sollen die Werte der isotropen
Hyperfeinkopplungen ermittelt und mit fritheren Daten verglichen werden, die im Bereich

von 1.6-4.1MHz aufgefunden wurden [31]. Daneben sollen Zusammenhidnge zwischen
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1sotropen Kopplungen und der Struktur, wie sie bei 4Fe-4S-Cluster aufgefunden wurden [14,

83], iiberpriift werden.

Hyperfein-Wechselwirkung von Protonen aus der ndheren Umgebung eines Spinzentrums
sind distanz- und winkelabhiingig und liefern neben einem Einblick in die elektronischen
Eigenschaften der Redoxzentren Strukturinformationen. Bei der ENDOR-Spektren-
Simulation werden die rontgenkristallographischen Daten zunichst unverdndert {ibernommen
und konnen gegebenenfalls den ENDOR-Experimenten angepasst werden. Somit ist eine
Moglichkeit gegeben, die Protonenkoordinaten mittels der ENDOR-Spektren-Simulation zu
tiberpriifen und mit den Strukturdaten zu vergleichen. Da alle Protonen mit einer Distanz <
5A bei der ENDOR-Simulation einbezogen werden, konnen weiterhin Struktureigenschaften,
die gegebenenfalls eine selektive Reduktion bestimmter Fe-lonen begiinstigen, festgestellt
werden. Durch die Anwendung verschiedener spektroskopischer und analytischer Verfahren
unter der Verwendung einer hochaufgeldsten Kristallstruktur der AOR steht letztlich die
Bestimmung der elektronischen Eigenschaften der beiden 2Fe-2S-Cluster sowie struktureller

Merkmale in ihrer Umgebung im Mittelpunkt dieser Arbeit.
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5. Spektrenaufnahme und Spektrensimulation

5.1 Praparation der Aldehyd Oxidoreduktase

Fiir die Messungen stand eine unbehandelte Proteinprobe zur Verfiigung, die von der
Arbeitsgruppe von Prof. Moura der technischen Universitdt Lissabon isoliert und gereinigt
wurde. Die hierzu erforderlichen Arbeitsschritte wurden in vorangegangenen Publikationen
ausfithrlich beschrieben [109, 135]. Die Probe wurde im biophysikalischem Institut in
Homburg mit dem Reduktionsmittel Dithionit weiterbehandelt. Dadurch nehmen die
Metallzentren ihre paramagnetischen Zustinde an und sind fiir ESR- und ENDOR
spektroskopische Untersuchungen vorbereitet. Aufgrund der hohen Nachweisempfindlichkeit
(ca. 10" Spins/0.1mT Linienbreite, dies entspricht einer Konzentration von etwa 10° M) ist
die benotigte Probenmenge gering. Bei den durchgefiihrten Messungen im X-Band betréigt
das Probenvolumen etwa 100ul. An einem Teil der Enzymlosung wurde fiir weitere
Untersuchungen weiterhin ein H/D- Austausch zur Identifikation der linienreichen ENDOR-
Protonenresonanzen durchgefiihrt. Durch Isotopensubstitution an benachbarten Kernen
konnen deren Beitrige zum ESR- bzw. ENDOR- Spektrum kenntlich gemacht werden.

Die Reduktion der AOR fand unter anaeroben Bedingungen in einem Zelt (Coy Laboratory
Products Inc.) statt, das mit einer Formiergasatmosphire (Stickstoff: Wasserstoff 95:5) gefiillt
ist. Die Konzentration der Probe lag bei etwa 0.7mM in TRIS-Puffer (pH 7,6). Von der
AOR-Probe wurden 150ul mit einer gesittigten Dithionit- Losung behandelt. Fiir diese wurde
70 mg NaS,0,> zu 10 ml 0.1 M Tris- Puffer (pHO9.2) gegeben und 50 pl zu der AOR- Losung
addiert. Die Inkubation fand bei Raumtemperatur in einem Eppendorfbehilter fiir eine Dauer
von 20 min statt. Die reduzierte Proteinprobe wurde anschlieend in ein ESR- Rohrchen
gefiillt und in fliissigem Stickstoff gefroren.

Die Deuterierung der Probe erfolgte mit Tris-Puffer (pH 7,6), der anstatt H,O ausschlieBlich
D,0O als Losungsmittel enthélt. 2 x 100 pl einer unbehandelten Enzymprobe wurde dazu
anaerob mit Tris/D>O (pH7.6) zu jeweils 1ml aufgefiillt. Die Proteinlosung wurde auf 2
Zentrifugencaps (Amicon) verteilt, deren Membrane zuvor mit dem deuterierten Tris-Pufer
gewaschen wurde. Durch mehrfache Ultrazentrifugation mit 6000 U/min bei 4°C wurden die
mit Argon iiberschichteten Proben auf je 50ul eingeengt. Die folgende Reduktion fand mit
einem deuteriertem TRIS- Puffer (pH 9.2) statt, der zuvor mit Argon entgast wurde. In 5 ml
Puffer wurde 70 mg Natriumdithionit gelost, von dieser iibersittigten Reduktionslosung
wurde 30ul zu den insgesamt 110 pl der umgepufferten AOR- Losung gegeben und fiir 20

min inkubiert.
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5.2 Spektrometerbeschreibung und Spektrenaufnahme

Ein allgemeines Problem spektroskopischer Verfahren stellt oftmals die Auflosungsgrenzen
dar. Unter Verwendung verschiedener Aufnahmeparameter wie z.B. Variierung der
Mikrowellenleistung und der Temperatur bei der CW- ESR sowie verschiedenen RF-
Modulationshiiben bei den CW-ENDOR-Experimente konnen Hyperfeinwechselwirkungen
unterschiedlich deutlich dargestellt werden. Von der AOR-Lésung wurden Messreihen von
ENDOR-Spektren aufgenommen, die den gesamten Feldbereich abdecken. Je nach Wahl der
Modulationshiibe kann ein Schwerpunkt der Darstellung der Resonanzlinien auf den
AuBenbereich oder dem linienreichen Innenbereich gelegt werden. Unter den gleichen
Bedingungen wurden Spektren der deuterierten Probe gewonnen. Um verbreiterte Protonen-
koppplungen mit geringer Intensitit aufzudecken, wurden Puls-ENDOR-Messungen mit
geeigneten Puls-Sequenzen eingesetzt. Unterschiedliche Einstellung beziiglich der Pulsdauer
bzw. Pulsabstidnde stellen dariiber hinaus einen Ansatz dar, aufgrund der unterschiedlicher
Relaxationszeiten Anteile von FeS-Zentrum I bzw. FeS- Zentrum II zu trennen. Der
prinzipielle Aufbau von CW- und Puls-Spektrometer und die Aufnahme von ENDOR-
Spektren ist Bestandteil dieses Kapitels.

5.2.1 Aufbau eines CW-ESR- und ENDOR-Spektrometers

Die X-Band-ESR- und ENDOR-Spektren wurden mit verschiedenen Bruker-ESP
Spektrometer aufgenommen (s. Spektrenaufnahme), deren schematischer Aufbau in Abb. 5.1
dargestellt wird. Im folgenden werden die einzelnen Komponenten eines CW-ESR-
Spektrometers vorgestellt, die durch weitere Bauteile zu einem CW-ENDOR-Spektrometer
ergidnzt werden konnen. Dabei wird allgemein das Messprinzip und die einzustellenden
Geriteparameter beschrieben, die fiir das Verstindnis der durchgefiihrten Experimente

notwendig sind. Weiterfiihrende technische Details werden z.B. in [19, 121,138] aufgefiihrt.

Die eingesetzten Spektrometer sind als sog. Homodyn-Spektrometer mit Reflexions-
Mikrowellensystem konzipiert. Aus technischen Griinden wird bei der ESR- Spektroskopie
nicht die Mikrowellenfrequenz, sondern das Magnetfeld verdndert. Die Mikrowellenstrahlung
wird mittels eines Klystrons erzeugt und gelangt iiber ein Dampfungsglied, mit dessen Hilfe

die Mikrowellenleistungen angepal3t wird, zum Resonator (Cavity). Die Mikrowellenfrequenz
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Abb. 5.1: Komponenten eines CW-ESR-Spektrometers. Ein ENDOR-Spektrometer wird um die

Radiofrequenzkomponenten (grau) erweitert.

und die Resonatorfrequenz werden so abgestimmt, das im Idealfall eine vollstindige
Absorption der Mikrowellenleistung erfolgt. Befindet sich eine paramagnetische Probe in der
Cavity, kommt es im Resonanzfall zu einer Verstimmung des Resonators. Man beobachtet
dann eine Reflexion der Mikrowelle. Ein Zikulator trennt die hin- und riicklaufende Welle,
letztere wird zu einer MW-Diode geleitet, die den Detektor darstellt. Das Messsignal ist im
Idealfall proportional zur absorbierten Leistung. Um diese Bedingung einzustellen, ist vor der
Messung eine Abstimmung notwendig. Dabei veridndert man neben der MW-Frequenz die
Koppelgiite der Cavity mit einer Blende (Iris). Der Abstimmvorgang ist mit Hilfe eines
Mode-Bildes als sog. Dip beobachtbar. Der Kehrwert der Frequenzbreite des Dips gilt als ein

Mab fiir den Qualitédtsfaktor der Cavity, je schirfer die Frequenzdips eingestellt sind, um so
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hoher ist die Giite und damit die Sensitivitdit der Messungen. Zusitzlich muss bei der
Abstimmung der Arbeitspunkt der Detektordiode eingeregelt werden, dies erfolgt mittels
eines Referenzzweiges. Aufgrund des Homodyn-Prinzip ist eine sinusformige Modulation des
statischen Magnetfeldes notwendig. Die Modulation der von der Probe absorbierten Leistung
fiihrt zu einem Wechselspannungssignal. Der Vorteil dieser Signaldetektion liegt dann in der
Verwendung selektiver Verstirker, die fiir eine moglichst rauschfreie Verstirkung sorgen.
Der nachgeschaltete Lock-In-Verstirker sorgt fiir eine phasenempfindliche Gleichrichtung
durch einen Vergleich von Messsignal mit dem Modulationssignal (Referenz). Durch dieses

Messprinzip erhilt man statt der Absorption die 1. Ableitung (Abb. 4.2).
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Abb. 5.2: Prinzip der Amplitudenmodulation; links: Umsetzen des Modulationsfeldes B, an der
Absorptionskurve; rechts: resultierende Signalform (nach Schneider/Plato [122])

Bei einer ESR-Aufnahme muss der Einfluss einiger Gerdteparameter auf die
Spektrendarstellung  beriicksichtigt werden. Zunidchst bestimmt die einzustellende
Modulationsamplitude die spektrale Auflosung. Eine groBe Modulationsamplitude fiihrt zu
hoheren Signalamplituden. Ist die eingesetzte Modulationsamplitude jedoch groBer als die
halbe Absorptions-Linienbreite, ergibt sich eine Reduktion der spektralen Auflosung.
Daneben ist die einstellbare Zeitkonstante bestimmter Tiefpassfilter so zu wihlen, das keine
Formverdnderungen des Signals auftreten. Der Magnetfeldsweep erfolgt nach dem
Probeneinbau und dem Abstimmvorgang, dabei wird Leistung und Frequenz der Mikrowelle
nicht verdndert. Zur Kalibrierung des duferen Magnetfeldes kann in X- und Q- Band-
Spektrometer das stabile Radikal DPPH(a,0’-Diphenyl-p-Pikryl-Hydrazyl), dessen g Faktor
mit g= 2.0036 nahe dem des freien Elektron ist, oder ein NMR-Gaussmeter verwendet
werden. Wihrend der Messung wird das Messsignal mittels PC aufgenommen, Feld und

Lock-In werden ebenfalls vom Rechner gesteuert.
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Fir die ENDOR-Spektroskopie miissen zusitzlich zu den Komponenten eines ESR-
Spektrometers die notwendigen Radiofrequenzkomponenten integriert werden (Abb. 5.1).
Dazu wird eine RF-Spule benoétigt, deren Magnetfeld senkrecht sowohl zum statischen
Magnetfeld als auch zu dem der Mikrowelle steht, des weiteren ein RF-Generator mit einem
entsprechenden RF-Verstirker. Die Radiofrequenzspule wird einerseits moglichst nahe am
Probenort angebracht, darf aber andererseits die Mikrowelleneigenschaft des Resonators nur
moglichst geringfiigig beeintrichtigen. Zusitzlich ist zu beachten, dass die kontinuierliche
Einstrahlung eines starken Radiofrequenzfeldes Probleme bei der Wirmeabfiihrung ergibt.
Aus diesem Grund wurden spezielle ENDOR-Cavities entwickelt (s. Spektrenaufnahme).

Die Aufnahme von ENDOR-Spektren erfolgt nach der vorhergehend beschriebenen Messung
eines ESR-Spektrums anschlieBend an einem sogenannten ENDOR-Arbeitspunkt. Bei
ENDOR-Messungen erfolgt keine Modulation des statischen Magnetfeldes, sondern eine
Modulation der Radiofrequenz im KHz-Bereich. Ein groBer Modulationshub ergibt eine
geringe spektrale Auflosung, fithrt jedoch zu einer hoheren Signalintensitdt mit niedrigem
Signal-Rausch-Verhiltnis. Ein kleiner Modulationshub bewirkt dagegen eine hohere
Auflésung der Innenlinien eines Spektrums, die Auflenlinien sind dagegen nur nach vielen
Additionen der FEinzelspektren sichtbar. Die Anzahl der Additionen, um eine klare
Darstellung der ENDOR- Signale gegeniiber Storsignale und Hintergrundrauschen zu
erhalten, ist dabei abhingig vom gewihlten Arbeitspunkt und entspricht der Anzahl der in

Resonanz befindlichen Molekiile.

5.2.2 CW-ESR-Spektrenaufnahme und Geriteparameter

Zusitzlich  zum  Bruker-ESP300-Spektrometer stand ein ESR-Bruker-ElexSys-E680-
Spektrometer zu Verfiigung, das sowohl im CW- als auch im Puls-Modus betrieben werden
kann. Die CW-ESR-Messungen an der AOR erfolgten mit Modulationsamplituden zwischen
lund 10 Gauss, einer Modulationsfrequenz von 100KHz und Zeitkonstanten von 42ms oder
84ms. Der Magnetfeldsweep wurde im Bereich von 310mT bis 370mT durchgefiihrt und mit
einem NMR-GauBmeter tiberwacht. Fiir die Tieftemperaturmessungen von 120K bis 10K
wurde ein Heliumdurchfluss- Kryostat der Firma Oxford Instruments eingesetzt (E9), wobei
die Temperaturregelung iiber die zugehorige Regeleinheit (ITC4 Oxforts Instruments) oder
manuell durch Regulierung des Heliumdurchfluss erfolgte. Mikrowellenleistung und
Temperatur wurden variiert. Bei den verwendeten Resonatoren der Firma Bruker lag die

Mikrowellenfrequenz bei 9.4GHz bis 9.7 GHz. Vor jeder Aufnahme eines ENDOR-
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Spektrums wurde ebenfalls ein ESR-Spektrum aufgenommen, um den Magnetfeldwert
festzulegen, der den ENDOR-Arbeitspunkt darstellt. Die dazugehorigen ESR-Aufnahmen
erfolgten an einem ESP300-Spektrometer mit einem TE- Resonator (4102ST7913). Die
Messung wurden wie die anschlieBenden ENDOR- Experimente bei ca. 20K durchgefiihrt.
Die  Geriteparameter  betrugen  dabei: =~ Mikrowellenfrequenz ~ ca.  9.47GHz,
Mikrowellenleistung 6,3mW, Modulationsamplitude 10mT. Die Zeitkonstante betrug 42ms,

die Aufnahmezeit 61,5s.

5.2.3 CW-ENDOR-Spektrenaufnahme und Geriteparameter

Die CW-ENDOR-Messreihen wurden mit einem Bruker ESP300-Spektrometer und einer
ENDOR-Cavity (Bruker 4102ST7913) aufgeommen. Zur Erzeugung der RF-Frequenz steht
in der Arbeitsgruppe ein Funktionsgenerator Wavetek, Modell 3000 zur Verfiigung, dessen
Frequenzbereich und Frequenzvorschub durch einen Kontroller vorgegeben werden. Die
Leistung der Radiofrequenzen wurden entweder mit einem EIN 150 RF-Verstirker oder
einem Amplifier Research (304002) Verstirker auf etwa 100W verstérkt. Unterschiedliche
Temperaturen und Mikrowellenleistungen wurde getestet. Fiir die Serienmessungen zeigte
sich eine Mikrowellenleistung von 6,3 mW als geeignet, eine Sattigung des ESR- Signals zu
gewihrleisten. AnschlieBend wurden RF-Frequenzsweeps im Bereich von 5-25MHz
durchlaufen und die Spektren an Arbeitspunkten im Abstand von 2 mT aufgenommen, jeweils
von der protonierten bzw. der deuterierten Probe. Die Radiofrequenz wurde zum einen mit
einer Frequenz von 400kHz hoch-moduliert, bei dieser konnen Kopplungen > SMHz um v
mit einem befriedigenden Signal-Rausch-Verhiltnis dargestellt werden. Um Spektren mit
einer verbesserten Auflosung des Innenbereichs der ENDOR- Spektren zu erhalten wurde
zusitzlich eine Messreihe mit einer RF- Modulation von 100KHz im Abstand von ImT
durchgefiihrt. Die Anzahl notwendiger Aufsummierungen der Einzelspektren ist dabei
abhédngig vom jeweiligen Arbeitspunkt. Im Bereich von g, zeigten sich 10-20 Additionen als
ausreichend, wihrend an den extremalen g-Faktoren aufgrund weniger beitragender
Orientierungen die Anzahl um den Faktor 3-4 erhoht werden musste. Als Ergebnis einer
Messreihe lagen dann je nach Abstand der Arbeitspunkte 20-40 ENDOR-Spektren vor. Alle
Spektren wurden bei ca. 20K aufgenommen. Die Aufnahme der Einzelspektren betrug 60s,

die Time conversion wurde mit 40,49ms und der Frequenzhub mit 100kHz eingestellt.
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5.2.4 Aufbau eines Puls-ENDOR-Spektrometers

Um prizise Aussagen iiber die Hyperfeinwechselwirkung der gekoppelten 'H-Kerne zu
treffen wurden orientierungsselektive Puls-ENDOR-Experimente bei verschiedenen Magnet-
feldpositionen durchgefiihrt. Aufgrund meist geringer Echointensitidten sind diese Messungen
an kritischen Positionen des Magnetfeldes zeitaufwendig und bendtigen eine grofle
Additionsanzahl der Einzelspektren. Nach dem Test verschiedener Pulssequenzen wurde fiir
die vorliegende Untersuchung Pulssequenzen des Davies-Verfahrens eingesetzt [38]. In Abb.

4.3 wird ein Blockschema eines Puls- Spektrometers aufgezeigt.
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Abb. 5.3: Zusatzkomponenten eines Puls-Spektrometers [nach 84].

Bei der Puls-Spektroskopie arbeitet man mit moglichst hohen Leistungen, um das
Mikrowellenfeld am Probenort zu vergroBern. Dazu wird die Ausgangsleistung der
Mikrowellenquelle mit einem Wanderfeldrohrenverstirker (TWT) auf ca. 1kW verstirkt.
Zuvor werden die erforderten Pulsmuster mit Hilfe der Pulsformereinheit erzeugt. Die Pulse
haben Lingen im Bereich von wenigen Nanosekunden bis zu Mikrosekunden, die
Pulsabstinde miissen wihrend eines Experimentes variiert werden konnen. Dies erfordert den
Einsatz schneller PIN-Dioden als Mikrowellenschalter. Im Hochleistungsteil ist ein

zusitzlicher Abschwicher eingebaut, den man zum Test des Pulsmusters und der
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Resonatorkopplung auf eine hohe Ddmpfung (60db) einstellt, um die Detektionselektronik zu
schiitzen. Bei der Detektion des Signals wird die Mikrowelle als Referenzphase
herangezogen. Dieser Schritt wird in einem Mischer durchgefiihrt. Um ein gutes Signal-
Rauschverhiltnis zu erhalten, wird das urspriingliche Signal vor dem Mischer vorverstirkt.
Abstimmung, Parametereinstellungen sowie Spektrenaufnahme erfolgt mit integriertem
Rechner. Ausfiihrliche Beschreibung des Geriteaufbaus ist z. B. in [138] zu finden und kann

aufgrund der Menge technischer Details hier nur schematisch aufgefiihrt werden.

5.2.5 Puls-ENDOR-Spektrenaufnahme und Geriteparameter

Die Puls-Experimente wurden mit ESR-Spektrometer Bruker ElexSys E680 und einer Puls-
Steuereinheit E385 durchgefiihrt. Die Davies-ENDOR-Spektren wurden mit der MW-
Pulssequenz (n —T-n/2-t-n—1-Echo) und einem n-RF-Puls , der wihrend der Zeit T aktiv wird,
aufgenommen. Die Sequenz der Mikrowellenpulse, die iiber einen TWT-Verstidrker (Applied
Systems Engineering Model 1A)) mit einer Leistung von ca. 1kW eingespeist wurde, wurde
so eingestellt, dass ein m-Puls eine Linge von 112ns und ein & /2-Puls eine Linge von 56ns
hat. Der Radiofrequenzpuls wurde mit einer Linge von 8us gesetzt. Nach einem Abstand von
3us folgte eine Hahn- Echo Sequenz zur Detektion des ENDOR- Effektes. Der Abstand t der
beiden Pulse der Hahn- Echo- Sequenz wurde nach Testsmessungen zum einen mit 400ns und
zum anderen mit 1200ns gewihlt. Die RF wurde in einem Dice Generator erzeugt. Die
gesamte Davies-Puls-ENDOR-Sequenz wurde mit einem Zeitabstand von 2-10ms wiederholt.

Die Aufnahmezeit der Spektren lag bei 6 bis zu 18 Stunden.

5.2.6 Bearbeitung der ESR- und ENDOR- Spektren

Die Datenaufnahme der ESR-Spektren und der Puls-ENDOR-Spektren auf dem Spektrometer
Elexys E680 erfolgte mit dem Programm XEpr auf einer Unix-Workstation. Die CW-
ENDOR-Messungen an dem Spektrometer wurden mit einem im Arbeitskreis entwickelten
Programm fiir PC aufgezeichnet. Die bei einer Messserie erhaltenen Spektren werden dabei
abhingig vom Arbeitspunkt sowie von den eingesetzten Verstirker, Cavities u.a.
Komponenten teilweise von Storsignalen beeinflusst. Zudem enthalten ENDOR-Spektren
einen unvermeidbaren Anteil von Hintergrundrauschen. Dieses Hintergrundrauschen kann
durch eine geeignete Anzahl von Additionen der Einzelspektren reduziert werden. Wihrend
die ENDOR-Signale immer die gleiche Lage im RF-Frequenzbereich aufzeigen, ist der
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Rausch-Anteil statistisch verteilt. Bei jeder zusitzlichen Addition eines Einzelspektrums
werden so die ENDOR-Signale herausgearbeitet, wéahrend sich gleichzeitig das Hinter-
grundrauschen verringert. Um das Signal-Rauschverhiltnis weiterhin zu verbessern, wird
nach den ENDOR-Aufnahmen eine sog. Basislinie aufgenommen. Dazu fiihrt man eine
ENDOR-Aufnahme an Magnetfelwerten durch, die aulerhalb der ESR-Resonanz liegen und
keine ENDOR-Signale enthalten. Man erhilt so eine Linie, die nur Rauschen und eventuell
vorhandenen Artefakte, also Storsignale, enthilt. Die Basislinie sollte dabei die gleichen
Anzahl Einzeladditionen enthalten wie das zuvor gemessenen ENDOR-Spektrum, damit
Artefakte im gleichen Verhiltnis wie bei der eigentlichen Messung dargestellt werden.

Fir die anschlieBend Weiterbearbeitung der Spektren stehen im Arbeitskreis die
kommerziellen Programme WIN-EPR und XView (Bruker) zur Verfiigung. Letzteres kann
sowohl von ESR- wie auch von ENDOR-Spektren verschiedenen Spektrenoperationen
durchfiihren. ENDOR-Spektren zeigen teilweise eine nicht gleichméBig verlaufende Nulllinie,
die mit einer Korrekturfunktion ausgeglichen wird. Weiterhin wird dann zu einer verbesserten
Darstellung die Basislinie von dem ENDOR-Spektrum subtrahiert. Hauptsidchlich werden
dabei die Anteil der Storsignale verringert, die sich oft als problematisch bei der Analyse der
Spektren erweissen. 'H-ENDOR-Signale koénnen oftmals sehr verbreitert und
intensitdtsschwach auftreten (Kap. 2.2.2). Befinden sich Storsignale in gleicher Position,
werden dadurch schwache ENDOR-Signale iiberdeckt und konnen somit nicht eindeutig
identifiziert werden. Die Storsignale konnen jedoch teilweise anhand ihrer Form als solche
erkannt werden, meist treten sie iiber mehrere Arbeitspunkte an gleichem RF-Frequenzbereich
mit gleichem Aussehen auf. Oftmals kann ihr Anteil durch die Basisliniensubstraktion
vollstindig dezimiert werden. Ist die Interpretation der Storsignale nach den beschriebenen
Operationen nicht eindeutig oder iiberlagern sie weiterhin zu stark Bereiche mit ENDOR-
Signalen, muss eventuell mit verdnderten Spektrometer-Komponenten (z.B. Verstirker,
Abschirmung, usw.) erneut eine Spektren-Aufnahme erfolgen. Durch diese Vorgehensweise
steht zunéchst die Erhaltung hinreichend aufgeloster, artefaktfreie Spektren im Vordergrund.
Ist eine klare Signal-Darstellung erreicht, kann eine Normierung der Spektren erfolgen. Bei
der Normierung werden die Spektren durch die Anzahl der Einzeladditionen und der
Verstiarkungsfaktoren dividiert. Innerhalb einer Messreihe mit unverdnderten Proben-
bedingungen und Geriteparameter konnen dann die relativen Intensititen verglichen werden.
Bei der vorliegenden Untersuchung spielt dieser Faktor innerhalb einer Messreihen keine
groBe Rolle, ist jedoch entscheidenden bei der Interpretation der H7/D-Austauschexperiment.

Vergleicht man ein Spektrum in H,O-Puffer mit einem Spektrum am gleichen Arbeitspunkt
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mit einer Probe im D,O-Medium, ist die Signalintensitét ein entscheidendes Merkmal. Nach
der Normierung erhélt man Spektren, die zunédchst im richtigen Verhiltnis der Intensitdten
dargestellt werden. ENDOR-Spektren von Proben in D,0O sind meist insgesamt schwicher in
der Signalstirken ausgeprigt, so dass die Interpretation, ob es sich um eine einfache
Signalerniedrigung oder eine durch den Austausch bewirkte Signaldnderung handelt, teilweise
erschwert ist. Als Hilfsmittel fiir eine genauen Analyse sind deshalb Zoomfunktionen in den
Bearbeitungsprogramme integriert. Zundchst werden die normierten Spektren iibereinander
liegend dargestellt. Die einzelnen Spektren konnen nun in ihrer Grofe veridndert werden.
Durch diese Groflenanpassung kann ein optischer Vergleich Details in Signalform und Stirke
erfassen. Einerseits konnen die Signal-Rausch-Verhiltnisse angepasst werden, so dass die
Nullinien gleiche Intensititshohe aufweisen. Eine andere Art der optischen Anpassung
erfolgt, indem man die Signalmaxima der nichtaufgeldsten Innenbereiche angleicht. Die
Spektrenanalyse erfolgt durch Anwendung beider Methoden. Letztlich benétigt man oft sehr
starke Gesamtvergroflerungen aller Spektren, um Details tiber Signalverldufe zu erkennen.
Dabei darf die optische Anpassung der Spektren nicht zu Verzerrungen der Signale und somit
zu Fehlinterpretationen fithren und ist fiir jedes Spektrum einzeln festzulegen. Diese
Vorgehensweise muss auch bei dem Vergleich der Puls-Spektren mit den CW-Spektren sowie
der Puls-Spektren verschiedener Parameter untereinander angewendet werden. Bendtigt man
wie im Fall der Pulsspektren Differenzspektren (Kap. 6.4), konnen allerdings nur normierte
Spektren herangezogen werden, deren Intensititen im richtigen Verhiltnis zueinander stehen.

Sind die Spektrendarstellungen optimiert worden, konnen Aufspaltungswerte und Linienbreite
der Resonanzlinien mit Hilfe der Bearbeitungssoftware bestimmt werden. Eine weitere
zusitzliche Funktion von XEpr zur Analyse der Pulsspektren ist die Mdoglichkeit, Pseudo-
Modulationen von Absorptionspektren zu erzeugen. Damit konnen die Puls-ENDOR-
Spektren in 1. Ableitung dargestellt werden und je nach gewihlter Modulationsgréfle mit den
CW-Daten unmittelbar verglichen werden. Die beschriebene Spektrenanalyse wird auch im
Verlauf der Simulation parallel zu dieser durchgefiihrt, um die Simulation den
experimentellen Merkmalen anzupassen. Die abschlieBende graphische Darstellung der
experimentellen und simulierten Spektren erfolgte dann mit dem Programm Origin (Firma
Microcal, Version 6.1).

Zur Durchfithrung einer ENDOR-Simulation miissen Spektren von Arbeitspunkten iiber den
gesamten Magnetfeldbereich vorliegen. Bei der Auswertung der ENDOR-Messreihen
paramagnetischer Metalloproteinen liefern erfahrungsgeméll mehrere Protonen Beitrige zu

den einzelnen ENDOR-Spektren. Zur Veranschaulichung der Protonen-Linienverldufe
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werden diese in einer als Feld-Frequenz-Plot bezeichneten Aufbereitung dargestellt (Abb.
4.4). Dabei wird nicht ein einzelnes Spektrum betrachtet, sondern der Gesamtverlauf
signifikanter Linien, die meist nur in den duleren Frequenzbereichen auftreten. In einem F-
Plot werden dazu auf der Abszisse die Messpunkte im Magnetfeld aufgetragen, jede Spalte
des Feldplots entspricht somit einem experimentellen Spektrum. Auf der Ordinate wird das
Intensitdtsmaximum eines ENDOR-Signals aufgetragen, wodurch sich der Linienverlauf eines
Héaufungspunktes anschaulich verfolgen und markieren ldsst. Fiir diese Darstellungsweise
wurde innerhalb der Arbeitsgruppe die Programme F-Plot bzw.- g-Plot erstellt. Letzteres ist
im Simulationsprogramm Phytia integriert und kann neben dem beschriebenen Auftrag der
Signalmaxima auch die experimentelle Linienbreite markieren und diese in seiner vertikalen
GroBe aufzeigen. Nach dieser erweiterten Bearbeitung der Spektren werden die Positionen der
Markierungen als ASCII-Datei  gespeichert und konnen dann wiederum von

Graphikprogramm wie Microcal Origin eingelesen werden.
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Abb. 5.4: Feld-Frequenz-Plot des Asp-Fdx [nach 86]
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5.3 Simulation der ENDOR-Spektren

Bei anisotropen Systemen und Wechselwirkung des Spinsystems mit mehreren Kernspins
kann die Analyse der ENDOR-Spektren sehr umfangreich werden. Die mathematisch
exakteste Methode zur Berechnung der physikalischen Grof3en stellt die explizite Losung der
Schrodinger-Gleichung durch Diagonalisierung dar [40, 92, 93, 95, 127]. Eine vereinfachende
Moglichkeit bei einer Simulation besteht darin, den Spin- Hamilton-Operator auf wenige
Terme zu vereinfachen und mit dem Rest-Operator die Schrodinger-Gleichung in
Storungsrechnung erster Ordnung zu I16sen. Unabhiingig voneinander entwickelten
verschiedene Arbeitsgruppen Methoden, um in Niherungsweise ausreichend genaue
simulierte Spektren zu generieren [62, 68, 78, 79]. Diese Vorgehensweise hat sich bei der
Untersuchung an Ubergangsmetallkomplexen als geeignet erwiesen, eine Berechnung der
ENDOR-Resonanzen in vertretbarem Zeit- und Rechenaufwand durchzufiihren. Da bei der
vorliegenden Auswertung die Strukturkoordinaten vorgegeben und zunichst unverdndert
iibernommen wurde, erfolgte die ENDOR-Simulation ausschlielich mit der Methode nach
[78]. Bevor das Simulationsprogramm vorgestellt wird, soll zunichst die theoretische
Beschreibung der angewandten Methode erfolgen. Eine ausfiihrliche theoretische Darstellung

von ENDOR- und ESR-Simulationen an Metalloproteinen ist z.B in [75, 76, 86] aufgefiihrt.

5.3.1 Theoretische Beschreibung der Simulation von ENDOR-

Pulverspektern

Bei der Aufnahme eines ENDOR- Spektrums wird mit der Wahl eines bestimmten
Magnetfeldwertes im ESR-Spektrum eine Orientierungsselektion vorgenommen. Daher muss
vor einer ENDOR-Simulation das zugrunde liegende ESR-Spektrum simuliert werden. Die
Berechnung des effektiven g-Wertes wird mit Hilfe eines auf den Elektron-Zeeman-Term
reduzierten Spin-Hamilton-Operators vorgenommen. Wie in Kap.2.1.4 beschrieben, wird bei
der Berechnung eines ESR-Spektrums das g-Achsensystem als Bezugssystem verwendet, die
Magnetfeldstirke B wird als Vektor aufgefasst, der gegeniiber dem g-Bezugssystems jede
beliebige, durch Polar-Koordinaten charakterisierbare Orientierung annehmen kann (Abb.

2.4). Man erhilt dann die Bedingungen fiir die Resonanzfeldwerte nach:
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BRes = h.vo
B, -56.9)

5.1

Durch eine hinreichende Anzahl an Orientierungen 6,0 lassen sich artefaktfreie ESR-
Spektren erhalten. Die Simulation von ENDOR- Spektren wird an die ESR-Simulation
angeschlossen werden, wenn zu jeder Feldstirke die Parameter 6 und @ aller in Resonanz
befindlichen Orientierungen gespeichert wurden. Mit Hilfe dieser Orientierungen kann dann
das ENDOR- Spektrum fiir jeden Arbeitspunkt aufgebaut werden. Von Hurst et al. [78] wurde
ein Algorithmus entwickelt, der von einem aus dem Kern-Zeeman- und dem Hyperfeinterm

des Protons bestehenden Kern-Hamilton-Operator ausgeht:
H, =SAl-g,[,B-1 (5.2)

Der Tensor A ist in einen dipolaren und einen isotropen Anteil unterteilt (s. Kap. 2.2) und

wird in Frequenzeinheiten berechnet mit:

Ay =(App),; + A8, = ﬂﬁNgNg@rr ~8,)+ A0, (5.3)

iso " ij iso " ij

mit 5[/ als Kroneckersymbol und ryr; Protonen-Richtung beziiglich des Spinzentrums. Ist der

Elektronenspin p iiber verschiedene Kerne verteilt, kann der dipolare Anteil der Hyperfein-

kopplung wie folgt zusammengesetzt werden [vgl. 121]

(App)y =D Pi(A), (5.4)
1

wobei mit p;die Spindichte des Atoms I bezeichnet wird.

Unter Beriicksichtigung der ENDOR-Auswahlregeln AMg = 0 und AM; = 1 erhilt man die
folgende Resonanzbedingung [81]:

v(B,M,) = 23:

h .
= s00. ¢>Zg“ " >
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wobei h; die Richtungskosinus des Magnetfeldvektors bzgl. des g-Diagonalsystems

bezeichnen.

Die Arbeitsweise einer ENDOR- Simulation bei einem System S = 1/2 und

Hyperfeinwechselwirkung kann zusammenfassend mit:

A A A A A

H,+H,=B-g-S+S-A-1-g,8,B-1

e

beschrieben werden. Mit Hilfe dieser Vereinfachung kann die ENDOR-Simulation fiir
mehrere Spinzentren gleichzeitig und mit mehreren Protonen fiir jedes Zentrum vollzogen

werden.

5.3.2 Simulationsprogramme

Zur Simulation von Proton- ENDOR- Spektren steht im Arbeitskreis neben den Programmen
Prometheus und Iwasaki 1.03 das Programm Phytia zur Verfiigung. Aufbau und Arbeitsweise
der beiden élteren Programme werden in fritheren Dissertationen von Gerhard Schmitt
(Prometheus [121]) und Christoph Canne (Iwasaki [29]) ausfiihrlich beschrieben. Phytia
integriert beide Programmkomponenten und unterlag in Funktion und Aufbau im Verlauf
dieser Arbeit stindiger Erweiterungen. Dabei ist neben der Verbesserung der
Spektrendarstellung und Spektrenanalyse sowie der Integration des Feldfrequenzplots v.a. die
neu eingefiihrte Funktion einer gleichzeitigen Simulation mehrere Spinsysteme zu erwihnen.
Da bei der untersuchten AOR zwei reduzierte FeS-Zentren innerhalb des Molekiils vorliegen,
war diese Erweiterung notwendig, um die Proton- ENDOR- Spektren der AOR komplett
auswerten zu konnen. Als zusitzliche Komponente ist die Moglichkeit gegeben, skalare g-
strain-Effekte zu simulieren. Weiterhin wurde im Verlauf dieser Arbeit innerhalb der
Arbeitsgruppe ein Programm fiir eine Automatiksimulation entwickelt. Die unterschiedliche
Vorgehensweise der beiden Programme und die allgemeine Simulationstechnik werden in den

nichsten Kapitel vorgestellt.
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5.3.2.1 Simulationsprogramm Phytia

Vor Beginn einer ENDOR-Simulation muss das dazugehorige ESR-Spektrum simuliert
werden. Bei der Simulation von ESR-Spektren mit Pulvercharakter gibt man zunéchst die
Verteilung der Molekiilorientierung bzgl. des duBleren Magnetfeldes an. Zwei unterschiedliche
Vorgehensweisen sind bei Phytia vorhanden. Einerseits kann die Orientierungsverteilung per
Raster erzeugt werden, eine weitere Methode beruht auf der direkten Berechnung der g-iso-
Linie. Weiterhin wird der Magnetfeldsweep, die Anzahl der Datenfelder und die
Mikrowellenfrequenz angegeben, die den Experimenten entstammen. Ein weiterer
Eingabeparameter ist der g-Tensor des paramagnetischen Zentrums. Der Tensor ist durch
seine Hauptwerte und eine Richtungskosinusmatrix definiert. Fiir eine ESR-Simulation sind
zundchst nur die g-Hauptwerte anzugeben. Unter Beriicksichtigung des g-Achsensystems als
Bezugssystems lassen sich dann die effektiven g-Werte und die Resonanzfeldstirke nach (GI.
4.1) berechnen. AbschlieBend fiihrt eine Linienbreitefunktion zu einer Anpassung des
simulierten ESR-Spektrums an die experimentellen Vorlagen. Da im Falle der AOR mehrere
Spinzentren vorhanden sind, wurde die ESR-Simulation fiir beide beteiligten FeS-Zentren
durchgefiihrt und die einzelnen Simulationen zu einem Gesamtspektrum zusammengefiihrt.
Auf diese Art und Weise erhilt man eine ESR-Simulation, die bei einer hinreichenden Anzahl
berechneter Orientierungen dem realen Absorptionsspektrum mit ausreichender Genauigkeit
entspricht (Abb. 5.5).

Ziel einer ENDOR-Simulation ist es zunéchst, ein einzelnes Spektrum an einem bestimmten
Magnetfeldwert zu simulieren, das dem experimentellen Spektrum am gleichen Arbeitspunkt
entspricht. AnschlieBend ist der Gesamtverlauf der Hyperfeinwechselwirkungen, die im F-
Plot aufgezeigt werden, nachzubilden. Bei der Simulation von 'H-ENDOR-Spektren wird so
die Orientierung des g-Tensors, die A-Tensoren sowie die Spindichten berechnet.
Ausgangspunkt fiir die Simulation sind neben den experimentellen Spektren die
kristallographische Rontgenstrukturdaten der AOR, die der pdb-Datenbank entnommen sind.
Die Berechnung der ENDOR-Resonanzfrequenzen erfolgt dann nach (GIl. 4.5). Als
Inputparameter werden fiir die Simulation zunichst die Aufnahmeparameter bendtigt. Diese
sind Lage der Arbeitspunkte im Magnetfeld, Mikrowellenfrequenz v und der Radiowellen-

Frequenzsweep.
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Abb. 5.5: ESR-Simulation mit Phytia, links oben Dialogbox zur Eingabe von Gerite- sowie
Aufnahme-Parameter, links unten Dialogbox zu Eingabe der g-Hauptwerte, Linienbreite sowie
weiterer Funktionen (s.ENDOR-Screen). Rechts ESR-Fenster mit experimentellem Spektrum (rot),

das vor jedem ENDOR-Experiment aufgenommen wird, und simuliertes ESR-Spektrum (weiB).

Da die Kiristallstruktur der AOR vorliegt, sind die strukturellen Parameter vorgegeben,
konnen aber im Verlauf der Simulation angepasst werden (Kap. 6.2.4). Zunichst werden die
Spinzentren und die Wechselwirkungen der Protonen nach dem Einlesen von PDB-Dateien
(Protein Data Base) definiert. Diese Dateien enthalten die kartesischen Koordinaten aller
Atome eines Proteins in Bezug auf einen kristallographischen Nullpunkt. Bei der ENDOR-
Simulation wird eine Umgebung von maximal SA um das paramagnetische Spinzentrum
einbezogen.

Bei einem Reaktions-Zentrum, bei dem die Spindichte iiber mehrere Atome verteilt ist, muss
dann als erstes eine Zuordnung der Spindichteverteilung erfolgen, diese ist bei fehlenden
Vorinformationen unbekannt und stellt einen zu ermittelnden Parameter dar. Nach einer
vorlaufig willkiirlichen Festlegung der Spindichteverteilung innerhalb des Rahmens des
Spinkopplungsmodells [51] wird dann durch Einstellen verschiedener g-Tensorlagen die

Reproduktion signifikanter Kopplung in ihrer Verlaufsform getestet. Anschliefend werden
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5. Spektrenaufnahme und Spektrensimulation

die Werte der Spindichten und der isotropen Kopplung soweit angepasst, bis eine
Ubereinstimmung zum Experiment erfolgt. Zu der Gruppe der Protonen, die isotrope
Kopplungen aufzeigen, gehoren bei FeS-Zentren vor allem die Cystein-B-protonen. Wihrend
die Geriteparameter durch die FEinstellungen bei der Spektrenaufnahme festgelegt sind,
miissen also die magnetischen Parameter durch sukzessive Anpassung der
Spektrensimulationen an die experimentellen Spektren ermittelt werden. Abb. 5.6 zeigt
zusammenfassend die Dialogboxen zur Einstellung von Spindichte (links unten), g-Tensor-
Parameter (links unten), Protonen-Verwaltung (rechst) und das simulierte ESR-Spektrum, bei
dem die Arbeitspunkte durch Markierungen (links oben, griin Pfeile) angegeben wurden. Die

Markierungen entsprechen den Messpunkten der ENDOR-Spektrenaufnahme.
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Abb. 5.6: ENDOR-Simulation mit Phytia und dazu notwendige Dialogboxen: simuliertes ESR-
Spektrum mit ENDOR-Arbeitspunkte (links oben), Spinzentren mit Spindichte-Angaben (links unten),

g-tensor-Werte (Mitte unten) sowie Dialogbox zur Verwaltung und Parameter-Einstellung der

Protonen (Mitte, rechts).
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Die Dialogbox bei der die g-Eigenwerte anzugeben sind, enthélt zusétzlich die Funktion zur
Einstellung der g-Orientierung. Diese wird anhand dreier Winkel definiert (Drehung von gmax
und gmin £180°, gin £ 90°). Dadurch sind alle Raumlagen des Tensors einzustellen und kénnen
als kartesische Koordinaten abgelesen werden. In der Dialogbox der in die Simulation
einbezogenen Protonenkonne konnen neben der Einstellung der isotropen Kopplungen auch

die Protonenkoordinaten angepasst werden.

Der Schwerpunkt einer ENDOR-Simulation, liegt zunéchst auf den dufleren Kopplungen, da
der innere linienreiche Bereich der ENDOR- Spektren eine Uberlagerung zahlreicher Signale
darstellt. Zur Vorgehensweise bietet sich an, zunéchst die AuBenkopplungen mit den grof3ten
Aufspaltungswerten zu analysieren, da sie erfahrungsgemill nur von Protonen mit geringer
Distanz zum Spinzentrum verursacht werden. Wichtige Vorinformationen geben dabei die
Austauschexperimente, die eine Einschrinkung liefern, ob es sich um C-gebundenen oder um
NH bzw. OH- Protonen handelt. Die im Feld- Frequenz- Plot erkennbaren Linienverldufe sind
nun so nachzusimulieren, dass den einzelnen ENDOR-Resonanzen definierte Protonen
zugeordnet werden konnen. Dabei sind bei den experimentellen Spektren die Verldufe i.d.R.
nicht tiber den gesamten Feldbereich erkennbar. Die Gesamtsimulation eines einzelnen
Linienverlaufs darf bei diesen Regionen keine Widerspriiche liefern, d.h. Signale produzieren,
die im Experiment nicht vorhanden sind. Ist die Moglichkeit der Simulation des
Linienverlaufs gegeben, wird eine zweite AuBlenkopplung in die Simulation mit einbezogen
und die bislang gewihlten Parameter festgehalten. Nun muss ein Proton ermittelt werden, das
eventuell in der Lage ist, diese zweite AuBenkopplung nachzuvollziehen. Ist dies nicht zu
erreichen, kann die vorher ermittelte Parameterkombination als Losung ausgeschlossen
werden. Im Fall einer erfolgreichen Reproduktion der zweiten Hyperfeinkopplung miissen
dann weitere relevante Aufspaltung in die Simulation einbezogen werden, die Anzahl der
experimentellen #duBeren Signale betrigt bei FeS-Zentren typischerweise 3-4. Konnen
mindestens 3 AuBenkopplungen in ihrem Verlauf iiber den gesamten Magnetfeldbereich
nachvollzogen werden, konnen die gefundenen Parameter in ihre Kombination als Losung in
Betracht gezogen werden, bei 4 Linienverldufen ist sie als relativ sicher zu bewerten. Um die
angepassten Parameter zu iiberpriifen, bezieht man parallel zur Simulation der groBen
Kopplungen sukzessive austauschbare, ausschlieBlich dipolar koppelnde Protonen in die
Simulation ein und vergleicht die simulierten Resonanzverlaufe —mit den
Austauschexperimenten. Ist auch hier eine Ubereinstimmung gegeben, kann die gefundene g-

Tensor-Orientierung in die Struktur des Spinzentrums transferiert und mit dessen Geometrie
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verglichen werden. Die Vorgehensweise kann auch in umgekehrter Richtung erfolgen, d.h.
man wihlt zuerst eine g-Tensorlage, die sich in etwa an der Struktur des paramagnetischen
Molekiils orientiert und fiihrt dann die Simulation mit dem beschriebenen Testverfahren
durch.

Bei einer Simulation von ENDOR- Pulverspektren muss zusitzlich die Linienbreite der
Signale beriicksichtigt werden, insbesondere im Innenbereich kann zunédchst von zwei
Ursachen ausgegangen werden:

1. Linienverbreiterung, die durch Resonanzbeitrige von mehr als einem Proton herriihren. Die
Linienbreite der einzelnen Protonensignale setzt sich additiv zu einer verbreiterten
Gesamtresonanz zusammen und wird dann ndherungsweise mit einer Linienbreitefunktionen
angepasst.

2. Linienverbreiterung durch strain-Effekte. Neben der homogenen Linienverbreiterung und
inhomogener Linienverbreiterung aus technischen Griinden tragen strain-Effekte zu der Form
der Absorptionslinie bei. Phytia gibt die Maoglichkeit, g-strain-Efekte automatisch
einzustellen, aus Griinden der hohen Rechenkapazitit ist diese Funktion auf den Bereich der 3
Hauptwerte des g-Tensors beschrinkt. Alle anderen Variablen kénnen dann in ihrer Varianz

per Eingabe iiberpriift werden.

5.3.2.2 Simulationsprogramm Sacopane

Zur Anpassung der Simulationsparameter arbeitet man bei Phytia nach einer iterativen
Vorgehensweise. Zuerst sucht man eine Lage des g-Tensors, die in Frage kommt, die
Linienverldufe der stark koppelnden Protonen zu reproduzieren. Als Startinformationen
konnen Symmetrieeigenschaften des paramagnetischen Zentrums oder auch durch H/D-
Austausch gewonnene Protonenzuordnungen dienen. Nach Festlegung des g-Tensors lassen
sich dann in Feinabstimmung die Spindichteverteilung bzw. die isotrope Kopplungsanteile
simulieren. Die so ermittelten Parameter erlauben bei eindeutiger Simulierbarkeit aller
Arbeitspunkte eine exakte Beschreibung der magnetischen Eigenschaften des
paramagnetischen Zentrums. Problematisch zeigt sich die Vielzahl an Losungsméglichkeiten,
die sich ergeben kann, insbesondere bei der Untersuchung eines einzelnen Resonanzverlaufs.
Dabei konnen aufgrund der Fiille nicht alle Kombinationsmdglichkeiten hinsichtlich der
variablen Parameter erfasst werden, eventuell bleiben weitere LOsungsmengen
unberiicksichtigt. Ein weiteres Problem ist der groBe zeitlich Aufwand, der bei der iterativen

Anpassung der Simulation entsteht. Aus diesem Grund wurde im Verlauf dieser Arbeit
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innerhalb der Arbeitsgruppe ein Programm zur Durchfiihrung einer Automatikkalkulation
entwickelt, die beide Problemstellungen beriicksichtigt. Folgende Vorgehensweise wird dabei
durchgefiihrt :

1. Vorgabe eines spektral in weiten Bereichen nachzuvollziehenden Verlaufs unter
Beriicksichtigung der Linienbreite.

2. Zuordnung eines Protons zu diesem ausgewéhlten Verlauf.

3. Die Parameter g-Tensorlage, Spindichte und aj, werden in allen Kombinations-
moglichkeiten auf Reproduktion des Verlaufs iiberpriift.

4. Die automatisch ermittelten Parameter werden schrittweise auf Reproduktion weiterer

Verldaufe unter Addition zusétzlicher Protonen untersucht.

Die Automatikrechnungen werden mittels des Programms g-sacopane vorgenommen, die
Ergebnisse werden in eine Datenbank ausgelesen. Die Datenvorbereitung wird in der finalen
Version vollstindig mit Hilfe von Phytia vollzogen, d.h. alle relevanten Parameter fiir die
Automatikrechnung werden mit Phytia bestimmt, als Datei abgespeichert und dann von
Sacopane eingelesen. Das Programm ist dann einerseits in der Lage, die elektronischen
Parameter anhand der gewihlten Eingaben zu berechnen und andererseits, bei Fixierung
einzelner Parameter, den Einflufl von strain-Efekte zu bestimmen. Die Automatik-Kalkulation
gewihrleistet eine objektive Erfassung aller Losungsmoglichkeiten und bezieht sich, auf den
Simulationsalgorithmus nach [78]. Die Vorgehensweise gestaltet sich anlehnend an die
Simulationstechnik von Phytia. Zunéchst gibt man fiir eine groBe AuBenkopplung bei den
Arbeitspunkten, an denen sie anhand des F-Plots nachvollziehbar ist, die Resonanzpositionen
unter Beriicksichtigung der Linienbreite an. Diese wird mit Hilfe Phytia markiert und ist vom
Anwender in ihrer Grofe auszuwihlen. Weiterhin wihlt man ein Proton, das diesen Verlauf
reproduzieren soll, die dazugehorigen Koordinaten werden in pdb- Formaten aufgenommen.
Letztlich werden dann die variablen elektronischen Parameter in einem physikalisch erlaubten
Umfang kombiniert und auf Losungsmoglichkeit iiberpriift. Die Spannweite der Spindichte ist
anlehnend an das Spinkopplungsmodell unter Beriicksichtigung von Korrekturfaktoren zu
wihlen, die isotropen Kopplungswerte lehnen sich an die Minimal- und Maximalwerte aus
Literaturdaten der NMR- und ESR- Spektroskopie an. Dann wird eine Drehung des g-Tensor
in alle Raumrichtungen durchgefiihrt, die erhaltenen Lésungen werden gespeichert und auf
Reproduktion weiterer Linienverldufe und Protonenzuordnungen getestet. Im Idealfall erhilt
man nur eine Losungskombination, die dann wiederum mittels Phytia in Feinabstimmung an

die Spektren angepasst wird. Ist dies gelungen, konnen die einzelnen Parameter wieder mit
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Abb. 5.7: Aufbereitung der Simulation-Daten mit Phytia und dazu notwendige Dialogboxen:
Spinzentren mit Spindichte-Angaben (links unten), g-tensor Werte (links oben) sowie ENDOR-
Fenster und Dialogbox zur Verwaltung der Linienmarkierung (mitte,) und Parameter-Einstellung der

Protonen (rechts).

Sacopane auf ihre ToleranzgroBen untersucht und somit der Einfluss von strain-Effekten
bestimmt werden. Fixiert man z. B. die g-Tensorlage, die Spindichteverteilung und die
isotrope Kopplung eines Protons und ldsst dann die Protonenpositionen variieren, die
Resonanzpositionen innerhalb der Linienbreite ergeben, kann man den Umfang moglicher

Protonenkoordinaten bestimmen.

Die Visualisierung und Modifikationen von Strukturdaten, die in die Proton-ENDOR-
Simulation ein- bzw. aus dieser ausgehen, erfolgten mit dem Programm Quanta (Firma
Molecular Simulations) auf einer UNIX-Workstation des Arbeitskreises. Weiterhin steht das
frei erhiltliche Programm WebLabViewer sowie ein ihm Rahmen einer Diplomarbeit

entworfenes Programm zur Verfiigung.

81



6. Ergebnis

6. Ergebnis

6.1. Spektrenbeschreibung

Fiir die Detektion der ENDOR-Resonanzen und zur eindeutigen Kliarung ihres Verlaufs iiber
den gesamten Magnetfeldbereich wurden verschiedene CW- bzw. Puls-ENDOR- Messreihen
durchgefiihrt. Fiir die CW-ENDOR sind Modulation, Verstarkung, Temperatur und weitere
Gerite-Parameter optimiert worden. Zunichst wurden die Spektren der jeweils reduzierten
Probe in H,O-Puffer und in D,O-Puffer Probe bei hoher Modulation (400KHz)
aufgenommen. Dabei werden relative breite Linien hervorgehoben. Um eine hohere
Auflosung fiir Aufspaltung < SMHz um v, der lH—ENDOR—Signale zu erhalten, ist
anschliefend eine Messreihe bei niedriger Modulation (100KHz) im Abstand von 1mT
erstellt worden. Daneben ist auch die Technik der Puls- ENDOR herangezogen worden, um
hauptsichlich groBBe und verbreiterte Signal-Verldufe aufzukldren bzw. um eine Trennung der
Signale beider Zentren zu erreichen. Die eingesetzten Geriteparameter sind in Kap. 5.2
aufgefithrt. Bei der folgenden Beschreibung der Spektren wird zundchst auf die
hochmodulierten CW-Spektren am jeweiligem Magnetfeld- bzw. g-Wert-Bereich
(Arbeitspunkt) eingegangen, essentielle Informationen der niedrigmodulierten Messreihen

werden gesondert beschrieben (Kap. 6.1.3).

6.1.1 Hochmodulierte CW- ENDOR- Spektren in H,O-Puffer

Die ersten ENDOR-Signale treten bei gmax des Eisen-Schwefel- Clusters II auf, der gm.x- Wert
betrigt 2.063 und wurde durch die ESR-Simulation ermittelt (Kap. 3.3.3). Bei ca. -4.94MHz
ist hier ein ENDOR- Signal erkennbar, welches mit einer Linienbreite von ca. 1.2MHz stark
verbreitert ist. Diese mit A bezeichnete Linie (Abb. 6.1, I) verlauft symmetrisch, sie erscheint
auf der hochfrequenten Seite an gleichem Frequenzbereich mit positivem Vorzeichen. Diesem
Signal folgen iibergangslos zwei weitere, stark verbreiterte und ineinander laufende
Resonanzen, deren Signalmaxima und Linienbreite bei diesem Arbeitspunkt nicht exakt
bestimmt werden konnen. Im Bereich von ca. + 2MHz um v, sind dann zwei weitere Signale
mit sehr hoher Signalintensitit vorhanden. Bei g = 2.0523 sind nun 3 deutlich unterscheidbare

AuBenlinien erkennbar (Abb. 6.1, II), Linie A zeigt sein Intensitdtsmaximum bei —4,41MHz
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bzw.+ 4,42MHz und besitzt eine Linienbreite von ca. 0.9 MHz. Das ihr unmittelbar
benachbarte Signal B weist ein Maximum der Intensitit bei —3.39 MHz/3.41MHz auf und hat
ebenfalls eine Linienbreite von ca. 0.9MHz. Von Linie B deutlich separiert erscheint eine
dritte AuBenlinie, die als Signal C gekennzeichnet wird. Dieses Signal besitz ein
Signalmaximum bei ca. -2.41MHz/2.47 MHz und eine Linienbreite von etwa 0.8 MHz,
wobei C in seiner Intensitdt nicht auf einen Wert gegen Null sinkt, sondern in den
Innenbereich des ENDOR-Spektrums iibergeht. Das folgende ENDOR- Spektrum bei g =
2.04 (Abb.5.1 III) weist keine wesentliche Anderung gegeniiber dem Spektrum des
vorhergehenden Arbeitspunktes auf. Signal A zeigt einen leicht groeren Aufspaltungswert
als zuvor und ist bei der Linienbreite nahezu unverdndert. Auch Aufspaltung B ist nur
minimal grofer geworden, Linie C und B vermischen sich ab diesem Arbeitspunkt wieder.
Das letzte Spektrum im Bereich von gn.x, welches nur Beitrige vom Eisen-Schwefel-Cluster
IT enthalten kann, wurde bei g = 2.0275 aufgenommen (Abb. 6.1, IV). Kopplung A ist in
seiner Aufspaltung und Breite unverdndert und erreicht somit bei 332 mT und 334 mT seine
maximalen Kopplungswert von A, = 9.1MHz. Deutliche Anderung erfahren die beiden
anderen AuBenlinien B und C, die sich bei diesem Feldwert zu einer sehr breiten Linie
vermengt haben. Auch der Innenbereich erfihrt an diesem Arbeitspunkt eine Veridnderung
seiner Form. Bei gleich bleibender Linienbreite von etwa 1.4MHz spaltet diese Linien in 2
Intensitétsspitzen auf (Abb. 6.1, IV).

Ab einem g-Wert von 2.021 (gm./FeSI) ist eine Resonanziiberlagerung beider Cluster-
Signale bei den ESR- bzw. ENDOR-Spektren vorhanden (Abb. 6.2 und 6.3). Die folgenden
Arbeitspunkte liefern Signale beider reduzierten Metallzentren bis gnin/FeSI, eine Korrelation
der ENDOR- Signale zu den jeweiligen Cluster ist somit erschwert. Aufgrund dieser unklaren
Zuordnungsmoglichkeit sollen die hier vorkommenden AuBlenkopplungen zunéchst mit einem
* gekennzeichnet werden. Die duBlerste Resonanzlinie A* befindet sich bei g = 2.015 an
gleicher Position wie die zuvor beschrieben Kopplung A (Abb. 6.2, 1), Linie B* hat ein
Maximum bei —3.44MHz/3.41MHz und ist mit tiber 2MHz weiterhin deutlich verbreitert. Im
Innenbereich ist gegeniiber dem iiberlagerungsfreien vorherigen Arbeitspunkt kein
signifikanter Unterschied aufgetreten. Eine Vergroferung der Aufspaltungswerte um ca.
0.1MHz des Signal A* ist bei g = 2,00 erkennbar (Abb. 6.1, II), auch die Signal-Intensitit

nimmt zu. Eine Aufspaltungszunahme gleicher Gréenordnung tritt bei B* auf.

83



6. Ergebnis

328 mT
9=2.0634

CB A 330mT
g=2.0523

332 mT
g=2.0396

334 mT
g=2.0275

V.. IMHZ]

Abb. 6.1: ESR-Spektrum (obere Graphik, die g-Hauptwerte der FeS-Zentren sind mit I bzw 1I
gekennzeichnet); experimentelle ENDOR-Spektren (untere Grafik). Die mit I-IV numerierten Pfeile
geben die jeweiligen Arbeitspunkte im ESR-Spektrum an, die Bezeichnungen A-C beziehen sich auf
die im Text beschriebenen Kopplungen im Bereich FeSII. Die mit einem # gekennzeichneten Bereiche
stellen Storsignale dar.
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v.. [MHz]

Abb. 6.2: ESR-Spektrum (obere Graphik, die g-Hauptwerte der FeS-Zentren sind mit I bzw 1I
gekennzeichnet); experimentelle ENDOR-Spektren (untere Grafik). Die mit I-IV numerierten Pfeile
geben die jeweiligen Arbeitspunkte im ESR-Spektrum an, die Bezeichnungen A*und B* beziehen sich
auf die im Text beschriebenen Kopplungen im Bereich FeSI und FeSIl. Die mit einem #
gekennzeichneten Bereiche stellen Storsignale dar.
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Signal A* hat beim folgendem Arbeitspunkt g = 1.99 seinen groften Kopplungswert von ca.
9.5MHz, etwa 0.4MHz grofer als Signal A im {iiberlagerungsfreien Bereich (Abb. 6.2, III).
Auffillig ist ab gnax von FeS- Clusterl eine sprunghafte Zunahme der Signalintensitit von A%,
dies liefert einen Hinweis moglicher Beitrige beider Zentren zu dieser Kopplung. Bei dem
folgenden Arbeitspunkt sind deutlich voneinander separierte Signale im Aufenbereich < +5
MHz nicht mehr erkennbar, sondern vermischen sich bei g = 1.979 zunehmend (Abb. 6.2,
IV). Bei diesem Arbeitspunkt neu auftretend ist im Bereich von 4.8MHz bis 5.9MHz im
hochfrequenten Bereich ein ca. 1.1MHz breites, intensititsschwaches Signal. Es zeigt
zundchst ein unsymmetrisches Verhalten und ist bei den CW-Spektren nur schwach
erkennbar. Dieses Signal, mit D bezeichnet, tritt ab g = 1.967 (344 mT) beidseitig in
Erscheinung (Abb. 6.3, I). Bis g = 1.934 nimmt die Aufspaltung von D einen Maximal-Wert
von ca. 13.1MHz an (Abb. 6.3, IV) und verlduft bis gn;, von FeSII wieder in den Innenbereich
der Spektren. Aufgrund des Verlaufs iiber gni, des Cluster] hinweg bis zum letzten
Arbeitspunkt von Clusterll, kann diese Linien eindeutig FeSII zugeordnet werden. Bei g =
1.9349 ist neben Signal D eine weitere, mit C* gekennzeichnete AufBlenlinie vorhanden, die
eine Aufspaltung von 8.6MHz mit relativ hohe Signalstirke aufweist und ca. 0.85MHz breit
ist (Abb. 6.3, IV). Kopplung C* ist bis g = 1.924 mit einer Grofe von ca. + 4.25MHz um vy
vorhanden (Abb. 6.4, I). Aufgrund des starken Abklingens von C* an Arbeitspunkten nach
gin/FeSI deuten sich Signalanteile des FeSI-Clusters an.

Im nun wieder iiberlappungsfreien Bereich von FeSII sind neben dem bereits beschriebenen
Signal D keine weiteren Aufenlinien erkennbar. Verlauf D ist bei gmin/FeSII nicht mehr
detektierbar (Abb. 6.4, IV). An diesem letzten ENDOR-Spektrum sind drei Signalmaxima
vorhanden, deren dullerste eine Aufspaltung von + 3.1MHz zeigt und Aufgrund hoher
Intensitdt von mehreren Protonenbeitrigen stammen kann. Dies gilt ebenso fiir die beiden

niher an vy liegenden Signale.

Somit konnen also zusammenfassend 4 Kopplungen (A-D) aufgrund der Arbeitspunkte im
ESR-Spektrum Metallzentrum FeSII zugesprochen werden. Die Kopplung D wurde bei dieser
Messreihe trotz unterschiedlicher Einstellung von Gerdteparameter und Temperaturen nur
ungenau skizziert und soll bei den Puls-Messungen weiter beschrieben werden. Die
Kopplungen A*-C* konnen aufgrund ihrer Lage zumindest teilweise FeSI zugeordnet werden

und lassen sich bei den niedrigmodulierten Spektren detaillierter nachvollziehen.
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344 mT
g=1.9673
1 #
D D
346 mT
2 #
D D
348 mT
g=1.9463
3 4

v, IMHZ]

Abb. 6.3: ESR-Spektrum (obere Graphik, die g-Hauptwerte der FeS-Zentren sind mit FeSI bzw. 11
gekenzeichnet); experimentelle ENDOR-Spektren (untere Grafik). Die mit I-IV numerierten Pfeile
geben die jeweiligen Arbeitspunkte im ESR-Spektrum an, die Bezeichnung D und C* beziehen sich
auf die im Text beschriebenen Kopplung im Bereich FeSI und FeSIl. Die mit einem #
gekennzeichneten Bereiche stellen Storsignale dar.
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v [MHz]

Abb. 6.4: ESR-Spektrum (obere Graphik), die g-Hauptwerte der FeS-Zentren sind mit I bzw II
gekennzeichnet); experimentelle ENDOR-Spektren (untere Grafik). Die mit [-IV numerierten Pfeile
geben die jeweiligen Arbeitspunkte im ESR-Spektrum an, die Bezeichnung D und C* beziehen sich
auf die im Text beschriebenen Kopplung im Bereich FeSI und FeSIl. Die mit einem #
gekennzeichneten Bereiche stellen Storsignale dar.
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6.1.2 Hochmodulierte CW- ENDOR- Spektren in D,O-Puffer

Die AOR-Spektren in D,O-Puffer wurde mit den gleichen Geriteparametern wie die zuvor
beschriebene Messreihe aufgenommen In diesem Medium kann ein 'H/"D—Austausch von
Protonen erfolgen, die an ein N, S- oder O-Atom gebunden sind. Das quantitative Ausmal} der
H/D-Austauschs ldsst sich dabei nicht bestimmen. Die D,O-Spektren sind allgemein meist
schwicher in der Signalintensitét als die Spektren der undeuterierten Probe. Nach Normierung
(Kap. 5.2.6) konnen die Spektren beider Proben jedoch miteinander verglichen werden und
liefern Informationen iiber die Art der Protonenbindung. Im Fall eines unverdnderten Signals
laBt sich die entsprechende Resonanzlinie einem Proton zuordnen, das an ein C-Atom
gebunden ist. Zeigen sich bei den Resonanzlinien Anderungen gegeniiber der protonierten

Probe, deutet dies auf einen N-oder O- Bindungspartner des Protons.

Zunichst soll wieder der iiberlagerungsfreie Bereich gn,.FeSII betrachtet werden. Wahrend
bei Signal A keine beidseitige Intensititsminderung im Vergleich der deuterierten Probe zur
nativen Probe erkennbar ist, ldsst sich ein Riickgang der Signalhohe von Signal B erkennen
(Abb.6.5, oben). Auch Resonanz C zeigt bei den Austauschexperimenten einen leichten
Intensitétsriickgang. Im Innenbereich des ENDOR-Spektrums erfolgt dagegen ein
ausgepragtes Abklingen des Intensitdtsmaximums, dieses befindet sich im Bereich + 1.4MHz
mit einer Linienbreite > 1.1MHz. Der Innenbereich hat bei den folgenden Arbeitspunkten die
gleiche Aufspaltungsgrole und zeigt auch hier einen Signalriickgang bei der deuterierten
Probe. Die gleiche Beobachtung trifft ebenfalls auf Linie B und C zu, wihrend bei Linie A
kein eindeutiger beidseitiger Riickgang der Intensitét erkennbar ist und somit deutlich wird,
das an diesem Signal kein austauschbares Proton bzw. Protonen beteiligt sind.

Gleiche Aussagen lassen sich iiber Kopplungen A* und B* treffen. Bei A* ist keine
Intensitédtsinderung feststellbar, wihrend bei B* ein Signalriickgang vorhanden ist (Abb. 6.5,
unten). Der Intensititsriickgang von B und B* ist nicht sehr stark ausgeprigt, kann aber
mittels genauer Spektrenanalyse (Kap. 5.2.6) als Austausch-Merkmal identifiziert werden.
Interessant fiir die Auswertung ist der Intensitétsriickgang der Innenlinie bei + 1.9MHz und

im Bereich + 1.3MHz, dort wird das Signal nahezu vollstindig vermindert (Abb. 6.5, unten).
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FeSll g=2.027
A BC C B A

#
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FeSl+FeSll g=2.015
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10 15 20
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Abb. 6.5: ENDOR-Spektren an verschiedenen Arbeitspunkten in protoniertem (schwarze Linie) bzw.
deuteriertem Medium (blaue Linie). Die Pfeile markieren Linien mit reduzierter Intensitit (s. Text).
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FeSl+FeSll

g=1.944

FeSl+FeSlI

g=1.924

14 16

RF [MHz]

Abb. 6.6: ENDOR-Spektren an verschiedenen Arbeitspunkten in protoniertem (schwarze Linie) bzw.

deuteriertem Medium (blaue Linie). Die Pfeile markieren Linien mit reduzierter Intensitit (s. Text).

Die intensitdtsschwache Kopplung D ist jeweils um den Faktor 5 vergrof3ert.
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Bei den Arbeitspunkten im intermedidren Bereich beider Spektren zeigt sich weiterhin bei den
Innenlinien ein starker Signalriickgang im Vergleich der deuterierten Probe gegeniiber der
undeuterierten Probe. Bei Kopplung D gibt es dagegen keine Hinweise auf Austauschbarkeit
(Abb. 6.6, oben und unten), eine Signalabnahme iiber die Arbeitspunkten von giy bis gmin 1St
nicht erkennbar ist. Bei Auflenkopplung C* ist ebenfalls keine signifikante Linieninderung
erkennbar (Abb. 6.6, unten). FEin Intensititsriickgang zeigt sich dagegen an diesem
Arbeitspunkt g;, /FeSI im Bereich -1.37MHz/1.51MHz auf (Abb. 6.6, unten).

Zusammenfassend lisst sich festhalten, das A, A*,C* und D keine deutlichen Anzeichen fiir
einen H/D-Austausch zeigen und somit aus einer C-H-Bindung resultieren. Bei B, B* und C
liegen dagegen Anzeichen vor, dass Signal-Anteile von austauschbaren Protonen vorliegen.
Eindeutig erkennbar sind Anderungen des Innenbereichs. Uber alle Arbeitspunkte ist bei RF-
Frequenzen von -2.8MHz bis -1.2MHz und andererseits 1.1MHz bis 2.9MHz bei der
deuterierten Probe ein deutlicher Signalriickgang zu beobachten. Aufgrund der hohen
Signalintensitit und der Linienbreite wird erkennbar, dass in diesen Frequenzbereichen

mehrere Protonen Signalbeitrige liefern, von denen einige austauschbar sind.

6.1.3 Niedrigmodulierte CW- ENDOR- Spektren in H,O-Puffer

Die zuvor beschriebenen Spektren mit einem Modulationshub von 400KHz zeigen im nicht-
tiberlagerten Bereich von FeSII eine Darstellung der AufBenlinien mit einer zufrieden
stellenden Signalintensitit und Auflosung. Ausnahme bildet die Aufspaltung D. eine weitere
Erhohung des Modulationshubs ergab keine Verbesserung bei der Detektion dieser Kopplung.
Bei Erniedrigung des Modulationshubs werden Auflenlinien > 5MHz allgemein mit niedriger
Intensitdt detektiert und wurden fiir eine Darstellung der &duBeren Resonanzen nicht
herangezogen. Mit der niedrigen Modulation der RF-Frequenz kann man dagegen innerhalb
des Frequenzbereichs von ca. 10-20MHz eine hohere Auflosung der ENDOR-Spektren
erhalten. Aus diesem Grund wurden niedrigmodulierte Messungen im Abstand von 1mT
durchgefiihrt. Bei diesem Modulationshub zeigen die Spektren ein relativ schlechtes Signal-
Rausch-Verhiltnis. Dieser Umstand erfordert gegeniiber den hochmodulierten Messreihen

eine Erhohung der Einzeladditionen um den Faktor 1.5 bis 2.
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2 g=1.996

A* B* B * A*

10 1I5 20
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Abb. 6.7: Niedrigmodulierte Spektren im Bereich g,,x FeSI. Die mit I-III numerierten Pfeile geben die
jeweiligen Arbeitspunkte im ESR-Spektrum an, die Bezeichnung A* und B* beziehen sich auf die im
Text beschriebenen Kopplungen im Bereich FeSI und FeSII. Die mit einem # gekennzeichneten
Bereiche stellen Storsignale dar.

93



6. Ergebnis

1 g=1.935
2 g=1.928
3 g =1.922
C* C*
| ! | ! |
10 15 20
RF [MHz]

Abb. 6.8: Niedrigmodulierte Spektren im Bereich g,;, FeSI. Die mit I-III numerierten Pfeile geben die
jeweiligen Arbeitspunkte im ESR-Spektrum an, die Bezeichnung C* bezieht sich auf die im Text
beschriebene Kopplung im Bereich FeSI und FeSII.
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Im Bereich gnax/FeSII wurden die Kopplungen A-C bei dieser Messreihe nur mit einer relativ
geringen Signalintensitét erhalten und liefern keine zusitzlichen Informationen fiir FeSII. Ab
gmax/ FeSI werden dagegen wichtige spektrale Details aufgedeckt. Kopplungen A* und B*
werden zundchst nur schwach detektiert (Abb. 6.7, I). Bei den folgenden Feldpositionen
werden diese Linien nun aber mit steigender Intensitidt und klarer Auflosung gemessen. Diese
Entwicklung zeigt sich iiber den gesamten Bereich gn.x FeSI. Wihrend bei der 400KHz-
Modulation zwei verbreiterte Linien erkennbar sind (vgl. Abb. 6.2 und Abb. 6.5), konnte bei
der nun vorliegenden Einstellung diese Linien weiter aufgelost werden (Abb. 6.7, II+III). A*
wird mit 2 separierten Linien, B* auf der niederfrequenten Seite mit 2 und auf der
hochfrequenten Seiten mit bis zu 4 Linien aufgeldst. Diese Linienentwicklungen deuten auf
Anteile von Cluster I in diesem Bereich. Im Innenbereich ist ebenfalls eine bessere Auflosung
vorhanden, im Bereich g.,.x FeSI sind bis zu 4 separierte Resonanzlinien erkennbar gegeniiber
1 bis 2 verbreiterten Linien bei 400KHz Modulationshub.

Im Bereich von gin bis gmin FeSI (Abb. 6.8, II+III) zeigt sich eine Auflosung von bis zu 16
Resonanzlinien im Innenbereich von ca. 5-15MHz. Eine Zuordnung zu den Zentren ist den
experimentellen Spektren dabei nicht zu entnehmen, zumal bei diesen g-Werten auch Beitrige
des Mo(V) slow-Signals vorhanden sein konnen. Im AuBenbereich ergibt sich jedoch ein
wichtiges Merkmal. Signal C* ist bei den niedrigmodulierten Spektren klar dargestellt und hat
um g = 1.93 (Abb. 6.8, I und II) seine groBite Aufspaltung mit 8,5MHz. Die Signalintensitit
dieser Resonanz ist bei gni,/FeSI deutlich abgeklungen und {iiber gn;,/FeSI bei den CW-
Spektren nicht mehr erkennbar. Dieses Merkmal spricht fiir einen Anteil von FeSI zu dieser
Linie. An weiteren Messpunkten bis gmin/FeSII ergeben die niedrigmodulierten Spektren
keine wesentliche Zusatzinformationen gegeniiber den hochmodulierten Spektren. Die
spektralen Merkmale beider Messreihen mit unterschiedlichen Modulationshiiben konnen nun
in einem Feld-Frequenz-Plot zusammengefasst werden (Kap. 6.1.5). Zuvor sollen im néchsten

Kapitel die Ergebnisse der Puls-Spektroskopie aufgezeigt werden.

6.1.4 Puls-ENDOR-Spektren

Die von den CW-ENDOR-Spektren gewonnenen Daten bilden die Grundlage fiir die
anschlieBende Simulation, zeigen aber Liicken bei der Detektion verbreiterter Auflenlinien.

Ziel der Puls ENDOR-Spektroskopie ist es daher, die Daten anhand einer weiteren
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spektroskopischen Methode zu erginzen, die Anzahl der beobachtbaren Resonanzen auf ihre
Vollstiandigkeit zu iiberpriifen und eine Moglichkeit zu finden, die Signale der beiden [2Fe-
2S]-Zentren zu separieren. Dabei wurden die in Kap. 5.2.5 beschriebenen Davies-Puls-
Sequenzen eingesetzt. Bei dieser Pulssequenz konnen intensititsschwache Kopplungen in
einem Radiofrequenzbereich von 1-30MHz detektiert werden. Eine Moglichkeit der
Separierung  bei der CW-ENDOR-Spektroskopie ist durch  unterschiedliche
Temperatureinstellungen bzw. unterschiedlicher Mikrowellenleistung getestet worden. Eine
Zuordnung der Clustersignale konnte bei diesen Versuchen jedoch nicht eindeutig erreicht
werden. Die Puls-ENDOR-Spektroskopie soll als weitere Methode diese Fragestellung
untersuchen. Ein Ansatz liegt in den unterschiedlichen Relaxationszeiten beider Zentren, die
sich in dem unterschiedliche Verhalten der ESR-Signale wihrend einer temperaturabhingigen
Versuchsreihe duBern (Kap. 3.3.3). Eine wichtige Erkenntnis aus den Puls-Spektroskopie-
Experimenten ist zunichst die Tatsache, dass bei gmax und gin beider Cluster keine weiteren,
bei den CW-ENDOR-Spektren eventuell nicht aufgedeckten Resonanzlinien im Auflenbereich
gefunden wurden (Abb. 6.9). Somit stellt die Resonanz D mit einem Ap,x-Wert von 13.1
MHz die groBte Kopplung dar. Wie beschrieben ist sie bei den CW-Spektren nur stark
verbreitert aufgetreten. Dies gilt besonders fiir den niederfrequenten Bereich. Wie in Abb. 6.9
erkennbar ist, konnte die Puls-Spektroskopie Verlauf D deutlich darstellen. Zusitzlich konnte
ein Bereich E im iiberlagerungsfreien Bereich bei guin/FeSII, der bei den CW-Spektren
zunéchst nicht kenntlich wurde, als verbreiterter Signal identifiziert werden. Wahrend dieser
Resonanzbereich vor den Arbeitspunkten von gmin/FeSI in den CW-Spektren intensitétsstark
vorhanden ist (Abb. 6.8) und mit C* bezeichnet wurde, geht die Signalhthe im
tiberlagerungsfreien Bereich bei der CW-Messung fast gegen Null zuriick. Wie den Puls-
Spektren zu entnehmen ist, sind jedoch schwache Signale weiterhin vorhanden und konnen
somit Clusterll zugesprochen werden. Die bei der CW-Spektroskopie detektierten
Aussenkopplungen konnten also durch diese Resonanzlinie ergéinzt werden, die Kopplungen
A,B,C,A*B* und C* wurden bei den Puls-Spektren mit den bei den CW-Spektren
beschriebenen Merkmalen detektiert. Der Innenbereich konnte bei der eingesetzten Puls-
Sequenz dagegen nicht aufgelost werden und zeigt keine weiteren signifikanten

Resonanzlinien.
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Abb. 6.9: Darstellung der Puls-ENDOR-Spektren iiber den gesamten g-Wert-Bereich in 1. Ableitung. Mit
D und E sind intensitdtsschwache AuBlenlinien gekennzeichnet (Beschreibung s. Text).




6. Ergebnis

Die Davies-Sequenz wurde einerseits gewihlt, weil sie geeignet ist, groBe Aussenkopplung zu
erfassen. Gleichzeitig soll versucht werden, bei geeigneten Pulslingen und Pulsabstinde die
Unterschiede bei den Relaxationszeiten Tjund T, selektiv nutzen, um Signale der beiden FeS-
Cluster zu separieren. Die Puls- Spektren wurden nach dem Testen verschiedener Parameter
mit zwei unterschiedlichen Pulsabstinden (t = 400ns und t = 1200ns) aufgenommen. Bei
einem Pulsabstand von © = 400 ns konnten alle AuBenlinien mit zufrieden stellender
Signalstirke dargestellt werden. Bei zunehmender Erhohung der Pulsabstinde bei
Verwendung ansonsten gleich bleibenden Parametern reduziert sich die Gesamtintensitit des
Absorptionsspektrums, gleichzeitig verschlechtert sich das Signal-Rauschverhiltnis.
Zunehmend bis T = 1200 ns zeigt sich dabei eine, wenn auch zum Teil geringe Anderung in
der Spektrenform. Kenntlich wird diese Anderung v.a. bei Kopplung D. Diese ist bei T = 1200
ns nicht vorhanden (Abb. 6.10). Die Reduktion von Resonanz D bei T = 1200 ns ldsst sich
iiber alle Arbeitspunkte hinweg beobachten. Da sie eindeutig Cluster FeSII angehort, ergeben
sich somit Ansitze, dass bei diesem Pulsabstand FeSII unterdriickt, bzw. FeSI dominant

detektiert wird.

g.,FesSl

Abb.6.10: normierte Absorptionsspektren (oben, schwarze Linie bei t = 400 ns, blaue Linie bei Tt =
1200 ns) und Differenzspektren (unten). Die gekennzeichneten Signale deuten auf Anteile von FeSII
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Abb. 6.11: normierte Absorptionsspektren (oben, schwarze Linie bei t = 400 ns, blaue Linie bei t =

1200 ns) und Differenzspektren (unten). Die gekennzeichneten Signale deuten auf Anteile von FeSII.

Signal C* ist dagegen bei T = 1200 ns vorhanden, die Signalstérke ist jedoch zuriickgegangen
und die Linienform leicht verdndert. Resonanzlinie C* wird nach den CW-Daten von FeSI
verursacht. Nach Normierung und Bildung von Differenzspektren weisen diese nun Signale
auf, die von FeSI und FeSII stammen konnen (Abb. 6.10). Zu C* tragen demnach beide
Cluster Beitrdge, zu D nur FeSII bei. Fiir A* kann die selbe Aussage getroffen werden wir fiir
C*, beide Cluster liefern Beitrige zu diesem Resonanzbereich (Abb. 6.11). Die Spektren
deuten also auch bei diesem Arbeitspunkt auf die Moglichkeit, das Signale von FeSI bei
groen Puls—Abstinden dominieren bzw. Signale von FeSII abgeschwicht werden. Diese
experimentellen Ergebnisse miissen einer Analyse unterzogen werden, bevor eine Simulation
durchgefiihrt werden kann, werden zundchst die experimentellen Daten in einem F-Plot

zusammengefasst.
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6.1.5 Feld-Frequenz-Plot (F-Plot) der AOR

Nachdem die beschriebenen spektroskopischen Verfahren die unterschiedliche Darstellung
der Hyperfeinwechselwirkungen ergeben, werden die Linienverldufe der Auflenlinien und z.
T. des Innenbereichs in einem Feld-Frequenz-Plot in einer zweidimensionalen Darstellung
wiedergegeben (Abb. 6.12). Mit dieser Darstellungsweise ldsst sich der Verlauf der
Hyperfeinkopplungen iiber den gesammten Magnetfeldbereich beschreiben. Die
Vorgehensweise bei der Erstellung eines sog. F-Plots ist in Kap. 5.2.6 aufgefiihrt. Fiir jede
Messserie wurde zunichst unabhiingig voneinander ein eigener F-Plot erzeugt. Abb. 6.12
zeigt eine Zusammenfassung der beiden F-Plots der CW-Spektren. Dieser Gesamt-Plot
wurde um die wesentlichen Erkenntnisse der Puls-Spektren ergénzt. Dabei ist die Linienbreite
nicht beriicksichtigt (Ausnahme bei D), zur iibersichtlichen Darstellung werden nur die
Frequenzbereiche der Signalmaxima aufgetragen. ENDOR-Resonanzlinien, die kleiner
+1.0MHz um v, auftreten, sind iiber den gesamten Magnetfeldbereich an gleicher Position
vorhanden. Signale dieser Art stammen von verschiedenen Protonen mit Abstinden bis 5 A
und sind fiir die Auswertung i. d. R. nicht nutzbar. Sie werden bei der Simulation nicht
einbezogen und sind deshalb im F-Plot nicht dargestellt. Essentielle Informationen enthalten
dagegen die Verldufe im AuBlenbereich der ENDOR-Spektren. Wie in Kap. 3.32.3 aufgefiihrt,
zeigen Signale von Cystein-B-protonen grofle Kopplungswerte, da sie beide Terme der
Hyperfeinaufspaltung enthalten. Somit sind ihre Aufspaltungswerte charakteristisch grofer
als die von ausschlieBlich dipolar koppelnden Protonen.

Wichtig fiir die Simulation sind zunichst die iiberlagerungsfreien Arbeitspunkte bei gmax
/FeSII und bei gmin /FeSII . Die Kopplungen A, B, C, haben im Bereich gm,x einen
gekriimmten Verlauf, die Aufspaltung von A und B erreichen hier ein Maximum, bevor die
Kriimmung wieder nach innen verlduft. Signal C zeigt einen steileren Verlauf und ist
aufgrund von Uberlagerungseffekten weniger klar nachzuvollziehen. Im Bereich von ca. +
2MHz um vy sind bis zu 4 Signale mit deutlicher Verbreiterung und hoher Signalintensitit
vorhanden. Da frithere ENDOR Simulationen zeigten, das Resonanzenverldufe in diesem
Frequenzbereich nidherungsweise reproduziert werden konnen, werden sie bei Auswertung der
ENDOR-Spektren beriicksichtigt und ihre Signalmaxima im F-Plot aufgetragen. Ihre
Verlaufsformen zeigen bis gmin jedoch keine hervorragenden Merkmale. Zwischen gj, und

2min/FeSII kann der Verlauf D dagegen deutlich aufgezeigt werden. Die Punkte geben die
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Mitte der Resonanzlinie wieder, die Linienbreite ist mit Balken dargestellt. Die Signalmaxima
von E konnen aufgrund der geringen Intensitit der Resonanz nicht exakt angegeben werden,

dieser Bereich ist mit einem Kreis markiert.
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Abb. 6.12: Feld-Frequenz-Plot der experimentellen ENDOR Spektren. Die mit Punkten
gekennzeichneten Signale stammen aus der hochmodulierten MeBreihe (400 KHz), die mit Kreuzen
angegeben Signale aus den niedrigmodulierten Aufnahmen (100 kHz). Die vertikalen Linien von D
zeigen die Linienbreite an. Die Bezeichnungen A, B, C, D; E; A*; B* und C* beziehen sich auf die im
Text beschriebenen Kopplungen. Die gepunkteten Kreise zeigen die Bereiche des verbreiterten Signals
E an, das bei den Puls- ENDOR- Spektren detektiert wurden.
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Im Magnetfeldbereich zwischen 335mT und 352mT treten Signale beider Cluster liberlagert
auf, was sich in einer erhohten Anzahl observierter Resonanzen widerspiegelt. Ein klarer
Linienverlauf ist wegen der beschriebenen spektralen Uberlagerung und der
Linienverbreiterung nur bedingt moglich. Resonanz A* ist infolge seines erstmaligen
Auftretens ab gm.,x FeSI diesem zumindest teilweise zuzusprechen. Der Verlauf zeigt eine
dhnliche Kriimmung wie Verlauf A. Fiir Bereich B* kann diese Aussagen aufgrund
tiberlagerter Resonanzen und deutlicher Verbreiterung dieses Signals nur bedingt getroffen
werden. Hinweise auf Anteile des Signals C* zu FeSI ergibt sich durch die Tatsache, das der
Verlauf nach dem Arbeitspunkt gnmin/FeSI endet. Die beschriebenen Resonanzverldufe und
ihre Analyse auf Austauschbarkeit stellen somit die aus der CW-ENDOR und der PULS-
Spektroskopie erhaltenen Informationen dar, die neben den Strukturdaten als Basis fiir die
anschlieBende Simulation dienen. In Abb. 6.13 werden zusammenfassend die

Resonanzbereiche mit Hinweisen auf Beitridge austauschbarer Protonen zusammengefasst.
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Abb. 6.13: Vergleich der beiden hochmodulierten Messreihen in H,O-Puffer (schwarzer Plot) und

D,0O-Puffer. Die blauen Punkte kennzeichnen Bereiche bei denen eine Signaldnderung auftritt.
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6.2 Simulation

6.2.1 Simulation FeS-Cluster 11

Zunichst soll bei der Simulation der [2Fe-2S]- Cluster FeSII betrachtet werden, da aufgrund
der groBeren Anisotropie seines ESR-Spektrums iiberlagerungsfreie Bereiche bei den
ENDOR- Spektren vorhanden sind (Abb. 6.1 und Abb. 6.4). In den Magnetfeldbereichen
zwischen 328 mT (gmax FeSI) bis 335mT und 353mT bis 358mT (gi, FeSII), die im
tiberlagerungsfreien Bereich von Fell liegen, ist davon auszugehen, dafl die ENDOR- Signale
an diesen Arbeitspunkten ausschlieBlich von Cluster II stammen. Der F-Plot beschreibt die
Form der dort auftretenden Signalverldufe, diese sollen nun bei der Simulation nachgebildet
werden. Die Simulation FeSII der experimentellen Spektren orientiert sich zunédchst an den
duBeren Kopplungen A-D. Wie zuvor beschrieben, haben Kopplung A und B ihre maximale
GroBe zwischen gmax und gin (A ca. 9.1 MHz bei g = 2.0256, B ca. 6.9MHz bei g = 2.0381),
bevor sie in den Innenbereich iibergehen bzw. von Signalanteilen FeSI beeinfluBt werden. Der
Verlauf der Kopplungen C ist aufgrund iiberlagerter Beitrdge des Innenbereichs und partieller
Uberlagerung mit Verlauf B weniger deutlich separiert, soll aber dennoch als ein Fixpunkt
fir die Simulation der ENDOR- Signale herangezogen werden. Verlauf D befindet sich
zwischen giy und gpin von FeSII mit einer Maximalaufspaltung von 13.1MHz, die ENDOR-
Spektren geben keinen Hinweis auf Beitrdge austauschbarer Protonen zu dieser Kopplung.
Daher miissen Cysteinprotonen zur Analyse dieser Resonanzlinie herangezogen werden.
Verlauf D weist AufspaltungsgroBBen auf, die einerseits nur von Protonen stammen konnen,
die, besitzen sie ausschlieBlich dipolare Wechselwirkung, Distanzen < 3A haben miissen.
Diese geringe Distanz tritt nur bei wenigen NH-Protonen auf, deren Beteiligung an diesem
Signal jedoch aufgrund der Austauschexperimente auszuschlieBen ist. Signal A muss aus
diesem Grund ebenfalls auf ein Cystein-pf-Proton zuriickgefithrt werden. Somit standen
Verlauf A und D als Startpunkte fiir die Simulationen fest, alle B-Protonen wurden auf
Reproduktion dieser Verldufe getestet und dann um weitere Protonen ergédnzt. Beriicksichtigt
werden muss dabei neben der Lage der Resonanzen die Linienbreiten aller 4 erlduterten
Signalverldufe. Sie deuten daraufhin, dal ihr Auftreten moglicherweise durch mehr als eine

Protonen- ENDOR- Resonanz verursacht sein kann.
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Erstes Kriterium der Spektrensimulation ist die Festlegung der Valenzen auf die beiden
Eisenatome sowie die Bestimmung der Lage des g-Tensor beziiglich der molekularen
Struktur des FeSII-Zentrums, wobei dann isotrope Kopplungswerte fiir jedes Proton einzeln
eingestellt werden. Fiir die Valenzzuordnung existieren fiir die AOR keine NMR-Daten. Die
MoBbauerspektren weisen eine selektive Reduktion eines Fe-lIons nach, miissen aber die
Frage offen lassen, um welches der beiden Metallzentren es sich handelt [5]. Bei der
Strukturanalyse zeigt sich, dal beide Fe-Ionen in etwa gleich nahe an der Proteinoberfldache
liegen und somit in Kontakt mit einem Elektronenakzeptor treten konnen. Bei der
vorliegenden Auswertung der spektroskopischen Daten wurde zundchst Fe2 die negative
Spindichte zugeteilt. Dieses Fe-Ion ist mit einem Cystein verbunden (Cys60), welches ein
Cystein-p-Proton mit der kiirzesten Distanz zu einem Fe besitzt (Cys60p). Fiir Fe2 des FeSII-
Zentrums wurden negative Spindichten von -0.5 bis -1.00 getestet, wobei dann fiir Fel
positive Werte festgelegt wurden, die nach dem Spin-Kopplungsmodell summiert ca. 1.0
ergeben. Die Daten sind an die Simulationsparameter des in Kap. 3.1.3.3 beschriebenen
apFdx angelehnt. Kopplung A und D konnen bei dieser Valenzzuordnung annéhernd durch -
Protonen der koordinierenden Cysteine des Fel (Cys 40 und Cys 45) simuliert werden, indem
zundchst g-Tensor- Orientierungen eingestellt wurden, die den Verlauf zwischen gmax und gin
(Kopplung A) bzw. zwischen giy und gmin (Kopplung D) wiedergeben. Um den tatsdchlichen
Verlauf zu reproduzieren ist jedoch eine Addition sehr grofBer isotroper Hyperfeinanteile,
speziell fiir die Reproduktion von Verlauf D, notwendig (> 6-8MHz). Friithere Studien weisen
jedoch keine vergleichbaren Ajs,,-Werte dieser GroBenordnung auf. Ein deutlicheres
AusschluBkriterium ist dariiber hinaus, das die Grundbedingung der ENDOR-Simulation
nicht erfiillt werden konnte. Diese fordert, dall g-Tensor- Orientierungen existieren miissen,
mit der mindestens 3 AuBenverldufe eindeutig reproduziert werden konnen. Mehr als 2
Linienverldufe bei den eingestellten g-Tensor-Lagen konnte bei dieser Valenzzuordnung
jedoch nicht gleichzeitig wiedergegeben werden. Somit ist die Annahme, dal Fe2 reduziert
wird, als Losungsmoglichkeit auszuschlieBen

Die entsprechende umgekehrte Valenzzuordnung als die zuvor beschriebene muf3 somit einer
Analyse unterzogen werden. Zunichst wurde fiir Fel eine Spindichte von -0.85 eingesetzt,
Fe2 demzufolge ein positive Spindichte von 1.85. Nach dieser Zuordnung sind ebenfalls
verschiedene g-Tensor-Orientierungen vorhanden, die einzelne Verlaufsmuster der

Kopplungen A bis D wiedergeben. Anhand iterativer Methoden fand sich bei vorliegender
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Valenzzuordnung eine g-Tensor-Lage, mit der alle 4 AuBenlinien gleichzeitig simuliert
werden konnen. Neben den Spindichten der beiden Eisenatome und der Lage des g-Tensors
beziiglich des FeSII-Zentrums miissen dabei parallel die Werte der isotropen
Hyperfeinanteile ermittelt werden, erst nach ihrer Addition konnen die einzelnen
Linienverldufe in Aufspaltungsgroe und Verlaufsform reproduziert werden. Abb. 6.14 zeigt
die Simulation bei gma/FeSII. Verlauf A ldsst sich mit Cys48HP1, Verlauf B mit Cys48Hp2
nachvollziehen, mit einem isotropen Kopplungsbeitrag von jeweils 1.7MHz bzw. 3.4MHz.
Linie C ist schwieriger zu analysieren, da hier auch Innenlinien der beiden vorher genannten
Protonen auftreten. Hauptanteil an Verlauf C haben zunichst die Auflenlinien von Cys60Hf1
+ HB2 (Abb. 6.12). Zwischen giy und gmax reproduzieren diese beiden Signal D (60HB1) mit
ajs0= 1.7MHz sowie Signal C* und E (60HB2) mit aj,,.= 3.8MHz (Abb. 6.15). Fiir die 4 Hp-
Protonen des reduzierten Fe-ions ist die Bestimmung des isotropen Hyperfeinanteils nur
ndherungsweise moglich. Der linienreichen Innenbereich wird teilweise durch die
Cysteinprotonen des zweiwertigen Fe-lons verursacht, zusitzlich spielen rein dipolar
wechselwirkenden Protonen eine grofle Rolle bei der Entstehung dieses intensititsstarken
Bereichs. Wegen der geringen Auflosung und der Uberlagerung von mehreren Protonen lisst
sich dadurch ein Verlauf einzelner Signale nur bedingt nachvollziechen. Um einen hohen
Grad an Ubereinstimmung zwischen experimentellen und simulierten Spektren zu erhalten,
wurden die B-Protonen von Cys40 und Cys45 sukzessiv in die Simulation mit einbezogen und
die aj-Werte soweit angepasst, bis eine groBtmogliche Optimierung eintritt. Die so
ermittelten Betrige sind allerdings mit Toleranzwerten von + 0,3MHz zu betrachten (Tab.

6.1)

Tab. 6.1:Fe-lonen und isotrope Hyperfeianteile der B-Cysteinprotonen FeSII

Fel (29 Fe2 (3"

Cys40 HB1; Ajo = -1.6MHz + 0.3 Cys48 HB1 Ay = +1.7MHz + 0.2
Cys40 HB2; Ao = -1.9MHz % 0.3 Cys48 HB2 Ajso =+3.4MHz + 0.2
Cys45 HB1; Ay = -2.4MHz % 0.3 Cys60 HB1 Ajo = +1.7MHz £ 0.2
Cys45 HB2; Aio = -2,3MHz £ 0.3 Cys60 HB2 Ajy = +3.8MHz £ 0.2
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Abb. 6.14: ESR- Spektrum (oben) und Vergleich von experimentellen und simulierten ENDOR-
Spektren (unten) an den Arbeitspunkten 330mT und 332mT. Die Simulation der duleren Kopplungen
A, B und C erfolgt durch die 4 Cystein-p-Protonen am Fe (III)- Zentrum (Cys48; Cys60). Zur
Darstellung sind von den experimentellen Spektren nur die vergréerten AuBenlinien angegeben.
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Abb. 6.15: ESR- Spektrum (oben) und Vergleich von experimentellen und simulierten ENDOR-
Spektren (unten) an den Arbeitspunkten 354mT und 356mT. Die Simulation der duBeren Kopplungen
A, B und C erfolgt durch die 4 Cystein-B-Protonen am Fe (III)- Zentrum (Cys48; Cys60). Zur
Darstellung sind von den experimentellen Spektren nur die vergréerten AuBenlinien angegeben.
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Tab. 6.2: Zusammenfassung der Simulationsparameter FeS-ClusterIl

g-Tensor Smaxs Emins Sint: 2.0645, 1.969, 1.89
o 0,6683 0.5221 0.5299
Orientierung bzgl. -0.3008 0.8412 - 0.4494
pdb.-Strukturdaten -0.6804 0.1409 -0.7192
Spindichte
Fel -0.85£0.1
Fe2 1.9 £0.1
Proton .
(Kopplung) Ao [MHz] | Api, [MHZz] Orientierung Ap;, bzgl. des g-Tensors
7.1759 0.3327 -0.9178 -0.1650
1B48 (A) 1.7 0.0594 -0.0594 -0.2040 -0.9779
0.9412 0.9412 0.3408 0.1284
3.5053 0.1894 -0.9706 0.1183
2348 (B) 34 -1.7301 -0.3192 0.0524 -0.9423
-1.7466 0.9286 0.2350 0.3132
11.747 0.7605 0.5062 -0.3666
160 (D) 1.7 -5.9558 -0.6417 0.6995 -0.3239
-6.2514 0.6992 05045 0.8722
4.5447 -0.6044 0.7538 -0.1890
2360 (C, E) 3.8 -21848 0.7142 -0.4304 -0.5502
-2.4458 0.3530 0.4965 0.8133

Nachdem die Parameter g-Tensorlage, Spindichte und isotrope Kopplung auf ihre Mittelwerte
festgelegt sind, konnen die Werte der A-Tensoren bestimmt werden. Die Berechnung der A-
Parameter erfolgt mit Hilfe des Simulationsprogramms. Die Simulationsdaten der Cystein--
Protonen am Fe(IIl) Kern werden in Tab. 6.2 gezeigt. Die erhaltenen Daten konnen dann
durch Transfer der g-Richtungen in die Struktur einer Interpretation unterzogen werden. Der
g-Tensor orientiert sich demnach an der Geometrie des [2Fe-2S]- Zentrums und den
koordinierenden Cysteinliganden. Abb. 6.16 zeigt die g-Tensor-Orientierung. Die Darstellung
enthilt das auf die 4 Cysteinliganden reduzierte [2Fe-2S]- Zentrum, der Ursprung des g-
Tensors wurde bei der Simulation dem dreiwertigen Fe2-Kern, den Ort der groBeren
Spindichte, zugeteilt. Bei der ermittelten Orientierung zeigt gmax e€twa in Richtung der
Bindung Fe-S(Cys) des Cystein 48, der Winkel zwischen der gmax-Achse und der Bindung
betrigt etwa 30°. In den Spektren dullert sich dies daran, daB3 die beiden B- Protonen des
Cys48-Liganden ihr Maximum im Bereich von gn.x durchlaufen (Abb. 6.14, Kopplung A
und B).
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Abb. 6.16: g- Tensor-Orientierung in Bezug auf das FeSII- Zentrum: g,,x und g, zeigen in Richtung des
Cys48 bzw. des Cys60 -Liganden, g, liegt etwa 42 ° aus der Cluster Ebene verkippt.

Die gin— Achse ist in Richtung des Cys 60-Liganden orientiert, der entsprechende Winkel zur
Fe-S(Cys)-Bindung betrigt hier etwa 40°. Diese Raumlage des g-Tensors spiegelt in den
Spektren die Tatsache wider, das die beiden B-Protonen des Cys60 Liganden ihre maximale
Kopplung im Bereich von gj,, entwickeln (Abb. 6.12, Kopplung D und C* bzw. E). Die gmin-
Achse liegt annihernd in der Cluster-Ebene, der Winkel zwischen der Fe2-S1-Bindung sowie
der Richtung von g, betrigt etwa 42°.

Die Simulation der AuBlenlinien des FeS-Clusters II ist im F-Plot (Abb. 6.17) aufgezeigt. Bei
der Betrachtung des Plots und der g-Tensor-Orientierung ist erkennbar, dass die Hauptachsen
des g-Tensors mit bestimmten Protonen assoziiert sind und dadurch die aufgezeigten
Verlaufsmuster entstehen. Bei gn,x wurde der Verlauf der zwei Aufspaltungen A und B mit
den Cys 48-B-Protonen simuliert, die dazugehorige gma-Achse zeigt in Richtung diese
Cysteins. Je weiter nun die Arbeitspunkten der ENDOR Spektren von gn.x entfernt liegen,
desto kleiner werden die Aufspaltungswerte dieser Protonen. Verlauf C und D werden von
Cys60-Protonen simuliert, die gi,- Achse liegt in Richtung dieses Liganden. Hier zeigen sich

die Maximal-Aufspaltungen im Bereich zwischen gin und gmin.
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Abb. 6.17: Feld- Frequenz-Plot der experimentellen ENDOR- Spektren der AOR mit einer Simulation
der dulleren Kopplungen der vier Cysteinprotonen am Fe(Ill) des FeSII-Zentrums. Die Pfeile
kennzeichnen die Bereiche der grofiten Aufspaltungswerte mit den dazugehorigen -Protonen.

Neben der Anpassung der duBleren Kopplung A bis D miissen die gefundenen Parameter
Spindichte und g-Tensor-Orientierung mittels der H7D-Experimente bestdtigt werden. Abb.
6.18 und 6.19 zeigen Simulationen von an Stickstoff gebundenen Protonen. Die
Wechselwirkungen austauschbarer Protonen mit dem Spinzentrum sind bei der vorliegenden
Struktur rein dipolarer Natur. Die dipolar gekoppelten Protonen der Aminosiurenseitenkette
liefern jedoch nur signifikante Signale, wenn ihr Abstand zum Spin-Zentrum weniger als 4A
betrdgt. Zunichst sollen die Verldufe der NH-Protonen der 4 Cystein-Liganden beschrieben

werden. Das an ein Stickstoffatom gebundenes Proton des Cystein 40 hat zu Fel
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Abb. 6.18: ESR- (oben) und ENDOR-Spektren (unten) an den Arbeitspunkten 330mT und 332mT in
protoniertem (schwarze Linie) bzw. deuteriertem Medium (blaue Linie). Die Pfeile markieren Linien mit
reduzierter Intensitdt. Die Simulation erfolgt durch austauschbare NH- Protonen Cys40, Cys45, Cys48 und
Cys60.

111



6. Ergebnis

exp
354 mT
g=1.9122

sim

1 1 exp
356 mT T T
g=1.9012 sim
N | N | N | N
5 10 15 20 25

v [MHz]

Abb. 6.19: ESR- (oben) und ENDOR-Spektren (unten) an den Arbeitspunkten 354mT und 356mT
in protoniertem (schwarze Linie) bzw. deuteriertem Medium (blaue Linie). Die Pfeile markieren
Linien mit reduzierter Intensitidt. Die Simulation erfolgt durch austauschbare NH-Protonen Cys40,
Cys45, Cys48, Cys60.
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einen Abstand von 2.671&, ist also das am nichsten gelegene Proton zu einem Fe-Ion und
befindet sich 4.9A vom Fe2 entfernt. Nach hinzufiigen dieses Protons in die Simulation
zeigen sich seine Resonanzlinien iiber den gesamten Magnetfeldbereich an Positionen, an
denen ein deutlicher Intensitdtsriickgang bei den Spektren der deuterierten Probe zu
beobachten sind. Die selbe Aussage trifft fiir das NH-Proton des Cys45 zu. Der Abstand zu
Fel betrigt 2.7 A und zu Fe2 4.3A. Wie bei Cys40NH zeigt dieses Proton von gmax bis Zine
Signale im Innenbereich, zwischen g, und gni, sind Signale beider Protonen in den
intensitidtshohen Aufenlinien vorhanden (Abb. 6.15 und Abb. 6.16). Ein weniger deutliches
Verhalten zeigt das Stickstoffproton von Cys60 und ergibt tiberwiegend Verlaufsmuster in
den spektralen Innenregionen. Das austauschbare Proton des Cys48NH dagegen zeigt bei der
Simulation Resonanzlinien, die dem experimentellen Linienverlauf B entsprechen. Verlauf B
ist im Bereich gn.x FeSII beim H/D-Austausch iiber mehrere Arbeitspunkte hinweg in der
Intensitit zuriickgegangen (Kap. 6.1.2). Aufgrund der Linienbreite ist anzunehmen, das dieser
Verlauf durch mehr als ein Proton verursacht wird. Verlauf B wird iiberwiegend durch
Signale von Cys48B2 und Cys48NH reproduziert. Zusitzlich liefern teilweise Innenlinien der
Resonanz A Beitridge zu diesem Signal B.

Die bisher beschriebenen 12 Cysteinprotonen reichen aus, eine befriedigende Simulation der
duBeren Linien, des Innenbereichs um ca. +/-2.5MHz um vy und der Austauschbarkeit zu
liefern. Zwei weitere austauschbare Protonen (Cys43NH, GIn41NH), die nahe am Fe2
gelegen sind, lassen sich ohne Koordinatenkorrektur (s. Kap. 6.2.4) eingliedern und
bestitigen nach ihrer Einfiigung in die Spektrenreproduktion die gefundenen Parametersitze.
Um eine weitere Verbesserung der Simulation zu erhalten, werden =zusitzlich zwei
nichtaustauschbare, rein dipolar koppelnde Protonen von Arg58 in die Simulation eingefiigt
(Tab. 6.3). Beide sind weniger als 4A von Fe2 entfernt und liefern eine deutlich Verbesserung

der Simulation bei g, FeSIL.

Tabelle 6.3 : Protonen fiir Simulation Cluster FeSII mit Distanzen zu Fel bzw. Fe2 in [A]

Cystein- Protonen Cystein- Protonen Austauschbare Dipolare Protonen

Fe2, Distanz (A) Fel, Distanz (A) Protonen Distanz Fe2 (A)
Distanz Fe2 (A)

48B1:3.4 40B1: 3.82 40NH: 4.9 (Fel:2.67) | Arg58 HB1:3.47

48p32: 4.27 40B2: 4.53 45NH: 4.3 (Fel:2.7) | Arg58 Hy2:3.85

60B1: 2.85 45B1: 3.44 48NH: 3.39

60p2: 3.87 4532 :3.34 60NH: 3.39
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6.2.2 Simulation FeS-Cluster I

Nachdem die Linienverldufe im g-Wert-Bereich von FeSII simuliert werden konnten und
diese auch im Bereich beider Metallzentren eine zufriedenstellende Ubereinstimmung mit den
experimentellen Spektren ergeben, schliet sich vor der Gesamtsimulation zunichst eine
Bestimmung der magnetischen Parameter fiir das FeSI-Zentrum an. Bei den experimentellen
Spektren und dem F-Plot fillt zunédchst der Linienverlauf A* auf, dem kein Protonsignal von
FeSII zugesprochen werden konnte. Dieser Linienverlauf soll zunéchst als Ankerpunkt fiir die
Simulation FeSI betrachtet werden, da das Signal erstmals bei gmax FeSI in Erscheinung tritt.
Die Maximalkopplung fiir Verlauf A* betrdgt 9.5MHz und ist somit um ca. 0.4MHz groBer
als die von Verlauf A. Bereich B*, deren Verlauf undeutlicher erkennbar ist, kann durch die
verbreiterte Linienform zumindest teilweise von FeSI verursacht werden. Wegen der gro3en
Linienbreite kann Ap,x fiir den Bereich B* nicht exakt festgelegt werden, der Signalbereich
deckt sich in seiner Aufspaltungsgrofie grofteils mit dem von Verlauf B. Eine weitere
Charakterisierung dieses Resonanzbereichs mufl somit einer detaillierten Analyse unterzogen
werden. Ein weiteres spektrales Kriterium fiir die Simulation FeSI stellt Verlauf C* dar. Die
Puls- ENDOR- Spektren, die einen Schwerpunkt auf die Darstellung von Verlauf D, E und C*
legten, weisen nach, das Anteile von FeSI beim Entstehen dieses Signals C* vorhanden sind
(Abb. 6.8). Die 3 Signalverlaufe A*, B* und C* miissen also bei der Simulation von FeSI
reproduziert werden.

Neben den beschriebenen experimentellen Vorgaben ist ein entscheidendes Kriterium zu
Beginn der Simulation FeSI die in Kap. 3.3.4. beschriebene ESR-Simulation [85]. Die
relativen Anordnung der g-Tensoren beider Cluster, um die Aufspaltung des gmax- Signals von
FeSI zu reproduzieren, wird durch die ESR-Simulation vorgegeben. Demnach muf} gy.x von
FeS1 zum Verbindungsvektor R der beiden Zentren einerseits einen Winkel von 145-153°
annehmen, zudem miissen die beiden Tensoren- Hauptachsen gj,/FeSII und gm./FeSI etwa
gleiche Richtungsorientierung besitzen und somit anndhernd parallel zueinander verlaufen.
Ein weiterer zu beriicksichtigender Ansatz betrifft strukturellen Merkmale. Betrachtet man die
Umgebung des Zentrums, fdllt zundchst die Tatsache ins Auge, dass Fel den geringsten
Abstand zum Molybdidn- Kofaktor besitzt. Zusitzliche Aspekte, die beriicksichtigt werden
miissen, liefert ein Strukturvergleich beider Cluster. Dieser Vergleich soll bei der Diskussion

der strukturellen Parameter ausfiihrlich vorgestellt werden (Kap.7.1).
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Aufgrund der strukturellen Vorinformationen wurde zu Beginn der Simulation zunéchst
Zentrum Fe2 die positive Spindichte zugeordnet, Fel wurde als reduziertes Zentrum
eingestuft, mit den entsprechenden Spindichte-Werte von FeSII. Neben dieser
Valenzzuordnung wurde weiterhin eine g-Tensor-Orientierung genommen, die sich
ndherungsweise an die ESR-Simulation anlehnt. Ausgehend von diesem Parametersatz
wurden die 4 Cystein-B-Protonen auf Reproduktion der Linienverldufe A*, B* und C* getestet.
Linienverlauf A* konnte nach Addition eines isotropen Anteils von ca. 1.6MHz dem f1-
Proton des Cysteinliganden 103 zugeordnet werden. Nach Anpassung der Parameter in
Feineinstellung konnte der Verlauf der Kopplung A* exakt simuliert werden. Danach wurde
HP2 des gleichen Liganden in die Simulation einbezogen und konnte nach Addition eines
isotropen Kopplungsanteils von 3.4MHz Resonanzbereich B* zugeordnet werden (Abb. 6.20)
Bei gleich bleibender Orientierung des g-Tensors und der Spindichte wurden nun die
Cysteinprotonen des Cysl137 mit einbezogen. Cystein 137 konnen Linienverldufe im
Innenbereich zugeordnet werden, die schwieriger nachzuvollziehen sind, jedoch fehlende
Resonanzmuster im F-Plot erkldren. 137HB2 bildet im Bereich gnin/FeSI Resonanzlinien bei
C* Als ebenso wichtig fiir eine eindeutige Simulation hat sich das a-Proton dieses Liganden
erwiesen. HaCys137 hat mit r = 3.1A einen geringen Abstand zu Fe2 und sollte aufgrund
seines Bindungsabstands zu Fe2 hauptsichlich dipolar mit diesem gekoppelt sein. Nach
Einbezug dieses Protons in die Simulation konnte ohne groflere Anpassung Signalverlauf C*

reproduziert werden, ajs,- Werte von 0-0.4MHz sind dabei zuldssig (Abb. 6.21).

Tab. 6.4: isotrope Hyperfeinanteile der Cystein-p-Protonen FeSI

Fel (2% Fe2 (3")

Cys100 HB1; Ao =-2.3 MHz £ 0.4 Cys103 HB1; Ao =+1.6 MHz £ 0.2
Cys100 HB2; Aiso =-2.2 MHz £ 0.4 Cys103 HB2; Aiso =+3.4 MHz + 0.2
Cys139 HB1; Aiso=-2.0 MHz £ 0.4 Cys137 HB1; Aiso =+3.0 MHz £ 0.3
Cys139 HB2; Aisc=-1.3MHz £ 0.4 Cys137 HB2; Aiso =+2.2 MHz + 0.3
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Abb. 6.20: Experimentelles Spektrum (schwarze Linie, Modulationshub 100KHz) und simuliertes

Spektrum (rote Linie) fiir die beiden P-Protonen von Cysteinliganden 103 bei g= 1.9959 (die

Markierung zeigt Signal A von FeSII)
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Abb. 6.21: Experimentelles Spektrum (schwarze Linie, Modulationshub 100KHz) und simuliertes

Spektrum (rote Linie) fiir die beiden B-Protonen und das a-Proton des Cysteinliganden 137 bei g=

1.935
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Tab. 6.5: Zusammenfassung der Simulationsparameter FeS-ClusterIl

g-Tensor Smaxs Emins Sint: 2.012,1.938, 1.919
-0,6239 0.2027 0.7547
Orientierung bzgl. 0.731 0.4929 0.4719
pdb.-Strukturdaten -0.2763 0.8461 -0.4557
Spindichte
Fel -0.8+0.1
Fe2 19 +0.1
(Kgg‘ﬁﬁﬂlg) Aiw [MHz] | Api, [MHz] | Orientierung Ap;, bzgl. des g-Tensors
7.9358 0.3297 -0.9418 -0.0292
1B103 (A*) 1.6 -3.5929 -0.2309 -0.1119 0.9642
-4.1362 0.9186 0.3170 0.2635
3.5324 0.1688 -0.9837 0.0285
2B103 (B*) 3.4 -1.6429 0.2168 0.0104 -0.9742
-1.7466 0.9615 0.1795 0.2237
2.899 -0.6156 0.7555 -0.2004
18137 3.0 -1.4312 -0.7753 -0.5414 0.3222
-1.5288 0.1411 0.3689 0.9252
6.1021 0.4831 0.8474 -0.2045
2B137 (C*) 2.2 -3.0362 0.8366 -0.5224 -0.1664
-3.1626 0.2584 0.0952 0.9646

AnschlieBend wurden die Cystein-p-Protonen des reduzierten Fel in die Simulation
einbezogen. Eine Zuordnung zu einzelnen Signale kann bei dem linienreichen Innenbereich
auch hier nur bedingt unternommen werden und wegen der Uberlagerung beider Cluster nur
nidherungsweise angegeben werden. Die in Tab. 6.4 aufgefiihrten Werte der isotropen
Hyperfeinanteile liefern jedoch eine zufrieden stellende Gesamtsimulation fiir den
Innenbereich. Die weiteren Simulationsparameter werden in Tab. 6.5 zusammengefasst.
Nachdem die Feinabstimmungen beziiglich Spindichten, Hyperfeinkopplungen und g-
Tensorlage eine Angleichung der Simulation an die experimentellen Verlaufsmuster ergeben,
wurde die gefundene g-Tensor-Lage in die Struktur transferiert. Die in Abb. 6.21. dargestellte
Orientierung weist auch hier wieder die bereits zuvor bei FeSII gefundene Abhédngigkeit von
der Geometrie des Eisenkerns mit der positiven Spindichte und seiner umgebenden
Cysteinliganden auf. Die gn.x—Achse liegt in Richtung des Cysteinliganden 103 mit einem
Winkel zur Bindungsachse Fe2-S(Cys103) von ca. 30°, also eine gleiche Ausrichtung wie
gmax/FeSII zu Cys48.
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FeSl

Cys139 Cys137

Abb. 6.22: g- Tensor- Orientierung in Bezug auf das FeSI- Zentrum: g.,,, und g;, zeigen in Richtung
des Cys103 bzw. des Cys137 -Liganden, g, liegt etwa 45° aus der Cluster Ebene verkippt.

gine Weist etwa gleiche Richtung auf wie die Fe-S(Cys137) Bindung und ist von dieser um 30°
verkippt. Auch hier ist die Raumorientierung im Vergleich zu ClusterIl annéhernd identisch,
der Winkel von gj, gegen die Bindungsachse ist dort um etwa 10° grofer. Etwas stirker aus
der Cluster-Ebene verlaufend zeigt bei FeSI die Orientierung der gnmin-Achse, der Winkel zur
Fe2-S1-Bindung betrdgt ca. 45°. Betrachtet man die Simulation der 4 Cystein-Protonen
zusammenfassend im F-Plot (Abb. 6.23), wird wieder der EinfluB} der g-Tensor Orientierung
auf das spektrale Verhalten ersichtlich. An den extremalen Bereichen gmax sowie gmin erkennt
man wieder die Maximal-Aufspaltungen der Protonen, zu denen die Hauptachsen ausgerichtet
sind. Die hier beschriebene Raumlagelage gibt dabei den Mittelwert der Orientierungen des g-
Tensors FeSI an, die eine zufrieden stellende Simulation erzeugen. Wihrend bei FeSII die
Lage relativ genau festzulegen ist, zeigt sich bei FeSI eine groBere Spannbreite bei der
Determinierung der g-Tensorlage. Die moglichen Raumlagen-Bereiche werden in Kap. 6.2.5
bei der Beschreibung der Automatikkalkulation erldutert. Die Lage der beiden g-Tensoren
g(FeSI) und g(FeSII) zueinander, die sich nach den Einzelsimulationen findet, werden bei der

Beschreibung der Gesamtsimulation aufgezeigt.
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Abb. 6.23: Feld- Frequenz-Plot der experimentellen ENDOR- Spektren der AOR mit einer Simulation
der duBeren Kopplungen der vier Cysteinprotonen am Fe(III)-Zentrum FeSI.

Zusitzliche Kriterien fiir die Simulation von FeSI stellen letztlich die Uberpriifung von
austauschbaren, dipolar koppelnden Protonen dar (Tab. 6.6). Drei NH-Gruppen in der nidheren
Umgebung des paramagnetischen Zentrums wurden deshalb mit einbezogen. Cys100 NH,
Phe102 NH und Argl138 NH zeigen Resonanzen, die in Bereichen starken Signalriickgangs
bei der deuterierten Probe vorhanden sind. Ihr Verlauf deckt sich bei der anschlieBenden
Vollsimulation beider Cluster mit den entsprechenden Haufungspunkten, die eine reduzierte
Intensitat durch den H/D- Austausch zeigen. Sie werden bei der Gesamtsimulation

zusammengefasst.

Tabelle 6.6: Protonen, die bei der Simulation von FeSI einbezogen wurden.

Cystein- Protonen Cystein- Protonen Austauschbare Dipolare Protonen

Fe2, Distanz (A) Fel, Distanz (A) Protonen, Distanz Distanz Fe2 (A)
Fe2 (A)

103B1: 3.22 100B1: 3.82 100NH: 4.95 137 Ha: 3.15

103p32: 4.17 100B2: 4.53 102 NH: 3.45 (Fel)

137p1: 4.38 139B1: 3.44 Arg 138 NH:3.49

137P2: 3.46 139B2: 4.34
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6.2.3 Gesamtsimulation FeSI und FeSII

Nach den erlduterten Einzelsimulationen miissen die Ergebnisse anhand einer Vollsimulation
tiberpriift werden. Zum einem diirfen bei der Addition der simulierten Spektren beider FeS-
Cluster keine Signale auftreten, die bei den experimentellen Spektren nicht vorhanden sind.
Dies gilt explizit fiir den Auenbereich > + SMHZ um vy. Da dies bei der Einzelsimulation
ein AusschluBBkriterium darstellt, ist auch bei der Addition der Einzelspektren von zusitzlich
auftretenden AuBenkopplungen nicht auszugehen. Ein weiterer Aspekt ist die Uberpriifung
aller sich in einer Entfernung > 5A um die beiden Cluster befindlichen Protonen. Diese
Protonen diirfen bei der Simulation keine Signale erzeugen, die den experimentellen Spektren
widersprechen. Auch dies wurde bei den Einzelsimulationen getestet, bevor sich die
Gesamtsimulation anschlieft. Dabei zeigte sich erwartungsgemif3 der Befund, da3 Protonen,
die mehr als 4.5A von einem der insgesamt 4 vorhandenen Eisen-lonen entfernt vorkommen,
nur Signale im Radiofrequenzbereich von ca. 13.5MHz bis 15.5MHz liefern und somit keine
auswertbaren Informationen erzeugen. Auch rein dipolar koppelnde Protonen mit einem
Abstand von > 4A liefern aufgrund der erwihnten Distanzabhingigkeit keine Resonanzen, die
essentielle Informationen bei der Simulation liefern. Dies gilt nicht fiir Cystein-p-Protonen, die
wegen der Wechselwirkung iiber die Fe-S-Cg-Bindung isotrope Kopplungsanteile besitzen.
Somit wurden letztlich die aufgefiihrten 26 Protonen (12 fiir FeSI und 14 fiir FeSII) fiir die

Simulation herangezogen, um eine Reproduktion aller signifikanten Signale zu erzeugen.

Im Bereich der extremalen Arbeitspunkte bei gnax und bei gni, beider Cluster lassen sich die
Simulationsparameter am genausten bestimmen. An den beiden intermedidren g-Hauptwerten
liefert die maximale Anzahl von Orientierungen Beitrige zu den Spektren, die beiden gin-
Werte der Cluster liegen zudem nah beieinander, so dass die experimentellen Spektren stark
iberlagerte Signale ergeben. Zusitzlich hat das reduzierte Molybddnzentrum in diesem
Bereich mit dem beschriebenen slow-Signaltyp moglicherweise Anteile an den ENDOR-
Spektren. Auf die Simulation des Molybdin-Kofaktors wurde jedoch aus Griinden der
Rechenkapazitit verzichtet, der Einflufl auf die ENDOR- Spektren kann als gering betrachtet
werden, da der Kofaktor keine starken H-Beitrige besitzt und nur eine geringe Breite im
Magnetfeld einnimmt. Die gilt ebenso fiir Protonen von Wassermolekiilen, die zum Teil im

nativen Protein vorkommen und teilweise durch den Kristallisationsvorgang bedingt auftreten
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und von denen sich einige laut Strukturdaten in den Clusterumgebungen befinden. Da ihre
Positionen als sehr variabel betrachtet werden miissen, wurden auch sie bei der Simulation
nicht herangezogen. Ebenso wurden bei der Spindichte-Verteilung die Schwefelatome der
Cyteinliganden nicht beriicksichtigt. Werte bis 0.05 wurden getestet, fithren aber zu keiner

Verinderung der Gesamtsimulation.

Die gleichzeitige Simulation der FeS- Cluster erfolgt durch Addition der Resonanzsignale
beider Zentren. Bei einer Gegeniiberstellung der Einzelsimulationen zeigt sich zunichst, dass
FeSI und FeSII in den gemeinsamen Bereichen weitgehend an gleichen Positionen
Resonanzen aufzeigen, wie es die experimentellen Spektren erkennen lassen. Einzig
Resonanz A*, die bei den hochaufgelosten CW- Spektren deutlich separiert erscheint, liegt
von Clusterll nicht iiberlagert vor. Alle anderen Signale von Cluster I befinden sich an
Positionen, die auch Signalanteile von Cluster II enthalten. Nach der Addition iiberlagern sich
die Einzelresonanzlinien und geben die experimentellen Linienbreiten weitgehend
zufriedenstellend wider. Oftmals lassen sich die Positionen der Signalmaxima exakt
simulieren, wobei die Wiedergabe der Intensitdtshohe an die experimentellen Gegebenheiten
nicht eingestellt werden kann. Somit werden die relativen Intensititshohen teilweise nicht im
experimentell vorhandenen Verhiltniss zueinander dargestellt. Abbildungen 6.24-6.26 zeigen
die Gesamtsimulationen im Bereich der drei g-Hauptwerte von FeSI auf. In diesen
iberlagerten Bereichen liefern die beschriebenen 26 Protonen Beitrige zu den simulierten
ENDOR-Resonanzlinien. Durch sukzessive FEinbeziehung der Protonen wurde teilweise
benachbarte Resonanzlinien beeinflusst, dies gilt fiir die Einzelsimulation der beiden FeS-
Zentren wie auch fiir die Gesamtsimulation. Dieser Effekt ist abhiingig vom Arbeitspunkt und
den Winkel ® und 6 der Protonen beziiglich des Spinzentrums, fiir jedes Proton konnen
mehrere Resonanzlinien vorhanden sein, die sich gegenseitig beeinflussen (Kap. 2.2.2). Eine
Anpassung an die spektralen Merkmale kann dann durch leichte Korrekturen beziiglich
Position und im Fall der Cystein-B-Protonen zusitzlich der isotropen Kopplungswerte zu einer
Angleichung an die Linienform ergeben, ist aber aufgrund der groBen Anzahl der
gegenseitigen Beeinflussung nur ndherungsweise durchfithrbar. Der EinfluB von strain-

Effekten auf die Spektren wird in Kap. 6.2.4 und 6.2.6 beschrieben.
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Abb. 6.24: Vollsimulation der beiden [2Fe-2S]-Cluster am Arbeitspunkt 336mT(~g,,../FeS]).

g=1.93

FeSI+ll

FeSlI

FeSll

25

Abb. 6.25: Vollsimulation der beiden [2Fe-2S]-Cluster am Arbeitspunkt 349 mT(~g;,/FeSI).
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Abb. 6.26: Vollsimulation der beiden [2Fe-2S]-Cluster am Arbeitspunkt 352 mT(~g,,;,/FeSI).

Eine Zusammenfassung der im F-Plot aufgezeigten experimentellen Verlaufsmuster und ihrer
Simulation ist in Abb. 6.27 wiedergegeben. Die 8 Cystein-B-Protonen der beiden Fe(Ill) -
Ionen sind aufgefiihrt und bilden die Verldufe der AuBlenlinien und deutliche Verlaufsmuster
des Innenbereichs nach. Auf die Darstellung der 8 Cystein-p-Protonen der beiden Fe (II)-
Kerne wird aus Griinden der Ubersicht verzichtet. Sie ergeben Signale im Bereich + 2,5MHz
um vo und schlieBen die Liicken der Verlaufsmuster im Innenbereich. Verlauf C* wird mit
einem groBen Anteil von Cys137Ha bestimmt. Die Resonanzlinien zwischen giy und gmin
FeSII mit einer Aufspaltungsgroe von 6-7MHZ werden durch Protonen von Arg58 und
austauschbarer Gruppen reproduziert. Auch sie werden im Gesamt-Plot nicht aufgefiihrt.
Linienverldufe von austauschbaren Protonen sind im Gesamt-Plot ebenfalls nicht gezeigt und

werden in Abb. 6.31 gesondert behandelt.
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Abb. 6.27: Feld- Frequenz-Plot der experimentellen ENDOR- Spektren der AOR mit einer Simulation
der @ufleren Kopplungen der vier Cystein-B-Protonen am Fe(Ill)-Zentrum des FeSII-Clusters (schwarze
Linien) sowie Kopplungen der vier Cystein-B-Protonen am Fe(Ill)-Zentrum des FeSI-Clusters (rote

Linien).

Wie sich schon bei den F-Plots der einzelnen FeS-Cluster zeigte, erkennt man beim Vergleich
der Linienverldufe die maximalen Aufspaltungswerte in den Bereichen der g-Hauptwerte der
jeweiligen Zentren. Um die Verlaufsmuster simulieren zu konnen, konzentriert man sich zu
Beginn der Simulation an Bereichen groBler Kopplungen und passt zunidchst die
Simulationsparameter so lange an, bis Apax in seinem Betrag erreicht wird. Danach werden
die Parameter soweit optimiert, bis der Gesamtverlauf einer Kopplung nachzuvollziehen ist.
Dabei deutet sich bei den experimentellen F-Polts die g- Orientierung bereits an. Betrachtet

man den Gesamtplot, féllt wieder die Entwicklung der Hyperfeinverldufen in Abhingigkeit
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der g-Tensor-Orientierung beziiglich der Cysteinliganden auf. Im Bereich gm./FeSII
verursacht ein B-Protonen-Paar zwei gro3e Aullenkopplungen, das gleiche Merkmal erkennt
man zwischen gi,; und gnin, auch in diesem Bereich erreichen zwei B-Protonen ihre maximale
Hyperfein-Aufspaltung. Bezieht man die Protonendistanzen mit ein, ergeben sich dann
Vorinformationen, welche Cystein-p-Protonen fiir die jeweiligen Aufspaltungswerte in Frage
kommen. Auf diese Weise kann man die g-Tensor-Lage auf bestimmte Richtungen einengen.
Im Fall FeSI existieren dabei weniger spektrale Charakteristika als bei FeSII. Anhand der
simulierten Linienverldufe erkennt man nun auch bei diesem FeS-Komplex je zwei Amax-

Bereiche bei gnax und zwei Apax-Bereiche bei gind/Zmin.

Betrachtet man die g-Tensoren beider Cluster in ihrer Lage zueinander, interessiert zunichst
die Richtung von gn.«/FeSI und g;,/FeSII. Dabei wird die parallele Lage beider Achsen durch
die ENDOR-Simulation analog zur ESR-Simulation gefunden. Dieses erfordert eine Stellung
der gmax zur gin—Achse von ca. 2°. Im Fall der in Abb. 6.28 dargestellten Orientierungen von
g(FeSI) und g(FeSII) findet sich eine Ausrichtung von ca. + 5° um eine exakte Parallelitit.
Wie aus der Struktur kenntlich wird (Kap. 3.3.2), liegen beide FeS-Cluster-Ebenen anndhernd
senkrecht zueinander. Bedingt durch diese Lage zeigt gmax/FeSI in Richtung FesIl und
verlduft etwa parallel zu g;,/FeSIl. Mit dieser Ausrichtung ergibt sich die gefundene dipolare
Wechselwirkung der beiden FeS-Komplexe, die durch die Aufspaltung von gna.x/Fesl bei der
ESR aufgedeckt wird. Zusitzlich soll der Winkel beider Haupt-Achsen zum
Verbindungsvektor R zwischen 145-153° annehmen, im Fall der ENDOR-Simulation betragt
dieser ca. 150 ° und ist auch hier im Vergleich zu der ESR-Simulation in etwa identisch[88].
Weiterhin zeigt sich, das im Fall der ENDOR-Simulation, gmin/FeSI und gpn./FeSIl sowie
gin/FeSI und g /FeSII nahezu parallel zueinander verlaufen und dadurch auch die Ebenen,
die sie aufspannen. Dies ergibt eine Abweichung der Achsenorientierung von ca. 21- 33° zur
ESR-Simulation. Bei dieser wird die Lage der gin-gmin-Ebene/FeSI zur gnax-gmin-Ebene/ FeSII
mit einer relativ hohen Variationsbreite angegeben, wihrend die Parallelitit von gpnax/FeSI
und gj,/FeSII fixiert ist, um das ESR-Spektrum bei T < 20K zu kldren. Die Genauigkeit bei
der Determinierung der g-Orientierung bei der ENDOR-Simulation, im besonderen bei FeSI,
wird bei der Automatikkalkulation und der g-strain-Analyse dargestellt. Dabei wird deutlich,

dass die Angaben der g-Orientierungen einer gewissen Spannbreite unterliegen.
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Abb.6.28: Relative Lage der beiden FeS-Komplexe zueinander und Transfer der g-Tensoren g(FeSI) und
g(FeSII) in die Stuktur, jeweils auf Fe2 der Cluster.

Die abschlieBende Analyse der Austauschexperimente bietet eine weitere Option zur Uberpriifung
der Simulationsparameter, die widerspruchsfrei die spektralen Merkmale bestitigen miissen.
Neben der g-Tensorlage kann diese Uberpriifung v. a. die Werte fiir die Spindichten eingrenzen.
Da die herangezogenen NH-Protonen nur dipolare Hyperfeinanteile besitzen konnen, miissen sie
durch einfache Addition in die Simulationen Bereich durchlaufen, die durch Austauschbarkeit
gekennzeichnet sind. Da auch diese Bedingung bei den Einzelsimulationen bereits beriicksichtigt
wurden, interessiert v.a., inwieweit im gemeinsamen Bereich beider FeS-Zentren die
beschriebenen Signalriickgiinge nachzuvollziehen sind. Die auffilligsten Merkmale treten bei gmax
und gmin/FeSI auf und sind in Abb. 6.29 und 6.30 gezeigt. Bei beiden Arbeitspunkten und in
umgebenden Bereichen ist ein beidseitiger Intensitdtsriickgang vorhanden. Dieser kann
zufriedenstellend mit den angegebenen NH-Gruppen beschrieben werden. Eine grole Abweichung
der Spindichten von den angegebenen Mittelwerten verschieben die Resonanzlinien zu stark

auBerhalb dieser Frequenzbereiche und sind deshalb auszuschlieB3en.
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Abb. 6.29: ESR- (oben) und ENDOR-Spektren (unten) am Arbeitspunkt 336 mT in
protoniertem (schwarze Linie) bzw. deuterierten Medium (blaue Linie). Die Pfeile
markieren Linien mit reduzierter Intensitdt. Die Simulation erfolgt durch austauschbare
NH- Protonen (Cys40, Cys45, Cys48, Cys60) von FeSII und austauschbare NH- Protonen
(Cys100, Phe 102 und Arg138) von FeSII (a, b, c, s. Text).
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Abb. 6.30: ESR- (oben) und ENDOR-Spektren (unten) am Arbeitspunkt 352 mT in
protoniertem (schwarze Linie) bzw. deuterierten Medium (blaue Linie). Die Pfeile
markieren Linien mit reduzierter Intensitdt. Die Simulation erfolgt durch austauschbare
NH- Protonen (Cys40, Cys45, Cys48, Cys60) von FeSII und austauschbare NH- Protonen
(Cys100, Phe 102 und Arg138) von FeSII (d, e, f, s. Text).
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Das mit a gekennzeichnete Signal stammt iiberwiegend von Cys48NH, Signal b von
Cys45NH, wihrend das mit ¢ benannte Signal, welches den stéirksten Riickgang erfihrt, von
Cys40NH, Argl138NH, Cys100NH und Phe102NH verursacht wird. Bei g = 1.922 stellt sich
der Befund so dar, das dort Cys40NH, Cys45NH und Argl38NH Signalanteil bei d
aufweisen. Der Innenbereich f kann Cys48NH, Cys100NH und Phel02, die mittlere Linie e
Cys60NH zugesprochen werden. Die Gesamtverldufe der beschriebenen austauschbaren
Protonen lassen sich dann im F-Plot, der die Bereiche der Signaldnderung kennzeichnet,

zusammenfassen (Abb. 6.31).
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Abb. 6.31: Feld-Frequenz-Plot von Resonanzbereichen, die Signalriickgdnge der ENDOR-Spektren
der deuterierten Probe im Vergleich zur nicht-deuterierten Probe zeigen (FeSI, dicke Linien).
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Nach der erfolgter Zuordnung der Protonen zu den jeweiligen Signalen kann nun die
Aussagekraft der Signaltrennungsversuche mit Hilfe der Puls-ENDOR-Spektroskopie und
der gebildeten Differenzspektren tiberpriift werden. Wie in Abb. 6.32 ersichtlich wird, wurde
diese Differenzierung nur teilweise moglich. Bei gnax/FeSI werden bei den Differenzspektren
zwel Signale (A* und Innenbereich) aufgedeckt, die laut Analyse FeSII zugesprochen
werden konnen. Dabei werden der Simulation nach Signale an gleicher Position auch von
FeSI generiert. Anteile beider Signale wurden auch durch die Pulsspektren gefunden.
Zwischen beiden Resonanzsignalen befindet sich eine weitere Linie (B*), die ebenfalls nach
der Simulation von beiden Zentren stammt, bei den Differenzspektrum aber nicht gefunden

wird. Somit offenbaren sich bei diesem Arbeitspunkt Liicken bei der Separierung der

Signalanteile.

g 8 g,fes
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Abb. 6.32: Simulierte Spektren des FeSII an den beiden Arbeitspunkten g,,,./FeSI und g.;,/FeSI und die
dazugehorigen Differenzspektren, die Anteile von FeSII enthalten.

Zwischen gin und gnin/FeSI dagegen konnte fiir die beiden duBleren Signale D und C* eine
Separierung erreicht werden. Die Zuteilung zu den Cluster (D allein von FeSII, C* von

beiden Clustern) deutete sich bei CW- und Puls-spektroskopischen Methoden an und konnte
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anhand der Simulation nachvollzogen werden. Weiter Unterscheidungen beziiglich der
Innenlinien miissen bei den angewandten Puls-Frequenzen in Frage gestellt werden und
zeigen die Schwierigkeiten auf, die in ihren magnetischen Eigenschaften nah verwandte
Zentren innerhalb diese Systems spektroskopisch zu differenzieren. Prinzipiell ist nach der
simultanen Zuordnung der Signale zu den beiden Cluster die Moglichkeit gegeben, weitere

Puls-Sequenzen zu testen, die die Zentren selektiv anregen bzw. vermindern kénnen.

6.2.4 Untersuchung von Linienbreiteneffekten

Die experimentellen ESR- und ENDOR-Spektren deuten aufgrund der breiten
Resonanzsignale (Kap. 2.1.3) auf den Einfluf} von strain-Effekten hin. Die Tatsache, dass die
Substrukturen des Proteins einer statistischen Verteilung um einen Mittelwert unterworfen
sind, spiegelt sich bei der vorliegenden Untersuchung in Verbreiterungseffekten von z. T.
iiber 2 MHz wider (Resonanz D). Die Heterogenitit in der Umgebung des Zentrums fiihrt zu
einer statistischen Verteilung der Ligandenfeldstirke, die sich auf den g-Tensor iibertrigt.
Neben der Variation der g-Faktoren ist auch eine Verteilung der g-Tensor-Lage zu
beriicksichtigen und wird unter dem Begriff g-strain zusammengefasst. Dies ist in gleichem
Ausmall bei den Hyperfeintensoren der Protonen zu beriicksichtigen. Es ist davon
auszugehen, dass die Koordinaten der Protonen und damit die dipolaren Anteile ihrer
Hyperfeintensoren ebenfalls statistisch verteilt sind. Dies gilt auch fiir die Torsionswinkel, die
isotropen Kopplungen eines Cystein-p-Protonen sind somit ebenfalls einer Variationsbreite
unterworfen. Diese Effekte werden als A-Strain bezeichnet [vgl. 52] .

Die Beriicksichtigung dieser Strain-Effekten bei der Simulation sollte also eine verbesserte
Anpassung an die experimentellen Spektren ergeben. Allgemein wurden den in die
Simulation einbezogenen Protonen, die eindeutig nachvollziehbare Aullenkopplungen
erzeugen, zundchst Linienbreiten zugesprochen, die sich denen der experimentellen Spektren
anlehnen. Diese Werte haben eine GroBenordnung von 0.2MHz- 0.5MHz. Der Einfluss des g-
strain-Effekts zeigt sich zunéchst bei der Veridnderung der g-Tensor-Orientierung. Das 3-
Achsen-System bei FeSII kann um alle Achsen in ihren Positionen um ca. +5° unter
Einbehaltung der Orthogonalitdt gedreht werden, ohne das sich die Simulation iiber alle
Arbeitspunkte hinweg qualitativ signifikant veridndert. Eine Diskrepanz der Linienpositionen

zwischen experimentellen und simulierten Spektren ist nicht fiir jeden Feldwert zu
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vermeiden, kann aber abhidngig vom jeweiligen Arbeitspunkt zu einer Verbesserung der
Spektrenanpassung bei der im Rahmen der Toleranzgrenzen angewandten Variation der g-
Tensor-Lage fithren. Um eine zufrieden stellende Wiedergabe aller essentiellen Verldufe zu
erreichen wurde die in Kap. 6.2.1 angegebene Orientierung fiir FeSII gewihlt. Letztlich l&sst
sich eine einzige Positionierung des g-Tensor-Achsensystems im Falle des untersuchten
Pulverspektrums der AOR nicht exakt bestimmen. Vielmehr muss von einer Tensoren-Schar
bzw. von einem Tensoren-Raum gesprochen werden. In Abb. 6.33 sind verschiedene g-
Tensor- Raumlagen aufgezeigt, die zu einer zufrieden stellenden Ubereinstimmung zwischen

Experiment und Simulation fiihren.

E;nnax

Cys40

Abb. 6.33: verschiedene g-Tensor-Orientierungen in Bezug auf das [2Fe-2S]-Zentrumll, die eine
Reproduktion der experimentellen ENDOR-Spektren erzeugen: g, und g;,, zeigen in Richtung des

Cys48 bzw. Cys60, gmin liegt anndhernd in der von den Schwefelatomen aufgespannte Ebene.

Auf den gleichzeitigen Einbezug aller moglichen g-Tensor-Orientierung mufite bei der
Entwicklung des Simulationsprogramms Phytia wegen zu hoher geforderter Rechenleistung
verzichtet werden. Ein skalarer strain-Effekt der g-Hauptwerte ldsst sich jedoch mit Hilfe des
Programms durchfiihren. Die Streuung der g-Hauptwerte erfolgte in einer Grofenordnung
von # 0.01 in dekadischer Unterteilung. Im Bereich der extremalen Arbeitspunkte gmax und

gmin FeSII konnte dadurch die Linienform und Linienbreite durch diesen rechenintensiven
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Optimierungsprozef3 weiter an die experimentellen Spektren angeglichen werden (Abb. 6.34),
bei g ergab sich wegen der Uberlagerung der Resonanzen beider FeS-Zentren keine
signifikante ~ Verbesserung. Nach  dieser = Anpassung konnen die isotropen
Hyperfeinkopplungen um + 0.1MHz bis + 0.3MHz um den angegebenen Mittelwert verdndert
werden, ohne das sich die Simulation qualitativ im Gesamtverlauf verdndert. Eine
gleichzeitige Einbeziehung mehrerer moglicher aj,- Werte fiir die jeweiligen Protonen ist im

Simulationsprogramm nicht vorhanden und wurde sukzessive getestet.

g = 2.053
D D
AT Preaa L
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Abb. 6.34: Anpassung der Linienbreite und Linienform durch skalare g-strain-Reproduktion und

Positionskorrekturen der in die Simulation einbezogenen Protonen.

Auch eine gleichzeitige Simulation verschiedener moglicher Positionsvariationen fiir jedes
Proton ist aufgrund der sehr hohen Datenmenge, die verarbeitet werden muss, bei Phytia nicht
moglich. Die Protonen- Positionen sind den pdb- Datensétzen entnommen. Sie werden bei der
Simulation anhand des Abstandes r und den beiden Winkel ® und ® angegeben. Nachdem
alle vorherigen Parameter im Mittelwert festgelegt wurden und ihre Toleranzgroflen bestimmt
wurden, hat eine leichte Anderung der Protonenkoordinaten bei einigen Signalen zu einer

verbesserten Anpassung an die Linienverldufe gefiihrt, so das letztlich auch dieser Einfluss in
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die Simulation einbezogen wurde (Tab. 6.7). Positionsidnderung erfolgte um maximal 0.1A
beim Abstand r oder um wenige Grad Anderung bei ® und O, die im Rahmen der
Toleranzbereiche der Rontgenstrukturdaten liegen (Ab = 0.45A, angegeben fiir C-Atome). Fiir
die beiden B- Cystein-Protonen, 4831 und 60B1, die separierte AuBenlinien hervorrufen,
wurde mittels einer Automatikkalkulation alle moéglichen Koordinaten berechnet, um die

Reproduktion der Linienverldufe zu erlauben. Diese werden in Kap. 6.2.6 beschrieben.

Die bei der Simulation FeSII aufgezeigten Einfliile von g- und A-strain- Effekten miissen
analog zur Simulation FeSI beriicksichtigt werden. Die fiir FeSI angegebene g-Tensor-
Orientierung unterliegt einer groBeren Streuung, wie es bei FeSII zu beobachten ist. Im Fall
FeSI wurde die z.T. separiert auftretende Aufenlinie A* auf FEinfliisse von skalaren
Variationen und verschiedenen g-Tensor- Lagen gepriift. Wihrend eine skalare g-strain-

Reproduktion keine deutlich Anpassung beziiglich der Linienform ergibt und somit eine

Tab. 6.7: Cystein B-Protonendes FeSII-Clusters bei Fe(Ill), deren AuBenlinien reproduziert
werden. Angegeben sind neben den aus den pdb-Datensatz stammenden
Protonenkoordinaten die simultan ermittelten Koordinatenanpassungen sowie die isotropen
Kopplungskonstanten mit ihrem Toleranzbereich und die angewandten Linienbreiten LB

Cys48 HB1 pdb Simulation Cys48 HB2 pdb Simulation
Ire2 (A) 3,40 3.40 I re2 (A) 4,27 4.27
O (°) 151,91 15091+ 1 O(C°) 154,84 156.84+ 1
D (°) 319,41 32341+ 1 D(°) 13,01 12.01+ 1
Ajso 1.8+0.1 Aiso 34+0.1
LB [MHz] 0.3 LB [MHz] 0.2
Cys60 HB1 Cys60 HB2
I Fe2 2,85 2.85 I Fe2 3,87 3.87
0C°) 144,32 142.32+ 1 OC°) 119,51 11551+ 1
D(°) 153,76 152.76+ 1 D(°) 160,48 156.48+ 1
Aiso 1.7+ 0.1 Aiso 3.8 £0.2
LB[ MHz] 0.5 LB [MHz] 0.4
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allgemeine Linienbreitenzuordnung von 0.2MHz ausreicht, dieses Signal simultan zu
beschreiben, ergibt sich fiir die Raumorientierung des g-Tensors eine breitere Varianz, um
den Verlauf zu reproduzieren. gm,/FeSI kann unter der Bedingung der einzuhaltenden
Orthogonalitit des Achsensystems um ca. + 10° gedreht werden, ohne eine deutliche
Abweichung des simulierten Linienverlaufs zu den experimentellen Spektren zu ergeben. Die
beiden Hauptachsen gi, und gmin konnen in noch groBerem Ausmal} variiert werden. Eine
GroBenangabe des g-Tensor-Bereichs FeSI wird aufgrund der groBen Anzahl aufgefundener
Einzelorientierungen bei der Automatikkalkulation zusammengefasst (Kap. 6.2.5). Auch bei
den isotropen Hyperfeinanteilen muss bei FeSI von einer Variierung um einen Mittelwerte
ausgegangen werden. Wie bereits frither beschrieben [56], konnen Verinderungen des
Torsionswinkel um bis zu 40° gegeniiber den aus den pdf-Daten berechnteten Werte
schwanken, um die Linienbreiten einzelner Protonensignale zu erklidren. Fiir die 2 B-Protonen
des Cys103, die bei gmax teilweise separiert mit einer hohen Auflosung vorliegen, wurden
minimale Anderung beziiglich ® und ® fiir eine exaktere Simulation der Linienverliufe
eingesetzt. Die Start- Koordinaten aus den pdf- Daten und die Anderung dieser Positionen
werden in Tab. 6.8 aufgezeigt. Neben den B-Protonen zeigen sich besonders die dipolar
koppelnden Protonen gegeniiber Positionsvariationen empfindlich, was fiir beide FeS-Zentren
gilt. Austauschbare Protonen von Aminosduren, die sich nicht in unmittelbarer Nachbarschaft
zu den FeS-Clustern befinden, ergeben bei Variationen von bisweilen nur 1° Anderung von ®
u/o @ bereits deutliche Verdnderungen in der Resonanzlage. Somit wurde nach Fixierung der

g-Tensor-Lagen und der Spindichten auch bei ihnen geringe Positions-

Tab. 6.8 : CysteinB3-Protonen bei Fe(Ill), deren AuBlenlinien reproduziert werden. Angegeben
sind neben den aus dem pdb-Datensatz stammenden Protonenkoordinaten die simultan
ermittelten Koordinatenanpassungen sowie die isotropen Kopplungskonstanten mit ihrem
Toleranzbereich und die angewandten Linienbreiten LB.

Cys103 HB1 pdb Simulation | Cys103 HB2 pdb Simulation
Tre2 (A) 3.22 3.22 Tre2 (A) 4.17 4.17
O (°) 106.8 104.8 0 (°) 102.26 100.3
D (°) 126.3 127.3 D (°) 102.28 100.3
Ajso 1.4 MHz Aiso 3.4MHz
LW [MHz] 0.3 LW [MHz] 0.2
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korrekturen eingefiihrt. Diese fithren zu einer verbesserten Anpassung der simulierten an die
experimentellen Spektren und liegen weiterhin deutlich unter den Toleranzbreiten der
Rontgenstrukturdaten. Die mit Hilfe des Simulationsprogramms Phytia ermittelten Einfliisse
von g- und A-strain wurden im Rahmen der beschriebenen Einschriankungen durchgefiihrt
und fithren in Feineinstellung zu einer angepassten Reproduktion der Linienformen. Da eine
hohe Anzahl verschiedener Effekte gleichzeitig Einfluss zeigen, werden sie zusitzlich einer

automatischen Kalkulation unterzogen und die Ergebnisse in Kap. 6..2.5 erldutert.

6.2.5 Automatikkalkulation der Simulationsparameter

Im Verlauf der vorliegenden Untersuchungen wurde neben dem Simulationsprogramm
Phytia, welches interaktiv nach Eingabe der beschriebenen Parameter die simulierten
Spektren generiert, das Programm Sacopane zur automatischen Bestimmung der
Kombinationsmoglichkeiten aller elektronischen Parameter entwickelt (Kap. 5.3.2.2). Mit
diesem Programm konnen alle physikalischen Variablen bei der ENDOR-Simulation auf ihre

Vollstiandigkeit iiberpriift werden.

Wie bei der vorhergehend beschriebenen Simulation ist zundchst das FeSII- Zentrum zu
betrachten. Die Linienverldufe A-D dienen als Ankerpunkte fiir die Simulation. A und B
treten im Bereich von gn., C* (+E) und D in der gi,; Region von FeSII auf. Somit kann zu
Beginn der Kalkulationen angenommen werden, das ein B-Protonenpaar je Cystein fiir das
Auftreten dieser Linienverldufe verantwortlich sind. Verlauf A und D sind nicht austauschbar
und konnen wegen der GroBe ihrer Maximalwerte nur von 3 -Protonen mit geringem Abstand
stammen. Im Fall, dass Fe2 das Zentrum der hohen Spindichte darstellt, konnen prinzipiell
nur die beiden Cysteinprotonen 60Hf1 (2.85A) und 4831 (3.4A) diesen Aufspaltungswert von
13.1MHz erreichen. Versuche, Verlauf D anhand 60B2 oder 4832 zu simulieren fithren auch
bei optimierter Ausrichtung der Hauptachsen zu diesen Protonen zu keinen zuldssigen Werten
fiir die Spindichten und isotropen Kopplungen. Wie bereits die Simulation mit Phytia ergibt,
kann der exakte Linienverlauf von D nur anhand 60HB1 wiedergegeben werden. Dieser
Befund konnte auch mittels der Automatikkalkulation eindeutig bestitigt werden. Daneben ist
48P2 aufgrund seines groflen Abstandes (4.272\) bei den durchgefiihrten Einzelsimulationen

nur in der Lage, Apnx von Verlauf B oder C/C* zu erreichen. Augrund dieses
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Ausschlulverfahrens fand sich bei der Simulation mit Phytia nur 1 Losung der
Linienzuweisung zu den 4 B-Protonen. Kritisch zu betrachten bleibt dennoch die gefundene
Orientierung des g-Tensors fiir FeSII. Die Option, das neben dieser Lage prinzipiell noch
weitere Ausrichtungen vorhanden sein konnen, um die 4 Verlaufsmuster zu generieren, muss
in Betracht gezogen werden. Zur Uberpriifung wurde zunichst Verlauf D mit 6081 einer
Kalkulation unterzogen. Die Spindichte wurden um den Mittelwert von 1.85 (Felll) und -0.9
(Fell) von + 0.4 in 0.1 Schritten iiberpriift, gleichzeitig wurde Aj,,- Werte von 0-5MHz
erlaubt. Dabei finden sich von 23328 einzustellenden Hauptachsen-Richtungen in 10°-
Schritten 27 g-Tensorlagen, die mit verschiedenen Spindichte- und Aj,-Werte Kombination
D/Cys6081 ergeben. Gleichzeitiger Einbezug von Kombination A/4881 reduziert die Anzahl
der g-Tensoren bereits auf 5 Moglichkeiten. Die Addition von Zuordnung B/48B1 in die
Kalkulation fiihrt dann zu einer einzigen g-Tensorlage, die letztlich nach Einbezug aller 4
Protonen bestitigt wurde. Dabei handelt es sich um die auch bei Phytia ermittelte g-Lage,
Werte von Spindichte und isotropen Kopplungen besitzen gleiche GroBBenordnung und liegen
innerhalb der angegebenen Toleranzbereiche.

Die umgekehrte Valenzzuordnung wurde ebenfalls einer Uberpriifung unterzogen. Im Fall,
dass Fel reduziert ist, ergeben sich ebenfalls strukturelle und spektrale Einschriankung, so das
zunichst entweder Cys40 HB1 und HB2 die beiden groen Kopplungen jeweils bei gmax oder
gine bewirken, bzw. Cys45 HB1 und HB2 Verursacher dieser Hyperfeinwechselwirkung sind.
Die Einzelsimulation der Protonen zeigt, das einzig 45081 (3.44A) in der Lage ist, Signal D
mit seiner Aufspaltungsgrofle zugesprochen zu werden, da die anderen drei Cysteinprotonen
zu groBe Distanzen aufweisen. 4582 befindet sich 4.53A von Fel entfernt kann dadurch auch
bei hoher Spindichte und isotroper Kopplung maximale die Aufspaltung von Verlauf C
generieren. Jedoch zeigt auch die Automatiberechnung eindeutig, das die grofle Aufspaltung
D weder von 4581 noch von sonst einem B-Proton des Felin ihrer Verlaufsform simuliert

werden kann. Somit ist diese Valenzzuordnung eindeutig auszuschlieB3en.

Die Simulation FeSI ist wegen der erlduterten Situation iiberlagerter Resonanzen und einer
geringen Anzahl von klar zuzuordnenden Signalverldufen wesentlich schwieriger
durchzufithren. A*, B* und C* konnen anhand der spektralen Informationen und der in
Kapitel 6.3. durchgefiihrten Einzelsimulation FeSI zugesprochen werden. Diese 3 Verldufe

besitzen jedoch relativ geringe Aufspaltungswerte. Das Fehlen einer groBen Kopplung, wie
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sie von FeSII zu beobachten ist, ldsst eine eindeutige Simulation wie im Fall Clusterll
zunichst nicht zu und wurde anhand der strukturellen Vorinformationen und der ESR-
Simulation durchgefiihrt. Mittels der Automatiksimulation wurden zusitzlich alle weiteren
Kombinationsméglichkeiten iiberpriift. Diese sollen im Folgenden beschrieben werden.

Zunichst muss die Moglichkeit in Betracht gezogen werden, dass auch hier die umgekehrte
Spindichtezuordnung als die zuvor beschrieben eine Reproduktion der 3 Verldufe ergibt. Die
interaktive Simulation mit Phytia zeigt zundchst, das Verlauf A* bei invertierter
Valenzuordnung nur von 2 sich nahe an Fel (FeSI) befindlichen Protonen verursacht sein
kann. Dabei handelt es sich um die Cysteinprotonen 139HB1 mit einem Abstand von 3.4A
oder um 100HB1 mit einer Distanz von 3.8A. Weiterhin kann festgehalten werden, das Proton
100HB1 mit seiner Entfernung von 4.5A zu Fel nur Aufspaltungswerte erreicht, wie sie
Verlauf B* aufzeigt. Somit konnen allgemein nur 2 Zuordnungsmoglichkeiten in der Lage
sein, FeSI zu simulieren: A*/139B1, B/*139B2, C*/100B1 oder A*/10081, B/*10082,
C*/139B1. Fiir Fel wurden positive Spindichten von 1.4 bis 2.2 ermoglicht und fiir Fe2
negative Spindichten von -0.4 bis -1.2. Weiterhin wurden fiir alle beteiligten Protonen
isotrope Anteile von 0-5 MHz zugelassen und der g-Tensor in 10°-Schritten in alle moglichen
Raumlagen gedreht. Bei keiner der beiden Kombinationen fand sich ein gemeinsamer
Parametersatz, um die spektralen Merkmale widerzuspiegeln. Da andere Protonen-
Zuordnungen bei Fel aufgrund der benannten Uberpriifungen ebenfalls nicht in Frage
kommen, kann auch die Automatikkalkulation eindeutig ausschliefen, dass Fe2 wihrend des

Elektronentransfers reduziert wird.

Nachdem die Simulationen Fel (FeSI) als reduziertes Fe-Ion identifizierte, miissen die
Kopplungen A*-C* auf die Liganden Cysl103 und Cys137 zuriickgefiihrt werden. Somit
wurde die gleiche Vorgehensweise wie zuvor angewendet. Die Strukturelle Analyse im
Vergleich mit den  spektralen  Merkmale  fiilhrt wieder zu  bestimmten
Kombinationsmoglichkeiten. Einerseits ist die Kombination A*/137p2, B*13781
undC*/103B1 strukturell in der Lage, die spektralen Vorgaben zu erfiillen. Cys137p2 zeigt
einen Abstand von 3.46A zu Fe2, Cys137B1 eine Distanz von 4.38A und Cys103pB1eine
Distanz von 3.22A. Letzteres B-Proton hat den kleinsten Abstand zu Fe2 (FeSI), wihrend das
Proton 103B2 eine Distanz von 4.17A aufweist. Die Kalkulation wurde wie zuvor unter

Verwendung aller Parameterkombinationen vollzogen. Von 23328 einzustellenden g-
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Tensororientierungen bleibt bei der 3 Protonen-Linien-Kombinationen ein g-Tensorbereich
iibrig, der bei der Simulation zur Ubereinstimmung mit den 3 AuBenkopplungen im F-Plot
fiihrt. Bei dieser Situation zeigt gm.x Richtung Cys 137 und gmin Richtung Cys103, wihrend
gine annihernd in der FeS-Ebene liegt. Diese Orientierung ist somit um ihre Koordinaten
gegeniiber der in 6.2.2 dargestellten Orientierung, in etwa um 90° verkippt, d.h. g, wurde zu
Emax gedreht, gmin ZU Zmax und gy Zu gmin. Mittels Phytia wurde diese prinzipielle g-
Tensororientierung wieder iterativ untersucht. Obwohl sie den Austausch-Vergleich zufrieden
stellend wiedergibt, kann sie aus mehreren Griinden verworfen werden. Zum ersten diirfen fiir
Cys103B1 keine isotropen Anteile > 0,5 MHz vorkommen, um Verlauf C* zu simulieren.
Dieser Wert ist fiir ein B-Proton als sehr klein anzusehen. Ein deutlicheres AuschluSkriterium
ist die Lage der g-Hauptachsen beziiglich FeSII. Bei der hier vorliegenden Ausrichtung des g-
Tensors konnten die Parameter der ESR-Simulation nicht eingehalten werden, bei der
gmax/FeSI parallele Ausrichtung zu gj, FeSII erfordert. Bei der hier beschriebenen g-
Tensororientierung zeigen beide gi,-Achsen Parallelitit. Diese Ausrichtung ist jedoch nicht in
der Lage, die Aufspaltung gna.x/FeSI zu reproduzieren (Kap.3.3.3). Zum andern hilt diese g-
Tensor-Orientierung weder dem Strukturvergleich mit FeSII noch dem Vergleich der g-
Tensororientierung mit anderen Systemen stand (s. Diskusion, Kap.7.1) Prinzipiell zeigt sich
jedoch, das bei 3 AuBlenlinien, die keine signifikanten Aufspaltungswerte aufweisen, mehr als
eine g-Tensor-Lage bzw. Protonenzuordnungen auftreten konnen.

Bei gleicher Vorgehensweise wie zuvor beschrieben, werden abschlieBend die mit Phytia
gefundenen Simulations-Parameter fiir FeSI auf Vollstandigkeit iiberpriift. Die
Kombinationen A*/Cys10361, B*/Cys10382 und C*/Cysl370+B1 wurden nun einer
Vollkalkulationen unterzogen. Die Analyse ergibt, dass mehrere g-Tensor-Lagen bei
Einbezug der 3 Protonen-Verlaufs-Kombinationen berechnet werden, die sich in bestimmten
Bereichen befinden. Wie die Simulation mittels Phytia anzeigt, ist die gm.x-Hauptachsen bei
FeSI auf einen Genauigkeit von ca.10° um eine mittlere Lage festzulegen. Die mit der
Automatikkalkulation gefundenen Achsenpositionen zeigen den gesamten Bereich, innerhalb
in dem der g-Tensor fiir FeSI liegen kann. In Abb.6.35 werden die verschiedenen

Orientierungen der g-Tensoren durch die Wolken geometrisch veranschaulicht.
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™

Abb. 6.35: Graphische Zusammenfassung der Bereiche, fiir die die Lagen der g-Tensor-Achsen bei
FeSI moglich sind. Gezeigt sind die Spitzen der jeweiligen Achsen (Léinge 31&) ausgehend von Fe2.

Wie aus dieser Darstellung erkennbar ist, kann gn.x auf einen annidhernd kreisférmigen
Bereich eingegrenzt werden, der sich aus den Richtungs-Variationen dieser Achse
zusammensetzt. Somit ldsst sich diese Lage relativ genau auf + 10° um einen Mittelwert
bestimmen. Bei gin und gmin ist dieser Bereich deutlich groer ausgeprdgt und zeigt in der
graphischen Zusammenfassung Formen, die im Gegensatz zu gm.x nicht konzentriert auf
Héaufungspunkte zusammengefasst sind, sondern ausgedehnte, gekriimmt verlaufende Bezirke
ergeben. Die duBleren Achsenlagen von gi, und gmin liegen dabei um ca. + 20° um den in Kap.
6.2.2 angegebenen Mittelwert gestreut. In einem engeren Mal} kann der g-Tensor FeSI nicht
festgelegt werden. Generell unterschiedliche Bereiche zu den beschriebenen g-Tensor-
Orientierungen wurden bei der Untersuchung FeSI fiir die 3 dazugehorigen Kopplungen
A*B* und C* jedoch nicht gefunden. Somit ldsst sich also zusammenfassen, das die B-
Protonen des Cysteinliganden 103 die AuBenkopplungen A* und B* ergeben und gmax in
Richtung dieses Liganden zeigt. Cysteinligand 137 liegt anndhernd in der gi, und der gmin-
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Ebene, die Resonanzlinien von Cysl370+p2 lassen sich bei C* am deutlichsten

nachvollziehen.
6.2.6 Automatikkalkulation g-strain

Die zusammenfassende Analyse aller strain-Effekte kann aufgrund der grolen Datenmenge
nur mit einem Programm erreicht werden, das alle Parameter systematisch auf
Kombinationen, die zur Reproduktion der Experimente geeignet sind, untersucht. Die
einzelnen Parameter und ihre Auswirkung auf die Spektren wurden in Kap. 6.2.4 beschrieben.
Auch hier soll die Vollstandigkeit mit Hilfe einer Automatikkalkulation {iberpriift werden, die
gleichzeitig alle Effekte einbezieht. Die Bestimmung des g-Tensors und sein Toleranzbereich
wurden bei der Automatikkalkulation zuvor beschrieben. Da der g-Tensor FeSI nur auf
bestimmte Bereiche festlegbar ist, wurden systematische g-strain Effekte nur bei FeSII
vorgenommen. Die Toleranzwerte beziiglich der isotropen Hyperfeinkopplungen sowie der
Spindichte ergeben bei der Automatikkalkulation die gleiche Groenordnung wie bei Phytia.
Die Variationen des g-Tensors konnen ebenfalls mit iibereinstimmenden Werten von + 5°
hinsichtlich der Achsenrichtungen angegeben werden. Zusitzlich kann der Aufenthaltsbereich
der Cystein-Protonen nun umfangreich ermittelt werden. Dies gilt vor allem fiir die Protonen
48B1 und 60B2. Diese beiden Protonen fithren zu Resonanzlinien, die in weiten Bereichen
ohne Beeinflussung von anderen Signalen auftreten. Somit koOnnen sie fiir eine
Strukturanalyse herangezogen werden. Dazu wurden alle elektronischen Parameter, also g-
Tensor, Spindichte-Verteilung und isotrope Hyperfeinanteile mit den angegebenen
Mittelwerten festgehalten. Unter Beriicksichtigung der Linienbreite wurden nun die
Protonenkoordinaten berechnet, die eine zufrieden stellende Reproduktion der Resonanzlinie
ergeben. Aufgrund der unterschiedlichen Linienbreite berechneten sich fiir Cys48p1 154
Koordinationen, die sich in einem Umfang von + 0.3A um die pdb-Ausgangs-Koordinaten
befinden. Fasst man diese Koordinaten graphisch zusammen, ergibt sich ein bestimmter
Aufenthaltsbereich des Protons, der in Abb. 6.36 dargestellt ist. Fiir Cys60B1 ergibt sich eine
groBerer Spannbreite von =+ 0.6A bei einer berechneten Koordinatenmenge von 36
Positionen. Der Aufenthaltsbereich diese Protons ist weniger dicht konzentriert als 4831, die

variablere Position spiegelt die groere Linienbreite diese Protons wider.
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Somit kann einerseits unter Einbezug der Ausgangskoordinaten aus der Rontgenkristall-
Struktur die ENDOR-Simulation durchgefiihrt werden. Sind die physikalischen Parameter
innerhalb ihrer Bestimmbarkeit festgelegt, konnen die experimentellen und berechneten Daten
herangezogen werden, um die Protonen-Koordinaten auf ihre Varianz zu untersuchen. Dabei
ergibt sich ein ergénzender Vergleich zu den kristallographischen Daten. Diese konnten bei
der Analyse der ENDOR-Experimente der AOR reproduziert werden, d.h. es fand sich keine
Abweichung der pdb-Koordinaten, die der ENDOR-Simulation widersprechen. Die Analyse
der Linienbreiten beziiglich der strain-Parameter kann dann herangezogen werden, die
Strukturdaten auf ihre Toleranzbereiche zu iiberpriifen. Dies gelingt bei der Untersuchung
separierter Linienverliufe um so genauer, je geringer die Linienbreite ausfillt und sich
Resonanzlinien mit moglichst hoher Auflosung iiber eine grole Anzahl von Arbeitspunkten

verfolgen lassen.

Abb. 6.36: Variation der Protonenpositionen fiir Cys4881 und Cys60p1.
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7. Diskussion

7.1 Strukturelle Interpretation

7.1.1 Vergleich der Simulationsparameter und Struktur FeSII/AOR mit
A.platensis Fdx

Als Referenz zu den Ergebnissen der 2Fe2S-Cluster der AOR standen zunichst Protonen-
ENDOR-Daten von einem Fdx (A. platensis) zur Verfiigung [31]. Aufgrund der groBen
Ubereinstimmung von ESR- und ENDOR-Eigenschaften von apFdx und FeSII/AOR soll
zunichst die Struktur, Valenzlokalisation und g-Tensor-Orientierung dieser beiden Spin-
Systeme miteinander verglichen werden. Wie in Abb.6.1 erkennbar, zeigen sich im Feld-
Frequenz-Plot des apFdx im Vergleich zu dem der AOR #hnlich charakteristische
Verlaufsmuster. Eine breite Kopplung, die ein Maximum von 13-14MHz erreicht, befindet
sich in einem Bereich zwischen giy und gmin. Wie bei Kopplung D der AOR liegt mit dieser
Kopplung des apFdx ein stark verbreitertes Signal mit einem asymmetrischen Muster vor. Im
Bereich zwischen gp.x und gi, erkennt man 2 Protonenkopplung mit hohen und eine dritte
Kopplung mit kleineren Aufspaltungswerten. Diese vier auf Cystein-f-Protonen
zuriickzufithrenden Kopplungen sind den Kopplungen A-D, die bei der AOR fiir Zentrum
FeSII ermittelt wurden, in Form ihres Verlaufs und Aufspaltungswerten auffallend @hnlich.
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Abb. 7.1.: Experimenteller F-Plot des apFdx mit simulierten Linienverldufen der 4 Cystein-f-

Protonen am Fe(I1I)-Ion[31].
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Abb. 7.2: Strukturvergleich der FeS-Cluster von apFdx (Cys 41, 46, 49, 79) und FeSII der AOR (Cys
40, 45, 48, 60)

Beide FeS-Zentren sind mit einem C-X4-C-X,-C-X,-C- Motif in das Protein eingebettet, wie
es haufig bei pflanzlichen Ferredoxinen vorliegt. Ein Strukturvergleich der beiden Komplexe
zeigt, dass das gleiche Cysteinmotif zu einem hohen Grad an Ubereinstimmung beziiglich der
Anordnung der Cysteine und damit der Koordinaten der Cystein-B-Protonen fiihrt (Abb. 7.2).
NMR-Experimente des apFdx zeigen, dass bei dem Elektronentransfer selektiv das mit Fel
bezeichnetes Eisen-lon reduziert wird [41], die Simulation der experimentellen ENDOR-
Spektren des apFdx fithren zu der selben Valenzzuordnung. Wie in Kap 6.2 beschrieben,
wurden die Spindichte-Werte des apFdx auch bei der FeSII- Simulation aufgefunden, mit
Betridgen von +1.9 £ 0.1 (Fe2) und -0.9 £+ 0.1 (Fel). Demnach kann bei AOR/FeSII ebenfalls

Fel als reduziertes Fe-Zentrum identifiziert werden, wihrend Fe2 oxidiert bleibt.

Da bei apFdx erstmals die g-Tensor-Lage fiir ein [2Fe-2S]-Zentrum bestimmt werden konnte,
ist aufgrund der hohen Strukturiibereinstimmung dieser Vergleich von groB3em Interesse. Wie
die Simulation der ENDOR-Daten des apFdx zeigte, wird die Lage des g-Tensors bei diesem
Metalloprotein durch die Geometrie des FeS-Spinzentrums und den Cystein-Liganden
bestimmt. g, zeigt in Richtung des Cys79-Liganden mit einem Winkel zur Fe-S(Cys79)-
Bindung von etwa 40°. Eine nahezu identische Orientierung der gin—Achse FeSII/AOR in
Richtung des Cys60-Liganden findet sich bei der FeSII-Simulation, der entsprechende Winkel
zur Fe-S(Cys60)-Bindung wurde ebenfalls mit ca. 40° aufgefunden. gma.x /apFdx zeigt in
Richtung des Cys49-Liganden, der Winkel zur Fe-S(Cys49)-Bindung wird mit 30°
angegeben. Eine identische Ausrichtung der gmax-Achse ist bei AOR/FeSII festzustellen, auch
hier betrdgt dieser Winkel ca. 30° zur Fe-S(Cys48)-Bindung. Der Bindungswinkel zwischen
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der Fe2-S1-Bindung der FeS-Cluster und der Richtung gni, betrigt in beiden Fillen ca. 45°.
Somit wurde bei beiden FeS-Clustern eine &dhnliche g-Orientierung gefunden, die sich

spektroskopisch durch entsprechend verwandte Linienverlidufe im Feld-Plot duf3ert.

7.1.2 Vergleich der Simulationsparameter und Struktur FeSI und FeSII

FeS-Zentrum I zeigt eine unterschiedliche Verankerung in das Proteingeriist im Vergleich zu
FeSII. Durch das untypische Cysteinmotif ergibt sich eine unterschiedliche Raumlage einiger
Cystein- Liganden (Abb. 7.3). Bei einer iiberlagernden Darstellung der beiden FeS-Cluster
der AOR wird offensichtlich, dass Cys48/ FeSII und Cys103/ FeSI (jeweils bei Fe2) nahezu
identische Positionen besitzen. Die jeweiligen p-Protonen zeigen beim Abstand und
Torsionswinkel beziiglich der Fe-S-C-H-Bindung vergleichbare Werte (vgl. Kap 7.2.3). Dies
gilt ebenso fiir Cys45/ FeSII und Cys100/ FeSI (jeweils an Fel). Unterschiedlich angeordnet
sind dagegen Cys60/FeSII und Cys137/FeSI (an Fe2) sowie Cys40/FeSII und Cys139/FeSI
(an Fel). Durch diesen strukturellen Vergleich konnen Gemeinsamkeiten und Differenzen der
Linienverlduf beider Zentren erkldrt werden. Verlauf A und B von FeSII sind in Form und
GroBe nahezu identisch mit A* und B* , die beiden FeSII-Kopplungen werden durch die
beiden B-Protonen von Cys48 hervorgerufen, welche mit ihren strukturellen Daten denen der
B-Protonen des Cys103 entsprechen. Die Abstinde der B-Protonen sind fiir Cys137 dagegen
wesentlich groBer als fiir Cys60, auch die Torsionswinkel der Fe-S-C-H-Bindung zeigen
deutliche Unterschiede. Dieser strukturelle Unterschied zeigt sich spektroskopisch v.a. durch
das Fehlen einer grolen Kopplung, wie sie durch Cys60H f1des FeSII-Clusters hervorgerufen

wird.

103682 48R 10082

Abb.7.3: Strukturvergleich FeSI und FeSII der AOR mit den koordinierenden Cysteinliganden und

den dazugehorigen -Protonen
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Wie in Kap. 6.2.2 beschrieben, wurden die Spindichte-Werte von FeSII auch fiir die FeSI-
Simulation mit Betrdgen von +1.95 + 0.1 (Fe2) und -0.9 £ 0.1 (Fel) bestimmt. Somit kann bei
beiden Zentren Fel als reduziertes Fe-Atom identifiziert werden. Eine hohe Ubereinstimmung
findet sich ebenso bei der g-Tensor-Lage des FeSI-Clusters, die Orientierung weist auch hier,
dhnlich wie bereits zuvor fiir FeSII und apFdx gefunden, eine Abhingigkeit von der
Geometrie des FeS-Clusters und seiner umgebenden Cysteinliganden auf. Die gmix—Achse
FeSI liegt in Richtung des Cysteinliganden 103 mit einem Winkel zur Bindungsachse Fe2-
S(Cys103) von ca. 40°, hat also die gleiche Ausrichtung wie die gmax-Achse an FeSII zu
Cys48. gine an FeSI weist in etwa in die gleiche Richtung wie die Fe-S(Cys137) Bindung und
ist von dieser um 30° verkippt. Auch hier ist die Raumorientierung im Vergleich zu Clusterll
anndhernd identisch, der Winkel von gj, gegen die Bindungsachse ist dort um etwa 10°
groBer. Etwas stirker von der Cluster-Ebene abweichend zeigt bei FeSI die Orientierung der
gmin-Achse, der Winkel zur Fe2-S1-Bindung betrdgt aber ebenfalls ca. 45°. Bei beiden
Spinsystemen liegt die gin/gmin-Ebene um ca. 20-30° zur FeSSFe-Ebene verkippt.

7.2. Diskussion der Simulationsparameter

7.2.1 Valenzzuordnung und Spindichte

Wie die Simulation der beiden FeS-Zentren der AOR zeigten, ist eine Reproduktion der
ENDOR-Spektren und der Linienverldaufe nur unter der Bedingung moglich, dass jeweils Fel
das reduzierte Fe-lon darstellt. Zu dem selben Resultat fiihrte eine quantitative Studie der
ESR-Eigenschaften der drei interagierenden Metallzentren der AOR, die im Verlauf der
vorliegenden ENDOR-Studien vorgestellt wurden [105]. Ausgangspunkt dieser Analyse stellt
die in Kap. 3.3.4 beschriebenen magnetische Wechselwirkung der Spinzentren dar, die sich in
der Aufspaltung des Mo(V)-slow- und des FeSI-gmax-Signals bei Tieftemperatur-
Experimenten zeigt. Die Simulation dieser Aufspaltungen beruht wiederum auf einem
Punktdipol-Model, unter Beriicksichtigung der Kristallstruktur, der ESR-Linienbreiten und
des  beschriebenen Temperaturverhaltens (vgl. Kap 3.3.4). Die beobachtete
Austauschwechselwirkung zwischen dem Mo(V)-Zentrum und dem FeSI Zentrum ldsst sich
durch Jwo,Fest - SMo - Sresi, die Wechselwirkung zwischen den beiden FeS-Cluster nach GI1.3.7
beschreiben. Eine numerische Simulationen der Aufspaltungen wurden mit verschiedenen

Parametersitzen hinsichtlich g-Orientierungen, Austauschkopplungskonstanten J und
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Valenzzuordnung durchgefiihrt. Bei dieser Vorgehensweise, die die Oxidationsstufen und die
Distanzen der Reaktionszentren einbezieht, sind verschiedene Parametersitze vorhanden, die
die magnetische Wechsel-wirkung der 3 Spinsyteme der AOR reproduzieren konnen.
Aufgrund einer quantitativen Analyse mit unterschiedlichen Valenzzuordnungen wurde der
Elektronentransport mit Mo-Fel(FeSI)-Fel(FeSII) vorgeschlagen. Zu der gleichen Zuordnung
der reduzierten Fe-Ionen fiihrt die vorliegende ENDOR-Analyse, die andere
Valenzzuordnung eindeutig ausschlieBen kann und daneben die g-Orientierungen beziiglich

der FeS-Cluster-Geometrie bestimmt.

Betrachtet man 2Fe2S-Zentren ohne Liganden und Aminosdurenumgebung, sind keine
deutlichen Merkmale in der Cluster-Struktur erkennbar, die die selektive Reduktion eines Fe-
Ions begiinstigen. Somit kann auf einen Einfluss der benachbarten Proteinmatrix auf die
Lokalisation der Valenzen und die GroBe der Redoxpotentiale geschlossen werden. Bei
Zentrum FeSI lésst sich beobachten, dass insgesamt vier H-Briicken zwischen den S*-Atomen
und rdumlich nahe liegenden Protonen vorliegen, jeweils 2 bei Fel und Fe2 [116]. Zunichst
liegt also eine symmetrische Verteilung in der Umgebung beider Fe-Ionen vor, wobei Cys139
(Fel) mit dem MCD-Kofaktor eine H-Briicke ausbildet. Da diese H-Briicke die einzige
Kopplung des Kofaktors mit FeSI darstellt, ist davon auszugehen, das iiber diese Verbindung
der Elektronen-Transfer stattfindet. Bei der Analyse der Strukturdaten erkennt man, dass in
der Umgebung von Fel gegeniiber Fe2 eine doppelt so hohe Anzahl von permanenten NH-
Dipolen mit einem Abstand < 4A vorliegen (Tab. 7.3). Noch stirker ausgeprigt fallen bei
dem distalen FeSII-Cluster die Unterschiede bei der Verteilung der NH-Dipole aus. Hier ldsst
sich bereits bei der Ausbildung von H-Briicken ein unsymmetrisches Muster erkennen. Auf
Seiten von Fel sind die S’-Atome der Cystein-Liganden an vier, bei Fe2 an zwei H-Briicken
beteiligt [116]. Weiterhin fillt bei der Betrachtung der Umgebung von Fel und Fe2 wieder
eine unsymmetrische Verteilung der Anzahl der NH-Dipole auf. Bei Fel befinden sich
insgesamt 11 Protonen < 4A in der Umgebung, wovon neun N-gebunden sind. Bei Fe2
dagegen fillt die Anzahl der NH-Dipole mit vier deutlich kleiner aus. Gleiche Merkmale
finden sich bei apFdx, hier liegen ebenfalls mehr NH- oder OH-Gruppen in
Wasserstoffbriicken-Distanz auf Seiten von Fel. In Abb. 7.4 ist die Verteilung der NH-Dipole
beider FeS-Zentren der AOR zusammengefasst. Aufgrund der Struktur der Cluster-
Umgebung ergeben sich deutliche Hinweise, dass die unterschiedliche Polaritdt der
Proteinmatrix die Valenzlokalisation auf bestimmte Fe-Ionen festlegt. Bei verschiedenen

Modellsystemen fiihrten Deletionen oder Modifikationen von Wasserstoff-Bindungen zu
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starker Verdanderung der elektronischen Eigenschaften eines FeS-Zentrums [4, 14, 32].
Studien bei einem Rubredoxin zeigen, dass bereits bei einer kleinen Anderung einer H-
Briicken-Distanz eine Anderung des Redoxpotentials um bis zu 80 mV zu beobachten ist [99].
Ausfiihrliche Untersuchungen bei 4Fe4S-Cluster weisen nach, dass punktuelle Anderung
solcher lokalen Ladungstriger eine starke Veridnderung der elektrochemischen Eigenschaften
der Metall-Zentren bewirken [33]. Bei einer Adx-Mutante konnte durch eine Punktmutationen
in der Umgebung des Metallzentrums eine Anderung des Redoxpotentials von -70 mV

festgestellt werden [136].

Tab. 7.1: Protonen mit Distanzen < 4A in der Umgebung der FeS-Cluster

FeSI: Fel

FeSI: Fe2

FeSII: Fel

FeSII: Fe2

Cys100 NH (2.89)
Cys139 HB2 (2.99)
Glyl01 NH (3.24)
Cys100 HBI (3.38)
Phel102 NH (3.45)
Cys139 NH (3.50)
Cys103 NH (3.86)
GIn99 Hp2 (3.88)
Argl38 NH (3.97)

Cys137 Ha (3.15)
Cys103 HBI (3.22)
Cys139 NH (3.29)
Cys103 NH (3.37)
Cys137 HP2 (3.46)
Cys139 HP2 (3.49)
Argl38 NH (3.49)
Thr140 Hy22 (3.63)

Cys40 NH (2,67)
Cys45 NH (2,69)
Glu41l NH (3,01)
Gly46 NH (3.36)
Cys45 HBI (3.44)
Gln44 NH (3.45)
Ala47 NH (3.53)
Gly39 NH (3.54)
Gln42 NH (3.55)
Gly43 NH (3.59)

Cys60 HP1 (2.85)
Arg58 HP1 (3.32)
Gly43 NH (3.39)
Cys48 HP1 (3.40)
Cys60 NH(3.40)

Arg58 Hy2 (3.75)
Gly43 Ho2(3.79)
Glu41 NH(3.86)

Cys60 HP2(3.87)
Cys48 NH(3.90)

Cys40 HBI (3.82)

Fe2

Abb. 7.4: Verteilung der NH Dipole (N blau, H grau) in der Umgebung der FeS-Cluster. Der
Elektronentransport verlduft vom MCD-Kofaktor iiber eine H-Briicke von N2 (MCD) und Cys139 zu
Fel. Einzige Verbindung von FeSI zu FeSII besteht iiber eine H-Briicke zwischen Cys137 und Cys45,
welches mit Fel/FeSII verbunden ist.
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Die ermittelten Werte der Spindichte-Verteilung von ca. -0.9 (Fe(Il)) und 1.9 (Fe(II))
bestitigen zunidchst das Prinzip der antiferromagnetischen Kopplung, nach dem in einem
Fe(II)-Fe(III)-Dimer der oxidierte Kern einen positiven Spinprojektionskoeffizienten und der
reduzierten Kern einen negativen Koeffizienten erhilt. Die theoretischen Werte von +7/3 und
-4/3 konnten dabei in 2Fe-2S-Cluster bisher nicht aufgefunden werden. Fiir tetraedrisch von
Schwefelatomen koordinierte Eisenkomplexe wurde ein Kovalenzfaktor dy, als Korrekturterm
vorgeschlagen [107]. Dieser gibt das Verhiltnis der im Komplex vorliegenden Spinpopulation
zur maximalen, im ionischen Fall erreichbaren Spinpopulation an, also 4 fiir Fe** und 5 fiir
Fe™*. Bei einem unkomplexierten Fe**-Ton entspricht d, =1, bei den vorliegenden 2Fe-2S-
Komplexen wurden Werte von 0.65 fiir Fe (III) und 0.75 fiir Fe (II) eingefiihrt. Durch
Multiplikation der Kovalenzfaktoren mit den Spinprojektionskoeffizienten, erhélt man die als
effektiven Spinpopulationen bezeichnete Werte von 1.5 fiir Fe (IIT) und -1.0 fiir Fe (II). Diese
Werte zeigen eine bessere Ubereinstimmung der Spindichteverteilungen bei 2Fe2S-Zentren
[31]. "H-ENDOR-Untersuchung bei hsAdx und einem Rieske-ISP ergaben Spindichten von -
0.6/+1.6 (hsAdx) sowie -0.55/1.6 (Rieske-ISP) und weisen ebenfalls niedrigerer Werte als die
theoretisch erwarteten Spindichten auf [87]. Die aus den ENDOR-Simulationen erhaltenen
Werte stimmen insoweit mit den theoretischen Betrachtungen iiberein, dass sie niedriger als
die Spinprojektionskoeffizienten ausfallen und die Maximal-Werte in realen 2Fe2S -

Komplexen nicht erreicht werden.

7.2.2 g-Tensor-Orientierung

Die g-Tensor-Orientierung ist ein elektronischer Parameter, der durch ESR-Einkristall-
Untersuchungen oder im Falle polykristalliner Proben experimentell nur durch die ENDOR-
Analyse bestimmt werden kann. Die bis dato bei 2Fe2S-Zentren gefundenen Orientierungen
bestitigen dabei nicht den theoretisch erwarteten Ausrichtungen der g-Hauptachsen [15].
Nach Berechnung der Ligandfeld-Theorie sollte die Achse des groBiten g-Hauptwertes gmax in
der Fe-Fe-Ebene liegen. Bei beiden FeS-Zentren der AOR sowie apFdx konnte dagegen die
zuvor beschriebene, aus der Cluster-Ebene verkippte Orientierung ermittelt werden.
Prinzipiell die selbe Ausrichtung wird bei hsAdx gefunden [87]. Bei diesem Vertebraten-Fdx
mit einem Spin-System axialer Symmetrie konnte ebenfalls die g-Tensor-Lage festgelegt
werden, die Orientierung gmax zeigt anhand der ENDOR-Analyse auch bei diesem 2Fe2S-

Protein in Richtung eines Cysteinliganden. Somit sind insgesamt vier Fille von 2Fe-2S-
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Clustern dokumentiert, bei denen der g-Tensor hinsichtlich der FeS-Molekiil-Ebene verkippt
vorliegt.  gmax sowie gy spiegeln die tetraedrischen Ligandierung des Spinzentrums
anndhernd wider, die gin/gmin- Ebene verlduft ca. 20-30° verkippt zur FeSSFe-Ebene.
Gegensitzlich zeigt sich die g-Orientierung bei einem 2Fe2S-Spinzentrums eines Rieske—ISP
[18, 87]. Bei diesem liegt gin in etwa senkrecht zur FeS-Cluster-Ebene, mit einer Abweichung
von ca. 25° zur Normalen der Ebene. Ein weiterer deutlicher Unterschied zeigt sich hier bei
der gmin-Richtung, diese verliduft annihernd entlang des Fel-Fe2-Vektors, die gmax und gmin-
Ebene gibt bei diesem Spinzentrum annédhernd die Lage der Cluster-Ebene wieder. Vergleicht
man die g-Orientierung der vier beschriebenen CyssFe,S,-Komplexe mit dem Cys,His,Fe,S,-
Komplex, verursacht demnach die unterschiedliche Ligandierung die abweichende Raumlage
des g-Tensors. Ein relevanter Einfluss der Ligandierung auf die g-Eigenwerte zeigte sich
bereits bei ESR-Experimenten. Mutationen in der Umgebung des Zentrums (Cys—Ser, Ala)
identifizieren einen unmittelbaren Einfluss auf die ESR-Eigenschaften, die z.B. bei Fumarat-
Reduktase [139], cpFdx [103], Xanthin-Oxidoreduktase [80] sowie Qor [46] zu einer
Anderung der g-Anisotropie fiihren kann. Inwieweit durch den Ligandenaustausch die g-
Orientierung verdndert wird, konnte an den ungeordnet vorliegenden Systemen mittels ESR-
Untersuchungungen nicht bestimmt werden und benétigt zur Losung dieser Fragestellung

Experimente der orientierungsselektiven ENDOR-Spektroskopie.
7.2.3 Isotrope Hyperfeinkopplungskonstanten

Analysen beziiglich der Einfliisse der raumlichen Anordnung von Cys-f-Protonen, die direkt
mit dem Spinzentrum verbunden sind, wurden hauptsédchlich fiir 4Fe-4S-Zentren beschrieben
[vgl. 14]. Die GroBe der isotropen Kopplung zeigt eine Abhiédngigkeit von geometrischen
Parametern und wird durch den Torsionswinkel @ (Fe-S-C-Hg) beeinflusst [14, 83]. Fiir
2Fe2S-Zentren liegen dagegen wenige Literaturdaten vor, eine GesetzmifBigkeit wie im Fall
der 4Fe4S- Kubane konnte bis dato nicht aufgezeigt werden [31]. Zunéchst soll ein Vergleich
der isotropen Hyperfeinkopplungen beider AOR Spinzentren und apFdx gegeben werden. Die
Ajso- Betridge werden zunichst auf einen Wert von 100%-Spindichte normiert, da diese von
der Spindichte am Eisenzentrum abhingen [103]. Die normierten A*;s,- Kopplung eines -

Cystein-Protons am Eisenzentrum Fe; ist dann gegeben durch:

Al = i 6.1)
p(Fe,)
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Der Vergleich zwischen den Protonenpositionen ( Abstand r, Torsionswinkel ®@ bzgl. der Fe-
S-C-Hg-Bindungsachsen) und den normierten isotropen Kopplungen ist in Tab. 7.2.

(Vergleich apFdx mit FeSII) und Tab. 7.3 (Vergleich FeSI mit FeSII) wiedergegeben.

Tab. 7.2: Vergleich der Abstinde r, Torsionswinkel @ (Fe-S-C-Hg) und isotroper Kopplungen
A¥iso der Cystein-f—Protonen von apFdx und FeSII/AOR.

Fd r(Fe2) TW® A*iso AOR/ r(Fe2) TW® A%*iso
aptax (A) (°y  [MHz]  FeSII A) )  [MHz]

1Cys49  3.116  -2.2 0.9 1BCys48  3.40 4.9 0.9

28Cysd9  4.017 1165 22  2BpCysd8 427 1245 1.8

1BCys79  3.008 1.7 22 1BCys60  2.85 -0.2 1.0

2pCys79 3966 117.7 2.3 2pCys60 3.872  -118 2.0

Tab.7.3: Vergleich der Absténde r, Torsionswinkel ® und isotroper Kopplungen A*;, der
Cystein —Protonen von FeSI und FeSII.

AOR/ r(Fe2) TW®  A*iso AOR/ r((Fe2) TW® A*iso
FeSI (A) ) [MHz] FeSII (A) ) [MHz]

1BCys103  3.22 7.6 0.9 1BCys48  3.40 4.9 0.9

2Cys103  4.17 127 1.8 2BCysd8 427 1245 1.8

1BCys137  4.38 175.3 1.6 1BCys60  2.85 -0.2 1.0

2pCys137  3.46 56.2 1.2 2pCys60 3.872  -118 2.0
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7. Diskussion

Zunichst wird erkennbar, dass die 3 identischen Anordnung von Cys49 (apFdx), Cys48 und
Cys103 (AOR) sowie die dhnlichen Torsionswinkel der B-Protonen zu isotropen Kopplungen
vergleichbarer GroBe fiithren. 1848, 1103 sowie 1p49 weisen jeweils einen Torsionswinkel
von ca. 0° auf und stehen nahezu senkrecht zur Fe-S-Bindung. Diese 3 Protonen besitzen
relativ kleine normierte isotrope Kopplungen von 0.9 MHz. Gleiche anndhernd senkrechte
Anordnung zur Fe-S-Bindung zeigen 1360 und 1B79. Bei diesen wird im direkten Vergleich
eine Abweichung von A*,, um ca.0.6 MHz kenntlich, wobei sich die Hyperfeinkopplung von
1B60 wiederum an diejenigen von 1B48, 18103 und 1B49 anlehnt. Der Unterschied zwischen
1B60 und 1B79 ldsst sich mit den beobachtbaren strain-Effekten erkldren, die bei beiden
Protonen am stirksten auftreten und sich in der starken Linienverbreiterung duBert (Kap.
6.2.6). Bei beiden [-Protonen ist dadurch die Bestimmung der isotropen
Hyperfeinkopplungen und der Torsionswinkel erschwert. Deutliche unterschiedliche Werte
ergeben sich auch im Vergleich der beiden Liganden Cys137 und Cys60. Die B-Protonen
dieser Liganden zeigen differente Raumlagen und erkldren in diesem Fall die
unterschiedlichen Werte. Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die gefundenen
Kopplungen nach Normierung mit den Werten fiir [4Fe4-S]-Systemen vereinbar sind,
wihrend sich eine Abhédngigkeit vom Torsionswinkel nach [14, 83] nicht aufweisen lisst.
Diese Diskrepanz konnte zum einen auf der gegensitzlichen g-Tensor-Orientierung bei 4Fe-
4S-Zentren beruhen, daneben liegen bei diesen FeS-Zentren delokalisierte Valenzen vor. Im
Hinblick auf die hier gefundenen isotropen Kopplungen der Cys-B-Protonen an 2Fe-2S-
Systemen konnen weitere NMR- und ENDOR-Experimente an diesen Cluster dazu dienen,
die erhaltenen Werte auf GesetzmiBigkeiten hinsichtlich der geometrischen Parameter zu

tiberpriifen.
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8. Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden die beiden 2Fe-2S-Zentren der AOR mit Hilfe von CW-
und Puls-ENDOR-Techniken untersucht und mittels Simulationssoftware analysiert. Die in

Kap.4 beschriebenen Fragestellungen konnten dabei folgendermal3en aufgeklirt werden:

Aufnahme und Simulation der CW-und Puls-ENDOR-Spektren der AOR (vgl. Kap. §
und 6)

Mit Hilfe moderner CW-und Puls-ENDOR-Spektrometer konnten die an fritherer Stelle
beschriebenen ESR-Signale hochaufgelost dargestellt werden, so dass die paramagnetischen
Eigenschaften der beiden FeS-Zentren bei der vorliegenden, nicht-orientierten Probe
extrahiert werden konnte. Dazu wurden verschiedenen Messparameter getestet und soweit
optimiert, bis eine klare Signaldarstellung der FeS-Signale gelang. Dabei konnte gezeigt
werden, dass verschiedene Gerdteparameter notwendig sind, um ENDOR-Signale, die bei
unterschiedlichen Frequenzbereichen auftreten, darzustellen. ENDOR-Signale, die mit
Kopplungswerten > + 4MHz auftreten (AuBenbereich), erforderten bei der AOR RF-
Modulationshiibe von 400KHz, um eine zufrieden stellende Signaldarstellung zu erreichen.
Liegt der Schwerpunkt der Signalaufkldarung bei Kopplungen < + 4MHz (Innenbereich),
miissen kleinere RF-Modulationshiibe gewihlt werden, um die Signalverldufe aufzukléren.
Bei der Untersuchung der AOR zeigten sich RF-Frequenzhiibe von 100 KHz als geeignet,
diese Problematik zu 19sen.

Da bei der Untersuchung von Ubergangsmetallkomplexen, die innerhalb eines
Aminosdurengeriistes vorliegen, groBe Aulenkopplungen eine wichtige Rolle bei der Analyse
spielen, mussten weiterhin Puls-ENDOR-Experimente eingesetzt werden, um diese
Linienverldufe zweifelsfrei aufzukldaren. Dabei kann die Puls-Davies-Sequenz zufrieden
stellende Ergebnisse bei dieser Art der Signalaufklarung liefern. Einerseits konnte sie bei der
vorliegenden Arbeit eingesetzt werden, um Kopplungen, die bei der CW-Technik nur
undeutlich auftreten, in ihrem Verlauf aufzudecken. Weiterhin lie3 sich bei geeigneten Puls-
Abstinde eine Trennung der Signale der beiden FeS-Molekiile im Ansatz durchfiihren. Grof3e
Puls-Abstinde ergaben eine Moglichkeit, das FeSII-Zentrum, welches sehr kurze
Relaxationszeiten aufweist, bei seinen AuBenkopplungen zu unterdriicken, so dass
Signalanteile von FeSI aufgedeckt werden konnte. Diese Trennung erwies sich als wichtiges

Hilfsmittel, um eine Simulation des iiberlagerten Bereich durchzufiihren.
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8. Zusammenfassung und Ausblick

Um die Auswertung der ENDOR-Spektren der AOR durchzufiihren, wurde eine Simulation
nach dem Algorithmus von Hurst et al. [78] vollzogen. Da fiir FeSII iiberlagerungsfreie
Bereiche vorliegen, konnte fiir die Bewiltigung dieser Aufgabe zunichst das Programm
Prometheus [121] herangezogen werden, welches unter Einbezug der Koordinaten des
Spinzentrums und der umgebenden Protonen eine interaktive Simulation ermoglicht. Um
letztlich eine schnelle und parallele Simulation beider FeS-Signale durchzufiihren, wurde
diese Software innerhalb der Arbeitsgruppe stindig verbessert und in seiner Funktion um
wichtigen Merkmalen erweitert, so dass in letzter Version ein Programm zur Verfiigung steht
(Phytia), das auch komplexe Simulationsvorgéinge in vertretbarem Zeitrahmen erlaubt. Um
die groe Anzahl von Losungsmoglichkeiten auf ihre Vollstindigkeit zu tiberpriifen, wurde
weiterhin ein Programm entwickelt (Sacopane), das die gesamte Spannbreite der
Parametervariationen erfasst und auf die Simulationsmoglichkeit aller signifikanten
Linienverldufe iiberpriift. Aufgrund dieser Neuentwicklung und die sukzessiver Verbesserung
der Programmhandhabung stehen in letzen Versionen Programme zu Verfiigung, welche die
umfangreiche Simulation der Linienverldufe mehrerer Spinzentren ermdoglicht. Aufgrund der
Moglichkeit, Spinzentrum und die g-Tensor-Orientierung innerhalb des Zentrums visuell
darzustellen, kann eine vereinfachende Simulation ohne Koordinatentransformation in andere

Programme wie z.B. WebLabViever durchgefiihrt werden.

Elektronische und strukturelle Eigenschaften der AOR (vgl. Kap. 5 und 6)

Spindichte: Bei der vorgestellten Untersuchung zeigte sich, dass jeweils bei den mit Fel
gekennzeichneten Fe-lonen negative Spindichten von ca. -0.85 und bei den mit Fe2
bezeichneten Fe-lonen positive Spindichten von ca. 1.85 auftreten. Einerseits bestitigt diese
Spindichte-Verteilungen, die auch bei apFdx [31], hsAdx und btRieske-ISP [87] in
vergleichbarer Groenordnung aufgefunden wurden, das Spinkopplungsmodell. Andererseits
zeigte sich aber erneut, dass die experimentell gefundenen Werte realer Systemen die
theoretisch erwarteten Maximalwerte nicht erreichen. Prinzipiell ermoglicht die Ermittlung
der Spindichte die Lokalisierung der Valenzen und dient somit zur Aufkldrung der Stationen
des Elektronentransfers. Bei beiden 2Fe-2S-Zentren werden im Falle der AOR die Fel-Ionen
reduziert. Somit konnte die Fragestellung beziiglich des Elektronentransports experimentell
eindeutig geklidrt werden. Da diese Problematik der MoBbauer-Spektroskopie sowie bei
relativen grof3en Metalloproteinen der NMR-Technik nicht zugénglich ist, bietet die ENDOR-

Technik eine Moglichkeit, diese Untersuchungen auch auf eine Vielzahl weiterer Enzyme
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anzuwenden. Da bei der ENDOR-Simulation die Strukturdaten herangezogen werden, wird
auch der Einfluss der Aminosdureumgebung und der Polaritit in der Ndhe des Spinzentren
offenbar. Bei beiden FeS-Zentren der AOR ergibt die Struktur-Analyse, dass die Verteilung
der permanenten Dipole sowie der H-Briicken unsymmetrisch ausfillt und die selektive
Reduktion bestimmter Fe-lonen beeinflusst. Inwieweit die umgebenden Protonen bei der
AOR Einfluss auf ESR-/ENDOR-Eigenschaften und die Stirke des Reduktionspotentials
nehmen, kann durch weiterfithrende Experimente wie Punktmutationen in unmittelbarer Nihe

der Fe-Cluster aufgedeckt werden [vgl. 87, 88].

g-Tensor: Eigenwerte und Orientierung des g-Tensors sind Groen, die neben der Spindichte
notwendig sind, um die elektronischen und magnetischen Eigenschaften eines Molekiils zu
beschreiben [15, 16, 55]. Wie im Falle des apFdx orientiert sich die Lage des g-Tensors
beider FeS-Cluster der AOR nicht ausschlieBlich an der Geometrie des Fes-Zentrums,
sondern lehnt sich deutlich an die Symmetrie der Cystein-Ligandierung an. Bei allen drei
2Fe2S-Cluster ist die Lage des g-Tensors aus der Cluster-Ebene verkippt und zeigt mit den
beiden Hauptwerten gm.x und gi, in Richtung bestimmter Cysteinliganden. Ahnliche
Orientierung fand sich auch im Falle der hsAdx [87]. Gegensitzliche Raumlage bzgl. des
Spinzentrums fand sich dagegen bei einem btRieske-ISP [18, 87]. Inwieweit die g-
Eigenschaften von der Ligandierung beeinflusst wird, kann z.B. anhand Punktmutationen wie
Cys-Ser-Austauschmutanten untersucht werden. Dies erfolgte bereits durch ESR-Experimente
an Molybdopterinhydroxylasen [46, 80, 88, 139], diese konnten jedoch die relative g-
Orientierung aufgrund nichtkristalliner Proben nicht aufklidren. Orientierungsselektive
ENDOR-Untersuchungen an Austauschmutanten wurden bislang nicht publiziert und bieten
eine zusitzliche experimentelle Option bei der Untersuchung von FeS-Zentren beziiglich der
g-Tensor-Lage.

Wie in Kap. 3.3.4 aufgefiihrt, lassen sich die ESR-Eigenschaften der interagierenden FeS-
Cluster anhand eines Punkt-Dipol-Modells beschreiben [85]. Die ESR-Simulation, die im
Verlauf der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurde, ergab eine parallele Ausrichtung von
gmax/FeSI zu g, /FeSIl, liel aber die relative g-Orientierungen offen. Die bei dieser Arbeit
ermittelten g-Orientierungen mittels der orientierungsselektiven ENDOR-Spektroskopie
stehen in Ubereinstimmung mit der ESR-Simulation (vgl. Kap 6.2.3) und beschreiben die g-
Orientierungen beziiglich der Cluster-Struktur.

Neben der Beschreibung von paramagnetischen Wechselwirkungen der Redoxzentren kann

die Lage des g-Tensors weiterhin herangezogen werden, um die Interaktion von Proteinen zu
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beschreiben, zwischen denen Elektronen-Transferprozesse stattfinden. Dies wurde erstmals
bei der Analyse von Membranproteinen beschrieben [25]. Hinsichtlich der Fragestellung,
welchen FEinfluss die Orientierung des g-Tensors bei der Interaktion mit einem
physiologischen Reaktionspartners der AOR spielt, erfordert jedoch zunichst die Aufklirung

des bislang unbekannten Elektronenakzeptors.

Hyperfeinwechselwirkung: Wihrend die dipolaren Kopplungen der Protonen unmittelbar
mit der Lage des g-Tensors und den Koordinaten der Protonen korrelieren und bei der
Spektren-Simulation berechnet wurden, stellen die isotropen Koppplungskonstanten Werte
dar, die iterativ ermittelt werden. Die Werte der AOR liegen in Bereichen fritherer NMR-
Experimenten an Ferredoxinen sowie der ENDOR-Analyse des apFdx [56], hsAdx sowie
btRieske-ISP [87]. Ein gesetzmifiger Zusammenhang zwischen isotropen Kopplungen und
des Torsionswinkels zwischen B-Protonen und Spinzentrum konnte dabei nicht gefunden
werden. Im Hinblick auf die in dieser Arbeit vorgenommenen Simulation der ENDOR-
Spektren der AOR  koOnnen weitere Untersuchungen an verwandten
Molybdopterinhydroxylasen dazu dienen, die erhaltenen Simulationsparameter der isotropen
Kopplungen der B-Protonen (sowie die Lage der g-Tensoren und die Spindichteverteilung) zu
vergleichen. Dies bietet sich v.a. im Falle derjenigen Molybdopterinhydroxylasen an, von
denen in den letzten Jahren Strukturdaten erhiltlich sind (vgl. Kap. 3.2). So sollten die
Ergebnisse der AOR im Vergleich mit denen verwandter Enzyme zur weiteren Aufklirung
der elektronischen Eigenschaften von Molybdopterinhydroxylasen und ihrer Reaktionszentren

dienen.
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