Kapitel 6

Relaxationszeitmessungen an Q™
und Qp in Rb. sphaeroides R26

Im folgenden Kapitel wird eine Untersuchung der 75-Relaxationszeiten der Chin-
onkofaktoren Q% und Q}~ in bakteriellen Reaktionszentren (Rz) von Rb. sphae-
roides R26 mit Hilfe von ESE (Elektronenspinecho, siche Abb. 2.2) detektierter
EPR bei 95 GHz/3.4 T (W-Band) und 180 GHz/6.3 T (G-Band) und bei verschie-
denen Temperaturen (120 K, 140 K, 160 K und 180 K bzw. 190 K) dargestellt.
Die folgenden beiden Abschnitte beschreiben jeweils die Funktion von Q3 und
Qp im Rz sowie die fiir die Experimente notwendigen apparativen Vorausset-
zungen und Préparationen. Die Messungen sind in Abschnitt 6.4 zusammenge-
fasst. Die EPR-Spektren zeigen mit zunehmendem Pulsabstand eine Verdnderung
der Linienform, die auf eine Orientierungsabhiingigkeit’ der Relaxation zuriick-
zufithren ist. Die Orientierungsabhingigkeit h&ngt sowohl von der Temperatur
als auch von der Mikrowellenfrequenz ab. Ziel der Messungen war es, aus der
Orientierungsabhéngigkeit der Relaxation die Bindungstruktur von Q% und Qp~
sowie Konformationsfluktuationen des Proteins mit Hilfe der Modulationen des
g-Tensors zu untersuchen. In fritheren Arbeiten [18,143] wurden die 2D-ESE-
Spektren durch stochastische g-Tensor-Modulationen im Rahmen der Redfield-
Theorie [29] simuliert. Die aus meinen Simulationen gewonnenen Amplituden
und Korrelationszeiten der g-Tensor-Modulationen sind in [18] verdffentlicht. Das
dafiir neu entwickelte Modell zur Relaxationszeitbestimmung ist in Abschnitt 2.3
dargestellt. Am Ende meiner Arbeit gelang es mir, in Kooperation mit der AG
von Prof. Prisner (Goethe Universitéit Frankfurt/M.) Messungen bei 180 GHz

durchzufiihren. Die Ergebnisse dieser bis dahin aus apparativen Griinden nicht

!Der Begriff Orientierungsabhiingigkeit bezieht sich auf die durch den Mikrowellenpuls an
einer bestimmten Feldposition selektierten Orientierungen des Molekiils relativ zum &ufleren
Feld (siehe Abb. 2.3).
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moglichen Messungen stellen die bisherigen Simulationen in Frage und ergeben
neue Erkenntnisse iiber die Relaxationsmechanismen in Rzn, die in Abschnitt 6.5

diskutiert werden.

6.1 Einleitung

Molekiilbewegungen in Festkorpern, Glésern oder Proteinen konnen hervorra-
gend mit ESE-Spektroskopie untersucht werden (eine Ubersicht iiber verschiedene
Verfahren und die untersuchten Molekiilklassen wird u.a. in [24, 144, 145] gege-
ben). Besonders zur Untersuchung orientierungsabhéngiger dynamischer Linien-
verbreiterungen durch die Resonanzfrequenz modulierende Molekiilfluktuationen
wurden mit Erfolg ESE-Untersuchungen durchgefiihrt [38,143,146-148]. Je nach
den das EPR-Spektrum dominierenden Linienverbreiterungsmechanismen wur-
de dabei entweder die Modulation des Hyperfeintensors [146-148] oder des g-
Tensors [7,143,149] als Sonden der Bewegung benutzt. Fiir die Untersuchung von
Modulationen des g-Tensors ist wegen ihrer erhéhten spektralen Auflosung klei-
ner g-Tensor-Anisotropien vor allem die Hochfeld-ESE geeignet. Eine Einfiihrung
in die Methode des 2D-ESE findet sich in Unterabschnitt 2.5.3.

Da die Anisotropie des g-Tensors von UQ}, nur ~ 4 x 1073 betriigt?, bedarf es
Feldern von mehr als drei Tesla, um das Spektrum auf fast 10 mT zu verbreitern
und so die XX-, YY-, und ZZ- Komponenten des g-Tensors spektral zu trennen
(Abb. 6.4). Auf diese Weise kann man im ESE-Experiment Molekiile selektie-
ren, die eine bestimmte Orientierung zum dufleren Feld haben (siehe Abb. 2.3)
und Relaxationszeitmessungen an diesen Orientierungen durchfiihren. Orientie-
rungsabhéngige Relaxation bedeutet, dass die Modulation des Hamiltonoperators
von der Orientierung des Molekiils zum dufleren Feld abhéingt, also anisotrop ist.
Durch eine quantitative Analyse dieser Richtungsabhéngigkeit lassen sich prin-
zipiell die Amplituden Jw und Korrelationszeiten 7. der Modulationen der ma-
gnetischen Wechselwirkungen und damit dynamische Eigenschaften des Molekiils
bestimmen. Dies setzt voraus, dass die Echozerfallsfunktion von dw und 7, be-
kannt ist. Das entscheidende Problem bei der Bestimmung dieser Parameter ist,
dass die Echozerfille keine unabhingige Bestimmung von dw und 7, erlauben.
Das Verhéltnis von Amplitude und Korrelationszeit entscheidet aber dariiber, ob

die Bewegung im fast motion oder slow motion limit® erfolgt, was zu unterschied-

?Die g-Tensor-Hauptwerte von Q% und Qf,~ weichen nur geringfiigig von denen von UQ}, in
Losung ab [34].

3schnell und langsam bezieht sich hier auf die aus der Redfield-Theorie gewonnene Beziehung
0w?T. < 1, siche Abschnitt 2.3
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lichen Zerfallsfunktionen fiihrt (siche z.B. [144] Kapitel 8). Zusétzliche Informa-
tionen lassen sich durch Relaxationsexperimente bei unterschiedlichen Frequen-
zen/Feldern gewinnen. Auf diese Weise lassen sich feldabhéingige Wechselwirkun-
gen von feldunabhéngigen unterscheiden sowie Aussagen iiber die Zeitskalen der
Bewegung machen. Vorausgesetzt die Larmorfrequenz wird durch eine schnelle
g-Tensor Fluktuation moduliert, wichst dw quadratisch mit dem dufleren Feld,
wahrend 7. konstant bleibt. Fiir Multifrequenzuntersuchungen an Chinonen sind
neben den W-Band-Messungen auch Messungen bei deutlich héheren Frequen-
zen /Feldern notwendig, um den Vorteil der Orientierungsselektivitit zu erhalten
und die Relaxationsmechanismen zu beeinflussen. Solche Messungen sind seit kur-
zem durch die Konstruktion eines 180-GHz-Spektrometers in der AG Prisner [13]
moglich. In einer fritheren Studie bei 95 GHz wendeten Rohrer et al. [143] die
2D-ESE-Methode an, um stochastische Fluktuationen von Q3™ und UQJ; in Iso-
propanollésung bei 120 K miteinander zu vergleichen. Rohrer et al. fithrten die
fiir beide Systeme sehr unterschiedliche Orientierungsabhéngigkeit der 2D-ESE
Spektren auf stochastische Fluktuationen um Wasserstoftbriicken, in Richtung
der gxx(Q% )- und ¢zz(UQjy )-Achsen des g-Tensors, zuriick. Die Orientierungs-
abhéngigkeit der Echozerfille von Q% und UQJ, wurde mit Hilfe eines aus der
Redfield-Theorie [29] entwickelten Modells simuliert. In der vorliegenden Arbeit
wurde diese Studie durch einen Vergleich der Spektren von Q% und Qp und
Messungen bei verschiedenen Temperaturen fortgefithrt. Um weiteren Aufschluss
iiber den Relaxationsmechanismus zu erhalten, wurden neben den Messungen bei
95 GHz erstmals gepulste Messungen an Q3 bei 180 GHz durchgefiihrt.

6.2 Die Chinonakzeptoren Q, und Qg

Qa und Qg sind Kofaktoren des Elektronentransfers in Rb. sphaeroides R26. Aus-
gelost wird der Elektronentransfer entweder durch Resonanzanregung von einem
Antennenkomplex oder durch Lichtanregung. Abb. 4.1 zeigt die einzelnen Elek-
tronentransferschritte [90] sowie die rdumliche Anordnung der Kofaktoren [89].
Nach der Anregung des priméren Donors, Pggs, ein Bakteriochlorophyll a-Dimer
(BChl a 2), wird ein Elektron iiber ein weiteres Bakteriochlorophyll @ an ein
Bakteriopheophytin (® a) abgebeben. Das Elektron wandert innerhalb von 250
ps weiter zu Qa und von dort nach etwa 100 ps zu Qg [90]. Sowohl Q4 als auch
Qg sind Ubichinon-10 Molekiile. Das photooxidierte Pgly wird vom Zytochrom
¢y auf der periplasmatischen Seite des Reaktionszentrums reduziert, bevor es in
einem zweiten Photozyklus wieder ein Elektron abgeben kann, welches nach dem

Elektronentransfer iiber die oben genannten Kofaktoren Qg doppelt reduziert.
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Neben der zweifachen Reduktion wird das Chinon von der zytoplasmatischen
Membranseite noch doppelt protoniert und verlésst als Hydrochinon (QgHy) das
Reaktionszentrum. Das reduzierte QgHs wandert zum Zytochrom be;-Komplex
(innerhalb der Membran) und gibt seine Elektronen und Protonen ab.

In einer Reihe von wichtigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der
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Abbildung 6.1: Struktur der Bindungstasche von Qa und Qf~ im photosynthe-
tischen Reaktionszentrum von Rb. sphaeroides im ladungsgetrennten Zustand
PsisQaQp ( [33] PDB-Eintrag: laig). Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind
die Isoprenoidketten der beiden Ubichinone (UQ-10) nicht dargestellt. Zusitzlich
sind die g-Tensoren der Chinone schematisch dargestellt, ihre relative Lage zu-
einander ergab eine W-Band-EPR-Studie [150]. In der vorliegenden Arbeit wurde

das Fe?" in der Bindungstasche durch Zn** ersetzt.

Elektronentransfer in photosynthetischen Reaktionszentren nicht nur von der im
Dunklen ermittelten Struktur [78-81], sondern auch von dynamischen Eigenschaf-
ten der Rzn abhingt [151-155]. Proteine stellen hoch geordnete Strukturen dar,
die verschiedene Konformationen annéhernd gleicher Energie erlauben. Im Reak-
tionszentrum R26 ist der Ubergang zwischen verschiedenen Konformationen ent-
scheidend fiir die Funktion. Reaktionszentren, die im Hellen eingefroren werden,
zeigen bei gleichen Temperaturen eine andere Elektronentransferkinetik als Rzn,
die im Dunklen eingefroren wurden [151,152]. Anhand eines Vergleiches der Ront-
genstrukturen des unbeleuchteten Zustands von Rb. sphaeroides R26 [78-81] und
dem beleuchteten Zustand Pgiz Q% [156] und Py QaQp [33] wurde gezeigt, dass
Qg nach Lichtanregung seine Lage in der Bindungstasche um 4.5 A versindert und
dabei eine Drehung um 180° vollzieht, wenn es vom unreduzierten in den einfach

reduzierten Zustand iibergeht (Die Rontgenstruktur der Bindungstasche des Zu-
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stands PggsQaQp ist in Abbildung 6.1 [33] dargestellt). Der Ubergang zwischen
den beiden Zusténden erfordert eine ausreichende Flexibilitdt der Proteinumge-
bung. Quantenmechanische Rechnungen zeigen, dass im unbeleuchteten Zustand
der Elektrontransfer von Q% zu Qp wegen einer positiven Reaktionsenergie un-
terbunden wird, wihrend die Konformation nach der Beleuchtung eine negative
Energie aufweist [157]. Damit konnte der empirische Befund erklirt werden, dass
die Dynamik des Elektronentransfers von Q% zu Qp entscheidend davon abhéngt,
ob das Protein eingefroren oder bei Raumtemperatur beleuchtet wird [151, 152].
Auflerdem wurde eine Abnahme der Effizienz des Elektronentransfers mit ab-
nehmender Temperatur beobachtet; dies gilt sowohl fiir im Hellen als auch im
Dunklen eingefrorene Rzn. Diese Temperaturabhingigkeit wurde mit einem Ein-
frieren von Fluktuationen des Molekiils zwischen verschiedenen Konformationen
in Verbindung gebracht [153-155]. Mit Hilfe von M&fibauer-Spektroskopie wurde
sowohl fiir das bakterielle Reaktionszentrum [153] als auch fiir das pflanzliche PS
IT [154] nachgewiesen, dass Fluktuationen der Proteinstruktur den Elektronen-
transfer optimieren. Parak et al. beobachteten, dass das Einfrieren von Fluktua-
tionen zwischen verschiedenen Proteinkonformationen die Effizienz des Elektro-
nentransfers stark reduziert [154]. Dies bedeutet, dass nicht nur die statische An-
ordnung der Kofaktoren zueinander den Elektronentransfer ermoglicht, sondern
auch die energetische Anregung der Kofaktoren durch Molekiilfluktuationen. Eine
Untersuchung dieser Fluktuationen des Molekiils war das Ziel gepulster EPR Mes-
sungen an stabilen Radikalen Q% und Q}". Diese Ergebnisse zeigen, dass fiir das
Verstidndnis von Elektronentransferreaktionen in Proteinen die aus der Rontgen-
struktur gewonnenen Strukturinformationen nicht ausreichen. Die Bestimmung
dynamischer Parameter von Kofaktoren mit Hilfe von Relaxationszeitmessungen
in Proteinen hat gegeniiber anderen Methoden, wie zum Beispiel der Mo3bauer-
Spektroskopie, den Vorteil, dass tatsdchlich nur den Kofaktor beeinflussende Fluk-
tuationen zur Relaxation beitragen. Trotzdem misst man eine Uberlagerung von
intra- (nur den Kofaktor betreffende)- und inter-molekularen (die unmittelbare
Proteinumgebung beeinflussende)Bewegungen. Eine Trennung dieser Beitrige ist
sehr schwierig. Unter bestimmten Umsténden kann die Trennung durch Messun-
gen bei verschiedenen Temperaturen und Frequenzen, sowie einem Vergleich mit
der Bindungsstruktur vollzogen werden. In der Diskussion(Absch. 6.5) wird die-
se Moglichkeit ausfiihrlich diskutiert, weshalb ich die aus der Literatur bekannte
Bindungsstruktur von Q% und Qj;~ wiedergegebe. Die Akzeptorchinone sind im
Proteingeriist durch Wasserstoftbriicken gebunden. Aus Vergleichen der Rontgen-
struktur mit den Ergebnissen von EPR- und ENDOR-Experimenten [34] konnten

Wasserstoftbriicken unterschiedlicher Stérke und Richtung ermittelt werden. Die-
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se Wasserstoftbriicken bilden sich zwischen den Carbonylgruppen von Q3 und
Qg und ihrer Proteinumgebung aus [34,158,159] (siehe Abbildung 6.1). Fiir Q%
wurde eine starke Wasserstoffbriicke von O4 zum Ny des His(M219) und eine
schwiichere von O; zu einem NH des Peptidgeriists von Ala(M260) ermittelt. Im
Zustand Qp~ bilden beide Karbonylsauerstoffe Wasserstoffbriicken mit der Pro-
teinumgebung aus. Wihrend O4 an His(L190) gebunden ist, ist O; im Kontakt
mit drei wassersoffbriickenbildenden Atomen: dem Sauerstoff des Ser(L223) und
den Stickstoffatomen in den Aminosiduren Ile(L224) und Gly(L225).

6.3 Préiparation von Q) und Qp

Die verwendeten Reaktionszentren wurden aus Purpurbakterien des Stamms Rb.
sphaeroides R26 gewonnen. Eine Voraussetzung fiir die Messungen ist, dass die
Wechselwirkung der Chinone mit dem Eisen, Fe?™ mit S = 2, in der Nihe der
Chinone abgeschaltet wird, um die g-Tensor-Anisotropie iiberhaupt zum Lini-
enform bestimmenden Effekt zu machen. Dies wurde durch Austausch des Ei-
sens mit diamagnetischem Zn** (S = 0), entsprechend dem Verfahren von De-
bus et al. [114], erreicht. Atomabsorptionspektroskopie ergab einen Zn** An-
teil von > 90%. Die Zytochrom ¢ Photooxidationsprobe [160] ergab 1.7 + 0.2
Ubichinon-10-Molekiile/Zn-Rz. Die Zn-Rzn wurden mit Hilfe von Ultrafiltration
(Amicon centricon 30) zu ~ 100 uM einkonzentriert und dann in Quarzkapilla-
ren abgefiillt ( 0.84 mm AuBendurchmesser, 0.6 mm Innendurchmesser fiir die
W-Band-Messungen bzw. 0.4 mm Ad. / 0.3 Id. fiir die G-Band-Messungen). Die
Anionradikale des primédren Chinons Q% wurden bei einem zehnfachen Uber-
schuss von Zytochrom ¢ durch eine mehrere Sekunden dauernde Bestrahlung der
Zn-Rz Probe mit weiflem Licht (T ~ 15°C ) erzeugt. Anschlieend wurde die
Probe in fliisssigem Stickstoff schockgefroren. Die verwendete 1000 W Wolfram
Lampe war mit einem Wasserfilter (8 cm Weglinge) und Wérme absorbieren-
den Filtergldsern ausgestattet. Qj;” wurde ebenfalls in Zn-Rzn erzeugt, allerdings
wurde zur Erzeugung des radikalischen Zustands nur ein einziger 3 ns dauernder
Laserblitz eines NdYAG Lasers (50 mJ/cm?) [114]) verwendet. Sehr wichtig fiir
den Vergleich der beiden Radikale ist die Gewissheit, wirklich jeweils nur eines
der beiden Radikale, Q%™ oder Qj;", erzeugt zu haben. Da es sich bei Qa und Qg
um identische Ubichinone handelt, ist eine sehr grofle spektroskopische Auflésung
notwendig, um sie an Hand ihrer EPR-Spektren unterscheiden zu konnen. Sowohl
die Hyperfeintensoren als auch die g-Tensoren dndern sich geringfiigig auf Grund
der unterschiedlichen Lage im Protein. Erst durch die Auflésung bei 95 GHz

lassen sich die Radikale an Hand ihrer unterschiedlichen g-Tensoren unterschei-
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Qg (voll-deuteriert)
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Abbildung 6.2: 95-GHz-cw-Spektren von Q™ und Q" in volldeuterierten Reakti-
onszenteren sowie von Qf in protonierten Reaktionszentren von Rb. sphaeroides
R26. Das Spektrum der protonierten Probe stammt von der selben Probe an
der auch die ENDOR- und Relaxationszeitmessungen durchgefiihrt wurden. Am
cw-Spektrum erkennt man, dass es sich hierbei tatséchlich um Qjf;~ handelt. Die

Eichlinien des Manganstandards sind mit Sternchen versehen.

den* (siehe Abbildung 6.2 [34]). Zusitzlich haben wir noch an den Positionen
der g-Tensor-Hauptwerte ENDOR-Spektren aufgenommen, die, wie unabhéngige
Messungen zeigten [161], ebenfalls eine Unterscheidung von Q3™ und Qf, erlau-
ben. Abbildung 6.3 zeigt die an der gzz-Position des Spektrums aufgenommenen
Protonen-ENDOR-Spektren von Q% und Qf, bei 95 GHz/145 MHz(W-Band).
Da g7z von Q% und Qf , im Rahmen der Auflssung des W-Band-Spektrums,
gleich sind, wiirden sich die ENDOR-Spektren von Q%™ und QJ; in einer verun-
reinigten Probe iiberlappen. Fiir Qf~ beobachtet man deutliche Verschiebungen
der Resonanzpositionen des Protonen-ENDOR-Spektrums gegeniiber dem aus
der Literatur bekannten Spektrum [162] von Q% . Damit bestétigen die ENDOR-~
Spektren den aus den cw-Spektren gewonnen Befund, dass die Proben jeweils nur
Q% oder Q} enthalten. Ein apparatives Problem stellt das Einfiihren der sehr
diinnen Quartzkapillaren mit den gefrorenen Proben in den Resonator dar. Die

Proben diirfen dabei nicht auftauen. Die Qp -Proben diirfen keinem zusétzlichen

“Sowohl Q3 als auch Qg™ sind UQJy-Molekiile, trotzdem haben sie unterschiedliche gxx-
Werte. Der Grund dafiir sind unterschiedliche Wasserstoffbriicken mit der Umgebung.
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Abbildung 6.3: W-Band Davies ENDOR Spektren von Q% (oberes Spektrum
[162]) und Qp  (unteres Spektrum [163]). Die Spektren wurden an der gzz-
Position des EPR Spektrums aufgenommen (T=160 K).

Streulicht ausgesetzt werden. Um dies zu erreichen, wird der Resonator in der
Bohrung des Magneten vorgekiihlt; dann muss der Resonator im Dunklen wieder
aus der Bohrung des Magneten herausgenommen werden, um die Probe gefroren
einbauen zu kénnen. Fiir den Einbau der Qj;~ Probe wurde der Raum vollsténdig
abgedunkelt und nur mit einer mit griiner Folie abgeschwichten, Taschenlampe
(3 W) beleuchtet.
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6.4 Ergebnisse

Anisotrope Relaxation

Abbildung 6.4 zeigt die 2D-ESE-W-Band-Spektren von Q) und Qp~, bei T =
120 K. Die Punkte der Spektren wurden mit einer Puls-Sequenz aus zwei 2/3-7-
Pulsen (100 ns) aufgenommen, wobei die Pulsseparationszeit 7 und das duflere
Feld B, schrittweise verdndert wurden. Wegen des Verlusts der Phasenkohérenz
haben die Spektren mit lingerem 7 kleinere Amplituden. Aulerdem beobachtet
man auf Grund der Orientierungsabhéngigkeit der Spin-Spin-Relaxationszeit eine
Abhéngigkeit der Linienform von 7.

Misst man den Zerfall der Echoamplitude in Abh#ngigkeit vom Pulsabstand iiber
das ganze Spektrum, lassen sich den so gewonnenen Relaxationszeiten Orientie-
rungen der Molekiile zuordnen. In den 2D-Spektren in Abbildung 6.4 sind die
Zertille an den gxx, gyy und gzz-Positionen des Spektrums fett hervorgehoben.
Ebenfalls hervorgehoben sind die Spektren fiir 7 = 900 ns. In Abbildung 6.5 sind
ESE-Spektren fiir unterschiedliche Pulsseparationszeiten wiedergegeben. Deut-

lich zu erkennen ist die verdnderte Linienform fiir 7 = 900 ns gegeniiber 7 = 100
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Abbildung 6.4: Zwei-dimensionale ESE-Spektren von Q%™ und Qf~ (T = 120 K),
Pulssequenz: 2/37 — 7 —2/3m — 7, Pulslingen = 100 ns, A7(Q% ) = 100 ns bzw.
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Echoamplitude
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Abbildung 6.5: W-Band ESE-Spektren von Q) und Qp} in Zn-Rz aus Rb. sph-
aeroides R26 bei 120 K. Pulssequenz: 2/37 — 7 — 2/37 — 7 mit 7 = 100 ns (a),
300 ns (b), 500 ns (c), 700 (d) ns und 900 ns (e). Die Spektren sind entlang By
mit einem Offset von 3.34 Tesla dargestellt.

ns (erstes Spektrum). Bei 7 = 100 ns entspricht das Spektrum noch weitgehend
der Linienform des integrierten cw-Spektrums, das Maximum der Echoamplitude
misst man an der Resonanzposition gyy. Bei 7 = 900 ns ist dagegen die Echoam-
plitude an der gxx-Position des Spektrums am groften. Um die Verdnderung der
Linienform besser sichtbar zu machen, sind in Abbildung 6.5 einzelne Schnitte
durch das 2D-Spektrum dargestellt. Die Spektren wurden mit 7 = 100 ns (a),
300 ns (b), 500 ns (c), 700 (d) ns und 900 ns (e) aufgenommen. Die Pfeile in
Abbildung 6.5 bezeichnen die Resonanzpositionen der g-Tensor-Hauptwerte gxx,
gyy und gzz fiir Q) und Q} . Bei diesen Feldpositionen tragen hauptséchlich sol-
che Molekiile zum Spektrum bei, deren jeweilige g-Tensor-Hauptachsen parallel
zu By sind. Allerdings ist die Orientierungsselektion abhingig von der jeweiligen
Lage der Resonanzposition im Pulverspektrum (siche Abbildung 2.3). Ebenso
wie im cw-Spektrum konnen die Spektren von Q% und Qf~ an Hand ihrer unter-
schiedlichen gxx-Werte unterschieden werden [34,164]°. Die 7-Abhiingigkeit fiir

°Die Bestimmung von g-Werten aus gepulsten Spektren ist mit grosseren Fehlern behaftet,

weil die zur Feldeichung der cw-Spektren verwendeten Manganlinien (siehe z.B. Abbildung 6.2)
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Q% und Q} ist sehr dhnlich, in beiden Chinonen ist die langsamste Relaxation
an der Position gxx zu beobachten, alle anderen Positionen im Spektrum rela-
xieren schneller. Damit sind die Unterschiede zwischen Q3 und Q},~ wesentlich
geringer als zwischen Q3 und UQ}; in Isopropanol [143]. Zusitzlich wurden die
Messungen an Qp  in volldeuterierten Reaktionszentren bei 160 K wiederholt.
Die gemessen Relaxationszeiten stimmen mit denen von QQ;” in protonierten Re-
aktionszentren sowohl in ihren Betrigen als auch in ihrer Richtungsabhingigkeit
iiberein.

In allen bisher untersuchten Fillen wurden, im Rahmen des nicht immer op-
timalen Signal/Rausch-Verhéltnisses, monoexponentielle Echozerfallsfunktionen
beobachtet. Um die beobachtete Orientierungsabhéngigkeit der Relaxation zu
quantifizieren, wurden die 2D-ESE-Spektren mit einer monoexponentiellen Funk-
tion (Gl 6.1), mit 75, als Zeitkonstante, angefittet. Die Abhéngigkeit der Elek-
tronenspinechoamplitude S(7, By) von 7 und 15, aus Gleichung 2.38 wird damit

durch folgende Gleichung wiedergegeben [145]:

S(27,By) = S(0) €727/ Taeur(Bo) (6.1)

Temperaturabhingigkeit

Die so ermittelten Spin-Spin-Relaxationszeiten T, , von Q) und Qp sind in Ab-
bildung 6.6 in Abhéngigkeit von ihrer spektralen Lage dargestellt . Tabelle 6.1
enthélt die an den Hauptwerten gemessen Relaxationszeiten in Abhéngigkeit von
Temperatur und Resonanzfrequenz. Vergleicht man die experimentell bestimmten
Relaxationszeiten von Q% und Qf~ in Abhéngigkeit von der Temperatur, ergibt
sich zusammengefasst folgendes Bild:

Bei 120 K sind sowohl die Absolutwerte als auch die Orientierungsabhéingigkeit
von Ty, fiir Q4 und Qp nahezu gleich (die Relaxationszeiten liegen fiir Q%"
zwischen (1.1 £ 0.1) ps und (0.7 & 0.1) s, sowie zwischen (1.3 £ 0.1) ps und
(0.6 £ 0.1) ps fiir Q). Das Maximum von T3, beobachtet man fiir 75 an der
gxx-Position des Spektrums, wihrend das Minimum zwischen gyy und gz liegt;
die Relaxation an den kanonischen Positionen gy ( 13’) und gzz(T% ) selbst un-
terscheidet sich kaum vom Minimum und ist gegeniiber T;:ﬂ ungefdhr um einen
Faktor 2 beschleunigt. Geht man zu hoéheren Temperaturen, nehmen die Unter-
schiede zwischen den Relaxationszeiten T3 und T3 gegeniiber T3 ab, bis sie
bei 180 K (Qp ) und 190 K (Q%") nahezu gleich sind. Im Vergleich zu den Re-

laxationszeiten an den kanonischen Positionen von g ist T, an den Positionen

oberhalb von 100 K nicht im Spektrum zu erkennen sind und die anisotrope Relaxation bei der

Simulation der Spektren mitberiicksichtigt werden muss.
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Abbildung 6.6: Temperaturabhéngigkeit von T5_, fiir Q) und Qp bei 120 K, 140
K, 160 K und 180 K/190 K. Im oberen Teil der Abbildungen ist jeweils die mit
Gleichung 6.1 aus den Echozerféllen gewonnene Spin-Spin Relaxationszeit 15
dargestellt. Im unteren Teil der Abbildungen sind die Echo-detektierten Spektren

der Chinone (fiir 7 = 100 ns) zu sehen.

dazwischen, vor allem in der gut aufgelosten Region zwischen gyy und gzz, deut-
lich verkiirzt. Zwischen 120 K und 160 K ist fiir beide Chinone ein Anstieg der
Relaxationszeiten unabhéngig von der Orientierung zu beobachten. Oberhalb von
160 K wachsen die Relaxationszeiten von Qp~ weiter an, T, von QY sinkt bei
190 K zwischen gyy und g¢zz unter den Wert bei 120 Kb Wiihrend sich also die
Orientierungsabhéngigkeit und die Betrége von T5_, mit der Temperatur deutlich
dndern, weisen die Relaxationszeiten von, Q% und Qj; erst ab 160 K signifikante

Unterschiede auf.

6 Aus apparativen Griinden konnten bei 180 K fiir QX keine Relaxationszerfélle aufgenom-
men werden. Ein Vergleich der bei 175 K gemessenen Werte [165] legt den Schluss nahe, dass die
Relaxationszeiten bei etwa 180 K durch ein Maximum gehen und dann wieder kiirzer werden.
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Abbildung 6.7: ESE-Spektren von Q%™ bei 95 GHz (oben) und 180 GHz (unten),
bei zwei verschiedenen Pulsseparationstzeiten (7 = 200 ns (durchgezogene Linien)
und 7 = 400 ns (unterbrochene Linien)) und Temperaturen (T = 120 K (links)
und T= 190 K (rechts)). Die Spektren sind mit der Echoamplitude an der Reso-
nanzposition von gxx (Position 1) normiert, von der Feldachse wurde ein Offset
von 3.34 T (W-Band) bzw. 6.3 T (G-Band) subtrahiert.

Abbildung 6.7 zeigt einen Vergleich der gepulsten Spektren von Q% im W-
Band (95 GHz / 3.34 T) und im G-Band (180 GHz / 6.3 T) bei 120 K bzw. 190
K. Dargestellt sind Spektren fiir 7 = 200 ns und 7 = 400 ns. Auf Grund des
doppelt so hohen Resonanzfeldes ist das G-Band-Spektrum doppelt so breit. Zur
besseren Vergleichbarkeit der Spektren ist die Feldachse der G-Band-Spektren
gestaucht. Das G-Band-Spektrum zeigt, wie erwartet, die Charakteristika eines
durch g-Tensor-Anisotropie verbreiterten Pulverspektrums. Trotz der verbesser-
ten Auflosung der g-Tensor-Hauptwerte ergeben sich durch das héhere Feld kaum
zusitzliche Informationen. Entscheidende Unterschiede beobachtet man aber bei
der Relaxationsanisotropie der G-Band und W-Band-Spektren. Bei 120 K rela-
xiert die gxx-Position im W-Band langsamer als alle anderen spektralen Positio-
nen. Im G-Band beobachtet man dagegen eine verlangsamte Relaxation an allen
drei g-Tensor-Hauptwerten gegeniiber den Positionen dazwischen. Entsprechend

Tabelle 6.1 ist die Relaxation an den g-Tensor-Hauptwerten mit 75~ lus etwa
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Probe | T v-MW Tz)zﬂ TZZH TZZH‘TZZGH TZZeff Quelle
K | GHz s
Y 120 | 95 1.1 08 0.7 0.8 | hier®
Y 140 | 95 1.6 1.2 0.8 1.2 | hier®
. 160 | 95 1.7 15 1 1.5 | hier®
. 190 | 95 1.5 1.2 0.6 1.7 | hier®
Y 115 | 95 1.3 08 0.7 0.8 | [132]
s 175 95 1.8 1.8 0.8 2 [132]
e 120 | 180 1 0.9 0.5 1.1 | hier
Y 190 | 180 0.8 0.8 04 1.3 | hier
n 120 | 95 1.3 07 0.6 0.6 | hier
n 140 | 95 1.6 1 0.7 1.1 | hier
- 160 | 95 1.8 14 0.8 1.4 | hier
- 180 | 95 1.8 1.5 0.9 1.5 | hier

¢ Diese Daten wurden aus von Thomas Prisner durchgefiihrten,

und von mir ausgewerteten Messungen gewonnen.

Tabelle 6.1: T, , von Q% bei 180 GHz und 95 GHz und Q} bei 95 GHz, in
protonierten Rzn. Pulssequenz: 2/37 — 7 — 2/371 — 7. Die Absolutwerte der aus
den W-Band-Messungen ermittelten Relaxationszeiten sind mit einem Fehler von
150 ns behaftet, wihrend die G-Band-Messungen Fehler von 300 ns haben.

doppelt so lang wie zwischen gyy und gzz mit 75~ 0.5us. Bei 190 K zeigen
sowohl das W-Band-Spektrum als auch das G-Band-Spektrum eine verlangsamte
Relaxation an den g-Tensor-Hauptwerten gegeniiber den Zwischenpositionen, be-
sonders in der gut aufgelosten Region zwischen gyy und gzz. Zusédtzlich wurden
bei 120 K und 190 K Echozerfille aufgenommen und daraus mit Formel 6.1 15
bestimmt. Die so bestimmten Relaxationszeiten sind in Tabelle 6.1 zusammen mit
den bei 95 GHz bestimmten Werten gegen die Temperatur aufgetragen. Hervorzu-
heben bleibt, dass die aus den G-Band-Messungen ermittelten Relaxationszeiten

aus apparativen Griinden mit groflen Fehlern behaftet sind.

Die Frequenzabhingigkeit der Relaxation in Q% 148t sich folgendermafien zu-
sammenfassen: Anders als im W-Band sind 75° und 7 im G-Band bei 120 K

im Rahmen des Fehlers die ldngsten Relaxationszeiten. Man beobachtet eine Ver-
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langsamung der Relaxation an den g-Tensor-Hauptwerten gegeniiber den Werten
dazwischen, mit 75\~ T,' = T . Hervorzuheben ist, dass die Relaxationszei-
ten 7' und T3 linger sind als bei den W-Band-Messungen bei 120 K. Erhoht
man die Temperatur auf 190 K, sind nach wie vor die Relaxationszeiten an den
g-Tensor-Hauptwerten gegeniiber den Zwischenpositionen deutlich verlangsamt.
Wie im W-Band ist bei 190 K TQZeﬂ die langste Relaxationszeit. gzz ist auch die
einzige Resonanzposition, an der T5_, mit steigender Temperatur grofler wird, die
anderen Relaxationszeiten nehmen mit grofler werdender Temperatur ab. Dies ist
ebenfalls ein bemerkenswerter Unterschied zum W-Band, wo alle Relaxationszei-
ten, aufler im Minimum zwischen gvy und gzz, bei 190 K ldnger sind als bei 120
K.
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6.5 Diskussion

Im folgenden Abschnitt diskutiere ich Ansétze, aus den gemessenen Relaxations-
zeiten Informationen iiber die Bewegungsmoden der Kofaktoren und ihrer Prote-
inumgebung zu gewinnen.

Dabei stehen die folgenden Fragen im Mittelpunkt: Welche Wechselwirkung des
Spins verursacht die richtungsabhéngige Relaxation? Vollzieht sich die Bewegung
im slow motion oder im fast motion limit? Welche Informationen iiber das Prote-
in lassen sich aus den Relaxationszeituntersuchungen gewinnen? Diese Diskussion
stellt eine Weiterentwicklung der von mir in [18] vorgenommenen Interpretation
dar.

g-Tensor-Modulationen

Der Ausgangspunkt der Diskussion ist die Annahme, dass die Relaxation von ei-
ner Auslenkung des g-Tensors herriihrt, die die Elektron-Zeeman-Wechselwirkung
moduliert, aber die g-Tensor-Hauptwerte, als Eigenschaft des Molekiils, nicht
verdndert. Dies ist nicht der einzige Mechanismus, der zu anisotroper Relaxa-
tion fiihren kann. Messungen an Nitroxiden zeigten, dass z.B. stochastische Fluk-
tuationen der Hyperfeinstruktur [36,38] oder der g-Tensor-Hauptwerte [149] zu
einer starken Richtungsabhéingigkeit von 75 fiihren konnen. Beide Effekte konn-
ten experimentell weitgehend ausgeschlossen werden: Messungen der g-Tensor-
Hauptwerte von Chinonen in unterschiedlichen Losungsmitteln [136] zeigten, dass
vor allem gxx empfindlich auf Umgebungseinfliisse ist. Aus diesem Grund fiithren
molekulare Fluktuationen vor allem zu einer Beschleunigung der Relaxation an
der gxx-Position des Spektrums [149]. Im Gegensatz dazu zeigen die Experimen-

te bei fast allen Temperaturen, ngﬁ > T

Y, T . Daher kann eine Modulation
eff eff

der g-Tensor-Hauptwerte im vorliegenden Fall nicht der relaxationsbestimmen-
de Einfluss sein. Anisotrope Relaxation als Folge von dynamischen Protonen-
Hyperfeinkopplungen konnte durch Messungen an volldeuterierten Reaktionszen-
tren ausgeschlossen werden. T5-Messungen im W-Band an lichtangeregten spin-
polarisierten Radikalpaaren PgizQ% und an stabilem Qg in volldeuterierten Rzn
(T = 160 K) ergaben die gleichen Anisotropien und absoluten Relaxationszeiten
wie die Messungen an protonierten Chinonen. Vor allem aber zeigen die W-Band-
(Q% und Q3 bei 160 K und 180 K bzw. 190 K) und G-Band-Messungen (Q%~ bei
120 K und 190 K) an den g-Tensor-Hauptwerten deutlich verlangsamte Relaxati-
onszeiten gegeniiber den Positionen dazwischen (Abb. 6.6). Dies ist ein deutliches
Zeichen dafiir, dass die Relaxation die Folge einer g-Tensor Auslenkung ist. An

den Positionen gxx, gyy und gzz haben die g-Wert-Fluktuationen die kleinsten
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Gradienten und deshalb sind die Relaxationszeiten hier lang, wéhrend an den
Positionen dazwischen die Gradienten grofler und damit die Relaxationszeiten
Lo

und TQZeH. In Chinonen gilt gxx - gvyy < 9gxx - 9zz, weshalb die Anderung des

schneller sind. Das gleiche Argument gilt fiir die Unterschiede zwischen TZ);,
effektiven g-Werts bei einer isotropen Auslenkung des Molekiils bei gz kleiner
ist als bei gxx und gyy. Das in fliissiger gefrorener Losung beobachtete TQZH ist
zusitzlich durch die Tatsache beschleunigt, dass an der Resonanzposition von gyy
noch andere Orientierungen mit schnelleren Relaxationszeiten selektiert werden.
Deshalb beobachtet man im isotropen Fall T > T3 > T, . Fiir die Relaxati-
on in einem durch g-Tensor-Anisotropie verbreiterten Spektrum gilt daher, dass

auch eine isotrope Bewegung zu einer orientierungsabhingigen Relaxation fiihrt.

Schnelle und langsame Fluktuationen

Um die beobachteten Echozerfélle durch Auslenkungen des g-Tensors zu beschrei-
ben, wurden mit Hilfe des in Abschnitt 2.3 dargestellten Modells Zerfallsfunktio-
nen simuliert und diese an die 2D-ESE-Spektren angefittet. Auf Grund der in
den W-Band-Spektren beobachteten Orientierungsabhéngigkeit von 75, bei 120
K und der von Rohrer et al. [143] postulierten Auslenkung des Molekiils um die
X-Achse des g-Tensors wurde ebenfalls eine Auslenkung um diese Achse angenom-
men. Die Verdnderung der Echozerfille bei htheren Temperaturen wurde durch
die Bewegung der Librationsachse auf dem Mantel eines Konus modelliert [18].
In Abbildung 2.1 sind die Auslenkungen des Molekiils und damit des g-Tensors
dargestellt. In die Berechnungen der Relaxationszeiten mit Gleichung 2.34 gehen
jeweils die Amplituden der Auslenkungen, eine Korrelationszeit, sowie Ty, ein.
In diesem Modell wurde angenommen, dass sich sowohl die Auslenkung um gxx
als auch die Bewegung auf dem Konus im fast motion ltmit vollziechen. Mit die-
sem Modell konnte ich die 2D-ESE-W-Band-Spektren von Q%™ und Qj; zwischen
120 K und 190 K bzw. 180 K simulieren’. Die Simulationsparameter sind in [18]
veroffentlicht. Zusammengefasst ergibt sich aus den gewonnenen Parametern fol-
gendes Bild: Bei 120 K lassen sich die 2D-Spektren von Q% und Q} mit einer
Bewegung um g¢gxx simulieren, geht man zu héheren Temperaturen, ergeben die
Simulationen eine groBere Offnung des Konus.

Entsprechend den bisher gemachten Annahmen miifiten sich auch die G-Band-
Spektren und Echozerfille mit den aus den W-Band-Spektren gewonnenen Pa-

rametern simulieren lassen. Da die Korrelationszeiten und die Amplituden der

"Es ist schwierig, fiir die Qualitéit dieser Simulationen ein Kriterium anzugeben. Entschei-
dend war fiir uns, dass sowohl die Orientierungsabhéngigkeit als auch die Temperaturabhéngig-

keit in allen Féllen reproduziert werden konnte.
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Auslenkung des Molekiils vor allem temperaturabhéngig sind, ist davon auszuge-
hen, dass die fiir eine bestimmte Temperatur in Gleichung 2.34 eingehende Kor-
relationszeit 7, gleich bleibt, wihrend ¢w? beim Ubergang von 95 GHz zu 180
GHz um den Faktor 3.6 zunimmt, wodurch die Relaxation entsprechend verkiirzt
wird. Dies wurde weder bei 120 K noch bei 190 K bestétigt (siche Tabelle 6.1).
Das heifit, Gleichung 2.34 ist in diesem Fall keine ausreichende Beschreibung der
Relaxation.

Die Diskrepanz zwischen Theorie und Experiment kann folgende Griinde haben:
1) Die Bewegung vollzieht sich nicht im fast motion limit, weshalb die aus der
Redfield-Theorie hergeleitete Beziehung 2.34 nicht gilt. 2) die Annahme, dass
nur eine Korrelationszeit zur anisotropen Relaxationszeit beitrdgt, ist eine unzu-
reichende Vereinfachung. 3) die Relaxation wird neben der g-Tensor-Modulation
noch von einem weiteren orientierungsabhéngigen feldunabhéngigen Mechanis-
mus beeinflusst. Im Folgenden sollen diese Fragen durch einen Vergleich der Feld-

und Temperaturabhéngigkeit soweit wie moglich gekldrt werden. Was man be-

2 2
18 Muster A 18l Muster B
1.6 1.6
1.4 1.4
2 2 1t
~1.2 ~1.2
Al Al
[ -
1 1
0.87 0.87
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Abbildung 6.8: Darstellung der Relaxationszeiten von Q% bei T = 120 K (links)
und 190 K (rechts) im W-Band gegen ihre Position im Spektrum. Bei 120 K
beobachtet man bei gxx eine gegeniiber allen anderen spektralen Positionen ver-
langsamte Relaxation (Muster A). Bei 190 K sind T5: , T, und T§_ wesentlich
linger als die Relaxationszeiten an den spektralen Positionen dazwischen (Muster

B).
reits an den gepulsten Spektren erkennen kann, ist, dass es zwei verschiedene

Relaxationsmuster gibt: Muster A, mit einer gegeniiber allen anderen spektralen

Positionen stark verlangsamten Relaxationszeit an der Position gxx. Diese Ori-
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entierungsabhéngigkeit beobachtet man fiir Q3™ und Qp~ bei 120 K im W-Band
(sieche Abbildung 6.6). Bei hoheren Temperaturen im W-Band und im G-Band
bei 120 K und 190 K beobachtet man Muster B, bei dem ¢gxx, gyy und gzz deut-
lich langsamer relaxieren als die Positionen dazwischen (siehe ebenfalls Abbildung
6.6). Die orientierungsabhingige Relaxation von Q% und Qg bei 140 K und bei
160 K, ist eine Uberlagerung dieser beiden Muster. Bei 190 K beobachtet man
sowohl im W-Band als auch im G-Band Muster B. Dieses Muster kann unschwer
einer isotropen Fluktuation des g-Tensors um seine Hauptwerte zugeordnet wer-
den. Sowohl aus der Frequenz- als auch aus der Temperaturabhingigkeit der Re-
laxation folgt, dass die Korrelationszeit dieses Prozesses langsam ist. Beim Uber-
gang von 95 GHz auf 180 GHz nehmen zwar die Relaxationszeiten leicht ab, aber
wesentlich weniger, als im Rahmen des Redfield-Theorie zu erwarten wére. Ein
langsamer Relaxationsprozess wird auch durch die Temperaturabhingigkeit der
Relaxation von QY zwischen 160 K und 190 K im W-Band bestétigt. Wahrend
die Relaxationszeiten bis 160 K ldnger werden, nehmen sie fiir groflere Tempe-
raturen wieder ab. Fiir schnelle Fluktuationen gilt: 75 oc 7.7' [29] , wiihrend fiir
langsame Fluktuationen 75 o« 7.%(1 < a < 1/2) [166] beobachtet wurde. Des-
halb fiihrt eine Verkiirzung der Korrelationszeit bei einem schnellen Prozess zu
langerem 75, wihrend bei einem langsamen Prozess mit abnehmender Korrelati-
onszeit Ty kiirzer wird. Die Korrelationszeiten der Bewegung werden in der Regel
mit groBer werdenden Temperatur kiirzer, weshalb eine Verkiirzung von 7% mit
grofler werdenden Temperaturen auf einen langsamen Prozess schlielen 146t. Da-
mit konnte das Relaxationsverhalten bei hohen Temperaturen erkliart werden.

Auf Grund der Richtungsabhingigkeit der Relaxation 148t sich aber die Relaxati-
on bei tiefen Temperaturen nicht einfach durch eine langsame isotrope Bewegung
erkldaren, wogegen auch die Temperaturabhédngigkeit bei tieferen Temperaturen
spricht. Bei den bisherigen Berechnungen der Relaxationszeiten [18,143] wurde
immer von einem Relaxationsprozess mit einer einzigen isotropen Korrelationszeit
ausgegangen, im vorliegenden Fall scheinen im W-Band und im G-Band zwischen
120 K und 190 K mindestens zwei Prozesse zu wirken. Entsprechend den weiter
oben beschriebenen Relaxationsmustern werde ich diese Prozesse im weiteren als
Prozess A und Prozess B bezeichnen. Fiir zwei unabhéingige Prozesse addieren

sich die reziproken Relaxationszeiten zu einem einzigen 75 in Gleichung 6.1:

L1 1
Toe Ty  Tom)  Togso)

(6.2)
Wihrend Prozess B eindeutig charakterisiert werden kann, ist eine eindeutige

Bestimmung von Prozess A schwierig. Bisher wurde Prozess A immer mit einer

schnellen Fluktuation des g-Tensors um die gxx-Achse in Verbindung gebracht.

117



Dagegen, dass der Prozess schnell ist, spricht die Verdnderung der Relaxations-
zeiten beim Ubergang von 95 GHz auf 180 GHz. Die Differenz der Extrema der
Relaxationszeiten bleiben im Rahmen des Fehlers gleich®. Obwohl diese Fehler
fiir die Messungen bei 180 GHz grof sind, wird deutlich, dass sich die Unterschie-
de zwischen Relaxationszeiten nicht um den Faktor vier vergréflern wie durch
eine schnelle Libration um gxx vorhergesagt wird. Das heifit, aus der Frequenz-
abhéngigkeit folgt, dass es sich bei diesem Prozess moglicherweise um eine lang-
same Auslenkung um gxx handelt. Im Widerspruch dazu scheint zu stehen, dass
die Relaxationszeiten von Q%™ und Q}~ zwischen 120 K und 160 K linger wer-
den. Mit der weiter oben gemachten Annahme fiir kiirzere Relaxationszeiten bei
einer Erhohung der Temperatur, wiirde daraus folgen, dass die Korrelationszeiten
schnell sind. Handelt es sich tatséchlich um einen schnellen Mechanismus, kénnte
der Widerspruch zu den Messungen bei verschiedenen Frequenzen nur durch die
Annahme ausgerdumt werden, dass Prozess A feldunabhéngig, also keine Modu-
lation des g-Tensors, ist. Kirilina et al. beobachteten allerdings fiir den dhnlichen
Fall von Librationen in Nitroxiden mit zunehmender Temperatur grofler werden-
de Korrelationszeiten [148], weshalb langsame Auslenkungen des Molekiils um
seine gxx-Achse nach wie vor ein moglicher Relaxationsmechanismus fiir Prozess
A sind. Ein vollstédndigeres Bild werden zukiinftige Messungen bei 180 GHz iiber

einen grosseren Temperaturbereich bringen.

Riickschliisse auf Dynamik und Struktur der Reaktionszentren

Die Struktur der Bindungstasche von Q3™ und Q}~ legt eine Fluktuation der
Akzeptorchinone um gxx und eine damit verbundene Verlangsamung der Rela-
xation an Position gxx, wie sie im W-Band bei 120 K beobachtet wurde, nahe.
ENDOR-Messungen an Q% und Qp zeigten [34], dass die wichtigsten Wasser-
stoftbriicken der Akzeptorchinone in etwa entlang gxx ausgerichtet sind. Um diese
Achse konnen die Kofaktoren also am leichtesten ausgelenkt werden. Prinzipiell
konnen die Bewegungen von Q3 und Qp  auch durch stochastische Fluktuatio-
nen der Umgebung der Chinone verursacht werden [153,154,167|. Dieser Effekt
konnte die Relaxation oberhalb 160 K im W-Band und im G-Band dominie-
ren. Fiir die Relaxationszerfille der Chinone bei 120 K im W-Band kann dies
aber ausgeschlossen werden, da die Fluktuationen des Proteins gleichzeitig so-
wohl Q% als auch Qf um die X-Achsen ihrer jeweiligen g-Tensoren auslenken
miifiten. Dies ist jedoch sehr unwahrscheinlich, da gxx von Q) und Qp nicht

parallel sind [150]. Bei hoheren Temperaturen geht diese richtungsabhéingige Be-

8Bei den Messungen bei 180 GHz handelt es sich um vorlidufige Messungen, die mit grofien
Fehlern behaftet sind.
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wegung in eine isotrope Bewgung iiber. Mit Mo bauer-Spektroskopie wurde ge-
zeigt, dass sich in bakteriellen Reaktionszentren [153] und PS II [154] zwischen
150 K und 200 K ein Ubergang in den Bewegungsmoden der Umgebung von QY
und Qj;~ vollzieht. In diesen Arbeiten wurde ein Anstieg der Fluktuationen zwi-
schen Konformationszustdnden bei Temperaturen oberhalb von 150 K, der mit
einem Anstieg der Effizienz des Elektronentransfers korrreliert ist, beobachtet.
Es ist daher naheliegend anzunehmen, dass die Bewegung des Chinons um seine
Bindungsachse von langsamen Fluktuationen im Protein iiberlagert wird. Es ist
allerdings fraglich, ob solche Fluktuationen mit nur einer Korrelationszeit ausrei-
chend beschrieben werden konnen. Wahrscheinlicher ist es anzunehmen, dass sich
die anisotropen Fluktuationen der Proteinumgebung mit unterschiedlichen Kor-
relationszeiten vollziehen. Durch die Entwicklung entsprechender theoretischer
Modelle kénnen aus den Relaxationszerfillen Bewegungsmoden in einem fiir die
Funktion des Proteins relevanten Zeitfenster iiber einen breiten Temperaturbe-
reich untersucht werden.

119



120





