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Zusammenfassung

Cryptochrome sind blaulichtsensitive Photorezeptoren, welche eine hohe sequenzielle und

strukturelle Ähnlichkeit zur Proteinklasse der DNA-Schäden reparierenden Photolyasen,

sowie den selben Flavin-Kofaktor aufweisen. Vertreter dieser Gruppe konnten in vielen

Organismen, beginnend bei P�anzen, über Tiere, bis hin zum Menschen, nachgewiesen

werden, wobei Cryptochrome üblicherweise jedoch keine DNA-Reparaturfunktion besit-

zen. Die Bedeutung sowie der Wirkmechanismus dieser Proteine ist noch zu groÿen Teilen

unverstanden, allerdings ist bekannt, daÿ der unter Dunkelbedingungen als voll oxidiertes

Flavin vorliegende Kofaktor durch die Beleuchtung mir blauem Licht in seine Radikalform

überführt werden kann.

Da Elektronenspinresonanzexperimente ausschlieÿlich paramagnetische Zentren detek-

tieren, ist es mit Hilfe dieser Methode möglich, den semireduzierten Zustand des Fla-

vins spezi�sch zu untersuchen. In der vorliegenden Arbeit wurde Arabidopsis thaliana

Cryptochrom-1 (AtCry-1) als typischer Vertreter aus der Unterklasse der p�anzlichen Cryp-

tochrome betrachtet. Die dabei durchgeführten Experimente beleuchten die Fragestellun-

gen bezüglich des Mechanismus' von AtCry-1 aus zwei unterschiedlichen Blickwinkeln.

Zuerst wurde die Kinetik der Photoaktivierung und Dunkeladaption des Proteins in

intakten Wirtszellen analysiert und der Ein�uÿ von blauem und grünem Licht auf das

erzeugte Flavinradikal beobachtet. Diese Messungen liefern wichtige physiologische Infor-

mationen, welche durch Versuche an aufgereinigtem Protein nicht ermittelt werden können.

Vergleiche der Ganzzellexperimente mit Messungen an reinem Protein weisen zudem auf

kleine strukturelle Unterschiede in der Orientierung des Kofaktors hin.

Weiterhin konnten Messungen zum Elektronentransfer in direkter Folge der Aktivierung

des Flavins durchgeführt werden. Die dabei gewonnenen Erkenntnisse weisen klare Unter-

schiede zu Beobachtungen an strukturell sehr ähnlichen Vertretern aus der Gruppe der

Cry-DASH-Proteine und Photolyasen auf. Hier wird eindrucksvoll deutlich, daÿ bereits ge-

ringe Variationen in der Sequenz eines Proteins zu einem signi�kant veränderten Verhalten

führen können.
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Summary

Cryptochromes are blue-light sensing photoreceptors found in plants, animals and humans,

that share a high degree of structural and sequence homology with photolyases, and contain

the same �avine cofactor. Yet, in contrast to photolyases, cryptochromes usually do not

show a DNA-repair function and their mechanism of action is basically unknown. However,

it could be shown, that blue light irradiation leads to an accumulation of the semi-reduced

�avin radical state, while the fully oxidized �avin was found to be the dark stable ground

state.

For measuring the cryptochrome activation, electron paramagnetic resonance (EPR)

provides a powerful tool. Since EPR-experiments are sensitive to radicals only, the semi-

reduced �avin state can be probed exclusively. As a typical representative of plant-crypto-

chromes, this work focuses on Arabidopsis thaliana Cryptochrome-1 (AtCry-1). The survey

is thereby dealing with the following two aspects, to approach the questions associated with

AtCry-1's light-correlated mechanism from di�erent points of view.

Firstly, the kinetics of photo-activation and dark adaption of AtCry-1 was measured in

intact host cells. Also, an in�uence of green and blue light on the �avin radical state could be

observed. This results yield important physiological information that can not be extractet

out of experiments on protein alone. Finally, a comparison of ENDOR-measurements done

on both, puri�ed protein and overexpressing cells, suggests the existence of small structural

di�erences in the conformation of the �avin cofactor.

Secondly, measurements on the electron-transfer process after �avin-activation could be

performed. Those experiments show remarkable di�erences to published results on photo-

lyases and cry-DASH-proteins. Since all these proteins share a very high structural simila-

rity, this illustrates the possibly strong in�uence on physiological properties due to slight

variations in sequence.
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Kapitel 1

Motivation und Ziele der Arbeit

Diese Arbeit widmet sich der Untersuchung des Cryptochom-1 aus Arabidosis thaliana

(AtCry-1), eines zu Beginn der 1990er Jahre entdeckten blaulichtaktiven Flavoproteins.

Zusammen mit den Photolyasen bilden die Cryptochrome eine Gruppe sequenziell und

strukturell sehr ähnlicher blaulichtsensitiver Proteine. Vertreter dieser Familie sind in Or-

ganismen aus allen groÿen Taxa des Lebens zu �nden, dies beginnt bei Archaea, geht über

Bakterien, Pilze und Insekten, bis hin zu höheren P�anzen und Wirbeltieren. Alle diese

Proteine besitzen dabei einen Flavin-Kofaktor, dessen Redoxchemie für die Funktionsweise

des Systems essentiell ist. Während die Aufgabe und Funktionsweise der Photolyasen als

blaulichtgetriebene Reparatureinheiten für stahlungsgeschädigte DNA inzwischen weitest-

gehend bekannt ist, bestehen noch erhebliche Unklarheiten in Reaktionsmechanismus und

Funktion der Cryptochrome.

Es ist bekannt, daÿ der Flavin-Kofaktor von AtCry-1 durch die Absorption von blau-

em Licht in seinen angeregten Zustand überführt wird, wobei sich eine schnelle Elek-

tronenaufnahme aus der umgebenden Proteinstruktur innerhalb weniger Pikosekunden

(im Falle der Photolyase aus E.coli) anschlieÿt. Das so gebildete Flavinradikal ist hin-

reichend lange stabil, um es mittels verschiedener spektroskopischer Methoden zu betrach-

ten. Aufgrund der unterschiedlichen Absorptionsspektren der verschiedenen Oxidationszu-

stände des Kofaktors kann die Untersuchung des Proteins zum Beispiel mittels UV/Vis-

Absorptionsspektroskopie erfolgen. Auch Fluoreszenzmessungen sind möglich und können

zur Beantwortung der o�enen Fragen bezüglich der Photochemie des Proteins benutzt wer-

den. Allerdings sind all diese Untersuchungen im Wesentlichen auf Messungen an aufgerei-

nigten Cryptochromproben beschränkt, da die zelluläre Umgebung zu einer Veränderung

des optischen Absorptionsverhaltens der Probe führt.

Nachdem die Photoaktivierung des Flavins in Cryptochromen jedoch mit der Bildung

eines paramagnetischen Zustandes einhergeht, bietet sich eine weitere Möglichkeit an: Mit-

tels Elektronenspinresonanz (ESR) können Informationen über die Struktur und Kinetik

des Flavinradikals erhalten werden. Dies ist insbesondere darum hilfreich, weil die natürli-

che Radikalkonzentration in biologischen Systemen häu�g sehr klein ist. Bei entsprechender

Überexpression des zu untersuchenden Proteins kann die Messung daher nicht nur an aufge-
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reinigtem Protein, sondern sogar innerhalb der Wirtszellen erfolgen. Darüber hinaus bietet

die ESR auch Möglichkeiten zur Untersuchung des Elektronentransferprozesses durch das

Protein, der direkt nach erfolgter Photoaktivierung des Kofaktors auftritt. Dieser Trans-

port erfolgt mutmaÿlich über eine Reihe transienter Tryptophanradikale, wobei optische

Methoden nur die Art und (in einigen speziellen Fällen) relative Orientierung der beteilig-

ten Radikalpartner feststellen können. Spinresonanzuntersuchungen erreichen zwar nicht

die zeitliche Au�ösung schneller Lichtabsorptionsexperimente, können aber dafür eine zu-

sätzliche Aussage über die Umgebung der beteiligten Aminosäuren und ihren Abstand zum

Flavinradikal tre�en. Desweiteren ist es nur über ESR-Messungen möglich das spinkorre-

lierte Dublettpaar direkt zu vermessen, um Informationen über Kopplungsparameter und

Polarisation zu extrahieren.

Das Ziel der hier vorgestellten Arbeit ist es somit AtCry-1 als Modellsystem der Cryp-

tochromfamilie mit Hilfe der ESR hinsichtlich seiner photoinduzierten Radikalzustände zu

untersuchen um Informationen über den Mechanismus der blaulichtsensitiven Funktion des

Proteins zu erhalten. Dabei werden zwei Teilaspekte behandelt:

� Um möglichst nah an der nativen Umgebung des Proteins zu arbeiten, soll das durch

Blaulichtabsorption entstehende, (bei niedrigen Temperaturen) stabile Flavinradikal

in AtCry1 in überexprimierenden Zellen untersucht werden. Dabei sind die Zeitdau-

ern der Photoaktivierung und Dunkeladaption ebenso zu betrachten, wie eventuelle

Unterschiede der Radikaleigenschaften im Vergleich zu isoliertem Protein.

� Zur Analyse des direkt auf die Photoaktivierung des Flavinradikals folgenden Elek-

tronentransfers wird zeitaufgelöste ESR-Spektroskopie benutzt, um das transiente

Dublettpaar, welches während der Wanderung des Elektronenloches vom Flavinradi-

kal hin zur Ober�äche des Proteins vorliegt, zu beobachten.

Zuerst erfolgt dabei eine Darstellung der bisher bekannten biologischen und photoche-

mischen Eigenschaften des untersuchten AtCry-1 (Kapitel 2). Im Anschluÿ daran wird die

Meÿmethode der ESR sowie die praktische Funktionsweise der Experimente erläutert (Ka-

pitel 3). Es folgt die Vorstellung der Probenpräparation, experimentellen Aufbauten, Aus-

wertungsalgorithmen und Simulationsprogramme (Kapitel 4). Die Ergebnisse der durch-

geführten Experimente schlieÿlich sind auf zwei Abschnitte verteilt. Kapitel 5 behandelt

die Messungen an ganzen Zellen, sowie den Vergleich zwischen Zellproben und aufgerei-

nigtem Protein, während die Resultate der Untersuchungen zum Elektronentransfer (nach

erfolgter Reduktion des photoangeregten Flavins) in Kapitel 6 dargelegt werden. Eine Zu-

sammenfassung und Diskussion der gefundenen Resultate beendet die Arbeit (Kapitel 7).
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Kapitel 2

Biologische und photochemische

Charakterisierung des untersuchten

Proteins

Die hier vorgestellten Arbeiten wurden alle an Cryptochrom-1 von Arabidopsis thaliana

durchgeführt. Dieses Protein gehört zur Familie der Cryptochrome und Photolyasen, einer

Gruppe blaulichtaktiver Flavoproteine.

2.1 Cryptochrome und Photolyasen - Familienübersicht

Bei allen Cryptochromen und Photolyasen handelt es sich um strukturell sehr ähnliche

Proteine mit mindestens 25%-40% Sequenzidentität und nahezu deckungsgleicher Ter-

tiärstruktur. Alle Mitglieder der Familie besitzen einen FAD-Kofaktor (Flavin-Adenin-

Dinukleotid), der in einer einmaligen und für diese Klasse charakteristischen U-förmigen

Konformation vorliegt sowie häu�g noch entweder MTHF (Methylentetrahydrofolat) oder

8-HDF (8-Hydroxy-5-Deazaribo�avin) als einen zweiten Chromophor.1 Während Flavin

die photoreaktive Komponente darstellt, fungiert der zusätzliche Kofaktor als Antennen-

molekül, welches seine Anregungsenergie auf das FAD überträgt, um die Bandbreite und

Emp�ndlichkeit der Lichtabsorption zu erhöhen. Die Aktivierung des Proteins erfolgt dann

durch den Übergang des Flavins in einen zur dunkeladaptierten Situation verschiedenen

Redoxzustand.

1Als Ausnahme zu dieser allgemeinen Beobachtung existieren Hinweise auf ein FAD als zweiten Kofaktor
in der Photolyase aus Sulfolobus tokadaii [1].
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Aphrocallistes vastus (S)
Drosophilia melanogaster (I)
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Xenopus laevis 2b (V)
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Synechocystis sp. PCC6803 (B)
Trichodesmium erythraeum (B)
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Pirellula sp. (B)

Cytophaga hutchinsonii (B)
Vibrio parahaemolyticus (B)

Vibrio cholerae (B)

Neurospora crassa (F)
Xenopus laevis (V)
Danio rerio (V)

Chlamydomonas reinhardtii (P)
Physcomitrella patens (P)
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0,1 Aminosäurensubstitution 
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pflanzliche
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CRY-DASH
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tierische
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6-4 Photolyasen

Abbildung 2.1: Molekularer Stammbaum der Photolyase/Cryptochrom-Proteinfamilie. Die

entsprechenden Unterfamilien sind rechts angegeben. Das in dieser Arbeit untersuch-

te Cryptochrom-1 aus Arabidopsis thaliana ist hervorgehoben. Die Abkürzungen bedeuten:

A. . .Archaebakterien, B. . .Bakterien, F. . . Pilze, I. . . Insekten; P. . . P�anzen, V. . .Vertebraten

(Wirbeltiere). (Verändert übernommen aus [2].)
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2.1.1 Photolyasen

Photolyasen sind in vielen Organismen, verteilt auf alle Gruppen von Lebewesen (mit

Ausnahme plazentaler Säugetiere), anzutre�ende Enzyme, die in der Lage sind die beiden

wichtigsten durch UV-Licht erzeugten DNA-Schäden zu reparieren. Dabei werden zwei

Gruppen unterschieden:

1. CPD-Photolyasen, welche Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere (Pyr <> Pyr) in der ge-

schädigten DNA aufbrechen können.

2. (6-4)-Photolyasen, die Pyrimidin-Pyrimidon (6-4)-Photoprodukte (Pyr [6-4] Pyr) re-

parieren.

Der Funktionsmechanismus der Photolyasen ist weitgehend verstanden [3, 4].

2.1.2 Cryptochrome

Der Name �Cryptochrom� ist ein generischer Begri�, welcher ursprünglich von P�anzenbio-

logen in den siebziger Jahren des letzten Jahrhunderts benutzt wurde, um hypothetische

Rezeptoren der spezi�schen Blaulichtantwort (Phototropismus) in höheren P�anzen zu be-

schreiben [5]. In den 1990er Jahren wurden schlieÿlich tatsächlich blaulicht-photoaktive

Pigmente in Arabidopsis thaliana und Sinapis alba entdeckt und entsprechend �Crypto-

chrome� genannt [6�9].2 Es zeigte sich, daÿ diese in P�anzen gefundenen Proteine ei-

ne hohe Sequenzgleichheit zu Photolyasen aufweisen. Entsprechend wurden etwas später

im menschlichen Genom isolierte Rezeptoren, welche zwar keine DNA-Reparaturfunktion

besitzen, aber ansonsten eine starke Homologie zu Photolyasen besitzen, ebenfalls mit

Cryptochrom-1 bzw. Cryptochrom-2 bezeichnet [13,14].

Aufbauend darauf lautet die inzwischen akzeptierte De�nition für Cryptochrome:

Unter Cryptochromen versteht man Proteine mit einer strukturellen und se-

quenziellen Homologie zu Photolyasen, welche aber keine DNA-Reparaturaktivität

zeigen.

Allerdings konnte für einige Vertreter der Cryptochrom-DASH-Untergruppe (Arabidopsis

thaliana Cry-3, Vibrio cholerae Cry) gezeigt werden, daÿ sie einzelsträngige DNA repa-

rieren können [15,16] und dies in Einzelfällen sogar bei Doppelstrang-DNA gelingt, sofern

sich das CPD in einer Schleife be�ndet [16]. Die E�ektivität dieses Reparaturvorganges

liegt in jedem bekannten Fall jedoch deutlich unterhalb derjenigen von Photolyasen.

Vertreter der Cryptochrom-Proteinklasse �nden sich in vielen P�anzen, Tieren und Bak-

terien. Sie zeigen im Allgemeinen eine etwas höhere Ähnlichkeit zu (6-4)-Photolyasen als

2Erst später stellte sich heraus, daÿ der ursprünglich mit diesem Namen assoziierte Phototropismus
hauptsächlich durch eine weitere Klasse von Proteinen vermittelt wird, für welche dann ein anderer
Name (�Phototropin�) eingeführt werden muÿte [10�12].
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zu CPD-Photolyasen und können grob in die folgenden drei Gruppen eingeteilt werden

(vergleiche auch Abbildung 2.1):

� tierische Cryptochrome

� p�anzliche Cryptochrome

� Cry-DASH-Proteine3

Struktur

Eine au�allende Eigenschaft vieler Cryptochrome (auÿer Cry-DASH), insbesondere solcher

aus p�anzlichen Organismen, ist die Existenz einer zusätzlichen, nicht bei Photolyasen an-

zutre�enden, C-terminalen Erweiterung von 50-250 Aminosäuren. Da eine isolierte Über-

expression dieses Abschnittes in Arabidopsis selbst unter vollständiger Rotlichtbeleuchtung

zu einem für Blaulichtexposition typischen Phänotyp führt [18], wird davon ausgegangen,

daÿ diese Erweiterung für die Vermittlung des Blaulichtsignals von Bedeutung ist.

Auÿer der insgesamt sehr ähnlichen Struktur besitzen alle bisher strukturell charakte-

risierten Cryptochrome/Photolyasen eine konservierte Kette von drei Tryptophanresten,

welche die Bindungstasche des Flavins mit der Proteinober�äche verbinden (siehe Abbil-

dung 2.2).

Bedeutung und Mechanismus

Die katalytische Funktion der Cryptochrome ist teilweise bekannt, während der Wirkungs-

mechanismus noch nahezu unklar ist. Die folgenden Funktionen wurden bisher bestätigt

oder vorgeschlagen:

� Circadianer Rhythmus:

Bei der circadianen Rhythmik handelt es sich um ein biologisches Oszillatorsystem,

wodurch Genexpression, Aktivität, Wachstum etc. auch ohne äuÿere Ein�üsse im

tageszeitlichen Rhythmus gesteuert werden. Es besteht aus einer transkriptionalen

Rückkopplungsschleife, in welcher mehrere Proteine gekoppelt sind. Cryptochrome

sind ein Teil dieses Systems, wobei mindestens zwei Funktionen diskutiert werden.

1. Cryptochrome werden in allen Organen exprimiert und regulieren die Genex-

pression in Wechselwirkung mit den anderen Zeitsteuerproteinen (z.B. �PP5�,

3DASH steht für Drosophila, Arabidopsis, Synechocystis, Human; Mit dieser Bezeichnung soll auf die
hohe Ähnlichkeit der Proteingruppe mit den aus Homo sapiens und Drosophila bekannten tierischen
Cryptochromen hingewiesen werden [17]. Es ist zu bemerken, daÿ gegenwärtig kein Cry-DASH-Protein
in Drosophila oder dem Menschen bekannt ist. DASH-Cryptochrome zeigen nicht nur einige strukturelle
Besonderheiten, sondern sind in gewissem Maÿe auch in der Lage DNA-CPD zu reparieren [15, 16].
Ihre Klassi�zierung als Cryptochrome ist somit diskussionswürdig, sie können als �Übergangsgruppe�
zwischen Photolyasen und �echten� Cryptochromen angesehen werden.
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Abbildung 2.2: Ausschnitt der Sequenz (links) und Visualisierung der konservierten Tryptophan-

kette für verschiedene Proteine (rechts). Im rechten Bild wurde das FAD mit hellblau eingezeich-

net. Dargestellt sind: das DASH-Cryptochrom aus Synechocystis sp. (grau, pdb-ID: 1NP7 [17]),

das Cryptochrom-1 aus A. thaliana (blau, 1U3C [33]), die (6-4)-Photolyase aus A. thaliana (rot,

3FY4 [34]) und die DNA-Photolyase aus Thermus thermophilus (gelb, 2J07 [35]).

�Bmal�, �Clock�, �Per1�) auf zellulärer Ebene [19�21]. Untersuchungen an Mäu-

sen, bei denen die Cryptochromexpression genetisch unterdrückt wurde, zeigen,

daÿ diese lichtunabhängige Funktion der Cryptochrome essentiell für den zen-

tralen circadianen Oszillator ist [22].

2. Aufgrund ihrer Lichtemp�ndlichkeit sind Cryptochrome zusätzlich in der Lage

den circadianen Oszillator mit der Anwesenheit von Tageslicht abzugleichen. Al-

lerdings scheinen höhere Tiere weitere, in dieser Funktion wenigstens redundant

wirkende, Photorezeptoren zu besitzen [22].

� Keimung und Wachstum in P�anzen:

P�anzencryptochrome spielen eine wichtige Rolle bei der Photomorphogenese, wie

beispielsweise der Blattentfaltung, der Keimung oder dem lichtgesteuerten Ö�nen

der Blütenknospe [23,24].

� Magnetfeldrezeptor:

Da die Singulett-Triplett-Übergangsrate eines Radikalpaars grundsätzlich von exter-

nen Magnetfeldern beein�uÿt werden kann [25�27], könnten Cryptochrome prinzipiell

als Magnetfeldsensor dienen. Es wird darüber spekuliert, daÿ insbesondere der biolo-

gische Kompaÿ bei Zugvögeln auf Cryptochromen im Auge der Tiere aufbaut [28,29].

Zwischenzeitlich publizierte Ergebnisse, nach denen auch das Wachstum von P�an-

zen unter Blaulicht magnetfeldabhängig sei, konnten bisher nicht reproduziert wer-

den [30�32].

Auch der Mechanismus der Aktivierung von Cryptochromen ist bisher nur in Ansätzen

bekannt. Arbeiten der letzten Jahre zeigen, daÿ die Bildung des Flavinradikals in Cry-

DASH über ein transientes FAD-Trp-Radikalpaar geschieht [36]. Dabei wird das gekop-

pelte Elektron-Loch-Paar des angeregten Flavins über eine Kette von drei konservierten
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Tryptophanen getrennt, indem die positive Ladung zur Auÿenseite des Proteins geleitet

wird (siehe Abbildung 2.2). Für Arabidopsis Cryptochrom-1 konnte ebenfalls eine Photo-

reduktion des Flavins über diese Tryptophankette gezeigt werden [37�39].

2.1.3 Der Kofaktor FAD

Alle Photolyasen und Cryptochrome besitzen ein FAD als Kofaktor. Seine Struktur ist in

Abbildung 2.3 gezeigt. Der photochemisch wichtige Abschnitt ist dabei das Flavin (7,8-

Dimethyl-10-Alkylisoalloxazin), insbesondere dessen Isoalloxazinregion.

Flavin hat die Eigenschaft in drei verschiedenen Redoxzuständen vorkommen zu kön-

nen: voll reduziert, radikalisch und voll oxidiert. Auÿerdem existieren für jeden Oxidations-

zustand drei mögliche Protonierungsrealisationen (siehe Abbildung 2.4). Diese Zustände

unterscheiden sich in ihrem Absorptionsspektrum (Abbildung 2.5) und können zumindest

teilweise durch Beleuchtung ineinander überführt werden. Die Eigenschaft des Flavins so-

wohl an Ein- als auch an Zwei-Elektronen-Prozessen teilnehmen zu können und zusätzlich

als Protonenakzeptor oder -donor zu fungieren, ist die Ursache für seine weite Verbreitung

als Kofaktor in funktional sehr unterschiedlichen Proteinen. Tatsächlich sind inzwischen

mehrere tausend Flavoproteine bekannt, welche sich nach Massey und Hemmerich grob in

zwei Gruppen einteilen lassen [41]:4

4Detailliertere Klassi�kationen existieren, siehe zum Beispiel [42].
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Abbildung 2.6: Eigenschaften des neutralen Flavinradikals: Spindichteverteilung (links;

rot. . . negative Werte) [44] und Orientierung der Hauptachsen der g-Matrix (rechts). Bezüglich

des molekularen Basissystems (blau), welches durch die Achsen des Hyperfeinkopplungstensors

des N(5) de�niert wird, liegt die z-Achse in identischer Richtung. Für Xenopus laevis (6-4)-

Photolyase wurde die Verdrehung mit δ = −29◦ bzw. ϕ = 31◦ publiziert [45].

Flavine als Dehydrogenasen/Oxidasen liegen als �rotes�, anionisches Semichinonradikal

vor, besitzen eine gebogene Raumstruktur der reduzierten Form und eine Wasser-

sto�bindung am N(1). Die Aktivierung läuft über das N(5).

Flavine als Elektrontransferasen sind als �blaues�, neutrales Semichinonradikal charakte-

risiert, liegen als reduzierte Form in einer Ebene und haben an der Position N(5)

einen Wassersto� gebunden. Die Aktivierung erfolgt über C(4α).

Aufgrund der biologischen Relevanz sowie der relativ guten spektroskopischen Zugäng-

lichkeit (UV/Vis-Absorptionsspektroskopie, Fluoreszenzspektroskopie, ESR), existiert eine

groÿe Anzahl von Untersuchungen zu Flavoproteinen. Da die direkte Umgebung des Ko-

faktors (stabilisierende Bindungen, Lösemittel, pH-Wert) aber einen erheblichen Ein�uÿ

auf die Photo- und Biochemie des Radikals hat,5 ist es nicht ohne weiteres möglich, die

Ergebnisse von einem Protein auf ein anderes zu übertragen.

Magnetische Eigenschaften des Radikals

Bei Beleuchtung mit blauem Licht wird das in den Cryptochromen/Photolyasen gebun-

dene Flavin aus dem voll oxidierten (Cryptochrome) oder voll reduzierten (Photolyasen)

Zustand in seinen Radikalzustand überführt. Im Falle der Cryptochrome entsteht dabei

zuerst ein angeregtes Singulett, von welchem ein Elektron, mutmaÿlich über die konser-

vierte Tryptophankette (vergleiche Abschnitt 2.1.2), aufgenommen wird [36,38,46,47]. Bei

Photolyasen dagegen erfolgt eine Elektronenabgabe vom angeregten Flavin aus auf die zu

5Das Redoxpotential für die Zweielektronenreduktion in freiem Ribo�avin beträgt rund −200mV, kann
in Abhängigkeit von der Proteinumgebung des gebundenen Kofaktors aber zwischen −400mV und
+60mV schwanken [43].
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reparierende DNA, wodurch das FAD in seinen radikalischen Zustand übergeht [3, 4, 48].

Die Geschwindigkeit dieser Vorgänge, ebenso wie die Stabilität des gebildeten Semichinons,

ist stark abhängig vom konkreten Protein. Auÿerdem wurden bisher sowohl Vertreter be-

obachtet, in welchen das neutrale Radikal gebildet wird (P�anzencryptochrome) als auch

solche, in welchen das Flavin als anionisches Radikal vorliegt (Insekten- und menschliches

Cryptochrom).

Gegenwärtig existiert eine Reihe von Untersuchungen, in denen ESR-Parameter an Fla-

vinradikalen vermessen wurden. Insbesondere konnte die vollständige g-Matrix, inklusive

ihrer Orientierung innerhalb des molekularen Koordinatensystems, für das Neutralradikal

der (6-4)-Photolyase von Xenopus laevis (Abbildung 2.6, rechts) [45, 49] und der DNA-

Photolyase von E. coli [50] bestimmt werden. Dabei zeigte sich, daÿ trotz der im Allgemei-

nen guten Übereinstimmung der g-Werte für gyy ein leichter Unterschied beobachtet wurde.

Im Gegensatz dazu konnten Okafuji et al. bei Vergleichen des Flavinradikals in neutraler

und anionischer Form in der Glucose-Oxidase von Aspergillus niger zeigen, daÿ zwar die

vermessenen Hyperfeinwechselwirkungen stark vom Protonierungszustand des Flavinradi-

kals abhängen, die Hauptwerte der g-Matrix aber nicht [51].

Für das stabile Flavinneutralradikal wurden zwei Arbeiten zu Simulation der Elektro-

nendichteverteilung publiziert, sowohl mit einer Modellumgebung als auch in E.coli DNA-

Photolyase [44,52]. In beiden Fällen wurde das B3LYP-Hybridfunktional in Verbindung mit

der EPR-II Zustandsbasis benutzt und die erhaltenen Ergebnisse mit experimentell verfüg-

baren Hyperfeinkopplungsparametern veri�ziert. Es zeigt sich, daÿ die unterschiedlichen

Umgebungen des FAD keinen wesentlichen Ein�uÿ auf die Elektronendichteverteilung des

Neutralradikals haben. Aus dieser in Abbildung 2.6 dargestellten Verteilung lassen sich die

mutmaÿlich starken Hyperfeinkopplungspartner des Elektrons ableiten. Für Protonen sind

dies die H(8α) sowie die H(1'), das H(5) und das H(6). Insbesondere die hohe Elektronen-

dichte auf N(5) ermöglicht eine Unterscheidung des Radikals nach neutralem oder anioni-

schem Zustand mittels des Nachweises der Existenz einer starken Protonenkopplung mit

erheblicher Asymmetrie durch das H(5). Dieser Kopplungstensor wurde 2005 von Weber et

al. mittels Deuteriumaustauschexperimenten identi�ziert und für E. coli-DNA-Photolyase

vollständig vermessen [53]. Untersuchungen von Schleicher et al. an einer groÿen Anzahl

unterschiedlicher Proteine der Photolyase/Cryptochrom-Familie zeigen zwar teilweise deut-

lich sichtbare Unterschiede in den isotropen Hyperfeinkopplungen der dominanten Proto-

nen, selbst dann, wenn das Flavin immer als Neutralradikal vorliegt6, die allgemeine Form

des Spektrums ist aber erhalten. Daher ist eine Zuordung der einzelnen Kopplungen zu

den koppelnden Protonen möglich, nachdem diese mittels Deuteriumaustausch für einen

Vertreter der Proteinfamilie identi�ziert wurden [54].

Wenn das angeregte Elektron-Loch-Paar des initialen Singulettzustandes nicht schnell

genug getrennt wird, kann neben der Fluoreszenzrekombination, welche zur Abregung des

6H(8α): Aiso = 6,96MHz . . . 7,91MHz; H(1'): Aiso = 8,62MHz . . . 9,82MHz
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FMN Riboflavin

Abbildung 2.7: ESR-Signal des lichtinduzierten Flavintripletts für FMN und Ribo�avin im pro-

tonierten (pH = -1,2) und nichtprotonieren (pH = 8,0) Zustand. Übernommen aus [55].

angeregten Flavins führt, ein Singulett-Triplett-Übergang statt�nden. Das derart gebildete

Flavintriplett ist ebenfalls ESR-aktiv und kann prinzipiell detektiert werden (Abbildung

2.7). Dies ist besonders dann zu erwarten, wenn die Kinetik zur Trennung des angereg-

ten Flavins, z.B. aufgrund eines fehlenden Redoxpartners, eingeschränkt ist. Der E�ekt

der Bildung eines Flavintripletts ist zwar nur für eine gewisse Zeit nach der Beleuchtung

relevant, da das Triplettradikal selbst bei sehr tiefen Temperaturen (80K) nicht stabil ist

und innerhalb einiger hundert Mikrosekunden zerfällt, diese Zeitspanne ist jedoch groÿ

gegen die durchschnittliche Lebensdauer der mittels transienter ESR direkt detektierten

Spinpolarisation der Dublettpaare. Das beobachtete Spektrum ist dabei abhängig vom

Protonierungszustand des Flavins [55], so daÿ es prinzipiell möglich ist diesen aus dem

ESR-Signal des Flavintripletts zu bestimmen.

2.2 Arabidopsis thaliana Cryptochrom-1

Die Acker-Schmalwand Arabidopsis thaliana ist eine Schaumkresse aus der Familie der

Kreuzblütengewächse. Die im ausgewachsenen Zustand etwa 30 cm hohe P�anze wächst in

den gemäÿigten Klimazonen auf der ganzen Erde und wird aufgrund ihres einfachen Ge-

noms (nur 5 Chromosomenpaare; 125Mio Basenpaare; kaum nicht kodierende Introns), des

kurzen Generationszyklus' (8Wochen) und der leichten Kultivierbarkeit auch auf kleinem

Raum häu�g als Modellorganismus für höhere P�anzen benutzt. Im Jahr 1993 konnten

Ahmad und Cashmore im Genom von Arabidopsis erstmalig die Existenz eines Blaulicht-

rezeptors in P�anzen direkt nachweisen [6]. Das dort identi�zierte und charakterisierte

Protein besitzt eine Masse von rund 75 kDa und wurde mit �Cryptochrom-1� (AtCry-1)
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bezeichnet.

Wie alle Cryptochrome besitzt AtCry-1 eine den Photolyasen sehr ähnliche sogenannte

PHR-Domäne7 und darüber hinaus eine C-terminale Erweiterung von 181Aminosäuren.

Die Struktur der PHR-Region konnte 2004 von Brautigam et al. ermittelt werden [33] (siehe

Abbildung 2.8), während die räumliche Anordnung des C-Terminus weiterhin unklar ist.8

2.2.1 Struktur der PHR-Domäne

Die PHR-Region von Cry-1 läÿt sich in zwei Bereiche teilen: eine N-terminale α/β-Domäne

(Aminosäuren 13 bis 139) und eine C-terminale α-helikale Domäne (Aminosäuren 217 bis

495). Diese sind mittels einer beweglichen Schleife, die sich um die α/β-Domäne windet,

verbunden. Die α/β-Domäne wird durch fünf parallele β-Faltblätter, welche an den Seiten

von insgesamt vier α-Helizes und einer 310-Helix �ankiert werden, gebildet. Der Kofaktor

be�ndet sich im Protein versteckt inmitten der helikalen Domäne, wobei der Zugang über

eine durch zwei Kanten der Domäne erzeugte Kavität ermöglicht wird. Das FAD ist nicht-

kovalent und in einer für diese Proteinfamilie charakteristischen U-förmigen Konformation

im Protein gebunden, so daÿ der Isoalloxazinring und des Adenin übereinander liegen.

Die Ober�äche der PHR-Domäne ist, mit Ausnahme einiger positiver Ladungen in der

Nähe der FAD-Bindungstasche, hauptsächlich negativ geladen. Gegenüber Photolyasen

fehlt insbesondere die positive Ober�ächenladung im Bereich der DNA-Bindungsregion.

Während Malhotra et al. als zweiten gebundenen Kofaktor ein MTHF beobachten konn-

ten [8], war es in der publizierten Kristallstruktur nicht möglich diesen zu identi�zieren.

Allerdings ist MTHF in allen bekannten Cryptochromen und Photolyasen nur schwach

gebunden und liegt relativ nah an der Ober�äche des Proteins, so daÿ es durch die Auf-

reinigungsschritte vor der Kristallisation leicht ausgewaschen worden sein kann. Da die

aus Photolyasen bekannte Bindungstasche für MTHF in AtCry-1 jedoch zu groÿen Teilen

mit den Seitenketten der umliegenden Aminosäuren gefüllt ist, ist die Art und Weise der

Bindung von MTHF an das Protein unklar.

2.2.2 Lichtreaktion des Proteins

Das Flavin in aufgereinigtem AtCry ist üblicherweise voll oxidiert. Allerdings läÿt sich

der Redoxzustand durch die Zugabe von Reduktions- oder Oxidationsmitteln variieren.

Die Beleuchtung des Proteins mit Licht aus dem blauen Spektralbereich führt zu einer

(Photo-)Reduktion des Kofaktors. Das dabei entstehende Flavinradikal läÿt sich auch in

unaufgereinigter Form (also in den überexprimierenden Zellen) detektieren [58].

7
Photolyase homology region

8Sancar et al. gehen gar von einem �intrinsisch unstrukturierten� C-Terminus in P�anzencryptochromen
aus [56]. In diesem Fall wäre es prinzipiell unmöglich die Struktur zu bestimmen.
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Abbildung 2.8: Kristallstruktur der PHR-Domäne von AtCry-1 [33]. Im Zentrum ist die U-

förmige Konformation des FAD-Kofaktors zu erkennen (grün). Erstellt mit VMD [57].
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Abbildung 2.9: Schema der Lichtreaktion. Nach Absorption eines blauen Lichtquantes wird das

Flavin in den photoangeregten Zustand (gelb) überführt (1). Das angeregte Flavin oxidiert das

erste Glied der Transferkette und bildet mit diesem ein transientes Dublettpaar (rot) (2). Durch

sukzessive Oxidation wandert das Radikal durch die Kette, bis ein Endzustand erreicht wird (3).

Nachdem der letzte Radikalpaarpartner des Flavins aus der Lösung reduziert wird (4), bleibt ein

stabiles Flavinradikal (blau) solange bestehen, bis eine Oxidation des Kofaktors erfolgt.

Sowohl in AtCry-1 als auch dem sehr ähnlichen AtCry-2 erfolgt eine Phosphorylierung

der C-terminalen Domäne unter Blau- oder Rotlichtbestrahlung [59�61]. Die Bedeutung

dieses Mechanismus' ist unbekannt, aber die Art und Weise der Phosphorylierung beweist

eine direkte Wechselwirkung zwischen Cryptochrom-1 und Phytochrom A [59].9

Die Photoreduktion des Flavins erfolgt wahrscheinlich über die in allen bisher strukturell

charakterisierten Cryptochromen/Photolyasen konservierte Tryptophankette [3,36,37,62�

64]. In Arabidopsis Cry-1 wurden dafür die Aminosäuren Trp-400, Trp-377 und Trp-324

identi�ziert (vergleiche Abbildung 2.2 auf Seite 7). Zeugner et al. konnten zeigen, daÿ eine

Mutation von entweder der proximalen oder der terminalen Aminosäure dieser Kette zu

redoxinertem Phenylalanin sowohl zu einer reduzierten Phosphorylierung des C-Terminus

als auch zu einem Hypokotylwachstum unter Blaulichtbedingungen, welches vergleichbar

zu P�anzen ohne Cryptochromexpression ist, führt [39].

Die auf die Anregung des Flavins folgenden Vorgänge sind schematisch in Abbildung 2.9

dargestellt. Nach der Photoaktivierung des FAD �ndet eine sukzessive Elektronenwande-

rung hin zu einem �nalen Radikalpaarpartner statt. Die Geschwindigkeit dieses Vorganges

kann aus Experimenten an Photolyasen zu einigen zehn Pikosekunden unter Raumtempe-

ratur abgeschätzt werden [63, 65, 66]. Bevor die Reduktion des �nalen Kettengliedes aus

der umgebenden Lösung abgeschlossen ist, besteht zwischen diesem und dem FAD-Radikal

9Phytochrom A ist ein im rot/infrarot-Bereich absorbierender Photorezeptor. Man geht davon aus, daÿ
es sich bei der Interaktion von Phytochrom und Cryptochrom um einen E�ekt handelt, mit dem sich
die beiden Rezeptoren teilweise untereinander �abgleichen�.
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eine Wechselwirkung, so daÿ für einige Millisekunden [37] ein System gekoppelter Radikal-

paarpartner vorliegt. Im Anschluÿ an die Elektronenaufnahme aus der Proteinumgebung

bricht die Wechselwirkung des Dublettpaars zusammen und das Flavinradikal bleibt bis zu

seiner Oxidation stabil und detektierbar.

2.2.3 Wechselwirkungen und Bindungen

Aufgrund der Experimente von Yang et al. [18] ist bekannt, daÿ die C-terminalen Erwei-

terungen von Arabidopsis Cryptochrom-1 und -2 unabhängig von der Beleuchtungssituati-

on genügen, um die typische Blaulichtantwort der behandelten P�anzen auszulösen. Dies

impliziert einen Reaktionsmechanismus, bei dem der C-Terminus für die Bindung und Ak-

tivierung der nachfolgenden Proteine verantwortlich ist, in Abwesenheit von Licht aber

von der PHR-Domäne des Cryptochroms inaktiv gehalten wird. Da die Kristallstruktur

für die C-terminale Region nicht vorliegt, läÿt sich über den genauen Mechanismus leider

nur spekulieren. Wenn der Elektronentransfer tatsächlich über die vorgeschlagene Trypto-

phankette erfolgt, dann ist eine Kontaktwechselwirkung zwischen dem �nalen Trp-324 und

dem C-Terminus zumindest denkbar.

Während für andere Cryptochrome eine Reihe von lichtunabhängigen Bindungspartnern

ermittelt werden konnte (siehe Abschnitt 2.1.2), wurden für AtCry-1 bisher noch keine

wechselwirkenden Proteine einer Signalkaskade nachgewiesen. Lediglich die weiter oben

angesprochene Wechselwirkung mit Phytochrom A im Zuge der Phosphorylierung in der

C-terminalen Region ist bekannt.

2003 konnten Bouly et al. bei Anwesenheit von Mg2+ eine stöchiometrische Bindung

von ATP an AtCry-1 zeigen [67]. Aus der Kristallstruktur ist zudem bekannt, daÿ ATP

in der Kavität, welche zum FAD führt, gebunden wird, wobei die Phosphate im Bereich

der Proteinober�äche zu liegen kommen. Eine durch die Bindung hervorgerufene Ände-

rung in der Kristallstruktur konnte jedoch nicht beobachtet werden [33], obwohl Burney et

al. für aufgereinigtes Protein Hinweise auf eine lichtunabhängige Konformationsänderung

von Cry-1 nach der Bindung von ATP publiziert haben [68]. In der gleichen Verö�ent-

lichung wurde zudem gezeigt, daÿ gebundenes ATP in vitro zu einer Stabilisierung des

Flavinradikals führt. Dieses Ergebnis zeigt Übereinstimmung mit den Beobachtungen an

Chlamydomonas Cryptochrom, bei dem ebenfalls eine Erhöhung der Radikallebensdauer

während der Reoxidation im Rahmen der Dunkeladaption beobachtet wurde [69].

Eine Bindung von DNA-Fragmenten an das Protein ist möglich, erfolgt aber mit niedriger

A�nität und ist unabhängig von der Existenz eventueller UV-Schäden [70].
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A1 A2 A3 φ θ χ

H(1') 8,99 8,99 11,49 8◦ 96◦ -3◦ AtCry-1 *

H(8α) 6,85 7,90 9,00 120◦ � � AtCry-1

H(5) � 25,00 37,02 � � � AtCry-1

H(6) Aiso ≈ 5MHz � � � AtCry-1

N(5) ≈0 ≈0 51±2 � � � Xl(6-4)

N(10) ≈0 ≈0 27±2 � � � Xl(6-4)

Tabelle 2.1: Hyperfeinkopplungen für ein neutrales Flavinradikal. Angaben in MHz. Die angegebe-

nen Drehwinkel entsprechen den Eulerwinkeln, um das Hauptachsensystem der Hyperfeinkopp-

lungen in das Basissystem des Isoalloxazinringes zu drehen. Die Kopplungen der mit �Xl(6-4)�

markierten Einträge wurden in [45] für X. laevis (6-4)-Photolyase abgeschätzt. Alle anderen

Werte stammen aus [54]. Nicht explizit angegebene Fehler der Hyperfeinkopplungen betragen

0,04MHz. Die Drehwinkel für H(1') (*) entstammen der Simulation mit Gaussian (siehe Ab-

schnitt 4.3.1), alle anderen Orientierungen lassen sich leicht aus der Struktur des FAD ableiten.

2.2.4 Zusammenstellung wichtiger ESR-Parameter

Innerhalb der vorliegenden Arbeit erfolgte eine ESR-spektroskopische Untersuchung sowohl

stabiler Flavinradikale als auch transienter Flavin-Tryptophan-Radikalpaare in AtCry-1.

Es ist daher hilfreich die zum Verständnis und zur Simulation dieser Spektren benötigten

Eigenschaften des Proteins gesondert zusammenzufassen.

A: Flavinneutralradikal

Wie in [54] gezeigt wurde, liegt das blaulichtaktivierte Flavin in AtCry-1 wenigstens in

aufgereinigtem Zustand in seiner neutralen Radikalform vor. In Abschnitt 2.1.3 wurde

bereits die Spindichteverteilung des Flavinneutralradikals sowie die Lage der Hauptachsen

der g-Matrix vorgestellt. Die entsprechenden Hauptwerte sowie die Gröÿe des Drehwinkels

δ10 wurde bisher für mehrere proteingebundene Flavinneutralradikale bestimmt [45,49,50].

Im Folgenden werden die Werte

gxx = 2,0043; gyy = 2,0037; gzz = 2,0022; δ = −29◦

benutzt. Diese wurden von Kay et al. an X. laevis (6-4)-Photolyase gemessen. Mit Aus-

nahme des Drehwinkels unterscheiden sich die publizierten Eigenschaften der g-Matrix
10Siehe Abbildung 2.6 auf Seite 10. δ ist der Eulerwinkel, der die Basis des Eigensystems von g mittels

Rotation um die z-Achse in das durch die H(5)-Hyperfeinkopplung de�nierte molekulare Basissystem
des Isoalloxazinringes überführt.
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Abbildung 2.10: Orientierung des g-Tensors (links oben), Abhängigkeit der H(β)-Kopplung vom

Diederwinkel (links unten) und Zusammenfassung der isotropen Hyperfeinkopplungen (rechts)

des neutralen Tryptophanradikals. Die Darstellung der Winkelabhängigkeit wurde aus [71] über-

nommen, rot markiert ist der Winkel niedrigster Energie. In der Tabelle wurden, mit Ausnahme

der beiden β-Protonen, nur Kopplungen > 10MHz aufgeführt.

insgesamt jedoch nur wenig, so daÿ auch für das hier vorliegende System keine groÿen

Abweichungen zu erwarten sind.

In Tabelle 2.1 sind die erwarteten Hyperfeinkopplungen des neutralen Flavinradikals

zusammengefaÿt. Aufgrund der Geometrie des Flavins liegen alle auftretenden Kopplungs-

tensoren, mit Ausnahme der Wechselwirkung des H(1'), in der Ebene des Isoalloxazinringes,

und nur die Hyperfeinwechselwirkung zu H(8α) weist eine Verdrehung gegenüber der durch

die Hyperfeinachse des N(5) de�nierten Basis auf. Da in den folgenden Experimenten keine

Unterscheidung der Vorzeichen von A möglich ist, ist es unerheblich, ob Parallelität oder

Antiparallelität der Achsen des Basissystems vorliegt.

B: Tryptophan-Radikal

Der erwartete Radikalpaarpartner des Flavins im Rahmen der transienten Untersuchun-

gen ist ein Tryptophan aus der konservierten Kette W400/W377/W324 [3, 36, 37, 62�64].

Nach der Erzeugung des entsprechenden Radikals mittels Elektronenabgabe an das Fla-
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vin entsteht dabei natürlicherweise vorerst ein positiv geladenes Kation. Allerdings erfolgt

die Deprotonierung auf einer Zeitskala von 300 ns [72].11 Durch diesen Prozeÿ wird das

Tryptophanradikal stabilisiert, da nun keine Rekombination mit dem Flavin mehr möglich

ist.

Für die Hauptwerte der g-Matrix werden benutzt [73]:

gxx = 2,0037 gyy = 2,00285 gzz = 2,00246

Die y-Achse des Basissystems liegt dabei parallel zur Verbindungslinie von C(7) nach C(4)

und z weist senkrecht aus der Ringebene hinaus [74]. Eine Veranschaulichung der Geometrie

im neutralen Tryptophanradikal sowie bedeutende Hyperfeinkopplungen sind in Abbildung

2.10 gezeigt. Das auftretende Hyperfeinmuster wird deutlich dominiert von den beiden

Protonen an C(β), deren Kopplungen wiederum stark vom Diederwinkel auf der C(β)-

C(3)-Achse abhängt [71,73].

11Der angegebene Wert stammt aus Untersuchungen an E. coli DNA-Photolyase, von den Autoren wird
aber eine vergleichbare Zeit für alle photolyaseähnlichen Blaulichtrezeptoren angenommen.
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Kapitel 3

Einführung in die ESR-Spektroskopie

Bei der Elektronsenspinresonanz (ESR) handelt es sich um eine spektroskopische Methode

zur Untersuchung ungepaarter Elektronen. Seit der ersten experimentellen Beobachtung

1944 durch Zavoisky [75] führten kontinuierliche Weiterentwicklungen auf theoretischer und

praktischer Seite zu einer Erweiterung des Anwendungsbereiches auf ein breites Spektrum

von Systemen mit nicht verschwindendem Gesamtelektronenspin [76,77].

Im vorliegenden Kapitel werden die Grundlagen der ESR vorgestellt, beein�ussende Pa-

rameter diskutiert und die Theorie der in dieser Arbeit benutzten Experimente herausge-

arbeitet.

3.1 Das freie Elektron im magnetischen Feld

3.1.1 Der Spin eines Elektrons

Zusätzlich zum Drehimpuls, den ein Elektron aufgrund seiner Bewegung um den Kern

besitzt, wurde es Anfang des zwanzigsten Jahrhunderts notwendig, eine weitere drehim-

pulsartige Quantenzahl zu postulieren, um spektroskopische Ergebnisse, wie zum Beispiel

die Feinstrukturaufspaltung der atomaren Übergangslinien, erklären zu können [78]. Diese

Gröÿe wird Spin genannt und ist ein reiner Quantene�ekt, welcher kein klassisches Analo-

gon besitzt, auch wenn sie häu�g als �intrinsischer Drehimpuls� eines Elementarteilchens

veranschaulicht wird.

Theoretisch folgen die Existenz und Eigenschaften des Spins aus der Lösung der Dirac-

Gleichung, dem relativistischen Analogon der Hamiltongleichung für Fermionen. Für ein

freies Elektronen gilt demnach:

i~
∂Ψ

∂t
=
(
c~α~p+mc2β

)
Ψ (3.1)

Hierbei müssen die αi und β einer Algebra genügen, welche in der einfachsten Repräsen-

tation 4-komponentige Matrizen erzwingt.

Die Lösung dieser Gleichung ergibt für die Wellenfunktion Ψ ein vierkomponentiges

Konstrukt, welches nicht den Transformationsbedingungen eines Vektors genügt. Auÿer
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den beiden Eigenzuständen mit positiver und negativer Energie (Teilchen und Antiteilchen)

ist also noch eine weitere Eigenschaft notwendig, welche zwei Eigenwerte besitzt. Im Falle

freier Elektronen spricht man dabei von der Helizität, im Falle wechselwirkender Elektronen

entsteht daraus der Spin.

Da der Helizitäts- oder Spinoperator mit dem Operator der Gesamtenergie Ĥ kommu-

tiert, besitzen diese beiden Operatoren gemeinsame Eigenfunktionen. Insbesondere kann

die Gesamtwellenfunktion Ψ des Elektrons in das (Tensor-)Produkt einer �Ortsfunktion� φ

und einer �Spinfunktion� ψ aufgespalten werden:

Ψ(~r,~s) = φ (~r)⊗ ψ (~s) (3.2)

Innerhalb des Spinanteils der Wellenfunktion ist es möglich, einen Übergang zwischen

den beiden Eigenzuständen zu vermitteln. Da ψ formal die Eigenschaften eines Drehim-

pulses besitzt ist bei derartigen Experimenten aber in jedem Fall die Gesamtdrehimpulser-

haltung zu beachten. Desweiteren ist anzumerken, daÿ die Existenz eines Spins nicht nur

für Elektronen relevant ist, sondern im Allgemeinen alle Elementarteilchen betri�t, auch

wenn diese Quantenzahl in speziellen Fällen Null sein kann.1

3.1.2 Grundprinzip der ESR

Sofern ein Teilchen mit nicht verschwindendem Spin eine elektrische Ladung ungleich Null

besitzt, wird gemäÿ den Regeln der Quantenelektrodynamik ein magnetisches Moment µ

erzeugt.2 Für ein freies Elektron gilt:

µe = −geβms (3.3)

Hierbei ist β = e~
2me

das Bohr'sche Magneton, ms der Erwartungswert von Ŝz und ge der

sogenannte g-Faktor des freien Elektrons, welcher −2,00231930436146(56) beträgt [79].

Be�ndet sich das Elektron in einem externen magnetischen Feld B0, so führt die Wech-

selwirkung von µe mit B0 zu einer Aufhebung der energetischen Entartung zwischen den

Zuständen mit ms = +1/2 und ms = −1/2. Dieser E�ekt konnte erstmals 1922 in dem be-

rühmten Versuch von Stern und Gerlach [80] gezeigt werden und ergibt einen energetischen

Unterschied von:

∆E = E(ms=+ 1
2)
− E(ms=− 1

2)
= geβB0 (3.4)

1Es gibt, mit Ausnahme des hypothetischen Higgs-Bosons, keine punktförmigen, massebehafteten Spin-
0-Teilchen. Allerdings können gekoppelte Teilchen einen e�ektiven Spin von Null besitzen, was bei
Atomkernen oder Mesonen häu�g auftritt.

2Dies ist auch dann der Fall, wenn das Teilchen selbst zwar keine Ladung und/oder keinen Spin besitzt,
aber aus Untereinheiten besteht, für welche die Bedingung erfüllt ist. So kann beispielsweise auch für
ein Neutron mit q = 0 ein magnetisches Moment µn = −0,96623641(23) · 10−26J/T gemessen werden,
welches dadurch entsteht, daÿ die Konstituenden (drei Quarks: udd) ihrerseits sowohl einen Spin als
auch eine Ladung aufweisen.
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Da ein Übergang zwischen diesen Zuständen der Auswahlregel ∆ms = ±1 genügen muÿ,
kann er durch Photonen (S = 1) geeigneter Energie induziert werden. Die Resonanzbedin-

gung dafür lautet:

∆E = geβB0 = hν = ~ω (3.5)

Die hier angegebene Formel gilt nur für freie Elektronen. Sobald zusätzliche Ein�üs-

se auftreten, verschiebt sich ge und weitere Terme zur Beschreibung der Wechselwirkung

müssen hinzugefügt werden (siehe Abschnitt 3.2). In ESR-Experimenten wird diese Tat-

sache benutzt, um aus dem äuÿeren Magnetfeld, welches zur Resonanz der elektronischen

Übergänge mit den eingestrahlten Photonen einer bekannten Energie notwendig ist, Rück-

schlüsse auf die Umgebung des spektroskopierten Elektrons zu ziehen. Die benutzten Fre-

quenzen liegen dabei häu�g im Bereich von (1 . . . 360)GHz, die dafür nötigen Magnetfelder

also zwischen (0,03 . . . 14)T.

3.2 Spinhamiltonoperator, g-Matrix und relevante

Wechselwirkungen

Die elektronischen Eigenschaften in Molekülen lassen sich vollständig im Rahmen der

Quantenelektromechanik beschreiben. Um eine einfachere Behandlung des Problems zu

ermöglichen, erweist es sich als hilfreich, alle orts- oder bewegungsabhängigen Terme des

Hamiltonoperators zu entfernen, so daÿ ein allein spinabhängiger Hamiltonian entsteht.

Da der spinabhängige Anteil der in Gleichung 3.2 dargestellten Wellenfunktion des Elek-

trons seinerseits unabhängig von dem ortsabhängigen Anteil ist, genügt es zur quanten-

mechanischen Beschreibung von ESR-Experimenten demnach die Spinwellenfunktion ψ in

Kombination mit dem derart konstruierten Spinhamiltonoperator zu betrachten. Dabei

ist allerdings zu beachten, daÿ die elektromagnetischen Wechselwirkungen des Elektrons

bekanntermaÿen nicht ortsunabhängig sind. Die Arbeit mit einem rein spinabhängigen Ha-

miltonoperator vereinfacht die Berechnung erheblich, erzwingt damit aber gleichzeitig die

Einführung phänomenologischer Konstanten (g, A, . . . ), um die realen Ein�üsse korrekt

zu beschreiben.

Die Aufgabe besteht nun darin, alle möglichen Energiezustände des Elektrons im äu-

ÿeren magnetischen Feld zu bestimmen, um daraus die experimentell zu beobachtenden

induzierten Übergänge zu berechnen. Im einfachen Fall zeitlich stabiler Radikale ist dafür

die zeitunabhängige (Spin-)Hamiltonfunktion

Ĥ |ψ〉 = E |ψ〉 (3.6)

zu lösen. Dabei gilt für den Hamiltonoperator der Wechselwirkung eines freien Elektrons

mit einem konstant anliegenden äuÿeren Magnetfeld (die sogenannte Elektron-Zeeman-
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Wechselwirkung):

Ĥ = β ~Bg ~̂S (3.7)

Hier bezeichnet ~̂S = (Ŝx, Ŝy, Ŝz) den Spinoperator und g die sogenannte g-Matrix des

Elektrons3.

Der Bahndrehimpuls des Elektrons führt ebenso wie sein Spin zu einem magnetischen

Moment (µL = − e
2m L̂), welches die Energieeigenwerte des Spinhamiltonoperators beein-

�uÿt. Nur wenn das innere elektrische Feld des Atoms, Ions oder Radikals die Kopplung

zwischen S und L vollständig aufhebt4 oder sich das Bahnmoment zu null ausmittelt, weil

das Orbital mit zwei Elektronen besetzt ist, sind die magnetischen Eigenschaften eines

freien Elektrons beobachtbar. Häu�g aber existiert ein nichtverschwindendes Bahndreh-

moment, so daÿ die Ein�üsse der Spin-Bahn-Kopplung sichtbar werden. Diese E�ekte sind

in den Abweichungen der g-Matrix vom g-Wert des freien Elektrons ge absorbiert.

3.2.1 Orientierungsabhängigkeit von g

Da die g-Matrix Ein�üsse auf die magnetischen Eigenschaften des Elektrons beinhaltet,

welche durch den Bahndrehimpuls der Orbitale verursacht werden, ist sie nicht nur emp-

�ndlich auf eventuell vorhandeneWechselwirkungen mit anderen Atomen (z.B. Wassersto�-

brückenbindungen), sondern wird auch von der räumlichen Verteilung der Aufenthaltswahr-

scheinlichkeit des Orbitals, welches das ungepaarte Elektron trägt, beein�uÿt. Die Energie-

eigenwerte des Spinhamiltonoperators sind somit im Allgemeinen orientierungsabhängig.

Da g in den reellen Zahlen diagonalisierbar ist,5 läÿt sich eine Koordinatentransformation

K �nden, mit der K−1gK diagonal und damit durch seine drei Hauptwerte eindeutig be-

stimmt ist. Im Allgemeinen ist das entsprechende Eigensystem von g jedoch nicht mit dem

molekularen Basissystem oder dem Laborsystem identisch. Daher werden zur vollständigen

Beschreibung neben den Eigenwerten gxx, gyy und gzz noch die drei Eulerwinkel ψ, θ, φ

benötigt, um die Orientierung der g-Eigenbasis im Raum festzulegen.

Wenn das externe Magnetfeld ~B0 in einer festen Richtung angelegt wird, läÿt sich der

e�ektive g-Wert berechnen aus:

geff =
√
~eBggT~eTB (3.8)

wobei ~eB der Einheitsvektor in Richtung von ~B0 ist.

3Bei g handelt es sich um eine 3× 3-Matrix. Obwohl diese formal nicht die Transformationsbedingungen
eines Tensors zweiter Stufe erfüllt, wird in der Literatur häu�g die Bezeichnung g-Tensor benutzt;
mathematisch korrekt ist erst gTg ein Tensor.

4Man spricht von orbitaler Unterdrückung, englisch �orbital quenching�.
5Die g-Matrix vermittelt Energieeigenwerte. Aufgrund der Energieerhaltung muÿ g demnach unitär sein,
da der Übergang aus einem Zustand A in einen Zustand B sonst eine andere Energie benötigt, als für
den umgekehrten Übergang B �A frei wird. Jede Unitäre Matrix ist diagonalisierbar.
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gxx

gyy

g zz

Abbildung 3.1: ESR-Spektrum für eine anisotrope g-Matrix. Je nach anliegendem Magnetfeld

be�nden sich andere Subpopulationen der vermessenen Probe in Resonanz. Abhängig von der

Orientierung der g-Matrix liegen unterschiedliche e�ektive g-Werte vor, die herausragenden Fäl-

le sind dabei geff = gxx, gyy oder gzz. Es ist zu beachten, daÿ (in Abwesenheit von zusätzlichen

Kopplungen) gxx und gzz isoliert werden können, während an der Feldposition für gyy immer

auch andere Orientierungen Beiträge liefern.

Die Eigenwerte des Hamiltonoperators Ĥ in Gleichung 3.7 lassen sich in der Basis des

Operators Ŝz leicht ermitteln:

E+ = +
1

2
geffβB0 bzw. E− = −1

2
geffβB0 (3.9)

Für den Fall, daÿ die g-Eigenwerte zusammenfallen, spricht man von einer isotropen

g-Matrix für gxx = gyy = gzz beziehungsweise von einer achsialen Matrix, wenn dies nur

für zwei der drei Werte zutri�t. In letzterem Fall wird das Eigensystem per Konvention

derart gewählt, daÿ gxx = gyy 6= gzz gilt.

In gefrorenen Lösungen oder Pulvern liegt normalerweise eine zufällige Verteilung aller

möglichen Orientierungen des untersuchten Moleküls, und damit auch der g-Matrix, vor.

Die gemessenen Spektren entstehen demnach als Superposition aller e�ektiven g-Werte,

wobei die beobachteten Übergänge mit ihrer Phasenraumdichte gewichtet sind (vergleiche

Abbildung 3.1). Im Falle der schnellen Bewegung des Radikals werden sich die Beiträge

der Nebendiagonalelemente ausmitteln, wodurch einzig der isotrope g-Wert

giso =
1

3
(gxx + gyy + gzz) (3.10)

einen Beitrag liefert.6 Dies ist bei Flüssigkeiten im Bereich der Raumtemperatur häu�g

der Fall.
6�Schnell� ist hierbei bezüglich der ESR-Zeitskala zu sehen. Die Rotationskorrelationszeit der Bewegung
sollte kleiner als der Kehrwert der (magnetfeldabhängigen) Präzessionsfrequenz des Elektrons sein.
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3.2.2 Spin-Spin-Kopplung zwischen mehreren Elektronen

Für eine vollständige Beschreibung des realen Elektrons im magnetischen Feld ist es not-

wendig, auÿer dem bisher diskutierten Elektron-Zeemann-Hamiltonoperator noch weitere

Ein�üsse zu betrachten. Insbesondere die Wechselwirkung mit zusätzlichen magnetischen

Momenten dritter Teilchen und quantenmechanische Austauschterme sind geeignet die

Energieeigenwerte zu verschieben. In einem ersten Schritt ist dabei zu untersuchen, in-

wieweit die Existenz eines anderen als des detektierten Elektrons das System beein�uÿt.

Im Allgemeinen sind dabei zwei Wechselwirkungen zu betrachten: Die (anisotrope) dipo-

lare Wechselwirkung zwischen den magnetischen Momenten der Elektronen und die rein

quantenmechanische (isotrope) Austauschwechselwirkung zwischen ihnen.

Bei der Kopplung zweier Elektronen mit den jeweiligen Spinquantenzahlen ms,i = ±1/2
können gemäÿ |ms,1〉 ⊗ |ms,2〉 = |ms,1ms,2〉 insgesamt vier verschiedene Zustände gebildet
werden (der Faktor 1/2 wird im Folgenden weggelassen):

|++〉 |+−〉 |−+〉 |−−〉 (3.11)

Sofern zwischen den einzelnen Spins keinerlei Kopplung vorliegt, handelt es sich dabei

gleichzeitig um die Eigenfunktionen des Systems. Im Falle gekoppelter Elektronen ist es

notwendig, daÿ die Eigenzustände der Gesamtspinwellenfunktion entweder symmetrisch

oder total antisymmetrisch sind. Aus den in Gleichung 3.11 vorgestellten Vektoren läÿt

sich unter dieser Maÿgabe mittels Linearkombination eine neue Basis konstruieren:

|T+〉 = |++〉

|T0〉 = 1√
2

[
|+−〉+ |−+〉

]
|T−〉 = |−−〉

|S〉 = 1√
2

[
|+−〉 − |−+〉

]
(3.12)

Die drei Zustände mit einem Gesamtspin von +1 bilden das unter Vertauschung der

Teilchen symmetrische Triplett T(+,0,−); der Zustand mit dem Gesamtspin 0 entsprechend

das antisymmetrische Singulett S.

Dipolare Wechselwirkung

Die dipolare Kopplung zweier Elektronen entsteht aus der klassischen Dipol-Dipol-Wechsel-

wirkung der beiden magnetischen Momente und führt selbst im Falle der Abwesenheit

eines externen magnetischen Feldes zur Aufhebung der Entartung der Eigenzustände des

Triplettsystems. Ausgehend von der klassischen Elektrodynamik läÿt sich der dipolare
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Anteil der Hamiltonfunktion für zwei magnetische Momente im Abstand ~r schreiben als:

ĤDip = µ0π

(
~̂µT~̂µ2
r3
− 3(~̂µT1 ~r)(~̂µ

T
2 ~r)

r5

)
(3.13)

Wenn als Ursprung der magnetischen Momente Elektronen mit ~̂µi = −βgi ~̂Si angenom-
men werden, dann vereinfacht sich der Hamiltonoperator zu:

ĤDip =
2

g1g2
~̂ST
1 g

T
1 Dg2 ~̂S2 (3.14)

Hierbei sind g1 und g2 die nach Gleichung 3.8 de�nierten e�ektiven g-Werte, und alle

auftretenden Anisotropien wurden in dem Tensor D zusammengefaÿt.

Wenn die Anisotropie der g-Matrizen vernachlässigbar klein ist, was für organische Ra-

dikale häu�g zutri�t, vereinfacht sich dies wegen gi/gi ≈ 1 weiter zu:

ĤDip = 2 ~̂ST
1 D ~̂S2 = ~̂STD ~̂S (3.15)

Dabei wurde im letzten Schritt noch der Operator des Gesamtspins des gekoppelten Zwei-

elektronensystems ~̂S = ~̂S1 + ~̂S2 eingeführt.

Der dipolare Tensor D läÿt sich in seinem Eigensystem mittels seiner Diagonalelemente

Dxx, Dyy, Dzz vollständig beschreiben. Da D zudem spurfrei ist (Tr{D} = 0), gibt es nur

zwei linear unabhängige, so genannte Nullfeldparameter. Diese sind üblicherweise de�niert

als:

D :=
3

2
Dzz E :=

1

2
(Dxx −Dyy) (3.16)

Für groÿe Abstände über 10Å kann die Punktdipolnäherung durchgeführt werden, so daÿE

verschwindet und sich D auf einen axialen Tensor reduziert [28], welcher gemäÿ Gleichung

3.13 direkt vom Abstand der beiden Spins abhängt:

D =


−1

3D 0 0

0 −1
3D 0

0 0 2
3D

 mit D = −3geβµ0
8π

1

r3
für g1 = g2 = ge (3.17)

Wenn die Richtung des externen Magnetfeldes mit ~eB bezeichnet wird, beträgt die eigent-

lich beobachtete dipolare Kopplung:

d = ~eTBD~eB =
1

3
D
(
cos2 θ − 1

)
(3.18)

Hierbei ist θ der Winkel zwischen der Richtung der dipolaren Kopplung (also Dzz) und

dem magnetischen Feld ~B0. Der Hamiltonoperator läÿt sich damit schreiben als:

ĤDip =
3

2
d

(
Ŝ2
z −

1

3
~̂S2

)
(3.19)
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Austauschwechselwirkung

Bei der Austauschwechselwirkung J handelt es sich um eine Energieabsenkung des Zustan-

des zweier wechselwirkender Fermionen aufgrund der Forderung nach einer total antisym-

metrischen Gesamtwellenfunktion. Die Gesamtwellenfunktion zweier Elektronen läÿt sich

als Produkt eines Orts- und eines Spinanteils darstellen:

Ψ(e1, e2) = φ(r1, r2) · ψ(S1, S2) (3.20)

Wenn die beiden Spins parallel im Magnetfeld ausgerichtet sind, ist ψ(S1, S2) = ψ(S2, S1)

und die Ortswellenfunktion muÿ antisymmetrisch gegen die Vertauschung der Elektronen

sein: φ(r1, r2) = −φ(r2, r1). Analoges gilt mit umgekehrtem Vorzeichen für antiparallele

Spins.

Im Falle gleichartig geladener Teilchen wirkt zwischen diesen eine Coulombabstoÿung,

so daÿ die Energie des Zustandes mit symmetrischer Ortswellenfunktion aufgrund des

geringeren Abstandes der Punkte mit hoher Aufenthaltswahrscheinlichkeit erhöht wird.

Entsprechend sinkt die Energie des Zustandes mit symmetrischer Spinwellenfunktion, also

parallel ausgerichteten Spins. Im Falle zweier Elektronen gilt:

ĤEx = −2J ~̂S1 ~̂S2 (3.21)

Die Austauschwechselwirkung führt also zu einer Anhebung oder Absenkung des Energie-

niveaus eines gekoppelten Mehrelektronensystems in Abhängigkeit von der Orientierung

der Spins im Magnetfeld und dem Überlapp ihrer Wellenfunktionen. J ist damit stark

abstandsabhängig und kann innerhalb von Proteinen durch einem exponentiell abfallenden

Ansatz

J (r) = J0 · e−βr mit β = (14± 2) nm−1 (3.22)

angenähert werden [81,82].

3.2.3 Hyperfeinwechselwirkung zwischen Elektron und Atomkern

Da auch Atomkerne im Allgemeinen ein nicht verschwindendes magnetisches Moment be-

sitzen, kann eine Kopplung zu einem untersuchten, ungepaarten Elektron bestehen, welche

dessen Energieeigenwerte verschiebt. Prinzipiell läÿt sich die Hyperfeinwechselwirkung A

zwischen Elektron und Kern ähnlich wie die Wechselwirkung zweier Elektronen betrachten.

Auch hier kann der dipolare Kopplungstensor in einen isotropen Teil Aiso (Fermi-Kontakt-

wechselwirkung) und einen anisotropen Anteil A′ aufgespalten werden:

ĤHF = ~̂SA~̂I = ~̂SA′ ~̂I +Aiso
~̂S~̂I (3.23)

Dabei bezeichnet ~̂S den Spinoperator des Elektrons und ~̂I den entsprechenden Operator

des Atomkerns. Der anisotrope Anteil A′ ist wiederum abhängig vom Abstand der beiden
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Spins, während die isotrope Kopplung Aiso direkt proportional zur Aufenthaltswahrschein-

lichkeit |φ(rI)|2 des Elektrons am Ort des Kerns ist:

Aiso =
2

3
µ0βNβgNg|φ(rI)|2 (3.24)

Die Kenntnis des Kopplungstensors der Hyperfeinwechselwirkung für mehrere Kerne

ermöglicht es demnach, die Spindichte an verschiedenen Punkten des Moleküls zu bestim-

men. Damit läÿt sich die Wellenfunktion des Elektrons ortsaufgelöst rekonstruieren, was

seinerseits strukturelle Informationen über das untersuchte Molekül liefert.

Die Kopplung eines Elektrons an ein einzelnes Proton mit I = 1
2 führt aufgrund der ge-

nannten Hyperfeinwechselwirkung zu einer Aufspaltung des elektronischen Energieniveaus

in zwei Unterzustände, abhängig davon, ob der Spin des Protons parallel oder antiparallel

zu demjenigen des Elektrons im äuÿeren Magnetfeld liegt. Eine gröÿere Anzahl äquivalent

koppelnder Kerne resultiert dann in einer weiteren Aufspaltung in insgesamt 2nI +1 Lini-

en, deren Intensitäten binomialverteilt sind (n ist die Anzahl der Kerne mit äquivalenter

Hyperfeinkopplung). In biologischen Makromolekülen liegt gewöhnlich eine Kopplung an

viele verschiedene Kerne mit unterschiedlichen Hyperfeinwechselwirkungen vor. Die Anzahl

der erwarteten Linien, in die ein einzelner elektronischer Übergang aufspaltet, berechnet

sich dann zu:

nHF =

m∏
i=1

(2niIi + 1) (3.25)

Hierbei ist m die Anzahl der Kernpopulationen, welche jeweils n äquivalent koppelnde

Kerne umfassen.

Die groÿe Anzahl an unterschiedlichen Hyperfeinkopplungen führt, zusammen mit der

anisotropen dipolaren Wechselwirkung, dazu, daÿ die Hyperfeinkopplung im ESR-Spek-

trum häu�g stark verschmiert. Deshalb wird oft lediglich eine nicht aufgelöste gaussförmige

Linienverbreiterung des Signals festgestellt.

Bei der Untersuchung von Proteinen kann die Hyperfeinaufspaltung nur in Ausnahme-

fällen direkt im ESR-Spektrum beobachtet werden. Daher ist es im Allgemeinen nicht

trivial die Hyperfeinkopplungswerte aus dem gemessenen Spektrum zu errechnen. Aller-

dings ist es durch Elektron-Kern-Doppelresonanzexperimente (ENDOR: �electron nuclear

double resonance�) möglich die Spektren soweit zu vereinfachen, daÿ m nichtäquivalent

koppelnde Kernpopulationen nur noch 2m Signale liefern. Mit dieser Methode können die

Hyperfeinwechselwirkungen zumindest für die dominanten Kopplungen bestimmt werden

(siehe Abschnitt 3.8.1 auf Seite 45).
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3.2.4 Zusammenfassung

Aus den Ergebnissen der letzten Abschnitte läÿt sich der zeitunabhängige Spinhamilton-

operator des Elektrons zusammenfassen als:

Ĥ = ĤEZ + ĤDip + ĤEx + ĤHF (3.26)

wobei

ĤEZ = β ~Bg ~̂S . . . Elektron-Zeeman-Wechselwirkung

ĤDip = 3
2d
(
Ŝ2
z − 1

3
~̂S2
)

. . . dipolare Elektron-Elektron-Wechselwirkung

ĤEx = −2J ~̂S1 ~̂S2 . . . Austauschwechselwirkung

ĤHF = ~̂SA~̂I . . . Hyperfeinkopplung

(3.27)

Im allgemeinen Fall existieren weitere Terme höherer Ordung (z.B. Kopplungen über das

Kernquadrupolmoment). Diese wurden nicht betrachtet, weil sie aufgrund ihrer geringen

Gröÿe für die vorliegende Arbeit keine Relevanz besitzen.

Die Eigenwerte dieses Hamiltonoperators liefern die möglichen Energiezustände des Elek-

trons, ein tatsächliches Signal wird jedoch nur detektiert, wenn sich Absorption und indu-

zierte Emission beim Einstrahlen resonanter Mikrowelle nicht gegenseitig aufheben. Dies

ist der Fall, sobald ein Besetzungszahlunterschied zwischen den durch diesen Übergang

verknüpften Energieniveaus besteht. Im thermischen Gleichgewicht wird die Population

verschiedener Energiezustände durch eine Boltzmannverteilung (Formel 3.29) beschrieben.

Das beobachtete Signal ist direkt proportional zu diesem Besetzungszahlverhältnis und

damit stark temperaturabhängig.

3.3 Relaxation

Das thermische Gleichgewicht der Besetzung verschiedener Energiezustände wird bei der

Absorption von Mikrowelle zwischenzeitlich gestört, beginnt aber wieder sich einzustellen,

sobald alle auftretenden Störungen abgeklungen sind. Die Rückkehr des gestörten Systems

in den Zustand des themischen Gleichgewichtes wird durch die Spinrelaxation beschrieben.

Allgemein werden dabei zwei E�ekte mit üblicherweise unterschiedlichen Zeitkonstanten

betrachtet. Die Spin-Gitter-Relaxation oder Longitudinale Relaxation mit der Zeitkonstan-

te T1 und die Spin-Spin-Relaxation oder Transversale Relaxation mit T2.

Unter der Spin-Gitter-Relaxation versteht man die Rückkehr der Besetzung der Energie-

niveaus in diejenige des thermischen Gleichgewichtes. Die Ursache dafür liegt in schwachen

Wechselwirkungen zwischen dem Spinsystem und seiner Umgebung. Typische Werte der
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longitudinalen Relaxationszeit T1 für organische Radikale liegen in der Gröÿenordnung von

einigen Mikrosekunden bei 80K, sind aber naturgemäÿ sehr stark temperaturabhängig.

Die Spin-Spin-Relaxation dagegen hat ihre Ursache in statistischen Schwankungen und

Wechselwirkungen der angeregten Spins untereinander. Der stochastischen Natur des Pro-

zesses folgend strebt das System somit einen Zustand höchster Entropie an: Während alle

angeregten Elektronen direkt nach der Mikrowellenabsorption phasenkohärent präzessie-

ren, wird diese Kohärenz mit der Zeit zerstört. Für organische Radikale ist die transversale

Relaxation T2 üblicherweise mindestens eine Gröÿenordnung kleiner als T1.

Durch die Existenz relaxierender E�ekte ist die Lebensdauer des angeregten Zustandes

begrenzt. Da Energie und Zeit über die Fouriertransformation verknüpft sind, führt dies zu

einer homogenen Lorenz-Verbreiterung des beobachteten Signals mit der Halbwertsbreite

∆νL um das Signalzentrum ν0:

f (ν) =
1

π∆νL
·

∆ν2L
∆ν2L + (ν − ν0)2

(3.28)

Dies ist, neben der inhomogenen Linienverbreiterungen durch Ungleichmäÿigkeiten des

magnetischen Feldes und nicht aufgelöste Hyperfeinwechselwirkungen (siehe oben), ein

weiterer E�ekt, welcher die beobachtete Linienform verwischt.

3.4 Theoretische Beschreibung

3.4.1 Das Vektorbild

Viele Beobachtungen und Experimente in der Elektronenspinresonanz lassen sich mit Hil-

fe des klassischen Magnetisierungsvektorbildes verstehen, selbst wenn für eine korrekte

quantenmechanische Beschreibung der Dichteoperatorformalismus notwendig ist. Das Vek-

torbild ist dabei insbesondere für die Beschreibung einzelner ungekoppelter Spins geeignet,

während bei gekoppelten Systemen immer auch E�ekte auftreten, welche sich so nicht

darstellen lassen.7

In einem Ensemble von Elektronen �ndet eine Superposition aller magnetischen Momen-

te der einzelnen Elektronen statt (~µ =
∑
~µi). Für T = 0K be�nden sich all die vorhan-

denen Teilchen in den niedrigst-energetischen, quantenmechanisch erlaubten Zuständen,

in Anwesenheit eines externen magnetischen Feldes ~B0 also antiparallel zu diesem. Die

einzelnen magnetischen Momente bilden dann eine makroskopische Gesamtmagnetisierung

7Dies wird bereits bei der Betrachtung der Variablen in der korrespondierenden Dichtematrix deutlich.
Während die Dichtematrix eines einzelnen Elektrons vier Einträge und eine Randbedingung besitzt (=
3 unabhängige Variablen), so daÿ ein Vektor im dreidimensionalen Raum zur Darstellung genügt, weist
die Dichtematrix eines Zweispinsystems bereits bis zu 15 unabhängige Gröÿen aus, welche nicht alle
durch zwei Vektoren repräsentiert werden können.
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~M = ~eB0 ·
∑
|~µ|. Für T > 0K erfolgt die Besetzung höherenergetischer Zustände im ther-

mischen Gleichgewicht gemäÿ der Boltzmannverteilung. Wenn die beiden Niveaus |+〉 und
|−〉 aufgrund ihrer Wechselwirkung mit B0 eine Energiedi�erenz von ∆E besitzen, so folgt

für die Aufteilung von N Elektronen auf diese Zustände:

N+

N−
= exp

(
−∆E

kT

)
mit N = N+ +N− (3.29)

Die resultierende Nettomagnetisierung reduziert sich dann, weil sich die magnetischen

Momente entgegengesetzt ausgerichteter Spins aufheben. Für N Elektronen mit jeweils µe
gilt also:

~M = ~eB0 · µe (N+ −N−) (3.30)

Solange Relaxationse�ekte vernachlässigt werden, kann die Bewegung von ~M wie dieje-

nige eines klassischen magnetischen Momentes betrachtet werden. Dafür wird das Labor-

system derart de�niert, daÿ ~z parallel zum äuÿeren Magnetfeld ~B0 liegt.

In Gegenwart eines beliebigen magnetischen Feldes ~B läÿt sich die Wechselwirkung von
~M beschreiben mit:

d ~M

dt
= ~M × −geβe

~
~B (3.31)

Für das anliegende Magnetfeld ~B0 = B0 ·~ez ergibt sich daraus eine Drehung von ~M um z,

sofern ~M eine zu z senkrechte Komponente besitzt. Diese Rotation eines magnetischen Mo-

ments um ein anliegendes Magnetfeld wird Präzession genannt. Die Winkelgeschwindigkeit

der Bewegung heiÿt Larmorfrequenz :

~ωL =
geβe
~

~B (3.32)

Zu bemerken ist hierbei, daÿ sich mehrere wirkende Magnetfelder ungestört überlagern,

weshalb die Präzession von Richtung und Stärke des e�ektiven (aus vektorieller Addition

entstandenen) Magnetfeldes ~Beff abhängt.

Alle in dieser Arbeit benutzten ESR-Experimente wurden immer in der Anwesenheit

des konstanten äuÿeren Magnetfeldes ~B0, welches groÿ gegen sämtliche inneren Wechsel-

wirkungen des Systems ist, durchgeführt. Daher ist es zur weiteren Beschreibung sinnvoll,

ein mit ω0 := ωL(B0) um ~ez rotierendes Koordinatensystem R einzuführen:

~xR = cos (ω0t)~ex + sin (ω0t)~ey

~yR = − sin (ω0t)~ex + cos (ω0t)~ey

~zR = ~ez

(3.33)

In diesem System ruht die makroskopische Magnetisierung ~M , selbst wenn sie eine nicht

verschwindende x- und/oder y-Komponente besitzt. Es wirkt kein Magnetfeld und damit

keine Kraft auf ~M , da der Ein�uÿ von ~B0 bereits in die Bewegung des Koordinatensystems

absorbiert wurde.
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Die während der Messung in das System eingebrachte Mikrowellenstrahlung ist üblicher-

weise linear polarisiert, und zwar derart, daÿ das mit ihr verknüpfte Magnetfeld ~B1 in der

x/y-Ebene des Laborsystems (und damit auch des soeben de�nierten Systems R) liegt.
Die lineare Polarisation läÿt sich als Superposition einer linkszirkular und einer rechtszir-

kular polarisierten Teilwelle betrachten. ~B1 dreht sich dann mit der Kreisfrequenz ω1 der

Mikrowelle in der x/y-Ebene. Dabei ist die Richtung der Drehung für den linkszirkular

polarisierten Anteil identisch mit der Larmorfrequenz ω0 des präzedierenden Magnetisie-

rungsvektors im Laborsystem, bzw. mit der Drehrichtung von R. Wenn ω0 = ω1 gilt, so

erscheint in dem bisher feldfreien R ein konstantes Magnetfeld ~B1,R, welches ohne Be-

schränkung der Allgemeinheit in Richtung ~xR zeige.8

Gemäÿ Gleichung 3.31 beginnt ~M nun in R mit der Winkelgeschwindigkeit ωB1 um ~B1,R

zu präzedieren. Dadurch verläÿt ~M die Kolinearität mir ~ez = ~zR und bewegt sich auf der

y/z-Ebene in Richtung ~yR. Nach einer Zeit t gilt für ~M in R:

~MR =


0

sin (ωB1t)

cos (ωB1t)

 (3.34)

Wenn die Mikrowelleneinstrahlung beendet wird, wodurch B1,R verschwindet, so be-

hält ~M seine dann bestehende Orientierung in R bei, solange die Zeit kurz genug ist um

Relaxationsprozesse zu vernachlässigen.

Für lange Zeiten läÿt sich die Magnetisierung durch die Bloch-Gleichungen beschreiben.

Diese lauten :

d ~MR
dt

=


−ΩMy − Mx

T2

ΩMx − ω1Mz − My

T2

ω1My − Mz−M0
T1

 (3.35)

Hierbei istM0 die Magnetisierung in z-Richtung im thermischen Gleichgewicht und T1 bzw.

T2 beschreiben als charakteristische Systemkonstanten die longitudinale und transversale

Relaxation. Das Resonanzo�set Ω = ω1 − ωMW ist der Unterschied zwischen Resonanz-

frequenz und Mikrowellenfrequenz. Wenn die Resonanzbedingung nicht exakt gegeben ist

(also Ω 6= 0), so ist die Orientierung von ~B1 in R nicht vollkommen konstant, sondern

dreht sich langsam um die Quantisierungsachse. Dies führt zu den zusätzlichen Kompo-

nenten in den Bloch-Gleichungen, welche einen Magnetisierungstransfer von Mx nach My

und umgekehrt beschreiben.

8Die Bedingung des in R statischen Magnetfeldes ~B1 ist wegen ω1 ≡ ωL = geβe
~

~B gleichbedeutend mit
der in Gleichung 3.5 angegebenen Resonanzbedingung. Für den rechtszirkular polarisierten Anteil gilt
ebenso wie für Mikrowellen mit abweichenden Frequenzen, daÿ die in R beobachtete Feldorientierung
mit der Zeit variiert und sich der daraus resultierende Ein�uÿ auf ~M zu Null herausmittelt.
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Tatsächlich detektiert wird in einem ESR-Experiment die transversale Magnetisierung

(also ~Mx und/oder ~My). Entsprechend der gezeigten Überlegungen läÿt sich der Ein�uÿ

verschiedener Mikrowellenpulse unterschiedlicher Stärke und Länge auf ~M veranschauli-

chen und leicht nachvollziehen (siehe Abschnitt 3.7.1 auf Seite 42).

3.4.2 Der Dichteoperatorformalismus

Die meisten der in dieser Arbeit vorgestellten Erläuterungen werden sich des Magneti-

sierungsvektorbildes bedienen, der Vollständigkeit halber soll im Folgenden aber kurz die

Idee des Dichteoperatorformalismus' eingeführt werden, welcher benötigt wird, wenn eine

korrekte quantenmechanische Beschreibung des Spinsystems unumgänglich ist.9

Eine beliebige Spinwellenfunktion |ψ〉 läÿt sich immer in eine orthonormale Basis ent-

wickeln, indem die Projektion der Wellenfunktion auf die einzelnen Basisvektoren |i〉 als
Koe�zienten benutzt wird:

|ψ〉 =
∑
i

|i〉 〈i|ψ〉 =
∑
i

ci |ψ〉 (3.36)

Da |ψ〉 sich im Laufe der Zeit verändert, sind die Koe�zienten zeitabhängig.10 Der

Erwartungswert eines Operators, beispielsweise Ŝx, berechnet sich damit als:〈
Ŝx

〉
= 〈ψ| Ŝx |ψ〉

=
∑
i,j

〈ψ|i〉 〈i| Ŝx |j〉 〈j|ψ〉

=
∑
i,j

c∗i cj 〈i| Ŝx |j〉

(3.37)

Hierbei ist festzustellen, daÿ die Erwartungswerte 〈i| Ŝx |i〉 sowohl zeitlich, als auch für

verschiedene behandelte Systeme, gleich bleiben. Sämtliche relevanten Informationen zum

Zustand des Spinsystems be�nden sich demnach in den Koe�zienten c∗i cj , welche ihrerseits

als Elemente einer Matrix ρ̂ mit ρ̂ij = 〈i|ρ̂|j〉 = c∗i cj aufgefaÿt werden können. Für den

Erwartungswert des Operators ergibt sich dann:〈
Ŝx

〉
=
∑
i,j

〈j| ρ̂ |i〉 〈i| Ŝx |j〉 = Tr
(
ρ̂ Ŝx

)
(3.38)

ρ̂ wird Dichtematrix genannt. Die zeitliche Entwicklung eines Systems kann nun allein

durch die Zeitentwicklung der zugehörigen Dichtematrix durchgeführt werden. Dafür ergibt
9Beispielsweise zur Herleitung der �Null-Quanten-Kohärenz�-Oszillation in spinkorrelierten Radikalpaa-
ren.

10Dies entspricht dem sogenannten Schrödinger-Bild. Es ist alternativ auch möglich die Wellenfunktionen
konstant zu halten und alle Zeitentwicklung in den Operatoren zu absorbieren (Heisenberg-Bild), oder
eine Mischung beider Ansätze.
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sich aus der Lösung der zeitabhängigen Schrödingergleichung die Liouville-von-Neumann-

Gleichung:
∂ρ̂

∂t
= − i

~

[
Ĥ0, ρ̂

]
(3.39)

Für zeitunabhängige Hamiltonfunktionen kann nun ρ̂(t) durch Integration gewonnen

werden:

ρ̂(t) = e−iĤ0t ρ̂(0) eiĤ0t (3.40)

Wenn alle auf das System wirkenden Ein�üsse (z.B. Mikrowellenstrahlung) bekannt sind,

so läÿt sich der wirkende Hamiltonoperator Ĥ0 angeben und die Evolution der Dichtematrix

berechnen. Das detektierte Signal entspricht der Projektion der Polarisation auf die x- oder

y-Achse.

3.5 Theorie der spinkorrelierten Radikalpaare

Im Folgenden wird vermittelt, mit welchem Mechanismus die Erzeugung von detektier-

barer Polarisation im Falle eines Systems zweier gekoppelter Radikale, eines sogenannten

Radikalpaars oder Dublettpaars, beschrieben werden kann. Von einem spingekoppelten oder

spinkorrelierten Radikalpaar wird gesprochen, wenn zwischen zwei beobachteten Elektro-

nen eine nicht verschwindende Kopplung besteht, diese aber andererseits klein genug ist

um als Störung behandelt werden zu können. Radikalpaare können beispielsweise entste-

hen, wenn die Konstituenten eines Biradikals räumlich getrennt werden, wodurch sich die

Wechselwirkungen zwischen ihnen entsprechend reduzieren. Der Anfangszustand des derart

erzeugten Dublettpaars ist aufgrund der Drehimpulserhaltung durch die Spinkon�guration

des Vorläufermoleküls entweder auf den Triplett- oder den Singulettzustand festgelegt.

Die folgende Darstellung folgt im Wesentlichen der in [83] vorgestellten Argumentation.

3.5.1 Eigenwerte und Eigenvektoren

Es werden zwei Radikale A und B mit einer zwischen ihnen wirkenden Austauschwech-

selwirkung und dipolarer Wechselwirkung betrachtet. Da typische Radikalpaare nur kurze

Lebensdauern besitzen, werden sämtliche Relaxationsprozesse vernachlässigt. Der Hamil-

tonoperator des Systems ist dann gegeben durch:

Ĥ = ĤEZ,A + ĤEZ,B + ĤEx,AB + ĤDip,AB

= ωAŜA,z + ωBŜB,z − J
(
~̂S2 − 1

)
+

3

2
d

(
Ŝ2
z −

1

3
~̂S2

) (3.41)

Dabei sind ~̂Si die Spinoperatoren der einzelnen Elektronen und ~̂S = ~̂SA+ ~̂SB der Spinopera-

tor des Gesamtsystems. J und d bezeichnen die in Abschnitt 3.2.2 vorgestellten Parameter
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Abbildung 3.2: Energie der Zustände eines gekoppelten Dublettpaars in der Singulett/Triplett-

Basis (A) und nach Beachtung der S/T0-Mischung (B). Auÿerdem sind die erlaubten ESR-

Übergänge bei einer Erzeugung des Systems im reinen Singulettzustand dargestellt (C). Zur De-

�nition von ω und Ω siehe die Erläuterungen im Text.

der Austauschwechselwirkung bzw. der dipolaren Kopplung und ωA sowie ωB sind die

ESR-Frequenzen der ungestörten Radikale und beinhalten damit sowohl die Zeemanwech-

selwirkung, als auch eventuelle Hyperfeinanteile:

ω1 = g1βB0 +
∑
i

Ai,1mi

ω2 = g2βB0 +
∑
j

Aj,2mj

(3.42)

Analog zu dem Vorgehen in Abschnitt 3.2.2 kann nun mit |T+〉, |S〉, |T0〉 und |T−〉 die
Basis des Produktraumes de�niert werden. Die Repräsentation des Hamiltonoperators in

dieser Basis ist dann:

Ĥ =



ω − J + 1
2d 0 0 0

0 J Q 0

0 Q −J − d 0

0 0 0 −ω − J + 1
2d


mit

ω = 1
2 (ωA + ωB)

Q = 1
2 (ωA − ωB)

(3.43)

Durch Diagonalisierung von Ĥ lassen sich die Eigenvektoren |i〉 und Energieeigenwerte

ωi des Systems bestimmen:

|1〉 = |T+〉 ω1 = ω − J + 1
2d

|2〉 = cosψ |S〉+ sinψ |T0〉 ω2 = Ω− 1
2d

|3〉 = − sinψ |S〉+ cosψ |T0〉 ω3 = −Ω− 1
2d

|4〉 = |T−〉 ω4 = −ω − J + 1
2d

(3.44)

Hier ist insbesondere zu beachten, daÿ durch die Wechselwirkung der Kerne miteinander

eine Singulett-Triplett-Mischung statt�ndet. Der entsprechenden Mischungswinkel ψ läÿt
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sich über tanψ = 2Q
(2J+d) de�nieren. Daher kann Ω =

(
J + 1

2d
)2 auch als Singulett-Triplett-

Mischungsfrequenz interpretiert werden.

Direkt nach der Erzeugung eines Dublettpaars liegt dieses, abhängig vom Spinzustand

des Vorläufermoleküls, entweder vollständig in der Singulett- oder vollständig in der Tri-

plettkon�guration vor, da dies die Eigenzustände des stark gekoppelten Biradikals sind.

Damit entsteht für die Energieniveaus ω1...4 initial eine Populationsverteilung, welche nicht

der thermischen Boltzmannverteilung entspricht. Für den Fall, daÿ ein Dublettpaar im Sin-

gulettzustand erzeugt wird, sind beispielsweise ausschlieÿlich die beiden �mittleren� Ener-

gieniveaus 2 und 3 besetzt.

3.5.2 Übergangsfrequenzen und Signalstärken

Da alle der in Formel 3.44 angegebenen Eigenzustände des Radikalpaars zumindest teilweise

Triplettcharakter aufweisen, ist es möglich zwischen ihnen mittels Mikrowelleneinstrahlung

Übergänge zu induzieren. Aufgrund der durch die Drehimpulserhaltung geforderten Aus-

wahlregeln (∆S = ±1) sind dabei prinzipiell die folgenden Paarungen möglich:

ω1 ↔ ω2 ω1 ↔ ω3 ω2 ↔ ω4 ω3 ↔ ω4 (3.45)

Welches Spektrum tatsächlich experimentell beobachtet werden kann, hängt entschei-

dend von der Art der ESR-Anregung und Detektion ab. Im Folgenden wird davon aus-

gegangen, daÿ die Intensität Iij einer gemessenen Übergangsfrequenz zwischen zwei Zu-

ständen i und j proportional zu der entsprechenden Übergangswahrscheinlichkeit und der

Besetzungszahldi�erenz der Zustände ist:

Iij ∼ (nj − ni) 〈i| Ĥ1 |j〉2 (3.46)

Der Operator Ĥ1 beinhaltet das magnetische Feld der übergangsinduzierenden Mikro-

wellenstrahlung, welche ohne Beschränkung der Allgemeinheit in x-Richtung des rotieren-

den Koordinatensystems polarisiert sei. Dann gilt für den wirksamen Teil des Hamilton-

operators Ĥ1 = gβB1Ŝx, wobei B1 die Feldstärke des magnetischen Anteils der Mikrowel-

lenstrahlung und Ŝx die x-Komponente des Gesamtspinoperators bezeichnet. Da Ŝx nur

Übergänge zwischen Triplettzuständen erzeugt (S (Singulett) = 0), ist die Übergangswahr-

scheinlichkeit proportional zum Anteil des Triplettcharakters in den beteiligten Zuständen:

〈1| Ĥ1 |2〉2 ∼ 〈1| Ŝx |2〉2 ∼ sin2 ψ

〈1| Ĥ1 |3〉2 ∼ 〈1| Ŝx |3〉2 ∼ cos2 ψ

〈2| Ĥ1 |4〉2 ∼ 〈2| Ŝx |4〉2 ∼ sin2 ψ

〈4| Ĥ1 |4〉2 ∼ 〈3| Ŝx |4〉2 ∼ cos2 ψ

(3.47)
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Abbildung 3.3: Linienspektrum eines spinkorrelierten Dublettpaars ohne Hyperfeinwechselwir-

kung und g-Anisotropie (links), sowie Simulation eines Spektrums mit einem FADH• und

Trp• als Radikalpaarpartner unter Berücksichtigung der Anisotropie und Hyperfeinkopplungen

(rechts). Im rechten Bild sind die Anteile der einzelnen Übergänge farbig eingezeichnet, während

das durch Summation entstehende, experimentell zugängliche Spektrum in schwarz dargestellt

ist. A: Absorption; E: Emission

Direkt nach der Erzeugung eines Dublettpaars im Singulettzustand läÿt sich die Beset-

zung ni der Energieniveaus ω1 leicht angeben:

n1 = 0 n2 = cos2 ψ n3 = sin2 ψ n4 = 0 (3.48)

Für t = 0 können die erwarteten ESR-Übergänge und ihre Intensitäten also zusammen-

gefaÿt werden zu:

ω1 → ω2 : ω12 = ω − Ω− J + d I12 = cos2 ψ sin2 ψ = 1

ω1 → ω3 : ω13 = ω +Ω− J + d I13 = sin2 ψ cos2 ψ = 1

ω2 → ω4 : ω24 = ω +Ω+ J − d I24 = − cos2 ψ sin2 ψ = −1

ω3 → ω4 : ω34 = ω − Ω+ J − d I34 = − sin2 ψ cos2 ψ = −1

(3.49)

Leicht ist zu sehen, daÿ zwei jeweils gegeneinander um 2(J − d) verschobene Signaldu-
bletts mit umgekehrter Phase entstehen. Dabei führen die Übergänge (12) und (13) zur

verstärkten Absorption von Mikrowelle, während auf den Übergängen (24) und (34) eine

Emission statt�ndet (Abbildung 3.3 links).

In realen Systemen werden die Hyperfeinwechselwirkung und eventuell vorhandene g-

Anisotropien dazu führen, daÿ jeder der vier möglichen Übergänge seinerseits ein breiteres

und oftmals strukturiertes Spektrum bildet. Die Superposition all dieser Anteile erzeugt

dann, abhängig von den konkreten Werten für ω1, ω2, J und d, im Allgemeinen komplexe

Spektren, aus denen die ein�ieÿenden Parameter nicht unmittelbar ermittelt werden können

(Abbildung 3.3 rechts).
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Abbildung 3.4: Schematische Darstellung des Aufbaus eines ESR-Spektrometers. schwarz/blau

. . . cw-Spektrometer; schwarz/rot . . . Pulsspektrometer. Dargestellt sind die Mikrowellenbrücke

(1) mit Mikrowellenquelle (1a) und mehreren Abschwächern bzw. Phasenschiebern (A/P), der

Zirkulator (2), der Resonator (3), die Detektoreinheit (4) mit Mischer (4a) und Mikrowellendiode

(4b), der Magnet (6) und der nur in cw-ESR-Experimenten benutzte Lock-In-Verstärker (5) mit

Modulationsspulen (5a). Die Verarbeitung der Signale erfolgt mit Hilfe eines PC (7). Zur näheren

Erläuterung siehe Abschnitt 3.6.1 und 3.7.

3.6 Das cw-ESR-Experiment

ESR-Experimente lassen sich anhand der Mikrowelleneinstrahlung grob in zwei Gruppen

unterteilen: Diejenigen mit konstant anliegender Mikrowellenstrahlung und solche, bei de-

nen die Mikrowelle in Pulsen auf die Probe einwirkt. Der experimentell einfachere die-

ser beiden Ansätze ist das sogenannte cw-Experiment11, bei dem während der gesamten

Messung eine konstante Mikrowellenleistung auf die Probe eingestrahlt wird. Das erste

derartige Experiment wurde 1944 von Zavoiski an Kupfersulfat durchgeführt [75].

3.6.1 Aufbau des Spektrometers

In Abbildung 3.4 ist der Aufbau eines typischen cw -Spektrometers dargestellt. Die Probe

be�ndet sich in einer speziell auf die benutzte Wellenlänge angepaÿten Kavität, dem Re-

sonator. Dieser hat mehrere Aufgaben.

� Seine Geometrie ist resonant zur Mikrowelle gewählt (oder kann entsprechend abge-

stimmt werden), um das Feld am Probenort zu maximieren.

� Das Maximum des Magnetfeldes soll sich im Zentrum, wo die Probe eingeführt wird,

11cw für englisch: �continuous wave�.

38



ausbilden. Zudem soll das elektrische Feld am Probenort verschwinden, damit in der

Probe vorhandene elektrische Dipole (insbesondere Wassermoleküle) keine Energie

aus dieser Komponente der Mikrowelle absorbieren und damit das eigentlich ge-

wünschte ESR-Signal überdecken.

� Da die gemessenen Signale im Allgemeinen klein gegen die benutzte Mikrowellen-

leistung sind, wird der Resonator gekoppelt. Dabei erfolgt eine Impedanzanpassung

an das restliche Mikrowellensystem (beispielsweise mittels einer variablen Blende),

so daÿ der Resonator, sofern keine ESR-Resonanz vorliegt, wie ein schwarzer Körper

absorbiert, also keinerlei Mikrowelle zurückre�ektiert wird. Wird das Magnetfeld an-

schlieÿend in den Bereich einer Resonanz gefahren, beginnt die Probe zu absorbieren

und die Impedanz des Systems verschiebt sich. Dies führt zu einer der Absorption

im Resonantor proportionalen Rückre�ektion von Mikrowelle an der Schnitt�äche

zwischen Resonator und zuführendem Mikrowellenleiter.

Dadurch ist es möglich kleine Signale zu vermessen und selbst in �üssiger Lösung, wenn

biologische Systeme einen erheblichen Anteil beweglicher Wassermoleküle besitzen, zu ar-

beiten.

Der Resonator ist über einen Mikrowellenleiter mit der Mikrowellenbrücke verbunden.

In dieser wird die Mikrowellenstrahlung erzeugt, auf die gewünschte Leistung gedämpft

und anschlieÿend über einen Zirkulator in den Resonator geleitet. Der Zirkulator trennt

dabei Wellen nach ihrer Laufrichtung, wodurch das rücklaufende Signal von der hinlau-

fenden Welle isoliert und zum Detektorsystem weitergeleitet werden kann. Als Detektor

fungiert im einfachsten Fall eine Mikrowellendiode. Diese muÿ durch einen phasenange-

paÿten Referenzstrahl (über den Referenzarm der Mikrowellenbrücke) auf ihren linearen

Arbeitspunkt vorgespannt werden, damit das einlaufende Mikrowellensignal linear in elek-

trischen Strom umgesetzt werden kann.

Das zum Aufheben der ms=±1
2 -Entartung notwendige Magnetfeld wird durch einen

(Elektro-) Magneten erzeugt. Dabei ist zu beachten, daÿ am Ort der Probe ein möglichst

homogenes Feld herrscht, da Feldunterschiede zu Signalverbreiterungen führen. Aufgrund

der im Vergleich zu NMR relativ groÿen natürlichen Linienbreiten ist der dafür notwendige

Aufwand jedoch überschaubar.12

Abgesehen von der zu Steuerung und Betrieb von Magnet und Mikrowellenbrücke benö-

tigten Stromversorgung und Steuerelektronik wird häu�g noch ein Trägerfrequenzverstär-

ker13 benutzt, um Rausche�ekte zu verringern. Dabei erzeugt ein zusätzlicher Elektromag-

net ein weiteres, harmonisch oszillierendes Magnetfeld (häu�g ν = 100 kHz) am Probenort.

Die Amplitude dieses Feldes muÿ kleiner als die erwartete Signalbreite gewählt werden und

12Ein sorgsames Ausrichten der Polschuhe ist notwendig, das Benutzen zusätzlicher Shimspulen jedoch
meist nicht, da es genügt die durch Feldinhomogenitäten verursachten Linienverbreiterungen auf etwa
eine Gröÿenordnung kleiner als die natürliche Linienbreite zu reduzieren.

13Englisch: �lock-in ampli�er�
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liegt entsprechend häu�g im Bereich einiger weniger 0,1mT. Das von der Mikrowellendi-

ode gelieferte Signal wird nun über einen Bandpaÿ derart ge�ltert, daÿ nur Signale mit

gleicher Frequenz und Phase wie das oszillierende Magnetfeld transmittiert werden. Auf

diese Weise ist es möglich das tatsächliche ESR-Signal von statistischen Schwankungen im

Diodenausgangsstrom zu trennen und das erreichbare Signal-Rausch-Verhältnis erheblich

zu verbessern.

Als Nebene�ekt dieser Methode wird in der cw -ESR nicht das Absorptionssignal, sondern

seine erste Ableitung detektiert.

3.6.2 Theorie

Da die Mikrowelle im cw -Experiment kontinuierlich eingestrahlt und das Magnetfeld im

Allgemeinen sehr viel langsamer als die charakteristischen Relaxationszeiten T1 und T2

verändert wird, ist es zulässig das System im stationären Fall zu betrachten. Die Ableitung

von ~MR verschwindet somit und die Bloch-Gleichungen (Gleichung 3.35 auf Seite 32)

vereinfachen sich zu einem normalen linearen Gleichungssystem:

0 = −ΩMy −
Mx

T2

0 = ΩMx − ω1Mz −
My

T2

0 = ω1My −
Mz −M0

T1

(3.50)

Die Lösung lautet:

Mx =M0ω1
ΩT 2

2

1 + Ω2T 2
2 + ω2

1T1T2

My = −M0ω1
T2

1 + Ω2T 2
2 + ω2

1T1T2

Mz =M0
1 + Ω2T 2

2

1 + Ω2T 2
2 + ω2

1T1T2

(3.51)

Das von der Mikrowellendiode detektierte Signal I ist proportional zum Betrag der Mag-

netisierung in der x/y-Ebene. Für den Fall resonanter Einstrahlung (Ω = 0) folgt demnach:

I ∼My = −M0ω1
T2

1 + ω2
1T1T2

(3.52)

Da ω1 proportional zu B1 und damit zur eingestrahlten Mikrowellenleistung ist, muÿ ein

Sättigungspunkt existiert, bei dem das gemessene Signal als Funktion der Leistung maximal

ist. Das Maximum von I ergibt sich für ω1 =
√

1
T1T2

. Eine weitere Erhöhung von B1 über

diesen Punkt hinaus führt zudem zu einer Veränderung der beobachteten Linienform, wie

eine genauere Analyse der Gleichungen 3.51 zeigt (siehe dazu zum Beispiel [84]).
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Gleichung 3.52 verdeutlicht weiterhin die direkte Proportionalität von gemessener Sig-

nalstärke und M0, welches wegen Gleichung 3.30 für konstante T linear abhängig von der

Anzahl der am Experiment beteiligten Spins ist.

3.7 Pulsfolgen und induziertes Echo

Mit Hilfe kurzer, starker Mikrowellenpulse ist es möglich die magnetischen Momente der

untersuchten Elektronen sehr de�niert zu beein�ussen. Dadurch kann das System derart

präpariert werden, daÿ auch solche Parameter des Spinhamiltonoperators herausgearbei-

tet werden können, welche mit cw -Methoden nicht isolierbar sind. Die Grundidee hierbei

ist, die Magnetisierung, welche im thermischen Gleichgewicht longitudinaler Polarisation

entspricht, durch Mikrowelleneinstrahlung um de�nierte Winkel, insbesondere um 180◦

( ~M �− ~M) oder 90◦ (Mz �Mx/My), zu drehen. Ähnlich wie in der Kernspinresonanz

(NMR) können damit spezi�sche Spinzustände präpariert, modi�ziert und detektiert wer-

den, allerdings eingeschränkt durch ein sehr viel engeres oberes Limit an möglichen Längen

der Pulsfolgen. Die Ursachen dafür sind

� Die Relaxationszeiten T2 und insbesondere T1 de�nieren die Zeitskala, auf der es

möglich ist eine einmal erzeugte transversale Polarsation zu manipulieren. T1 liegt

bei Nitroxid- oder Flavinradikalen in der Gröÿenordnung einiger Mikrosekunden bei

80K.

� Die minimal erreichbare Pulsdauer ist durch die zur Verfügung stehende Mikrowel-

lenleistung begrenzt.

� Vor dem Start eines Pulses oder dem Beginn der Detektion muÿ abgewartet werden,

bis der vorhergehende Puls möglichst vollständig abgeklungen ist. Dadurch entsteht

eine experimentelle Totzeit des Spektrometers.

Aufgrund dieser Einschränkungen werden in der Praxis selten mehr als ein halbes Dutzend

Pulse pro Folge benutzt. Trotzdem ist die Puls-ESR eine mächtige Methode zur Unter-

suchung von Radikalen, auch weil sie im Vergleich zu Spektroskopie mit kontinuierlicher

Mikrowellenstrahlung eine höhere Sensitivität aufweist, da aufgrund der Anregungsband-

breite der Pulse eine gröÿere Elektronenpopulation gleichzeitig detektiert wird.

Ein Puls-ESR-Spektrometer ist mikrowellentechnisch anspruchsvoller zu konstruieren

(und damit teurer) als ein reines cw -Gerät, konzeptionell aber ähnlich aufgebaut. Die

Unterschiede sind:

� Es existieren mehrere unabhängig voneinander phasen- und leistungsjustierbare Kanä-

le, welche mittels schneller Mikrowellenschalter kurze (Rechteck-)Pulse erzeugen kön-

nen.

� Ein zusätzlicher Mikrowellenverstärker wird zwischen Pulsquelle und Resonator ge-
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schaltet, damit die Mikrowellenleistung genügt um in einer Zeit, welche kurz gegen

die vorhandenen Relaxationszeiten ist, die notwendigen Drehwinkel zu erzeugen.

� Aufgrund der hohen Leistung muÿ der Zugang zum Detektor geschlossen werden

können, während Mikrowellenpulse anliegen.

� Der benutzte Resonator wird normalerweise nicht kritisch (das heiÿt als perfekter

schwarzer Körper) angepaÿt, sondern überkoppelt, da die Mikrowellenleistung nach

Ende des Pulses in vertretbarer Zeit abklingen können muÿ.

3.7.1 Das Hahn-Echo Experiment

Das Hahn-Echo-Experiment [85] ist eine fundamentale und einfache Pulsfolge, mit deren

Hilfe sich die Prinzipien der Puls-ESR gut illustrieren lassen.

Der Ein�uÿ eines idealen Rechteckpulses endlicher Länge auf ein sich im thermischen

Gleichgewicht be�ndendes System läÿt sich anhand der Gleichungen 3.31 und 3.34 abschät-

zen. Der Magnetisierungsvektor ~M wird abhängig von Leistung und Dauer des Pulses um

den Winkel θ = ωB1 · t aus der z-Achse herausgedreht. Da sowohl die Mikrowellenleistung

als auch die Pulslänge für den Experimentator leicht zugängliche Gröÿen sind, ist es möglich

den Drehwinkel θ beliebig zu wählen. Über eine Korrektur der Phase der eingestrahlten

Mikrowelle kann zudem eingestellt werden, in welcher Richtung auf der x/y-Ebene des

rotierenden Koordinatensystem R das durch den Puls erzeugte Magnetfeld B1 liegt.

Es sei die Phase ohne Einschränkung der Allgemeinheit derart gewählt, daÿ ~M in Rich-

tung der y-Achse gedreht werde. Nach t = π
2ωB1

ist die gesamte longitudinale Magnetisie-

rungMz dann in transversale MagnetisierungMy umgewandelt, sofern die notwendige Zeit

t klein gegen die wirkenden Relaxationszeiten T1 und T2 ist.14 Wenn der Mikrowellenpuls

abgeklungen ist, präzediert ~M weiterhin mit seiner Larmorfrequenz ω0 um B0 = z im

Laborsystem bzw. bleibt konstant in R.

Da es sich bei B1 um einen endlichen Puls handelt, ist die Resonanzbedingung nicht nur

für diejenigen magnetischen Momente mit ω0 ≡ ωMW erfüllt, sondern wegen des wirksamen

Anregungsmusters (Fouriertransformation einer Rechteckfunktion der Breite T )

F (f (t)) = F (ω) =
2 sin ((ω − ωMW)T/2)

ω − ωMW
(3.53)

für eine Spinpopulationsverteilung mit ω0 ∼ ωMW.

Dies führt dazu, daÿ sich der Magnetisierungsvektor ~M =
∑

i ~µi aus vielen verschiedenen

Teilmomenten zusammensetzt, welche leicht unterschiedliche Larmorfrequenzen besitzen.

Nachdem all diese Momente von dem π
2 -Puls zusammen auf die y-Achse von R ausgerichtet

wurden, drehen sie sich mit ihrer jeweils eigenen Winkelgeschwindigkeit ω0,i um z. Die

14Ein solcher Puls wird nach dem durch ihn erzeugten Drehwinkel π
2
-Puls genannt.
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Abbildung 3.5: Schematische Darstellung der Magnetisierungsvektoren und Pulssequenz während

der Hahn-Echo-Sequenz. Situation zu Beginn des ersten π/2-Mikrowellenpulses (A), nach Ende

des ersten Mikrowellenpulses (B), nach einer Wartezeit τ (C), direkt nach dem zweiten Mi-

krowellenpuls (π-Puls) (D) und nach einer weiteren Wartezeit τ , wenn die einzelnen ~µ wieder

parallel orientiert sind und durch konstruktive Überlagerung das (negative) Echo bilden (E).

magnetischen Momente ~µi beginnen demnach sich aufzufächern, und der Betrag von ~M

reduziert sich entsprechend, bis er verschwindet und die Einzelmomente statistisch auf der

x/y-Ebene verteilt sind. Das detektierte ESR-Signal (Projektion von ~M auf die x/y-Ebene)

ist demzufolge direkt nach dem Ende des Pulses maximal und fällt danach auf Null ab.

Die Zeitdauer dieses Abfalls ist durch die Breite der Verteilung der ω1,i bestimmt und

damit der Anregungsbandbreite, also e�ektiv dem Inversen der Länge des vorhergehenden

Mikrowellenpulses, proportional.15

Im Prinzip kann direkt über dieses primäre Signal integriert werden um den Meÿwert für

das aktuelle Magnetfeld B0 zu ermitteln. Allerdings muÿ mit dem Beginn der Detektion

gewartet werden, bis die Mikrowelle des Pulses selbst vollständig abgeklungen ist. Die

notwendige Wartezeit liegt oftmals in der gleichen Gröÿenordnung wie die Länge des FID,

was diesen Ansatz häu�g praktisch disquali�ziert.

Das Experiment zur Rekonstruktion des direkt nach Ende des π
2 -Pulses auftretenden

Signals mit Hilfe eines induzierten Echos wurde 1950 von Erwin L. Hahn vorgestellt [85].

Dabei wird nach einer Wartezeit τ1 ein zweiter Mikrowellenpuls auf die Probe geführt,

dessen Produkt aus Leistung und Länge so gewählt ist, daÿ der e�ektive Drehwinkel für

die Elektronen 180◦ ist (π-Puls). Dadurch wird das Vorzeichen der Magnetisierung aller

15Das direkt nach einem π
2
-Puls beobachtbare Signal wird FID (freier Induktionszerfall, engl.: �free induc-

tion decay�) genannt. Für organische Radikale ist es nur selten möglich (wie in der NMR) direkt daraus
durch Fourier-Transformation das Spektrum zu rekonstruieren. Dies liegt daran, daÿ das zu messende
Spektrum normalerweise viel breiter als die erreichbare Anregungsbandbreite eines π

2
-Mikrowellenpulses

ist.
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angeregten Elektronen umgekehrt (~µi → −~µi). Der durch die Larmorpräzession erzeugte

Drehwinkel ist gemäÿ Gleichung 3.31 abhängig von dem Produkt ~µ · t, ein Vorzeichen-

wechsel von ~µ ist also äquivalent zu einer Zeitumkehr: Die aufgefächerten magnetischen

Momente beginnen wieder zusammenzulaufen, bis sie sich nach einer Zeit τ2 = τ1 = τ

wieder vollständig positiv überlagern, bevor sie erneut beginnen auseinander zu fächern

(Abbildung 3.5).

Dieses Echo besitzt den Vorteil, daÿ es erst zur Zeit τ nach dem letzten Mikrowellenpuls

auftritt. τ kann dabei so gewählt werden, daÿ die Energie des Pulses bereits vollständig

abgeklungen ist, bevor sich die transversale Nettomagnetisierung erneut aufbaut. Dadurch

ist es möglich das Signal gut zu messen, sofern die Phasenkorrelation der einzelnen magne-

tischen Momente noch nicht zerstört ist.16

3.8 Elektron-Kern-Doppelresonanz (ENDOR)

Wie in Abschnitt 3.2 dargelegt wurde, ist es möglich, daÿ eine Kopplung zwischen den

vermessenen Elektronen und in ihrer Umgebung liegenden Atomkernen (mit Spin I 6= 0),

vorliegt. Dies ist immer dann der Fall, wenn

� am Ort des Atomkerns eine nicht verschwindende Spindichte des Elektrons existiert

oder

� die magnetischen Momente geometrisch derart orientiert sind, daÿ sie dipolar mit-

einander wechselwirken können.

Die in Gleichung 3.25 angegebene Anzahl der durch Hyperfeinkopplung erzeugten Elektro-

nenenergieniveaus war

ne =
m∏
i=1

(2niIi + 1)

Aufgrund der multiplikativen Abhängigkeit von der Aufspaltung jedes einzelnen Kerns

entsteht häu�g eine breite und überlappende Verteilung von Übergängen, weswegen es nur

selten möglich ist die Kopplungsparameter Ai direkt aus dem ESR-Spektrum zu bestim-

men. Da auf der anderen Seite ein Kernspin üblicherweise nur mit einem Elektronenspin

signi�kant gekoppelt ist, ergibt sich für die Kernspinübergänge nur ein additives Wachstum:

nn = (2S + 1)

m∑
i=1

Ii (3.54)

Die klassische Methode zum Vermessen von Kernspins ist die NMR, allerdings besitzt

die ESR aufgrund des viel gröÿeren magnetischen Momentes des Elektrons eine deutlich

höhere Emp�ndlichkeit. Mit der Doppelresonanzmethode ENDOR ist es möglich die beiden
16Die Phasenkorrelationszeit ist äquivalent zur transversalen Relaxation. Damit das Echo nicht verschwin-

det, muÿ also 2τ . T2 gelten.
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Vorteile zu verbinden und Kernspinübergänge indirekt mittels ESR zu beobachten. Dabei

wird neben der Mikrowellenpulssequenz zur Präparation der Elektronenpolarisation ein

Radiofrequenzpuls benutzt um selektive Kernspinübergänge anzuregen. Dieses Vorgehen

korreliert Kern- und Elektronenspinresonanzen, weshalb eine Modulation des induzierten

ESR-Echos auftritt. Dabei muÿ beachtet werden, daÿ die Anregungsbandbreite des Mikro-

wellenpulses kleiner ist als die Energiedi�erenz der Kernzustände ist.17

3.8.1 Davies-ENDOR

Eine Möglichkeit zur Realisierung des ENDOR-Experiments ist die Davies-Pulssequenz

(siehe Abbildung 3.6) [86]. Ausgehend von einem (S= 1
2 ,I =

1
2)-System im thermischen

Gleichgewicht läÿt sich die Methode folgendermaÿen verstehen (vergleiche Abbildung 3.6):18

MW-Puls 1: Ein auf den Elektonenübergang von |SI〉 = |−β〉 ↔ |+β〉 resonanter Mikro-

wellen-π-Puls invertiert die Polarisation der Elektronen. (E�ektiv werden die Beset-

zungszahlen der beiden beteiligten Niveaus getauscht.)

RF-Puls: Ein Radiofrequenz -π-Puls, welcher resonant auf einem der beiden Übergänge

|+β〉 ↔ |+α〉 oder |−β〉 ↔ |−α〉 ist, löscht die Nettopolarisation der Elektronen.

Induziertes Echo: Abschlieÿend wird die Polarisation auf der gleichen Resonanzfrequenz

wie im MW-Puls 1 durch eine Hahn-Echo-Sequenz (siehe Abschnitt 3.7.1) abgefragt.

War der RF-Puls resonant auf den Kernspinübergang, so wird kein Echo detektiert, lag

keine Resonanz vor, dann ist ein refokussiertes Echo sichtbar. Wenn nun die Frequenz

des RF-Pulses unter Beibehaltung des Magnetfeldes und der Mikrowellenfrequenz variiert

wird, läÿt sich die Hyperfeinkopplung direkt aus dem Spektrum ablesen (Abbildung 3.6

rechts unten).

Aus der Gleichung für die Hyperfeinaufspaltung (Gleichung 3.23) ergibt sich für I = 1
2

eine RF-Resonanz für die beiden Fälle:

ωα =

∣∣∣∣ωI +
A

2

∣∣∣∣ und ωβ =

∣∣∣∣ωI −
A

2

∣∣∣∣ (3.55)

Hierbei bezeichnet ωI die Übergangsfrequenz des ungekoppelten Kerns (zwischen I = +1
2

und I = −1
2). Für Protonen im X-Band (B0 ≈ 350mT) liegt sie bei etwa 14,9MHz. Im

Grenzfall der schwachen Kopplung19 ist A demzufolge einfach der Abstand der beiden zu

einem Übergang gehörenden Signaleinbrüche.

17Falls die Bedingung nicht erfüllt ist, werden die Elektronenpopulationen unabhängig von der Orientierung
des gekoppelten Kernspins angeregt, so daÿ ein durch den RF-Puls induzierter Kernübergang keinen
Ein�uÿ auf die am Ende abgefragte Polarisation hat.

18Zur besseren Unterscheidbarkeit wird die Orientierung des Elektronenspins im Folgenden mit �+� bzw
�-� gekennzeichnet, während die Lage des Kernspins relativ zu B0 mit �α� und �β� bezeichnet wird.

19Schwache Kopplung bedeutet |ωI | > A
2
.
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Abbildung 3.6: Veranschaulichung des Davies-ENDOR-Experiments. Pulssequenz (oben), sche-

matische Darstellung der Niveaupopulationen (mittig), Erläuterung der Energieaufspaltungen

(unten links) und Beispielspektrum des Protonen-ENDOR eines proteingebundenen Flavins (un-

ten rechts). War der RF-Puls resonant, so tritt entweder die in (C) oder die in (D) dargestellte

Situation ein. Im Falle der Nichtresonanz ändert sich die Bevölkerung der Energieniveaus (unter

Vernachlässigung von Relaxationse�ekten) nicht und verbleibt im Zustand (B). Die Orientierung

des Elektronenspins ist über �+� bzw. �-� angezeigt, diejenige des Kernspins über die Bezeichner

α und β. In dem Beispielspektrum sind mehrere Kopplungen sichtbar, von denen eine exempla-

risch markiert ist. Eine ausführlichere Erläuterung des Experiments erfolgt im Text (Abschnitt

3.8.1).
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3.8.2 Orientierungsselektivität

Wenn die Unterschiede der Hauptwerte von g zu einer gröÿeren Aufspaltung des ESR-

Signals führen als dessen homogene Linienbreite gefaltet mit der Anregungsbandbreite des

Mikrowellenpulses ist, so können orientierungsselektive Anregungen durchgeführt werden.

Dabei wird ausgenutzt, daÿ bei einer festen Frequenz ν und einem festen Magnetfeld B0

genau ein e�ektiver g-Wert in Resonanz ist (sofern weitere E�ekte wie dipolare Wechsel-

wirkung, Hyperfeinaufspaltung usw. ignoriert werden). Gemäÿ Gleichung 3.8 hängt geff bei

gegebener g-Matrix allein von der Orientierung des Tensors gegenüber ~B0 ab. Die Gruppe

der ein spezielles geff bildenden Orientierungen läÿt sich dabei wie in Abbildung 3.1 auf

Seite 24 illustriert veranschaulichen.

Praktisch ermöglicht dies ein Resonanzexperiment durchzuführen, bei dem über die Aus-

wahl der Resonanzbedingung nur ein in seiner Orientierung bezüglich ~B0 festgelegtes Sub-

ensemble aller ESR-aktiven Elektronen benutzt wird.20 Sowohl die Lage der g-Matrix, als

auch diejenige der Hyperfeinkopplungstensoren ist in makroskopischen Systemen durch

die Molekülstruktur bestimmt und damit unbeweglich gegenüber den molekularen Koor-

dinaten und �x zueinander.21 Dies führt dazu, daÿ eine Orientierungsselektion innerhalb

g gleichzeitig mit einer orientierungsabhängigen Auswahl in A gekoppelt ist. Wenn die

Lage aller Tensoren zueinander bekannt ist oder abgeschätzt werden kann, ist es deshalb

mittels orientierungsselektiver ENDOR-Spektroskopie möglich, die einzelnen Hauptwer-

te der sichtbaren Hyperfeinkopplungen auch dann zu ermitteln, wenn sie im �normalen�

ENDOR-Spektrum (bei niedrigerem Magnetfeld � unspezi�sche Anregung der ungepaar-

ten Elektronen) nicht aufgelöst werden können.

20Diese Argumentation gilt natürlich nur für Lösungen und Pulver, in denen alle möglichen Orientie-
rungen vorhanden sind. In geordneten Proben, beispielsweise Einkristallen, erfolgt eine Spinselektion
vernünftigerweise über eine Reorientierung der Probe im Resonator.

21Dabei wird vorausgesetzt, daÿ auf der mittels ESR detektierbaren Zeitskala keine Variation der Radi-
kalparameter (g, A) erfolgt. Dies ist in starren Systemen (z.B. Kristallen oder gefrorene Lösungen)
normalerweise gegeben.
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Kapitel 4

Material und Methoden

4.1 Biochemische Grundlagen und Probenpräparation

4.1.1 Expression von AtCry-1 über das Sf21/Bacculovirussystem

Vorbereitung des Vektors sowie Synthese und Aufreinigung des Proteins erfolgte wie in

[58,87] verö�entlicht im Labor von Dr. M. Ahmad; Université Paris IV, FRE-CNRS 2846,

4 Place Jussieu Casier 156, 75005 Paris, Frankreich.

Zur Expression des Arabidopsis thaliana Cryptochroms wurde das BacPAK Baculovi-

rus Expressionssystem benutzt.1 Dabei wird das Genom des Virus BacPAK6 als Vektor

eingesetzt, um eine Synthese des Zielproteins in Insektenzellen der Linie IPLB-Sf21 zu

erzwingen [88]. Dieses System basiert auf einer in den 70er Jahren aus Spodoptera frugiper-

da (einem Nachtfalter aus der Familie der Eulenfalter) isolierten Zellinie. Die Expression

in Insektenzellen hat den Vorteil, daÿ die posttranslationale Verarbeitung eukaryotischer

Proteine in den meisten Fällen sehr ähnlich derjenigen in höheren Organismen abläuft.

Gleichzeitig ist der Anspruch der Zellkultur an ihre Umgebung überschaubar (ϑ = 22�

bis 30� , kein CO2, TNM-FH + BSA2 als Medium) und die Verdopplungszeit beträgt nur

rund 24 h.

Die Verarbeitung des viralen Vektors beginnt etwa 6 h nach der Infektion und etwa 14 h

bis 24 h später bricht die Transkription fast aller Gene der Zelle zusammen, während das

Genom des Virus' mit hohen Raten exprimiert wird. Beim Tod der Wirtszelle kann das

rekombinante Zielprotein bis zu 30% des gesamten Proteininhaltes der Zelle ausmachen.

Dieser Punkt ist je nach verwendetem Virusstamm 2 bis 3 Tage nach der Infektion erreicht.

4.1.2 Präparation der Proben

Sämtliche Handhabung der Proben erfolgte immer unter gedämpftem, grünem Licht.

Ein Teil der vermessenen Proben wurde direkt in Paris beleuchtet und eingefroren. Bei
1Clontech Laboratories, Kontaktinformationen auf Seite 147
2BSA . . .Bovines Serumalbumin
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der Mehrzahl erfolgte die Beleuchtung allerdings an der Freien Universität in Berlin. Dazu

wurde das Medium mit den Zellen sowie das aufgereinigte Protein mittels Expressendung

auf Eis verschickt. Die Transportzeit variiert je nach Sendung etwas, bewegt sich aber

immer im Bereich von 24 h ± 3 h. Abgesehen von dieser zusätzlichen Lagerzeit erfolgte die

Behandlung der einzelnen Proben in Paris und Berlin identisch. Ausgenommen davon sind

die Proben vom Frühjahr 2008, welche aufgrund der technischen Einschränkungen unter

leicht abweichenden Bedingungen beleuchtet wurden.

Die vorbereiteten Proben wurden in mittels �üssigem Sticksto� unterkühltem Ethanol

schockgefroren. Für W-Band-Proben konnte dabei keine merkliche Verzögerung festgestellt

werden, während der Prozeÿ bei gefüllten X-Band-Röhrchen etwa 1 s benötigt.

Die Lagerung der eingefrorenen ESR-Proben erfolgte in �üssigem Sticksto�. Unter diesen

Bedingungen ändert sich der Radikalzustand des Flavin mindestens auf einer Gröÿenord-

nung von einem Jahr nicht.3

Proteinproben

AtCry-1 ist auÿerhalb der Zelle äuÿerst temperaturemp�ndlich und fällt aus, sobald sich

die Probe über etwa 10� erwärmt, weshalb sämtliche Handhabung auf Eis statt�nden

muÿ. Die Aufreinigung des Proteins erfolgte über:

� Abzentrifugieren der Zellen und Entfernen des Nährmediums

� Aufbrechen der Zellwände (50mM TRIS pH 7,5; 300mM NaCl; 1% Triton; 1 h Ein-

wirkzeit)

� Abzentrifugieren der Wandfragmente, Dialyse des Überstandes (50mM TRIS pH 7,5;

300mM NaCl; 12 h)

� Versetzen der Probe mit spezi�sch bindendem Säulenmaterial (Histidin-Tag bindet

an Ni2+-NTA; etwa 3 h binden lassen)

� Säule mehrmals waschen (50mM TRIS pH 7,5; 300mM NaCl)

� Elution des Proteins durch kompetitive Bindung (50mM TRIS pH 7,5; 500mM NaCl,

50mM Imidazol)

Um die Anforderungen der ESR bezüglich der notwendigen Spindichte zu erfüllen, muÿ

das Protein zusätzlich aufkonzentriert werden. Dies geschieht mittels 30 kDa-Membran�lter.

Da AtCry-1 dabei zum Ausfallen neigt, ist es notwendig die Zentrifugation alle 10min zu

unterbrechen um die Probe zu homogenisieren. Trotzdem ist die maximal erreichbare Kon-

zentration mit etwa 200µM begrenzt. Allerdings hängt dieser Wert auch stark von der

Reinheit der Proteinlösung ab, sobald Verunreinigungen vorliegen, reduziert sich die er-

3Die Lagerung bei -74� ist nicht ausreichend, da sich die gemessene ESR-Signalintensität dann im Laufe
mehrerer Monate reduziert, was auf eine langsame Dunkeladaption des Flavins schlieÿen läÿt.
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reichbare Konzentration erheblich. Zum Schutz des Proteins während des Einfrierens wird

der Lösung im Anschluÿ 20% Vol. Glyzerin zugesetzt.

Die weitere Verarbeitung der Proben ist ja nach Anwendungsbereich verschieden:

� Soll eine Probe für die transiente ESR-Messung erstellt werden, muÿ ein Elektronen-

akzeptor hinzugefügt werden, um die Reoxidation des Flavins nach jeder Laseranre-

gung zu gewährleisten. In den hier vorgestellten Messungen wurden dazu 3 bis 5mM

Kaliumhexacyanoferrat(III) (Rotes Blutlaugensalz, K3[Fe(CN)6]) zugegeben.

� Zur Messung des stabilen Flavin-Radikals ist eine vorherige Photoreduktion des Fla-

vins notwendig. Dafür wurden die gefüllten X-Band-Röhrchen für 5min und die W-

Band-Röhrchen für 2min bei 450 nm mit 440 µE/(m2s) beleuchtet.

Ganzzellproben

Beim Erstellen der Zellproben zum Ermitteln der Photoreduktionskinetiken des Flavins

sind zwei Dinge zu beachten:

� Alle später zu einer Kinetik gehörenden ESR-Proben müssen aus einer Zellcharge

stammen4 und sollten die gleiche Zellanzahl und das gleiche Volumen besitzen.

� Alle Einzelproben sollten sowohl während der Beleuchtung als auch davor und danach

so identisch wir möglich behandelt werden.

Schwankungen in einem der beiden Punkte beein�ussen direkt das im Anschluÿ detektierte

ESR-Signal und erhöhen damit den Fehler des Datenpunktes.

A) Aliquotierung der Proben: Das in mehreren Gefäÿen zu je 50ml vorliegende Medium

mit den darin enthaltenen Zellen wurde zusammengelegt und abzentrifugiert. Das überste-

hende Medium wurde so abgenommen, daÿ ein Verhältnis Zellen zu Überstand von etwa

1:10 im Gefäÿ verblieb. Die Zellen wurden resuspendiert. Nun erfolgte eine Aufteilung der

Zellen in Einzelproben zu je 1ml. Diese wurden erneut abzentrifugiert und der Überstand

komplett abgenommen. Somit befand sich in allen Reaktionsgefäÿen das gleiche Volumen

reiner Sf21-Zellen (rund 100 µl). Diese wurden schlieÿlich mit einer de�nierten Menge (meist

20 bis 50 µl) Resuspensionspu�er (200mM PBS, pH = 7,4; 150mM NaCl; 60% Glyzerin)

versetzt, homogenisiert und vollständig in ein ESR-Probenröhrchen überführt.

Alternativ kann auch ein anderer Ansatz verfolgt werden: Anstatt das jeweils identische,

voraliquotierte Volumen komplett in die Röhrchen zu transferieren, wird genug Probe in

das ESR-Röhrchen eingebracht, so daÿ der in den Mikrowellenresonator ragende Teil mit

Sicherheit vollständig gefüllt ist. Der Vorteil dieses Ansatzes liegt darin, daÿ keine Pipet-

tierfehler auftreten und es unerheblich ist, welche Menge der Probe in der zum Befüllen der
4Die Proteinkonzentration innerhalb der abzentrifugierten Zellen schwankt zwischen den einzelnen Liefe-
rungen teilweise erheblich: c ≈ (10 . . . 80)µM (siehe Abschnitt 5.2.1).
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Röhrchen benutzen Pasteurpipette haften bleibt. Allerdings ändern alle Schwankungen im

Innendurchmesser des Probenröhrchens direkt das vermessene Volumen und insbesondere

bei längeren Beleuchtungs- oder Dunkeladaptionszeiten besteht die Gefahr, daÿ sich die

Zellen aufgrund der Schwerkraft im unteren Bereich des Probenröhrchens sammeln. Bei

unterschiedlichen Probenvolumina und daher auch unterschiedlichen Zellmengen kann dies

die Ergebnisse erheblich verfälschen. Da zudem mehr Zellen benötigt werden als bei der

Aliquotierung mittels fester Volumina, wurde diese Methode nur probeweise angewendet

und wieder verworfen.

B) Aufnahme der Zeitserien: Die vermessenen Zeitserien wurden auf zwei verschiedene

Arten aufgenommen:

1. Die Zellproben wurden zuerst in die ESR-Röhrchen überführt, danach beleuchtet und

gegebenenfalls im Anschluÿ im Dunkeln gehalten. Der Vorteil dabei liegt in

� einem schnellen Einfrieren zum gegebenen Zeitpunkt,

� experimentell einfacher Handhabbarkeit und

� dem Verlust nur einer Probe im Falle eines Experimentierfehlers.

Nachteilig wirkt sich aus, daÿ leichte Schwankungen in den Beleuchtungsparametern

(Schwebeteilchen im Kühlwasser, etwas andere Temperatur) und Lagerbedingungen

(längere Wartezeit vor der Beleuchtung) das Meÿergebnis verfälschen können. Au-

ÿerdem ist nicht davon auszugehen, daÿ die innen im Röhrchen liegenden Zellen die

gleiche Beleuchtungsintensität erfahren wie die auÿen platzierten.

2. Die Zellen werden, nachdem sie auf eine Volumenkonzentration von 10% angereichert

wurden, alle in einem kleinen Behältnis (r ≈ 1 cm) zusammen beleuchtet. Wann

immer ein Datenpunkt notwendig ist, wird 1ml Probenvolumen abgenommen, ab-

zentrifugiert, de�niert resuspendiert, in das Meÿröhrchen überführt und eingefroren.

Während der Beleuchtung und Dunkeladaption der Proben wird die Lösung mittels

eines Magnetrührers gemischt (ν ≈ 4 s−1), so daÿ alle Zellen im Mittel die gleiche

Lichtleistung erfahren. Der Vorteil und das Hauptproblem hierbei liegt darin, daÿ

zwar alle Zellen bis zum Zeitpunkt der Entnahme den vollständig identischen Bedin-

gungen unterworfen sind, nach Abnahme der Proben aber 1min bis 1:30min bis zum

Einfrieren benötigt werden. In dieser Zeit erfolgt bereits eine Dunkeladaption, was

den präparierten Zustand verändert.

In den ersten Versuchen zeigten sich keine signi�kanten Unterschiede zwischen den Er-

gebnissen der beiden Ansätze, weshalb die Mehrzahl der Experimente aufgrund der ein-

facheren Handhabung mit direkt in den ESR-Röhrchen beleuchteten Zellen durchgeführt

wurde. In diesem Zusammenhang ist aber auf die Beobachtungen im Rahmen der Repro-

duktion der Dunkeladaptionsexperimente hinzuweisen (Abschnitt 5.3.2), bei denen sich
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später herausstellte, daÿ die vermessenen Kinetiken teilweise doch von der Beleuchtungs-

methode abhängen.

Die experimentellen Parameter der Beleuchtungsexperimente (auÿer Frühjahr 2008) wa-

ren wie folgt:

� Kaltlichtquelle: Streppel Halolux 100 HL mit Infrarotschutz�lter

� Blaulichtbeleuchtung:

450 nm Cut-O�-Filter; Nt = 440 µE/(m2s); P = 11,7mW/cm2

� Grünlichtbeleuchtung:

531 nm Cut-O�-Filter; Nt = 800 µE/(m2s); P = 18,2mW/cm2

Die entsprechenden Werte in den Experimenten vom April/Mai 2008 sind: 200µE/(m2s)

Blau (LEDs mit 470 nm Peak) und 300µE/(m2s) Grün (530 nm Filter).

Um eine Überhitzung der Proben auszuschlieÿen, erfolgte die Beleuchtung in einem mit-

tels Eis auf 8� bis 10� gekühlten Wasserbad. Die Temperatur der Dunkeldaption wurde

variiert und ist im Folgenden angegeben, sofern sie nicht 22� (Raumtemperatur) ent-

sprach.

4.2 Aufbau und Durchführung der Experimente;

Aufbereitung der Rohdaten

4.2.1 cw -ESR

Alle in dieser Arbeit vorgestellten cw -Messungen wurden an einem aus industriell gefertig-

ten Komponenten aufgebauten X-Band-Spektrometer durchgeführt. Die in diesem System

benutzten Bestandteile sind:5

5Für die Kontaktinformationen der Firmen siehe Seite 147.
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Magnet: AEG-ESR 20 XT

Magnetstromversorgung: Bruker ER 081S

Magnetfeldsteuerung: Bruker B-H 15

Mikrowellenbrücke: Bruker ER 046 XK-T

Brückenkontrolleinheit: Bruker ER 048 R

Resonator: Bruker Super-HQ

Lock-In-Verstärker: Stanford Research SR810 DSP

Frequenzzähler: Agilent 53181A

Heliumkryostat: Oxford Instruments ESR 910

Temperatursteuerung: Oxford Instruments ITC 503S

Die Temperatur bei allen Messungen betrug 80K; die Feldmodulation erfolgte mit einer

Frequenz von 100 kHz und einer Amplitude von 0,27mT; als Zeitkonstante des Trägerfre-

quenzverstärker wurde 300ms gewählt. Um dem Einschwingen des Signals nach Erreichen

des nächsten Magnetfeldes genug Zeit zu geben, wurde ein Meÿwert alle 900ms aufgenom-

men. Die Steuerung des Magnetfeldes und das Auslesen des Lock-in-Verstärkers erfolgte

computergestützt mit Hilfe eines selbstgeschriebenen fsc2-Skriptes6.

Für die Mikrowellenleistung wurden 20µW eingestellt. Dieser Wert wurde nach einer Un-

tersuchung der Signalstärke als Funktion der Leistung ausgewählt, um ein möglichst gutes

Signal, aber noch keine verfälschenden Sättigungse�ekte zu beobachten (siehe Abbildung

4.1).

Die Positionierung der Röhrchen im Resonator erfolgte mit Hilfe einer Schablone. Der

Reproduktionsfehler für die Messung einer identischen Probe an aufeinanderfolgenden Ta-

gen beträgt etwa 3%. Allerdings ist dabei zu beachten, daÿ sich die Probenröhrchen in

ihrer Länge und der Dicke des unteren Verschlusses um bis zu 0,5mm unterscheiden. Diese

Gröÿen sind voneinander unabhängig, verändern aber beide direkt die Lage der Probe im

Resonator.

Bearbeitung der Datensätze

Typische cw -Spektren von AtCry-1, überexprimiert und gemessen in SF21-Insektenzellen,

sind in Abbildung 4.2 gezeigt. Die dargestellten Graphen repräsentieren annähernd den

gesamten Bereich der erhaltenen Spektrenqualität. Bei sehr geringer Radikalkonzentration

ist nicht nur das Signal/Rausch-Verhältnis entsprechend schlecht, sondern auch der bei 80K
6Quelle und Dokumentation: http://www.fsc2.org
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Abbildung 4.1: Relative Stärke des ESR-Signals von AtCry-1 in Sf21-Zellen als Funktion der

anliegenden cw-Mikrowellenleistung. Alle folgenden Messungen wurden bei 40 dB Dämpfung (=̂

20 µW) durchgeführt

schwach sichtbare Hintergrund des Resonators nicht mehr sehr klein gegen das Flavinsig-

nal. Auÿerdem kann im Falle eines nicht ausreichend ausgeheizten Probenröhrchens ein von

Störstellen des Quarzglases herrührendes schmales Signal um g = 2 beobachtet werden.

Um die Spektren quantitativ miteinander vergleichen zu können, wurden folgende Bear-

beitungsschritte durchgeführt (siehe auch Abbildung 4.3):

Frequenzkorrektur: Zur Vereinfachung der anschlieÿenden Verarbeitung wurden alle Spek-

tren auf eine gemeinsame Mikrowellenfrequenz korrigiert (Bneu = νneu ·Balt/νalt). Die

Unterschiede in den Frequenzen betragen jeweils nur wenige MHz, so daÿ der einzige

E�ekt darin besteht, die Signale auf gleiche Magnetfeldwerte zu schieben.

Subtraktion des Resonatorhintergrundes: Wenn in der betrachteten Probenserie eine Dun-

kelprobe existiert, wurde deren Spektrum abgezogen, ansonsten das separat vermes-

sene Hintergrundsignal des Resonators/Kryostats.

Abzug eines eventuell vorhandenen Glassignals: Sofern ein Glassignal im Spektrum sicht-

bar war, wurde dieses entfernt. Dazu wurde ein Referenzsignal der Quarzstörstelle

passend skaliert und abgezogen.

Korrektur der Grundlinie: Die Datenpunkte wurden in vertikaler Richtung derart verscho-

ben, daÿ das Integral über das gesamte Spektrum Null beträgt.

Phasenkorrektur: Mit Hilfe einer Hilberttransformation wurde die Phase angepaÿt um die
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Abbildung 4.2: Typische X-Band cw-Spektren von AtCry-1 in Zellen nach 6min Blaulichtbe-

leuchtung. Die Beispiele sollen lediglich ein Bild von den unterschiedlichen Signalstärken und

Hintergrundsignalen geben und wurden daher in ihren Amplituden skaliert. Da die Meÿparameter

identisch gewählt wurden, ist das Signal/sRausch-Verhältnis ein gutes Maÿ für die tatsächliche

Signalstärke der einzelnen Proben. Im untersten Spektrum ist das störende Glassignal besonders

gut zu erkennen.
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Abbildung 4.3: Der Rohdatensatz (oben links) wird in mehreren Schritten aufbereitet (zu Erklä-

rung siehe Text): A) Subtraktion von Resonatorhintergrund und Glassignal + Frequenzkorrektur;

B) Grundlinien- und Phasenkorrektur; C) Glätten mittels laufendem Mittel
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maximale Signalintensität im Realteil zu erhalten. Zur Erklärung der Hilberttrans-

formation siehe Seite 141 im Anhang.

Glätten des Spektrums: Die Anwendung eines laufenden Mittels über jeweils 6 Daten-

punkte hatte sich bei einer Schrittweite des Magnetfeldes von 0,05mT als für die

folgende Auswertung vorteilhaft erwiesen.

Für die anschlieÿende Reduktion des Datensatzes auf eine Zahl zur Beschreibung der

Signalstärke wurden drei Werte ermittelt:

� der Maximalwert des Integralspektrums7

� der Flächeninhalt des Integralspektrums

� der y-Abstand zwischen dem Maximum und Minimum einer nummerischen Anpas-

sung der Ableitung einer Gauss-Funktion an das Spektrum im Bereich ±2mT um

das Zentrum des Signals

Da die drei derart erhaltenen Zahlenwerte zwar alle ein Maÿ für die Signalstärke darstel-

len, untereinander aber aufgrund der vollkommen unterschiedlichen Einheiten und Grö-

ÿenordnungen nicht vergleichbar sind, wurden sie für die Spektren einer Meÿreihe jeweils

auf das auftretende Maximum normiert. Dieser Bezugspunkt ist üblicherweise das Spek-

trum derjenigen Probe, welche direkt nach der maximalen Beleuchtungsdauer eingefroren

wurde. Nun ist es möglich aus den drei normierten Einzelwerten eine Signalstärke (x) und

einen Fehler (σx) zu bestimmen.

Sämtliche Bearbeitungs- und Auswertungsschritte erfolgten mittels in matlab8 selbst ge-

schriebener Programme. In diesem Zusammenhang wurde eine umfangreiche Funktionen-

bibliothek sowie eine graphische Benutzerober�äche zur komfortablen Bedienung derselben

erstellt.

Abschätzen des Gesamtfehlers

Es ist zu beachten, daÿ der aus der Streuung der drei Einzelwerte errechnete Fehler nur

ein Maÿ für die Zuverlässigkeit der Auswertung darstellt. In einem rauschfreien Spektrum

ohne Störungen beträgt er Null. Für die Bestimmung des realen Meÿfehlers müssen daher

zusätzliche zufällige Unterschiede in den einzelnen Proben berücksichtigt werden. Relevante

Fehlerquellen in diesem Zusammenhang sind:

� Di�erenzen im gemessenen Probenvolumen: variierende Röhrchendurchmesser (≈
5%) bzw. Pipettierfehler (≈ 5%)9

7Statt des analytischen Integrals wurde die kumulative Summe C zum Spektrum S benutzt. C ist de�niert
als C(n) = k ·

∑n
i=1 S(i). Hierbei steht k für die Schrittweite des zugrundeliegenden Spektrums.

8MathWorks Inc.; Kontaktinformationen auf Seite 147
9Dies bezeichnet nicht den Volumenfehler der Pipette sondern resultiert aus dem Anhaften eines sichtbarer
Anteils der Probe an der Innenwand der Pipettenspitze während der Überführung in das ESR-Röhrchen.
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� Schwankungen in der Zelldichte (kaum abzuschätzen)

� Unterschiedliche Wartezeiten der einzelnen Aliquote vor der Verarbeitung (bis 3 h

Di�erenz)

� Reproduktionsfehler (Positionierung und Kopplung; ≈ 3%)

Insgesamt läÿt sich daraus ein systematischer Fehler ∆xsys ≈ 8 . . . 10% abschätzen. Die-

ser Wert gilt allerdings nur für die späteren Messungen, insbesondere die ersten Proben

vom Frühjahr 2008 weisen einen etwas gröÿeren systematischen Fehler auf, der in der da-

mals noch mangelhaften Probenpräparation begründet ist (siehe dazu Abschnitt 5.3.2).

Für den in den Darstellungen angegebene Gesamtfehler gilt somit: ∆x = ∆xsys + σx

4.2.2 ENDOR

Die im Folgenden vorgestellten ENDOR-Messungen wurde an einem kommerziellen Spek-

trometer (Bruker Elexsys E580/E680) durchgeführt. Dabei wurden als Resonatoren ein

Bruker ER 4118X-MD5-EN (X-Band) sowie ein Bruker Tera�ex EN600-1021H (W-Band)

verwendet. Zur Verstärkung der Radiofrequenzpulse wurden RF-Verstärker von Amplifier

Research benutzt (X-Band: AR 250A250A; W-Band: AR 150A400). Die Temperatur des

Heliumkryostats wurde in beiden Fällen mit Hilfe eines Oxford Instruments ITC 503S

auf 80K±0,02K gehalten.

Im X-Band wurde ein 128 ns π-Puls (Mikrowelle) bzw. ein 10000 ns π-Puls (Radiofre-

quenz) benutzt. Die Position der Pulse war 0 ns (MW-π), 1000 ns (RF-π), 13000 ns (MW-

π/2) und 13600 ns (MW-π). Für das W-Band betrug die π-Pulslänge 100 ns (MW) und

16000 ns (RF) mit den Positionen 0 ns (MW-π), 2000 ns (RF-π), 20000 ns (MW-π/2) und

20300 ns (MW-π). In allen Fällen wurde die Radiofrequenz bei jedem Schuÿ stochastisch

bestimmt um Temperierungsartefakte durch ein Aufheizen des Resonators zu unterdrücken.

Die Wartezeit zwischen den einzelnen Sequenzen betrug 5000µs.

4.2.3 Transiente ESR

Das Ziel der hier benutzten transienten ESR ist die Aufnahme des Zeitverhaltens des ESR-

Signals nach der Radikalerzeugung durch Lichtanregung. Dafür wird für alle Feldpositionen

das zeitlich veränderliche Signal einzeln detektiert (siehe Abbildung 4.4). Da somit eine

mehrfache Anregung des Systems notwendig ist,10 muÿ eine möglichst vollständige Rela-

xation des Proteins zwischen zwei aufeinanderfolgenden Lichtblitzen sichergestellt werden.

Dazu wurde den vermessenen Proben 3 bis 5mM K3[Fe(CN)6] zur Reoxidation des Flavins

10Mindestens einmal pro Magnetfeldpunkt, in der Praxis allerdings sehr viel häu�ger, da aufgrund des
schlechten Signal/Rausch-Verhältnisses eine Akkumulation vieler Zeitspuren pro Feldpunkt unumgäng-
lich wird.
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Abbildung 4.4: Transiente ESR: Schematische Darstellung der Vorgehensweise bei transienten

Messungen (links) und Beispielspektrum (rechts). Bei kontinuierlich eingestrahltem Mikrowel-

lenfeld wird für jeden Magnetfeldpunkt das auf den Laserblitz folgende ESR-Signal als Funktion

der Zeit aufgenommen. Im rechten Bild ist die ESR-Signalstärke farbcodiert (blau: negatives

Signal / Emission; rot: positives Signal / verstärkte Absorption).

zugegeben und das Experiment nur mit einer Wiederholrate von 1,25 bis 2,5Hz durchge-

führt.

Um die infolge der Beleuchtung entstehende, kurzlebige Spinpolarisation zu detektieren,

ist es notwendig das verwendete Spektrometer ohne die bei cw -Experimenten üblicherweise

verwendete Feldmodulation zu betreiben. Dadurch ist die Sensitivität des Aufbaus stark

reduziert, so daÿ die vergleichsweise geringe Polarisation der Elektronen im thermischen

Gleichgewicht kaum vermessen werden kann. Der zeitliche Abfall des gemessenen Signals

ist demzufolge auch nicht mit der Lebensdauer des paramagnetischen Zustandes gleich-

zusetzen, sondern bedingt durch die Rückkehr des hyperpolarisierten Systems in seinen

boltzmannverteilten Zustand.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten transienten Messungen erfolgten an einem

aus industriell gefertigten Komponenten aufgebauten X-Band-Spektrometer. Die in diesem

System benutzten Bestandteile sind:
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Magnet: Varian V7301

Magnetstromversorgung: Varian V7900

Magnetfeldsteuerung: Bruker B-H 15

Mikrowellenbrücke: Bruker ER 046 XK-T

Brückenkontrolleinheit: Bruker ER 048 R

Resonator: Bruker ER4118X-MD-5W1

Transientenrekorder: Tektronix TDS 520A

Lasersystem: Spectra-Physics Quanta-Ray GCR-11

Optisch-parametrischer Oszillator: Opta BBO-355

Frequenzzähler: Hewlett Packard 5340 A

Heliumkryostat: Eigenbau

Temperatursteuerung: Lake-Shore 321

Das zeitlich veränderliche ESR-Signal bei einem festen Magnetfeldpunkt wird in dem

durch eine Laserdiode getriggerten Transientenrecorder aufgenommen und über 20 bis 50

Spuren akkumuliert, bevor der Datensatz computergesteuert ausgelesen und das Mag-

netfeld inkrementiert wird. Um eine zeitliche Drift des Signals zu korrigieren, erfolgt die

Messung des Spektrums immer (mindestens) zwei Mal, wobei das Magnetfeld im zweiten

Durchgang bei dem Maximalwert startet und schrittweise reduziert wird.

Bearbeitung der Datensätze

Zur Analyse der Datensätze sind einige Korrekturen der gemessenen Spektren notwendig

(siehe Abbildung 4.5).

� Der Signalwert vor dem Triggersignal wurde für jede Zeitspur einzeln gemittelt

und von der gesamten Transienten abgezogen. Dies setzt den Nullpunkt der ESR-

Signalachse.

� Um das Hintergrundsignal des Systems zu eliminieren wurde der Mittelwert der er-

sten 10 Zeitspuren auÿerhalb der Resonanz ermittelt und von dem Spektrum abge-

zogen.

Auch im Falle der transienten Spektren erfolgte die Verarbeitung mittels selbst geschrie-

bener matlab-Routinen.
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Abbildung 4.5: Aufbereitung der transienten Spektren. Rohspektrum (links); Spektrum nach

durchgeführter Nullpunktkorrektur durch Subtraktion des Vortriggersignals (Mitte); Spektrum

nach Nullpunktkorrektur und zusätzlicher Hintergrundkorrektur durch Abzug der ersten zehn

Zeitspuren (rechts).

4.3 Benutzte Programme für Berechnungen und

Simulationen

4.3.1 DFT-Berechnungen

Um den Ein�uÿ kleiner struktureller Veränderungen des FAD-Kofaktors auf die magne-

tischen Eigenschaften des Radikals zu untersuchen, wurden dichtefunktionaltheoretische

(DFT) Berechnungen mit Hilfe des Programmes Gaussian09 [89] durchgeführt. All diese

Berechnungen betrachten als Ausgangspunkt die Orientierung des FAD aus der publizier-

ten Cryptochrom-Struktur [33], ignorieren aber sämtliche Atome hinter dem C(4'), sowie

die gesamte Proteinstruktur. Dieses Vorgehen ist deshalb zulässig, weil das Ziel der Un-

tersuchung darin liegt, die Veränderung der Hyperfeinkopplungen in Abhängigkeit kleiner

geometrischer Variationen in der Orientierung des Isoalloxazinringes gegenüber der Ribityl-

seitenkette zu bestimmen. Konstante Abweichungen der Ergebnisse von den experimentell

bestimmten Werten können daher ignoriert werden. Diese Vereinfachung bricht natürlich

zusammen, wenn die Struktur derart modi�ziert wird, daÿ eine nicht vernachlässigbare

Rückkopplung auf die Sekundärstruktur des Proteins erfolgt, wovon bei bei den hier un-

tersuchten Veränderungen jedoch nicht auszugehen ist (siehe Abschnitt 5.4.5).

Zur Vorbereitung der Rechnung wurde die räumliche Struktur mit Hilfe des Programmes

GaussView entsprechend modi�ziert. Die Berechnung selbst erfolgte mit der DFT-Methode

B3LYP. Dabei handelt es sich um ein sogenanntes Becke-Drei-Parameter-Hybrid-Funktional,

also einer Mischung aus Hartree-Fock-Austausch- und DFT-Austauschkorrelationsmethode

[90]. Als Basissatz wurde EPR-II von V. Barone verwendet [91], welcher für die Analyse

von Hyperfeinkopplungsparametern optimiert ist.

Sämtliche Programmdurchläufe erfolgten auf dem zentralen Rechencluster der FU-Berlin

(Abacus4).
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4.3.2 Nachbildung der Absorptions- und ENDOR-Spektren

Zur Simulation der ESR- und ENDOR-Spektren wurde das Programmpaket EasySpin 3.1.1

von S. Stoll verwendet [92].11 Die benutzten Funktionen waren salt (ENDOR-Spektren)

und pepper (Absorptionsspektren).

Ausgangspunkt der Berechnungen bildeten die in Abschnitt 2.2.4 zusammengefaÿten Ei-

genschaften des neutralen Flavin-Radikals. Allerdings ist anzumerken, daÿ es zur korrekten

Beschreibung der experimentellen Spektren notwendig wurde, die auf Seite 17 in Tabelle

2.1 vorgestellten Hyperfeinkopplungen der Protonen H(1'), H(6) und H(8α) zu korrigieren

(siehe Abschnitt 5.4.4). Desweiteren wurde eine zusätzliche gaussförmige Linienverbreite-

rung für die ENDOR-Spektren der H(1')-Kerne eingefügt. Wie in Abschnitt 5.4.5 deutlich

werden wird, haben bereits kleine Reorientierungen des Flavin-Isoalloxazinringes meÿbaren

Ein�uÿ auf die Hyperfeinkopplungen der besagten Protonen. Die angesprochene zusätzli-

che Faltung soll die statistischen Variationen der Geometrie zum Zeitpunkt des Einfrierens

der Probe abbilden.

4.3.3 Simulation der spinpolarisierten Spektren

Die Simulation der transienten ESR-Spektren erfolgte mittels eines auf der in [93] beschrie-

benen Methode aufbauenden C-Programmes. Dabei werden die in Abschnitt 3.5 vorgestell-

ten Formeln genutzt um die Spektren für einzelne Orientierungen des Proteins im externen

Magnetfeld zu bestimmen. Das Gesamtspektrum ergibt sich anschlieÿend als Summation

über alle Einzelspektren. Da die g-Matrizen der beiden koppelnden Radikale nur schwach

anisotrop sind, insbesondere gegen die wirkenden Hyperfeinkopplungen, genügt hierbei ein

grobes Raster von 64× 64 Orientierungen.

Die Lage der beiden g-Matrizen zueinander kann aus der Kristallstruktur des AtCry-1

berechnet werden, sofern die Orientierung der g-Hauptachsen bezüglich der Atompositio-

nen bekannt ist. Dasselbe gilt für die Abstände der Spinzentren, aus welchen sich wiederum

die Werte der dipolaren Kopplung sowie der Austauschwechselwirkung abschätzen lassen

(siehe Abschnitt 3.2.2).

Die für Flavin bzw. Tryptophan benutzten Hyperfeinkopplungen und g-Werte wur-

den bereits im Abschnitt 2.2.4 auf Seite 17 zusammengefaÿt. Aufgrund der groÿen An-

zahl wirkender Hyperfeinkopplungen, insbesondere für das Tryptophan (9 Protonen mit

|Aiso|>10,0MHz plus die beiden β-Protonen), führt eine korrekte Berechnung der vollstän-

digen Hyperfeinkopplungsaufspaltung zu einer erheblichen Verlängerung der notwendigen

Rechenzeit, da das komplette Spektrum für jede einzelne Kopplung aller Spins bestimmt

werden muÿ.12 Um dies zu umgehen, wird in einem ersten Schritt das analytisch korrekte

11Kontakt, Download und Informationen: www.easyspin.org
12Allein die 9 Protonen des Trp ergeben 512 verschiedene Spinkon�gurationen.

61



Hyperfeinaufspaltungsmuster berechnet, mit einer gaussförmigen Linienbreite von 1MHz

gefaltet und anschlieÿend abgerastert. Dabei zeigt sich, daÿ eine Rasterbreite von ebenfalls

1MHz gut geeignet ist um das Kopplungsmuster in ausreichender Feinheit abzubilden. Da-

nach werden alle Rasterpunkte mit einer normierten Amplitude unter 10−5 gelöscht und

die verbleibenden Werte an das Simulationsprogramm übergeben. Die Anzahl der pro Ori-

entierung notwendigen Einzelspektren bei Berücksichtigung vieler Protonen reduziert sich

damit für jeden Radikalpaarpartner auf etwa 15 bis 20% des bei analytischer Behandlung

benötigten Wertes.
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Kapitel 5

Durchführung und Ergebnisse der

Ganzzellexperimente

5.1 Motivation und Fragestellung

Zur Untersuchung physiologisch relevanter Funktionen von AtCry-1 ist die Kenntnis der

Zeitdauern für die Radikalerzeugung und den Abbau vorhandener Flavinradikale interes-

sant. Da das Cryptochrom als Blaulichtrezeptor fungiert, ist eine ursächliche Beein�ussung

des Zeitverhaltens der gesamten Signalkaskade durch diesen initialen Schritt möglich. Ab-

hängig von der Geschwindigkeit der nachgeschalteten Wechselwirkungen de�niert die Akti-

vierungskinetik des Rezeptors mindestens die minimal mögliche Antwortzeit des Systems.

Zwar läÿt sich die Veränderung des Redoxzustandes des Cryptochroms mittels opti-

scher Spektroskopie mit sehr hoher Zeitau�ösung an aufgereinigtem Protein beobach-

ten [38,63,65,66], da das Verhalten des FAD-Kofaktors aber äuÿerst sensitiv auf spezi�sche

Umgebungsparameter, insbesondere das Redoxpotential, ist [94], sind derart gewonnene Er-

gebnisse nicht notwendigerweise auf native Systeme übertragbar. Mit den hier vorgestellten

Experimenten wurde versucht den Schritt von isoliertem Protein hin zu einer möglichst na-

he an physiologischen Bedingungen liegenden Situation zu gehen. Dabei wurde der Ein�uÿ

verschiedener Beleuchtungsparameter auf die Bildung und Reoxidation des Flavinradikals

in lebenden Sf21-Zellen untersucht.

Folgende Punkte sind bei der Interpretation der Ergebnisse zu beachten:

� Da die ESR ausschlieÿlich sensitiv auf paramagnetische Substanzen ist, kann nur der

Radikalzustand des Flavins beobachtet werden.

� Die Proteinkonzentration des Cryptochroms muÿ, bedingt durch die Anforderungen

der ESR-Spektroskopie, sehr viel höher sein, als das in der natürlichen Zelle norma-

lerweise der Fall ist.

� Die Zellinie Sf21 stammt von Insekten ab, das untersuchte Protein dagegen aus einer

höheren P�anze. Die Expression in Insektenzellen ist einem bakteriellen Expressions-

system in Bezug auf eine möglichst native Proteinumgebung jedoch bereits deutlich
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überlegen, da sowohl Insekten als auch P�anzen jeweils zu den höheren Eukaryoten

zählen.

� Die Formulierung �an intakten Zellen� bedeutet nicht, daÿ die Zellen zum Zeitpunkt

der Messung intakt waren. Tatsächlich müssen die Untersuchungen bei niedriger Tem-

peratur (80K) durchgeführt werden um Relaxationszeiten und Polarisationen zu er-

halten, bei denen verwertbare ESR-Signale beobachtet werden können.

Die Zellen befanden sich allerdings bis zum Zeitpunkt des Einfrierens, also insbeson-

dere während der Beleuchtungs-/Dunkeladaptionsphase in einem funktionsfähigen

Zustand, und es wird vorausgesetzt, daÿ sowohl bei dem schnellen Einfrieren als

auch während der Lagerung in �üssigem Sticksto� keine für die untersuchten Prozes-

se relevanten Veränderungen des Systems mehr statt�nden.1

� Da die Expression des Cryptochroms über eine Bacculovirusinfektion erzwungen

wird, ist davon auszugehen, daÿ die Zellen die ganze Zeit unter Streÿ standen und in

ihrem Metabolismus Unterschiede zu gesunden Organismen vorlagen.

Unter Berücksichtigung dieser Einschränkungen sind folgende Fragestellungen zur Pho-

tokinetik des FAD von Interesse und mittels ESR beantwortbar:

� Mit welcher Geschwindigkeit erfolgt die Bildung des Flavinradikals bei anliegender

Blaulichtbeleuchtung?

� Welches Verhalten des Zustandes ist nach der Radikalbildung unter fortgesetzter

Beleuchtung zu beobachten?

� Welche Zeit wird für die Relaxation des angeregten FAD in den Grundzustand be-

nötigt, nachdem die Beleuchtung unterbrochen wurde?

� Führt die Beleuchtung des Radikalzustandes mit grünem Licht zu einer Veränderung

des Systems? Wenn ja, zu welcher?

Während die ersten drei Fragen naheliegend aus den Kenntnissen über das System (Ab-

schnitt 2.1.3) folgen, hat der vierte Punkt seine Begründung in der Tatsache, daÿ das

neutrale Flavinradikal eine Absorption im grünen Bereich des Spektrums aufweist. Es ist

deshalb angebracht zu fragen, ob die damit verbundene Energieaufnahme zu einer Verän-

derung des Flavinzustandes führt. Denkbar ist hierbei entweder eine induzierte Reoxida-

tion oder eine weitere Photoreduktion, ähnlich der Reduktion des FAD-Radikals in Pho-

tolyasen [3,4]. Unterstützt wird diese Hypothese durch die Verö�entlichungen von Ahmad

et al. und Casal et al. [58, 95], die über einen Grünlichtein�uÿ auf isoliertes AtCry-1 bzw.

A. thaliana-Keimlinge berichten.

Darüber hinaus ist eine Charakterisierung des Radikalzustandes notwendig, um zwischen

neutralem und anionischem Radikal unterscheiden zu können. Optische Messungen an auf-

1Die Gültigkeit dieser Voraussetzung konnte zumindest für die Stärke des detektierten ESR-Signals be-
stätigt werden.
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Abbildung 5.1: Beispiele für X-Band cw-Spektren. Links; von oben nach unten ist dargestellt

(ohne Normierung): Cryptochrom exprimierende Zellen nach 6min Blaulichtbeleuchtung (blau),

Zellen der gleichen Charge im dunkeladaptierten Zustand (grau) bzw. nach der Beleuchtung

mit grünem Licht (grün) sowie nicht in�zierte (und damit kein Zielprotein enthaltende) Zellen

nach Behandlung mit Blaulicht (rot). Rechts: Vergleich der auf gleiches Dunkelsignal normierten

Spektren der Zellen von Mai 2008 und April 2009.

gereinigtem AtCry-1 zeigten den Übergang zum Neutralradikal und erste Publikationen zu

Untersuchungen an Zellproben unterstützen dies tendentiell [58], aber das Signal/Rausch-

Verhältnis der verö�entlichten Spektren läÿt hier noch keine endgültige Beurteilung zu.

In diesem Zusammenhang werden auÿerdem in den ENDOR-Spektren auftretende Un-

terschiede zwischen AtCry-1 in Zellen im Vergleich zu aufgereinigtem Protein untersucht

und interpretiert.

5.2 Grundlegende Experimente und Charakterisierung

des Radikals

Um die spezi�sche Bildung des Flavinradikals in überexprimiertem AtCry-1 zu belegen,

wurden zuerst einige einfache Experimente durchgeführt: Dabei wurden die cw -ESR-Spek-

tren einer in�zierten Zellösung ohne Beleuchtung, nach 6min Blaulichtbeleuchtung und

nach 10min Grünlichtbeleuchtung sowie einer nicht in�zierten Zellösung nach Blaulichtbe-

leuchtung miteinander verglichen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.1 (links) dargestellt.

Man sieht, daÿ nur nach Beleuchtung mit blauem Licht und nur in der in�zierten (und

damit Cryptochrom im Überschuÿ enthaltenden) Probe ein deutliches ESR-Signal um g≈ 2
zu beobachten ist. Dieses Signal entspricht demjenigen, welches für ein Flavinradikal er-

wartet wird [58, 96]. Die schwachen Ausschläge in der roten bzw. grünen Kurve gehen auf

andere organische Radikale, welche in der Sf21-Zelle nativ vorliegen, zurück. Die dadurch
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entstehenden Fehler sind, je nach Gesamtstärke des Signals, mit 2 bis 5 Prozent abzuschät-

zen. Aus den gezeigten Spektren läÿt sich schluÿfolgern, daÿ die angewandte Methode in

der Tat geeignet ist um selektiv das durch Blaulichtbeleuchtung in dem überexprimierten

Cryptochrom entstehende Flavinradikal zu untersuchen.

Wie Bouly et al. bei ENDOR-Messungen feststellen konnten, korrepondiert das beobach-

tete Flavinsignal mit dem eines Neutralradikals [58]. In der genannten Publikation wurde

die Position der H(8α)-Kopplung des FAD-Semichinons in AtCry-1 bei insgesammt schlech-

tem Signal/Rausch-Verhältnis als in einem für neutrales FAD-Radikal typischen Bereich

liegend identi�ziert. (Diese Annahme kann durch eigene, in Abschnitt 5.4.1 ab Seite 78 vor-

gestellte Messungen bestätigt werden.) In den nun folgenden Untersuchungen wird daher

vom Vorliegen der neutralen Radikalform ausgegangen.

5.2.1 Radikalkonzentration in den Zellen

Für die Interpretation der folgenden Kinetiken ist die Kenntnis der Radikalkonzentration

in der Sf21-Zelle interessant. Wenn davon ausgegangen wird, daÿ die Reoxidation des pho-

toinduzierten Flavinradikals langsam gegen die Bildung des Radikalzustandes ist (siehe

Abschnitt 5.3.3), so entspricht dieser Wert in erster Näherung zudem der Konzentrati-

on des intakten Proteins in der Zelle. Zur Bestimmung der Radikalkonzentration wurde

der Spinanteil einer Probe mit guter Signalstärke mit Hilfe einer kommerziell verfügbaren

Methode quanti�ziert (Bruker Biospin; �Xepr: Spin Counting�-Modul). Dabei wird das

System aus Mikrowellenquelle, Mikrowellenleiter, Resonator und Detektor mit Hilfe einer

Standardprobe bekannter Spinkonzentration kalibriert, bevor das Spektrum des zu unter-

suchenden Materials dagegen verglichen wird. Das entsprechende Experiment wurde im

Helmholtz-Zentrum Berlin2 durchgeführt.

Die vermessene Probe stammt vom Frühling 2008 und besteht aus 50µl abzentrifu-

gierter Zellen und 20 µl Resuspensionspu�er. Sie wurde für 8min unter den angegebenen

Standardbedingungen (Abschnitt 4.1.2) beleuchtet.

Die quantitative Messung ergab eine Anzahl von 1,4 · 1015 detektierten Spins, wobei

sichergestellt war, daÿ sich die gesamte Probe vollständig im Resonator befand. Aus dieser

Angabe läÿt sich die Spinkonzentration im abzentrifugierten Substrat zu

cSpin,z = (46,5± 9,3) µM

berechnen. Hierbei ist zu beachten, daÿ das dabei nicht ausschlieÿlich um isolierte Sf21-

Zellen handelt, da sich auch nach durchgeführter Zentrifugation noch ein gewisses Volumen

des Nährmediums zwischen den Zellen be�ndet. Wird für diesen Anteil etwa 30% angesetzt,

so erhöht sich die abgeschätzte Spinkonzentration in den Zellen auf rund 70µM.

2Helmholtz-Zentrum Berlin; Institut für Silizium Photovoltaik; Kekuléstrasse 5; 12489 Berlin
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Mit diesem Wert als Referenz können nun die Spinkonzentrationen anderer Proben ab-

geleitet werden, wenn ein unter identischen Bedingungen aufgenommenes ESR-Spektrum

vorhanden ist oder erzeugt werden kann. Für 13 Serien aus der Zeit von Januar 2008 bis

September 2009 existieren vergleichbar beleuchtete Proben mit bekannten Zellvolumina, so

daÿ ein entsprechendes Spektrum aufgenommen werden konnte. Die ermittelten Spinkon-

zentrationen schwanken je nach Wachstumsbedingungen der Zellen mehrheitlich entweder

zwischen 7µM und 10 µM (Bedingungen wie in den Proben vom Frühjahr 2008) oder zwi-

schen 15µM und 60 µM (optimierte Bedingungen, siehe Abschnitt 5.3.2). Die maximale

Spinkonzentration aller insgesamt im Verlaufe dieser Arbeit vermessenen Proben liegt bei

81µM.

Da die Zellkonzentration im Medium für die spinquanti�zierte Probe selbst nicht be-

kannt ist, muÿ die Anzahl der Spins pro Insektenzelle geschätzt werden: Ausgehend von

einer mittleren Konzentration von c̄M = 1 · 107 Zellen pro ml Nährmedium und einer

mittleren Zellausbeute von η = 6,4� (0,32ml Zellsubstrat pro 50ml Medium), kann die

Konzentration der Zellen im Sediment zu c̄S = 1,56 · 109ml−1 angegeben werden. Unter

Beachtung des Volumens der vermessenen Probe von VS = 0,05ml ergibt sich somit eine

Spinanzahl pro Zelle von:

nSpin = (1,8± 0,8) · 107 1

Zelle

Der angegebene hohe Fehler folgt aus der starken Streuung in der Konzentration der

Zellen im Nährmedium. Eine Auswertung der Zellausbeute bei allen Lieferungen, für wel-

che diese Angabe reproduziert werden kann, liefert ein 95%-Vertrauensintervall von 44%

des Mittelwertes. Aufgrund der identischen Zentrifugationsbedingungen ist zwar von einer

nahezu konstanten Zellkonzentration im Sediment auszugehen, von Dr. M. Ahmad wurde

aber nur eine mittlere Zellanzahl im Medium von c̄M = 1 · 107ml−1 kommuniziert und es

ist nicht klar, für welche Probe diese Gröÿe angesetzt werden soll.

5.3 Kinetiken

5.3.1 Erste Messungen

Die Ergebnisse der ersten Beleuchtungsexperimente im Mai 2008 sind in Abbildung 5.2

zusammengefaÿt. Sowohl die schnelle Bildung des Radikals durch Beleuchtung mit blauem

Licht (T1/2 < 2min) als auch die Reoxidation in Dunkelheit konnte beobachtet werden.

Eine exponentielle Anpassung liefert für die Dunkeladaption des lichtaktivierten Zustan-

des eine Halbwertszeit von rund 7min. Darüber hinaus wurde der Ein�uÿ von Grünlicht

auf das Flavinradikal untersucht. Hierbei ist im Vergleich zur Dunkeladaption der gleichen

Zellcharge nur ein geringer E�ekt zu erkennen.3 Weiterhin führt auch die fortdauernde
3Insbesondere während der ersten 10min nach Ende der Blaulichtexposition zeigen die beiden Kinetiken
ein quasi identisches Verhalten.
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Abbildung 5.2: Signalerzeugung, Dunkeladaption und Grünlichtein�uÿ für die Zellen vom Mai

2008. Dargestellt ist die relative ESR-Signalstärke in Abhängigkeit von der Beleuchtungszeit mit

blauem Licht (blau) sowie die Reoxidation des erzeugten Flavinradikals im Dunkeln nach ei-

ner vorhergehenden 6min Blaulichtbehandlung (schwarz) und die Verringerung des Signals als

Antwort auf eine kontinuierliche Grünlichtbestrahlung nach vorhergehender 6min Blaulichtbe-

leuchtung zur Radikalerzeugung (grün). Die exponentielle Anpassung der Dunkeladaption und

Grünlichtbeleuchtung liefert die angegebenen Halbwertszeiten.

Beleuchtung der Probe mit blauem Licht zu keiner signi�kanten Veränderung der Radikal-

konzentration innerhalb einer Zeitskala von mindestens 6 Aktivierungszeitspannen.

In beiden Fällen bedingen die Fehler der Meÿpunkte eine vorsichtige Interpretation, aber

die gefundenen Ergebnisse setzen de�nitiv eine obere Grenze für die Zeitkonstante eines

möglichen Ein�usses von grünem oder blauem Licht auf den Radikalzustand des FAD.

Bemerkenswert an diesen ersten Meÿreihen war eine extreme Inkontinuität der Zellqua-

lität. Neben den in Abb. 4.2 auf Seite 55 dargestellten Signalen existieren auch Probenseri-

en, welche keinerlei oder sehr viel schlechtere Radikalsignale nach der Blaulichtbeleuchtung

zeigten. Insgesamt konnte etwa ein Drittel der präparierten Kinetiken wegen zu schlech-

ter ESR-Signale nicht vermessen werden. Dies ist insofern erstaunlich, da die Wachstums-

und Infektionsbedingungen für all diese Zellchargen im Rahmen des Kontrollierbaren iden-

tisch gewählt wurden und vor jedem Beleuchtungsexperiment ein Fluoreszenzspektrum der

Zellprobe (bei Anregung mit 525 nm) aufgenommen wurde. Ein solches Spektrum ist in

Abbildung 5.3 gezeigt. Hierbei sollte in Analogie zu den Beobachtungen bei aufgereinigtem

AtCry-1 das Verhältnis der Emissionslinien bei 445 nm und 475 nm ein Maÿ für die Kon-

zentration von in Proteinen gebundenem Flavin sein [58,87]. Es zeigte sich jedoch in diesen

und späteren Versuchen, daÿ keine Korrelation zwischen dem beobachteten Fluoreszenzsi-

68



300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
−15

−10

−5

0

5

10

F
lu

o
re

sz
en

zs
ig

n
al

 /
 b

el
. 

E
in

h
ei

te
n

λ / nm

nicht infizierte Zellen

Serie TSE

Serie TS1

445 nm 475 nm

Abbildung 5.3: Fluoreszenzspektren verschiedener Sf21-Zellchargen sowohl mit AtCry-1-

Expression (rot und blau) als auch ohne jegliche Infektion (schwarz). Der ursprünlichen An-

nahme folgend sollte das Verhältnis der Fluoreszenzsignale bei 445 nm und 475 nm ein Maÿ

für die Konzentration an proteingebundenem FAD in der Zelle sein. Dies erwies sich als nicht

zutre�end.

gnal und der mittels ESR detektierbaren Signalstärke des aktivierten Flavins besteht. Diese

Methode ist demnach ungeeignet zum Abschätzen der Proteinkonzentration in Zellen.

5.3.2 Reproduktionsproblem der Dunkeladaption und Schluÿfolgerungen
daraus

Im Laufe des Jahres 2008 konnte die Expression in den vermessenen Zellen soweit verbessert

werden, daÿ die mittlere ESR-Signalstärke des Radikals um etwa 150% gegenüber den

besten Proben der ersten Beobachtungsreihen vom Mai 2008 gesteigert wurde und zudem

zuverlässig beobachtet werden konnte. Alle ab Dezember 2008 untersuchten Zellproben

bildeten unter Blaulichtbeleuchtung das Flavinradikal in meÿbaren Konzentrationen. In

Abbildung 5.1 (rechts) ist ein sehr gutes Spektrum vom Mai 2008 mit einem typischen

Spektrum vom April 2009 verglichen. Verbunden mit dem verbesserten Signal/Rausch-

Verhältnis ist ein deutlich geringerer Fehler in den späteren Kinetiken.

Leider erwies es sich aber als zunächst nicht möglich, mit diesen unter verbesserten Be-

dingungen aufgezogenen Zellen eine zu Abbildung 5.2 vergleichbare Dunkeladaption des

einmal erzeugten Radikalzustandes zu beobachten. Wie die Kinetiken in Abbildung 5.4

zeigen, bleibt die Konzentration des Flavinradikals auf einer Zeitskala von mehreren zehn

Minuten bei über 70% der Maximalwertes nahezu konstant. Umfangreiche Untersuchun-
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Abbildung 5.4: Normiertes Radikalsignal als Funktion der Zeit im Dunkeln nach vorhergehen-

der Blaulichtbeleuchtung: Beispiele für Zellserien ohne bzw. mit stark eingeschränkter Reoxi-

dation/Dunkeladaption. Zum Vergleich wurde die exponentielle Anpassung der Reoxidation aus

Abbildung 5.2 grau eingezeichnet.

gen zur Abhängigkeit dieses E�ektes von der Lagerzeit der Proben auf Eis (während des

Transportes von Paris nach Berlin) und der Temperatur während und nach der Blaulichtbe-

leuchtung konnte zwar eine leichte aber keinesfalls vollständige Korrelation der Reoxidation

mit diesen Faktoren feststellen. Darüber hinaus konnte ein Ein�uÿ des Mechanismus' der

Beleuchtung erkannt werden: Wurde die Zellprobe direkt im ESR-Röhrchen beleuchtet,

so wurde eine etwas schlechtere Dunkeladaption beobachtet, als wenn Beleuchtung und

Dunkeladaption in verdünnter Lösung unter ständigem Rühren abliefen. (Vergleiche dazu

die Erläuterungen in Abschnitt 4.1.2.) Auÿerdem führen etwas kürzere Beleuchtungszeiten

(3min gegenüber 6min) tendenziell zu besserer Reoxidation.

Unter Berücksichtigung dieser Punkte war es schlieÿlich möglich, die Kinetik der Reoxi-

dation zu reproduzieren. Dabei wurden folgende Parameter benutzt.

� Kein Transport auf Eis. Die Zellen wurden direkt nach der Ernte in Paris beleuchtet.

� Verhältnismäÿig kurze Beleuchtungszeit von 5min Blaulicht (gegenüber 6 bis 8min

in vorherigen Experimenten).

� Ständiges Mischen der Probe während der Beleuchtung und Dunkeladaption.

� ϑ = 8� während der Probenpräparation.

Insgesamt lassen sich die Beobachtungen derart interpretieren, daÿ in den Fällen schwa-

cher Reoxidation nicht ausreichend Oxidationsmittel (Sauersto�) in der Probe vorhanden
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war. Dies tritt insbesondere dann auf, wenn die Proteinkonzentration hoch oder die Be-

leuchtungszeit lang ist. Eine längere Beleuchtungszeit hat dabei zur Folge, daÿ bereits

während der Blaulichtbehandlung in den Grundzustand reoxidierte Flavine sofort wieder

in den Radikalzustand überführt werden und demzufolge bereits in dieser Zeit Oxidati-

onsmittel verbraucht wird, ohne daÿ sich das beobachtete Signal ändert. Auf dieses Weise

wird eine längere oder stärkere Blaulichtbeleuchtung die Sauersto�konzentration im Me-

dium reduzieren. In diesem Zusammenhang ist anzumerken, daÿ ein leichtes Rühren der

Probe während der Beleuchtungs- und Dunkeladaptionszeit höchstwahrscheinlich weniger

Ein�uÿ auf die Kinetik hat, als die Tatsache, daÿ die Zellprobe dann, verglichen mit der

Beleuchtung in ESR-Röhrchen, etwa 10-fach verdünnt vorliegt.4

Der beschriebene E�ekt der Abreicherung von Sauersto� unter bestimmten experimen-

tellen Parametern läÿt sich experimentell nutzen, um die im physiologischen Normalfall

vorliegende Dunkeladaption des Flavinradikals explizit zu unterdrücken. Derart ist es mög-

lich die Ein�üsse von blauem und grünem Licht auf den Radikalzustand des Flavins isoliert

zu untersuchen.

5.3.3 Ergebnisse

In Abbildung 5.5 und 5.6 sind die Ergebnisse der Kinetikmessungen an AtCry-1 zusam-

mengefaÿt. Dabei zeigt Abbildung 5.5 die Bildung des Radikals unter Blaulichtbeleuchtung

sowie dessen Reoxidation im Dunkeln. Die Bildung des Flavinradikals unter der verwen-

deten Beleuchtung von 440µE/(m2s) erfolgt mit einer Halbwertszeit von etwa 15 s und er-

reicht damit bereits nach wenigen Minuten eine Sättigung, welche sich anschlieÿend kaum

noch ändert. Die Reoxidation erfolgt mit einer Halbwertszeit von:5

T1/2 = (360± 20) s

Da dieser Wert um mehr als eine Gröÿenordnung gröÿer als die Zeitkonstante der Ra-

dikalerzeugung ist, kann der Ein�uÿ der Reoxidation während des Aufbaus des Signals

vernachlässigt werden. Unter Berücksichtigung der Lichtleistung (und einen linearen Zu-

sammenhang der Aktivierung des FAD mit der Beleuchtungsstärke vorausgesetzt) läÿt

sich daher ein Wirkungsquerschnitt der Photoreduktion berechnen (siehe Abschnitt B.2

auf Seite 142):

σ ≈ 1,7 · 10−22m2 = 170 pm2

4Die Durchmischung muÿ sehr vorsichtig erfolgen, um die emp�ndlichen Sf21-Zellen nicht zu schädigen
und ist vor allem nötig, um eine gleichmäÿige Beleuchtung der 8 bis 10ml umfassenden Probe zu
gewährleisten. Eine Verringerung der Zellkonzentration bei Beleuchtung im Probenröhrchen scheidet
aufgrund der dann zu geringen ESR-Signalstärke aus.

5Mittelwert und Standardabweichung aus allen Kinetiken in welchen das Signal innerhalb von höchstens
20min auf mindestens 30% des Ursprungswertes abgefallen ist.
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Abbildung 5.5: Signalerzeugung und Dunkeladaption. Dargestellt ist die relative ESR-

Signalstärke in Abhängigkeit von der Beleuchtungszeit mit blauem Licht (blau) sowie die Reoxi-

dation des erzeugten Flavinradikals im Dunkeln nach einer vorhergehenden 5min Blaulichtbe-

handlung (schwarz). Eine exponentielle Anpassung der Radikalerzeugung sowie Dunkeladaption

liefert die angegebenen Halbwertszeiten.
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Abbildung 5.6: Ein�uÿ von grünem und blauem Licht auf das Flavinradikal bei unterdrückter

Reoxidation. Dargestellt ist der Abfall des normierten ESR-Signals bei fortgesetzter Blaulichtbe-

leuchtung (blau, der Nullpunkt entspricht 2min) sowie bei Beleuchtung mit grünem Licht nach

vorheriger Aktivierung mit blauem Licht für 8min (grün). Zum Verdeutlichung ist zusätzlich das

Dunkelverhalten der identischen Zellen mit aktiviertem FADH•-Radikal eingezeichnet (grau).

Eine exponentielle Anpassung der Kinetiken ergibt die angegebenen Halbwertszeiten.
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Bei diesem Wert handelt es sich um eine gröÿenordnungsmäÿige Abschätzung. Eventuel-

le Streuverluste an den auftretenden Übergangs�ächen (Glas/Wasser, Wasser/Glas, Glas/

Medium) sind ebensowenig berücksichtigt wie Absorption des Lichtes im Kühlwasser. Des-

weiteren setzt die Herleitung der verwendeten Formel eine gleichmäÿige Ausleuchtung aller

Punkte innerhalb des untersuchten Materials voraus, was mit Sicherheit nicht gegeben ist.

Zu beachten ist auÿerdem eine vermutlich signi�kante Abhängigkeit dieses Wertes von der

AtCry-1-Konzentration in den Zellen.6 Leider läÿt sich die Proteinkonzentration in den

Zellen in den der Auswertung zu Grunde liegenden Proben nicht mehr genau rekonstru-

ieren, eine Abschätzung aus allen bekannten Informationen liefert aber den (im Vergleich

mittleren) Wert von c ≈ 25 µM als Radikalkonzentration im abzentrifugierten Zellmaterial.

Unter Berücksichtigung des bekannten linearen Absorptionskoe�zienten von voll oxidier-

tem FAD, kann die Quantenausbeute gemäÿ der in Abschnitt B.2 ebenfalls hergeleiteten

Beziehung schlieÿlich auf q ≈ 1/25 abgeschätzt werden.

Um die Frage zu beantworten, inwieweit die gemessene Zeitkonstante der Reoxidation

physiologisch relevant ist, muÿ die Sauersto�di�usion während der Dunkelzeit untersucht

werden. Die entsprechende Abschätzung dazu �ndet sich detailliert in Abschnitt B.3 auf

Seite 143. Als Ergebnis läÿt sich zusammenfassen, daÿ die Di�usion von Sauersto� in

Wasser und durch eine tierische Zellmembran verglichen mit der beobachteten Kinetik

sehr schnell erfolgt. Wenn für die Reoxidation des FADH•-Radikals eine lokale Sauersto�-

konzentration von 9mg/l (entspricht etwa 90% der Sättigungskonzentration von Wasser)

ausreicht, so werden pro Sekunde mehr als 10% der am Protein vorhandenen Sauersto�mo-

leküle per Di�usion nachgeliefert (wenn die durchschnittliche Konzentration im weit von

der Zelle entfernten Medium der Sättigungskonzentration von Wasser entspricht). Dies gilt

für stehendes Medium. Sobald die Lösung während der Dunkeladaption gemischt wird, wie

es bei der analysierten Zeitserie der Fall war, kommt hierzu noch ein erheblicher Konvek-

tionsanteil.

Es kann demnach festgestellt werden, daÿ ein globaler Sauersto�mangel zwar zu einer

Verzögerung bzw. einer kompletten Unterdrückung der Reoxidation führen kann, die ge-

messenen Halbwertszeiten aber weit gröÿer als das durch Di�usion des Oxidationsmittels

gegebene Minimum sind. Lokale Inhomogenitäten der Sauersto�konzentration haben also

mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit keinen meÿbaren Ein�uÿ auf die beob-

achtete Kinetik. Unter der Voraussetzung, daÿ eine vollständige Reoxidation vorliegt, die

Sauersto�menge insgesamt also dem Bedarf genügt, ist die ermittelte Zeitkonstante dem-

nach als das unter physiologischen Bedingungen auftretende Verhalten weitgehend korrekt

beschreibend anzusehen.

6Der Wirkungsquerschnitt ist formal unabhängig von der Konzentration des Zielobjektes, aber eine Ver-
änderung der Proteinanzahl pro Zelle verschiebt das Verhältnis von FAD zu restlichen Zellbestandteilen,
wobei letztere e�ektiv eine Abschirmung des aktiven Zentrums des Proteins verursachen.
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Abbildung 5.7: Untersuchung zur Wirkung von grünem Licht auf das Radikal. Dargestellt ist

die Signalstärke nach 6min Blaulichtbeleuchtung, anschlieÿender Dunkeladaption für 25min

und darau�olgender erneuter Blaulichtbeleuchtung (links) sowie nach Blaulichtbeleuchtung, an-

schlieÿender Grünlichtbehandlung für 25min und erneuter Blaulichtbeleuchtung (rechts). Die

Ergebnisse zeigen, daÿ Flavin im Radikalzustand durch grünes Licht weiter reduziert und nicht

reoxidiert wird.

In denjenigen Proben, deren Kinetiken in Abbildung 5.6 dargestellt sind, wurden die ex-

perimentellen Parameter zur möglichst guten Unterdrückung der Reoxidation benutzt (ho-

he Proteinkonzentration, geringe Verdünnung, lange Beleuchtung). Auf diese Weise kann

der Ein�uÿ von grünem bzw. blauem Licht auf den Flavinradikalzustand beobachtet wer-

den. Die entsprechenden Halbwertszeiten des Signalabfalls sind:

Blaulicht: T1/2 ≈ 40min

Grünlicht: T1/2 = (11,2 ± 2,2)min

Hierbei entsteht der angegebene Wert für die Halbwertszeit des Grünlichtein�usses durch

eine exponentielle Anpassung des gesamten Datensatzes (wie in Abbildung 5.6 eingezeich-

net), der Fehler wird über die Standardabweichung der Halbwertszeiten aller Anpassungen,

bei denen jeweils ein Punkt der Meÿreihe entfernt wurde, abgeschätzt. Um den Ein�uÿ einer

zu Beginn eventuell noch teilweise parallel statt�ndenden Dunkeladaption auszuklammern

kann die exponentielle Anpassung auch unter Vernachlässigung der ersten 10 Minuten

durchgeführt werden. In diesem Fall beträgt die bestimmte Halbwertszeit 11,9min, liegt

also gut in den angegebenen Fehlergrenzen.

Der Vergleich dieser gefundenen Zeitkonstanten macht auch deutlich, wieso der Grün-

lichtein�uÿ in den ersten Experimenten 2009 (Abschnitt 5.3.1) nicht zweifelsfrei festgestellt
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werden konnte. Bei korrekt ablaufender Reoxidation nach Ende der Blaulichtbeleuchtung

ist der Ein�uÿ des grünen Lichts aufgrund seiner etwa doppelt so groÿen Zeitkonstante

zwar beobachtbar, aber innerhalb der Gröÿenordung der Meÿfehler.

Aus den dargestellten Meÿwerten ist sofort einsichtig, daÿ fortgesetzte Blaulichtbeleuch-

tung zu einer langsamen Überführung des Flavinkofaktors in den voll reduzierten Zustand

führen muÿ, da ein Übergang in den voll oxidierten Flavinzustand eine sofortige Reaktivie-

rung und damit keine sichtbare Veränderung der Radikalkonzentration zur Folge hätte. Für

die Wirkung des grünen Lichts auf das vermessene Flavinradikal ist jedoch vorerst unklar,

ob ebenfalls eine weitere Photoreduktion oder stattdessen eine Oxidation zurück in den

Grundzustand erfolgt. Um dies zu prüfen, wurde die Wirkung einer erneuten Blaulichtex-

position nach vorhergehender Photoaktivierung mit anschlieÿender Grünlichtbeleuchtung

untersucht. Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Abbildung 5.7 zu sehen. Der Vergleich

des ESR-Signals der Beleuchtungsexperimente (6min Blau + 25min Grün), (6min Blau +

25min Grün + 6min Blau) und (6min Blau + 25min Dunkel) läÿt den Schluÿ zu, daÿ die

Population des semireduzierten Flavins unter Grünlichtein�uÿ zugunsten des vollreduzier-

ten Zustandes abgebaut wird. Würde ein Übergang in den volloxidierten Grundzustand

erfolgen, müÿte die anschlieÿende Beleuchtung mit blauem Licht die detektierte Signalstär-

ke wieder erhöhen.

Zusätzlich ist noch zu bemerken, daÿ weder die kontinuierliche Beleuchtung mit blauem

Licht noch die fortgesetzte Grünlichtbehandlung in der Lage ist das Radikal vollständig

zu entfernen. Aus dieser Tatsache kann man spekulieren, daÿ ein weiterer Prozeÿ statt-

�ndet, welcher zu einer fortgesetzten Umwandlung des voll reduzierten Zustandes zurück

in den Radikalzustand des Flavins führt (teilweise Reoxidation). Aus den gefundenen An-

passungsparametern ist es unter bestimmten Voraussetzungen möglich die einzelnen Raten

der vorliegenden Prozesse zu berechnen (Herleitung in Abschnitt B.4 auf Seite 145). Aller-

dings muÿ dabei beachtet werden, daÿ die Berechnung der relativen Reaktionsraten nicht

nur von den Zeitkonstanten des exponentiellen Abfalls sondern auch von dem Wert des

ESR-Signals für t → ∞ abhängt. Es ist davon auszugehen, daÿ dieser Parameter aus den

vorliegenden Meÿpunkten nur mit einem erheblichen Fehler bestimmt werden kann. Von

biologischer Seite ist weiterhin anzumerken, daÿ die beiden verglichenen Kinetiken nicht

mit Zellen derselben Lieferung aufgenommen wurden. Durch Variationen in der Zusam-

mensetzung der Zellen ist ein Unterschied in der Stärke des Untergrundsignals von bis zu

5% des durch AtCry-1 erzeugten ESR-Signals möglich. Die zuverlässige Berechnung der

Reaktionsraten ist unter diesen Bedingungen schwierig.
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Wenn die gemachten Einwürfe ignoriert werden, so ergeben sich die relativen Reaktions-

raten der Hin- und Rückreaktion für die beiden Experimente zu:

Blaulicht: Radikal � voll reduziert k ≈ 0,010min−1

voll reduziert � Radikal k ≈ 0,007min−1

Grünlicht: Radikal � voll reduziert k ≈ 0,042min−1

voll reduziert � Radikal k ≈ 0,020min−1

Aus den angegebenen Raten wird zum einen deutlich, daÿ die Reaktion des Radikals

in den voll reduzierten Flavinzustand unter Grünlicht deutlich schneller abläuft als bei

fortgesetzter Blaulichtbeleuchtung. Unter Annahme eines Fehlers von mindestens 20% ist

auÿerdem au�ällig, daÿ die Rückreaktion jeweils mit etwa halber Rate der Hinreaktion

statt�ndet und die entsprechende Reaktionsrate daher in den beiden betrachteten Situa-

tionen nicht gleich ist. Dies ist insofern problematisch, als daÿ der Übergang �voll reduziert

�Radikal� als beleuchtungsunabhängig erwartet wird, da das voll reduzierte Flavin weder

im grünen noch im blauen Bereich des Spektrums eine nennenswerte Absorption aufweist.

Natürlich ist eine direkte Rückreaktion des FAD in den voll oxidierten Grundzustand

denkbar. Unter ständiger Grünlichtbeleuchtung wäre ein solcher E�ekt nicht sichtbar, wäh-

rend fortgesetzte Blaulichtexposition zu einer (auf den hier betrachteten Zeitskalen) instan-

tanen Photoaktivierung des Proteins und damit zu einem Übergang des Kofaktors in den

radikalischen Zustand führen würde. Als Ergebnis stiege die Radikalkonzentration an, was

zu einer scheinbaren Erhöhung der berechneten Reaktionsrate �voll reduziert � Radikal�

unter blauem Licht führen müÿte, beobachtet wird aber eine Verringerung (gegenüber

dem Wert unter grünem Licht). Deshalb muÿ festgestellt werden, daÿ die Berechnung der

Reaktionsraten aus den vorgestellten Meÿwerten, entweder aufgrund einer zu starken Ver-

einfachung in den verwendeten Voraussetzungen oder wegen der oben genannten groÿen

Fehleranfälligkeit der ermittelten Anpassungsparameter, nicht innterhalb einer vertretba-

ren Genauigkeit möglich ist.

Abschlieÿend ist die im Vergleich zu [58] deutlich verbesserte Qualität der cw -Messungen

hervorzuheben. Die Signalstärke sowie das damit verbundene Signal/Rausch-Verhältnis

konnten soweit gesteigert werden, daÿ eine detaillierte Untersuchung des FAD-Radikalzu-

standes mit Hilfe von Puls-ESR-Methoden praktikabel wird. Dabei erö�net sich zudem

die Möglichkeit eines tiefergehenden Vergleiches von AtCry-1 in Zellen mit aufgereinigtem

Protein. Die in diesen Experimenten erhaltenen Ergebnisse werden im folgenden Abschnitt

vorgestellt.
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Abbildung 5.8: Davies-ENDOR-Spektrum von blaulichtaktivierten Zellen bei 9,4GHz. Die typi-

schen Kopplungen eines Flavinradikals können in der Abbildung links beobachtet werden: H(1'),

H(8α), H(6). Sonstige (schwach gekoppelte) Protonen liegen in der �Matrixregion� in der Mitte

des Spektrums um die Eigenfrequenz des freien Protons (gelb). Rechts ist der Radiofrequenz-

bereich von 20 bis 35MHz vergröÿert, so daÿ die stark anisotrope Kopplung des H(5) sichtbar

wird. Zur Veranschaulichung wurde neben dem Orginalspektrum das laufende Mittel über jeweils

5 Punkte eingezeichnet.

5.4 Vergleich von Zellprobe und aufgereinigtem Protein

5.4.1 X-Band ENDOR-Messungen

Zur näheren Charakterisierung des radikalischen Zustandes des AtCry-1 in Sf21-Zellen

wurde ein Davies-ENDOR im X-Band (9GHz) aufgenommen (Abbildung 5.8). Die Form

des erhaltenen Spektrums ist charakteristisch für ein neutrales Flavinradikal [51, 54]. Ins-

besondere können folgende Kopplungen zugeordnet werden:

� H(6) mit rund 5,4MHz; also in RF-Bereichen um 12MHz bzw. um 17,8MHz

� H(8α) mit rund 8,2MHz; also im Bereich von rund (10 . . . 11,5)MHz sowie von

(18,2 . . . 19,7)MHz mit dem dominanten Signal dreier äquivalenter Protonen

� H(1') mit weniger als 10MHz; aufgrund der breiten Verteilung dieser Kopplung und

der Überlagerung mit H(6) sowie H(8α) ist eine Bestimmung der Hyperfeinkopplun-

gen dieser Kerne schwierig

� H(5) mit einer sehr breiten, anisotropen Verteilung der Resonanzen bis hin zu 33MHz

Bereits die Gröÿe der Hyperfeinkopplung der (8α)-Protonen ist ein starkes Indiz für die

neutrale Ladung des Radikals7, wie bereits in [54,58] festgestellt wurde. Aufgrund des gu-

ten Signal/Rausch-Verhältnisses des Spektrums kann in der vorliegenden Arbeit darüber

hinaus die stark anisotrope, charakteristische Kopplung des Protons an Position 5 aufgelöst

7Für das FAD-Anionradikal liegen sie im Bereich von 11,0 bis 12,0MHz für A‖ bzw. ≈10,0MHz für A⊥.
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Abbildung 5.9: Vergleich der ENDOR-Spektren für Cry-1 in Zellen und als aufgereinigtes Protein

im X-Band (9,4GHz). Dargestellt sind die skalierten Originalspektren (A) sowie die symmetri-

sierten und geglätteten Spektren, wobei die auftretenden Unterschiede gelb hervorgehoben wurden

(B).

werden. Dies ist der klare Beweis für die Existenz des Neutralradikals in überexprimieren-

den Zellen.8

Da ENDOR-Messungen sensitiv auf die direkte Umgebung des beobachteten Spins, in

diesem Fall also des freien Elektrons in FADH•, sind, kann ein Vergleich des ENDOR-

Spektren von photoaktiviertem AtCry-1 in Zellen mit den äuivalenten experimentellen

Ergebnissen an aufgereinigtem Protein wichtige Informationen über eventuell auftretende

Unterschiede zwischen diesen Systemen liefern. Abbildung 5.9 zeigt die beiden entspre-

chenden Spektren und tatsächlich �nden sich klare Di�erenzen im Bereich der vermesse-

nen Hyperfeinkopplungen (gelb markiert). Dabei sind drei Abschnitte au�ällig: Im Bereich

der äuÿersten Kante der H(1')-Kopplung (9,0 bzw. 20,5MHz) und an der innenliegen-

den Flanke des H(6)-Signals (12,5 bzw. 17MHz) weist die aufgereinigte Proteinprobe ein

stärkeres Signal auf, während die Messung an ganzen Zellen zwischen der H(8α) und der

H(6)-Kopplung (11,5 bzw. 18MHz) signi�kant höhere Intensität liefert.

Eine genaue Analyse dieser Beobachtung ist aus den vogestellten X-Band-Messungen

schwierig. Da die Unterschiede der einzelnen g-Hauptwerte bei Magnetfeldern um 3500G

eine im Vergleich zu den wirkenden Hyperfeinkopplungen (insbesondere N(5) und N(10))

und der homogenen Linienbreite kleine spektrale Separation der einzelnen Komponenten

8Die Existenz dieses Protons an N(5) de�niert gerade das Neutralradikal.
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Abbildung 5.10: Absorptionsspektren des Cry-1 im W-Band (94GHz). Neben den Positionen

der g-Hauptwerte sind die Feldpositionen markiert, an denen orientierungsselektive ENDOR-

Spektren aufgenommen wurden. Die Unterschiede zwischen den Proteinproben mit und ohne

Glyzerin haben ihre Ursache in den im Bereich des Spektrums ungleichmäÿig veränderten trans-

versalen Relaxationszeiten T2 (siehe Abbildung 5.11).

ergeben, führt jeder Mikrowellenpuls immer zur Anregung eines aus allen möglichen Orien-

tierungen des Falvin-Systems bestehenden Ensembles. Dies bedeutet für die vermessenen

ENDOR-Spektren das gleichzeitige Auftreten aller koppelnder Hyperfeinhauptwerte, bei

vier magnetisch inequivalenten Protonenpopulationen also eine Überlagerung von 4·3 = 12

Einzelkomponenten. Da die beobachteten Kopplungen mit Ausnahme derjenigen des H(5)

alle im RF-Bereich von (9,5 . . . 20,5)MHz liegen, ist eine Trennung der wirkenden Antei-

le und damit eine Spezi�zierung der Unterschiede zwischen aufgereinigtem Protein und

Ganzzellprobe sehr mühsam.

Um die genannten Probleme zu reduzieren, können ENDOR-Messungen im W-Band

durchgeführt werden. Aufgrund des um einen Faktor zehn gröÿeren Magnetfeldes erhöht

sich die durch die unterschiedlichen Hauptwerte der g-Matrix bedingte Aufspaltung und

liegt nun in die Gröÿenordnung der auftretenden Hyperfeinkopplungen. Daher ist es mög-

lich zur Vereinfachung des Sachverhaltes die in Abschnitt 3.8.2 auf Seite 47 vorgestellte

orientierungsselektive ENDOR-Spektroskopie anzuwenden.
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Abbildung 5.11: Transversale Relaxationszeit T2 in µs für aufereinigtes Cry-1 als Funktion der

Position im Absorptionsspektrum im W-Band.

5.4.2 Analyse des W-Band-Absorptionsspektrums

In einem ersten Schritt wird nun das ESR-Absorptionsspektrum der Proben im W-Band

untersucht. Abbildung 5.10 zeigt neben den vermessenen Spektren einiger Proben auch die

Position der g-Hauptwerte sowie eine Simulation des Absorptionsspektrums. Bei der Analy-

se dieser Messung wird deutlich, daÿ die Beachtung der g-Hauptwerte allein nicht genügt,

um das experimentelle Spektrum, nachzubilden. Dies liegt an den starken auftretenden

Hyperfeinkopplungen (siehe Abschnitt 2.2.4). Eine Beachtung der auf Seite 17 angegebe-

nen Hyperfeinkopplungstensoren für H(5), H(6), H(8α), H(1'), N(5) und N(10) sowie das

Einbeziehen einer zusätzlichen homogenen Linienbreite von 0,05mT9 ist notwendig, da-

mit das gemessene W-Band-Spektrum qualitativ simuliert werden kann. Jedoch wird auch

dann noch eine deutlich höhere Signalintensität auf der Hochfeldseite der experimentellen

Spektren beobachtet.

Um die insbesondere bei aufgereinigtem Protein auftretenden Di�erenzen zur Simulation

zu untersuchen, wurde die transversale Relaxationszeit T2 für verschiedene Feldpositionen

vermessen. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Abbildung 5.11 dargestellt. Hierbei wird ein

erheblicher systematischer Unterschied sichtbar, welcher zwischen äuÿerster rechter Flanke

und Position des Signalmaximums mehr als 130% beträgt. Kombiniert mit der bei Pulsde-

tektion notwendigen Wartezeit zwischen erster Anregung und Aufnahme des Signals führt

9Durch diese Verbreiterung wird die Wirkung der nicht explizit aufgelösten Hyperfeinwechselwirkungen
zusammengefaÿt.
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dieser E�ekt zu einer Modulation der Signalintensität über den Feldbereich des Spektrums.

Wie der Vergleich in Abbildung 5.10 zeigt, reduziert sich diese Verzerrung deutlich, sofern

der Proteinprobe kein Glyzerin zugegeben wird. Dies zeigt, daÿ ein meÿbarer Ein�uÿ der

direkten Lösemittelumgebung des Proteins auf die Relaxationszeiten und somit auch auf

die quantitativen Eigenschaften des Spektrums existiert. Die beobachteten Unterschiede

in den ESR-Absorptionsspektren von aufgereinigtem Cryptochrom und überexprimieren-

den Zellen können demnach über die Wirkung der unterschiedlichen Zusammensetzung des

Zellplasmas im Vergleich zu dem benutzten Proteinpu�er verstanden werden.

5.4.3 W-Band ENDOR-Messungen

Um die bei AtCry-1 zwischen aufgereinigtem Protein und überexprimierenden Zellpro-

ben im X-Band gefundenen Unterschiede der ENDOR-Spektren genauer zu analysieren,

wurden nun für beide Systeme orientierungsselektive ENDOR-Untersuchungen bei 94GHz

durchgeführt. Dabei erfolgte eine Messung bei insgesamt 6 Magnetfeldpositionen, verteilt

über den gesamten Feldbereich des ESR-Absorptionsspektrums (Abbildung 5.10). Die Er-

gebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 5.12 dargestellt.

Hierbei bestätigt sich die an den X-Band-Spektren festgestellte Beobachtung, es kön-

nen die gleichen qualitativen Unterschiede festgestellt werden. Allerdings erfolgte aufgrund

der orientierungsselektiven Messung eine Aufspaltung der zuvor gleichzeitig detektierten

Abweichungen. Während zwischen aufgereinigtem Protein und Zellproben für B || gyy (Po-
sition D) oder B || gzz (Position F) nur die Verschiebungen im Bereich der H(8α)- und

H(6)-Kopplungen beobachtet werden können, tritt ein deutlicher Unterschied im Bereich

der äuÿeren H(1')-Kopplung isoliert für diejenigen Feldpositionen auf, an denen der e�ek-

tive g-Faktor der Elektronen geff nicht verschwindende Anteile von gxx enthält (Positionen

A bis C). Im Folgenden wird dieser Unterschied näher betrachtet.

5.4.4 Auswertung und Simulation der ENDOR-Spektren im W-Band

Bei der Analyse der ENDOR-Spektren ist zu beachten, daÿ die starken auftretenden Hy-

perfeinkopplungen (insbesondere N(5), N(10) und H(5)) nicht nur zu einer Verbreiterung

des Absorptionsspektrums führen, sondern selbst im W-Band eine erhebliche Überlagerung

derjenigen Magnetfeldbereiche, in denen die einzelnen Hauptwerte der g-Matrix wirksam

werden, verursachen. Deshalb ist es zwar möglich gzz und in geringerem Maÿe auch gxx über

eine Magnetfeldposition auf der extremen Hoch- oder Niederfeld�anke zu isolieren, für gyy
gelingt dies aber in keinem Fall. Die Orientierungsselektivität der ENDOR-Experimente

bei spezi�schen resonanten Magnetfeldern ist deshalb eingeschränkt: Während das Spek-

trum bei der Magnetfeldposition Bmax+58G (Abbildung 5.12; F) so gut wie ausschlieÿlich

Hyperfeintensorkomponenten in Richtung von gzz enthält, werden in allen anderen Feld-

positionen mindestens Komponenten in Richtung von gxx und gyy sichtbar.
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Abbildung 5.12: Vergleich der orientierungssensitiven ENDOR-Spektren für Cry-1 in Zellen (rot)

und als aufgereinigtes Protein (blau) im W-Band. Die vermessene Feldposition ist angegeben als

Di�erenz gegen das Signalmaximum des Absoptionsspektrums und entspricht den in Abbildung

5.10 markierten Stellen. Die dargestellten Spektren wurden symmetrisiert und auf die zentrale

Matrixregion skaliert.
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Aus der näheren Analyse der in Abbildung 5.12 vorgestellten ENDOR-Spektren läÿt sich

in denjenigen Spektren für die Felder mit nicht verschwindendem Anteil von gxx (A, B und

C) eine Verschiebung der äuÿersten Flanke der H(1')-Kopplung um (−0,72 ± 0,05)MHz

beim Übergang von aufgereinigtem Protein zu Protein in Zellen feststellen. Auÿerdem

zeigt der RF-Bereich zwischen (139,5. . . 141,0)MHz bzw. (145,0. . . 146,5)MHz eine klei-

nere spektrale Verschiebung um +0,3MHz bei Orientierungen parallel zu gyy (C, D, E).

Diese Region ist typisch für die H(6)-Kopplung, allerdings ist die �Zackenstruktur� des

Spektrums in diesem Bereich ein Indiz für eine Superposition mehrerer Ein�üsse. Es fällt

zudem auf, daÿ die letztgenannte Verschiebung mit gleichem Vorzeichen, aber geringerem

Betrag (+0,2MHz), auch im Feldbereich mit Orientierungen parallel zu gzz (E, F; bei 140

bzw. 146MHz) und sehr schwach (+0,1MHz) für das Signal der H(8α) im Spektrum für

B = Bmax + 30G (E) zu beobachten ist.

Abbildung 5.13 zeigt die Simulation für vier verschiedene Feldpositionen, sowohl für

aufgereinigtes Protein als auch für AtCry-1 in Sf21-Zellen. Die für eine bestmögliche An-

passung verwendeten Parameter sind in Tabelle 5.2 zusammengefaÿt. Die erläuterten Un-

terschiede zwischen aufgereinigten Proteinproben und Zellen wurden hierbei über eine Ver-

schiebung der isotropen Hyperfeinkopplung des H(1') von −0,74MHz simuliert. Dadurch

können die wesentlichen beobachteten Unterschiede, insbesondere auch die genannten leich-

ten Variationen im RF-Bereich der H(6)- und H(8α)-Kopplungen, quantitativ nachgebildet

werden.

Leider muÿ festgestellt werden, daÿ es sich als nicht möglich erwiesen hat, alle Merkmale

der experimentellen Spektren korrekt zu simulieren. Hierbei sind insbesondere die leichte

Verschiebung des Maximums der H(8α)-Kopplung bei Positionen auf der Niederfeld�an-

ke (A) sowie insgesamt fehlende Signalintensität im Bereich der äuÿeren H(8α)-Schulter

bei den Feldpositionen C und besonders D hervorzuheben. Desweiteren sind auch bei Ori-

entierungen parallel zu gzz (F) nicht durch die Simulation reproduzierte Signalanteile zu

erkennen. Diese Befunde sind in Wesentlichen unabhängig davon, ob das AtCry-1 in der

Probe als aufgereinigtes Protein oder in Zellen vorlag. Durch Hinzufügen der Kopplung an

ein weiteres Proton, beispielsweise einer prominenten Wassersto�brückenbindung, welche

als breites, anisotropes Signal unter den betrachteten Hyperfeinsignalen liegt, könnten die

genannten Diskrepanzen erheblich reduziert werden.

Die Fehler für die in Tabelle 5.2 angegebenen Hyperfeinkopplungen der H(8α) und H(6)

sind mit etwa ±0,05MHz für Axx bzw. Ayy sowie mit ±0,02MHz für Azz anzugeben.

Für H(1') ist die Genauigkeit der Angabe aufgrund der Überlagerung durch die anderen

Signale geringer. ∆Azz und ∆Axx können auf etwa 0,1MHz sowie 0,05MHz abgeschätzt

werden, der angegebene Wert von Ayy dagegen ist kaum belastbar. Eine Veränderung dieses

Kopplungsparameters hat nur geringen Ein�uÿ auf das Ergebnis der Simulation, so daÿ für

∆Ayy mindestens 0,2MHz anzusetzen sind. Für die angegebene Veränderung der isotropen

Hyperfeinkopplung des H(1') beim Übergang von aufgereinigtem Protein zu Zellen wird
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Abbildung 5.13: Simulation der W-Band-ENDOR-Spektren für aufgereinigtes AtCry-1 (oben)

und überexprimierende Sf21-Zellen (unten) bei verschiedenen Magnetfeldern. Dargestellt ist das

experimentelle Spektrum (rot, gestrichelt), die Simulation (schwarz) sowie die einzelnen Anteile

an letzterer: H(8α) (blau), H(6) (rot), H(1') (grün), H(5) (grau). Die Buchstaben entsprechen

den in Abbildung 5.11 markierten Feldpositionen.
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g-Hauptwerte

~g = (2,0043; 2,0037; 2,0022) Orientierung: (-20; 0; 0)◦

Hyperfeinkopplungen

AH(8α) = (7,62; 9,35; 7,66)MHz Orientierung: (120; 0; 0)◦

AH(1′) = (6,95; 7,5; 11,45)MHz Orientierung: (7,6; 96; -3)◦

zus. Linienbr.: 0,3MHz

AH(6) = (5,9; 4,0; 6,06)MHz

AH(5) = (10; 25; 37)MHz

AN(5) = (5; 5; 50)MHz

AN(10) = (1; 1; 27)MHz

ENDOR-Linienbreiten

B = Bmax − 10G: 0,50MHz B = Bmax: 0,42MHz

B = Bmax + 15G: 0,42MHz B = Bmax + 58G: 0,32MHz

Tabelle 5.2: Verwendete Simulationsparameter für die Anpassung der orientierungsselektiven

ENDOR-Spektren der aufgereinigten Proteinprobe. Bei nicht angegebenen Orientierungen lie-

gen die Hauptwerte der Hyperfeintensoren parallel zum molekularen Koordinatensystem. Für

die Simulation der Messungen an ganzen Zellen wurde die isotrope Hyperfeinkopplung des H(1')

um 0,74MHz verringert.
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Abbildung 5.14: Dreidimensionale Struktur des Flavin (links) sowie die drei Projektionen entlang

der gekennzeichneten Achsen (A, B, C). Zur Verdeutlichung wurden die untersuchten Winkel ϕ,

θ und χ sowie einige Atompositionen farbig eingezeichnet.

der Fehler hauptsächlich durch die Spektren an Position F auf ≈ 0,02MHz eingeschränkt.

Wenn allein die auch im X-Band sichtbare Verschiebung der äuÿeren Schulter betrachtet

wird, so ergibt sich ein etwas höherer Fehler von 0,04MHz.

5.4.5 Strukturelle Interpretation der Meÿergebnisse

Da auÿer der Kopplung des ungepaarten Elektrons an die H(1')-Protonen keine au�äl-

ligen Unterschiede in den Hyperfeinwechselwirkungen beobachtet werden konnten, kann

eine Veränderung der Spindichteverteilung des Elektrons in der Zellprobe ausgeschlossen

werden. Ebenfalls als unwahrscheinlich vernachlässigt wird im Folgenden eine Torsion oder

Verzerrung des Isoalloxazinringes sowie eine gröÿere strukturelle Veränderung innerhalb

der Bindungstasche, da auch in diesen Fällen ein deutlicher Ein�uÿ auf die Protonenkopp-

lungen H(6) und/oder H(8α) zu erwarten wäre. Zur Erklärung der spektralen Unterschiede

bleiben somit nur noch spezi�sche Veränderungen in der Geometrie der H(1')-Protonen in

Bezug auf die Punkte hoher Elektronendichte.

Die geometrische Situation ist in Abbildung 5.14 veranschaulicht. Im Folgenden werden

drei mögliche Reorientierungen im Vergleich zur Kristallstruktur des Proteins vorgestellt,

welche die e�ektive Hyperfeinkopplung des vermessenen Protons verändern:

� Ein Drehung um die Achse C(1')-N(10) (Variation des Diederwinkels ϕ = 6,2◦).

� Eine Verkippung am Punkt C(1'), also eine Veränderung des Winkels N(10)-C(1')-

C(2') (Variation des Kippwinkels θ = 117,87◦).

� Eine Verkippung der N(5)-C(1') Verbindungsachse am Angelpunkt N(5) innerhalb

der Ebene des Isoalloxazinringes (Variation des Winkels χ = 120,42◦).

Diese drei Winkel sind voneinander linear unabhängig und damit geeignet alle möglichen

Dimensionen der Verkippung zwischen Isoalloxazinring und Ribitylkette des Flavins abzu-
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ϕ2 113,78◦ 115,55◦

δϕ 1,77◦

Abbildung 5.15: Notwendige Rotation und daraus folgende Ein�üsse auf die Hyperfeinkopplung

der beiden C(1')-Protonen, um die beobachtete Verschiebung der äuÿeren H(1')-Kopplung zwi-

schen aufgereinigtem Protein (blau) und Cry-1 in Zellen (rot) mittels einer Veränderung des

Diederwinkels ϕ zu beschreiben.

decken. Eventuell denkbare Stauchungen der Bindung wurden in diesen Untersuchungen

vernachlässigt.

Veränderungen des Diederwinkels ϕ

Wie bereits in den 1960er Jahren bei Untersuchungen an strahlengeschädigten Kristallen

von Heller und McConnell festgestellt wurde [97], läÿt sich der isotrope Anteil der Hyper-

feinwechselwirkung für β-Protonen am C(1') als Funktion des Diederwinkels ϕ annähern

über:

Aiso,i = C0 + C2 cos
2 ϕi (5.1)

Dabei ist ϕ der Winkel zwischen der C(1')-Hi-Bindung und dem 2pz-Orbital des N(10),

wenn beide Geraden auf eine Ebene senkrecht zu der N(10)-C(1')-Bindung projiziert wer-

den (Abbildung 5.15) [97, 98]. Weiterhin konnten theoretische Berechnungen zeigen, daÿ

C0 � C2 gilt, weshalb C0 vernachlässigt werden kann, solange der Winkel ϕi nicht zu nahe

bei 90◦ liegt [96]. Die Kopplungen der beiden β-Protonen an C(1') lassen sich demzufolge

miteinander verknüpfen zu:
Aiso,1

Aiso,2
=

cos2 ϕ1

cos2 ϕ2
(5.2)

Aus der bekannten Kristallstruktur von Cry-1 können die entprechenden Diederwinkel

sowie das Verhältnis der isotropen Hyperfeinwechselwirkungen abgeschätzt werden zu:

ϕ1 ≈ 126,2◦; ϕ2 ≈ −113,8◦;
Aiso,1

Aiso,2
≈ 2,15

Ausgehend von dem in Abschnitt 5.4.4 festgestellten Unterschied von Aiso,1 lassen sich nun

mit Hilfe der Formeln 5.1 und 5.2 die notwendige Variation des Diederwinkels δϕ sowie
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Abbildung 5.16: Abhängigkeit der isotropen Hyperfeinkopplung für die beiden Protonen an C(1')

von der Variation des Kippwinkels θ. Dargestellt sind zusätzlich die linearen Regressionen der

berechneten Punkte und die zum Erhalt der experimentell beobachteten Verschiebung von Aiso,1

notwendige Verkippung.

der vor bzw. nach dieser Drehung erwartete isotrope Kopplungswert des zweiten Protons

an C(1') berechnen:

δϕ = −1,77◦ ∆ |Aiso,2| = +0,49MHz

Die konkreten Werte der Kopplungen und Winkel sowie eine Illustration der geometrischen

Situation sind in Abbildung 5.15 zusammengestellt.

Variation des Kippwinkels θ

Auch eine Variation des Winkels θ (siehe Abbildung 5.14) führt zu einer Veränderung

der isotropen Hyperfeinkopplung. Diese Ein�üsse können jedoch nicht einfach abgeschätzt

werden, so daÿ eine Reihe von dichtefunktionaltheoretischen Berechnungen mit Hilfe des

Computerprogrammes Gaussian [89] durchgeführt wurden. Dabei wurde die Geometrie

des FAD aus der publizierten Kristallstruktur des Cryptochrom-1 als Ausgangspunkt an-

gesetzt, bevor der angegebene Winkel in Schritten von 1◦ um den �natürlichen� Wert von

117,87◦ variiert wurde.

Für die Mehrzahl dieser Strukturen konnte ein vollständiger Satz an ESR-Parametern

berechnet werden. Allerdings führte eine Vergröÿerung von θ um δθ > 3◦ zu einem ergebnis-

losen Abbruch des Programmes, da die notwendigen Konvergenzkriterien zur Berechnung

der orbitalen Besetzung nicht erreicht wurden. Wie im Folgenden zu sehen sein wird, ist

dies aber unkritisch. Auÿerdem ist zu beachten, daÿ die gesamte Proteinumgebung des Ko-

faktors in der Rechnung vollständig vernachlässigt wurde. Eine systematische Abweichung

der ermittelten isotropen Hyperfeinkopplungen von den experimentell bestimmten Werten
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Abbildung 5.17: Abhängigkeit der isotropen Hyperfeinkopplung für die beiden Protonen an C(1')

von der Variation des Kippwinkels χ. Dargestellt sind zusätzlich die linearen Regressionen der

berechneten Punkte und die zum Erhalt der experimentell beobachteten Verschiebung von Aiso,1

notwendige Verkippung.

ist somit nicht verwunderlich. Da das Ziel der Untersuchung aber darin liegt, eine Ver-

änderung in den Kopplungsparametern als Funktion von θ zu berechnen, ist eine geringe

konstante Diskrepanz unerheblich.

In Abbildung 5.16 ist Aiso als Funktion von δθ für beide Protonen an C(1') dargestellt.

Um die experimentell festgestellte Verschiebung der gröÿeren H(1')-Hyperfeinkopplung von

∆Aiso,1 = -0,74MHz zu simulieren, ist eine Verkippung des Isoalloxazinringes δθ notwendig,

welche im Gegenzug zu einer Verringerung der Kopplung des zweiten H(1') führt:

δθ = −1,1◦ ∆ |Aiso,2| = −0,20MHz

Veränderung des Kippwinkels χ

Äquivalent zu dem soeben behandelten Vorgehen bei der Variation von θ kann auch die

Veränderung des Winkels χ gegenüber seinem Kristallstrukturwert von χ = 120,42◦ analy-

siert werden. Die Ergebnisse der Berechnungen sind in Abbildung 5.17 zusammengestellt.

Die für ∆Aiso,1 = −0,74MHz notwendige Verkippung und die daraus resultierende Verän-

derung von Aiso,2 ergibt sich demnach zu:

δχ = +1,37◦ ∆ |Aiso,2| = +0,15MHz

Zusammenfassung

Alle drei betrachteten Reorientierungen sind in der Lage die beobachtete Verschiebung der

isotropen Hyperfeinkopplung des �gröÿeren� H(1') mittels verhältnismäÿig kleiner Win-
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kelvariationen zu reproduzieren. Allerdings ist festzustellen, daÿ in jedem Fall auch eine

Verschiebung der Kopplung des zweiten H(1') zu erwarten wäre.

Im Falle der Veränderung des Diederwinkels ϕ beträgt dieser Unterschied mehr als ein

halbes Megahertz. Wenn die Anisotropie des zugehörigen Tensors vergleichbar derjenigen

für das sichtbare erste H(1') ist, so wird die Verschiebung um rund +0,5MHz für spektrale

Anteile im Bereich von 2MHz bis 7MHz erwartet. Eine solche Signalverschiebung ist in den

Spektren in Abbildung 5.12 (Seite 83) nicht zu beobachten. Deshalb kann die Veränderung

der Verdrehung des Isoalloxazinringes gegenüber der Ribitylkette als alleinige Ursache für

die vermessenen Unterschiede innerhalb der ENDOR-Spektren ausgeschlossen werden.

In den Untersuchungen zur Veränderung der Winkel θ und χ wird eine zusätzliche Ver-

schiebung um −0,2 bzw. +0,15MHz prognostiziert. Tatsächlich können in den Experi-

menten kleine Unterschiede im RF-Bereich um 140,5 und 145MHz festgestellt werden.

Allerdings sind diese nur in den Spektren bei Bmax+15G und Bmax+30G nicht allein über

die Verschiebung der �äuÿeren� H(1')-Kopplung vollständig simulierbar. Wenn in diesem

Zusammenhang die generell schwierige Reproduktion der experimentellen Ergebnisse reka-

pituliert wird, so ist es angebracht festzustellen, daÿ die postulierte Hyperfeinkopplungs-

verschiebung des �inneren� H(1') in den vermessenen Spektren nicht belastbar identi�ziert

werden kann.

Aufgrund der Unabhängigkeit der drei betrachteten Winkel untereinander (bei kleinen

Veränderungen) ist es möglich eine Linearkombination zu �nden, bei welcher die Verschie-

bung der gröÿeren H(1')-Kopplung reproduziert wird und die kleinere Kopplung unver-

ändert bleibt. Da die Ein�üsse der behandelten Winkelvariationen aber nicht notwendi-

gerweise orthogonal sind, ist eine anschlieÿende Veri�kation des gefundenen Ergebnisses

mittels DFT-Berechnungen notwendig. Zur Vereinfachung des Sachverhaltes wird der Di-

ederwinkel ϕ = −126,22◦ im Folgenden konstant gehalten.10 Aus den in Abbildung 5.16

und 5.17 angegebenen Regressionsgeraden lassen sich dann für die Bedingungen

∆ |Aiso,1| = −0,74MHz und ∆ |Aiso,2| = 0MHz (5.3)

die notwendigen Variationen zu δθ = −0,465◦ und δχ = 0,776◦ abschätzen.

Berechnungen der Hyperfeinkopplungen mittels Gaussian in der Umgebung dieser Werte

liefern als beste Übereinstimmung:

∆ |Aiso,1| = −0,740MHz

∆ |Aiso,2| = 0,004MHz

unter
δθ = −0,44◦

δχ = 0,74◦
(5.4)

Der Ein�uÿ dieser Reorientierung auf die Hyperfeinkopplungen der anderen beobach-
10Dieses Vorgehen wird mit dem erheblichen Ein�uÿ der Variation von ϕ auf Aiso,2 begründet, ist aber

insofern etwas problematisch, als daÿ der Diederwinkel üblicherweise der am wenigsten feste Parameter
in derartigen Molekülen ist.
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Abbildung 5.18: W-Band-ENDOR-Spektren für verschiedene Proben des aufgereinigten Proteins.

Alle Spektren wurden bei der Feldposition des Signalmaximums aufgenommen. Zum Vergleich ist

das ENDOR-Spektrum einer Ganzzellprobe mit eingezeichnet.

teten Protonen beträgt +0,008MHz (H(8α)), −0,03MHz (H(6)) und +0,12MHz (H(5)).

Diese Veränderungen liegen deutlich unterhalb der experimentellen Au�ösung. Die soeben

diskutierte geometrische Variation ist somit eine mögliche Erklärung der vorgestellten Be-

obachtungen. Darüber hinaus gehende Entscheidungen sind mit den im Rahmen dieser

Arbeit zur Verfügung stehenden Mitteln nicht möglich.

5.4.6 Test verschiedenener Hypothesen zur Ursache der Reorientierung

Wenn die beobachteten Unterschiede in den ENDOR-Spektren zwischen aufgereinigtem

Protein und ganzen Zellen ihre Ursache in geringfügigen Veränderungen der Konformation

des Flavins haben, so ist es von biologischem Interesse die Ursache dieser Veränderung

zu ermitteln. Eine Möglichkeit liegt dabei in kleinen globalen Verschiebungen, welche,

ausgelöst durch die unterschiedliche Zusammensetzung des umgebenden Mediums, zu ge-

ringen Reorientierungen des Flavins führen. Vom physiologischen Standpunkt aus deutlich

interessanter ist allerdings eine Verkippung des Isoalloxazinringes aufgrund der Wechsel-

wirkung mit einem an das Cryptochrom bindenden Substrat. Tatsächlich besitzt Cry-1

eine Bindungstasche, welche in Photolyasen zur Fixierung der zu reparierenden DNA be-

nutzt wird. Diese Tasche endet an dem Kanal, welcher zur Bindungsstelle des FAD führt,

so daÿ der DNA-Schaden in Photolyasen sehr nah am Isoalloxazinring des Flavins zu lie-

gen kommt. Auÿerdem konnten Weber et al. an E. coli DNA-Photolyase bereits zeigen,
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daÿ diese Bindung von strahlengeschädigter DNA zu meÿbaren Verschiebungen der im

ENDOR-Spektrum beobachteten Signale führen kann [99].

Daher ist auch für den hier vorliegenden Fall die Bindung einer niedermolekularen Sub-

stanz derart vorstellbar, daÿ eine entsprechende Verdrehung des Flavins erfolgt. Die Bin-

dung eines gröÿeren Objektes, wie beispielsweise eines anderen Proteins, erscheint insofern

unwahrscheinlich, als daÿ ein Vordringen dieses Objektes bis zu dem Kofaktor aufgrund

der Dimensionen des Zugangskanals fragwürdig ist.11

Von AtCry-1 ist eine Bindung von ATP (unter Anwesenheit von Mg) bekannt [33,67,68]

und auch eine schwache Bindung von DNA-Fragmenten konnte beobachtet werden [70].

Deshalb wurde das ENDOR-Spektrum an der Feldosition des Signalmaximums für Pro-

teinproben mit 1mM γ-ATP und 2mM Mg2+ bzw. mit 133µM DNA-Fragmenten12 mit

demjenigen des reinen Proteins verglichen. Auÿerdem wurde der Ein�uÿ von Glyzerin auf

das ENDOR-Spektrum untersucht. Da eine erhebliche Verzerrung der orientierungsabhän-

gigen Relaxationszeiten des Radikals durch Glyzerin beobachtet wurde (siehe Abschnitt

5.4.2), wäre eine Modi�kation der vermessenen ENDOR-Spektren bei Anwesenheit von

Glyzerin denkbar. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 5.18 gezeigt.

Zusammenfassend läÿt sich sagen, daÿ weder die Abwesenheit von Glyzerin noch die Bin-

dung von ATP oder DNA für die Verschiebung der H(1')-Kopplung in Zellen verantwortlich

ist.

11Eine Protein-Protein-Bindung, welche die globale Struktur des Cryptochroms genau so verschiebt, daÿ
der FAD-Kofaktor die vorgeschlagene Verkippung durchführt, ist natürlich ebenfalls denkbar, entspre-
chende Untersuchungen würden aber den Rahmen dieser Arbeit sprengen.

12Einsträngige, unbeschädigte DNA-Fragmente mit jeweils 12 zufälligen Nukleotiden. In den biochemischen
Bindungsexperimenten konnte kein Unterschied zwischen normaler und strahlungsgeschädigter DNA
beobachtet werden [70].
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Kapitel 6

Untersuchungen zum Elektronentransfer

mittels transienter ESR-Spektroskopie

6.1 Überblick

Mit Hilfe der transienten ESR ist es grundsätzlich möglich auftretende paramagnetische

Spezies mit einer Zeitau�ösung von etwa 10 ns zu detektieren. Mit dem hier genutzten

Aufbau lag die zeitliche Au�ösung in der Gröÿenordnung von ∼500 ns. Während das vor-

herige Kapitel der Untersuchung des (physiologisch auf der Minutenzeitskala) stabilen Fla-

vinradikals gewidmet ist, liegt der Fokus des folgenden Abschnittes auf der Analyse des

Dublettpaarzustandes, welcher mit der Bildung des FADH•-Radikals verknüpft ist. Den

durchgeführten Experimenten lagen dabei folgende Fragestellungen zu Grunde:

� Existiert in AtCry-1 ein hinreichend spinpolarisiertes Dublettpaar/Radikalpaar, um

es mittels transienter ESR zu detektieren? Wenn ja, welche Lebensdauer besitzt die

Spinpolarisation und auf welcher Zeitskala wird das Paar gebildet?

� Wie läÿt sich ein beobachtetes Radikalpaarspektrum interpretieren? Insbesondere:

Welche Partner können zugeordnet werden?

� Ist es möglich ein Modell des sequenziellen Elektronentransfers aufzustellen? Welche

Implikationen für die Funktionsweise des Proteins als Lichtrezeptor lassen sich daraus

ableiten?

In einem ersten Schritt wurde dazu isoliertes Protein des AtCry-1-Wildtyps bei ver-

schiedenen Temperaturen vermessen (Abschnitt 6.2). Um die Rolle einzelner Aminosäuren

während des Elektronentransfers zu isolieren, erfolgte danach eine Untersuchung zweier

Mutatanten des Proteins, bei denen jeweils ein Tryptophan in der potentiellen Elektro-

nentransferkette ersetzt wurde (Abschnitt 6.3). Nach der Darstellung der Meÿergebnisse

bildet der Vorschlag einer Interpretation der Beobachtungen den Abschluÿ des Kapitels.
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6.2 Transiente ESR-Messungen an Wildtyp-AtCry-1

Das mit Oxidationsmittel und Gefrierschutz versehene (siehe Abschnitt 4.1.2) AtCry-1-

Protein wurde bei acht verschiedenen Temperaturen zwischen 40K und 274K untersucht.

Die Spektren der Messungen zwischen 40K und 200K sind in Abbildung 6.1 gezeigt. Da

es nicht möglich war ein ESR-Signal des Dublettpaares in �üssiger Lösung zu detektieren,

können keine Ergebnisse für die Untersuchung bei 260K und 274K vorgestellt werden.

Diese ist erstaunlich, weil bereits transiente Raumtemperatur-ESR-Messungen an struktu-

rell sehr ähnlichen Photolyasen [62] und DASH-Cryptochromen [36,64] publiziert wurden.

In diesem Zusammenhang ist zu betonen, daÿ die Probe aufgrund der Zugabe von 20%

Glyzerin bereits bei etwa 240K zu schmelzen beginnt.

Zur besseren Veranschaulichung der im Folgenden zusammengefaÿten Eigenschaften der

Spektren sind exemplarisch für die Messungen bei 80K und 160K in Abbildung 6.2 ent-

sprechende zweidimensionale Schnitte in Richtung der Magnetfeldachse zu verschiedenen

Zeiten nach dem Laserpuls aufgetragen. Dabei zeigt sich, daÿ die Basislinie des Spektrums

bei 80K mit leicht positivem Anstieg geneigt vorliegt. Zur Diskussion dieser Beobachtung

siehe die Ausführungen zum Flavintriplett in Abschnitt 6.3 auf Seite 106.

Die dargestellten Spektren zeigen zwei au�ällige spektrale Charakteristiken mit jeweils

entgegengesetztem Polarisationsmuster. Einerseits existiert ein Anteil mit einem Abstand

zwischen Emissions- und Absorptionsmaximum von etwa 44G, bei welchem die induzierte

Emission auf der Niederfeldseite auftritt. Andererseits ist ein Signal mit einer Aufspaltung

der Maxima von 20G, in dem die Absorption bei niedrigeren Feldern beobachtet wird,

zu erkennen. Beide Spektren sind annähernd um ein gemeinsames Zentrum bei g ≈ 2,003

positioniert. Es fällt auf, daÿ derjenige Anteil mit der gröÿeren Aufspaltung bereits bei

niedrigeren Temperaturen sichtbar ist, während die zweite Komponente in den Messun-

gen bei 40K bzw. 80K kaum beobachtet werden kann. Mit fortlaufender Erwärmung der

Probe verschiebt sich das Verhältnis der Signalintensitäten jedoch zugunsten des Anteiles

mit kleinerer Aufspaltung, wobei die Messung bei 240K aufgrund des dort einsetzenden

Phasenüberganges eine Sonderstellung einnimmt.

Neben diesen beiden dominanten Signalen, kann ein zusätzlicher kleiner E�ekt im Spek-

trum bei 80K beobachtet werden: In diesem Datensatz �ndet sich ein weiteres Signal, das

im Feldbereich zwischen 3450G und 3470G auftritt. Dies ist in etwa die selbe Region, in

welcher bei höheren Temperaturen das bereits angesprochene, au�ällige A/E-Muster vor-

liegt. Allerdings zeigt das Teilsignal bei 80K gegenüber diesem einige Unterschiede: Erstens

wird sein Auftreten erst bei Zeiten oberhalb von etwa 3,5µs beobachtet, zweitens ist die

Polarisation derjenigen des inneren Spektrums bei höheren Temperaturen entgegengesetzt

und drittens ist die vorliegende Aufspaltung um rund ein Drittel kleiner als 20G. Ein ähnli-

cher Beobachtung ist ebenfalls in dem Spektrum bei 240K festzustellen. Auch dort hat sich

die Phase der zentralen Komponente im Vergleich zu den Messungen bei 120K bis 200K
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Abbildung 6.1: Transiente ESR-Spektren des Wildtyp-AtCry-1 für verschiedene Temperaturen.

Für T > 240K konnte kein Signal beobachtet werden, grundlegende Veränderungen im Bereich

des Phasenüberganges von fest nach �üssig zeigen sich bereits im Spektrum für 240K (unten

rechts). Die Messung bei 260K und 274K zeigen keinerlei Signal und sind daher hier nicht

wiedergegeben.
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Abbildung 6.2: Transiente ESR-Spektren des Wildtyp-AtCry-1 für verschiedene Wartezeiten nach

dem Laserblitz für 80K (oben) und 160K (unten). Die dargestellten Graphen entsprechen Schnit-

ten des zweidimensionalen Teppichs in Richtung der Magnetfeldachse.
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Abbildung 6.3: Spektrale Komponenten des transienten ESR-Spektrums des AtCry-1-Wildtyps.

Links: ESR-Spektrum 1 µs nach dem Laserblitz (schwarz) sowie seine Aufspaltung in ein Tief-

temperatursignal (TT; blau) und ein Hochtemperatursignal (HT; rot). Es wurden zwei unter-

schiedliche Aufspaltungen durchgeführt; die Zahl hinter dem Bezeichner gibt die Wartezeit nach

der Beleuchtung (in µs) zur Isolation des TT-Spektrums an. Rechts: Anteile des TT- bzw. HT-

Spektrums am Gesamtsignal 1,5 µs nach dem Laserblitz für verschiedene Temperaturen.

scheinbar umgedreht und die Aufspaltung ist etwas reduziert. Aufgrund der zu geringen

Signalintensität erfolgt in der vorliegenden Arbeit keine nähere Analyse dieser spektralen

Komponente, im Rahmen der Interpretation der Ergebnisse wird jedoch auf die Existenz

dieses bei 80K schwach und verzögerten, bei 240K dominierenden Signals zurückgegri�en

werden.

6.2.1 Isolation der spektralen Anteile

Wie soeben festgestellt wurde, lassen sich in den in Abbildung 6.1 bzw. 6.2 dargestellten

Meÿergebnissen zwei dominante spektrale Komponenten feststellen. In Abbildung 6.3 ist

die Isolation dieser beiden Anteile zu sehen. Dabei wurde das ESR-Signal der Messung

bei 80K als Tieftemperatursignal (TT) übernommen, während sich das korrespondierende

Hochtemperatursignal (HT) als Di�erenz aus dem 160K-Spektrum (1,5µs nach der Licht-

anregung) und dem skalierten TT-Signal ergibt.1 Trotzdem ist die Isolation der beiden

Anteile nicht eindeutig: Die genauere Betrachtung der Meÿergebnisse für 80K, kurz nach

dem Lichtblitz, führt zu der Erkenntnis, daÿ ein Unterschied in der Form des Spektrums

zwischen t = 0,5µs und t = 1,0 µs besteht. Eine Bewertung dieses Sachverhaltes erfolgt im

Abschnitt zur Analyse der Einzelkomponenten (6.2.2), vorerst ist es aber notwendig eine

Fallunterscheidung durchzuführen. Deshalb sind in der Abbildung jeweils zwei mögliche

Spektren für jede der beiden Komponenten dargestellt: Die angehängte Zahl bezeichnet

1Eine Verwendung des 40K-Spektrums zur Bestimmung des TT-Signals führt zu den gleichen Resultaten,
allerdings mit deutlich schlechterem Signal/Rausch-Verhältnis.
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Abbildung 6.4: Zeitverhalten der beiden Komponenten (TT und HT) für verschiedene Tem-

peraturen. Links: Darstellung der Anteile der Einzelkomponenten am gemessenen Signal als

Funktion der Zeit nach dem Laserblitz. Die Graphen wurden zur besseren Vergleichbarkeit für

jede Komponente auf jeweils gleiche Höhen skaliert. Rechts: Zusammenfassung der Zeiten des

Signalmaximums sowie der Halbwertszeit des Signalabfalls. Alle Angaben in µs.

die Wartezeit nach der Lichtanregung, für welche das TT-Spektrum isoliert wurde.2

Im Folgenden wird davon ausgegangen, daÿ diese beiden Komponenten zu zwei ver-

schiedenen Dublettpaaren gehören, von denen ein Partner jeweils das Flavinradikal ist.

Auÿer durch das unterschiedliche Temperaturverhalten wird dieser Ansatz auch durch die

Kinetiken der Signale gerechtfertigt. Während das Signalmaximum des TT-Spektrums be-

reits etwa 1,45µs nach der Lichtanregung auftritt, wird das Maximum des HT-Signals erst

0,25 bis 0,45 µs später beobachtet (Abbildung 6.4) und die Konstanten der Signalabfälle

variieren etwa um einen Faktor 2.

6.2.2 Analyse und Simulation der spektralen Komponenten

Voruntersuchungen

Der Radikalpaarpartner des Flavins wird aufgrund der beobachteten Form des Spektrums

sowie der publizierten Ergebnisse für AtCry-1 und andere Proteine der Familie einem

Tryptophan zugeordnet [3,36,37,62�64].3 Desweiteren gehen alle folgenden Betrachtungen

von einer Erzeugung des Dublettpaars aus dem Singulettzustand des Flavins aus [46, 47].

Nachdem die Hauptwerte der g-Matrix und die wesentlichen Hyperfeinkopplungen für das

Flavin- und Tryptophanradikal bekannt sind (siehe Abschnitt 2.2.4), und die Orientierung

der beiden Radikalpaarpartner zueinander keinen im Rahmen der Meÿau�ösung beob-

achtbaren Ein�uÿ auf die spinpolarisierten Spektren hat, bleiben als zu untersuchende

2Das HT-Spektrum berechnet sich daraus wie zu Beginn des Absatzes beschrieben.
3Zur Diskussion der von Brettel et al. verö�entlichten Beobachtung eines Tyrosin-Radikals in AtCry-1
siehe Abschnitt 7.3 auf Seite 124.
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Abbildung 6.5: Simulationen zur Abhängigkeit des spinpolarisierten Dublettpaarspektrums von J

und D. Der Winkel β beträgt in allen Simulationen 100◦ (Position des energetischen Minimums

laut [71]). Bei groÿen Werten der Austauschwechselwirkung ist die Höhe der dipolaren Kopplung

nahezu irrelevant für das zu erwartende Spektrum, während bei sehr kleinen J-Kopplungen eine

entsprechende Wahl von D sogar zu einer Verschiebung des Polarisationsmusters (E/A → A/E)

führt (links oben). Im Falle sehr groÿer Austauschkopplungen kann im Zentrum des Spektrums

ein scheinbar isoliertes Teilsignal beobachtet werden (rechts unten, markiert). Man beachte die

unterschiedlichen Skalierungen der Ordinaten.

Gröÿen hauptsächlich die Werte der dipolaren Wechselwirkung D und der Austauschwech-

selwirkung J übrig. Darüber hinaus ist der Ein�uÿ des Winkels β, des Diederwinkels der

β-Protonen des Trp, zu analysieren. Letzteres ist notwendig, da die Hyperfeinkopplung

der entsprechenden Protonen erheblich von diesem Parameter abhängt (vergleiche dazu

Abbildung 2.10 auf Seite 18 bzw. [71]).

Die Abbildungen 6.5 und 6.6 zeigen einige simulierte Spektren zur Illustration der auf-

tretenden Abhängigkeiten. Es wird deutlich, daÿ der Ein�uÿ von D für gröÿere J schnell

vernachlässigbar wird.4 In diesem Zusammenhang sind auch die bekannten Abstandsabhän-

gigkeiten für die dipolare Wechselwirkung (∼ 1/r3) und die Austauschkopplung (∼ e−βr)

zu beachten: Für reduzierte Abstände r der beiden Radikalpaarpartner wächst J sehr viel

4Dies wird bereits bei der Betrachtung der Gleichung 3.49 auf Seite 37 klar.
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Abbildung 6.6: Simulationen zur Abhängigkeit des spinpolarisierten Dublettpaarspektrums von J

und β. Wie bereits aus der Darstellung der Hyperfeinkopplungen als Funktion des Diederwinkels

(Abbildung 2.10 auf Seite 18) deutlich wird, sind die simulierten Spektren symmetrisch um β ≈
90◦, weshalb darauf verzichtet wurde Ergebnisse für kleinere Winkel darzustellen.

schneller als D, so daÿ der Wert der dipolaren Kopplung für r . 16Å keinen relevanten

Ein�uÿ auf das beobachtete Spektrum mehr hat (Abbildung 6.5).5 Demgegenüber weisen

die Simulationen unabhängig von anderen Parametern immer eine deutliche Sensitivität

gegenüber dem Winkel β auf, da die Kopplungen der beiden H(β)-Protonen im Allgemei-

nen über der experimentellen Linienbreite liegen. Diese Abhängigkeit manifestiert sich im

Wesentlichen in der Höhe (und damit auch der Halbwertsbreite) der äuÿeren Signalanteile

und dem �Durchschwingen� des Signals im Zentrum des Spektrums.

Tieftemperatursignal

Die deutliche Aufspaltung zwischen emissiven und absorptiven Signalbeiträgen in der TT-

Komponente erzwingt die Annahme einer erheblichen J-Kopplung (>7G), der Ein�uÿ der

5Für r = 16Å folgt aus der Punktdipolnäherung D = −6,8G während J auf > 10G abgeschätzt werden
kann [28].
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Abbildung 6.7: Simulation des Spektrums TT-(0,5) mit den angegebenen Werten für J , D und

β. Alle restlichen Parameter (g, A) entsprechen der Zusammenstellung in Abschnitt 2.2.4. Die

räumliche Orientierung der Radikalpaarpartner zueinander wurde aus der Kristallstruktur ent-

nommen (FAD bzw. W377), hat aber keinen meÿbaren Ein�uÿ auf das Ergebnis. Für Abstände

und daraus folgende dipolare Kopplungen gemäÿ der Punktdipolnäherung siehe Tabelle 6.1 auf

Seite 115.

dipolaren Wechselwirkung ist somit klein.6 In Abbildung 6.7 und 6.8 ist der Versuch ei-

ner Simulation der beiden möglichen Tieftemperaturspektren gezeigt. Während TT-(0,5)

gut nachgebildet werden kann, ist es nicht möglich die Signalform in TT-(1,0) korrekt zu

reproduzieren. Abhängig von der konkreten Wahl des Parameters β ergibt sich bei gegebe-

nem Abstand der beiden Maxima entweder ein charakteristisches (aber nicht beobachtetes)

Polarisationsmuster (E/A/E/A) oder die Halbwertsbreite und Form der einzelnen Signa-

le bei 3430G bzw. 3475G unterscheidet sich deutlich von derjenigen des experimentellen

Spektrums.

Aus diesen Betrachtungen muÿ gefolgert werden, daÿ TT-(0,5) und nicht TT-(1,0) das

physikalisch korrekte Einzelspektrum darstellt. Da es auf der anderen Seite einfach möglich

ist TT-(1,0) als Linearkombination von TT-(0,5) und HT-(0,5) darzustellen (siehe Abbil-

dung 6.9) und aus Abbildung 6.2 (rechts) deutlich wird, daÿ selbst für die Spektren bei

40K und 80K ein nicht verschwindender Anteil des Hochtemperatursignals existiert, ist es

naheliegend anzunehmen, daÿ bereits eine Mikrosekunde nach dem Laserblitz eine Über-

lagerung der beiden Komponenten vorliegt. Im Folgenden wird daher nur noch von einem

6Zwar ist es ebenfalls möglich einen solchen E�ekt über groÿe dipolare Kopplungen nachzubilden, aber
aufgrund der Abstandsabhängigkeit fürD bzw. J und der Gröÿenordnung der vermessenen Aufspaltung
(∼40G) muÿ der Abstand r in jedem Fall derart gewählt werden, daÿ die Austauschwechselwirkung
dominiert.
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Abbildung 6.8: Versuch der Simulation des Spektrums TT-(1,0) mit den angegebenen Werten für

J , D und β. Alle restlichen Parameter (g, A) entsprechen der Zusammenstellung in Abschnitt

2.2.4. Die räumliche Orientierung der Radikalpaarpartner zueinander wurde aus der Kristall-

struktur entnommen (FAD bzw. W377), hat aber keinen meÿbaren Ein�uÿ auf das Ergebnis. Von

den beiden vorgestellten Simulationen wird keine als korrekt betrachtet, da entweder die Halb-

wertsbreite der Signale oder der zentrale Bereich nicht einmal annähernd korrekt reproduziert

wird.
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Abbildung 6.9: Darstellung von TT-(1,0) als Linearkombination von TT-(0,5) und HT-(0,5).

103



3400 3420 3440 3460 3480 3500 3520

J = 0,08 G / D = -4 G

J = 0,005 G / D = -5 G

Spektrum HT-(0,5)

J = 0,01 G / D = -7 G

J = 0,03 G / D = -8 G

J = 0,02 G / D = -8 G

E
S

R
-S

ig
n
al

 /
 b

el
. 

E
in

h
ei

te
n

Magnetfeld B / G

β = 82°

Abbildung 6.10: Simulation des Hochtemperaturspektrums. Im Rahmen der Meÿungenauigkeit

lassen sich J und D nur grob abschätzen, wie die unterschiedlichen Simulationen mit den ver-

zeichneten Werten verdeutlichen. Die Kurve für (J = 0,08G; D = -4G) verdeutlicht die Phase-

numkehr der Signale bei kleinen Variationen der Parameter (vergleiche dazu auch Abbildung 6.5

auf Seite 100). Alle nicht angegebenen Parameter (g, A) entsprechen der Zusammenstellung in

Abschnitt 2.2.4. Die räumliche Orientierung der Radikalpaarpartner zueinander wurde aus der

Kristallstruktur entnommen (FAD bzw. W379), hat aber keinen sichtbaren Ein�uÿ auf das Er-

gebnis. Für Abstände und daraus folgende dipolare Kopplungen gemäÿ der Punktdipolnäherung

siehe Tabelle 6.1 auf Seite 115.

TT- oder HT-Signal die Rede sein, gemeint ist in jedem Fall TT-(0,5) bzw. HT-(0,5).

Hochtemperatursignal

Um die im Vergleich zu Photolyasen ungewöhnliche Polarisation des HT-Signals (Absorp-

tionsmaximum im Niederfeldbereich, Emission bei höheren Feldern) zu simulieren ist eine

Reihe von Ansätzen denkbar:

� Wenn der Vorläuferzustand des Dublettpaars nicht als Singulett sondern als Triplett

vorliegt, so dreht sich die Polarisation der beobachteten Übergänge in erster Nähe-

rung um. Dies gilt nur unter der Annahme einer Gleichverteilung der Population der

Triplettenergieniveaus exakt (Abschnitt 3.5), welche unter den vorherrschenden Be-

dingungen (T , B0) nicht gerechtfertigt ist.7 Doch selbst unter Vernachlässigung dieses

7Da das angeregte Flavin als Vorläufer des untersuchten Dublettpaars im Singulettzustand erzeugt wurde
und die Spin-Gitter-Relaxation des Systems bei den betrachteten Temperaturen in der Gröÿenordnung
einiger hundert Mikrosekunden liegt, das beobachtete Signal aber bereits unter 2µs nach der optischen
Anregung auftritt, müÿte ein möglicher Triplettzustand des Dublettpaars zum Zeitpunkt der Messung
noch stark spinpolarisiert, also weit entfernt von einer Gleichverteilung, vorliegen.
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Einwandes spricht auch die gleichzeitige Beobachtung des HT-Signals zusammen mit

dem TT-Spektrum gegen die Hypothese eines spinkorrelierten Radikalpaars im Tri-

plett: Es ist unwahrscheinlich, daÿ die beiden zeitlich stark überlappenden Signale

TT und HT aus verschiedenen Vorläuferzuständen entstammen.

� Für sehr groÿe Austauschkopplungen ist ein Verschwinden der Hauptkomponenten

des Signals aus dem vermessenen Feldbereich denkbar. In diesem Fall zeigt die Simu-

lation, daÿ die im Zentrum des Spektrums verbleibenden Anteile eine zu den Haupt-

maxima entgegengesetzte Polarisation aufweisen (Abbildung 6.5; rechts unten). Dem-

gegenüber sind zwei Argumente zu bedenken: Erstens ist auch bei der Messung über

einen weiten Feldbereich von 2600G bis 4400G kein weiteres Signal zu sehen (Abbil-

dung 6.14) und zweitens liegt die Intensität der erwarteten �inneren� Komponenten

bei noch gröÿeren Aufspaltungen um mindestens zwei bis drei Gröÿenordnung unter

derjenigen der Hauptmaxima bei kleinen Austauschkopplungen. Möglicherweise ist

J tatsächlich so groÿ, daÿ die dominanten Anteile des Spektrums erst bei Feldern

unter 2600G bzw. über 4400G auftreten, angesichts des insgesamt verhältnismäÿig

schwachen Signals dürften die zentralen spektralen Anteile dann aber nicht meÿbar

sein, wenn das vorhandene Rauschniveau berücksichtigt wird.

� Sofern J deutlich kleiner als D ist, tauschen die emissiven und absorptiven Anteile

ebenfalls ihre Position. Dies wird leicht aus den in der Einleitung angegebenen Bezie-

hungen klar (siehe Gleichung 3.49 auf Seite 37); Abbildung 6.5 (links oben) auf Seite

100 veranschaulicht diesen E�ekt. Wegen der unterschiedlichen Abstandsabhängig-

keit der beiden Kopplungen ist es theoretisch möglich solche Positionen von FAD

und Trp zu konstruieren, bei denen diese Bedingung erfüllt ist.

Als einzig plausible Möglichkeit soll nun der im dritten Punkt skizzierte Gedankengang

umgesetzt werden. In Abbildung 6.10 ist die Simulation des HT-Spektrums zusammen mit

den dafür verwendeten Parametern dargestellt. Hierbei zeigt sich die Unmöglichkeit der

de�nitiven Bestimmung von J oder D bei dem vorliegenden Signal/Rausch-Verhältnis.

Deshalb kann nur festgestellt werden, daÿ J unterhalb von 0,05G und |D| oberhalb von

5G liegen muÿ.

6.2.3 Vorläu�ge Interpretation

Wie bereits mehrfach festgestellt wurde, existieren Verö�entlichungen, welche die Trennung

von Elektron und Loch über die konservierte Tryptophankette

FAD←W400←W377←W324

nachweisen [37�39,72]. Daher ist es naheliegend das gemessene Signal mit FADH•�W324•

zu identi�zieren. Dieser Ansatz funktioniert allerdings ausschlieÿlich bei einer Zuordnung

des W324 zum HT-Spektrum, da es nicht möglich ist die groÿe Aufspaltung des TT-Signals
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zu reproduzieren: Der aus der Kristallstruktur ermittelte Abstand der Radikalzentren liegt

bei rund (19 ± 3)Å, wodurch J mit höchstens 2G angenähert werden kann, was selbst

unter günstiger Wahl des Diederwinkels der β-Protonen des Trp bei weitem nicht ausreicht

um die beobachtete Aufspaltung von 40G zu simulieren.

Wenn FADH•�W324• mit dem HT-Signal assoziiert wird, so bleibt als möglicher Kandi-

dat für das TT-Signal nur noch das Radikalpaar FADH•�W377•, sofern die vorgeschlagene

Transferkette nicht verlassen wird. Da die Rate des Elektronentransfers temperaturabhän-

gig sein kann [82, 100], ist eine Verringerung der Wahrscheinlichkeit des Elektronentrans-

portes zwischen W377 und W324 bei niedrigen Temperaturen denkbar. Jedoch kann nicht

ausgeschlossen werden, daÿ der Elektronentransport im Protein bei tiefen Temperaturen

(<200K) möglicherweise völlig unabhängig von der vorgestellten Tryptophankette statt-

�ndet. Beispielsweise wäre eine Ladungstrennung über den Adeninrest und verschiedene

aromatische Aminosäuren auf der dem Flavin abgewandten Seite der FAD-Bindungstasche

möglich. Desweiteren be�ndet sich in unmittelbarer Nähe der mutmaÿlichen Transferkette

ein weiteres Tryptophan (W379; siehe Abbildung 6.17 auf Seite 114), dessen Abstand zum

Zentrum des Flavinradikals rund 17Å beträgt. Aufgrund der Geometrie der Situation ist

eine Elektronen- bzw. Lochbewegung über diesen Punkt nicht auszuschlieÿen.

Zur Klärung des Problems der Zuordnung der Radikalpaarpartner erfolgte deshalb eine

Untersuchung zweier Mutanten des AtCry-1, in denen jeweils entweder das innerste (W400)

oder äuÿerste (W324) Tryptophan der Kette durch ein redoxinertes Phenylalanin ersetzt

wurde.

6.3 Messungen an den Mutanten W324F und W400F,

Vergleich mit dem Wildtyp

Das transiente ESR-Signal der beiden vorliegenden Mutanten W324F und W400F wurde

bei unterschiedlichen Temperaturen (80K, 120K, 160K) aufgenommen. Die entsprechen-

den zweidimensionalen Darstellungen sind in Abbildung 6.11 zu sehen. Abbildung 6.12 und

6.13 zeigen auÿerdem eine Reihe von magnetfeldabhängigen Spektren zu unterschiedlichen

Zeiten nach der Lichtanregung für die Messungen bei 80K und 160K. Darüber hinaus wur-

den die Experimente mit einem sehr breiten beobachteten Magnetfeldbereich wiederholt,

um Klarheit über die Existenz eventuell weit auÿen liegender spektraler Komponenten

(hohe Aufspaltung durch groÿe J-Kopplungen) sowie über das Aufreten eines ESR-aktiven

Flavin-Tripletts zu erhalten. In Abbildung 6.14 (S. 110) sind die entsprechenden Ergebnis-

se bei zwei Temperaturen, sowohl für die beiden untersuchten Mutanten, als auch für das

Wildtypprotein, dargestellt.

Während die gezeigten Graphen der W324F-Mutante eine umfangreichere Diskussion be-

nötigen, ist leicht ersichtlich, daÿ die Messungen an der W400F-Mutante bis auf insgesamt
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Abbildung 6.11: Transiente Spektren der untersuchten AtCry-1-Mutanten für verschiedene Tem-

peraturen.

107



3390 3410 3430 3450 3470 3490 3510
Magnetfeld B/G

0,5 μs

0 μs

1 μs

2 μs

4 μs

8 μs

W324F: 80 K

0,5 μs

0 μs

1 μs

2 μs

4 μs

8 μs

160 K

Abbildung 6.12: Transientes ESR-Spektrum der W324F-Mutante für verschiedene Wartezeiten

nach dem Laserblitz für 80K (oben) und 160K (unten). Die dargestellten Graphen entsprechen

Schnitten des zweidimensionalen Teppichs in Richtung der Magnetfeldachse.
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W400F: 80 K
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Abbildung 6.13: Transientes ESR-Spektrum der W400F-Mutante für verschiedene Wartezeiten

nach dem Laserblitz für 80K (oben) und 160K (unten). Die dargestellten Graphen entsprechen

Schnitten des zweidimensionalen Teppichs in Richtung der Magnetfeldachse. Für eine Erklärung

des au�älligen Versatzes der Basislinie siehe die Ausführungen in Abschnitt 6.3.
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Abbildung 6.14: Transiente Spektren der untersuchten AtCry-1-Mutanten sowie des Wildtyps

(WT) über einen weiteren Feldbereich und bei zwei verschiedenen Temperaturen. Das breite, bei

etwa 2900G negativ startende und dann bis rund 4000G gleichmäÿig ansteigende Signal kann

mit einem Flavin-Triplett assoziiert werden (vergleiche Abbildung 2.7 auf Seite 12).
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schwächere Signalintensitäten eine au�ällige Ähnlichkeit zu den Spektren des Wildtyppro-

teins aufweisen. Lediglich in den Darstellungen mit weitem Magnetfeldbereich (Abb. 6.14)

können Unterschiede im Auftreten eines Flavin-Tripletts festgestellt werden: Sowohl bei den

Proben mit nativem AtCry-1, als auch bei denjenigen mit AtCry-1-W324F, ist ein entpre-

chendes Signal nur bei tiefen Temperaturen (80K), und zudem nur sehr schwach, sichtbar.

Dies entspricht dem erwarteten Verhalten, wenn die Geschwindigkeit der Trennung des

Dublettpaars mit sinkender Temperatur nachläÿt, so daÿ ein Singulett-Triplett-Übergang

des lichtangeregten FAD erfolgen kann. Demgegenüber zeigen die Spektren der W400F-

Mutante des Proteins bei beiden betrachteten Temperaturen einen relativ zum restlichen

Signal deutlich stärkeren FAD-Triplett-Anteil.

Bei der Betrachtung der Spektren des W400F sowie derjenigen des Wildtypproteins bei

niedrigen Temperaturen ist zu bedenken, daÿ die Existenz des Flavintriplettsingnals zu ei-

ner diagonalen Basislinie im Feldbereich der untersuchten Signalanteile (3400G. . . 3500G)

führt. Dieser E�ekt kann teilweise deutlich als Versatz in der Lage des Rauschniveaus

zwischen linker und rechter Seite des Spektrums beobachtet werden.

Aufgrund der Ergebnisse der Messungen über einen weiten Magnetfeldbereich ist zu-

dem festzustellen, daÿ in keinem der aufgenommenen Spektren ein zusätzliches Signal mit

groÿer Aufspaltung zwischen Feldposition des Maximums der Emission und Absorption

beobachtet werden kann. Ein derartiger Anteil kann demnach höchstens unterhalb von

2600G und/oder oberhalb von 4400G existieren

6.3.1 Untersuchungen zu den Spektren der W324F-Mutante

Die Spektren der W324F-Mutante zeigen einige Ähnlichkeiten zu denjenigen des Wildtyps,

insbesondere was die Position der auftretenden Minima und Maxima betri�t, die relativen

Signalstärken der einzelnen Komponenten zueinander weisen jedoch ein deutlich abwei-

chendes Verhalten auf. In einem ersten Schritt zur Klärung dieses Sachverhaltes wurde

eine Singulärwertzerlegung der drei zweidimensionalen Spektren des mutierten Proteins

durchgeführt.8 Während dieser Prozeÿ für die Meÿwerte bei 80K kein befriedigendes Er-

gebnis liefert, ergibt die Analyse der beiden anderen Spektren ein sehr ähnliches Resultat:

Es zeigen sich drei linear unabhängige Vektoren (A, B, C) mit Singulärwerten oberhalb des

Rauschniveaus. Abbildung 6.15 veranschaulicht das Ergebnis für die Meÿwerte bei 160K

und 120K.

Zur korrekten Interpretation dieser Beobachtungen ist hervorzuheben, daÿ die Ergebnisse

einer Singulärwertzerlegung im Allgemeinen nicht mit den physikalisch tatsächlich unab-

hängigen Komponenten übereinstimmen, sondern lediglich eine mögliche Basis darstellen.

Daher ist es hilfreich zu ermitteln, ob sich die in Abschnitt 6.2 isolierten Teilspektren des

Wildtyp-AtCry-1 als Linearkombination der soeben vorgestellten Komponenten A, B und

8Für Erläuterungen und Beispiele zur Singulärwertzerlegung siehe z.B. [101,102].
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Abbildung 6.15: Singulärwertzerlegung der Spektren des AtCry-W324F für 120K (rot) und 160K

(blau). Dargestellt sind die einzelnen Vektoren der U-Matrix (links; korrespondiert mit den �Spek-

tren�) und V-Matrix (rechts; korrespondiert mit dem jeweiligen Zeitverhalten) für die drei über

dem Rauschniveau liegenden Singulärwerte (120K: S = (0,241; 0,066; 0,029 | 0,008; 0,006;

0,006); 160K: S = (0,318; 0,101; 0,026 | 0,005; 0,005; 0,004)). In den Graphen sind die Auto-

korrelationskoe�zienten der einzelnen Vektoren farbig eingetragen.

112



3400 3410 3420 3430 3440 3450 3460 3470 3480 3490 3500 3510

Wildtyp

W324F (160 K)

W324F (120 K)

TT - Komponente

Überrest des Spektrums

HT - Komponente

E
SR

-S
ig

na
l 

/ 
be

l.
 E

in
he

ite
n

Magnetfeld B / G

TT-Spektrum HT-Spektrum

120K

A 0,032 -0,063

B -0,083 -0,612

C -0,885 0,325

160K

A 0,120 0,010

B -0,362 -0,386

C -0,518 0,604

Abbildung 6.16: Links: Nachbildung der zuvor am Wildtypprotein de�nierten TT- und HT-

Spektren (grün) als Linearkombination der per Singulärwertzerlegung ermittelten Komponenten

des W324F für 120K (rot) und 160K (blau) (vergleiche Abbildung 6.15). Im oberen Bereich

ist der nach Abzug der beiden bekannten Teilspektren übrig bleibende Anteil des experimentellen

Spektrums der Proteinmutante eingefügt. Rechts: Faktoren der Linearkombinationen zur Repro-

duktion der Spektren TT und HT aus den vorgestellten SVD-Komponenten..

C darstellen lassen. In Abbildung 6.16 sind die entsprechenden (mittels Matrixdivision be-

rechneten) Faktoren sowie das Ergebnis der Verknüpfung im Vergleich zu den isolierten

TT- und HT-Spektren, zusammengefaÿt. Dabei werden zwei Punkte deutlich: Einerseits

lassen sich die früher de�nierten Spektren TT und HT im Rahmen der Meÿungenauigkeit

gut nachbilden, wobei die etwas schlechtere Passung im Falle der Messung bei 120K ihre

Ursache im deutlich reduzierten Signal/Rausch-Verhältnis dieser Meÿreihe hat. Anderer-

seits verbleibt nach Abzug der derart konstruierten Signale vom experimentellen Spektrum

(Exp− (TT+HT)) noch immer ein erheblicher Anteil übrig (Abbildung 6.16 links oben).

Dieser �Rest� ist nicht integrabel, weist keine Ähnlichkeit mit einem der bisher unter-

suchten spektralen Verläufe auf und wird im Wesentlichen durch die SVD-Komponente A

bestimmt.

Daher muÿ festgestellt werden, daÿ die vermessenen Spektren der W324F-Mutante tat-

sächlich aus (mindestens) drei Komponenten bestehen: Den beiden bereits im Wildtyp

isolierten Teilspektren sowie einem weiteren Anteil, dessen Integral über den vermessenen

Feldbereich nicht verschwindet.
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rSpin / Å rGeom / Å

FAD�W324 19,4 19,1

FAD�W377 12,6 13,3

FAD�W379 15,5 18,6

FAD�W400 7,0 8,4

W400�W377 5,7 7,3

W377�W324 7,5 8,0

W377�W379 8,3 10,4

W379�W324 9,1 9,9

Abbildung 6.17: Links: Veranschaulichung der Position des Tryptophans W379 (orange) in Bezug

auf die Tryptophane der konservierten Kette (W400, W377, W324; rot) und den FAD-Kofaktor

(grün) in AtCry-1. Erstellt mit Hilfe von VMD [57]. Rechts: Aus der Kristallstruktur berechnete

Abstände der Tryptophane vom Flavin und untereinander. rSpin . . .Abstand der Punkte maxi-

maler Spindichte; rGeom . . .Abstand der geometrischen Mittelpunkte des Isoalloxazinringes bzw.

des Indolringes.

6.4 Interpretation der Ergebnisse

Aus den vorgestellten Ergebnissen läÿt sich schluÿfolgern, daÿ die Trennung der Elektronen-

Loch-Paare des angeregten Flavins auch unter den hier betrachteten Bedingungen tiefer

Temperaturen im Regelfall über das W400 erfolgt, ansonsten wäre das deutlich erhöhte

Auftreten des Falvin-Triplett-Signals in der W400F-Mutante rätselhaft. Selbst wenn wei-

tere Transferpfade zur Umgehung dieser Aminosäure o�ensichtlich zur Verfügung stehen,

sind diese mit einer signi�kant verringerten Elektronenübergangsrate verknüpft. Die Tat-

sache der weitestgehenden Äquivalenz der Spektren von W400F und Wildtyp ist zudem ein

Indiz für einen höchstens sehr geringen Anteil an vermessenen Dublettpaaren mit Triplett-

vorläufer. Da die Bildung des Flavintripletts durch eine Mutation an W400 begünstigt

wird, sollte das Radikalpaarspektrum für aus dem Triplettzustand erzeugte Paare dann

einen deutlich erhöhten Anteil am Gesamtspektrum besitzen und somit zu einer Verände-

rung der beobachteten Magnetfeldabhängigkeit des ESR-Signals führen, was jedoch nicht

beobachtet werden kann.9

Aufgrund der Ergebnisse der Untersuchungen an der W324F-Mutante ergibt sich zwei-

9Nur bei guter Gleichverteilung der Populationen auf den Triplettniveaus bestände der E�ekt allein in
einer nicht feststellbaren globalen Signaldämpfung. Von einer derartigen Verteilung ist bei den hier
benutzten Meÿparametern (B, T ) jedoch nicht auszugehen. Vergleiche dazu auch die Ausführungen in
Fuÿnote 7 auf Seite 104.
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FAD•�W377• FAD•�W379•

r1 / Å J1 / G D1 / G r2 / Å J2 / G D2 / G J0 / G β / Å−1

13,8 8,5 -10,6 17,5 0,04 -5,2 4,1·109 1,45

12,6 8,5 -13,9 16,5 0,02 -6,2 2,6·109 1,55

13,0 8,5 -12,7 18,0 0,01 -4,8 3,5·108 1,35

Tabelle 6.1: Darstellung der Kopplungen zwischen den Radikalpaarpartnern für einige exempla-

rische Situationen. Die Abstände ri und die Austauschwechselwirkungen Ji wurden in Über-

einstimmung mit den Unsicherheiten der experimentellen Ergebnisse aus den Simulationen der

Spektren TT und HT abgeleitet. Die Werte der dipolaren Wechselwirkung errechnen sich mit Hilfe

der Punktdipolnäherung direkt aus den Abständen; J0 und β wurden aus den gegebenen Punkten

(r1, J1) und (r2, J2) ermittelt. Insbesondere bei J0 handelt es sich nur um einen Schätzwert, da

die Austauschkopplung in der Realität nicht ausschlieÿlich von r abhängt.

erlei: Erstens, daÿ auf Basis der durchgeführten spektralen Simulationen keines der beiden

im Wildtyp isolierten Teilspektren mit dem Radikalpaar FAD•�W324• identi�ziert werden

kann und zweitens, daÿ die durchgeführte Mutation dennoch einen meÿbaren Unterschied

in den beobachteten Spektren verursacht. Zusammen mit den im vorhergehenden Absatz

gemachten Ausführungen zur W400F-Mutante schränkt der zweite Punkt die räumliche

Position des Radikalpaarpartners ein: Es ist nicht davon auszugehen, daÿ der Elektronen-

transfer weit von der konservierten Kette entfernte Residuen in Anspruch nimmt.

6.4.1 Zuordnung der Radikalpaarpartner

Eine Analyse der publizierten Kristallstruktur liefert neben den Kettengliedern selbst nur

ein weiteres Tryptophan in näherer Umgebung des W377 oder W324. Dabei handelt es sich

um W379. Abbildung 6.17 zeigt den entprechenden Ausschnitt der Kristallstruktur sowie

die Abstände der verschiedenen Tryptophane zum FAD. Aus der Gröÿenordnung der zur

Simulation notwendigen Austauschwechselwirkungen ist klar, daÿ der Radikalpaarpartner

des Flavin bei der TT-Komponente deutlich näher am Flavin liegen muÿ als bei der HT-

Komponente. Nachdem sowohl W324, als auch W400 als Partner ausgeschlossen werden

können, bleibt nur noch folgende Zuordnung möglich:

TT-Spektrum: FAD•�W377• HT-Spektrum: FAD•�W379•

Um diese Hypothese zu testen ist es hilfreich die angenommenen Gröÿen für D und J

auf Konsistenz mit den Abständen in den genannten Dublettpaaren zu überprüfen. Es gilt

(Gleichung 3.22 und 3.17):

J (r) = J0 · e−βr bzw. D = −3geβµ0
8π

1

r3
(6.1)
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Dabei ergibt sich jedoch das Problem der Unsicherheiten der einbezogenen Gröÿen:

� Während J für das TT-Spektrum verhältnismäÿig genau (± 2%) bestimmt werden

kann, beträgt der Fehler für das HT-Spektrum gröÿenordnungsmäÿig 100%. Für D

ist die Situation noch unklarer.

� Wie die Spindichteverteilung (Abbildung 2.6 auf Seite 10) zeigt, ist es nicht trivial

den Abstand der Radikale voneinander zu bestimmen. Die Beschränkung auf die

Punkte höchster Spindichte (Position N(5) im Flavin bzw. Position C(3) im Trp)

ist dabei eine ebenso starke Vereinfachung wie die Betrachtung des geometrischen

Mittelpunktes. Diese Einschränkung ist für J allerdings weniger relevant als fürD, da

im Falle der Austauschwechselwirkung die Kantenabstände der Orbitale bestimmend

sind.

� Die Au�ösung der diesen Überlegungen zugrunde liegenden Kristallstruktur wird von

Brautigam et al.mit 2,45Å angegeben. Selbst wenn zugestanden werden muÿ, daÿ die

Erkennbarkeit organischer Ringstrukturen (wie Trp-Seitenketten) in der Elektronen-

dichteverteilung verhältnismäÿig gut möglich ist, muÿ dennoch von einem gewissen

Fehler der angegebenen Positionen ausgegangen werden.

� Die Konstante des exponentiellen Abfalls der Stärke der Austauschwechselwirkung

β = (14±2)Å−1 besitzt selbst bereits eine Unsicherheit von fast 15% [82]. Desweite-

ren kann der Parameter J0 in einem weiten Intervall veriieren, wobei mit den vorlie-

genden strukturellen Informationen noch nicht einmal die Gröÿenordnung theoretisch

vorgegeben werden kann.

Aus diesen Punkten folgt ein breiter Bereich an möglichen Werten für r und insbe-

sondere J0, welche den experimentellen Ergebnissen entsprechen und konsistent mit den

Literaturangaben sind. Im Falle der dipolaren Wechselwirkung besteht auÿer der Unsi-

cherheit des Abstandes ein Problem in der Anwendung der Punktdipolnäherung, da die

Spindichte bei jedem der beiden Partner in einem Gebiet von mindestens 3Å delokalisiert

ist, während der Abstand der Radikale voneinander im Bereich zwischen 13Å und 19Å

liegt.10 In Tabelle 6.1 sind die Parameter für einige ausgewählte Situationen dargestellt.

Aus diesen Werten läÿt sich schluÿfolgern, daÿ die durchgeführte Zuordnung der Spektren

mit der erwarteten Abstandsabhängigkeit von J und D harmoniert, auch wenn aus den

vorgestellten Messungen keine weiteren Aussagen über z.B. J0 abgeleitet werden können.

Bei der Betrachtung der Meÿergebnisse ist besonders interessant, daÿ kein spinpolari-

siertes Radikalpaarspektrum in �üssiger Lösung erhalten werden konnte. AtCry-1 weist

somit innerhalb der unter vergleichbaren Bedingungen untersuchten Photolyasen/DASH-

Proteine eine Besonderheiten auf, da äquivalente Messungen bei 270K bzw. 274K an Cry-

DASH-Proteinen aus X. laevis und Synechocystis sp. oder Photolyasen aus E. coli pro-

10Wie E�mova und Hore zeigen, beträgt dieser Fehler etwa 20% für r = 8,5Å und sinkt mit steigendem
Abstand auf etwa 5% für r = 19Å [28].
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blemlos möglich sind [3,36,62,64]. Das bei diesen Proteinen unter nahezu Raumtemperatur

beobachtete Radikalpaarspektrum ähnelt qualitativ dem an AtCry-1 isolierten HT-Signal,

zeigt allerdings eine umgekehrte Polarisation und konnte in den genannten Publikationen

zuverlässig mit einem Radikalpaar aus Flavin und letztem Tryptophan der Transferkette

assoziiert werden.

Am Ende von Abschnitt 6.2 wurde das Auftauchen eines damit vergleichbaren spektralen

Anteils in den Messungen am Wildtypprotein bei 80K und 240K hervorgehoben. Bei eine

dahingehenden Analyse der Meÿergebnisse in Abbildung 6.11 auf Seite 107 (temperaturab-

hängige transiente Spektren der Mutanten) muÿ zudem festgestellt werden, daÿ die besagte

Komponente zwar in den 80K-Spektren des Wildtyps und der W400F-Mutante, nicht je-

doch in demjenigen der W324F-Mutante auftritt. Insgesamt kann das in E/A-Polarisation

vorliegende Signal mit einer Aufspaltung von rund 14G daher mit einiger Wahrschein-

lichkeit dem Radikalpaar FAD•�W324• zugeordnet werden. Wie in Abbildung 6.10 auf

Seite 104 deutlich wird, ist die Simulation eines solchen Spektrums über eine schwache

Erhöhung von J bzw. eine Verringerung von D leicht möglich. Der Abstand des W324

von Flavin ist gemäÿ der Kristallstruktur zwar etwas gröÿer als derjenige des W379 (sie-

he Abbildung 6.17), aber aufgrund der unterschiedlichen Orientierungen der Tryptophane

ist eine Erhöhung der Austauschkopplung durch den stärkeren Wellenfunktionsüberlapp

der Elektronen denkbar, insbesondere, da keine groÿen Unterschiede notwendig sind. Fun-

diertere Aussagen über die genaue Natur diese mutmaÿlichen W324-Signals können aus

den vorliegenden Meÿwerten, aufgrund der geringen Intensität dieser Komponente und des

damit verbundenen schlechten Signal/Rausch-Verhältnisses, nicht abgeleitet werden.

6.4.2 Transferpfad und Temperaturabhängigkeit

Aus den bisher genannten Beobachtungen wird folgendes Modell für die lichtinduzierte

Ladungstrennung im AtCry-1 abgeleitet:

Nach Anregung des FAD mit Licht im blauen Spektralbereich erfolgt ein auf der Zeitska-

la der transienten ESR schneller Elektronentransfer vom inneren Tryptophan der konser-

vierten Kette (W400) zu dem angeregten Flavin und ein sich direkt anschlieÿender Elek-

tronenübergang vom W377 auf das W400. Die Rate dieses Prozesses und damit auch das

Verhältnis des sich einstellenden Populationsgleichgewichtes des Elektronenloches zwischen

den beiden Partnern ist temperaturabhängig, so daÿ unter Umständen ein Flavintriplett

(Transfer erfolgte nicht ausreichend innerhalb der Singulett-Triplett-Übergangszeit) beob-

achtet werden kann. Auÿerdem führt der Austausch des ersten Trp mit einem Phenylalanin

zu einer erheblichen Verringerung des Elektronentransfers vom W377 zum FAD, was sich

ebenfalls in einer vermehrten Bildung des Flavintripletts äuÿert. Bei tiefen Temperatu-

ren ist der weitere Transport des Radikalzustandes hin zum äuÿeren Tryptophan (W324)

stark verzögert, möglicherweise durch eine für diesen Elektronentransfer ungünstige Kon-
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formation der beteiligten Tryptophane im eingefrorenen Protein. Dies gilt ebenso für den

Übergang von W379 auf W377, weshalb in den Spektren für 80K und 40K nur eine sehr

schwache zentrale Signalkomponente gefunden werden kann. Die beobachteten Spektren

werden somit vom Signal des Radikalpaars FAD•�W377• dominiert.

Mit steigender Temperatur verändern sich die Transferraten zwischen den beiden Tryp-

tophanen W377 und W379 im Bereich von 100K bis 120K recht sprunghaft, wodurch

sich die Radikalpopulation von fast ausschlieÿlich W377 auf bevorzugt (aber nicht allein)

W379 verschiebt. Das dabei auftretende Radikalpaar FAD•�W379• ist als HT-Komponente

in den Spektren zwischen 120K und 200K deutlich erkennbar. Da der von diesem Signal

eingenommene Magnetfeldbereich mit demjenigen des mutmaÿlichen Paares FAD•�W324•,

dessen Polarisation ein umgekehrtes Vorzeichen aufweist, identisch ist, entsteht dabei eine

Signalüberlagerung, in deren Ergebnis die gegenüber dem W379-Spektrum deutlich schwä-

chere W324-Komponente vollständig kompensiert wird. Aus den wirksamen Anteilen der

Spektren HT und TT für verschiedene Temperaturen (Abbildung 6.3 auf Seite 98; rechts)

kann eine Veränderung des Verhälnisses der Elektronentransferraten zwischen 80K und

160K zu
(kW377→W379/kW379→W377)80K
(kW377→W379/kW379→W377)160K

≈ 27

abgeleitet werden. Eine mögliche Begründung für diese postulierte Verschiebung der Trans-

ferraten ist eine Erhöhung der Seitenketten�exibilität des W379 über einen Schwellwert,

wodurch die Wahrscheinlichkeit für die Einnahme einer den Elektronenübergang von W379

auf W377 fördernden Orientierung signi�kant ansteigt. Auch eine temperaturabhängige

Verschiebung der Solvatationsenergie eines der Reaktionspartner oder das Ö�nen zusätz-

licher dynamische Moden der Seitenkette ist denkbar.

Im Falle noch höherer Temperaturen erfolgt um 240K herum der Phasenübergang von

fest nach �üssig. Die genaue Schmelztemperatur ist dabei von der exakten Protein- und

Glyzerinkonzentration abhängig, welche in der vermessenen Probe jedoch nur grob bekannt

sind. In diesem Bereich kann sich die Flexibilität des ober�ächenexponierten W324 sowie

die Beweglichkeit der umgebenden Lösemittelmoleküle derart erhöhen, daÿ nun auch der

Übergang des Elektrons von W324 auf W377 gefördert wird. Da in Folge dessen die gesamte

Transferkette des Radikalzustandes vom Flavin bis hin zum �nalen Tryptophan auf einer

Zeitskala erfolgt, welche schnell gegen die Lebensdauer der Spinpolarisation ist, stellt das

Signal des Radikalpaares FAD•�W324• den dominanten Anteil des Spektrums bei 240K

dar. Allerdings weisen die Signalkomponenten bei 3430G bzw. 3480G auf eine nach wie

vor nicht verschwindende Bevölkerung des W377 hin. Über die Intensität des mit FAD•�

W379• verknüpften spektralen Anteils kann aufgrund der vorliegenden Überlagerung mit

dem W324-Signal keine Aussage getro�en werden.

Bereits das soeben diskutierte Spektrum bei 240K besitzt ein deutlich schlechteres

Signal/Rausch-Verhältnis als die Spektren bei 120K, 160K oder 200K. Dies erstaunt be-
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sonders, weil mit Ausnahme dieser Messung eine stetige Verbesserung des Signals mit stei-

gender Temperatur auftritt.11 Der Sonderfall bei 240K und die Unmöglichkeit der Detek-

tion eines spinkorrelierten Radikalpaares bei noch höheren Temperaturen impliziert daher

einen zusätzlichen E�ekt, welcher zu einer schnellen Zerstörung der Spinpolarisation nach

Erreichen des W324 führt. Über die Natur dieses Mechanismus' kann jedoch nur spekuliert

werden, eine denkbare Option ist aber z.B. die Wechselwirkung mit dem (strukturell nicht

charakterisierten) C-Terminus des Proteins.

Wird das letzte Tryptophan (W324), welches den Kontakt mit der Proteinober�äche

herstellt, beseitigt, so ist die zielgerichtete Elektronenwanderung unterbrochen. Dies er-

schwert die Aufnahme des an das Flavin weitergeleiteten Elektrons aus der Lösung, und

einige der Elektronenlöcher bilden verzögert Zustände mit nicht verschwindender Netto-

polarisation aus, deren Beschreibung nicht mehr im Rahmen des Radikalpaarmechanis-

mus' möglich ist. Dabei kann es sich bespielsweise um die Akkumulation ungekoppelter,

nicht-spinpolarisierte Radikale, einen auftretenden Singulett-Triplett-Übergang oder eine

Verschiebung der Polarisation in Folge des schrittweisen Elektronentransfers handeln. Als

Folge eines derartigen Prozesses tritt eine weitere, unsymmetrische Komponente in den be-

obachteten transienten ESR-Spektren auf. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist es jedoch

nicht möglich die genaue Ursache oder Natur dieser Signale zu bestimmen, insbesondere da

die Verteilung der Spinpolarisation in Folge eines sequenziellen Elektronentransfers, abhän-

gig von der genauen Gröÿe aller ein�ieÿenden Parameter, sehr divergenten Entwicklungen

folgen kann [103�105].

11Dies entspricht den Erwartungen, wenn die Rate des Elektronenübergangs vom W377 über W400 hin
zum FAD temperaturabhängig ist.
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Kapitel 7

Zusammenfassung und Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde das Cryptochrom-1-Protein aus Arabidopsis thaliana

(AtCry-1) mittels Elektronenspinresonanzspektroskopie untersucht. Bei AtCry-1 handelt

es sich um einen Blaulichtrezeptor, dessen photochemische Aktivierung über eine lichtin-

duzierte Reduktion des gebundenen Kofaktors Flavin-Adenin-Dinukleodid (FAD) erfolgt.

Dabei wird das im dunkeladaptierten Zustand vollständig oxidiert vorliegende Flavin in

seine Radikalform überführt. Dieses Radikal konnte mittels ESR beobachtet und charak-

terisiert werden. Ein Groÿteil der vorgestellten Messungen erfolgte dabei an überexpri-

mierenden Zellen, damit die Eigenschaften des Proteins, insbesondere der Redoxzustand

des Flavin-Kofaktors, nicht durch notwendige Aufreinigungsschritte sowie die (künstliche)

Lösemittelumgebung beein�uÿt werden. Darüber hinaus war es möglich aus dem Vergleich

der Hyperfeinkopplungsmuster des Flavinradikals in Zellen und aufgereinigtem Protein

Unterschiede zwischen diesen beiden Systemen zu isolieren. Zur Untersuchung des auf

die Lichtanregung des Flavins folgenden Elektronentransfers zum FAD wurden auÿerdem

verschiedene Messungen mittels transienter ESR durchgeführt, die erhaltenen Spektren

simuliert und entsprechenden FAD�Trp-Dublettpaaren zugeordnet.

7.1 Messungen an ganzen Zellen

Wie in Abschnitt 5.4.1 gezeigt wurde, liegt der FAD-Kofaktor in AtCry-1, überexprimiert

und untersucht in Sf21-Zellen, nach erfolgter Lichtaktivierung in seiner neutralen Radi-

kalform vor. Diese Beobachtung entspricht den Ergebnissen an aufgereinigtem Protein bei

Redoxpotentialen zwischen -143mV und -181mV [7] und untermauert die bereits von Bou-

ly et al. [58] präsentierten Resultate. Zur Reduktion des oxidierten Grundzustandes ist

eine Beleuchtung mit blauem Licht erforderlich. Anhand der aufgenommenen Kinetiken

zum Aufbau des Radikals kann der Wirkungsquerschnitt der Photoaktivierung mit etwa

170 pm2 abgeschätzt werden. Daraus ergibt sich unter der angelegten Beleuchtungsstärke

von 440 µE/(m2s) eine Aktivierungshalbwertszeit von 15 s, was gemessen an der Zeitska-

la, auf der Schwankungen der für eine P�anze relevanten physikalischen Parameter (z.B.
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Dauer des Sonnenaufgangs1) statt�nden, als instantan zu betrachten ist.

Nach Ende der Beleuchtungsdauer erfolgt die Reoxidation des Flavin-Kofaktors mit ei-

ner Halbwertszeit von etwa 6min. Bedingung dafür ist jedoch eine ausreichende Versor-

gung mit Oxidationsmittel, wovon in unbeein�uÿten P�anzen ausgegangen werden kann,

was in Experimenten mit stark erhöhter Proteinkonzentration aber nicht gegeben sein

muÿ. Diese Zeit ist für einen biologischen Lichtrezeptor verhältnismäÿig lang, insbesonde-

re, wenn sie mit der Deaktivierung von z.B. Rhodopsin im menschlichen Auge verglichen

wird (τ < 0,1 s [106]). Allerdings sind in diesem Zusammenhang mehrere Anmerkungen zu

beachten:

� Erstens ist darüber nachzudenken, ob eine schnellere Deaktivierung im Hinblick auf

die natürliche Beleuchtungssituation einen evolutionären Vorteil bringen würde.

� Zweitens wurde in den in dieser Arbeit vorgestellten Experimenten die �passive�

Deaktivierung vermessen. Dies bedeutet, daÿ der (hypothetische) Ein�uÿ eines de-

aktivierenden Reaktionspartners nicht untersucht wird, schon weil ein solcher in der

Zelle nicht ebenfalls überexprimiert wurde. Dabei ist es unerheblich, an welcher Stelle

der Signalkaskade ein solcher Wechselwirkungspartner beteiligt wäre.

� Drittens erfolgten alle hier vorgestellten Messungen am Radikalzustand des FAD.

Dessen Dunkeladaption muÿ nicht notwendigerweise mit der Zeit verknüpft sein, in

welcher das Protein tatsächlich �aktiv� ist. Aufgrund der Beobachtungen von Yang

et al. liegt nahe, daÿ die Aufgabe der PHR-Domäne in P�anzencryptochromen darin

liegt, die C-terminale Erweiterung im Dunkelfall inaktiv zu halten und nach Blau-

lichtbeleuchtung freizugeben [18]. Deshalb ist es denkbar, daÿ die einmal hergestellte

Aktivität des Proteins im weiteren zeitlichen Verlauf unabhängig vom Oxidationszu-

stand des FAD ist.

Gegen die im letzten Punkt aufgestellte Hypothese spricht allerdings die Publikation von

Sellaro et al., in der ein Grünlichtein�uÿ auf das P�anzenwachstum von Arabidopsis beob-

achtet werden konnte [95]. Dabei wurde das Hypokotylwachstum als Funktion des Verhält-

nisses von Blau- und Grünlicht untersucht. Es stellte sich heraus, daÿ die blaulichtinduzier-

te Hemmung des Wachstums mit steigendem Grünlichtanteil nachläÿt. Dies ist konsistent

mit den in Abschnitt 5.3.3 dargestellten Ergebnissen, nach denen Grünlichtbeleuchtung zu

einer Deaktivierung des Flavinradikals durch Überführung in seine voll reduzierte Form

mit einer Halbwertszeit von ≈ 11min führt. Damit dieser E�ekt aber einen Ein�uÿ auf das

P�anzenwachstum haben kann, muÿ die Aktivität des Cryptochroms direkt vom Oxida-

tionszustand des FAD-Kofaktors abhängen, sofern die folgende Signalkaskade unabhängig

von der Beleuchtungssituation ist.

1Die auf die Ober�äche eingestrahlte Lichtleistung eines durchschnittlichen Sommermittages in Zentral-
europa beträgt rund 70mW/cm2. Unter Berücksichtigung der Verteilung dieses Wertes auf das gesamte
Sonnenspektrum liegt der Photonen�uÿ für blaues Licht in der gleichen Gröÿenordnung wie die hier
benutzten Beleuchtungsparameter.
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Abbildung 7.1: Simulation (schwarz) der ENDOR-Spektren (rot) im W-Band für X. laevis (6-

4)-Photolyase. Bearbeitet übernommen aus [45]. Die Orientierungen sind B0 ‖ gx (A), B0 ‖ gy
(B), B0 ‖ gz (C). Deutlich ist die schlechte Passung der Simulation für die Kopplung der H(8α)

in Fall (A) zu erkennen.

Während ein Grünlichtein�uÿ auf das Flavinradikal somit auch in der Physiologie der

P�anzen gezeigt wurde, ist zumindest fragwürdig, ob es sich dabei um einen biologisch

sinnvollen Regelmechanismus oder nur einen photochemischen Nebene�ekt handelt. Die

in Kapitel 5 ebenfalls festgestellte weitere Reduktion des Flavinradikals durch fortgesetzte

Blaulichtbeleuchtung dagegen hat aufgrund der im Vergleich zur Dunkeladaption sehr viel

längeren Halbwertszeit (≈ 40 min) sicherlich kaum physiologische Relevanz.

7.2 Unterschiede zwischen Zellen und aufgereinigtem Protein

Im Vergleich der ENDOR-Spektren von aufgereinigtem Protein und Ganzzellproben wur-

den einige Unterschiede in dem vermessenen Hyperfeinkopplungsmuster beobachtet. Zur

näheren Untersuchung dieses E�ektes wurden orientierungsselektive ENDOR-Messungen

im W-Band durchgeführt. Dabei wurde deutlich, daÿ die spektralen Verschiebungen gut

durch die Veränderung der isotropen Hyperfeinkopplung des Protons am ersten Kohlensto�

der Ribitylkette von ∆ |A| ≈ −0,74MHz nachgebildet werden können.

Bei der Simulation der gemessenen Spektren war es nicht möglich die Intensitäten, ins-

besondere im Bereich der H(8α)-Kopplung, vollständig korrekt zu reproduzieren. Die ver-

wendeten Parameter können dabei entweder derart gewählt werden, daÿ die Signalform für

die Spektren mit B ‖ gxx oder für die Spektren mit B ‖ gyy dem experimentellen Befund

weitestgehend entspricht. In den in Abschnitt 5.4 vorgestellten Ergebnissen wurde dabei die

erste Möglichkeit gewählt. In diesem Zusammenhang ist eine Betrachtung von [45] inter-

essant. In dieser Publikation benutzen Kay et al. orientierungssensitive ENDOR-Spektren

zur Bestimmung der g-Matrix-Orientierung in X. laevis (6�4)-Photolyase. Auch in den dort

verö�entlichten Daten ist die Übereinstimmung der simulierten Signalintensitäten mit den

experimentellen Ergebnissen für das Spektrum einer Orientierung (in diesem Fall B0 || gxx)
mangelhaft (Abbildung 7.1). Die Autoren begründen dies mit der Kopplung des H(1'),
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welche in den vorgestellten Berechnungen nicht berücksichtigt wurde. Diese Argumenta-

tion ist allerdings kritisch zu sehen, da die genannte Wechselwirkung in dem gezeigten

Spektrum klar als ausgeprägte rundliche Schulter bei etwa ±10MHz beobachtet werden

kann. Unter Berücksichtigung der anderen beiden dargestellten Spektren erscheint es zu-

dem fragwürdig, ob die besagte Kopplung genug Intensität besitzt um das fehlende Signal

zu verursachen.

Insgesamt kann demnach festgehalten werden, daÿ die Probleme in der korrekten Si-

mulation der orientierungsselektiven ENDOR-Spektren nicht allein in der vorliegenden

Arbeit auftraten. Wie am Ende von Abschnitt 5.4.4 bereits angemerkt wurde, lieÿe sich

die Passung der Nachbildung der Spektren deutlich verbessern, wenn eine weitere Proto-

nenkopplung angenommen würde. In diesem Fall könnten die Simulationsparameter derart

gewählt werden, daÿ sowohl für B0 || gxx, als auch für B0 || gyy �fehlende� Intensität ent-

steht, welche dann über die zusätzliche Hyperfeinwechselwirkung �ausgefüllt� wird. Die

Wassersto�atome des FAD können dafür ausgeschlossen werden, übrig bliebe jedoch die

Möglichkeit einer (oder mehrerer) dominanter Wassersto�brückenbindungen, beispielswei-

se zu nahen Seitenketten des Proteins, zum Adeninrest des FAD, welcher aufgrund der

U-förmigen Verdrehung des Kofaktors sehr nah am Flavin zu liegen kommt, oder zu in der

Bindungstasche lokalisierten Wassermolekülen.

Als mögliche strukturelle Ursache der beobachteten Verschiebung in der H(1')-Kopplung

erfolgte eine Untersuchung unterschiedlicher geometrischer Reorientierungen des Isoalloxa-

zinringes gegenüber der Ribitylkette (Abschnitt 5.4.5). Dabei wurde festgestellt, daÿ alle

betrachteten Variationen zu einer Veränderung der genannten Kopplung führen, im All-

gemeinen aber ebenfalls die Kopplung des zweiten Protons an C(1') verschieben. Da eine

solche jedoch nicht beobachtet wird, kann die Forderung ∆AH(1′)2 = 0 als Bedingung zur

Konstruktion einer Linearkombination der isolierten Verkippungen benutzt werden. Das

am Ende von Abschnitt 5.4.5 vorgestellte Ergebnis der Kombination aus δθ = −0,44◦ und
δχ = −0,74◦ ist somit eine Möglichkeit um die beobachteten Unterschiede in den Hyper-

feinkopplungsmustern mittels kleiner Änderungen in der Struktur des FAD zu erklären.

Natürlich existiert eine Reihe anderer potentieller Reorientierungen (z.B. Streckungen

bzw. Stauchungen der C�C-Bindungen), welche in dieser Arbeit nicht untersucht wur-

den. So konnte beispielsweise 2005 bei Messungen an DNA-Photolyase gezeigt werden,

daÿ ENDOR-Untersuchungen sensitiv auf Bindungslängenunterschiede von lediglich 2,5%

sind [53]. Auÿerdem weisen Untersuchungen von Kao et al. mit dem Auftreten einer leich-

ten �schmetterlings�ügelartigen� Biegung des Isoalloxazinringes (zumindest bei dem anio-

nischen Semichinon sowie voll reduziertem FAD) eine weitere denkbare strukturelle Modi-

�kation nach [66].

Leider war es im Anschluÿ an die geometrischen Betrachtungen nicht möglich die Ursache

der Veränderungen zu identi�zieren. Wie Weber et al. mit X-Band-cw-ENDOR-Messungen

an E. coli DNA-Photolyase beobachten konnten, tritt dort eine Variation der Hyperfein-
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Abbildung 7.2: Vorgeschlagenes Elektronentransferschema in AtCry-1. Das lichtangeregte Fla-

vin oxidiert im Normalfall das Tryptophan W400. Allerdings ist es möglich diesen Schritt zu

überspringen, was jedoch mit einer meÿbaren Verringerung der Elektronentransferrate einher-

geht. Im Anschluÿ erfolgt der Elektronenübergang von W377 auf W400. Zwischen W379 und

W377 besteht ein temperaturabhängiges Gleichgewicht, weshalb das Radikal auf beiden Amino-

säureresten gefunden werden kann. Normalerweise erfolgt die Reduktion im Anschluÿ über eine

Elektronenaufnahme von W324. Für das W324• folgt nun entweder eine (verglichen mit der

experimentellen Zeitau�ösung) sehr schnelle Reduktion (aus der Lösung oder über eine weite-

re Aminosäure) oder die Spinpolarisation wird durch auftretende Wechselwirkungen zerstört. In

jedem Fall ist ein signi�kantes Signal des FAD•�W324• in gefrorener Lösung nicht detektier-

bar. Wenn der Elektronentransfer über W324 geblockt ist, erfolgt die Aufnahme eingeschränkt

über alternative Pfade. Als zwei Optionen dafür sind beispielhaft ein direktes Überspringen des

besagten Trp und ein Transfer über W379 eingezeichnet.

kopplungen des Flavin bei der Bindung von UV-geschädigter DNA auf [99]. Neben kleinen

Veränderungen im Bereich der H(8α)- und minimalen Unterschieden bei der H(6)-Kopplung

kann eine Verschiebung der äuÿeren H(1')-Flanke von rund 0,15MHz festgestellt werden.

Dieser Wert ist deutlich kleiner als der in Abschnitt 5.4.2 gemessene Unterschied von

0,74MHz und tatsächlich wird in der genannten Publikation als Ursache der Di�erenzen

keine strukturelle Modi�kation sondern eine Änderung der Polarisation in der Umgebung

des Kofaktors diskutiert. Diese Verö�entlichung zeigt damit aber, daÿ eine Bindung im

Bereich der FAD-Bindungstasche mittels ENDOR-Spektroskopie beobachtet werden kann.

Bei den in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Experimenten unter Zugabe von DNA

oder ATP änderte sich das vermessene Spektrum im Vergleich zum reinen AtCry-1 jedoch

nicht signi�kant. Die Di�erenz der Spektren von Protein und Zellen kann also nicht mit

der Bindung einer dieser beiden Substanzen in der Ganzzellprobe erklärt werden.

7.3 Untersuchungen zur Bildung des transienten Dublettpaars

In Bezug auf die in Kapitel 6 eingangs gestellten Fragen können folgende Antworten for-

muliert werden: Die beiden dominanten, in gefrorener Lösung von AtCry-1 detektierten,

lichtinduzierten Signale wurden mit den spinkorrelierten Radikalpaaren FAD•�W377• und

FAD•�W379• identi�ziert, wobei ein temperaturabhängiges Gleichgewicht zwischen den
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beiden Populationen besteht. Hierbei erfolgte die Entscheidung für W379 hauptsächlich

aus geometrischen Gesichtspunkten, da dieses Tryptophan als einzige aromatische Seiten-

kette in der Nähe des W377 verbleibt, nachdem W324 aus den Untersuchungen an mu-

tiertem Protein ausgeschlossen werden konnte. Allerdings existiert auch diese Zuordnung

unterstützende Literatur: So wird in [64] für Synechocystis sp. Cryptochrom-DASH der

Elektronentransfer im Normalfall von einem auÿerhalb der Kette liegenden Tryptophan

beobachtet. Die Position der Seitenkette der dafür vorgeschlagenen Aminosäure (W375

in SCry-DASH) relativ zum mittleren Glied der konservierten Kette ist etwa vergleichbar

derjenigen des W379 in AtCry-1.

Die Halbwertszeit der beobachteten Spinpolarisation variiert je nach betrachteter Kom-

ponente zwischen 0,6µs und 1,2 µs. Allerdings muÿ bei der Interpretation dieser Resultate

beachtet werden, daÿ es aufgrund der verhältnismäÿig hohen Mikrowellenleistung von 1mW

zu deutlichen Störungen der natürlichen Relaxationszeiten kommt, so daÿ die angegebe-

nen Werte nur eine untere Schranke darstellen [107]. Da die Länge üblicher Pulssequenzen

in der ESR in der gleichen Gröÿenordnung liegen, sollte es möglich sein die Radikalpaare

mittels Puls-ESR zu untersuchen.

Entgegen den Erwartungen konnte bei tiefen Temperaturen kein deutliches und eindeutig

mit dem Paar FAD•�W324• verbundenes Signal beobachtet werden, was insofern erstaun-

lich ist, als daÿ auch an AtCry-1 bereits die Notwendigkeit der Existenz des Trp-324 für

die physiologische Funktion des Proteins nachgewiesen wurde [39]. Aus den zur Verfügung

stehenden Informationen wurde ein minimales Reaktionsmodell des Elektronentransfers

abgeleitet (Abbildung 7.2).

Die vorgestellte Interpretation der Meÿergebnisse geht von einer Temperaturabhängig-

keit des Elektronentransfers aus. Zwar sagt die Markus-Theorie unter bestimmten Bedin-

gungen temperaturunabhängige Transferraten voraus, dies gilt allerdings nur unter starken

Einschränkungen [82, 108]: Erstens muÿ das chemische Potential für einen idealen Elek-

tronenübergang optimiert sein (∆G◦ = −λ) und zweitens darf der Ein�uÿ der (im Allge-

meinen stark temperaturabhängigen) Reorganisationsenergie nicht dominieren. Tatsächlich

wird in einigen photoaktiven Reaktionszentren nur eine schwache Abhängigkeit beobachtet

(z.B. [100, 109]), wobei allerdings zu beachten ist, daÿ es sich bei den dabei untersuchten

Systemen um photosynthetisch aktive Proteine handelt, deren Funktion signi�kant von

einer hohen Geschwindigkeit der Ladungstrennung abhängt. Es ist daher plausibel von

im Laufe der Evolution optimierten Bedingungen auszugehen. In AtCry-1 handelt es sich

bei dem Transfer mutmaÿlich eher um einen �Nebene�ekt� der Photoaktivierung des Fla-

vins. Für die Funktion des Proteins ist eine besonders schnelle Elektronenbewegung nach

der einmal erfolgten Reduktion des angeregten Kofaktors nicht von wesentlichem Vorteil,

so daÿ die Transferraten nicht notwendigerweise nahe am theoretischen Optimum liegen

müssen (∆G◦ 6= −λ). Auÿerdem ist der Ein�uÿ der Reorganisationsenergie bei kleinen

Radikalen (wie einem Tryptophan) erheblich, so daÿ die Einschränkung der Beweglichkeit
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der umgebenden Lösemittelmoleküle oder termisch unterdrückte Vibrationsfreiheitsgrade

zu einer zusätzlichen Energiebarriere führen [110]. Unter diesen Bedingungen ist eine Tem-

peraturabhängigkeit der Transferraten nicht ungewöhnlich (z.B. [111�114]) und eine groÿe

Anzahl an Elektronentransferprozessen in Proteinen lassen sich durch Unterschreiten einer

charakteristischen �Sprungtemperatur� ausfrieren (z.B. [115�117]).

In Kapitel 6.4.2 wird eine Veränderung in der relativen Geometrie der Transferpartner

zueinander oder das Ö�nen einer neuen dynamischen Mode der Seitenketten vorgeschlagen.

Diese Hypothesen basiert dabei auf dem Zeitverhalten der spinpolarisierten Spektren. Wie

Abbildung 6.4 auf Seite 99 zeigt, erfolgt die Bildung der beiden hauptsächlich beobachteten

Signalkomponenten TT und HT zwischen 0,45µs (bei 120K) und 0,25µs (bei 200K) ge-

geneinander verzögert. Die Zeitkonstante des Elektronentransfers muÿ also mindestens für

die Bildung des später beobachteten Radikalpaars in der Gröÿenordnung von 100 ns liegen,

wenn davon ausgegangen wird, daÿ der Zeitpunkt der Detektion des zuerst auftretenden

Signals hauptsächlich durch die experimentelle Au�ösung de�niert ist. Für proteingebunde-

nes Flavin ist bekannt, daÿ die Reduktion des angeregten Flavins bei Präsenz aromatischer

Seitenketten in der näheren Umgebung innerhalb einiger hundert Femtosekunden bis hin zu

wenigen zehn Pikosekunden erfolgt [65,66]. Brettel et al. konnten in den gegenüber Cryp-

tochromen strukturell sehr ähnlichen Photolyasen bei Raumtemperatur eine Zeitkonstante

von 30 ps für die Oxidation des innersten Trp und < 4ps für die darauf folgende Oxidation

des mittleren Trp der Kette ermitteln [63]. Wenn der Elektronentransfer in vergleichba-

ren Proteinen im Normalfall auf der Zeitskala von Pikosekunden abgeschlossen ist, muÿ

ein deutlich langsamerer Ein�uÿ zu der beobachteten Verzögerung in AtCry-1 bei tiefen

Temperaturen führen. Kombiniert mit der Beobachtung einer Verringerung des zeitlichen

Unterschiedes zwischen Maximum des TT- und HT-Signales bei steigender Temperatur

erscheint der Vorschlag der Notwendigkeit der Bevölkerung einer spezi�schen Gruppe an

Zuständen innerhalb des von den Seitenketten insgesamt populierbaren Ensembles rea-

listisch. Die beobachtete lange Zeitskala für den Übergang des Elektrons von W379 auf

W400 wäre dann durch die benötigte Zeit zur Di�usion des Systems in einen den Elektro-

nentransfer begünstigenden Konstellation bestimmt.

Desweiteren müssen die vorgestellten Ergebnisse im Bezug auf die von Brettel et al. ver-

ö�entlichten Resultate zum Elektronentransport in AtCry-1 [37] diskutiert werden. Dabei

wurde die Bildung des Flavinradikals mittels transienter Absorptionsspektroskopie unter-

sucht und neben dem Flavin- und einem Typtophanradikal wird auch die Existenz eines

Tyrosinradikals postuliert. Dessen Auftreten korreliert mit dem Verschwinden des Trp-

Signals, weshalb eine Zuordnung des Tyr als Elektronendonor des W324 abgeleitet wurde,

ohne daÿ es möglich war ein spezielles Tyrosin dafür zu identi�zieren. Erst dieses Tyr soll

als �nales Kettenglied fungieren und schlieÿlich ein Elektron aus der Lösung aufnehmen.

Leider ist die zeitliche Au�ösung dieser Experimente um Gröÿenordnungen niedriger als

die Lebensdauer des spinkorrelierten Dublettpaars, was eine Verknüpfung mit den in der
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vorliegenden Arbeit dargestellten Ergebnissen erschwert. Brettel et al. gehen von einer (in-

nerhalb ihrer experimentellen Zeitau�ösung) sofortigen Oxidation des W324 aus, wohinge-

gen der anschlieÿende Elektronentransfer vom Tyrosin auf der Zeitskala einer Millisekunde

statt�nden soll.

Eine wichtige Beobachtung bei den Untersuchungen der spinkorrelierten Dublettpaare

ist zudem die Unmöglichkeit der Detektion eines solchen Signals an AtCry-1 in �üssiger

Lösung. In Kombination mit den Ergebnissen der entsprechenden Messungen bei niedrigen

Temperaturen und an spezi�schen Mutanten des Proteins lassen sich zwei wesentliche

Punkte folgern:

� Erstens besteht trotz der hohen sequenziellen und strukturellen Ähnlichkeit zu ande-

ren Proteinen der Gruppe der Photolyasen/Cryptochrome ein deutlicher Unterschied

in Ziel und/oder Kinetik des Elektronentransportes bei Raumtemperatur [3, 36, 62,

64]. Zur Diskussion der physiologischen Prozesse ist es somit nicht möglich die an ei-

nem Vertreter der Photolyase/Chryptochrom-Proteinfamilie gefundenen Ergebnisse

auf ein anderes Protein derselben Gruppe zu übertragen. Bereits kleine Variationen

in der Sequenz und Struktur können zu signi�kanten Veränderungen in dem photo-

induzierten Elektronentransfer führen, weshalb aus anderen Proteinen abgeleitetet

Aussagen immer veri�ziert werden sollten.

� Zweitens erstaunt der extreme Unterschied zwischen �üssiger und gefrorener Lösung,

auch wenn eine Temperaturabhängigkeit des Elektronentransfers im Protein generell

nicht überrascht. Diese Messungen zeigen daher eindrucksvoll, daÿ die Ergebnisse von

Untersuchungen, Berechnungen und Simulationen am makroskopisch starren Protein

bei ihrer Übertragung auf physiologische Bedingungen zumindest kritisch geprüft

werden müssen.

Zur Einschränkung der verbleibenden Unklarheiten in der Interpretation der vorhan-

denen Spektren wird die Vermessung weiterer Mutanten, insbesondere von W377F und

W379F vorgeschlagen. Diese Untersuchungen könnten die in Kapitel 6 vorgestellten Zu-

ordnungen endgültig bestätigen (oder ausschlieÿen). Darüber hinaus wäre auch die Analyse

verschiedener Doppelmutanten, wie z.B. W400F/W377F interessant. Alle möglichen Aus-

sagen beziehen sich jedoch immer auf AtCry-1 im gefrorenen Zustand, zur Aufklärung

des Elektronentransportes in �üssiger Lösung kann die in dieser Arbeit benutzte transi-

ente ESR unter den gegebenen Umständen vorerst leider nur indirekte Beiträge liefern.

Hier sind weitere Untersuchungen mit schnellen optischen Methoden oder gepulster ESR

notwendig.
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7.4 Abschlieÿende Bemerkungen

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit wurden verschiedene paramagnetische Zustände

des Cryptochrom-1 aus Arabidopsis thaliana untersucht. Die vorgestellten Messungen und

deren Interpretationen tragen dabei einen weiteren Teil zum Verständnis der Photobio-

physik dieses Proteins bei. Eine abschlieÿende Klärung der Fragen zum Mechanismus der

Aktivierung und Deaktivierung des Proteins ist allein mittels ESR-Methoden erwartungs-

gemäÿ zwar nicht möglich, aber die hier dargelegten Ergebnisse liefern wichtige Hinweise,

welche bei künftigen Vorschlägen zum Reaktionsmechanismus beachtet werden müssen.
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Anhang A

Abkürzungsverzeichnis

Verwendete Abkürzungen in alphabetischer Reihenfolge:

8-HDF . . . 8-Hydroxyl-5-Deazaribo�avin

AtCry-1 . . . Arabidopsis thaliana Cryptochrom-1

ATP . . . Adenosintriphosphat

cw . . . kontinuierliche Mikrowelle (engl.: �continuous wave�)

DFT . . . Dichtefunktionaltheorie

DNA . . . Desoxyribonukleinsäure

ENDOR . . . Elektronen-Kern-Doppelresonanz (engl.: �electron nuclear double

resonance�)

ESR . . . Elektronenspinresonanz

FAD . . . Flavin-Adenin-Dinukleotid

MTHF . . . Methylentetrahydrofolat

Trp . . . Tryptophan

Tyr . . . Tyrosin

W-Band . . . Mikrowelle bei ∼ 94GHz

W324F . . . Austausch des Tryptophans an Position 324 (terminales Trp der

konservierten Kette) durch ein Phenylalanin in AtCry-1

W400F . . . Austausch des Tryptophans an Position 400 (proximales Trp der

konservierten Kette) durch ein Phenylalanin in AtCry-1

X-Band . . . Mikrowelle bei ∼ 9,4GHz
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Anhang B

Herleitungen

B.1 Erläuterung zur Phasenkorrektur mit Hilfe der

Hilberttransformation

Die Hilberttransformation H einer Funktion f(t) ist de�niert als:

(Hf) (t) = 1

π

∫ ∞

−∞

f(x)

t− x
dx (B.1)

Dabei ist das Integral aufgrund der auftretenden Polstelle bei t−x als Cauchy'scher Haupt-
wert aufzufassen. Diese Darstellung entspricht der Faltung von f mit 1

πt :

(Hf) (t) = 1

πt
∗ f(x) (B.2)

Durch Einsetzen kann leicht gezeigt werden, daÿ zwischen Hilbert- und Fouriertransfor-

mation der folgende Zusammenhang besteht:

FHF−1 = −i sig (x) (B.3)

Eine Signalfunktion J ist kausal, wenn ihre Fouriertransformierte keine negativen Fre-

quenzanteile enthält. Veranschaulicht bedeutet dies, daÿ ein Ursprungsereignis keine in der

Zeit rückwärts laufenden Folgen hat. Das ist für physikalische Meÿwerte immer der Fall.

Ein solches Signal ist im Komplexen di�erenzierbar und damit analytisch. Dies wiederum

bedeutet, daÿ sich der Imaginärteil des Zeitverlaufes durch die Hilberttransformierte des

Realteils darstellen läÿt:

J = Re (J) + iHRe (J) (B.4)

Zur vollständigen Beschreibung von J genügt somit die Aufnahme des reellen Anteils. Dies

gilt streng natürlich nur bei einer Betrachtung von 0 bis +∞. Für eine gut verständliche

Übersicht über die mathematischen Hintergründe der Hilberttransformation sei die Lektüre

von [118] empfohlen.

In ESR-Experimenten wird das Signal normalerweise in der Frequenz-/Energiedomäne

aufgenommen. Da die Fouriertransformierte einer analytischen Funktion jedoch ebenfalls

141



analytisch ist, gelten die soeben gemachten Kommentare äquivalent. Mit Hilfe der Hil-

berttransformation ist es demnach möglich zu einem gegebenen reellen Spektrum das zu-

gehörige imaginäre Spektrum exakt zu berechnen, wenn das Signal rauschfrei und von

B = 0→ +∞ vorliegt.1 Da dies in der Realität nicht zutri�t, ist es im Allgemeinen sinnvoll

mittels Quadraturdetektion zwei um 90◦ phasenverschobene Signale aufzunehmen. Wenn

dies aus technischen Gründen jedoch nicht durchführbar ist, so ermöglicht die Anwendung

von H eine zumindest näherungsweise Rekonstruktion des vollständigen Signals.

Bei der Phasenkorrektur der aufgenommenen cw -Spektren wurde nun folgendermaÿen

vorgegangen: Aus Gleichung B.3 ergibt sich

H = F−1FHFF−1 = F−1 (−i sig (x))F−1 (B.5)

Die Anwendung der Hilberttransformation im Frequenzraum ist also trivial. Zum Übergang

aus dem und in den Ortsraum wurden die von matlab zur Verfügung gestellten FFT-

Funktionen benutzt. Mit Hilfe des nun vorliegenden Imaginärteils des Signals kann eine

Phasenverschiebung leicht durchgeführt werden. Der entsprechende Korrekturwinkel wurde

dabei so gewählt, daÿ das zweifache Integral des reellen Spektrums maximal ist.

B.2 Abschätzen des Wirkungsquerschnittes

Es seien n die Anzahl der einlaufenden Photonen, NFAD die Menge der Flavine im voll oxi-

dierten Zustand und NWW die Anzahl der Wechselwirkungen von FAD mit Lichtquanten.

Für den Wirkungsquerschnitt σ, normiert auf eine Fläche A, gilt dann:

σ

A
=

NWW

nNFAD
(B.6)

Wenn vorausgesetzt wird, daÿ jede statt�ndende Wechselwirkung zu einer Photoreduktion

des Flavins führt und Reoxidationsprozesse auf der betrachteten Zeitskala irrelevant sind,

so gilt für die zeitliche Änderung von NFAD:

dNFAD

dt
= −NWW = −σNFAD

n

A
(B.7)

Die Lösung der Di�erentialgleichung mittels eines Exponentialansatzes führt zu:

NFAD = NFAD,0 · exp
(
−σ n

A
t
)

(B.8)

Für die Halbwertszeit der Reaktion ergibt sich entsprechend:

T1/2 =
A ln (2)

σn
(B.9)

1�Rauschfrei� in diesem Zusammenhang bedeutet die Abwesenheit sämtlicher von der Mikrowelle
und/oder dem Feld unabhängiger Signalanteile. Nur dann ist die Annahme der Nichtexistenz nega-
tiver Fourierkomponenten korrekt.
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Nachdem der Abbau von voll oxidiertem FAD direkt mit der Erzeugung des Radikalzu-

standes verknüpft ist, entspricht diese Halbwertszeit derjenigen für den Aufbau des ESR-

Signals als Funktion der Belichtungszeit. Nachdem die Anzahl der Photonen pro Fläche

und Zeiteinheit bekannt ist, berechnet sich der Wirkungsquerschnitt demnach zu:

σ =
ln (2)

T1/2
·
( n
A

)−1
(B.10)

Da der dekadische Absorptionskoe�zient von voll oxidiertem Flavin bekannt ist (ε440 nm =

1,12 · 104M−1cm−1 ≈ 1,86 · 10−21m2), kann der Photonen�uÿ nach dem Durchgang durch

ein Probenvolumen der Dicke d mit einer Teilchenkonzentration ρ entweder über den Wir-

kungsquerschnitt (
I

I0

)
= e−σρd (B.11)

oder mit Hilfe des Absorptionskoe�zienten(
I

I0

)
= 10−ερd (B.12)

berechnet werden. Diese beiden Ausdrücke bezeichnen die selbe Gröÿe und lassen sich daher

gleichsetzen. Wenn für den Wirkungsquerschnitt der aus Zellbeleuchtungsexperimenten

ermittelte Wert von σ = 1,7 · 10−22m2 benutzt werden soll, so muÿ dabei ein Parameter q,

welcher die Quantenausbeute bei der Beleuchtung in Zellen beschreibt, eingeführt werden:

ln
(
10−ερd

)
= −σρd · q (B.13)

In der vorliegenden Arbeit wird die hergeleitete Beziehung benutzt, um q zu bestimmen.

Es gilt demnach:

1/q =
−σρd

ln (10−ερd)
=

−σρd
− ln 10 · ερd

=
σ

ε · ln 10
(B.14)

B.3 Abschätzen der Sauersto�di�usion während der

Reoxidation

In den Zellproben, welche zur Berechnung der Halbwertszeit der Reoxidation des Flavin-

radikals im Dunkeln benutzt wurden, erfolgte eine ständige Durchmischung der Probe mit

Hilfe eines Magnetrührgerätes. Dazu wurden die abzentrifugierten Zellen auf das zehnfache

Volumen verdünnt. Bei einem durchschnittlichen Zelldurchmesser von dz = 20µm bietet

sich eine Aufteilung des Volumens in 100µm × 100µm × 100µm an. Dann be�ndet sich

im Mittel in jedem zweiten Volumenelement eine Insektenzelle. Nun kann für eine gro-

be Abschätzung vereinfacht davon ausgegangen werden, daÿ die Elemente dazwischen eine

konstante Sauersto�konzentration cw aufweisen, während die entsprechende Konzentration

in den Volumina mit einer Zelle cz variiert.
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Die Di�usionsstromdichte berechnet sich gemäÿ des ersten Fick'schen Gesetzes zu:

J = −D · ∂c
∂x

(B.15)

Um den tatsächlichen Massenstrom zu erhalten, muÿ der derart erhaltene Wert noch mit

dem Flächeninhalt der Querschitts�äche, durch welche der Transport erfolgt, multipliziert

werden.

Wenn das Zentrum des keine Zelle enthaltenden Volumenelementes als Sauersto�quelle

und das Volumenelement mit Insektenzelle entsprechend als Senke betrachtet wird, so

ergibt sich dx = 100µm für den Abstand auf dem der Konzentrationsunterschied dc =

cw − cz wirksam wird. Die durch�ossene Fläche läÿt sich demnach mit A = 6 · (dx)2

abschätzen. Wenn man den so erhaltenen Volumenstrom auf die Sauersto�menge in dem

Volumenelement mit Sf21-Zelle normiert, so erhält man:

Jnorm =
AD (cw − cz)
dx3czdx

= 6D
cw − cz
czdx2

(B.16)

Folgende Werte wurden für die Konstanten angesetzt [119]: cw = 10mg/l; D = 2,0 ·
10−5cm2/s; dx = 100µm. Das erhaltene Ergebnis läÿt sich als Funktion von cz/cw darstel-

len:

cz/cw Jnorm / s−1

0,1 10,2

0,3 2,8

0,5 1,2

0,6 0,8

cz/cw Jnorm / s−1

0,7 0,51

0,8 0,3

0,9 0,13

0,95 0,06

Hierbei bedeutet ein Wert von 0,3 s−1, daÿ bei konstantem Verhältnis cz/cw innerhalb von

einer Sekunde 30% des im Volumenelement der Zelle vorhandenen Sauersto�s per Di�usion

nachströmt.

Laut Subczynski et al. beträgt der Sauersto�-Permeabilitätskoe�zient einer tierischen

Zellmembran mit 42 cm/s etwa die Hälfte des entsprechenden Wertes für eine Wasserschicht

gleicher Dicke [120]. Das Einbinden einer einzelnen Zellmembran in die obige Betrachtung

hat somit keinen signi�kanten Ein�uÿ auf das Ergebnis.

Selbst wenn man in Rechnung stellt, daÿ die hier berechneten Werte nur eine grobe

Abschätzung darstellen, ist o�ensichtlich, daÿ die Sauersto�di�usion nicht der ratenlimi-

tierende Faktor in den gemessenen Kinetiken sein kann. Insbesondere ist die Angabe des

Abstandes von der Zelle als Verbraucher zum nächsten Reservoir mit im Mittel 100µm

sicherlich deutlich zu hoch angesetzt. In der Realität handelt es sich vielmehr um eine
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kontinuierliche Verteilung in der gesamten Umgebung. Die angegebenen Zahlen sind somit

eher als obere Schranke des Ein�usses der Di�usion zu sehen. Deshalb kann der Trans-

port des gelösten Sauersto�s auf der beobachteten Zeitskala der Reoxidation als instantan

angenommen werden. Dies würde nur dann nicht gelten, wenn die Oxidation des Flavin-

radikals eine lokale Sauersto�konzentration von weit über 90% der Startkonzentration im

umgebenden Pu�er benötigen sollte.

In diesem Zusammenhang ist auch zu beachten, daÿ die Vermischung der Probe mittels

eines Magnetrührers mit etwa 3 bis 4 Umdrehungen pro Sekunde erfolgte. Zu der hier ab-

geschätzten Di�usion ist also auÿerhalb der Sf21-Zellen noch ein erheblicher Konvektions-

anteil hinzuzufügen.

B.4 Berechnung der Reaktionsraten

Zur Berechnung der Reaktionsraten aus der exponentiellen Anpassung der Kinetik des

ESR-Signals wird von zwei Zuständen 1 und 2, zwischen denen Übergänge statt�nden

können, ausgegangen. Es seien c1/2 die normierten Besetzungszahlen und k12 sowie k21 die

entsprechenden relativen Übergangsraten. Wenn davon ausgegangen wird, daÿ die absolu-

ten Reaktionsraten proportional zur Population des Mutterzustandes sind, so ergibt sich

die folgende Di�erentialgleichung:

dc1
dt

= −c1 · k12 + c2 · k21 (B.17)

Da die Gesamtzahl der Systeme, welche in den beiden Zuständen vorliegen können, kon-

stant ist, gilt c2 = 1− c1 und damit:

dc1
dt

= −c1 (k12 + k21) (B.18)

Zur Lösung dieser Di�erentialgleichung wird ein exponentieller Ansatz gewählt:

c1 = A · e−λt +A′ (B.19)

Dabei werden die Integrationskonstanten über die folgenden Randbedingungen festgelegt:

� Für lange Zeiten ist ein stationärer Zustand zu erwarten: dc1
dt = 0 für t→∞

� Alle Systeme sollen im Zustand 1 starten: c1 = 1 für t = 0

Aus der homogenen Lösung der Di�erentialgleichung und den angegebenen Randbedin-

gungen ergibt sich für die gesuchten Konstanten:

λ = k12 + k21

A = 1− k21
k12+k21

A′ = k21
k12+k21

(B.20)
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Bei Kenntnis der Parameter λ und A′ aus einer exponentielle Anpassung der Meÿwerte

lassen sich somit k12 und k21 berechnen, sofern die Datenpunkte im Vorfeld derart normiert

wurden, daÿ sich für t = 0 der Wert 1 ergibt.

Im Abschnitt 5.3.3 ist der Zustand 1 derjenige des FADH• und 2 der voll reduzierte Zu-

stand FADH−. Während die relativen Übergangsraten k12 für die Beleuchtung mit blauem

oder grünem Licht voneinander verschieden sein können, sollten die Rückreaktionsraten

k21 unabhängig von der Beleuchtung sein, da das voll reduzierte Flavin weder für grünes,

noch für blaues Licht eine signi�kante Absorption aufweist.
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Anhang C

Kontaktinformationen der Firmen

AEG:

Die �Allgemeine Elektricitäts-Gesellschaft� wurde 1996 aufgelöst.

Agilent:

Agilent Technologies; 5301 Stevens Creek Blvd; Santa Clara CA 95051; USA

Ampli�er Research:

Ampli�er Research; 160 School House Rd.; Souderton PA 18964-9990; USA

Bruker:

Bruker BioSpin GmbH; Silberstreifen 4; 76287 Rheinstetten; Deutschland

Clonetech:

Clontech Laboratories; 1290 Terra Bella Avenue; Mountain View, CA 94043; USA

Hewlett-Packard:

Die Meÿgerätesparte von HP wurde 1999 in die Firma ↗Agilent ausgegliedert.

Lake-Shore:

Lake Shore Cryotronics; 575 McCorkle Blvd; Westerville, OH 43082-8699; USA

MathWorks:

MathWorks Inc.; 3 Apple Hill Drive; Natick, MA 01760-2098; USA

Opta:

OPTA GmbH Laborzubehör; Lindbergstraÿe 3; 64625 Bensheim; Deutschland

Oxford Instruments:

Oxford Instruments; Tubney Woods; Abingdon; Oxfordshire OX13 5QX; GB

Spectra Physics:

Spectra Physics / Newport Corporation; 3635 Peterson Way; Santa Clara, CA 95054;

USA

Stanford Research:

Stanford Research Systems; 1290-D Reamwood Avenue; Sunnyvale, CA 94089; USA
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Tektronix:

Tektronix Communications; 3033 W President George Bush Highway; Plano, TX

75075; USA

Varian:

Varian Corporate Headquarters; 3120 Hansen Way; Palo Alto, CA 94304-1030; USA
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