Kapitel 7
Zusammenfassung und Ausblick

Im folgenden Kapitel mochte ich auf der Grundlage der erzielten Ergebnisse und
Fortschritte einen Ausblick auf zukiinftige Hochfeld-EPR-Untersuchungen geben.
Ziel der Arbeit war es, neue Methoden der Hochfeld-EPR bei 95 GHz, 180 GHz
und 360 GHz zu entwickeln sowie die Anwendung bisher aus apparativen Griinden
nicht durchfiihrbarer EPR-Verfahren auf Probleme der Proteinforschung zu in-
itiieren. Wéhrend bei 95 GHz und 180 GHz neue gepulste EPR- und ENDOR-
Experimente an bereits bestehenden Spektrometern durchgefiihrt wurden, mus-
sten viele apparative Voraussetzungen fiir die Experimente bei 360 GHz erst
geschaffen werden. Deshalb wurden die Erweiterungen und Verbesserungen am
360-GHz-Spektrometer in einem eigenen Kapitel behandelt, um den erreichten
Stand der Spektrometerentwicklung zu dokumentieren und kiinftigen Nutzern
dessen Weiterentwicklung zu erleichtern. Im Folgenden werden die Fortschritte
am 360-GHz-Spektrometer zusammengefasst sowie die entscheidenden neuen Er-
kenntnisse der Untersuchungen an den Kofaktorradikalen P**, Q% und Qp in
Reaktionszentren von Rb. sphaeroides und FADH® in der DNS-Photolyase von

E. coli wiedergegeben.

Weiterentwicklungen am 360-GHz-Spektrometer

Um die g-Tensoren von nur in kleinen Mengen verfiigharen Proteinen mit ho-
her Empfindlichkeit und spektraler Auflésung zu messen, wurde das in unserer
Arbeitgruppe aufgebaute 360-GHz-cw-EPR-Spektrometer iiberarbeitet und er-
weitert. Zur Diagnose stehender Wellen im Spektrometer sowie der Giite und
Ankopplung der verwendeten Mikrowellenresonatoren wurde das Spektrometer
um eine sweep-Option erweitert. Durch die Eliminierung von stehenden Wellen
im Spektrometer und die Uberarbeitung des Resonators konnte die Ankopplung

des Resonators erleichtert, die Empfindlichkeit des Spektrometers um den Fak-
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Abbildung 7.1: Fotografie der 360-GHz-Mikrowellenbriicke. Die Briicke kann so-
wohl im gepulsten als auch im cw-Modus betrieben werden. Als Mikrowellenquel-
len dienen im cw-Modus eine phasengeregelte Gunn-Diode (1, sieche Abschnitt
siehe 3.2) und im gepulsten Betrieb ein gepulstes Orotron (2, sieche Abschnitt
3.3). Durch den Austausch der Linse (3) gegen einen elliptischen Spiegel kann

vom gepulsten in den cw-Modus gewechselt werden.

tor fiinf erhoht sowie die Langzeitstabilitit wihrend der Messung auf mehrere
Stunden gesteigert werden. Die fiir eine Messung benotigte Probenmenge betrigt
deutlich weniger als ein Mikroliter (fiir ein vergleichbares Experiment im X-Band
benstigt man ca. 100 ul). In den Resonator wurde zusétzlich eine Lichtankopplung
eingebaut, die die Beleuchtung gefrorener Losungen im Resonator erlaubt. Mit
dem Ziel, in Zukunft zeitaufgeloste EPR-Messungen bei 360-GHz durchfiihren zu
konnen, habe ich eine neue quasioptische Mikrowellenbriicke zur phasenempfind-
lichen Detektion des EPR-Signals konstruiert.

Neben der Optimierung des cw-Spektrometers war der Aufbau des ersten 360-
GHz-Spektrometers mit gepulster Mikrowellenanregung das Hauptziel des appa-
rativen Teils meiner Arbeit. Erstmals wurde dabei ein gepulstes Orotron in ei-
nem EPR-Spektrometer als Mikrowellenquelle verwendet. Da es sich bei dem fiir

unsere Arbeitsgruppe konstruierten Orotron um den Prototyp des ersten puls-
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baren Orotrons iiberhaupt handelte, war vor dem Einbau in das Spektrometer
eine aufwendige Optimierung und Sperzifizierung des Orotrons notwendig. Fiir
gepulste EPR-Messungen mit dem Orotron musste ebenfalls eine neue Konfigu-
ration der Mikrowellenbriicke aufgebaut werden (siche Abbildung 7.1), die eine
quasioptische Einkopplung des Orotrons und eine empfindliche Mischerdetektion
der Orotronpulse ermdglicht. Ein wichtiges Ziel bei der Konstruktion der Briicke
war die Moglichkeit, durch den Austausch weniger Mikrowellenkomponenten zwi-
schen gepulstem- und cw-Modus wechseln zu kénnen. Mit dieser Konfiguration
des Spektrometers konnten die ersten gepulsten Messungen bei 360 GHz durch-

gefiihrt werden.

Bestimmung der g-Tensor-Hauptwerte von P*t in HE(M202), HL(M202)
und R26

Die erhohte Empfindlichkeit des Spektrometers und die Moglichkeit der Licht-
bestrahlung im Resonator war die Voraussetzung fiir die Untersuchung der g-
Tensoren von P** in verschiedenen Mutanten von Rb. sphaeroides. Dabei konn-
ten erstmals die Hauptwerte von P** in der HE(M202)-Mutante bestimmt wer-
den. Die g-Tensor-Hauptwerte von HL(M202) und R26 konnten hier mit erhohter
Genauigkeit gemessen werden. Die neue Resonatorkonfiguration erlaubt einen
Vergleich von chemisch oxidierten mit lichtangeregten Proben. Fiir P** konn-
ten dadurch Verfialschungen der g-Werte durch die Art der Probenpriparati-
on ausgeschlossen werden. Die aus den EPR-Spektren gewonnenen g-Tensor-
Hauptwerte beider Priparationsarten stimmen im Rahmen des Fehlers iiberein.
Die ermittelten g-Tensor-Hauptwerte von P** sind fiir die HE(M202)-Mutante:
gxx = 2.00333(3), gyy = 2.00236(2) und g7z =2.00191(2)(lichtangeregt) sowie
gxx = 2.00337(3), gyy = 2.00236(2) und gzz =2.00190(2) (chemisch oxidiert), fiir
HL(M202): gxx = 2.00314(2), gyy = 2.00230(2) und gzz =2.00200(2) (chemisch
oxidiert und lichtangeregt), sowie fiir R26: gxx = 2.00324(2), gyy = 2.00236(2)
und gzz =2.00195(2) (lichtangeregt) gxx = 2.00322(2), gyy = 2.00235(2) und
9zz =2.00196(2) (chemisch oxidiert). Erstaunlicherweise gilt fiir die g-Tensor-
Anisotropie, Ag = gxx - 9zz, Ag(HL(M202)) < Ag(R26) < Ag(HE(M202)).
Der primére Donor in R26 ist ein Bakteriochlorophyll a-Dimer (BChl),, wihrend
P**in HE(M202) und HL(M202) ein BChl(L):BPhe(M)-Heterodimer ist. Der na-
heliegende Schluss, dass die Verschiebung des g-Tensors einfach eine Folge der
Umwandlung des Bakteriochlorophylls in ein Bakteriopheophetin ist, muss we-
gen der entgegengesetzten Richtung der Verschiebungen von Ag in HE(M202)
und HL(M202) gegeniiber R26 ausgeschlossen werden. Dichtefunktinonaltheorie-
Rechnungen ergaben eine Korrelation der Drehung der Acetylgruppe des BChl(L)
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mit der Verschiebung der g-Tensor-Hauptwerte. Damit konnte ein Einfluss dieser
strukturellen Verinderung auf die Spindichte von P** und die Verschiebung des

g-Tensors erkliart werden.

Bestimmung des g-Tensors von FADH*

Durch die hohe spektrale Auflésung der 360-GHz-cw-EPR konnten erstmals die g-
Tensor-Hauptwerte von FADH® spektral voneinander getrennt und gxx = 2.00431(5),
gyy = 2.00360(5) und gzz = 2.00217(7) eindeutig bestimmt werden. Trotz der
schlechteren Auflésung im W-Band konnte mit Hilfe orientierungsselektiver "Davies’-
ENDOR-Messungen auf gy, gezeigt werden, dass die g;z-Komponente senkrecht
zur Molekiilebene steht. Die Orientierung der gxx- und gyy-Komponente konnte
durch einen Vergleich der 360-GHz-Spektren von deuterierten und protonierten
Proben bestimmt werden. Aus der Hyperfeinaufspaltung eines a-Protons auf der
gyy-Komponente der protonierten Probe und dem Vergleich mit unabhéngigen
'Davies’-ENDOR Messungen an FADH® im X-Band konnte der Betrag des Win-
kels zwischen Ayy und gyy mit (16 £+ 2)° festgelegt werden.

Die molekulare Dynamik von Q) und Q"

In einer Untersuchung der inter-und intramolekularen Dynamik von Q% und
Q}  in photosynthetischen Reaktionszentren wurde die zeitabhéngige Modula-
tion des g-Tensors als Sonde benutzt. Mit Hilfe von zwei-dimensionaler gepul-
ster ESE-detektierter EPR wurde die Orientierungsabhéngigkeit der Spin-Spin-
Relaxationszeiten ermittelt. Auf Grund der Temperaturabhéingigkeit der Rela-
xation konnten zwei verschiedene dynamische Mechanismen postuliert werden.
Bei 120 K und bei 140 K dominiert entweder eine Auslenkung der Chinone
um ihre Hauptbindungsrichtung, die anndhernd parallel zu gxx ist oder ein bis-
her nicht identifizierter feldunabhéngiger Prozess. Oberhalb von 160 K beobach-
tet man Fluktuationen der Proteinumgebung mit isotroper Richtungsverteilung.
Referenzmessungen an Q% im G-Band (180 GHz) zeigten keine quadratische
Feldabhingigkeit. Diser Befund deutet darauf hin, dass sie sich im slow motion

limit vollziehen.

Ausblick

Als Ausblick auf zukiinftige EPR-Untersuchungen an Proteinkofaktoren mochte
ich im Folgenden vor allem auf durch meine Arbeit ermoglichte neue Experi-
mente der 360-GHz-EPR eingehen. Durch die Erh6hung der Stabilitdt und Emp-
findlichkeit des cw-Modus des 360-GHz-Spektrometers konnten neue Probenklas-
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sen erschlossen werden. In meiner Arbeit habe ich an zwei Beispielen die hohe
Empfindlichkeit und spektrale Auflésung unseres 360-GHz-Spektrometers zur Be-
stimmung von g-Tensoren demonstriert; diese Untersuchungen sollen in Zukunft
fortgesetzt werden. Vor allem g-Tensor-Untersuchungen an weiteren punktmutier-
ten photosynthetischen Reaktionszentren versprechen umfassende Erkenntnisse
iber die zur Funktionalisierung der primédren Donatoren beitragenden Wechsel-
wirkungen. Geplant sind Untersuchungen an Mutanten, in denen durch gezielte
Mutationen das Wasserstoffbriicken-Netzwerk von Pgds; in bakteriellen Reakti-
onszentren [88] verdindert wurde, sowie eine Erweiterung auf P3j; in pflanzlichen
Reaktionszentren PS I [168]. Eine weitere Anwendung stellt die Bestimmung der
Abstédnde von Nitroxid-Spinmarkern in de novo Proteinen aus cw-EPR-Spektren
dar, wie sie im Moment von Celine Elsésser im Zuge ihrer Dissertation am Fach-
bereich Physik der FU-Berlin durchgefiihrt werden.

Durch die Integration einer optischen Anregung in den EPR-Resonator und die
Konstruktion einer neuen Mikrowellenbriicke fiir eine phasenempfindliche Mikro-
wellendetektion wird es in Zukunft moglich sein, zeitaufgeloste Messungen an
kurzlebigen Radikalen und Radikalpaaren durchzufiihren. Vor allem spinpolari-
sierte Radikalpaare, wie sie z.B. in photosynthetischen Reaktionszentren nach
Lichtanregung entstehen, erlauben die Identifikation von Proteinkofaktoren so-
wie die Bestimmung ihrer Abstéinde und relativen Orientierungen als wichtige
strukturelle Proteineigenschaften [109,134]. Bei niedrigeren EPR-Frequenzen und
Magnetfeldern sind diese Informationen oft nicht zugénglich, weil sich auf Grund
unaufgeloster g-Tensoren die Komponenten der zum Spektrum beitragenden Ra-
dikale iiberlappen. Durch die hervorragende Auflosung der 360-GHz-EPR konnen,
wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, auch sehr kleine Anisotropien auf-
gelost werden. Eine wichtige Anwendung der hohen spektralen und zeitlichen
Auflésung transienter 360-GHz-EPR wird in Zukunft die Untersuchung von Ori-
entierungsinderungen des g-Tensors von P*T in photosynthetischen Reaktions-
zentren als Folge von ortsspezifischen Mutationen sein. Aus cw-Spektren konnen,
wie weiter oben dargestellt wurde, in der Regel nur die Hauptwerte des g-Tensors
ermittelt werden. Radikalpaarspektren erlauben zusétzlich die Bestimmung der
relativen Orientierungen der g-Tensoren und damit weitere wichtige strukturelle
Informationen. Als Beispiel fiir die hohe Orientierungsempfindlichkeit spinpola-
risierter Radikalpaarspektren zeigt Abbildung 7.2 Simulationen des Spektrums
von Pgiz Q% in R26, fiir drei verschiedene Orientierungen des g-Tensors von Py
relativ zu Q% 1.

Das grosste Potential der Hochfeld-EPR liegt in der Entwicklung gepulster EPR,

!Die Spektren wurden mit einem von Michael Fuhs geschriebenen Programm simuliert [169]
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Abbildung 7.2: Simulation des spinkorrelierten Radikalpaarspektrums von
PidsQ%  fiir verschiedene Orientierungen des g-Tensors von Pgi: relativ zu

Q% (siehe Abbildung 4.1 [109]) bei 360 GHz (oben) und 95 GHz (unten).

und ENDOR-Verfahren. Die wichtigste Vorarbeit fiir gepulste Messungen wurde
im Rahmen dieser Arbeit durch den Aufbau eines gepulsten EPR-Spektrometers
geleistet. Bei der Aufklarung der Zusammenhénge zwischen Struktur, Dynamik
und Funktion von Proteinkomplexen spielen hochaufgeloste g-Tensoren nicht nur
als Spinsonden eine Rolle, sondern auch bei der Selektion einzelner Molekiilorien-
tierungen, um die Richtung der magnetischen Wechselwirkungen zu bestimmen.
Orientierungsselektives ENDOR ist in der Lage, selbst an pulverférmigen Pro-
ben die Richtung und Stdrke der fiir die Funktionalisierung von Proteinkofak-
toren entscheidenden Wasserstoffbriicken zu ermitteln. In Zusammenarbeit mit
Prof. Yuri Grishin (Institute of Chemical Kinentics and Combustion, Novosi-
birsk, Ruflland) wurde der in Abschnitt 3.6 beschriebene Probenkopf mit einer
auf die Protonenlarmorfrequenz bei 12.8 T angepassten RF-Spule ausgestattet.
Diese Neuentwicklung soll in Zukunft mit den erreichten Fortschritten beim Auf-
bau einer Mikrowellenbriicke fiir gepulste EPR-Experimente zu ersten gepulsten
ENDOR-Experimenten bei 360 GHz zusammengefiihrt werden. Relaxationszeit-

messungen bei verschiedenen hohen Feldern profitieren in besonderem Masse von
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der Auflosung des g-Tensors. Zum einen erlaubt eine Auflésung des g-Tensors
orientierungsselektive Relaxationszeitmessungen an bestimmten Molekiilorientie-
rungen und somit die Bestimmung der Richtungsabhingigkeit der Bewegung des
Molekiils. Zum anderen kénnen durch die Feldabhéngigkeit die Relaxationsme-
chanismen identifiziert und somit weitere wichtige Aussagen iiber die Zeitska-
len und Auslenkungen von Molekiilfluktuationen gemacht werden. Fluktuatio-
nen zwischen verschiedenen Proteinkonformationen auf der Zeitskala des EPR-
Experiments sind deshalb von so groler Bedeutung, weil gezeigt wurde, dass sie in
vielen Proteinen die Funktion beeinflussen und z.B in photosynthetischen Reak-
tionszentren mit der Effizienz des Elektronentransfers korreliert sind. Mit dieser
Arbeit wurde dieses neue Gebiet der Multifrequenz-Relaxationszeitmessung bei
verschiedenen hohen Feldern auf die Dynamik von Q% und Q}, in Rb. sphaeroi-
des angewandt. Diese Untersuchungen sollen zukiinftig bei weiteren Frequenzen
durchgefiihrt werden, um ein moglichst vollstindiges Bild der Molekiildynamik

zu erhalten.

127



128





