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Zusammenfassung

In Photosystem II-Membranfragmenten, die man nach Extraktion des Mn-Clusters mit Fe**
behandelt, werden bei Belichtung drei der vier Mn-Bindungsplitze durch Fe’" im high-spin-
Zustand besetzt. Ein weiteres Fe-Ion bindet als Fe*" im low-spin-Zustand. Mit Hilfe eines
Differenz-EXAFS-Spektrums konnte der Fe;Oy-Cluster, der anstelle des Mn-Clusters im
Photosystem II bindet, ndher charakterisiert werden. Unter Beniitzung von Ergebnissen aus
der MoBbauer-Spektroskopie wurde ein Eisen-Eisen Abstand von 3.3 A festgestellt. Die
Eisenatome sind im Cluster iiber p-oxo-Briicken miteinander verbunden. Zuerst bildet sich

der Fes-Cluster, bevor ein weiteres Fe*"-Ion an der Stelle des Ca-Bindungsplatzes bindet.

Mittels XAS-Untersuchungen wurden die Atomabstinde innerhalb des wiirfeldhnlichen
Eisen-Schwefel-Zentrums von reduziertem HiPIP C. vinosum im nativen und C77S-mutierten
Zustand bestimmt. Die prosthetische Gruppe zeigt eine nahezu unverdnderte Struktur in
beiden Proben. Wihrend die vierfache Ligandierung an das Proteinriickgrat bestehen bleibt,
verkiirzt sich der Bindungsabstand zwischen dem Eisen und dem Sauerstoffatom der

Aminosdure 77 infolge der Mutation erheblich.

Anhand der Bestimmung der <x*>-Werte aus temperaturabhdngigen EXAFS-Messungen
wurde die Struktur und Dynamik des Eisen-Schwefel-Clusters in nativem reduziertem HiPIP
C. vinosum untersucht. Dabei wurde eine sehr schwache Temperaturabhdngigkeit von
strukturellen Parametern beobachtet. Daten aus einer Tieftemperaturmessung konnen zur
Beschreibung von Systemen im Bereich physiologischer Temperaturen herangezogen werden.
Es ist ein linearer Anstieg der <x*>-Werte mit der Temperatur zu beobachten. Ein Vergleich
mit den <x*>-Werten aus der M6Bbauer-Spektroskopie unterhalb des dynamischen Ubergangs
bei der charakteristischen Temperatur Tc¢ zeigt, dass die Bewegungen des Clusters gegen das
Proteinriickgrat dominant sind. EXAFS ist sensitiv auf optische Phononen, die am Eisen-
Schwefel-Cluster ankoppeln. Oberhalb T¢ zeigt der Vergleich mit der MoBbauer-
Spektroskopie, dass die proteinspezifische Dynamik nicht auf Schwingungen des Eisens
gegen seine unmittelbaren Nachbarn beruht, sondern auf Bewegungen ganzer
Molekiilsegmente. EXAFS liefert einen eigenstandigen Beitrag zum besseren Verstiandnis der

proteinspezifischen Dynamik.

Die Struktur und Dynamik von teilweise entfaltetem reduziertem HiPIP C. vinosum wird
durch  temperaturabhingige = EXAFS-Messungen  charakterisiert. =~ Wihrend  die

Sekundérstruktur des Proteins bereits weitgehend aufgeldst ist, ist der Aufbau des Clusters im



molten globule-HiPIP intakt. Die Fe-Fe-Abstéinde und die Fe-S-Abstinde sind auch im molten
globule-HiPIP unabhingig von der Temperatur. Der prosthetischen Gruppe scheint eine
Keimbildungsfunktion bei der Proteinfaltung und eine stabilisierende Wirkung auf die
Proteinstruktur zuzukommen. Hinsichtlich der Auslenkungsquadrate aufgrund harmonischer
Festkorperschwingungen innerhalb des Clusters unterscheiden sich natives HiPIP und molten

globule nicht.

Die Kupferbindung an das PHGGGWGQ-Segment aus der N-terminalen Doméne des
menschlichen Prion-Proteins wurde mittels EXAFS untersucht. Durch Messungen in
verschiedenen Losungsmitteln konnten die DPC-Micellen als geeignete Membranimitation
fiir das einfache Octa-Repeat Segment identifiziert werden. SDS-Micellen sind dazu nicht
geeignet. Eine Losung aus DPC-Micellen eignet sich jedoch nicht zur Untersuchung der

kompletten Octa-Repeat Region in einer membranidhnlichen Umgebung.

Aufbauend auf den EPR-, ENDOR- und ESEEM-Untersuchungen an einem PHGGGWGQ-
Segment in NEM wurde durch Anpassung an das EXAFS-Spektrum ein "Minimal Modell"
erstellt. Dabei konnte die Lage des Imidazolrings relativ zum Kupfer und die Abstinde der
ndchsten Liganden bestimmt werden. Zuséatzlich wurde die Kompatibilitdt der Ergebnisse aus
EXAFS und ENDOR am axialen Wasser und am Hel des Imidazolringes gezeigt. Die aus
EXAFS erhaltenen Parameter flir das "Minimal Modell" sind bei einer Energieminimierung
als Randbedingungen einsetzbar. Die aus der Energieminimierung erhaltenen Strukturen

wurden durch eine Simulation des EXAFS-Spektrums auf ihre Plausibilitét tiberpriift.

Mit XAS-Messungen wurde der N-terminale Kupferbindungsplatz des menschlichen Prion-
Proteins (23-231) genauer charakterisiert. Untersuchungen bei verschiedenen pH-Werten
zeigten, dass die Umgebung der an die Octa-Repeat Region bindenden Kupferatome identisch
ist. An die Kupferatome sind jeweils zwei Imidazolringe gebunden. Die bindenden
Kupferatome sind tiber die Imidazolringe miteinander verbriickt und bilden zusammen ein
planares System. Die maximal mogliche Kupferanzahl pro Octa-Repeat Region betrigt vier.
Die erhaltenen Ergebnisse konnten in das Modell der kooperativen Bindung der Kupferatome

innerhalb der N-terminalen Domine des menschlichen Prion-Proteins eingebaut werden.



1 Einleitung

Im Human-Genom-Projekt wurde die DNS-Sequenz des Menschen entschliisselt. Bausteine
der DNS sind die vier Basen Adenin, Thymin, Guanin und Cytosin, die sich in Form von
Nukleotiden zu DNS-Féaden aneinander reihen. Unterschiedliche Dreierabfolgen dieser Basen
tragen die Information fiir verschiedene Aminosduren eines Proteins, dessen Struktur somit in
der DNS-Sequenz kodiert ist. Zwei Aminosduren konnen sich unter Wasserabspaltung
miteinander verbinden. Diese Bindungsform wird als Peptidbindung bezeichnet. Durch
Peptidbindungen verkniipfte Aminosduren bilden unverzweigte Polypeptidketten. Die
elementare Untereinheit dieser Peptide sind in allen Spezies dieselben, ndmlich die 20
Aminosduren (vgl. Anhang A). Die Aminosdureketten werden von einer Abfolge der drei
Atome N-C,—C, der sogenannten Riickgratatome, gebildet. Die Aminosdurereste, die sich in
GroBe, Ladung und Hydrophobie unterscheiden, sind am C,—Atom gebunden. Proteine
entstehen, indem typischerweise 100 bis 1000 Aminosduren in immer anderer Reihenfolge

miteinander verkniipft werden.

Als Primérstruktur bezeichnet man die Sequenz der Aminosduren. Durch Reihenfolge und
Anteil der verschiedenen Aminosduren wird die rdumliche Struktur bestimmt. Die
Aminosdurekette ist nicht linear angeordnet, sondern faltet sich in eine energiearme
Konformation. Es bilden sich Sekundérstrukturelemente wie a-Helizes oder B-Faltblatter. Die
komplette dreidimensionale Struktur eines Proteins wird als Tertidrstruktur bezeichnet. Die
Anordnung mehrerer Untereinheiten, die jeweils einer Aminosdurekette entsprechen, wird als
Quartérstruktur bezeichnet. Es ist bisher nicht mdglich, aus der Primérsequenz die
Tertidrstruktur der Proteine vorherzusagen. Daraus ist ersichtlich, dass mit der Bestimmung
der DNS-Sequenz eines Genoms zwar ein nicht zu unterschitzender Schritt zum Verstindnis
der Abldufe in der Natur vollzogen ist, um jedoch die Struktur und Funktion von Proteinen im

Detail zu entschliisseln und zu verstehen, sind gesonderte Untersuchungen unumgénglich.

Proteine konnen aufgrund ihrer Vielfalt die unterschiedlichsten Aufgaben erfiillen. Ihr
Aufgabenbereich reicht von der Katalyse chemischer Reaktionen bis hin zur Speicherung und

zum Transport von Elektronen und kleineren Molekiilen.

Bestimmend fir die Struktur und damit fur die Funktion des Proteins sind die

Wasserstoffbriickenbindungen, die elektrostatischen Wechselwirkungen der Aminoséduren, die
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Van der Waals-Krifte und die hydrophoben Wechselwirkungen der Seitenketten mit dem

umgebenden Losungsmittel.

In die Proteinmatrix koénnen auch Metallzentren oder prosthetische Gruppen eingebunden
sein, die dann in der Regel das Reaktionszentrum fiir die Funktion des Proteins bilden. Es
konnen sich auch unterschiedliche Konformationen ergeben, zum Beispiel durch
unterschiedliche bindende Liganden an den Metallatomen. Metalloproteine besitzen fiir den
Experimentator den Vorteil, dass das Metall innerhalb des Proteins als Sonde zur

Untersuchung der Struktur und Funktion des Proteins dienen kann.

Ein fiir die Biophysik wichtiges Modellprotein ist das Hamoglobin. Hdmoglobin ist fiir den
Sauerstofftransport im Blut zustindig. Mit Bestimmung der dreidimensionalen Struktur des
Héamoglobins konnte gezeigt werden, dass aus dem erhaltenen Modell von Himoglobin alle
Wege des Sauerstoffmolekiils aus dem Losungsmittel an das Eisen sterisch behindert sind
(Perutz und Mathews 1966; Case und Karplus 1979). Das Sauerstoffmolekiil findet nur dann
einen Weg durch die Proteinmatrix, wenn die Proteinmatrix fluktuiert und sich dadurch
ausreichend grofle Kanile 6ffnen. Um die Funktion eines Proteins zu verstehen, ist also neben

der Struktur auch das Verstindnis der Proteindynamik von entscheidender Bedeutung.

Eine Methode zur Untersuchung der Struktur und Dynamik von Metalloproteinen ist die
Rontgenabsorptionsspektroskopie. Schon 1920 wurden erstmalig die charakteristischen
Absorptionsfrequenzen und die Struktur der Absorptionskante von verschiedenen Elementen
beobachtet (Fricke 1920). 1931 wurde von Kronig das Auftreten einer ausgedehnten
Feinstruktur in den K-Absorptionsbanden von Kristallen und Metallen im festen Zustand
beobachtet (Kronig 1931). Ein Jahr spiter entwickelte Kronig eine Theorie fiir
Rontgenabsorptionsspektren kleiner Molekiile (Kronig 1932). Aber erst die Verfiigbarkeit von
Synchrotronstrahlung ermoglichte den experimentellen Zugang. Die theoretischen
Grundlagen zur Analyse der Absorptionskanten von Rontgenstrahlung in Materie wurden erst
in den siebziger Jahren entwickelt (Sayers et al. 1971; Stern 1974; Ashley und Doniach 1975;
Lee und Pendry 1975). In den letzten Jahren hat diese Methode auch immer mehr an

Bedeutung innerhalb der Biophysik gewonnen.

Innerhalb dieser Arbeit soll an drei unterschiedlichen biologischen Systemen die Struktur und
Dynamik der Metallumgebung im Protein mit Hilfe der Rontgenabsorptionsspektroskopie
untersucht werden. Die Untersuchungen sollen am modifizierten Photosystem II, am Eisen-
Schwefel-Cluster des High-Potential Iron Proteins aus C. vinosum und am N-terminalen

Kupferbindungsplatz des menschlichen Prion-Proteins durchgefiihrt werden.



Die unter Bildung von Sauerstoff ablaufende Photosynthese ist die Grundlage allen tierischen
Lebens. Sowohl die pflanzliche Biomasse als auch der Sauerstoff sind zur Energiegewinnung
unerlaBlich. Gerade im Bereich der Sauerstoffentwicklung sind aber noch einige Details
ungeklért. Sauerstoff entsteht durch die Spaltung von zwei Molekiilen Wasser an einem
Cluster aus vier Manganatomen. Seine genaue Lage im Photosystem II und seine Struktur
sind Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Der Ablauf der Wasserspaltung ist ebenfalls
nicht ginzlich geklirt. Auch eine Réntgenstrukturanalyse mit einer Auflosung von 3.8 A
konnte die Struktur und die Lage des Mn-Clusters im Detail nicht aufkldaren (Zouni et al.
2001). So ist man auf biochemische und spektroskopische Untersuchungen angewiesen.
Mittels der Rontgenabsorptionsspektroskopie wurden wertvolle Erkenntnisse iiber den Mn-
Cluster gewonnen. Eine Methode, mit der sich vor allem Details in der elektronischen
Struktur aufkldren lassen, ist die MoBbauer-Spektroskopie. Dazu miissen die Manganatome
jedoch durch Eisen ersetzt werden. Dass diese Moglichkeit des Austausches auch in der Natur
Verwendung findet, zeigt das Beispiel einer kambialistischen Superoxiddismutase. Diese sind
mit Mn oder Fe im aktiven Zentrum gleichermallen katalytisch aktiv (Martin et al. 1986).
Aufbauend auf den Ergebnissen der MoBbauer-Spektroskopie soll im ersten Teil dieser Arbeit
der neu entstandene Fe-Cluster mittels der Rontgenabsorptionsspektroskopie genauer

charakterisiert werden.

Die Methode zur Energiegewinnung aus Sonnenlicht wurde aber nicht etwa von Pflanzen
entwickelt, sondern von griinen und purpurnen Bakterien. Die Photosynthese der phototropen
Bakterien lduft heute wie damals noch anaerob ab. Dabei wird mit Hilfe von Licht aus
Kohlendioxid und Schwefelwasserstoff der Zellstoff CH,O und Wasser gebildet. Aus diesem
Zellstoff bauen die Bakterien ihren Korper auf. Als Abfallprodukt entsteht elementarer
Schwefel, den die meisten Purpurschwefelbakterien im Inneren anhdufen, so auch das
Bakterium Chromatium vinosum. Ein wesentlicher Unterschied zur pflanzlichen
Photosynthese besteht darin, dass nur ein Reaktionszentrum auftritt. Antennenpigmente im
bakteriellen Reaktionszentrum absorbieren ein Lichtquant und setzen ein Chlorophyllelektron
frei. Uber eine Kette von Elektronentransferproteinen gelangt das Elektron auch zu einem
High-Potential Iron Protein (HiPIP). Das Elektron gelangt zum Cytochrom bc,
Oxidoreduktase-Komplex. Gleichzeitig entsteht zwischen beiden Seiten der Zellmembran ein
Protonengradient. Mit diesem Protonengradienten wird die Synthese der universellen
Energieeinheit Adenosintriphosphat (ATP) angetrieben. Die Einstellung des Redoxpotentials
in der Proteinkette fiir den Elektronentransport ist dabei von entscheidender physiologischer

Bedeutung. Wie die Einstellung des Redoxpotentials erfolgt, ist weitgehend ungeklért.



Die Rolle der HiPIPs beim Elektronentransport wihrend der bakteriellen Photosynthese ist
ebenfalls unklar. HiPIPs haben eine Molekiilmasse von etwa 10 kDa und bestehen aus etwa

hundert Aminosduren. Wichtige Eigenschaften der hier untersuchten HiPIPs sind in Tab. 1.1

dargestellt.
natives HiPIP C. vinosum HiPIP C. vinosum C77S
Eo [mV] +355! +330?
M [Da] 8888’ 8943*
Aminosduren 85° 86"

Tab. 1.1 Eigenschaften der in dieser Arbeit untersuchten HiPIPs. Quellen: '(Przysiecki et al.
1985), *(Babini et al. 1996), *(Bertini et al. 1995b), *(Bentrop et al. 1996)

Alle HiPIPs enthalten einen verzerrten wiirfelformigen [FesS4]-Cluster, der an das
Proteinriickgrat tiber vier Cysteinreste ligandiert ist. Mit Hilfe der Gentechnik ist es moglich,
ein organisches Schwefelatom des Metallzentrums durch ein Sauerstoffatom auszutauschen.
Dadurch entsteht die stabile C77S-Mutante des HiPIP C. vinosum (Babini et al. 1996). Durch
Zugabe einer definierten Menge Guanidiniumchlorid ist man in der Lage eine teilweise
entfaltete Konformation des reduziertem HiPIP C. vinosum zu erzeugen (Bertini et al. 1997).
Trotz des sehr dhnlichen Aufbaus des [FesS4]-Zentrums in verschiedenen HiPIPs ist die
Spanne der Redoxpotentiale von +90mV bis +500 mV erheblich (Przysiecki et al. 1985;
Capozzi et al. 1998). Der hohe Wert des Redoxpotentials im Vergleich zu den tierischen
Ferredoxinen (-430mV bis —280 mV), welche auch ein [FesS4]-Zentrum besitzen, verleiht
thnen die Bezeichnung High-Potential Iron Protein. Die groe Bandbreite der

Redoxpotentiale von [FesS4]-Zentren ist nicht einmal im Ansatz verstanden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollen die Eigenschaften des [FesS4]-Zentrums im HiPIP C.
vinosum mit Hilfe der Rontgenabsorptionsspektroskopie genauer untersucht werden. Mit
Bestimmung des Debye-Waller Faktors aus temperaturabhingigen Rontgenabsorptions-
spektren von Myoglobin und einem Vergleich mit den Ergebnissen aus der MdBbauer-
Spektroskopie konnten Informationen iiber die Dynamik des Cofaktors des Myoglobins
erlangt werden (Scherk et al. 2001). Ahnliche Untersuchungen sollen hier am [Fe;S4]-Cluster
des HiPIP C. vinosum durchgefiihrt werden, welcher sich im Aufbau génzlich vom Cofaktor
des Myoglobins unterscheidet und aufgrund seines hohen Eisengehaltes zu berechtigter
Hoffnung auf sehr gut aufgeldste Spektren Anlass gibt. Ein Vergleich der Struktur und
Dynamik von nativem und teilweise entfaltetem reduzierten HiPIP C. vinosum soll einen

Beitrag zum Verstidndnis der Proteinfaltung liefern. Durch die Punktmutation kann bei der



C77S-Mutante der Einfluss der Liganden auf die Struktur und Dynamik des Eisenzentrums

untersucht werden.

Eine ginzlich andere Art von Proteinen stellt die Gruppe der Prion-Proteine dar. Prionen sind
der Grund fiir neurodegenerative Erkrankungen. Eine der interesantesten neurodegenerativen
Erkrankungen ist Kuru. Das Volk der steinzeitlich lebenden Fore, die im Hochland von Papua
Neuginea zu Hause sind, verzehrte bis vor wenigen Jahrzenten die Gehirne ihrer
Stammesangehorigen. Dabei infizierten sie sich mit dem im Gehirn vorhandenen Kuru-
Erreger, Prionen genannt. Den Kannibalismus hatte man in den 50er Jahren verboten, nicht
wegen der Prionenkrankheit "Kuru". Der Erla bewirkte eine Unterbrechung der Kuru-
Ubertragungswege. Heute ist wegen bestimmter Parallelen zu inzwischen aufgetretenen
Prionenkrankheiten ein breites Interesse an Kuru erwacht. Beinahe jedem ist die neue
Variante der Creutzfeld-Jakob-Krankheit des Menschen (nvCJD) und der "Rinderwahnsinn"
mit der wissenschaftlichen Bezeichnung Bovine Spongiforme Enzephalophatie (BSE) ein
Begriff. Schon 1732 wurde die Scrapie (vom engl. to scrape; sich kratzen) oder
Traberkrankheit (von franz. Tremblante; Muskelzittern) bei Schafen beschrieben. Das
pathologische Hauptmerkmal aller Prionenkrankenheiten ist die Bildung von "Lochern" im
Gewebe, die insgesamt betrachtet an die 16chrige Struktur eines Schwammes erinnern. Man
spricht deshalb auch von einer spongiformen (spongiosus) Durchlécherung. Die Krankheit hat
immer einen tddlichen Ausgang. Es gibt derzeit weder Schutzimpfung noch

Therapiemoglichkeiten.

Die itiologische Vielfalt von Prionkrankheiten ist durch die auBergewohnliche Natur der
Prionen bedingt. Dabei handelt es sich um Erreger, die von Viren, Bakterien, Protozoen oder
Pilzen abzugrenzen sind, da sie keine oder keine nachweisbare Nukleinsdure aufweisen. Mit
diversen nukleinsdureschidigenden Verfahren lieB sich die Infektiositdt gereinigter Extrakte
nicht verrringern, wohl aber mit Substanzen, die Proteine abbauen oder die natiirliche Faltung
auflésen (Prusiner 1982). Proteine mufliten ein essentieller Bestandteil des Agens sein. Es
prigte sich der Begriff Prion als Abkiirzung von "Protein-aceous infectious particle", wobei
die genaue Abkiirzung Proin zugunsten der leichteren Sprechweise in Prion gedndert wurde.
Das Gen konnte als erstes an Hamsterzellen isoliert werden, welches das Prion-Protein (PrP)
codiert (Oesch et al. 1985). Es zeigte sich, dass das PrP-Gen die meiste Zeit aktiv ist (Oesch
et al. 1985; Basler et al. 1986). Dies bedeutet, dass im Normalfall jeder tierische und
menschliche Organismus Prion-Protein herstellt, ohne zu erkranken. Das PrP aus scrapie-
infizierten Gehirnen ist sehr resistent gegeniiber Protein-abbauenden Enzymen (Proteinasen).

Es wurde auch die Proteinase-sensitive Form gefunden (Barry et al. 1986). Der wesentliche
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Unterschied zwischen den normalen PrP (PrP, C fiir cellular = zelluldr) und dem Scrapie-PrP
(PrP*°) liegt in ihrer Form, also in der Art ihrer Konformation. Offenbar kann das PrP*°, wenn
es mit PrP® in Kontakt kommt, diese veranlassen, sich aus der gewdhnlichen in die Scrapie-
Konformation umzufalten. Die umgefalteten PrP bringen dann ihrerseits normale PrP dazu,
ihre Form zu &ndern, wodurch sich die Scrapie-Konformation repliziert (Prusiner 1991). Die
infektiose Scrapie-Form entsteht, wenn sich ein groBler Teil des Molekiils zu B-Stringen

streckt (Cohen et al. 1994; Cohen und Prusiner 1998).

Die pathogenetische Bedeutung des Prion-Proteins fiir die Spongiformen Enzephalopathien ist
gut dokumentiert. Jedoch ist die physiologische Funktion des PrP® unbekannt. Bei

PO/O), die keine Prion-

Untersuchungen an generierten Prion-Protein-Knock-out-Méusen (Prn
Proteine mehr besitzen, konnten keine Auffalligkeiten in ihrer Entwicklung oder ihrem
Verhalten beobachtet werden (Biieler et al. 1993). Daraus ist aber nicht zu schlie3en, dass das
Prion-Protein keine Aufgaben erfiillt. Der gleiche Effekt wurde auch an Myoglobin-Knock-
out-Mdusen beobachtet. Die Muskeln der Méuse zeigten bei Standarduntersuchungen normale
Funktionswerte (Garry et al. 1998). Der Organismus scheint Ersatzmechanismen zu besitzen,
trotz des Fehlens scheinbar lebenswichtiger Proteine zu iiberleben. Unterschiedliche Befunde
deuten darauf hin, dass die kupferbindende Eigenschaft von PrP¢ von zentraler funktioneller

Bedeutung ist (Stockel et al. 1998; Viles et al. 1999).

Der N-Terminus des Prion-Proteins weist eine hoch konservierte Oktapeptid-Repeatsequenz
(PHGGGWGQ) x 4 auf (Schitzl et al. 1995). Dieser Region wird eine kupferbindende
Eigenschaft zugeschrieben (Miura et al. 1995; Brown et al. 1997). Bei Erhéhung oder
Erniedrigung der Zahl der Octa-Repeats durch zufillige Mutationen treten schon im frithen
Lebensalter neurodegenerative Erkrankungen auf (Laplanche et al. 1995; Skworc et al. 1999;
Capellari et al. 2002). Dies zeigt, dass die Octa-Repeat-Region eine Rolle bei der Bildung des

PrP% beim Menschen spielen konnte.

Der Kupferbindungsplatz in der Octa-Repeat Region ist im dritten Teil dieser Arbeit das
Untersuchungsobjekt. Dabei wird von zwei Seiten versucht, diesen Kupferbindungsplatz zu
untersuchen. Mit Hilfe der Rontgenabsorptionsspektroskopie soll zum einen die Umgebung
des bindenden Kupfers innerhalb eines Oktapeptides PHGGGWGQ in verschiedenen
Losungsmitteln untersucht werden. Zum anderen wird der Kupferbindungsplatz des
rekombinant hergestellten menschlichen PrP(23-231) mit vollstandiger Octa-Repeat Sequenz

untersucht.



2 Experimentelle M ethoden und ihre theoretischen Grundlagen

2.1 Rontgenabsorptionss pektroskopie

Bei der Absorption eines Photons mit geeigneter Energie durch ein Atom ist es moglich, ein
Elektron aus einer der Schalen in das Kontinuum anzuheben. Bei dieser Energie tritt eine
sogenannte Absorptionskante auf. Entsprechend dem Aufbau der Atomhiille existiert fiir jede
Elektronenschale ein solcher Ubergang. Die energetisch hdchste Kante entspricht dem

Ubergang eines Elektrons aus der K-Schale in das Kontinuum.

1.2

0.8 A

Absorption [w.E.]

pre-edge

i

0 T
7050 7100 7150 7200 7250 7300 1350 7400

R éntgenenergie [eV]

Abb. 2.1 Struktur von Rontgenabsorptionsspektren im Bereich der Fe-K-Kante, in
Fluoreszenz gemessen.

In Abb. 2.1 ist eine Absorptionskante im Energiebereich der Anregung eines 1s-Elektrons des

Eisens ins Kontinuum dargestellt. Dabei kann das Spektrum in drei Teile unterteilt werden:
- den Vorkantenbereich ("pre-edge" Region)

- die Region mit einem sprunghaften Anstieg der Absorption, die sog. Absorptionskante

(XANES, X-ray absorption near edge structure)

- den Bereich etwa 50eV oberhalb der Kante, der oszillatorisches Verhalten zeigt (EXAFS,

extended X-ray absorption fine structure).
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Im Vorkantenbereich ist die Energie der Rontgenstrahlung zu gering, um ein Elektron des
Absorbers anzuregen. Es wird ein strukturloser Absorptionsuntergrund beobachtet. Es konnen
jedoch Peaks in der Vorkantenregion beobachtet werden, wenn die Rontgenenergie dem
Ubergang zwischen gebundenen elektronischen Zustinden entspricht. Dieses Maximum tritt
ausnahmslos im Spektrum von Ubergangsmetallen auf, welche noch unbesetzte 3d Schalen
besitzen. Daher kann bei der Zn-K-Kante kein "pre-edge* Peak beobachtet werden. Aufgrund
der Dipolauswahlregeln (Al = +1) ist dieser Ubergang eigentlich verboten. Je nach Symmetrie
der Koordinationsumgebung kann es zu einer mehr oder weniger starken Mischung von
Anteilen der p- und d-Wellenfunktion kommen, so dass die Ubergangswahrscheinlichkeit von

null verschieden ist (Westre et al. 1997).

Reicht die Rontgenenergie aus, um ein 1s-Elektron aus der K-Schale ins Kontinuum zu heben,
erscheint im Spektrum die Absorptionskante, ein sprunghafter Anstieg der Absorption. Die
Absorptionskante ist im Allgemeinen nicht strukturlos. Sie kann Schultern oder auch ein sehr
spitzes Absorptionsmaximum (sog. "white line") aufweisen. Der XANES-Bereich wird
entscheidend von Mehrfachstreuprozessen beeinflusst. Fiir die korrekte Berechnung von
Mehrfachstreuung eines ganzen Systems ist die exakte dreidimensionale Struktur des
untersuchten Systems Voraussetzung (Ankudinov et al. 1998). Jedoch kann die Form der
Kante als Hinweis dienen, wieviel und welche Liganden das Metallatom besitzt und in

welchem Oxidationszustand es sich befindet (Kau et al. 1987).

Bei noch grofleren Rontgenenergien (ca. 50 - 1000 eV oberhalb der Kante) nimmt die
Absorptionswahrscheinlichkeit langsam ab. Der ausgedehnte Bereich oberhalb der Kante
zeigt oszillatorisches Verhalten. Fiir diesen Bereich des Spektrums verwendet man den
Begriff EXAFS. Werden sowohl EXAFS als auch XANES Bereich gleichzeitig betrachtet so

spricht man von XAFS (X-ray absorption fine structure).

2.1.1 Absorption eines Photons

Wenn ein Rontgenstrahl Materie durchléuft, treten verschiedene Prozesse auf, die miteinander
konkurrieren und stark energieabhédngig sind. Die Streuamplitude setzt sich aus einem Real-

und einem Imaginér-Teil zusammen.

f =1, +(f’'+if") (2.1)
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Die Streuamplitude f enthélt den elastischen Term der Rayleighstreuung fy. Der zweite Teil
f’+if” beschreibt die anormale Dispersion. Durch die anormale Dispersion wird die
Wechselwirkung von Photonen mit Materie in der Nédhe einer Absorptionskante beschrieben.
Darunter féllt die Absorption eines Photons und die anschlieBende Reemission, die
Comptonstreuung oder die Absorption eines Photons und die Emission eines Elektrons.
Letzterer Beitrag bildet die Grundlage der Rontgenabsorptionsspektroskopie (XAS, X-ray

absorption spectroscopy).

Die Absorption spiegelt sich im imagindren Anteil der Streuamplitude wider. Dies hat eine
Déampfung der Rontgenstrahlung zur Folge. Fiir den Streuquerschnitt der Absorption ¢ gilt
nach dem optischen Theorem (Schwabl 1998):

Gz%lmf (22)

Es ist moglich, aus dem Intensitétsverlust der transmittierten Strahlung die Gesamtzahl der
gestreuten bzw. absorbierten Teilchen zu bestimmen. Der Vektor k beschreibt die einfallende
Strahlung. Laut dem Lambert-Beer’schen Gesetz fillt die Intensitit proportional zu e™* ab,
wobei x die Eindringtiefe darstellt und p der Rontgenabsorptionskoeffizient ist. Den

Zusammenhang zwischen L und ¢ beschreibt Gleichung ( 2.3 ).

L=no (2.3)

Hier ist n die Anzahl der Absorber pro Volumen.

Der elektronische Endzustand ergibt sich aus der Summe der ein- und auslaufenden Wellen.
Abb. 2.2 soll dies verdeutlichen. In einer klassischen Betrachtung muss die Elektonenwelle
zwischen den Atomen eine "stechende Welle" ausbilden. Quantenmechanisch betrachtet ist
EXAFS ein Resonanzeffekt in der umgebenden Potentiallandschaft. Dabei geht das
Photoelektron in einen gebundenen Zustand des Systems iiber, welches aus mehreren Atomen

besteht.



Photon \\\

Abb. 2.2 Schematische Darstellung der Interferenz zwischen ein- und auslaufender
Wellenfunktion

Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Rontgen-Quant von einem gebundenen Elektron absorbiert
wird, hdngt sowohl vom Anfangs- als auch vom Endzustand des Elektrons ab. Dieser
Sachverhalt wird durch Fermis Goldene Regel beschrieben (Nolting 1994). Der
Absorptionsquerschnitt p(E) ist proportional zur Ubergangswahrscheinlichkeit eines
Elektrons aus einem Anfangszustand |a> in einen Endzustand |e>. Dieser Ubergang wird in
der Ein-Elektron-Approximation in zweiter Ordnung Stérungstheorie durch das Quadrat des
Dipolmatrixelements beschrieben (Teo 1986; Gasiorowicz 1987). Dies ergibt W(E), den

linearen Rontgenabsorptionskoeffizienten.

W(E) =§n2ahw2|< e|eer|a>P 8(E, + hw—E,) o
c>

(2.4)
<e|eer|a>P D, (ho)

Dabei entspricht der Anfangszustand |a> dem gebundenen Elektron und der Endzustand |e>

dem freien Elektron mit Energie E. im Potential der Nachbaratome. Der elektrische
Dipoliibergang wird tiber den Wechselwirkungsoperator e;-:; beschrieben. Mit r wird der

Ortsoperator bezeichnet, mit € der Einheitspolarisationsvektor des elektromagnetischen
Feldes mit der Energie #®. Die Elementarladung wird mit e bezeichnet. o ist die
Feinstrukturkonstante. Der Absorptionskoeffizient p st direkt proportional zur

Zustandsdichte D_(7w) bei der Energie des Endzustandes |e>. Fiir ein freies Atom &ndert
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sich die Absorption oberhalb der Kante im Vergleich zur normalen Streuung nicht. Im Falle
von Molekiilen, insbesondere auch von Metallo-Proteinen, dndert sich dieses Verhalten
jedoch. Die GrofBle, die sich im Vergleich zum freien Atom éndert, ist nach Gleichung { 2.4 )

die Zustandsdichte.

2.1.2 Theorie der Einfachstreuung

Das Photoelektron lduft vom Absorber als sphirische Welle |0> aus und wird am Ort R jdes

Nachbaratoms j als ebene Welle %eikf gendhert. Diese Vereinfachung wird als "plane wave

approximation" bezeichnet. Fiir die Beschreibung wird die Position des Absorbers als
ik(R-R )

Nullpunkt festgelegt. Bei der Streuung wird eine sekundédre Kugelwelle f j([3 J~,k)ﬁmit
R-R.
j

einer Riickstreuamplitude f;(B;,k) erzeugt, die jetzt vom Atom j auslduft. Hier ist f3; der

Winkel zwischen R ; und der Ausbreitungsrichtung k nach der Streuung. Bei

Einfachstreuprozessen werden nur Wege vom Absorber zum Riickstreuer und vom

Riickstreuer direkt zum Absorber zuriick betrachtet. Dabei gilt also B =T.

Die Wellenfunktion des Endzustandes ergibt sich somit als die Summe der auslaufenden

Welle plus alle einlaufenden bzw. zuriickgestreuten Wellen

. ikR j+i8 i R—R ||

1€ (¥ .
le) =|o) +%2—kRj|fj(n,k)|R_—Rj fiir R > Ry (2.5)

Hierbei ist R, der Radius des Absorberatoms und & die Phasenverschiebung durch das
Absorberatom. Die Aufsummierung erfolgt liber alle benachbarten Atome j. Fiir die weitere
Berechnung des Absoprtionskoeffizienten muss jedoch |e> in der Nédhe des Ursprungs
betrachtet werden (|f{|z0). Man kann die einfallende sphdrische Welle am Ursprung als

ebene Welle ndhern. Danach wird die ebene Welle in Terme von sphdrischen Wellen

entwickelt und innerhalb R, fortgefiihrt.
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iei2kRj +i26 ‘
le)= 1+ZW‘fj(n,k)‘ o) fiir R <R (2.6)
] i

Das Photoelektron erfdhrt eine totale Phasenverschiebung um (2kR; +298) im

Riickstreuprozess, weil es den Abstand R; zweimal durchlduft und dabei zweimal die

Phasenverschiebung durch das Zentralatom erfahrt. Der Absorptionskoeffizient wird dann zu:
. i2kR j +i20

LK) o< el o< [(offa) | 1+ %sz?‘fj (k)| +cc. (27)

Nimmt man an, dass die Welle des zuriickgestreuten Photoelektrons hinreichend schwach ist,
so konnen die quadratischen Terme aufgrund der Aufsummierung in der Klammer
vernachlédssigt werden. Der normalisierte oszillatorische Teil der Absorption ist dann:

— 1 ; S +128

xzuz—ﬁ—zlm[elzmjﬂz fj(n,k)] (2.8)

Lo i kR i
Hier ist Yo die Absorption eines freien Atoms. Bei einem freien Atom treten keine
zuriickgestreuten Wellenfunktionen auf. Diese Normierung erlaubt es, schwer oder nicht zu
berechnende Kompenenten abzukoppeln. Darunter fallen zum Beispiel auch die tatsdchlichen

Wellenfunktionen. Die komplexe Streuamplitude wird durch ihren Betrag und die

Phasenverschiebung @; dargestellt. Wird f;(m.k) durch —‘fj(k)‘e@j ersetzt (Minuszeichen

wegen Streuung um 1), erhilt man die bekannte EXAFS-Formel fiir einfache Streuprozesse.

£, ()
yk)=3 kJR sin(@, +28, +2kR ) (2.9)

2
i

]

Die Feinstruktur stammt aus der Interferenz der auslaufenden Elektronenwelle mit von
umliegenden Atomen zurlickgestreuten Wellen. Sie kann im k-Raum durch eine
Sinusfunktion beschrieben werden. Die Sinusfunktion héngt hauptsédchlich vom doppelten
Abstand der riickstreuenden Atome j ab. Zusédtzlich wird das Argument des Sinus durch
Phasenverschiebungen beeinflusst, die das Elektron beim Durchlaufen der Atompotentiale
erfahrt. Aus dem Argument des Sinus sind nun strukturelle Details der Umgebung des

absorbierenden Atoms extrahierbar. Es wird aber auch deutlich, dass die Strukturinformation
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immer mit Phasenverschiebungen iiberlagert ist. Somit ist es unumgénglich, die
Phasenfunktionen mit ausreichender Genauigkeit zu bestimmen. Die Amplitude enthilt
ebenso niitzliche Informationen. Darunter fallen die Anzahl der koordinierenden Atome, ihre
Dynamik (vgl. Kapitel 2.1.3) und ihre Riickstreuamplitude. Die Atomart spiegelt sich in der
Riickstreuampltitude wider. Ebenso wie fiir das Argument des Sinus gilt fiir die Amplitude,
dass mehrere Effekte tiberlagert sind, die beim spéteren Auswerten der Spektren so gut wie

moglich getrennt werden miissen.

Die Herleitung von Gleichung ( 2.9 ) gilt als erster Ansatz zur Beschreibung von EXAFS-
Spektren. Diese enthilt einige nicht korrekte Nidherungen. Zum einen werden die
auslaufenden Kugelwellen nicht als Kugelwellen behandelt und zum anderen die
Wellenfunktion am Absorberatom beim Wiedereinlaufen nicht exakt beschrieben. Eine
Weiterentwicklung wird damit erreicht, dass die Elektronenwelle exakt beschrieben wird, die

sogenannte "Curved Wave Theorie" (vgl. Kapitel 2.1.5).

2.1.3 Der Debye-Waller Faktor

Der XAFS Debye-Waller Faktor beruht auf der natiirlichen Fluktuation von interatomaren
Abstédnden. Da die Atome um ihre Gleichgewichtslage schwingen, beeinflussen sie nur leicht
das Interferenzbild fiir einen bestimmten Streuweg. Dies fiihrt dazu, dass Details der XAFS-
Amplitude bei hoheren k verschmiert sind (kiirzere Wellenldnge). Der XAS Debye-Waller
Faktor fligt einen exponentiell geddmpften Faktor zur XAFS-Amplitude hinzu (Crozier et al.
1988). Dieser Faktor ist stark fiir den exponentiellen Abfall des EXAFS-Spektrums bei grof3er
werdenden Energien (bzw. k) und fiir seine Temperaturabhidngigkeit verantwortlich. Seine
immense Bedeutung fiir die quantitative XAFS Theorie wurde erstmals von Shmidt 1961
erkannt (Shmidt 1961, 1963). Sie ist ein wichtiger Teil in den modernen XAFS Gleichungen
(Sayers et al. 1971).

Fiir ungeordnete Systeme ersetzt man die Summation in Gleichung ( 2.9 ) durch eine
Integration iiber eine Korrelationsfunktion g(r) (Daly und Penner-Hahn 1998).
NI
x(k) = _[g(r)k—zsin((l)j+28L+2kr)dr (2.10)
0 r
Fiir kristalline Systeme hitte g(R) die Form von einer bzw. mehreren Deltafunktionen. Fiir

den Fall kleiner Unordnung kann die EXAFS Gleichung vereinfacht werden (Beni und
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Platzmann 1976). Die Paarverteilungsfunktion kann mit einer GauB-Verteilung gendhert

werden (Daly und Penner-Hahn 1998).

1 —r2 /262
g(r)=—J2— I (2.11)
TTo

wobei V207 die ¢ -Breite der Verteilung ist. Dabei ist das 6° im Debye-Waller Faktor ein

relatives mittleres Auslenkungsquadrat. Es handelt sich also um die Variation des Abstandes

von Riickstreu- zu Zentralatom. Eingesetzt in Gleichung ( 2.10 ), erhélt man die Funktion:

k2.2
e 7 sin(®, +25, +2kR ) (2.12)

;)

kR

J

1K) =3
J

In der Rontgenabsorptionsspektroskopie setzt sich die mittlere quadratische Auslenkung
<x>>*AS zusammen aus einer statischen <xz>c und einer dynamischen, thermischen
Komponente <x*>, (Teo 1986; Meyer 1996). In der Auswertung der XAS Experimente wird

folgende Abkiirzung eingefiihrt.
x> = A2 =7 (2.13)

A und ¢ sind die in der XAS gewoéhnlich beniitzten Parameter (Beni und Platzmann 1976;

Gurman et al. 1984, 1986, Gurman 1988; Binsted et al. 1992; Scherk et al. 2001).

2.1.4 Die XAS-Einfachstreuformel

In Gleichung ( 2.12 ) sind keine inelastischen Prozesse berlicksichtigt. Diese haben aber
Einfluss auf die Amplitude in Gleichung ( 2.12 ). Diese Verluste werden entweder durch das
Zentralatom oder die Umgebung verursacht. Man spricht auch von intrinsischen oder
extrinsischen Prozessen. Ein intrinsischer Effekt wird hervorgerufen, falls durch die
Anregung eines Elektrons in der Elektronenhiille das Potential des Zentralatoms eine Storung
erfahrt. Dies kann dazu fiihren, dass weitere Elektronen in andere Schalen ("shake up") oder
ebenfalls in das Kontinuum ("shake off") gehoben werden. Das primére Photoelektron gibt

dabei Energie ab und trdgt nicht zur Feinstruktur bei. Diesem Sachverhalt wird bei der
Datenauswertung mit einem energieunabhingigen und elementspezifischen Faktor A,

Rechnung getragen. Dieser liegt zwischen 0.6 und 0.99 (Carlson et al. 1968; Stern et al. 1980;
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Teo 1986). Die geringe k-Abhéngigkeit wird dabei vernachldssigt. Fiir Eisen betrdgt der Wert
0.69 und fiir Kupfer 0.70. Die extrinsischen Verluste werden durch inelastische Streuung des
Photoelektrons hervorgerufen. Darunter fallen z.B. die Anregung von Plasmonen. Sie werden

phinomenologisch durch einen Dédmpfungsfaktor e_sz/ A(K)

fiir jeden Streubeitrag
bestimmt. A(k) ist dabei die energiecabhidngige mittlere freie Weglidnge des Photoelektrons
(Teo 1986). Diese Verluste lassen sich auch durch einen imaginidren Anteil am Potential
zwischen den Atomen beschreiben (Lee und Beni 1977). Die Beriicksichtigung dieser

Sachverhalte fiihrt zu folgender Gleichung, die sog. XAS-Einfachstreuformel:

alleAtome 2R /(K) fj (k _26:2K2
xk=" % Age | Je )
j kR

J

sin(@ +28, +2kR ;) (2.14)

Die lineare Polarisation der einfallenden Strahlung wurde in dieser Gleichung nicht
beriicksichtigt. Sie wiirde einen zusitzlichen Faktor 3cos’®; ergeben. @ ist dabei der Winkel
zwischen der Bindung i des Zentralatoms und der Polarisationsrichtung der einfallenden
Strahlung (Stern 1988). Fiir eine ungeordnete Probe wird der Faktor jedoch durch die

Mittelung tiber ©; in drei Dimensionen zu 1.

2.1.5 Beschreibung der Mehrfachstreuung

Bisher wurden nur direkte Riickstreubeitrige von einzelnen Atomen beriicksichtigt. Einen
wichtigen Anteil an der beobachteten Feinstruktur haben aber Mehrfachstreuungen iiber zwei

oder mehr Nachbaratome (Strange et al. 1987; Binsted et al. 1992).

Experimentell bestimmt man den Rontgenabsorptionskoeffizient p,. Seine Abhéingigkeit von
¢ ist nach Gleichung ( 2.3 ) gegeben. Mit Gleichung ( 2.4 ). Einfithrung der Green‘schen
Operatoren G und der Matrix T,, folgt (Fonda 1992):

G, o< 21m<a|éf[(}a +GaTaaGa]§f|a> (2.15)

mj

G=1/(E+ie-H,), (2.16)
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wobei E die Gesamtenergie vor der Absorption und H_ der elektronisch effektive Einteilchen

Hamiltonoperator ist.

Mit Gleichung ( 2.15 ) kann unter Vernachlédssigung der spinabhéngigen Wechselwirkungen
und inelastischen Streuprozessen (vgl. Kap. 2.1.3) der Absorptionswirkungsquerschnitt

vollstidndig beschrieben werden (Fonda 1992; Ankudinov et al. 1998; Rehr und Albers 2000).

T,, kann man fiir eine ausreichend groBe Photoelektronen-Energie in Mehrfachstreuterme

entwickeln (Fonda 1992):

Taa= 2th+ 2t.Go Dt + 2t,Go 2tmGo Dtk +--. (2.17)
n#a n#a m#n n#a m#n k#m
m#a k#a

Betrachtet man den Beitrag von Gleichung ( 2.17 ) in Gleichung ( 2.15 ) so wird die

physikalische Bedeutung der Green'schen Operatoren und der T-Matrizen t,, klar.

Mit Hilfe von Abb. 2.3 kann der Verlauf eines kompletten Streuvorganges wie folgt

beschrieben werden:

Das Photoelektron gelangt vom Absorberatom A zum ersten Atom (G, ), wo es gestreut wird
(t;). Danach zu einem weiteren Atom iiber den "freien Raum" (Gg)), wo es erneut gestreut
wird (t,) usw. Das Photoelektron kehrt dann nach n Streuvorgéingen am n-ten Atom wieder
zum Absorberatom A zuriick (t,, und G, ). Die Green'schen Operatoren bezeichnet man auch
als Propagatoren, welche die Ausbreitung des Photoelektrons vom Absorber weg bzw. zum
Absorber hin (im Potential U,) und die Ausbreitung im konstanten Potential zwischen den
Streuatomen beschreiben. Mit den Streu-T-Matrizen wird die Streuung des Photoelektrons an
den Potentialen U, der Streuatome beschrieben. Dabei sollte beachtet werden, dass das

Zentralatom in einem beliebigen Zwischenschritt auch als Streuatom auftreten kann.



(A) (B)
L5
(1) b O G t
G e
/ Ga
G,
. o

Abb. 2.3 Graphische Darstellung der Mehrfachstreuentwicklung. A: Absorberatom, 1-2:
Streuatome. (A) Einfachstreuung; (B) Zweifachstreuung.

Die Matrix T,, lésst sich demnach durch eine Summe ersetzen:

(o)

Toa = 2T (2.18)
s=2
wobei ng) der Beitrag von einem Streuvorgang auf einem geschlossenen Streuweg vom

Absorber zum Absorber zuriick mit s-1 Streuvorgéngen ist.

Es ist moglich, den Absorptionswirkungsquerschnitt 6, von Gleichung ( 2.15 ) auszuwerten
(Fonda 1992). Die Ableitung fihrt auf die sog. Mehrfachstreufunktion ¥y j-, auf die der
Absorptionswirkungsquerschnitt 6, zuriickgefiihrt wird:

2m ZiSfA)

X =8+ oke™ T < Jar Yy (@) (FL[E7) h denyE, (219)
4 h a a

Dabei sind L bzw L' die Drehimpulsquantenzahlen (I,m), Yy die Kugelflichenfunktionen,

h](+) die sphérischen Hankelfunktionen, &yys das Kroneckersymbol und 8§A) die vom
Zentralatom verursachte Phasenverschiebung. Der erste Term in Gleichung ( 2.19 ) beschreibt
den Absorptionswirkungsquerschnitt ch) des isolierten Atoms A. Mit Gleichung ( 2.18 )

folgt:

XL =i+ X a0 (220)

s=2
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Die Summe in Gleichung ( 2.20 ) beinhaltet alle Beitrdge durch Mehrfachstreuung in der
Umgebung von Atom A.

Es besteht fiir statistisch orientierte Proben und Absorption in der K-Schale zwischen der

Feinstruktur und der Mehrfachstreufunktion ein einfacher Zusammenhang der Form

uc _H(EA) — l

K=" T3

— YImy, -1, (2.21)
He

wobei EéA) der Absorptionskoeffizient des isolierten Atoms A ist. Die Balken bedeuten eine

Mittelung iiber alle Orientierungen.

Gleichung ( 2.21 ) représentiert somit die auf Mehrfachstreuterme zurtickgefiihrte und auf den
Absorptionsuntergrund normierte Feinstruktur im EXAFS Spektrum. Werden nur

Einfachstreuprozesse beriicksichtigt, reduziert sich Gleichung ( 2.21 ) auf Gleichung ( 2.9 ).

Der Debye-Waller Faktor ist bei Beriicksichtigung der Mehrfachstreuung gesondert zu
behandeln. Sei nun u; die Auslenkung aus der Gleichgewichtslage eines lons am Platz i,
dann kann unter Vernachlissigung von quadratischen Termen die effektive Streuléinge eines

Streuweges j mit n; Streupfaden bestimmt werden zu (Poiarkova und Rehr 1999):

1d.. s
rjERj"'EZ(ui_uH—)'RiH (2.22)
i1

1

Hier ist i+=i+1, i=n;+1 bezogen auf Position i=1, R; = (1/2)S iRy, ist der effektive
gemittelte Streuweg, wobei R;;, der gemittelte Abstand zwischen zwei Atomen i und i+1 ist,

und R, der dazugehorige normierte Verbindungsvektor. Mit Hilfe der Born-Oppenheimer

Niherung kann die Bewegung eines lons als stationir wihrend eines Uberganges betrachtet
werden. Fiir jeden harmonischen Hamiltonian bekommt man das exakte Ergebnis (Maradudin

etal. 1971).

. ~2k20?
<exp(i2k2 (ﬁl - ﬁi+ ) Rii+ )> =€ GJ s ( 2.23 )

1
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wobei sz fur die mittlere quadratische Fluktuation in der effektiven Streulinge R; steht

(Poiarkova und Rehr 1999):
| ’ (2.24)
1 S A .
0? =7 { (u; _ui+)'Rii+]

Als Beispiel sei hier noch der Fall fiir die Einfachstreuung zwischen zwei Atomen an der

Position 0 und R angefiihrt:
ot =([@x —a ) R )= (- RF )+(G R )-2{(a - RN, R (2.25)

Die relative mittlere quadratische Auslenkung ist demzufolge eine Projektion der Auslenkung
u von Zentral- und Riickstreuatom auf den normierten Verbindungsvektor Rii +, reduziert

um eine Auslenkungs-Korrelations-Funktion (Beni und Platzmann 1976; Sevillano et al.

1979; Scherk 1998).

2.1.6 EXAFS-Datenanalyse

Die EXAFS-Datenanalyse erfolgt mit dem Programm EXCURV92 und EXCURV9S des
Daresbury Laboratory, England (Binsted et al. 1992). Mit diesem Programm miissen als erstes
fiir die im Modell verwendeten Atome Potentiale bzw. Ladungsdichten ermittelt werden.
Dazu bedient man sich der Einelektron-Approximation der atomaren Ladungsdichten in der
Prasenz eines Loches in der K-Schale (Teo 1986) und verwendet dabei die
Grundzustandsaustauschenergie (von Barth und Hedin 1972). Im Rahmen der "muffin-tin"
Néherung werden die atomaren Potentiale zu einem Gesamtpotential zusammengefasst. Der
Einfluss der Potentiale auf die Wellenfunktion des Photoelektrons macht sich als
Phasenverschiebung bemerkbar (Nolting 1994). Mit den zuvor bestimmten Potentialen lassen
sich die Phasenverschiebungen durch Losen der Schrodinger- bzw. Dirac-Gleichung fiir alle
im Modell vorkommenden Atome berechnen. Aus einem Modell kann nun eine theoretische
EXAFS-Funktion berechnet werden. Die Parameter (vgl. Gleichung ( 2.14 )) konnen in einem
Verfahren zur Minimierung der mittleren quadratischen Abweichung dem experimentellen
Spektrum angepasst werden. Als Mal} fiir die Giite der Anpassung dient der sogenannte R-

Faktor:
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)><100%,

N
R =3 ()b k)= (k)
(2.26)

2

N
1y =kl /Y k!
j=1

x 7P (k)

N ist die Anzahl der Datenpunkte, exp/calc bedeutet experimentell/berechnet und ne {1,2,3}

bei einer k" -Gewichtung. Dabei konnen folgende strukturellen Parameter in der Anpassung

optimiert werden: der Abstand R des Riickstreuers, die Koordinationszahl N und der A-Faktor

2062,

In der Rontgenabsorptionsspektroskopie hat es sich durchgesetzt, die EXAFS-Spektren im k-
Raum zu analysieren. Die Transformation vom Energie-Raum in den k-Raum erfolgt durch

folgende Gleichung:

2
k= | ;e (E—E) =/0.2625(E —Eger —Er) (2.27)

E¢ entspricht dabei der Energie der Absorptionskante bzw. der Bindungsenergie des

Photoelektrons mit Masse m,. Spezifisch fiir das jeweilige Absorberatom wird eine

Referenzenergie Egrer der jeweiligen K-Kante festgelegt. Da die genaue Kantenenergie

unbekannt ist, wird zusétzlich ein Korrekturterm E; eingefiihrt. Ef kann Ungenauigkeiten

der Phasenfunktionen kompensieren und ist mit dem Strukturparameter R; korreliert (vgl.

Gleichung ( 2.9 )). Fiir hohere k-Werte spielt E¢ eine immer geringere Rolle. Des weiteren

hat sich bei der Analyse von EXAFS-Spektren die Gewichtung mit k* durchgesetzt. Grund
hierfiir ist, dass in der Bornschen Niherung bei hoheren Energien die Riickstreuamplitude
proportional zu 1/k* (Gasiorowicz 1987) ist. Durch die Gewichtung mit k* wird auch die
explizite 1/k Abhéngigkeit in Gleichung ( 2.14 ) ausgeglichen. Damit wird eine einheitliche
Amplitude iiber den gesamten Datenbereich erreicht, um die Frequenz der Oszillation so gut
wie moglich zu analysieren (Meyer 1996). Des weiteren sind durch die Gewichtung die
Riickstreubeitrage bei hoheren k-Werten groBer. Durch die Gewichtung kénnen die Spektren

iiber einen grofleren Datenbereich ausgewertet werden.

Durch die Fourier-Transformation wird eine Transformation vom k-Raum in den Ortsraum

durchgefiihrt.
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kmax . ’
DR = —— [ Wk x(k)e? R dk (2.28)

N

min

Dabei konnen durch geeignete Wahl einer Fensterfunktion W(k) die Nebenmaxima aufgrund
des endlichen Messbereiches eliminiert werden. Da bei der Fourier-Transformation des
gemessenen Spektrums keine Phasenverschiebung implementiert ist (vgl. Gleichung ( 2.9 )),
stimmt der Ort dieser Fourier-Transformation nicht mit dem tatsdchlichen Ort {iberein. Der
Abstand ist nach einer Faustregel um ca. 0.2 - 0.5 A zu kleineren Abstéinden hin verschoben.
Um eine korrekte Fourier-Transformation zu erhalten, ist es ndtig, die Streuphasen und
Riickstreuamplituden in die Fourier-Transformation zu implementieren. Diese lassen sich mit
Hilfe von Modellsubstanzen bekannter Struktur bestimmen und auf die Messung iibertragen.
Das gingigste Verfahren aber ist die theoretische Berechnung der Streuphasen und
Riickstreuamplituden. Die Programme verwenden dazu Muffin-Tin Potentiale (Hedin und
Lundquist 1969; von Barth und Hedin 1972). Dabei werden die Potentiale geeignet modelliert
und daraus die Streuphasen und Riickstreuamplituden berechnet (Lee und Pendry 1975; Stern
et al. 1975; Lee und Beni 1977; Teo und Lee 1979; Mustre et al. 1991). Bei dieser
sogenannten phasenkorrigierten Fourier-Transformation kann man nun direkt Abstdnde
ablesen. Anzumerken ist, dass die Anpassung immer am gemessenen EXAFS-Spektrum
erfolgt. Mit Hilfe der Fourier-Transformierten ist es moglich zu entscheiden, ob es einen
erheblichen Teil von Mehrfachstreubeitridgen gibt. Der Vergleich der Amplituden der Fourier-
Transformierten von gemessenen Spektrum und angepasstem Spektrum gibt Hinweise auf die
korrekte Anpassung der A-Faktoren und Anzahl der ligandierenden Atome. Beide Parameter
konnen sich nach Gleichung ( 2.14 ) gegenseitig kompensieren. Dabei ist es wegen der
geringen Unterschiede in den Streuphasen von im Periodensystem benachbarten Atomen
moglich, die fehlende Intensitit der Amplitude in der Fourier-Transformierten durch

Anderung der A-Faktoren verschiedener Atome zu kompensieren.
2.1.7 Mehrfachstreubeitrige

Wie in Kapitel 2.1.5 beschrieben, konnen auch Mehrfachstreubeitrdge in den Anpassungen
beriicksichtigt werden. Je eher mehr als zwei Atome vom Absorberatom ausgehend kollinear
angeordnet sind, desto grofer ist die Amplitude der Mehrfachstreuung. Beispiele hierfiir sind

in Abb. 2.4 dargestellt. Die Bedeutung linearer Vielfachstreupfade riihrt daher, dass die
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Streuamplitude in Vorwértsrichtung f{0) recht grof sein kann. Man spricht auch vom

,.-fokussierenden Effekt".
(A) (B)
O=C — A— C= A_N/:/N
L N
'l!

Abb. 2.4 Vielfachstreubeitrdge y(s) bei nahezu kollinearer Anordnung (Streuwinkel & = 0°).
In grau sind einige wichtige Streupfade fiir CO (A) und Histidin (B) eingezeichnet (s=2,
Einfachstreuung; s=3, Zweifachstreuung; s=4, Dreifachstreuung).

Die Vielfachstreuterme )((S), s > 2, konnen als Korrekturen zum dominanten
Einfachstreubeitrag )((2) aufgefasst werden. Das Auftreten signifikanter Vielfachstreuterme
liefert zusatzliche geometrische Information, da die Starke dieser Beitrdge vom Streuwinkel ¢
abhéngt. Als Beispiel fiir die Abhdngigkeit vom Streuwinkel sei hier insbesondere der
Imidazolring der Aminosédure Histidin angefiihrt (vgl. Abb. 2.5).

Abb. 2.5 Darstellung des Imidazolringes der Aminosdure Histidin als Ligand eines
Kupferatoms zur Beschreibung der Mehrfachstreubeitrige. Das Kupfer liegt in der Ebene des
Imdidazolringes.

In Abb. 2.6 sind die simulierten Spektren von der Anordnung aus Abb. 2.5 dargestellt. Es
befindet sich ein Imidazolring im Abstand von 1.91 A vom Kupfer. Das Kupferatom liegt in
der Ebene des Imidazolringes. Liegen die Atome Cu-N;-Ns auf einer Linie, so ist der Beitrag
von der Vielfachstreuung maximal und die Intensititen in der Fourier-Transformierten von

dem Atom Ns werden verstdrkt. Da aber die Wahrscheinlichkeit fiir den Gesamtprozess
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erhalten bleiben muss, folgt auf die Zunahme der Intensitit des Peaks fiir Ns, dass der Peak
fiir C, oder C; abnehmen muss (Meyer 1996). Der erste Peak in der Fourier-Transformierten
reprasentiert natiirlich immer die nichsten Liganden. Dieser Peak ist durch Mehrfachstreuung
nicht beeinflussbar, da der Weg fiir das Photoelektron fiir Mehrfachstreuung stets ldnger ist
als fiir Einfachstreuung am Liganden. In Abb. 2.6 ist deutlich zu erkennen, wie sich das
EXAFS-Spektrum aufgrund der Mehrfachstreubeitrige bei einem Winkel von 180° zwischen
Cu-N;-N; verdandert.
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Abb. 2.6 Aus vorgegebener Geometrie berechnetes theoretisches EXAFS-Spektrum und seine
Fourier-Transformierte , wobei zwischen Cu-N;-Ns ein Winkel von 180 Grad besteht und der
Abstand Cu-N; bei 1.91 A liegt. (durchgezogene Linie: mit Mehrfachstreuung; gestrichelte
Linie: ohne Mehrfachstreuung).
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Abb. 2.7 Theoretisches EXAFS-Spektrum und seine Fourier-Transformierte der in Abb. 2.5
dargestellten Anordnung mit Mehrfachstreuung und einem Abstand Cu-N; von 1.91 A.
(durchgezogene Linie: £ Cu-N;-N5 = 180°; gestrichelte Linie: £ Cu-N;-Ns = 155°).

Um zu verdeutlichen, dass mit Hilfe der Mehrfachstreubeitridge auch eine Aussage liber die

Lage des Imidazolringes relativ zum Absorberatom getroffen werden kann, sei auf Abb. 2.7
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verwiesen. Es wurde wieder das EXAFS-Spektrum und seine Fourier-Transformierte
simuliert, wobei der Abstand Cu-N; wieder 1.91 A betrigt und Mehrfachstreuung
beriicksichtigt wird. Als Parameter werden zwei unterschiedliche Winkel zwischen Cu-N;-Njs
festgelegt. Es ist deutlich zu erkennen, wie die Grofle des Winkels zwischen Cu-N;-Ns das
EXAFS-Spektrum und die Fourier-Transformierte erheblich beeinflussen. Man erkennt auch,
dass bei Drehung des Imidazolringes um N; die Lage der Peaks in der Fourier-

Transformierten verschoben werden.

2.1.8 Verfahren zur Analyse von EXAFS-Spektren.

Bei der Analyse der Spektren werden die einzelnen Parameter und damit das theoretische
Spektrum {iber eine Marquart-Fit-Routine an das gemessene Spektrum angepasst. Fiir die
EXAFS-Analyse mit EXCURV92 und EXCURVO9S ist in der Regel nur wenig Vorkenntnis
iiber die dreidimensionale Struktur des untersuchten Atomclusters vonnoten. Das liegt daran,
dass man héufig nur FEinfachstreubeitrige der ndchsten Nachbarn des Absorbers
beriicksichtigen muss. Im Ergebnis erhilt man dann eine radiale Abstandsinformationen. Wie
bei der Rontgenstrukturanalyse besteht auch bei der Analyse von EXAFS-Spektren die
Moglichkeit, externe Informationen einflieBen zu lassen. Hierbei werden ganze Gruppen von
Atomen zuammengefasst, deren Struktur aus anderen Untersuchungen schon bekannt sind.
Dabei handelt es sich hauptsdchlich um die bekannte Struktur von Aminosduren. Die
Berechnung von Streutermen hoherer Ordnungen fiir einen Teil des untersuchten Clusters ist
oft ausreichend, z.B. fiir einen Histidin-Liganden, wihrend der Rest des Clusters weiterhin
mit der Theorie flir Einfachstreuung behandelt werden kann. Es wurden verschiedene
Verfahren entwickelt, um die Anzahl der Parameter zu minimieren. Falls mehrere Atome der
gleichen Art mit einem vergleichbaren Abstand zum Absorberatom existieren, besteht die
Moglichkeit, sie in einer Schale zusammenzufassen. Diese Atome werden mit einem
Abstandsparameter und einem Debye-Waller Parameter angepasst. Zu beriicksichtigen ist
dabei, dass dies zu einer artifiziellen Erhohung des A-Faktors fiihren kann, da {iber
unterschiedliche Abstdnde gemittelt wird. Es besteht auch die Moglichkeit, einen Debye-
Waller Parameter fiir mehrere Atome in verschiedenen Schalen gleichzeitig anzupassen.
Voraussetzung hierfiir ist, dass sie sich in einer dhnlichen Umgebung befinden, wie das
innerhalb einer Aminosédure oder fiir Atome mit einem vergleichbaren Abstand der Fall ist.
Besitzt man nun aber ein dreidimensionales Modell der Umgebung des absorbierenden

Atoms, so kann man auch Mehrfachstreuung zwischen allen Atomen des Modells zulassen
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und somit iiberpriifen, ob das simulierte EXAFS-Spektrum des Modells mit dem gemessenem

Spektrum iibereinstimmt.
2.1.9 "pre-edge* Analyse

Wie im Kapitel 2.1 erldutert, stammt die Intensitit der "pre-edge" Region aus dem
elektronischen 1s -> 3d Ubergang. Die Intensitit des Ubergangs ist stark von der Geometrie
des Absorptionszentrums abhéngig. Sie hdngt vom Grad der Storung eines Metallzentrums ab,
welches zentrisch symmetrisch ist. Meist geht eine Variation der Koordinationszahl mit einer
Geometriednderung einher. Somit kann auf die Koordinationszahl geschlossen werden. Als
Beispiel sei hier CuCl,”angefiihrt. Bei diesem Komplex verindert sich die Intensitit des
Ubergangs um den Faktor 7, wenn die Anordnung von quadratisch eben zu einem gestdrten
Tetraeder verschoben wird. Dabei éndert sich die Koordinationszahl aber nicht (Tierney et al.
1995). Im allgemeinen wird im Falle des Eisens die Fliche des Vorkantenmaximums an
normierten Absorptionsspektren von einer sechsfach koordinierten pseudo-oktaedrischen
(Fliche < 10 x 107 eV) iiber eine fiinfach koordinierte (12 - 18 x 107 eV) zu einer vierfach
pseudo-tetraedrischen ( > 21 x 107 eV) Geometrie anwachsen. Bei der Bestimmung des
Vorkantenmaximums im Falle des Cu(Il) ist nur ein sehr schwaches Vorkantenmaximum zu
beobachten (Kau et al. 1987), dessen Intensitit keine Moglichkeit iiber eine Aussage

beinhaltet.
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Abb. 2.8 Extraktion des "pre-edge" Bereiches aus Abb. 2.1. durchgezogene Linie:
gemessenes Spektrum; gestrichelte Linie: Anpassung an das Spektrum mit Gleichung ( 2.29).
Die Bestimmung der Intensitét erfolgt mit der Anpassung einer Untergrundfunktion an das
Spektrum, welche den Verlauf ohne den 1s -> 3d Ubergang wiedergibt. Dabei wird eine

Arcustangensfunktion und ein Polynom erster Ordnung an die Messdaten angepasst.
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y=ap+aj(x—ay)+ayarctan(az(x—ay) (2.29)

Fiir die Anpassung mit Gleichung ( 2.29 ) wird der Vorkantenpeak ausgenommen. Die
Anpassungsbereiche liegen ungefihr von -15 eV bis -5e¢V unterhalb und von +5 eV bis zum
Wendepunkt der Absorptionskante oberhalb des Vorkantenmaximums (vgl. Abb. 2.8). Die
Flache besteht dann aus der Differenz der Integration iiber die Messkurve und der berechneten

Kurve.
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2.2 MofBSbauer-Spektroskopie

Der MoBbauer-Effekt bezeichnet die riickstoB3freie Kernresonanzabsorption und -fluoreszenz:
v-Absorption wird im MoBbauer-Spektrum nur dann nachgewiesen, wenn sowohl die
Emission des Photons in der Quelle als auch die Absorption im Absorber ohne
Energietlibertrag riickstoBfrei erfolgt, da ansonsten die Absorptionslinie um die
RiickstoBBenergie gegeniiber der Resonanz verschoben ist (Wegener 1965; Goldanskii und

Herber 1968; Gonser 1975, 1981).

Sind Quelle und Absorber in verschiedenartigen Festkorpern eingebaut, wird man keine
Resonanzabsorption beobachten, da es durch unterschiedliche Umgebungen zu kleinen
Verschiebungen und/oder Aufspaltungen der Energieniveaus kommen kann, die wertvolle
Informationen iiber die chemische Umgebung des absorbierenden Atoms liefern. Um dennoch
Resonanzabsorption beobachten zu konnen, wird die Quelle auf einem elektromagnetischen
Antrieb befestigt. Aufgrund des Dopplereffektes erfahren dadurch die emittierten Quanten

eine Energieverschiebung AE =Egv/c und die Resonanzbedingung kann wieder erfiillt

werden. E, ist die Energie, der von der Quelle emittierten y—Strahlung, und betrdgt 14.4 keV

bei einem *’Fe-Kern. v ist die Geschwindigkeit der Quelle und ¢ die Lichtgeschwindigkeit.

2.2.1 Hyperfeinwechselwirkungen

Die Isomerieverschiebung ist eine Verschiebung der Absorptionslinie beziiglich v = 0. Da sie
auch von der Quelle abhingig ist, wird ihre Grofle gegeniiber einer Standardsubstanz (o-
Eisen) angegeben. Hervorgerufen wird Sie durch die Wechselwirkung zwischen der positiven
elektrischen Ladung des Kerns und den negativ geladenen Hiillenelektronen. Sie kommt
dadurch zustande, dass sich die Ausdehnungen des Kerns und damit die Potentiale, in denen
sich die Elektronen bewegen, im angeregten Zustand und im Grundzustand unterscheiden.
Die Isomerieverschiebung ist sensitiv auf die Elektronendichte am Kernort und damit {iber die
Wechselwirkung der s-Elektronen mit den p- und d-Elektronen (Abschirmeffekte) auch auf

den Ligandierungs- und Oxidationszustand des Eisens.

Der im 14,4keV Niveau angeregte °'Fe-Kern besitzt ein elektrisches Quadrupolmoment Q,
welches mit einem elektrischen Feldgradienten der Elektronenumgebung wechselwirkt.

Beitrdge liefern die inhomogene Ladungsverteilung der umgebenden 3d Elektronenhiille und
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das elektrische Feld der Liganden (Kristallfeld). Tritt am Kernort ein elektrischer Feldgradient

auf, so spalten die Kernniveaus nach dem Betrag der magnetischen Quantenzahl M; auf.
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Abb. 2.9 Einflu der Hyperfeinwechselwirkungen auf den Grundzustand (I;) und das
14,4keV-Niveau (I,) des >"Fe-Kerns. Die jeweilige Auswirkung im MéBbauer-Spektrum ist in

der rechten Spalte dargestellt. IS: Isomerieverschiebung; QS: Quadrupolaufspaltung; AE® ,
AE? : magnetische Aufspaltung des angeregten Niveaus und des Grundniveaus.

Die magnetische Hyperfeinwechselwirkung zwischen den magnetischen Momenten der Kerne
und dem effektiven Magnetfeld am Kernort erzeugt die nukleare Zeemanaufspaltung. Die
Entartung beziiglich der magnetischen Quantenzahl M; wird nun vollstdndig aufgehoben. Das
effektive Magnetfeld besteht aus Beitrdgen eines von aullen angelegten Feldes und des Feldes,
das seinen Ursprung im Bahndrehimpuls und vor allem dem Spin der Hiillenelektronen hat.
Die Messung mul} relativ zur Curietemperatur bei tieferen Temperaturen erfolgen, da sich
ansonsten das von den Elektronen erzeugte Magnetfeld durch schnelle Relaxation wegmittelt.

Man misst in diesem Fall in einem schwachen externen B-Feld, um eine Vorzugsachse zu
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definieren. Man erhélt Informationen iiber das lokale Magnetfeld, den Spinzustand und

Relaxationseigenschaften.

2.2.2 Das Transmissionsintegr al und der Lamb-Moéfbauer-Faktor

Im MoBbauer-Experiment wird die Transmission T der 14.4keV-Quanten in Abhdngigkeit
von der Antriebsgeschwindigkeit der Quelle (v) gemessen. Sie steht mit dem

Absorptionsquerschnitt 6, in folgendem Zusammenhang:

T(v)= % =1-Rf, [1 — [Q(,E,,E)e by dE:| (2.30)
In dieser Formel bedeuten Z(v) die Zahlrate bei der Antriebsgeschwindigkeit v und Z(e0) die
Zahlrate weit ab der Resonanz. R ist ein Faktor zur Untergrundbereinigung und gibt den
Anteil an y-Quanten aus dem MoBbauer-Ubergang bezogen auf die gezihlten Quanten an. f;
ist der Lamb-MoBbauer-Faktor der Quelle und Q(v, Es, E) das Emissionsspektrum der Quelle.
Der Absorptionsquerschnitt der Probe wird mit G,(E,, E) bezeichnet. Die

Flichenbelegungsdichte von *'Fe in der Probe ist ng..

Man erhélt fiir die Fliche A unter dem MoBbauer-Spektrum fiir diinne Absorber (kleines ng.

und f,)

A= j(l—T(v))dv:%anstaF&EL (231)

—oo S
mit der effektiven Dicke t,:
T’

_ nat
ta - GOfanFe T

a

(2.32)

Es sind c die Lichtgeschwindigkeit, E; die Energie der von der Quelle emittierten MoBbauer-

Quanten, T, die natiirliche Linienbreite von °’Fe, ¢,=2.56-10"%cm? der

nat

Einfangsquerschnitt fiir 14.4 keV-Quanten eines > Fe-Kerns, I, die Linienbreite des
Absorbers und f; bzw. f, der Lamb-MoBbauer-Faktor der Quelle bzw. des Absorbers. Die
Flache unter dem Spektrum ist also proportional zum Lamb-MoBbauer-Faktor. Der Lamb-
MoBbauer-Faktor gibt die Wahrscheinlichkeit dafiir an, dass eine y-Absorption bzw. -

Emission riickstoB3frei erfolgt.
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£ =e_k2<xz> (2.33)

<x*> sind die mittleren quadratischen Auslenkungen des MoBbauer-Kerns. Somit lsst sich
aus der Fliche eines Absorptionsspektrums der Lamb-MoBbauer-Faktor der Probe
bestimmen, woraus wiederum Informationen iiber die dynamischen Eigenschaften der Sonde

ableitbar sind.
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3 Experimenteller A ufbau

3.1 Messapparatur XAS

Bei der Bestimmung des linearen Absorptionskoeffizienten i von Biomolekiilen besteht das
Problem, dass es sich hierbei um "sehr verdinnte Proben" handelt. Das heifit, dass die
Konzentration der Absorberatome in der Probe relativ niedrig ist. Dadurch, dass in der Regel
bei Proteinen die Anzahl der Absorberatome gegeniiber den restlichen Atomen im Molekiil
sehr klein ist, ist es bei Biomolekiilen oft schon schwierig eine Konzentration von 1 mM zu
erreichen. Als Beispiel sei hier das Myoglobin angefiihrt. Auf etwa 1260 Atome der Elemente
Sauerstoff, Stickstoff, Kohlenstoff und Schwefel kommt im Myoglobin ein Eisenatom als
Absorber. Die Einstellung von zu grolen Konzentrationen kann zu einer Aggregation der

Biomolekiile fiihren. Als mogliche Losung lédsst sich der Absorptionskoeftizient 1 auch durch

Messung der unter 90° zur einfallenden Strahlung I, von der Probe ausgesendeten Rontgen-

Ko-Fluoreszenz der Intensitit Iy bestimmen (Jaklevic et al. 1977):
I
n-d=-EF (3.1)

Dabei entspricht d der Dicke der Probe. Dadurch erreicht man, dass das Messsignal nicht
mehr vom Primaérstrahl {iberlagert ist. Die Untersuchung von Proteinldsungen erfolgt daher im
Fluoreszenzmodus. Im Fluoreszenzmodus ist die erreichbare Konzentration der
Absorberatome in einer Proteinlosung, welche in einem Bereich groler 1 mM fiir das
Absorberatom liegen sollte, fiir eine gute Messung ausreichend. Je hoher die Konzentration

ist, desto kiirzer ist die benotigte Messzeit, um eine ausreichende Statistik zu erhalten.

Samtliche XAS Messungen wurden am Messplatz D2 des European Molecular Biology
Laboratory (EMBL) am Deutschen Elektronen Synchrotron (DESY) in Hamburg
durchgefiihrt. Abb. 3.1 zeigt eine schematische Darstellung des apparativen Aufbaus. Der
einlaufende Strahl aus dem Synchrotron wird monochromatisiert (Monochromator) und
fokussiert (Spiegel und Blenden), bevor er auf die Probe fillt. Vor der Probe wird die
einfallende Intensitdt gemessen (lonisationskammern Ip). Gemessen wird die Absorption
(Ionisationskammer I;) und die Fluoreszenz (Detektor). Photomultiplier, Szintilator und ein

Si[220]-Kristall dienen zur Energiekalibration.
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Abb. 3.1 Schema des Messplatzes an der EMBL EXAFS beam line D2. Der einlaufende
Strahl aus dem Synchrotron wird monochromatisiert (Monochromator), fokussiert (Spiegel
und Blenden) und seine Intensitit gemessen (Ionisationskammern Iy), bevor er auf die Probe
fallt. Gemessen wird die Absorption (Ionisationskammer I;) und die Fluoreszenz (Detektor).
Photomultiplier, Szintillator und ein Si[220]-Kristall dienen zur Energiekalibration.

Als Strahlungsquelle dient ein Synchrotron. Da die Amplituden der Oszillationen im XAS-
Spektrum nur wenige Prozent des Kantenhubes betragen (vgl. Abb. 2.1) und die
Konzentration der Absorberatome gering ist, wird sehr intensive Rontgenstrahlung bendtigt,
welche nur von Synchrotrons erzeugt werden kann. Als Synchrotronstrahlungsquelle diente
der Positronen-Speicherring DORIS III (Double Ring Store) des HASYLAB (Hamburger
Synchrotronstrahlungslabor) am DESY. Die relativistischen Positronen mit einer Energie von
4.45 GeV und einem maximalen Strahlstrom von 145 mA werden durch Magnetstrukturen im
Speicherring auf einer gekriimmten Bahn mit einem Umfang von 289.2 m gehalten. Derart
beschleunigte geladene Teilchen senden wu.a. tangential zu ihrer Flugbahn
Synchrotronstrahlung aus. Die Beschleunigung der Teilchen an der EMBL EXAFS beam line
D2 und damit die Erzeugung der Synchrotronstrahlung erfolgt am Strahlenficher D des
HASYLAB durch einen Ablenkmagneten mit einem Radius von 12 m, einer magnetischen
FluBdichte von 1.2 T und einer kritischen Energie von 16.04 keV. Die kritische Energie teilt
das Spektrum der Synchrotronstrahlung in zwei Bereiche gleicher Strahlungsleistung. Sie

wird als KenngroB3e des Spektralbereiches der Synchrotronstrahlung angegeben.

3.1.1 Monochromator und Spiegel

Der nun aus dem Speicherrring austretende "weille Strahl" wird durch zwei Silizium-

Einkristalle in paralleler Anordnung monochromatisiert (vgl. Abb. 3.2).
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Drehrichtung: Bragg-Winkel

zur Probe

Wasser-
kuhlung

Abb. 3.2 Monochromator an der EMBL EXAFS beam line D2. Die ungefdhre Position der
Si(111) Kristalle ist durch schwarze Balken angedeutet (im Zentrum des Bildes); der weil3e
Pfeil veranschaulicht den Strahlengang.

Die Auswahl der gewiinschten Wellenlédnge erfolgt iiber das Bragg'sche Gesetz:

Aq :%sinﬂB (3.2)

mit A, Wellenldnge, a Gitterebenenabstand des Kristalls, O Braggwinkel und ne {1,2,3,...}.

Der gewiinschte Energiebereich kann dann durch schrittweise Verdnderung des Bragg-
Winkels verdndert werden. Wéhrend eines Experiments wird der Energiebereich
typischerweise um 1000 eV im Bereich einer Absorptionskante verdndert. Die Absorption

wird dann bei jedem Winkel gemessen.

Aus Gleichung ( 3.2 ) wird deutlich, dass auch hohere harmonische Frequenzen vom

Monochromator iibertragen werden. Um diese zu unterdriicken, wird der zweite Kristall nicht
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exakt parallel zum Ersten ausgerichtet. Durch diese Verkippung werden die Intensitéten der

hoheren Frequenzen stirker geddmpft (Caciuffo et al. 1987).

Fir die Messung an der Eisen- und Kupfer Kante wurde ein Si(111)-Doppelkristall-
Monochromator verwendet. Das bedeutet, dass die Oberflichen der Kristalle parallel zur

Si(111)-Gitterebene geschliffen sind. Mit diesem Monochromator erreicht man eine

Energieauflosung AE/E von 14.1x10™* bei einem Braggwinkel von 14.8° und einer

Reflexbreite wg von 7.4" mit einer Energie von 7750 eV (AE/E = wg cot 8 ) (Caciuffo et al.

1987).

Der monochromatisierte Strahl wird durch streifenden Einfall auf einen 1.8 m langen, aus vier
Segmenten bestehenden, mit Gold und Kanigen (Ni-Legierung) beschichteten, toroidalen
Spiegel auf die Probe fokussiert. Da die Reflektivitit bei konstantem Einfallswinkel mit
wachsender Energie abnimmt, kann der Spiegel auch als Hochfrequenzfilter dienen. Bei
einem Einfallswinkel von 3.8 mrad liegt die obere Grenze fiir eine effiziente Transmission bei
21.5 keV. Fiir die Ubertragung héherer Energien muss der Spiegel ausgebaut werden, wie es

zum Beispiel fiir die Cd-K-Kante bei 26.7 keV der Fall ist.

So betragt der zugédngliche Energiebereich an der EMBL EXAFS beam line D2 ca. 5 - 35 keV
(Meyer-Klaucke 2002). Die untere Grenze ist durch die Absorption von Berylliumfenstern im
Strahlengang bedingt. Die obere Grenze ist durch den Aufbau des Synchrotrons gegeben.

3.1.2 Kryostat

Durch die Blenden betrdgt die durchstrahlte Fliche an der Probe 5 mm (horizontal) X 1 mm
(vertikal). Aufgrund der hohen Intensitit der Synchrotronstrahlung sind besonders hohe
Strahlungsschidden zu erwarten. Die Probe wird in einem Kryostaten von Oxford Instruments
mit geschlossenem Helium-Kreislauf montiert. Mit diesem System l&4sst sich eine minimale
Probentemperatur von 20 K erreichen. Ebenso ist ein Probenwechsel bei Kryotemperaturen
moglich. Fiir die in dieser Arbeit auch durchgefiihrten temperaturabhingigen Messungen

zwischen 20 — 300 K ist der Kryostat geeignet (Scherk et al. 2001).
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Abb. 3.3 Einblick in den EMBL EXAFS Messplatz D2. Der Strahlengang ist als gestrichelter
weisser Pfeil eingezeichnet. Der Strahl durchquert zundchst die erste Ionisationskammer,
dann den Kryostaten und schlieBlich die zweite Ionisationskammer. Die von der Probe im
90°-Winkel zum direkten Strahl ausgesendete Rontgenfluoreszenz wird mit einem
Fluoreszenzdetektor aufgenommen.

3.1.3 Der Fluoreszenzdetektor

In Abb. 3.3 ist neben dem Kryostaten auch noch der Fluoreszenzdetektor zu sehen. Dabei
handelt es sich um einen Germaniumdetektor von Canberra, welcher aus 13 unabhdngigen
Detektorelementen besteht. Der Detektor deckt einen Raumwinkel von maximal 20 % ab. Um
den Absorptionskoeffizienten messen zu konnen, miissen neben der Fluoreszenzintensitit

auch die einfallende Intensitét I, und die transmittierte Intensitidt I bestimmt werden. Zur
Detektion von I, und Iy werden Ionisationskammern verwendet. Sie besitzen ein

Gasgemisch aus 70 % Argon und 30 % Kohlendioxid und arbeiten bei einem Gasdruck, bei

welchem in etwa ein Drittel der Strahlenintensitéat absorbiert wird.
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3.1.4 Energiekalibration

Wihrend der Messung wird die Energie des monochromatischen Strahls durch die Drehung
des Monochromators um ca. 1000 eV durchgestimmt. Der Rontgenabsorptionskoeffizient
wird in Abhéngigkeit von der Energie bestimmt. Bei der Drehung des Monochromators
entstehen systematische Fehler in der Energiekalibrierung. Um nun mehrere Einzelmessungen
aus derselben Probe oder Messungen von verschiedenen Proben addieren oder vergleichen zu
konnen, ist eine absolute Energiekalibrierung vonndten. In Abb. 3.4 ist das
Kalibrationssystem am EMBL EXAFS Messplatz zu sehen (Pettifer und Hermes 1985). Das
Kalibrationssystem besteht aus einem Si(220)-Kristall, welcher in Abhédngigkeit von der
Energie der einfallenden Strahlung Bragg-Reflexe in zwei Szintillationsdetektoren liefert. Bei

Kenntnis der Kristallorientierung und somit der Winkel oo und B (vgl. Abb. 3.4) ldsst sich

aus der Lage der Reflexe auf die absolute Strahlenenergie an jedem Punkt des XAS-
Spektrums schlieBen. Die Genauigkeit der Energiekalibration betragt ca. 0.2 — 0.5 eV. Damit
ist es moglich, bei zwei Messungen zu unterscheiden, ob das Absorberatom seinen
Oxidationszustand aufgrund von Strahlenschéden gedndert hat und somit ein Probenwechsel
erforderlich ist. Es muss aber darauf hingewiesen werden, dass die Spektren von Messungen,
welche wihrend verschiedener Messzeiten entstanden sind, auf die genaue Lage der Kante

nicht verglichen werden kdnnen.

1
1

Szintillationsdetektoren

=

Abb. 3.4 Kalibrationssystem am EMBL EXAFS Messplatz D2. Die weillen Pfeile illustrieren
den Strahlengang.
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3.1.5 Datenreduktion

Alle Intensititen werden in Abhéngigkeit von der Motorschrittzahl des den Monochromator
antreibenden Motors bestimmt. Diese Daten miissen in ein geeignetes Format gebracht
werden, damit die spdtere Auswertung erfolgen kann. Dieser Vorgang wird als
Datenreduktion bezeichnet. Die Datenreduktion erfolgte in dieser Arbeit mit dem

Programmpaket EXPROG (Nolting und Hermes 1992). Sie sei nun kurz skizziert:

1. Als erstes erhdlt man den RoOntgenabsorptionskoeffizienten als Funktion der
Motorschrittzahlen. Die Motorschrittzahlen kénnen in ungefdhre Bragg-Winkel bzw.

unkalibrierte Energien iibersetzt werden.

2. Durch Kenntnis der Lage der Kalibrationsreflexe beziiglich der Motorschrittzahlen ist

eine absolute Kalibration der Energieachse moglich.

3. Die 13 Fluoreszenzkanile des Detektors liefern 13 unabhdngige Signale. Die

storungsfreien Kandle werden zu einem Gesamtspektrum aufsummiert.

4.  Mittelung mehrerer Einzelmessungen zur Verbesserung des Signal-zu-Rausch-

Verhiltnisses (vgl. Abb. 2.1).

5. Fir die Analyse des Kantenbereiches inklusive des “Pre-edge" Peaks und zum
Vergleich der Absorptionskanten verschiedener Proben muss die Absorptionskante
normiert werden, da der Kantenhub von mehreren Faktoren wie z.B. der
Absorberkonzentration oder den geometrischen Verhiltnissen zwischen Strahl, Probe
und Detektor abhingig ist. Dazu wird unterhalb der Kante im Fluoreszenzmodus ein
Polynom nullter Ordnung und oberhalb der Kante ein Polynom der Ordnung zwei bis

drei angepasst. Die Differenz der beiden Polynome wird dann auf eins gesetzt.

6.  Den Absorptionsuntergrund im Vorkantenbereich passt man durch ein Polynom nullter
oder erster Ordnung an, das man in den EXAFS-Bereich hinein extrapoliert. Oberhalb
der Kante wird der Absorptionsuntergrund durch einen “Spline* (Teo 1986) mit bis zu
sechs Knoten simuliert. Nach erfolgreicher Extraktion des EXAFS-Bereiches aus dem

XAS-Spektrum wird das Signal in den k-Raum transformiert (vgl. Gleichung ( 2.27)).
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4 Untersuchungen am modifizierten Photosystem II

4.1 Der durch Fe ersetzte Mn-Cluster im Photosystem 11

Bei der Photosynthese wird aus Kohlendioxid und Wasser der C¢-Zucker (Hexose) Fructose-

6-phosphat gebildet. Dabei entsteht als "Abfallprodukt" Sauerstoff. Die Nettogleichung lautet:
6 H,O + 6 CO, — CcH 206 + 6 Oy ( 4.1 )

Der gesamte Ablauf der Photosynthese ist an die Chloroplasten, die bei Pflanzen in den
Mesophyllzellen der Blitter vorkommen, gebunden. In der Lichtreaktion wird mit Hilfe von

Licht Wasser oxidiert.

2H,0 - 4H" + 0, +4e” (4.2)

Die Energie, die notwendig ist, um Elektronen von Wasser auf das NADP'
(Nicotinamidadenindinucleotid ) zu tlibertragen, wird in Form von Sonnenlicht aufgenommen.
Die beiden Photosysteme PSI und PSII absorbieren die notwendigen Lichtquanten, der
Cytochrom-be/f-Komplex leitet Elektronen weiter, und am CF,/CFy-Komplex wird ATP
synthetisiert. Die beiden Photosysteme tragen je ein photochemisches Reaktionszentrum aus
zwei Molekiilen Chlorophyll a. Nach dem Absorptionsmaximum wird dieses sog. "special
pair" im PSI mit P7op und im PSII mit Pggy bezeichnet. Die vier Elektronen, die bei der
Bildung eines Sauerstoffmolekiils frei werden, werden in einem Cluster aus vier
Manganionen (Mny) zwischengespeichert und iiber das Tyrosin Z (Yz) einzeln an das Peg
weitergeleitet. Die Weiterleitung des Elektrons zwischen dem angeregten PSII und dem
oxidierten Reaktionszentrum P-o" des PSI erfolgt iiber den Cytochrom-by/f-Komplex entlang
eines Potentialgefilles. Uber ein weiteres Potentialgefille werden die Elektronen auf das

NADP" iibertragen.

Erstmals konnte 2001 die Kristallstruktur des PSII aus Synechococcus elongatus bis zu einer
Aufldsung von 3.8 A geldst werden (Zouni et al. 2001). In Abb. 4.1 ist der Aufbau des PSII,
wie sie aus der Kristallstruktur bestimmt worden ist, dargestellt. Die Hauptfunktion der
chlorophyllbindenden Proteine CP43 und CP47 ist die Absorption von Lichtenergie und ihre

Weiterleitung an das Pggp bzw. die Ubertragung der von den Lichtsammelkomplexen
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absorbierten Energie zum Pggy (Bricker 1990; Krugh und Miles 1995). Das Cyt b-559 dient als
Schutz des PSII bei zu intensivem Lichteinfall (Aro et al. 1993; Poulson et al. 1995).

Die extrinsischen Proteine PsbO und PsbV spielen eine entscheidende Rolle fiir die Stabilitit
des Mn-Clusters innerhalb des PSII, wobei das PsbV ein Eisenatom innerhalb einer Him-
Ebene besitzt. Gebunden wird der Mn-Cluster {iber die transmembranen o - Helices von D1
und D2 an das PSII. D1 und D2 binden die wichtigsten Cofaktoren und Pigmente fiir die
Ladungstrennung (Barber et al. 1997). Nicht in Abb. 4.1 eingezeichnet ist das sog. non-hdm

Eisen zwischen D1 und D2.

Fe(Cyt b—559) Stroma

f Cyt c—550/

N M Psov

Lumen

Abb. 4.1 Struktur des Photosystems II: Dargestellt ist die Lage der transmembranen o -
Helices von D1 und D2 (gelb), der extrinsischen Proteine PsbO und PsbV, des Mn-Clusters,
von zwei Him-Eisen und der beiden Antennenkomplexe CP47 (rot) und CP43 (rosa) (Zouni
etal. 2001).

Heute geht man davon aus, dass die Wasserspaltung an vier Mn-Atomen stattfindet (Debus
1992; Yachandra et al. 1996; Zouni et al. 2001). Aus den Experimenten an dunkeladaptierten,
isolierten Chloroplasten folgerte man, dass die Rate, mit der sich Sauerstoff entwickelt, mit
einer Periode von vier Lichtblitzen oszilliert (Kok et al. 1970). Dieses Ergebnis fiihrte zur
Aufstellung des Modells der S-Zustinde. Dabei sammelt eine Redoxkomponente S (vom engl.
store) durch aufeinanderfolgende  Absorption von  vier Lichtquanten  vier

Oxidationsdquivalente an. Durch Abgabe von molekularem Sauerstoff kehrt das System in
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den Anfangszustand zuriick. Mit den S-Zustinden werden die Redoxzustinde des Mn-
Clusters bezeichnet (Ono et al. 1992; Roelofs et al. 1996; Yachandra et al. 1996; Tuzzolino et
al. 1998).

Mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse konnte die Struktur des Mn-Clusters nicht eindeutig
geklart werden (Zouni et al. 2001). Abstinde der Atome im Mn-Cluster erhilt man iiber die
Rontgenabsorptionsspektroskopie.  Diese  Untersuchungen wurden am  S;-Zustand
durchgefiihrt (Yachandra et al. 1986; MacLachlan et al. 1992; Yachandra et al. 1993; DeRose
et al. 1994). Alle Ergebnisse wurden im sog. Berkeley-Modell (vgl. Abb. 4.2)

zusammengefasst.

Abb. 4.2 Das Berkeley-Modell fiir den Mn-Cluster (Cinco et al 1998).

In diesem Modell sind zwei Paare von Mn-Atomen iiber eine Carboxylatobriicke verbunden.
Sie haben einen Abstand von 3.3 A. Die beiden Mn-Atome innerhalb eines Paares sind durch
zwei Sauerstoffatome iiber eine u-oxo-Briicke und einen Abstand von 2.7 A verbunden. Der
Abstand eines Mn-Atoms von einem Sauerstoffatom einer p-oxo-Briicke betriigt 1.8 A.
Liganden des Mn-Clusters wird ein Abstand von 2.1 A zugeordnet, sie stammen von
Stickstoff- und Sauerstoffatomen. Im Mittel binden pro Mn-Atom 2+1 Stickstoff- bzw.
Sauerstoffatome in einem Abstand von 1.8 A und 3+1 Stickstoff- bzw. Sauerstoffatome in
einem Abstand von 2.1 A. Neben Mangan ist Kalzium essentiell fiir die Wasserspaltung
(Yocum 1992). Die Rontgenstrukturanalyse konnte nicht klidren, ob und wie viele Ca*'-Ionen
mit dem Mn-Cluster assoziiert sind. Nachdem das Ca extrahiert und durch Sr ersetzt wurde,
konnte mittels der Rontgenabsorptionsspektroskopie an der Sr-Kante ein Abstand von 3.5 A
bestimmt werden (Cinco et al. 1998). Detaillierte Erkenntnisse iliber Liganden des Mn-
Clusters von DI und D2 wurden durch ortsspezifische Mutagenese gewonnen. Die Art der

Liganden sind aber fiir die Auswertung der experimentellen Daten dieser Arbeit nicht von



43

Belang. Es wird deshalb auf die Fachliteratur verwiesen (Debus et al. 1991; Debus 1992;
Pakrasi und Vermaas 1992).

Ein neuer Ansatz, Informationen iiber den wasserspaltenden Komplex zu erhalten, ist es, die
Mn-Atome des Clusters durch Fe-Atome zu ersetzen. Mit Hilfe des DPC/DCIP-
Inhibitionsansatzes wurde von Semin et al. (1995) gezeigt, dass Fe an Stelle des Mn binden
kann, wenn die Mn-Atome vorher extrahiert wurden. Gibt man zu einer Losung von PSII,
dessen Mn-Cluster entfernt wurde, und dem kiinstlichen Elektronenakzeptor 2,6-
Dichlorphenolindophenol (DCIP) den Elektronendonator 1,5-Diphenylcarbazid (DPC) und
belichtet diese dann, so stellt man eine Reduktion des DCIP fest. Diese 1d6t sich optisch bei

600 nm verfolgen.

Des weiteren ist bekannt, dass nach Extraktion der Mn-Atome zum Wiedereinbau Mn*" und
Licht (Photoreaktivierung) nétig sind (Tamura und Cheniae 1987). Das Licht dient zum
Elektronentransport durch das PSII, da Mn*" beim Einbau oxidiert werden muss. Héhere
Oxidationsstufen des Mn bauen nicht ein. Analog dazu bindet Fe*" unter Belichtung, Fe’*
hingegen nicht. Es gibt gute Griinde anzunehmen, dass Untersuchungen an Fe-ersetzten

Clustern auf den nativen Mn-Cluster tibertragbar sind:

- Fe und Mn bevorzugen die Koordinationszahl sechs und die Oxidationszahlen II bzw. III,

wobei Mn im Gegensatz zu Fe noch in hheren Oxidationsstufen vorkommt.

- Fe und Mn besitzen in diesen Oxidationszustdnden sehr dhnliche Ionenradien.

- Es gibt Enzyme, die sowohl mit Fe als auch mit Mn im katalytischen Zentrum aktiv sind,
wie es z.B. die kambialistischen Superoxiddismutasen sind (Martin et al. 1986).

- Kinetische Messungen zu Photoaktivierung des PSII haben gezeigt, dass unter dem Einfluf3
von Licht zunédchst zwei Mn-lonen binden. Die {ibrigen beiden Mn-Atome kénnen auch im
Dunkeln binden, allerdings weniger fest (Tamura und Cheniae 1987; Ahlbrink et al. 2001).
Umgekehrt ist es ebenso, dass sich zwei Mn-Atome leicht aus dem Mn-Cluster extrahieren
lassen (Miyao und Murata 1984; Ono und Inoue 1984). Der Bindungsplatz der beiden
starker bindenden Mn-Atome wird als "high-affinity Mn-binding site" bezeichnet. Aus der
Hemmungskinetik im DPC/DCIP-Ansatz fiir Fe*" kann geschlossen werden, dass bei Fe
mindestens zwei lonen binden. Die Fe-Atome besetzen die gleichen hochaffinen

Bindungsplétze (Semin et al. 1995; Semin et al. 1998; Ahlbrink et al. 2001).
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4.2 Probenpriparation

4.2.1 Priparation und Extrak tion des Mn-Clusters

Die Préparation der gemessenen PSII Proben wurde von Dr. Boris Semin von der Universitét

Moskau bei seinen Gastaufenthalten an unserem Institut durchgefiihrt.

Die PSII-Membranfragmente wurden aus den Chloroplasten von Blattspinat (Spinacia
oleracea) gewonnen (Berthold et al. 1981; Ghanotakis und Babcock 1983). Dazu werden die
Spinatbldtter zundchst gewaschen und eine Stunde bei 4 °C im Dunklen gelagert.
AnschlieBend werden die Zellen der zerkleinerten Blitter mittels eines Ultra-Turrax
aufgebrochen. Durch Zentrifugation bei 300g werden die groBeren Zellbruchstiicke
abgetrennt. Der Uberstand wird dann nochmals mit 4000g zentrifugiert, wobei sich die
Chloroplasten im Pellet ansammeln. Das Pellet wird in einer geringen Salzkonzentration
resuspendiert, so dass die Chloroplasten auf Grund des osmotischen Drucks platzen. Durch
Zugabe von Triton X-100 (1 Triton/20 Chl) erreicht man das Solubilisieren der Membranen.
Wihlt man eine geeignete Inkubationszeit (25 min), so 16sen sich nur die Stromalamellen auf,
wihrend die gestapelten Granathylakoide noch intakt bleiben. Zentrifugiert man diese
Suspension bei 3500g, so erhdlt man einen weilen Niederschlag, der hauptsdchlich aus
Stirkekdrnern besteht. Den Uberstand zentrifugiert man nochmals mit 40000g. Das
entstechende Pellet enthédlt die PSIl-reichen Membranfragmente. Zur Aufbewahrung
suspendiert man diese in einem Puffer aus 0.4 M Sucrose, 10 mM NaCl, 50 mM MES/NaOH
pH 6.0 und friert sie in fliissigem Stickstoff ein. Die auf diese Weise erzeugten PSII-
Membranfragmente weisen unter Belichtung typischerweise eine Sauerstoffentwicklungsrate
von 300 bis 400 umol O,/(mg Chl - h) auf, gemessen mit einer Hansatech Sauerstoffelektrode
mit 0.4 mM Phenyl-p-benzoquinone als Elektronenakzeptor. Zur Bestimmung des Chl-
Gehalts mischt man 1 ml der zu bestimmmenden Chl-Losung mit 4 ml Aceton und misst
anschlieBend die Absorption bei 652 nm. Die Chl-Konzentration ccy; in pg/ml berechnet sich

dann zu: cch =5 (29D¢s2) (Arnon 1949).

Die Extraktion des Mn-Clusters erfolgt nach der Methode von Hsu (Hsu et al. 1987). Dazu
werden PSII-Membranfragmente in einer Konzentration von 0.5 mg Chl/ml fiir 15 min bei 20
°C in 0.8 M Tris und pH 8.5 inkubiert. AnschlieBend werden die Membranen abzentrifugiert,
gewaschen und in einem Puffer aus 0.4 M Sucrose, 15 mM NaCl, 50 mM MES (4-
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Morpholinethansulfonsidure)/NaOH pH 6.5 resuspendiert. Bei dieser Prozedur gehen neben
den 4 Mn-Atomen des Mn-Clusters auch noch das Ca**-Ion und die extrinsischen Proteine

verloren.

4.2.2 Proben fiir die XAS-Untersuchungen am PSII

Fiir die XAS-Experimente wurden Imm dicke PVC-Plittchen mit herausgefristen Fenstern
verwendet, auf die mit Zweikomponentenkleber (Uhu plus schnellfest) auf einer Seite eine
Mylar-Folie aufgeklebt wurde. Darauf wurden knappe 150 pl eines Pellets aus PSII-
Membranfragmenten mit einem kleinem Spatel aufgebracht. Die andere Seite wurde dann mit
selbstklebender Mylar-Folie luftdicht abgeschlossen und die Probe in fliissigen Stickstoff

eingefroren.

Alle EXAFS-Proben mit PSII-Fragmenten wurden aus ehemaligen MoBbauer-Proben
hergestellt. Damit wird sichergestellt, dass Ergebnisse aus dem MoBbauer-Experiment ohne
Einschrinkungen auf die Auswertung der EXAFS-Daten iibernommen werden konnen.
Insbesondere der Fe-Gehalt pro PSII ist von entscheidender Bedeutung. Fiir Mdfbauer-
Proben wird das Isotop °’Fe benétigt. Fiir XAS-Untersuchungen ist es nicht von Relevanz,

welches Isotop verwendet wird.

Das fiir diese Experimente benétigte *'Fe-Salz erhilt man durch Auflésen von metallischem
"Fe in konzentrierter Schwefelsiure. Nach dem Eintrocknen erhilt man das Salz 57FeSO4. In
diesem Salz, das durch Schwefelsdurereste sauer ist, ist Fe in der Oxidationsstufe II stabil und
neigt nicht zur Oxidation. Fiir die Inkubation von PSII mit Fe*" wurde dieses Salz kurz vor
der Priparation in 0.6 M Sucroseldsung geldst. Zur Herstellung einer Fe*'-Lésung verdiinnt
man obige Losung soweit, dass der Fe-Gehalt etwa 160 uM betrdgt. Dann stellt man den pH-
Wert mit HCl auf ca. 1.5 ein und versetzt das Ganze mit soviel 30 %-iger
Wasserstoffperoxidlosung bis der H,O,-Gehalt etwa 200 uM ist. Dann bringt man die Losung
mit NaOH auf einen pH-Wert von 5.5, wobei sich kein Niederschlag von Fe(OH); bilden

sollte. Trotzdem empfiehlt es sich, fiir 10 min bei 15000g zu zentrifugieren.

Es wird solange eine 160 uM >’Fe-in-Sucrose-Losung zu PSII-Membranfragmenten in 0.4 M
Sucrose, 15 mM NaCl, 50 mM MES/NaOH pH 6.5 zugegeben, bis eine Konzentration von
1.5 uM Fe erreicht wird. Inkubiert werden die PSII-Fragmente unter schwachem Licht.
Anschlieend werden sie fiir eine halbe Stunde bei 26000g zentrifugiert. Das Pellet wird
einmal mit 0.4 M Sucrose, 15 mM NaCl, 50 mM MES/NaOH pH 6.5 gewaschen und
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anschlieBend in 25 ml desselben Puffers resuspendiert. Nun wird fiir eine Stunde bei 100000g
zentrifugiert. Das Pellet wird nochmals gewaschen und in den jeweiligen Probenhalter
iberfiihrt und in fliisssigem Stickstoff aufbewahrt. Je nach gewiinschter Probe setzt man

unterschiedlich priparierte Membranfragmente ein und fiir die Fe-Lsung °'Fe”" oder >'Fe’".

4.2.3 Abschitzung des Fe-Geh alts aus dem Mof3bauer-Spektrum

Mit Hilfe der Gleichung ( 2.31 ) und ( 2.32 ) 14Bt sich aus der Fliche des MdBbauer-

Spektrums der Eisengehalt der Probe berechnen:

2A

Ny =——m—
P o, T RE.f, (43)

nat

A st die Fliche des MoBbauer-Spektrums. np, 1ist die Anzahl der Fe-Atome pro

Absorptionsflache der Probe. Da der Chl-Gehalt der Probe bekannt ist, 148t sich liber dessen
molare Masse (900 g/mol) und der Tatsache, dass etwa 220 Chl-Molekiile pro PSII in der
Préparation vorliegen, der PSII-Gehalt der Probe und somit auch das Verhiltnis von Fe zu

PSII ermitteln.

Allerdings tritt das Problem auf, dass der Lamb-MoBbauer-Faktor f, der Probe unbekannt ist.
Aus Untersuchungen an Myoglobin bei etwa 5 K ist bekannt, dass fiir Myoglobin f, um 0.8
liegt (Parak et al. 1987; GaBmann 2000). Dieser Wert fiir f, wurde auch hier verwendet. Aus
den 5K-Spektren 148t sich also der Fe-Gehalt abschitzen. R liegt fiir alle Proben ebenfalls bei
0.8 und der Lamb-MoBbauer-Faktor der verwendeten Quellen f; betriagt 0.75.
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4.3 Experimente und Auswertung

Da XAS auf alles Eisen in der Probe sensitiv ist, wurde versucht, mit Hilfe von
Vergleichsproben den Anteil des Fe-Clusters, welcher an Stelle des Mn-Clusters bindet, zu

isolieren. Es wurden folgende Proben untersucht:
Probe 1: (PSII-4Mn)

Probe 2: (PSII-4Mn)+Fe* + ¥

Probe 3: (PSII-4Mn)+Fe’ + ¥

Probe 4: Fe*" in 0.6 M Sucrose

Die Bezeichnung PSII-4Mn steht dafiir, dass vor Inkubation der Mangancluster extrahiert
wurde. Das Symbol ¥ zeigt, dass die Probe bei der Zugabe von Fe*" oder Fe’* mit Licht
bestrahlt wurde. Die Zugabe von Fe*" oder Fe’" erfolgte wie in Kapitel 4.2.2 beschrieben in
einer Sucrose-Losung. Aufbauend auf den Ergebnissen der MdBbauer-Spektroskopie, konnte
fiir Probe 2 und Probe 3 die genaue Anzahl an spezifisch und unspezifisch gebundenen Eisen
nach Gleichung ( 4.3 ) ermittelt werden.

Die Spektren von Probe 1-4 wurden bei etwa 35 K bestimmt und zeigen signifikante
Unterschiede im Bereich k = 8 A™. Die Giite der Daten lief eine Auswertung bis k = 11 A™

Zu.

Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4

"pre-edge" Fliche [107 V] 4 7 6 8

Tab. 4.1 Wert fiir die "pre-edge" Fliache des XAS-Spektrums von Probe 1, 2, 3 und 4.

Die Fliche des Vorkantenpeaks konnte fiir alle Spektren mit einem Wert kleiner 8 x 107 eV
bestimmt werden (vgl. Tab. 4.1). Die EXAFS-Spektren und ihre nicht phasenkorrigierte

Fourier-Transformierten von Probe 1, 2 und 3 sind im Abb. 4.3 dargestellt.

Alle Proben, die das PSII enthalten, besitzen das Nichthim-Fe und das Fe des Cytochroms.
Dariiber hinaus binden beim Fe-Austausch die Metallionen nicht nur an die freien
Bindungsstellen, sondern auch unspezifisch, z. B. an Carboxylgruppen von Aminosduren an
der Proteinoberfliche. In isolierter Form findet man diese unspezifisch gebundenen Fe-
Spezies, wenn intakte PSII-Membranfragmente oder (PSII-4Mn)-Membranfragmente direkt
mit Fe*" behandelt werden. AuBerdem tritt unspezifisch gebundenes Eisen auch auf, wenn die

Proben bei der Rekonstitution nicht belichtet werden. Probe 2 enthilt zusitzlich pro PSII im
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Mittel zwei unspezifisch gebundene Fe-Atome und vier spezifisch gebunde Fe Atome. Probe
3 enthélt neben den nativ gebundenen Fe-Atomen im Mittel nur 6 unspezifisch gebundene Fe-
Atome. Um die Spektren voneinander abziehen zu konnen, wurden fiir jedes Spektrum 250
dquidistante Wertepaare bestimmt, wobei fiir jedes Spektrum die gleichen Abszissen-Werte
zugrunde lagen. Die Spektren wurden mit ihrem jeweiligen Eisenanteil gewichtet. Ein
Spektrum A (bzw. B) erhidlt man durch Subtraktion des Spektrums der Probe 1 von dem der
Probe 2 ( bzw. der Probe 3). In Spektrum A ist der Anteil des nicht-Hdm-Fe und des Fe des
Cytochroms nicht mehr vertreten. Spektrum B representiert lediglich das an der
Proteinoberfldche unspezifisch gebundene Fe. Die Differenz von Spektrum A und B spiegelt

nun die spezifisch gebundenen Fe-Atome wider.

K2 yik)

KIA™] r1A]
Abb. 4.3 k’-gewichtete EXAFS-Spektren nach der Datenreduktion und ihre nicht
phasenkorrigierte Fourier-Transformierte von Probe 1 (a, b), Probe 2 (c, d) und Probe 3 (e, f).
Die Transformation der Spektren in den k-Raum erfolgte nach Bestimmung der Kantenlage
Ey (vgl. Gleichung ( 2.27))
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Abb. 4.4 A) k’-gewichtetes Fe-Differenz-EXAFS-Spektrum (durchgezogene Linie) und
Anpassung eines Modells aus der MoBbauer-Spektroskopie (gestrichelte Linie); B) Fourier-
Transformierte.

Abb. 4.4 zeigt das k’-gewichtete Differenz-EXAFS-Spektrum und seine Fourier-
Transformierte mit der Anpassung eines Modells aus der MoBbauer-Spektroskopie. Die
Anpassung wurde mit dem Programm EXCURV92 erstellt (Binsted et al. 1992) und an das
k’-gewichtete Fe-Differenz-EXAFS-Spektrum angepasst. Das Modell aus der MoBbauer-
Spektroskopie geht von einem trinuclearen Eisen-Cluster aus. Ein weiteres Eisenatom bindet
wahrscheinlich an den Ca-Bindungsplatz (Reiner 2000). Da zwischen den Mn-
Bindungsplédtzen und dem Ca-Bindungsplatz nicht unterschieden werden konnte und auch die
Umgebung der 3 Fe—Atome an den Manganbindungspldtzen unterschiedlich ist, konnten

lediglich Mittelwerte bestimmt werden.

N r[A] A [A%]

Fe-O/N 2.53£0.10 1.94+0.02 0.003+0.0008
Fe-O/N 3.65+0.13 2.07+0.02 0.003+0.0008
Fe-O/N 2.03+0.22 2.99:0.02 0.003+0.0008
Fe-O/N 2.18+0.44 3.360.02 0.003+0.0008

Fe-Fe 1.0 3.38+0.02 0.01120.003
Er [eV] -9.58

R [%] 18.43

Tab. 4.2 Koordinationszahlen N, Bindungsabstinde r, A-Faktoren A = 2 <x2XA5>,
Kantenverschiebungsenergie Er und der R-Faktor der Anpassung des Differenz-EXAFS-
Spektrums.

Durch Vergleich mit dem Modell des Mn-Clusters (vg. Kap. 4.1) konnten mogliche mit den
Fe-Atomen ligandierte Atome und Aminosiuren bestimmt werden. Ahnlich streuende Atome
(z.B. N, O) mit gleichem Abstand zum Absorberatom wurden in 5 Schalen zusammengefasst.

Mit diesem Ansatz wurden durch Anpassung der Besetzungszahlen, der Abstéinde, einem A-
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-1
1av.

Faktor fiir den Eisen-Eisen-Abstand und einem A-Faktor fiir alle anderen Schalen die in
4.2 dargestellten Werte bestimmt. Dabei wurde die Besetzungszahl fiir den Fe-Fe Abstand auf
1 fixiert. In einem trinuklearen Cluster, der linear angeordnet ist, sicht im Mittel jedes
Eisenatom 1.33 Eisenatome als Nachbarn. Mit noch einem Fe-Atom am Ca-Bindungsplatz,
welches kein Fe-Atom als Nachbarn besitzt, sicht somit jedes Fe-Atom im Mittel ein Fe-Atom
als Nachbarn. Es konnte ein Eisen-Eisen-Abstand von 3.38 A bestimmt werden. Durch
Anpassung der einzelnen Schalen (vgl. Abb. 4.4) konnte der R-Faktor auf 17.43 % gesenkt

werden.

Das k3-gewichtete Fe-EXAFS-Spektum von Probe 4 in Abb. 4.5 A konnte bei 35 K bis k = 14
A" ausgewertet werden. Es wurde mit einem Modell aus einem Fe-Atom, umgeben von sechs
Sauerstoffatomen, angepasst. Alle Sauerstoffatome wurden in einer Schale zusammengefasst
und mit einem gemeinsamen A-Faktor angepasst (vgl. Tab. 4.3). In der Fourier-
Transformierten des k’-gewichteten Fe-EXAFS-Spektum von Probe 4 in Abb. 4.5 B kann

auBer dem Peak bei etwa 2 A kein weiterer Peak beobachtet werden.

N

r[A]

A [A?]

Er [eV]

R-Faktor [%]

Fe-O

6

2.11£0.02

0.006 = 0.001

-4.35

23.3

Tab. 4.3 Koordinationszahl N, Bindungsabstand r und A-Faktor A = 2 <x*> fiir die
Anpassung an das k’-gewichtete Fe-EXAFS-Spektum von Probe 4 in Abb. 4.5 A.
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Abb. 4.5 A) k’-gewichtetes Fe-EXAFS-Spektrum von Fe*' in Sucrose (durchgezogene Linie)
und Anpassung mit einem Fe-Atom, umgeben von sechs Sauerstoff-Atomen (gestrichelte
Linie); B) Fourier-Transformierte
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4.4 Charakterisierung des Mn ersetzenden Fe-Clusters im PSII aus Spinat

Mittels MoBbauer-Spektroskopie wurde folgendes Bild iiber die Bindung des Eisens
gewonnen (Reiner 2000): Bei Behandlung von (PSII-4Mn)-Membranfragmenten mit Fe*" und
Belichtung bildet sich an Stelle des Mn-Clusters ein [Fe;O]-Cluster aus drei Fe**-lonen im
high-spin-Zustand, in dem die Spins der drei Fe-lonen zu einem Gesamtspin von S = 1/2
koppeln. Zusitzlich bindet noch ein Fe*"-Ion im low-spin-Zustand entweder an den vierten,
noch freien Mn-Bindungsplatz oder an die Ca-Bindungsstelle. Letzteres ist moglich, da bei
der Prozedur zur Entfernung des Mangans auch das Kalzium mit entfernt wird. Es wurden fiir

solch einen [Fe;O]-Cluster keine Beispiele in der Literatur gefunden.

Von entscheidender Bedeutung dafiir, dass Eisen anstelle des Mn-Clusters bindet, ist es, die
Zugabe von Fe?"-Ionen unter Belichtung durchzufiihren. Die Fe**-Ionen werden in einer 0.6
M Sucroselosung zugegeben. Die Riickbindung von Mn-Atomen nach Extraktion des Mn-
Clusters erfolgt in einzelnen Schritten (Ahlbrink et al. 2001). Die Eisenionen besitzen eine
vergleichbare hohe Affinitidt zu den Mn-Bindungspldtzen und werden auch an dieser Stelle
oxidiert. So liegt die Vermutung nahe, dass auch die Eisenionen schrittweise eingebaut
werden. Wichtig dabei ist, dass die Eisenionen in der Sucroseldosung keine Eisen-Cluster
bilden. An das k’-gewichtete Fe-EXAFS-Spektum von Probe 4 konnte ein Modell aus einem
Fe-Atom, umgeben von sechs Sauerstoffatomen, angepasst werden (vgl. Abb. 4.5 A). Fiir die
sechsfache Ligandierung spricht die Flache des "pre-edge" Peaks. Es wurde kein Eisen-Eisen-
Abstand festgestellt (vgl. Abb. 4.5 B). Das zeigt, dass Sucrose fihig ist, isolierte Fe*"-Ionen
zu stabilisieren. Somit sind die Rahmenbedingungen fiir den schrittweisen Einbau der Fe*'-

Ionen bei Zugabe in Sucrose gegeben.

Grundlage fiir die Bestimmung des Differenz-EXAFS-Spektrum ist die genaue Kenntnis der
Anzahl der Eisenatome in den Proben 1-3. Gewihrleistet wird dies dadurch, dass sowohl bei
Probe 2 und Probe 3 an denselben Proben gemessen wird, an denen zuvor Mdssbauer-
Untersuchungen durchgefiihrt wurden. Anhand der Fldche unterhalb des MoBbauer-
Spektrums konnte die Anzahl der Eisenatome pro PSII bestimmt werden. Die Zahl der
Eisenatome fiir Probe 2 und Probe 3 stimmt auch mit dem Verhiltnis aus zugegebener Menge
an Eisenatomen in der Sucroseldosung und der Anzahl von PSII in der Probe iiberein. Die
Eisenanzahl von Probe 1 ist aus der Literatur bekannt. Wichtig ist, dass bei der Extraktion des
Mn-Clusters das Psb V mit einem Hdm-Eisen ebenfalls verloren geht (vgl. Abb. 4.1). Das
erhaltene Differenz-EXAFS-Spektrum unterscheidet sich stark von den gemessenen EXAFS-
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Spektren. Bei der Anpassung des Differenz-EXAFS-Spektrums diente auch die
Besetzungszahl der einzelnen Stickstoff/Sauerstoffschalen als Parameter. Bei EXAFS-
Untersuchungen am Mn-Cluster konnte eine Verkiirzung des Sauerstoffabstandes bei Mn-
verbriickenden Sauerstoffen beobachtet werden (Dittmer 1999). Dies legt die Unterscheidung
in zwei Schalen von Stickstoff/Sauerstoffschalen im Bereich von 2 A nahe. Zum einen ist dies
eine Schale, in der sich die verbriickenden Sauerstoffatome befinden, und zum anderen cine
Schale, in der sich die Ligandierenden Sauerstoffe/Stickstoffe der Aminosdurereste befinden.
Der bestimmte Unterschied von 0.13 A der beiden Schalen liegt im Bereich der Aufldsung der
Rontgenabsorptionsspektroskopie und rechtfertigt dieses Vorgehen. Betrachtet man die "pre-
edge" Fliache, so zeigt jedes Spektrum eine eindeutige sechsfache Ligandierung der in ihr
enthaltenen Eisenatome. Dies ldsst den Schluf3 zu, dass auch die Fe-Atome, die den Mn-
Cluster ersetzten, sechsfach ligandiert sind. Die Summe der Besetzungszahlen von den nahen
Sauerstoffschalen ergibt ungefihr die Zahl 6. Somit passt auch dieser durch die Anpassung
erhaltene Wert in das Bild der sechsfachen Ligandierung. Aus der Anpassung des Differenz-
EXAFS Spektrums konnte der nihere Eisen-Sauerstoff-Abstand zu 1.94 A bestimmt werden.
Die Besetzungszahl von 2.53 fiir diese Schale deutet auf eine zweifache Verbriickung der
Eisenatome im Cluster hin. Fiir eine di-p-oxo-Briicke ohne weitere Liganden miifite bei
diesem Abstand die Besetzungszahl 2.66 betragen. Bei einer p-oxo-Briicke wire er 1.33. Es
ist aber nur eine Verkiirzung des Abstandes beobachtet worden und nicht, dass es keine
weiteren Liganden gibt, die ebenfalls eine solchen Abstand haben. Somit ist aus der
Besetzungszahl nicht darauf zu schlieBen, ob die Eisenatome iiber p-oxo-Briicken oder iiber

di-pu-oxo-Briicken verbunden sind.

Es konnte ein Eisen-Eisen-Abstand von 3.38 A bestimmt werden. Mit dem Fe-O-Abstand von
1.94 A ergibe dies einen Winkel zwischen den verbriickenden Sauerstoffen bei einer di-p-
oxo-Briicke und dem Eisen (£ O-Fe-O) von knapp 60°. Gezeigt wurde, dass die Eisenatome
im Cluster sechsfach ligandiert sind. Dies wiirde bei einer di-p-oxo-Briicke fiir einen Winkel
von 90° sprechen. Daraus kann gefolgert werden, dass die Eisenatome innerhalb des Clusters
iiber p-oxo-Briicken verbunden sind. Bestitigt wird dieses Ergebnis noch durch den Vergleich
des Eisen-Eisen-Abstandes mit dem Mangan-Mangan-Abstand im Mn-Cluster. Es wurden
zwei Abstinde beobachtet. Ein Abstand von 2.7 A, der mit zwei Sauerstoffatomen iiberbriickt
wird, und einen Abstand von 3.3 A, welcher mit einem Sauerstoffatom iiberbriickt wird (vgl.
Abb. 4.2). Dieser Vergleich und der Fe-Fe-Abstand von 3.38 A liefert das Ergebnis, dass die

Eisenatome im Cluster {iber p-oxo-Briicken miteinander verbunden sind.
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Aus Gleichung ( 2.14 ) ist die Korrelation zwischen Besetzungszahl und A-Faktor ersichtlich.
Eine Erh6hung der Besetzungszahl kann durch eine Erhéhung des A-Faktors kompensiert
werden, um die gleiche Giite der Anpassung des EXAFS-Spektrums zu erreichen. Der
erhaltene A-Wert von 0.011 £0.003 der Fe-Fe-Schale stimmt mit Literaturwerten gut {iberein
(Schiller et al. 1998; Dittmer 1999). Dieser Wert ist in diesem Fall ein Mal3 dafiir, dass die

Besetzungszahl richtig gewéhlt wurde.

Zu betrachten ist noch das vierte bindende Eisenatom. Es wurde gezeigt, dass Eisen auch die
Ca-Bindungsstelle besetzen kann (Sandmann 1993). Mit den MdBbauer-Untersuchungen
konnte nicht eindeutig geklirt werden, ob das Fe*"-Ion den noch freien Mn-Bindungsplatz
oder den Ca-Bindungsplatz besetzt. Aus dem Berkley-Modell wurde ein Mn-Ca-Abstand von
etwa 3.5 A (vgl. Abb. 4.2) bestimmt. Die EXAFS-Ergebnisse konnten mit einem Modell
angepasst werden, bei dem das vierte Eisen Atom keinen Beitrag zum Eisen-Eisen-Abstand
liefert. Bei einem Abstand groBer als 3.5 A wurde kein weiterer Peak in der Fourier-
Transformierten beobachtet (vgl. Abb. 4.4). Sollte es an Stelle des vierten freien Mn-
Bindungsplatzes binden, sollte ein Wert von 1.5 fiir die Besetzungszahl der Fe-Fe-Schale
festgelegt werden. Bei einem Anpassungsversuch, bei der die Besetzungszahl der Fe-Fe-
Schale freigelassen wurde, wurde eher eine Tendenz zu Besetzungszahlen kleiner eins
festgestellt. Daraus kann der Schlufl gezogen werden, dass das vierte Eisen an der Stelle des

Ca-Bindungsplatzes bindet.

Zu klaren ist nun noch die Tatsache, warum Fe** nur in belichteten Proben zu finden ist,
obwohl iiberhaupt keine Oxidation notwendig ist. Man wiirde daher zunédchst annehmen, dass
es an (PSII-4Mn)-Membranfragmenten auch im Dunklen bindet. Wie beschrieben lauft die
Photoreaktivierung des extrahierten Mn-Clusters in mehreren Schritten ab. Ebenso wird die
Affinitit des Ca-Bindungsplatzes zu Ca®" erhdht, wenn zunichst die Mn-Bindungsstellen
besetzt werden (Tamura und Cheniae 1987; Yocum 1991). Ein &hnlicher kooperativer Prozef}
diirfte bei der Bindung von Fe*" ablaufen. Zuerst miissen einige der Mn-Bindungsstellen von
Fe? eingenommen und das Fe*" oxidiert werden, d.h. erst bildet sich der Fe;-Cluster, bevor

Fe?" binden kann.

Die EXAFS-Ergebnisse bestitigen die Ergebnisse der MoBbauer-Spektroskopie. Die
MoBbauer-Ergebnisse konnen in einem in sich konsistenten Bild zusammengefasst werden.
Sie sind aber mit einer gewissen Unsicherheit behaftet. Es ist nicht génzlich ausgeschlossen,

dass sich zusitzliche Fe.-Cluster auch an anderen Stellen als an der des Mn-Clusters bilden.
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S High-Potential Iron Proteins (HiPIPs)

5.1 Grundlegende Eigenschaften

HiPIPs sind Elektronentransport-Proteine. Sie sind in der Proteinkette angesiedelt, welche das
durch Lichtabsorption wahrend der bakteriellen Photosynthese erzeugte freie Elektron zum
Cytochrom bc; Oxidreduktase-Komplex transportiert. Aufgrund der Redoxverhiltnisse
innerhalb der Kette nimmt das unbeladene oxidierte HiPIP ein Elektron auf. Um den
Transportprozess weiterlaufen zu lassen, muss das HiPIP das Elektron an ein Protein mit einer

noch hoheren Elektronenaffinitit weiterleiten.

Man ordnet sie in die Kategorie der Eisen-Schwefel-Proteine ein (Carter et al. 1972;
Cammack und Sykes 1992). Thre leichte Bildung und thermische Robustheit sowie die weite
Verbreitung in nahezu allen Organismen und die Ubereinstimmung wesentlicher
Aminosduresequenzen lassen auf eine wichtige Rolle schon frith wihrend der Evolution in

Abwesenheit von O, schliefen (Kaim und Schwederski 1991).

o Cys=S
P P S
Cys-S Cys-S Cys-S g Cys-S Cys-S . Fe
\ / \ / \ / \ ‘\\:~\ / I”/,
Fe Fe Fe \;:::\
/ \ . ~Fe =
s T/
Cys=S Cys—8 Cys-S Cys-S S Fe 7 ~Cys-S
Rubredoxin pflanzliches Ferredoxin tierisches Ferredoxin / HiPIP

L Fe
~
Cys-S S Fe S/

\F/+7 [

Fe
N A VA W
L Re— VYST €
R 1L L
L—
[Fe,S,] — Systeme [Fe,S ] — System (L: Ligand, nicht notwendigerweise Cys)

Abb. 5.1 Schematische Darstellung der prosthetischen Gruppen in Eisen-Schwefel-Proteinen
und ihre Verbindung zum Proteinriickrat.
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Bei allen Eisen-Schwefel-Proteinen besteht das aktive Zentrum aus einer Anordnung von
Eisen- und Schwefelionen. Typische prosthetische Gruppen von Eisen-Schwefel-Proteinen
sind in Abb. 5.1 dargestellt (Bertini et al. 1995a). Der Eisen-Schwefel-Cluster liegt in erster
Néherung in tetraedrischer Symmetrie vor. Die Eisenatome sind zumeist iiber das
Schwefelatom der Cystein-Liganden mit dem Proteinriickgrat verbunden. Es existiert
beispielsweise aber auch ein Rieske-Protein aus Thermus thermophilus mit einem [Fe,S,]-
Cluster und je zwei Cystein- und Histidin-Liganden (Fee et al. 1984). Auch gibt es [FesS4]-
haltige Proteine mit drei Cystein- und einem Asparagin-Liganden. Als Beispiel sei hier das
Ferredoxin III aus Desulfovibrio africanus angefiihrt (George et al. 1989). Bekannt sind
darliber hinaus Mutationen von Eisen-Schwefel-Proteinen mit vier Cystein-Liganden im
nativen Zustand, die unter einem Cys—Ser-Austausch stabil bleiben. Beispiele hierfiir sind
die C42S-Mutante des Rubredoxin von Clostridium pasteurianum (Meyer et al. 1995) und die
hier untersuchte C77S-Mutante des HiPIP C. vinosum (Babini et al. 1996; Bentrop et al.
1996).

5.1.1 Struktur des [FesS4]-Clusters im HiPIP C. vinosum

Die Struktur des Metallzentrums des nativen HiPIPs aus C. vinosum ist aus
Rontgenstrukturanalysen und NMR-Strukturbestimmungen bekannt (Carter et al. 1974;
Bertini et al. 1995b). Ebenso ist die Struktur an der C77S-Mutante mit Hilfe der NMR
(Bentrop et al. 1996) und der Rontgenstrukturanalyse (Mansy et al. 2002) bestimmt worden.
In der stabilen C77S-Mutante des HiPIPs aus C. vinosum ist die Aminosdure Cystein 77

gegen die Aminosédure Serin ausgetauscht. Dies hat zur Folge, dass ein organischer Schwefel-

NMR Rontgenstruktur
oxidiert' reduziert® oxidiert’ reduziert’ c77s*
Fe-S, 2.02+0.2 2.0610.2 2.214+0.03 2.2240.03 2.351+0.01
Fe-Se 2.1510.2 2.1510.2 2.2540.06 2.3240.08 2.2740.05
Fe-Fe 2.4710.2 2.49+0.2 2.73£0.04 2.81%0.05 2.74%0.05
Fe-Oy 2.1620.08

Tab. 5.1 Bindungsabstinde (in A) fiir verschiedene [Fe4S4]-Cluster in HiPIPs von C. vinosum
mit Hilfe der NMR oder der Rontgenstrukturanalyse bestimmt; S,= Cysteinschwefel,

S¢ = Clusterschwefel, Oy = Sauerstoff der an den Cluster bindenden Aminoséure Serin.
Quellen: '(Bertini et al. 1995b), %(Banci et al. 1995), *(Jensen 1987), *(Mansy et al. 2002)
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ligand vom Cystein 77 des Metallzentrums gegen einen organischen Sauerstoffligand des
Serins ausgetauscht ist (Babini et al. 1996). Das Metallzentrum in HiPIPs hat die Form eines
verzerrten Wiirfels, der von vier Eisen- und vier Schwefelionen aufgespannt wird. Dabei sind
die Eisenionen in Richtung des Wiirfelschwerpunktes und die Schwefelionen nach Auflen
verschoben (vgl. Abb. 5.2). Die Bindung zum Proteinriickgrat erfolgt {iber einen negativ
geladenen Cystein-Liganden an jedem Eisenatom des Clusters. Die Sequenznummern I, II,
III, IV der Cystein-Liganden variieren von HiPIP zu HiPIP. Fiir das HiPIP C. vinosum gilt I =
43, 11 = 46, III = 63, IV = 77. Strukturdaten des Eisen-Schwefel-Clusters in HiPIPs von C.

vinosum sind in Tab. 5.1 angegeben.

Abb. 5.2 Schematische Darstellung des [FesS4]-Clusters aus HiPIPs mit vier Cystein-
Liganden. Blau: Stickstoff; rot: Eisen; gelb: Kohlenstoff; griin S,: Cysteinschwefel; griin Se:
Clusterschwefel.
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5.2 Praparation der HiPIP Proben

5.2.1 Isolierung und Reinigung

Die Herstellung einer °’Fe-angereicherten und damit auch fiir XAS-Messungen geeigneten
Probe von nativen HiPIP C. vinosum wird im Weiteren beschrieben. Die Verfahren zur
Erzeugung der C. vinosum C77S-Mutante (Babini et al. 1996) sind dem an dieser Stelle
dokumentierten Protokoll sehr dhnlich. Die entsprechenden Proben wurden innerhalb einer
Kooperation an den Lehrstiihlen von Prof. Bertini in Florenz und Prof. Capozzi in Cesena

hergestellt.

Die HiPIPs wurden nicht in dem Organismus produziert, der die Proteine in vivo erzeugt,
sondern in Escherichia coli-Bakterien, in welche man das entsprechende C. vinosum-Gen
eingeschleust hat (Ausubel et al. 1999; Sambrook et al. 2000). Grund dafiir ist, dass E. colis
robuster sind, schneller wachsen und der Reinigungsprozess aufgrund des gentechnisch

angefligten Hisc-Tags einfacher ist.

In einer Petrischale mit sterilem LB-Medium, Amphicillin und Agar-Medium werden 50 pl
der klonierten und gegen Amphicillin resistenten E. coli-Zellen aufgebracht Diese 1dsst man
16 h lang bei 37 °C wachsen. Die Vermehrung der Bakterien erfolgt in einer ,,Minimal
Medium*“-Néhrlosung. Fiir 500 ml "Minimal Medium"-N&hrlosung werden 390 ml Wasser,
50 ul 1 M CaCl; und 10 ml 20 % (Massenanteil) Glukoseldsung hinzugefiigt. Hierzu gibt man
100 ml ,,M9 Salz*“, das auf 1 1 Gesamtvolumen 64 g Na,HPO, 7H,0, 15 g KH,PO4, 2.5 g
NaCl und 5.0 g NH4CI enthilt. Nun gibt man in die Mischung 1 ml 1 M MgSQy, bevor 50 ul
10 mM ,, Tiamina* (Vitamin B1) hinzugefiigt werden. Zwei ,,Goodies* werden beigegeben:
,Goodies A“ enthélt 214 mg MgO, 40 mg CaCOs, 13.4 mg MnSO4 H,0, 30 mg ZnSO4 7H,0,
5 mg CuSOy4 5H,0, 5 mg CaCl, 6H,O, 1 mg H3;BO3, 1 ml 37 % HCI und 20 ml ultrasteriles
Wasser. Hiervon sind 625 pl dem Gemisch hinzuzufiigen. ,,Goodies B* besteht aus 12.5 mg
in 0.5 ml Wasser geldstem 90 %-"'Fe-isotopenreinem Mohrschen Salz (*'Fe(NHy)2(SO4),).
Dieses anndhernd isotopenreine Mohrsche Salz ist die einzige eisenhaltige Chemikalie im
"Minimal Medium®. Erzeugen die klonierten E. colis HiPIP, so miissen sie das hierfiir
erforderliche Eisen dem Mohrschen Salz entnehmen. Letzter Bestandteil des "Minimal
Medium* sind 500 pul Losung mit 0.1 pg/ml des Antibiotikums Amphicillin. Aus der

Petrischale mit den gewachsenen Bakterien entnimmt man eine Kolonie, gibt diese mit 5 ml
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der "Minimal Medium‘-Nahrlosung in ein Reagenzglas und ldsst die Bakterien wiederum 16
h bei 37 °C wachsen. Die Losung wird 15 Minuten bei 3150 rpm abzentrifugiert, der
Uberstand entfernt und das Pellet mit den Bakterien in 0.5 ml Wasser wieder aufgeldst. Die
Losung wird fiir den letzten Wachstumsschritt in 500 ml "Minimal Medium* eingeriihrt und
20 h unter stindigem Schiitteln bei 37 °C gehalten. Ist die optische Dichte auf 0.7 gefallen, so
ist eine ausreichende Zahl von Bakterien gewachsen. Die Nahrlosung mit den gewachsenen
Bakterien wird 20 min bei 3500 rpm zentrifugiert. Nachdem der Uberstand abgeschiittet
worden ist, werden der Zellpaste 1 mM EDTA (Ethylendiaminotetraacetylsdure) beigegeben,
durch welches restliche freie Eisenatome gebunden werden. Es wird so viel EDTA zugegeben
bis das Pellet wieder verfliissigt ist. Das gesamte Material wird danach 1 h lang bei 4 °C und

3200 rpm zentrifugiert. Die Zellpaste wird danach in fliissigem Stickstoff eingefroren.

Die Zellpaste wird mit 100 ml Pufferlésung (20 mM Tris 100 mM KCl 1 mM MgSO, 1 mM
CaCl, pH 8.0) verdiinnt und eine Spatelspitze DNASe hinzugegeben. Die Suspension wird in
eine French Press eingefiillt und unter Hochdruck durch ein winziges Loch expandiert. Durch
den Druckunterschied reilen die Bakterienwénde auf und die Zellfliissigkeit wird
freigegeben. Die Fliissigkeit wird nun in der Ultrazentrifuge 1 h lang bei 15000 rpm und 4 °C

zentrifugiert. Der Uberstand mit den Proteinen wird abgeschépft.

Eine kommerziell erhéltliche HiTrap-Sdule mit 5 ml Fassungsvermdgen (Firma Pharmacia
Biotech) wird mit 5 ml 0.1 M NiCl aufgeladen. Das mit sechs Histidinen modifizierte HiPIP
ligandiert mit hoher Affinitit ans Nickel und wird als Bande von der HiTrap-Saule
aufgehalten. Um die HiPIP-Fraktion von den Bindungsplédtzen zu 16sen, leitet man durch die
Sdule etwa 20 ml 20 mM Tris 300 mM Imidazol. Letzteres hat eine noch hohere Affinitdt zum
Nickel als das Poly-Histidin am HiPIP, so dass das Protein von den Nickel-Bindungsstellen
verdrangt wird. Um das Imidazol zu entfernen, wird die Losung bei einem Cutoff von 3500
Da gegen 500 ml 40 mM Tris pH 6.0 im Eisbad viermal 30 Minuten dialysiert. Mit einem

10ml-Amicon wird die Losung im Eisbad auf etwa 4 ml aufkonzentriert.

Mit Hilfe des Enzyms Restriktionsprotease Faktor Xa (Firma Boehringer Mannheim) werden
die sechs Histidine vom modifizierten HiPIP abgetrennt. Danach wird die Proteinlosung

erneut dialysiert, um das Enzym auszuspiilen.

Es folgt eine Anionen-Austausch-Chromotographie an einer DEAE-Séule aus 15 g

pulverformigen Diethylaminodthyl (DE52, Firma Whatman). Die Sdule wird mit 100 ml 40
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mM Tris pH 8.0 gespiilt. Fiillt man die Proteinldsung ein, so bleibt diese aus elektrostatischen
Griinden als dunkelgriines Band hingen. Mit einem Gradientenbad KCIl wird nun ein Puffer
mit sukzessive steigender Kaliumchlorid-Konzentration durch die Sidule gepumpt. Bei einer
Konzentration von etwa 100mM KCI beginnt das Protein sich von der Sdule zu 16sen. Die
Losung ist nun von Bestandteilen mit anderen elektrischen Ladungszustéinden gereinigt. Das

Protein wird gegen 50 mM Phosphat pH7.5 dialysiert und wiederum auf etwa 4ml eingeengt .

Diese Prozedur wird ausgehend von der HiTrap-Séule wiederholt. HiPIPs, dessen Histidin-
Enden abgetrennt wurden, gleiten die Sdule hinab. Der HiPIP-Anteil, dessen Poly-Histidin
durch das Enzym nicht abgetrennt wurde, wird an das Nickel gebunden. Er wird getrennt
durch Imidazol von der Sdule geldst, bevor er abermals mit dem Enzym behandelt wird. Man
engt die Losung mit dem erfolgreich vom Hiss-Tag befreiten HiPIP abermals im 10 ml-
Amicon auf etwa 4 ml ein und dialysiert das Konzentrat gegen den entgiiltigen Puffer aus 20
mM Phosphat bei pH6.8. Aus der Absorption des Eisenzentrums bei 388 nm, Asgg = 0.449,

kann die Endkonzentration des Proteins bestimmt werden.

5.2.2 Herstellung der verschie denen HiPIP-Proben

Die Totalreduktion einer HiPIP-Probe erfolgt mittels Natriumdithionit, Na,O4S, (Dickson et
al. 1974). Dieses gibt man in fiinffachem Uberschuss zu einer mdglichst hoch konzentrierten
HiPIP-Probe und stellt diese fiir 10 min in den Kiihlschrank. Das Natriumdithionit entfernt
man, indem man die Losung in ein Centricon mit Abschneidemasse 5000 Da gibt, mit Puffer
auffiillt und das Gemisch in einer Zentrifuge mit 5700 rpm auf das gewiinschte Endvolumen
einengt. Probleme durch Riickoxidation des Proteins treten dabei nicht auf, da HiPIPs im
reduzierten Zustand stabil sind. Die beschriebene Prédparation lieferte reduziertes HiPIP C.
vinosum in 20 mM Phosphatpuffer bei pH6.8 bei einer Endkonzentration von 8.95 mM des
Proteins. Die Probe der reduzierten C77S Mutante besall eine Endkonzentration an Protein

von 1.05 mM.

Das native reduzierte HiPIP C. vinosum wurde auch in einem stabilen Zwischenzustand
untersucht. Die unter strikt anaeroben Bedingungen durchgefithrte Zugabe von
Guanidiniumchlorid (GdmCl, CH¢CIN3) zu reduziertem nativem HiPIP C. vinosum bewirkt
eine reversible teilweise Entfaltung des Proteins (Bertini et al. 1997; Bentrop et al. 1999).
Uber die GdmCl-Konzentration kann gesteuert werden, welcher Anteil des Proteins sich im

teilweise entfalteten Zustand und welcher sich im nativen Zustand befindet. Die Relation
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zwischen "Intermediate"-Anteil und GdmCl-Konzentration ist mittels NMR aus dem
Intensititsverhdltnis der iiberlagerten NMR-Muster beider Komponenten bestimmbar. Zur
Herstellung einer Probe von teilweise entfaltetem reduziertem HiPIP C. vinosum prapariert
man zunéchst eine bis nahe der Loslichkeitsgrenze aufkonzentrierte 8.6 M GdmCI-Losung in
20 mM Phosphatpuffer bei pH6.8. Zweite Mischungskomponente ist 8.95 M reduziertes
natives HiPIP C. vinosum im selben Puffer. Bei einer Konzentration des GdmCl von 4.05 M
erreicht man eine 100% teilweise Entfaltung der Probe. Damit das Protein intakt bleibt, ist
eine Mischung zweier beiderseits entgaster Komponenten unter strikt anaeroben Bedingungen
erforderlich. Die Mischung kann unter stindiger Argonatmosphire in den Probenhalter gefiillt
werden. Dieser wird verschlossen und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die

Endkonzentration an Protein betrug 4.86 mM.

Fiir die XAS-Experimente wurden 1 mm dicke PVC-Pléttchen mit herausgefrasten Fenstern
verwendet, auf die mit Zweikomponentenkleber (Uhu plus schnellfest) eine Mylar-Folie
aufgeklebt wurde. Fiir jede Probe wurden jeweils 75 pl einer Proteinprobe iiber eine 100 pl-
Spritze durch eingebohrte Locher luftblasenfrei eingefiillt. AnschlieBend wurden die
Offnungen mit Zweikomponentenkleber abgedichtet und die Probe in fliissigen Stickstoff
eingefroren. Die Proteinprobe mit dem teilweise entfalteten reduzierten HiPIP C. vinosum

wurde unter Argonatmosphire in der Glove-Box prapariert.
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5.3 Ergebnisse und Auswertung

5.3.1 Strukturelle Untersuchungen am HiPIP aus C. vinosum

Abb. 5.3 zeigt k’-gewichtete, an der Eisen-Kante und einer Temperatur von etwa 35 K
aufgenommene EXAFS-Spektren von reduziertem HiPIP C. vinosum im nativen, im teilweise
entfalteten und im C77S-mutierten Zustand sowie dessen Fourier-Transformierte. Die
Rohdaten weisen eine hohe statistische Giite auf und konnten bis k = 14 A™' ausgewertet
werden. Die Anpassung der Experimente erfolgte mit dem Softwarepaket EXCURV92
(Binsted et al. 1992). Hierzu wurden die EXAFS-Parameter geméf Gleichung ( 2.14 ) ohne

Beriicksichtigung der Mehrfachstreuung an das Experiment angepasst.

Abb. 5.3 a zeigt das Fe-EXAFS-Spektrum von nativem reduziertem HiPIP C. vinosum. An
dessen Fourier-Transformierten (Abb. 5.3 b) erkennt man die Bindungsabstinde der
Eisennachbarn bis etwa 3 A. Fiir die theoretische Auswertung wurden drei Schalen von
Nachbarn beriicksichtigt: die drei vom betrachteten Eisenatom aus sichtbaren anderen
Eisenionen, der direkt ans Eisen ligandierte Cysteinschwefel und die drei unmittelbar
benachbarten anorganischen Schwefelatome (vgl. Abb. 5.2). Auf das vom betrachteten
Eisenatom aus am weitesten entfernte anorganische Schwefelatom, das Rontgenstrukturdaten
zufolge bei etwa 3.5 A liegt, ist EXAFS offenbar nicht mehr sensitiv. So sieht man bei diesem
Atomabstand weder in b eine merkliche Resonanz noch bei den anderen beiden Fourier-
Transformierten HiPIP-Spektren (Abb. 5.3 d, f). Folglich blieb dieser Fe-S-Abstand bei der
Anpassung der Experimente ebenso unberiicksichtigt wie bei EXAFS-Untersuchungen an
verwandten Systemen (Stephans et al. 1985; McDermott et al. 1988; George et al. 1989).
Entsprechendes gilt fiir die noch weiter entfernten Eisennachbarn mit Abstdnden von bereits
iiber 4 A, nimlich die Kohlenstoffe der Cysteine und diejenigen Cysteinschwefel, die an ein
anderes als das betrachtete Eisenatom angelagert sind. Zwecks Parameterreduktion wurde
hinsichtlich des A-Faktors nur zwischen Eisen und Schwefel unterschieden. Cystein- und
anorganischer Schwefel wurden diesbeziiglich gleich behandelt. Mit diesem Modell
verbleiben nur sechs freie Parameter: drei Atomabstinde, zwei A-Faktoren und die
Kantenverschiebungsenergie Er. Mit dieser fiir EXAFS sehr niedrigen Zahl freier Variablen
wurde das in Abb. 5.3 a, b als gestrichelte Linie gezeichnete Theoriespektrum erhalten, das

die experimentellen Daten sehr gut erkldrt und die Parameter von Tab. 5.2a liefert.
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Wellenzahl [1/A]
phasenkorrigierter Atomabstand [A]

Abb. 5.3 durchgezogene Linien: k*-gewichtete Fe-EXAFS-Spektren bei T = 35 K (obere Reihe)
und deren Fourier-Transformierte (untere Reihe) von reduziertem HiPIP C. vinosum a), b) nativ
c), d) teilweise entfaltet e), f) C77S-Mutante; gestrichelte Linien: Least-Squares-Fits mit
Softwarepaket EXCURV92 (Binsted et al. 1992) entsprechend der Parameter von Tab. 5.2.
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In Abb. 5.3 c, d sind experimentelle und theoretische EXAFS-Kurven im Impuls- und im
Ortsraum fiir das teilweise entfaltete reduzierte HiPIP C. vinosum zu sehen. Diese weisen im
Vergleich zum nativen Protein kleine aber doch signifikante Anderungen auf Die
Experimente wurden mit demselben Modell wie im Fall des nativen HiPIPs angepasst, und es

wurden die in Tab. 5.2 b dargestellten Parameter erhalten.

a) nativ b) teilweise entfaltet c) C77S-Mutante
N [r[A]] A[Al | N |r[A]] A[A] | N |r[A]]| A[AY]
Fe-Fe 3 1271516100 3 | 273 |56210° | 3 |2.72 |6.08 107
3 3
Fe-S; 3 1229186107 3 | 227 |52110° ] 3 | 229 (19210
3 3
Fe-S, 1 |220 1 | 227 0.75| 2.22
Fe-O, 0 - - 0 - - 0.25| 1.98
Er [eV] -5.04 -5.20 -4.61
R (k) 19.6 15.6 15.3
"pre-edge" [107 eV] 23.19 22.26 21.95

Tab. 5.2 Koordinationszahlen N, Bindungsabstinde r und A-Faktoren A = 2 <x’xas> fiir
reduziertes HiPIP C. vinosum a) nativ b) teilweise entfaltet ¢) C77S-mutiert entsprechend der
EXAFS-Anpassungen von Abb. 5.3; Fe: Eisen, S¢: anorganischer Clusterschwefel, Sy
Cysteinschwefel, Oy: Serinsauerstoff

Schlielich sind in Abb. 5.3 e, f EXAFS-Spektrum und Fourier-Transformierte der
reduzierten C77S-Mutante des HiPIP C. vinosum dargestellt. Fiir die Anpassung musste der
Sauerstoffligand des serinkoordinierten Eisens als eigene Komponente behandelt werden.
Denn einerseits sind Fe-O- und Fe-S-Bindungsabstinde typischerweise deutlich verschieden,
andererseits sind die EXAFS-Streuphasen o; (vgl. Gleichung ( 2.14 )) fiir Sauerstoff und
Schwefel stark unterschiedlich. Hinsichtlich des A-Faktors wurden wiederum die Eisenionen
als eine Spezies und Schwefel- und Sauerstoffatome als andere Spezies behandelt. Den
erhaltenen Parametersatz zeigt Tab. 5.2 c. Passt man alternativ den A-Faktor des Sauerstoffs
separat an, so lduft dieser in ein artifizielles Minimum ein und nimmt ein unphysikalisches
negatives Vorzeichen an. Optisch unterscheidet sich das EXAFS-Spektrum des nativen
Proteins nur wenig vom EXAFS-Spektrum der Mutante. Es konnte eine Anpassung mit dem
Modell des nativen HiPIPS versucht werden. Nimmt man aber statt des Sauerstoffes ein
Schwefelatom an, so liefert die Anpassung einen hdoheren R-Faktor, in der Fourier-

Transformierten kann die Schulter an der linken Flanke der Fe-S-Resonanz nicht reproduziert
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werden und es lauft der Fe-S-Bindungsabstand auf einen untypisch niedrigen Wert. Dies
motiviert die vorgenommene Unterscheidung zwischen Fe-O und Fe-S bei der Anpassung des

EXAFS-Spektrums der Mutante.

5.3.2 Temperaturabhiingige Untersuchungen am HiPIP aus C. vinosum

Beim nativen HiPIP wurden bei 40 K, 80 K, 130 K, 180 K, 200 K, 220 K und 260 K Spektren
an der Eisen-Kante aufgenommen. Abb. 5.4 A zeigt bei einer Temperatur von etwa 40 K bzw
260 K aufgenommene k’-gewichtete EXAFS-Spektren von reduziertem nativem HiPIP. Das
reduzierte teilweise entfaltete HiPIP wurde bei Temperaturen von 40 K, 130 K, 190 K und
245 K untersucht. Die Spektren bei Temperaturen von 40 K bzw. 245 K im teilweise
entfalteten Zustand sind in Abb. 5.4 B zu sehen. Sowohl Abb. 5.4 A als auch Abb. 5.4 B
zeigen eine deutliche Anderung der Amplitude mit der Temperatur. Es ist aber keine
Anderung des Verlaufes zu beobachten. Abb. 5.5 A zeigt die Fourier-Transformierten der im
Temperaturbereich gemessenen Spektren des nativen HiPIPs und Abb. 5.5 B zeigt die
Fourier-Transformierten der im Temperaturbereich gemessenen Spektren des teilweisen
entfalteten HiPIPs. Die Rohdaten weisen eine sehr hohe statistische Giite auf und konnten bis
k =16 A™" ausgewertet werden (vgl. R-Faktor in Tab. 5.3 und Tab. 5.4). Die Anpassung der
Experimente erfolgte mit dem Softwarepaket EXCURV9S (Binsted et al. 1992).

k* x(k)

Kk [A7] k(A

Abb. 5.4 A) natives HiPIP: durchgezogene Linie: k’>-gewichtetes EXAFS-Spektrum bei T =
40 K; gepunktet: T = 260 K; B) teilweise entfaltetes HiPIP: durchgezogene Linie: k-
gewichtetes EXAFS-Spektrum bei T = 40 K; gepunktet: T =245 K
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Abb. 5.5 A) natives HiPIP: phasenkorregierte Fourier-Transformierte der experimentellen
Spektren: stetig abnehmende Flidche mit steigender Temperatur, gemessen bei 40 K, 80 K,
130 K, 180 K, 200 K, 220 K und 260 K; B) teilweise entfaltetes HiPIP: Fourier-
Transformierte der experimentellen Spektren: stetig abnehmende Fliche mit steigender
Temperatur, gemessen bei 40 K, 110 K, 190 K, 245 K.

An den Fourier-Transformierten erkennt man die Bindungsabstinde der Eisennachbarn bis
etwa 3 A. Fiir die Anpassung wurden zwei Schalen von Nachbarn beriicksichtigt: zum einen
wurden die drei benachbarten Eisenatome und zum anderen die drei unmittelbar benachbarten
anorganischen Schwefelatome gemeinsam mit dem direkt ans Eisenatom ligandierten
Cysteinschwefel in einer Schale zusammengefasst. Der Grund fiir das Zusammenfassen aller
ligandierenden Schwefelatome in einer Schale im Vergleich zu den Messungen in Kapitel 5.3
liegt darin, dass mit Verdnderung der Temperatur auch eine leichte Abstandsvariation
einzelner Schwefelatome einher gehen kann. Der Abstand aller Schwefelatome bleibt im
Mittel und im Rahmen der Fehlergrenzen aber gleich (vgl. Tab. 5.3 und Tab. 5.4). Die
Kantenverschiecbungsenergie Er, der Abstand einer jeden Schale und der <x*>-Wert einer
jeden Schale dienten als Parameter zur Anpassung der Theoriespektren. Die
temperaturabhéngigen Spektren und ihre Anpassungen von nativem und teilweise entfaltetem
HiPIP sind in Anhang C zu finden, wie auch deren Fourier-Transformierten. In Tab. 5.3 sind
die Parameter fiir die Anpassung der temperaturabhingigen Spektren vom reduziertem
nativem HiPIP dargestellt. Hervorzuheben ist der stetige Anstieg der <x*>-Werte mit der
Temperatur. Dies ist sowohl fiir die Fe-S-Schale als auch die Fe-Fe-Schale der Fall. Dabei ist

keine Anderung der beiden mittleren Abstéinde mit steigender Temperatur zu beobachten. Die
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Kantenverschiebungsenergie Ep bleibt mit der Temperatur konstant. Ebenso zeigt ein
Vergleich der Absorptionskanten bei verschiedenen Temperaturen keine Anderung der Lage
der Kante. Der R-Faktor liegt flir alle Anpassungen in der gleichen Grofenordnung. Die
Flache des Vorkantenmaximus nimmt mit steigender Temperatur ab. Diese ist aber immer

deutlich iiber 21 x 10?2 eV.

Temperatur | Fe-Fe r| Fe-S r | Fe-Fe <x*>| Fe-S <x*> Er R "pre-edge" Flache
[K] [A] [ [A] | [107A% | (10247 [ [eV] | [%] [107eV]
40 2.709 | 2.273 0.229 0.252 -5.58 | 22.3 23.19
80 2.709 | 2.275 0.262 0.246 -5.50 | 23.0 22.75
130 2.708 | 2.274 0.342 0.250 -5.12 | 23.5 22.46
180 2.709 | 2.274 0.449 0.298 -4.97 | 23.3 22.38
200 2.712 ] 2.274 0.485 0.313 -5.02 | 26.0 21.85
220 2.711 | 2.273 0.510 0.320 -5.03 | 224 22.08
260 2.709 | 2.271 0.613 0.350 -4.98 | 20.6 22.03

Ausgleichsgerade Fe-S: <x2>=(4.86 10°+8.1 107) A’K™' T+ (0.212 107+ 0.014 10?%) A?

Ausgleichsgerade Fe-Fe: <x2>=(1.76 10° £ 9.8 107) A’ K™ T+ (0.133 102+ 0.017 107) A?

Tab. 5.3 Bindungsabstinde r, <x*>-Werte (A = 2 <x>>), Kantenverschiecbungsenergie Er,
resultierender R-Faktor und "pre-edge" Fléche fiir die Anpassung der temperaturabhéngigen
Messungen des reduzierten nativen HiPIPs aus C. vinosum mit XAS (vgl. Anhang C); Fe:
Eisen, S: Schwefel. Parameter der Ausgleichsgeraden der <x*>-Werte der Fe-Fe-Schale und
der Fe-S-Schale mit der Temperatur.

Temperatur | Fe-Fe r| Fe-S r | Fe-Fe <x*>| Fe-S <x*> Er R "pre-edge" Flache
K] [A] | [A] | [107A% [ [102A% | [eV] | [%] [107 V]
40 2.720 | 2.270 0.295 0.261 -5.38 | 23.7 22.26
110 2.721 | 2.277 0.375 0.274 -5.68 | 24.1 21.59
190 2.717 | 2.274 0.611 0.338 -4.55 | 25.8 20.67
245 2.716 | 2.271 0.659 0.389 -4.25 | 27.2 19.84

Ausgleichsgerade Fe-S: <x2>=(6.39 10°+ 1.1 10°) AK™' T+ (0.221 102+ 0.019 10?%) A?

Ausgleichsgerade Fe-Fe: <x2>=(1.93 10° +£2.9 10°) A K™ T+ (0.202 102+ 0.046 107) A?

Tab. 5.4 Bindungsabstinde r, <x>>-Werte (A = 2 <x>>), Kantenverschiebungsenergie Er,
resultierender R-Faktor und "pre-edge" Fléche fiir die Anpassung der temperaturabhéngigen
Messungen des reduzierten teilweise entfalteten HiPIPs aus C. vinosum mit XAS (vgl.
Anhang C); Fe: Eisen, S: Schwefel. Parameter der Ausgleichsgeraden der <x*>-Werte der Fe-
Fe-Schale und der Fe-S-Schale mit der Temperatur.

Tab. 5.4 zeigt die Parameter fiir die Anpassung der temperaturabhingigen Spektren vom
reduzierten teilweise entfalteten HiPIP. Die Parameter verhalten sich vergleichbar zu den

Anpassungen der Spektren vom nativen HiPIP. Die Kantenverschiebungsenergie Er dndert
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sich mit der Temperatur um {iiber 1 eV. Es wurde aber ebenfalls an den Absorptionskanten
keine Verschiebung der Lage der Kante mit der Temperatur beobachtet. Die "pre-edge"

Flache nimmt aber stérker als beim nativen HiPIP mit der Temperatur ab.

Der Verlauf der <x*>-Werte mit der Temperatur der Fe-Fe-Schale und der Fe-S-Schale
sowohl fiir das reduzierte native HiPIP als auch das reduzierte teilweise entfaltete HiPIP ist in
Abb. 5.6 zu sehen. Die Parameter der Ausgleichsgeraden sind in Tab. 5.3 und Tab. 5.4
angegeben. Die Steigung der Ausgleichsgeraden der Fe-Fe-Schale ist hoher als fiir die Fe-S-
Schale fiir beide HiPIPs. Vergleicht man die Steigung der Ausgleichsgeraden der Fe-Fe-
Schale von nativen und teilweise entfalteten HiPIP, so verlaufen diese parallel. Das gleiche
gilt in erster Nédherung auch fiir die Fe-S-Schale. Alle Ausgleichsgeraden konnen auf 0 K
extrapoliert werden (vgl. Tab. 5.3, Tab. 5.4 und Abb. 5.6). Der daraus erhaltene statische
Anteil am <x*>-Wert aus EXAFS ist sowohl bei der Fe-Fe-Schale als auch bei der Fe-S-
Schale fiir das reduzierte teilweise entfaltete HiPIP hoher.
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Abb. 5.6 Verlauf der <x*>-Werte der Fe-Fe-Schale (ausgefiillte Symbole) und der Fe-S-
Schale (offene Symbole) mit der Temperatur; Kreise: reduziert nativ, Dreiecke: reduziert
teilweise entfaltet; durchgezogene/gepunktete Linien: lineare Regression fiir die Fe-Fe-Schale
aus EXAFS reduziert nativ / reduziert teilweise entfaltet; strichpunktiert / gepunktet: lineare
Regression fiir die Fe-S-Schale aus EXFAS reduziert nativ / reduziert teilweise entfaltet.
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5.4 Struktur und Dynamik von nativen, mutierten und teilweise entfalteten

HiPIPs

5.4.1 Atomstruktur von nativem und C77S-mutiertem HiPIP C. vinosum

Die in Kap. 5.3 beschriebenen EXAFS-Experimente liefern flir natives und C77S-mutiertes
reduziertes HiPIP C. vinosum die in Tab. 5.2 a, ¢ dargestellten Strukturdaten fiir das
Metallzentrum samt angrenzenden Cysteinschwefeln (Dilg et al. 2002). Diese wurden bei 35
K aufgenommen. Die Eisen-Eisen- und Eisen-Schwefel-Abstéinde aus EXAFS unterscheiden
sich von der Rontgenstruktur des nativen HiPIPs (Jensen 1987) (Tab. 5.1 und Tab. 5.2 a) nur
unwesentlich. Allerdings sind die Unbestimmtheiten bei der EXAFS-Methode mit etwa +£0.02
A geringer als bei der Rontgenstrukturanalyse. Dass die Fe-Fe-Abstinde um nahezu 1 A
groBer sind als die Se-Se-Abstiinde, die sich aus den Daten von Tab. 52 a zu 3.69 A
berechnen, unterstiitzt das Bild eines verzerrten Wiirfels, dessen Schwefelecken nach auf3en
und dessen Metallecken in Richtung des Schwerpunktes verschoben sind. Die Cystein-
Schwefelionen sind um etwa 0.1 A niiher bei den Eisenionen als die anorganischen
Schwefelatome, was die Abweichung von tetraedrischer Eisensymmetrie quantifiziert. Die
"pre-edge" Fldche ist ein deutlicher Beweis fiir die pseudo tetraedische Eisensymmetrie (Tab.

5.2).

NMR-Strukturuntersuchungen an der reduzierten C77S-Mutante des HiPIP C. vinosum liefern
eine Familie von fiinfzehn Strukturen, die sich vom nativen Protein nur unwesentlich
unterscheiden (Bentrop et al. 1996). Der Fe-O-Abstand konnte anhand der NMR-Analyse nur
grob eingegrenzt werden (2.3 £ 0.6 A). Dieses Ergebnis sicht mit einer groBen Unsicherheit
den mittleren Fe-O-Abstand im Bereich des Fe-S-Abstandes, oder sogar oberhalb des
entsprechenden Fe-S-Abstandes im nativen HiPIP. Vergleiche mit Literaturdaten fiir Eisen-
Schwefel- und Eisen-Sauerstoff-Abstdnde in biologischen Systemen stiitzen das EXAFS-
Ergebnis (Scott et al. 1992; Scherk et al. 1996; Xiao et al. 1998). Fe-S-Abstinde liegen im
Intervall von 2.17 A bis 2.36 A, Fe-O-Abstinde zwischen 1.86 A und 2.15 A. Damit sollte
Fe-O im Vergleich zu Fe-S einen um etwa 0.2 - 0.3 A verkiirzten Bindungsabstand haben. Die
EXAFS-Werte von 1.98 + 0.02 A fiir die Eisen-Serinsauerstoff-Bindungslinge und von 2.22
+ 0.02 A fiir Eisen-Cysteinschwefel liegen innerhalb dieser Bereiche. Das Sauerstoffatom
liegt ndher beim Eisenatom als das entsprechende Schwefelatom. Im Vergleich zur NMR-

Aussage kann mit EXAFS die Unsicherheit stark reduziert werden. Auch die unter einer
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C42S-Mutation im reduzierten FeCyss-Zentrum des Rubredoxins C. pasteurianum
beobachteten Strukturdnderungen sind mit den fiir die HiPIP-Mutante erhaltenen voll

kompatibel (Xiao et al. 1998).

Dagegen sind die Strukturdaten fiir die C77S-Mutante aus EXAFS nur innerhalb des Clusters
mit den Daten aus der Réntgenstrukturanalyse bei einer Auflosung von 1.9 A kompatibel
(Tab. 5.1 wund Tab. 5.2 <¢). Die Cysteinschwefel sind, bestimmt mit der
Rontgenstrukturanalyse, im Mittel weiter vom Eisen entfernt als die Clusterschwefel. Mit
EXAFS wird genau das Gegenteil beobachtet. Der Abstand von 2.35 A fiir die
Clusterschwefel aus der Rontgenstrukturanalyse liegt am oberen Grenzbereich der aus der
Literatur bekannten Fe-S-Abstiinde. Ebenso ist der Abstand des Serinsauerstoffs mit 2.16 A
aus der Rontgenstrukturanalyse gravierend groBer als der Abstand des Serinsauerstoffs aus
EXAFS mit 1.98 A. Ein Abstand von 2.16 A fiir den Eisen-Serinsauerstoff-Abstand ist knapp
oberhalb des aus der Literatur bekannten Wertebereichs. Mit beiden Methoden wird aber eine
Reduzierung des Abstandes der Eisen-Serinsauerstoff-Bindung im Vergleich zum Abstand
der Eisen-Cysteinschwefel-Bindung beobachtet. Auch wenn die angegebenen Fehlergrenzen
beider Methoden in Betracht gezogen werden, kann die Differenz der mit beiden Methoden
bestimmten Abstiinde nicht erklirt werden. Dazu ist zu sagen, dass eine Auflésung von 1.9 A
bei einer Rontgenstrukturanalyse von Proteinen einen groBeren Fehler bei der

Abstandsbestimmung zuldf}t, als in dieser Veroffentlichung angegeben.

Die anderen Strukturparameter der Mutante entsprechen recht genau jenen des nativen
Proteins. Der Cluster scheint als Ganzes leicht in Richtung des Serins verschoben zu sein, was
auf die starke ionische Eisen-Sauerstoff-Bindung zuriickgefiihrt werden konnte. Zu dieser
Deutung passt auch die sehr kurze Bindungslinge von Fe-Ser. Der Wert fiir die "pre-edge"
Fliche der C77S-Mutante bestitigt, dass keine gravierenden Geometrie-Anderungen des
Eisen-Schwefel-Clusters durch die Mutation entstanden sind. Es bleibt bei einer pseudo
tetraedischen Eisensymmetrie. Die <x*>-Werte der Mutante gleichen denen des nativen
HiPIPs. Wiederum ist die Eisen-Eisen-Korrelation deutlich geringer als die der Eisen-
Schwefel- und der Eisen-Sauerstoff-Paare. Die Absolutwerte von <x>> sind gegeniiber dem
nativen Protein leicht erhoht. Dies ist Ausdruck eines Zuwachses an statischer Unordnung und
nicht etwa einer ausgeprdgteren Tieftemperaturdynamik. Letzteres ist aufgrund der sehr
shnlichen Steigungen der aus MoBbauer-Messungen erhaltenen <x*>-Kurven beider Proteine
bei tiefen Temperaturen ausgeschlossen (Anhang B) (Dilg et al. 2002). Der Zuwachs an

statischer Unordnung ist auch ein Hinweis auf die erhohte Inhomogenitit der C77S-Mutante.
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Mit EXAFS konnte gezeigt werden, dass der Cluster auch bei Mutationen ein stabiles
Zentrum bildet.

5.4.2 Dynamik von nativem und teilweise entfaltetem HiPIP

Zieht man Gleichung ( 2.14 ) heran, so bleibt als Parameter zur Erklirung der Anderung der
EXAFS-Spektren mit der Temperatur nur noch der Debye-Waller-Parameter. Dieser dient als
MessgroBe fiir die Dynamik des HiPIPs. Im Fall von XAS sind die mittleren quadratischen
Auslenkungen, <x*>, ein MaB fiir die Abstandsschwankungen des Eisens zu seinen Nachbarn.
Diese konnen entweder statisch infolge von leicht unterschiedlichen Molekiilstrukturen oder
durch dynamische Effekte <x*>, bedingt sein. Mit Hilfe temperaturabhingiger Messungen
konnen die jeweiligen Beitrdge voneinander getrennt werden. Statische Unordnungen sind
von der Temperatur unabhingig. Durch Extrapolation der linearen Regression der
gemessenen <x>>-Werte auf 0 K erhilt man den statischen Anteil <x*>., (Ausgleichsgerade in
Tab. 5.3 und Tab. 5.4). Der statische Anteil ist sowohl fiir die Fe-Fe-Schale als auch die Fe-S-
Schale fiir das teilweise entfaltete HiPIP hoher als fiir das native HiPIP. Dies ist ein deutlicher
Hinweis auf die grofere Inhomogenitét der teilweise entfalteten HiPIP-Probe. Die groBere
Steigung der <x*>-Werte der Fe-Fe-Schale im Vergleich zur Fe-S-Schale mit der Temperatur
sowohl fiir das native als auch fiir das teilweise entfaltete HiPIP deuten darauf hin, dass die
direkt benachbarten Eisen-Schwefel-Paare stirker korreliert sind als die Eisen-Eisen-Paare
ohne gemeinsame chemische Bindung. Die Parameter fiir die Anpassung der EXAFS-
Spektren zeigt keine Abstandsdnderung der Fe-Fe-Schale und der Fe-S-Schale mit der
Temperatur flir beide HiPIPs. Der mittlere Eisen-Schwefel-Abstand vom nativen HiPIP zum
Beispiel variiert mit der Temperatur nur um 0.004 A. Diese sehr schwache
Temperaturabhdngigkeit von strukturellen Parameteren beweist, dass Daten aus
Tieftemperaturmessungen zur Beschreibung von Systemen im Bereich physiologischer
Temperaturen herangezogen werden konnen. Die Genauigkeit von EXAFS zeigt an zwei

verschiedenen Priparationen eines HiPIPs, dass dieses Vorgehen mehr als gerechtfertigt ist.

Die Temperaturabhingigkeit des mittleren Auslenkungsquadrates der Eisenkerne wurde
zwischen 80 K und etwa 250 K fiir jeweils reduziertes natives HiPIP aus C. vinosum und
reduziertes teilweise entfaltetes HiPIP auch mittels MoBbauer-Spektroskopie bestimmt (Dilg
et al. 2002). Die erhaltenen <x*>-Werte sind zusammen mit den <x*>-Werten der Fe-Fe

Schale aus EXAFS dargestellt (vgl. Abb. 5.7). Das mittlere Auslenkungsquadrat aus der
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MoBbauer-Spektroskopie ist auf alle Bewegungen sensitiv, die sich auf einer Zeitskala

schneller als 100 ns abspielen und an das Eisen ankoppeln.
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Abb. 5.7 Vergleich von <x*>-Werten der Fe-Fe Schale aus EXAFS (ausgefiillte Symbole) und
MoBbauer-Spektroskopie (offene Symbole); Kreise: reduziert nativ, Dreiecke: reduziert
teilweise entfaltet; durchgezogene / gestrichelte Linie: lineare Regression reduziert natives
HiPIP / reduziert teilweise entfaltetes HiPIP aus EXAFS; strichpunktiert / gepunktet: lineare
Regression reduziert natives HiPIP / reduziert teilweise entfaltetes HiPIP des
Tieftemperaturbereiches aus MoBbauer-Spektroskopie (Dilg et al. 2002).

Die Temperaturabhingigkeit der <x*>-Werte der Eisenkerne, bestimmt mittels MoBbauer-
Spektroskopie, zeigt die beiden fiir Proteine typischen Bereiche. Unterhalb einer
charakteristischen Temperatur, Tc, die fiir HiPIPs zwischen 190 und 200 K liegt, nehmen die
<x*>-Werte fiir alle HiPIPs linear mit der Temperatur zu. Hier liefern harmonische
Gitterschwingungen den alleinigen Beitrag <x*>, zum mittleren Auslenkungsquadrat.
Oberhalb der charakteristischen Temperatur weicht der <x*>(T)-Verlauf bei der MoBbauer-
Spektroskopie vom linearen Verhalten ab, und es ist ein dramatischer Anstieg des mittleren
Auslenkungsquadrates der Eisenkerne zu verzeichnen (vgl. Abb. 5.7). Dieser Effekt wurde
auch beim Myoglobin (Parak und Formanek 1971; Parak et al. 1982; GaBmann 2000), der
Superoxiddismutase (Scherk 1998) oder Membranfragmenten des Photosystems II (Garbers
1997) beobachtet. Dieses fiir Makromolekiile typische Verhalten wird dahingehend gedeutet,
dass oberhalb der Grenztemperatur neue quasidiffusive Bewegungsmoden angeregt werden
konnen, die als Ubergiéinge zwischen verschiedenen Konformationssubzustinden interpretiert
werden (Parak und Formanek 1971; Parak et al. 1981; Parak und Reinisch 1986; Parak 2003).

Diese werden als proteinspezifische Dynamik bezeichnet. Der Beitrag der proteinspezifischen
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Bewegungsmoden zum mittleren Auslenkungsquadrat heifft <x*>. Das eindimensionale
Potentialbild fiir Proteine geht von einer harmonischen Einhiillenden aus (vgl. Abb. 5.8).
Beim Auslenken von im Proteinverband gebundenen Atomen aus der Ruhelage wirken
riicktreibende  Hooksche Krifte. Die tiefen Potentialmulden reprédsentieren die
Konformationssubzustinde (Frauenfelder et al. 1979). Bei tiefen Temperaturen sind die
einzelnen Proteinmolekiile in den jeweiligen Konformationssubzustinden eingefroren. In
diesen lokalen Energieminima fiihren sie harmonische Schwingungen aus, die den linearen
Anstieg von <x>> im Tieftemperaturbereich zur Folge haben. Erst oberhalb einer
Grenztemperatur Tc kdnnen die Proteine entropiegetrieben aus den tiefen Potentialmulden ins
"Kontinuum" gehoben werden, wo sie sich auf der Suche nach einem neuen stabilen

Minimum  strukturell —umorientieren. Diese  quasidiffusiven = Bewegungen im

Ubergangszustand t liefern den Beitrag <x*>; zum mittleren Auslenkungsquadrat.
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Abb. 5.8 Modell fiir das Potential € eines Proteinmolekiils in Abhdngigkeit einer
Proteinkoordinate x zum Versténdnis der proteinspezifischen Dynamik (Parak et al. 1982).

Die Steigung der Ausgleichsgeraden des Tieftemperaturbereiches aus der MoBbauer-
Spektroskopie sind fiir natives und teilweise entfaltetes HiPIP gleich (vgl. Abb. 5.7). Ebenso
ist dies fiir die <x>>-Werte der Fe-Fe-Schale der Fall. Dies gilt auch fiir die Fe-S-Schale.

EXAFS bestidtigt die Annahme, dass sich der von harmonischen Gitterschwingungen geprégte
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Temperaturbereich zwischen HiPIPs in verschiedenartigen Zustéinden nicht unterscheidet. So
konnte dies auch noch fiir reduziertes und oxidiertes HiPIP mittels MdBbauer-Spektroskopie
gezeigt werden (Dilg 2001). Dieses Verhalten stellt aber keine allgemeingiiltige Regel fiir alle
Proteine dar. Beim Cytochrome c und der Superoxiddismutase dagegen sind die Unterschiede

der Geradensteigungen fiir die beiden Eisen-Oxidationsniveaus erheblich (Frolov et al. 1997;

Scherk 1998).

Aus Abb. 5.7 ist deutlich zu erkennen, dass die Steigung der Ausgleichsgeraden der <x*>-
Werte der Fe-Fe-Schale aus EXAFS nur einen Bruchteil der Steigung der Ausgleichsgeraden
der <x*>-Werte aus der MoBbauer-Spektroskopie betrigt. Betrachtet man die <x*>-Werte der
Fe-Fe-Schale, ist EXAFS sensitiv auf variierende Abstinde der ndchsten Nachbarn und somit
empfindlich auf Schwingungsmoden innerhalb des Clusters. Dies zeigt, dass Bewegungen des
gesamten Clusters gegen das Proteinriickgrat dominant sind. Untermauert wird dies durch
eine Normalmodenanalyse (Melchers et al. 1996) und durch temperaturabhiingige EXAFS-
Messungen an der Fe-Kante von Myoglobin (Scherk et al. 2001). Die <x*>,-Werte konnen
hier durch die an das Eisen ankoppelnden Normalmoden erkliart werden. Hauptbeitrag zum
mittleren Auslenkungsquadrat liefern Eigenschwingungen, bei denen sich alle Atome der
Hiamebene gemeinsam gegen das Proteinriickgrat bewegen. Der Hauptbeitrag zu solchen
Schwingungen liefern die langwelligen akustischen Phononen (Achterhold et al. 2002). Mit
EXAFS konnen keine akustischen Phononen detektiert werden. EXAFS ist sensitiv auf

optische Phononen, die am Eisen-Schwefel-Cluster ankoppeln.

Durch Extrapolation der Ausgleichsgeraden der <x*>-Werte aus EXAFS auf 0 K kann der
statische Anteil bestimmt werden. Dieser ist ein Mall fiir die mogliche Anzahl der
Konformationssubzustinde des Eisen-Schwefel-Clusters. Durch Abzug von den gemessenen
Absolutwerten konnen so die <x*> - Werte, auf die EXAFS sensitiv ist, bestimmt werden.
Die <x*>, - Werte aus der MoBbauer-Spektroskopie sind deutlich groBer als die aus XAS
gewonnenen Werte. XAS ist lediglich fiir variierende Abstinde der ndchsten Eisennachbarn
empfindlich, widhrend die MoBbauer-Spektroskopie alle dynamischen Auslenkungen des
Eisens registriert, also auch Bewegungen groflerer Molekiilsegmente, die den Eisen-Cluster
enthalten. Zu beobachten ist allerdings bei EXAFS nur ein linearer Anstieg der <x*>-Werte
bis zur Zimmertemperatur. Wéhrend bei den Mo Bbauer-<x*>-Werten oberhalb Tc ein starker
nichtlinearer Anstieg zu registrieren ist. Die proteinspezifische Dynamik beruht daher nicht
auf Schwingungen des Eisens gegen seinen unmittelbaren Nachbarn, sondern auf

Bewegungen ganzer Molekiilsegmente. EXAFS kann nicht nur in das Bild der
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proteinspezifischen Dynamik eingebettet werden, sondern es leistet einen eigenstindigen

Beitrag zum besseren Verstindnis derselben.

5.4.3 Beschreibung der Faltung des HiPIP aus C. vinosum

NMR-Arbeiten zeigen eine weitgehend aufgeldste Sekundirstruktur des entfalteten Proteins
(Bertini et al. 1997). Die vierfache Cysteinligandierung des nach wie vor intakten [FesS4]-
Kubanen bleibt NMR zufolge bei der teilweisen Entfaltung jedoch erhalten. Letzteres deckt
sich mit den EXAFS-Ergebnissen von Tab. 5.2. Besonders die "pre-edge" Flache bestitigt die
pseudo tetraedrische Eisensymmetrie. Die EXAFS-Ergebnisse zeigen eine weitgehende
Ubereinstimmung zwischen der Clusterstruktur im nativen und im entfalteten Protein (Abb.
5.3a-d). In Details sind jedoch Unterschiede im EXAFS-Spektrum zu erkennen, man
vergleiche etwa den Bereich der Wellenzahlen um k = 8 A”'. Die Eisen-Schwefel-Bindungen
sind trotz der Entfaltung unversehrt, wenngleich sich die Bindungsabstinde moderat
verindern. Die Cysteinschwefel entfernen sich um fast 0.1 A von ihren Eisen-
Bindungspartnern. Innerhalb des [FesSs]-Clusters hingegen verdndern sich die Eisen-
Schwefel-Distanzen kaum. Dass die Elektronenkonfiguration im Metallzentrum durch die
Entfaltung unveréndert fortbesteht, wird durch die identischen MoéfBbauer-Parameter angezeigt
(vgl. Anhang B). Wihrend also die Entfaltung des Proteinriickgrats bereits fortgeschritten ist,

hélt das Metallzentrum in seiner Umgebung einen erheblichen Ordnungsgrad aufrecht.

Anhand der temperaturabhingigen EXAFS-Messungen konnte gezeigt werden, dass der
Cluster auch bei physiologischen Bedingungen trotz der fortgeschrittenen Denaturierung
grofler Proteinbereiche noch an die Aminosdurenkette gebunden ist und die Struktur des
Clusters geringfligig im Vergleich zum Cluster im nativen Protein modifiziert ist. EXAFS
Messungen am Hidmeisen in nativem und entfalteten Cytochrom c bei einer Temperatur
lieferten vergleichbare Ergebnisse (Zhang und Stern 1995). Es wurden nur geringe
Anderungen in der direkten Umgebung des Metallzentrums im Vergleich zum nativen

Cytochrom c¢ beobachtet.

Damit wird an zwei unterschiedlichen Typen von prosthetischen Gruppen gezeigt, dass
prosthetische Gruppen einen Stabiltdtspunkt innerhalb eines Proteins bilden. Es liegt damit
nahe, prosthetischen Gruppen eine entscheidende Rolle im Faltungsprozesses eines Proteins

zuzusprechen.
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Abb. 5.9 Faltung von HiPIPs

Wenn die prosthetische Gruppe eine geordnete Struktur in seiner Umgebung unterstiitzt,
wihrend die Aminosiurekette keine Sekundérstruktur ausbildet, so ist im Umkehrschluss zu
folgern, dass der Eisen-Schwefel-Cluster physiologisch als Keimstelle fiir Proteinfaltung
fungiert. Seine Bindung mit dem ansonsten strukturell undefinierten Proteinriickgrat bildet ein
Zentrum der Stabilitit. Die Formierung der Eisen-Cystein-Bindungen konnte als
Keimbildungsphase bezeichnet werden. Dadurch wird auch der fiir das Protein zugingliche
Konformationsraum eingeengt. Hat sich die Bindung des Metallzentrums an seine Liganden
ausgebildet, kann der Rest des Proteins den Konformationsraum abtasten. Dabei kann es
durch Ausbildung oder durch Trennung von Wasserstoffbriicken in ein tieferes
Energieminimum fallen. In Abb. 5.9 ist modellhaft der Faltungsprozess eines HiPIPs

dargestellt. Dabei muss in jedem Energieminimum die Potentiallandschaft durch die
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Konformationssubzustinde erweitert werden (vgl. Abb. 5.8) (Parak und Frauenfelder 1993).
Das als "Molten globule" bezeichnete (Creighton 1996) lokale Potentialminimum stellt einen
HiPIP-Zustand dar, in dem der Cluster iiber die Cysteine an das Protein gebunden ist, aber
noch keine Sekundirstruktur ausgebildet hat (Wolynes et al. 1995; Schultz 2000). Durch die
Einschrinkung des Konformationsraumes wird das Protein darin unterstiitzt, in kiirzerer Zeit
die native Endkonformation zu erreichen. Die katalytische Wirkung von Metallzentren auf die
Proteinfaltung wird auch durch das Phianomen des "cofactor-assisted folding* angezeigt.
Dieses beschreibt die Tatsache, dass bei der Zugabe des Co-Faktors zu einer Losung von
Apo-Protein spontane Faltung erfolgt (Grandori et al. 2000). Der unterschiedliche statische
<x*>-Wert der Fe-Fe-Schale fiir natives und teilweise entfaltetes HiPIP spiegelt sich in Abb.
5.9 auch wider. Dieser ist hoher fiir das teilweise entfaltete HiPIP und bedeutet eine grofere

Entropieverteilung als flir das native HiPIP.
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6 Kupferbindung in der N-terminalen Doméane des Prion-Proteins

6.1 Prion-Proteine

Prionen sind der Grund fiir neurodegenerative Erkrankungen, wie z.B. die Bovine spongiform
encephalopathy (BSE) bei Rindern, die Traberkrankheit der Schafe und Ziegen (Scrapie) oder
die Creutzfeld-Jakob-Krankheit (CJD) beim Menschen. Die infektiose Form der Prionen
entwickelt sich aus den zellulidren Prion-Proteinen (PrP%) durch eine Aggregation der "Scrapie
Form" (PrP%). Das PrP*° ist charakterisiert durch eine radikale Umwandlung der Sekundir-
und Tertidr-Struktur des PrP®. Das PrP* enthilt einen hohen Anteil an B-Faltblattern, 16st sich
nicht oder nur schlecht und ist resistent gegen Proteolyse (Pan et al. 1993). Dagegen ist PrP®
ein 16sliches Protein. Die Struktur des rekombinanten menschlichen PrP wurde mittels NMR-
Untersuchungen (Nuclear Magnetic Resonance) im Bereich der Aminosduren 23 bis 230

bestimmt (Zahn et al. 2000) (vgl. Abb. 6.1).

23

Abb. 6.1 Dreidimensionale Struktur des menschlichen Prion-Proteins PrP(23-230) bestimmt
mittels NMR. Die Helizes sind rot, das antiparallele B-Faltblatt griin, Bereiche ohne
Sekundarstrukturelemente in der C-terminalen Doméne gelb und die flexible ungeordnete N-
terminale Doméne der Aminoséduren 23-121 orange gepunktet gezeichnet (Protein Data Bank
Eintrag 1QLX).
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Die Architektur des menschlichen PrP¢ weist zwei Dominen auf, die aus den
zusammenhdngenden Polypeptidsegmenten 23-125 und 126-230 bestehen und sehr
unterschiedliche Strukturen aufweisen. Die C-terminale Doméne 126-230 enthédlt drei o-
Helices und ein antiparalleles B-Faltblatt (vgl. Abb. 6.1 und Abb. 6.2). Die o-Helices 2 und 3
sind tiber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden und bilden mit dem [B-Faltblatt einen

stabilen hydrophoben Kern.

N-Glycosylation kG T
23 19377 200 iH
K T ‘
e o7 i
KP T K
- o M
TNWEY K> M
L 39 . I T E
GGSRY 1—:} BaSlC 1811y 1 VR
Q myMA V(, v
2 3 . K r]
5?5, \&5 M 144175 o-Helix ;P73 | "o
G L yP . A S| Yg vl s M
GNR I G FG rD ; C
PQGGGGWGQ —X 21y AY [ H Yy nY -
GPHOGGWGQ| 1 pSy LG8 1 s R |o-Helix 172{ Q Q
“PHGGGWGQ K G 7 Ny . Y
'PHGGGWGQ N G 3 H = )
B4y g L W Y, 2 R EY =
PHGGGWGQ Q SIMLGSAM];., 157 Y D B
: g 129 134 5 M S
1 I .
G.TH _[Novyyre| . o-Helix Q,
G 159 165 v
227 YQ
Octa-Repeat Region . e
B-Sheet /
GPI-Anker

Abb. 6.2 Sequenz des menschlichen Prion-Proteins.

Die N-terminale Region des menschlichen Prion-Proteins enthélt vier Kopien der Sequenz
PHGGGWGQ, die sog. Octa-Repeat Region (vgl. Abb. 6.2), die bei Primaten hoch
konserviert ist (Schétzl et al. 1995). In Abwesenheit von Kupfer bildet die N-terminale Hélfte

einen flexiblen Bereich.

Fiir die Funktion des PrP® als kupferbindendes Protein an der Synapse gibt es Anhaltspunkte
(Miura et al. 1995; Brown et al. 1997). Untersuchungen an synthetisierten Octa-Repeat
Fragmenten ergab, dass vier Cu”"-Ionen kooperativ mit identischer Bindungsgeometrie an
diese Region binden (Viles et al. 1999; Garnett und Viles 2003). Dabei liegt die halb-
maximale kooperative Cu’*-Bindung des PrP(23-98)-Fragments bei 5.9 uM (Kramer et al.
2001). Ein hypothetisches Modell zur Funktion der Kupferbindung geht davon aus, dass das
Prion-Protein iiber einen GPI-Anker (Glycosyl-Phosphatidylinositol) (vgl. Abb. 6.2) an der



79

prasynaptischen Membran verankert ist, wo es mit seinem N-terminalen Anteil freies, bei der
synaptischen Vesikelverschmelzung in den synaptischen Spalt gelangendes Kupfer bindet
(Hartter und Barnea 1988; Kardos et al. 1989). Durch eine endozytotische Aufnahme des
Prion-Proteins gelangt PrP® wieder in die Priasynapse (Pauly und Harris 1998). Hier erfolgt
die Abspaltung des an das Prion-Protein gebundenen Kupfers moglicherweise durch eine

Verdnderung des pH-Wertes (Viles et al. 1999).

Die dreidimensionale Struktur der N-terminalen Region des Prion-Proteins bei Anwesenheit
von Kupfer ist bisher unbekannt. Erste strukturelle Untersuchungen an einem HGGGW-
Segment, an dem ein Cu’" gebunden ist, wurden mittels der Rontgenstrukturanalyse
durchgefiihrt (Burns et al. 2002). Die Auflosung betrug 0.7 A. Als Liganden in planarer
Anordnung traten dabei der Stickstoff Ns des Histidins, die zwei Stickstoffe im Riickgrat der
Glycine nach dem Histidin und der Sauerstoff des mittleren Glycins auf. Als axialer Ligand

wurde ein Wasser beobachtet (vgl. Abb. 6.3).

Abb. 6.3 Rontgenstrukturanalyse des HGGGW-Segments in Verbindung mit einem
Kupferatom (Burns et al. 2002). Kohlenstoffatome (gelb), Stickstoffatome (blau),
Sauerstoffatome (rot), Wasserstoffatome (lila).

EXAFS soll im Rahmen dieser Arbeit zur strukturellen Untersuchung der Kupferumgebung in
der Octa-Repeat Region herangezogen werden. Zum einem soll dies an einem PHGGGWGQ-
Segment und zum anderen am menschlichen PrP(23-231) mit kompletter Octa-Repeat Region

erfolgen.
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6.2 Probenpriparation

6.2.1 Modell-Komplexe fiir die Octa-Repeat Region des menschlichen Prion-Proteins.

Alle Proben wurden mit Hilfe der Festphasensynthese auf Harzen und Abspaltung der
Schutzgruppen hergestellt (Songster und Barany 1997). Die Peptide wurden N-Terminal
acetyliert und C-Terminal amidiert, um geladene Endgruppen zu vermeiden. Damit wurde
auch eine bessere Imitation der Sequenz im intakten Protein erreicht. Die Proben wurden am
Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Bioorganische Chemie, in Martinsried synthetisiert. Eine
Auflistung der mit XAS gemessenen Proben ist in Tab. 6.1 dargestellt. Im Anhang D sind von
all diesen Proben k’-gewichtete EXAFS-Spektren mit ihren Fourier-Transformierten zu
sehen. Um die Ergebnisse aus XAS besser mit EPR (Electron Paramagnetic Resonance),
ENDOR (Electron Nuclear Double Resonance) und ESEEM (Elektron Spin Echo Envelope
Modulation) vergleichen zu koénnen, wurden die Proben immer aus demselben Ansatz
prapariert. Die in Kapitel 6 zitierten EPR-, ENDOR- und ESEEM-Ergebnisse sind Teil der
Dissertation von Matthias Mentler. Alle Methoden bendtigen in etwa die gleiche
Mindestkonzentration an Kupfer, um eine Messung mit guter Statistik zu ermdglichen. Es
wurde das Isotop “Cu zugegeben, da fir EPR, ENDOR und ESEEM sich durch ein
Isotopengemisch aus den natiirlich vorkommenden “*Cu und ®Cu eine Linienverbreiterung
ergeben wiirde. Das “Cu wurde verwendet. da es in der Natur haufiger als **Cu vorkommt.

Fiir die XAS-Untersuchungen spielt es keine Rolle, welche Isotope verwendet werden.

Probe 1 |OCTA in 100mM KCl, 20% Glycerol, 25mM NEM, pH 7.0, 1.17 mM Cu
Probe 2 |OCTA in H,O, pH 7.0, 2.4 mM Cu

Probe 3 |OCTA in 200mM SDS-Micellen, pH 7.0, 1.17 mM Cu

Probe 4 |OCTA in H,O, 100mM KCI, pH 7.15, 1.0 mM Cu

Probe 5 |OCTA in 140mM DPC-Micellen, 100mM KCI, pH 7.03, 1.0 mM Cu

Probe 6 | TETRAOCTA in 75mM DPC-Micellen, 100mM KCI, pH 7.52, cpepig=0.75mM,
Kupfer ist ausgefallen

Probe 7 | TETRAOCTA in 30mM DPC-Micellen, 100mM KCI, pH 7.73, cpeptia=0.3 mM,
1.25 mM Cu

Tab. 6.1 Auflistung der mit XAS gemessenen synthetisierten Proben. OCTA: Octa-Repeat
Ac-PHGGGWGQ-NH,, TETRAOCTA: Ac-(PHGGGWGQ)4-NH, NEM: N-ethylmorpholin,
DPC: Dodecylphosphocholin-dsg Micellen, SDS: Sodiumdodecylphosphat Micellen
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Fiir die XAS-Experimente wurden 1 mm dicke PVC-Plattchen mit herausgefriasten Fenstern
verwendet, auf die mit Zweikomponentenkleber (Uhu plus schnellfest) eine Mylar-Folie
aufgeklebt wurde. Es wurden 75 ul der jeweiligen Probe iiber eine 100 pl-Spritze durch
eingebohrte Locher luftblasenfrei eingefiillt. AnschlieBend wurden die Offnungen mit

Zweikomponentenkleber abgedichtet und die Probe in fliissigem Stickstoff eingefroren.

6.2.2 Reinigung und Herstellung von rekombinanten menschlichen PrP(23-231)-Proben

Die menschlichen Prion-Protein Proben wurden am Institut fiir Neuropathologie der Ludwig-

Maximilian-Universitdt in Miinchen hergestellt.

BL21DE3 RIL E. coli-Zellen transformiert mit dem Plasmid pET17b-HsPrP23-231WT
Klon81 wurden in 4 x 500 ml Rich Medium (20 g/l Trypton, 10 g/l Yeast Extract, 10 g/l
NaCl, 50 mM K2HPO4, 10 mM MgCl2, 1 % Glucose, 100 pg/ml Ampicillin, 34 pg/ml
Chloramphenicol) bei 37°C im Schiittelinkubator bis zu einer Zelldichte entsprechend einer

optischen Dichte bei 600 nm von 0,5 kultiviert.

Die Prion-Protein Expression wurde induziert durch Zugabe von 1 mM IPTG (Isopropylthio-
galactopyranosid). Die Kultur wurde 2 h bei 37°C fortgesetzt. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation bei 5000 rpm fiir 5 min pelletiert. Die Bakterienpellets von 300 ml Kultur
wurden in je 6 ml 50mM Tris pHS, ImM MgCI2 resuspendiert und bei -20°C eingefroren.

Aufgetaute Bakterienpellets wurden mit 1,4 mg/ml Lysozym, 0,5 % Triton X-100, 60 U/ml
Benzonase und 0,3 mg/ml RNAse I fiir 30 min bei 37°C lysiert. In "inclusion bodies"
abgelagertes rekombinantes PrP wurde durch Zentrifugation bei 17000 rpm fiir 15 min
pelletiert. Das Pellet wurde sukzessive dreimal mit je % des Lysatvolumens an Puffer 20mM
Tris-HCl pH 8.0, 23%(w/v) sucrose, 0.5% (v/v) Triton X-100, 1mM EDTA
(Ethylendiamintetraacetyl), 1mM Benzamidin durch Resuspendieren gewaschen und das
rekombinante PrP jeweils durch Zentrifugation (s.0.) erneut pelletiert. Das letzte Pellet wird in
%4 Lysatvolumen 8 M Harnstoff, 10 mM MOPS (Morpholinopropansulfonsdure) pH 7,0, 1
mM EDTA, 50 mM DTT (Dichlordiphenyltrichlorethan) solubilisiert und durch

Zentrifugation bei 35000 rpm fiir 30 min von unldslichem Material abgetrennt.

Das Harnstoff solubilisierte, denaturierte PrP wurde auf zwei in Reihe geschaltete und mit
Puffer A (8M Harnstoff, 10 mM MOPS pH 7,0) equilibierte Ionenaustauschersdulen bei einer

Flussrate von 1 ml/min aufgetragen. Das auf der Sdule gebundene PrP wurde dann durch
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einen 60 ml linearen Salzgradienten mit 30 - 80 % Puffer B (= Puffer A + 500 mM NaCl) bei

I ml/min eluiert und in 2 ml Fraktionen aufgefangen.

Die PrP enthaltenden Fraktionen des Eluates wurden durch Ultrafiltration auf ein Volumen
von 2,5 ml eingeengt und durch Gelfiltration umgepuffert in 8 M Harnstoff, 50 mM Tris pH
8,5 und mit diesem Puffer auf eine Proteinkonzentration von 0,1 mg/ml verdiinnt. Zugabe von
2 uM CuSO4 wurde zur katalytischen Oxidation der Disulfidbriicke im PrP benutzt und die
Reaktion 3 h bei Raumtemperatur ablaufen gelassen. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1

mM EDTA und pH-Einstellung auf 5 - 6 mit 2 M HCI gestoppt.

Die PrP Losung wurde erneut durch Ultrafiltration auf ein Volumen von 2,5 ml eingeengt und
durch Gelfiltration umgepuffert in 8 M Harnstoff, 10 mM MOPS pH 7,0, 500 mM NacCl. 0,5
ml einer Nickel-Chelat Sepharose Matrix wurden 3 h bei Raumtemperatur mit der PrP Losung
durch tiber Kopf drehen in einem geschlossenen 15 ml Gefdll gemischt, danach in eine kleine
BioRad-Saule gefiillt und der Durchlauf auflaufen lassen. Die Sdulen-Matrix wurde mit 2 x 5
ml 8 M Harnstoff, 10 mM MOPS pH 7,0, 500 mM NaCl gewaschen. Das PrP wurde von der
Sdule durch 6 x 5 ml 7,2 M Harnstoff, 10 mM MOPS pH 7,0, 50 mM Imidazol, 150 mM

NaCl eluiert. Die Eluate wurden durch Ultrafiltration auf weniger als 3 ml eingeengt.

Je 500 pl des konzentrierten Nickel-Sdulen Eluats wurden unter stindigem Riihren
tropfenweise langsam in 50 ml 10 mM MES (Morpholinoethansulfonsiure) pH 6.0 verdiinnt.
Die Losung wurde 4 - 12 h bei 4°C weiter gerlihrt und durch Zentrifugation bei 17 000 rpm
fir 30 min von ausgefallenem Protein abgetrennt. Der Uberstand wurde dann durch
Ultrafiltration auf weniger als 3 ml eingeengt und durch erneute Zentrifugation bei 16 000 g
fiir 30 min und 4°C von ausgefallenem Protein abgetrennt. Der Uberstand wurde zweimal fiir
2 h und schlieBlich einmal {iber Nacht gegen den gewiinschten Puffer (vgl. Tab. 6.2)
dialysiert. Das Dialysat wurde in CD-spektroskopischen Messungen auf korrekte Faltung des
PrP und in eindimensionalen NMR-Messungen auf Abwesenheit von niedermolekularen

Kontaminationen tliberpriift.

Zu 3 ml der dialysierten PrP Losung wurde soviel festes “*CuCl, gegeben, dass das Verhiltnis
von Cu zu PrP Konzentration anndhernd 5:1 betrug. Die Losung wurde 1 h auf Eis inkubiert

und bei 16 000 g 30 min zentrifugiert, um ausgefallenes Kupfer zu entfernen.

Oberhalb einer Proteinkonzentration von 60 UM beginnen die Prion-Proteine Aggregate zu
bilden. EXAFS benétigt aber Kupfer-Konzentrationen im millimolaren Bereich (vgl. Kap.
3.1). Daher wurde das kupferbeladene PrP durch Zugabe von Ammoniumsulfat bzw. PEG
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(Polyethylenglycol) ausgefillt. Die Prizipitation wurde tiber Nacht auf Eis fortgesetzt. Das
Prizipitat wurde durch Zentrifugation bei 16 000 g fiir 30 min pelletiert und mit viermal 30 pl
destilliertem Wasser resuspentiert. Daraus ergab sich ein Gesamtvolumen von 150 ul PrP

Suspension.

Mit Hilfe der ICP-MS (inductively coupled plasma mass spectroscopy) wurde die
Kupferkonzentration der Losung vor und nach der Prézipitation gemessen. Damit konnte die

mittlere Kupferkonzentration pro Prion-Protein bestimmt werden.

Probe A | menschliches PrP(23-231) in 2mM MES, pH 6.0, c¢(Cu) gemittelt 1.7 pro PrP,
Prizipitiert mit 90% Ammoniumsulphat

Probe B | menschliches PrP(23-231) in 2mM MOPS, pH 7.0, c(Cu) gemittelt 2.7 pro PrP,
Prézipitiert mit 90% Ammoniumsulphat

Probe C | menschliches PrP(23-231) in 2 mM NEM, pH 6.0, c¢(Cu) gemittelt 0.75 pro PrP,
Prézipitiert mit 50 % PEG

Probe D | menschliches PrP(23-231) in 2 mM NEM, pH 6.0, c(Cu) gemittelt 1.3 pro PrP, in
Losung

Tab. 6.2 Die mit XAS gemessenen menschlichen  PrP-Proben; MES:
Morpholinoethansulfonsdure; ~ MOPS:  Morpholinopropansulfonsdure; ~ NEM:  N-
ethylmorpholin; PEG: Polyethylenglycol

Eine Auflistung der mit XAS gemessenen Proben ist in Tab. 6.2 dargestellt. Im Anhang E
sind von all diesen Proben k’-gewichtete EXAFS-Spektren mit ihren Fourier-Transformierten
gezeigt. Um die Ergebnisse aus XAS besser mit EPR, ENDOR und ESEEM vergleichen zu

konnen, wurden die Proben immer aus demselben Reinigungsszyklus fiir die jeweiligen

Messungen prépariert.

Fiir die XAS-Experimente wurden Imm dicke PVC-Plittchen mit herausgefristen Fenstern
verwendet, auf die mit Zweikomponentenkleber (Uhu plus schnellfest) auf einer Seite eine
Mpylar-Folie aufgeklebt wurde. Darauf wurden knappe 150 pl der PrP-Suspension mit einer
Pipette aufgebracht. Die andere Seite wurde dann mit selbstklebender Mylar-Folie luftdicht
abgeschlossen. Mit der selbstklebenden Mylar-Folie nach oben wurde der Probenhalter auf
der Probenstange des Kryostaten montiert. Die Probenstange mit dem Probenhalter wurde
dann fiir einige Stunden fixiert, damit sich das Prizipitat im Probenhalter auf die nach unten
zeigende Seite absetzen kann. Danach wurde der Probenhalter waagerecht in fliissigen
Stickstoff eingefroren. Die Probenstange wurde dann so eingebaut, dass der Rontgenstrahl als
erstes auf das Prizipitat trifft. Damit wurde erreicht, dass die von der Probe reemittierte
Fluoreszenz-Strahlung nicht das Probenvolumen auf dem Weg zum Detektor durchlaufen

muss. Damit wird das Signal- / Rauschverhiltnis stark verbessert.
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6.3 Ergebnisse und Auswertung

6.3.1 Untersuchungen an synthetisierten Octa-Repeat Segmenten

Alle Messungen wurden bei T = 35 K durchgefiihrt. Ein Vergleich der Messungen von Probe
1, Probe 4, Probe 5 und Probe 7 ist in Abb. 6.4 zu sehen. Die Daten weisen bis zu k = 11 A™!
eine gute Statistik auf.. Bei groferen k-Werten iiberlagerte sich der Einfluss der Zink-Kante,
die etwa 600 eV iiber der Cu-Kante liegt. Probe 1, Probe 4 und Probe 5 enthalten alle eine
Octa-Repeat Sequenz PHGGGWGQ und unterscheiden sich nur in der Zusammensetzung des
verwendeten Losungsmittels (vgl. Tab. 6.1). Probe 7 besteht aus vier Octa-Repeats im
gleichen Losungsmittels wie Probe 5. Alle Proben zeigen den gleichen Verlauf des

Spektrums. Auch der etwas kleinere Peak bei etwa k = 6 A ist bei allen vier Spektren

deutlich ausgepragt.
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Abb. 6.4 Vergleich der gemessenen k’-gewichteten EXAFS-Spektren nach der
Datenreduktion von Probe 1 (schwarz), Probe 4 (rot), Probe 5 (blau) und Probe 7 (griin). Die
Transformation der Spektren in den k-Raum erfolgte nach Bestimmung der Kantenlage E,
(vgl. Gleichung ( 2.27))
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Abb. 6.5 Vergleich der gemessenen k’-gewichteten EXAFS-Spektren nach der
Datenreduktion von einem Octa-Repeat in verschiedenen Micellen-Typen von Probe 3
(schwarz) und Probe 5 (blau). Die Transformation der Spektren in den k-Raum erfolgte nach
Bestimmung der Kantenlage E (vgl. Gleichung ( 2.27)).

Der Vergleich von Probe 3 und Probe 5 ist in Abb. 6.5 dargestellt. In Probe 3 wurde ein
Kupferatom in Verbindung mit einem Octa-Repeat in SDS-Micellen untersucht. In Probe 5
wurden die SDS-Micellen durch DPC-Micellen ersetzt. Besonders die unterschiedlichen
Peaks zwischen k = 5 A" und k = 8 A" zeigen einen signifikanten Unterschied der

Kupferumgebung an.

An allen Proben wurden EPR-Messungen durchgefiihrt. Von Probe 1 wurden zusétzlich auch
ENDOR- und ESEEM-Messungen durchgefiihrt. Aus diesen Untersuchungen konnte ein
"Minimal Modell" erstellt werden. Das Bindungsmotiv, das aus EPR gewonnen wurde, geht
von drei Stickstoffen und einem Sauerstoff als Bindungspartner aus, welche sich in einer
planaren Anordnung mit dem Kupfer befinden. Mittels ENDOR Messungen an Probe 1 in
deuteriertem Wasser konnte bestimmt werden, dass das Kupfer einen axialen Wasserliganden
besitzt. Die ESEEM-Messungen konnten dahingehend interpretiert werden, dass nur ein
Imidazolring aus einem Histidin an das Kupfer ligandiert ist. Der Imidazolring des Histidins
besitzt zwei Stickstoffe, die an das Kupfer binden konnen. In diesem "Minimal Modell"
bindet der N9 Stickstoff des Imidazolrings vom Histidin an das Kupfer. Dieser Stickstoff ist
dergleiche, der auch in der Rontgenstruktur des HGGGW-Segments bindet (vgl. Abb. 6.3).

Diese Ergebnisse wurden dementsprechend fiir EXAFS interpretiert und mit dem



Softwarepaket EXCURVEO98 angepasst (Binsted et al. 1992). Es wurde fiir die 3 Stickstoffe
und 2 Sauerstoffe jeweils eine Schale gebildet. An die Stelle eines Stickstoffes wurde ein
Imidazolring gesetzt. Als Anpassungsparameter dienten die Kantenverschiebungsenergie Eg,

die Abstinde der ligandierenden Atome und ein gemeinsamer A-Faktor fiir alle Atome.
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Innerhalb des Imidazolringes wurde Vielfachstreuung zugelassen.

k* x (k)

Abb. 6.6 Anpassung des k’-gewichteten EXAFS-Spektrums (rot) und seine Fourier-
Transformierte von Probe 1 mit einem "Minimal Modell" erhalten aus EPR, ENDOR und

EEREIEIRE T

FT [k x(k)]

k [A

20

ESEEM Messungen.
r[A] A-Faktor [A’]
Cu-Ndl 1.91 £0.02 0.007 £ 0.001
Cu-N; 1.94+£0.02 0.007 £ 0.001
Cu-N, 1.96 £ 0.02 0.007 £ 0.001
Cu-Oypi 1.96 £0.02 0.007 £ 0.001
Cu-Oy 2.3610.02 0.007 £ 0.001
Cu-Neg2 3.99+£0.02 0.007 £ 0.001
£ Cu-N&1-Ng2 159° + 5°
£ Cu-Nol-Imidazolebene 0°+5°
Er [eV] -4.5
R [%] 384

Tab. 6.3 A-Faktoren, Abstinde r, Winkel £ Cu-No1-Ne2 und £ Cu-Ndl-Imidazolebene,
Kantenverschiebungsenergie Er und R-Faktor der Anpassung des EXAFS-Spektrums von
Probe 1 mit einem "Minimal Modell" erhalten aus EPR, ENDOR und ESEEM. N&l: Am
Kupfer bindender Stickstoff im Imidazolring; N; und N,: Stickstoffe in der Cu-Liganden-
Ebene; Ne2: Stickstoff im Imidazolring; Op;: Sauerstoff in der Cu-Liganden-Ebene; O,: axial
gebundener Sauerstoff.
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Der planare Imidazolring wurde als Einheit angepasst. Die Anpassungsparameter fiir den
Imidazolring waren der Abstand von No und die beiden Winkel, welche die Lage der Ebene
des Imidazolringes relativ zum Kupfer festlegen. Es wurde somit der Winkel zwischen der
Verbindungslinie Cu-N&1 und Ne2 und der Winkel der Ebene des Imidazolringes zur
Verbindungslinie zwischen Cu-N&1 (£ Cu-N&l-Imidazolebene) bestimmt. Die Ergebnisse
sind in Tab. 6.3 und Abb. 6.€ zu sehen. Hervorzuheben ist, dass mit dem "Minimal Modell"
keine zufrieden stellende Anpassung des EXAFS-Spektrums erreicht wurde. Besonders der

Peak bei k = 6 A kann nicht widergespiegelt werden.
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6.3.2 Untersuchungen an reko mbinanten menschlichen PrP(23-231)

k3 x(k)

k[A™)

Abb. 6.7 Vergleich der gemessenen k’-gewichteten Spektren nach der Datenreduktion von
Probe A (schwarz), Probe B (rot) und Probe D (blau). Die Transformation der Spektren in den
k-Raum erfolgte nach Bestimmung der Kantenlage E, (vgl. Gleichung ( 2.27)).

Ein Vergleich von Probe A, Probe B und Probe D ist in Abb. 6.7 dargestellt. Bei Probe A und
Probe B handelt es sich um Prézipitate, in Probe D um eine Probe in Losung. Alle Proben
enthalten das rekombinante PrP(23-231). Probe A und Probe D sind bei einem pH-Wert von
6.0 und Probe B bei einem pH-Wert von 7.0 gemessen worden. Das Spektrum von Probe D
weist eine schlechtere Statistik auf als die Spektren von Probe A und B. Trotzdem ist klar
ersichtlich, dass der Verlauf aller Spektren und deren Intensitdten sehr dhnlich ist. Besonders

der Bereich vonk =3 A und k =7 A zeigt eine sehr gute Ubereinstimmung.

Der Versuch einer Anpassung eines Modells erfolgte an Probe B, weil dieses Spektrum bis
etwa k = 14 A™! die beste Statistik aufwies. Als Modell diente der Vorschlag von Viles et al.
(1999). Dieses Modell basiert auf Untersuchungen mittels NMR-Spektroskopie,
Absorptionsspektroskopie im ultravioletten und sichtbaren Bereich, EPR, CD-Spektroskopie
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1

und durch Aufzeichnung von Bindungskurven. In Abb. 6.8 ist dieser Modellvorschlag

skizziert.

N-term

Abb. 6.8 Vorschlag eines Modells des Kupferbindungsplatzes in der Octa-Repeat Region des
menschlichen Prion-Proteins (Viles et al. 1999).

Im Modell ist die Umgebung der einzelnen Kupferatome dhnlich. Da EXAFS auf alles Kupfer
in der Probe sensitiv ist und zwischen einzelnen Kupferatomen nicht unterschieden werden
kann, wurden die vier Kupferatome in der EXAFS-Auswertung, motiviert durch das Modell
von Viles et al. (1999), zu einem Komplex mit einem Kupferatom und identischer Umgebung
zusammengefasst. Fiir die Anpassung des EXAFS-Spektrums wurden zwei Histdine
eingelesen. Als Liganden fungierten einmal der NJ1-Stickstoff und zum anderen der Ne2-
Stickstoff. Bei den Histidin, bei welchem der Ne2-Stickstoff bindet, wurde bei der Anpassung
nur der Imidazolring beriicksichtigt (Imidazolring 1). Beim anderen Histidin bindet sowohl
der Riickgrat-Stickstoff als auch der NO&I-Stickstoff an das Kupfer. Um die Abstinde der
beiden Stickstoffatome zum Kupfer anpassen zu konnen, wurde die Aminosdure in zwei
Bereiche aufgeteilt, innerhalb derer Vielfachstreuung zugelassen wurde. Der eine Bereich ist
der Imidazolring (Imidazolring 2). Im anderen Bereich befinden sich die restlichen Atome O,
C, Cy, Cp und N (Bereich 1). Zusitzlich wurde im Bereich 1 die Riickgratkette am
Stickstoffatom mit einem C,-Atom fortgesetzt. Abstand N-C, und £ Cu-N-C,, entsprechen

dabei Standardwerten. In EXCURV98 werden standardisierte Aminosduren eingelesen. Eine
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Anpassung bei gleichzeitiger Modifikation der Aminoséure ist nicht implementiert. Dies wire
bei der Anpassung der Bindungsabstinden von zwei Atomen einer Aminosdure vonndten.
Gerechtfertigt wird dieses Verfahren dadurch, dass bei dieser Einteilung der Bereiche die

wichtigsten Vielfachstreuwege beriicksichtigt werden.

k3 x(k)
FT [k x(k)]

Abb. 6.9 Anpassung des k’-gewichteten EXAFS-Spektrums (rot) und seine Fourier-
Transformierte von Probe B mit einem Modell aus Viles et al. (1999) (vgl. Abb. 6.8).

r[A] A-Faktor [A’]
Cu-Ne2 (Imidazolring 1) 2.00 £0.02 0.009 +0.001
Cu-Nd1 (Imidazolring 2) 2.01 £0.02 0.009 +0.001
Cu-N (Bereich 1) 1.97 £0.02 0.009 £0.001
Cu-Oy 1.91 £0.02 0.009 +0.001
Cu-Oy 2.26£0.02 0.009 +0.001
£ Cu-Ng2-Ndl 166° + 5°
(Imidazolring 1)
£ Cu-NO1-Neg2 164° + 5°
(Imidazolring 2)
Er [eV] -4.5
R [%] 36.25

Tab. 6.4 A-Faktor, Abstinde r, Winkel Cu-Ne2-Nol (Imidazolring 1) und Cu-No1-Ne2
(Imidazolring 2), Kantenverschiebungsenergie Er und R-Faktor der Anpassung des EXAFS-
Spektrums von Probe B mit einem Modell aus Viles et al. (1999) O,: Sauerstoff in der Cu-
Liganden-Ebene; O,: axial gebundener Sauerstoff.

Der Wasserligand in der Kupfer-Liganden-Ebene wird in EXAFS mit einem
Sauerstoffliganden wiedergegeben. Uber axiale Liganden trifft das Modell keine Aussagen.

Als Anpassungsparameter dienten die Abstinde der ndchsten Liganden, die Lage der
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Imidazolringe relativ zum Kupfer und ein A-Faktor fiir alle Atome. Das Modell musste
dahingehend erweitert werden, dass ein zusétzlicher axialer Sauerstoffligand eingefiihrt
wurde, um eine zufrieden stellende Anpassung zu erhalten. Das Ergebnis ist in Abb. 0.5
dargestellt. Die erhaltenen Parameter sind in Tab. 6.4 zu sehen. Der Verlauf des Spektrums
wird sehr gut wiedergegeben. Auch die Vielfachstreubeitrige, welche sich in der Fourier-
Transformierten bei Werten groBer als 3 A widerspiegeln, sind durch die Anpassung der

Imidazolringe sehr gut wiedergegeben worden.
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6.4 Diskussion

6.4.1 Charakterisierung des Kupferbindungsplatzes in den Octa-Repeat Segmenten

Die Stabilitit und Konformation der Kupferbindung innerhalb der Octa-Repeat Region wird
kontrovers diskutiert. Es werden die verschiedensten Modelle fiir die Umgebung des
Kupferatoms vorgeschlagen (Aronoff-Spencer et al. 2000; Burns et al. 2002). Auch der

Einfluss des verwendeten Puffers auf die Konformation ist nicht geklart.

Wie in in Abb. 6.4 gezeigt, wurde die Kupferbindung in drei verschiedenen Puffern
untersucht. Probe 1 befindet sich in einem Puffer aus einem Gemisch aus Glycerol und NEM.
Glycerol dient dabei als Frostschutzmittel. Probe 4 wurde in Wasser und 100 mM KCl
gemessen. Probe 5 enthilt einen Puffer aus DPC-Micellen. Die DPC-Micellen bilden
Lipidvesikel und sollen eine Membran imitieren. Thre GroBe ist pH-Wert abhidngig. Bei einem
pH-Wert von 7.0 besteht eine Micelle aus etwa 60 - 100 DPC-Molekiilen. DPC-Molekiile sind

zwitterionisch und somit neutral.

Die EXAFS-Spektren dieser drei Proben weisen keinen wesentlichen Unterschied auf. Dies
bedeutet aber nicht, dass die Umgebung der Kupferatome in allen Proben die Gleiche sein
muss. Da XAS auf alles Kupfer in der Probe sensitiv ist, kann auch nicht ausgeschlossen
werden, dass das Spektrum ein Resultat verschiedener Kupferkomplexe ist. Mittels EPR
konnte bei Probe 1 und Probe 5 nur eine Spezies beobachtet werden. EPR-Ergebnisse weisen
fiir Probe 1 und Probe 4 auf ein Bindungsmotiv aus 3N 10 hin. Dagegen ist bei Probe 4 eine
deutliche Verdnderung des EPR-Spektrums zu beobachten. Dies fiihrt man auf die Bildung
von zwei Spezies zuriick. In allen Proben wurde kein freies Kupfer beobachtet. Wenn
EXAFS-Spektren den gleichen Verlauf zeigen, bedeutet das, dass die stirksten Streubeitrdge
sich von Probe zu Probe nicht unterscheiden. Dies sind die Einfachstreuung an den nichsten
Liganden und die Beitrdge der Vielfachstreuung. Aus den EPR-Ergebnissen lésst sich folgern,
dass Probe 1 in NEM und Probe 5 in DPC-Micellen vergleichbare Strukturen mit gleichen
Liganden bilden. Als mogliche Liganden fiir den Kupferkomplex kommen entweder
Stickstoff- oder Sauerstoffatome in Frage. Dies erklirt auch die Ahnlichkeit der EXAFS-
Spektren. Tauscht ein Stickstoff-Ligand gegen einen Sauerstoffliganden oder umgekehrt aus
und verdndert sich dadurch die Vielfachstreuung des Systems nicht gravierend, ist im

EXAFS-Spektrum kein Unterschied zu erkennen, da Stickstoff und Sauerstoff sehr dhnliche



93

Streuphasen besitzen. Legt man als Beispiel das Bindungsmotiv der Rontgenstrukturanalyse
des HGGGW-Segments zu Grunde, kdnnte man ein dhnliches EXAFS-Spektrum von diesem
Komplex dadurch erhalten, dass ein Stickstoff-Ligand aus einem Glycin durch einen
Sauerstoff ersetzt wird. Dieser Sauerstoff konnte aus einem Wasser oder einer anderen
Carboxyl-Gruppe stammen. Ein einfaches Glycin liefert auch keinen wesentlichen Anteil zur
Vielfachstreuung. Mit Sicherheit bindet aber der Imidazolring des Histidins in allen drei
Proben. Denn ein Austausch des Histidins gegen einen anderen Liganden wiirde eine
ausgeprigte Anderung des Spektrums durch den Verlust seiner starken Vielfachstreubeitriige
hervorrufen. Dass ein Histidin bindet, wurde mit ESEEM an Probe 1 bestimmt. Mit EXAFS
kann belegt werden, dass mindestens ein Histidin am Kupfer bindet. Die Intensitdt der
Vielfachstreubeitriige in der Fourier-Transformierten von Probe 1 zwischen 3 und 5 A kann

schon mit dem Beitrag eines Imidazolrings angepasst werden.

Das Prion-Protein bindet {iber den C-Terminalen GPI-Anker an der Zellmembran. Es ist
anzunehmen, dass das Protein mit den Lipid-Bilayern interagiert. Dabei konnte die
Konformation der unstrukturierten N-terminalen Hilfte des Proteins und somit auch der
Verlauf der Kupferbindung moduliert werden. Zur Bestimmung eines geeigneten Lipid
Imitats wurden zwei verschiedene Typen von Micellen verwendet und davon jeweils ein
EXAFS-Spektrum bestimmt. Zum einen sind dies die zuvor beschriebenen DPC-Micellen
(Probe 5). Zum anderen sind dies SDS-Micellen. SDS-Micellen sind die am héufigsten
verwendeten Nachbildungen fiir Zellmembranen zur Untersuchung von Konformationsstudien
von Peptiden in der Umgebung von Lipiden. SDS-Micellen bestehen aus 60 - 100 SDS-
Molekiilen, deren Kopfgruppe negativ geladen ist. Die Spektren beider Proben zeigen
erhebliche Unterschiede (vgl. Abb. 6.5). Diese Unterschiede konnen nur mit deutlichen
strukturellen Anderungen erklirt werden. Von Probe 1 in NEM ist bekannt, dass es einen
einzigen stabilen Komplex bildet. Der Vergleich von Probe 5 in DPC-Micellen mit Probe 1 in
NEM liefert keinen Unterschied in den Spektren. Will man den Cu-Oktapeptid Komplex in
natiirlicher Umgebung untersuchen, so sollte man die DPC-Micellen verwenden, da ebenfalls
ein einziger stabiler Komplex gebildet wird. Inwieweit der Cu-Oktapeptid Komplex mit den
Lipiden wechselwirkt, ist mit EXAFS nicht zu bestimmen, solange die Cu-Umgebung davon

nicht beeinflusst wird.

Bei Probe 7 handelt es sich um die komplette Octa-Repeat Region in einer Losung aus DPC-
Micellen. Das EXAFS—Spektrum von Probe 7 ist wieder vergleichbar mit den anderen

Spektren. Die Statistik ist aber nicht zufrieden stellend. Mit EPR-Untersuchungen an Probe 7
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konnten aber wieder zwei Spezies beobachtet werden. Bei Untersuchungen an
Tetraoktapeptiden mit 1, 2 und 3 molar-dquivalentem Kupfer in einem Puffer aus 25mM
NEM wurde nur eine Spezies beobachtet (Viles et al. 1999). Dies ldsst den Schluss zu, dass
auch bei den Tetraoktapeptiden mit Kupfer in einer Losung aus DPC-Micellen eine Spezies
beobachtet werden sollte. Die DPC-Micellen eignen sich somit nicht zur Untersuchung der

Tetraoktapeptide in einer Membran imitierenden Umgebung.

Mit Probe 1 wurde versucht, die Kupferbindung an ein Oktapeptid genauer zu beschreiben.
Anhand der EPR-, ENDOR- und ESEEM-Untersuchungen konnte ein "Minimal Modell"
erstellt werden. Aus diesem "Minimal Modell" konnte mitttels EXAFS die Lage des
Imidazolringes und die Abstdnde der nédchsten Liganden bestimmt werden. Der NOI-
Stickstoff des Imidazolrings hat einen Abstand von 1.91 A vom Kupferatom, und das
Kupferatom liegt in einer Ebene mit dem Imidazolring. Der Winkel Cu-N&1-Ne2 betrégt 159°
+ 5° Mittels ENDOR-Untersuchungen koénnen auch Abstandsinformationen iiber die
Protonenlagen bestimmt werden. Zusétzlich kann noch der Winkel zwischen der Normalen
der Kupfer-Liganden-Ebene und dem Proton bestimmt werden. Ein Winkel von 0° entspricht
einem Proton senkrecht zur Kupfer-Liganden-Ebene. Der Bereich, in dem ENDOR sensitiv
ist, liegt zwischen 2 und 5 A. Bei ENDOR wird die Dipolwechselwirkung des Protons mit
dem Kupfer detektiert. Protonenpositionen konnen jedoch nicht in ein Modell fir EXAFS

iibersetzt werden, da EXAFS nicht sensitiv auf Protonen ist.

Dass die Ergebnisse der Anpassung des "Minimal Modells" mit den Ergebnissen der
ENDOR-Untersuchungen kompatibel sind, kann an einem Beispiel plausibilisiert werden. Mit
ENDOR konnten eines oder mehrere Protonen in einem Abstand von 3.1 A beobachtet
werden. Mindestens eines davon sollte sich in der Kupferliganden-Ebene befinden. Aus der
mit EXAFS bestimmten Lage des Imidazolringes relativ zum Kupfer kénnen mit dem
Programm X-PLOR (Briinger 1992) die Protonenpositionen des Imidazolringes aus
Standardgeometrien berechnet werden. Die berechnete Position des Hel des Histidins stimmt
mit den Vorhersagen aus ENDOR iiberein. Bei einem groBeren Winkel Cu-No1-Ne2 wird der
Abstand des Protons Hel groBer und rutscht in den Abstandsbereich von 3.2 A — 3.7 A. In
diesem Bereich wurden mit ENDOR keine Protonen detektiert. Dies beweist, dass mittels
EXAFS die Lage des Imidazols relativ zum Kupfer bestimmt werden konnte und kompatibel

mit den ENDOR-Ergebnissen ist.
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Aus den EPR-Untersuchungen kann von einem Bindungsmotiv 3N10 in axialer Symmetrie
ausgegangen werden. Es existiert keine Information iiber die genaue Art der Liganden. Mit
EXAFS konnte die radiale Verteilung der nédchsten Liganden bestimmt werden. Eine
Stickstoffposition ist vom No1-Stickstoff des Imidazolringes besetzt. Die Abstdnde lagen fiir
die anderen drei Atome bei etwa 1.95 A. Bei den Anpassungen war die Tendenz zu erkennen,
dass ein Abstand der Stickstoffe oder des Sauerstoffs im Bereich von 2.35 A zu finden sein
sollte. Diese Vermutung wird durch mindestens drei Modellkomplexe gestiitzt, die das gleiche
Bindungsmotiv 3N20 besitzen. Bei diesem Bindungsmotiv liegt ein Sauerstoffatom axial zur
Kupfer-Liganden-Ebene in einem Bereich, wie es EXAFS aufzeigt (vgl. Tab. 6.5). Diese

Modellkomplexe weisen ebenfalls eine planare Anordnung von 3N10 auf.

Referenz Cu-N1p; | Cu-N2,,; | Cu-N3,, | Cu-Op | Cu-O4y | alle £ (Ligand-Cu-
[A] [A] [A] [A] [A] Ligand) etwa 90°
(Priolo et al. 1983) | 1.913 | 2.025 1.997 | 1.886 | 2.378 | Axialer Ligand H,O,
(Félix et al. 1994) | 2.005 1.991 1.999 | 2.030 | 2.249 | Axialer Ligand H,O
(Miklos et al. 2001) | 2.086 | 1.984 | 2.011 1.956 | 2.471 | Beide (I){-Iéganden
2

Tab. 6.5 Modellkomplexe und die Abstinde der nidchsten Cu-Liganden in Angstrdm bei
einem Bindungsmotiv 3N20 (aus der Cambridge Structure Database). Op: Sauerstoff in der
Kupfer-Liganden-Ebene; O,: axialer Sauerstoff.

In der Rontgenstrukturanalyse des HGGGW-Segments wird der axiale Ligand als Wasser
interpretiert. Zur Kldrung der Art des axialen Liganden wurden wieder ENDOR-
Untersuchungen durchgefiihrt. Bei Verwendung von deuteriertem Wasser tauschen alle
austauschbaren Protonen gegen Deuteronen aus. Welche Protonen bei Aminosduren gegen
Deuteronen austauschen konnen, ist in Anhang A dargestellt. Ebenso tauscht auch jedes
ligandierende Wasser gegen deuteriertes Wasser aus. Deuteronen sind in ENDOR-Spektren
nicht sichtbar. Es wurde beobachtet, dass eine Protonenresonanz verschwindet die mindestens
einem Proton in einem Abstand von 3.1 A zugeordnet wird und axial zur Kupfer-Liganden-
Ebene liegt. Der Abstand von 2.35 A fiir ein Sauerstoffatom und Protonenabstéinde von 3.1 A

konnen mit einem Wassermolekiil exakt wiedergegeben werden.

In diesem "Minimal Modell" sind alle Einfachstreubeitrige der nédchsten Liganden
beriicksichtigt worden. Durch den Imidazolring ist auch ein Hauptbestandteil der
Vielfachstreubeitrige beriicksichtigt. Trotzdem konnte das Spektrum nicht restlos zufrieden

stellend wiedergegeben werden. Es miissen noch zusitzliche Vielfachstreubeitrége in Betracht
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gezogen werden. Sind die Liganden aber nicht bekannt, kann EXAFS alleine keine Aussagen

dariiber treffen.

Ein neuer Ansatz zum Erreichen einer Strukturlésung, wird hier in Kombination von EXAFS
mit EPR, ENDOR und X-PLOR versucht. Mit der bekannten Sequenz des Octa-Repeats
konnen aufbauend auf den spektroskopischen Untersuchungen Modelle mit Standard-
Abstinden und Standard-Winkeln entwickelt werden. Bei einem planaren 3N10
Bindungsmotiv und der Sequenz Ac-PHGGGWGQ-NH, ergeben sich daraus 189 mogliche
Konformationen fiir die Kupferbindung, wobei der Imidazolring mit seinem No1-Stickstoff an
das Kupfer bindet. Jedes dieser Modelle besitzt eine Vielzahl von Freiheitsgraden. Fiir jede
Aminosdure sind dies die Winkel @ und ¥ des Riickgrats und die Rotationswinkel der
Einfachbindungen in den Aminosdureresten. Durch Rotation um die Einfachbindungen, ®
und ¥ wird mit X-PLOR durch eine Energieminimierung versucht, eine mogliche Struktur zu
finden. Die EXAFS-Ergebnisse dienen bei der Energieminimierung als Randbedingungen.
Aus den daraus erhaltenen Modellen konnen auch Protonenpositionen bestimmt werden.
Diese Positionen miissen mit den Protonenpositionen kompatibel sein, welche aus ENDOR
bestimmt wurden. Von diesen Strukturen kann nun das EXAFS-Spektrum simuliert werden.
Dazu werden alle Atome mit einem Abstand kleiner als 5 A beriicksichtigt. Weiter entfernte
Atome liefern keinen nennenswerten Beitrag zum EXAFS-Spektrum. Vielfachstreuung
zwischen allen Atomen ist zugelassen. Als mdgliche Parameter zur Verbesserung der
Ubereinstimmung des simulierten Spektrums zum gemessenen Spektrum konnen die A-
Faktoren und die Kantenverschiebungsenergie Er dienen. Ferner ist auch die leichte Variation
der Abstinde ausgewihlter Bereiche von Atomen in den GroBenordnungen von 0.02 A
zuldssig. In einem Bereich befinden sich zum Beispiele alle Atome des Imidazolringes. Die
Bereiche werden so gewdhlt, dass die auftretenden Vielfachstreubeitrage beriicksichtigt

werden.

Abb. 6.10 zeigt ein simuliertes EXAFS-Spektrum nach einer Energieminimierung. In diesem
Beispiel binden der NOI-Stickstoff des Histidins, der Amidstickstoff vom His2, der
Amidstickstoff vom Gly4 und der Sauerstoff vom Gly7. Die Aminosduren sind nach ihrer
Reihenfolge in der Sequenz PHGGGWGQ nummeriert. Es wurden die A-Faktoren und die
Kantenverschiebungsenergie angepasst. Durch Variation der Abstinde um * 0.02 A konnte
die Ubereinstimmung mit dem gemessenen Spektrum verbessert werden. In Tab. 6.6 sind die

wichtigsten Parameter dieses Modells zu sehen. Der Verlauf ist bis auf den Bereich bei etwa k
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= 6 A sehr gut wiedergegeben. Dieser Bereich wird aber besser wiedergegeben als beim
"Minimal Modell" (vgl. Abb. 6.6). Die Abstinde der ndchsten Liganden liegen alle im
Bereich des "Minimal Modells". Besonders die Lage des Imidazolringes relativ zum Kupfer
stimmt mit dem "Minimal Modell" gut iiberein. Der R-Faktor sinkt von 38 % auf 28 %. Durch
dieses Verfahren ist die Gilite der Anpassung erheblich verbessert worden. In diesem Beispiel
ist die Ligandierung des Kupfers aber nicht planar, sondern stark tetraedisch verzerrt. Dies
widerspricht den EPR-Ergebnissen. So muss dieses Modell trotz Verbesserung der Anpassung

des EXAFS-Spektrums verworfen werden.

Um entscheiden zu konnen, welches die Konformation der Kupferbindung innerhalb des
Oktapeptides ist, muss das zuvor geschilderte Iterationsverfahren auf alle moglichen
Konformationen angewandt werden. Zusidtzlich miissen die erhaltenen Strukturen auf
Standardgeometrien und ihre Kompatibilitdt mit allen zuginglichen Ergebnissen iiberpriift
werden. Erst wenn alle Ergebnisse in einem konsistenten Bild zusammengefasst werden
konnen, ermoéglicht dies eine klare Aussage iliber die Konformation des
Kupferbindungsplatzes innerhalb des Oktapeptides zu treffen. EXAFS kann hierzu die
noétigen Randbedingungen fiir die Energieminimierung liefern. In einem letzten Schritt kann

mit Hilfe der Simulation des EXAFS-Spektrums iiberpriift werden, ob die Struktur plausibel

ist.
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Abb. 6.10 Simulation des k’ -gewichteten EXAFS-Spektrums (rot) und seine Fourier-
Transformierte von Probe 1 mit einem Modell erhalten aus einer Energieminimierung und
nachfolgender Anpassung der Abstinde im Rahmen der Fehlrergrenzen, der A-Faktoren und
der Kantenverschiebungsenergie Ep.
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r[A] A-Faktor [A?]
Cu-N&1 1.95 +0.02 0.006 + 0.001
Cu-His2N 1.94 £0.02 0.006 + 0.001
Cu-Gly4N 2.00 +0.02 0.006 + 0.001
Cu-Gly70 1.89 +0.02 0.006 % 0.001
Cu-O,y 2.45+0.02 0.010 £ 0.001
Cu-Ne2 4.04 +0.02 0.014 £ 0.001
£ Cu-N§1-Ne2 154° £ 5°
Z Cu-Nd&1-Imidazolebene 0°x5°
Er [eV] -5.38
R [%] 28.29

Tab. 6.6 A-Faktoren, Abstinde r, Winkel £ Cu-N&1-Ne2 und £ Cu-Ndl-Imidazolebene,
Kantenverschiebungsenergie Er und R-Faktor der Simulation des EXAFS-Spektrums von
Probe 1 nach der Energiminimierung mit X-PLOR und anschliessender Anpassung der A-
Faktoren, Kantenverschiebungsenergie und Variation der Abstinde gesamter Bereiche im
Bereich =+ 0.02 A. N&l: Am Kupfer bindender Stickstoff im Imidazolring; N; und Nj:
Stickstoffe in der Cu-Liganden-Ebene; Ne2: Stickstoff im Imidazolring; O, axial
gebundener Sauerstoft.
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6.4.2 Der N-terminale Kupfer bindungsplatz in menschlichen Prion-Proteinen

Um die fir EXAFS nétigen Kupferkonzentrationen zu erreichen, wurde bei Probe A und
Probe B an Prizipitaten gemessen. Probe D war eine reine Kontrollprobe. Die Statistik des
Spektrums von Probe D war nicht zufrieden stellend. Sie reicht aber aus, um den Verlauf des
Spektrums von Probe D mit dem Verlauf der Spektren der prézipitierten Probe vergleichen zu
konnen. In Probe D wurde das kupferbeladene PrP in einem NEM-Puffer ohne Prézipitation
gemessen. Sowohl das Ammoniumsulphat aus der Prizipitation als auch die Puffer von Probe
A und Probe B konnten iiber ihre Schwefelgruppen mit dem Kupfer wechselwirken. Das
Spektrum von Probe D stimmt mit den Spektren von Probe A und Probe D iiberein (vgl. Abb.
6.7). Probe D enthilt keine zusétzlichen Schwefelgruppen. Daraus kann geschlossen werden,
dass die Prézipitation mit Ammoniumsulphat keinen Einfluss auf die Kupferbindung hat und
die Puffer MOPS und MES geeignete Puffer zur Untersuchung des Kupferbindungsplatzes in
der N-terminalen Doméne des Prion-Proteins sind. Desweiteren konnte somit gezeigt werden,
dass XAS-Messungen an Prézipitaten durchaus zum Erfolg fithren kénnen. Von besonderem
Interesse ist dies im Falle von zu geringen Metallkonzentrationen. Durch Messung an

Prézipitaten konnen diese Proben fiir XAS-Untersuchungen zuginglich gemacht werden.

Zusétzlich muss noch gepriift werden, ob das Kupfer nur innerhalb der Octa-Repeat Region
bindet. Ein Vergleich der gemessenen EXAFS-Spektren von Probe A, Probe B und Probe D
mit dem EXAFS-Spektrum, das durch XAS-Messungen an PrP(91-231) erhalten wurde, zeigt
deutliche Unterschiede (Hasnain et al. 2001). Ein Kupferatom bindet hier im Bereich
zwischen HIS96 und HIS111. Das Met109 ligandiert das Kupfer mit seinem Schwefelatom.
An Probe A und Probe B wurden auch EPR-Untersuchungen durchgefiihrt. Ein direkter
Schwefelligand kann aus den erhaltenen EPR-Spektren ausgeschlossen werden. Auch freies
Kupfer wurde nicht beobachtet. Aus all diesen Ergebnissen kann gefolgert werden, dass in

Probe A und Probe B das Kupfer ausschlielich an die Octa-Repeat Region bindet.

Probe A wurde bei einem pH-Wert von 6.0 untersucht und Probe B bei einem pH-Wert von
7.0. Bei diesen Proben konnte mittels der ICP-MS die mittlere Kupferkonzentration pro
Prion-Protein bestimmt werden. Bei Probe A sind das im Mittel 1.7 Kupferatome pro Prion-
Protein. In Probe B sind es dagegen im Mittel 2.7 Kupferatome pro Prion-Protein. Die
unterschiedliche Beladung kann dadurch erkldrt werden, dass mit hoheren pH-Werten die

Wahrscheinlichkeit der Deprotonierung der Histidine zunimmt. Sind die Imidazolringe der
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Histidine deprotoniert, kdnnen Sie an das Kupfer binden. Die gemessenen EXAFS-Spektren
sind im Rahmen der Messgenauigkeit identisch. Da in Probe B ein Kupferatom im Mittel
mehr gebunden ist als in Probe A und die EXAFS-Spektren identisch sind, ldsst dies den
Schluss zu, dass die Umgebung der einzelnen Kupferatome die gleiche ist. Durch den
Vergleich mit den EXAFS-Messungen an einfachen Oktapeptiden (vgl. Abb. 6.4) ist
eindeutig zu erkennen, dass sich der Kupferbindungsplatz in der N-terminalen Doméne des

gesamten Prion-Proteins entscheidend von einem einfachen Oktapeptid unterscheidet.

Die EPR-Spektren von Probe A und Probe B konnten mit nur einer Spezies erklart werden.
Die Ergebnisse weisen auf eine planare Anordnung mit einem Bindungsmotiv aus 3N10 hin.
Uber den axialen Liganden konnte keine Aussage getroffen werden. Die EXAFS-Ergebnisse
lassen sich dahingehend interpretieren, dass die Umgebung der bindenden Kupferatome
identisch ist. Die Fourier-Transformierte des EXAFS-Spektrum von Probe B im Bereich
groBer als 3 A zeigt einen erheblichen Anteil von Vielfachstreuung (Abb. 6.9). Dieser kann
durch die Ligandierung von zwei Histidinen an das Kupfer erkldrt werden. In Probe B sind in
der Octa-Repeat Region mindestens drei Kupferatome gebunden, und es befinden sich dort
vier Histidine. Wenn bei drei Kupferatomen jedes Kupfer zwei Imidazole bindet, miissen bei
nur vier Imidazolringen in der Octa-Repeat Region die Kupferatome iiber die Imidazolringe
miteinander verkniipft sein. Moglich wird dies dadurch, dass das Imidazol sowohl am No1-
Stickstoff als auch am Ne2-Stickstoff Kupferatome binden kann. Weiter kann man folgern,
dass bei zwei Bindungsplidtzen pro Imidazolring und zwei Imidazolringen pro Kupfer

hochstens vier Kupferatome pro Octa-Repeat Region binden konnen.

In einer CuyZn, Superoxiddismutase fungiert ebenfalls ein Imidazolring als Briickenligand
(Parge et al. 1992). Es wurde ein Kupfer-Kupfer-Abstand von 6.3 A beobachtet. Auch hier ist
ein solcher Abstand zu erwarten, da ein typischer Cu-Stickstoff Abstand im Bereich von 2.0
A und der Durchmesser eines Imidazols ebenfalls bei etwa bei 2.0 A liegt. Ein Cu-Cu-
Abstand von iiber 6 A ist mit EXAFS nicht detektierbar und wurde deshalb nicht

beriicksichtigt.

Die bisher erhaltenen Ergebnisse passen in das von Viles et al. (1999) vorgeschlagene Modell
fiir den Kupferbindungsplatz in der N-terminalen Domine des menschlichen Prion-Proteins
(vgl. Abb. 6.8). Das Bindungsmotiv 3N10 ist in diesem Modell erkennbar, zwei
Imidazolringe binden pro Kupferatom, und die Kupferatome sind iiber die Imidazolringe

verbriickt. Der dritte Stickstoffligand des Kupfers ist in diesem Modell der Riickgratstickstoff
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eines Histidins. Der Sauerstoffligand in der Ebene ist aus einem Wassermolekiil gebildet. Fiir
diese beiden Kupferliganden gibt es Beispiele in der Literatur (Sigel und Martin 1982; Perkins
et al. 1984; Kaim und Schwederski 1991; Miklos et al. 2001).

Aufgrund der von Viles et al. (1999) angenommenen kooperativen Bindung von
Kupferatomen an die Octa-Repeat Region geht dieses Modell von vier Kupferatomen aus
(Garnett und Viles 2003). Da EXAFS keinen Cu-Cu-Abstand dieser GroBenordnung
bestimmen kann und auf alle Kupferatome in der Probe sensitiv ist, werden alle vier
Kupferatome zu einem Kupferatom mit gleicher Umgebung zusammengefasst. Ob es nun drei
oder vier Kupferatome pro Octa-Repeat Region sind, ist somit filir die Anpassung nicht von
Belang. Gerechtfertigt wird dieses Vorgehen dadurch, dass das EPR-Spektrum von Probe B
nur eine Spezies anzeigt. Es ist also anzunehmen, dass die drei bzw. vier Kupferatome die

gleiche Umgebung besitzen.

Eine Anpassung dieses Modells an das gemessene Spektrum liefert die Daten in Tab. 6.3. Das
daraus resultierende EXAFS-Spektrum ist in Abb. 6.9 dargestellt. Das Modell wurde
dahingehend erweitert, dass an jedem Kupferatom axial ein Sauerstoffatom bindet. Ein
Hinweis auf den axialen Liganden liefert die nicht korrekte Anpassung des Peaks in der
Fourier-Transformierten bei etwa 2 A ohne einen Atomabstand groBer als 2.2 A. Auch bei
den einfachen Octa-Repeats wurde ein axialer Wasserligand beobachtet. Von Miklos et al.
(1999) wurde auch ein 3N20 Kupferkomplex untersucht, dessen zwei Sauerstoffliganden von
zwei Wassermolekiilen stammen. Der erhaltene Abstand des axialen Sauerstoffs von 2.261 A
stimmt gut mit den Literaturdaten in Tab. 6.5 {iberein. Eine weitere experimentelle
Bestitigung des Vorhandenseins beider Wasserliganden konnte mit ENDOR-Messungen an

Probe B mit deuteriertem Wasser erreicht werden.

Anhand der Giite der Anpassung kann darauf geschlossen werden, dass die meisten Einfach-
und Vielfachstreubeitrdge beriicksichtigt wurden. Der Abstand und die Lage der beiden
Imidazolringe wird unabhédngig voneinander angepasst. Die Kupferatome liegen bei beiden
Imidazolen in der Imidazolringebene. Da die Kupferatome iiber die Imidazole verbriickt sind,
ergibt sich daraus eine sehr planare Anordnung der Kupferatome mit ihren ligandierenden
Imidazolringen zueinander. Die erfolgreiche Anpassung mit nur einem A-Faktor fiir alle
Schalen weist ebenfalls auf eine sehr kompakte und in sich homogene Struktur hin. Dieser
Sachverhalt spiegelt sich auch in den gleichen Abstéinden beider Imidazole zum Kupfer und

den gleichen Winkel