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Teil | — Theoretische Grundlagen

1 Einleitung

Nach der Entdeckung der Elektronenspinresonanz (EPR) im Jahre 1945 durch Zavoisky [1]
wurde EPR-Spektroskopie iiber lange Zeit nur bei Frequenzen zwischen 8 und 12 GHz
betriecben. Wihrend in der Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) sehr schnell
Puls-Methoden die klassische cw-Spektroskopie ablosten, fand in der EPR keine
vergleichbare Entwicklung statt. In den letzten 10 bis 15 Jahren haben sich aber in der EPR
zwei verschiedene Entwicklungen zunehmenden Interesses erfreuen konnen. Zum einen die
Verwendung immer hoherer Magnetfelder und MW-Frequenzen, zum anderen die
Anwendung von Puls-Experimenten.

Wie in der NMR ist es auch in der EPR interessant, Messungen bei hohen Magnetfeldern
durchzufiihren, wofiir es verschiedene Griinde gibt. Der Wichtigste ist sicherlich die hohere
spektrale Auflésung bei hoheren Magnetfeldern aufgrund der zunehmend besser aufgelosten
g-Tensor Anisotropie (vgl. Kapitel 2.6). Dieser Effekt ermoglicht es beispielsweise,
verschiedene Beitrige zu den Spektren zu trennen und auch an ungeordneten Proben
orientierungsabhéngige Messungen vorzunehmen. Ein weiterer Vorteil der Hochfeld-EPR
(HF-EPR) besteht in der hoheren absoluten Empfindlichkeit gegeniiber Spektrometern bei
konventionellen MW-Frequenzen im X-Band' (9 GHz) sowie dem geringeren Proben-
volumen. Ubergangsmetallionen mit halbzahligem Spin S>1/2 weisen im X-Band meist sehr
grofle Linienbreiten auf, welche bei hohen Magnetfeldern kleiner werden, wodurch die
Spektren leichter interpretierbar werden (vgl. Abbildung 3.3). Spinsysteme mit ganzzahligem
Spin und einer grofen Nullfeldaufspaltung kénnen nur mit hohen MW-Frequenzen untersucht
werden, da ansonsten keine Uberginge zwischen den Energieniveaus induziert werden
konnen [2].

In der NMR haben Puls-Experimente die klassische cw-Spektroskopie mittlerweile
vollstindig verdringt, wihrend diese in der EPR immer noch weit verbreitet ist. Dennoch hat
sich in den letzten Jahren auch hier der Trend entwickelt, Puls-Verfahren einzusetzen, da auf
diese Weise viele Fragestellungen wesentlich eleganter bearbeitet werden konnen,
beziehungsweise iiberhaupt erst zugdnglich werden. Puls-Verfahren erlauben die Trennung
von iiberlagerten Signalen, die zu verschiedenen paramagnetischen Spezies gehoren,
beispielsweise durch unterschiedliches Relaxationsverhalten. Mit Experimenten wie ESEEM
[3] oder ENDOR [4,5] konnen Informationen iiber Hyperfeinwechselwirkungen gewonnen
werden, welche mit cw-EPR nicht immer aufgelost werden konnen [6-8].

Die Kombination dieser beiden methodischen Erweiterungen der EPR-Spektroskopie erlaubt
es, mehrdimensionale Spektroskopie zu betreiben und damit detaillierte orientierungs-
abhiingige Informationen zu erhalten [9]. Uber orientierungsabhingiges Relaxationsverhalten
konnen beispielsweise Riickschliisse iiber anisotrope Bewegungsmoden paramagnetischer
Spezies in ihren Bindungstaschen gewonnen werden [10,11]. Mit dieser Information
wiederum konnen Aussagen iiber die Bindungsverhéltnisse gemacht werden. Das
zunehmende Interesse an HF-EPR Spektroskopie zeigt sich auch daran, dass die Deutsche
Forschungsgemeinschaft 1998 ein Schwerpunktprogramm mit dem Titel Hochfeld EPR in
Biologie, Chemie und Physik ins Leben gerufen hat, in dessen Rahmen sowohl Anwendungen
als auch technische Neuentwicklungen gefordert werden.

! zur Nomenklatur der MW-Frequenzbinder siche Anhang A.3

_5_



Teil | — Theoretische Grundlagen

Die ersten Puls HF-EPR Spektrometer wurden in Leiden (1989, 95 GHz), Moskau (1991,
140 GHz), am MIT in Boston (1992, 140 GHz) und in Berlin gebaut (1994, 95 GHz) [12-15].
Seit 1996 ist ein Puls W-Band (95 GHz) Spektrometer auch kommerziell erhéltlich, was das
zunchmende Interesse an Puls-HF-EPR demonstriert [16,17].

Schon vor iiber 20 Jahren wurde ein Aufbau beschrieben, mit dem ohne Verwendung eines
MW-Resonators mit Hilfe eines FIR-Lasers Puls-EPR Experimente bei 330 GHz
durchgefiihrt wurden [18]. Die hochste MW-Frequenz, bei der bislang ein Puls-EPR
Experiment durchgefithrt worden ist, betrdgt 604 GHz [19]. Diese Experimente hatten
allerdings nur Demonstrationscharakter und wurden nur einmalig durchgefiihrt.

Im Rahmen dieser Arbeit wird der Aufbau eines Puls HF-EPR Spektrometers, das bei einer
Frequenz von 180 GHz arbeitet, vorgestellt. Das Spektrometer wird mit einem Zylinder-
resonator betrieben, welcher in einer fundamentalen Mode arbeitet. Dieser Resonatortyp
bietet wesentliche Vorteile gegeniiber den hiufig in cw-HF-EPR Spektrometern verwendeten
Fabry-Pérot Resonatoren. 180 GHz ist derzeit weltweit die hochste Frequenz, bei der
routineméfig Puls-EPR Experimente betrieben werden.

Die vorliegende Arbeit ist in drei Teile gegliedert. Im ersten Teil der Arbeit werden in
Kapitel 2 die Grundlagen der EPR-Spektroskopie dargelegt. Da im dritten Teil der Arbeit
ausfiihrliche Untersuchungen an Proteinkomplexen mit Mn**-Ionen gezeigt werden, sind in
Kapitel 3 die EPR-relevanten Eigenschaften des Mn®"-Ions zusammengefasst.

Der zweite Teil der Arbeit befasst sich mit dem Aufbau und der Charakterisierung des
180 GHz EPR-Spektrometers. In Kapitel 4 werden die Eigenschaften des supraleitenden
Magneten zusammengefasst. Ein Transmissionsaufbau, mit dem auf einfache Weise
cw-Spektren aufgenommen werden kdnnen, wird in Kapitel 5 vorgestellt. In den Kapiteln 6
und 7 wird der Aufbau des Puls-Spektrometers vorgestellt sowie dessen Eigenschaften
diskutiert. AbschlieBend wird in Kapitel 8 auf die Steuerung des Spektrometers eingegangen.

Im dritten Teil der Arbeit werden Anwendungsbeispiele fiir HF-EPR gezeigt. In Kapitel 9
wird ausfiihrlich auf Untersuchungen am Ras-Protein eingegangen. Dieses Protein spielt eine
wichtige Funktion bei der intrazelluldren Signalweiterleitung und regelt solch wichtige
Prozesse wie Zellwachstum, Differentiation und Apoptose. In ca. 30 % aller menschlichen
Tumore werden Mutationen dieses Proteins gefunden. Trotz dieser wichtigen Funktion ist der
genaue Mechanismus des Aktivierungszyklus noch nicht im Detail aufgeklart. Hier kann mit
Hilfe der HF-EPR ein entscheidender Beitrag geleistet werden, da ganz gezielt das aktive
Zentrum der Proteinkomplexe untersucht werden kann. Mit Hilfe von cw-EPR Spektroskopie
und ENDOR-Untersuchungen mit H,'’O-markiertem Wasser soll die lokale Umgebung des
Metallzentrums dieser Proteinkomplexe untersucht werden. Dabei wird zunéchst der inaktive
Zustand des Proteins untersucht, da moglicherweise auch aus diesen Informationen Hinweise
darauf gefunden werden konnen, auf welche Weise verschiedene onkogene Mutanten den
Deaktivierungsmechanismus blockieren. Die erhaltenen Ergebnisse werden kritisch mit
bereits aus anderen Strukturuntersuchungen gewonnenen Erkenntnissen verglichen und
diskutiert.

AbschlieBend werden in Kapitel 10 Anwendungsbeispiele des aufgebauten HF-EPR

Spektrometers gezeigt. Dabei soll die Leistungsfihigkeit der Puls HF-EPR Spektroskopie im
allgemeinen sowie des aufgebauten Spektrometers im besonderen demonstriert werden.

—6—
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2 Grundlagen der EPR

Im Rahmen dieser Einleitung sollen nur die wesentlichen Grundlagen der EPR-Spektroskopie
dargestellt werden, welche fiir das Verstindnis der dargestellten Arbeit notwendig sind. Fiir
weitergehende Grundlagen sei auf diverse Biicher verwiesen, welche sowohl die Grundlagen
der cw- [20-22] als auch der Puls-EPR [6,8] behandeln.

2.1 Der Elektronenspin

Im Jahre 1922 machten Otto Stern® und Walther Gerlach® die Beobachtung, dass ein Strahl
von Silberatomen in einem inhomogenen Magnetfeld in zwei Strahlen aufgespalten wird, was
letztlich zur Entdeckung des Elektronenspins fiihrte [23].

Der Betrag eines Spins S ist gegeben durch die Spinquantenzahl S mittels
|§| = JS(S+D)h. 2.1)
Mit dem Spin eines Elektrons ist auch ein magnetisches Moment i, mit

. e = pas
}’Le =_ge Sz_geHBS (22)
2m

verkniipft, wobei pg das Bohrsche* Magneton bezeichnet. Im Jahre 1928 konnte Paul Dirac’
zeigen, dass der Spin des Elektrons eine notwendige Folge einer relativistischen
Quantentheorie ist, er leitete einen g-Faktor von g.=2 her [24]. Der exakte g-Faktor des
freien Elektrons von g.=2.0023193043737 kann mit Hilfe der Quantenelektrodynamik
hergeleitet werden, er folgt aus der Wechselwirkung des Elektrons mit seinem eigenen
Strahlungsfeld [25].

Wird ein magnetisches Moment [ in ein homogenes Magnetfeld EO gebracht, so sind

aufgrund der quantenmechanischen Eigenschaften nur diskrete Werte der z-Komponente des
magnetischen Moments erlaubt, wenn die z-Achse durch die Richtung des Magnetfelds

festgelegt wird. Fiir die z-Komponente eines Spins S gilt

S, = mg, mit mg = -S, -S+1, ... S. (2.3)

2 Otto Stern: 1888 bis 1969, Nobelpreis fiir Physik 1943

* Walther Gerlach: 1889 bis 1979

* Niels Bohr: 1885 bis 1962, Nobelpreis fiir Physik 1922

> Paul Adrien Maurice Dirac: 1902 bis 1984, Nobelpreis fiir Physik 1933

_7-
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Aufgrund der Wechselwirkung eines magnetischen Moments mit dem dufleren Magnetfeld
E=-uB, (2.4)

besitzen die erlaubten Zustinde verschiedene Energien, die Energiedifferenz zwischen zwei
benachbarten Energieniveaus betrégt im Falle von Elektronen

AE =g ugB,, (2.5)
ist also proportional zur Stirke des angelegten Magnetfelds. Der Zusammenhang zwischen
der magnetischen Feldstirke und der Energiedifferenz ist in Abbildung 2.1 fiir den Fall S=1/2

dargestellt. Dort sind auch héufig verwendete sowie die in dieser Arbeit erwédhnten
MW-Frequenzen mit den dazugehorigen Magnetfeldstirken eingetragen.

= 41 Energie
_— mg =+ a

ﬂx
S - Band
3 GHz
0.11 T
G - Band
180 GHz
64T
Q - Band L
35 GHz 3
1T T~ mg=-%
>
Magnetfeldstiarke B,

Abb. 2.1  Verschiedene in der EPR verwendete MW-Frequenzen bei zunehmender
Magnetfeldstirke By, gezeigt am Beispiel eines Spinsystems mit S=1/2. (vgl. auch
Anhang A.3)

2.2 Kilassische Beschreibung der EPR

Aus der klassischen Mechanik ist bekannt, dass die zeitliche Anderung eines Drehimpulses
gleich dem angreifenden Drehmoment ist. Fiir Elektronenspins in einem Magnetfeld folgt
damit:

= =i, xB,, (2.6)



Teil | — Theoretische Grundlagen

und mit (2.2) folgt daraus die Bloch®-Gleichung

du, =

_:gel"LB(BOXMe)' (2'7)
dt

Die Losung dieser Differentialgleichung ist eine Prézession des magnetischen Moments [,

um die z-Achse mit der Larmorfrequenz

v,=0,/2n =g u;B,, fir (2.8)
0

B,=| 0 (2.9)
BO

Die Komponenten des Spins und damit des magnetischen Moments senkrecht zur z-Achse
sind somit zeitlich ausgemittelt.

Wird der Elektronenspin einem linear polarisierten elektromagnetischen Wechselfeld
ausgesetzt, so kann dieses gedanklich in zwei mit unterschiedlichen Drehrichtungen
rotierende Wechselfelder zerlegt werden. Eines dieser beiden rotierenden Felder hat den
gleichen Umlaufsinn wie die Spins um die Magnetfeldachse, das andere hat keinen Einfluss.
Um die Darstellungen zu vereinfachen, ist es sinnvoll, einen Wechsel des
Koordinatensystems vorzunehmen. Als Bezugssystem wird ein Koordinatensystem gewéhlt,
in dem das von der Mikrowelle erzeugte Magnetfeld El zeitlich konstant ist. Dieses rotiert
mit der Winkelgeschwindigkeit mmw um die z-Achse und hat den gleichen Umlaufsinn wie
die Larmorprézession der Elektronenspins. Die Orientierung des Koordinatensystems sei so

gewdhlt, dass der Vektor El entlang der x-Achse zeigt.
Ist die Resonanzbedingung

AE=hv,, (2.10)
erfiillt, so werden zwischen den benachbarten Energieniveaus Ubergiinge induziert. Im Falle
der Resonanzbedingung ist im rotierenden Koordinatensystem die Magnetfeldkomponente
entlang der z-Achse gleich Null, sodass der Elektronenspin nun mit der Frequenz

vV, =0, /2t =g u;B, (2.11)

um die x-Achse prizediert. Zuriicktransformiert in das Laborsystem erhdlt man eine
Uberlagerung zweier Rotationen, was schematisch in Abbildung 2.2 dargestellt ist.

% Felix Bloch: 1905-1983, Nobelpreis fiir Physik 1952
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Abb.2.2  Ubergang eines Elektronenspins S=1/2 zwischen den Zustinden ms=-1/2 und
mg=+1/2 als Folge eines angelegten magnetischen Wechselfelds B, (entnommen
aus [20]).

2.3 Relaxation und Linienbreite

Da in der EPR-Spektroskopie nicht mit einzelnen Elektronenspins gearbeitet wird, sondern
mit makroskopischen Proben, sind die Eigenschaften der Proben durch Mittelung iiber die
Eigenschaften vieler Spins bestimmt. Das makroskopische magnetische Moment ist somit die
Summe der einzelnen magnetischen Momente:

M=>1, (2.12)

Im thermischen Gleichgewicht stellt sich zwischen den einzelnen Energieniveaus eine
Besetzungsverteilung gemif der Boltzmann-Statistik’ ein. Wird in einem cw-Experiment
kontinuierlich MW-Strahlung von der Probe absorbiert, so strebt das System dadurch zu einer
Gleichbesetzung der Energieniveaus. Bei FEinstellen der Gleichbesetzung wére kein
EPR-Signal mehr vorhanden. Nach Ausschalten der Mikrowelle strebt das System mit der
longitudinalen Relaxationszeit T; wieder dem thermischen Gleichgewicht My zu. Diese
Relaxationszeit kann beschrieben werden durch:

- (2.13)

Mit der transversalen Relaxationszeit T, werden alle Mechanismen erfasst, welche eine
vorhandene Magnetisierung in der xy-Ebene im Laufe der Zeit abklingen lassen. Diese
Effekte konnen durch

f=-Tx gnd — 2= (2.14)

beschrieben werden.

7 Ludwig Boltzmann: 1844 bis 1906
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Zur transversalen Relaxation trigt unter anderem die Phasengedichtniszeit T," bei, welche ein
Mal} dafiir ist, wie schnell die Phasenbeziehung der betrachteten Spins aufgrund von
Inhomogenitidten in der Probe abklingt. Auch die longitudinale Relaxation trigt zur
Relaxationszeit T, bei. In der Summe kann dieser Zusammenhang geschrieben werden als:

LIV S (2.15)
T, T, 2T

Je nach betrachtetem System miissen noch weitere Beitrdge beriicksichtigt werden, wie
beispielsweise Librationen.

Uber die Energie-Zeit-Unschirferelation hiingt die Lebensdauer von angeregten Zustinden
mit der beobachteten Linienbreite eines Ubergangs zusammen:

Ao x At >1 (2.16)

Die Prozesse, die zur beobachteten Linienbreite beitragen, konnen in homogene und
inhomogene Beitrdge unterteilt werden. Erstere fithren zu einer Linienform, die mit einer
Lorentz-Kurve® beschrieben werden konnen, deren Linienbreite umgekehrt proportional zu T,
ist. Eine inhomogenen Linienverbreiterung dagegen fithrt zu einer GauBformigen’
Linienform.

24 Puls-EPR

Wird die Mikrowelle nicht kontinuierlich eingestrahlt, sondern nur fiir eine kurze Zeit tp, so
wird die Magnetisierung M nur um einen bestimmten Winkel

oy =0,y (2.17)
um die x-Achse gedreht.

Ein einfaches Beispiel fiir eine Pulssequenz ist das Hahn-Echo'’, welche in Abbildung 2.3
dargestellt ist. Im Jahre 1950 hatte Erwin Hahn zum ersten Mal ein Echo mit Kernspins
erzeugt [26]. 1958 konnte Richard Blume das erste Hahn-Echo mit Elektronenspins erzeugen
[27].

Mit einem m/2-Puls wird die Magnetisierung im rotierenden Koordinatensystem von der
z-Achse auf die y-Achse gedreht. Da sich die einzelnen Spins in leicht verschiedenen
Umgebungen befinden, gibt es kleine Unterschiede in den lokalen Magnetfeldern und damit
in den Larmorfrequenzen der verschiedenen Elektronenspins. Aufgrund der unterschiedlichen
Larmorfrequenzen laufen wéhrend der Evolutionszeit t die Spins in der xy-Ebene
auseinander, sie dephasieren. Dies gilt nur fiir den Fall einer inhomogenen
Linienverbreiterung. Mit einem m-Puls werden nach der Zeit t alle Spins an der x-Achse

¥ Hendrik Antoon Lorentz: 1853 bis 1928, Nobelpreis fiir Physik 1902
? Johann Carl Friedrich GauB: 1777 bis 1855
' Erwin Hahn: geb. 1921
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gespiegelt. Wihrend der zweiten Evolutionszeit laufen die Spins dann wieder zusammen,
sodass nach der Zeit t ein Echo entlang der y-Achse entsteht. Mit der Hahn-Echo Sequenz
kann also die Stdrke der z-Magnetisierung, die vor dem ersten Puls vorhanden ist, abgefragt
werden.

< > < >

/2 s JL

Abb. 2.3  Pulssequenz zur Erzeugung eines Hahn-Echos.

Eine andere einfache Pulssequenz ist die zur Erzeugung eines stimulierten 3-Puls Echos,
welche in Abbildung 2.4 dargestellt ist.

< t >« T >« L >

/2 /2 /2 JL

Abb. 2.4  Pulssequenz zur Erzeugung eines stimulierten Echos.

Der erste m/2-Puls bringt die Magnetisierung in Richtung der y-Achse. Wiahrend der
Evolutionszeit t dephasieren die Spins in der xy-Ebene und die Gesamtmagnetisierung
verschwindet. Der zweite m/2-Puls dreht die einzelnen Spins in die yz-Ebene. Wihrend der
Zeit T dephasieren wiederum alle Spins, die nicht genau entlang der z-Achse liegen. Dadurch
verschwindet nach der Relaxationszeit T, die transversale Magnetisierung. Nach dem dritten
n/2-Puls werden die Spins von der z-Achse wieder auf die y-Achse gedreht. Da jetzt aber die
Spins mit unterschiedlichen Larmorfrequenzen in unterschiedliche Richtungen auf der
y-Achse zeigen, laufen diese nach der Zeit T wieder zusammen. Auf diese Weise entsteht eine
resultierende Magnetisierung entlang der y-Achse und damit ein Echo. Da nicht alle Spins
exakt in die gleiche Richtung zeigen, ist die Gesamtmagnetisierung zum Zeitpunkt des Echos
bei einem stimulierten Echo um den Faktor zwei kleiner als bei einem Hahn-Echo [6]. Dieses
gilt nur flir den idealisierten Fall, dass mit den MW-Pulsen das komplette Spektrum angeregt
wird.

Diese eher klassische Beschreibung der beiden Pulssequenzen ist fiir einfache Pulsfolgen wie
die beiden betrachteten noch nachvollziehbar. Bei komplizierteren Pulsfolgen mit mehr
Pulsen oder bei Systemen mit S>1/2 stoft diese Methode aufgrund der quantenmechanischen
Eigenschaften der Elektronen- und Kernspins an ihre Grenzen, sodass hier andere Verfahren
wie der Dichteoperator- oder der Produktoperatorformalismus angewendet werden miissen,
um die Wirkungsweise solcher Pulsfolgen zu beschreiben und zu verstehen [6].

2.5 Der stationdare Spinhamiltonoperator

Im stationdren Spinhamiltonoperator sind alle zeitlich konstanten Wechselwirkungen, welche
in der EPR-Spektroskopie eine Rolle spielen, zusammengefasst:

—12 -
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H:HEZ+HHF+HKZ+HNF+HKQ, (2.18)
wobei die Abkiirzungen folgende Bedeutungen haben:

Hgz: Elektron Zeeman-Wechselwirkung

Hyr: Hyperfein-Wechselwirkung

Hgz: Kern Zeeman-Wechselwirkung

Hnr: Nullfeldaufspaltung fiir Spins mit S > 1/2

Hxo: Kern Quadrupol-Aufspaltung fiir Kerne mit [ > 1/2

Da es sich bei den betrachteten Elektronen- und Kernspins um quantenmechanische und nicht
um klassische Groflen handelt, werden im Folgenden der Elektronenspin S durch den

Spinoperator S und der Kernspin I durch den entsprechenden Spinoperator I ersetzt.

251 Die Elektron Zeeman-Aufspaltung

Durch Einsetzen der Gleichung (2.2) in (2.4) erhdlt man den Hamiltonoperator fiir die
Elektron Zeeman-Aufspaltung

H,, =g.1,SB,, (2.19)

welcher in dieser Form fiir eine isotrope Wechselwirkung giiltig ist. Ist das Bahndrehmoment
des Elektronenspins ungleich Null, so gibt es auch eine Wechselwirkung des
Bahndrehmoments mit dem Magnetfeld. Dieser Beitrag ist in Gleichung (2.19) noch nicht
beriicksichtigt. Da das Gesamtdrehmoment in diesem Fall nicht isotrop ist, ist auch die
entstechende Wechselwirkung anisotrop, und statt dem g-Faktor wird der Tensor g eingefiihrt:

H,, =1,S2B,. (2.20)

2.5.2 Die Hyperfeinwechselwirkung

Die Hyperfeinwechselwirkung zwischen einem Elektronen- und einem Kernspin setzt sich
aus zwei Beitrdgen zusammen, einem isotropen und einem anisotropen Anteil.

Der isotrope Anteil aj, der Hyperfeinwechselwirkung wird durch eine endliche
Aufenthaltswahrscheinlichkeit des Elektronenspins am Kernort verursacht, was als
Fermi''-Kontakt-Wechselwirkung bezeichnet wird:

8
a,, =7geuegKuK|\Pe<r=0)|2. 2.21)

""Enrico Fermi: 1901 bis 1954, Nobelpreis fiir Physik 1938
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Der anisotrope Anteil der Hyperfeinwechselwirkung wird durch eine Dipol-Dipol
Wechselwirkung zwischen den beiden Spins verursacht, und kann daher ausgedriickt werden
als:

IS 30757
H e gy = =8 M. &x Mk PR [ (2.22)

Der Vektor 7 ist der Abstandsvektor vom Kern zum Elektronenspin. Um die Abhingigkeit
des Hamiltonoperators vom Abstand zu eliminieren, kann der obige Ausdruck iiber die
gesamte Wellenfunktion des Elektronenspins integriert werden. Das Ergebnis kann in Form
eines Tensors ausgedriickt werden:

AXX Xy Xz
Ay =gM.gihg| 4, A, A | mit (2.23)
AZ)C Azy zZ
3ij — 61.]1’2
4, = <r—5 . (2.24)

Die eckigen Klammern bedeuten die Mittelung liber den Raum, in dem die Wellenfunktion
des Elektrons ungleich Null ist. Wie aus Gleichung (2.24) zu erkennen ist, ist der dipolare
Hyperfeintensor spurlos. Daraus folgt, dass bei schneller Rotation der betrachteten Systeme
die anisotrope Hyperfeinkopplung ausgemittelt wird, wie dies zum Beispiel bei fliissigen
Losungen der Fall ist. Dariiber hinaus ist der dipolare Hyperfeintensor symmetrisch. Es ldsst
sich also immer ein Koordinatensystem finden, in dem die Nebendiagonalelemente gleich
Null sind. Dies ist das Hauptachsensystem des Hyperfeintensors.

Beide Anteile der Hyperfeinwechselwirkung lassen sich zu einem gemeinsamen Tensor
zusammenfassen:

A=a, +4,, . (2.25)

Der resultierende Hamiltonoperator hat dann die Form:

A A
—~

H,, =SAI . (2.26)

2.5.3 Die Nullfeldaufspaltung

Ist der Gesamtspin S>1/2, so setzt er sich zwangsldufig aus mehreren Elektronenspins
zusammen, welche dann als ein einziger Spin betrachtet werden. In diesem Fall muss aber die
gegenseitige Beeinflussung der Spins untereinander beriicksichtigt werden, welche paarweise
einer Dipol-Dipol Wechselwirkung unterliegen. Der entsprechende Hamiltonoperator kann
als
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>
[%5TH

H, = (2.27)

ausgedriickt werden. Der diese Wechselwirkung beschreibende Nullfeldtensor D ist ebenso
wie der dipolare Hyperfeintensor symmetrisch und spurlos und wird daher bei geniigend
schneller Rotation des betrachteten Molekiils ausgemittelt. Der Effekt des Nullfeldtensors ist
unabhingig vom &ulleren Magnetfeld By, sodass auch bei Abwesenheit eines externen
Magnetfelds die Entartung der ms-Energienieveaus aufgehoben wird (vgl. Abbildung 3.2).
Wird der Nullfeldtensor in sein Hauptachsensystem transformiert, kann er geschrieben
werden als

—1D+E 0 0
3
D= 0 —%D—E 0 (2.28)
0 0 2p
3

Die GroBe D wird als axialer Nullfeldparameter bezeichnet, E als rhombischer
Nullfeldparameter. Es kann immer ein Hauptachsensystem gefunden werden, in dem gilt:

1
|ﬂs§my (2.29)

Mit den beiden Nullfeldparametern kann der Hamiltonoperator (2.27) auch geschrieben
werden als

Hmf:gbﬁj—smeﬂ+EBj—§ﬂ. (2.30)

2.5.4 Weitere Terme im Hamiltonoperator

Je nach dem betrachtetem Spinsystem miissen noch weitere Terme im Spinhamiltonoperator
beriicksichtigt werden, wie beispielsweise die Kern Zeeman-Aufspaltung, die Elektron-
Elektron Austauschwechselwirkung oder die Kern-Quadrupolwechselwirkung. Da diese
Terme aber fiir die hier dargestellte Arbeit ohne Bedeutung sind, soll nicht weiter darauf
eingegangen werden.

2.6 Hochfeld/Hochfrequenz-EPR

Die einzelnen Beitrdge, aus denen sich der Spinhamiltonoperator zusammensetzt, zeigen
unterschiedliches Skalierungsverhalten mit dem &dufleren Magnetfeld By, sodass es bei vielen
EPR-Untersuchungen sinnvoll ist, diese bei verschiedenen Magnetfeldern und damit
MW-Frequenzen durchzufiihren. Aus Gleichung (2.5) ist ersichtlich, dass der Energieabstand
und damit die MW-Frequenz mit zunehmender Magnetfeldstirke zunehmen. In
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Abbildung 2.1 sind verschiedene typische MW-Frequenzen mit den dazugehdrigen
Magnetfeldstirken dargestellt.

Uber HF-EPR wurden bereits einige Ubersichtsartikel verdffentlich, die sich im Detail mit
technischen Aspekten sowie diversen Anwendungsbeispielen beschéftigen [9,28-30].

Einer der wichtigsten Griinde, EPR-Spektroskopie bei hohen Magnetfeldern zu betreiben, ist
die hohere spektrale Auflosung bei Systemen, die eine g-Tensor Anisotropie aufweisen. Aus
den Gleichungen (2.5) und (2.10) ergibt sich fiir zwei verschiedene Signale mit
unterschiedlichen g-Werten ein Abstand von

M:M(i—ij. (2.31)
e \ &1 &>

Der Abstand der Signale und damit die Auflésung des Spektrums skaliert also mit der
verwendeten MW-Frequenz.

Organische Radikale weisen typischerweise eine g-Tensor Anisotropie auf, welche im
X-Band nicht aufgeldst ist, hier dominieren Hyperfeinwechselwirkungen das Spektrum. Bei
hoheren Magnetfeldstiarken dagegen dominiert der anisotrope g-Tensor das EPR-Spektrum,
sodass bei verschiedenen MW-Frequenzen die unterschiedlichen Beitrige zum
Spinhamiltonoperator einzeln betrachtet werden konnen. Dieser Effekt ist exemplarisch in
Abbildung 2.5 am Naphtochinon Vitamin K3 gezeigt.

180 GHz

5mT
9,5 GHz

Abb. 2.5 Cw X-Band und G-Band Spektren von Vitamin Kj in 2-Butanol. Das Spektrum bei
180 GHz wurde mit dem Transmissionsprobenkopf (vgl. Kapitel 5) bei T=20 K
aufgenommen. Parameter: Modulationsamplitude = 0,45 mT, Zeitkonstante des
Lock-In Verstarkers: 1s. Die Strukturformel des Vitamin Kj ist im Anhang A.6
wiedergegeben.
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An jeder Stelle des Spektrums tragt nur ein Teil der Molekiile, die eine ganz bestimmte
Orientierung relativ zum dufleren Magnetfeld einnehmen, zum Signal bei. Auf diese Weise
ermoglicht es die bei hohen Magnetfeldern aufgeldste g-Tensor Anisotropie, auch an
ungeordneten Proben orientierungsselektive Messungen vorzunehmen, was ein wesentlicher
Grund dafiir ist, HF-EPR zu betreiben.

Ein wichtiger Beitrag zum Relaxationsverhalten der Elektronenspins sind Modulationen der
orientierungsabhéngigen Anteile des Spinhamiltonians durch Bewegungen der
paramagnetischen Spezies. Aus diesem Grunde liefert orientierungsabhidngiges Relaxations-
verhalten Informationen iiber anisotrope Bewegungsmoden paramagnetischer Spezies in ihren
Bindungstaschen [9-11]. Aus solchen anisotropen Bewegungsmoden kdénnen wiederum
Informationen iiber die Bindungsgeometrien gewonnen werden. Vergleichbare Informationen
kénnen im X-Band meist nur durch Verwendung einkristalliner Proben erhalten werden,
wobei die Orientierung der Probe nach dem Einbau noch verdndert werden kdnnen muss.
Auch ist das Ziichten von Einkristallen bei biologischen Proben meistens sehr aufwendig und
oftmals gar nicht mdéglich.

Ein anderes Anwendungsgebiet fiir HF-EPR sind Systeme mit ganzzahligem Spin und einer
groBBen Nullfeldaufspaltung, die bei herkdmmlichen X-Band Frequenzen keine EPR-Signale
liefern. Wichtige Beispiele sind verschiedene Metalloproteine, bei denen die Metallionen
einen ganzzahligen Elektronenspin aufweisen. Beispielhaft seien Mn", Fe', Fe'V, Ni" und
Mo genannt, welche in einer Reihe von Metalloproteinen vorkommen [31,32]. Dieselben
Ionen konnen natiirlich auch in Modellsystemen oder in verschiedenen Werkstoffen enthalten
sein.

Neben der hoheren spektralen Auflosung bei hoheren Magnetfeldern gibt es auch einen
technischen Aspekt, der HF-EPR interessant macht. Mit zunehmender MW-Frequenz steigt
die absolute Empfindlichkeit eines EPR-Spektrometers (gemessen in Signal zu Spins)
deutlich an [9]. Das ist insbesondere dann ein wichtiger Punkt, wenn nur eine begrenzte
Probenmenge zur Verfligung steht, wie dies beispielsweise bei biologischen Proben
(insbesondere bei einkristallinen Proben) der Fall sein kann.

2.7 ENDOR

Haufig sind die Hyperfeinwechselwirkungen zwischen dem betrachteten Elektronenspin und
verschiedenen Kernspins so klein, dass sie in EPR-Spektren nicht aufgelost sind, sondern nur
zu einer inhomogenen Linienverbreiterung flihren. Eine  Moglichkeit, diese
Hyperfeinwechselwirkungen zu untersuchen, stellt die Methode der Elektron-Kernspin
Doppelresonanz (engl. electron nuclear double resonance, ENDOR) dar. Im Folgenden
sollen die beiden am hiufigsten verwendeten Puls-ENDOR Varianten vorgestellt und kurz
erldutert werden. Fiir einen tieferen Einstieg in die Theorie sowie fiir weitere ENDOR-
Varianten sei auf die Literatur verwiesen [6,33,34].
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2.71 Davies-ENDOR

Die Davies-ENDOR Sequenz soll anhand eines Vier-Niveau-Systems erldutert werden,
welches in Abbildung 2.6 schematisch dargestellt ist.

m=+1/2

m=-1/2

mg=-1/2

EZ

HF KZ

Abb. 2.6  Energieniveauschema fiir ein S=1/2, I=1/2 System mit isotropem g-Tensor und
positivem Vorzeichen der Hyperfeinkopplung. In dem gezeigten Beispiel ist die
Hyperfeinkopplung starker als die Kern Zeeman-Wechselwirkung. Die Darstellung
ist nicht maBstabsgetreu, die Elektron Zeeman-Aufspaltung ist wesentlich grofer
als die Kern Zeeman- und die Hyperfein-Aufspaltungen. Eingetragen sind die
beiden erlaubten EPR- sowie gestrichelt die beiden NMR-Ubergiinge.

Bei der von Davies vorgeschlagenen Variante [5] wird zunéchst durch einen selektiven n-Puls
einer der beiden EPR-Uberginge invertiert, wodurch das Spinsystem nicht mehr im
thermischen Gleichgewicht ist. Wéhrend der folgenden Evolutionszeit T, welche
typischerweise einige ps betrdgt, wird ein Radiofrequenzpuls auf die Probe eingestrahlt.
Dieser soll Ubergiinge zwischen den Energieniveaus der Kernspins induzieren. Wie in
Abbildung 2.7 dargestellt, fiihrt dieses zu einer Entvolkerung des betrachteten
EPR-Ubergangs. Mit der anschlieBenden Hahn-Echo Sequenz kann dann keine
Magnetisierung mehr detektiert werden.

Werden mit der eingestrahlten Radiofrequenz hingegen keine Ubergiinge zwischen den
Energieniveaus der Kernspins angeregt, verbleibt die Magnetisierung in der —z Richtung,
solange die Evolutionszeit T klein gegeniiber der longitudinalen Relaxationszeit T; ist. Mit
der anschlieBenden Hahn-Echo Sequenz wird dann die Magnetisierung entlang —z detektiert.
Aus diesem Grunde ist das Echo in Abbildung 2.7 invertiert.

Die beschriebene Pulssequenz ist in Abbildung 2.7 wiedergegeben. Bei einem Davies-
ENDOR-Experiment bleibt die Pulssequenz konstant, die einzige variable GroBe ist die
Radiofrequenz. Um die Bedingung zu erfiillen, dass wihrend der Evolutionszeit T die
Polarisation des EPR-Ubergangs erhalten bleibt, muss ein ENDOR-Experiment
normalerweise bei tiefen Temperaturen durchgefiihrt werden.
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Abb. 2.7  Davies-ENDOR Pulssequenz. Die schwarzen und weilen Késtchen symbolisieren
die Besetzungsunterschiede der einzelnen Energieniveaus. Mit dem ersten Puls
wird ein EPR-Ubergang invertiert. Mit dem Radiofrequenzpuls wird bei passender
Frequenz einer der beiden Kernspin-Uberginge invertiert, im dargestellten Falle
der obere. Mit der Hahn-Echo Sequenz wird dann die Polarisation des EPR-
Ubergangs detektiert, welche bei Auftreten des ENDOR-Effekts gleich Null ist.

v
VN
A 4

2.7.2 Mims-ENDOR

Eine andere Puls-ENDOR Variante wurde zuvor bereits von Mims vorgeschlagen [4]. Bei
dieser Variante wird ein stimuliertes Echo verwendet, bei dem wihrend der Evolutionszeit T
wiederum ein Radiofrequenzpuls eingestrahlt wird. Die nach dem zweiten ©/2-Puls auf der
z-Achse gespeicherte Magnetisierung wird dabei wieder in der gleichen Weise beeinflusst wie
bei der Davies-ENDOR Pulssequenz. Die Pulssequenz ist in Abbildung 2.8 dargestellt. Auch
hier ist die Pulssequenz konstant und die Radiofrequenz wird variiert.

T T . T
N | 4

ij 2 I A
RF T

Abb. 2.8  Mims-ENDOR Pulssequenz.

N

Ein Nachteil der Mims-ENDOR Pulssequenz ist das Auftreten sogenannter blind spots. Nach
[33] ist die ENDOR-Effizienz fiir die Mims-Pulssequenz gegeben durch
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Fenpor = %sin{%r] 3 (2.32)

sodass fuir
at =2nm (2.33)

das ENDOR-Signal verschwindet. Aus diesem Grunde ist es notwendig, ein Mims-ENDOR
Experiment mit verschiedenen Werten fiir Tt durchzufiihren.

Allgemein lésst sich sagen, dass aufgrund der unterschiedlichen Préparationssequenzen die
Davies-ENDOR Variante besser geeignet ist, grole Hyperfeinwechselwirkungen zu
detektieren, die Mims-ENDOR Variante dagegen besser fiir kleine Hyperfein-
wechselwirkungen.
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3 EPR an Mn**-Systemen

3.1 Allgemeines

In vielen Organismen spielen Manganionen eine wichtige Rolle, wie beispielsweise bei der
Photosynthese, sowie bei einigen Enzymen und Metalloproteinen in tierischen Zellen
[31,32,35,36]. Eine fiir die EPR wichtige Eigenschaft ist, dass das hdufiger vorkommende
diamagnetische Mg*"-Ion in vielen Metalloproteinen durch das etwas groBere Mn’-Ion
ersetzt werden kann, ohne dabei die biologische Funktion zu beeintrdchtigen [37,38]. Das
paramagnetische Mn”"-Ion hat einen Elektronenspin S=5/2 sowie einen Kernspin [=5/2, was
es fir die EPR zu einer interessanten Sonde fiir Metalloproteine und Enzyme macht. Eine
ausfiihrliche Ubersicht iiber die fiir die EPR relevanten Eigenschaften von Mn®" ist zum
Beispiel in [35] gegeben.

Abb. 3.1  Darstellung und Bezeichnung der fiinf 3d-Orbitale. Eingetragen sind auch die
Vorzeichen der Wellenfunktionen. Beim Mn*" ist jedes der Orbitale einfach besetzt
(entnommen aus [21,39]).

Mn”" besitzt fiinf ungepaarte Elektronen in 3d Orbitalen, was zu einem Gesamtspin von S=5/2
und damit zu sechs Energieniveaus fiihrt. Durch die Hyperfeinwechselwirkung zum Kernspin
des Mn (I=5/2) werden diese Energieniveaus in Sextets aufgespalten, wodurch ein
Energieniveauschema mit insgesamt 36 Energieniveaus entsteht. Die Hyperfeinkopplung am,
ist normalerweise isotrop (aufler bei stark verzerrten Symmetrien) und in der Gréf8enordnung
von = -9,5 mT fiir oktaedrisch koordiniertes Mn>" [35]. Unter Beachtung der Auswahlregeln
Amg=1 und Am;=0 fiihrt das somit zu insgesamt 30 erlaubten EPR-Ubergingen. Das gesamte
Energieniveauschema ist in Abbildung 3.2 dargestellt.

Die Kern Zeeman-Aufspaltung kann normalerweise vernachléssigt werden, da sie ca. vier
GroBenordnungen schwicher ist als die Elektron Zeeman-Aufspaltung.
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In Metalloproteinen sind Mn*-Ionen meistens sechsfach koordiniert, obwohl auch andere
Koordinationszahlen beobachtet worden sind [35]. Sobald die Koordinationssphire eine
Symmetrie aufweist, die geringer ist als kubisch, hebt diese Asymmetrie die Entartung der
Energieniveaus bei Abwesenheit eines Magnetfelds auf, was als Nullfeldaufspaltung
bezeichnet wird. Das resultierende Energieniveauschema ist in Abbildung 3.2 dargestellt. In
Abwesenheit eines duBeren Magnetfelds liegen die Magnetisierungsrichtungen fiir die
Elektronenspins entlang der Kristallachsen. Ein dulleres Magnetfeld iiberlagert sich dann mit
dem sogenannten Kristallfeld, was dazu fiihrt, dass der Effekt des Kristallfelds mit
zunehmender Magnetfeldstirke By immer unbedeutender wird. Ebenso ist auch einsichtig,
dass das resultierende effektive Magnetfeld und damit auch das Energieniveauschema
orientierungsabhéngig sind. In Tabelle 3.1 sind einige typische Werte fiir
Nullfeldaufspaltungen fiir Mn®"-Tonen in Metalloproteinen wiedergegeben.

} _5/2
+ 5%
/
/
/
s +5/2

NE /// //// +1/2
—_— _ -7 ==
NSo———__  -1/2
\\ \\\ \\_é
AN -
\\ \\\ _%é
\ ~
AN
AN
h +5/2
N -5/2
AN
EZ
-5/2

HF

Abb. 3.2  Energieniveauschema fiir Mn®" bei Auftreten einer Nullfeldaufspaltung. Da die
Nullfeldaufspaltung orientierungsabhéngig ist, ist diese Darstellung nur fiir eine
bestimmte Orientierung des Mn**-lons in Bezug zur Magnetfeldrichtung giiltig.
Aus dem gleichen Grund sind in ungeordneten Proben die Uberginge mit hoheren
mg-Zustdnden iiber einen weiten Bereich verschmiert, nur die mit Pfeilen
gekennzeichneten Ubergéinge mg=-1/2¢<>+1/2 sind aufgeldst und fiihren zu einem
charakteristischen sechs-Linien-Spektrum.
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System D(mT) E/D Methode Referenz
Mn(H,0)s 19,8 0 X-Band Puls-EPR, 1,8 K, a 40
Mn(H;0)s 15,5 1/3 X-Band EPR, 77 K, a 41

%CC%(ESEEE%) }ig 8}23 Multifrequenz EPR, 10-140 K, b 42
RaseMn’ eGDP 11,0+ 2,0 0 Q-Band EPR, 273 K, ¢ 43
Kreatin Kinase 31,5 0,05 Q-Band EPR, 300 K, a 41
Kreatin Kinase 30,0 0,06 Q-Band EPR, 300 K, b 35
Kreatin Kinase 50,0-54,0 0,22+0,2 Q-Band EPR, 269 K, b 44
Lipoxygenase 74,9-107,1 0.13-0.23 X-, W-Band EPR, 9-80 K, a 45
COnA 232+1,0 0.185 Q-Band EPR, RT, Einkristall, b 46

GS 7,5-15,0 0,1-0,15 X-Band EPR, 274 K, ¢ 47
Enolase 27,0 1/3 Q-Band EPR, 273 K 48
Myosin 24,0 1/3 Q-Band EPR, 276 K 49

Tab.3.1  Einige Nullfeldparameter fir Mn>" in Metalloproteinen. Abkiirzungen: ccO:
Cytrochrom ¢ Oxidase, conA: Concanavalin A, GS: Glutamin Synt_l}ease, a: voll-
standige Simulation, b: Storungstheorie, c: Intensitit der verbotenen Ubergénge.

Das in Abbildung 3.2 gezeigte Energieniveauschema ist nur fiir eine bestimmte Orientierung
des Mn*"-lons in Bezug auf die Magnetfeldrichtung giiltig, da die Nullfeldaufspaltung
orientierungsabhingig ist. Da bei ungeordneten Proben alle Richtungen vorhanden sind, wird
bei Messungen an solchen Proben eine Uberlagerung aller Orientierungen beobachtet. Dies
fiihrt zu einer Verbreiterung der Uberginge mg=+5/2¢>+3/2 und ms=+3/2¢>+1/2 auf einige
zehntel Tesla, wodurch sie in cw-EPR Spektren nicht sichtbar sind. Der Ubergang
mg=-1/2¢>+1/2 ist nur in zweiter Ordnung von der Nullfeldaufspaltung abhingig, wodurch er
auch bei kleinen Magnetfeldern (S- und X-Band) nicht so stark verbreitert wird wie die
hoheren Ubergiinge [35]. Dennoch fiihrt die Nullfeldaufspaltung auch bei dem zentralen
Ubergang zu einer Linienverbreiterung bei kleinen Magnetfeldern.

Auch verbotene Ubergiinge mit Ams=+1 und Am;=+1 werden in zweiter Ordnung durch die
Nullfeldaufspaltung verursacht. Da die Effekte zweiter Ordnung mit dem Inversen des
Magnetfelds skalieren, spielen sie mit zunehmender Magnetfeldstirke eine immer geringere
Rolle, was zu einer starken Vereinfachung der EPR-Spektren bei hohen Magnetfeldern fiihrt.
Aus diesen Griinden ist Mn>" ein sehr geeignetes System fiir HF-EPR, was in Abbildung 3.3
am Beispiel des Ras-Proteins (vgl. Kapitel 9) verdeutlicht wird.
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180 GHz
64T

95 GHz
34T

9,5 GHz
0,34 T

5mT

Abb.3.3 Cw-EPR Spektren des RaseMn’'eGDP Komplexes bei verschiedenen
MW-Frequenzen und Magnetfeldern. Das Spektrum bei 2,9 GHz wurde bei 10 K
aufgenommen, die anderen bei 20 K.

3.2 Simulation von cw-EPR Mn?*-Spektren

Fiir eine vollstandige Simulation von Mn?*-Spektren ist es notwendig, eine Diagonalisierung
einer Matrix der Grofe 36x36 durchzufiihren. Fiir die Simulation von Spektren an
ungeordneten Proben muss diese Diagonalisierung fiir eine groe Anzahl an Orientierungen
durchgefiihrt werden, was die Berechnung solcher Spektren sehr zeitaufwendig macht. Da bei
hohen Magnetfeldern die Elektron Zeeman-Wechselwirkung den grofiten Beitrag zum
Hamiltonoperator  darstellt, konnen die HF-EPR Spektren auch mit einem
storungstheoretischen Ansatz beschrieben werden, wobei Terme bis zur dritten Ordnung
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beriicksichtigt werden miissen [35]. Diese Methode spart viel Rechenzeit und soll im
Folgenden beschrieben werden.

Die Herleitung der Formeln kann [35] entnommen werden. Im Folgenden werden nur die
Ubergiinge ms=-1/2¢>+1/2 betrachtet. Die Ubergiinge mit héheren ms-Zustinden werden in

den Simulationen nicht berticksichtigt, da sie in cw-EPR Spektren nicht sichtbar sind.

Die Resonanzpositionen der Uberginge sind gegeben durch

AEU—%,m,><—) +%,m1>j:g/m“330 +a,,m, + AE, + AE,, mit (3.1)
2
AE, :é(— 64(D.,|" +32|D, |7 + L2 (3—5 —m,ZD und (3.2)
gunMp B 2 14

3

AE, :#(576 a,, || =32a,,|D,,|" +24a3, Dy +20 [mf —gn. (3.3)
(gMnHBBO) 2 4
Die Konstanten bedeuten dabei

D, :2(300529—1)+§sin280052(p, (3.4)
D, = (i sin 28}(— D + E cos 2(p)iéEsin9 sin 2¢ , und (3.5)

1 . 2 2 i .
D, = 2 [D sin” 9 + E cos 2¢ (1 + cos 9)]i EECOSS sin 2¢ . (3.6)

Die Winkel S5 und ¢ bezeichnen die Polarwinkel, mit denen die Richtung von EO im
Hauptachsensystem des Nullfeldtensors beschrieben wird.

Zu einem vorgegeben Satz an Nullfeldparametern wird zundchst ein Pulverspektrum
berechnet. Dazu wird mit den Winkeln 3 und ¢ die Oberfliche einer Halbkugel abgedeckt
und fiir jede Richtung mit Hilfe der Gleichungen (3.1) bis (3.6) die Resonanzpositionen
bestimmt. AnschlieBend wird an jeder Resonanzposition ein Signal mit einer homogenen
Linienbreite erzeugt, welche ebenfalls als Parameter vorgegeben wird.

In Kapitel 9 werden W-Band cw-Spektren von Mn*"-Komplexen gezeigt, die in mit H,''O
angereichertem Wasser aufgenommen wurden. Mit diesen Messungen soll die Anzahl an

koordinierten Wassermolekiilen bestimmt werden.

Das Signal Sy eines Mn**-Ions mit k angelagerten ''O-Kernen erhilt man durch Faltung des
wie eben erldutert berechneten Signals mit einem Hyperfeinmuster, welches durch zwei
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Parameter bestimmt ist. Diese sind die Anzahl k der '’O-Kerne sowie die Hyperfeinkopplung
2170 zu den '"O-Kernen.

Da der Anreicherungsgrad f des Wassers mit 'O kleiner als 1 ist, tragen sowohl
Proteinkomplexe mit ausschlieBlich H,'°0-Liganden als auch solche mit verschieden vielen
H,'’0O-Liganden zu dem Gesamtspektrum bei.

Fiir die Simulation eines Mn”*-Spektrums fiir insgesamt N Wasserliganden muss zunéchst mit
einer Binomialverteilung die Wahrscheinlichkeit bestimmt werden, mit der jeweils genau k
Koordinationsplitze mit 'O besetzt sind. Die Variable k liuft dabei von 0 bis N.

AnschlieBend muss zu einer gegebenen Anzahl an Koordinationspldtzen N das endgiiltige
Spektrum S,es durch Uberlagerung der gewichteten Spektren Sy berechnet werden [50]:

a N N-k
Sges :;(k]fk(l_f) Sk > (37)

Zusitzlich zu der Hyperfeinkopplung zum '"O kénnen noch weitere Hyperfeinkopplungen in
die Simulation integriert werden, zum Beispiel fiir 14N, PN, 3P oder 'H.

Zum Anfitten der cw-EPR Spektren wurde dieses Simulationsprogramm in eine Fitroutine
implementiert, welche einen Simplex-Algorithmus verwendet. Je nach Fragestellung gab es
verschieden viele Parameter, welche mit dem Simplex-Algorithmus optimiert worden sind.
Diese sind im Einzelnen:

D,E  Nullfeldparameter
lw  homogene Linienbreite

~

4,;, Hyperfeinkopplung zum 0

o weitere Hyperfeinkopplungen
e zur Beriicksichtigung nicht optimaler MW-Detektionsphase des
Experiments

Zu einem vorgegebenen Wert fiir die Anzahl der direkt angelagerten Wassermolekiile miissen
somit mehrere Parameter optimiert werden. Um sicherzustellen, dass der Fitalgorithmus das
globale Minimum in dem mehrdimensionalen Parameterraum findet, wird zum einen der
Fitprozess fiir jede der sechs Manganlinien einzeln durchgefiihrt, zum anderen wird jede Linie
100mal angefittet. Mit den erhaltenen Werten kann die Signifikanz der erhaltenen Parameter
beurteilt werden.
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Teil Il — Aufbau eines cw-/ Puls-EPR Spektrometers
bei 180 GHz

4 Der Supraleitende Magnet

Der Magnet (Teslatron”, Oxford Instruments) besteht im Wesentlichen aus zwei
supraleitenden Spulen, wobei die Hauptspule ein statisches Magnetfeld zwischen 0 und 7 T
erzeugen kann. Nach Einstellen der gewiinschten Feldstirke konnen die Stromzufiihrungen
zur Hauptspule entfernt werden, um den Verbrauch an fliissigem Helium zu minimieren. Die
zweite supraleitende Spule hat einen Bereich von + 0,08 T und wird zum Durchstimmen des
Magnetfelds wihrend der Experimente verwendet. Eine Ubersicht mit den MaBen des
Magneten ist in Abbildung 4.1 gegeben.

H
oy A
Vakuum ! B
| F
fliissiger Stickstoff " 737 mm
supraleitende Spule \* o i
\\\ ‘
fliissiges Helium ! v
5 gy A
\\ |
= — O\ T
i o 476 mm
4

Abb. 4.1  Querschnitt durch den supraleitenden Magneten (Quelle: Oxford Instruments).

In die Bohrung des Magneten ist ein Kryostat integriert (VTI, Oxford Instruments), welcher
es ermoglicht, die Temperatur am Probenort zu regulieren. Zu diesem Zweck wird dem
Reservoir des Magneten fliissiges Helium entnommen, welches am unteren Ende des
Kryostaten mit Hilfe eines Nadelventils in den Probenraum gelassen wird. Direkt oberhalb der
Einlassoffnung befindet sich ein Heizelement, dessen Temperatur mit Hilfe -einer
Kontrolleinheit (ITC 503, Oxford Instruments) geregelt wird. Die Bohrung des Kryostaten hat
einen Durchmesser von 74,2 mm.
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Da der fest installierte Temperatursensor am Boden des Kryostaten eingebaut ist, herrscht
zwischen diesem und der Probe ein Temperaturunterschied. Da es bei temperaturabhéngigen
Messungen wichtig sein kann, die Probentemperatur genau zu kennen, wurde der
Temperaturunterschied zwischen dem installierten Sensor und der Probe bestimmt. Zu diesem
Zweck wurde ein zweiter Temperatursensor (CX-1050-AA, LakeShore) direkt am Resonator
(vgl. Kapitel 6.4) befestigt und dessen Temperatur mit der Temperatur des fest installierten
Sensors verglichen. Bei Temperaturen oberhalb von 20 K ist die Temperatur am Probenort
weniger als 3 K hoher als am Boden des Kryostaten.

Ein allgemeines Problem bei supraleitenden Magneten sind Hystereseeffekte, welche beim
Durchstimmen des Magnetfelds auftreten konnen [17,51]. Anhand der Abbildung 4.2 werden
die Hystereseeffekte des verwendeten Magneten demonstriert. Gezeigt sind Spektren von
Mn*"-Tonen in MgO. Bei der oberen Messung (a) wurde das Spektrum von rechts nach links
aufgenommen, bei den beiden unteren (b,c) in der entgegengesetzten Richtung. Bei den
Spektren a und b gab es einen Vorlauf des Magnetfelds iiber den maximalen Feldbereich der
Sweepspule. Bei dem Spektrum ¢ wurde das Magnetfeld von oben zu dem Startpunkt der
Messung gefahren und unmittelbar vor dem ersten Signal mit der Messung begonnen. Zwei
Effekte sind zu erkennen:

e Die Verschiebung der Spektren a und b betrdgt ca. 5 mT,

e Bei zu kleinem Vorlauf des Magnetfelds sind Nichtlinearititen iiber einen
Bereich von bis zu 50 mT zu beobachten.

5mT

a— N LAWY A
b —w ,JL,_JL_J\,_JL,.JL._,
S

c— J_

6.40 6.41 6.42 6.43 6.44 6.45 6.46
Bo(T)

.
—
N

Abb.4.2  Puls-EPR Spektren an Mn*" in MgO zur Verdeutlichung der Hysterese-
eigenschaften des supraleitenden Magneten. Spektrum a wurde von rechts nach
links aufgenommen, die Spektren b und ¢ in der entgegengesetzten Richtung. Bei
den Spektren a und b wurde das Magnetfeld zuvor einige 10 mT in der selben
Richtung verdndert wie wahrend der Messung, beim Spektrum c gab es keinen
Vorlauf. Das zusdtzliche Signal zwischen der zweiten und dritten Linie gehort zu
einer Verunreinigung der Probe mit Ruflpartikeln.
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Um den Effekt der Nichtlinearitét bei magnetfeldabhéingigen Messungen zu beriicksichtigen,
muss vor dem Start einer Messung das Magnetfeld mindestens 50 mT in die gleiche Richtung
gefahren werden wie wihrend der Messung. Durch diesen Vorlauf kann ausgeschlossen
werden, dass nichtlineare Effekte Einfluss auf die Messung haben und beispielsweise
Linienverbreiterungen verursachen.

Die Reproduzierbarkeit des Magnetfelds bei aufeinanderfolgenden Messungen, die unter
identischen Parametern durchgefiihrt werden, ist in Abbildung 4.3 demonstriert. Dort sind
acht fieldswept-Experimente gezeigt, die in einem Zeitraum von ca. 10 Stunden nacheinander
aufgenommen worden sind.

6.424 6.425 6.426 6.427 6.428 6.429
Bo(T)

Abb. 4.3  Fieldswept-Spektren vom Tyrosyl-Radikal in der Ribonukleotid-Reduktase aus
E. coli. Messparameter: T =15 K, Repetitionsrate 5 ms, stimuliertes Echo mit
tp =70 ns, Pulsabstand 380 ns, 200 Mittelungen pro Punkt. A: Darstellung der
kompletten Spektren, B: vergroBerter Ausschnitt der Spektren.

Mit den dargestellten Spektren kann abgeschitzt werden, dass die Reproduzierbarkeit des
Magnetfelds iiber einen langeren Zeitraum in der Gréf3enordnung von 0,05 mT liegt.
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Zur Ansteuerung der supraleitenden Sweepspule wurde in unserer Arbeitsgruppe eine
bipolare Stromquelle gebaut, welche + 25 A zur Verfligung stellt. Die Stromquelle wird mit
Hilfe einer RS232 Schnittstelle an einen Computer angeschlossen, die es somit ermdglicht,
Messungen computergesteuert ablaufen zu lassen. Die Genauigkeit der Stromquelle betragt
18 bit, was einer theoretischen Feldauflosung von 0,61 uT entspricht.

In Tabelle 4.1 sind einige relevante Daten des Magneten zusammengefasst.

Feldbereich der Hauptspule
Feldbereich der Sweepspule
Feldhomogenitit (in einer
Kugel mit 5 mm Radius)
Genauigkeit der Sweepspule
Reproduzierbarkeit
Temperaturbereich
Temperaturgenauigkeit

0-7T
+0,08T
<2x10°

0,61 uT
0,05 mT
2-270K
3K

Abdampfrate Helium ~ 51/ Tag
Abdampfrate Stickstoff ~61/Tag
Volumen Heliumtank 801
Volumen Stickstofftank 501
Durchmesser Probenraum 74,2 mm
Hysterese der Sweepspule 4,9 mT
Induktivitit der Sweepspule 0,24 H

Tab. 4.1
Kryostaten.
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5 Der Transmissionsprobenkopf

5.1 Aufbau

Um mdoglichst rasch einen Probenkopf fiir EPR-Experimente bei 180 GHz zur Verfiigung zu
haben, wurde zunéchst ein System aufgebaut, welches ohne die Verwendung eines Resonators
in Transmission arbeitet. Dieses Konzept wurde erstmals 1973 beschrieben und wird auch von
anderen Arbeitsgruppen verwendet [52-54]. Die Vorteile eines solchen Systems bestehen in
den vergleichsweise geringen mechanischen Anspriichen und der einfachen Handhabung. Der
Nachteil ist, dass mit diesem Probenkopf prinzipiell keine Puls-Experimente moglich sind, da
ohne Resonator am Probenort nicht genug MW-Leistung zur Verfligung steht. Aus dem
gleichen Grunde ist auch die Empfindlichkeit wesentlich geringer als bei Verwendung eines

Resonators.
5 > Lock - In -
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Abb. 5.1  Schematischer Uberblick iiber den Transmissionsaufbau. 1-durchstimmbarer Gunn-
Oszillator (86 bis 91 GHz, 40 mW), 2-Frequenzverdoppler (§ mW bei 180 GHz),
3-vergoldete Spiegel, 4-Messingrohre als Hohlleiter, 5-Diodendetektor, 6-supra-
leitende Hauptspule (B =6,422T), 7-supraleitende Sweepspule (£ 0,08 T),
8-Probenort, 9-Spulen fiir Feldmodulation.

In Abbildung 5.1 ist der gesamte Aufbau schematisch dargestellt. Als MW-Quelle wird fiir
diesen Aufbau ein Gunn-Oszillator verwendet, welcher eine Ausgangsleistung von 40 mW
bei 90 GHz hat. Nach einem Frequenzverdoppler stehen bei 180 GHz noch 8 mW zur
Verfiigung. Um die MW-Strahlung moglichst verlustfrei transportieren zu kdnnen, werden
iiberdimensionierte zylindrische Hohlleiter (Messing, Innendurchmesser 8 mm) verwendet.
Mit Hilfe von vergoldeten Metallpldtchen, welche als Spiegel dienen, kann die MW-Strahlung
zur Probe und von dort zum Detektor gebracht werden. Die MW-Leistung wird mit einem
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Diodendetektor bei 180 GHz detektiert. In Abbildung 5.2 ist die Probenhalterung im Detail

gezeigt.
3 I
=

§7‘§E

-

Abb. 5.2  Probenhalterung im Transmissionsprobenkopf. 1-Messingblock, 2-Triger aus
Hartgewebe fiir Modulationsspulen, 3-Zentrierhilfe aus Teflon fiir Messrohrchen,
4-Teflondose.

Der Messingblock dient sowohl der Aufhahme der von oben kommenden Messingrohre als
auch als Halterung fiir die Spiegel, welche an der Seite festgeschraubt werden.

Bei diesem Aufbau wurde die Geometrie so gewihlt, dass als Probenhalter herkdmmliche
X-Band Rohrchen mit einem Auflendurchmesser von ca. 4 mm verwendet werden konnen.
Das effektive Probenvolumen betrdgt damit 57 pl. Wie in Abbildung 5.2 dargestellt, werden
die Rohrchen von oben in den Probenkopf eingebracht, wihrend die MW-Strahlung von der
Seite her auf die Probe fillt. Dieser Aufbau bietet die Moglichkeit, gefrorene Proben in den
vorgekiihlten Probenhalter einzubauen, was mit dem Resonatoraufbau nicht ohne weiteres
moglich ist (vgl. Kapitel 6.4). Statt der X-Band Réhrchen kdnnen auch kleine Teflondosen als
ProbengefiBle verwendet werden, wodurch mehr Probenvolumen zur Verfiigung steht
(ca. 150 pl). Diese konnen ebenfalls im gefrorenen Zustand eingebaut werden. Da der
Transmissionsaufbau ausschlieBlich fiir cw-EPR Messungen verwendet wird, ist zusétzlich
ein Paar Modulationsspulen in Helmholtzgeometrie angebracht, wie sie ebenfalls in
Abbildung 5.2 dargestellt sind.
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5.2 Eigenschaften des Transmissionsaufbaus

An Mn*"-Ionen in MgO wurden cw-EPR Messungen durchgefiihrt zur Bestimmung der
Spulenkonstanten fiir die Feldmodulation. Dabei wird die Linienbreite des gemessenen
Signals in Abhingigkeit von der an die Modulationsspulen angelegten Spannung bestimmt.

Der Strom in den Modulationsspulen hingt linear mit der angelegten Wechselspannung
zusammen und damit auch die Amplitude des erzeugten magnetischen Wechselfeldes. Ist
dieses magnetische Wechselfeld kleiner als etwa die Hélfte der Linienbreite, so wird die
Linienform und -breite nicht beeinflusst. Lediglich das S/N-Verhéltnis wird mit abnehmender
Amplitude der Feldmodulation kleiner. Ist die Feldmodulation aber grofer als die
Linienbreite, so duflert sich dies in einer Linienverbreiterung [55]. Dabei ist der
Zusammenhang zwischen der Amplitude der Feldmodulation und der Linienbreite wiederum
linear.

Das FErgebnis der Modulationseichung ist in Abbildung 5.3 wiedergegeben. Bei einer
typischen Modulationsfrequenz von 7 kHz betrdgt die Spulenkonstante 0,012 mT/V,,. Die
Frequenzabhingigkeit der Spulenkonstanten wird in Kapitel 7.6 diskutiert.

= 0.6 b
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= 0.5 -
UJ. - 7 kHz: 0,012 mT/Vpp
= £
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;: =
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Abb. 5.3  Ermittlung der Spulenkonstanten fiir die Feldmodulationsspulen mit Mn**-Ionen in
MgO. a) Abhéngigkeit der Linienbreite und Signalamplitude von der Modulations-
amplitude bei 7 kHz gezeigt an einer der sechs Manganlinien, Modulations-
spannungen: 40, 20, 10, 5 und 2,5 V,,,, b) Bestimmung der Spulenkonstanten fiir
zwei verschiedene Modulationsfrequenzen.

Dem Vorteil der einfachen Handhabung dieses Aufbaus steht der Nachteil gegeniiber, dass bei
der verwendeten Leistungsdetektion die Information {iber die MW-Phase verloren geht. Durch
Verdrehen des Detektors gegeniiber dem Aufbau kann zwar die MW-Phase verdndert werden,
allerdings ist dieses nicht reproduzierbar und muss fiir jede Messung erneut vorgenommen
werden. Auf diese Weise ist es sehr zeitaufwendig, die MW-Phase korrekt einzustellen.

Mit Messungen am Vitamin K3 in verschiedenen Konzentrationen wurde die Empfindlichkeit

des Transmissionsaufbaus abgeschitzt. Ein Spektrum ist exemplarisch in Abbildung 2.5
wiedergegeben. Dabei waren bis zu einer Konzentration von ca. 10 uM cw-Spektren
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detektierbar, woraus sich eine Empfindlichkeit von ca. 2x10" spins/(mTVHz) bei 20 K
abschitzen ldsst. Diese Zahl ist vergleichbar mit der Empfindlichkeit, die fiir eines der ersten
EPR-Spektrometer dieser Art bestimmt worden ist [53]. Mit einem neueren Aufbau wurde bei
tiefen Temperaturen eine Empfindlichkeit von 1x10" spins/(mT\/Hz) bestimmt [54], was
damit ca. zwei Grolenordnungen besser ist, als die fiir den Transmissionsaufbau erhaltene.
Allerdings wird bei diesem Spektrometer die MW-Leistung mit einem Bolometer detektiert,
wodurch alleine der Aufbau schon ca. eine Gréfenordnung empfindlicher ist.
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6 Aufbau eines EPR-Spektrometers im Reflexionsbetrieb

6.1 Uberblick

In Kapitel 5 wurde ein Transmissionsprobenkopf vorgestellt, mit dem auf einfache Art und
Weise cw-Spektren bei 180 GHz aufgenommen werden konnen. Sollen aber Puls-
Experimente durchgefiihrt werden, so ist das mit dem vorgestellten Aufbau nicht moglich, da
am Probenort nicht genug MW-Leistung vorhanden ist.

Aus diesem Grunde wurde ein zweiter Aufbau entwickelt, welcher mit einem MW-Resonator
in Reflexionsgeometrie arbeitet. Als MW-Quelle wird bei diesem Aufbau ein Resonator-
stabilisierter Gunn-Oszillator verwendet, der bei 45 GHz arbeitet. Diese MW-Frequenz wird
zweimal verdoppelt, um 180 GHz zu erhalten. Statt einer reinen Leistungsdetektion wird die
reflektierte MW-Leistung mit einem Teil der Leistung der Quelle zu einer niedrigeren
Frequenz heruntergemischt. Nach einem zweiten Mischprozess wird dann ein dc-Signal
erzeugt, welches direkt gemessen werden kann. Dieses auf einem Mischprozel3 basierende
Detektionsprinzip bietet unter anderem den Vorteil, dass die Phaseninformation nicht verloren
geht. Des Weiteren ist ein solcher Aufbau wesentlich empfindlicher als eine reine
Leistungsdetektion bei 180 GHz, da das hohe Eigenrauschen des Leistungsdetektors bei
diesen Frequenzen vermieden wird [9]. Aus diesem Grund wurde ein solches Prinzip bereits
von anderen Arbeitsgruppen verwendet [14,15,56].

Um die MW-Strahlung zur Probe und wieder zuriick zu transportieren, werden quasioptische
Elemente verwendet, da bei einer Frequenz von 180 GHz einige MW-Bauteile entweder nicht

erhiltlich sind oder hohe intrinsische Verluste aufweisen.

In Abbildung 6.1 ist ein Blockschaltbild des Spektrometers wiedergegeben.
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Abb. 6.1
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Blockschaltbild des 180 GHz EPR Spektrometers. (a) Anregungsseite der MW-
Quelle, (b) Detektionsseite, (c¢) quasioptische Bauteile, 1-Resonator-stabilisierter
Gunn Oszillator, 2-Verstérker, 3-vierstufige Verstirkerkette, 4-Frequenzverdoppler
auf 90 GHz, 5-schneller MW-Schalter, 6-mechanischer Hohlleiterschalter,
7-Frequenzverdoppler mit 15 dBm Ausgangsleistung bei 180 GHz, 8-dielektrischer
Resonator-stabilisierter Oszillator als 3 GHz Quelle, 9-Verstiker, 10-harmonischer
Mischer mit einer Ausgangsfrequenz von 42 GHz, 11-Verstirker, 12-Frequenz-
verdoppler auf 84 GHz, 13-subharmonischer Detektionsmischer mit 12 GHz
Ausgangsfrequenz und einem Konversionsverlust von <9 dB, 14-Verstirker mit
32 dB und einer Rauschzahl von 1 dB, 15-Bandpassfilter mit 200 MHz Bandbreite,
16-Frequenzvervierfacher, 17-mechanischer Phasenschieber, 18-Ausgangsmischer,
19-drehbares Polarisationsgitter, 20-festes Polarisationsgitter, 21-Faraday-Rotator,
22-elliptischer Spiegel, 23-durchstimmbarer W-Band Gunn Oszillator, A, B und C-
Rillenhornstrahler.
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6.2 Die Mikrowellenbriicke

In Abbildung 6.1 ist schematisch die heterodyne MW-Briicke dargestellt, welche sowohl fiir
cw- als auch fiir Puls-Experimente verwendet werden kann. Die MW-Briicke wurde von
Dr. Martin Rohrer zusammen mit der Firma Millimeter Wave Oscillator (Longmont,
Colorado, USA) entworfen und von dieser Firma gebaut.

Die fundamentale Frequenz wird von einem Resonator-stabilisierten Gunn-Oszillator erzeugt,
der bei einer MW-Frequenz von 45 GHz arbeitet. An einer Stirnseite des Resonators ist eine
Mikrometerschraube befestigt, welche zum Abstimmen der Frequenz verwendet wird. Nach
einer ersten Verstirkungsstufe wird ein Teil der Leistung entnommen, welche fiir den
Referenzarm des Detektionsmischers verwendet wird. Bei 45 GHz ist eine vierstufige
Verstirkerkette integriert. Nach einem Frequenzverdoppler auf 90 GHz folgt ein schneller
MW-Schalter, welcher die Durchfiihrung von Puls-Experimenten ermoglicht. Dieser wird von
einem Pulsgenerator (DG 2020, Sony/Tektronix) mittels TTL-Pegeln angesteuert. Der
anschlieBende Frequenzverdoppler auf 180 GHz liefert eine Ausgangsleistung von 15 dBm.
Ebenfalls bei 90 GHz ist ein mechanischer Hohlleiterschalter in die Briicke integriert, mit
dessen Hilfe ein durchstimmbarer Gunn-Oszillator als MW-Quelle verwendet werden kann.
Mit diesem kann beispielsweise das Modenbild des Resonators auch dann noch untersucht
werden, wenn der Probenkopf in den Magneten eingesetzt worden ist. Fiir diesen Zweck wird
der Detektionsmischer entfernt und durch eine 180 GHz Detektordiode ersetzt.

Im Teil b in Abbildung 6.1 sind die Komponenten zusammengefasst, welche zur Detektion
der Signale verwendet werden. Dazu wird eine weitere MW-Quelle verwendet, welche bei
3 GHz arbeitet. Ein Teil dieser Leistung wird mit dem ausgekoppelten Anteil der 45 GHz zu
einer Frequenz von 42 GHz gemischt. Diese MW-Leistung wird ebenfalls verstirkt und auf
84 GHz verdoppelt. Die 84 GHz dienen als local input fiir den subharmonischen
Detektionsmischer, welcher eine Ausgangsfrequenz von 12 GHz erzeugt. Zunédchst werden
die 12 GHz um 32 dB verstirkt, danach folgt ein Bandpassfilter mit 200 MHz Bandbreite. Der
tibrige Teil der 3 GHz wird auf 12 GHz vervierfacht und mit den vom Detektionsmischer
erzeugten 12 GHz auf ein dc-Signal runtergemischt. Zum Einstellen der Detektionsphase ist
bei 12 GHz ein manueller Phasenschieber integriert. Der Ausgang des letzten Mischers wird
jetzt entweder bei cw-Experimenten auf den Eingang eines Lock-In Verstérkers oder bei Puls-
Experimenten auf ein Digitaloszilloskop gegeben.

6.3 Die Quasioptischen Komponenten

Bei Frequenzen oberhalb 100 bis 150 GHz degradieren MW-Bauteile in herkdmmlicher
Hohlleiterbauweise zunehmend in ihren Eigenschaften und weisen immer hohere Verluste
auf. Aus diesem Grund haben auch andere Arbeitsgruppen bereits quasioptische Elemente in
HF-EPR Spektrometern fiir Frequenzen oberhalb von 150 GHz verwendet [57-60].
Quasioptische Elemente werden beispielsweise als Strahlteiler eingesetzt oder um
MW-Strahlung mit geringen Leistungsverlusten iiber lingere Wegstrecken zu transportieren
[61].

Der Ausdruck Quasioptik ist darauf zuriickzufiihren, dass die hier betrachteten Wellenléngen

ca. vier GroBBenordnungen oberhalb der des sichtbaren Lichts liegen, und damit die Ausmalle
der Bauteile sowie der Strahldurchmesser vergleichbar sind mit der GroBenordnung der
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Wellenldnge [62,63]. Daher verhalten sich die betrachteten elektromagnetischen Wellen
anders als in der Strahlenoptik, beispielsweise hinsichtlich der Divergenz der Strahlen.

Ein wichtiger Begriff bei der Betrachtung quasioptischer Systeme sind Gaullsche Strahlen.
Diese sind elektromagnetische Wellen, deren elektrische Feldstérke eine Gaullsche Verteilung
senkrecht zur Strahlachse aufweist. Mit zunehmender Fortpflanzung des Strahls nimmt dessen
Durchmesser rasch zu, und die Intensitdt in der Strahlmitte damit ab. Dieses ist in
Abbildung 6.2 schematisch dargestellt. Erzeugt werden Gaullsche Strahlen mit Hilfe
korrugierter Hornstrahler (oder Rillenhornstrahler), wie eines in Abbildung 6.3 dargestellt ist
[64]. Die Rillen in der metallischen Wand dienen der Unterdriickung von Wandstrémen und
damit der Erzeugung eines moglichst idealen Strahlprofils. Idealerweise sollte die Rillentiefe
1/4 der Wellenldnge betragen und der Abstand kleiner als 1/3 der Wellenldnge sein. Sind
diese Bedingungen erfiillt, so &ndert ein Rillenhornstrahler die Polarisationsebene der
elektromagnetischen Welle nicht. Die Strahltaille eines Rillenhornstrahlers liegt dabei
innerhalb des Horns und nicht in der Ebene der Offnung. Innerhalb eines Rillenhornstrahlers
kann auch eine Modenkonversion von einer rechteckigen zu einer zirkularen Mode
stattfinden.

N

=

Abb. 6.2  Gaullscher Strahl, a) Amplitudenidnderung der elektrischen Feldstirke bei
Ausbreitung entlang der z-Achse, b) Entwicklung des Strahlradius und der
Phasenfront bei Ausbreitung eines GauBlschen Strahls. Die gestrichelten Linien
kennzeichnen die Fliachen gleicher Phase mit dem Kriimmungsradius R. Die
durchgezogene Linie kennzeichnet den Strahlradius w, welcher an der Strahltaille
Wwo minimal ist (entnommen aus [63]).

Abb. 6.3  a) Querschnitt eines Rillenhornstrahlers, b) Entstehung eines Gauflschen Strahls
mit Hilfe eines Rillenhornstrahlers, eingezeichnet sind der Strahlradius w, die
Strahltaille wy, sowie gestrichelt die Wellenfront an der Hornéffnung (entnommen
aus [63]).
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Da bei einer Frequenz von 180 GHz kein Zirkulator in konventioneller Ferritbauweise
erhéltlich ist, wurde fiir das 180 GHz Spektrometer von der Firma Radiometer Physics GmbH
(Meckenheim, Deutschland) ein quasioptischer Zirkulator aufgebaut. Der Aufbau ist in
Abbildung 6.1 (Teil ¢) schematisch dargestellt.

Direkt auf dem Ausgang des letzten Frequenzverdopplers von 90 auf 180 GHz ist ein
Rillenhornstrahler (Teil A, Abbildung 6.1) angebracht, welcher einen GaufBlschen Strahl
erzeugt. Das Horn hat eine Linge von 10,2 cm und die Offnung einen Querschnitt von
16 mm. Der Abstand der Rillen betrdgt ca. 1 mm, womit die verwendeten Rillenhornstrahler
nicht der oben beschriebenen Optimalgeometrie entsprechen. Obwohl der Ausgang des Horns
einen kreisformigen Querschnitt aufweist, ist die MW-Strahlung dennoch linear polarisiert, da
das Horn die Polarisationsrichtung nicht beeinflusst. Diese Strahlung trifft auf ein frei
stehendes Polarisationsgitter (Teil 20, Abbildung 6.1) und wird vollstindig reflektiert. Das
Gitter besteht aus Wolframdridhten mit einem Durchmesser von 25 um in einem Abstand von
80 um. Anschliefend trifft die Strahlung auf einen Faraday-Rotator'> (Teil 21), welcher aus
einer 2mm dicken Keramikschicht (Ferroxdure 330, [57]) besteht und die
Polarisationsrichtung um 45° dreht [63,65]. Der reflektierte Strahl trifft auf einen
fokussierenden Spiegel (Teil 22), welcher den Strahl in ein zweites Horn (B) fokussiert,
welches auf der Oberseite des Probenhalters angebracht ist. Dieses Horn hat mit einer Linge
von 6,9 cm und einem Querschnitt von 9,5 mm eine etwas andere Geometrie als das erste. Der
Abstand der Rillen ist in etwa gleich groB. Mit Hilfe dieses Horns wird der Gaul3sche Strahl
wieder zuriick auf die fundamentale Hohlleitermode transformiert.

Kommt die vom Resonator reflektierte Leistung wieder zuriick, erzeugt dieses Horn
wiederum einen Gauflschen Strahl, welcher auf den fokussierenden Spiegel trifft. Hiernach
durchlduft der Strahl nochmals den Faraday-Rotator, wobei die Polarisationsrichtung
abermals um 45° gedreht wird. Dies fiihrt dazu, dass nun der reflektierte Strahl gegeniiber
dem urspriinglichen eine um 90° gedrehte Polarisationsebene aufweist, und nun vom
Polarisationsgitter durchgelassen wird. Danach trifft der Strahl wiederum auf ein Horn,
welches den GauBschen Strahl wieder auf die Fundamentalmode transformiert. Auf diese
Weise wurde mit optischen Elementen ein Zirkulator aufgebaut [66].

Zusitzlich zu den bereits beschriebenen Bauteilen befindet sich ein weiteres
Polarisationsgitter direkt im Anschluss an das erste Horn, welches identisch mit dem oben
beschriebenen ist (Teil 19, Abbildung 6.1). Dieses weitere Gitter ist drehbar um die
Strahlachse gelagert und dient als variabler Abschwicher. Durch Verdnderung des Winkels o
zwischen der Polarisationsebene und dem Polarisationsgitter wird die durchgelassene
MW-Leistung mit sin’(o) moduliert. Die maximale Leistung durchquert das Gitter, wenn der
E-Vektor der elektromagnetischen Strahlung senkrecht zu den Dréhten des Gitters orientiert
ist, da in dieser Konfiguration keine Strome in dem Gitter induziert werden konnen.

Da ein Teil der quasioptischen Komponenten fest mit der MW-Briicke verbunden ist, ein
anderer Teil aber fest mit dem Probenkopf, muss es moglich sein, die Komponenten in einer
reproduzierbaren Art und Weise miteinander zu verbinden. Aus diesem Grund ist der
elliptische Hohlspiegel auf einer Grundplatte montiert, welche fest auf dem Probenkopf
angebracht ist. Die Komponenten, die sich im Strahlengang zwischen dem Spiegel und der
MW-Briicke befinden, sind auf einer zweiten Grundplatte fest montiert. Auf diese Weise

"2 Michael Faraday: 1791-1867
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reduziert sich das Problem darauf, diese beiden Platten reproduzierbar zu verbinden. Das ist
dadurch gewihrleistet, dass sich diese beiden Platten auf gleicher Hohe befinden und mittels
einer Nut und Fiihrungsstiften gegeneinander gefiihrt und verschraubt werden konnen.

Um die MW-Strahlung vom Ausgang des zweiten Rillenhornstrahlers zum Resonator zu
transportieren, wird ein liberdimensionierter Hohlleiter (WR-28) verwendet, welcher mittels
zweier Ubergangsstiicke an den Hohlleiterausgang des Rillenhornstrahlers bzw. an den
Resonator angebunden ist.

6.4 Der Resonator

Wie bereits erwdhnt wurde, kann fiir Puls-EPR Experimente nicht auf einen Resonator
verzichtet werden, da sonst nicht genug MW-Leistung am Probenort vorhanden ist. Andere
Arbeitsgruppen haben héufig Fabry-Pérot Resonatoren fiir HF-EPR Spektrometer verwendet,
bei 95 GHz [67,68], 250 GHz [61,69], 110 bis 330 GHz [70] und 360 GHz [58]. Dieser
Resonatortyp hat den Vorteil, dass die Bauteile vergleichsweise grof3 sind gegeniiber der
Wellenldnge und damit der mechanische Aufbau einfacher ist. Der Nachteil ist, dass ein
Fabry-Pérot Resonator nicht in der fundamentalen Mode betrieben wird, sondern in einer
hoheren. Dadurch bleibt ein groBer Teil der MW-Leistung ungenutzt, und der Fiillfaktor
sowie der Konversionsfaktor verkleinern sich. Ein zweites Problem ist das Einbringen der
Probe, da diese moglichst flach auf einen der beiden Spiegel aufgebracht werden muss,
wodurch das Einbringen gefrorener Proben ausgeschlossen ist.

Ein weiterer Resonatortyp ist der whispering gallery mode resonator, welcher sich allerdings
bislang in der EPR Spektroskopie nicht durchsetzen konnte, da beispielsweise die
Probenpriparation viele interessante Proben prinzipiell ausschlieB3t [71,72].

Aus diesen Griinden wird fiir das 180 GHz EPR-Spektrometer ein geschlossener zylindrischer
Fundamentalmodenresonator verwendet, wie die Arbeitsgruppe von Y. Lebedev dieses
erstmals 1983 bei 125 GHz getan hat [30] und auch andere Arbeitsgruppen ihn heute bei
Frequenzen von 95 GHz [68,73] und 140 GHz [14] verwenden. Auch in dem einzigen
kommerziell erhéltlichen W-Band EPR-Spektrometer der Firma Bruker kommt ein solcher
Resonator zum Einsatz [16,17]. Dieser Resonatortyp wird in der fundamentalen TEy;;-Mode
betrieben, die in Abbildung 6.4 gezeigt ist [55]. Bei dieser Mode laufen die Magnetfeldlinien
entlang der Zylinderachse, sodass hier die Probe positioniert werden kann.

Die maximale Giite dieser Mode wird erzielt, wenn Durchmesser und Linge des Resonators
gleich groB sind, fiir 180 GHz ergeben jeweils sich 2,2 mm [55].
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Abb. 6.4 Fundamentale TE(;;-Mode eines Zylinderresonators (entnommen aus [10]). Die
diinnen Linien stellen die Vektoren der elektrischen Feldstirke dar, die dickeren die
magnetischen Feldlinien.

Die TEy;;-Mode kann prinzipiell auf zwei verschiedene Arten angeregt werden. Bei der ersten
befindet sich in einer der beiden Stirnseiten eine kleine Iris, in die von innen eine diinne
Drahtspitze zeigt. In diesem Draht werden Wechselstrome induziert, welche im Resonator die
Mode anregen. Der Hohlleiter wird auflen an der Iris vorbeigefiihrt. Eine variable
Ankopplung wird dadurch erreicht, dass sich kurz hinter der Iris ein verstellbarer
Hohlleiterabschluss befindet. Dieses Prinzip wird bei dem W-Band Resonator der Firma
Bruker verwendet. Der Nachteil dieser Methode ist die sehr empfindliche Konstruktion der
Drahtspitze, welche von innen in den Resonator geldtet werden muss. AuBlerdem kann das
Probenréhrchen dann nicht durch den Resonator hindurchgesteckt werden, sondern kann nur
auf einer Seite gehalten werden, was die Stabilitét reduziert.

Wegen dieser Nachteile wurde fiir das aufgebaute 180 GHz Spektrometer die zweite Variante
der Ankopplung gewidhlt. Die MW-Ankopplung an den querliegenden Resonator geschieht
dabei mittels einer Iris in der Zylinderwand, welche sich direkt am Ende eines fundamentalen
Hohlleiters befindet. In die Mitte der Iris kann eine schmale versilberte Teflonspitze
eingelassen werden. Die Teflonplatte wird in einen Schlitten eingespannt, welcher wiederum
mittels einer Spindel entlang vierer Fiihrungsstibe vertikal verschoben werden kann. Auf
diese Weise wird eine variable Ankopplung realisiert. Der Ankopplungsmechanismus kann
iiber eine Mechanik bedient werden, nachdem der Probenkopf in den Magneten eingebaut
wurde. Ein dhnliches Prinzip wurde bereits bei 95 GHz in leicht verdnderter Form verwendet
[68]. Eine Darstellung des Resonators zusammen mit einem Probenréhrchen und der
MW-Ankopplung ist in Abbildung 6.5 wiedergegeben.
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Abb. 6.5 Darstellung des Resonators zusammen mit dem Ankopplungsmechanismus.
1-fundamentaler Hohlleiter, 1la-Schlitz zur Aufnahe des Dielektrikums,
2-Dielektrikum (Teflon), 2a-silberiiberzogene Spitze, welche in die Ankoppel-
O0ffnung gebracht werden kann, 3-Resonatortrdger, 3a-Schlitze zur Fiihrung des
Dielektrikums, 3b-Offnung zur Aufnahme des Resonators, 4-austauschbarer
Resonator, 4a-Ankoppeloffnung, 4b-Stempel an den Stirnseiten des Resonators,
5-Probenrohrchen, 6-Trager zur Fiihrung des Dielektrikums, 7-ferngesteuerte
Gewindestange, 8-Fiihrungsbolzen, 9-Grundplatte.

In der Praxis hat sich herausgestellt, dass der Resonator auch mit einer festen Ankopplung
betrieben werden kann. Dabei wird die Teflonplatte, deren Spitze in die Iris zeigt, entfernt.
Auch mit diesem Aufbau ist die MW-Ankopplung so gut, dass der leere Resonator kritisch
angekoppelt werden kann, was bedeutet, dass sidmtliche Leistung vom Resonator
aufgenommen wird. Mit dieser Ankopplung werden Pulsldngen von ca. 60 bis 80 ns fiir
n/2-Pulse erzielt (vgl. Kapitel 7.5.1). Der Vorteil liegt in der einfacheren Handhabung, da die
aufwendige Justierung entfdllt. Alle in dieser Arbeit gezeigten Spektren wurden mit einer
festen Ankopplung ohne die Teflonspitze aufgenommen.

Beide Stempel an den Resonatorstirnseiten enthalten Léngsbohrungen, mit denen die

Probenrdhrchen gehalten werden. Als Probenrohrchen werden Kapillaren aus Quarzglas
(Suprasil) verwendet, wobei verschiedene Groflen mit Innendurchmessern von 0,3 bis 0,5 mm
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zur Verfligung stehen. Einer der beiden Stempel kann iiber eine Mechanik verschoben
werden, wodurch auch nach dem Einbau des Probenkopfes die Eigenfrequenz des Resonators
verstellt werden kann. Zu diesem Zweck befindet sich ein Hebel an der AuBenseite des
Stempels, welcher eine Drehbewegung einer Stange, die durch den oberen Flansch des
Probenkopfes fiihrt, in eine horizontale Bewegung des Stempels umsetzt. Auf der Oberseite
des Flansches ist an der Stange wiederum ein Hebel befestigt, welcher mit einer
Mikrometerschraube verstellt werden kann. Auf diese Weise wird verhindert, dass sich eine
Léangendnderung der Fiihrungsstange, welche durch Temperaturinderungen hervorgerufen
wird, auf die Eigenfrequenz des Resonators auswirkt.

Um auch mit diesem Probenkopf cw-Experimente durchfiihren zu kdnnen, befindet sich ober-
bzw. unterhalb des Resonators ein Spulenpaar in Helmholtzgeometrie, mit dem eine
Feldmodulation durchgefiihrt werden kann. Um Mikrophonieeffekte zu minimieren, sind die
Modulationsspulen mit drei Fiihrungsstangen an dem oberen Flansch befestigt. Der Resonator
und alle anderen Teile sind mit drei weiteren Fiihrungsstangen ebenfalls an dem Flansch
befestigt, wodurch der mechanische Kontakt zwischen dem Resonator und den
Modulationsspulen minimiert wird.
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7 Eigenschaften des Spektrometers

7.1 Die Mikrowellenbriicke

711 Anregung

Bei der Wahl der Art der MW-Quelle miissen verschiedene Faktoren wie Leistung, Phasen-
und Frequenzstabilitdt beriicksichtigt werden. In Abbildung 7.1 sind fiir verschiedene Arten
von MW-Quellen die erzielten Leistungen wiedergegeben.
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Abb. 7.1  Erzielbare Leistungen verschiedener MW-Quellen als Funktion der Frequenz. Die
Abkiirzungen bedeuten: BWO: backward wave oscillator, ElO: extended
interaction oscillator (Daten von Dr. M. Bennati).

Wie weiter unten noch gezeigt wird, ist es vorteilhaft, moglichst viel MW-Leistung zur
Verfiigung zu haben, damit die Pulsldngen so kurz wie moglich werden. Auf der anderen
Seite wird es mit zunehmender MW-Leistung immer schwieriger, diese noch zu handhaben
und beispielsweise Schalter zu erhalten, die solche Leistungen geniigend schnell schalten
konnen. Stattdessen konnen auch die MW-Quellen selber geschaltet werden, dadurch geht
aber normalerweise die Phasenkohérenz zwischen den einzelnen Pulsen verloren. Aus diesen
Griinden werden bislang in EPR-Spektrometern nur in Einzelfdllen Hochleistungsquellen
eingesetzt. FIR-Laser haben meistens Probleme mit Amplitudenrauschen, sodass auch diese
nur selten verwendet werden. Fiir das aufgebaute 180 GHz Spektrometer wird daher das oben
beschriebene Design verwendet, mit dem eine Ausgangsleistung von ca. 30 mW bei 180 GHz
erzielt wird.
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In der Anregungsseite der MW-Briicke sind bei 45 GHz mehrere Verstirker integriert, die
nach dem injection-locked Verfahren arbeiten. Jeder einzelne dieser Verstirker hat nur einen
eingeschriankten Frequenzbereich, innerhalb dessen er gelockt ist und stabil arbeitet. Aus
diesem Grunde ist der Arbeitsbereich der gesamten Quelle auf (180+0,2) GHz
eingeschriankt. Auflerhalb dieser Bandbreite sind einzelne oder mehrere der Verstédrker nicht
mehr in ithrem Arbeitsbereich, was dazu fiihrt, dass nicht mehr eine einzige Frequenz erzeugt
wird, sondern ein breites Frequenzrauschen. Um solche Effekte zu untersuchen, ist in der
Anregungsseite der MW-Quelle bei 90 GHz ein Richtkoppler integriert. An dieser Stelle kann
beispielsweise mit Hilfe eines Mischkopfs ein Spektrumanalysator angeschlossen werden.

Mit dem Spektrumanalysator kann auch die erzeugte MW-Frequenz ausgelesen werden. In
Abbildung 7.2 ist das Langzeitverhalten der MW-Quelle demonstriert. Dazu wurde alle halbe
Sekunde ein Frequenzspektrum der Quelle aufgenommen und automatisch das Maximum
detektiert und dessen Frequenz ausgelesen. Gezeigt ist die erzeugte Frequenz iiber einen
Zeitraum von ca. 2,5 Tagen. Direkt nach dem Einschalten der Quelle ist zu erkennen, dass
etwa zwei bis drei Stunden vergehen, bis die erzeugte Frequenz stabil ist. Nach dieser
Einschaltphase liegen die Frequenzschwankungen innerhalb einer Bandbreite von etwa
1 MHz, was deutlich innerhalb der Resonatorbandbreite liegt. Auf die Magnetfeldstirke
umgerechnet bedeutet dies eine Ungenauigkeit von 0,036 mT, wodurch die
Reproduzierbarkeit von aufeinanderfolgenden oder sehr lange dauernden Messungen auf
diesen Wert eingeschrinkt wird. Bei den meisten Untersuchungen ist diese Ungenauigkeit
kein Problem, da die betrachteten Signale deutlich gréBere Linienbreiten aufweisen. Sollen
aber Signale mit einer entsprechend kleinen Linienbreite tiber mehrere Stunden aufgenommen
werden, miissen die Frequenzschwankungen der MW-Quelle beriicksichtigt werden.

89.9996 —
89.9994 —
89.9992 —
89.9990 —
89.9988 —

Frequenz (GHz)
*

89.9986 —
89.9984 —
89.9982 7

I I I I I I
0 10 20 30 40 50 60

Zeit (Stunden)

Abb. 7.2  Erzeugte MW-Frequenz der Quelle vor dem letzten Frequenzverdoppler in
Abhéngigkeit von der Betriebsdauer.

In Abbildung 7.2 ist ebenfalls zu erkennen, dass die Frequenz mit einer Periodizitit von
ca. 24 Stunden kurzfristig kleiner wird, was mit zwei Sternen gekennzeichnet ist. Diese Zeit
liegt in den Nachmittagsstunden, wihrend der die Umgebungstemperatur im Labor am
groBten ist. Dieser Effekt kann zwei verschiedene Ursachen haben. Zum einen kénnen durch
Temperaturschwankungen Lingendnderungen des Resonators verursacht werden, welcher zur
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Frequenzstabilisierung dient. Wird die Umgebungstemperatur groBer, so dehnt sich der
Resonator aus und die Frequenz nimmt ab. Eine andere mogliche Erkldrung fiir die
Schwankungen der MW-Frequenz ist die Temperaturabhiingigkeit des Gunn-Effekts. Sollen
die Frequenzschwankungen der MW-Quelle weiter reduziert werden, muss die Quelle also
temperaturstabilisiert werden, was beispielsweise mit einer Wasserkiihlung erreicht werden
konnte.

Der bei 90 GHz in die MW-Briicke integrierte Schalter hat eine Isolation von = 55 dB. In
Abbildung 7.3 ist dessen Schaltverhalten demonstriert. Dargestellt ist die Leistung, die von
einem nicht angepassten Resonator reflektiert wird. Die Schaltflanken beim Einschalten
betragen ca. 3 ns, beim Ausschalten ca. 5 ns. Die minimale Pulslinge betrdgt 15 ns, bei
kiirzeren Schaltzeiten 6ffnet der Schalter nicht.
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Abb. 7.3 Schaltverhalten des MW-Schalters bei verschieden langen Pulsdauern. Gezeigt sind
Pulse mit 15, 20, 25, 30, 50, 75, 100, 125 und 150 ns Lénge.

7.1.2 Detektion

Die Rauschzahl eines Bauteils ist das Verhiltnis zwischen dem S/N am Eingang zu dem S/N
am Ausgang des Bauteils. Somit ist ein Bauteil umso besser je kleiner dessen Rauschzahl ist.
Sind mehrere signalverarbeitende Bauteile mit den Rauschzahlen F; und den
Verstiarkungsfaktoren Gj hintereinander geschaltet, so ergibt sich die Rauschzahl der
gesamten Anordnung aus [74]

F-1 F-1,  F-l
- G, GG, ~ GG,-...-G

n-1

(7.1)

Die Rauschzahl der Detektion des aufgebauten Spektrometers ist im Wesentlichen bestimmt
durch den Konversionsverlust des ersten Detektionsmischers (Teil 13 in Abbildung 6.1),
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welcher <9 dB betrdgt. Nach dem Detektionsmischer folgt ein Verstirker mit 32 dB
Verstiarkung, somit fallen alle nachfolgenden Bauteile nicht mehr so stark ins Gewicht.
Werden die Verluste beim Transport der Mikrowelle vom Resonator zum Detektionsmischer
sowie die Verluste oder Verstarkungsfaktoren aller nachfolgenden Bauteile berticksichtigt, so
kann eine Rauschzahl von 13 dB fiir den gesamten Detektionsarm der MW-Briicke
abgeschitzt werden.

Fiir eines der ersten Puls HF-EPR Spektrometer, welches in Leiden gebaut wurde und bei
95 GHz arbeitet, wurde eine Rauschzahl von 16,8 dB angegeben [12]. Zwei weitere
selbstgebaute Spektrometer in Berlin (95 GHz) und am MIT in Boston (140 GHz) haben
Rauschzahlen von 15 dB bzw. 10 dB [15,14].

7.2 Die Quasioptischen Komponenten

Wie weiter unten noch erldutert wird, ist die am Resonator ankommende MW-Leistung
zusammen mit dessen Konversionsfaktor entscheidend fiir die erzielten Pulsldngen und damit
fiir die Zeitauflosung des Spektrometers im Pulsbetrieb. Aus diesem Grunde miissen die
intrinsischen Verluste der optischen Komponenten und der Komponenten, welche die
Strahlung zum Resonator transportieren, so gering wie mdglich gehalten werden.

Der quasioptische Zirkulator hat fiir einen einzelnen Durchlauf einen Verlust von ca. 1,4 dB.
Etwa die Hilfte davon entfdllt auf den Faraday-Rotator, die iibrigen Verluste entstehen durch
Kreuzpolarisation und nicht optimale Justierung der optischen Komponenten. Zum Vergleich
fiir diese Zahl: Ein konventioneller Zirkulator fiir 140 GHz in Ferritbauweise hat einen
intrinsischen Verlust von 2,0 dB [75]. Fiir einen vergleichbaren quasioptischen Vier-Kanal-
Zirkulator, der allerdings bei 90 GHz arbeitet, wurde ein intrinsischer Verlust von 0,5 dB
angegeben [66].

Der in den Zirkulator integrierte optische Abschwicher hat eine vernachlissigbare Dampfung,
im Vergleich zu einem W-Band Abschwicher in konventioneller Hohlleiterbauweise, der
einen Verlust von bis zu 1 dB aufweist [75]. Dagegen ist die maximale Abschwichung, die
mit diesem Aufbau erreicht werden kann, abhingig von der Genauigkeit der Orientierung und
der Stirke der Kreuzpolarisation des Gauf3schen Strahls.

Fiir den Transport der MW-Strahlung vom Flansch des Probenkopfes zum Resonator wird
kein fundamentaler Hohlleiter verwendet, da dieser bei der erforderlichen Linge von
ca. 70 cm einen theoretischen Verlust von 5 dB fiir einen einzelnen Durchlauf hitte [74]. Der
statt dessen verwendete iiberdimensionierte Hohlleiter weist inklusive der beiden
Ubergangsstiicke einen Verlust von 0,8 dB fiir einen einzelnen Durchgang auf.

Die Gesamtverluste fiir einen einzelnen Durchlauf vom Ausgang des letzten Frequenz-
verdopplers bis zum Resonator belaufen sich damit auf ~ 2,4 dB. Zum Vergleich: Fiir ein
EPR-Spektrometer, welches bei 140 GHz mit einem konventionellen Zirkulator betrieben
wird, wurde fiir diese Strecke ein Verlust von 8 bis 9 dB angegeben [76]. Fiir zwei andere
HF-EPR Spektrometer, die mit vergleichbaren quasioptischen Komponenten arbeiten, wurden
Verluste von = 1 dB (90 GHz [57]) bzw. 2,5 dB (360 GHz [58]) angegeben. Dieser Vergleich
zeigt, warum bei diesen Frequenzen auf quasioptische Komponenten nicht verzichtet werden
kann.
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In Abbildung 7.4 ist ein Modenbild des Resonators gezeigt. Zu erkennen sind auch stehende
Wellen auf beiden Seiten des Resonatordips. Aus dem Abstand der stehenden Wellen lésst
sich ableiten, dass diese sich zwischen den beiden Ubergingen vom fundamentalen zum
iiberdimensionierten Hohlleiter ausbilden. Prinzipiell wirken sich die stehenden Wellen nicht
nachteilig auf die FEigenschaften des Spektrometers aus, solange die verwendete
MW-Frequenz nicht genau in einem Minimum einer solchen stehenden Welle liegt. In diesem
Fall wird ein Teil der Leistung, welche in dem Hohlleiter transportiert wird, von den
stehenden Wellen absorbiert und steht damit am Resonator nicht mehr zur Verfiigung.

reflektierte
Leistung

Av = 40 MHz

180,5 GHz 181,2 GHz

Abb. 7.4  Modenbild des Resonators zur Verdeutlichung der Giite. Zu erkennen sind auch die
im Text erwahnten stehenden Wellen.

7.3 Der Resonator

Die FEigenschaften eines MW-Resonators fiir die EPR-Spektroskopie werden durch
verschiedene Groflen bestimmt. Das sind der Fiillfaktor, die Giite und der Konversionsfaktor.

Der Fullfaktor eines Resonators ist definiert als

Vs <Bl2>s

T]:

er ist also ein Mal3 dafiir, wie viel Raum die Probe innerhalb des effektiven Volumens
einnimmt. Die Indizes S und R bezeichnen die Probe bzw. den Resonator, V ist das Volumen,
B, ist das oszillierende Magnetfeld im Resonatorinnern, und die eckigen Klammern stehen fiir
eine raumliche und zeitliche Mittelung.

Der Fiillfaktor des 180 GHz Resonators kann mit einem Verfahren abgeschitzt werden,
welches ausfiihrlich in [55] beschrieben wird. Fiir die typischerweise verwendeten
Probenrohrchen mit einem Innendurchmesser von 0,3 mm ergibt sich ein Fiillfaktor von
1N = 0,09. In Tabelle 7.1 sind fiir die verwendeten Probenrohrchen sowohl das Probenvolumen
als auch der Fiillfaktor aufgelistet.
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@i (mm)  Z (mm) Vs (uD) n
0,3 0,40 0,16 0,09
0,4 0,55 0,28 0,16
0,5 0,70 0,43 025

Tab. 7.1  Probenvolumen und abgeschétzter Fiillfaktor des Resonators fiir verschiedene
Probenréhrchen.

Die Giite eines Resonators kann ausgedriickt werden als der Quotient der Resonanzfrequenz
und der Halbwertsbreite der Resonatormode, wie sie in Abbildung 7.4 eingetragen ist. Die
Gilite des leeren Resonators ist in der GroBenordnung von 2500 bis 4500, wie es aus
Abbildung 7.4 ersichtlich ist. Wird eine Probe in den Resonator eingebracht, verringert sich
dessen Giite nur unwesentlich, lediglich die Ankopplung wird schlechter. Wéhrend mit einem
leeren Resonator eine kritische Ankopplung erzielt werden kann, bei der keine Leistung
reflektiert wird, gilt dies nicht fiir den geladenen Resonator mit einer festen Ankopplung.

Der Konversionsfaktor eines MW-Resonators beschreibt den Anteil der ankommenden
MW-Leistung, welcher in den Resonator gelangt. Fiir den Zusammenhang zwischen dem im
Innern des Resonators erzeugten Wechselfeld und der von auBBen anliegenden MW-Leistung
gilt folgender Zusammenhang [15]:

B, =c,JOP, . (7.3)

B, bezeichnet das Magnetfeld im Resonatorinnern, c¢ ist der Konversionsfaktor des
Resonators, Q die Giite und Py die von auBlen anliegende MW-Leistung. Da die B;-Feldstérke
invers proportional zur bendtigten Pulslinge bei Puls-Experimenten ist, kann der
Konversionsfaktor mit Hilfe der Gleichungen (2.11), (2.17) und (7.3) abgeschitzt werden. Mit
einer Pulslinge von ca. 60 ns fiir einen m/2-Puls (vgl. Kapitel 7.5.1), einer anliegenden
Leistung von 15 mW und einer Resonatorgiite von 3000 kann ein Konversionsfaktor von
30 pT/W'? abgeschitzt werden.

Der Konversionsfaktor eines Resonatortyps ist abhdngig von der verwendeten MW-Frequenz
[15]:

A FN TH (7.4)
VaVamw

wobei | die Vakuumpermeabilitdt ist. Verglichen mit einem W-Band Resonator, fiir den ein
Konversionsfaktor von 50 pT/W"? angegeben wurde [15], sollte nach Gleichung (7.4) fiir den
180 GHz Resonator ein Wert von ca. 100 uT/W'"? erwartet werden. Dass der tatsichliche
Wert einen Faktor drei kleiner ist, liegt vermutlich daran, dass die Probe zusammen mit dem
Probenrohrchen ein vergleichsweise grofles Volumen im Resonator einnimmt. Dadurch
kommt es zu einer Stérung der idealen Feldverteilung im Resonator, wodurch sowohl die
MW-Leistung als auch die Homogenitidt am Probenort reduziert werden. Dieser Effekt kann
auch bei einem vergleichbaren zylindrischen Resonator fiir 140 GHz beobachtet werden, fiir
den ein Konversionsfaktor von 40 uT/Wl/ ? bestimmt wurde [56].
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Moglicherweise zeigt dieser Vergleich die Limitationen, die bei der Verwendung dieses
Resonatortyps bei immer hoheren MW-Frequenzen auftreten. Zum einen werden die
Ausmalle des Resonators immer kleiner, sodass die Handhabung immer diffiziler wird. Auf
der anderen Seite wird das relative Volumen der Probe innerhalb des Resonators immer
grofBer, wodurch es zu einer zunehmenden Storung der Resonatormode kommt.

7.4 Genauigkeit der Bestimmung von g-Werten

Ein wesentlicher Grund, HF-EPR zu betreiben, ist die Erh6hung der spektralen Auflosung bei
Proben, die eine g-Tensor Anisotropie aufweisen (vgl. Abbildung 2.5). Um den g-Wert eines
Signals zu bestimmen, miissen sowohl die verwendete MW-Frequenz als auch das absolute
Magnetfeld bekannt sein. Da in Kapitel 4 gezeigt wurde, das der verwendete supraleitende
Magnet eine Hysterese aufweist, deren Stiarke von den jeweiligen Messparametern abhingt,
ist es nicht moglich, durch Bestimmung des Spulenstroms das absolute Magnetfeld zu
ermitteln. Sollen die g-Werte einer Probe bestimmt werden, muss statt dessen ein Verfahren
verwendet werden, welches in [68] beschrieben wurde. Zu diesem Zweck wird der Probe eine
zusitzliche paramagnetische Spezies hinzugegeben, welche mehrere Signale mit bekannten
g-Werten aufweist. Mit dieser Probe kann eine Feldeichung vorgenommen werden.

Als Feldstandard wird typischerweise Mn>* in MgO verwendet, da diese Probe zum einen
starke Signale liefert und somit nur sehr wenig Probenmenge bendtigt wird. AuBBerdem hat
das Mn**-Ion sechs Signale, die iiber einen Bereich von ca. 50 mT verteilt sind, somit kann
dieser Bereich flir Messungen verwendet werden, bei denen g-Werte bestimmt werden sollen.
Die Positionen der sechs Signale sind gegeben durch [68]

2
a

B [1(7+1)-m?], (1.5)

=B, —am, —

ml
Mn

wobei By, den Schwerpunkt des Manganspektrums bezeichnet.

In [68] ist der g-Wert des Manganstandards mit einer relativen Genauigkeit von 2,5x10”
angegeben. Die verwendete MW-Frequenz muss wihrend des Experiments mit dem in
Kapitel 7.1.1 beschriebenen Aufbau gemessen werden. Die langfristigen Frequenz-
schwankungen betragen maximal 1 MHz, was einer relativen Ungenauigkeit von 5x107
entspricht. Die kurzfristigen Instabilitdten sind mindestens eine Gré3enordnung kleiner, was
verdeutlicht, dass die MW-Frequenz nicht der genauigkeitsbestimmende Faktor ist. Der
Abstand zweier Signale wird iiber den Abstand zweier Manganlinien kalibriert, welcher in
erster Ndherung durch die Hyperfeinkopplungskonstante des Mn** gegeben ist. Diese ist in
[68] mit einer relativen Genauigkeit von 3x10™ angegeben. Aus den gemachten Angaben lasst
sich abschitzen, dass sich bei optimalen Bedingungen der g-Wert eines Signals mit einer
Genauigkeit von maximal ~ 5x107 bestimmen lisst.

Ein Beispiel fiir die Bestimmung von g-Werten wird in Kapitel 10.2 gezeigt.
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7.5 Empfindlichkeit im Puls-Betrieb

Fir die Qualitit eines Puls-EPR Spektrometers sind zwei verschiedene Kriterien
entscheidend. Das ist zum einen die Zeitauflosung, welche durch die Pulslingen und die
Totzeit bestimmt wird, und zum anderen die Empfindlichkeit, also die Signalintensitit, die
mit einer gegebenen Probe erzielt werden kann. Zunéchst soll auf die Zeitauflosung
eingegangen werden.

7.5.1 Zeitauflosung

Die Zeitauflosung wird hauptsdchlich durch die Linge der MW-Pulse bestimmt, welche
wiederum mit der MW-Leistung am Probenort zusammenhéngen. Nach Gleichung (7.3) ist
die Pulslinge durch den Konversionsfaktor des Resonators sowie die verfiigbare
MW-Leistung bestimmt. Experimentell wird die optimale Pulsldnge dadurch bestimmt, dass
beispielsweise bei einem stimulierten Echo die Pulslingen so eingestellt werden, dass die
Echointensitidt maximal ist. In diesem Fall betragen alle Pulslingen genau m/2.

Mit dem beschriebenen Aufbau betragen typische n/2-Pulslédngen ca. 60 bis 80 ns fiir Systeme
mit S=1/2.

Fiir ein Spektrometer, das bei 140 GHz betrieben wird, wurde eine Pulslange von 60 bis 70 ns
angegeben [76], fiir ein selbstgebautes W-Band Spektrometer wurden 40 ns bestimmt [15].

Fir die Zeitauflosung eines Spektrometers ist neben den Pulslingen auch die Totzeit
entscheidend. Damit wird allgemein die Zeit bezeichnet, die nach einem MW-Puls vergeht,
bevor ein Signal detektiert werden kann. Zur Verdeutlichung der Totzeit des aufgebauten
Spektrometers ist in Abbildung 7.5 ein FID-Signal an Mn*"-Tonen in MgO gezeigt. Nach dem
Puls vergeht eine Totzeit von etwa 20 ns, bevor der FID zu erkennen ist.

20 ns
-

o

100 200 300 400 500 600
Zeit (ns)

Abb. 7.5 Off-resonanter FID einer Mn®" Probe in MgO bei T = 60 K. Die Pulslinge betrigt

35ns. Gezeigt sind 10 Mittelungen. Die Totzeit ist mit gestrichelten Linien
markiert und betragt etwa 20 ns.
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Der angegebene Wert von 20 ns ist nur ein grober Richtwert, der stark von der jeweiligen
Probe und den Messparametern abhingen kann. In [15] wird beispielsweise beschrieben, wie
mit Hilfe eines Differenzverfahrens die Totzeit deutlich verringert werden kann.

Verglichen mit X-Band Spektrometern ist die Totzeit bei hohen MW-Frequenzen wesentlich
kleiner. Das liegt im Wesentlichen daran, dass aufgrund der geringeren MW-Leistungen
wiahrend der MW-Pulse der Detektionsarm nicht gesittigt ist. Bei X-Band Spektrometern ist
auch nach dem MW-Puls noch innerhalb einer Zeit von zehn bis 100mal der
Resonatorabklingzeit die Detektion geséttigt, wodurch die Spektrometertotzeit bestimmt wird.
Ein weiterer Grund ist, dass bei gleicher Resonatorgiite mit zunehmender MW-Frequenz die
Resonatorbandbreite linear zunimmt. Die Resonatorabklingzeit, welche invers proportional
zur Bandbreite ist, nimmt somit ab. Fiir eine Resonatorbandbreite von 50 MHz ergibt sich bei
180 GHz eine Resonatorabklingzeit von = 3 ns, wodurch deutlich wird, dass dieser Effekt bei
hohen MW-Frequenzen vernachléssigbar ist.

Sowohl die Sattigung der Detektion als auch die Resonatorabklingzeit spielen bei hohen MW-
Frequenzen keine Rolle mehr, sodass hier die Zeitauflosung des Spektrometers durch die
Storungen an den Pulsflanken bestimmt wird. Fiir ein selbstgebautes W-Band Spektrometer
wurde eine Zeitauflosung von 5 bis 20 ns angegeben, welche mit der fiir das 180 GHz
Spektrometer vergleichbar ist [15]. In der gleichen Verdffentlichung wird auch ein Beispiel
gezeigt, in dem ein FID-Signal bereits 3 ns nach dem Pulsende detektiert werden kann.

7.5.2 Empfindlichkeit

Wiéhrend im cw-Betrieb die Eigenschaften der MW-Quelle Einfluss auf die Empfindlichkeit
des Spektrometers haben, ist dieses im Pulsbetrieb nicht der Fall, da zum Zeitpunkt der
Datenaufnahme der MW-Schalter geschlossen ist. Der Schalter selber hat eine Isolation von
55 dB. Da der nachfolgende Frequenzverdoppler ein nicht-lineares Bauteil ist, betrdgt der
Abstand zwischen ein- und ausgeschalteter MW-Quelle mindestens 60 dB bei 180 GHz.

Es hat sich als niitzlich herausgestellt, die Empfindlichkeit im Puls-Betrieb mit dem
S/N-Verhiltnis eines Echos in einem Einzelschussexperiment zu bestimmen [9]. Die
Empfindlichkeit ist damit ein Mal3 dafiir, wie viele Spins benétigt werden, um in einem
Einzelschussexperiment ein S/N-Verhiltnis von 1 zu erzielen. Dabei muss noch auf die Breite
des Signals normiert werden. In Tabelle 7.2 sind fiir verschiedene Proben die mit dem
aufgebauten Spektrometer jeweils erzielten Empfindlichkeiten wiedergegeben.

Probe Temperatur ~ Empfindlichkeit (Spins/mT) Methode
BDPA in Toluol, 150uM 20K 8,7 x 10" 3-Puls Echo
TEMPO in Wasser/Glycerol I5K 1-2x10" 3-Puls Echo
Y* in RNR 15K 1,4 x 10" 3-Puls Echo

Tab. 7.2  Bestimmung der Empfindlichkeit im Pulsbetrieb mit verschiedenen Proben.
Abkiirzungen: Y*: Tyrosyl-Radikal, RNR: Ribonukleotid Reduktase aus E.coli. Die
Strukturen von BDPA und TEMPO sind im Anhang A.6 wiedergegeben.

Als Durchschnitt verschiedener Messungen kann eine Empfindlichkeit von 1 bis
10x10" Spins/mT bestimmt werden.
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Die Performance des Spektrometers im Pulsbetrieb ist in Abbildung 7.6 demonstriert. Gezeigt
ist ein 3-Puls Echo ecines RaseMn’ e¢GDP Komplexes bei T =20K (vgl. Kapitel 9). Der
Abstand zwischen den Pulsen betrdgt jeweils 150 ns und die Pulslingen sind 20 ns. Das
Probenrohrchen hat einen Innendurchmesser von 0,3 mm, die Probe hat eine Konzentration
von | mM.

30 Mittelungen

Einzelschuss

| L | | | | |
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4x10°
Zeit (s)

Abb. 7.6  3-Puls Echo eines RaseMn’’eGDP Komplexes bei T=20K. Die Pulslingen
betragen 20 ns mit einem Abstand von 150 ns. Die untere Messung ist ein
Einzelschussexperiment, die obere wurde iiber 30 Wiederholungen gemittelt. Die
mit einem Stern gekennzeichneten Echos stammen von Magnetisierungseffekten
der Probe. Die Anzahl der Spins betrigt ca. 1,5x10™' Mol.

Das erste und stirkste Echo ist das stimulierte 3-Puls Echo, das zweite Echo ist ein 2-Puls
Echo des ersten und des dritten Pulses. Zu erkennen sind noch zwei weitere Echos, welche
mit einem Stern gekennzeichnet sind. Diese sind darauf zuriickzufiihren, dass die Probe stark
magnetisiert wird und diese Magnetisierung selber wieder wie ein MW-Puls wirkt. Solche
Effekte spielen eine zunehmende Rolle bei hoheren Magnetfeldern und MW-Frequenzen
aufgrund der hoheren Giite des Resonators, des hohen Fiillfaktors nj und der stirkeren Proben-
magnetisierung. Bereits 1958, also kurz nach der Demonstration des ersten Puls-EPR
Experiments wurde dieser Effekt beobachtet [77]. Auch bei der bislang hochsten Frequenz
von 604 GHz, bei der ein Puls-EPR Experiment demonstriert wurde, konnte dieser Effekt
beobachtet werden [19].

7.6 Empfindlichkeit im cw-Betrieb

Um mit dem Resonatoraufbau cw-Experimente durchfiihren zu koénnen, sind wie in
Kapitel 6.4 beschrieben Modulationsspulen angebracht. Wie bei dem Transmissionsaufbau
wurde zunichst mit Mn®" in MgO die Spulenkonstante der Modulationsspulen bestimmt. Das
Ergebnis ist in Abbildung 7.7 wiedergegeben.
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Abb. 7.7  Bestimmung der Spulenkonstante bei zwei verschiedenen Modulationsfrequenzen.

Der Effekt der abnehmenden Spulenkonstante bei zunehmender Modulationsfrequenz ist auf
Gegeninduktion in den Resonatorwénden zuriickzufiihren. Durch das von den Modulations-
spulen erzeugte Wechselfeld werden in den Resonatorwénden Strome induziert, die dem von
aullen angelegten Feld entgegenwirken, es also abschirmen. Je hoéher nun die Modulations-
frequenz, desto schneller sind die zeitlichen Anderungen des angelegten Wechselfeldes und
desto effektiver ist die Induktion. Aus diesem Grund ist die Verwendung hoher Modulations-
frequenzen bei auBerhalb des Resonators angebrachten Modulationsspulen schwierig. Bei
einem typischen rechteckigen X-Band Resonator dagegen sind die Modulationsspulen im
Innern des Resonators untergebracht, sodass hier die Erzeugung der Feldmodulation
wesentlich effektiver ist.
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Puls
k
——cw
I I I I I I I I I I I
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Abb. 7.8  Vergleich zwischen Spektren, die im cw- und im Puls-Betrieb aufgenommen
worden sind. Die Spektren wurden so normiert, dass das Rauschen jeweils die
gleiche Amplitude hat. Links ist eine der sechs Linien von Mn*"-Ionen in MgO bei
30 K gezeigt, rechts die Spektren von BDPA in Polystyrol bei 150 K. Bei dem
Fieldswept-Experiment am Mn>" wurden 16 Mittelungen durchgefiihrt, bei der
BDPA-Probe  wurde ein  Einzelschussexperiment  durchgefiihrt.  Die
cw-Experimente wurden mit einer Modulationsfrequenz von 4,6 kHz durchgefiihrt.
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Mit BDPA in einer Polystyrolmatrix und Mn**-Ionen in MgO wurde die Empfindlichkeit des
Spektrometers im cw-Betrieb mit der im Puls-Betrieb verglichen. Diese Vergleiche sind in
Abbildung 7.8 dargestellt. Bei den cw-Experimenten wurden die MW-Leistung und die
Modulationsamplitude jeweils so gewdhlt, dass das maximale S/N-Verhéltnis erhalten wird,
ohne die Linienform zu verdandern. Die cw-Experimente wurden mit einer Zeitkonstanten des
Lock-In Verstédrkers von 1 s durchgefiihrt.

Bei der Messung am Mn”" ist das S/N-Verhiltnis der cw-Messung ca. einen Faktor vier besser
als bei dem Puls-Experiment. Wird beriicksichtigt, dass bei dem Puls-Experiment 16
Mittelungen pro Datenpunkt durchgefiihrt worden sind, und dass die Messung etwa 1,5 mal so
lange gedauert hat, so ergibt sich ein um den Faktor 24 besseres S/N-Verhiltnis fiir das
cw-Experiment.

Bei der Messung am BDPA ist dagegen das S/N-Verhéltnis des Puls-Experiments besser als
beim cw-Experiment. Unter der Beriicksichtigung der verschieden langen Messzeiten weist
das Puls-Experiment ein um den Faktor 1,5 besseres S/N-Verhiltnis auf.

Die unterschiedlichen Ergebnisse fiir die beiden Proben konnen mit den unterschiedlichen
Linienbreiten erklart werden. Fiir die mit etwa 0,1 mT relativ schmale Linie des
Mn’"-Systems ist es einfacher, eine optimale Modulationsamplitude zu erreichen. Die BDPA-
Probe hat dagegen eine Linienbreite von ca. 0,75 mT, wodurch eine etwa sieben mal so grof3e
Modulationsamplitude verwendet werden sollte, um ein optimales S/N-Verhiltnis zu erzielen.
Bei diesen groBen Modulationsamplituden treten vermutlich starke Mikrophonieeffekte auf,
was zu Linienverbreiterungseffekten fithrt. Ein Hinweis auf starke Mikrophonieeffekte ist
auch die Tatsache, dass bei den betrachteten Modulationsfrequenzen und -amplituden ein
starkes Pfeifen zu horen ist, was auf mechanische Schwingungen des Probenkopfs hindeutet.

Fiir Proben mit schmalen EPR-Signalen ist also die Empfindlichkeit im cw-Betrieb besser als
bei Puls-Experimenten. Diese Aussage gilt aber nur fiir schmale EPR-Signale mit maximal
0,2 bis 0,3 mT Linienbreite, bei denen es moglich ist, eine optimale Modulationsamplitude
einzustellen. Bei breiten Signalen ist dieses nicht mdglich, da das von den Modulationsspulen
erzeugte magnetische Wechselfeld dafiir zu klein ist. Bei solchen Systemen wird also ein
Puls-Experiment empfindlicher sein.

Mit den genannten Einschrinkungen ist die Empfindlichkeit im cw-Betrieb etwa um den
Faktor 20 groBer als bei Puls-Experimenten, was zu einer Abschitzung der Empfindlichkeit
von 5-50x10® spins/(mTVHz) fiihrt. Wie gesagt, gilt diese Angabe nur fiir Proben mit
schmalen Linienbreiten.

Fiir ein selbstgebautes W-Band Spektrometer mit Zylinderresonator wurde eine cw-
Empfindlichkeit von 4x10° spins(mT/VHz) angegeben [15], was etwa eine GroBenordnung
empfindlicher ist als ein Spektrometer bei 140 GHz, fiir welches 1,4x10° spins/(mTVHz)
angegeben wurden [76]. Fiir das einzige kommerziell erhéltliche W-Band Spektrometer der
Firma Bruker wird eine cw-Empfindlichkeit von 2x10® spins/(mTVHz) bestimmt [17].
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Die theoretische Empfindlichkeit eines EPR-Spektrometers im cw-Betrieb ist gegeben durch

3/2
. f A
N — Cl(kBT) VS FDet f , (76)
OnB, F

wobei Af die Detektionsbandbreite, Fpee die Rauschzahl des Detektionsarms, Q die Giite des
Resonators, Py die Anregungsleistung, By das externe magnetische Feld, Vg das Proben-
volumen und n der Fiillfaktor sind [78]. Die Konstante c; ist gegeben durch

1
c = R
L Reg’BlS(S+1)

(7.7)

wobei die Konstanten die liblichen Bedeutungen haben. Mit diesen Formeln kann eine
theoretische Empfindlichkeit abgeschitzt werden, welche im Rahmen der Unsicherheiten bis
auf eine GroBenordnung mit der experimentell abgeschétzten iibereinstimmt.

Verschiedene Faktoren stellen bei dem vorgestellten cw-Betrieb die limitierenden Faktoren
fiir die Empfindlichkeit dar:

Das Rauschen der MW-Quelle, hauptsidchlich bestimmt durch das Phasen- und
Amplitudenrauschen der 45 GHz Quelle, geht nicht in Formel (7.6) ein. Auch die Verstirker
bei 45 GHz konnen Rauschbeitrdge liefern, welche nicht beriicksichtigt sind. Bei einem
Frequenzoffset von einigen kHz befindet man sich noch innerhalb des Frequenzrauschens der
MW-Quelle, weshalb dieser Effekt durchaus einen Beitrag zum Rauschen liefern kann. Um
den Beitrag der MW-Quelle zum Rauschniveau zu reduzieren, miissen groflere
Modulationsfrequenzen verwendet werden. Mit den derzeit verwendeten Modulationsspulen
ist das nicht moglich, da bei groBler werdenden Modulationsfrequenzen die Spulenkonstante
abnimmt, wie in Abbildung 7.7 zu erkennen ist und bereits diskutiert wurde. Bei einer wie im
X-Band typischen Modulationsfrequenz von 100 kHz ist die Spulenkonstante so klein, dass
keine ausreichende Modulationsamplitude mehr erzeugt werden kann.

Da es mit dem derzeitigen Aufbau nicht moglich ist, die Modulationsspulen mechanisch
vollstindig vom Resonator zu entkoppeln, kénnen Mikrophonieeffekte ebenfalls zum
Rauschen beitragen. Um diese Effekte weiter zu unterdriicken, kdnnte beispielsweise
versucht werden, die Modulationsspulen vollstindig vom Probenkopf zu trennen und am
Boden des Kryostaten unterzubringen [76].
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8 Spektrometersteuerung mit LabVIEW

Die Steuerung des Spektrometers wurde mit LabVIEW (Version 5.1, National Instruments)
programmiert, sodass sdmtliche Messungen vollstindig computergesteuert aufgenommen
werden konnen. LabVIEW basiert auf der grafischen Programmiersprache G, welche im
Gegensatz zu textbasierten Programmiersprachen wie C oder Pascal nur mit grafischen
Elementen arbeitet. Anstatt Informationen in Variablen zu speichern, werden einzelne
Elemente mit Linien verbunden, welche den Informationsfluss repriasentieren. Die Art und die
Farbe der Linien repridsentieren dabei verschiedene Datentypen wie Zeichenketten, Zahlen
oder Felder. Ein einfaches Beispiel ist in Abbildung 8.1 gezeigt, bei dem in einem
Eingabedisplay eine Zahl eingegeben werden kann, worauthin in zwei weiteren Displays
sowohl die Wurzel als auch das Doppelte dieser Zahl ausgegeben werden.

Wurzel l\i\) EI
_ 316228
Eingabe -
! [Doppelter wer
j'||l|:||:| Doppelter Wert 2.00 I\E} LEL

20.00

Abb. 8.1  Ein einfaches LabVIEW Programm, bei dem zu einer eingegebenen Zahl sowohl
die Wurzel als auch das Doppelte der Zahl ausgeben werden. Auf der linken Seite
ist die Benutzeroberfliche zu sehen, auf der rechten Seite das dazugehorige
Programm.

Diese Art der grafischen Programmierung bietet den Vorteil, dass einfache Strukturen leichter
zu liberschauen sind, da der Datenfluss iibersichtlicher ist und der Programmierer sich nicht
viele verschiedene Variablennamen merken muss. Auch logische Strukturen wie Schleifen
oder IF Anweisungen konnen realisiert werden, indem um die entsprechenden Piktogramme
bestimmte Rahmen gezogen werden. Dabei ist der grofe Nachteil wiederum, dass nicht
immer alle Programmteile gleichzeitig sichtbar sind, was die Ubersichtlichkeit erschwert.
Dennoch wurde die Spektrometersteuerung mit LabVIEW geschrieben, da zum einen die
Programmiersprache vergleichsweise intuitiv und einfach zu erlernen ist, zum anderen schon
viele bendtigte Komponenten mitgeliefert werden, sodass man sich bei der Programmierung
auf die eigentliche Funktionalitit konzentrieren kann. Dies sind beispielsweise alle benétigten
Befehle zur Kommunikation mit den Messgerdten oder die grafischen Gestaltungselemente.

Die in unserer Arbeitsgruppe selbstgebaute Stromquelle fiir die Sweepspule ist {iber eine
serielle RS232 Schnittstelle an einen PC (AMD Athlon, 1600 MHz) angeschlossen. Alle
anderen verwendeten Gerdte wie das Digitaloszilloskop (TDS 520C, Tektronix), der
Pulsgenerator (DG 2020, Sony/Tektronix) und der Lock-In Verstirker (SR 530, Stanford
Research Systems) sind iiber eine GPIB (IEEE 488.2) Leitung an eine PCI-Schnittstellenkarte
angeschlossen.
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8.1 Die Benutzeroberflache der Spektrometersteuerung

Nach dem Starten des Programms wird eine Benutzeroberfliche gedffnet, die in
Abbildung 8.2 wiedergegeben ist. Auf der linken Seite sind einige Schalter angeordnet, mit
denen die eigentliche Steuerung der Messung vorgenommen wird. Auf der rechten Seite
befindet sich eine grafische Anzeige der aktuellen Messung. Zusétzlich zu den Schaltern auf
der linken Seite konnen noch weitere Funktionen liber die Meniileiste erreicht werden. Im
Folgenden soll ein grober Uberblick iiber die verschiedenen Elemente des Programms

gegeben werden.

program parameter devices Info

1,0250E-9
1,0000E-9 -
9,7500E-10—
9.5000E-10—
9.2500E-10-
9,0000E-10-]
§,7500E-10
8,5000E-10—
8,2500E-10-
5.0000E-10-
7.7S00E-10-
7.5000E-10-]
7.2500E-10
7.0000E-10-
6, 7S00E-10-
6.5000E-10-
6,2500E-10 -
&,0000E-10-]
5.7500E-10
5.5000E-10-
5.2500E-10—
5.0000E-10-
4.7500E-10-
4,5000E-10-]
4,2500E-10 -]
4,0000E-10-
3.7500E-10-
start 3.5000E-10—
measurement

exit program

experiment

set field value

field-sweep

fixed pulses

variable pulses

oscilloscope

RF-sweep

3.2500E-10-]
3.0000E-10-]

L] 2481 B | a4
ﬂﬂﬂﬂl@ ‘ AT

# measurement

{I#! program for performing cw- and pulsed EPR eperiments - ¥2.7 (c) 2/02 Xl

cancel + save ‘ field value: [38.10

cancel

Abb. 8.2

Die Benutzeroberfldche des Programms zur Spektrometersteuerung.

Die Schalter auf der linken Seite haben folgende Funktionen:

- exit program

- experiment

— set field value

Beendet das Programm.

Hier kann festgelegt werden, welche Art von Experiment
durchgefiihrt werden soll. Dies kann entweder ein cw-
oder verschiedene Puls-Experimente sein. Bei Puls-
Experimenten wird zwischen magnetfeldabhéngigen und
solchen mit verdnderlichem Pulsmuster unterschieden.

Erlaubt es dem Benutzer, das Magnetfeld auf einen
bestimmten Wert zu setzen.
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Grundsétzlich konnen alle diese Funktionen auch tiber die Meniileiste erreicht werden, welche
aber noch einige weitere Funktionen enthélt. Die zusétzlichen Meniipunkte sind im Einzelnen:

field-sweep

fixed pulses

variable pulses

oscilloscope

RF-sweep

start measurement

program/cw-testmode

Hier werden die Parameter fiir feldabhdngige Messungen
eingegeben. Das sind der Startwert, der Endwert und die
Schrittweite des Magnetfeldes. Zusétzlich kann sowohl
vor als auch nach der Messung ein Feldsweep
durchgefiihrt werden, um die Hystereseeffekte der
Sweepspule (vgl. Kapitel 4) zu beriicksichtigen.

Hier kann ein festes Pulsmuster im Pulsgenerator gesetzt
werden. Eine FEinheit entspricht dabei einem Bit des
Pulsgenerators, was typischerweise einer Zeitauflosung
von 5 ns entspricht.

Dient ebenfalls zum Setzen eines Pulsmusters. Zusétzlich
werden hier noch Parameter flir Messungen mit
verdnderlichem Pulsmuster festgelegt. Zum Einen wird
festgelegt, welche Grofe sich dndern soll, zum Anderen
werden das Zeitinkrement und die Anzahl der Punke
eingegeben.

Hier konnen verschiedene Parameter festgelegt werden,
die fiir das Auslesen des Signals benotigt werden. Dies
sind insbesondere die Anzahl der Mittelungen pro
Datenpunkt sowie der Bereich des Echos, der integriert
werden soll.

Hier kann festegelegt werden, welcher Frequenzbereich
bei einem ENDOR-Experiment benutzt werden soll. Zum
Zeitpunkt der Abgabe der Arbeit existiert der ENDOR-
Aufbau noch nicht vollstindig. Da aber in Zukunft
ENDOR-Experimente durchgefiihrt werden sollen, wurde
dieser Punkt in dem Programm bereits integriert.

Startet die Messung.

Hier gelangt der Benutzer zu einem weiterem
Fenster, in dem kontinuierlich Signale aus dem
Lock-In Verstirker ausgelesen werden. Hier
konnen alle Parameter eines cw-Experiments
optimiert werden.

program/quit LabVIEW Hier wird nicht nur das Steuerungsprogramm

beendet, sondern im Anschluss daran auch
LabVIEW.
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- devices/spectrum analyzer ~ Hier kann ein Spektrum aus dem Spektrum
Analysator (HP 8563A) ausgelesen werden.

- devices/oscilloscope Zusidtzlich zu den Funktionen, welche iiber die
Schalter erreicht werden koénnen, kann auch eine
Zeitreihe des Oszillokops ausgelesen und
abgespeichert werden. Dies ist insbesondere zum
Speichern eines Echos oder FIDs niitzlich.

- parameter/file parameter Hier werden der Dateiname und der Pfad fest-
gelegt, unter dem die aktuelle Messung
gespeichert werden soll. Zusitzlich kénnen auch
verschiedene Kommentare eingegeben werden,
welche im Parameterfile gespeichert werden.

- parameter/general parameter Hier werden verschiedene Parameter festgelegt,
welche die  allgemeine  Steuerung  des
Spektrometers beeinflussen. Dies sind
insbesondere  Parameter fiir Sweeps des
Magnetfelds wie Wartezeiten zwischen zwei
Feldwerten und Schrittweiten.

8.2 Ablaufsteuerung von Experimenten
8.21 Cw-Experimente

Zur Durchfithrung von cw-Experimenten gibt es einen Modus, bei dem kontinuierlich Daten
aus dem Lock-In Verstirker ausgelesen werden. Der verwendete Lock-In Verstérker besitzt
zwel Ausginge, welche eine feste Phasenbeziehung von 90° aufweisen. Wahlweise konnen
beide oder nur ein Kanal ausgelesen werden. In diesem Modus kann das Magnetfeld in einem
festgelegten Bereich mit vorgegebener Geschwindigkeit auf- und abgefahren werden. Alle
Einstellungen, die fiir ein cw-Experiment benotigt werden, konnen in diesem Modus optimiert
werden. Dazu gehéren die Zeitkonstante des Lock-In Verstirkers, die Einstellung der
Modulationsphase, die MW-Phase, die MW-Leistung, die Modulationsamplitude und
-frequenz sowie die Schrittweite und -geschwindigkeit des Magnetfeldes. Die hier
aufgenommenen Daten konnen aber nicht abgespeichert werden.

Nach dem Einstellen aller Parameter muss der Benutzer wieder zum Hauptfenster wechseln,
hier kann dann die eigentliche Messung durchgefiihrt und abgespeichert werden.

Die Messung lduft dabei so ab, dass direkt nach dem Setzen eines neuen Magnetfelds
wahlweise einer oder beide Ausgangskandle des Lock-In Verstirkers ausgelesen werden.
Optional kann zwischen dem Setzen des Magnetfelds und dem Auslesen des Lock-In
Verstirkers eine beliebige Wartezeit eingestellt werden, da bei grofen Schrittweiten das
Magnetfeld eine Zeit lang braucht, um stabil zu sein.
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8.2.2 Messungen im Pulsbetrieb

Der Aufbau des Spektrometers im Pulsbetrieb ist schematisch in Abbildung 8.3 dargestellt.

PC Sinusgenerator

A
v

Ausgang (R

DG 2020 MW - Briicke

(7]

-]

(a8 Trigger

o0 > Eingang

E 000000000000 j MW - Schalter
©

TDS 520 C

Abb. 8.3  Blockschaltbild des EPR-Spektrometers im Puls-Modus.

Bei Puls-Experimenten wird mit einem Kanal des Datengenerators der MW-Schalter
angesteuert. Ein zweiter Kanal wird direkt auf das Digitaloszilloskop gegeben. Mit diesem
wird das Oszilloskop getriggert, damit das Signal immer an der gleichen Stelle dargestellt
wird. Die Repetitionsrate des Experiments wird manuell mit einem Funktionsgenerator
eingestellt, mit dessen Signal der Pulsgenerator getriggert wird. Mit Hilfe des
Steuerungsprogramms wird festgelegt, wie viele Mittelungen das Oszilloskop pro Datenpunkt
durchfithren soll. Vor Beginn der Messung muss der Benutzer noch festlegen, welcher
Bereich des Signals integriert werden soll. Wahlweise kann auch ein Bereich auflerhalb des
Signals festgelegt werden, der als Untergrund von dem integrierten Signal abgezogen wird.
Dieses Vorgehen hat den Vorteil, dass eine langsame Drift des Untergrunds keine
Auswirkungen auf das gemessene Spektrum hat.

Sowohl bei cw- als auch bei Puls-Experimenten werden zwei Dateien abgespeichert. In der
ersten wird die Messung als ASCII-Datei abgelegt, diese hat die Endung .dat. In der zweiten
Datei mit der Endung .par werden eine Reihe von Parametern abgespeichert. Bei
cw-Messungen sind dies die Einstellungen des Lock-In Verstarkers wie Modulationsfrequenz,
Eingangsempfindlichkeit oder Zeitkonstante. Bei Puls-Messungen werden die Anzahl der
Mittelungen und das Pulsmuster automatisch abgespeichert. Des weiteren besteht bei beiden
Arten von Experimenten die Moglichkeit, Kommentare abzuspeichern. Dies konnen
beispielsweise die Temperatur der Messung oder die Probenbezeichnung sein.
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8.3 Eigenschaften der Spektrometersteuerung
8.3.1 Cw-Experimente

In Abbildung 8.4 ist wiedergegeben, welche Messzeiten fiir cw-Experimente unter
verschiedenen Bedingungen benétigt werden. Bei den gestrichelten Kurven wurde nur ein
Kanal des Lock-In Verstirkers ausgelesen, bei den durchgezogenen hingegen beide Kanéle.
Da aus Sicherheitsgriinden in den Ausgang der Stromversorgung fiir die Sweepspule ein
Tiefpassfilter integriert ist, dauert es eine gewisse Zeit, bis nach dem Setzen eines neuen
Spulenstroms dieser auch wirklich erreicht ist. Aus diesem Grunde ist es bei groflen
Magnetfeldschritten sinnvoll, zwischen dem Setzen des Felds und dem Auslesen der Daten
eine gewisse Zeit zu warten. Die Messzeiten in Abbildung 8.4 sind fiir verschiedene
Wartezeiten und verschieden viele Datenpunkte angegeben.

Messzeit (h)

Anzahl Datenpunkte

Abb. 8.4  Experimentdauer fiir verschiedene cw-Experimente bei Verwendung verschiedener
Wartezeiten zwischen zwei Feldpunkten. Bei den durchgezogenen Linien wurden
beide Kanéle des Lock-In Verstérkers ausgelesen, bei den gestrichelten nur einer.

Den Daten kann entnommen werden, dass das Auslesen eines Messpunkts 0,34 Sekunden fiir
einen Kanal und 0,68 Sekunden fiir beide Kanéle dauert. Diese Werte sind extrem grof3 und
damit der zeitlimitierende Faktor bei cw-Messungen. Warum das Auslesen so lange dauert, ist
unklar. Um das Auslesen der Datenpunkte und damit das gesamte Experiment zu
beschleunigen, kann beispielsweise ein schneller A/D-Wandler eingesetzt werden, der an die
analogen Ausgédnge des Lock-In Verstirkers angeschlossen wird. Dies kann entweder durch
eine in den PC eingebaute Karte oder mit einem Einzelgerit, welches dann wieder iiber den
IEEE-Bus an den Rechner angeschlossen wird, realisiert werden. Mit beiden Varianten sollte
es moglich sein, cw-Experimente wesentlich zu beschleunigen.

8.3.2 Puls-Experimente

Bei Puls-Experimenten ist zwischen zwei verschiedenen Arten zu unterscheiden, zum einen
solchen Experimenten mit konstanter Pulsfolge (also insbesondere Fieldswept-Experimenten)
und solchen mit verdnderlichem Pulsmuster.

Zunichst soll die Performance der Spektrometersteuerung fiir Experimente mit konstanter
Pulsfolge gezeigt werden. In den Abbildungen 8.5 und 8.6 sind die Messzeiten und die
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dazugehorigen duty cycle fir verschiedene Experimente in Abhéngigkeit von der
Repetitionsrate und der Anzahl an Mittelungen wiedergegeben. Als duty cycle wird in diesem
Zusammenhang das Verhéltnis zwischen der theoretisch notwendigen Experimentdauer und
der tatsdchlichen Messzeit definiert.

100 100 ms
100 ms
800 | F
80 |
€ 600 9
£ 5 60
5 400 3 10 ms
X i
3 ) 40_K/’ 5ms
= ©
200 — 10 ms zo_ﬁ 2ms
5ms
2ms —
0 | T T T T | 0 T T T T T |
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Anzahl an Mittelungen Anzahl an Mittelungen
Abb. 8.5  Messzeiten und duty cycle fiir verschiedene Experimente mit fester Pulsfolge in
Abhéngigkeit von der Anzahl an Mittelungen. Die Messzeiten gelten fiir die
Aufnahme von 100 Datenpunkten. Die Daten wurden mit verschiedenen
Repetitionsraten aufgenommen.
100
1000 Mittelungen
150 — 80
g s 60 10 Mittelungen
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Abb. 8.6  Messzeiten und duty cycle fiir verschiedene Experimente mit fester Pulsfolge in

Abhéngigkeit von der Repetitionsrate. Die Messzeiten gelten fiir die Aufnahme von
100 Datenpunkten.

Als Ergebnis kann festgehalten werden, dass bei einer kleinen Anzahl an Mittelungen der
duty cycle sehr stark abnimmt. Bei solchen Experimenten stellt also die Zeit, die gebraucht
wird, um das Signal und den Untergrund zu integrieren und um die Daten an den Computer zu
iibermitteln, den wesentlichen Beitrag zu der Messzeit dar. Bei Repetitionsraten von weniger
als 10 ms ist der maximal erzielbare duty cycle kleiner als 50 %.

Diese Zahlen machen deutlich, dass mit dem derzeitigen Aufbau die Durchfiihrung von Puls-
Experimenten nicht optimal ist, da ein groBer Anteil der Messzeit fiir die Steuerung der
verschiedenen Gerdte und den Datentransfer zwischen den Gerdten und dem Computer
verwendet wird. Eine einfache Mdglichkeit, dieses Problem zu l16sen, besteht in der
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Verwendung eines Boxcar-Integrators. Mit einem solchen Gerét sollte das Integrieren der
Signale wesentlich schneller méglich sein als mit dem Digitaloszilloskop.

Bei Puls-Experimenten, bei denen sich zwischen zwei Datenpunkten die Pulsfolge dndert, gibt
es prinzipiell zwei verschiedene Moglichkeiten, diese durchzufiihren:

e Zu jedem Datenpunkt wird das gesamte Pulsmuster neu berechnet und alle
Kanile, bei denen sich etwas gedndert hat, werden an den Pulsgenerator
geschickt. Diese Methode hat den groBen Nachteil, dass insbesondere bei
langen Pulssequenzen der Datentransfer (hauptséchlich innerhalb des
Pulsgenerators) sehr viel Zeit beansprucht und damit der duty cycle der
Experimente stark herabgesetzt wird.

e Der Pulsgenerator bietet die Moglichkeit, innerhalb des Pulsmusters Blocke zu
definieren und aus diesen Blocken sogenannte Sequenzen zusammenzusetzen.
Dabei konnen einzelne Blocke beliebig oft (bis zu 64000 mal) hintereinander
ausgefiihrt werden. Anstatt wie bei der ersten Methode das Pulsmuster fiir jeden
Messpunkt neu zu berechnen, kann beispielsweise zwischen zwei Pulsen eine
Schleife definiert werden und zwischen zwei Messpunkten wird nur der Zahler
dieser Schleife verdndert. Der Vorteil dieser Methode liegt in einem wesentlich
schnelleren Datentransfer. Der Nachteil ist, dass die Blocke eine Lénge von
mindestens 64 bit (entspricht 320 ns) haben miissen, was die Zeitauflosung des
Experiments auf diesen Wert einschrénkt.

Im Folgenden sollen an einem Beispiel die beiden Methoden direkt miteinander verglichen
werden. Als Pulsfolge wurde dabei eine saturation recovery Sequenz gewéhlt, mit der die
longitudinale Relaxationszeit T; eines Spinsystems bestimmt werden kann [8]. Die
Pulssequenz mit den verwendeten Pulsldngen und -absténden ist in Abbildung 8.7 gezeigt.

m A

Abb. 8.7  Pulsfolge zur Bestimmung der longitudinalen Relaxationszeit T mittels saturation
recovery. Der Sittigungspuls hat eine Lange von 70 us, die Pulssequenz des Hahn-
Echos ist 80-200-160 ns. Der Abstand T zwischen dem Sittigungspuls und der
Detektionssequenz betrdgt 350 ns und wird in 100 Schritten mit je 350 ns
vergrofiert.

Das in Abbildung 8.7 dargestellte Experiment wurde in drei verschiedenen Varianten
durchgefiihrt:

e In Variante 1 wurde fiir jeden Datenpunkt die Pulssequenz neu berechnet und in
den Pulsgenerator iibertragen. Die verwendete Speichergrofle im Pulsgenerator
betrug 21220 bit.

e Bei Variante 2 wurde ebenfalls fiir jeden Datenpunkt die Pulssequenz neu
berechnet und in den Pulsgenerator iibertragen. Der Unterschied zur ersten
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Variante besteht darin, dass der Séttigungspuls nicht in der gesamten Linge im
Pulsmuster enthalten ist, sondern nur als ein Puls mit 350 ns Lénge, der aber
innerhalb einer Schleife liegt, welche 200 mal durchlaufen wird. Der Vorteil
besteht darin, dass die verwendete Speichergrofle mit 7280 bit wesentlich
kleiner gehalten werden kann.

e Bei der dritten Variante wird zwischen dem Sattigungspuls und der Detektions-
sequenz eine Schleife mit einer Lidnge von 350 ns definiert. Wihrend des
Experiments bleibt das Pulsmuster konstant, zwischen zwei Datenpunkten wird
nur der Zihler der Schleife erhoht. Die bendtigte SpeichergroBe betrdgt in
diesem Fall nur 280 bit.

In Tabelle 8.1 sind fiir die verschiedenen Varianten die bendtigten Messzeiten und die
erzielten duty cycle mit verschiedenen Messparametern wiedergegeben.

Rep.  Mittelungen Variante 1 Variante 2 Variante 3
(ms) Zeit(s) d.c. (%) Zeit(s) d.c. (%) Zeit(s) d.c. (%)
2 10 894,5 0,2 403,8 0,5 161,4 1,2
2 100 1451 1,4 958.,0 2,1 704,3 2,8
10 10 909,6 1,1 4223 2,4 177,8 5,6
10 100 1634 6,1 1138 8.8 901,2 11,1
50 10 1029 4,9 541,7 9,2 293,2 17,1
50 100 2807 17,8 2311 21,6 2087 24,0
Tab. 8.1  Messzeiten und duty cycle des in Abbildung 8.6 dargestellten Experiments mit

verschiedenen Repetitionsraten und Anzahl an Mittelungen.

Das gleiche Experiment wurde zum Vergleich auch mit einem Spektrometer durchgefiihrt,
welches mit einer Konsole der Firma Bruker ausgestattet ist. Das Experiment dauert unter den
Bedingungen, welche in der ersten Zeile wiedergegeben sind, ca. 2,3 Sekunden (87 % duty
cycle), mit den Parametern in der letzten Zeile 503 Sekunden (99 % duty cycle).

Wie mit den hier dargestellten Untersuchungen gezeigt wurde, ist der erzielte duty cycle bei
typischen Puls-Experimenten meistens deutlich unter 50 %. Bei Puls-Experimenten mit
verdnderlichem Pulsmuster ist der duty cycle noch kleiner und meistens unter 10 %. Sowohl
das Auslesen der Signalintensititen als auch das Setzen eines neuen Pulsmusters
beanspruchen einen Grofteil der Messzeit.

Eine Moglichkeit, die Durchfiihrung von Puls-Experimenten zu beschleunigen, wurde bereits
genannt, ndmlich die Verwendung eines Boxcar-Integrators. Bei Experimenten mit
verdnderlichem Pulsmuster stellt auch der interne Datentransfer innerhalb des Pulsgenerators
einen wesentlichen Beitrag zur Messzeit dar. Um solche Experimente zu beschleunigen,
bieten sich verschiedene Losungen an. Eine Moglichkeit besteht in der Integration der
kompletten Steuerungskonsole der Firma Bruker in den Spektrometeraufbau. Dieses wurde
erst kiirzlich bei einem anderen selbstgebauten Spektrometer in unserer Arbeitsgruppe
durchgefiihrt. Eine andere Variante zur Beschleunigung solcher Versuche ist die Verwendung
von programmierbaren Delay-Generatoren. Die Experimentsteuerung ist damit zwar ein
wenig komplizierter, dafiir ist diese Variante aber kostengiinstiger als die zuerst genannte.
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Eine weitere Mdglichkeit zur Beschleunigung von Puls-Experimenten besteht darin, das
bestehende Spektrometer nicht wie bisher mit stand-alone Geréten zu betreiben, sondern ein
PXI-System aufzubauen. Dabei handelt es sich um ein Steckkartensystem, welches intern
vergleichbar aufgebaut ist wie ein normaler PC. Dieses System baut auf dem aus dem PC
bekannten PCI-Bus auf und hat eine Ubertragungsgeschwindigkeit von 132 MB/s. Der schon
aus den 1960er Jahren stammende GPIB-Bus hat dagegen nur einen Datendurchsatz von
1 MB/s. Mittlerweile sind alle fiir das Spektrometer benétigten Komponenten auch in einer
PXI-Version erhiltlich. Der Nachteil dieser Methode besteht darin, dass die Software an das
neue System angepasst werden muss, wihrend diese bei der Brukerkonsole mitgeliefert wird.
AuBlerdem ist davon auszugehen, dass auch mit einem PXI-System nicht die gleichen
duty cycle wie mit der Bruker-Konsole erreicht werden kénnen. Vermutlich werden die
Messzeiten nur um einen Faktor zwei bis drei schneller werden gegeniiber dem beschriebenen
Aufbau.
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Teil lll - Anwendungsbeispiele fur HF-EPR

9 Das Ras Protein
9.1 Motivation

Kleine Guanin-Nukleotid-bindende Proteine (GNB-Proteine) mit einer Masse von 20 bis
25 kDa spielen eine zentrale Rolle in der intrazelluldren Signalweiterleitung und regulieren
Prozesse wie Zellwachstum, Vesikel Transport, Proliferation, Zelldifferentiation und
Zytokinese [79-81]. Neure Ergebnisse zeigen, dass auch die Zellapoptose von diesen
Proteinen beeinflusst wird [82,83]. Das erste identifizierte Protein dieser Art war Ras'.
Mittlerweile ist eine ganze Reihe von Proteinen bekannt, welche zur Ras-Superfamilie gezéhlt
werden. Diese wird derzeit unterteilt in acht Unterfamilien: Ras, Rho, Arf, Rab, Rac, Rad, Rif
und Ran, jeweils mit bis zu 30 Mitgliedern [84,85].

Allen GNB-Proteinen ist gemeinsam, dass sie als Schalter fungieren und somit in mindestens
zwei stabilen Konformationen vorliegen konnen, einem aktiven GTP-gebundenen Zustand
und einem inaktiven GDP-gebundenen. Durch Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren (engl.
guanine nucleotide exchange factor, GEF) kann das GDP gegen GTP ausgetauscht und somit
das Protein aktiviert werden [86]. Im aktivierten Zustand konnen sich in der Signalkette
nachgeschaltete Effektor-Proteine an das aktivierte GNB-Protein anlagern, wodurch diese
selbst wiederum eine Strukturverdnderung erfahren. Auf diese Weise kann jedes einzelne der
GNB-Proteine sehr komplexe Effektor-Kaskaden aktivieren, welche sich auch gegenseitig
beeinflussen und noch nicht vollstindig entschliisselt worden sind [87-92].

"maktiver Zustand”
P — i Hydrolyse . Ras:GDP ~ >
e i G TP N\
/ ’/ , \\
[ ‘ f Sgnal ‘
- SgnalEnde Stin ule mung
\\ )
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e i N
\
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Abb. 9.1  Schematische Darstellung des Aktivierungszykluses des Ras. Durch Austausch des
gebundenen GDP mit einem GTP wird das Protein aktiviert und kann mit
Effektoren wechselwirken. Die natiirliche Hydrolyse des gebundenen GTP zu GDP
wird durch GTPase-aktivierende Proteine beschleunigt, wodurch das Protein
wieder in den inaktiven Zustand gelangt.

" Aufgrund seiner Masse von 21 kDa wurde das Protein frither als p21™ bezeichnet.
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Durch Hydrolyse des gebundenen GTP zu GDP und einem Phosphor wird das aktivierte
GNB-Protein wieder in den inaktiven Zustand {berfithrt. Dabei wird die intrinsische
Hydrolyse durch die Anlagerung eines GTPase-aktivierenden Proteins (GAP) um mehrere
GroBenordnungen beschleunigt [93]. Dieser Aktivierungszyklus ist schematisch in
Abbildung 9.1 dargestellt.

Die Mitglieder der Ras-Familie gehdren zu den membranstindigen GNB-Proteinen
(G-Proteine [94]) an der Zellmembran von Saugetierzellen, welche Signale von auf3erhalb in
das Zellinnere weiterleiten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Ras untersucht, welchem
eine bedeutende Rolle bei vielen menschlichen Tumoren zukommt. In ca. 30 % aller
menschlichen Tumore werden Punktmutationen des Ras gefunden, wobei Mutationen der
Aminosduren an den Positionen 12, 13 und 61 besonders hdufig vorliegen [88,95-98]. Bei
diesen onkogenen Mutanten des Ras wird der Deaktivierungsmechanismus blockiert,
wodurch das Protein im aktiven GTP-gebundenen Zustand verbleibt, was letztlich zu einer
staindigen Wachstumsstimulierung der Zelle und damit zur Bildung eines Tumors fiihrt. Trotz
dieser sehr wichtigen Funktion konnte der genaue Mechanismus der GTP-Hydrolyse noch
nicht aufgekldrt werden. Zahlreiche Arbeitsgruppen arbeiten mit den verschiedensten
Methoden wie NMR [99,100], Réntgenkristallografie'® [101-104], EPR-Spektroskopie
[50,105,106], FTIR [107-110], Raman-Spektroskopie [111], Fluoreszenzspektroskopie
[112,113], biochemischen Methoden [114] oder Molekulardynamik (MD) Simulationen
[115-118] an der Aufklidrung des Mechanismuses und damit der Frage, auf welche Weise die
verschiedenen onkogenen Mutanten diesen blockieren.

Bisher haben sich fast alle Arbeiten nur mit dem GTP-gebundenen aktiven Zustand des
Proteins beschiftigt. Da dieser Zustand unter physiologischen Bedingungen beim Wildtyp
nicht stabil ist, werden normalerweise nicht-hydrolisierbare Analoga fiir das GTP verwendet.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde dagegen der GDP-gebundene inaktive Zustand des
Proteinkomplexes untersucht. Sollten sich fiir diesen Zustand unterschiedliche
Konformationen fiir den Wildtyp und die onkogenen Mutanten nachweisen lassen, liefern
diese Unterschiede moglicherweise ebenfalls Hinweise darauf, wie die onkogenen Mutanten
den Hydrolysemechanismus unterbinden kdnnen.

Das aktive Zentrum der Proteinkomplexe besteht aus einem diamagnetischen Mg**-Ion,
welches gegen ein paramagnetisches Mn®"-Ion ausgetauscht werden kann, ohne dabei die
Funktion des Proteins zu zerstoren [120]. Auf diese Weise konnen die Proteinkomplexe auch
mittels EPR-Spektroskopie untersucht werden. Im Gegensatz zu Rontgenstruktur-
untersuchungen und NMR-Messungen wird mit der EPR-Spektroskopie dabei nicht das
gesamte Protein betrachtet, sondern nur die lokale Umgebung des aktiven Zentrums. Auf
diese Weise kann mit Hilfe der EPR-Spektroskopie zwar keine globale Struktur bestimmt
werden, dafiir ist sie aber wesentlich empfindlicher im Bezug auf sehr kleine Anderungen in
der lokalen Struktur des aktiven Zentrums und kann hier wesentlich genauere Aussagen
treffen.

In Abbildung 9.2 sind zwei Rontgenstrukturen des Ras gegeniibergestellt. Auf der linken
Seite ist der GDP-gebundene inaktive Zustand zu sehen, auf der rechten dagegen der aktive
Zustand mit dem nicht-hydrolisierbaren GTP-Analog GppNHp. Anhand dieser Strukturen

' Wilhelm Conrad Rontgen: 1845 bis 1923, Nobelpreis fiir Physik 1901

—70 —



Teil lll — Anwendungsbeispiele

sollen die wesentlichen globalen Unterschiede zwischen den beiden Zustinden erldutert
werden.

Der deutlichste Unterschied ist in einer Region zu erkennen, welche die Aminoséure 32 bis 40
beinhaltet und als Schleife L2 bezeichnet wird. Diese Schleife ist im inaktiven Zustand weit
vom aktiven Zentrum entfernt, im aktiven Zustand hingegen liegt sie deutlich dichter an dem
aktiven Zentrum und die Aminosdure Threonin-35 ist ein direkter Ligand des Metallions
geworden.

Abb. 9.2  Zwei verschiedene Rontgenstrukturen des Ras. Auf der linken Seite der GDP-
gebundene Zustand, auf der rechten Seite der aktive Zustand mit einem GTP-
Analog [101,102]. Die Strukturen wurden der Brookhaven Protein Data Bank
entnommen [Strukturen 4Q21, 5P21].

Mit Hilfe der in dieser Arbeit vorgestellten Experimente soll die lokale Struktur des
Metallzentrums untersucht werden. Ein Ausschnitt mit der lokalen Umgebung dieses
Zentrums aus einer Rontgenstruktur des Ras(wt)eMg* eGDP Komplexes ist in Abbildung 9.3
dargestellt.

Die Aminosidure Threonin-35 kommt in fast allen GNB-Proteinen vor, daher wird ihr eine
wichtige Funktion zugeschrieben. Aus diesem Grund ist die Aminosdure Threonin-35 eine der
Positionen, an denen im Rahmen dieser Arbeit Mutationen eingefiihrt worden sind.

Die zweite Position ist die Aminosdure Glycin-12, wobei ein Austausch dieser Aminosiure
gegen Valin zu einer onkogenen Variante des Ras fithrt. Auch diese Mutante wurde
untersucht, da die Frage, auf welche Weise diese Mutante den Deaktivierungsmechanismus
blockiert, immer noch nicht beantwortet ist. Eine neuere MD-Untersuchung kommt zu dem
Schluss, dass bei der Mutante Ras(G12V) die Struktur des aktiven Zentrums weniger stabil ist
und stidndigen Fluktuationen unterliegt [115]. Aufgrund dieser Instabilitdt ist es den GTPase-
aktivierenden Proteinen nicht mdglich, sich an den Proteinkomplex anzulagern und damit die
Hydrolyse des GTP einzuleiten. In anderen Arbeiten wird dagegen berichtet, dass Mutationen
an der Position 12 zu einer Verdringung eines Wassermolekiils fithren, welches fiir die
Hydrolyse des Nukleotids wichtig ist [103]. In weiteren Arbeiten wird davon ausgegangen,
dass im Laufe der Hydrolyse ein Ubergangszustand gebildet wird, welcher durch Mutationen
an der Position 12 sterisch gehindert ist [104,113]. Alle diese Ergebnisse zeigen, dass der
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genaue Mechanismus, durch den die onkogenen Mutanten die GTP-Hydrolyse verhindern,
noch nicht aufgeklért werden konnte.

Thr35 Gly12
d
Ly
0<4
g

Lys16 ./M \
GDP

Asp57 Ser17

Abb.9.3  Ausschnitt aus einer Rontgenstruktur des Ras(wt)eMg* eGDP Komplexes [121].
Direkte Liganden des Metallions sind ein Sauerstoff der B-Phosphatgruppe und die
Aminosiure Serin-17. Die Koordinationssphire des Mg*'-Ions wird nach dieser
Struktur durch vier Wassermolekiile vervollstdndigt.

9.2 Probenpraparation

Die Proben wurden von Dr. Michael Sporner (Arbeitsgruppe Prof. Kalbitzer, Universitét
Regensburg) in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Wittinghofer (Max-Planck-
Institut fiir Molekulare Physiologie, Dortmund) hergestellt. Details der Probenherstellung
konnen [119,122,123] entnommen werden. Fiir die EPR-Spektroskopie muss das natiirlich
vorkommende Mg”"-Ton gegen ein Mn”*"-lon ausgetauscht werden, was durch die Zugabe
eines 100fachen Uberschusses an MnCl, und anschlieBender Gelfiltration zur Entfernung
freier Metallionen geschieht. Die Proteinkomplexe wurden in Hepes (pH 7,4, 40 mM) mit
DTE (2 mM) gel6st. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein gekiirztes Proteingeriist verwendet
(Aminosduren 1 bis 166), von dem bekannt ist, dass es die volle Funktionalitit des Proteins
besitzt [124]. Der entfernte Rest bis zur Aminosédure 189 dient lediglich zur Verankerung des
Proteins in der Zellmembran und weist in fliissiger Losung eine starke Flexibilitdt auf.

Proben in H,'’O angereichertem Wasser wurden durch Gefriertrocknen und anschlieBender
Zugabe von mit '’O angereichertem Wasser (46,3 %, Isotec) hergestellt.

Alle im Folgenden gezeigten cw W-Band Messungen wurden von Dr. Hanno K&aB an einem
Bruker W-Band Spektrometer (Elexsys E680) in der Arbeitsgruppe von Prof. Dinse an der
TU Darmstadt durchgefiihrt. Die gezeigten ENDOR-Experimente wurden zusammen mit
Dr. Marina Bennati und Dr. Norbert Weiden an dem gleichen Spektrometer durchgefiihrt. Fiir
Messungen an gefrorener Losung wurden Standard-MessrOhrchen mit einem Innen-
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durchmesser von 0,4 mm verwendet. Fiir die Raumtemperaturmessungen wurden diinnere
Rohrchen verwendet, welche selber hergestellt wurden.

9.3 Cw-EPR an RaseMn?*«GDP Komplexen bei Raumtemperatur

Mit Hilfe von W-Band cw-EPR Messungen sollte die Anzahl der Wassermolekiile, die direkte
Liganden des Mn”*"-Ions sind, bestimmt werden. Zu diesem Zweck wurden die Protein-
komplexe sowohl in normalem Wasser als auch in H,'’O-angereichertem Wasser geldst. Die
zusitzliche Hyperfeinkopplung zum '"O (I=5/2) verursacht ein zusitzliches Signal mit
groferer Linienbreite. Uber die relativen Intensititen der '°O- und der '"O-Signale sind
Riickschliisse iiber die Anzahl der Wasserliganden moglich [50,128]. Ausschnitte aus den
W-Band cw-EPR Spektren bei Raumtemperatur sind in Abbildung 9.4 gezeigt.

wt
T35S
T35A
G12v
1mT

Abb.94 Cw W-Band Spektren verschiedener RaseMn’'eGDP Komplexe bei
Raumtemperatur. a) Vergleich der Linienform der Spektren mit H,'°0 und H,"’0
fir den Wildtyp, b) Vergleich der verschiedenen Mutanten in H,'’O. Gezeigt ist
jeweils nur die vierte der sechs Manganlinien.

Im linken Teil der Abbildung 9.4 werden die Spektren des Ras(wt)eMn> eGDP Komplexes in
H,'®0 und in H,'’0 miteinander verglichen. Bei den Spektren mit H,'’0 ist eine
Uberlagerung zweier Signale zu erkennen. Das schmalere der beiden Signale stammt von
Proteinkomplexen, die vollstindig mit H,'°0O umgeben sind. Ist mindestens eines der
Wassermolekiile, welche das Mn?-Ion umgeben, mit '’O markiert, ist das Signal aufgrund
der Hyperfeinwechselwirkung zum Kernspin des 'O verbreitert.

9.3.1 Simulation der Spektren mit H,'°0

Die Simulation der Spektren wurde mit Hilfe des in Kapitel 3.2 vorgestellten Simulations-
programms durchgefiihrt. Bei der Spektrensimulation wurden dabei zunéchst keine
Hyperfeinwechselwirkungen beriicksichtigt. Effekte, die durch Hyperfeinwechselwirkungen
zu entfernten Kernen hervorgerufen werden, flieBen in den Linienbreitenparameter ein.

In Abbildung 9.5 sind die Ergebnisse der Simulationen fiir die cw-EPR Spektren der
verschiedenen RaseMn®"eGDP Komplexe in H,'°O gezeigt. Fiir den Wildtyp und die beiden
Mutanten Ras(T35S) und Ras(T35A) sind jeweils drei verschiedene Reihen von Residuen
gezeigt. In der jeweils obersten Reihe wurde neben der Dispersionsphase nur die Linienbreite
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als freier Parameter zugelassen. In der jeweils mittleren Reihe wurde zusétzlich der axiale
Nullfeldparameter D freigelassen, in der jeweils untersten zusétzlich noch der rhombische
Nullfeldparameter E.

wt T35A T35S

Abb. 9.5 Darstellung der Fitergebnisse fiir die Spektren verschiedener RaseMn’ eGDP
Komplexe in H,'°0O bei Raumtemperatur. Fiir jede der drei Proben sind die
Messung zusammen mit der Simulation unter Beriicksichtigung des axialen
Nullfeldparameters D gezeigt. Darunter sind die Differenzen zwischen der
Messung und den jeweils besten Simulationen gezeigt. In der jeweils obersten
Zeile wurden nur die Dispersionsphase und die Linienbreite freigelassen, in der
zweiten zusitzlich der axiale Nullfeldparameter D, in der untersten zusitzlich der
rhombische Nullfeldparameter E. Die Skalierung der Residuen ist um den Faktor 5
grofer als fiir die Messungen und Simulationen. Gezeigt sind nur die Ergebnisse
fiir die vierte der sechs Manganlinien, die vollstindigen Ergebnisse sind im
Anhang A.4 (Abbildung A.1) wiedergegeben.

Fir die onkogene Mutante Ras(G12V) wurden keine Spektren mit vergleichbarem
S/N-Verhiltnis aufgenommen, weshalb diese Probe in Abbildung 9.5 nicht wiedergegeben ist.

Zunichst fallt auf, dass ohne die Beriicksichtigung der Nullfeldparameter keine
zufriedenstellenden Simulationen erzielt werden konnen, wie in der jeweils obersten Zeile zu
erkennen ist. Unter Hinzunahme des axialen Nullfeldparameters D werden die Simulationen
deutlich besser. Die Hinzunahme des rhombischen Nullfeldparameters E zeigt nur einen sehr
geringen Einfluss auf die Qualitdt der Simulationen, weshalb dieser in den folgenden
Simulationen nicht beriicksichtigt wird. In Tabelle 9.1 sind die Parameter, die zu den
Simulationen unter Verwendung des axialen Nullfeldparameters gehoren, wiedergegeben.
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Probe Linienbreite (mT) D (mT)
wt 0,64 £ 0,03 12,4+0,7

T35S 0,63 £ 0,02 13,0£0,3

T35A 0,80 + 0,02 10,9+ 0,8

Tab.9.1  Parameter der in Abbildung 9.5 gezeigten Simulationen unter Beriicksichtigung des
axialen Nullfeldparameters D. Der Fehler gibt die Abweichungen iiber fiinf der
sechs Manganlinien wieder. Da bei vielen Messungen im Bereich der dritten
Manganlinie ein Sprung in der Baseline zu erkennen ist, wird diese Linie oftmals
nicht verniinftig simuliert. Aus diesem Grund wurde die dritte Linie bei der
Mittelwertbildung und der Berechnung der Parameterstreuung nicht beriicksichtigt.

In Tabelle 3.1 wurden einige veroffentlichte Nullfeldparameter fir Mn”'-Ionen in
Proteinumgebungen zusammengestellt. In einer Arbeit wurde fiir den Ras(G12V)eMn* eGDP
Komplex mit Hilfe der Intensititen der verbotenen Uberginge ein axialer Nullfeldparameter
von 11,0 £ 2,0 mT bestimmt [43]. Dieser Wert stimmt gut mit den oben bestimmten Werten
iberein und ist damit eine unabhédngige Bestitigung der Ergebnisse. Die verdffentlichten
Nullfeldparameter fiir die anderen Systeme sind mit einer einzigen Ausnahme alle grofer als
die hier bestimmten.

In den gezeigten Simulationen ist die erhaltene Linienbreite unabhdngig davon, ob der
rhombische Nullfeldparameter E berticksichtigt wird.

Auffillig ist, dass die Linienbreite fiir die Probe Ras(T35A) etwa 0,15 mT groBer ist als fiir
die beiden anderen.

9.3.2 Simulation der Spektren mit H,''O

Um Aussagen iiber die Anzahl an Wasserliganden zu erhalten, wurden die verschiedenen
Proteinkomplexe in H,'’O-angereichertem Wasser gelost. Der Effekt des 'O auf die Spektren
wurde in Abbildung 9.4 demonstriert. Die Spektren wurden ebenfalls mit dem in Kapitel 3.2
vorgestellten Simulationsprogramm angefittet, zusitzlich wurde hier die Hyperfein-
wechselwirkung zum '’O beriicksichtigt. Fiir einen ersten Satz an Simulationen wurden
folgende Parametergrenzen vorgegeben: Der axiale Nullfeldparameter D liegt zwischen 8 und
20 mT, die Linienbreite zwischen 0,2 und 2 mT und die isotrope Hyperfeinkopplung zum 'O
zwischen 0 und 0,5 mT. Die mit diesen Parametergrenzen erhaltenen Ergebnisse sind in den
Abbildungen 9.6 und 9.7 wiedergegeben.
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Abb. 9.6
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Ergebnisse der Simulationen der Spektren fiir die verschiedenen RaseMn’ ¢GDP
Komplexe in H,'’O bei Raumtemperatur unter der Annahme unterschiedlich vieler
Wasserliganden. Gezeigt sind jeweils die Messung, die beste Simulation und die
Residuen fiir verschieden viele angenommene Wasserliganden. Die Skalierung der
Residuen ist um den Faktor zwei grofler als fiir die Messung und die Simulation.
Gezeigt sind nur die Ergebnisse fiir die vierte der sechs Manganlinien, die
vollstandigen Ergebnisse sind im Anhang A.4 (Abbildung A.2) wiedergegeben.
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Darstellung der Parameter, die zu den Simulationen in der Abbildung 9.6 gehoren.
Gezeigt sind die Mittelwerte der Parameter der jeweils besten Simulation fiir fiinf
der sechs Manganlinien. Die Fehlerbalken geben die Streuung der Parameter
wieder. Wie bei der Darstellung der Ergebnisse fiir die Messungen mit H,'°O
wurde die dritte Linie bei der Mittelwertbildung und der Berechnung der
Parameterstreuung nicht beriicksichtigt.
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Aus den Simulationen und den Ergebnissen der Abbildungen 9.6 und 9.7 lassen sich einige
Aussagen ableiten.

Beim Ras(wt)eMn>"¢GDP Komplex liegen bei Raumtemperatur drei Wasserliganden vor.
Sowohl in Abbildung 9.7 als auch bei der Darstellung der Residuen in Abbildung 9.6 zeigt
sich, dass unter der Annahme von drei Wasserliganden die besten Ergebnisse erzielt werden.

Fiir die Proben Ras(T35A) und Ras(G12V) werden die besten Ergebnisse unter der Annahme
von vier Wasserliganden erzielt, wenn auch das Minimum bei der Auftragung der Residuen in
der Abbildung 9.7 nicht so deutlich ausgeprigt ist wie beim Wildtyp. Wie schon bei den
Messungen in H,'®0 ist auch hier wieder die Linienbreite fiir die Mutante Ras(T35A) groBer
als fiir den Wildtyp und die Mutante Ras(T35S), diesmal ist der Effekt sogar noch stérker.

Bei den zuletzt gezeigten Simulationen wurden alle Parameter in den angegebenen Grenzen
freigelassen. Da der einzige Unterschied zwischen den Messungen mit H,'°0 und H,'’O in
der zusitzlichen Hyperfeinwechselwirkung zum '’O liegen sollte, kann aber vermutet werden,
dass die anderen Parameter wie der Nullfeldtensor und die Linienbreite unabhingig davon
sind, ob die Proteinkomplexe in H216O oder in H217O geldst sind.

Aus diesem Grund wird im Folgenden ein weiterer Satz an Simulationen gezeigt, bei denen
die Parametergrenzen fiir die Linienbreite gedndert wurden. Die Linienbreite liegt bei diesen
Simulationen innerhalb eines Bereiches, welcher der '°O-Linienbreite + 0,05 mT entspricht.
Die erhaltenen Simulationen und Parameter sind in den Abbildungen 9.8 und 9.9
wiedergegeben.

wt T35S T35A
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Abb. 9.8 Ergebnisse der Simulationen der Spektren fiir die verschiedenen RaseMn'eGDP
Komplexe in H,'’0 bei Raumtemperatur bei Einschrinkung des Linienbreiten-
parameters. Die Probe Ras(G12V) fehlt in dieser Abbildung, da keine Simulationen
fiir die Messung in H,'°0 durchgefiihrt wurden. Gezeigt sind nur die Ergebnisse fiir
die vierte der sechs Manganlinien, die vollstindigen Ergebnisse sind im Anhang A.4
(Abbildung A.3) wiedergegeben.
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Abb. 9.9  Darstellung der Parameter, die zu den Simulationen in der Abbildung 9.8 gehoren.
Gezeigt sind die Parameter der jeweils besten Simulation, gemittelt iiber die
Manganlinien. Die Fehlerbalken geben die Streuung der Parameter wieder. Wie bei
der Abbildung 9.7 wurde die jeweils dritte der sechs Manganlinien bei der
Mittelwertbildung und bei der Parameterstreuung nicht beriicksichtigt.

Im Vergleich mit der Abbildung 9.7 zeigen sich sowohl Gemeinsamkeiten als auch einige
deutliche Unterschiede.

Bei der Betrachtung der Residuen fillt auf, dass sich fiir den Wildtyp und die Probe
Ras(T35A) keine Anderungen ergeben, lediglich die Minima sind jetzt deutlicher ausgeprigt
als bei den zuvor gezeigten Simulationen. Das liegt hauptsidchlich an der Tatsache, dass die
Residuen fiir zwei Wasserliganden wesentlich grofer sind als zuvor. Die Probe Ras(T35S)
zeigt jetzt ein deutliches Minimum bei drei Wasserliganden, was zuvor nicht zu erkennen war.
Auch hier ist die Simulation mit zwei Wasserliganden wesentlich schlechter als bei den davor
gezeigten Simulationen.

Der Wert fiir die Hyperfeinkopplung zum '’O ist fiir die Probe Ras(T35A) ca. 0,04 mT groBer
als fiir die anderen beiden.

Eine deutliche Anderung ergibt sich bei der Abhiingigkeit des axialen Nullfeldparameters von
der Anzahl an Wasserliganden. Bei den zuerst gezeigten Simulationen nahm der
Nullfeldparameter mit der Anzahl an Wasserliganden zu, diese Tendenz hat sich nun
umgekehrt.

Bei allen vier Teilabbildungen in Abbildung 9.9 zeigt sich deutlich eine Einteilung der
verschiedenen Proben in zwei Gruppen. Der Wildtyp und die Mutante Ras(T35S) zeigen stets
ein sehr dhnliches Verhalten, wéhrend sich die Mutante Ras(T35A) von den beiden anderen
unterscheidet. Diese Einteilung in zwei Gruppen wird auch spéter bei der Betrachtung von
Spektren an gefrorenen Losungen wieder auftauchen.

Es wurden auch eine Reihe weiterer Simulationen unter der Verwendung anderer Parameter-
grenzen und der Einschrinkung weiterer Parameter durchgefiihrt. Die erhaltenen Aussagen
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sind aber stets vergleichbar mit den zuletzt gezeigten, weshalb hier darauf verzichtet wird,
weitere Simulationen zu zeigen.

Aus den gezeigten Ergebnissen fiir die Simulationen der Spektren mit H,'’O kann fiir die
Anzahl an Wasserliganden bei Raumtemperatur folgende Aussage getroffen werden: Beim
Wildtyp und bei der Probe Ras(T35S) liegen drei Wasserliganden vor, bei den beiden anderen
Proben dagegen vier.

9.3.3 Auswertung mit der Faltungsmethode

Wie oben bereits erwihnt, sollte der einzige Unterschied zwischen den Spektren mit H,'°O
und H,'’0 in der zusitzlichen Hyperfeinkopplung zum '’O liegen. Samtliche Parameter, die
in die Spektren mit H216O einflielen, sollten identisch sein. Aus diesem Grund wurde die
Auswertung der experimentellen Spektren mit einer weiteren Methode vorgenommen, welche
im Folgenden als Faltungsmethode bezeichnet wird. Diese Methode stellt eine unabhingige
Uberpriifung der bisher gezeigten Ergebnisse dar.

Zu jeder moglichen Anzahl an koordinierten Wassermolekiilen, die mit '’O markiert sind,
wird ein entsprechendes Hyperfeinmuster berechnet. In einem zweiten Schritt werden zu einer
vorgegebenen Anzahl an Koordinationsplitzen die zuvor berechneten Hyperfeinmuster
entsprechend der statistischen Besetzungswahrscheinlichkeit gewichtet und addiert (vgl.
Gleichung (3.7)). Im Gegensatz zu der bisher gezeigten vollstindigen Simulation der Spektren
wird nun das experimentelle '°O-Spektrum fiir die Berechnung verwendet. Dieses wird mit
dem berechneten Hyperfeinmuster gefaltet, um auf diese Weise die Messungen mit H,'’O zu
simulieren.

Mathematisch gesehen ist diese Methode nicht ganz korrekt, da der Hyperfeinwechsel-
wirkungstensor dem Nullfeldtensor iiberlagert ist. Aufgrund der Grofle des Nullfeldtensors
wird dieser durch die Rotation der Proteinkomplexe nicht vollstdndig ausgemittelt. Dadurch
ist es nicht korrekt, die Effekte der Hyperfeinwechselwirkung als isotrop anzunehmen. Um
die Effekte einer anisotropen Hyperfeinkopplung anzudeuten, werden die gemessenen
Manganlinien mit einer GauBllinie gefaltet und damit verbreitert. Die Breite dieser GauBlinie
ist dabei ein freier Parameter des Fitalgorithmus.

Die beiden weiteren Parameter, die von dem Fitalgorithmus optimiert werden, sind die
MW-Phase und die isotrope Hyperfeinkopplungskonstante zum '’O.

Bei dieser Methode sind alle Effekte, welche die Linienbreite beeinflussen, automatisch
beriicksichtigt und miissen nicht explizit berechnet werden. Insbesondere die intrinsische
Linienbreite, die Nullfeldparameter und weitere Hyperfeinwechselwirkungen zu entfernten
Kernen miissen auf diese Weise nicht in die Berechnung integriert werden. Aus diesem Grund
miissen bei der Faltungsmethode wesentlich weniger Annahmen gemacht werden als bei der
vollstindigen Simulation der Spektren. Dadurch ist diese Methode eine unabhingige
Uberpriifung der zuvor gezeigten Ergebnisse.

Die Ergebnisse der Faltungsmethode sind in Abbildung 9.10 wiedergegeben.
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wt T35S T35A

Abb.9.10 Berechnung der Spektren der RaseMn’'eGDP Komplexe in H,'’O bei
Raumtemperatur mit der Faltungsmethode. Gezeigt sind jeweils die Messung, der
beste Fit und die Residuen fiir Fits mit verschiedenen Anzahlen an koordinierten
Wassermolekiilen. Gezeigt sind nur die Daten fiir die jeweils vierte der sechs
Manganlinien. Die gesamten Ergebnisse sind im Anhang A.4 (Abbildung A.4)
wiedergegeben.

In Abbildung 9.11 sind die Parameter, welche mit der Faltungsmethode erhalten wurden,
wiedergegeben.
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Abb. 9.11 Darstellung der Parameter, die zu den Ergebnissen der Faltungsmethode in
Abbildung 9.10 gehdren. Wie auch bei der Darstellung der Ergebnisse der
vollstindigen Simulationen wurden bei der Mittelwertbildung und bei der
Parameterstreuung die Ergebnisse der dritten Manganlinie nicht bertiicksichtigt.
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Wie schon bei der vollstindigen Simulation der Spektren in H,'’O ist auch bei der
Auswertung mit der Faltungsmethode der Linienbreitenparameter fiir die Mutante Ras(T35A)
grofer als bei den anderen beiden Proben.

Wie den Abbildungen 9.10 und 9.11 zu entnehmen ist, sind mit der Faltungsmethode die
Spektren fiir den Wildtyp und die Mutante Ras(T35S) unter der Annahme von drei direkten
Wasserliganden am besten zu fitten, fiir die Mutante Ras(T35A) werden vier Wasserliganden
erhalten. Dieses Ergebnis ist in voller Ubereinstimmung mit den oben vorgestellten
Ergebnissen der vollstindigen Simulationen der Raumtemperaturspektren. Da bei der
Faltungsmethode weniger Annahmen gemacht werden als bei der vollstandigen Simulation
der Spektren, ist dies eine unabhingige Bestdtigung der zuvor gemachten Aussagen.

9.4 Cw-EPR an RaseMn?*'«GDP Komplexen bei tiefen Temperaturen

Um die Struktur des aktiven Zentrums weiter zu untersuchen, wurden cw W-Band Messungen
auch an gefrorenen Proteinldsungen bei 20 K vorgenommen. Sollen weitergehende
EPR-Methoden, wie beispielsweise ESEEM' oder ENDOR zur Untersuchung der
Proteinkomplexe angewendet werden, so miissen diese Untersuchungen an gefrorener Losung
durchgefiihrt werden. Durch die Auswertung dieser Messungen sollte untersucht werden,
inwieweit Kristallbildungseffekte, die moglicherweise beim Ausfrieren der Proteinldsung
auftreten konnen, die Struktur des aktiven Zentrums beeinflussen bzw. verdndern.

In Abbildung 9.12 ist fiir die verschiedenen RaseMn®*"eGDP Komplexe bei 20 K jeweils eine
der sechs Manganlinien gezeigt. Daran sollen die Effekte, die bei Messungen an gefrorenen

Losungen auftreten, gezeigt werden.
b
wt
T35S
T35A

G12v

Abb. 9.12 Vergleich der verschiedenen RaseMn”> 'eGDP Komplexe bei 20 K. a) Vergleich
zwischen den Messungen in H,'°0 und H,'’O fiir den Wildtyp, b) Vergleich der
H,""0 Spektren der verschiedenen Mutanten. Gezeigt ist jeweils die vierte Linie
der Manganspektren.

15 ESEEM-Spektroskopie ist ein wichtiges Hilfsmittel bei der Untersuchung von Hyperfeinwechselwirkungen.

— 81 —



Teil Il — Anwendungsbeispiele

Im linken Teil sind die Spektren mit H,'°0 und H,'’O bei 20 K gegeniibergestellt. Deutliche
Unterschiede zu den Spektren bei Raumtemperatur sind die groBeren Linienbreiten und das
wesentlich bessere S/N-Verhiltnis der Spektren. Die verschiedenen experimentell bestimmten
Linienbreiten sind in Tabelle 9.2 zusammengefasst. Bei den Messungen in H,'®0 sind die
Linienbreiten bei den gefrorenen Losungen ca. 70 % grofer als bei Raumtemperatur.

wit T35S T35A GI2V
RT, H,'°0 0,44 £ 0,01 0,48 £ 0,01 0,51 £0,01 —
20 K, H,'°0 0,78 + 0,02 0,86 £ 0,02 0,88 £ 0,01 0,88 £0,03
20K, H,'’0 1,48 £ 0,04 1,46 £ 0,04 1,63 £ 0,03 1,78 £ 0,04

Tab.9.2  Experimentell bestimmte Linienbreiten der verschiedenen RaseMn®'eGDP
Komplexe in mT.

Als Resultat dieser groBeren Linienbreite sind die Spektren mit H,'’O bei 20 K mehr oder
weniger strukturlos. Die zusétzliche Linie, die bei Raumtemperatur zu erkennen ist, wird bei
20K nur als eine Linienverbreiterung wahrgenommen, wodurch die Auswertung der
cw-Spektren wesentlich erschwert wird. Bei Raumtemperatur waren die verschiedenen
Intensititen der beiden iiberlagerten Signale ein wesentliches Merkmal, mit dessen Hilfe die
Auswertung moglich war. Der Vergleich der Spektren fiir die verschiedenen Mutanten in
H,'’0 zeigt wesentlich geringere Unterschiede zwischen den einzelnen Spektren als es bei
Raumtemperatur der Fall ist.

Deutlich zu erkennen ist, dass die verschiedenen Proteinkomplexe bei 20 K unterschiedliche
Linienbreiten aufweisen. Bei den Spektren in H,'°O hat der Wildtyp eine etwas kleinere
Linienbreite als die anderen drei Mutanten. Bei den Messungen in H,'’O hingegen teilen sich
die verschiedenen Proben in zwei Gruppen. Der Wildtyp und die Mutante Ras(T35S) haben
vergleichbare Linienbreiten und die beiden Mutanten Ras(T35A) und Ras(G12V) weisen
dhnliche Linienbreiten auf. Diese Einteilung in zwei Gruppen entspricht den Ergebnissen, die
bei Raumtemperatur erhalten wurden.

9.4.1 Simulation der cw-Spektren mit H2'°0 bei 20 K

Wie bei den Raumtemperaturmessungen wurden auch bei den Messungen an gefrorener
Losung zunichst die Spektren in H,'®0 angefittet, um zu iiberpriifen, inwieweit das Model,
welches den Berechnungen zu Grunde liegt, die Verhiltnisse korrekt beschreibt. Die
Ergebnisse der Simulationen sind in Abbildung 9.13 wiedergegeben.
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Abb. 9.13 Ergebnisse der Simulationen der cw-Spektren der RaseMn’'eGDP Komplexe in
H,'°0 bei 20 K. Zu jeder Probe sind das experimentelle Spektrum, die beste
Simulation und drei verschiedene Residuen wiedergegeben. Gezeigt sind wieder
nur die Ergebnisse fiir die vierte der sechs Manganlinien, die vollstindigen Daten
sind im Anhang A.4 (Abbildung A.5) wiedergegeben.

Im Vergleich mit Abbildung 9.5 zeigt sich, dass der relative Fehler der Simulationen bei 20 K
groBer ist als bei den Simulationen der Raumtemperaturspektren mit H,'®O.

Auf den ersten Blick ist der einzige Unterschied zwischen Raumtemperatur und 20 K die
Tatsache, dass die Proteinkomplexe in gefrorener Losung nicht mehr beweglich sind, und
somit anisotrope Anteile der Hyperfeinkopplungen nicht ausgemittelt werden konnen. Solche
anisotropen Anteile der Hyperfeinwechselwirkungen sind in der Berechnung der Spektren
nicht beriicksichtigt. Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dass die Proteinkomplexe in
einer Konformationsverteilung ausfrieren, was damit zu einer Verteilung der Parameter
fiihren wiirde. Auch eine solche Parameterverteilung ist in der Berechnung nicht
berticksichtigt.

Auch unter Hinzunahme weiterer isotroper Hyperfeinwechselwirkungen, welche die Wechsel-
wirkungen zu den Protonen der Wassermolekiile sowie zum Phosphor des GDP wiedergeben
sollen, werden die Simulationen nicht besser.

An diesen Beobachtungen ldsst sich bereits erkennen, dass das Modell, welches der

vollstdndigen Simulation der Spektren zu Grunde liegt, zumindest bei gefrorenen Lésungen
nicht vollstandig ist.

9.4.2 Simulation der cw-Spektren mit H,'’O bei 20 K

Obwohl die Simulation der Spektren mit H,'°O nicht genauso gut sind wie bei Raum-
temperatur, wurden auch die Spektren mit H,'’O angefittet. In Abbildung 9.14 sind die
Ergebnisse fiir die verschiedenen RaseMn’ eGDP Komplexe dargestellt. Da sich im
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Gegensatz zu den Ergebnissen bei Raumtemperatur eine geringfiigige Verbesserung der
Simulationen bei Hinzunahme des rhombischen Nullfeldparameters ergibt, werden
Simulationen gezeigt, bei denen dieser Parameter berticksichtigt wurde.

wt T35S T35A G12v
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Abb. 9.14 Ergebnisse der Simulation der RaseMn*"eGDP Komplexe in H,'’O bei 20 K. Die
Parametergrenzen fiir den Fitalgorithmus waren: D=0.40 mT, E=0..8 mT,
Linienbreite=0..3 mT, '"O-Hyperfeinkopplung=0,1..0,5 mT. Gezeigt sind wieder
nur die Ergebnisse fiir die vierte Linie, die vollstindigen Daten sind im Anhang
A.4 (Abbildung A.6) wiedergegeben.

Die zu den Simulationen gehorenden Parameter sind in Abbildung 9.15 zusammengefasst. Bei
der Betrachtung der Parameter in Abbildung 9.15 sind einige interessante Effekte zu
erkennen.

Zunichst fallt auf, dass die Residuen kein Minimum zeigen, wie dies bei Raumtemperatur der
Fall war. Bei tiefen Temperaturen werden die Residuen immer kleiner je mehr
Wasserliganden in der Simulation beriicksichtigt werden. Es ist sehr unwahrscheinlich, dass
tatsdchlich fiinf Wasserliganden vorliegen, da der Proteinkomplex dann am aktiven Zentrum
nicht zusammengehalten wiirde. Die Betrachtung der Residuen alleine liefert also keine
Aussage iiber die absolute Anzahl an Wasserliganden.

Bei der Simulation der Spektren mit H,'®0 ist aufgefallen, dass bei 20 K die Residuen groBer
sind als bei Raumtemperatur. Bei den Spektren mit H,'’O ist dieser Effekt nicht zu
beobachten. Die Residuen fiir die Spektren bei tiefen Temperaturen mit H,'’O sind deutlich
kleiner als die fiir die Spektren mit H,'°O.
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Abb. 9.15 Darstellung der Parameter, die mit den in Abbildung 9.14 gezeigten Simulationen

erhalten wurden. Die gestrichelte Linie wird bei den ENDOR-Untersuchungen in
Kapitel 9.5 erldutert.

Bei den Parametern, die bei den Simulationen frei gelassen worden sind, ist wieder deutlich
eine Einteilung in zwei Gruppen zu erkennen. Wie schon bei der Betrachtung der Linien-
breiten und wie den Ergebnissen fiir die Raumtemperaturspektren zeigen der Wildtyp und die
Mutante Ras(T35S) dhnliches Verhalten. Die zweite Gruppe wird von den beiden Mutanten
Ras(T35A) und Ras(G12V) gebildet, die ebenfalls jeweils dhnliches Verhalten zeigen. Mit
Ausnahme des rhombischen Nullfeldtensors E, der nur einen geringen Einfluss auf die
Qualitdt der Simulationen hat, sind die erhaltenen Parameter bei der zweiten Gruppe stets
groBer als bei der ersten. Bei der Linienbreite und bei der '’O-Hyperfeinkopplung sind die
Parameter der zweiten Gruppe ungefihr um eine Einheit zu einer hoheren Anzahl an
Wasserliganden verschoben. Wenn davon ausgegangen wird, dass die intrinsische
Linienbreite und die '"O-Hyperfeinkopplung unabhiingig von der Anzahl an Wasserliganden
sind, bestdtigt diese Beobachtung die Aussage, dass bei den Mutanten Ras(G12V) und
Ras(T35A) ein Wasserligand mehr vorliegt als beim Wildtyp und der Mutante Ras(T35S).

Um eine unabhingige Aussage iliber die absolute Anzahl an Wasserliganden zu erhalten, ist es
notwendig, Parameter wie die Linienbreite oder die '’O-Hyperfeinkopplung mit anderen
Methoden zu bestimmen. Weiter unten in Kapitel 9.5 werden ENDOR-Untersuchungen
gezeigt, mit denen die '’O-Hyperfeinkopplung bestimmt wurde.

Wie schon bei den Raumtemperaturspektren wurden noch eine Reihe weiterer Simulationen
mit unterschiedlichen Parametergrenzen durchgefiihrt. Die erhaltenen Ergebnisse liefern die
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gleichen Aussagen wie die gezeigten Simulationen, daher wird darauf verzichtet, weitere
Simulationen zu zeigen.

Auch durch die Hinzunahme weiterer isotroper Hyperfeinkopplungen &dndern sich die
erhaltenen Aussagen nicht.

9.4.3 Auswertung mit der Faltungsmethode

Auch bei den Messungen bei 20 K wurde versucht, die Spektren mit Hilfe der
Faltungsmethode auszuwerten und unabhéngig von der vollstindigen Simulation der Spektren
die Anzahl an Wasserliganden zu bestimmen.

Wie bei den Raumtemperaturmessungen werden die Messungen mit H,'®0O zunéchst mit einer
GauBlinie gefaltet, was zu einer Linienverbreiterung fiihrt. Hiermit soll die Anisotropie der
Hyperfeinwechselwirkung simuliert werden. Die Breite der GauB3linie ist wiederum ein freier
Parameter des Fitalgorithmuses. Zusammen mit der MW-Phase und der isotropen Hyperfein-
kopplung zum '’O gibt es somit drei freie Parameter.

Die Ergebnisse der Faltungsmethode sind in den Abbildungen 9.16 und 9.17 wiedergegeben.
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Abb. 9.16 Ergebnisse der Faltungsmethode fiir die verschiedenen RaseMn”'eGDP Komplexe
bei 20 K unter der Annahme verschieden vieler Wasserliganden. Gezeigt ist nur
das Ergebnis fiir die jeweils vierte der sechs Manganlinien. Die vollstdndigen
Daten sind wieder im Anhang A.4 (Abbildung A.7) wiedergegeben.
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Abb. 9.17 Darstellung der mit der Faltungsmethode erhaltenen Ergebnisse bei 20 K.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse in den Abbildungen 9.16 und 9.17 fillt auf, dass mit der
Faltungsmethode bei den Tieftemperaturspektren keine weiterfilhrenden Erkenntnisse
gewonnen werden konnen. In Abbildung 9.16 scheint es so, als ob fiir den Wildtyp und die
Mutante Ras(T35S) mit drei Wasserliganden die besten Ergebnisse erzielt werden konnen,
wie dies auch bei Raumtemperatur der Fall ist. In Abbildung 9.17 bestitigt sich diese
Beobachtung jedoch nicht, hier sind keine Minima bei der Darstellung der Residuen zu
erkennen. Fiir die Mutante Ras(T35A) werden mit der Faltungsmethode {iberhaupt keine
zufriedenstellenden Ergebnisse erzielt. Bei der Mutante Ras(G12V) werden die Residuen
umso kleiner, je mehr Wasserliganden zugelassen werden. Bei keiner der drei Teil-
abbildungen in Abbildung 9.17 ist eine Einteilung in zwei Gruppen zu erkennen, wie dies bei
der vollstindigen Simulation der Spektren oder bei der Auswertung der Raumtemperatur-
spektren der Fall war.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Faltungsmethode bei den Raumtemperatur-
spektren Ergebnisse liefert, welche die Ergebnisse der vollstindigen Spektrensimulation
bestitigen. Bei den Spektren in gefrorener Losung hingegen liefert diese Methode keine
Aussage iiber die Anzahl der Wasserliganden. Ein wichtiger Grund, warum die
Faltungsmethode bei den Tieftemperaturspektren versagt, kann die Tatsache sein, dass bei
20 K die anisotropen Anteile der Hyperfeinwechselwirkung nicht mehr ausgemittelt werden,
und somit zu der Linienform beitragen. Mit der Faltungsmethode konnen diese Anteile nicht
entsprechend beriicksichtigt, sondern nur angedeutet werden.

9.5 "O-ENDOR Untersuchungen an RaseMn?*«GDP Komplexen

Bei der Darstellung der Ergebnisse aus der vollstindigen Simulation der Spektren mit H,'’O
wurde bereits darauf hingewiesen, dass eine unabhdngige Bestimmung der verschiedenen
Parameter notwendig ist, um die absolute Anzahl an Wasserliganden zu bestimmen.
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Mittels Davies-ENDOR Spektroskopie wurde die Hyperfeinwechselwirkung zwischen dem
Mn’"-Ion und den '"O-Kernen des angereicherten Wassers bestimmt. Sowohl der
Ras(wt)eMn”"eGDP Komplex als auch die onkogene Mutante Ras(G12V) wurden dabei
untersucht. Die Spektren sind in Abbildung 9.18 gezeigt.

A, B
a |
C
3.54 3.1’55 3.56 3.‘37 3.58 3.‘39 3.210
By(T)
b
A: G12V
B: wt
C: G12Vv
( \ , \ B-C
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Abb. 9.18 W-Band ""O-ENDOR Spektrum des Ras(G12V)eMn* eGDP Komplexes (A und C)
und des Wildtyps (B) in H,'’O bei T = 4 K. a) Fieldswept-Spektrum des Wildtyps
und Kennzeichnung der Feldpositionen, an denen die ENDOR-Spektren
aufgenommen wurden. b) ENDOR-Spektren. Spektrum A sind 45 Mittelungen,
Spektrum B sind 30 Mittelungen, Spektrum C sind 6 Mittelungen. Die
RF-Pulsldange betrug jeweils 22 us.

Im Teil a der Abbildung 9.18 ist ein 2-Puls fieldswept-Spektrum des Ras(wt)eMn> eGDP
Komplexes zu sehen. Mit den Buchstaben A und C sind zwei verschiedene Feldpositionen
gekennzeichnet, an denen die entsprechenden ENDOR-Spektren aufgenommen wurden. An
der Position A tragen sowohl die mg=+1/2-Ubergiinge als auch die Ubergéinge mit hoheren
ms-Zustinden zu dem Signal bei. Um den Effekt der hoheren ms-Ubergiinge in den ENDOR-
Spektren zu bestimmen, wurde auch an einer Feldposition, bei der nur diese zu dem Signal
beitragen, ein ENDOR-Spektrum aufgenommen. Die entsprechenden ENDOR-Spektren an
den beiden Feldpositionen sind im Teil b der Abbildung 9.18 gezeigt.

Zwischen dem Wildtyp und der onkogenen Mutante Ras(G12V) sind bei den ENDOR-
Messungen keinerlei Unterschiede zu erkennen.
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Ebenfalls ist die Differenz der ENDOR-Spektren B und C gezeigt, die nur die Beitrdge der
mgs=+1/2 Uberginge enthilt. Auch Schwankungen im Untergrundsignal, welche durch den
Frequenzgang des RF-Verstdrkers verursacht werden, sind auf diese Weise eliminiert. In
Abbildung 9.18 ist auch eine Simulation des Differenzspektrums wiedergegeben, welche mit
einem Programm von Dr. Marina Bennati durchgefiihrt worden ist. In Tabelle 9.3 sind die
verwendeten Parameter wiedergegeben. Fiir die Hyperfeinkopplung ergibt sich mit den
angegebenen Werten ein isotroper Anteil von 0,28 mT.

A [mT] 0,224 0245 -0,362
Q[mT]  -0,0085  0,0085 0
[0, .7] 15° 35° 0°

Tab. 9.3  Parameter, die fiir die in Abbildung 9.18 gezeigte Simulation des ENDOR-
Spektrums verwendet wurden. Die Winkel sind die Eulerwinkel, mit welchen der
Quadrupoltensor relativ zum Hyperfeintensor gedreht ist. Die Genauigkeit der
Werte betrigt ca. 20 %.

In Tabelle 9.4 ist ein Vergleich mit in der Literatur veroffentlichten Hyperfeinkopplungen
zwischen Mn?>" und 'O im [Mn(H20)6]2+-K0mplex sowie in vergleichbaren Protein-
umgebungen zusammengestellt.

System 70 Label a170.i (mT) Methode Referenz
[Mn(H,0)]*" H,''0 0,27 ENDOR, 2 K, 9 GHz 125
RaseMn”"eGDP H,'’0 0,25 cw-EPR, 180 K, 140 GHz 50
RaseMn?'e«GMPPNP  H,'’O 0,28 cw-EPR, 180 K, 140 GHz 50
RaseMn”"eGDP [O]GDP  0,16-0,22  cw-EPR, 274 K, Q-Band 106
RaseMn’ e«GMPPNP  ['7O,]Thr 0,11 Puls-EPR, 20 K, 140 GHz 126
EF-TueMn” eGTP ["Op]GTP  0,19-026  cw-EPR, 300 K, 34 GHz 127
EF-TueMn’'eGDP  [B-'"03]GDP 0,25 cw-EPR, 274 K, 34 GHz 128
AKeMn® e ATP [B-'"04]ATP 0,22 cw-EPR, 274 K, 34 GHz 128
CKeMn* e ADP [B-"0]ADP  0,3-04 cw-EPR, 274 K, 9 GHz 129

Tab.9.4 In der Literatur verdffentlichte isotrope Hyperfeinkopplungen zwischen Mn*" und
"0 in verschiedenen Proteinumgebungen. Abkiirzungen: EF-Tu — Elongations-
faktor Tu, AK — Adenylat Kinase, CK — Creatin Kinase, ADP/ATP — Adenosin-
di(tri)phosphat, Thr — Threonin.

Mit zwei Ausnahmen sind alle bisher veroffentlichten isotropen Hyperfeinkopplungen
zwischen Mn®" und '’O kleiner als 0,28 mT. Eine der beiden Ausnahmen bildet eine Arbeit
am RaseMn”"eGppNHp Komplex, in der zum '"O von Wasser ebenfalls eine isotrope
Hyperfeinkopplung von 0,28 mT bestimmt wurde. In derselben Verdffentlichung wird fiir den
RaseMn’ eGDP Komplex hingegen eine etwas kleinere isotrope Hyperfeinkopplung von
0,25 mT angegeben [50]. Allerdings stammen mit einer Ausnahme alle Ergebnisse aus EPR-
Untersuchungen und sind damit ungenauer als die Bestimmung mittels ENDOR-
Spektroskopie. Dariiber hinaus wurden die meisten Ergebnisse bei niedrigen MW-Frequenzen
(X- und Q-Band) erhalten, bei denen die Breite der Manganlinien die Auswertung zusétzlich
erschwert (vgl. Abbildung 3.3). Um solche Hyperfeinkopplungen eindeutig zu bestimmen, ist
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HF-ENDOR die beste Methode. Die meisten der angegebenen Werte wurden fir ''O-
markierte Nukleotide, in einem Fall auch fiir eine markierte Aminosiure bestimmt. Diese sind
kleiner als die Werte, die fiir H,'’O-Liganden gefunden werden.

In Abbildung 9.15 wurde bei der Auswertung der vollstdndigen Simulation der Spektren mit
H,'"0 bei 20 K bereits ein Wert von 0,28 mT fiir die isotrope Hyperfeinkopplung eingetragen.

Gut zu erkennen ist, dass eine isotrope Hyperfeinkopplung von 0,28 mT fiir den Wildtyp und
die Mutante Ras(T35S) auf drei Wasserliganden hinweist. Die Ergebnisse fiir die beiden
Mutanten Ras(T35A) und Ras(G12V) sind zu einer hoheren Anzahl an Wasserliganden
verschoben. Der Wert von 0,28 mT wird zwar nicht genau bei vier Wasserliganden
geschnitten, dennoch deuten die Ergebnisse darauf hin, dass bei den beiden Mutanten ein
Wasserligand mehr vorhanden ist als beim Wildtyp.

Die Bestimmung der '’O-Hyperfeinkopplungskonstanten zusammen mit der vollstindigen
Simulation der Spektren bestétigt damit die Resultate, die bei Raumtemperatur erhalten
wurden. Beim Wildtyp und der Mutante Ras(T35S) liegen drei Wasserliganden vor, bei den
beiden Mutanten Ras(T35A) und Ras(G12V) deuten die Ergebnisse hingegen auf vier direkte
Wasserliganden. Es muss dabei aber auch darauf hingewiesen werden, dass die Auswertung
und Interpretation der cw-Spektren bei 20 K aufgrund der groBeren Linienbreiten wesentlich
erschwert ist. Die Aussage liber die absolute Anzahl der Wasserliganden beruht fast
ausschlieBlich auf Abbildung 9.15, bei der die Parameter fiir die beiden Mutanten Ras(T35A)
und Ras(G12V) fast immer groBer sind als bei den anderen beiden Proben.

9.6 Diskussion und Ausblick

Zunichst soll die mogliche Ursache fiir die Linienverbreiterung bei tiefen Temperaturen
diskutiert werden. Eine Ursache hierfiir sind sicherlich die anisotropen Anteile der Hyperfein-
wechselwirkungen zu den benachbarten Kernen. Aufgrund der Starrheit der Proteinkomplexe
in gefrorener Losung konnen diese anisotropen Anteile nicht mehr ausgemittelt werden. Bei
den Messungen mit H,'°O spielen die Hyperfeinkopplungen zum Phosphor des GDP eine
Rolle, sowie die Wechselwirkungen mit den Wasserprotonen. Beide Hyperfeinkopplungen
wurdenl6mit weiteren ENDOR-Experimenten bereits untersucht und zeigen anisotrope
Anteile .

Daraus ergibt sich auch automatisch eine Moglichkeit, die Linienbreiten zu verkleinern und
damit die Auswertung zu erleichtern. Werden die Proteinkomplexe nicht in H,'°0 und H,'’O,
sondern in D,O und D,'’O geldst, entfallen die Hyperfeinwechselwirkungen zu den Wasser-
protonen. Deuterium hat einen Kernspin =0 und zeigt somit keine Hyperfeinwechsel-
wirkung. In einem ersten Experiment bei 95 GHz konnte bereits gezeigt werden, dass die
Linienbreite selbst bei Raumtemperatur um ca. 30 % kleiner wird, wenn D,O statt H,O als
Losungsmittel verwendet wird.

Eine andere Ursache fiir die Linienverbreiterung kann darin liegen, dass die Proteinkomplexe
in gefrorener Losung nicht alle in einer identischen Konformation vorliegen. Wie weiter unten
noch dargelegt wird, ist aus NMR-Untersuchungen bekannt, dass in fliissiger Losung ein

1 M. Bennati, unverdffentlichte Daten.
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Konformationsgleichgewicht vorliegen kann [119,142]. Denkbar ist, dass nicht nur die beiden
beobachteten Konformationen ausfrieren, sondern auch die Ubergangszustinde. Ebenso kann
es durch Kristallbildungseffekte zu einer Verteilung an Konformationen kommen. Dieses
wiirde bedeuten, dass auch die verschiedenen Hyperfeinwechselwirkungen und genauso auch
der Nullfeldtensor in einer Verteilung vorliegen konnen, was zu einer Linienverbreiterung
fithren wiirde.

95 GHz

360 GHz

180 GHz

95 GHz

Abb. 9.19 Vergleich der Linienbreite des Ras(wt)eMn*'eGDP Komplexes in H,'°O bei 95,
180 und 360 GHz. Das oberste Spektrum wurde bei Raumtemperatur
aufgenommen, die drei unteren Spektren an gefrorener Losung. Mit zunehmender
MW-Frequenz nimmt die Linienbreite ab.

Dass der Nullfeldtensor auch bei der HF-EPR noch einen Beitrag zu der Linienbreite liefert,
wurde mit Multifrequenz-Experimenten nachgewiesen. In Abbildung 9.19 ist die vierte der
sechs Manganlinien bei 95, 180 und 360 GHz wiedergegeben. Das Spektrum bei 360 GHz
wurde mit einem selbstgebauten Spektrometer in der Arbeitsgruppe von Prof. Mdbius an der
FU Berlin durchgefiihrt. In der Tabelle 9.5 sind die experimentellen Linienbreiten bei
verschiedenen MW-Frequenzen zusammengefasst.

MW-Frequenz [GHz] 95 180 360
Linienbreite [mT] 0,82 0,74 0,66

Tab.9.5  Vergleich der Linienbreite des Ras(wt)eMn>'eGDP Komplexes in H,'°0O bei 95,
180 und 360 GHz bei gefrorener Losung. Der angegebene Wert ist der Mittelwert
tiber alle sechs Manganlinien.

Deutlich zu erkennen ist der Effekt, dass mit zunehmender MW-Frequenz die Linienbreite
abnimmt. Da der Nullfeldtensor der einzige Beitrag zum Spin-Hamiltonian ist, der mit
zunehmender MW-Frequenz kleiner wird, zeigen diese Werte, dass der Nullfeldtensor noch
einen Beitrag zu der Linienbreite liefert.

Aus der Auswertung der Spektren, welche mit H,'’O aufgenommen worden sind, kann

abgelesen werden, dass die verschiedenen Mutanten im inaktiven GDP-gebundenen Zustand
unterschiedlich viele Wassermolekiile als direkte Liganden zum Metallion aufweisen. Bei

—-91 —



Teil Il — Anwendungsbeispiele

Raumtemperatur liegen beim Wildtyp und der Mutante Ras(T35S) drei Wasserliganden vor,
bei den Mutanten Ras(T35A) und Ras(G12V) hingegen vier. Die Auswertung der Spektren
von gefrorenen Losungen erweist sich aufgrund der gréeren Linienbreiten als schwierig, die
gezeigten Ergebnisse bestitigen aber die bei Raumtemperatur gemachten Aussagen. Auffaillig
dabei ist insbesondere die Einteilung der verschiedenen Proben in zwei Gruppen, die sich
nicht nur bei der Anzahl an Wasserliganden, sondern auch bei den anderen Parametern
wiederfindet.

Einer der Unterschiede zwischen den beiden Gruppen ist die groBere Linienbreite fiir die
Mutanten Ras(T35A) und Ras(G12V). Eine mogliche Erklarung dafiir konnte das Ergebnis
sein, dass bei den beiden Proteinkomplexen ein Wasserligand mehr vorhanden ist als bei den
beiden anderen. Wenn dem so ist, so sind auch zwei weitere Protonen zu dem Metallion
gekoppelt. Fiir den [Mn(HzO)6]2+-K0mplex in Wasser wurde mittels ENDOR-Spektroskopie
eine isotrope Hyperfeinkopplung der Wasserprotonen zum Mn*"-Ion von 0,014 mT bestimmt
[40,131]. Diese Kopplung ist allerdings so klein, dass zwei Protonen-Kopplungen alleine
nicht die unterschiedlichen Linienbreiten erkldren konnen.

Das Ergebnis, das der Wildtyp im GDP-gebundenen Zustand drei Wasserliganden aufweist,
wurde bisher mit einer Ausnahme bei keiner anderen Strukturuntersuchung erhalten.

Bislang ist in einer einzigen Rontgenstrukturuntersuchung von Schlichting et al. berichtet
worden, dass in dem GDP-gebundenen Zustand des Wildtyps die Aminosdure Aspartat-57 ein
direkter Ligand des Metallions ist [132]. Mit Serin-17 und der B-Phosphatgruppe als weitere
Liganden bleibt dann nur noch Platz fiir drei Wassermolekiile. Bei dieser Rontgenstruktur-
untersuchung sollte der Hydrolysemechanismus des GTP untersucht werden. Zu diesem
Zweck wurde ein nicht-hydrolisierbares caged GTP in den Kristall eingebaut. Nach einer
Photoreaktion wird die Schutzgruppe am GTP abgespalten und das {ibrig bleibende GTP kann
nun hydrolisiert werden. Zeitaufgeloste Untersuchungen wurden mit der Laue-
Diffraktionsmethode'” durchgefiihrt, bei der keine monochromatische Strahlung verwendet
wird, wodurch die Datenaufnahme nur ca. zwei Minuten dauert [164]. Die auf diese Weise
erhaltenen Kristalle des GDP Komplexes zeigen, wie oben erwéhnt, einen direkten Kontakt
zwischen dem Metallion und der Aminosiure Aspartat-57.

Da bis auf diese eine Strukturuntersuchung alle anderen Arbeiten keinen Kontakt zwischen
der Aminosdure Aspartat-57 und dem Metallion gefunden haben, und somit vier Wasser-
molekiile als Liganden bestimmen, widersprechen die dargestellten Ergebnisse dieser Arbeit
dem bisher allgemein anerkannten Bild iiber die Struktur des aktiven Zentrums. Wihrend bei
einer Reihe von Untersuchungen am aktiven GTP-gebundenen Proteinkomplex unter-
schiedliche Konformationen fiir den Wildtyp und onkogene Mutanten bestimmt worden sind,
wurden bisher beim GDP-gebundenen Zustand keine Unterschiede festgestellt.

Die Tatsache, dass die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse nicht mit dem bisherigen Bild
vom aktiven Zentrum, welches mittels Rontgenstrukturuntersuchungen gewonnen wurde,
ibereinstimmen, kann folgende Ursache haben:

Die Rontgenstrukturdaten wurden notwendigerweise an einkristallinen Proteinproben
erhalten. Dabei ist es vorstellbar, dass das Zichten eines Kristalls die Proteinstruktur

17 Max von Laue: 1879 bis 1960, Nobelpreis fiir Physik 1914
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verandert. Insbesondere an der Oberfliche konnen dabei Effekte auftreten, welche die lokale
Struktur verdndern. Da sich das aktive Zentrum aber an der Oberflache des Proteinkomplexes
befindet, wire es mdglich, dass gerade hier durch die Kristallbildung die Struktur verdndert
wird. In der Literatur sind Beispiele zu finden, bei denen mittels x-ray absorption fine
structure Spektroskopie nachgewiesen wurde, dass beispielsweise Concanavalin A und
Carboxypeptidase unter bestimmten Bedingungen im Kristall und in fliissiger Losung in
unterschiedlichen Strukturen vorliegen [133,134]. Mittels NMR-Spektroskopie wurden beim
Protein Ca3 unterschiedliche Konformationen fiir die Kristallstruktur und die Struktur in
fliissiger Losung bestimmt [135].

Dieses Argument kann nicht geltend gemacht werden flir Untersuchungen, die an fliissigen
Proben durchgefiihrt wurden. Um den Unterschied zwischen den oben vorgestellten
Rontgenstrukturen weiter zu untersuchen, wurden bereits von anderen Arbeitsgruppen
verschiedene EPR-Untersuchungen vorgenommen. Bei diesen Arbeiten wurden die
betrachteten Proteinkomplexe ebenfalls in H,'’O angereichertem Wasser geldst. Die
Auswertung wurde allerdings nicht mit der in dieser Arbeit vorgestellten Methode
vorgenommen. Wie in Kapitel 3 vorgestellt, bestehen die erhaltenen Spektren aus einer
Uberlagerung von Spektren mit reinem H,'°O und solchen mit H,'’O. Durch entsprechende
Gewichtung und anschlieender Subtraktion dieser Spektren voneinander wurde die Anzahl
der Wassermolekiile in der Koordinationssphére des Mn**-Ions bestimmt [43,136].

Smithers et al. haben in Ubereinstimmung mit den in dieser Arbeit gezeigten Ergebnissen mit
cw Q-Band EPR und H217O markiertem Wasser vier Wassermolekiile als direkte Liganden
des Ras(G12V)eMn” e¢GDP Komplexes bei 0°C bestimmt [43]. Ebenfalls mit cw Q-Band
EPR bei 0°C kommen Latwesen et al. fiir die Mutante Ras(G12V) zu dem gleichen Ergebnis
mit vier Wassermolekiilen als direkte Liganden [136]. Uber den Wildtyp wird in beiden
Arbeiten keine Aussage getroffen.

Bellew et al. haben die gleiche Methode angewendet, allerdings bei 140 GHz und an
gefrorener Losung bei 180 K [50]. In dieser Arbeit wurde der Ras(wt)eMn”"eGDP Komplex
untersucht, und es wurden vier Wassermolekiile als direkte Liganden bestimmt. Um Kristall-
bildungseffekte beim Einfrieren zu vermeiden, sowie um schmalere EPR-Linien zu erhalten,
wurde der Losung bei dieser Untersuchung 15 % Frostschutzmittel zugegeben. Dennoch ist es
vorstellbar, dass beim Einfrieren des Proteins Effekte auftreten, welche die lokale Umgebung
des aktiven Zentrums beeinflussen konnten. In einer spiteren Arbeit wurde von der gleichen
Arbeitsgruppe gezeigt, dass einige Frostschutzmittel Wassermolekiile aus der direkten
Koordinationssphire verdrdngen, was bei dem zuvor verwendeten aber nicht der Fall ist
[137]. Auch wenn ein Reagenz, welches als Frostschutzmittel hinzugegeben wird, kein
Wassermolekiil aus der direkten Koordinationssphire verdrdngt, ist es vorstellbar, dass
dennoch die Konformation des aktiven Zentrums beeinflusst wird. Dies wire eine mogliche
Erklarung dafiir, dass die in den vorherigen Kapiteln vorgestellten Ergebnisse eine andere
Anzahl an Wasserliganden liefern.

Um zu iiberpriifen, inwieweit die Methode der Auswertung Einfluss auf die Bestimmung der
Anzahl der Wasserliganden hat, wurde die oben erwdhnte Subtraktionsmethode auch auf die
cw W-Band Spektren angewendet. Mit dieser Methode ist es allerdings schwer, eine
eindeutige Aussage zu treffen. Die Unterschiede zwischen den Ergebnissen flir drei und vier
Wasserliganden sind so gering, dass keine signifikante Aussage getroffen werden kann.
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Insgesamt gesehen ist damit die Auswertung mit Hilfe der Subtraktionsmethode nicht sehr
aussagekraftig.

In der Arbeitsgruppe von David Singel (Harvard University, Cambridge, Massachusetts) sind
in den letzten zehn Jahren eine Reihe von Untersuchungen mittels ESEEM-Spektroskopie
durchgefiihrt worden, mit denen die lokale Umgebung des Mn”"-Ions sowohl im aktiven als
auch im inaktiven Zustand untersucht worden ist [137,138]. Aufgrund des Elektronenspins
von S=5/2 des Mn”*"-Ions tragen an jeder Stelle des Spektrums Signale unterschiedlicher
Elektronenniveaus zu dem experimentellen Spektrum bei, was die Interpretation und
Auswertung von ESEEM-Spektren erschwert [139]. In [138] wird ausfiihrlich dariiber
diskutiert, ob die Aminosdure Aspartat-57 ein direkter Ligand zum Metallion ist oder nicht.
Zu diesem Zweck wurde das Aspartat mit °C (I=1/2) markiert. Da in den ESEEM-Spektren
keine isotrope Hyperfeinwechselwirkung zu erkennen ist und die dipolare Wechselwirkung
auf einen Abstand von 0,41 nm schlieBen ldsst, wird davon ausgegangen, dass Aspartat-57
kein direkter Ligand ist. Der angegebene Abstand ist allerdings fast identisch mit der
erwahnten Rontgenstruktur von Schlichting et al., bei der von einer direkten Koordination
ausgegangen wird. Allerdings wurde auch diese EPR-Untersuchung wieder bei tiefen
Temperaturen durchgefiihrt, und der Losung wurde ein Frostschutzmittel zugegeben.

In diesen ESEEM-Arbeiten wurden immer die Wechselwirkungen zu moéglichen Liganden
des Proteins untersucht. Eine andere Moglichkeit, mit ESEEM die Struktur des aktiven
Zentrums zu untersuchen, besteht darin, durch den Vergleich zwischen Spektren mit H,O und
D,0 die Anzahl an Wasserliganden abzuzédhlen [165]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
ebenfalls versucht, X-Band ESEEM-Messungen durchzufiihren. Es stellte sich heraus, dass es
sehr schwer ist, reproduzierbare Bedingungen einzustellen, was vermutlich daran liegt, dass
immer alle Elektronenniveaus zu dem Echosignal beitragen. Da die verschiedenen
Elektronenniveus verschiedene Ubergangsmomente aufweisen, tragen diese je nach
Einstellungen der MW-Leistung und der Pulsldngen unterschiedlich stark zu dem Echo und
den beobachteten Modulationen bei. Bei den ESEEM-Spektren mit D,O war auBBerdem die
Relaxation so schnell, dass maximal zwei bis drei Modulationen zu erkennen waren, bevor
das Signal auf die Baseline abgeklungen war.

In einer NMR-Untersuchung des RaseMn>"¢GDP Komplexes wurde ein Abstand zwischen
Aspartat-57 und dem Metallion von mindestens 0,43 + 0,09 nm bestimmt, was wiederum auf
eine indirekte Wechselwirkung schlieBen ldsst [140]. In einer weiteren NMR-Arbeit am
RaseMn”"eGDP Komplex wurde gezeigt, dass die Region um die Aminoséure 57 flexibel ist,
was wiederum den Ergebnissen der Rontgenstrukturuntersuchungen widerspricht [141]. Diese
Flexibilitdt wurde auch in einer weiteren NMR-Untersuchung bestétigt [ 140].

Geyer et al. haben mit *'P-NMR Experimenten gezeigt, dass der RaseMg” eGppNHp
Komplex in fliissiger Losung in zwei verschiedenen Konformationen vorliegen kann, und
dass die Gleichgewichtskonstante zwischen den beiden Zustinden temperaturabhingig ist
[142]. Eine Mutation an der Position Glycin-12 verlagert das Gleichgewicht vollstindig zu
einem der beiden Zustinde. In der Arbeitsgruppe von Prof. Kalbitzer an der Universitit
Regensburg wurden *'P-NMR Experimente auch an den GDP-gebundenen Proteinkomplexen
vorgenommen [119]. Auch bei diesen Untersuchungen wurde eine Uberlagerung zweier
Zustinde gefunden. Diese Ergebnisse zeigen, dass das Protein in fliissiger Losung in
mindestens zwei verschiedenen Konformationen vorliegen kann, welche sich hochst-
wahrscheinlich auch in der Struktur des aktiven Zentrums unterscheiden. Moglicherweise
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kristallisieren die Proteinkomplexe nur in einem dieser Zustdnde, was die unterschiedlichen
Strukturen zwischen fliissiger Losung und den Einkristallen erkliaren kann.

Die in [119] ermittelten Gleichgewichtsverteilungen zwischen den Zustéinden 1 und 2 sind in
Tabelle 9.6 wiedergegeben.

wt T35S T35A Gl12v
30/70 20/80 50/50 0/100

Tab.9.6  Die mittels *'P-NMR ermittelten Gleichgewichtsverteilungen zwischen den beiden
beobachteten Zustinden in den verschiedenen RaseMn>'eGDP Komplexen bei
Raumtemperatur [119].

Aufgrund der in NMR-Untersuchungen gefundenen Uberlagerung zweier Konformationen
wurde die Faltungsmethode dahingehend erweitert, dass die Uberlagerung zweier Zustinde
zugelassen wurde. Dabei konnte jedem der beiden Zustinde eine beliebige Anzahl an
Wasserliganden zugewiesen werden. Die relative Verteilung der beiden Konformationen
wurde ein weiterer Fitparameter. Mit dieser erweiterten Version der Faltungsmethode konnten
weder die Spektren bei Raumtemperatur noch die Spektren bei tiefen Temperaturen besser
simuliert werden.

Wie bei den '"O-ENDOR Untersuchungen bereits erwihnt, wurden auch schon erste
S'P.ENDOR Experimente durchgefiihrt. Diese zeigen bislang keinen Hinweis darauf, dass in
gefrorener Losung eine Uberlagerung zweier Konformationen vorliegt und widersprechen
damit den NMR-Untersuchungen, welche an fliissiger Losung durchgefiihrt worden sind.

Eine andere Moglichkeit fiir einen weiteren Liganden des Metallions neben dem Aspartat-57
ist ein zweiter Sauerstoff der B-Phosphatgruppe. Von Feuerstein et al. wurden cw Q-Band
Messungen an ''O-markierten GDP Komplexen durchgefiihrt [106]. Mit dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass ein Sauerstoff der 3-Phosphatgruppe ein direkter Ligand des Metallions
ist. Die Autoren stellen selber dar, dass die vorgestellten Daten auch mit einem Modell erklért
werden konnen, bei dem zwei Sauerstoffe der 3-Phosphatgruppe an das Metallion koordiniert
sind. Dieses Modell widerspriche aber wiederum den Rontgenstrukturdaten. In fritheren EPR-
Arbeiten, die von Prof. Prisner bei 95 GHz durchgefiihrt worden sind, wurde ebenfalls kein
Hinweis darauf gefunden, dass mehr als ein Sauerstoffatom der B-Phosphatgruppe an das
Metallion ligandiert ist'®.

Zusammengefasst ist es nicht eindeutig klar, warum die in dieser Arbeit vorgestellten
Untersuchungen widerspriichliche Aussagen zu den bisherigen Untersuchungen liefern. Die
hier vorgestellten Untersuchungen zeigen drei Wasserliganden beim Wildtyp sowohl bei
Raumtemperatur als auch in gefrorener Losung. Die Rontgenstrukturuntersuchungen liefern
moglicherweise andere Ergebnisse, da bei der Kristallziichtung die lokale Struktur des aktiven
Zentrums gestort wird. NMR-Untersuchungen, die an fliissiger Losung durchgefiihrt werden,
liefern Hinweise auf eine Uberlagerung zweier Zustinde, wobei einer der beiden Zustinde
vermutlich drei Wasserliganden aufweist, der andere Zustand hingegen vier. Auch hierfiir
wurde bei den vorgestellten Untersuchungen kein Hinweis gefunden.

'8 T. Prisner, personl. Mitteilung, unveréffentlichte Daten.
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Um die Struktur der Proteinkomplexe in gefrorener Losung weiter zu untersuchen, und die
Frage zu kldren, ob diese mit der Struktur bei Raumtemperatur iibereinstimmt, miissen
weitere ENDOR-Untersuchungen durchgefiihrt werden. Mit gezielt Isotopen-markierten
Aminosduren konnen beispielsweise potentielle Liganden des Metallions untersucht werden.

Ebenso kann der Algorithmus zur vollstindigen Simulation der Spektren erweitert werden,
um eventuell weitere Aussagen iiber die Struktur des aktiven Zentrums zu erhalten. In einem
ersten Schritt sind zwei Erweiterungen denkbar. Zum einen koOnnen anisotrope
Hyperfeinwechselwirkungen in der Simulation beriicksichtigt werden. Der erste Schritt wiirde
darin bestehen, die Daten aus der Simulation der '"O-ENDOR Spektren als feste Werte zu
integrieren. Moglicherweise konnen damit auch Informationen iiber die Orientierung der
verschiedenen Hyperfeinwechselwirkungstensoren und damit der Wassermolekiile gewonnen
werden. Um die Spektren nicht zu kompliziert zu machen, sollten diese Untersuchungen mit
D,'"0 wiederholt werden, um die Wechselwirkung zu den Wasserprotonen zu eliminieren.
Eine andere mogliche Erweiterung des Simulationsalgorithmus besteht darin, eine Verteilung
an Parametern, insbesondere der Nullfeldparameter zuzulassen, um damit einer
Konformationsverteilung gerecht zu werden.

Eine Moglichkeit, die strukturellen Unterschiede der Proteinkomplexe zwischen fliissiger
Losung und Einkristallen zu untersuchen, besteht darin, ENDOR-Spektroskopie direkt an den
einkristallinen Proben vorzunehmen. Mittels W-Band ENDOR Spektroskopie konnte
beispielsweise beim Concavanalin A nicht nur die Anzahl an Wasserliganden an einem Mn?'-
Zentrum bestimmt werden, sondern auch deren Positionen [143]. Um solche Untersuchungen
durchfiihren zu konnen, muss das Spektrometer allerdings die Moglichkeit aufweisen, die
eingebauten Kristalle um mindestens eine Achse drehen zu kénnen, was mit dem verwendeten
EPR-Spektrometer in der Arbeitsgruppe von Prof. Dinse nicht moglich ist.

Die in dieser Arbeit gezeigten Untersuchungen wurden alle an GDP-gebundenen inaktiven
Proteinkomplexen durchgefiihrt. Fiir die biologische Funktion der Proteine ist natiirlich der
GTP-gebundene aktive Zustand der interessantere, weshalb sich ein Grofiteil der bisher
verdffentlichten Arbeiten mit diesem Zustand auseinandersetzt. Die in dieser Arbeit
vorgestellten Untersuchungen sollen daher auch auf den aktiven Zustand angewendet werden.
Die cw W-Band Spektren der GTP-gebundenen Proteinkomplexe zeigen sowohl bei
Raumtemperatur als auch bei 20 K eine wesentlich groBere Linienbreite und ein schlechteres
S/N-Verhéltnis. Beide Effekte erschweren damit die Auswertung und Interpretation der
Daten.
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10 Anwendungsbeispiele des 180 GHz EPR-Spektrometers

10.1 Nitroxid-Spinlabel

Spinlabel werden héufig kiinstlich in Systeme eingebaut, um Strukturinformationen zu
gewinnen. In biologischen Systemen werden dafiir hdufig Nitroxide verwendet [144-146]. Mit
Hilfe eines einzelnen Spinlabels konnen Informationen iiber die Dynamik der untersuchten
Probe gewonnen werden [147-149]. Sind in der Probe dagegen mehrere paramagnetische
Zentren vorhanden, konnen aufgrund der Austausch-Wechselwirkung oder der dipolaren
Kopplung Informationen iiber den Abstand und {iber relative Orientierungen gewonnen
werden [150-155].

Ix 9y 9,
| | |

zZ

180 GHz

SmT 9.5 GHz

J

Abb. 10.1 Fieldswept-Spektren von TEMPO in einer Polystyrolmatrix im X-Band und bei
180 GHz. Parameter fiir das 180 GHz-Spektrum: T = 20 K, Repetitionsrate 10 ms,
30 Mittelungen pro Punkt, Pulsldnge 80 ns, Pulsabstand 170 ns. Die Struktur von
TEMPO ist im Anhang A.6 wiedergegeben.
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Um die experimentellen Spektren zu verstehen, miissen zunichst die Eigenschaften der
Spinlabel bekannt sein. Hier kann die HF-EPR einen entscheidenden Beitrag leisten, da
Nitroxid-Spinlabel hauptsdchlich durch zwei EPR-relevante Eigenschaften charakterisiert
sind, zum einen durch ihren g-Tensor, zum anderen durch den Hyperfein-
wechselwirkungstensor des Stickstoffatoms [28,30,156]. Da im Vergleich zum Hochfeld im
X-Band der g-Tensor nicht aufgelost ist, sind diese Informationen schwerer zuginglich.
Dieser Effekt ist in Abbildung 10.1 am Beispiel des TEMPO gezeigt. Wie in Kapitel 2.6
erldutert, besteht durch den aufgeldsten g-Tensor bei hohen Magnetfeldern wiederum die
Moglichkeit, orientierungsabhéngige Informationen zu erhalten.

140
290
440

Pulsabstand 590
(ns)

740 6,438
6,402 6,414 0426
’ Magnetfeld (T)

Abb. 10.2 2D-Spektrum von TEMPO in einer Polystyrolmatrix. Gezeigt ist der T,-Echo
Zerfall in Abhéngigkeit vom Magnetfeld bei T =30 K. Die Pulslingen betrugen
110 ns mit einem Abstand von 30ns. Pro Punkt wurden 16 Mittelungen
aufgenommen.

In Abbildung 10.2 ist ein magnetfeldabhingiger Echozerfall des TEMPO-Radikals gezeigt.
Gut zu erkennen ist der aufgeldste g-Tensor sowie die Aufspaltung der g,-Kante in drei
Signale aufgrund der groBen A, Hyperfeinwechselwirkung zum '“N (I=1). Die
Echozerfallskurven wurden mit einem monoexponentiellen Zerfall angefittet, das Ergebnis ist
in Abbildung 10.3 wiedergegeben. Zu erkennen ist eine Anisotropie der Relaxationszeiten
von ca. 30 %.
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Abb. 10.3 Magnetfeldabhingigkeit der Relaxation von TEMPO bei 180 GHz und T =30 K.
In der oberen Hilfte ist die erste Zeile des 2D-Spektrums aus Abbildung 10.2
wiedergegeben, in der unteren sind die feldabhidngigen Relaxationszeiten
dargestellt.

Werden Nitroxid-Spinlabel in biologische Systeme eingebaut, kdnnen mit ihrer Hilfe
beispielsweise Informationen {liber Abstdnde zu anderen paramagnetischen Zentren gewonnen
werden [144]. In letzter Zeit wird dafiir immer hiufiger die PELDOR-Methode'® verwendet,
mit der Abstinde bis zu 6 nm bestimmt werden kénnen [146,157,158]. Bei dieser Methode
handelt es sich um eine Pulsmethode, bei der zwei verschiedene MW-Frequenzen verwendet
werden, um die unterschiedlichen paramagnetischen Spezies anzuregen. Bei niedrigen
Magnetfeldstirken und damit MW-Frequenzen besteht allerdings der Nachteil, dass den
PELDOR-Modulationen der Echoamplitude hiufig auch ESEEM-Modulationen iiberlagert
sind, was die Interpretation der Signale wesentlich erschwert [146,163].

Eine wichtige Voraussetzung fiir das Auftreten von ESEEM-Modulationen ist das Erfiillen
der cancellation Bedingung, die besagt, dass die betrachtete Hyperfeinwechselwirkung
ungefdhr genauso grof} sein muss wie die Kern Zeeman-Wechselwirkung des dazugehorigen
Kerns. Aufgrund der ca. 20fach groferen Kern Zeeman-Aufspaltung ist diese Bedingung bei
6,4 T fast nicht zu erfiillen. Nur sehr spezielle Systeme mit einer grolen Hyperfeinkopplung
kommen daher fiir HF-ESEEM in Betracht [15,159,160]. Bei dem TEMPO-Spektrum in
Abbildung 10.2 konnen keine ESEEM-Modulationen festgestellt werden.

Da im Vergleich zum X-Band im Hochfeld die storenden ESEEM-Modulationen wesentlich
schwicher bis gar nicht ausgeprigt sind, bietet es sich an, die PELDOR-Methode auch im
Hochfeld zu implementieren [161]. Die in Kapitel 9 dargestellten Untersuchungen am
Ras-Protein konnen durch solche Abstandmessungen weitergefiihrt und ergénzt werden [105].
Es wurde bereits eine Probe hergestellt, bei der an der Aminosdureposition 32 ein Spinlabel
eingefiihrt wurde. Diese Position befindet sich innerhalb der Schleife L2, die beim Wechsel
vom aktiven in den inaktiven Zustand eine grofBe strukturelle Verdnderung erfdhrt. Auf diese
Weise kann der Konformationsiibergang weiter untersucht werden. In Abbildung 10.4 sind cw
W-Band Spektren des Ras-Proteins mit und ohne Spinlabel gegeniibergestellt.

' Die PELDOR-Methode wird von einigen Arbeitsgruppen auch als DEER bezeichnet.
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mit Spinlabel
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Abb. 10.4 cw W-Band Spektren von RaseMn’’eGDP Komplexen bei 20 K. Links das
gesamte Spektrum, rechts nur die erste der sechs Linien. Das obere Spektrum
gehort zum Ras Protein mit Spinlabel an der Position 32, das untere zum Wildtyp.

In den Spektren mit dem Spinlabel ist eine Linienverbreiterung der Manganlinien zu
erkennen, die auf die zusétzliche Kopplung zu dem Spinlabel zuriickzufiihren ist. Dass in dem
linken Spektrum das Signal des Spinlabels nur schwach zu erkennen ist, ist vermutlich darauf
zuriickzufithren, dass das System gesittigt ist. Die gezeigte Messung wurde fiir das
Mangansignal optimiert. Um genauere Informationen iiber den Abstand der beiden
paramagnetischen Zentren zu erhalten, kdnnen weitere Untersuchungen mit der PELDOR-
Methode vorgenommen werden.

10.2 Quinoloxidase

Im Folgenden sollen Experimente an der bos-Quinoloxidase aus E.coli gezeigt werden. Dieses
System wurde in unserer Arbeitsgruppe im Rahmen einer Doktorarbeit von Stéphane
Grimaldi untersucht [162]. Mittels Puls HF-EPR Experimenten konnen beispielsweise die
Bewegungsmoden von Quinonen in ihren Bindungstaschen untersucht werden [9-11].

Nachdem im letzten Kapitel TEMPO als Testprobe verwendet worden ist, soll hiermit
demonstriert werden, dass die Empfindlichkeit des aufgebauten Spektrometers ausreicht, um
auch an biologischen Proben Untersuchungen vorzunehmen. Die Proteinkonzentration betragt
560 uM, wobei ca. 30 bis 50 % der Quinone im reduzierten Zustand vorliegen und damit ein
EPR-Signal liefern.

In Abbildung 10.5 sind 2-Puls fieldswept-Spektren bei verschiedenen Temperaturen zwischen

5 und 140 K gezeigt. Zum Vergleich der unterschiedlichen Spektren wurden diese auf das
maximale Signal normiert.
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Abb. 10.5 2-Puls fieldswept-Spektren am Qg™ in der bo3-Quinoloxidase bei verschiedenen
Temperaturen. Messparameter: 5 K: 60/390/60 ns, 10 Mit., 150 ms Rep., 10 K:
60/390/60 ns, 20 Mit., 150 ms Rep., 40 K: 55/295/55 ns, 300 Mit., 20 ms Rep.,
60 K: 55/270/55 ns, 200 Mit., 15 ms Rep., 80 K: 80/220/80 ns, 200 Mit., 3 ms
Rep., 100 K: 80/400/80 ns, 2000 Mit., 1,5 ms Rep., 140 K: 80/355/80 ns, 400 Mit.,
0,8 ms Rep.

Von dieser Probe wurden auch cw-Spektren zur Bestimmung der g-Werte aufgenommen. Zu
diesem Zweck wurde der Probe ein wenig Mn>" in MgO zugegeben. Mit dem in [68] und
Kapitel 7.4 beschriebenen Verfahren wurden die g-Werte bestimmt, welche in Tabelle 10.1
wiedergegeben sind.

gx gy g
2,0060 2,0053 2,0022

Tab. 10.1 Bestimmte g-Werte des Qy" in der bo3-Quinoloxidase.

Die Linienformen der Spektren zwischen 5 und 80 K sind weitgehend identisch, wihrend
oberhalb von 80 K deutliche Abweichungen zu erkennen sind. In dem Bereich zwischen dem
gy- und dem g,-Signal nimmt die Signalintensitdt deutlich ab, wihrend sie in den anderen
Bereichen des Spektrums wenig beeinflusst wird. Dass die Signalintensitidt an diesen Stellen
bei steigender Temperatur abnimmt, bedeutet, dass wahrend der Evolutionszeit t zwischen
den beiden Pulsen die Magnetisierung relaxiert. Die Beobachtung, dass dieser Effekt an
unterschiedlichen Stellen des Spektrums unterschiedlich stark ausgeprégt ist, bedeutet, dass
das Relaxationsverhalten anisotrop ist. Dieses anisotrope Relaxationsverhalten wurde mittels
zweidimensionaler Puls-EPR Spektroskopie weiter untersucht.

In Abbildung 10.6 ist ein feldabhidngiger Zwei-Puls Echo-Zerfall bei 90 K gezeigt, in
Abbildung 10.7 ist das entsprechende Spektrum bei 40 K dargestellt.
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Abb. 10.6 Zwei-Puls Echo-Zerfall von Qy" in der bo3-Quinoloxidase bei 90 K. Schrittweite
zwischen zwei Feldwerten: 0,2 mT, Pulsldngen: 55 ns, Pulsabstand: 1o = 125 ns,
160 Punkte je 10 ns, Repetitionsrate: 3 ms, 200 Mittelungen pro Punkt.
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Abb. 10.7 Zwei-Puls Echo-Zerfall von Qy* in der bo3-Quinoloxidase bei 40 K. Schrittweite
zwischen zwei Feldwerten: 0,2 mT, Pulslingen: 55 ns, Pulsabstand: 1y = 345 ns,
125 Punkte je 20 ns, Repetitionsrate: 15 ms, 200 Mittelungen pro Punkt. Die zwei
mit einem Stern gekennzeichneten Signale stammen von Mn”-Ionen, die zur
Feldeichung in der Probe vorhanden waren.

Um die transversale Relaxationszeit T, aus diesen Spektren auszuwerten, wurden die

einzelnen Zeitreihen mit einem exponentiellen Echozerfall angefittet. Das Ergebnis ist in
Abbildung 10.8 wiedergegeben.
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Abb. 10.8 Temperaturabhéngigkeit der transversalen Relaxationszeit T, des QH™ in der
bo3-Quinoloxidase bei 180 GHz.
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In Abbildung 10.8 ist eindeutig eine Anisotropie in der transversalen Relaxationszeit zu
erkennen, die bei den betrachteten Temperaturen leicht unterschiedlich ausgeprigt ist. Um die
Bewegungsmoden des gebundenen Quinons genauer zu untersuchen und daraus Riickschliisse
auf die Wasserstoftbriickenbindungen ziehen zu kénnen, miissen diese Untersuchungen auch
bei anderen MW-Frequenzen durchgefiihrt werden [162].

Die vorgestellten Messungen sollen zeigen, dass mit dem aufgebauten Puls-HF-Spektrometer
nicht nur, wie mit TEMPO demonstriert, Untersuchungen an Testproben vorgenommen
werden konnen. Auch an biologischen Systemen, die normalerweise nicht in beliebiger
Konzentration hergestellt werden konnen, sind Untersuchungen moglich, wie am Beispiel der
Quinoloxidase gezeigt worden ist.

~ 104 -



Teil IV — Zusammenfassung und Ausblick

Teil IV — Zusammenfassung und Ausblick

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde der Aufbau eines HF-EPR Spektrometers beschrieben,
welches bei einer MW-Frequenz von 180 GHz arbeitet. Dieses ist derzeit die hdchste
Frequenz, bei der routinemiflig Puls-EPR betrieben wird. Es konnte gezeigt werden, dass die
technischen Anforderungen, die sowohl bei den Spezifikationen der MW-Komponenten als
auch insbesondere bei der Konstruktion des Resonators auftreten, erfiillt werden konnen.

Da bei solchen Frequenzen einige MW-Bauteile nicht mehr in konventioneller Bauweise mit
den erforderlichen Spezifikationen erhéltlich sind, wurde ein Zirkulator mit quasioptischen
Elementen aufgebaut. Die Verluste fiir einen einzelnen Durchlauf von der Quelle zum
Resonator belaufen sich mit diesem Aufbau auf 2 bis 3 dB. Am Resonator liegt eine Leistung
von ca. 15 mW an, wodurch n/2-Pulsldngen von 60 bis 80 ns erzielt werden. Diese kurzen
Pulsldngen sind nur durch die Verwendung eines Zylinderresonators zusammen mit dem
Einsatz der quasioptischen Elemente moglich. Die Empfindlichkeit des Spektrometers sowohl
fiir cw- als auch fiir Puls-Messungen wurde bestimmt. Die Eigenschaften des aufgebauten
Spektrometers sind vergleichbar mit denen anderer selbstgebauter Spektrometer, die bei
Frequenzen oberhalb 90 GHz arbeiten.

Fiir die Zukunft sind einige Erweiterungen bzw. Umbauten des Spektrometers geplant:

In Kapitel 7.2 wurde das Problem der stehenden Wellen im Probenkopf erldutert. Um dieses
Problem zu l16sen, wird ein zweiter Probenkopf aufgebaut, welcher statt einem
iiberdimensionierten rechteckigen Hohlleiter einen korrugierten zylindrischen Hohlleiter
verwendet, um die MW-Strahlung vom Flansch zum Resonator zu leiten. Mit diesem Aufbau
kann die MW-Strahlung, welche vom elliptischen Hohlspiegel reflektiert wird, direkt in den
korrugierten Wellenleiter fokussiert werden, ohne dabei einen Rillenhornstrahler zu
verwenden. Auf diese Weise kann auf der oberen Seite des Probenkopfes auf einen Ubergang
zwischen verschiedenen Hohlleiterdurchmessern verzichtet werden, und die Ausbildung
stehender Wellen wird unterdriickt. Ein solcher Probenkopf befindet sich bereits im Aufbau
und in Kiirze konnen erste Tests durchgefiihrt werden. Auch die Verluste innerhalb des
Strahlengangs sollten reduziert werden, wodurch am Resonator mehr Leistung zur Verfiigung
steht und die Pulsldngen ca. 30 % kiirzer werden sollten.

In Kapitel 9 sind Hochfeld-ENDOR-Messungen, die bei 95 GHz in der Arbeitsgruppe von
Prof. K.-P. Dinse durchgefiihrt wurden, gezeigt. Auch bei ENDOR-Untersuchungen ist es
meistens hilfreich, diese bei hohen Magnetfeldern durchzufiihren, aus den gleichen Griinden,
die auch fiir reine EPR-Untersuchungen gelten. Aufgrund der aufgelosten g-Tensor
Anisotropie vieler organischer Radikale konnen auch an ungeordneten Proben
orientierungsabhingige Informationen gewonnen werden. Des Weiteren sind bei hohen
Magnetfeldern die Larmor-Frequenzen der verschiedenen Kerne weiter voneinander getrennt,
sodass man keine iiberlagerten Signale mehr erhdlt, was die Interpretation wesentlich
erleichtert. Um in Zukunft ENDOR-Untersuchungen auch bei 180 GHz durchfiihren zu
konnen, soll der beschriebene Probenkopf dahingehend erweitert werden. Auch hier ist der
erweiterte Aufbau bereits in der Entstehung.

In den letzten Jahren haben sich Abstandsuntersuchungen mit Hilfe von Spinlabeln in der
EPR immer weiter verbreitet. Eine wichtige Methode stellt die gepulste Elektronen-
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Doppelresonanz-Methode PELDOR dar. Gegeniiber Untersuchungen im X-Band bietet die
HF-EPR dabei zwei Vorteile. Der erste ist, wie in Kapitel 10 dargestellt, die Unterdriickung
von ESEEM-Modulationen bei hohen Magnetfeldern, der andere ist wiederum die erhdhte
Orientierungsinformation. Erst kiirzlich wurde eine Feldsprungeinheit fiir ein W-Band
Spektrometer vorgestellt, mit der PELDOR-Experimente durchgefiihrt werden sollen [161].
Auch fiir das 180 GHz Spektrometer ist die Erweiterung um eine PELDOR-Einheit geplant.
In diesem Falle soll aber eine zweite MW-Quelle integriert werden.

Wie in Kapitel 8.3 dargelegt wurde, ist die Performance der Spektrometersteuerung
insbesondere bei Puls-Messungen nicht optimal. Hier bietet sich als einfachste, wenn auch
teuerste Losung an, von der Firma Bruker deren Steuerungskonsole zu kaufen. Mit dieser
konnen Puls-Experimente wesentlich schneller durchgefiihrt werden. Eine andere einfache
Losung zur schnelleren Durchfithrung von Puls-Experimenten ist der Einsatz eines Boxcar-
Verstérkers.

Bei der Vorstellung der Untersuchungen an den Ras-Proteinkomplexen wurde bereits auf
mogliche weitergehende Untersuchungen eingegangen. Bislang konnte immer noch nicht die
Frage geklart werden, ob die Proteinkomplexe bei tiefen Temperaturen in der gleichen
Konformation vorliegen, wie in fliissiger Losung.

Es wurde gezeigt, dass in fliissiger Losung ein Wassermolekiil weniger am Metallzentrum
anliegt als in den Einkristallen. Dieses Ergebnis wurde durch zwei voneinander unabhingige
Auswertungsmethoden erhalten. Bislang ist aber unklar, welcher Ligand statt dessen auftritt.
Zwei Moglichkeiten wurden in der Diskussion der Ergebnisse bereits genannt, zum einen die
Aminosdure Aspartat-57, zum anderen ein Sauerstoff der 3-Phosphatgruppe. Um diese beiden
Moglichkeiten weiter zu untersuchen, sind Isotopen-markierte Proben notwendig, an denen
cw-Messungen an fliissigen Losungen durchgefiihrt werden miissen. Mit Hilfe solcher
Untersuchungen sollte es moglich sein, den weiteren Liganden, der bei Raumtemperatur
vorliegt, zu identifizieren.

Die Struktur der Proteinkomplexe in gefrorener Losung kann durch weitere ENDOR-
Messungen untersucht werden. Auch hier kdnnen mit Isotopen-markierten Proben direkte
Liganden des Metallzentrums identifiziert werden. Auf diese Weise sollte die Frage
beantwortet werden konnen, ob es strukturelle Unterschiede zwischen den Proteinkomplexen
in fliissiger und gefrorener Losung gibt.

Alle bislang vorgestellten Untersuchungen wurden an den GDP-gebundenen inaktiven
Proteinkomplexen durchgefiihrt. Entsprechende Untersuchungen sollen auch an den
GTP-gebundenen Proteinkomplexen durchgefiihrt werden, da diese Untersuchungen ebenfalls
Hinweise liefern sollten, auf welche Weise die onkogenen Mutanten die Struktur des aktiven
Zentrums beeinflussen.
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Anhang

Anhang

A.1 Spezifikationen des 180 GHz EPR-Spektrometers:

Mikrowellenfrequenz:

Statisches Magnetfeld:

Magnetfeld fiir ein Signal mit g=2:
Feldbereich der Sweepspule:
Hysterese der Sweepspule:
Reproduzierbarkeit der Sweepspule:
Induktivitit der Sweepspule:
Homogenitdt des Magnetfelds:
Temperatur des Kryostaten:
Ungenauigkeit der Temperaturmessung;:
Innendurchmesser des Kryostaten:

Resonatortyp:

Resonatorgtite:

Konversionsfaktor des Resonators:
Probenrohrchen:

Probenvolumen:

Fillfaktor:

Leistung der Mikrowellenquelle:
Leistung am Resonator:

Schaltflanken des Mikrowellenschalters:
Isolation des Mikrowellenschalters:
Rauschzahl der Detektion:
Detektionsbandbreite:

n/2 — Pulsldnge (S=1/2):
Totzeit:

Empfindlichkeit im Pulsbetrieb:
Empfindlichkeit im cw-Betrieb:

Empfindlichkeit des Transmissionsaufbaus:
Probenvolumen des Transmissionsaufbaus:
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180 GHz £ 200 MHz
0-7T

6,422 T

+ 80 mT

5mT

0,05 mT

0,24 H

<2 ppm

2-270K

<3 K (fiir T> 20 K)
74,2 mm

Zylinderresonator, TEq;,

2500 - 4500

30 pT/W'?

Suprasil, Innendurchmesser 0,3 - 0,5 mm
0,16 - 0,43 pl

0,09 - 0,25

15 dBm
13 dBm
2-10ns
55dB
13dB
200 MHz

60 - 80 ns

20 ns

1-10 x 10" spins/mT
5-50 x 10® spins/(mT Hz'?)

2 x 10" spins/(mT Hz'?)
57-150 pl



Anhang

A.2 Geriteliste des 180 GHz EPR-Spektrometers

Magnet Teslatron" Oxford Instruments
Stromversorgung Hauptspule IPS120-3 Oxford Instruments
Stromversorgung Sweepspule Eigenbau
Temperaturkontrolleinheit ITC 503 Oxford Instruments
Lock-In Verstirker SR 530 Stanford Research Systems
Digitaloszilloskop TDS 520 C Tektronix

Pulsgenerator DG 2020 Sony/Tektronix

A.3 Liste der in dieser Arbeit erwahnten MW-Biinder, der
dazugehorigen Magnetfeldstarken und Hohlleiter

Bezeichnung  Frequenzbereich Hohlleiter Dimension Magnetfeld
(GHz) (mm)
S 2,6-4 WR-284 72,14 x 34,04 0,1 T
X 8-12 WR-90 22,86 x 10,16 03T
Ka 26,4 - 40 WR-28 7,11 x 3,56 1,LIT
A\ 75-110 WR-10 2,54 x 1,27 34T
G 140 - 220 WR-5 1,30 x 0,648 6,4 T
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Anhang

A.5 Liste der in dieser Arbeit erwiahnten Aminosauren:

Aminoséure Saurerest
Alanin (Ala, A) -CH3
Apartat (Asp, D) -CH,COO
Cystein (Cys, ©) -CH,SH
Glycin (Gly, G) -H
Serin (Ser, S) -CH,OH

Threonin (Thr, T) H
—C—CH,
OH
Valin (Val, V) CH,
—C—CH
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Anhang

A.6 Strukturformeln einiger verwendeter Substanzen:

Vitamin K3:
(2-Methyl-1,4-naphtochinon)
O o}
o
e
O O-
TEMPO:
L
O.
BDPA:
C—C=C
GTP:
O
H. N
N
NP AL % 8
N VA o g Ny
HNT N 0. G O—FTO-P0o-B"
H nhH o o o
H
H
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