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TDPAC-Untersuchungen zur Bindung von Molybdin im Eisen-Molybdiin-Cofaktor der Nitrogenase

Abrif}
Die Nitrogenase gehort zu den Molybdédnenzymen und katalysiert die Reduktion von molekularem

Stickstoff zu Ammoniak. Das Enzymsystem der konventionellen Nitrogenase besteht aus zwei Komponenten,
dem Eisen-Protein und dem Molybdén-Eisen-Protein (MoFe-Protein). Das MoFe-Protein enthélt zwei Arten
von Metall-Clustern. Einer dieser Cluster, der Eisen-Molybdin-Cofaktor (FeMo-Cofaktor), gilt als das aktive
Zentrum der biologischen Stickstoff-Fixierung. Der FeMo-Cofaktor besteht aus [Fe,S;]- und [Fe;MoS;]-
Cubanfragmenten, die iiber drei Schwefelbriicken miteinander verbunden sind, sowie Homocitrat. Er ist in
seiner Komplexitit und Grofe einzigartig in der Natur.

Die Bindung von Molybdén im FeMo-Cofaktor wurde mithilfe der Methode der zeitdifferentiellen
Beobachtung von gestorten y-y-Winkelkorrelationen (TDPAC) untersucht. Die Beobachtung der Hyperfein-
wechselwirkung des Kernquadrupolmomentes von Molybd4n-99 mit dem elektrischen Feldgradienten am
Kernort liefert Informationen iiber die dortige Ladungsdichteverteilung und somit iiber die Ligandenanord-
nung. Die gemessenen Quadrupolparameter beschreiben neben Grofe und Symmetrie des elektrischen Feld-
gradienten auch die Einheitlichkeit der Bindung sowie Relaxationseffekte. Aufgrund ihrer hohen Empfind-
lichkeit und Temperaturunabhéngigkeit ist die TDPAC insbesondere fiir die Untersuchung biologischer Pro-
ben unter physiologischen Bedingungen geeignet.

Die TDPAC-Messungen an den Bakterienarten Rhodobacter capsulatus, Azotobacter vinelandii und
Klebsiella oxitoca ergaben zwei definierte Mo-Bindungszustinde im FeMo-Cofaktor der Nitrogenase. Ein
Vergleich mit den Ergebnissen anderer Methoden zeigte, daB die zwei Bindungszustéinde unterschiedlichen
Redoxzustinden des FeMo-Cofaktors zugeordnet werden konnen. Zusétzlich wurde in begleitenden Experi-
menten die Bindung von Molybdidn am Mo-Speicherprotein von A. vinelandii untersucht. Die Ergebnisse der
TDPAC-Messungen stimmen mit der Annahme iiberein, daB Molybdén in Form eines Polymolybdatkerns am
Speicherprotein gebunden wird. In R. capsulatus konnten neben dem MoFe-Protein weitere Mo-bindende
Proteine nachgewiesen werden, die zu einem kiirzlich entdeckten Mo-Bindungs- und -Transportsystem geho-
ren.

TDPAC-Studies on the Binding of Molybdenum in the Iron-Molybdenum-Cofactor of Nitrogenase

Abstract

The nitrogenase belongs to the molybdoenzymes and catalyses the reduction of molecular nitrogen to
ammonia. The enzyme system of the conventional nitrogenase consists of two components, the iron protein
and the molybdenum-iron protein (MoFe-protein). The MoFe-protein contains two kinds of metal clusters.
One of them, the iron-molybdenum cofactor (FeMo-cofactor), is postulated to be the catalytic center of the
biological nitrogen fixation. The FeMo-cofactor consists of [Fe,S;]- und [Fe;MoS;]-cuban fragments bridged
by three sulfur atoms and homocitrate. In its complexity and size it is unique in nature.

The binding of molybdenum in the FeMo-cofactor has been investigated using the time differential
perturbed y-y-angular correlations (TDPAC) spectroscopy. By observing the hyperfine interaction of the
nuclear quadrupole moment of molybdenum-99 with the electric field gradient at its site information about the
charge density distribution and thus about the ligand field configuration can be obtained. The measured qua-
drupole parameters describe size and symmetry of the electric field gradient as well as the homogenity of the
binding state and relaxation effects. Because of its high sensitivity and temperature independence the TDPAC
method is suitable for the investigation of biological probes under physiological conditions.

The TDPAC-measurements of the bacteria species Rhodobacter capsulatus, Azotobacter vinelandii
and Klebsiella oxitoca yield two different Mo-binding states in the FeMo-cofactor of nitrogenase. Compari-
son with results of other methods has shown that the two binding states could be different redox states of the
FeMo-cofactor. In further studies the binding of molybdenum at the Mo-storage protein of .
A. vinelandii has been investigated. The results of the TDPAC-measurements consist with the assumption that
the storage protein contains a polymolybdate type nucleus. In addition to the MoFe-protein further Mo-
binding proteins were found in R. capsulatus. They are part of a recently detected Mo-binding and -transport
system.
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1. Einleitung

1. Einleitung

Die Beobachtung der Wechselwirkung des elektrischen Kernquadrupolmomentes eines
Sondenkerns mit einem elektrischen Feldgradienten liefert Informationen iiber die Vertei-
lung der Ladungsdichte am Kernort. Da die Ladungsdichteverteilung auf die Anordnung
der Elektronen und Kerne in der Umgebung des Sondenatoms zuriickzufiihren ist, kann
durch das Studium der Kernquadrupolwechselwirkung der chemische Bindungszustand des
Atoms beschrieben werden. Durch die Bestimmung von Grofle, Symmetrie und Orientie-
rung des elektrischen Feldgradienten wird der Bindungszustand des Sondenatoms eindeutig
charakterisiert.

Eine Methode zur Messung der Kernquadrupolwechselwirkung ist die zeitdifferentielle
Beobachtung von gestorten y-y-Winkelkorrelationen (TDPAC-Spektroskopie, Time Diffe-
rential Perturbed Angular Correlations Spectroscopy). Sie beruht auf der Messung der
zeitabhingigen Winkelkorrelation zweier y-Quanten, die iiber eine y-y-Kaskade des Son-
denkerns emittiert werden. Die beobachteten Signale werden spezifischen Bindungszustén-
den zugeordnet und erlauben ein vergleichendes Studium unterschiedlicher Bindungsver-
hiltnisse. Im Gegensatz zu anderen bekannten Methoden wie dem MoBbauer-Effekt oder
der magnetischen Kernresonanz wird die TDPAC-Technik in der Chemie bisher nicht als
Routineverfahren eingesetzt. Aufgrund des geringen Substanzbedarfs (wenige nmol) sowie
der Moglichkeit, Messungen unabhéngig von der Temperatur und vom Aggregatzustand
der Probe durchfiihren zu konnen, ist die TDPAC-Technik jedoch in Bereichen einsetzbar,
die von den iiblichen Methoden, wie z.B. der Mo3bauer-Methode, nicht abgedeckt werden.
Da die TDPAC-Technik Messungen von fliissigen Proben bei Normaltemperatur ermog-
licht, ist sie insbesondere fiir die Untersuchung biologischer Proben unter physiologischen
Bedingungen geeignet. Als Untersuchungsgut bieten sich dabei Metallproteine an, die als
Bindungs-, Transport- oder Speicherproteine sowie als Metallenzyme die TDPAC-Sonden-
isotope spezifisch binden.

Metallenzyme gehoren zu den aktivsten und effizientesten Katalysatoren in der Natur. Die
meisten biologisch relevanten Ubergangsmetalle stammen aus der vierten Reihe des Pe-
riodensystems (V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn). Ein Element der flinften Reihe, Molybdéin
(Mo), findet jedoch eine ebenso weite Verbreitung. Molybdén ist im aktiven Zentrum von
mehr als 30 Enzymen vorhanden und kommt in Mikroorganismen, Pflanzen und Tieren
vor. Molybddnenzyme katalysieren eine Vielzahl von anorganischen und organischen Re-
aktionen und sind in entscheidender Weise am bio-geochemischen Kreislauf von Stick-
stoff, Schwefel und Kohlenstoff beteiligt [StCo93].

Im biologischen Stickstoffkreislauf wird die Reduktion von molekularem Stickstoff zu
Ammoniak (NH,) bzw. zum Ammonium-Ion (NH}) durch die Molybdén-Nitrogenase und
die Reduktion von Nitrat zu Nitrit durch die Nitrat-Reduktase katalysiert. Molybdin ist
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dabei stets Teil der durch Biosynthese gebildeten aktiven Enzymzentren, den sogenannten
Cofaktoren. Diese Cofaktoren bestehen aus organischen und anorganischen Komponenten
und werden in zwei Gruppen eingeteilt: den Eisen-Molybdin-Cofaktor der Nitrogenase
(FeMo-Cofaktor) und die Molybdidn-Cofaktoren (Moco) der anderen Molybdénenzyme
[Spir85].

Die durch das Enzymsystem der Nitrogenase katalysierte Stickstoff-Fixierung ist einer der
grundlegenden Syntheseprozesse in der Natur. Neben Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauer-
stoff ist Stickstoff der am héufigsten vorkommende atomare Baustein pflanzlicher Sub-
stanz. Stickstoff bildet einen wesentlichen Baustein der Aminoséduren, Amine und Amide,
ist als Bestandteil der Aminogruppe an der Peptidbindung der Proteine beteiligt und pré-
sentiert sich in den Basen der Nukleotide und damit in den Nukleinsduren. Obwohl sich die
Erdatmosphére zu etwa 78 % aus molekularem Stickstoff (N,) zusammensetzt, ist Stick-
stoff hdufig der wachstumsbegrenzende Faktor beim Anbau von Kulturpflanzen. Dies liegt
darin begriindet, daf} Stickstoff von hoheren Pflanzen nur in gebundener Form aufgenom-
men und in ein organisches Molekiil eingebaut werden kann. Zu einer Reduktion von mo-
lekularem Stickstoff in die fiir Pflanzen verwertbare Form sind jedoch nur einige Bakterien
und Blaualgen in der Lage. So ist eine intensive Landwirtschaft ohne die Zufuhr von ge-
bundenem Stickstoff in Form von Diingemitteln undenkbar. Aufgrund der groBen Bedeu-
tung von gebundenem Stickstoff wird die Nitrogenase bereits {iber einen langen Zeitraum
intensiv untersucht. Durch das Verstidndnis von Aufbau und Funktion dieses Enzym-
systems erhofft man, in Zukunft das kostspielige Haber-Bosch-Verfahren zur industriellen
Ammoniaksynthese durch einen der Natur nachempfundenen Prozef ersetzen zu konnen.

In der vorliegenden Arbeit werden TDPAC-Messungen am Eisen-Molybdin-Cofaktor der
Nitrogenase vorgestellt. Als Sondenatom wurde das Isotop Molybdidn-99 verwendet, das
von den Bakterien analog zum natiirlich vorkommenden Molybddn aufgenommen und in
den Eisen-Molybdén-Cofaktor eingebaut wird. Durch vergleichende Messungen an in vivo
und in vitro priparierten Proben sollte sowohl die Bindung von Molybddn im Eisen-
Molybdin-Cofaktor charakterisiert werden als auch geklirt werden, ob diese Bindung in
verschiedenen Bakterienspezies identisch ist. Ziel der Untersuchungen war auflerdem,
weitere Mo-Bindungssysteme, die zusdtzlich zur Mo-Bindung im Eisen-Molybdén-
Cofaktor auftreten, nachzuweisen und anhand der Quadrupolparameter zu charakterisieren.

Im folgenden Kapitel wird das Enzymsystem der Nitrogenase vorgestellt und auf die
Struktur und Eigenschaften des Eisen-Molybdén-Cofaktors der Nitrogenase eingegangen.
Das dritte Kapitel beschreibt die Grundlagen der zeitdifferentiellen Beobachtung gestorter
v-7-Winkelkorrelationen am Beispiel des Sondenisotopes *’Mo. Die Probenpriparation
sowie die MeBmethode und Datenreduktion werden in Kapitel vier dargelegt. Die MefBer-
gebnisse werden in Kapitel fiinf ausfiihrlich beschrieben und anschlieBend in Kapitel sechs
vergleichend diskutiert.



2. Die biologische Stickstoff-Fixierung

2. Die biologische Stickstoff-Fixierung

Die Fixierung von molekularem Stickstoff kann auf biotischem und abiotischem Weg er-
folgen. Zur abiotischen Fixierung gehort die Oxidation von N, zu Nitrit und Nitrat durch
elektrische Entladungen in der Atmosphire. Die so gebundenen Stickstoffmengen sind
relativ gering und liegen im geméBigten Klima bei 1kg Stickstoff pro Hektar und Jahr
sowie bei 5 kg N/(ha-a) unter tropischen Bedingungen [Meng91]. Die ebenfalls zur abioti-
schen N,-Fixierung zihlenden industriellen Verfahren zur Herstellung von stickstoffhalti-
gen Chemikalien binden etwa 70 - 10° t Stickstoff pro Jahr [GaCh87].

Die biotische Stickstoff-Fixierung betrdgt das drei- bis vierfache der industriellen Fixie-
rung. Zur Bindung von molekularem Stickstoff sind nur bestimmte Prokaryonten befahigt.
Die Prokaryonten sind morphologisch wenig differenziert, weisen aber eine grofle stoff-
wechselphysiologische Vielseitigkeit auf. Bereits im Jahr 1888 sind von Hellriegel und
Wilfarth die Wurzelknollchen der Leguminosen mit der N,-Bindung in Zusammenhang
gebracht und die zentrale Rolle der Bakterien bei der biologischen Stickstoff-Fixierung
erkannt worden. Bei diesen von Hellriegel und Wilfarth untersuchten Wurzelknéllchen
handelt es sich um eine Symbiose zwischen N,-bindenden Bakterien und héheren Pflanzen.
Die symbiotische N,-Bindung der Leguminosen ermdglicht einen Stickstoffgewinn von
100 - 300 kg N/(ha-a) [Schl92]. Neben den in Symbiose mit héheren Pflanzen lebenden
Stickstoff-fixierenden Bakterien gibt es auch freilebende N,-fixierende Organismen, zu
denen auch die in dieser Arbeit untersuchten Bakterien der Gattungen Rhodobacter, Azo-
tobacter und Klebsiella zéhlen. Durch freilebende N,-fixierende Mikroorganismen werden
dem Boden jidhrlich 1 - 3 kg Stickstoff pro Hektar zugefiihrt [Schi92]. Aufgrund ihres ho-
hen Stickstoffgewinns ist die biotische N,-Fixierung bis heute in allen naturwissenschaftli-
chen Disziplinen Gegenstand der Forschung.

Beim industriell angewandten Haber-Bosch-Verfahren [Habe68] verlduft die Synthese von
Ammoniak bei Temperaturen von 350 - 500 °C und Driicken von 200 - 400 bar (Gl. 2.1).
Die biologische Stickstoff-Fixierung, die durch das Enzymsystem der Nitrogenase kataly-
siert wird, findet im Gegensatz dazu bei Raumtemperatur und Normaldruck statt (Gl. 2.2).
Der geringe Energieaufwand und die hohe katalytische Aktivitdt der Nitrogenase sind die
Hauptgriinde fiir das grofe Interesse an der Aufklédrung der Struktur-Funktions-Beziehun-
gen des Enzymsystems.

Bis etwa 1980 war man der Auffassung, daf3 alle Stickstoff-Fixierer nur eine Nitrogenase,
die Molybdén-Nitrogenase, enthalten. Erst mit der Arbeit von Bishop et al. [BiJa80] setzte
sich die Erkenntnis durch, daf3 drei verschiedene Nitrogenasen existieren. Je nachdem, ob
das im aktiven Zentrum vorhandene Molybdidn durch Vanadium oder Eisen ersetzt wird,
bezeichnet man die Nitrogenase als Mo-Nitrogenase, V-Nitrogenase [ArDo89, GaAr89]
oder Fe-Nitrogenase [ChPr88]. Jedoch besitzen nicht alle Stickstoff-Fixierer diese drei
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Nitrogenasen. So kommen bei Klebsiella oxitoca nur die Mo-Nitrogenase [Newt93], bei
Rhodobacter capsulatus die Mo- und die Fe-Nitrogenase [ScMii91] und bei Azotobacter
vinelandii alle drei Nitrogenasen [Eady91] vor. In Gegenwart von Molybdén wird jedoch
von allen Bakterien nur die Mo-Nitrogenase gebildet [ErMii90]. Die katalytische Aktivitat
der Nitrogenasen ist an das Vorhandensein von MgATP, eines Reduktionsmittels sowie
einer anaeroben Umgebung gebunden.

Haber-Bosch-Verfahren:

3 H2 + N2 500 DC, 200 bar N 2 NH3 (2‘1)

Enzymsystem der Nitrogenase:

16 MgATP + 8¢ + 8H' + N, —2°C 1% , 16 MgADP + 16 P, + H, + 2NH; (2.2)

ATP = Adenosintriphosphat
ADP = Adenosindiphosphat
P, = Phosphat, PO}

2.1 Aufbau und Funktion der Mo-Nitrogenase

Die Molybdin-Nitrogenase besteht aus zwei unterschiedlichen Proteinen (Abb. 2.1), dem
Molybdén-Eisen-Protein (Dinitrogenase) [EaSm72, LuBu78] und dem Eisen-Protein
(Dinitrogenase-Reduktase) [ChMu73]. In der Literatur wird die Dinitrogenase héufig auch
als ,,Komponente 1, die Dinitrogenase-Reduktase als ,,Komponente 2 bezeichnet, da die
Dinitrogenase bei der sdulenchromatographischen Trennung an DEAE-Cellulose die Sdule
vor der Dinitrogenase-Reduktase verldflt. Nur das Zusammenwirken beider Proteine in
Gegenwart von MgATP und eines Reduktionsmittels wie z.B. Natriumdithionit (Na,S,0,)
ermdglicht die in vitro-Reduktion von N, [SmLo72, OrHa72].

Das Fe-Protein ist ein Dimer aus zwei identischen Untereinheiten, die tiber einen [Fe,S,]-
Cluster miteinander verbunden sind. Es besitzt zwei MgATP- bzw. MgADP-Bindungs-
stellen [Yate92] und fungiert als spezifischer Einelektron-Donor fiir das MoFe-Protein.
Bisher konnte noch kein anderes Reduktionsmittel gefunden werden, das die Aufgabe des
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Fe-Proteins zu iibernehmen vermag. Die Struktur des Fe-Proteins von Azotobacter vine-
landii konnte durch eine Rontgenstrukturanalyse mit einer Auflésung von 2.9 A bestimmt
werden [GeKo092].

Das MoFe-Protein besteht aus vier Protein-Untereinheiten, die einen a,f,-Komplex bilden.
Spektroskopische Arbeiten haben gezeigt, daB die Metallatome im MoFe-Protein in zwei
unterschiedlichen Redoxzentren, bestehend aus jeweils einem P-Cluster und einem Eisen-
Molybdédn-Cofaktor (FeMo-Cofaktor), enthalten sind (Abb. 2.1). Der Eisen-Molybdén-
Cofaktor kann aus dem Protein isoliert werden [ShBr77] und gilt als das aktive Zentrum
der Nitrogenase, an dem die Bindung und die Reduktion des molekularen Stickstoffs erfol-
gen [HaMc83]. Die Proteinumgebung des FeMo-Cofaktors wird in erster Linie durch die
o-Untereinheit bestimmt. Der Cofaktor wird durch die Aminosiuren Cys®*”> und His**?

Dinitrogenase-Reduktase Dinitrogenase
Fe-Protein (o.,-Dimer) MoPFe-Protein (o,[3,-Tetramer)
M ~ 65000 D M ~ 220000 D

e ——%

M@é FeMo-Cofaktor % P-Cluster @ Fe,S,-Cluster

Abb. 2.1: Schematischer Aufbau der Mo-Nitrogenase. Das Enzymsystem
wird durch jeweils ein Fe-Protein und ein MoFe-Protein gebildet.
Bei der Reduktion von molekularem Stickstoff zu Ammoniak
werden 8 Elektronen vom Fe-Protein auf das MoFe-Protein
tibertragen. Die Anordnung der [FeS]-Cluster und der FeMo-
Cofaktoren sowie die Bindungsstelle von MgATP wurde aus
Rontgenstrukturanalysen abgeleitet.
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an das Protein gebunden. Zwei weitere Aminoséiuren, His*'® und GIn*'?!, liegen etwa 5 A
vom Cofaktor entfernt und weisen keine Metallbindung auf. Cys®*"®, His**?, His***> und
GIn®*"! konnten in allen bisher untersuchten MoFe-Proteinen nachgewiesen werden

[ReKi93].

Die beiden FeMo-Cofaktoren sind etwa 70 A voneinander entfernt und haben einen Ab-
stand von ca. 19 A zum nichsten P-Cluster. Die P-Cluster des MoFe-Proteins bestehen aus
jeweils zwei [Fe,S,]-Clustern, die liber Thiolatreste des Proteins (Cysﬁgs und Cys*®) und
eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind [ChKi93]. Es wird angenommen, daf} der
Elektronentransfer vom Fe-Protein auf den FeMo-Cofaktor iiber den P-Cluster erfolgt
[ReCh94, KiRe94].

Weiterhin ist bekannt, da3 das isolierte MoFe-Protein in mindestens drei unterschiedlichen
Redoxzustidnden existiert [MoZu73, SmLo72, OrHa72]. Als nativer oder semi-reduzierter
Zustand wird der Redoxzustand bezeichnet, den man bei der Isolierung des MoFe-Proteins
in Gegenwart von Dithionit erhdlt. Dieser Redoxzustand zeigt ein charakteristisches
S =3/2 EPR-Signal (Electron Paramagnetic Resonance) und kann einelektron-oxidiert
bzw. -reduziert werden. Der oxidierte und der reduzierte Zustand des nativen MoFe-
Proteins zeigen hingegen kein EPR-Signal. Das charakteristische Signal des Dithionit-
reduzierten MoFe-Proteins ist auf den FeMo-Cofaktor zurlickzufiihren und wird héufig fiir
den Nachweis des intakten Cofaktors genutzt [Burg90].

2.1.1 Der FeMo-Cofaktor

Ein Modell fiir den FeMo-Cofaktor wurde erstmals 1992 von Kim und Rees [KiRe92a,b]
vorgeschlagen und basiert auf Rontgenstrukturanalysen des MoFe-Proteins von Azo-
tobacter vinelandii. Zwar konnten aufgrund der geringen Auflésung von 2.7 A keine ein-
zelnen Atome identifiziert werden, doch die Kombination der experimentell ermittelten
Elektronendichten mit biochemisch gesicherten Peptidsequenzen, Ergebnissen von Muta-
genesestudien, spektroskopischen Resultaten, der analytisch-chemisch ermittelten Zusam-
mensetzung des isolierten Cofaktors sowie Rontgenstrukturdaten von Modellkomplexen
lieferte ein bis heute giiltiges Bild des Cofaktors, das auch mit neueren Rontgenstrukturana-
lysen des MoFe-Proteins von Azotobacter vinelandii und Clostridium pasteurianum Uiber-
einstimmt [ChKi93, KiWo093, BoCa92]. Eine ausfiihrliche Zusammenstellung der spektro-
skopischen Untersuchungen am FeMo-Cofaktor kann den Ubersichtsartikeln von Burgess
[Burg90], Smith und Eady [SmEa92] sowie Newton [Newt92] entnommen werden.

Der FeMo-Cofaktor besteht aus [Fe,S;]- und [Fe;MoS,]-Cubanfragmenten, die liber drei
Schwefelbriicken verbunden sind [Eady95]. Es wurde gezeigt, da8 Homocitrat ein fester
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Bestandteil des Cofaktors ist [HoIm88] und die Koordinationssphére des sechsfach koor-
dinierten Molybdéns vervollstdndigt. Der lingste Metall-Metall-Abstand im Cofaktor zwi-
schen dem aufBlen liegenden Fe-Atom (Fel) und dem Mo-Atom betrigt etwa 7.4 A
(Abb. 2.2). Der mittlere Fe-Fe-Abstand zweier iiber Schwefel verbundener Fe-Atome be-
trigt ca. 2.5 A. Zwei nicht miteinander verbundene Fe-Atome liegen etwa 3.8 A voneinan-
der entfernt. Der Abstand vom Mo-Atom zu den drei nichsten Fe-Atomen betrigt ca. 2.7 A
und ist etwa gleich dem Abstand zwischen Fel und den drei Fe-Atomen des 1Mo:3Fe:3S-
Fragmentes [ReCh94]. Die tetraedrische Koordinationsgeometrie fiir Fel und die oktaedri-
sche Geometrie fiir das Mo-Atom sind, wie aus Untersuchungen an Modellverbindungen
bekannt ist, typisch fiir diese Metalle [HoSi85, Holm93]. Ungewd&hnlich in dem Modell des
Cofaktors sind jedoch die dreifach koordinierten Fe-Atome. Allerdings konnte eine derarti-
ge Koordination auch schon in Fe-Thiolat-Verbindungen nachgewiesen werden [PoSh91].

.”‘ Homocitrat

Abb. 2.2: Strukturmodell des Eisen-Molybdén-Cofaktors nach Kim und Rees
[KiRe92a,b]. Atomabstinde: Mo-S = 2.4 A, Mo-O/N = 2.2 A, Mo-
Fe =~ 2.7 A [ChCh93, ChTi95].
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2.1.2 Substratreduktion durch die Nitrogenase

Die Substratreduktion durch die Nitrogenase enthilt drei wesentliche Elektronentransfer-
schritte (Abb. 2.3): (i) die Reduktion des Fe-Proteins durch die Elektronentransportproteine
Ferredoxin oder Flavodoxin (in vitro kann auch Dithionit zur Reduktion des Fe-Proteins
verwendet werden); (ii) Transfer einzelner Elektronen vom Fe-Protein zum MoFe-Protein,
verbunden mit der Hydrolyse von zwei Molekiilen MgATP; (iii) Abgabe von Elektronen
und Protonen an das am FeMo-Cofaktor gebundene Substrat im MoFe-Protein [ReCh94].

Die Kinetik der Stickstoffreduktion wurde von Thorneley und Lowe eingehend untersucht
[ThLo83, ThLo84a,b, LoTh84a,b]. Sie konnten zeigen, daB die Nitrogenase ein langsam
wirkendes Enzym ist und zur Reduktion von N, zu NH, bei Raumtemperatur etwa 1.5 s
benétigt. Der gesamte Prozefl der biologischen Stickstoff-Fixierung besteht aus acht Ein-
elektron-Ubergingen vom Fe-Protein auf das MoFe-Protein. Die Einzelzustinde des
MoFe-Proteinzykius werden mit E_ bezeichnet, wobei n die Anzahl der vom Fe-Protein
libertragenen Elektronen angibt. Nach dem allgemein anerkannten Modell von Thorneley
und Lowe werden die beiden ersten Elektronen zur Reduktion von zwei H" zu H, verwen-
det. Die folgenden sechs Elektronen dienen dann der Stickstoff-Fixierung. Molekularer
Stickstoff wird vermutlich im E,- oder E,~Zustand des MoFe-Proteins unter Abgabe von
H, gebunden. Im AnschluB an den Eg-Zustand wird dann der reduzierte Stickstoff in Form
von NH, freigesetzt.

Eine besonders auBergewdhnliche Eigenschaft der Nitrogenase ist ihre Fihigkeit, nicht nur
molekularen Stickstoff, sondern auch andere Substrate wie z.B. H*, N,H,, C,H,, C,H, oder
C,H,CN reduzieren zu kénnen [Burg85, Burg92]. So kann zum Nachweis der enzymati-
schen Aktivitdt die Reduktion von Acetylen (C,H,) zu Ethylen (C,H,) genutzt werden
[Burr75].

Ferredoxin (red) Fe-Protein (0x) MoFe-Protein (red) Substrat

+2 MgATP > < (MgADP), > < N, HY
Ferredoxin (ox) Fe-Protein (red) MoFe-Protein (ox Produkt
+2 MgADP (MgATP), (©9) (NH,, H,)

Abb. 2.3: Schematischer Reaktionsmechanismus der Substratreduktion durch
das Enzymsystem der Nitrogenase. Die Reduktion des Fe-Proteins
kann in vitro auch durch Dithionit erfolgen.
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Nach wie vor sind jedoch zahlreiche Details der Substratreduktion ungeklért. So sind Fra-
gen nach der Wechselwirkung zwischen dem Fe-Protein und dem MoFe-Protein, dem
Elektronenflul vom Reduktionsmittel iiber das Fe-Protein zum MoFe-Protein und der
Rolle von MgATP weiterhin offen.

2.1.3 Substratbindung am FeMo-Cofakior

Obwohl seit 1992 ein Strukturmodell des FeMo-Cofaktors vorliegt, ist der Mechanismus
der Substratbindung am Cofaktor bis heute nicht bekannt. Die Ursache fiir das Fehlen
spektroskopischer Untersuchungen am substratgebundenen Cofaktor liegt darin, daf die
Substrate nur am Cofaktor des reduzierten MoFe-Proteins, also unter "turn-over'-
Bedingungen, gebunden werden. Das frither als Bindungsstelle favorisierte Mo-Atom ist
mit der Entdeckung der V- und der Fe-Nitrogenase in den Hintergrund getreten, und es
wird heute auch die Bindung an einem oder mehreren Fe-Atomen diskutiert [Burg92, Or-
me92, Sell93, ReCh94]. Dabei konnten insbesondere die in ungewohnlicher Weise drei-
fach und ndherungsweise trigonal-planar koordinierten Fe-Atome (Abb. 2.2) eine zentrale
Rolle spielen. Weiterhin muBl aufgrund der Substratvielfalt von mehreren Bindungsplétzen
am FeMo-Cofaktor ausgegangen werden. So wurde vorgeschlagen, daB3 das N,-Molekiil im
kifigartigen Zwischenraum des Cofaktors gleichzeitig an alle sechs Fe-Atome gebunden
wird (Abb 2.4a). Diese Art der Substratbindung kann jedoch nicht die Bindung von grofe-
ren Molekiilen wie z.B. C;H,CN oder auch die Bindung von H* und C,H, erklédren. Wei-
terhin besteht die Moglichkeit, da das N,-Molekiil "side-on" (Abb 2.4b) oder “end-on"
(Abb. 2.4c) an zwei Fe-Atome koordiniert. Ein Vorschlag fiir die Bindung von N, am Mo-
Atom ist in Abb. 2.4d dargestellt. Durch eine Anderung der Oxidationszahl des Molybdén-
atoms von +IV im substratfreien Cofaktor auf die Oxidationszahl +II k&énnte der Ho-
mocitrat-Ligand dissoziieren und N, gebunden werden. Bei allen diesen Vorschldgen han-
delt es sich bisher jedoch nur um Modelle, die noch experimenteller Uberpriifung bediirfen.

«7

—N N Fe MO

Abb. 2.4: Modelle fiir die Bindung von N, am FeMo-Cofaktor [Sell93].
(a) Bindung innerhalb des FeMo-Cofaktors
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/Protein\
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Abb. 2.4: Modelle fiir die Bindung von N, am FeMo-Cofaktor [Sell93].
(b) "side-on"-Bindung und (c¢) “"end-on"-Bindung an zwei
Fe-Atome
(d) Bindung am Mo-Atom unter Dissoziation von Ho-
mocitrat
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2.2 Motivation fiir die TDPA C-Untersuchungen

Das gegenwirtig allgemein anerkannte Strukturmodell des FeMo-Cofaktors basiert auf
einer Kombination von Rontgenstrukturanalysen des proteingebundenen Cofaktors und
Ergebnissen biochemischer und spektroskopischer Untersuchungen am isolierten und pro-
teingebundenen Cofaktor. Bisher ist es jedoch nicht gelungen, Rontgenstrukturanalysen des
isolierten Cofaktors mit atomarer Auflosung durchzufiihren. Weiterhin sind auch die Bio-
synthese und die Redoxeigenschaften des Cofaktors sowie die Substratbindungsstelle am
Cofaktor noch nicht vollstdndig geklért.

Die TDPAC-Methode kann insbesondere zur Aufklarung der Biosyntheseschritte und zum
Versténdnis der Redoxeigenschaften des Cofaktors einen wichtigen Beitrag liefern. Mit
Mo steht ein TDPAC-Isotop zur Verfiigung, das von den Bakterien in den Mo-
Bindungsplatz des FeMo-Cofaktors eingebaut wird. Durch die Beobachtung der Wechsel-
wirkung zwischen dem Kernquadrupolmoment des Sondenkerns und dem elektrischen
Feldgradienten am Kernort konnen somit unterschiedliche Mo-Bindungszustdnde im
FeMo-Cofaktor, wie sie z.B. bei Redoxiibergingen oder in Vorstufen des FeMo-Cofaktors
auftreten, nachgewiesen werden.

Fiir weiterfiihrende Untersuchungen ist es jedoch zunéichst erforderlich, den Mo-Bindungs-
zustand im FeMo-Cofaktor anhand der Quadrupolparameter eindeutig zu charakterisieren.
Diese Parameter konnen dann als "finger-print" fiir den Mo-Bindungszustand im FeMo-
Cofaktor verwendet werden. Zur Aufklarung der Biosynthese konnten Mutanten eingesetzt
werden, bei denen die an der FeMo-Cofaktorsynthese beteiligten Gene Deletionen enthal-
ten. Durch einen Vergleich der Quadrupolparameter fiir die jeweils in den Mutanten akku-
mulierten Vorstufen des FeMo-Cofaktors mit den Parametern chemisch synthetisierter Mo-
Modellverbindungen sollte es dann moglich sein, den Ablauf der Biosynthese des Cofak-
tors aufzukléren.

Da die TDPAC-Technik die Messung biologischer Proben unter physiologischen Bedin-
gungen ermoglicht, kann sie zur Untersuchung der Mo-Bindungszustinde im FeMo-
Cofaktor wihrend der Substratreduktion ("turn—over"—Bedingungen) eingesetzt werden.
Anhand eines Vergleiches der Quadrupolparameter definierter Redoxzustiande des FeMo-
Cofaktors mit den unter "turn-over"-Bedingungen bestimmten Parametern kdnnen dann
Aussagen zum Redoxverhalten des Cofaktors wihrend der Substratreduktion getroffen
werden.

11
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3. Grundlagen der zeitdifferentiellen Beobachtung von gestor-
ten y-y-Winkelkorrelationen mit *?Mo

Die Methode der zeitdifferentiellen Beobachtung von gestorten y-y-Winkelkorrelationen
(Time Differential Perturbed Angular Correlations Technique: TDPAC) ist eine kernspek-
troskopische MeBmethode, bei der die Wechselwirkung eines angeregten Atomkerns mit
elektrischen oder magnetischen Feldern gemessen wird (Hyperfeinwechselwirkung). Ohne
das Anlegen externer Felder werden diese Felder nur von den Elektronen und Atomrimp-
fen in der Kernumgebung hervorgerufen. Die Storung der Winkelkorrelation zeigt sich in
einer zeitlichen Anderung der y-Ausstrahlcharakteristik. Durch die Beobachtung dieser
Storung kann die Feldverteilung am Kernort charakterisiert werden.

Grundlegende Voraussetzung fiir die Messung von gestorten Winkelkorrelationen ist eine
anisotrope Emission von y-Quanten. Da aufgrund der Drehimpulserhaltung die Emissions-
wahrscheinlichkeit eines y-Quants mit der Orientierung des Kernspins gekoppelt ist, kann
bei vorhandener Kernspinausrichtung (Alignment) eine anisotrope Winkelverteilung der
emittierten y-Quanten beobachtet werden. Die ungleiche Besetzung der m-Unterzustinde
wird durch den Nachweis des ersten y-Quants einer Zerfallskaskade erreicht. Mit dieser
Beobachtung wird aus dem Ensemble der beliebig orientierten Kerne ein Unterensemble
ausgewihlt. Durch eine Koinzidenzmessung wird erreicht, daf3 nur die zu der Zerfallskas-
kade gehorenden y-Quanten detektiert werden.

Da die in dieser Arbeit untersuchten Proben keine meBbaren inneren Magnetfelder besit-
zen, soll im folgenden nur die beobachtete elektrische Quadrupoiwechselwirkung zwischen
dem Kernquadrupolmoment und dem elektrischen Feldgradienten diskutiert werden. Eine
ausfithrliche Darstellung der Theorie kann den Arbeiten von Frauenfelder und Steffen
[FrSt65] sowie Schatz und Weidinger [ScWe92] entnommen werden.

3.1 y-y-Winkelkorrelation bei elektrischer Quadrupolaufspaltung

Ausgangspunkt der Winkelkorrelationsmessung ist ein angeregter Kern, der iiber eine y-y-
Kaskade in einen energetisch niedrigeren Zustand iibergeht. Der Anfangszustand |I,-,m,~>

zerfillt unter Emission von v, in den Zwischenzustand |I,m), der anschlieBend unter
Emission von ¥, in den Endzustand ’I f,mf> libergeht (Abb. 3.1). Die dabei auftretenden
Ubergangsamplituden enthalten das Matrixelement <I ,m,l_c;, 0',|H1|I,.,m,-> fiir den Ubergang
vom Anfangs- in den Zwischenzustand unter Emission von v, in die Richtung &, mit der
Polarisation o, sowie das Matrixelement <If,mf,lzz,0'2|H2lI,m> fiir den Ubergang vom
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Amplituden:
|1 m;)
' (1,m, k0| |1 ;)
]
\1,m) 4
Y2 <If,mf,l?2,02[H2|I,m>
,If’mf> :

Abb. 3.1: Schematische Darstellung einer y-y-Kaskade mit Ubergangsamplitu-
den. k, und o, bezeichnen Emissionsrichtung und Polarisation des Y-
Quants i (i =1, 2) [ScWe92].

Zwischen- in den Endzustand, wobei v, in die Richtung k, mit der Polarisation o, emittiert
wird. Die Operatoren H, und H, sind die Wechselwirkungsoperatoren fiir die Emission von
v; bzw. v,. Die Berechnung der Matrixelemente und die Summation iiber alle Anfangs- und
Endzustinde sowie die Polarisation fiihren zu folgendem Ausdruck fiir die Winkelvertei-
lung:

kmax
Wk, ky)=W(0) =) Ay F(cosO) | (3.1)
k=0

wobei P, die Legendre-Polynome der Ordnung k und A,, die Anisotropiekoeffizienten sind.
Der Summationsindex k ist durch den Kernspin I des Zwischenzustandes und die Multi-
polaritdten L, und L, der Ubergiinge gegeben:

0 < k < Min (2], 2L, 2L,) (3.2)

wobei k nur gerade Werte annimmt, wenn keine zirkulare Polarisation gemessen wird.

© gibt den Winkel zwischen den Emissionsrichtungen von v, und ¥, an. Die Koeffizienten
A, beschreiben die Anisotropie und héngen nur von den Spins, den Multipolarititen und
den Mischungsraten der Uberginge ab. Berechnete Werte fiir Ay, liegen tabelliert vor (z.B.
[Appe68]).

Betrachtet man einen Kern mit nichtverschwindendem Quadrupolmoment Q, der sich in

einem Zwischenzustand mit endlicher Lebensdauer befindet, so iibt ein von den Elektronen
und Atomriimpfen erzeugter elektrischer Feldgradient (EFG) am Kernort ein Drehmoment
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aus, das zu einer "Prézession" der Winkelkorrelation fiihrt. Im quantenmechanischen Bild
fiihrt diese Wechselwirkung zu einer Aufhebung der m-Entartung.

Die Winkelkorrelation fiir Proben mit statistisch verteilten Orientierungen des elektrischen
Feldgradienten (polykristalline Proben) kann wie folgt dargestellt werden:

kmax
W(B,1)= Ay Gy (1)B(cos O) (3.3)
k=0

Die Storfunktion G,,(¥) enthlt direkt die Ubergangsfrequenzen der Niveauaufspaltung und
die Ubergangsamplituden der y-Uberginge.

3.1.1 Statische elektrische Quadrupolwechselwirkung in polykristallinen Proben

Der elektrische Feldgradient ist ein spurfreier symmetrischer Tensor zweiter Stufe und
kann als zweifache vektorielle Ableitung des Potentials dargestellt werden. Im Hauptach-
sensystem verschwinden die Nichtdiagonalelemente, und die drei Diagonalelemente wer-
den dem Betrag nach geordnet:

Vel 2 Vi | 2[Via] (3.4)

Da es sich beim Tensor des Feldgradienten um einen spurfreien Tensor handelt, kann er

durch zwei Parameter beschrieben werden: durch die GroBe V,,, vereinfacht auch als Feld-

gradient bezeichnet, und den wie folgt definierten Asymmetrieparameter 1:

n=-2_X mjit 0<n<l (3.5)

Die GréBle des Asymmetrieparameters ist ein Malf fiir die Abweichung des Feldgradienten
von der Axialsymmetrie. Filir kugelsymmetrische Ladungsverteilungen  gilt

V., =V, =V, =0, und es findet keine Quadrupolwechselwirkung statt. Fiir den Fall eines

axialsymmetrischen Feldgradienten (V. =V, , d.h. 7=0) kénnen die Ubergangsenergien
x =y gang

zwischen zwei Unterzustéinden m, und m, wie folgt berechnet werden:
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AE,(my — my) = Ey(my) - Ey(my)

_l2_ 2 3e0Y%
=i =m) a1l (3.6)
=3:|m} - m}| hay,

wobei /= h/2r (h = Plancksches Wirkungsquantum) und die Quadrupolfrequenz w, ein-
gefiihrt wurden:

eQV,, 3.7

@, =——E—
7 41.2I-1)-h

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird eine von der Quadrupolfrequenz abgeleitete, dreh-
impulsunabhéngige GroBe, die Quadrupolkopplungskonstante v,,, verwendet:

vQ:e%Fz (3.8)

Fiir den Fall des TDPAC-Isotopes Mo mit dem Kernspin I =5/2 im Zwischenzustand
ergibt sich somit fiir die Quadrupolaufspaltungsenergien E,:

EQ=—%eQVZz fiir m=11/2

E,= ——l—eQVZZ fiir m=23/2 (3.9
20

EQ=+i—eQVu fiir m=15/2

wobei aufgrund der m?*-Abhingigkeit in Gl. 3.6 eine energetische Entartung fiir £m erhal-
ten bleibt. Man spricht in diesem Fall von einem Alignment. Fiir einen axialsymmetrischen
Feldgradienten (77=0) ergeben sich folgende Ubergangsfrequenzen:

o= 6wy fir m=13/2 & m=1%1/2
w, =12 w, fir m=15/2 & m=13/2 (3.10)
W, =18 @, fir m=152 & m=11/2
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Die Ubergangsfrequenzen stehen in einem Verhiltnis von @,:@,:@; =1:2:3. Fiir nicht
axialsymmetrische Feldgradienten (77 0) ist eine einfache Berechnung der Matrixelemen-
te fiir E, nicht mehr moglich. Ganzzahlige Verhiltnisse der Ubergangsfrequenzen treten
erst wieder fiir einen Wert von 1n=1 auf. Die Energieaufspaltung als Funktion des Asym-
metrieparameters ist in Abb. 3.2 dargestellt.

Unter der Annahme eines zeitlich konstanten Feldgradienten ergibt sich fiir die in Gl. 3.3
eingefiihrte Stdrfunktion G, (f) folgender Ausdruck:

3
Gkk(t):SkO(n)+Zskn(n)'cos(wn(n)t) (311)

n=1

Das bedeutet, da3 die Winkelkorrelation mit den Frequenzen ®,, ®, und ®, oszilliert und
jede Frequenz mit dem Gewicht s,,(n) (n=1,2,3) vorkommt.

m E,[hog]

+5/2 12 ' ' ' '
8 L -
®, 4t .

| =5/2 0%

v | +3/2 or |
, -4r 7
y v+1/2 8 ‘—\_

n =O -12 1 ] i 1

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

n

Abb. 3.2: Energieaufspaltung fiir einen Kern mit Kernspin I = 5/2 als Funktion
des Asymmetrieparameters 7] (V,, = const.) [Schw91].
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3.2 Das Sondenisotop Mo

Das Mutterisotop Molybdan-99 zerfillt mit einer Halbwertszeit von 66 Stunden durch f-
Zerfall in Technetium-99. Mit einer relativen Wahrscheinlichkeit von 82 % wird durch die-
sen p-Ubergang der metastabile Zwischenzustand **™Tc (T, = 6 h) besetzt, welcher sei-
nerseits unter Emission eines 143 keV y-Quants in den Grundzustand iibergeht. Das fiir die
Messung der gestorten Winkelkorrelationen geeignete Startniveau der y-y-Kaskade wird
beim P-Zerfall von **Mo mit einer relativen Wahrscheinlichkeit von 17 % besetzt. Dieser
angeregte Kernzustand geht unter Emission von zwei y-y-Kaskaden, 740 keV - 181 keV
(58 %) und 740 keV - (40 keV -) 141 keV (42 %), in den Grundzustand liber. Die Quadru-
polwechselwirkung wird fiir den angeregten °*Tc-Zwischenzustand (T,,=3.6 ns) mit
Kernspin I = 5/2 beobachtet. Beide Zerfallskaskaden konnen fiir die Messung von gestorten
Winkelkorrelationen verwendet werden, wobei die 40 keV y-Quanten der Tripelkaskade
nicht detektiert werden. Ein vereinfachtes Zerfallsschema von **Mo ist in Abb. 3.3 darge-
stellt. Das Zwischenniveau und die fiir die Winkelkorrelationsmessung wesentlichen -
Quanten sind hervorgehoben.

Der maximale Summationsindex k,,,,, der durch den Kernspin des Zwischenzustandes und
die Multipolarititen der y-Ubergéinge gegeben ist, wird nach Gl. 3.2 zu k,,,, = 4 bestimmt.
Fiir den Spezialfall des Sondenkerns *’Mo kénnen die Terme vierter Ordnung vernachls-
sigt werden [Reis94]. Die Winkelverteilung W(®,t) erhilt damit folgende Form:

W(O,t) = 1+ Ay, - G,y (£)- B,(cos O) (3.12)

Der Anisotropiekoeffizient A,, ist fiir die 740 keV - 181 keV Kaskade positiv (+ 10.3 %)
und nimmt fiir die Tripelkaskade 740 keV - (40 keV -) 141 keV einen negativen Wert
(-16.1 %) an [Reis94].

Die Eignung bestimmter Isotope fiir die TDPAC-Spektroskopie ist an bestimmte Kriterien
gebunden: eine lange Lebensdauer des Mutterisotopes, eine grof3e Anisotropie, ausreichend
hohe y-Energien (zur Vermeidung von Selbstabsorption in der Probe), eine geniigend lange
Lebensdauer des Zwischenzustandes und ein grofies Kernquadrupolmoment im Zwischen-
zustand. Mo bzw. ®Tc erfiillen di¢se Bedingungen nur bedingt. Zwar ist die Halbwerts-
zeit des Mutterisotopes Mo mit 66 Stunden bei nicht allzu langwierigen Probenpripara-
tionen ausreichend, dennoch konnen nur zwei bis drei Proben pro Versuch aufbereitet und
mit ausreichender Statistik gemessen werden.

Desweiteren setzt das Auftreten von zwei y-y-Kaskaden mit unterschiedlichen Vorzeichen

der Anisotropie eine exakte energetische Trennung der gemessenen y-Energielinien voraus.
Dies wird dadurch erschwert, dal die Stopquanten mit y-Energien von 141 keV und
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181 keV energetisch sehr nahe beieinander liegen und zusétzlich durch den 143 keV-
Ubergang des metastabilen **™Tc in den Grundzustand (rel. Wahrscheinlichkeit von 82 %)
iiberlagert werden. Der EinfluB dieses Zerfallskanals auf das y-Energiespektrum von 99Mo
wird in Abb. 3.4 dargestellt. In einer von *™Tc gereinigten **Mo-Probe konnen die drei
relevanten y-Energien von 141 keV, 181 keV und 740 keV aufgelost werden. Innerhalb von
24 Stunden wird jedoch bereits soviel *™Tc nachgebildet, daB die 181 keV y—Emissions-
linie durch die deutlich dominierende 143 keV Linie unterdriickt wird und eine eindeutige
Energiediskriminierung nicht mehr moglich ist. Aus diesem Grund wurden die in dieser
Arbeit bestimmten Quadrupolparameter iiber die Beobachtung der Tripelkaskade gewon-
nen.

66 h
74% 921
740
diverse Y
: 6%)
58% ¥ 41% 181 E
41 1% ¥ 99%
J--—-- ¥ --143 - ___ 2 2 _6h 112-
712+ 141 \_| y 2
181 141
143 {141
9/2+ y Y ¥
99
6lC
Ip Tl./2 E [keV]

Abb. 3.3: Vereinfachtes Zerfallsschema von %Mo [MiiCh86].
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3. Grundlagen der zeitdifferentiellen Beobachtung von gestorten vy Winkelkorrelationen mit °Mo
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Abb. 3.4: Mit einem BaF,-Detektor gemessenes Y-Energiespektrum einer
99MoOI‘;'-Lﬁsung.
Oben: direkt nach dem Abtrennen von *™Tc
Unten: beim Vorliegen eines **Mo/**Tc-Gleichgewichtes

Ein weiteres Kriterium fiir die Eignung von Isotopen fiir TDPAC-Messungen ist die Gréfe
des Kernquadrupolmomentes. Das Quadrupolmoment wurde fiir den Zwischenzustand
I = 5/2 von *°Tc bisher nicht bestimmt. Der Technetiumkern weist jedoch im Grundzustand
ein verhdltnismaBig kleines Quadrupolmoment von -0.129 barn auf [Ragh89]. Es kann da-
von ausgegangen werden, daf der Kern auch im Zwischenzustand ein Quadrupolmoment
gleicher GréBenordnung besitzt. Da die Quadrupolfrequenz durch das Produkt aus dem
elektrischen Feldgradienten und dem Kernquadrupolmoment bestimmt wird (Gl. 3.7), wer-
den mit **Mo in der Regel nur sehr kleine Ubergangsfrequenzen beobachtet. Diese Eigen-
schaft, in Verbindung mit der kurzen Halbwertszeit des Zwischenzustandes von nur 3.6 ns,
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3. Grundlagen der zeitdifferentiellen Beobachtung von gestérten v-y-Winkelkorrelationen mit ¥Mo

filhrt im allgemeinen zur Beobachtung von weniger als einer Schwingungsperiode im ver-
fiigbaren Zeitfenster, das durch die Halbwertszeit von 3.6 ns auf etwa 30 ns begrenzt ist.

Obwohl die Verwendung des TDPAC-Isotopes Mo mit Schwierigkeiten verbunden ist,

konnte in mehreren Arbeiten gezeigt werden, dafl das Isotop zur Charakterisierung von
Mo-Bindungen geeignet ist (z.B. [BuV089]).
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4. Experimentelles

4. Experimentelles
4.1 TDPAC-MeSSungen
4.1.1 Aufbau des Spektrometers

In Kap. 3 wurde gezeigt, da3 die Winkelkorrelation zwischen zwei y-Quanten im allgemei-
nen nicht konstant ist, sondern eine zeitliche Entwicklung erféhrt, die mit der Storfunktion
(Gl. 3.11) beschrieben werden kann. Diese Storfunktion enthilt die gesamte Information
iiber die Wechselwirkung, so dafl mit der Messung dieser Gro3e auch die Wechselwirkung
vollstdndig beschrieben ist.

Anschaulich bedeutet eine zeitliche Anderung der Winkelkorrelation eine Drehung der
Ausstrahlcharakteristik mit Frequenzen, die durch die Wechselwirkung bestimmt sind. Fiir
die Messung gestorter y-y-Winkelkorrelationen ist es somit notwendig, die Zeitdifferenz
der zu einer y-y-Kaskade gehorenden y-Quanten unter verschiedenen Winkeln zu messen.
Ein solches Koinzidenzspektrum zeigt aufgrund der Quadrupolwechselwirkung im Zwi-
schenzustand eine zeitlich modulierte Exponentialfunktion mit-der Lebensdauer des Zwi-
schenzustandes als Zeitkonstante.

Das Blockschaltbild des in dieser Arbeit verwendeten TDPAC-Spektrometers ist
in Abb.4.1 dargestellt. Das Spektrometer besteht aus vier BaF,-Detektoren
(@ 40 mm x 40 mm) in ebener 90° / 180°-Anordnung [Then86]. Es werden vier 90°-Spek-
tren (Detektorkombinationen 4-1, 2-3, 1-4, 3-2) und vier 180°-Spektren (Detektor-
kombinationen 4-3, 2-1, 3-4, 1-2) gemessen, wobei jeder der vier Detektoren als Start-
(Nachweis von v;) und Stopzéhler (Nachweis von v,) eingesetzt wird. Die Verarbeitung der
Detektorsignale erfolgt nach dem sog. "fast-slow"-Prinzip, d.h. die Energieselektion und
die Messung der Zeitdifferenz zwischen der Emission von ¥, und Yy, werden getrennt
' durchgefiihrt.

Als Zeitsignal steht die 220 nm-Komponente im Szintillationslicht der BaF,-Detektoren
zur Verfiigung. Zum Nachweis des y-Emissionszeitpunktes wird das Anodensignal des
nachgeschalteten Photomultipliers (XP2020Q der Firma VALVO mit einem Quarzeintritts-
fenster) genutzt und mittels Constant-Fraction-Triggern (CFT) in einen Standardimpuls
umgewandelt. Im nachgeschalteten Zeit-Impulshohen-Konverter (TPC) wird die Zeitdiffe-
renz zwischen Start- und Stopsignal (Fensterbreite 100 ns) in ein analoges Signal tiberfiihrt,
dessen Hohe proportional zur Zeitdifferenz ist. Dieses Signal wird an einen Analog-
Digital-Konverter weitergeleitet und nach der Signalhthe in einem Vielkanalanalysator
sortiert, wenn am sogenannten Strobe-Eingang des TPC ein giiltiges Koinzidenzsignal des
langsamen Kreises anliegt.
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Fiir den langsamen Kreis stehen die Signale an der 6. Dynode des Photomultipliers zur
Verfiigung. Die Impulshohe dieser Signale ist proportional zur Energie der detektierten y-
Quanten. Nach einer Signalverstirkung findet mittels Einkanaldiskriminatoren (TSCA)
eine Zuordnung beziiglich des Start- (E, = 740 keV) und des Stopsignals (E, = 141 keV)
statt. Die so ausgewihlten Signale werden dann mithilfe von Koinzidenzeinheiten den ent-
sprechenden Detektorkombinationen zugeordnet.

Im Blockschaltbild des TDPAC-Spektrometers (Abb. 4.1) treten folgende Abkiirzungen
auf:

Amp: Verstirker

TSCA: Einkanaldiskriminator
Coinc: Koinzidenzeinheit

MCA: Vielkanalanalysator

CFT: Constant-Fraction-Trigger
Delay: Verzogerungseinheit

TPC: Zeit-Impulshohen-Konverter
ADC: Analog-Digital-Konverter
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Abb. 4.1: Blockschaltbild des TDPAC-Spektrometers.
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4.1.2 Auswertung der Mefidaten
4.1.2.1 Datenreduktion

Die acht aufgezeichneten exponentiell abklingenden und durch eine Winkelkorrelations-
funktion modulierten Koinzidenzspektren stellen die fiir die Auswertung zur Verfiigung
stehenden MeRdaten dar. Die Koinzidenzzihlrate Nijk@,.j,t ) fiir ein bestimmtes Zeitinter-
vall t zwischen dem Eintreffen von 1y, und v, ist gegeben durch:

N;j(0;.1) =¢; PR -W(O,,n0+U; 4.1)
mit
ij = Detektorkombination ij
& = Nachweiswahrscheinlichkeit der Koinzidenz,
enthilt:
- Ansprechvermogen der Detektoren i, j
- Raumwinkel
- Fensterbreite des TSCA
Ty = mittlere Lebensdauer des Zwischenzustandes
W(@,-j,t) = Winkelkorrelationsfunktion
Uy = Untergrundzihlrate
O, ’ = Winkel zwischen den Detektoren i und j

Y

O, = 90°firij= 14,41, 32,23

0, = 180° fiir ij = 12, 21, 34, 43

Aus dem geometrischen Mittel der vier untergrundbereinigten 180°- bzw. 90°-Spektren

N(180°,t):\/(7\’12(0—Ulz)-(NZ,(t)—U2l)-(N34(t)—U34)~(N43(t)—U43)

(4.2)
N(90°,1) :V(Nx4(f)_UM)'(NM(’)"U41)‘(Nza(t)_Um)'(N_%z(f)"U32)
kann das folgende Ziahlratenverhéltnis gebildet werden:
N(180°,t)— N(90°,t
R(t) =2 (180°,1)— N(90°,1) 4.3)

N(180°,1)+2- N(90°, 1)
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Werden die Koinzidenzzdhlraten aus Gl. 4.1 und die Winkelkorrelationsfunktion aus
Gl. 3.12 mit den entsprechenden Legendre-Polynomen FB(cos ©) in Gl. 4.3 eingesetzt, so
kiirzen sich die Exponentialfunktionen und die apparativen Faktoren heraus. Das Z#hlra-
tenverhiltnis R(#) ist somit direkt proportional zur Storfunktion, deren Parameter die elek-
trische Quadrupolwechselwirkung charakterisieren:

R(1) = Agy -Gy (1) (4.4)

4.1.2.2 Parametrisierung der MeB3daten

Zur Bestimmung der Quadrupolwechselwirkungsparameter wird eine Modellfunktion Rg,(f)
an das gemessene Zihlratenverhiltnis R(f) angepafit. Diese Anpassung erfolgt mittels der
Methode der kleinsten Fehlerquadrate von Gauf3 ("least squares fit"). Die allgemeine Form
der Fitfunktion beschreibt die Wechselwirkung von statischen und zeitabhidngigen elektri-
schen Feldgradienten mit dem Kernquadrupolmoment und wird wie folgt angegeben:

N 3
Ry(N=Ry+ A% -3 f, e '(Szo(ﬂ)Jrzszn(n)'E(G) : E(@'Cos(wi,n(n)'f)) (4.5)
i=1

n=1

Ry: Der Parameter R, beschreibt eine konstante vertikale Verschiebung
der Spektren.
A% A ist der effektive Anisotropiekoeffizient, der den endlichen

Raumwinkel, der von den Detektoren erfafit wird, beriicksichtigt.

fi /i bezeichnet den relativen Anteil der Atome, die sich im Bindungszu-
stand i mit gleichem elektrischen Feldgradienten befinden.

A Der Relaxationsparameter A beriicksichtigt eine zeitliche Anderung
des Feldgradienten. Relaxationen konnen z.B. auf die Brownsche
Molekularbewegung oder auf Oszillationsbewegungen zuriickgefiihrt
werden.
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Eine vertikale Verschiebung der R(t)-Spektren, die durch den Parameter R, beschrieben
wird, kann durch apparative Effekte wie z.B. die Lage der Zeitnullpunkte verursacht wer-
den. Sie kann ihren Ursprung aber auch in physikalischen Effekten haben. So fiihrt z.B. ein
verschwindender elektrischer Feldgradient am Kernort zu einem ungestdrten TDPAC-
Signal, welches durch diesen Parameter beschrieben werden kann. Alle in dieser Arbeit
untersuchten biologischen Proben zeigen eine derartige Verschiebung der Spektren, die auf
das Auftreten eines ungestorten Signals zuriickzufiihren ist. Apparative Effekte konnen

F(o):

F(0):

Die Funktion F(o) beriicksichtigt die endliche Zeitauflosung o des
Spektrometers von etwa 700 ps und fiihrt zu einer Ddmpfung der Stor-
funktion. Der Ddmpfungsterm hat die Form [BeBe69]:

2
F(o)= exp[—m—d)—] (4.6)
16:1n2

LBt sich der Feldgradient nicht durch eine 8-Funktion beschreiben, so
kann die Frequenzverteilung des elektrischen Feldgradienten der
Breite 8 (8 = Aw/w) durch eine Lorentzverteilung (Gl. 4.7) oder eine
GauBverteilung (Gl. 4.8) beschrieben werden. Die Frequenzverteilung
fiihrt zu einer Ddmpfung des TDPAC-Signals:

FL(5)=CXP(“@"(77)‘5") (4'7)
2
Fy(8) = exp[-w} (4.8)

Zur Beschreibung der Mef3daten wurde in der vorliegenden Arbeit be-
vorzugt die Lorentzverteilung gewihlt.

aufgrund von Voruntersuchungen ausgeschlossen werden [Reis94].
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4.1.2.3 Fourieranalyse der Mef3daten

Das gemessene Zihlratenverhiltnis R(f) enthilt direkt die Storfunktion G,,(f) und somit
nach GI. 3.11 die fiir die Quadrupolwechselwirkung charakteristischen Ubergangsfrequen-
zen ®,;, ®, und ®,. Diese Frequenzen konnen in der Regel iiber eine diskrete Fouriertrans-
formation des Zeitsignals R(f) bestimmt werden. In dieser Arbeit wurde die Fourieranalyse
tiber einen Mef3bereich von 30 ns durchgefiihrt. Zur Vermeidung von Seitenbédndern ("side
lobes"), die bei zeitlich begrenzten MefBintervallen erzeugt werden, wurden die Spektren
mit einer Fensterfunktion (Besselfunktion) gefaltet. Eine Verringerung der Linienbreite
konnte durch zusétzliches Spiegeln der Mef3daten erzielt werden.

Die spektrale Auflésung Am der gemessenen Ubergangsfrequenzen im Frequenzraum wird
durch den zur Verfiigung stehenden MefB3bereich eingeschréankt. Bei einem MefB3bereich von
30 ns ergibt sich fiir Aw:

Aw = % ~210 Mrad/s mit AT =30 ns (4.9)

Die Einschrénkung der spektralen Auflosung wird in Abb. 4.2 anhand von simulierten R(f)-
Spektren dargestellt, die hinsichtlich der Quadrupolfrequenzen typisch fiir TDPAC-
Messungen mit Mo sind {LeBu87]. Die fiir die Simulationen verwendete Zihlratenstati-
stik entspricht der Statistik, die bei einer Mefdauer von 24 Stunden erreicht wird. Den si-
mulierten Quadrupolfrequenzen wgy = 50 Mrad/s, 35 Mrad/s, 25 Mrad/s und 10 Mrad/s ent-
sprechen bei einem axialsymmetrischen Feldgradienten (1 = 0) nach Gl. 3.10 die in der
Tabelle 4.1 aufgefiihrten Quadrupolkopplungskonstanten v,, und Ubergangsfrequenzen o,
(i=1,2,3).

Tabelle 4.1: Quadrupolkopplungskonstanten V,, und Ubergangsfrequenzen ,
®, und o, fir die Quadrupolfrequenzen @, von 50 Mrad/s,
35 Mrad/s, 25 Mrad/s und 10 Mrad/s.

@, [Mrad/s] | v, [MHz] || o, [Mrad/s] | @, [Mrad/s] | w; [Mrad/s]
50 318.3 300 600 900
35 222.8 210 420 630
25 159.2 150 300 450
10 63.7 60 120 180
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Wie den Fourierspektren der Abb. 4.2 entnommen werden kann, kdnnen bei Quadrupolfre-
quenzen von 50 Mrad/s und 35 Mrad/s die drei Ubergangsfrequenzen ®;, ®, und ®, aufge-
Jost werden. Betrigt die Differenz zweier gemessener Ubergangsfrequenzen weniger als
die spektrale Auflosung (Ao = 210 Mrad/s), so wird eine Uberlagerung der Fourierampli-
tuden beobachtet. Diese Uberlagerung macht eine exakte Frequenzbestimmung, basierend
auf einer Fouriertransformation, unméglich. Auch andere Methoden der Frequenzanalyse,
wie z.B. die autoregréssive Spektralanalyse [Marp87, Achi85, Hess83], die bei der Analyse
von Datensdtzen mit einem kleinen Zeitfenster Vorteile gegeniiber konventionellen Algo-
rithmen der schnellen Fouriertransformation aufweist, sind nicht in der Lage, die Uber-
gangsfrequenzen bei Quadrupolfrequenzen @, < 30 Mrad/s exakt zu bestimmen [Horv94].
Fiir Ubergangsfrequenzen in diesem Bereich kénnen die Quadrupolparameter nur iiber die
Anpassung einer Modellfunktion an die gemessenen Spektren bestimmt werden.

Da die in dieser Arbeit gemessenen Quadrupolfrequenzen gundsétzlich weniger als
30 Mrad/s betrugen und somit nur eine Uberlagerung der Fourieramplituden beobachtet
wurde, wird im folgenden auf die Darstellung der Fouriertransformationen der R(t)-
Spektren verzichtet.
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Simulierte R(z)-Spektren und angepafite Modellfunktionen sowie
die auf Eins normierten Fourieramplituden F*() fiir vier verschie-
dene Quadrupolfrequenzen ©p =50 Mrad/s, 35 Mrad/s, 25 Mrad/s

und

10 Mrad/s bei einem axialsymmetrischen Feldgradienten

(n=0). Die Fourieranalyse wurde iiber einen MeBbereich von

30 ns durchgefiihrt.
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4.2 Biologische und biochemische Methoden
4.2.1 Bakterienstimme und Kulturbedingungen

Fiir die Untersuchungen wurden drei Stickstoff-fixierende Bakterienstdimme verwendet:
Rhodobacter capsulatus (B10S) [KIMa88], Azotobacter vinelandii OP (DSM 366, ATCC
13705) [DSMZ89] und Klebsiella oxitoca (DSM 3539, frithere Bezeichnung: Klebsiella
pneumoniae) [DSMZ89]. Im folgenden sollen die wesentlichen Schritte der Probenprépa-
ration beschrieben werden. Eine ausfiihrliche Beschreibung der Probenaufbereitung kann
der Arbeit von Suer entnommen werden [Suer96].

Alle Zellkulturen wurden in **MoO3? -haltigen Nihrmedien angezogen. Das Sondenatom
Mo wurde aus *™Tc-Generatoren gewonnen, die in der Nuklearmedizin Einsatz finden.
Die sogenannte Generatortechnik beruht auf der Riickhaltung eines lédngerlebigen Mutter-
nuklides, in diesem Fall %Mo, an einem Ionenaustauscher und auf der Elution, d.h. dem
"Herauswaschen", des nachwachsenden Tochternuklides (hier: **Tc). Um **™Tc abzutren-
nen, wurde der Generator zunichst mit 50 ml 0.9 mM NaCl-Losung gewaschen. Nach er-
neutem Waschen mit 20 ml destilliertem Wasser wurde das am Anionenaustauscher
(Al,0,) des Generators gebundene Molybdat mit 5 ml 1IN NaOH-Losung eluiert. Die so
gewonnene 99MoOﬁ‘—L&isung enthielt etwa 1 -2 mM Aluminium. Um ein Ausfillen von
Al(OH); zu vermeiden, wurde der Losung vor dem Neutralisieren L-Lactat (Endkonzen-
tration: 0.2 M) zugegeben. Anschlieend wurde der pH-Wert mit einer 6 M HCI-Losung
auf 7.5 eingestellt.

Rhodobacter capsulatus: Die Zellen wurden in 300 ml-Vakuumflaschen unter anaeroben,
phototrophen Bedingungen in einem Nitrogenase-dereprimierenden Medium unter Zugabe
von Serin als Stickstoffquelle (5 mM) und L-Lactat als Kohlenstoffquelle (24 mM) ange-
zogen [ScMii91]. Als Inokulum (10 Vol.%) dienten Zellen, die unter den gleichen Bedin-
gungen wie die Hauptkulturen angezogen wurden. Nach einer Wachstumsphase von 16 h
wurden die Zellen unter anaeroben und reduzierenden Bedingungen (Zugabe von 4 mM
Dithionit, Na,S,0,) zentrifugiert (Zentrifuge: SORVALL RC2-B, Rotor: GSA, 9000 rpm
fiir 1h).

Azotobacter vinelandii: Die Zellen wuchsen unter aeroben Bedingungen in einem von
Strandberg und Wilson beschriebenen Nidhrmedium [StWi68]. Die separat von der Puffer-
l6sung autoklavierte Minerallosung enthielt 1.6 mM MgSO,-7H,0, 1.2 mM CaCl,-2H,0,
3.4 mM NaCl, 4% Saccharose und 0.2 mM Fe-Citrat in 165 ml destilliertem Wasser. Der
Puffer enthielt 12 mM K,HPO,-3H,O in 165 ml destilliertem Wasser bei einem pH-Wert
von 8.8. Die Kulturen (330 ml in 1-Liter-Erlenmeyerkolben) wurden mit 5 Vol.% Vorkul-
tur beimpft und nach 16 h Wachstum bei 9000 rpm fiir 30 min- zentrifugiert (Zentrifuge:
SORVALL RC2-B, Rotor: GSA).
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Klebsiella oxitoca: Zellen von K. oxitoca wurden in einem modifizierten, von Yoch und
Pengra beschriebenen Medium [YoPe66] in 1-Liter-Vakuumflaschen unter anaeroben Be- -
dingungen und unter Stickstoffatmosphére angezogen. Mineral- und Pufferlésung wurden
getrennt autoklaviert. Die Pufferlésung enthielt 34 mM Na,HPO,-2H,0 und 44 mM
KH,PO, bei einem pH-Wert von 8.0. Die Minerallosung enthielt 4 mM MgSO,-7H,0,
1.4mM CaCl,-2H,0, 0.08 mM Fe-Citrat und 4% Saccharose. Nach dem Beimpfen
(5 Vol.%) wurden die Kulturen 30 min mit N, begast und anschlieffend fiir 16 h in ein
Schiittelbad (1200 rpm, 30°C) gestellt. Vor der Zellernte wurde den Kulturen O,-freier
Tris/HCl-Puffer (pH 8.0) und Dithionit (Endkonzentration 4 mM) zugefiigt. Die Zellen
wurden bei 9000 rpm unter anaeroben Bedingungen 30 min zentrifugiert (Zentrifuge:
SORVALL RC 2-B, Rotor: GSA).

Alle Préparationsschritte nach der Zellernte wurden aufgrund der Sauerstoffempfindlich-
keit der Nitrogenase unter anaeroben, reduzierenden Bedingungen durchgefiihrt. Den ver-
wendeten Losungen wurde Natriumdithionit (Na,S,0,) zugegeben, und sowohl Losungen
als auch Probengefdfle wurden intensiv mit Argon gespiilt.

Zur Kontrolle und zum Nachweis weiterer Mo-Bindungssysteme wurden die Bakterien
ebenfalls unter Nitrogenase-reprimierenden Bedingungen kultiviert. Die Bildung des En-
zymsystems wurde dabei durch die Zugabe von NH; (20 mM) zum Néhrmedium unter-
driickt.

4.2.2 ZellaufschluB3 und Proteinfraktionierung

Rhodobacter capsulatus: Das Zellpellet wurde in 100 mM Tris/HCl-Puffer (pH = 8.0) re-
suspendiert, danach unter anaeroben, reduzierenden Bedingungen bei 30°C tiber 30 Minu-
ten enzymatisch aufgeschlossen [GoSc93] und anschliefend in einer Ultrazentrifuge bei
4°C eine Stunde mit 45000 rpm zentrifugiert (Zentrifuge: Beckmann L3-50, Rotor: TI-50).
Der so erhaltene proteinhaltige Uberstand wurde dann als Rohextrakt verwendet.

Azotobacter vinelandii: Zur Steigerung der ZellaufschluBrate wurde das Zellpellet vor dem
Zellaufschlufl zweimal eingefroren (-20°C) und wieder aufgetaut. Das Zellpellet von
A. vinelandii wurde unter anaeroben Bedingungen enzymatisch aufgeschlossen (siehe
R. capsulatus). Nach dem Zellaufschlul wurde der erhaltene Zellextrakt auf zwei unter-
schiedliche Arten behandelt. Im ersten Fall wurde Dithionit in einer Endkonzentration von
4 mM zugegeben. Im zweiten Fall wurde dem Extrakt MgCl, (5 mM), jedoch kein Di-
thionit zugefiigt. MgCl, bewirkt eine Stabilisierung des O,-toleranten Enzymaggregates,
das sich aus MoFe-Proteinen, Fe-Proteinen und den sogenannten Fe/S-Proteinen zusam-
mensetzt [HaVe77]. Der Zellextrakt wurde anschliefend bei 4°C und 30000 rpm fiir
30 min zentrifugiert (Zentrifuge: Beckmann L3-50, Rotor: TI-50).
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Klebsiella oxitoca: Ebenso wie bei A. vinelandii wurden die Zellen vor dem Lysozymauf-
schlu einem Gefrier- und Auftauzyklus unterworfen. Der Zellaufschluf} erfolgte wie bei
R. capsulatus unter anaeroben, reduzierenden Bedingungen. Der erhaltene Zellextrakt wur-
de bei 4°C fiir 15 min mit 35000 rpm zentrifugiert (Zentrifuge: Beckmann L3-50, Rotor:
TI-50).

Proteinfraktionierung an DEAE-Sephacel: Die Proteinfraktionierung der mit Dithionit
behandelten Rohextrakte wurde unter anaeroben, reduzierenden Bedingungen durchge-
fiihrt. Alle Losungen wurden mit Argon begast und enthielten 4 mM Dithionit. Vor dem
Auftragen des Rohextraktes wurde die DEAE-Sephacel-Sdule (& 1.5 cm x 4.5 cm) mit
50 mM Tris/HCl-Puffer (pH 7.8) &quilibriert. Die Proteinfraktionierung erfolgte dann mit
diskontinuierlichen NaCl-Gradienten (50, 100, 150, 200, 280, 350, 1000 mM NaCl) in
50 mM Tris/HCl (pH = 7.8). Die Elutionsgeschwindigkeit betrug 1.4 ml/min. Die Protein-
16sung wurde in Fraktionen von 2.7 ml in zuvor mit Argon begasten Hungates aufgefan-
gen. Der ®Mo-Gehalt der einzelnen Fraktionen wurden iiber die y-y-Koinzidenzzihlrate
bestimmt.

Die DEAE-Fraktionierung des Rohextraktes, dem MgCl, anstelle von Dithionit zugegeben
wurde, erfolgte wie die Fraktionierung unter anaeroben, reduzierenden Bedingungen, je-
doch enthielten alle Puffer 5 mM MgCl, und kein Dithionit. Die Proteinfraktionierung er-
folgte ebenfalls mit einem diskontinuierlichen NaCl-Gradienten (40, 120, 340, 1000 mM
NaCl).

Sephadex G-25 Gelfiltration: Zur Abtrennung von niedermolekularen Verbindungen
wurde der Rohextrakt der Nitrogenase-reprimierten Zellen von A. vinelandii unter aeroben
Bedingungen gelfiltriert. Die Séule (J 5.0cm x 3.0cm) wurde mit 50 mM Tris/HCI
(pH = 7.4) bei einer Elutionsgeschwindigkeit von 4 ml/min &quilibriert. Die Proteine wur-
den mit dem Aquilibrierpuffer von der Siule eluiert (2 ml-Fraktionen). Die proteinhaltigen
Fraktionen wurden vereinigt und in einer Minicon-B15-Kammer (Amicon Corp.) auf 10 %
des urspriinglichen Volumens eingeengt.

Nachweis der Enzymaktivitidt: Fiir den Nachweis der enzymatischen Aktivitdt der Mef3-
proben wurde die Eigenschaft der Nitrogenase genutzt, neben molekularem Stickstoff auch
Acetylen reduzieren zu koénnen. Die Reaktion fand in gasdichten Gefiflen (5.9 ml Volu-
men) bei 30°C in einem Wasserbad statt. Das Reduktionsprodukt Ethylen wurde mithilfe
eines Gaschromatographen quantitativ nachgewiesen [ScMii91].

Fiir den Nachweis der enzymatischen Aktivitit intakter Zellen wurden je 1 ml der Zellpel-
lets in TestgefdBe gefiillt, die Reaktion durch die Zugabe von 250 pl Acetylen (= 4 % der
Gasphase) gestartet und nach 1 h 15 min durch die Zugabe von Trichloressigsdure (TCA)
gestoppt [Suer96, MiiSu96].
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Zur Vervollstindigung des Enzymsystems wurde den durch die Proteinfraktionierung ge-
wonnenen MoFe-Proteinproben gereinigtes Fe-Protein aus Xanthobacter autotrophicus
(Xa2) zugegeben [ScMii95]. Die Gasphase enthielt 8.5 % Acetylen in Argon. Die Reaktion
wurde durch die Zugabe von Xa2 gestartet und nach 15 min durch die Zugabe von 100 ml
TCA (0.5 M) gestoppt.

Bestimmung des Proteingehaltes: Die Proteingehalte der Rohextrakte und der DEAE-
Fraktionen wurden nach dem Verfahren von Bradford bestimmt, das auf einer Bindung des
Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G-250 (SERVA) an das Protein beruht [Brad76].
Durch die Bindung des Farbstoffes an das Protein wird das Absorptionsmaximum des Fir-
bers von 465 nm auf 595 nm verschoben. Der Proteingehalt wurde iiber den Anstieg der
Absorption bei 595 nm bestimmt [Suer96].
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5. Ergebnisse der spektroskopischen Untersuchungen

Ziel der Experimente war es, die spezifische Bindung von Mo im Eisen-Molybd:n-
Cofaktor (FeMo-Cofaktor) der Nitrogenase nachzuweisen und hinsichtlich der Quadrupol-
parameter zu charakterisieren. Fiir die Untersuchungen wurden die Stickstoff-fixierenden
Bakterien R. capsulatus, A. vinelandii und K. oxitoca verwendet. Die Messungen fanden an
Nitrogenase-dereprimierten Zellen sowie am isolierten MoFe-Protein statt. Nitrogenase-
dereprimierte Zellen besitzen das vollstdndig ausgebildete Enzymsystem. Sie wurden in
Gegenwart von Serin (R. capsulatus) bzw. N, (A. vinelandii, K. oxitoca) als Stickstoffquel-
le kultiviert und werden im folgenden durch den Zusatz (-NHj) gekennzeichnet. Zum
Nachweis weiterer Mo-Bindungssysteme wurden analog dazu Untersuchungen an Nitroge-
nase-reprimierten Zellen durchgefiihrt. Bei diesen Zellen wurde die Bildung der Nitrogena-
se durch die Zugabe von NH; zum Néhrmedium unterdriickt. Sie werden im folgenden
durch den Zusatz (+NH}) gekennzeichnet oder auch als NHj-Zellen bezeichnet.

Das in dieser Arbeit verwendete Isotop Mo wurde aus **™Tc-Generatoren eluiert. Nach
Zugabe von *MoO} zum Nihrmedium und einer anschlieBenden Wachstumsphase von
16 h wurden die Zellen geerntet und zentrifugiert. Die gewonnene konzentrierte Zellsus-
pension wurde unter kontrollierten Bedingungen mit der TDPAC-Methode gemessen oder
mit Lysozym enzymatisch aufgeschlossen. Die aufgeschlossenen Zellen wurden ultrazentri-
fugiert und die Zellwinde sowie die Zellmembranen vom proteinhaltigen Uberstand ge-
trennt. Der proteinhaltige Uberstand, der im weiteren Verlauf dieser Arbeit als Rohextrakt
bezeichnet wird, wurde anschliefend unter anaeroben Bedingungen mittels DEAE-
Sephacel siulenchromatographisch fraktioniert, die Fraktionen mit hohem *’Mo-Gehalt
wurden mit dem TDPAC-Spektrometer gemessen. Aus den MeBdaten wurden die Quadru-
polparameter iiber die Anpassung der Modellfunktion an die R(t)-Spektren bestimmt. Um
eine Uberlagerung der TDPAC-Signale von Generatorlosung und Bakterienprobe zu be-
riicksichtigen, wurden zusétzlich die Quadrupolparameter der Mo-Bindungszustinde in der
Generatorldsung bestimmt. Desweiteren wurden fiir die unter Nitrogenase-derepri-
mierenden Bedingungen kultivierten Zellen und die Fraktionen mit gereinigtem MoFe-
Protein die Nitrogenaseaktivitdten bestimmt.

Da bei keiner der untersuchten Proben eine Temperaturabhédngigkeit der Mo-Bindungs-
zustinde beobachtet wurde und eine Bestimmung des Asymmetrieparamters 7] nicht mog-
lich war (vgl. Anhang D), wurden die Parameter A und 7 bei allen Auswertungen auf Null
festgehalten. Die librigen in den Tabellen aufgefiihrten Werte der Quadrupolparameter sind
Mittelwerte von Einzelmessungen. Zur konservativen Abschétzung der Fehler wurden bei
der Mittelwertbildung sowohl der Fehler nach Fehlerfortpflanzung als auch der Fehler der
Standardabweichung berechnet und der groBere Wert angegeben. Bei Einzelmessungen
wurde der Fehler, der aus der Anpassung der Modellfunktion nach der Methode der klein-
sten Fehlerquadrate bestimmt wurde, angegeben.
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5.1 Ergebnisse der TDPAC-Messungen an 99MoOﬁ'-Liisungen

Das R(t)-Spektrum der mit 1 N NaOH-Losung eluierten Generatorlosung (pH 14) zeigt ein
nahezu ungestortes TDPAC-Signal (Abb. 5.1a). Die durchgezogene funktionale Abhéngig-
keit stellt die Modellfunktion dar, die anhand der optimalen Anpassungsparameter berech-
net wurde. Das gemessene Signal kann mit dem Ansatz eines kubischen Feldgradienten
(vo=0MHz) und einer geringen Frequenzverteilung (6=3 MHz) beschrieben werden
- (Tabelle 5.1). Dieses Ergebnis stimmt mit dem Modell eines tetraedrisch von Sauerstoffli-
ganden umgebenen Mo-Atoms iiberein und ist somit mit der Annahme vertréglich, daf
Molybdén als 99MOO§' vorliegt. Geringfiigige Koordinationsidnderungen, die mit dem
Auftreten eines kleinen Feldgradienten am Kernort verbunden sind, werden in der Fre-
quenzverteilung & berticksichtigt und fiihren zu einem leichten Anstieg der MeBpunkte im
R(t)-Spektrum. Die Frequenzverteilung beschreibt weiterhin auch Bindungszusténde, die
aufgrund ihres geringen relativen Anteils an der Gesamtheit aller Bindungen nicht durch
einen eigenen Frequenzanteil beriicksichtigt werden. Ein derartiges Modell wird im fol-
genden auch als Frequenzverteilung um Null bezeichnet.

Tabelle 5.1: Quadrupolparameter der Generétorl()'sungen bei unterschiedlichen
pH-Werten. Die hoch-pH-Losung (pH 14) wurde sowohl mit als
auch ohne Zugabe von L-Lactat neutralisiert.

Probe | Anteil [%] Vo [MHz] 0 [MHz] R, [%]
Gen.-Losung (pH 14) 100" 0’ 341 1)
Gen.-Losung + L-Lactat (pH 7) 100" 0’ 10 1 0"
Gen-Losung - L-Lactat pH7)  f;: | 144 | 11416| o | o
f,: 86 + 4 0" 942 0"
zentr, Gen.-Losung - L-Lactat (pH 7)" —_;7_. r8_7___ 56_ 1_0_6 _____ 2 36 %——_ _1_4_ :2_0_

Dieser Wert wurde bei der Bestimmung der Quadrupolparameter durch die Modellfunktion festgehalten.
: Aufgrund der Korrelation zwischen den Quadrupolparametern kdnnen diese nicht unabhingig voneinan-

der ermittelt werden. Die Werte der Parameter liegen innerhalb der angegebenen Intervalle.

Das R(t)-Spektrum der Losung mit einem pH-Wert von 7 setzt sich im Gegensatz zum
Spektrum der hoch-pH-Losung (pH 14) aus mehreren Mo-Bindungszustédnden mit unter-
schiedlichen elektrischen Feldgradienten zusammen (Abb. 5.1¢). Einer der Bindungszu-
stdnde wird durch eine Quadrupolkopplungskonstante von 114 MHz charakterisiert, die
ibrigen Bindungszustdnde konnen durch eine Frequenzverteilung um Null beschrieben
werden (v, =0 MHz, 6= 9 MHz).
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Zur Kldrung der pH-Abhingigkeit des TDPAC-Signals wurde eine Elementanalyse der
Generatorlosung mittels ICP-Massenspektroskopie (ICP-MS = Inductively Coupled Plas-
ma Mass Spectroscopy) durchgefiihrt. Die ICP-MS stellt eine Kombination aus einer in-
duktiv gekoppelten Argon-Plasma-Fackel und einem Quadrupolmassenspektrometer dar.
Diese Technik ermdglicht den Nachweis und die quantitative Analyse einer Vielzahl von
Elementen im ppm- bis ppb-Bereich. Die Analysen ergaben, daB neben Molybddn (im
Mittel etwa 450 pM) auch grofle Mengen Aluminium (im Mittel etwa 1100 pM) in der
Generatorlosung enthalten waren. Das Aluminium stammt aus der Al-Matrix des Genera-
tors und wurde beim Eluieren des **™Tc-Generators mit 1 N NaOH-Losung gelost. Al
Ionen sind zur Bildung einer sehr bestédndigen Komplexverbindung mit Molybdén in einem
Atomverhiltnis von Al: Mo =1: 6 befihigt [WiFu67]. Diese Komplexbildung kann als
Ursache fiir die Anderung der Bindungszustinde beim Neutralisieren der Generatorlésung
sowie fiir das Auftreten der milchigen Triibung, die beim Neutralisieren zu beobachten

R(t) T 7 T T T T T T T  B— "I T T T | I S—
| Generatorlosung (pH 14) | Generatorlosung (pH 7)
(-L-Lactat)

0.00

¥
1
T

-0.0SWH % ! W 7

RO | Generatorlosung (pH 7) 1 Sediment (pH 7) ]
(+L-Lactat) (-L-Lactat)
0.00} + ‘ * l ! 1
] 1 | * RN l |
| 1 InNIRIIN.
005} | .l| |11 14 i
(b) 1 " } I ) L il N -l n (d.) i . - . i) N 1 " ] N
0 5 10 15 20 25 0 b 10 15 20025 30
Zeit t [ns] Zeit t [ns]

Abb. 5.1: TDPAC-Spektren und angepaBte Modellfunktionen der Generatorls-
sung bei unterschiedlichen pH-Werten:
(a) hoch-pH Generatorlosung (pH 14)

(b) neutralisierte Generatorlosung unter Zugabe von L-Lactat
(PH7)

(c) neutralisierte Generatorldsung ohne Zugabe von L-Lactat
(PH7)

(d) Sediment der ohne Zugabe von L-Lactat neutralisierten
Generatorlosung (pH 7)
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“war, herangezogen werden. Die ausgefallenen Komplexe wurden abzentrifugiert und mit
der TDPAC-Methode gemessen (Abb. 5.1d). Die Messungen zeigten, daf} der iiberwiegen-
de Anteil der Sondenatome in Bindungszustdnden mit stark uneinheitlichen elektrischen
Feldgradienten vorlag. Im Mittel 148t sich die Gesamtheit der Bindungszustinde durch eine
Quadrupolkopplungskonstante im Bereich von 90...106 MHz und eine maximale Fre-
quenzverteilung von etwa 50 % beschreiben. Da eine exakte Bestimmung der Quadrupol-
parameter bei der Beobachtung von uneinheitlichen Bindungzustinden sowie von weniger
als einer Schwingungsperiode nicht moglich ist, konnen fiir diese Fille nur die Bereiche
angegeben werden, in denen die Werte der Parameter liegen (vgl. Anhang B). Die im Ver-
gleich zur nichtzentrifugierten Generatorlosung beobachtete grofere Frequenzverteilung
des Anteils mit endlichem Feldgradienten konnte sowohl auf die Abtrennung von freiem
Molybdat und die damit verbundene Verbesserung in der Parameterbestimmung fiir diesen
Anteil als auch auf mogliche Einfliisse der Zentrifugation zurlickzufiihren sein. So besteht
die Moglichkeit einer Wechselwirkung zwischen den abzentrifugierten Komlexen, die ei-
nen Einfluf} auf die Einheitlichkeit der Mo-Bindungszustidnde haben kann.

Wird die neutralisierte Generatorlosung als Mo-Quelle bei der Zellanzucht verwendet, so
kann ein Grofteil des Molybdéns aufgrund der Bindung in den Mo-Al-Komplexen von den
Bakterien nicht aufgenommen werden. Diese Komplexe sind auch in der fiir die TDPAC-
Untersuchungen verwendeten konzentrierten Zellsuspension enthalten und tragen somit zu
einer weiteren, unerwiinschten Frequenzkomponente im R(#)-Spektrum der Bakterienprobe
bei. Um dies zu vermeiden, wurde der Generatorlésung vor dem Neutralisieren L-Lactat
zugegeben. Durch die Zugabe von Lactat wurde Aluminium im hoch-pH-Bereich komple-
xiert und die Bildung von Mo-Al-Verbindungen, die erst bei niedrigeren pH-Werten auf-
tritt, verhindert. Ein R(f)-Spektrum der mit L-Lactat behandelten Losung (pH 7) ist in
Abb. 5.1b dargestellt. Das Spektrum kann erneut, wie im Fall der hoch-pH-L&sung, mit
dem Ansatz einer Frequenzverteilung um Null (v,=0MHz, §= 10 MHz) beschrieben
werden. Der im Vergleich zur hoch-pH-Losung etwas hthere Wert der Frequenzverteilung
zeigt allerdings, daf3 nicht alle Mo-Atome als Molybdat gebunden vorliegen. Da jedoch das
R(t)-Spektrum nahezu ungestort ist und dem Molybdatspektrum entspricht, wurden alle in
dieser Arbeit untersuchten Bakterienproben unter Zugabe der mit L-Lactat versetzten Ge-
neratorlosung kultiviert.
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5.2 Ergebnisse der TDPAC-Messungen an intakten Zellen

Die Mo-Bindungszustinde in intakten Zellen der Bakterien wurden anhand der Quadrupol-
parameter charakterisiert. Typische R(z)-Spektren sind in Abb. 5.2 dargestellt. Die zugeho-
rigen Mittelwerte der Einzelmessungen konnen der Tabelle 5.2 entnommen werden. Fiir
eine optimale Anpassung der Storfunktion ist es notwendig, Bindungszusténde zu bertick-
sichtigen, die einen Sondenplatz mit verschwindendem Feldgradienten am Kernort
(Vo= 0 MHz) beschreiben. Der relative Anteil dieser Mo-Atome wird in der Stdrfunktion
durch den Parameter R, beschrieben und ergénzt den in der Tabelle angegebenen Anteil der
Bindungszustidnde mit einem endlichen Feldgradienten auf 100 %.

Die Anpassung der Modellfunktion an die gemessenen R(t)-Spektren von R. capsulatus
liefert fiir Nitrogenase-dereprimierte (-NHj) und Nitrogenase-reprimierte Zellen (+NH})
gleiche Quadrupolkopplungskonstanten von etwa 60 MHz. Im Gegensatz zu den NHj-
Zellen zeigen die Nitrogenase-dereprimierten Zellen eine deutliche Frequenzverteilung.
Ursache fiir das Auftreten dieser Verteilung kann sowohl ein uneinheitlicher Feldgradient
als auch das Vorliegen mehrerer Mo-Bindungszustinde sein. So fiihren unterschiedliche
Bindungszustinde zu einer Uberlagerung der jeweiligen TDPAC-Signale, die aufgrund der
Beobachtung von weniger als einer Schwingungsperiode nicht mehr eindeutig zugeordnet
werden konnen. Die Bestimmung der Quadrupolparameter {iber die Anpassung der Modell-
funktion an die gemessenen Daten fiithrt somit zu einer mittleren Quadrupolfrequenz bei
gleichzeitiger Beobachtung einer Frequenzverteilung.

Zellen von A. vinelandii, die unter Zugabe von NH kultiviert wurden, zeigen eine deutlich
hohere Quadrupolkopplungskonstante (v, = 180 MHz). Der so charakterisierte Mo-Bin-
dungszustand kann der Mo-Bindung an dem von Pienkos und Brill nachgewiesenen Mo-
Speicherprotein von A. vinelandii zugeordnet werden, welches als einziges Mo-
Bindungssystem in diesen Zellen vertreten ist [PiBr81]. Diese Bindung wurde ebenfalls bei
Zellen von A. vinelandii, die unter Stickstoff-fixierenden Bedingungen kultiviert wurden,
beobachtet. Bei einer Verringerung der Mo-Konzentration im Nihrmedium unter etwa
0.2 uM wurde jedoch eine deutliche Anderung der Quadrupolkopplungskonstante beobach-
tet. Die bei geringen Mo-Konzentrationen kultivierten Zellen weisen Mo-Bindungs-
zustidnde auf, die analog zu den Zustdnden in R. capsulatus (-NH}) beschrieben werden
konnen. Die Abhingigkeit der Quadrupolparameter bei A. vinelandii (-NH}) von der Mo-
lybdénkonzentration stimmt mit der Beobachtung von Pienkos und Brill iiberein, dafl bei
geringen Mo-Konzentrationen Molybdén nur an das MoFe-Protein und bei hohen Mo-Kon-
zentrationen zusétzlich an das Speicherprotein gebunden wird [PiBr81].

Wird die Existenz des Speicherproteins bei der Anpassung der Modellfunktion an die auf-

gezeichneten MefBpunkte von Nitrogenase-dereprimierten Zellen, die bei geringer Mo-
Konzentration kultiviert wurden, berticksichtigt, so konnen die Mo-Bindungen durch drei
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unterschiedliche Bindungszustinde beschrieben werden. Etwa 7 % der Mo-Bindungs-
plitze (f;) konnen durch Quadrupolparameter beschrieben werden, die die Bindung am
Mo-Speicherprotein charakterisieren, 55 % der Bindungsplitze (f,) zeigen eine Quadrupol-
kopplungskonstante von ca. 70 MHz. Die verbleibenden 35 % der Sondenatome befinden
sich in Bindungszustdnden mit nahezu kubischen Feldgradienten (v, = 0 MHz) und werden
durch den Parameter R, beschrieben.

Tabelle 5.2: Quadrupolparameter der Mo-Bindungszusténde in R. capsulatus,
A. vinelandii und K. oxitoca. Die Messungen wurden an Nitro-
genase-dereprimierten Zellen (-NHj) und an Nitrogenase-repri-
mierten Zellen (+NH} ) durchgefiihrt.

Probe Anteil [%] v, [MHz] 6 [%] Ry [%]

R. capsulatus ~ (-NH})" 60...100 50...70 <18 0...40

(+NH}) 56+5 60 + 4 0 44 +5

A. vinelandii ~ (-NH})" 55...100 35...75 <30 0..45
""""" £: ]  7+4 | 181 | o [ 38x8

f, 55+7 67+9 0*

(NHD) | e4x3 | 171x4 | R 3643

(+NH}) 62+3 1811 0" 3843

K. oxitoca (-NH}) 53+4 715+5 0" 47+ 4

Dieser Wert wurde bei der Bestimmung der Quadrupolparameter durch die Modellfunktion festgehalten.
- Aufgrund der Korrelation zwischen den Quadrupolparametern kénnen diese nicht unabhéngig voneinan-

der ermittelt werden. Die Werte der Parameter liegen innerhalb der angegebenen Intervalle.

Bei der Charakterisierung der Mo-Bindung am Speicherprotein mit v, = 180 MHz muf3
allerdings angemerkt werden, daf nicht alle gemessenen Spektren der Nitrogenase-
reprimierten Zellen von A. vinelandii mit nur einem gestorten Anteil hinreichend gut be-
schrieben werden konnen. Haufig wird zur optimalen Beschreibung der Mef3daten ein
weiterer Bindungszustand benétigt. Eine einheitliche Beschreibung aller Spektren ist al-
lerdings nicht moglich. Da jedoch der prinzipielle Verlauf der Daten unter der Annahme
nur eines Zustandes fiir alle Proben einheitlich beschrieben werden kann, wurde dieses
Modell zur Charakterisierung der Mo-Bindung am Speicherprotein von A. vinelandii ge-
wihlt.
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Abb. 5.2: R(t)-Spektren der TDPAC-Messungen an Nitrogenase-derepri-
mierten (-NHJ) und -reprimierten Zellen (+NHj) der Bakterien
R. capsulatus, A. vinelandii und K. oxitoca. Zellen von A. vine-
landii (-NH}) zeigen abhingig von der Mo-Konzentration unter-
schiedliche TDPAC-Signale.

Im Gegensatz zu R. capsulatus und A. vinelandii war bei NH-Zellen von K. oxitoca eine
Messung der y-y-Winkelkorrelation aufgrund einer zu geringen Mo-Aufnahme nicht mog-
lich. Hingegen wurden bei Nitrogenase-dereprimierten Zellen eine Aufnahme von Mo-
lybddn beobachtet und zwei unterschiedliche Bindungszustinde nachgewiesen. Ein Bin-
dungszustand zeigt ein ungestortes Signal, der Zweite wird durch eine Quadrupolkopp-
lungskonstante von 75 MHz charakterisiert. Da bei K. oxitoca eine Mo-Aufnahme nur
beim Wachstum unter Stickstoff-fixierenden Bedingungen beobachtet wird, kann zumin-
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dest die Konfiguration mit v, = 75 MHz eindeutig dem Enzymsystem der Nitrogenase zu-
geordnet werden. Bei der Konfiguration mit v, = 0 MHz besteht auch die Moglichkeit, daf3
das beobachtete Signal auf unvollstdndig abgetrenntes 99M00i' der Generatorlosung zu-
riickzufiihren ist. Im Gegensatz zu R. capsulatus und A. vinelandii wurde bei K. oxitoca
eine Anreicherung von **Tc beobachtet. Allerdings konnte anhand der Messungen an intak-
ten Zellen nicht geklidrt werden, ob Technetium von den Zellen aufgenommen oder auflen
an die Zellwinde gebunden wurde.

FaBt man die Ergebnisse der Messungen an Nitrogenase-dereprimierten Zellen (-NHy)
zusammen, so konnte gezeigt werden, dal nur Zellen von K. oxifoca definierte Mo-
Bindungszustinde aufweisen, die eine exakte Bestimmung der Quadrupolparameter er-
mdoglichen. Die gemessenen Feldgradienten von v, =75 MHz und v, = 0 MHz sind unter
Beriicksichtigung der Fehlergrenzen auch bei R. capsulatus und A. vinelandii zu beobach-
ten. Um bei R. capsulatus und A. vinelandii eine eindeutige Charakterisierung der Mo-
Bindungszustédnde zu erreichen, war es notwendig, die in diesen Bakterien vorkommenden
unterschiedlichen Mo-Bindungssysteme zu isolieren und getrennt zu messen. Desweiteren
wurde auch fiir K. oxitoca ein Zellaufschlul mit anschlieBender Proteinfraktionierung
durchgefiihrt. Anhand dieser Untersuchungen sollte zum einen gekldrt werden, ob Techne-
tium an den Zellwidnden/-membranen gebunden wird oder proteingebunden im Rohextrakt
der Zellen vorliegt, zum anderen sollte tiberpriift werden, ob beide Quadrupolkopplungs-
konstanten der Mo-Bindung im MoFe-Protein von K. oxitoca zuzuordnen sind. Die Er-
gebnisse dieser Untersuchungen werden in den foigenden Abschnitten vorgestellt.
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5. Ergebnisse der spektroskopischen Untersuchungen

5.3. Saulenchromatographische Untersuchungen an Rohextrakten von
R. capsulatus, A. vinelandii und K. oxitoca

Zur Reinigung des MoFe-Proteins von anderen Mo-bindenden Proteinen sowie von nie-
dermolekularen Mo-Verbindungen wurden die Zellen enzymatisch aufgeschlossen und der
Rohextrakt siulenchromatographisch fraktioniert. Zur Bestimmung des relativen *’Mo-
- Gehaltes der einzelnen Fraktionen wurde iliber den energieselektiven Zweig der TDPAC-
Apparatur die Koinzidenzzéhlrate der 740 - 141 keV Kaskade iiber eine Koinzidenzmes-
sung ermittelt,

Die Mo-Profile der Rohextrakte zeigen fiir alle Bakterienstimme einen dhnlichen Verlauf.
Das erste Maximum der *’Mo-Konzentration ist auf Mo-bindende Membranpartikel und
Membranproteine zuriickzufiihren, die nicht an DEAE-Sephacel gebunden werden. Diese
Mo-bindenden Systeme werden bereits beim Auftragen der Probe auf die Siule und beim
anschlieenden Spiilen mit dem Elutionspuffer (0 mM NaCl) eluiert. Da sich das in diesen
Fraktionen nachgewiesene Molybdén keiner definierten Bindung zuordnen l48t, wurden
diese Fraktionen nicht weiter untersucht. Fraktionen der iibrigen *’Mo-Konzentrations-
maxima wurden mit der TDPAC-Methode gemessen und die Quadrupolparameter der Mo-
Bindungszustinde bestimmt.

Neben den Untersuchungen am Rohextrakt der Zellen wurde auch das Elutionsverhalten
der ®?MoO3 -haltigen Generatorlésung untersucht. Das Elutionsprofil der 99MoOﬁ'—L&Ssung
ist in Abb. 5.3 dargestellt. Wie der Abbildung zu entnehmen ist, wird Molybdat nur in ei-
nem sehr engen Bereich bei einer NaCl-Konzentration von 100 mM eluiert.

NaCl-Konzentration [mM]
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1.2:— 99M0042' -
= 1lof X
= [ ]
<3 0.8 ;
S : ]
Q; 0.6 i
e 0.4} A
02} ]

0 10 20 30 40 50 60

Fraktion

Abb. 5.3: DEAE-Elutionsprofil der neutralisierten Generatorldsung.
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5. Ergebnisse der spektroskopischen Untersuchungen

5.3.1 Charakterisierung der Mo-Bindungszustiinde im MoFe-Protein und Nachweis
weiterer Mo-Bindungssysteme in R. capsulatus

Die sidulenchromatographische Fraktionierung des Rohextraktes von R. capsulatus wurde
unter anaeroben, reduzierenden Bedingungen an Zellen durchgefiihrt, die unter Zugabe von
Serin (Nitrogenase-dereprimierende Bedingungen) bzw. NHJ als Stickstoffquelle kultiviert -
wurden. Wie in Abb. 5.5 dargestellt, zeigt das DEAE-Elutionsprofil der unter Nitrogenase-
dereprimierenden Bedingungen kultivierten Zellen zwei dominante Maxima der *’Mo-Ver-
teilung bei Konzentrationen von 100 mM NaCl und 280 - 350 mM NaCl. Weiterhin wurde
eine "Mo-Schulter" bei einer NaCl-Konzentration von 50 mM beobachtet, sowie ein Ma-
ximum der Mo-Verteilung bei 0 mM NaCl, das auf membrangebundenes Molybdin zu-
riickzufiihren ist. Die Maxima des relativen *’Mo-Gehaltes werden im folgenden verein-
facht als Peak bezeichnet.

Der Peak bei 100 mM NaCl wurde auch bei NH}-Zellen gefunden und ist somit nicht dem
Enzymsystem der Nitrogenase zuzuordnen. Hingegen tritt der zweite Mo-Peak nur bei
Zellen auf, die unter Stickstoff-fixierenden Bedingungen (-NH}) kultiviert wurden und
tiber eine vollstidndig ausgebildete Mo-Nitrogenase verfligen. Wie Voruntersuchungen an
Nitrogenase-dereprimierten Zellen, die mit nattirlichem Molybdén als Mo-Quelle kultiviert
wurden, gezeigt haben, féllt die maximale Mo-Konzentration bei 280 mM NaCl mit der
maximalen Nitrogenaseaktivitdt (Abb. 5.4) zusammen. Aufgrund dieser Erkenntnisse wur-
den die Fraktionen mit hohen *’Mo-Konzentrationen in bezug auf ihre enzymatische Ak-
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NaCl-Konzentration [mM]

Abb. 5.4: Relative Acetylenreduktionsrate der Fraktionen im Elutionsbereich
von 200 bis 350 mM NaCl. Die dargestellten Ergebnisse stammen
aus Voruntersuchungen an Nitrogenase-dereprimierten Zellen, die
mit natiirlichem Molybdén als Mo-Quelle kultiviert wurden.
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5, Ergebnisse der spektroskopischen Untersuchungen

tivitdt untersucht und mit der TDPAC-Methode gemessen. Eine Bestimmung der En-
zymaktivitdt zeigte fiir diese Fraktionen eine Acetylenreduktionsrate A (C,H, — C,H, )
von etwa 250 nmol Ethylen pro mg Protein und Minute. Desweiteren konnte anhand einer
SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese gezeigt werden, da3 in den enzymatisch aktiven
Fraktionen das MoFe-Protein dominant vertreten ist. Aufgrund dieser Ergebnisse kann der
280 mM NaCl-Peak eindeutig dem gereinigten MoFe-Protein der Nitrogenase zugeordnet
werden.

Tabelle 5.3: Quadrupolparameter der Bindungszustinde von **Mo in ver-
schiedenen Proteinfraktionen des Rohextraktes von R. capsula-
tus. Die Messungen wurden an Nitrogenase-dereprimierten Zel-
len (-NHj) und an Nitrogenase-reprimierten Zellen (+NH})

durchgefiihrt.
Probe Anteil [%] | v, [MHz] 5[%] R, [%]
100 mM NaCl™ (-NH}) 60...100 35...75 <40 0...40
(+NH}) 64...82 50...70 <40 18...36
280 - 350 mM NaCl  (-NH}) 55+3 70+3 0" 45+ 3

Dieser Wert wurde bei der Bestimmung der Quadrupolparameter durch die Modellfunktion festgehalten.
" Aufgrund der Korrelation zwischen den Quadrupolparametern konnen diese nicht unabhéngig voneinan-

der ermittelt werden. Die Werte der Parameter liegen innerhalb der angegebenen Intervalle.

Die R(1)-Spektren der untersuchten MoFe-Proteinfraktionen (280 -350mM NaCl,
Abb. 5.6) konnen durch den Ansatz von zwei Mo-Bindungszustinden, in denen jeweils
etwa 50 % der Sondenatome gebunden sind (v, = 70 MHz und v, = 0 MHz) beschrieben
werden (Tabelle 5.3). Aufgrund der Ergebnisse der DEAE-S#ulenchromatographie der Ge-
neratorlosungen kann es sich bei den Zustdnden mit v, =~ 0 MHz nicht um Molybdénver-
bindungen in Form von 99M00§‘ handeln, da gezeigt werden konnte, da3 Molybdat bei
einer NaCl-Konzentration von 100 mM eluiert wird (Abb. 5.3). Die zweite Konfiguration
(Vo = 70 MHz) weist im Gegensatz zu den Messungen an intakten Zellen von R. capsulatus
keine Frequenzverteilung auf und charakterisiert somit einen definierten Bindungszustand.
Die Ergebnisse der TDPAC-Untersuchungen in Verbindung mit den Messungen der en-
zymatischen Aktivitdt und dem Nachweis des MoFe-Proteins als dominierendes Protein in
den 280 - 350 mM NaCl-Fraktionen fiihren zu dem Schluf}, dal beide Mo-Bindungs-
zustdnde dem MoFe-Protein zuzuordnen sind.
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NaCl-Konzentration [mM]
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Abb. 5.5: DEAE-Elutionsprofile des Rohextraktes von R. capsulatus. Die
Proteine wurden mit einem nichtlinearen NaCl-Gradienten (0, 50,
100, 150, 200, 280, 350, 500 und 1000 mM) in 50 mM Tris/HCI,
pH 7.8, 4 mM Dithionit eluiert. Zusitzlich sind die Fraktionen dar-
gestellt, die beim Auftragen der Probe auf die Sdule gewonnen
wurden (Elutionsbereich "Probe"). Der relative *Mo-Gehalt ist als
Sdule dargestellt. Die durchgezogene Linie verbindet die Protein-
gehalte der Fraktionen und soll den Verlauf der Mef3daten verdeut-
lichen.

- Nitrogenase-dereprimierte Zellen (-NH})
- Nitrogenase-reprimierte Zellen (+NHJ)

Der Peak bei 100 mM NaCl zeigt fiir Nitrogenase-reprimierte und -dereprimierte Zellen
identische Mo-Bindungszustidnde (Tabelle 5.3). In beiden Fillen weist der dominierende
Anteil der Mo-Bindungszustinde eine Quadrupolkopplungskonstante im Bereich von
35...75 MHz (8 < 40 %) auf. Bei den in diesen Fraktionen nachgewiesenen Mo-Bindungs-
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5. Ergebnisse der spektroskopischen Untersuchungen

zustinden kann es sich sowohl um unspezifisch gebundenes Molybdat als auch um Mo-
Bindungen an Speicher- oder Transportproteinen handeln. Uberraschend war, daB die
100 mM NaCl-Fraktionen einen ebenso hohen Mo-Gehalt wie die MoFe-Proteinfraktionen
(280 - 350 mM NaCl) aufwiesen und dafl sowohl fiir Nitrogenase-reprimierte als auch
-dereprimierte Zellen identische Bindungszustéinde beobachtet wurden. Ein derartiges Auf-
nahmeverhalten zeigen im allgemeinen nur Bakterien mit Mo-Speicher- oder Transportpro-
teinen [PiBr81].
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280 mM NaCl
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Abb. 5.6: R(1)-Spektren des MoFe-Proteins (280 mM NaCl) und der bei einer
NaCl-Konzentration von 100 mM eluierten Fraktion von Nitroge-
nase-dereprimierten (-NHj) und -reprimierten Zellen (+NH}) von
R. capsulatus.

46




S. Ergebnisse-der spektroskopischen Untersuchungen

5.3.2 Charakterisierung der Mo-Bindungszustinde im MoFe-Protein und im Mo-
Speicherprotein von A. vinelandii

Die Rohextrakte von A. vinelandii wurden ebenso wie die Rohextrakte von R. capsulatus
unter anaeroben, reduzierenden Bedingungen fraktioniert. Das *’Mo-Profil des Rohextrak-
tes von Nitrogenase-dereprimierten Zellen (N, als Stickstoffquelle) zeigt einen dominanten
Mo-Peak bei einer NaCl-Konzentration von 280 mM und eine "Mo-Schulter" bei
200 mM NaCl (Abb. 5.7). Die in diesen Elutionsbereichen gewonnenen Fraktionen mit
maximalem **Mo-Gehalt wiesen eine enzymatische Aktivitit (Acetylenreduktionsrate von
106 nmol Ethylen - min' - mg Protein™!) sowie eine dominierende MoFe-Proteinbande in
der SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (etwa 80 % Av1) auf. Somit kann das in diesen
Fraktionen nachgewiesene Molybdin auf das im MoFe-Protein gebundene Mo zuriickge-
fiihrt werden. Die R(t)-Spektren der 280 mM NaCl-Fraktionen (Abb. 5.9) zeigen zwei Mo-
Bindungszustinde (Tabelle 5.4). Sie sind identisch mit den Zusténden, die fiir die Mo-
Bindung im MoFe-Protein von R. capsulatus beobachtet wurden.

Analog zu R. capsulatus wurden auch bei A. vinelandii (-NH}) Mo-Bindungssysteme be-
obachtet, die nicht an DEAE-Sephacel gebunden werden. Weiterhin zeigt das DEAE-
Elutionsprofil der NH}-Zellen einen dominanten Mo-Peak bei 100 - 150 mM NaCl. Die
TDPAC-Messungen dieser Fraktionen lieferten jedoch ein iiberraschendes Ergebnis. In
keiner der Fraktionen konnte das in den Messungen an NH}-Zellen beobachtete Signal der
Mo-Bindung am Speicherprotein nachgewiesen werden. Die R(#)-Spektren zeigen, daf die
Mo-Atome in allen Fraktionen in Bindungszustédnden vorliegen, die am Kernort einen ver-
schwindenden elektrischen Feldgradienten aufweisen (Abb.5.9). Die Anderung des
TDPAC-Signals gegeniiber den Messungen an intakten Zellen konnte auf den Einfluf3 von
Dithionit oder eine Instabilitdt der Mo-Speicherproteinbindung bei der Fraktionierung an
DEAE-Sephacel zurtickzufiihren sein.

Um zu klédren, ob Dithionit einen Einflu auf die Bindung von Molybddn am Speicherpro-
tein hat, wurde eine DEAE-Fraktionierung des Rohextraktes von A. vinelandii ohne Zuga-
be von Dithionit und somit unter nicht reduzierenden Bedingungen durchgefiihrt. Analog
zu der Untersuchung am Mo-Speicherprotein sollte ebenfalls der Einfluf3 von Dithionit auf
die Bindung von Molybdén im MoFe-Protein untersucht werden. Um die Nitrogenase vor
einem Kontakt mit Sauerstoff und der damit verbundenen Inaktivierung des Enzymsystems
zu schiitzen, wurde dem Rohextrakt MgCl, zugegeben. Die Zugabe von MgCl, bewirkt die
Bildung hochmolekularer Komplexe aus MoFe-, Fe- und Fe/S-Proteinen, die die O,-
Toleranz der Nitrogenase deutlich erhéhen und eine Inaktivierung des Enzyms verhindern
[HaVe77, ScHa83].
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NaCl-Konzentration [mM]
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Abb. 5.7: DEAE-Elutionsprofile des Rohextraktes von A. vinelandii. Die
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Proteine wurden mit einem nichtlinearen NaCl-Gradienten (0, 50,
100, 150, 200, 280, 350, 500 und 1000 mM) in 50 mM Tris/HCl,
pH 7.8, 4 mM Dithionit eluiert. Zusétzlich sind die Fraktionen dar-
gestellt, die beim Auftragen der Probe auf die Séule gewonnen
wurden (Elutionsbereich "Probe"). Der relative **Mo-Gehalt ist als
Sdule dargestellt. Die durchgezogene Linie verbindet die Protein-
gehalte der Fraktionen und soll den Verlauf der Mef3daten verdeut-

lichen.
- Nitrogenase-dereprimierte Zellen (-NH})
- Nitrogenase-reprimierte Zellen (+NH})
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NaCl-Konzentration [mM]
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Abb. 5.8: DEAE-Elutionsprofile des Rohextraktes von A. vinelandii. Die

Proteine wurden mit einem nichtlinearen NaCl-Gradienten (0, 40,
120, 340 und 1000 mM) in 50 mM Tris/HCI, pH 7.8, 5 mM MgCl,
eluiert. Zusitzlich sind die Fraktionen dargestellt, die beim Auftra-
gen der Probe auf die Sédule gewonnen wurden (Elutionsbereich
"Probe"). Der relative “Mo-Gehalt ist als Siule dargestellt. Die
durchgezogene Linie verbindet die Proteingehalte der Fraktionen
und soll den Verlauf der Mef3daten verdeutlichen.

- Nitrogenase-dereprimierte Zellen (-NHj)

- Nitrogenase-reprimierte Zellen (+NH})

49




5. Ergebnisse der spektroskopischen Untersuchungen

Die Elutionsprofile der mit MgCl, versetzten Rohextrakte von A. vinelandii (Abb. 5.8)
zeigen beziiglich der Mo-Gehalte einen dhnlichen Verlauf wie die Mo-Profile der unter
reduzierenden Bedingungen durchgefiihrten Fraktionierungen (Abb. 5.7). Da der Protein-
komplex stirker an DEAE-Sephacel gebunden wird als das freie MoFe-Protein, wurde die
Elution mit einem nichtlinearen NaCl-Gradienten von 0, 40, 120, 340 und 1000 mM NaCl
durchgefiihrt. Das MoFe-Protein wurde in den 340 mM NaCl-Fraktionen nachgewiesen
(Acetylenreduktionsrate von 30 nmol Ethylen - min - mg Protein™). Allerdings wurde auch
bei Nitrogenase-reprimierten Zellen (+NH}) in diesem Elutionsbereich ein geringer *’Mo-
Gehalt beobachtet. Dies kann darauf zuriickgefiihrt werden, da zum Zeitpunkt der Zellern-
te die Stickstoffquelle im Nihrmedium (NH}) verbraucht war und die Bakterien zur Si-
cherstellung einer weiteren Stickstoffversorgung auf die Bildung der Nitrogenase angewie-
sen waren. Im Gegensatz zum MoFe-Protein, das unter reduzierenden Bedingungen isoliert
wurde, zeigt das TDPAC-Spektrum des Protein-Komplexes eine leicht hohere Quadrupol-
kopplungskonstante sowie eine deutliche Frequenzverteilung (Tabelle 5.4). Dies ist ein
Hinweis darauf, da3 die Bindungsstelle des Mo-Atoms im FeMo-Cofaktor durch die Kom-
plexierung beeinflufit wird.

Der zweite *Mo-Peak bei einer NaCl-Konzentration von 120 mM zeigt analog zur Frak-
tionierung mit Dithionit ein ungestortes TDPAC-Signal. Damit wurde nachgewiesen, daf3
die Mo-Bindung des Speicherproteins durch die Zugabe von Dithionit nicht beeinfluf3t
wird.

Tabelle 5.4: Quadrupolparameter der Bindungszustinde von *Mo im MoFe-
Protein und im Mo-Speicherprotein von A. vinelandii.

Probe Anteil [%] | v, [MHz] |  &§[%] | R, [%]
100 - 150 mM NaCl (+NH}, Dithionit) 100 0" 5+ 1 MHz 0"
120 mM NaCl (+NH], MgCl,) 100 0" 5+2 MHz 0"
MoFe-Protein (-NH}, Dithionit) 55+8 66 =7 0 45+8
MoFe-/Fe-Protein”™  (-NHj, MgCl,) 69...87 83..97 <20 16...28
Mo-Speicherprotein  (+NHj, G-25) 60t 6 178 £ 4 0* 40%6

Dieser Wert wurde bei der Bestimmung der Quadrupolparameter durch die Modellfunktion festgehalten.
" Aufgrund der Korrelation zwischen den Quadrupolparametern kénnen diese nicht unabhingig voneinan-

der ermittelt werden, Die Werte der Parameter liegen innerhalb der angegebenen Intervalle.
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Um den EinfluB von DEAE-Sephacel auf das Speicherprotein zu untersuchen, wurde der
Rohextrakt von A. vinelandii (+NH}) in einer G-25 Gelfiltration von *’MoO3 und anderen
niedermolekularen, nicht proteingebundenen Mo-Verbindungen gereinigt. Die Mo-Bin-
dungszustinde des so gereinigten Rohextraktes konnen mit Quadrupolparametern be-
schrieben werden, die auch fiir die Mo-Bindung am Speicherprotein der intakten Zellen
bestimmt wurden (Tabelle 5.4). Dieses Ergebnis zeigt, da3 die Mo-Abgabe préparations-
bedingt ist, und 146t die Vermutung zu, dafl Molybdén nur schwach an das Protein gebun-
den wird und leicht als 9S’Mo()ﬁ' abgegeben werden kann. Das freie Molybdidn wird dann
analog zur *’MoO?} -Losung bei einer NaCl-Konzentration von 100 - 140 mM eluiert

(Abb. 5.7 und 5.8).
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Abb. 5.9: R(1)-Spektren des MoFe-Proteins (280 mM NaCl) und des
MoFe-/Fe-Proteinkomplexes (340 mM NaCl) von Nitrogenase-de-
reprimierten Zellen (-NHj) sowie des Mo-Speicherproteins (Iso-
lierung an Sephadex G-25) und der 100 mM NaCl-Fraktion von
Nitrogenase-reprimierten Zellen (+NH}) von A. vinelandii.
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5.3.3 Charakterisierung der Mo-Bindungszustinde im MoFe-Protein von K. oxitoca

Die Bestimmung des relativen Mo-Gehaltes in den Proteinfraktionen des Rohextraktes von
K. oxitoca bestitigte die bereits aus den Messungen an intakten Zellen gewonnenen Er-
gebnisse. Im Rohextrakt der NHj-Zellen konnte kein Molybdén nachgewiesen werden.
Daraus folgt, daB das von den Bakterien aufgenommene Molybdén ausschlieflich zum
Aufbau der Nitrogenase verwendet wird und keine weiteren Mo-Bindungssysteme vorlie-
gen. Im Gegensatz zu den bisher betrachteten Bakterienspezies wurde bei K. oxifoca nur
ein geringer Teil des proteingebundenen Molybdédns bei einer NaCl-Konzentration von
280 mM eluiert, der weitaus groBere Teil wurde in den 350 mM NaCl-Fraktionen gefunden
(Abb. 5.10). In den 280 mM NaCl-Fraktionen konnte, wie auch bei R. capsulatus und
A. vinelandii, nur nach Zugabe von Fe-Protein eine Nitrogenaseaktivitit gemessen werden.
Hingegen wurde bei dem 350 mM NaCl-Peak eine Enzymaktivitdt auch ohne Zugabe des
Fe-Proteins beobachtet (Abb. 5.11). Da zur Acetylenreduktion beide Proteine bendtigt
werden, ist dies ein deutlicher Hinweis darauf, daf bei 280 mM NaCl nur das MoFe-
Protein und bei 350 mM NaCl das MoFe- und das Fe-Protein gemeinsam eluiert wurden.
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Abb. 5.10: DEAE-Elutionsprofil des Rohextraktes von Nitrogenase-derepri-
mierten Zellen von K. oxitoca. Die Proteine wurden mit einem nicht-
linearen NaCl-Gradienten (0, 50, 100, 150, 200, 280, 350, 500 und
1000 mM) in 50 mM Tris/HCI, pH 7.8, 4 mM Dithionit eluiert. Zu-
sdtzlich sind die Fraktionen dargestellt, die beim Auftragen der Probe
auf die Sdule gewonnen wurden (Elutidnsbereich "Probe"). Der rela-
tive ?Mo-Gehalt ist als Siule dargestellt. Die durchgezogene Linie
verbindet die Proteingehalte der Fraktionen und soll den Verlauf der
Mefdaten verdeutlichen.
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280 mM , 350 mM

% 1.0+ —e— ohne Zugabe von Fe-Protein i
a L —0O— mit Zugabe von Fe-Protein
8 08} J
= I
=
E 0.6} 4
g i )
2
oy 04} i
9 A
< 02} /n/u .~ _
E A —
- 00+ g———8§ ® 0/ \‘\. 4

38 40 42 44 46

Fraktion

Abb. 5.11: Relative  Acetylenreduktionsrate fiir den Elutionsbereich von
280 - 350 mM NaCl [Suer96]. Die durchgezogene Linie verbindet die
Datenpunkte und dient der Augenfiihrung.
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Abb. 5.12: R(t)-Spektren des MoFe-Proteins (280 mM NaCl) und des MoFe-/Fe-
Proteinkomplexes (350 mM NacCl) von K. oxifoca.
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Die TDPAC-Messungen (Abb. 5.12) zeigen, daf8 die Mo-Bindungszusténde in beiden Elu-
tionsbereichen mit identischen Quadrupolkopplungskonstanten (v,=81 MHz bzw.
Vo = 83 MHz) beschrieben werden konnen. Die bei einer NaCl-Konzentration von 280 mM
eluierten Proteine weisen Mo-Bindungszustinde auf, die analog zu den Zustéinden charak-
terisiert werden kdnnen, die im MoFe-Protein von R. capsulatus und A. vinelandii nach-
gewiesen wurden (Tabelle 5.5). Die Bindungszustidnde der 350 mM NaCl-Fraktionen hin- -
gegen zeigen eine deutliche Frequenzverteilung. Ein Vergleich dieser Ergebnisse mit den
Messungen am MoFe-/Fe-Proteinkomplex von A. vinelandii (+MgCl,) 148t darauf schlie-
Ben, daB das Auftreten der Frequenzverteilung auf die Bindung des Fe-Proteins an das
MoFe-Protein zuriickzufiihren ist.

Tabelle 5.5: Quadrupolparameter der Bindungszustinde von *’Mo im MoFe-
Protein und im MoFe-/Fe-Proteinkomplex von K. oxitoca.

Probe Anteil [%] | v, [MHz] 6 (%] R, [%]
MoFe-Protein (-NH}) 52+5 81+8 0 48+5
MoFe-/Fe-Protein™  (-NH}) 60...80 67..97 <33 20...40

Dieser Wert wurde bei der Bestimmung der Quadrupolparameter durch die Modellfunktion festgehalten.
” Aufgrund der Korrelation zwischen den Quadrupolparametern konnen diese nicht unabhingig voneinan-

der ermittelt werden. Die Werte der Parameter liegen innerhalb der angegebenen Intervalle.

Fiir die Untersuchung der **Tc-Anreicherung, die bei den Messungen an intakten Zellen
beobachtet wurde, wurden die y-Spektren der Zellwinde/-membranen und des Rohextrak-
tes aufgezeichnet. Ein Vergleich der Spektren zeigt, da3 nur in den nach dem Zellaufschluf3
abgetrennten Zellwinden und -membranen eine deutliche **Tc-Anreicherung vorliegt
(Abb. 5.13). Der **Tc-Uberschuf8 #uBert sich im y-Energiespektrum durch eine Unter-
driickung der 740 keV-Linie von **Mo. Im y-Energiespektrum des Rohextraktes hingegen
zeigt das Verhiltnis der 740 keV-Linie zur 140 keV-Linie ein **Mo/**Tc-Gleichgewicht
(vgl. Abb. 3.4). Damit wurde gezeigt, da3 Technetium nicht proteingebunden in der Zelle
vorliegt, sondern vermutlich nur unspezifisch an den Zellwidnden und -membranen gebun-
den wird.
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Abb. 5.13: Mit einem BaF,-Detektor gemessene y-Energiespektren von Nitro-

genase-dereprimierten (-NH}) und reprimierten Zellen (+NH}) von
K. oxitoca sowie die y-Energiespektren der Zellwidnde/-membranen
und des Rohextraktes der Nitrogenase-dereprimierten Zellen. Das
Verhiltnis der 740 keV-Linie zur 140 keV-Linie zeigt eine Tc-

Anreicherung an den Zellwédnden/-membranen.
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Fiir die Untersuchung von Mo-Bindungen steht mit Mo ein Isotop zur Verfiigung, das
aufgrund seiner Zerfallseigenschaften fiir TDPAC-Messungen geeignet ist. Mo wird von
den Bakterien analog zum natiirlich vorkommenden Molybdin aufgenommen und in die zu
untersucheriden Mo-Bindungsplitze eingebaut. Das Isotop zerfillt tiber einen B-Ubergang
in angeregte Kernzustinde des Tochterisotopes **Tc. Die mit der TDPAC-Methode beob-
achtete y-y-Zerfallskaskade wird von einem dieser angeregten Kernzustéinde emittiert. Die
mit dem [ -Zerfall verbundene Kernumwandlung hat elektronische Umordnungsprozesse
zur Folge ("after effects"). Diese konnen, wie zum Beispiel beim Elektroneneinfangprozef3
von '"In, zu einer vollstindigen Ausléschung der Quadrupolkorrelation fithren [BaB682].
Derartige "after effects" sind bei Messungen mit **Mo bisher nicht beobachtet worden. Die
Wechselwirkung des Kernquadrupolmomentes der *’Mo-Sondenkerne mit dem elektri-
schen Feldgradienten am Kernort erzeugt somit wohldefinierte Signale, die durch die iibli-
chen Groflen Vo 8, n und A parametrisiert werden kénnen. Da bei den in dieser Arbeit un-
tersuchten Proben keine Relaxation zu beobachten war, wurde der Parameter A zur Be-
schreibung der MeBdaten nicht benétigt. Bei der Verwendung von Mo als Sondenkern
kann aufgrund der Kerneigenschaften der Asymmetrieparameter 77 unterhalb von
Vo =200 MHz nicht mehr bestimmt werden und wurde deshalb bei der Auswertung der
R(t)-Spektren festgehalten. Trotz dieser Einschriankungen aufgrund der speziellen Eigen-
schaften des Sondenisotopes Mo war eine Charakterisierung der Mo-Bindungszustinde
anhand der bestimmbaren Quadrupolparameter v, und 6 moglich.

6.1 Charakterisierung der Mo-Bindungszustinde im FeMo-Cofaktor
der Nitrogenase

Die Mo-Bindung im FeMo-Cofaktor der Nitrogenase wurde an Zellen der Stickstoff-
fixierenden Bakterien R. capsulatus, A. vinelandii und K. oxitoca sowie am gereinigten
MokFe-Protein dieser Bakterien untersucht. Zur Reinigung des MoFe-Proteins von weiteren
Mo-bindenden Proteinen sowie von niedermolekularen Mo-Verbindungen wurde der Roh-
extrakt der enzymatisch aufgeschlossenen Zellen mittels DEAE-Sephacel fraktioniert. Um
sicherzustellen, daB die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen an Pro-
ben stattfanden, die iiber ein vollstindig ausgebildetes Enzymsystem bzw. einen intakten
FeMo-Cofaktor verfiigten, wurden die Zellanzucht- und Priparationsbedingungen so ge-
wihlt, da3 sowohl bei intakten Zellen als auch beim gereinigten MoFe-Protein eine en-
zymatische Aktivitdt vorhanden war.

Die Auswertungen der R(z)-Spektren ergaben fiir alle gereinigten MoFe-Proteinproben
zwei unterschiedliche Mo-Bindungszustinde, die durch die Quadrupolkopplungskonstan-
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ten v, = 70 MHz und v,, = 0 MHz charakterisiert werden konnten (Tabelle 6.1). Durch den
Nachweis der Nitrogenaseaktivitdt konnte weiterhin gezeigt werden, daB mindestens einer
dieser Mo-Bindungszustinde der Mo-Bindung im enzymatisch aktiven FeMo-Cofaktor
zuzuordnen ist. Auch intakte Zellen von K. oxitoca zeigten ausschliefllich diese beiden
Bindungszustinde. Hingegen wurden in Zellen von R. capsulatus und A. vinelandii neben
der Mo-Bindung im MoFe-Protein noch weitere Mo-Bindungssysteme nachgewiesen.

Die in dieser Arbeit beobachteten Feldgradienten stehen jedoch im Widerspruch zu friihe-
ren TDPAC-Untersuchungen von Mottner et al. [MoBu93], die anhand von Messungen an
Zellen von K. oxitoca (frither: K. pneumoniae) der Mo-Bindung im FeMo-Cofaktor eine
deutlich groBere Quadrupolkopplungskonstante (v, = 220 MHz) und einen Asymmetriepa-
rameter von Eins zuwiesen. Allerdings konnten nur etwa 15 % der Mo-Bindungszustinde
dieser spezifischen Mo-Bindung im FeMo-Cofaktor zugeordnet werden. Die iibrigen Mo-
Bindungszustinde zeigten ein unspezifisches TDPAC-Signal und wurden abhingig von der
MefBtemperatur mit einer Frequenzverteilung um die Frequenz Null (300 K) bzw. durch
schnelle Relaxation (195 K) beschrieben (Tabelle 6.1). Bereits in ihrer Veroffentlichung
haben Mottner et al. auf die Inkonsistenz ihrer Ergebnisse mit dem Modell des
FeMo-Cofaktors nach Kim und Rees [KiRe92a,b] hingewiesen. Aufgrund des allgemein
anerkannten Strukturmodells ist zu vermuten, daf} das sechsfach koordinierte Molybdén,
das einerseits liber drei Schwefel-Liganden an den Fe-S-Komplex des FeMo-Cofaktors und
andererseits liber zwei Sauerstoffbindungen und eine Stickstoffbindung an Homocitrat
bzw. Histidin gebunden wird (vgl. Abb. 2.2), einen deutlich kleineren und néherungsweise
axialsymmetrischen Feldgradienten aufweist. Derart hohe Ubergangsfrequenzen, wie sie
der Mo-Bindung im FeMo-Cofaktor zugeordnet wurden, werden in der Regel nur bei
zweikernigen Mo-Verbindungen beobachtet [SuNi88, NiSu88, Reis94], wobei der hohe
Wert flir den Feldgradienten durch eine starke Mo-Mo-Wechselwirkung hervorgerufen
wird. Desweiteren wurde der Wert fiir den Asymmetrieparameter 1 nicht aus den MeBda-
ten bestimmt, sondern aufgrund einer frilheren *Mo-ENDOR-Arbeit (Electron Nuclear
Double Resonance), in der ein asymmetrisch koordiniertes Mo(IV) fiir die Mo-Bindung im
semi-reduzierten MoFe-Protein postuliert wurde [VeNe86], auf Eins festgehalten.

Eine Ursache fiir die unterschiedlichen Ergebnisse konnte auf die damals gewihlten Zell-
anzuchtbedingungen zuriickzufiihren sein. Die von Mottner et al. untersuchten Zellen wur-
den nicht unter diazotrophen Bedingungen kultiviert, und die Inkubation mit **Mo fand erst
nach der Zellernte statt. Wie Voruntersuchungen zu der vorliegenden Arbeit gezeigt haben,
wiesen Zellen von K. oxitoca, die unter diesen Bedingungen kuitiviert wurden, keine Ni-
trogenaseaktivitdt auf [Suer95]. Somit besteht die Moglichkeit, daB die von Mottner et al.
untersuchten Zellen kein vollstdndig ausgebildetes Enzymsystem besafen und der Cofaktor
nicht oder nur unvollstandig vorhanden war.
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Auffallend an den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ist, daB bei nur einem Mo-
Bindungsplatz im FeMo-Cofaktor zwei unterschiedliche Feldgradienten beobachtet wur-
den. Eine mogliche Erklidrung dafiir wire eine teilweise Zerstérung des Cofaktors wihrend
der Probenaufbereitung oder -lagerung. So wurde von Newton et al. eine Molybdénabgabe
in Form von MoS; und MoOS} bei einer Kontamination des isolierten Cofaktors mit
Luftsauerstoff beobachtet [NeGh86]. Weiterhin konnte von Zumft gezeigt werden, da3
auch eine Siure-/Basenbehandlung des MoFe-Proteins zu den oben genannten Zerfallspro-
dukten des Cofaktors fiihrt [Zumf78]. Beide Zerfallsprodukte wiirden analog zu MOOZ' zZu
einem ungestorten bzw. im Fall von MoOS%" zu einem nahezu ungestérten TDPAC-Signal
fithren und konnten somit den Anteil der Bindungszustdnde mit einem verschwindenden
elektrischen Feldgradienten erkléren.

Tabelle 6.1: Quadrupolparameter der Mo-Bindungszustinde im MoFe-Protein der

Nitrogenase.

MoFe-Protein Anteil [%) vy [MHz] R, [%]

R. capsulatus, isoliert 55+3 70+3 45%3

A. vinelandii, isoliert 55+8 66+7 45+ 8

K. oxitoca, isoliert 525 818 48 +5

A. vinelandii, Zellen f: 7+4 178° 38+8

f, 55+7 6749

K. oxitoca, Zellen | s3+4 | 7545 | 4744 |
K. oxitoca, Zellen (300 K)™* [MoBu93] 13%3 22214 13+1

K. oxitoca, Zellen (195 K)™* [MoBu93] 16 +2 225+5 0

Dieser Wert wurde bei der Bestimmung der Quadrupolparameter durch die Modellfunktion festgehalten.
** Um einen Vergleich der Meflergebnisse zu erméglichen, wurde aus der von Mottner et al. angegebenen
Ubergangsfrequenz ®; und dem Asymmetrieparameter 77 =1 die Quadrupolkopplungskonstante v, be-
rechnet. Der verbleibende Anteil von 74% (300 K) zeigte einen exponentiellen Abfall und wurde durch
eine Frequenzverteilung um Null (480 £ 30 Mrad/s) beschrieben. Der Anteil von 84% (195 K), der eben-

falls einen exponentiellen Abfall aufweist, wurde durch schnelle Relaxation beschrieben.
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Um eine Kontamination der Proben mit Sauerstoff und eine damit verbundene mégliche
Zerstorung des Cofaktors zu vermeiden, wurden die Probenpréparationen in der vorliegen-
den Arbeit unter Argonatmosphére und reduzierenden Bedingungen, d.h. unter Zugabe von
Dithionit, durchgefiihrt. Zusitzlich erfolgte fiir Zellen von A. vinelandii auch eine Isolie-
rung des MoFe-Proteins unter anaeroben Bedingungen, wobei dem Zellextrakt MgCl, zur
Bildung eines O,-toleranten Enzymaggregates [HeVe77], jedoch kein Dithionit zugefiigt
wurde. Zum Nachweis einer moglichen Zerstdrung des Cofaktors nach der Probenprépara-
tion wurden die Proben wiederholt gemessen. Sollte der Bindungszustand mit v, =~ 0 MHz
auf einen Zerfall des Cofaktors nach der Préparation zuriickzufiihren sein, so miifite der
Anteil dieses Zustandes bei wiederholten Messungen zunehmen. Dies wurde jedoch selbst
bei einer Variation der Meftemperatur (-20 bis +40°C) nicht beobachtet. Somit kénnen die
nach der Priparation vorliegenden Mo-Bindungszusténde im FeMo-Cofaktor als stabil an-
gesehen werden. Weiterhin besteht noch die Mdglichkeit, da8 der Anteil mit v, ~ 0 MHz
in der Probenpréparation selbst bedingt ist. Da jedoch dieser Bindungszustand sowohl in
intakten Zellen als auch in den gereinigten MoFe-Proteinproben nachgewiesen wurde, ist
ein Artefakt aufgrund der Priparation nicht wahrscheinlich. Es kann also davon ausgegan-
gen werden, daf3 die gemessenen Mo-Bindungszustinde mit v, = 70 MHz und v, = 0 MHz
beide der Mo-Bindung im FeMo-Cofaktor zuzuordnen sind.

Zur Interpretation dieser Mo-Bindungszustdnde werden im folgenden drei Moglichkeiten
diskutiert:

(a) die Existenz unterschiedlicher Mo-Bindungen im FeMo-Cofaktor

(b) der Einfluf3 der Substratbindung auf den Mo-Bindungszustand

(c) der EinfluB unterschiedlicher Redoxzustinde des MoFe-Proteins auf die Mo-
Bindung im FeMo-Cofaktor.

Auflerdem ist es fiir die Zuordnung der Mo-Bindungszustinde notwendig, die hier vorge-
stellten Ergebnisse mit den Resultaten anderer Untersuchungsmethoden zu vergleichen.
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6.1.1 Aufbau des FeMo-Cofaktors und Einflufl der Substratbindung auf dessen Kon-
formation

Das MoFe-Protein ist ein Tetramer, bestehend aus zwei o— und zwei f—Untereinheiten.
Beide o-Untereinheiten enthalten jeweils einen FeMo-Cofaktor mit einer Mo-Bindungs-
stelle [Burg90]. Rontgenstrukturanalysen des MoFe-Proteins (vgl. Kap. 2) haben gezeigt,
daB der Cofaktor in beiden Untereinheiten identisch koordiniert ist [KiRe92a,b]. Somit
sprechen die bisher gewonnenen Erkenntnisse gegen die Existenz von zwei unterschied-
lichen Mo-Bindungsplétzen im FeMo-Cofaktor, auf welche die in dieser Arbeit beobachte-
ten Bindungszustinde zuriickgefiihrt werden konnten.

Eine der angesprochenen Interpretationsmdglichkeiten fiir die Beobachtung zweier Bin-
dungszustinde konnte der Einflu der Substratbindung (N,, H*) und die damit verbundene
Anderung der Ladungsdichteverteilung sein. Bei dieser Annahme ist allerdings zu beriick-
sichtigen, da8 eine Substratbindung nur unter "turn-over" - Bedingungen stattfinden kann.
Dies bedeutet, daf in der MeBprobe ein Reduktionsmittel wie Ferredoxin (in vivo) oder
Dithionit (in vitro), MgATP, ein Substrat und die zum Enzymsystem gehorenden Proteine
(Fe-Protein und MoFe-Protein) in ausreichender Menge vorhanden sein miissen. Da den
Bakterien nach der Zellernte kein Stickstoff mehr zugegeben wurde, stand ihnen nur der
wihrend des Wachstums aufgenommene Stickstoff als Substrat zur Verfiigung. Dieser

~wurde jedoch bereits wihrend der Probenpréparation reduziert, so dal wihrend der Mes-
sung eine N,-Fixierung nicht mehr beobachtet werden konnte. Die gemessenen Bindungs-
zustiande konnen somit nicht auf den EinfluB einer N,-Bindung am FeMo-Cofaktor zu-
riickgefiihrt werden. Andererseits kann eine H*-Reduktion aufgrund der Verfiigbarkeit von
H*-Ionen auch weiterhin stattfinden. So wurde sogar bei einem verminderten Elektronen-
fluB vom Fe-Protein zum MoFe-Protein die Reduktion von 2H* zu H, beobachtet [EaPo74,
HaBu78, WhBu81]. Der kinetische Ablauf der H*-Reduktion wird durch das von Thorne-
ley und Lowe entwickelte kinetische Modell der Stickstoff-Fixierung beschrieben (vgl.
Kap. 2.1.2). Bei einem reduzierten Elektronenflul (MoFe-Protein : Fe-Protein = 100 : 1)
finden nur die beiden ersten Fe-Proteinzyklen statt und fiihren zu einer Freisetzung von H,
(Abb. 6.2). Der Elektronenfluf3 reicht unter diesen Bedingungen nicht aus, um eine signifi-
kante Konzentration des MoFe-Proteins im N,-bindenden Zustand (E;) zu erzeugen
[ThAs93]. Bei der reinen H*-Reduktion liegt das MoFe-Protein hauptsichlich in zwei de-
finierten Redoxzustédnden vor: dem semi-reduzierten (E;) und dem einelektron-reduzierten
Zustand (E,) [FiLo91].

Da das Auftreten von Redoxprozessen bei der Aufbereitung der Proben nicht ausgeschlos-
sen werden kann, ist eine Isolierung des MoFe-Proteins in unterschiedlichen Redoxzustén-
den prinzipiell moglich. Der Einflufl von Redoxiibergidngen auf die Mo-Bindungszustédnde
im FeMo-Cofaktor soll im folgenden Abschnitt diskutiert werden.
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6.1.2 Einflufl von Redoxiibergingen des MoFe-Proteins auf die Mo-Bindungszustiin-
de im FeMo-Cofaktor

6.1.2.1 Der (s-r) — (r) - ProzeB

Bei einem verminderten ElektronenfluB vom Fe-Protein zum MoFe-Protein wird der
MoFe-Proteinzyklus auf drei Redoxzustinde reduziert: Ey, E, und E, [FiLo91]. Der Zu-
stand E, entspricht dem Dithionit-reduzierten MoFe-Protein und wird auch als semi-
reduzierter oder nativer Zustand bezeichnet. Die Zustidnde E, und E, sind die ein- bzw.
zweielektron-reduzierten Zustinde. Zum Nachweis des semi-reduzierten Zustandes (s-r)
wird iiblicherweise das charakteristische S = 3/2 EPR-Signal (g-Werte 4.3, 3.7, 2.01) des
FeMo-Cofaktors verwendet [MiiRh75, Burg90]. Dieser (s-r) - Zustand des MoFe-Proteins
kann sowohl einelektron-oxidiert (ox) als auch -reduziert (r) werden. Jeder dieser Uber-
ginge ist mit einer Anderung des charakteristischen EPR-Signals des FeMo-Cofaktors ver-
bunden (Abb. 6.1). Dies bedeutet, daB die Einelektron-Uberginge des MoFe-Proteins eine
Anderung des Redoxzustandes des Cofaktors bewirken.

Fiir den stationdren Zustand des Subzyklus (Abb. 6.2), bei dem das MoFe-Protein (s-r) zu-
nidchst zweifach reduziert wird (E, — E, — E,) und anschliefend unter Abgabe von H,
wieder in den (s-r)-Zustand (E) iibergeht, wurde eine Abschwéchung des EPR-Signals um
etwa 50 % im Vergleich zum reinen E,-Zustand beobachtet [HaBu78, FiLo91, ThAs93].
Diese Beobachtung steht in Einklang mit dem kinetischen Modell von Fisher et al.
[FiLo91], wonach sich im stabilen Gleichgewicht 55 % der MoFe-Proteine im Zustand E,
und 45 % im Zustand E, befinden. Der Zustand E, wird aufgrund der im Vergleich zur
Reduktionsgeschwindigkeit (E, — E; und E; — E,) deutlich hoheren Oxidationsge-
schwindigkeit (E, — E;) von weniger als 0.02 % der MoFe-Proteine besetzt [FiLo91].

Redoxzustand: E, E,
M(r) =Ly M@ <=L M(ox)
Spin: S = ganzzahlig S =3/2 S=0

Abb. 6.1: Redoxeigenschaften des FeMo-Cofaktors. M(ox), M(s-r) und M(r)
stellen den proteingebundenen FeMo-Cofaktor in der oxidierten,
der semi-reduzierten (Dithionit-reduzierten) und der reduzierten
Form dar. Jeder Redoxvorgang ist ein Einelektron-Ubergang
(n=1).
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Abb. 6.2: Subzyklus des MoFe-Proteinzyklus bei einem reduzierten Elektro-
nenfluf vom Fe-Protein zum MoFe-Protein [FiLo91]. Die Uber-
ginge vom Zustand E; — E,, E;, — E, und E, — E, sind jeweils
mit einer Komplexbildung zwischen dem reduzierten Fe-Protein
und dem MoFe-Protein, einem Elektronentransfer vom Fe-Protein
zum MoFe-Protein und einer Dissoziation des oxidierten Fe-
Proteins vom reduzierten MoFe-Protein verbunden.

EH

Die in dieser Arbeit bestimmten Anteile von 55 % und 45 % der Mo-Atome in Bindungs-
zustdnden mit unterschiedlichen Feldgradienten stimmen mit den von Fisher et al. be-
stimmten Anteilen der MoFe-Proteine in den Redoxzusténden E; und E, iiberein. Unter der
Annahme, daf3 die Beobachtung der zwei Mo-Bindungszustéinde auf eine Isolierung des bei
der H*-Reduktion entstehenden Mischzustandes der MoFe-Proteine zuriickzufiihren ist,
konnte der Mo-Bindungszustand im FeMo-Cofaktor des semi-reduzierten MoFe-Proteins
(E,) durch eine Quadrupolkopplungskonstante von 70 MHz beschrieben werden und dem
Bindungszustand im reduzierten Protein (E;) eine Quadrupolkopplungskonstante von Null
zugeordnet werden.

Die hier getroffene Zuordnung beinhaltet die Annahme, da3 das Mo-Atom in den (s-r) —
(r) - ProzeB3 des Proteins involviert ist. Diese Annahme wurde durch Mo-EXAFS-Unter-
suchungen (Extended X-Ray Absorption Fine Structure) am proteingebundenen FeMo-
Cofaktor bestétigt [ChTi95]. Christiansen et al. untersuchten die Mo-X-Abstidnde (X = O,
N, S, Fe) in MoFe-Proteinproben, die den oben beschriebenen E, - E, - Mischzustand
aufwiesen. Bei dem Ubergang vom semi-reduzierten zum reduzierten Zustand des Proteins
wurde eine Verkiirzung der Mo-O/N-Bindungslingen und der Mo-Fe-Abstinde um etwa
0.06 - 0.07 A beobachtet. Hingegen blieben die Mo-S-Bindungsldngen unveridndert. Die
Anderung der Bindungslidngen fiihrt zu einer Anderung der Ladungsdichteverteilung am
Ort des Sondenkerns und kann somit in TDPAC-Experimenten nachgewiesen werden.
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Nach dem Strukturmodell von Kim und Rees [KiRe92a,b] wird das Mo-Atom von drei
S-Atomen auf der einen Seite und zwei O- sowie einem N-Atom auf der gegeniiberliegen-
den Seite koordiniert (vgl. Abb. 2.2). Aufgrund dieser Koordination kann ein n#herungs-
weise axialsymmetrischer Feldgradient mit einer groBeren Ladungsdichte auf der Seite der
S-Atome vermutet werden. Verkiirzen sich die Mo-O/N-Bindungsldngen bei der Reduktion
des Cofaktors, so ist es wahrscheinlich, daf3 diese Anderung zu einer Erhohung der La-
dungsdichte auf der O/N-Seite fiihrt und somit eine Abnahme des Feldgradienten bewirkt.
Aufgrund dieser Uberlegungen wire der Mo-Bindung im semi-reduzierten FeMo-Cofaktor
die in dieser Arbeit gemessene Quadrupolkopplungskonstante von etwa 70 MHz zuzuord-
nen. Dieses Ergebnis stimmt mit der Zuordnung tiberein, die aufgrund des Vergleiches mit
dem kinetischen Modell der H*-Reduktion von Fisher et al. [FiLo91] getroffen wurde.

Um die bei der H*-Reduktion auftretenden Redoxzustinde des MoFe-Proteins beobachten
zu konnen, ist das Vorliegen eines stabilen E,-E,-Mischzustandes notwendig. Da wihrend
der Probenpréparation zwangsldufig ein Zustand mit vermindertem Elektronenflufl auftrat,
ist es sehr wahrscheinlich, daf3 sich die MoFe-Proteine in den Proben der konzentrierten
Zellsuspension unter reduzierenden Bedingungen in diesem Mischzustand befanden
[Burg96]. Somit besteht prinzipiell auch die Moglichkeit, die in diesem Mischzustand vor-
liegenden MoFe-Proteine zu isolieren.

6.1.2.2 Der (s-r) — (ox) - ProzeB

Bei der Interpretation der in dieser Arbeit beobachteten Mo-Bindungszustidnde muf3 auch
die Moglichkeit einer Oxidation des MoFe-Proteins beriicksichtigt werden. Der
(s-r) = (ox) - Ubergang konnte auf die sogenannte "Selbstoxidation", wie sie fiir den iso-
lierten FeMo-Cofaktor beobachtet wurde [ScGh85], zuriickgefiihrt werden. Fiir den isolier-
ten Cofaktor wird davon ausgegangen, daf} er durch ein bisher nicht bekanntes Oxidations-
mittel oxidiert und in Gegenwart von Dithionit wieder zuriickreduziert wird. Diese An-
nahme stimmt mit der Beobachtung iiberein, da3 auf Trockeneis gelagerte Proben zwar
einen enzymatisch aktiven FeMo-Cofaktor, aber kein Dithionit mehr enthalten [ScGh85].
Im Gegensatz dazu sind Dithionitproben in Abwesenheit des Cofaktors stabil [Burg90].

Zum anderen konnte ein (s-r) — (ox) -Ubergang auch auf eine Oxidation mit Sauerstoff
zurlickgefiihrt werden [ZiMii78]. Die Reduktion des oxidierten MoFe-Proteins durch Di-
thionit wird als langsamer Prozef beschrieben, fiihrt aber bei chemisch induzierten (s-r) —
(ox) — Ubergingen zu einer vollstindigen Wiederherstellung des charakteristischen S = 3/2
EPR-Signals [SmLo72, SmLa74, ZiMii78]. Die Reversibilitdt dieses Ubergangs konnte
sowohl fiir den isolierten als auch fiir den proteingebundenen Cofaktor nachgewiesen wer-
den [MoZu73, BuSt80, Step85]. Der O,-oxidierte Cofaktor hingegen wird durch Dithionit
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nur teilweise zuriickreduziert [StCr85, NeBu80]. Die irreversible Oxidation mit O, ist dar-
auf zuriickzufiihren, da der Cofaktor in Gegenwart eines starken Oxidationsmittels wie
z.B. O, bis zu zwei Elektronen abgeben kann und nicht mehr in den semi-reduzierten Zu-
stand zuriickreduziert werden kann [WaWa89, WaHu93]. Ein weiterer Hinweis auf eine
mogliche Oxidation des MoFe-Proteins und somit auch des FeMo-Cofaktors ist die Beob-
achtung, daB3 Dithionit in proteinhaltigen Losungen schneller abgebaut wird als in protein-
freien Losungen [EaSm72]. Eine gleichzeitige Existenz dieser beiden Redoxzustinde in
Losungen konnte in '’F-NMR-Experimenten am isolierten FeMo-Cofaktor nachgewiesen
werden [MaSm82, CoBu88].

Die in dieser Arbeit beobachtete Anderung der Mo-Bindungszustinde im FeMo-Cofaktor,
die bei der Zugabe von MgCl, anstelle von Dithionit zum Rohextrakt von A. vinelandii
auftrat (vgl. Kap. 5.3.2), konnte ebenfalls auf die Existenz eines oxidierten MoFe-Proteins
in den untersuchten Proben zuriickgefiihrt werden. Durch die Zugabe von MgCl, wird die
Bildung von O,-toleranten Proteinkomplexen, bestehend aus mehreren MoFe-, Fe- und
Fe/S-Proteinen, bewirkt [HaVe77]. Zu dieser Komplexbildung kommt es jedoch nur, wenn
sich alle drei Proteine im oxidierten Zustand befinden [ScHa83]. Legt man der Anderung
dieses Signals die fiir die isolierten Proteine nachgewiesene Komplexbildung zugrunde, so
bedeutet dies, daBl in diesen Proben ein oxidiertes MoFe-Protein und somit auch ein oxi-
dierter FeMo-Cofaktor vorlag.

6.1.3 Zusammenfassende Interpretation

Die Involvierung des Mo-Atoms in Redoxiiberginge des FeMo-Cofaktors wird in der Lite-
ratur unterschiedlich bewertet. So wurde in Mo-EXAFS-Untersuchungen eine Verkiirzung
der Mo-X-Abstéinde (X = O/N/Fe) fiir den (s-r) — (r) - Ubergang des proteingebundenen
Cofaktors beobachtet und konnte ein Hinweis auf eine Anderung der Oxidationszahl des
Mo-Atoms sein [ChTi95]. Hingegen zeigten Mo-XANES-Messungen (X-Ray Absorption
Near Edge Structure) am isolierten Cofaktor keine Anderung der elektronischen Umge-
bung des Mo-Atoms bei Redoxiibergidngen des Cofaktors [NeCa90, HeFr88]. Aufgrund
dieser Ergebnisse wurde ein redox-inaktives Mo-Atom postuliert [NeCa90] sowie eine
Anderung der Mo-Oxidationszahl bei Redoxﬁbergﬁngen des Cofaktors ausgeschlossen
[HeFr88]. *>Mo-ENDOR- [VeNe86] und ****Mo-EPR-Untersuchungen [GeBa89] zeigten
andererseits, dal das Mo-Atom in das S = 3/2 Spin-System des FeMo-Cofaktors (s-r) in-
volviert ist. Es ist somit sehr wahrscheinlich, dafl ein Redoxiibergang des Cofaktors, der
mit einer Spindnderung des Clusters verbunden ist (vgl. Abb. 6.1), auch zu einer Anderung
der Ladungsdichteverteilung am Kernort des Mo-Atoms fiihrt und in TDPAC-Experi-
menten nachgewiesen werden kann.
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Die teilweise kontroverse Bewertung der Involvierung des Mo-Atoms in Redoxiibergidnge
des Cofaktors ist zum einen darauf zuriickzufiihren, daB unterschiedlich gebundene Cofak-
toren untersucht wurden. So besteht die Moglichkeit, daB der proteingebundene Cofaktor
andere Redoxeigenschaften zeigt als der isolierte Cofaktor. Zum anderen ist auch grund-
sitzlich die Sensitivitit der jeweiligen Methode fiir den Nachweis von Anderungen der
Ladungsdichteverteilung zu berticksichtigen. Da bei der Beobachtung von gestdrten Y-Y-
Winkelkorrelationen die Grofle und Symmetrie von elektrischen Feldgradienten bestimmt
wird, ist diese Methode extrem sensitiv auf lokale Anderungen der Ladungsdichtevertei-
lung in der Umgebung des Sondenatoms. Anderungen der Oxidationszahl sowie der An-
ordnung der Liganden fiihren zu einer Anderung des elektrischen Feldgradienten und kén-
nen somit eindeutig nachgewiesen werden. Da die in dieser Arbeit beobachteten Bindungs-
zustinde des Mo-Atoms im FeMo-Cofaktor nur in Verbindung mit zwei Redoxzusténden
erkldrt werden konnen, ist aus den TDPAC-Ergebnissen zu folgern, da das Mo-Atom in
Redoxiibergénge des proteingebundenen Cofaktors involviert ist.

Anhand der vorliegenden TDPAC-Ergebnisse konnte allerdings nicht zweifelsfrei geklart
werden, welcher Redoxzustand des Cofaktors den gemessenen Bindungszustinden zuzu-
ordnen ist. Diese Einschrinkung ist nicht auf die TDPAC-Methode zuriickzufiithren, son-
dern liegt in der Komplexitét des Enzymsystems und der damit verbundenen Problematik
in der Prdparation von definierten Zustéinden des FeMo-Cofaktors begriindet. Fiir den
(s-r) = (0x) - Ubergang konnten weder EXAFS- noch XANES-Messungen eine elektro-
nische Anderung am Mo-Atom nachweisen. Hingegen wurde in EXAFS-Messungen eine
Anderung der Mo-Umgebung fiir den (s-r) — (r) -Ubergang beobachtet. Die bei den
EXAFS-Untersuchungen beobachtete Anderung der Atomabstinde kénnte die in der vor-
liegenden Arbeit gemessenen Feldgradienten fiir die Mo-Bindung im FeMo-Cofaktor erkld-
ren. Desweiteren zeigen auch die aus den TDPAC-Messungen bestimmten Anteile der Mo-
Atome in den jeweiligen Bindungszustinden eine gute Ubereinstimmung mit den Anteilen
der Cofaktoren im Ej- und E;-Zustand, die bei einem verminderten Elektronenflufl zum
MoFe-Protein beobachtet wurden. Aufgrund dieser Ergebnisse erscheint die Charakterisie-
rung der Mo-Bindung im semi-reduzierten Cofaktor durch eine Quadrupolkopplungskon-
stante von etwa 70 MHz und der Mo-Bindung im reduzierten Cofaktor durch eine Quadru-
polkopplungskonstante von Null als sinnvoll.
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6.2 Charakterisierung der Mo-Bindungszustinde im Mo-Speicherpro-
tein von A. vinelandii

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Bindung von Molybddn am Speicherprotein von
A. vinelandii mit einem Vv, von etwa 180 MHz (Tabelle 6.2) beschrieben. Die aus Messun-
gen am isolierten Speicherprotein und an intakten Zellen bestimmten Quadrupolparameter
fiir die Mo-Bindung am Speicherprotein zeigen eine gute Ubereinstimmung mit den von
Mottner et al. [MoBu93] veréffentlichten Quadrupolparametern aus Messungen an NHj-
Zellen von A. vinelandii (Tabelle 6.2). Mottner et al. beobachteten eine Quadrupolkopp-
lungskonstante v, =186 MHz und einen Asymmetrieparameter 7)=0.25. Simulationen
von R(t)-Spektren, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, zeigen jedoch, daf
bei dieser Frequenz eine Unterscheidung zwischen 11=0 und 1 =0.25 nicht moglich ist
(vgl. Anhang D). Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit der Asymmetrieparameter bei
der Anpassung der Modellfunktion an die MeB3daten auf Null festgehalten.

Tabelle 6.2: Quadrupolparameter der Mo-Bindungszustinde im Mo-Spei-
cherprotein von A. vinelandii.

Mo-Speicherprotein Anteil [%] v, [MHz] R, [%] n
isoliert 60+ 6 178 4 40t6 0"
NH; -Zellen 62+ 3 181+ 3 38+3 0’
NH;-Zellen [MoBu93] ™" 81+2 186 + 14 19+2 |0.25%0.07

Dieser Wert wurde bei der Bestimmung der Quadrupolparameter durch die Modellfunktion festgehalten.
** Um einen Vergleich der Meflergebnisse zu erméglichen, wurde aus der von Mottner et al. angegebenen

Ubergangsfrequenz o, und dem Asymmetrieparameter 7] die Quadrupolkopplungskonstante v, berechnet.

Wie bereits in Kap. 5.2 dargestellt, konnten nicht alle gemessenen Spektren mit der An-
nahme eines Mo-Bindungsplatzes hinreichend gut beschrieben werden. Héaufig wurde die
Beschreibung der Mef3daten durch die Beriicksichtigung eines weiteren Bindungszustandes
verbessert. Eine einheitliche Beschreibung aller Proben war allerdings nicht méglich. Ein
dhnliches Verhalten bei der Bestimmung der Quadrupolparameter wurde auch fiir neutro-
nenaktivierte Ammoniumparamolybdatproben ((NH,)sMo,0,, 4H,0) beobachtet, die im
Rahmen von Voruntersuchungen mit der TDPAC-Methode gemessen wurden (Abb. 6.3).
Kristallographische Untersuchungen zur Struktur des Paramolybdations [Mo7024]6‘ erga-
ben sieben unterschiedliche Mo-Bindungsplitze [EvGa75]. Prinzipiell konnen die sieben
Bindungsplitze durch drei Mo-Bindungskonfigurationen im Verhiltnis 4 : 2 : 1 beschrie-
ben werden [EvGa75]. Allerdings wird eine optimale Anpassung der Modellfunktion be-
reits bei der Annahme von zwei Mo-Bindungskonfigurationen erreicht [Reis94]. Bei der
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Annahme einer einzigen Bindungskonfiguration kann die Mo-Bindung in Ammoniumpa-
ramolybdat (APM) fiir alle Messungen einheitlich mit einem v, von etwa 200 MHz be-
schrieben werden (Abb. 6.3). Bei der Beschreibung der Daten mit zwei unterschiedlichen
Bindungskonfigurationen wurde bei den APM-Proben analog zum Mo-Speicherprotein
eine starke Streuung der Quadrupolfrequenzen beobachtet. Dies ist darauf zuriickzufiihren,
dal mehrere unterschiedliche Bindungszustinde bei einer Beobachtung von weniger als
einer Schwingungsperiode nur bedingt aufgelost werden kdnnen und in Abhéngigkeit von
der Zihlratenstatistik stark unterschiedliche Frequenzen bzw. Amplitudenverhiltnisse lie-
fern.

Ein Vergleich der Messungen am Mo-Speicherprotein von A. vinelandii mit den APM-
Messungen 146t somit die Vermutung zu, da Molybdén auch am Mo-Speicherprotein in
unterschiedlichen Bindungskonfigurationen gebunden wird. Es scheint sehr wahrschein-
lich, da3 Molybdén, wie bereits von Pope und Miiller vermutet [PoMii91], in Form eines
Polymolybdatkerns gebunden wird und die Abgabe von Molybdin iiber eine Anderung des
pH-Wertes gesteuert werden kann. Die schwache Bindung von Molybdén am Speicherpro-
tein wird durch die Abgabe von Molybdat (MoOﬁ’) bei der Isolierung des Speicherproteins
deutlich.

1 M 1 * 1 M I M T M v ] M L

I APM 1 APM
(1 Bindungszustand) (2 Bindungszusténde)

R()

0.00

-0.05

R@) | Speicherprotein l Speicherprotein 1
(1 Bindungszustand) l (2 Bindungszustiinde) ‘
0.00

-0.05
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Abb. 6.3: R(t)-Spektren und angepaBte Modellfunktionen einer neutronenakti-
vierten Ammoniumparamolybdatprobe (APM) sowie von NHj-
Zellen von A. vinelandii, die als einziges Mo-Bindungssystem das
Mo-Speicherprotein aufweisen. Die Modellfunktionen wurden unter
der Annahme von einem bzw. zwei Bindungszustéinden angepalt.
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6.3 Nachweis weiterer Mo-Bindungssysteme in R. capsulatus

Die DEAE-Séulenchromatographie des Rohextraktes von R. capsulatus ergab zusitzlich
zum erwarteten MoFe-Proteinpeak (280 - 350 mM NaCl) einen weiteren deutlichen Mo-
Peak im Bereich von 100 mM NaCl (Abb. 5.5). Dieser Peak wurde sowohl bei der Frak-
tionierung von NH}-Zellen als auch bei der Fraktionierung von Nitrogenase-dere-
primierten Zellen (-NHj) gefunden. Die Mo-Bindungszustinde in den 100 mM NaCl-
Fraktionen konnen fiir Nitrogenase-reprimierte und -dereprimierte Zellen einheitlich be-
schrieben werden, weisen aber eine grofle Frequenzverteilung und somit einen uneinheit-
lichen Bindungszustand auf (6 <40 %). Die Messungen an intakten NHj-Zellen zeigen
dagegen einen definierten Mo-Bindungszustand. Dieses Verhalten weist eine Analogie zur
Bindung von Molybdén am Speicherprotein von A. vinelandii auf. Auch hier wurde bei
Messungen an NH; -Zellen ein definierter Mo-Bindungszustand nachgewiesen. Eine Isolie-
rung des Proteins an DEAE-Sephacel fiihrte jedoch zu einer Mo-Abgabe in Form von nie-
dermolekularem Molybdat (MoO?%"). Ein Mo-Speicherprotein ist fiir R. capsulatus bisher
nicht entdeckt worden. Doch konnten in Genanalysen zwei Mo-bindende Proteine (MopA
und MopB) sowie ein Molybdéntransportsystem, das aus vier Proteinen (ModA, B, C, D)
besteht, nachgewiesen werden [WaAn93]. Die Mop-Proteine zeigen in bezug auf ihre
Aminossuresequenzen eine groe Ahnlichkeit zu den niedermolekularen Molybdén-Pterin-
Bindungsproteinen in Clostridium pasteurianum und sind weder in den Molybdéntransport
noch in die Synthese des FeMo-Cofaktors involviert [WaAn93]. Die ModABCD-Proteine
hingegen gehoren zu einem spezifischen Mo-Transportsystem [WaAn93].

Ein Vergleich der Mo-Bindungsproteine von C. pasteurianum und R. capsulatus zeigt, daf
in beiden Bakterienstimmen zwei dominante Mo-Bindungssysteme voneinander getrennt
werden konnen. In C. pasteurianum sind dies das MoFe-Protein der Nitrogenase und das
sogenannte Mo-Bindungs-Speicherprotein (MoB-SP) [EIMo77]. Dieses MoB-SP wurde in
drei niedermolekularen Varianten eluiert [HiMo85b], die spéter die Bezeichnungen Mopl,
II, T erhielten. Die Varianten unterscheiden sich in bezug auf Ladung und Menge des ge-
bundenen Molybdins [HiMo85a]. Das DEAE-Elutionsverhalten der Mop-Proteine von
C. pasteurianum zeigt analog zu den in dieser Arbeit bei R. capsulatus gefundenen Mo-
Spezies eine Molybdénverteilung in einem Konzentrationsbereich von 30 - 115 mM NaCl
[HiMo85a] bzw. 80 - 130 mM NaCl [HiMe86]. Kutsche et al. beobachteten jedoch eine
Bildung der Mop-Proteine bei R. capsulatus nur unter Stickstoff-fixierenden Bedingungen
[KuLe96]. Allerdings konnte von Hinton und Mortenson an NH}-Zellen von C. pasteuria-
num gezeigt werden, daf} ab einer bestimmten Zelldichte verstirkt Molybdén aufgenommen
und in alle Mo-bindenden Proteine eingebaut wird [HiMo85b]. Desweiteren wurde von
ihnen beobachtet, dal bei einer Abnahme der NHZ-Konzentration im Nahrmedium die
Mop-Proteine vor den Mo-Enzymen gebildet werden. Da jedoch bei den in dieser Arbeit
untersuchten Nitrogenase-reprimierten Zellen von R. capsulatus bei 280 mM NaCl (MoFe-
Protein) eine geringe Mo-Konzentration nachgewiesen werden konnte, muf3 davon ausge-
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gangen werden, daB zum Zeitpunkt der Zellernte die NHj-Konzentration im Nihrmedium
bereits so weit abgenommen hatte, da3 das Enzymsystem der Nitrogenase und somit auch
die Mop-Proteine gebildet wurden. Die Mo-Spezies im Elutionsbereich von 100 mM NaCl
wurden daher analog zu C. pasteurianum den Mop-Proteinen zugeordnet.

Zusitzlich zum Mo-Peak bei 100 mM NaCl zeigt das Elutionsprofil der Nitrogenase-
dereprimierten Zellen (-NH}) eine "Mo-Schulter" bei 50 mM NaCl und einen Mo-Peak bei
0mM NaCl (Abb. 5.5). Die im Vorlauf der Sédulenchromatographie gefundenen Mo-
Spezies konnen dem Transportsystem ModABCD von R. capsulatus zugeordnet werden.
Da die Proteine ModABCD zu einem spezifischen Transportsystem gehdren und direkt an
der Bildung des FeMo-Cofaktors beteiligt-sind, treten sie erst bei einer vollstidndigen Ex-
pression der Nitrogenase auf und konnen deshalb nur unter Stickstoff-fixierenden Bedin-
gungen nachgewiesen werden. Die modB- und modC-Gene zeigen einen hohen Grad an
Homologie zu den chlJ- und chlID-Genen in Escherichia coli [WaAn93]. Fiir die durch
diese Gene codierten Proteine wird eine Membranbindung angenommen [JoHi87]. Sie
werden nicht an DEAE-Sephacel gebunden und kénnen somit den Mo-Peak im DEAE-
Elutionsprofil der Nitrogenase-dereprimierten Zellen erkldren. ModA hingegen zeigt keine
Homologie zu bekannten Sequenzen und konnte ein periplasmatisches Bindungsprotein
sein [WaAn93]. Auch bei modD liegt keine Homologie zu bekannten Genen vor. Somit
konnte die "Mo-Schulter” im Elutionsprofil der Nitrogenase-dereprimierten Zellen von
R. capsulatus bei 50 mM NaCl auf diese Proteine zuriickgefiihrt werden. Aufgrund der
geringen Menge an gebundenem Molybdén war eine Untersuchung dieser Proteine mit der
TDPAC-Methode jedoch nicht moglich.
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6.4 Zuordnung von Bindungszustinden durch die Berechnung elektri-
scher Feldgradienten

Die in TDPAC-Experimenten bestimmten Quadrupolparameter erlauben eine Charakteri-
sierung unterschiedlicher Bindungszustinde des Sondenatoms. Liegen in einer Probe je-
doch mehrere Zustéinde mit unbekannten Quadrupolparametern vor, so ist es fiir eine ein-
deutige Zuordnung der gemessenen Parameter notwendig, diese Zustinde zu trennen und
einzeln zu charakterisieren. Ist eine biochemische Trennung nicht moglich, so bietet sich
neben der experimentellen Bestimmung von Gréfle und Symmetrie der Feldgradienten die
Berechnung dieser Gréflen an. Ein Vergleich der theoretisch bestimmten Feldgradienten
mit den experimentell gemessenen Grofien bietet prinzipiell die Moglichkeit, die gemesse-
nen Bindungszustéinde den berechneten Feldgradienten zuzuordnen und Strukturmodelle zu
iberpriifen. Eine verléBliche Methode zur Berechnung von Feldgradienten in Biomolekii-
len existiert gegenwirtig noch nicht, allerdings wurden kiirzlich Fortschritte bei der Be-
rechnung von Feldgradienten in Festkorpern erzielt. So konnten z.B. liber einen Vergleich
von TDPAC-Messungen mit berechneten elektrischen Feldgradienten die Kernquadrupol-
momente von >'Fe, 7’Se und '®Ru bestimmt werden [BIDu96]. Zur Berechnung der Feld-
gradienten wurde der sog. Dichtefunktionalformalismus verwendet. Da mithilfe dieses
Formalismus prinzipiell auch die Berechnung von Feldgradienten in Biomolekiilen méog-
lich ist, soll der Dichtefunktionalformalismus kurz skizziert werden.

Die allgemeine Aufgabe bei der Behandlung von Systemen mit vielen Elektronen besteht
darin, die Gesamtenergie sowie die Elektronendichte in einem gegebenen dufleren Potential
- hier dem Coulombpotential der Kerne - zu bestimmen. Mit traditionellen ab initio-
Methoden, wie der Hartree-Fock- oder der Thomas-Fermi-Methode, lassen sich nur Syste-
me mit wenigen Atomen berechnen. Ein effizientes und genaues Schema zur Berechnung
der Grundzustandsenergie von Vielteilchensystemen ergibt sich aus dem Dichtefunktional-
formalismus von Hohenberg, Kohn und Sham [HoKo64, KoSh65], der 1979 von Levy
verallgemeinert wurde [Levy79].

Die Gesamtenergie des Systems E, [p] setzt sich aus den Beitridgen der kinetischen Energie
T[p], der potentiellen Energie U[p] und der nicht-klassischen Austauschenergie E, [p]
zusammen:

E|[p]=T[p]+U[p]+E,[p] 6.1)

Fiir ein gegebenes dufleres Potential wird die Gesamtenergie bei der exakten Grundzu-
standsdichte minimal. Durch ein selbstkonsistentes Verfahren 148t sich die Grundzu-
standsenergie eines Systems aus Ionen und Elektronen berechnen, ohne daf} die Vielteil-
chenwellenfunktion bestimmt werden muf3. Alle Grundzustandseigenschaften des Systems,
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wie z.B. elektrostatische Potentiale, werden somit allein durch die Elektronendichte p(F)
vollstandig bestimmt, d.h. sie sind Funktionale der Dichtefunktion p(¥).

Zur Beschreibung der Austauschenergie E, . [p] sind Niherungen notwendig, die physika-
lisch plausibel und numerisch handlich, jedoch nicht aus fundamentalen Prinzipien herge-
leitet sind, wobei deren Giite durch einen Vergleich mit theoretischen und experimentellen
Informationen getestet werden muf3 [Jone84]. Eine einfache und zugleich genaue Néherung
ist die lokale Dichteniherung (LDA, Local Density Approximation), die auf den bekannten
Austauschkorrelationsenergien eines homogenen Elektronengases basiert [HeLu71, Pe-
Wa92]. Da die Austauschkorrelation am Ort 7 nicht nur von der Dichte an diesem Ort,
sondern auch von den Dichten an benachbarten Orten 7 abhéngt, miissen in einem weite-
ren Schritt nichtlokale Effekte berticksichtigt werden. Dies kann durch eine Bestimmung
der Elektronendichtegradienten erreicht werden [LaAn91]. Der wesentliche Unterschied
bei der Berechnung von elektrischen Feldgradienten in Festkorpern und Molekiilen liegt in
der Wahl der Basissitze, d.h. in den Funktionen, die zur Darstellung von Orbitalen dienen.
So kann zur Bestimmung der Basissétze bei Berechnungen von elektrischen Feldgradienten
in Festkorpern die Periodizitdt und die Bandstruktur des Festkorpers genutzt werden
[WiKr81, Sing94]. Bei der Berechnung von Feldgradienten in Molekiilen haben sich Gauf3-
funktionen, durch GaufB3funktionen approximierte Slaterfunktionen und numerische Basis-
sidtze als Basisfunktionen fiir quantenmechanische Rechnungen bewihrt [PrMii90]. Die
Giite der Rechnung wird im wesentlichen durch die Wahl der Basissdtze und die Aus-
tauschkorrelationsenergie bestimmt.

Der Vorteil der hier kurz skizzierten Methode zeigt sich insbesondere bei der Behandlung
von Systemen mit den fiir biologische Vorgénge relevanten Ubergangsmetallen. Die Be-
rechnung von molekularen Geometrien, die {iblicherweise mit Hartree-Fock-Methoden gut
durchgefiihrt werden konnen, ist bei Systemen mit Ubergangsmetallen nur bedingt még-
lich. Diese Systeme konnen hingegen sehr gut mit der Dichtefunktionalmethode behandelt
werden [SoAn92]. Da sich der Dichtefunktionalformalismus bei der Berechnung in Fest-
korpern [BIDu96] und auch bei der Strukturbestimmung von kleinen Systemen mit Uber-
gangsmetallen bewéhrt hat [SoAn92], ist anzunehmen, dafl der Einsatz dieser Methode
kiinftig auch auf die Berechnung von Feldgradienten in Biomolekiilen erweitert werden
kann. Erste Ansdtze zur theoretischen Strukturbestimmung und zur Beschreibung der
Substratreduktion am FeMo-Cofaktor sind bereits durchgefiihrt worden und haben gezeigt,
dafl der Dichtefunktionalformalismus prinzipiell auf Biomolekiile anwendbar ist [Danc94].
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7. Zusammenfassung und Ausblick

Die Untersuchung von Metallproteinen ist ein interdisziplinidres Arbeitsgebiet, auf dem
Physiker, Chemiker und Biologen tidtig sind. Das in dieser Arbeit untersuchte Metallpro-
tein, das MoFe-Protein, ist Bestandteil des Enzymsystems der Nitrogenase. Die Nitrogena-
se gehort zu den Molybddnenzymen und katalysiert die biologische Reduktion von moleku-
larem Stickstoff zu Ammoniak. Die Bindung von N, erfolgt am Eisen-Molybdin-Cofaktor
(FeMo-Cofaktor) der Nitrogenase, einem komplexen Metallcluster mit einem Mo-Bin-
dungsplatz. Da es bisher nicht gelungen ist, Rontgenstrukturuntersuchungen am isolierten
FeMo-Cofaktor durchzufiihren, ist man bei der Untersuchung des katalytisch aktiven Zen-
trums der Nitrogenase auf einen Vergleich der Ergebnisse unterschiedlicher spek-
troskopischer Methoden angewiesen. Erst die globale Betrachtung der Ergebnisse erdffnet
die Moglichkeit zur Entwicklung von Strukturmodellen und zum Verstdndnis der katalyti-
schen Prozesse.

Zie] dieser Arbeit war die Untersuchung der Mo-Bindungszustinde im FeMo-Cofaktor der
Nitrogenase verschiedener Stickstoff-fixierender Bakterien. Die Untersuchungen fanden
mithilfe der Methode der zeitdifferentiellen Beobachtung von gestorten 7y-y-Winkel-
korrelationen (TDPAC-Technik) statt, wobei als Sondenisotop Molybddn-99 verwendet
wurde. *Mo wurde von den Bakterien analog zum natiirlichen Molybdin aufgenommen
und in den FeMo-Cofaktor sowie in andere Mo-bindende Proteine eingebaut. Durch die
Beobachtung der Hyperfeinwechselwirkung zwischen dem Kernquadrupolmoment des
Sondenkerns und dem elektrischen Feldgradienten am Kernort des Sondenatoms war es
moglich, unterschiedliche Mo-Bindungssysteme in den Bakterien nachzuweisen und an-
hand der gemessenen Feldgradienten zu charakterisieren. Aufgrund der Empfindlichkeit
der Methode konnten weiterhin Anderungen der Ladungsdichteverteilung, wie sie bei Re-
doxprozessen vorkommen, beobachtet werden.

Die TDPAC-Messungen wurden an Stimmen der Stickstoff-fixierenden Bakterien R. cap-
sulatus, A. vinelandii und K. oxitoca (friilher: K. pneumoniae) durchgefiihrt. Unabhingig
vom Bakterienstamm konnten sowohl in Zellen mit einem vollstdndig ausgebildeten En-
zymsystem als auch in gereinigten MoFe-Proteinen zwei definierte Mo-Bindungszusténde
(Vo =70 MHz und v, = 0 MHz) nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu einer friiheren
TDPAC-Untersuchung, bei der ein deutlich groferer Feldgradient beobachtet wurde
[MoBu93], konnte in der vorliegenden Arbeit durch den Nachweis der enzymatischen Ak-
tivitdt gezeigt werden, dafl die gemessenen Bindungszustdnde der Mo-Bindung im intakten
FeMo-Cofaktor zuzuordnen sind.

Durch einen Vergleich der Ergebnisse dieser Arbeit mit den Resultaten anderer Methoden

wurden die beobachteten Mo-Bindungszusténde auf zwei unterschiedliche Redoxzusténde
des FeMo-Cofaktors zurlickgefiihrt. Es konnte jedoch nicht eindeutig gekléart werden, wel-
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che Redoxzustinde den Bindungszustinden zuzuordnen sind. Diese Einschrdnkung ist
nicht durch die TDPAC-Methode bedingt, sondern auf die Problematik der Priparation von
definierten Zustinden des FeMo-Cofaktors zuriickzufiihren.

Neben den Mo-Bindungszustinden im FeMo-Cofaktor der Nitrogenase wurden in den
Bakterien weitere Mo-Bindungssysteme nachgewiesen. So konnten das Mo-Speicher-
protein von A. vinelandii mittels G-25 Sephadex gereinigt und die Mo-Bindungszustinde
anhand der gemessenen Quadrupolparameter charakterisiert werden. Ein Vergleich der
TDPAC-Untersuchungen am Mo-Speicherprotein mit Messungen an neutronenaktivierten
Ammoniumparamolybdatproben verstirkte die Annahme, da3 Molybdédn in Form eines
Polymolybdatkerns an das Protein gebunden wird [PoMii91]. Auf diese Weise gebundenes
Molybdin kénnte leicht tiber eine Anderung des pH-Wertes abgegeben werden [PoMii91]
und somit die beobachtete MoO} -Abgabe bei der Isolierung an DEAE-Sephacel erkliren.

Auch in Zellen von R. capsulatus wurden neben der Mo-Bindung im FeMo-Cofaktor wei-
tere Mo-Bindungssysteme nachgewiesen. Aus Genanalysen ist bekannt, daB R. capsulatus
zwei Mo-bindende Proteine (Mop-Proteine) und ein aus vier Proteinen bestehendes Mo-
Transportsystem (ModABCD) besitzt. Die Mop-Proteine weisen hinsichtlich der Ami-
nosiuresequenzen eine grole Homologie zu den Mop-Proteinen von C. pasteurianum auf
[WaAn93]. Da die Elution der Mop-Proteine von C. pasteurianum in einem Konzentra-
tionsbereich von 30 - 130 mM NaCl erfolgte [HiMo85a, HiMe86], wurden auch die in die-
ser Arbeit bei 100 mM NaCl eluierten Mo-bindenden Proteine von R. capsulatus den Mop-
Proteinen zugeordnet. TDPAC-Messungen dieser Proteinfraktionen ergaben jedoch keinen
einheitlichen Mo-Bindungszustand. Die Proteine ModA, B, C, D gehoren zu einem spezi-
fischen Transportsystem [WaAn93]. Sie wurden im Gegensatz zu den Mop-Proteinen nur
in Nitrogenase-dereprimierten Zellen nachgewiesen. Aufgrund eines zu geringen Anteils an
gebundenem Molybdén konnten sie jedoch nicht mit der TDPAC-Methode gemessen wer-
den.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daf3 die TDPAC-Technik zur Charakteri-
sierung von Mo-Bindungszustdnden in Bakterien geeignet ist. Die vorliegenden Ergebnisse
bilden eine Grundlage fiir weitere Untersuchungen am FeMo-Cofaktor der Nitrogenase.
Ziel weiterfiihrender Arbeiten sollte eine biochemische Trennung der beobachteten Mo-
Bindungszustidnde des Cofaktors sein. Die isolierten Zustidnde konnten dann in wohldefi-
nierte Redoxzustédnde tiberfiihrt und anhand der gemessenen Quadrupolparameter eindeutig
charakterisiert werden. Da die TDPAC-Technik die Untersuchung biologischer Proben
unter physiologischen Bedingungen erlaubt, kénnten dann die zuvor charakterisierten Re-
doxzustinde dazu dienen, das Redoxverhalten des Cofaktors wiahrend der Substratreduk-
tion zu studieren. Parallel zu den experimentellen Arbeiten sollte jedoch auch die theore-
tische Bestimmung von elektrischen Feldgradienten in Biomolekiilen weiter verfolgt wer-
den. Ein Vergleich der berechneten Feldgradienten mit den in dieser Arbeit experimentell
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bestimmten GroBen konnte dann einer Uberpriifung des gegenwiirtig existierenden Modells
des FeMo-Cofaktors der Nitrogenase dienen.
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Anhang A: EinfluB der Frequenzverteilung 6 beim Nachweis
von Bindungszustinden ’

Die in dieser Arbeit bestimmten physikalischen Grofen, die Quadrupolparameter, sind der
Beobachtung nicht direkt zugénglich, sondern werden indirekt iiber die Anpassung einer
Modellfunktion an das gemessene R(z)-Verhéltnis bestimmt. Zur Bestimmung der Quadru-
polparameter wurde die Methode der kleinsten Fehlerquadrate von Gaufl (LSFIT) verwen-
det, die auf der Bedingung basiert, dal die Summe der quadratischen Abweichungen der |
Mefpunkte von der theoretischen Anpassungsfunktion minimal sein soll. Die so ermittel-
ten Parameter sind Erwartungswerte der wahren Werte. Die berechneten Fehler der Qua-
drupolparameter beinhalten nur statistische Fehler. Die Giite der Anpassung berechnet sich
aus der Summe der quadratischen Abweichungen des gemessenen Zihlratenverhéltnisses
R®?(t,) von der theoretischen Anpassungsfunktion R™(t,), normiert auf die Zahl der unab-
hingigen Parameter (Anzahl der Mepunkte (N) und Anzahl der freien Parameter (N,)):

{Rth(ti) _ Rexp (ti)}z
{N=-Np}R? (1)

i=1

Da bei Feldgradienten im Bereich von v, =70 MHz nur ein Anstieg der MeBpunkte im
Zeitspektrum beobachtet wird, stellte sich die Frage, ob eine Unterscheidung zwischen
einem Bindungszustand mit einem einheitlichen elektrischen Feldgradienten (6 = 0 %) und
einem Zustand mit einem uneinheitlichen Feldgradienten méglich ist. Im Fall eines unein-
heitlichen Feldgradienten ist das Signal des wohldefinierten Bindungszustandes (Cosinus-
Funktion) zusitzlich mit einer Exponentialfunktion gefaltet. Simulationen haben gezeigt,
daB mithilfe des x2;,-Wertes zwischen diesen beiden Bindungszustinden unterschieden
werden kann. Die Ergebnisse dieser Simulationen sollen im folgenden kurz dargestellt
werden.

In Abb. Al ist die Verteilung der Anpassungsgiite %> als Funktion der Quadrupolkopp-
lungskonstante dargestellt. Die durchgezogene Linie verbindet die x*-Werte und soll den
Verlauf der Datenpunkte verdeutlichen. Abb. Al (oben) zeigt die Verteilung der x*-Werte
fiir zwei simulierte Spektren, die hinsichtlich der Quadrupolparameter und der Zéhlraten-
statistik den untersuchten MeB3proben entsprechen. Ein Spektrum wurde ohne Frequenzver-
teilung simuliert (8 = 0 %), das zweite Spektrum weist ein 8 von 20 % auf (Tabelle Al).
Die Simulationsparameter wurden so gewihlt, dafl die Anpassung der Modellfunktion bei
der Annahme von definierten Bindungszustidnden (6 =0 %) fiir beide Simulationen ver-
gleichbare Quadrupolparameter liefert (Tabelle A2). Die iiber den LSFIT bestimmten Pa-
rameter entsprechen den Werten, die fiir die Mo-Bindung im FeMo-Cofaktor bestimmt
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wurden. Fiir die Anpassung einer Modellfunktion ohne Frequenzverteilung weist die Ver-
teilung der Anpassungsgiite x> fiir beide Simulationen ein Minimum auf. Wird hingegen
beim LSFIT der Parameter & freigegeben, also eine mogliche Frequenzverteilung bertick-
sichtigt, so findet man bei der Auswertung beider Spektren kein eindeutiges Minimum in
der Verteilung der y*-Werte. Allerdings wird beim LSFIT des mit einem & von 20 % simu-
lierten Spektrums eine signifikante Abnahme des 2, -Wertes ()%, =0.7) im Vergleich
zur Anpassung mit 8 =0 % (x>, = 1.0) beobachtet. Fiir das simulierte Spektrum mit
8 =0 % konnte durch die Freigabe des Parameters & beim LSFIT keine Verbesserung der
Anpassung erreicht werden.

Tabelle Al: Simulationsparameter der R(t)-Spektren.

Parameter Simulation mit 8=0 % Simulation mit 6 = 20 %
Ry: 45 % 15 %

Anteil: 55 % 85 %

V! 70 MHz 55 MHz

Tabelle A2: Die iiber den LSFIT bestimmten Quadrupolparameter der simu-
lierten R(?)-Spektren.

Parameter LSFIT fiir die LSFIT fiir die

Simulation mit 8 =0 % Simulation mit & = 20 %
Ry 44+4 % 2118 % 3715 % 0 fest
Anteil: 56t4 % 79+20 % 63+5% 100 %
Vy: 72+ 5 MHz 53+ 14 MHz 69 + 5 MHz 44 + 2 MHz
o: 0 fest 2610 % 0 fest 378 %
x> 0.7 0.7 1.0 0.7

Werden die aus den Simulationen gewonnenen Erkenntnisse auf die untersuchten Mefpro-
ben angewendet, so kann anhand des x2,,-Wertes entschieden werden, ob ein spezifisch
gebundener Sondenkern vorliegt oder das Mef3signal auf eine unspezifische Bindung zu-
riickzufiihren ist. In Abb. A1 (Mitte und unten) ist ein Vergleich der minimalen x*-Werte
bei einer Variation der Quadrupolkopplungskonstanten exemplarisch am Beispiel ver-

schiedener Proben von R. capsulatus dargestelit. Die Bindung von Molybdidn im MoFe-
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Protein der Nitrogenase wird durch die Annahme von zwei spezifischen Bindungszustin-
den (v, = 70 MHz und v, = 0 MHz) hinreichend gut beschrieben, wobei der relative Anteil
der Atome im Bindungszustand v, =0 MHz durch den Parameter R, beschrieben wird.
Dieses gilt fiir den gesamten Temperaturbereich von -20°C bis +40°C. Anders verhilt es
sich bei Messungen an intakten Nitrogenase-dereprimierten Zellen. Hier fiihrt die Bertick-
sichtigung einer Frequenzvcrteiiung zu einer signifikanten Verbesserung des szjn -Wertes
und ist somit als Hinweis auf eine unspezifische Bindung des Sondenkerns bzw. eine
Uberlagerung der TDPAC-Signale mehrerer Bindungszusténde zu werten. Die NH}-Zellen
hingegen konnen wiederum allein durch die Annahme wohldefinierter Bindungszustinde
beschrieben werden.
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Simulation mit Vo = 70 MHz, 6=0 %

Simulation mit Vo = 50 MHz, 6 =20 %
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Abb. Al: Anpassungsgiite x> als Funktion der Quadrupolkopplungskonstan-
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Anhang B: Test der Parametersignifikanz

Wird eine 5 %-Abweichung von der idealen Anpassungsgiite als signifikant bewertet, so
kann aus der Darstellung der Anpassungsgiite als Funktion der Quadrupolparameter die
relative Breite der Verteilung bestimmt werden. In den nachfolgenden Abbildungen ist die
x2-Abhingigkeit fiir simulierte R(#)-Verhltnisse mit und ohne Frequenzverteilung exem-
plarisch dargestellt. Die eingezeichneten Kurven der x>-Abhingigkeit verbinden die Da-
tenpunkte und sollen der Augenfilhrung dienen. Dargestellt sind weiterhin das
105 % - x> -Niveau, das zur Fehlerabschitzung der jeweiligen Quadrupolparameter dient,
und die anhand dieser Fehlerabschitzung bestimmte obere und untere Grenze der korrelier-
ten Parameter. Zu jeder Verteilung der Anpassungsgiite x> wird die Variation der iibrigen
Quadrupolparameter im gesamten Variationsbereich dargestellt. Die simulierten Spektren
sind beziiglich der Zihlratenstatistik und der Simulationsparameter (R,=45 %, An-
teil =55 %, v, =70 MHz) reprisentativ fiir die Mo-Bindung im FeMo-Cofaktor der Nitro-
genase. Die Simulationsparameter, die Breite der Verteilung, die liber den LSFIT bestimm-
ten Werte der simulierten Quadrupolparameter und die Anderung der jeweils korrelierten
Parameter sind in der Tabelle B1 fiir die Simulation ohne Frequenzverteilung und in der
Tabelle B2 fiir die Simulation mit einer Frequenzverteilung von 20 % angegeben.

Tabelle B1: Parametervariation als Funktion eines Quadrupolparameters fiir
ein simuliertes Spektrum mit v, = 70 MHz und & = 0.

Parameter | Simulations- | Breite der Vertei- LSFIT Anderung der korre-

wert lung lierten Parameter
Anteil: 55 % 51...62 % 56+4 % 66...77 MHz
Vo 70 MHz 65...79 MHz 72 +5 MHz 52..62 %

Das ohne eine Frequenzverteilung simulierte R(z)-Verhiltnis zeigt eine absolute Breite der
x*-Abhingigkeit von 11 % fiir den Anteil sowie von 14 MHz fiir die Quadrupolkopplungs-
konstante (Abb. B1). Der Variationsbereich der jeweils korrelierten Parameter betrégt in-
nerhalb des 105 % -y, -Niveaus fiir die Quadrupolkopplungskonstante 66...77 MHz bzw.
52...62 % fiir den Anteil. Die so ermittelte Breite der Verteilung entspricht dem Fehler, der
liber die Anpassung der Modellfunktion (LSFIT) bestimmt wurde. Im Bereich des
105 % - x2.. -Niveaus lassen sich auch die jeweils korrelierten Parameter mit einer Ge-

nauigkeit bestimmen, die der Breite der Verteilung entspricht.
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Abb. B1: Anpassungsgiite %* als Funktion des Anteils und der Quadrupol-
kopplungskonstante v, fiir ein simuliertes R()-Spektrum mit
Vo =70 MHz und 8 =0 % sowie die Anderung des jeweils korre-
lierten Parameters. Die Kurve soll den Verlauf der x*-Werte ver-
deutlichen. Die durchgezogene Linie ist das 105 %-Niveau der
Verteilung der Anpassungsgiite %2 und bestimmt die obere und un-
tere Grenze des korrelierten Parameters.

Anders verhilt es sich bei Spektren, die unter der Annahme einer Frequenzverteilung
(6 =20 %) simuliert wurden. Wie in den Abb. B2 und B3 dargestellt, kann fiir das
105 % - x2,,-Niveau nur ein unterer bzw. oberer Grenzwert fiir den Anteil bzw. die Qua-
drupolkopplungskonstante angegeben werden. Dies ist auf die starke Korrelation zwischen
den Parametern zuriickzufiihren. Aufgrund dieser Korrelation konnten auch im LSFIT die
simulierten Quadrupolparameter nicht reproduziert werden. Somit kénnen nur die Bereiche
angegeben werden, in denen die wahren Werte der Parameter liegen. Stellt man die Simu-
lationswerte den im LSFIT bestimmten Werten gegeniiber (Tabelle B2), so liegen sie fiir
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den Anteil an der unteren und fiir die Quadrupolkopplungskonstante an der oberen Grenze
des 105 % - x>, -Intervalls. Fiir die Frequenzverteilung hingegen bestimmt das
105 % - x%,;-Niveau sowohl einen oberen als auch einen unteren Grenzwert (Abb. B4).
Allerdings zeigt ein Vergleich mit dem Simulationswert, dal die Frequenzverteilung
grundsitzlich tiberschétzt wird. Auch der im LSFIT ermittelte Wert fiir 6 ist zu groB und
kann nur als Schitzung fiir eine obere Grenze angesehen werden.

Tabelle B2: Parametervariation als Funktion der Quadrupolparameter fiir ein
simuliertes Spektrum mit v,, = 70 MHz und 8 = 20 %.

Parameter | Simulations- | Breite der Vert- LSFIT Anderung der korrelierten Parameter

wert teilung Anteil Vo )
Anteil 55 % 60...100 % 52...100 % - 67.29MHz | 35..93 %
Vo 70 MHz 0..72MHz | 16..69 MHz | 58..100 % - 28...100 %
) 20 % 27..90 % 53..80% 60..79% | 41...67 MHz -
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Abb. B2: Anpassungsgiite % als Funktion des Anteils fiir ein simuliertes
R(r)-Spektrum mit v, =70 MHz und & =20 %. Fiir die Verteilung
der Anpassungsgiite ist die Anderung der korrelierten Parameter
dargestellt. Die Kurve soll den Verlauf der x*-Werte verdeutlichen.
Die durchgezogene Linie ist das 105 %-Niveau der minimalen An-
passungsgiite. Der optimale Bereich der Anpassung beginnt fiir v,

Anteil [%]

an der oberen und fiir & an der unteren Grenze.
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Abb. B3: Anpassungsgiite x* als Funktion der Quadrupolkopplungskonstan-
te vy fiir ein simuliertes R(#)-Spektrum mit v, =70 MHz und
8 =20 %. Fiir die Verteilung der Anpassungsgiite ist die Ande-
rung der korrelierten Parameter dargestellt. Die Kurve soll den
Verlauf der y>-Werte verdeutlichen. Die durchgezogene Linie ist
das 105 %-Niveau der minimalen Anpassungsgiite. Der optimale
Bereich der Anpassung beginnt sowohl fiir den Anteil als auch fiir
d an der unteren Grenze.
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Abb. B4: Anpassungsgiite x* als Funktion der Frequenzverteilung & fiir ein
simuliertes R(t)-Spektrum mit v, =70 MHz und =20 %. Fir
die Verteilung der Anpassungsgiite ist die Anderung der korrelier-
ten Parameter dargestellt. Die Kurve soll den Verlauf der x>
Werte verdeutlichen. Die durchgezogene Linie ist das 105 %-
Niveau der minimalen Anpassungsgiite und bestimmt die untere
und obere Grenze der korrelierten Parameter.
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Anhang C: Genauigkeit in der Bestimmung von kleinen Feld-
gradienten

Bei den in dieser Arbeit untersuchten Proben wurden mindestens zwei Bindungszustéinde
beobachtet. Ein Zustand war dabei stets auf einen Bindungsplatz mit verschwindendem
Feldgradienten zuriickzufithren. Der Anteil f; der Bindungen in diesem Zustand wurde
durch den Parameter R, und somit durch eine Quadrupolkopplungskonstante von Null be-
schrieben. Um den Fehlerbereich dieser Quadrupolkopplungskonstante (vg,) festzulegen,
wurde die Verteilung der Anpassungsgiite % als Funktion von Vg, exemplarisch an einer
MoFe-Proteinprobe von R. capsulatus untersucht. Im v, -Bereich von 0 - 30 MHz wurde
keine Anderung des x*-Wertes beobachtet (Abb. C1). Erst oberhalb von 30 MHz tritt eine
deutliche Verschlechterung des y>-Wertes auf, Betrachtet man auch hier die Parameterkor-
relation, so vergrofert sich der Anteil (f,) dieses Bindungszustandes von etwa 45 % bei
Vo, =0MHz auf 75 % bei v, =30 MHz. Hingegen wird fiir die Quadrupolkopplungs-
konstante des zweiten Bindungszustandes (v,, = 70 MHz) keine signifikante Anderung in
diesem Variationsbereich beobachtet.

Anhand dieser Untersuchungen konnte gezeigt werden, dafl der Bindungszustand, der im
LSFIT durch den Parameter R, beriicksichtigt wird und ein v, =0 MHz impliziert, auch
eine maximale Quadrupolkopplungskonstante von 30 MHz aufweisen kann. Da eine exakte
Bestimmung derart niedriger Quadrupolkopplungskonstanten nicht mdéglich ist, wurden
Bindungszusténde mit kleinen Feldgradienten durch den Parameter R, beschrieben. Dieses
Modell erfordert keine weiteren Annahmen und ermoglicht eine einheitliche Beschreibung
aller Spektren. Obwohl der Feldgradient nicht exakt bestimmt werden kann, ist dieses Mo-
dell fiir vergleichende Untersuchungen geeignet, da eine Anderung des Feldgradienten
auch eine Anderung von R, bewirkt.
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Abb. C.1: Anpassungsgiite x> als Funktion des Quadrupolparameters (Vo)
des schwach gestorten Anteils (f;) fiir ein MoFe-Proteinspektrum
von R. capsulatus. Fiir die Verteilung der Anpassungsgiite ist die
Anderung der korrelierten Parameter dargestellt. Die eingezeichne-
ten Linien verbinden die Datenpunkte und sollen der Augenfiihrung

~dienen.
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Anhang D: Bestimmung des Asymmetrieparameters 7

Bei den in dieser Arbeit untersuchten Proben wurde stets nur ein Teil einer Schwingungs-
periode beobachtet. In dem zur Verfiigung stehenden Zeitfenster wird die Anpassung der
Modellfunktion nicht vom Asymmetrieparameter beeinfluft. Dies soll anhand von Simula-
tionen verdeutlicht werden. In Abb. D1 sind R(#)-Spektren dargestellt, die dem TDPAC-
Signal des Mo-Bindungszustandes im FeMo-Cofaktor entsprechen. Durch die Anpassung
der Modellfunktion kann nicht einmal zwischen den Extremwerten des Asymmetriepara-
meters 0.0 und 1.0 unterschieden werden. Da aufgrund des von Kim und Rees vorgeschla-
genen Modells fiir den FeMo-Cofaktor [KiRe92a,b] ein nidherungsweise axialsymmetri-
scher Feldgradient wahrscheinlich ist, wurde der Asymmetrieparameter bei allen Auswer-
tungen auf Null festgehalten.

T T T M T v T v T T T T v T T T v T

R(1)
| Vo =70 MHz,n=0 , | vy =70 MHz,n =05

0.00

-0.05

R®)

0.00

-0.05

-
-

0 5 ' 10 15 ‘ 20 ' 25 | 0 5 . 10 ‘ 15 ‘ 20 . 25 30
Zeit t [ns] Zeit t [ns]
Abb. D1: Simulierte R(t)-Spektren und angepafite Modellfunktionen fiir ver-

schiedene Werte des Asymmetrieparameters 77 bei einer Quadrupol-
kopplungskonstante v, von 70 MHz.
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Eine h&here Quadrupolkopplungskonstante wurde fiir die Mo-Bindung am Mo-Speicher-
protein von A. vinelandii gemessen. Wie in Abb. D2 dargestellt, kann jedoch auch bei
vy = 180 MHz nicht zwischen den Asymmetrieparametern 1= 0.0 und 77 = 0.2 unterschie-
den werden. Erst ab einem Wert von etwa 0.5 wird eine signifikante Anderung des R(?)-

Spektrums beobachtet.

1 ¥ 1

v i ¥ 1

1 v T N 1 M 1

R(¢ '
(), vy = 180 MHz, 1 =0 | vy =180 MHz, n = 0.2
0.00 ‘
i {
-0.05 | : * | { )
R(t) e 1=00
- A n=02
0.00 ¢ n=05
Qo°°°°°°““°°03:‘llnn§§§§§§§i
-0.05 - 90000609 1
b0
0 5 10 15 20 25

Zeit t [ns]

Zeit t [ns]

Abb. D2: Simulierte R(¢)-Spektren und angepafte Modellfunktionen fiir ver-
schiedene Werte des Asymmetrieparameters 7 bei einer Quadrupol-
kopplungskonstante v, von 180 MHz, wie sie fiir die Mo-Bindung
am Mo-Speicherprotein von A. vinelandii gemessen wurde.
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