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1 Einleitung

Eisen ist eines der essentiellen Elemente aller bisher bekannten irdischen Lebens-
formen und iibernimmt vielfiltige Aufgaben in den Organismen. Dieses Element ist
unverzichtbar zur Bindung von Sauerstoff in der Atmungskette der Sdugetiere und
dient dem Elektronentransfer bei biochemischen Prozessen.

Eine besondere Aufgabe kommt dem Eisen in Organismen zu, welche es zur Ori-
entierung benutzen. Speziell Bakterien synthetisieren dazu Magnetosomen aus Ei-
senoxiden und -sulfiden. Aufgereiht an Filamenten ergeben diese Nanokristalle ein
gemeinsames magnetisches Moment, welches ausreicht, das Bakterium in wéssrigem
Medium entlang des Erdmagnetfeldes zu orientieren. Diese Orientierung gewéhrt
ihnen einen Vorteil bei der Suche nach Sedimentschichten mit idealen Lebensbedin-
gungen. Bisher ist der Prozess dieser Synthese nur unvollstéindig verstanden. Die
Mossbauerspektroskopie bietet hier die Moglichkeit, gezielt die einzelnen Synthese-
schritte zu verfolgen und eventuelle Vorstufen zu identifizieren.

Die vorliegende Arbeit untersucht das Magnetit bildende Bakterium Magnetospi-
rillum gryphiswaldense mittels der Mossbauerspektroskopie. Eine biochemische Auf-
trennung der Bakterien erlaubt eine Analyse der verschiedenen eisenhaltigen Be-
standteile des Bakteriums und ermoglicht deren Identifikation. Gezielte Induktion
mit >Fe gibt die Moglichkeit, den zeitlichen Ablauf der Magnetitsynthese und das
Entstehen des kooperativen magnetischen Moments im Bakterium zu beobachten.
Die Analyse der geometrischen Anordnung der Magnetosomen und deren Einfluss
auf die Mossbauerspektren, erlaubt den Prozess zur Entstehung von Magnetosom-
ketten zu untersuchen. Mutanten, deren Fiahigkeit zur Magnetitbildung verédndert
wurden, ermoglichen die Identifikation von Genen, welche an der Magnetitsynthese
beteiligt sind. Untersuchungen des Wachstumsverhaltens in unterschiedlichen N&hr-
medien und bei verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen erlauben die Eisenaufnah-
memechanismen einzugrenzen. Die Experimente mittels der Konversionselektronen-
Mossbauerspektroskopie geben Einblick in die Zusammensetzung der Magnetosomen.

Im Mittelpunkt des zweiten Teils dieser Arbeit standen die beiden Proteine GepE
und LytB des Bakteriums E. colt des neu entdeckten 2-C-Methyl-D-Erythritol-Reak-
tionsweges. GepE und LytB katalysieren dabei die letzten beiden Schritte der Isopren-
synthese. Beide Proteine enthalten einen [4Fe-4S]?T-Cluster und sind daher geeignet,
durch die Md&ssbauerspektroskopie beobachtet zu werden. Insbesondere kénnen die
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Verédnderungen der Proteine durch die beteiligten Substrate verfolgt werden. Neben
der Charakterisierung von rekonstituierten GepE und LytB Proteinen wurden auch
das in vivo Auftreten der beiden Proteinen in iiberexprimierenden E. coli Bakterien
untersucht. Die Charakterisierung der aus diesen Zellen isolierten GepE und LytB
Proteine bildete den Abschluss dieses Kapitels.

Das Z-Protein des Lassa Virus, welches im dritten Teil dieser Arbeit untersucht
wurde, ist ein natives Zinkfingerprotein. Das Genom stellt durch sieben Cysteine und
ein Histidin zwei metallbindende Zentren zur Verfiigung, welche aufler mit Zink auch
mit Eisen beladen werden kénnen. Die Mossbauerspektroskopie kann die beiden Zen-
tren aufgrund der verschiedenen Ligandenumgebungen unterscheiden und eignet sich
dazu, dieses Eisen-Schwefel-Protein zu charakterisieren. Hierbei stand vor allem die
Frage nach dem Verhalten des Proteins unter teilweiser Zinkzugabe als auch das Ver-
halten unter reduktivem Stress im Vordergrund. Der Vergleich der Mossbauerergeb-
nisse mit denen durch Dichte-Funktional-Theorie (DFT) Rechnungen gewonnen er-
laubt Riickschliisse auf den Eisenbindungsmechanismus an diesem Protein. Die Giite
der Vorhersagen der Mossbauerparameter durch die DFT-Rechnungen wird durch
Vergleich mit den aus der Literatur bekannten Daten fiir Eisen-Schwefel-Zentren der
Moéssbauerspektren der Bakterien Clostridium pasteurianum und Pyrococcus abyssi
bestétigt.

Das erste Kapitel des Anhangs dieser Arbeit widmet sich der Untersuchung des
Spincrossover Komplexes [Fe(ptz)g](BF4)2 und dreier molekularer Magneten.

An diesem Spincrossover-Komplex lésst sich bei tiefen Temperaturen der LIESST-
Effekt (Light Induced Excited Spin State Trapping) zeigen. Diese Art der Komple-
xe werden daher als Kandidaten fiir optische Speicher mit extrem hoher Kapazitat
angesehen. Im Mittelpunkt der Untersuchungen an diesem Komplex standen die ge-
ordneten und ungeordneten Zustédnde. Diese wurden in den Spektren der Nuklearen-
Inelastischen-Streuung (NIS) sichtbar und Rechnungen mittels DET erlaubten eine
Vorhersage dieser Zustédnde. Durch die Mossbauerspektroskopie konnte der Nachweis
gefithrt werden, dass sich der LIESST-Effekt durch handelsiibliche LEDs hervorrufen
lésst.

Bei den molekularen Magneten handelt es sich um polynukleare multivalente Ei-
senmolekiile. Diese Molekiilgruppe steht im Interesse der Forschung aufgrund der
Moglichkeit, konstruierbare molekulare Magnete zu schaffen. Dieser Teil der Arbeit
widmet sich der Charakterisierung dreier solcher Molekiile.



2 Theorie

2.1 Der Maossbauereffekt

Der Mossbauereffekt beschreibt die riickstofifreie Emission und Absorption eines -
Quants durch geeignete Atomkerne. Emittiert ein freies Atom, welches sich in einem
angeregten Kernzustand mit der Energie Fy befindet, ein v-Quant, so ist die Energie
E., o des emittierten 7-Quants um den Betrag der RiickstoBlenergie Er des Atom-
kernes verringert:

Eyem = Eo — Ep. (2.1)

Auch ein sich im Grundzustand befindender freier Atomkern kann nur ein v-Quant
absorbieren, wenn das vy-Quant eine um die Riickstoflenergie Er hohere Energie be-
sitzt als fiir das zu erreichende Energieniveau notig ist

By = Eo+ Eg, (2.2)

da der Kern nach der Absorption noch den Impuls des v-Quants {ibernehmen muss.
Um eine resonante Absorption zu erhalten muss deshalb die Energie F, ., des emit-
tierten 7-Quants (bzw. Niveaus) um die 2-fache RiickstoBenergie Er gegeniiber der
Energie E, ., des absorbierten y-Quants (bzw. Niveaus) grofler sein:

Eyap = Eqom + 2Ep. (2.3)

Eine Absorbtion findet deshalb nur statt, wenn die Linienbreite der beiden Niveaus
ausreichend breit sind, so dass sie sich iiberlappen. Fiir das 5"Fe Atom ist die Riicksto-
Benergie Epsrp. = 1,95-107% eV und die Linienbreite ergibt sich zu I’ = 4,55-107% eV
und ist damit um sechs Groflenordnungen kleiner als die Riickstofienergie [1]. Im Fall
von freien Atomen ergibt sich damit eine verschwindend geringe Wahrscheinlichkeit
fiir die resonante Absorption.

Fiir Atome, welche in ein Kristallgitter eingebettet sind, besteht eine endliche
Wahrscheinlichkeit, dass der Impuls des Riickstoles durch das Kristallgitter aufge-
nommen wird. R. L. Mdssbauer [2, 3, 4] zeigte, dass dies zur resonanten Absorption
fithrt, wenn sowohl bei der Emission, als auch bei der Absorption kein Gitterpho-
non angeregt wird und die Masse My des Kristallgitters grofl ist gegeniiber der
Atommasse. Die auftretende Riickstoenergie Er wird dann (mit & als Betrag des
Wellenvektors des Quants k = 27“, A Wellenldnge des Quants)

Er = ~ 10720eV (2.4)
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und ist wesentlich kleiner als eine typische natiirliche Linienbreite eines angeregten
Niveaus von circa 1078 bis 1071°eV und erlaubt deshalb die resonante Absorption.

2.1.1 °"Fe-Mossbauereffekt

Beim Mossbauereffekt am Isotop *"Fe wird der Ubergang des ersten angeregten Kern-
niveaus mit dem Kernspin [ = % zum Grundzustand [ = % ausgenutzt, welcher ei-
ner Ubergangsenergie von AE% 1 = 14,4keV entspricht. Die mittlere Lebensdauer
des ersten angeregten Zustandes des *"Fe-Kerns betriigt 7 = 1,4 - 107" s mit einer
natiirlichen Linienbreite von I' = 4,7 - 107%eV. Diese Energie liegt im Bereich der
Hyperfeinwechselwirkungen des 5"Fe-Kerns.

Im allgemeinen liegen die *"Fe-Kerne in Quelle und Absorber in unterschiedlichen
kristallographischen, elektronischen und chemischen Umgebungen vor, so dass die
Aufspaltungen der Energieniveaus des Kerns nicht gleich sind und die Bedingung fiir
resonante Absorption zerstort wird. Eine Energieverschiebung AEqgyee des emittier-
ten y-Quants ergibt sich aus der Dopplerverschiebung, wenn sich die Quelle relativ
zum Absorber mit der Geschwindigkeit v bewegt

=

AEjQuelle : <1 - 2) = AEAbsorber bzw. (25)
C

By (1-2) = By (2.6)
C

Durch Variation der Geschwindigkeit v und damit der Energie des emittierten -
Quants lésst sich die Resonanzbedingung wieder herstellen und die Energieniveaus
des Absorbers bestimmen.

2.1.2 Isomerieverschiebung und Quadrupolaufspaltung

Kommt es zu Wechselwirkungen zwischen dem Atomkern und seinen Elektronen in
der Hiille, die iiber Wechselwirkungen von Punktladungen hinausgehen, so wird eine
Verschiebung oder sogar Aufspaltung der Energieniveaus beobachtet. Sei ® (&) fiir
T = (x1, x9, x3) das elektrostatische Potential der Hiillenelektronen in der Umgebung
des Kernortes Zxern = (0,0,0). Dieses ldsst sich in eine Taylor-Reihe entwickeln:

3
. 0P 1 0?P
=t ; (8_33,) '50 n 2 Z <8$ia%‘)

)

=0

Der konstante Term &, = ®(0, 0,0) beschreibt die Wechselwirkung eines punktformi-
gen Kerns mit den Elektronen. Die Ladungsdichte des Kerns kann geschrieben werden
als:

/p(f) -dx = Ze (2.8)
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mit der Kernladungszahl Z. Die Wechselwirkungsenergie ergibt sich dann aus dem
Potential ®(Z) und der Ladungsdichte des Kerns p(Z):

V= / p(2)D(7)d. (2.9)

Wird die Taylor-Entwicklung von ®(%) in obige Gleichung eingesetzt, so ergibt sich:

0P | 0*® o\ =
V =eZdy+ Z (8:0) /xip(x)dx +3 Z (83:-8:5-) /xixjp(x)dx. (2.10)
p % ? J

i?j

Der erste Term in Gleichung 2.10 tragt zur potentiellen Energie des Kristallgitters
bei [5]. Der zweite Term in Gleichung 2.7 ist ein Dipolterm, der fiir Kerne gleich Null
sein muss'. Dies gilt ebenso fiir alle weiteren ungeraden Terme. Die Hesse-Matrix der
zweiten Ableitungen ist symmetrisch und kann durch Drehung des Koordinatensys-
tems in eine diagonale Matrix iiberfiithrt werden:

0*d
e [ 2.11
(ax;a.f;) qZ] 1] ( )

Hohere Terme als bis zur zweiten Ordnung sind mit der Mossbauerspektroskopie nicht
auflosbar und konnen daher hier vernachléssigt werden. Die Wechselwirkungsenergie
aus dem dritten Term der Gleichung 2.10 ergibt sich damit zu

1 — 2 —
V = §Zqii/p($’)x’ida:’ (2.12)
= 1z:q/p(a?/) x’z—ﬁ d:cj—l—EZm/per:;’ (2.13)
9 : i1 i 3 6 : i ) .

mit 2 = 3. 2’7, Sei |¥|? die elektronische Ladungsdichte, so gilt:
AD + 47|V|* =0 (2.14)
und insbesondere:

ADly =" gi; = 4me|(0,0,0)]? (2.15)

2 2 TN 9 1o 1 = 2 T2 N
vV = §7re|\IJ| /p(x Yredd 4+ 52; {qm/p(ﬂf) (:L'Z Y dz (2.16)
= ‘G‘FVQ.

V7 fithrt auf die Isomerieverschiebung, der Term V) ergibt die elektrische Quadrupo-
laufspaltung.

? =

'Ein Kern mit einem Dipolmoment wiirde gegen die Invarianz der Inversion verstofien (|¥(r)

[W(=r)[?).
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Isomerieverschiebung

Der Term fiir die Isomerieverschiebung ist sowohl von der elektronischen Ladungs-
dichte |¥|* am Kernort als auch von dem Kernradius 7 abhéngig. Der Kern nimmt fiir
verschiedene Zustdnde gewohnlich unterschiedliche Formen und damit auch andere
Radien an. Ebenso beeinflussen die unterschiedlichen kristallographischen Umgebun-
gen, in welche das Atom eingebettet ist, die elektronische Ladungsdichte im Kern.
Im nicht-relativistischen Grenzfall haben nur s-Elektronen eine von Null verschiedene
Ladungsdichte p. im Kern

1

pe(re) = E/pe(ﬁ) sin 0dOdd. (2.17)

Bei Elektronen gilt fiir kleine Absténde . vom Kern die Ndherung
pe(re) = pe(0) = [T(0)%e. (2.18)

Die Energieverschiebung AE = VA — VIQ folgt dann zu
2
AFE = gﬂZeQ U‘IJA(O)z — \\IIQ(O)\Q} . [<r2>a — <r2>g] (2.19)

mit Z als Kernladungszahl. Der Index A steht fiir die Wellenfunktion des Absorbers,
Q fir die der Quelle, a fiir den Radius des angeregten Kerns und ¢ fiir den Radius
des Kerns im Grundzustand. Der Differenzterm lésst sich schreiben als

AGE) = %)= 1%y = 5 [ 17 (0u7) = () (220

In Geschwindigkeitseinheiten ergibt sich damit fiir die Isomerieverschiebung ¢:

§ = %Z€2A|\I’(O)|2A<T2> (2.21)
3E,
mit £, als der Mossbauerlinienenergie.

Eine direkte Berechnung ist schwierig, da sowohl die Kernradien r als auch die s-
Elektronendichten (|¥(0)[?) nicht hinreichend exakt bekannt sind. Eine Moglichkeit,
die Isomerieverschiebung zu berechnen, bieten die Dichte-Funktional-Theorie (DFT)
Rechnungen [6].

Bei schwereren Kernen (mit A = é ~ 137 als Anzahl der Nukleonen im Kern)?
muss ein Ubergang von der Schrodinger-Gleichung zu der relativistischen Dirac-
Gleichung stattfinden. Hierzu sei auf weitergehende Literatur verwiesen [7].

Da die Gleichung 2.21 explizit einen Term sowohl fiir die Quelle (Q) als auch fiir
den Absorber (A) enthilt, muss die Angabe der Isomerieverschiebung relativ zu einer
Referenz angegeben werden. In dieser Arbeit sind alle Werte der Isomerieverschiebung
0 relativ zu a-Eisen bei Raumtemperatur angegeben.

2w entspricht der Feinstrukturkonstanten: é ~ 137
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Quadrupolaufspaltung

Der Term Vg aus Gleichung 2.16 fithrt auf die elektrische Quadrupolaufspaltung
AEq. Sei das Gitter nun beziiglich der z-Achse (mit ¢ aus x,y, z) ausgezeichnet und
die beiden anderen Achsen vollig gleichwertig, so dass gilt ¢z = ¢y # ¢... Fiir das
elektrostatische Potential ®(Z) ist die Differentialgleichung A® + 4we| V. (Z)]? = 0
speziell an der Stelle 0 giiltig, dann folgt:

1
Qez = Qyy = 5471—6‘\11(0)'2 — Qzz- (2'22)

Sei E die elektrische Feldstéirke im Kristall, dann ergibt sich:

—V® = E (2.23)

82(I>> (8EZ)
( 92% ) 2 9z )59

Dieser Ausdruck fiir ¢,, ldsst sich in die Gleichung 2.16 einsetzen [5]:

4 \IJO 2 OE, 2
vy = TR+ )o/p(x%ry?_%)df (2:25)
1 (aEZ) /’ (2 7"2) -
1 NERAPS (2.26)
2\ 0z /, 3
1[(8]32) 4#6!‘1’(())’2}/ 2,247
_ = + p(3z - T )d!E (227)
4 0z ), 3
‘/zz 2 2\ 1=
T4 /P(3z —17)dz. =

Die eckige Klammer in Gleichung 2.27 kann auch geschrieben werden als:

AB Bl

V.. = { (2.29)
Dabei steht E,(s) fiir den elektrischen Feldgradienten der s-Elektronen am Kernort.
V.. ist dann der elektrische Feldgradient am Kernort ohne den durch die s-Elektronen
hervorgerufenen Anteil.

Das Raumintegral aus Gleichung 2.25 lésst sich fiir A Nukleonen auswerten. Fiir
das i-te Nukleon ist die Ladung entweder e oder 0, je nachdem, ob es sich um
ein Proton oder ein Neutron handelt. Die Wellenfunktion des Nukleons ist dann
U(ry, 73, ...,74). Die Raumladungsdichte des Kerns p(%) ldsst sich dann ausdriicken
als:

p(Z) = /\Iljm(ﬁ, Ty ooy T4) Z ei0(7; — Z)W 0 (71,73, ..., ra)dridry ... dry. (2.30)



2 Theorie

Die Indizes j,m stehen dabei fiir die Quant@zahlen der Drehimpulse und e; sei
die Ladung des i-ten Nukleons. Durch den Ubergang in Kugelkoordinaten (z; =
risinf; cos ¢;; y; = r;sinb;sin¢;; z; = r; cos ;) ergibt sich:

/ p(F)(32% — 12)di = / v,

wobei
- [,

ist. Diese Grofle Q wird als das Quadrupolmoment des Kernes bezeichnet und hat die
Dimension einer Fliche, die iiblicherweise in barn® angegeben wird. Fiir kugelsym-
metrische Kerne ist das Quadrupolmoment Null. Fiir zigarrenférmige Kerne nimmt
das Quadrupolmoment einen positiven und fiir linsenférmige Kerne einen negati-
ven Wert an. In DFT-Rechnungen wird fiir den 5“Fe Kern angenommen, dass das
Quadrupolmoment 0,16 barn betrigt [8, 9]. Die runde Klammer (3cos?6; — 1) aus
Gleichung 2.31 ist bis auf einen konstanten Faktor die Kugelfunktion Y(6;). Daher
ist die eckige Klammer in Gleichung 2.31 ein sphérischer Tensor der zweiten Stufe,
fiir den das Wigner-Eckart-Theorem gilt [10, 11, 5]:

A
S e (3cos” 0, — 1) | Wyndridrs ... dis = eQ,
i=1

(2.31)

U,idridry ... drj (2.32)

A
Z eri(3cos®f; — 1)
i=1

. B v (L N s
/\IfjlmlTlm\I’ijerldT’Q...dTA = (—1)] ( Tnll . 'rn22 ) (]1HTH|-72) (233)
Der Term (j1||T7]|72) ist das reduzierte Matrixelement und unabhéngig von der Quan-
tenzahl m. Die Matrix ist ein Glebsch-Gordan-Koeffizient. Fiir [ = 2 und m = 0 ergibt
sich dann

J 27
* R . o\ M 0 m
/\I/jm...\lfjmdrldrg...drA:eQ(—l)J T\ (2.34)
(5a7)
Dies lasst sich vereinfachen zu:
(o)
) -m 0 m 3m?2 — (i +1
(AT O m ) dm =il (2.35)
(J 29) 352 —j(j+1)
-7 07

31barn = 1b =100 fm? = 10728 m?; Das barn (engl. Scheune) ist keine SI-Einheit, aber gebréuch-
lich in der Hochenergiephysik als Einheit des Wirkungsquerschnitts.



2.1 Der Mossbauereffekt

Fiir die elektrische Wechselwirkungsenergie des Quadrupoltermes erhélt man nach
Einsetzen [5]:

4 37—+ 1)
Dieser Ausdruck wird erst von Null verschieden, wenn j mindestens 1 ist. Im Falle
des ®"Fe, welches die Zustéinde I, = % und I, = % annehmen kann, ist dies nur
fiir den angeregten Zustand der Fall. Es ergibt sich dann fiir den Linienabstand im
Méssbauerspektrum [5] der Zusammenhang mit der Komponente des elektrischen

Feldgradienten:

Vo = (2.36)

1
AEq = AVg = 5eQV.. = B, Av. (2.37)

Als Konsequenz lasst sich im Absorptionsspektrum eine Dublettstruktur beobach-
ten, welche eine Aufspaltung um Av zeigt.

2.1.3 Elektrischer Feld Gradient (EFG)

Der im vorherigen Unterkapitel eingefiihrte elektrische Feld Gradient ist der negative
Gradient des Potentials —VV einer Ladungsverteilung. Dieser Tensor der 2. Stufe
besitzt aufgrund seiner Symmetrie (V;; = V};) nur fiinf unabhéngige Elemente. Nach
Diagonalisierung und Subtraktion der Spur ), V;; (welche keinen Beitrag zur Energie
liefert [12]) ergibt sich der spurlose EFG-Tensor:

. [Vee 0 0
v=|o0 Vv, o (2.38)
0 0 V.

Fiir die Spur gilt nun:

> Vi=o. (2.39)

Mit der Konvention
Vel = [Viyl = [Via | (2.40)

ergeben sich nur zwei unabhéngige Komponenten des Tensors: V,, (manchmal auch
als eq geschrieben) und der Asymmetrieparameter 7:
_ Viw — Vyy

2.41
T (2.41)

Dieser Parameter liegt aufgrund der Konvention 2.40 im Bereich 0 < n < 1. Mit Hilfe
des Asymmetrieparameters lédsst sich auch die Quadrupolaufspaltung schreiben als:

QVe. [ P\7 Q[ n?\?
AE, = 1+ — = 1+ — . 2.42
9 2 ( * 3) 2 3 (242)




2 Theorie

2.1.4 Magnetische Hyperfeinwechselwirkung

Herrscht am Ort des Kerns ein dufleres Magnetfeld B und liegt ein inneres magne-
tisches Kernmoment iz vor, dann tritt der Kern-Zeemann-Effekt in Erscheinung
und die Energieniveaus des Kerns spalten weiter auf. Die Wechselwirkungsenergie
zwischen B und [ix ist dann:

- m
E(B, k) = _NKB7- (2.43)

Dabei ist j die Drehimpulsquantenzahl und m die Kernspinkomponente in Richtung
des Magnetfeldes B (magnetische Quantenzahl). Die Energieniveaus spalten dann in
2j+1 verschiedene Niveaus auf, welche die Werte zwischen m = —j, —j+1,...,7—1,J
annehmen konnen. Fiir den Ubergang zwischen den Niveaus gilt die Dipolauswahlre-
gel, so dass nur Ubergénge auftreten, bei denen sich die magnetische Quantenzahl m
um entweder 1 oder 0 #ndert: Am = 41, 0. Fiir °"Fe spaltet das Grundniveau I, = %

2
dann in zwei energieiquidistante Subniveaus auf und das angeregte Niveau [, = % in
vier energiedquidistante Subniveaus. Mit der Dipolauswahlregel erhélt man daraus
sechs verschiedene Ubergéinge. Fiir die Position der sechs Linien im Mdssbauerspek-

trum ergibt sich nach [5]:

Ly — By _ HaBmg X frg By

E

. . (2.44)
gl Eyja By g

v =

Dabei sind E, und E7 die Ubergangsenergien der Quelle und des Absorbers (durch
den Stern symbolisiert). Die Linienintensitéit wird durch die Ubergangswahrschein-
lichkeit bestimmt, welche durch die Glebsch-Gordan-Koeffizienten bestimmt sind [5]
und keine Abhéngigkeit von dem &ufleren und inneren Magnetfeldern aufweisen.
In einer Pulverprobe mit reinem inneren Magnetfeld wird die Intensitéitsverteilung
4:3:1:1:3:4 erwartet. Ist ein duleres Magnetfeld angelegt, welches senkrecht
zur v-Richtung verlduft, ergibt sich eine Intensititsverteilung von 3 :4:1:1:4:3,
wéahrend bei parallelem Magnetfeld Intensitdten von 3 : 0:1:1:0 : 3 zu erwarten
sind.

Zusétzlich zu einem dufleren magnetischen Feld Bist in magnetischen Materialien
auch ein internes magnetisches Feld Bzf, welches als Hyperfeinfeld bezeichnet wird
und durch mehrere Beitrége entsteht [13]:

By = Bye+ Bis + Baa + Bun = B. (2.45)

Dabei ist B_}c der Fermi Kontakt Term, welcher durch die Kernpolarisation der s-
Elektronendichte am Kern verursacht wird. B_gs ist verursacht durch die Spin-Bahn
Kopplung und Byag wird hervorgerufen durch die Dipolwechselwirkung der Elektro-
nenhiille. Die Wechselwirkung der Elektronen mit dem Kristallgitter liefert den Bei-
trag B;att. Das Vorzeichen der Kopplung des externen Feldes wird durch parallele,
bzw. antiparallele Kopplung verursacht.

10



2.1 Der Mossbauereffekt

2.1.5 Quadratischer Dopplereffekt

Die in einem Mossbauerspektrum gemessene Isomerieverschiebung desam: setzt sich
aus der Isomerieverschiebung ¢ und dem temperaturabhédngigen Term dr zusammen.
Der temperaturabhingige Term wird durch

K/

_ 2
or = — 5355 (1) (2.46)

beschrieben. Dabei ist K’ die Federkonstante des harmonischen Oszillators, der die
Schwingung des Kerns um seine Nulllage beschreibt. Fiir die gesamte temperatu-
rabhéngige Isomerieverschiebung ergibt sich damit:

5gesamt,T =0+ 5T (247)

Die temperaturabhéngige Isomerieverschiebung d7 ist immer negativ und verringert
die gemessene Isomerieverschiebung bei hoheren Temperaturen [1].

2.1.6 Debye-Waller-Faktor

Wird von einem Atom in einem Kristallgitter Energie absorbiert, so kann dies ohne
Energieverlust stattfinden, wenn der gesamte Kristall den Impuls aufnimmt. Dadurch
wird die resonante Absorbtion ermoglicht. Als Debye-Waller-Faktor oder auch als
Lamb-Mossbauer-Faktor wird der Anteil der riickstofifreien y-Quanten bezeichnet

(12, 5]:
L2 (T
3 \©

Mit M’ als Masse des Atoms und © als Debyetemperatur. (z?) stellt das mittlere
Auslenkungsquadrat des Kerns in Ausbreitungsrichtung des v-Quants dar und k sei
der Betrag des Wellenzahlvektors des y-Quants. T ist die Temperatur.

R2E2 3
IM' 2k 50

fX(T) =exp (— ) = exp (—k*(2?%)) . (2.48)

2.1.7 Spin-Relaxation

Werden in einem System Energie und Spin in einem Zeitfenster transferiert, welches
kiirzer ist als das Zeitfenster fiir den Mossbauereffekt, so wird nicht ein bestimmter
Zustand durch die Mdssbauerspektroskopie beobachtet, sondern eine Uberlagerung
der beteiligten Zusténde. Dies kann in vielféaltiger Weise geschehen und ist ausfiihrlich
in [14] und [15] beschrieben.

11
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2.2 Magnetische Nanoteilchen

Fiir magnetische Teilchen existiert eine kritische Gréfle unterhalb der sie nur noch
als eindoménige Teilchen (SD?) existieren [16]. Diese liegt fiir die meisten magne-
tischen Materialien typischerweise im Bereich einiger 10nm. Die Richtung dieser
magnetischen Doméne ist dabei z.B. abhéingig von der Kristallstruktur innerhalb der
Nanoteilchen, von den Kriften die auf das Teilchen wirken oder auch von der Form
der Teilchen. Die Energieverschiebung, welche diese Anderungen bewirkt, wird als
magnetische Anisotropie bezeichnet [17]. In den folgenden Unterkapiteln werden die
einzelnen Arten der Anisotropie im Falle von magnetischen Nanoteilchen sowie ihre
Auswirkung auf die Mossbauerspektroskopie beschrieben.

2.2.1 Kiristall-Anisotropie

In einem Kristall ergeben sich ein oder mehrere Richtungen in denen die Kristall-
Anisotropie besonders niedrig ist. Solche Richtungen werden als Vorzugsrichtungen
der Magnetisierung (weiche Richtungen®) bezeichnet. Die Anisotropie Energie ergibt
sich im Falle eines kubischen Kristalls beispielsweise aus:

EkUbiSCh = K() + K3 (ozfozg + @gag + 04306%) + K2(OC%O[§O[§> to (249>

Die K12, sind dabei temperaturabhéngige Materialkonstanten und die o 23 be-
schreiben den Kosinus der Winkel zwischen den Spin Richtungen und den drei Kris-
tallachsen.

2.2.2 Stress-Anisotropie

Bildet sich ein Teilchen im Magnetfeld aus, so erleidet dieses eine Kontraktion durch
das Magnetfeld und damit eine Formverdanderung. Wirkt nun ein duerer Druck (o
in Kraft pro Fliache) auf die Oberfliche des Teilchens, so verdndert sich auch die
Energie der Stress-Anisotropie [17]:

3
Eotred — —5)\0 cos? 6. (2.50)

Der Winkel 6 ist zwischen dem Spin und der Richtung der Kraft gegeben. \ ist eine
Materialkonstante, welche fiir verschiedene Kristallrichtungen unterschiedliche Werte
annehmen kann. Im Fall von kubischen Kristallen unterscheiden sich diese nicht.

48D: single domain
Seasy axis of magnetisation
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2.2 Magnetische Nanoteilchen

2.2.3 Interaktions-Anisotropie

Das von einem magnetischem Moment hervorgerufene Vektorpotential A lasst sich
aus dem Biot-Savart-Gesetz ableiten [11, 18, 19, 20|, wenn es in eine Taylor-Reihe
entwickelt wird:

A (= Ho / 1 = 7/ 1
A - . R I 2.51
() = 47T/dV()(r+r Vi ) 251)

Dabei ist j die Stromdichte. Der erste Term der Entwicklung verschwindet [11, 18].
Fiir die Stromverteilung j gilt:

S -1 ., T
/dV’j’F’ . V’|F_ 7 ~ i x — (2.52)
Damit ergibt sich das Vektorpotential zu:
1 i

| 'F’| 4r |77 — 7|

und daraus das von dem magnetischen Moment ji erzeugte Magnetfeld [11, 18, 19, 20]
(unter Vernachlissigung des Hyperfeinwechselwirkungstermes [19]):

B = VA = 1o {(ﬁ V)Y } (2.54)

Am |7 — |

Die potentielle Energie eines magnetischen Momentes im Magnetfeld ergibt sich aus:
E=—- B. (2.55)

Durch Einsetzen von 2.54 in 2.55 ergibt sich:

Ho = o\~ 1
F = — . . 2.
w9 9 (2.56)
_ o [E- = 3(EF) (- F)
B 47r[ |7 — 7|3 ’ (257)

7 ist dabei = |ﬂ w| Werden neben diesen beiden Teilchen weitere betrachtet, so d&ndert
sich die Energie zu:

Mo i iy 30 ) (g - i)
_ Ez[ - g | (2.58)
i>j ? K

Dabei ist p; ; das magnetische Moment des i-ten (j-ten) Teilchens und 77; der Vektor,
der das i-te und j-te Teilchen verbindet. pg ist die Permeabilitétskonstante.

Als Konsequenz ist die magnetische Energie abhéngig von der rdumlichen Anord-
nung der magnetischen Momente.

13
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2.2.4 Form-Anisotropie

Auch die Form der Teilchen fithrt zu einer Anderung der Anisotropie. Wenn der
Spin des Teilchens sich dreht, so wandern die Feldlinien iiber die Oberfliche und
erfahren bei anderer als Kugelform eine Energieverschiebung durch Anderung der
Demagnetisierungsenergie im Inneren des Teilchens.

Fiir ein elliptisches Partikel mit der Hauptachse ¢ und der Nebenachse a ist die
magnetostatische Energie EF"™ gegeben durch:

EForm - 1
FEllipsoid — 2

M?(N, — N,) sin* 6. (2.59)
M; ist die Magnetisierung (magnetisches Moment 1 pro Einheitsvolumen) und N, .
die materialspezifischen Demagnetisierungskoeffizienten entlang der a und c-Achsen.
6 reprasentiert den Winkel zwischen der Spin Richtung und der c-Achse. Im Falle,
dass das Partikel Kugelform annimmt, verschwindet die Differenz N, — N, und die
Form-Anisotropie wird Null. In der Regel entspricht die Hauptachse ¢ der Vorzugs-
richtung der Magnetisierung.

2.2.5 Fluktuationen der Magnetisierungsrichtung

Fiir kleine Teilchen (in der Gréflenordnung von einigen Nanometern) kann die ther-
mische Energie By = kgT vergleichbar werden mit der Anisotropiebarriere EA™.
Dann ist die Vorzugsrichtung der Magnetisierung nicht mehr zwingend die Richtung
des Magnetisierungsvektors. Der Spin des Teilchens beginnt um die Vorzugsrichtung
zu fluktuieren. Dieses Phdnomen wird meist kollektive magnetische Anregung ge-
nannt und geht iiber in die superparamagnetische Relaxation, wenn der Spin beginnt
zwischen verschiedenen Vorzugsrichtungen zu fluktuieren.

Wenn die Zeitskala der experimentellen Methode grof3 ist im Vergleich zur Zeit-
konstante der superparamagnetischen Relaxation, dann verhélt sich die Probe wie
ein Paramagnet. Fiir die Teilchen lasst sich deshalb die Blocking Temperatur T's
definieren, unterhalb der sie sich wie geordnete magnetische Kristalle verhalten.

Fiir ein uniaxiales Teilchen, dessen magnetische Anisotropieenergie E gegeben ist
durch [17]:

E(0) = KV sin® 6, (2.60)

mit K als Energie Anisotropie Konstante, V' als dem Teilchen Volumen und 6 als
dem Winkel zwischen der Richtung der Magnetisierung M und der Vorzugsrichtung
der Magnetisierung. Diese Gleichung hat je ein Minimum um 6 = 0 und 6 = . Ist
zusatzlich ein externes magnetisches Feld B entlang der Symmetrieachse vorhanden,
so ergibt sich die Energie zu (siehe Abb. 2.1):

E(0) = KV sin? — BMgV cos®. (2.61)

14
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Abbildung 2.1: Magnetische Energie von Nanoteilchen im Magnetfeld
Die drei Kurven geben den Verlauf der magnetischen Ener-
gie fiir verschiedener Verhiltnisse von BM/K wieder, wie sie
durch Gleichung 2.61 beschrieben werden.

Néel [21] zeigte, dass die thermische Energie Er eine Wahrscheinlichkeitsdichte
£(0) verursacht, den Magnetisierungsvektor M im Winkelsegment zwischen 6 und
0 + df zu finden:
exp [%(TQ)} sin 0df

£(6)d6 = .
o exp [;i(g)] sin 6do

(2.62)

Tritt superparamagnetische Relaxation auf, so ldsst sich die Relaxationszeit nach
Néel bestimmen (ohne externes Feld B),

K
T = Toexp (/433_‘;> , (2.63)

wobei 75 im Bereich von 1072 bis 107! s liegt. In Anwesenheit eines externen Feldes
B hat Brown [22, 23] die Gleichung 2.63 verallgemeinert und findet fiir die beiden
Minima zwei unterschiedliche Relaxationszeiten 712 2_.1:

2] Mgn?
n 2} _ ;7” Q"3 (1 — W21+ 1)V expld/ (1 + 1)) (2.64)
Yo

mit h' = % und o' = fB—‘; o ist das gyromagnetische Verhéltnis. Die Wahrschein-
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2 Theorie

lichkeit den Magnetisierungsvektor in den Minima 1 und 2 zu finden ist:

To—s —
P12 = R (2.65)

Im Falle von B = 0 reduziert sich die Gleichung 2.64 zu:

1
19 M,s (KV\ 2 KV
— - 2.66
T2_>1} K’Yo (kBT> Xp |:]<IBT:| ( )

Die Relaxationszeiten 7112 (B # 0) werden héufig zu einem einzigen Parameter
Trel ZUSaMmengefasst:

1 1 1
= +— (2.67)

Trel T2—1 T1—-2

Die Magnetisierung M kann gemittelt iiber Zeiten, die grofl sind im Vergleich zu
7, angegeben werden als (aus Gleichung 2.62):

Oexp[ T ]COSGSm@dG
<M >= Mg

exp [ ] sin 6df (2:68)

Dabei ist F(6) die Energie aus Gleichung 2.61 und Mg die Sattigungsmagnetisierung.
Diese Gleichung vereinfacht sich im Fall vernachléssigbarer Anisotropie zu [17]:

(M) = ML (%) | (2.69)

L symbolisiert dabei die Langevin-Funktion [20]:

L(z) = coth(z) — i (2.70)

und

=MV (2.71)

das magnetische Moment des Teilchens. Ist die Anisotropie nicht vernachlassigbar,
kann die von West [24] gefundene Gleichung verwendet werden

M=a %[exp(b)y(al) + exp(—b)y(az)]* sinh(b) — %, (2.72)
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mit

1452
— 2.
o < % ) ( 73)

by — (12;5)é (2.74)

KV
a = T (2.75)
uB
b = o7 (2.76)
y(r) = exp(—xQ)/O exp(t?)dt. (2.77)

Ist kein magnetisches Feld angelegt, so ergeben obige Gleichungen eine Magneti-
sierung von Null. Dies ist aber nur zutreffend, wenn die superparamagnetische Rela-
xationszeit klein ist im Vergleich zur Beobachtungszeit. Ist die Relaxationszeit grof,
so wird eine verbleibende Magnetisierung gemessen:

M(V,T)=M(T) < cosf > (2.78)
mit den von Mgrup und Topsge [25] gefundenen:

fog exp [—% sin? 6} cos 6 sin 6df
< cosf > = (2.79)

™

ff exp [—% sin? 0} sin 0df

= — T , (2.80)

mit % = 3. Fiir kleine Temperaturen ]fB—‘; > 1 wird dies zu:
kgT
< 0>~1-— . 2.81
cos 5KV (2.81)

Im Fall, dass die Korrelationszeit fiir kollektive magnetische Anregungen klein
ist im Vergleich zur Beobachtungszeit, ldsst sich ein Einfluss auf die magnetische
Aufspaltung im Mossbauerspektrum beobachten:

Bhf(‘/a T) = Bhf<OO,T) < cosf > . (282)

Fiir kleine Teilchen wird demnach eine geringe Aufspaltung erwartet. Liegt zusétzlich
ein magnetisches Feld an, so ergibt sich:

B
But(V,T, B) = B + Bys(oo, T)L [ =) . (2.83)
kT
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2.2.6 Demagpnetisierungsfeld

In magnetischen Partikeln, in denen ein magnetisches Moment auftritt, werden auf
der Oberfliche magnetische Pole gebildet, welche zu einem Demagnetisierungsfeld
innerhalb der Probe beitragen [17, 26]. Dieses Feld addiert sich zum Hyperfeinfeld
am Kernort und trigt damit zur Aufspaltung im Mossbauerspektrum bei. Dieses
Phénomen tritt unter anderem auch bei eindoménigen Partikeln auf und lésst sich
durch

B = —NM, (2.84)

beschreiben. N ist der Demagnetisierungskoeffizient und ergibt sich fiir kugelférmige

Partikel als )
N =—. 2.85
3 ( )

2.3 Material

2.3.1 Aufbau des Mossbauerspektrometers

Fiir die Messungen der Mossbauerspektren standen zwei Badkryostaten (Oxford In-
struments, ~ 2 — 350 K), ausgestattet entweder mit einem Permanentmagneten der
ein Feld von 0,02 T erlaubt oder einem Elektromagneten, der Felder bis 0,2 T be-
reitstellt, zur Verfiigung. Die magnetischen Felder sind in beiden Féllen senkrecht
zur Achse der y-Strahlung angeordnet. Zwei Durchflusskryostaten (CF 500, Oxford
Instruments, 77 — 350 K) waren fiir Messungen ohne magnetische Felder verfiigbar,
ferner ein Badkryostat (Oxford Instruments, 4,2 —300 K, max. 8 T') mit einem supra-
leitenden Magnetsystem, welches sowohl parallel als auch senkrecht zur Strahlachse
orientiert werden konnte. Die Temperatur war an allen Messpldtzen variabel einstell-
bar (ITC 4, Oxford Instruments). Die Genauigkeit der Temperaturkontrolle betrug
40, 1 K. Die Proben wurden als gefrorene Losungen in zylindrischen Delrintopfchen
gemessen. Die Quellen aus 5"Co (Amersham Buchler) waren in eine 6 ym Rhodium
Matrix eingebettet. Ihre Aktivitéit lag zwischen 0, 5—1, 85 GBq und sie waren in jeden
Aufbau austauschbar integrierbar. Die Messapparatur war in Transmissionsgeometrie
aufgebaut. Die Quelle sal auf den frei schwingenden Membranen des Antriebes, wel-
che durch eine Dreiecksspannung in periodischer, konstanter Beschleunigung bewegt
wurde. Der Detektor bestand aus einem zylindrischen Rohr mit 10 cm Durchmesser
und 30 cm Lénge, welches mit einem Argon-Methan Gemisch (90 % Argon zu 10 %
Methan) gefiillt war. Die Probe wurde unbeweglich in einem temperaturgeregelten
Kryostaten in den Strahlengang gebracht. Die Impulse des Zahlrohres wurden mit ei-
nem Vor- und einem Hauptverstéirker verstirkt und mit einem Multikanalanalysator
aufgenommen. Ein Diskriminator erlaubte die Auswahl des 14,4 keV Bereiches des
Mossbaueriiberganges. Zur weiteren Analyse wurden die Spektren auf einen Com-
puter iibertragen. Die Auswertung der Spektren erfolgte mit dem Microsoft Office-
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Programm Excel 2003, dem in Excel integrierten Solver und dem Makropaket Vinda
von Haraldur Gunnerlaugson [27].

2.3.2 Rechencluster

Fiir die DFT Rechnungen stand der Cluster des Instituts fiir Physik der Universitét
zu Liibeck zur Verfiigung. Als Programmpakete kamen die Programme Gaussian03
[28] und ORCA [9] zur Anwendung. Fiir die Erstellung der Protein- und Molekiil-
Modelle wurde das Programm Chem3D Pro 7.0 verwendet. Die Darstellungen der
Proteine und der Proteinoberflichen erfolgte mit dem Programm PyMol.
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3 Magnetospirillum gryphiswaldense

3.1 Einleitung

3.1.1 Magnetotaktische Bakterien

Im Jahre 1975 veroffentlichte Blakemore [29] die Entdeckung von im Wasser lebenden
Bakterien, welche in der Lage sind Magnetfelder zu erspiiren, ihre Bewegung an
den Magnetfeldlinien der Erde auszurichten und sich entlang dieser zu bewegen.
Die Erdmagnetfeldlinien sind auf der Nordhalbkugel umso stérker abwérts gerichtet,
je ndher man dem Pol kommt. Die von Blakemore entdeckten Bakterien aus den
Cape Cod Salzmarschen in Massachusetts wanderten in Richtung des magnetischen
Nordpols®.

Die Bakterien versuchen dabei eine bestimmte Sedimentschicht zu erreichen. Die
Feldlinien des Erdmagnetfeldes treten fast {iberall auf der Erde aus dem Boden und
ermoglichen mit einer Bewegung entlang dieser Linien eine gezielte Aufwiérts- oder
Abwiartsbewegung. Neben diesen nordsuchenden Bakterien wurden auch siidsuchende
Bakterien in der stidlichen Hemisphere gefunden [30] und auch eine Gleichverteilung
von siid- und nordsuchenden Bakterien am Aquator [31]. Kiirzlich berichteten Sim-
mons et al. auch iiber siidsuchende Bakterien in der nérdlichen Hemisphere [32]. Der
Lebensraum dieser Bakterien ist die Ubergangszone zwischen aeroben und anaero-
ben Sedimentschichten in Salzwassermarschen und Siifiwassersedimenten [29, 30, 33].
In dieser Zone kann eine erhohte Population dieser Bakterien gefunden werden [34],
so dass eine reine Magnetotaxis nicht anzunehmen ist, denn die Bakterien wandern
nicht weiter, wenn sie bereits einen optimalen Os-Partialdruck erreicht haben. Des-
halb wird heutzutage eher von einer Magneto-Aerotaxis gesprochen [35, 36].

Alle bisher beschriebenen magnetotaktischen Bakterien sind Gram-negative proka-
riontische Bakterien in verschiedensten Morphologien: Stédbchen (rod), Kokken (coc-
ci), Schraubenartige (spirilli) oder auch Vielzellige [37]. Sie besitzen Geifleln [36] zur
Fortbewegung. In allen magnetotaktischen Bakterien wurden eisenhaltige Einschliisse
gefunden, die in Ketten angeordnet sind. Diese Einschliisse werden Magnetosomen
[38] genannt und sind reine Einkristalle [39]. Sie bestehen meist aus dem Eisenoxid
Magnetit [33] oder den Eisensulfiden Greigit und Eisenpyrit [40, 41]. Es sind aber

Inordsuchende Bakterien: Bakterien, welche in einem Wassertropfen in Richtung des magnetischen
Nordpols wandern.
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3 Magnetospirillum gryphiswaldense

Abbildung 3.1: M. gryphiswaldense im ausgewachsenen Stadium.

auch andere Kristalle bekannt, wie beispielsweise Mackinawit? [42] oder auch Bakte-
rien, die sowohl Eisenoxide als auch Eisensulfide produzieren [43, 34]. Die Magnetoso-
men machen von der Trockenmasse der Bakterien circa 2,0 bis 3,8 Gewichtsprozente
aus [44, 45, 46]. Diese Einkristalle haben typischerweise eine Grofie von 35 nm bis
120 nm [36] und liegen damit im Limit fiir eindoménige permanente Nano-Magnete
[16, 17]. Jedes Magnetosom ist fiir sich selbst von einer 2 — 3nm dicken proteinhalti-
gen Lipiddoppelschicht umgeben [47] und durch eine Filamentstruktur [48] in einer
Kette aufgereiht [49].

Die Aufreihung der Magnetosomen bewirkt, dass sich ihre permanenten magneti-
schen Dipolmomente zu einem Gesamtdipol addieren [50], dessen Dipolmoment grof§
genug ist, um die Bakterien gegen die Krifte aus der thermischen Bewegung auszu-
richten [51, 52, 35]. Die Ausrichtung der Bakterien schriankt ihre Bewegungsfreiheit
auf eine Dimension entlang der Feldlinien ein und ermdéglicht ihnen somit auf einfache
Weise ideale Lebensbedingungen zu finden [30].

Diese Lebensbedingungen entscheiden auch iiber die Entstehung der Magnetoso-
men. Oberhalb eines Oq-Partialdrucks von 20 mbar kann das Bakterium keine Ma-
gnetosomen mehr bilden und erst unterhalb eines Oo-Partialdrucks von 0,25 mbar
wird optimales Wachstum beobachtet [53].

In magnetotaktischen Bakterien werden enorme Mengen Eisen akkumuliert (sie
liegt circa beim 300 — 400-fachen des Gehalts von E. coli). Die Aufnahme von Fe?'-
Ionen in Bakterien erfolgt gewohnlich iiber die Bildung von sogenannten Siderophoren
[54, 55, 56]. Dies sind niedermolekulare Substanzen (< 1kDa), welche die Bakteri-
en produzieren und an die Umwelt abgeben. Diese Chelatoren binden Fe3*-Ionen
und bringen es in eine 16sliche Form. Fe?**-Siderophore werden durch Rezeptoren in
der &uleren Membran (gram-negative Bakterien) bzw. auf der Zelloberfliche (gram-
positive Bakterien) selektiv erkannt und dann mittels eines komplexen Apparates von

2Mackinawit: Feg'%Nio’% S0,9
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3.1 Einleitung

Transportproteinen durch die Membran(en) geschleust [57]. Intrazellulér erfolgt enzy-
matisch eine reduktive Dekomplexierung [58]. Wihrend z. B. in M. magneticum Eis-
entransporter vorhanden sind [59] und Fe?*-Komplexbildner des Hydroxamat- und
Catecholtyps gefunden wurden [60], lielen sich bislang in M.gryphiswaldense weder
spezifische Transportsysteme noch Siderophore nachweisen [61, 36]. Die Aufnahme
von Fe3t in M.gryphiswaldense erfolgt allerdings in Form einer Michaelis-Menten-
Kinetik und ist energieabhéngig.

Studien mit radioaktivem Sauerstoff zeigten dariiber hinaus, dass der Prozess der
Magnetosombildung zwar abhéngig vom Os-Partialdruck ist, aber molekularer Sau-
erstoff nicht im Magnetit angereichert wird [62]. Der Sauerstoff des Magnetit stammt
aus Wassermolekiilen.

Die die Magnetosomen umgebende Membran besteht aus einer doppellagigen Li-
pidschicht und weist eine dhnliche Proteinzusammensetzung wie die der Cytoplasma-
membran auf [47]. Es liegt damit nahe, dass es sich bei den Vesikeln um Einstiilpun-
gen der Cytoplasmamembran handelt. Dafiir spricht auch, dass die Magnetosomen in
bildgebenden Verfahren (Elektronenmikroskopie -EM-) sehr héufig in der Néhe der
Cytoplasmamembran verankert scheinen. Allerdings fehlt dafiir bis heute der direkte
Beweis [36]. Heutzutage wird davon ausgegangen, dass es sich bei den Magnetosom-
vesikeln um abgetrennte Einstiilpungen handelt, wobei sich dann die Frage stellt,
in welcher zeitlichen Abfolge sich die Abtrennungen (bzw. Einstiilpungen) und die
Bildung der Magnetosomen vollziehen.

Damit die Magnetosomen auch weiter wachsen konnen, miissen sie entweder iiber
einen noch nicht zu Magnetit umgewandelten Eisenvorrat verfiigen, oder zu spéteren
Zeiten das Eisen von auflen zugefiithrt bekommen. Dazu wére ein intrazelluldres Ei-
sentransportsystem notwendig, welches das FEisen in die Vesikel transportiert. Zwei
solcher moglichen Proteine konnten in einer nichtmagnetischen Mutante ausgemacht
werden. Die Gene AmamB und AmamM kodieren zwei Proteine, die zu einer Gruppe
von Metall-Transport-Proteinen gehoren [63]. Es ist unbekannt, ob es vor der Bildung
von Magnetosomen zur Ausbildung einer Vorstufe (Precursor) kommt. Eisenaufnah-
meexperimente von Fe3' zeigten keine nennenswerte Verzégerung bei der Bildung
der Magnetosomen [64] und sprechen damit gegen eine Anhdufung von Vorstufen in
den Bakterien und eher fiir einen direkten Einbau des Eisens in die Magnetosome.

Die Magnetosome sind durch eine Filamentstruktur im Bakterium linear verbun-
den, welche diese raumlich fest mit der Membran verbinden. Scheffel et al. [48] konn-
ten erstmals eine solche Ultrastruktur in Bakterien und speziell in magnetotaktischen
Bakterien nachweisen.

3.1.2 Magnetit Fe;0,

Die Struktur von Magnetit ist inversspinell und basiert auf einer flachenzentrier-
ten kubischen Einheitszelle [65] aus 32 O?~ Ionen, 8 Fe?™ und 16 Fe*™ Tonen mit
der Summenformel Fe?*[Fe?*Fe3*]0, [66]. Die in den Klammern angegebenen Ionen

23



3 Magnetospirillum gryphiswaldense

Abbildung 3.2: Kristallstruktur von Magnetit
Der Sauerstoff ist rot, das Eisen auf tetraedischen Kris-
tallplatzen blau und auf oktaedrischen Kristallpldtzen griin
dargestellt.

besetzen dabei oktaedrische, die anderen tetraedrische Gitterpliatze. Magnetit be-
sitzt die Raumgruppe F'd3m, eine Gitterkonstante von z,p. = 8, 394 A und enthilt
insgesamt 56 Atome in einer Einheitszelle. Die durchschnittliche Dichte liegt bei
0=>5,1—-5,2gem ™3, die Curie-Temperatur bei T = 850 K [67]. Magnetit zeigt sich
bei Raumtemperatur ferrimagnetisch mit einem magnetischen Moment pro Masse
von o, = 90 — 92 Am?kg~! [68]. Die beiden Untergitter von Magnetit (A und B
Plitze) koppeln antiferromagnetisch. In dem A Untergitter (Tetraeder, Fe3*) haben
die Eisenionen einen Spin von S4 = 2. Im B Untergitter (Oktaeder, Fe** und Fe?")
koppeln die beiden Spins der Eisenionen S + SLI = g +2 = %. Die Spins der Ei-
senionen in den beiden Untergittern sind antiparallel ausgerichtet und ergeben einen
Gesamtspin von S4,p = 2. Dies ist auch der Grund fiir den natiirlichen Magnetismus
von Magnetit in Gesteinen.

In der Natur existiert hdufig eine nicht vollstdndige Form von Magnetit, welches
nicht das stoéchiometrische Verhéltnis von 1:2 zwischen den verschiedenen Ionen auf-
weist. Die fehlenden Ionen sind dann haufig durch Titan, Mangan oder Zink ersetzt
oder sind als Leerstellen im Kristall vorhanden.
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3.1 Einleitung

Die oktaedrischen Plétze teilen sich jeweils ein Elektron und erscheinen damit als
Fe?5* Tonen. Wird Magnetit abgekiihlt, so friert diese dynamische Elektronendelo-
kalisierung aus und es ergibt sich ein Ubergang in eine zufillige Verteilung bei der
Verwey-Temperatur (T ~ 118 K), unterhalb der sich Magnetit von einem schlech-
ten Leiter in einen Isolator wandelt. Bei Raumtemperatur weist Magnetit, begriindet
durch seine asymmetrische Spinstruktur Fe?*™ |[Fe?T 1Fe*™ 1]0,, Ferrimagnetismus
auf. Ist das Magnetit als Nanopartikel mit wenigen Nanometern Grofle vorhanden, so
zeigen diese Partikel im Mossbauerspektrum asymmetrische Linien, welche durch ei-
ne Grolenverteilung der Partikel entsteht. Diese Groflenverteilung beeinflusst direkt
die in der Mossbauerspektroskopie gemessene Hyperfeinaufspaltung B, ¢[17]:

Brs = By <1— kBT). (3.1)

2KV

Dabei steht K fiir die Anisotropieenergiekonstante, V' fiir das Volumen eines ein-
zelnen Teilchens, By fiir das Hyperfeinfeld eines ausgedehnten Kristalls und T fiir
die Temperatur. Eine Verminderung der Anisotropieenergickonstante oder des Volu-
mens bedingen somit direkt eine Reduktion des beobachtbaren Hyperfeinfeldes. Bei
sehr kleinen Partikeln (~ 6 nm) zeigt sich dies als vollstdndige superparamagnetische
Relaxation, bei der ein zentral verbreiterter Peak entsteht [15].

Die Debye-Temperaturen fiir die beiden unterschiedlichen Plitze sind: © 4 = 334 +
10K und ©p = 314 £ 10K [69]. Diese unterschiedlichen Debye-Temperaturen bedin-
gen, dass das Verhéltnis des f*-Faktors bei Raumtemperatur ungleich 1 ist: f5/fi =
0,94. Dies beeinflusst das Verhéltnis der in der Mossbauerspektroskopie gemessenen
Besetzungen der Magnetitplétze.

Im Bereich zwischen der Verwey- und der Curie-Temperatur ldsst sich Magnetit
durch zwei Sextetts beschreiben, welche den Fe3*- und den Fe?5*-Plitzen zugeordnet
werden. Typische Parameter eines groflen Kristalls bei Raumtemperatur sind: 64 =
0,26 mm/s, dp = 0,67mm/s, AE4 = 0,02mm/s, AEp = 0mm/s, By = 49T und
Bp = 46 T. Unterhalb der Verwey-Temperatur sind die Mossbauerspektren aufgrund
der zufilligen Ausfrierung nicht eindeutig interpretierbar [68].

3.1.3 Typisches Mdéssbauerspektrum von Magnetospirillum
gryphiswaldense (MSR-1)

Als typisches Mossbauerspektrum des Bakteriums M. gryphiswaldense (Abb. 3.3)
wird hier die Langzeitprobe DF23 (1230 Minuten nach 5"Fe Zugabe) gezeigt. Das
Spektrum bei T=130 K enthalt vier Subspektren, von denen zwei magnetisch aufge-
spaltene Sextetts und die beiden anderen Lorentzdubletts zeigen. Die beiden magne-
tischen Sextetts zeigen dabei Parameter von d4 = 0,39 mms™*, AE, 4 = 0,0mms™!
und dp = 0,76 mms™', AE, 5 = 0,0mms™', sowie Hyperfeinfelder B4 ~ 49,7 T und
Bp ~ 47,2T. Unterhalb von T=115K geht die deutliche Doppelpeakstruktur (im
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Abbildung 3.3: Typisches Mossbauerspektrum der Probe DF23 bei T=130 K
Die experimentellen Daten sind durch eine schwarze
Fiihrungslinie verbunden.

negativen Geschwindigkeitsbereich), bedingt durch den Verwey-Ubergang, in eine
breite Verteilung iiber. Dieses Verhalten ist typisch fir Magnetit [70, 15, 68].

Das sehr dominante Dublett im Zentrum des Spektrums zeigt folgende Parameter:
§ = 0,48mms™!, AEg = 0,76 mms™" und I' = 0,52 mms™~*. Diese Komponente wird
Ferritin zugeordnet und eingehender im Kapitel 3.5.2 besprochen.

Die vierte Komponente zeigt mit einer Isomerieverschiebung von § = 1,25 mms™!,
einer Quadrupolaufspaltung von AEg = 2,8 mms™' und einer Linienbreite von T’
= 0,44 mms~! Parameter, wie sie typisch fiir Fe** in oktaedrischer Sauerstoff- oder
Stickstoff-Ligandierung sind [70].

3.2 Material

Die in dieser Arbeit untersuchten Stamme des Organismus Magnetospirillum gryph-
iswaldense MSR-1 [71], sowie die der nichtmagnetischen Mutanten MSR-1B [63],
AmamB und AmamM [72], stammen aus dem Max Planck Institut fiir Marine Bio-
logie, Bremen. Die Aufzucht fand unter kontrollierten Sauerstoff- und Eisenkonzen-
trationen in einem Fermenter statt [61, 53].

MSR-1 markiert den Wildtyp, welcher durch Schiiler et al. [71] beschrieben wurde.
MSR-1B ist eine spontane, nichtmagnetische Mutante [63]. Dieser Mutante fehlt ein
Grofiteil ihrer Genominsel, welche dem Biomineralisationsprozess zugeordnet ist. Bei
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3.3 Magnetisch induzierte differentiale Lichtstreuung

AmamM und AmamB handelt es sich um Mutanten, bei denen selektiv einzelne
Gene entfernt sind [72].

Der Organismus wurde im Eisenmangel angezogen und schlieflich mit *"Fe ver-
setzt, um den Eisenaufnahmeprozess mittels der Mossbauerspektroskopie verfolgen
zu konnen. Zu den jeweiligen Probenentnahmen wurden jeweils 1 Liter Medium ab-
genommen, zentrifugiert, gewaschen, konzentriert, in einen Mossbauerprobenhalter
transferiert und eingefroren. Die Proben wurden in fliissigem Stickstoff gelagert. Der
Transport wurde mittels Kiihlung durch Trockeneis oder fliissigen Stickstoff durch-
gefiihrt.

Bei den Proben DF36, DF37 und DF38 wurde nach Wachstum in eisenhaltigem
Néahrmedium, dieses durch Waschen der Bakterien entfernt und durch ein eisenarmes
Medium ersetzt, um den Wachstumsprozess im Eisenmangel zu studieren.

Die in der Tabelle 3.1 genannten Zeiten geben die verstrichene Zeit seit der Zugabe
bzw. der Entfernung von Eisen an. Die Aufzucht erfolgte in einem Fermenter, wie er
bei Heyen et al. [53] beschrieben ist.

3.3 Magnetisch induzierte differentiale Lichtstreuung

3.3.1 Einleitung

Zur Bestimmung des zelluldren Magnetismus dient eine einfache Anordnung, wie sie
bei Schiiler et al. [73] beschrieben ist. Dazu wird die Lichtdurchlissigkeit einer Probe
in Abhédngigkeit eines duleren Magnetfeldes bestimmt. Durch Anlegen des &ufleren
Magnetfeldes konnen die bereits magnetischen Bakterien in der Losung ausgerichtet
werden (siche Abbildung 3.4). Durch die unterschiedliche Anordnung der Bakterien
ergeben sich verschiedene Absorptionswerte, welche dann den Koeffizienten C,,,, der
magnetisch induzierten differentiellen Lichtstreuung MIDL ergeben:

Emax

Cmag = FoA
min

(3.2)

wobei E,,q, und E,,;, die maximale, beziechungsweise die minimal gemessene Licht-
ausbeute sind.

Die verwendeten Parameter wurden von Dr. D. Faivre, Max Planck Institut fiir
Marine Mikrobiologie, Bremen, zur Verfiigung gestellt.

3.3.2 Erweiterung der Bedeutung der magnetisch induzierten
differentiellen Lichtstreuung

Die MIDL betrachtet den Ubergang von nichtmagnetischen Bakterien zu magnetisch-
en Bakterien, ausgedriickt durch ihre Féhigkeit, sich als magnetisches Bakterium im
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3 Magnetospirillum gryphiswaldense

Tabelle 3.1: Tabelle der untersuchten Proben

Name Stamm Beschreibung
DFO01 MSR-1wt aerobes Wachstum

DFO02 MSR-1B  microaerobes Wachstum

DFO03 MSR-~1wt microaerobes Wachstum

DF10 MSR-1wt microaerob, 60 min

DF11 MSR-~1wt microaerob, 95 min

DF12 MSR-1wt microaerob, 125 min

DF13 MSR-~1wt microaerob, 155 min

DF14 MSR-1wt microaerob, 215 min

DF15 MSR-1B  microaerob, 60 min, 3uM 5"Fe
DF16 MSR-1B  microaerob, 90 min, 3uM 5"Fe
DF17 MSR-1B  microaerob, 150 min, 3uM 57Fe
DF19 MSR-1wt microaerob, 20 min, 60uM 5"Fe
DF20 MSR-1wt microaerob, 40 min, 60xM 5"Fe
DF21 MSR-1wt microaerob, 60 min, 60uM 5"Fe
DF22 MSR-1wt microaerob, 150 min, 60uM °7Fe
DF23 MSR-1wt microaerob, 1230 min, 60uM °"Fe
DF23mag MSR-1wt isolierte Magnetosomen aus DF23
DF23 Zellreste MSR-1wt Zellreste aus der Isolierung der Magnetosomen DF23
DF30 AmamM  microaerob, 1 h, 5uM 5"Fe

DF31 AmamM  microaerob, 3 h, 5uM ®"Fe

DF32 AmamM  microaerob, 20 h, 5uM 5"Fe
DF33 AmamB  microaerob, 1 h, 5uM ®"Fe

DF34 AmamB  microaerob, 3 h, 5uM ®7Fe

DF35 AmamB  microaerob, 20 h, 5uM 5"Fe
DF36 MSR-1wt microaerob, direkt nach der Eisenentfernung
DF37 MSR-~1wt microaerob, 2 h nach der Eisenentfernung
DF38 MSR-1wt microaerob, 18 h nach der Eisenentfernung
DF40 MSR-1wt areob, Medium Fe3*

DF41 MSR-1wt microaerob, Medium Fe?*

DF42 MSR-1wt microaerob, Medium Fe3*
MMC-BD MSR-~1B  Butanolfillung

MMC1 MSR-1B  Uberstand, >100 kDa

MMC2 MSR-1B  Uberstand, >10 kDa

MMC3 MSR-1B  Durchlauf

MMS1 MSR-1B  Sedimentfraktion

MMS2 MSR-1B  Sedimentfraktion

MS1 MSR-1wt  Sediment der Auftrennung
MDC1 MSR-1wt Uberstand, >100 kDa

MDC2 MSR-1wt Uberstand, >10 kDa,

MDC3 MSR-1wt  Durchlauf
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3.3 Magnetisch induzierte differentiale Lichtstreuung
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Abbildung 3.4: Funktionsprinzip der MIDL
Durch Drehung der Magnetfeldrichtung werden die magne-
tischen Bakterien gedreht und ergeben durch die unter-
schiedliche Lichtabsorption unterschiedliche Parameter fiir
die Lichtstreuung.

min
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3 Magnetospirillum gryphiswaldense

auBleren Feld zu orientieren. Auf zwei Zustédnde reduziert lésst sich damit jedes Bak-
terium entweder als magnetisch oder nichtmagnetisch ansehen. Ein magnetisches
Bakterium tragt dabei zur Entstehung der MIDL bei, ein nichtmagnetisches Bakte-
rium nicht. Die in MIDL ermittelten Werte des Parameters C,,,,, entsprechen dabei
dem Mittelwert des Probenensembles.

Als Modell I&sst sich nun folgendes System vorstellen: Ein nichtmagnetisches Bak-
terium geht zum Zeitpunkt ¢y in ein magnetisches Bakterium iiber und trégt ab
diesem Zeitpunkt zur MIDL bei. Dieser Zeitpunkt ¢y sei in einem Ensemble von
Bakterien Gauf-verteilt um den Mittelwert p des Ubergangpunktes:

f(t) = ——oxp [—% (t ;“)2] (33)

und habe dann die Breite o. Die auftretende Konstante j wird zur Anpassung an die
Messergebnisse bendtigt. Sofern j = 1 gilt, gibt die Funktion die Wahrscheinlichkeit
fiir einen Ubergang von einem nichtmagnetischen zu einem magnetischem Bakterium
an. Der jeweils zur MIDL beitragende Anteil der Bakterien ist dann gegeben durch
die Integration der Gleichung 3.3:

o) = /; g]ﬁ exp [—% (t/ - “)2] at'. (3.4)

Ein Fit dieser Funktion auf die Daten der MIDL Messung einer Wachstumsserie
ergibt die Parameter ¢ = 37,9 min, ; = 148 min und fiir die Konstante 7 = 1,67 min
(Abb.: 3.5). Der Fit lasst sich dabei nur auf die ersten sechs Messpunkte anwenden
und kann den weiteren Anstieg der MIDL nicht erkléren.

Eine Erweiterung dieses Modells stellt eine Einbeziehung der Abhéngigkeit der
MIDL von der Anzahl und Gréfle der in dem Bakterium vorhandenen Magnetosomen
dar. Durch eine groflere Anzahl bzw. Grofle wird der Effekt der MIDL verstérkt, tragt
aber nicht weiter zur Unterscheidung zwischen magnetischen und nichtmagnetischen
Bakterien bei. Als einfachste Naherung wird die lineare Abhéngigkeit dieser Zunahme
angenommen. Damit werden die Gleichungen 3.3 und 3.4 um einen linearen Term

erweitert zu: i
const 1 /t—u 2
t) = exp | —=
f(t) — o P 2( - )

t / 2
const 1/t —p
t) = exp |—=
9(1) /_Ooa 27 P 2( o )
1

Dabei sei h die Rate des linearen Anstiegs in der Einheit min™".

+t*h (3.5)

und

+t' % hdt'. (3.6)
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Abbildung 3.5: Fit der MIDL Messung I

Werden die Daten mittels dieses erweiterten Modells gefittet, so ergeben sich die
Parameter zu: ¢ = 26,98 min, ;4 = 143, 3min und 4 = 0,0000118 min~!. Die Kon-
stante const ist dabei auf 1 min~! gesetzt. In Abbildung 3.6 sind die Daten und der
Fit dargestellt. Dieses Modell ist in der Lage den beobachteten Anstieg zu erkléren.

3.3.3 Diskussion

Das hier vorgestellte Modell erlaubt eine einfache Beschreibung der magnetisch indu-
zierten differentiellen Lichtstreuung {iber die Wachstumszeit. Es ist gekennzeichnet
durch den Ubergang eines Ensembles nichtmagnetischer Bakterien in ein Ensemble
magnetischer Bakterien. Die Erweiterung um einen linearen Term tragt dem unter-
schiedlichen Streuvermégen Rechnung, welche durch die unterschiedliche Anzahl und
Grofle der Magnetosomen zu unterschiedlichen Zeiten gegeben ist.

Der Parameter h beschreibt dabei die Zunahme der Lichtstreufihigkeit und damit
auch indirekt die Aufnahme von Eisen. p ist in diesem Modell der Punkt, an dem
50% der Bakterien magnetisches Verhalten zeigen. Die Breite o der Verteilung gibt
die Homogenitéit des Modells wieder.

3.4 Transmissionselektronenmikroskopie

Magnetosomen mit einigen Nanometern Durchmesser werden in einer Transmissi-
onselektronenmikroskopie (TEM) sichtbar (siche Abb.: 3.1). Die Untersuchungen
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Abbildung 3.6: Fit der MIDL Messung II mittels des erweiterten Modells.
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Abbildung 3.7: Gauiverteilung aus dem Fit II. Dargestellt ist die Wahr-
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scheinlichkeit fiir ein Teilchen zur Zeit ¢ in ein magnetisches
Teilchen {iberzugehen. Der lineare Anteil, der zur Erklarung
des weiteren Anstiegs des Parameters C,,, benotigt wird, ist
nicht mit dargestellt.



3.4 'Transmissionselektronenmikroskopie

per TEM wurden von Dr. Damien Faivre, Max Planck Institut fiir Marine Mikro-
biologie, Bremen (Gruppe von Prof. Dr. Dirk Schiiler, Institut fiir Biology, LMU
Miinchen), durchgefiihrt und zur weiteren Analyse zur Verfiigung gestellt. Die TEM-
holographischen Aufnahmen wurden in der Gruppe von R. F. Dunin-Borkowski,
Dept. of Material Science, University of Camebridge, UK, erstellt.

Die Bilder geben dann Aufschluss {iber die durchschnittliche Entfernung r zwischen
den Magnetosomen in einem einzelnen Bakterium, sowie deren durchschnittlichen
Durchmesser d (siche Tabelle 3.2) nach der Induktion mit *"Fe.

Tabelle 3.2: Durchschnittliche Entfernung und Durchmesser der
Magnetosomen zu verschiedenen Zeiten nach der Induk-
tion mit °“Fe. Ermittelt aus den TEM-Aufnahmen.

Zeit in min 55 100 130 160 220 340

Entfernung r in nm 127 75 56 41 29 19
Durchmesser d in nm 19 194 20,3 22,7 26,3 33,1

3.4.1 Entfernung

Die Entfernung r nimmt dabei stetig mit der Zeit seit der Inkubation mit Eisen ab.
Ein Fit der Form:

axt’+c (3.7)

ergibt @ = 7,20 * 107°nm/min und ¢ = —1.68 * 1072 nm, wenn b = —1 gesetzt
wird (Abb.: 3.8a). Aus der Abbildung ist ersichtlich, dass der Fit die Messwerte im
ersten Abschnitt unterschitzt und spiter iiberschétzt. Dies legt eine Anderung des
Wachstumsverhaltens nahe und erlaubt eine Unterteilung. Die vier ersten Messpunkte
lassen sich mit dem Parametersatz: a; = 1,09 * 107%nm/min, b, = —0,33 und
¢ = —1,61 %« 107" nm anpassen (blaue Kurve in Abb.: 3.8b) und die drei letzten
Messwerte mittels a; = 2.97 % 107° nm/min, by = —1,33 und ¢ = 6,25 % 1072 (griine
Kurve in Abb.: 3.8b). Dabei ist zu bemerken, dass im Fall des Fits mit einer Kurve nur
zwel freie Parameter zur Anpassung benttigt werden (neben der Annahme b = —1)
und im Fall zweier Kurven bereits sechs Parameter benutzt wurden. Allerdings sagt
der zweiteilige Fit fiir spitere Zeiten einen Abstand von ¢, = 6,25nm zwischen
den Magnetosomen voraus. Dies deckt sich mit der Erkenntnis, dass zwischen den
Magnetosomen zwei Vesikelmembranen (von je 2-3nm Dicke) vorhanden sind [38, 47,
50].

33



3 Magnetospirillum gryphiswaldense

Variation des Magnetosomenabstandes Variation des Magnetosomenabstandes
140 140
120 120
g 100 g 100
£ £
o 80 o 80
c o
> >
£ 60 £ 60
I 8
E 40 LIE.; 40
®
20 20 ®
50 100 150 200 250 300 350 50 100 150 200 250 300 350
Zeit in min Zeit in min
(a) Fit mit b= -1 (b) Fit mit zwei Kurven

Abbildung 3.8: Fit der Magnetosom-Entfernung
Die schwarzen Punkte sind die Entfernungen aus der Trans-
missionselektronenmikroskopie. Die rote Kurve stellt einen
Fit mit dem Koeffizienten b = —1 dar. Die blaue Kurve wur-
de auf die ersten vier Messpunkte angepasst, die griine Kurve
auf die letzten drei Messpunkte.

3.4.2 Dynamik des Wachstumsprozesses

Abbildung 3.9a-e zeigt eine Serie von TEM Bildern bei verschiedenen Zeiten nach
der ®"Fe Induktion. Im Bild 3.9a ist die Situation zum Zeitpunkt der Induktion dar-
gestellt. Es sind dabei keine Magnetosomen zu entdecken. Nach 55 min (Abb.: 3.9b)
sind wenige einzelne Magnetosomen zu beobachten. Nach 100 min (Abb.: 3.9¢) be-
obachtet man eine gréflere Anzahl von Magnetosomen, welche weiterhin einzeln auf-
treten. In Abbildung 3.9e treten erste Kontakte zwischen Magnetosomen auf. Nach
220 min (3.9f) konnen (mehrere) kurze Kettenfragmente im Bakterium erkannt wer-
den. Die Anzahl der vorhandenen Magnetosomen hat weiter zugenommen. Erst in
der Aufnahme nach 340 min (Abb.: 3.9g) sind die einzelnen Kettenfragmente zu ei-
ner langeren Kette zusammen gewachsen. Der Zeitpunkt des ersten Auftretens von
Kettenfragmenten liegt demnach um 160 min nach der *"Fe Induktion.

Die Aufnahmen zeigen auch, dass die Entfernungen zwischen den Magnetosomen
heterogen innerhalb eines Bakteriums sind und die Abschétzung fiir die Entfernung
nur fiir den Mittelwert eines gréfSeren Ensembles giiltig ist und nicht den Abstand
jedes einzelnen Magnetosoms beschreiben kann.
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T
(a) Omin  (b) 55min  (c) 100min  (d) 130min  (e) 160min  (f) 220min  (g) 340 min
Abbildung 3.9: Elektronenmikroskopaufnahmen der Bakterien in verschiede-
nen Wachstumsstadien
Die Magnetosomen sind als scharf abgebildete dunkle Parti-
kel zu erkennen. Die diffusen dunklen Bereiche, sind elektro-
nendichtere Bereiche. Der untere schwarze Balken entspricht
1 pm. Die Zeiten entsprechen der Zeit nach der "Fe Zuga-
be. In (a) sind keine Magnetosomen zu erkennen, in (b), (c)
und (d) sind vereinzelte Magnetosomen erkennbar, die in (e)
vereinzelte Kontakte, in (f) kurze Ketten und schliefllich in
(g) lange Ketten bilden.

3.4.3 TEM Holographie

Zusitzlich zu den reinen TEM-Aufnahmen® kann die Phase der Elektronenwellen
aufgezeichnet und iiber eine Fouriertransformation als Information zuriick ins Bild
transformiert werden. Durch diese Technik kénnen in den Aufnahmen die Magnet-
felder der Probe sichtbar gemacht werden [50].

Die Abbildung 3.10a zeigt eine TEM-Aufnahme mit einem C,,,-Wert von 0.1. Es
sind nur einzelne Magnetosomen zu erkennen. Die Abbildung 3.10b zeigt denselben
Bildausschnitt mit der TEM-Holographie. Die Magnetfeldlinien sind in den Magne-
tosomen konzentriert, aber rdumlich nicht orientiert. Die Aufnahme 3.10c zeigt ein
Beispiel fiir einen Cy,,q4-Wert von 0.8. Die Magnetosomen haben sich bereits zu kurz-
en Kettenfragmenten zusammengeschlossen. Die dazugehorige Holographieaufnahme
ist in Abbildungen 3.10d dargestellt und macht deutlich, dass sich die Magnetfeldlini-
en durch die Zusammenlagerung der Magnetosomen innerhalb des Kettenfragmentes

3Die TEM-holographischen Aufnahmen wurden in der Arbeitsgruppe von R. F. Dunin-Borkowski,
Dept. of Material Science, University of Camebrifge, UK, aufgenommen.
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orientieren. Die Abbildung 3.11 zeigt eine Probe mit einem C),,,,-Wert von 2.8 (aus-
gewachsenes Stadium). Die Magnetfeldlinien laufen entlang der Magnetosomen. In
Bereichen mit Abstédnden in der Groflenordnung von einem Teilchendurchmesser,
verbreitern sich die Feldlinien in dem Zwischenraum (schwarzer Pfeil in Abb.: 3.11),
ohne jedoch zwei einzelne Kettenfragmente zu bilden.

3.4.4 Diskussion

Die durchschnittliche Entfernung der Magnetosomen lésst sich durch ein antipropor-
tionales Verhalten beschreiben, wie es durch die Gleichung 3.7 gegeben ist. Diese
Gleichung beschreibt allerdings nur das durchschnittliche Verhalten. Aus den Bil-
dern 3.9 und 3.10 ist ersichtlich, dass die Magnetosomen heterogene Abstinde un-
tereinander haben und erst dann einheitliche Abstdnde bilden, wenn sich Ketten von
Magnetosomen gebildet haben.

Aus der Aufnahme 3.10b ist ersichtlich, dass isolierte Magnetosomen eine zufillige
Verteilung ihrer Magnetfeldachse haben. Erst die Ann&herung an die Nachbarma-
gnetosomen richtet die Magnetfeldachsen entlang der Kettenfragmente aus (3.10d).
Aus der Literatur [74, 50] ist bekannt, dass in Aquaspirillum magnetacticum die Ma-
gnetosomen mit ihrer kristallographischen [111]-Achse entlang der Kettenachse und
damit entlang der Verbindungsachse zwischen den Teilchen ausgerichtet sind. Letzt-
endlich miissen sich daher die Magnetosomen wéhrend ihres Annédherungsprozesses
ausrichten. Fiir Ferrofluide ist eine solche Selbstordnung durchaus bekannt [75].

3.5 Mossbauerspektroskopie

3.5.1 Das Wachstumsverhalten von M. gryphiswaldense

Die Beobachtung des Wachstumsverhaltens von Bakterium M. gryphiswaldense gibt
die Moglichkeit, den zeitlichen Ablauf der Magnetosomsynthese nachzuvollziehen.
Die Verwendung von °"Fe als mossbauerspektroskopisch aktives Isotop zur Induktion
erlaubt gezielt die Betrachtung des Eisentransportes im Bakterium auf Zeitskalen im
Minutenbereich. Zur Beantwortung stehen hier die Fragen, ob es dedizierte Vorstu-
fen zu den Magnetosomen gibt und welche diese sind. Ebenso soll geklart werden, in
welcher Form und welchem zeitlichen Ablauf das Eisen im Bakterium aufgenommen,
gespeichert und transportiert wird.

Zur Untersuchung des Wachstums und der Magnetitbildung wurde das Bakteri-
um M. gryphiswaldense im Eisenmangel angezogen. Es befindet sich im stationéren
Zustand, in dem die Zellen keine Teilung und nur sehr geringe Stoffwechselaktivitét
aufweisen [61, 48]. Zum Zeitpunkt ty = 0 min wurde das Wachstumsmedium gewech-
selt. Das neue Medium enthielt nur sehr geringe Mengen an Néhrstoffen, die kein
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(a) EM-Bild

s
E

(¢) EM-Bild

Abbildung 3.10: TEM und Holographie
Die linke Spalte zeigt die TEM-Bilder, die rechte die dazu
korrespondierenden Holographien. Fiir die obere Reihe ist
der Parameter C,,q, = 0.1, fiir die untere Cy,qy = 0.8.

37



3 Magnetospirillum gryphiswaldense

Abbildung 3.11: TEM-Holographie einer Magnetosomenkette
Die Holographie einer vollstindigen Magnetosomenkette
zeigt, dass die Magnetfeldlinien innerhalb der Kette ver-
laufen und auch bei Abstdnden, welche in der Grofien-
ordnung der Magnetosomen liegen (schwarzer Pfeil), noch
durchgéngig vorhanden sind. Die Aufnahme stammt von ei-
ner Probe mit einem C,,q4,-Wert von 2.8.
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Spektren des Wachstumprozesses
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Abbildung 3.12: Mossbauerspektren von den Proben DF19, DF20, DF10,
DF12, DF13, DF14 und DF23
Die Spektren wurden je mit einem additiven Offset von
0.015 dargestellt. Die Serie zeigt von oben nach unten die
Spektren zu verschiedenen Zeiten (20, 40, 60, 95, 125, 155,
215, 1230 Minuten) des Wachstums des Stammes MSR-1
nach Zugabe von ®"Fe. Die Spektren sind einzeln in den
Abbildungen 3.14 und 3.15, die Parameter in den Tabellen
3.3 und 3.4 dargestellt. Eine Ausschnittsvergrofferung ist als
Abbildung 3.13 angefiigt.

weiteres Wachstum ermdglichen (steady state), jedoch alle Vitalfunktionen aufrecht
erhalten bleiben [53, 48]. Das Medium wurde zusétzlich mit °"Fe versorgt, so dass die
Eisenmangelsituation beseitigt war [76]. Nur auf diese Weise kénnen Nahrstoffwechsel
bezogene Vorgénge von Wachstumsvorgingen unterschieden werden.

Zum Zeitpunkt to = Omin wurde dem Medium 5"Fe zugefiigt und spéter zu ver-
schiedenen Zeiten (t= 20; 40; 60; 95; 125; 155; 215 und 1230 min)* Probenmaterial
entnommen und diese durch die Mossbauerspektroskopie untersucht.

Die Mossbauerspektren lassen sich mit Hilfe von zwei Sextetts fiir die A und B
Plitze des Magnetits und je ein Dublett fiir die Ferritin und die Fe?* Komponente
anpassen. Das Verhéltnis der Linienintensitdten betragt 3:2:1:1:2:3 und ein Verhélt-
nis der A und B Plétze ist auf 1 : 2 festgelegt. Die Linienbreiten waren paarweise
frei. Fiir die Fits wurden fiir alle Zeiten die gleichen Isomerieverschiebungen und
Quadrupolaufspaltungen verwendet.

4Die Proben fiir 20, 40 und 1230 Minuten stammen aus einer zweiten Probenserie, welche unter
denselben Bedingungen wie die in der ersten Serie hergestellt wurden.
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Spektren des Wachstumprozesses
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Mossbauerspektren von den Proben DF19, DF20, DF10,
DF12, DF13, DF14 und DF23

Die Spektren wurden je mit einem additiven Offset von
0.015 dargestellt. Die Serie zeigt von oben nach unten die
Spektren zu verschiedenen Zeiten (20, 40, 60, 95, 125, 155,
215, 1230 Minuten) des Wachstums des Stammes MSR-1
nach Zugabe von *"Fe. Die Spektren sind einzeln in den Ab-
bildungen 3.14 und 3.15, die Parameter in den Tabellen 3.3
und 3.4 dargestellt. Die Spektren wurden nur im Bereich
von +7 bis +10mm/s dargestellt. Die senkrechte schwar-
ze Linie gibt das Maximum der Aufspaltung bei 155 min
wieder.



3.5 Mossbauerspektroskopie

Tabelle 3.3: Hyperfeinfelder und Flachenanteile der Simulationen der Wachstumsse-
rie. Die Zeit gibt die verstrichene Zeit seit der Zugabe von 5"Fe an.

Zeit in min 20 40 60 95 125 155 215 1230
Probe # DF19 DF20 DF10 DF11 DF12 DF13 DF14 DF23

Hyperfeinfelder
Bhfain T 46 48 491 49,7 498 50,1 496 50,1
Bpfain T 43,7 455 47 476 47,6 48 474 478

Fléchenanteile
Ain % 0,6 5 7,8 13,7 17,7 19,6 22 23,9
Bin % 1,2 10 156 274 354 39,2 44 47,8

Ferritinin % 63,5 57,5 53 41,5 342 299 255 21,9
Fe? in % 347 275 236 174 12,7 113 85 64

Tabelle 3.4: Parameter der Simulationen der Wachstumsserie. Die Linienbreiten der
Magnetit A- und B-Pldtze wurden in jedem Spektrum paarweise ange-

passt (1 & 6,2 & 5,3 & 4).

Name §in mms™' AEg in mms™! T in mms™*
Magnetit A 0,38 0 -
Magnetit B 0,76 0 -

Ferritin 0,48 0,73 0,51

Fe2t 1,28 2,85 0,49
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Abbildung 3.14: Einzelspektren der Wachstumsserie
Die Parameter der Fits sind in Tabelle 3.3 und 3.4
aufgelistet.
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Abbildung 3.15: Einzelspektren der Wachstumsserie

Die Parameter der Fits sind in Tabelle 3.3 und

aufgelistet.

3.4
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In den Abbildungen 3.12, 3.13, 3.14 und 3.15 sind die Spektren dieses Wachs-
tumsprozesses dargestellt. Eine vergroflerte Darstellung der Probe DF19 ist als Ab-
bildung B.1 angefiigt.

In allen Mossbauerspektren dieser Wachstumsserie konnen nur die drei Kompo-
nenten Magnetit (mit den A- und B-Plitzen), Ferritin und Fe?" identifiziert werden.
Die aus den Mossbauerspektren ermittelten Parameter der Subspektren sind in den
Tabellen 3.3 und 3.4 zusammengefasst.

Im Verlauf des Wachstums steigt der absolute Anteil des Magnetits annéhernd

linear an (siche Abbildung 3.16b) und schwécht sich dann im letzten Messpunkt ab.
Die absoluten Anteile des Ferritins und Fe?* bleiben auf niedrigem Niveau (< 10 %),
zeigen aber keine erkennbare Tendenz. In der relativen Darstellung (Abb. 3.16a)
ist der starke Anstieg (> 65% in 200 min) des Magnetosomanteils gegeniiber dem
Ferritin und Fe** (< 65%) im Bereich bis circa 200 min zu beobachten. Danach
dandert sich das Verhéltnis zwischen dem Magnetosomanteil und den beiden anderen
Komponenten (Ferritin und Fe?T) nur noch gering und pendelt sich auf 71,6 % fiir
das Magnetit, 22 % fiir das Ferritin und 6,4 % fiir das Fe?* ein.
Die Hyperfeinfelder des Magnetits zeigen in diesem Wachstumsverlauf (3.17) zuerst
einen Anstieg bis zu einem Maximum nach circa 155 min nach der Induktion und
dann einen Riickgang um circa 0,6 T. Dieses Verhalten betrifft sowohl die Magnetit
A, als auch die Magnetit B Komponente des Spektrums und lésst sich bereits durch
den Vergleich der Méssbauerspektren erkennen (siehe Abbildung 3.12 und 3.13, z. B.
bei ~4+9mm/s). Fiir das Hyperfeinfeld des magnetisch aufgespaltenen Spektrums
ergibt sich beim Maximum nach 155min ein Wert von By 4=50,1T (Bj;p=48T).
In der Langzeitprobe nach 1230 min ergibt sich fiir das Hyperfeinfeld ein Wert von
Bf,4=50,1T (B 5=47,8T).

Eine Abschitzung der Grofle der Magnetosomen kann durch die Gleichung 2.82
gegeben werden und ist in Abbildung 3.18 dargestellt. Als Hyperfeinfeld des aus-
gedehnten Kristalls wurde Bjs(00,T") =50.2T und als Anisotropiekonstante K =
100000 Jm™3 [15] gesetzt. Fiir die Magnetosomen der Probe nach 20 min ldsst sich
damit der Durchmesser auf circa 5,5 nm abschétzen, fiir die Probe nach 40 min auf
circa 6,5 nm.

Dieses Verhalten der Reduktion des Hyperfeinfeldes léasst sich durch die Bildung
von Ketten verstehen: Magnetitpartikel in der Gréflenordnung der Magnetosomen
sind eindoménige Teilchen [16, 40, 50] und somit vollstéindig bis zu ihrer Séttigung
magnetisiert. Bei Magnetit liegt diese Sattigungsmagnetisierung in der Groflenord-
nung von 0,6T [50]. Ndhern sich nun zwei Teilchen, so wirkt das eine Teilchen mit
seiner Sittigungsmagnetisierung (wie ein dufleres Magnetfeld) auf das andere Teilchen
und vermindert dessen Hyperfeinfeld. Als Modell kann hier der graduelle Ubergang
von einem ungestorten Teilchen zu einem Teilchen im dufleren Magnetfeld dienen.
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Abbildung 3.16: Wachstumskurven des Magnetitanteils
Die Sterne geben die Messpunkte wieder und wurden mit
Fiithrungslinien verbunden. Die totalen Flachenanteile sind
mit der Probenmasse skaliert dargestellt.

Verlauf des Hyperfeinfeldes
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Abbildung 3.17: Verlauf des Hyperfeinfeldes in der Wachstumsserie
Die Kurve fiir den Magnetit A Platz ist in schwarz, fiir den
B Platz in magenta dargestellt. Die rote Linie kennzeichnet
den Bereich 1 mit Einzelkristallwachstum, die blaue Linie
den Bereich 2 mit Kettenwachstum.
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Hyperfeinfeld gegen Magnetosomdurchmesser
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Abbildung 3.18: Verlauf des Hyperfeinfeldes beziiglich der Teilchendurch-

messer

Die Kurve gibt den theoretischen Verlauf des Teilchendurch-
messers in Abhéngigkeit des beobachteten Hyperfeinfeldes
des Magnetit A Platzes.

Dieser Ubergang lisst sich durch eine aufsummierte GauB-Kurve wiedergeben:

| 1/t —u\?
G(t') = =
) /_ooa QWeXp[ 2( o )

Zur Beschreibung der Magnetosomen dient das einfache Modell (Modell 1) des durch
die Kristallanisotropie dominierten Verhaltens, welches qualitativ durch die Langevin-
Funktion beschrieben wird:

dt. (3.8)

L(t) = coth(t) — % (3.9)

Kombiniert ergibt sich dann als Modell folgende Gleichung;:

Bas(t) = (1=G(t))% By (00, T)+L, (%) —l—G(t)*(Bhf(oo,T) P L (%) - 0,6T> |

(3.10)

Der Ubergangspunkt ist durch den Parameter p gegeben. Als Breite der Verteilung
wurde 0 = 10 min gewéhlt. Die Modellrechnung ist in Abbildung 3.19 wiedergegeben.
Der Verlauf des Hyperfeinfeldes lésst sich mit diesem Modell erkldren, wenn pu =
175 min gesetzt wird.

46



3.5 Mossbauerspektroskopie

Hyperfeinfeld der Magnetosomen
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Abbildung 3.19: Verlauf des Hyperfeinfeldes in der Wachstumsserie (Model
1)
Die rote Kurve gibt die Simulation des Hyperfeinfeld-
verlaufs des Magnetit A-Platzes wieder. Die schwarzen
Punkte sind die in den Maossbauerspektren ermittelten
Hyperfeinfelder

Auf ein einzelnes Magnetosom (A) in einer Kette wirken die iibrigen Magnetoso-
men (B) iiber ihr Magnetfeld. Das Feld der Magnetosomen B wirkt dann mit einem
(externen) Feld auf das Magnetosom A. Das Hyperfeinfeld des Magnetosoms A lésst
sich dann durch die Gleichung 3.15 beschreiben (siehe unten).

Im Fall einer frithen Probe (¢ < 150 min) kann ein Magnetosom (A) als isolier-
tes Teilchen betrachtet werden, welches die iibrigen Magnetosomen (B) nicht spiirt.
Néhern sich die Magnetosomen einander, so befindet sich das Magnetosom A in ei-
nem dufleren Feld, welches durch die iibrigen Magnetosomen B erzeugt wird. Dieses
duBere Feld wird durch die magnetischen Momente p; der Magnetosomen erzeugt.
Als Modell fiir dieses auflere Feld konnen zwei Kreisspulen dienen, welche sich rechts
und links von dem Magnetosom A befinden. Das magnetische Feld in z-Richtung
einer solchen Anordnung lésst sich berechnen als [77]:

polmR?

- Tt 3.11
2 (22 + R?): (3.11)

Dabei stellt R den Radius der Kreisspule dar und I den Strom, welcher durch diese
Spule fliet. Der Radius wird in diesem Modell als der Radius eines Teilchens gewahlt
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Abbildung 3.20: Verlauf des magnetischen Feldes zwischen zwei Magnetoso-
men
Die rote Kurve gibt die Simulation von zwei Kreisspulen im
Abstand von r = 60 nm wieder. Der graue Krei symbolisiere
ein Magnetosom zwischen den beiden Kreisspulen bei 0 nm
und 60 nm.

(R ~ 30nm). Der Strom wird aus der Beziehung
p=IA=IrR*= M,V = MsgwR?’, (3.12)
ermittelt und ergibt sich dann zu
I =M,-R, (3.13)

bzw. eingesetzt in 3.11 ergibt sich fiir B,:

_ FoMgRTR (3.14)
T (224 RY)E '

Fiir zwei Teilchen (Spulen) mit einem Abstand von r = 60 nm ist der Feldverlauf in
Abbildung 3.20 dargestellt. Befindet sich nun zwischen den beiden Teilchen (Spulen)
ein weiteres Magnetosom A, so befindet sich dieses in einem &uflerem Magnetfeld
B.,:, welches dem Hyperfeinfeld B, der ®"Fe-Kerne in A iiberlagert ist:

By = Bew + Bo. (3.15)
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3.5 Mossbauerspektroskopie

Dabei ist B,y das mittels Mossbauerspektroskopie ermittelbare Hyperfeinfeld und By
das intrinsische Hyperfeinfeld der ®"Fe-Kerne in A. Dieses Modell ergibt ein mittleres
magnetisches Feld von circa 0.35T innerhalb des Magnetosoms A. Das im Expe-
riment ermittelte Hyperfeinfeld liegt circa um 0.6 T niedriger als es erwartet wird.
Dieses einfache Modell kann die Reduktion nicht vollstéindig erkldren, liefert aber
einen Beitrag in der GroBenordnung der Reduktion. Die TEM-Aufnahmen (Abb.:
3.11) einer fast vollstdndigen Magnetosomenkette liefert einen Beweis fiir die Reich-
weite der Magnetfelder innerhalb einer Magnetosomenkette und belegt dadurch die
Richtigkeit der Annahme eines dufleren Feldes fiir jedes Magnetosom.

Eine weitere Erklarung leitet sich aus dem annédhernd linearen Eiseneintrag in die
Bakterien ab. Sofern nur ein Teilchen im Bakterium vorhanden ist, wéchst dessen
Volumen linear. Bilden sich nun weitere Teilchen im Bakterium, so wird sich das zur
Verfiigung stehende Eisen auf alle Teilchen aufteilen und der Volumenzuwachs pro
Teilchen pro Zeit dadurch verringert. In dem Bakterium sind dann mehrere Teilchen
vorhanden, welche alle ein unterschiedliches Volumen aufweisen und immer langsamer
ihr Volumen vergroflern.

Eine Rechnung mit diesem Modell ist in Abbildung 3.21 dargestellt. Die verwendete
Funktion zur Teilchenanzahl ist in der Abbildung 3.22 aufgetragen. Die Fluktuationen
des Hyperfeinfeldes entstehen durch die begrenzte Anzahl an verwendeten Teilchen
und verschwinden beim Ubergang zu einem Modell mit einer gréBeren Anzahl an
Teilchen.

Den TEM-Bildern kann entnommen werden, dass eine Verteilung von verschieden
groflen Magnetosomen vorliegt und ebenso, dass deren Zahl iiber die Zeit kontinu-
ierlich wéachst (Abb.: 3.9). Somit ist zu vermuten, dass beide Modelle einen Teil zur
Erkldarung der Verminderung des Hyperfeinfeldes beitragen. Ihr jeweiliger Anteil kann
allerdings nicht exakt vorhergesagt werden.

Betrachtung der Anisotropien

Bei magnetischen Nanoteilchen ist die beobachtete Hyperfeinfeldaufspaltung ent-
scheidend von der gesamten Anisotropie und von dem Volumen des Teilchens (Kapitel
2.2) abhéngig . Dominierend sind dabei der Kristallanisotropieterm (Gleichung 2.49)
und die durch die geometrische Anordnung hervorgerufene Interaktionsanisotropie
(Gleichung 2.58). Vereinfacht fiir zwei identische Teilchen im Abstand r wird dies zu:

2
_ _Hor 2
E = T 13 (14 cos“(0)). (3.16)

0 entspricht dann der Auslenkung aus der Verbindungsachse zwischen den beiden
Teilchen [17]. Die gesamte Energie eines Teilchens entspricht dann:

2
E = KV sin?(6;) — %%(1 + cos2(6y)). (3.17)
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Teilchenbasiertes Modell
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Abbildung 3.21: Modell 2
Die rote Kurve gibt die Simulation des Hyperfeinfeldver-
laufs des Magnetit A Platzes wieder. Die schwarzen Punkte
sind die in den Mdssbauerspektren ermittelten Hyperfein-
felder. Diese Simulation basiert auf der Annahme der Auf-
teilung des Eiseneintrages auf verschiedene Magnetosomen.

Dabei ist 6; der Winkel der Auslenkung des magnetischen Momentes aus der Kristall-
vorzugsachse und 6, die Auslenkung aus der Verbindungsachse der beiden Teilchen.

Aus der Literatur [74, 50] ist bekannt, dass in Aquaspirillum magnetotacticum die
Magnetosomen mit ihrer kristallographischen [111]-Achse entlang der Kettenachse
und damit entlang der Verbindungsachse zwischen den Teilchen ausgerichtet sind. Im
Magnetit ist die [111]-Achse die Vorzugsrichtung der Magnetisierung. Im Fall einer
Magnetosomenkette kann somit die Gleichheit dieser beiden Winkel 6, » angenommen
werden.

Die Abbildung 3.24 zeigt einen Vergleich zwischen den Termen der Kristallani-
sotropie und der Interaktionsanisotropie. Fiir groe Durchmesser (d > 40nm) und
grofe Absténde (r > 3d) ist die Kristallanisotropie entscheidend fiir die Beschreibung
der Magnetisierungseigenschaften eines Teilchens. Bei geringen Absténden (r < 3d)
zwischen den Teilchen wird die Interaktionsanisotropie zum entscheidenden Term.
Die Anisotropiekonstante selbst kann der Literatur entnommen werden [50].
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3.5 Mossbauerspektroskopie

Verlauf der Teilchenzahl
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Abbildung 3.22: Modell 2: Teilchenzahlzunahme

Die rote Kurve gibt den Verlauf der angenommenen Teil-
chenzahl wieder.

3.5.2 Auftrennung der Bakterien

In allen bisher dargestellten Mdossbauerspektren des Wildtyps konnten die Kompo-
nenten Magnetit und Ferritin nachgewiesen werden, sowie oftmals auch Fe?*. Das
Ferritin wurde dabei bisher nur anhand seiner Mossbauerparameter identifiziert. Der
biochemische Nachweis ist bisher nicht erbracht worden. Die Auftrennung geht der
Frage nach, ob es moglich ist, dieses Ferritin biochemisch zu isolieren und nachzu-
weisen.

Zur Identifizierung der an dem Biomineralisationprozess beteiligten Komponenten
wurden Zellen der Langzeitprobe DF23 (1230 min) durch eine Frenchpress aufgebro-
chen. Anschlieend erfolgte die Auftrennung durch einen magnetischen Filter (MACS
Column MS+ LOT 0581) in die magnetischen und die nichtmagnetischen Anteile
der Probe. Der magnetische Anteil bildet die Probe DF23mag. Die Zentrifugation
bei 37000 Umdrehungen pro Minute teilte den Durchlauf in eine Sedimentfraktion
(Probe MS1) und den verbleibenden Uberstand. Der Uberstand wurde mit einem Fil-
ter (PorengréBe von 100 kDa) filtriert. Der Uberstand dieser Filtration ist die Probe
MDC1 (Fraktion groBer 100 kDa), der Durchlauf ein weiteres Mal filtriert (Porengroe
10kDa) und der Uberstand als MDC2 (Fraktion zwischen 10kDa und 100kDa) und
der Durchlauf als MDC3 (Fraktion kleiner 10 kDa) bezeichnet. Die Wahl der Filter-
grofen erfolgte unter der Annahme, ein groSmolekulares Ferritin zu finden. Die Wahl
des zweiten Filters sollte mogliche niedermolekulare Anteile weiter auftrennen.
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3 Magnetospirillum gryphiswaldense

Verhaltnis von Kristall- und Interaktionsanisotropie

Abbildung 3.23: Vergleich zwischen Kristall- und Interaktionsanisotropie I
Dargestellt ist das Verhéltnis des Terms Kristallanisotro-
pie/Interaktionsanisotropie. Die Interaktionsanisotropie do-
miniert demnach in Bereichen, welche kleiner als 1 sind.

Isolierte Magnetosomen

Das Mossbauerspektrum (Abb. 3.25) isolierter Magnetosomen (Probe DF23mag)
zeigt bei T=130 K zwei Sextetts, welche den Magnetitplatzen A und B zugeordnet
werden. Weitere Komponenten sind in diesem Spektrum nicht auszumachen. Insbe-
sondere ist hier auf die Abwesenheit von Dubletts im Zentrum des Spektrums hinzu-
weisen. Die Anpassung des Spektrums erfolgt mit den Parametern By 4 = 49,9T,
d4 = 0,375mm/s, sowie Byyp = 47,97T, dp = 0,76 mm/s. Das Verhéltnis zwischen
den beiden Komponenten A und B ist 2:1.

Es kann ausgeschlossen werden, dass es sich bei den beiden Sextetts um Ferrihydrite
handelt. Diese wiirden bei den hier auftretenden Partikelgréfien bei einer Temperatur
von T=130 K bzw. bei T=240 K bereits superparamagnetisches Relaxationsverhalten
zeigen und als Dublett im Mossbauerspektrum sichtbar werden [68]. Die magnetische
Fraktion der Auftrennung enthélt somit nur Magnetosomen.

52



3.5 Mossbauerspektroskopie

Verhaltnis von Kristall- und Interaktionsanisotropie
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Abbildung 3.24: Vergleich zwischen Kristall- und Interaktionsanisotropie 11
Hier werden fiir verschiedene Absténde (blau (r = 4d), griin
(r = 3d), magenta (r = 2d)) die Terme der Interaktionsa-
nisotropie mit dem Term der Kristallanisotropie (rot) ver-
glichen; d ist der Durchmesser eines Teilchens.

Sedimentfraktion

In den Abbildungen 3.27 (a) und (b) sind die Mossbauerspektren des Sediments (Pro-
be MS1) aufgetragen. Es lassen sich sowohl das Fe?T als auch die Ferritin Komponente
identifizieren, ebenso eine aufgespaltene Komponente, welche sich durch die beiden
Sextetts der Magnetit A und B Pliatze anpassen lasst. Die Linienbreiten dieser beiden
Komponenten liegen im Bereich zwischen 1 mms™ und 1,5mms~!. Die Hyperfein-
felder ergeben sich fiir Platz A zu Bpy 4=46,8T bzw. fiir Platz B zu By p=44,8T
mit Isomerieverschiebungen von §4=0,38 mms~! und d5=0,76 mms~'. Das Sediment
enthilt die Bruchstiicke der Bakterienmembran. Das Ferritin und das Fe?*, sowie das
Magnetit mit geringer Hyperfeinfeldaufspaltung sind demnach membrangebundene
Bestandteile. Aufgrund des geringen Hyperfeinfeldes der beiden Magnetitplatze ist
davon auszugehen, dass es sich um kleine Magnetitpartikel mit Durchmessern unter-
halb von 6 nm handelt (siche Abschitzung des Durchmessers in Abbildung 3.18).

Dass Ferritin und Fe?" in der Membran gebunden gefunden werden, ist sehr un-
gewoOhnlich. Normalerweise finden sich diese Komponenten in der Cytoplasmafraktion
von Zellen [78, 79].
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DF23mag, isolierte Magnetosomen T=130 K
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Abbildung 3.25: Mossbauerspektrum — von  isolierten  Magnetosomen

(Probe

DF23mag) bei T=130 K. Die schwarzen Sterne geben die ex-

perimentellen Daten wieder.
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Abbildung 3.26: Spektren der isolierten Magnetosomen (T=77 K und 240 K)
Die schwarzen Sterne symbolisieren die Messpunkte. Das
Spektrum bei T=77K zeigt Anzeichen fiir den bei Magne-
tit bekannten Verwey-Ubergang unterhalb dessen langsame
Elektronenrelaxation zwischen den beiden oktaedrischen B-
Platzen stattfindet. Das Spektrum bei T=240K zeigt zwar
schnelle Elektronenrelaxation aber langsame superparama-

gnetische Relaxation.
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Transmission auf 1 normiert

Transmission auf 1 normiert
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Abbildung 3.27: Spektren des Sediments aus DF23
Die schwarzen Sterne symbolisieren die Messpunkte, welche
durch eine Fiihrungslinie verbunden sind.
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Abbildung 3.28: Méssbauerspektrum des Uberstandes der 100 kDa Membran
Die schwarzen Sterne geben die Messpunkte wieder, die
magentafarbene Linie die Simulation.

35



3 Magnetospirillum gryphiswaldense

Fraktion groBer 100 kDa

Im Spektrum des Uberstandes der 100 kDa Membran (Abb. 3.28a) wird bei T =
77K eine Komponente identifiziert, welche durch die Parameter 6 = 0,47 mms ™,
AEg = 0,81mm™" und I'=0,81 mm~" beschrieben werden kann. Es wird kein Ma-
gnetit in dieser Fraktion beobachtet. Bei einer Temperatur von T=4,2 K spaltet sich
das Spektrum auf und bildet ein Sextett mit §=0,47mms™!, AEg=0mm™! und
Bpy=47,4T. Eine genaue Parameterbestimmung des Sextetts, insbesondere einer
von Null verschiedenen Quadrupolaufspaltung, ist aufgrund der geringen Absorption
nicht méglich.® Im mittleren Bereich bleibt ein Rest der Dublettstruktur erhalten. Die
Anpassung dieses Dubletts erfolgte mit den Parametern der Messung bei 77 K. Die
magnetische Aufspaltung des Dubletts bei tiefen Temperaturen sowie die bestimm-
ten Mossbauerparameter sind ein starker Hinweis auf die Existenz von Ferritin in der
untersuchten Probe [80]. Bakterielle Ferritine zeigen in der Regel eine Aufspaltung
unterhalb von 4,3 K wihrend tierische und pflanzliche Ferritine einen superparama-
gnetischen Ubergang zwischen 4,3K und 77K aufweisen. Der Unterschied beruht
auf dem hoheren Phosphatanteil in bakteriellem Ferritin, das zu einer geringeren
Kristallinitét des biogenen Ferrihydrits fithrt [80, 68].

Fraktion groBer 10 kDa

In der Abbildung 3.29 ist das Mossbauerspektrum der Probe MDC2 dargestellt. Das
Spektrum zeigt, dass in dieser Fraktion keine eisenhaltigen Bestandteile nachweisbar
sind.

Durchlauf

In Abbildung 3.30 sind die Spektren der Probe MDC3 fiir drei verschiedene Tempe-
raturen (T=4,2 K, 77 K und 130 K) dargestellt. Bei T=130 K kann eine magnetische
Komponente und ein Dublett identifiziert werden. Fiir das Dublett ergibt ein Fit
die Parameter: §=0,44 mms™, AEg=1,71 mms~! und I'=0,34 mms™'. Bei T=77 K
veréindern sich diese Parameter leicht zu: 6=0,45 mms™!, AEg=1,68 mms™' und
I'=0,34 mms~!. Das Dublett ist auch noch bei T=4,2 K zu identifizieren und ergibt:
6=0,46 mms™', AEg=1,65 mms~" und I'=0,4 mms™".

Die magnetische Struktur léasst sich nicht durch die bisher verwendeten Ferritin-
und Magnetitsimulationen anpassen. Ein Fit mit einem Spin-Hamiltonian fiir ein
Spin S=5/2 System ergibt: §=0,46 mms™', AEg=0 mms™!, E/D=0,4, D=1,1 cm™*
sowie den Tensor A, ., ..=217 T. Die Linienbreite geht von I'y30x=1,7 mms ! iiber
I77=1,3 mms~! zu 'y ox=0,7 mms . Das Verhiltnis zwischen den beiden Kom-
ponenten &ndert sich praktisch nicht und liegt bei circa 1 : 9, ist aber durch die

5Das Spektrum der Probe MDC1 bei T=4,2 K wurde von dem Restmaterial erstellt, welches bei der
biochemischen Untersuchung nicht aufgebraucht wurde. Aus diesem Grund ist die Absorption
des 4,2K Spektrums um den Faktor 20 schwécher.
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Fraktion >10kDa und <100kDa, T=77K
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Abbildung 3.29: Mossbauerspektrum der Probe MDC2 bei T=77 K
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Die schwarzen Sterne entsprechen den Messpunk-
ten. Die Probe MDC2 enthalt keine nachweisbaren
Eisenbestandteile.
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Abbildung 3.30: Mossbauerspektren der Probe MDC3 bei verschiedenen

Temperaturen
Die Messpunkte sind als Sterne eingetragen. Der Offset der
Spektren betrégt je 0,002 Einheiten.
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3 Magnetospirillum gryphiswaldense

Statistik nicht ausreichend bestimmbar, um eine Verdnderung sicher auszuschlieflen.
Die identischen Isomerieverschiebungen legen nahe, es kénne sich bei dem Dublett
um den relaxierten Anteil des magnetischen Sextetts handeln.

Eine mogliche Erklarung fiir diese Komponente konnten Siderophore sein. Diese
biologischen Chelatoren werden typischerweise von Bakterien produziert, um FEisen
aufzunehmen und zeigen in Méssbauerspektren ein S=5/2 Spektrum [81, 57] und ein
Relaxationsverhalten. Bisher konnten allerdings keine Siderophore bei Magnetospi-
rillum gryphiswaldense nachgewiesen werden [36].

Native und SDS Gel-Elektrophorese der Fraktionen

Zwei native Gele® mit Coomassie-Farbung und mit Fridovich-Férbung” wurden von
dem Sediment (Slot A und C)) und dem Uberstand (Slot B und D)) bei unterschiedli-
cher Zentrifugation angefertigt und sind in Abbildung 3.31 dargestellt. Zum Vergleich
ist ein Ferritin aus der Pferdemilz aufgetragen (Slot E). Die Proteinkonzentrationen
wurden bestimmt zu: Slot A = 6,3 ug Fe/mg Protein, Slot B = 12,9 ug Fe/mg Prote-
in, Slot C = 17,8 ug Fe/mg Protein und Slot D = 9,1 ug Fe/mg Protein. In Abbildung
3.32 sind die gleichen Proben in einem SDS-PAGE Gel® aufgetragen.

Das native Gel mit der Coomassie-Féarbung (Abbildung 3.31i) zeigt fiir die Slots
A-D gefiarbte Banden mit dhnlicher Masse wie die des Vergleichsferritins aus der
Pferdemilz. In der Fridovich-Farbung (Abbildung 3.31ii) zeigt sich, dass diese Pro-
teinbanden eisenhaltig sind und ebenfalls von dhnlichem Molekulargewicht wie das
Vergleichsferritin.

In dem SDS-PAGE Gel (Abbildung 3.32), in welchem die Ferritine in ihre Unter-
einheiten aufgespalten sind, zeigen sich fiir das Sediment und den Uberstand mehrere
Banden, von denen eine zwischen 14,4 kDa und 20 kDa liegt, ebenso wie die Unterein-
heiten des Vergleichsferritin. Neben dieser Ferritinbande zeigt sich auch eine deutliche
Bande bei circa 45 kDa, welche nicht in dem Vergleichsferritin enthalten ist.

3.5.3 Konversionselektronen Mossbauerspektroskopie

Um die Frage nach einer Vorstufe des Magnetits direkt auf der Oberfliche der
Magnetosomen zu beantworten, wurden von den isolierten Magnetosomen (Probe
DF23Mag) auch Konversionselektronen-Mdossbauerspektren (CEMS) erstellt.® Das

5Die Gele wurden im Isotopenlabor der Technisch-Naturwissenschaftlichen Fakultit der Univer-
sitdt zu Liibeck angefertigt.

"Fridovich Férbung: Diaminobenzoesdure (HaN)2CgH3COOH+H02  ergibt  eine  schwarze
Férbung von Eisen.

8SDS-PAGE: sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis, Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese

9In diesem Kapitel wurden die Transmissionsspektren nach Umwandlung durch folgende Formel
umgestellt: R = —1- (T — 1). T sei das Transmissionsspektrum.
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Abbildung 3.31: Native Gel-Elektrophorese der Fraktionen
A: Sediment, zentrifugiert bei 5 % 10° g; B: Uberstand, zen-
trifugiert bei 5 * 103 g; C: Sediment, ultrazentrifugiert bei
2 % 10° g; D: Uberstand, ultrazentrifugiert bei 2 % 10° g und
E: Vergleichsferritin der Pferdemilz. i) Coomassie-Farbung,
ii) Fridovich-Féarbung.

59



3 Magnetospirillum gryphiswaldense

60

a8
¥ -

97 kDa
66 kDa

45 kDa

30 kDa
20 kDa =

14,4 kDa w=

(S R —

"

b (D T

Abbildung 3.32: SDS-PAGE Gel-Elektrophorese der Fraktionen
A: Sediment, zentrifugiert bei 5 % 103 g; B: Uberstand, zen-
trifugiert bei 5 % 103g; C: Sediment, ultrazentrifugiert bei
2 % 10° g; D: Uberstand, ultrazentrifugiert bei 2 % 10° g und
E: Vergleichsferritin der Pferdemilz. i) Coomassie-Farbung,
ii) Fridovich-Féarbung.



3.5 Mossbauerspektroskopie

Magnetosomen, T=300 K
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Abbildung 3.33: CEMS-Spektrum der isolierten Magnetosomen.
Die schwarzen Sterne geben die Messpunkte wieder, die
roten und blauen Linien die Simulationen der A und B
Platze des Magnetits. In Magenta ist die Gesamtsimulation
dargestellt.

Auftauen und Aufbringen der Probe auf ein Leitpad!® im CEMS-Detektor geschah
in einer mobilen Glovebox unter Stickstoffatmosphére. Der Detektor wurde anschlie-
Bend evakuiert, um die Probe zu dehydrieren. Als Z#hlgas kam Aceton bei 25 mbar
zur Anwendung. Der Aufbau befand sich an der Arhus Universitét (Prof. H.P. Gunn-
laugsson, Institut fiir Physik und Astronomie,Dénemark).

In Abbildung 3.33 ist das aufgenommene CEMS-Spektrum mit der Simulation von
Magnetit dargestellt. Das Spektrum kann mit dieser einen Simulations-Komponente
erkldrt werden. Spuren von Maghemit oder anderen Eisenoxiden sind nicht nachzu-
weisen. Die Abbildung 3.35 gibt einen Vergleich zwischen einem bei T'=240 K aufge-
nommenen Spektrum und dem bei circa T=305 K aufgenommenen CEMS-Spektrum
wieder. Der Vergleich liasst den Temperaturunterschied anhand der verschobenen
Spektren und leicht unterschiedlicher Aufspaltung deutlich hervortreten. Die Un-
terschiede resultieren aus den temperaturabhéngigen Isomerieverschiebungen und
Hyperfeinfeldaufspaltungen. Im Bereich des Auflésungsvermogens der verwendeten
Apparaturen kann nur Magnetit nachgewiesen werden.

Die Abbildung 3.34 zeigt das Spektrum nach einstiindigem Luftkontakt. Eine

10 eitpad: leitfihiges, selbstklebendes Kohlenstoffplittchen
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Magnetosomen nach Luftkontakt, T=300 K
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Abbildung 3.34: CEMS-Spektrum der Magnetosomen nach Luftkontakt
Die schwarzen Sterne geben die Messpunkte wieder.

Anderung des Spektrums ist nicht ersichtlich. Daraus lisst sich schlieBen, dass die
Magnetosomen gegeniiber Sauerstoffeinfluss sehr stabil sind. Dies unterstiitzt die
These, dass die Magnetosomen weiterhin von ihren Membranhiillen umgeben sind
und dadurch keinen direkten Kontakt mit der Umgebungsluft haben.

Die CEMS-Probe wurde zwei Monate bei circa 25 mbar Aceton-Gas aufbewahrt
und danach wurde ein Transmissionsspektrum aufgenommen. Dieses ist in Abbil-
dung 3.36 dargestellt. Dieses Spektrum lésst sich ebenfalls durch eine einzige Magne-
titkomponente darstellen. Allerdings gibt es deutliche Verdnderungen im Vergleich zu
den vorangegangenen Spektren. Eine mogliche Erklarung fiir die Verdnderung liegt
in der Zerstorung der Magnetosommembran durch das Acetongas. Ein signifikanter
Ubergang zu einem anderem Eisenoxid kann allerdings nicht beobachtet werden.

3.5.4 AmamM und AmamB

Bei AmamM und AmamB handelt es sich um Mutanten, denen Gene entfernt wur-
den, welche sich in der Genregion der vermuteten Magnetitsynthese befinden [72].
Diese Voruntersuchungen rechnen die durch diese beiden Gene kodierten Proteine
zu den Schwermetall-Transportproteinen. Von beiden Mutanten ist bekannt, dass sie
nichtmagnetischer Natur sind. Im Mittelpunkt der Md&ssbaueruntersuchungen stand
deshalb der Nachweis einer Vor- oder Zwischenstufe zur Magnetitsynthese.

Von den beiden Mutantenstammen AmamM und AmamB wurde je eine Wachs-
tumsserie mit den Zeitpunkten 1h, 3h und 20 h angefertigt. Die Mossbauerspektren
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Vergleich zwischen CEMS und Transmissionspektrum der
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Die schwarzen Sterne geben die CEMS, die magentafarbe-
nen Sterne die Transmissionsdaten wieder.

Magnetosomen gealtert, T=288 K

0.006

o
o
S
a

0.004

0.003 |

0.002

Z&hlrate, beliebige Einheiten

0.001

Abbildung 3.36:

—  Experiment
—  Simulation
—  Magnetit A
Magnetit B

Geschwindigkeit in mm /s
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Die schwarzen Sterne geben die Messpunkte wieder.
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Tabelle 3.5: Parameter der CEMS-Spektren. Die drei Werte der Linienbreite beziehen
sich jeweils auf die Linien 1:6, 2:5 und 3:4.

Magnetosomen 7' = 300 K nach Luftkontakt gealtert

d4 in mms~! 0,28 0,28 0,27

dp in mms™! 0,66 0,65 0,62
AEg 4 in mms ! 0 0 0

AEg p in mms ! 0 0 0

4 in mms™! 0,38 /0,31 / 0,30 0,38 /0,31 /0,29 0,35/ 0,35/ 0,35
'z in mms™! 0,65 / 0,44 / 0,40 0,65 /0,44 / 0,41 1,01 /0,66 / 0,51
Bpsain T 48.5 48.6 47,9

Bhf,B inT 45,6 45,6 44,9

sind in Abbildung 3.37 wiedergegeben.

Beide Mutanten bilden auch nach 20 h kein Magnetit. Es sind in allen Féllen nur
Fe?" high-spin und Ferritin zu identifizieren. Ein Unterschied im Wachstumsverhalten
der beiden Mutanten kann nicht festgestellt werden. Insofern blockiert die Gendele-
tion der mamB- und mamM-Gene im Bakterium beziiglich der Magnetitbildung den
gleichen Mechanismus. Eine spezielle Vorstufe zur Magnetitsynthese kann nicht iden-
tifiziert werden. Interessant ist bei beiden Mutanten die kontinuierliche Umwandlung
des Fe?" in Ferritin, wobei die Mutante AmamB im Laufe von 20h doppelt soviel
Ferritin produziert wie AmamM. Der absolute Anteil des Fe?* in den Bakterien bleibt
dabei iiber die Zeit konstant.

3.5.5 Wachstum in Abhangigkeit vom Medium
MSR-1 unter verschiedenen Wachstumsbedingungen

Das Spektrum bei =130 K ist in Abbildung 3.38 dargestellt und zeigt M. gryphiswal-
dense unter aeroben Wachstumsbedingungen. Die fiir M. gryphiswaldense typischen
Komponenten (Magnetit, Ferritin und Fe?") kénnen in dem Spektrum identifiziert
werden. Das Magnetit hat einen Flichenanteil (A und B Plitze) von circa 64,3 %, das
Ferritin von 29,7 % und das Fe?* von circa 6 %. Das Hyperfeinfeld der Magnetit A
Komponente ist Bp qerop=48,8 T. Sowohl die Fe?* Komponente als auch die Ferritin
Komponente sind deutlich ausgeprigt und nehmen circa 35% des Gesamtspektrums
ein.

In Abbildung 3.39 ist der gleiche Stamm unter microaeroben Wachstumsbedingun-
gen gezeigt. Auch hier kénnen Magnetit, Ferritin und Fe?* identifiziert werden. Die
Fldchenverhéltnisse sind in diesem Fall allerdings 88,2 % (Magnetit) : 10,4 % (Ferritin)
: 1,4% (Fe**) unter ansonsten gleichen Bedingungen. Der Aufbau von Magnetit ist
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Abbildung 3.37: Méssbauerspektren der Wachstumsserien der AmamM und

AmamB Mutanten

Die linke Spalte stellt von oben nach unten den Verlauf des
Wachstums bei AmamM dar, die rechte den von AmamB.
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DFO01 T=130K, aerobe Bedingungen
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Abbildung 3.38: Die schwarzen Sterne geben die Messpunkte wieder und sind
mit Fihrungslinien verbunden.

unter sauerstoffarmen Bedingungen stark begiinstigt. Das Spektrum ist bedingt durch
die Dicke der Probe (> 30% Absorption) gedampft, was sich durch Abweichungen
vom Fit bei den stirksten Linien bemerkbar macht.!' Der Fe?* und Ferritin-Anteil
in dieser Probe ist auf circa 12% zuriickgegangen. Das Hyperfeinfeld der Magnetit A
Komponente steigt in dieser Probe auf By gerop=49,4 T.

MSR-1 in verschiedenen Medien

Das Mineral Magnetit besteht sowohl aus Fe?t als auch aus Fe?* Ionen. Fiir ein Bak-
terium stellt es einen Energicaufwand dar, Ionen zu reduzieren bzw. zu oxidieren.
Daher ist anzunehmen, dass zur Synthese des Magnetits bevorzugt solche Eisenio-
nen verwendet werden, welche mit geringem Energieaufwand bereitgestellt werden
konnen. Wird dem Bakterium nur eine Sorte Eisenionen im Medium bereitgestellt,
so ist zu erwarten, dass es die fehlende Sorte Ionen nur im benétigten Mafle selbst
generiert. Aus dem Verhalten lassen sich somit Aussagen iiber die im Bakterium
vorhandenen Eisenpools treffen.

Alle in diesem Unterkapitel behandelten Proben wurden mit einer natiirlichen Ei-
senisotopenmischung angefertigt.

"Durch zu stark angereicherte Proben, kann es zu Mehrfachstreuung und Absorption kommen.
Dies ergibt eine Minderung des beobachtbaren Anteils [69].
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Abbildung 3.39: Die schwarzen Sterne geben die Messpunkte wieder und sind
mit Fihrungslinien verbunden.

Fiir die Mossbaueruntersuchungen standen drei Proben zur Verfiigung, die ver-
schiedene Ndhrmedien und Sauerstoffkonzentrationen aufweisen. Die Probe DF40
wurde unter aeroben Bedingungen mit Fe3™ im Nihrmedium angezogen, die Probe
DF41 ebenfalls mit Fe3*, aber in einer microaeroben Umgebung. Fiir die Probe DF42
standen eine microaerobe Umgebung und ein Fe?T Nihrmedium bereit. Die Spektren
aller drei Proben sind in Abbildung 3.40 dargestellt.

In der Probe DF41 kann keine Magnetitbildung nachgewiesen werden. Die Bildung
der Ferritinkomponente zeigt allerdings, dass die Bakterien in der Lage sind zu exis-
tieren und auch FEisen aufnehmen.

In der Probe DF41 kénnen mit Sicherheit Magnetit und Ferritin ausgemacht wer-
den. Der Fit liefert einen Anteil von 0,4 % an Fe?', welches allerdings im Bereich
des Rauschens liegt. Die Bildung von Magnetit in dieser reinen Fe*™ Umgebung ist
ein klarer Beleg fiir die Existenz eines Reduktionsapparates in den Bakterien. Die
Ferritin Komponente macht circa 50 % der gesamten Fliche aus. Das Hyperfeinfeld
der Magnetit A Komponente steigt in dieser Probe auf B gerop=49,2T.

Wird das Anzuchtmedium von Fe3t auf Fe?* geéndert, so dndert sich auch das Spek-
trum erheblich. Fe?* ist in dieser Probe nicht vorhanden. Der Anteil der Ferritin
Komponente sinkt auf 17 %. Das Hyperfeinfeld der Magnetit A Komponente zeigt
nur eine Aufspaltung von By 4erop=48,8 T. Die Existenz von Magnetit ist demnach
ein klarer Beweis fiir die Existenz eines Oxidationsapparates in dem Bakterium.
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Abbildung 3.40: Mdossbauerspektren der Graphen von Wachs-
tum in verschiedenen Medien unter verschiedenen
Sauerstoffkonzentrationen.

Da sowohl im Fe3T-Medium als auch im Fe?"-Medium das Magnetit gebildet wird,
liegt die Vermutung nahe, dass der gesamte Prozess der Magnetitsynthese {iber einen
internen Eisenpool vonstatten geht und nach Bedarf Fe?™ und Fe3™ im Bakterium
zur Verfiigung gestellt wird. Dabei ist, abhiingig davon, ob das Eisen als Fe?™ oder
Fe3+ vorliegt, unterschiedlicher Energieaufwand notig.

Im aeroben Fall wird das Eisen als Ferritin im Bakterium angereichert (sieche Ab-
bildung 3.40(a)). Eine Magnetitbildung findet nicht statt. Ist Fe** im Nihrmedium,
wird nur wenig Ferritin gebildet, dafiir aber viel Magnetit. Ist nur Fe3* im N&hrme-
dium vorhanden, wird sehr viel Ferritin gebildet und nur wenig Magnetit.

Der Prozess der Bildung von Magnetit ist im Fall von Fe?* bevorzugt. Dies ist in-
sofern erstaunlich, als dass Magnetit stochiometrisch aus nur 8 Fe?t, aber aus 16
Fe3T-Tonen besteht. Die Synthese von Fe** aus Fe?" stellt somit fiir das Bakterium
einen energetisch wesentlich ungiinstigeren Prozess dar.

Dies ist durchaus verstéandlich, wenn als allgemeiner Eisenpool ein Ferritinapparat
angenommen wird. Liegt im Medium nur Fe*" vor, so kann dieses sowohl direkt
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in bendtigten Prozessen verwendet werden und iiber den allgemeinen Eisenpool das
Fe3t bereit gestellt werden. Im Fall von vorhandenem Fe?* muss dieses erst in einem
Redox-Schritt in den allgemeinen Eisenpool eingebracht werden, bevor aus diesem
dann Fe?™ und Fe?" synthetisiert werden kann.

3.5.6 Zusammenfassung
Wachstumsverhalten

Das Wachstumsverhalten zeigt zwei verschiedene Phasen: In der ersten Phase wer-
den Magnetosomen isoliert gebildet und in ihrem Volumen vergréfiert. Diese Phase
lasst sich in der TEM direkt beobachten. In Abbildung 3.9 ist ersichtlich, dass der
Ubergang circa 160 min nach der Eiseninduktion stattfindet.

Die Daten aus der MIDL lassen sich ebenfalls durch den Ubergang eines Bakteri-
ums von einem nicht magnetischen zu einem magnetischen Bakterium beschreiben.
Der Fit auf diese Daten ergibt fiir den Ubergang eine Zeit von circa 145 min nach
der Eiseninduktion.

Die Mossbauerspektroskopie erlaubt die Verfolgung der Magnetitanteile im Bak-
terium und deren Charakterisierung. Ein besonderer Aspekt stellt hierbei die Beob-
achtung der zeitlichen Variation des Hyperfeinfeldes der Magnetit A Komponente
dar (Komponente B analog). Durch das Wachstum veréndert sich das Volumen der
Magnetosomen und dadurch ihre Hyperfeinfeldaufspaltung. Zusétzlich bilden sie im
Laufe der Zeit eine Kette aus.

Die Untersuchungen an den Fraktionen des magnetotaktischen Bakteriums Ma-
gnetospirillum gryphiswaldense zeigten, dass die Magnetosomen aus reinem Magnetit
mit einem stochiometrischen Verhéltnis 1:2 (A und B Plétze) bestehen. Im Rahmen
der Untersuchungen konnten keine Anteile von Ferrihydriten ausgemacht werden.
Ferrihydrite héatten bei hoherer Temperatur relaxierende Spektren und damit eine
Dublettstruktur oberhalb von 130 K ergeben miissen [68]. In der Fraktion der Ma-
gnetosomen konnte eine solche Struktur nicht nachgewiesen werden.

In der Fraktion mit einem Molekulargewicht oberhalb von 100kDa konnte eine
eisenhaltige Komponente identifiziert werden, welche durch die Méssbauerparameter
ihr temperaturabhéngiges Verhalten und durch den Nachweis im Fridovich Gel einem
Ferritin zugeordnet werden konnte. Frankel et al. [82] vermuteten, es konne sich
bei dieser Komponente um ein anorganisches Ferrihydrit handeln. Der Nachweis,
dass diese Komponente an ein Protein mit einer molekularen Masse dhnlich einem
bekannten Ferritin gekoppelt ist, ldsst ein kristallines Ferrihydrit unwahrscheinlich
erscheinen. Gewohnlich beginnen Bakterioferritine [68] ihre magnetische Aufspaltung
erst im Bereich von circa 10K, wobei auch Beispiele bekannt sind, bei denen die
Aufspaltung erst unterhalb von 4 K einsetzt. In der Sedimentprobe konnte ebenfalls
ein Anteil einer magnetisch aufgespaltenen Komponente identifiziert werden. Diese
Komponente wird kleinen noch membrangebundenen Magnetitvesikeln zugerechnet,
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deren Durchmesser unterhalb von circa 6 nm liegt. Ferrihydrite oder Ferritine zeigen
bei T=130 K keine magnetisch aufgespaltenen Mossbauerspektren mehr und kénnen
deshalb als Erkldrung ausgeschlossen werden [68].

In der Fraktion kleiner als 10 kDa konnen zwei unterschiedliche Komponenten aus-
gemacht werden. Die Parameter des Sextetts lassen auf ein Fe?* high-spin System
schliefen. Eine Vermutung wiére, dass es sich bei diesem Sextett um ein Siderophor
handelt. Allerdings konnten auf biochemischem Weg solche Siderophore nicht nach-
gewiesen werden [61, 83]. Bei dem Dublett in dieser Probe konnte es sich um die
relaxierende Komponente zu dem Sextett handeln. Eine eindeutige Temperaturab-
héngigkeit zwischen den beiden Komponenten konnte nicht festgestellt werden.

Die Untersuchung der beiden Mutanten AmamM und AmamB zeigt, dass die-
se noch die Fahigkeit zur Bildung von Ferritin besitzen. Zudem zeigt die AmamB
Mutante eine fast doppelt so grofle Eisenaufnahme wie die AmamM Mutante.

In den Untersuchungen zum Wachstumsverhalten konnte der Verlauf der Eisen-
aufnahme dargestellt werden. Das Wachstum und die Zunahme der Zahl der Ma-
gnetosomen spiegelt sich in einem kontinuierlichen Anwachsen des Hyperfeinfeldes
der Magnetit-Komponente wieder, bis es in dem Bakterium zu einer Kettenbildung
kommt und die damit einsetzende geometrische Anordnung das Hyperfeinfeld er-
niedrigt. Diese Beobachtung lasst sich durch die TEM-Aufnahmen und die MIDL-
Untersuchungen stiitzen. Es konnte ein Modell fiir das beobachtbare Hyperfeinfeld
gefunden werden, welches eine Reduktion in der gleichen Groflenordnung vorhersagt.
Bei der Betrachtung der Ferritin- und Fe?*-Anteile zeigt sich, dass diese kurz nach der
Eisenzugabe sprunghaft ansteigen und sich dann auf ein annédhernd gleich bleibendes
Niveau einstellen.

In den Fe?*- und Fe?"-Ndhrmedien zeigte sich bei verschiedenen Sauerstoffkonzen-
trationen ein unterschiedliches Wachstumsverhalten. In der Probe mit dem aeroben
Fe3* Medium war kein Magnetit nachzuweisen. In microaerober Umgebung bildete
sich sowohl in Fe?*- als auch in Fe3*-Nahrlosung Magnetit. Dies legt nahe, dass das
Bakterium einen allgemeinen Eisenpool bildet und aus diesem dann erst das Magnetit
produziert.

Die Betrachtung der Magnetosomen in CEMS diente der héheren Nachweisem-
pfindlichkeit von Oberflachenschichten durch die begrenzte Austrittstiefe der Elek-
tronen. Ein Vergleich mit den Spektren aus der Transmissionsspektroskopie liefert
keinen Hinweis auf andere Bestandteile aufler Magnetit. Eine Oxidation der Proben
durch ein zweistiindiges Einwirken von Raumluft auf die Probe hat die Spektren nicht
verdndert. Dies ist der Beweis fiir die noch intakte Vesikelhiille der Magnetosomen
in der aufgetrennten Probe.

Wachstumsmodell

Auf Grundlage der Untersuchungen lasst sich ein Modell fiir die Entstehung des Ma-
gnetits in Magnetospirillum gryphiswaldense aufstellen (siehe auch Abbildung 3.41):
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. Die Aufnahme von Fe?*- und Fe?**-Ionen erfolgt aus dem umgebenden Medium.
Dies folgt aus den Experimenten zur Aufnahme von Eisen mittels verschiedener
Néhrmedien, wie es in Kapitel 3.5.5 (Seiten 66ff) dargestellt ist.

. Die Fe*"-Ionen werden als Ferritin gespeichert und sind in/an der Membran
gelagert. Fe?*-Ionen werden ebenfalls in der Membran eingelagert, in Form einer
nicht bekannten Verbindung. Die Auftrennung der Bakterien und Isolierung des
Ferritins und die Identifikation einer membranstéindigen Fe?*-Komponente sind
auf den Seiten 51ff im Kapitel 3.5.2 dargelegt.

. Die Bildung von Magnetit durchléuft keine Vorstufe, die in signifikantem Mafle
im Bakterium vorkommt. In keiner der untersuchten Proben konnte ein mogli-
che Vorstufe von Magnetit identifiziert werden.

. Magnetit entsteht in einem aus der Cytoplasmamembran gebildeten Vesikel [84]
im alkalischen Medium:

Fe'A 4 2Fe’'B + (22 + y)H,0 (3.18)
= 2Fe(OH)37* 4 Fe(OH)27¥ + (2z + y)H" + A*” +2B**  (3.19)

2Fe(OH)3~* + Fe(OH); ¥ (3.20)

Dieses Reaktionsmodell ergibt sich aus der Annahme, dass sich das Magnetit
unter thermodynamischen Bedingungen spontan in dem Vesikel aus der Fe?*-
Komponente und dem Ferritin bildet. Dazu ist ein alkalisches Medium mit
einem pH groer als 8 notwendig [68]. Zur Realisierung eines solchen pH-Wertes,
ist es denkbar, dass der Organismus iiber Protonenpumpen verfiigt und iiber
eine Moglichkeit den Vesikelansatz vom Periplasma zu trennen.

. Nachdem sich kleine Magnetitkristalle gebildet haben, 16st sich das Vesikel von
der Cytoplasmamembran [72, 48]. In den Membranfraktionen der Auftrennung
konnten Magnetitkristalle mit reduziertem Hyperfeinfeld identifiziert werden.
Dies belegt die Existenz von Kristallen mit Ausdehnungen von unter 6 nm in
der Membran. Der Prozess der Loslosung setzt erst zu einem spéteren Zeitpunkt
ein. Die Untersuchung der isolierten Magnetosomen zeigt schliefflich, dass aus-
gewachsene Magnetosomen nicht mehr in der Membran eingelagert, aber noch
von ihrer Vesikelmembran umgeben sind.

. Die Magnetosomen werden schliellich zu einer Kette aufgereiht, wo sie ihre
Funktion als Orientierungshilfe iibernehmen.
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Abbildung 3.41: Modell der Magnetosomenstehung
Die Fe3*- und Fe?*-Chelate werden durch die dufiere Mem-
bran ins Periplasma transportiert. Aus der inneren Mem-
bran bildet sich ein Vesikelansatz, in welchem die Fel2-+-
Transporter und die Ferritine ihr Eisen abgeben kénnen und
unter geeigneten Bedingungen Magnetit bilden.
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4 Proteine GcpE und LytB

4.1 lIsopren

Isopren (CsHg, 2-Methyl-1,3-Butadin) ist ein Molekiil, welches in der Natur hiufig
als elementarer Baustein in verschiedenen Synthesezyklen ausgemacht werden kann
[85]. Als Beispiele seien hier die Steroide oder Terpene [86] zu nennen, welche aus
Isopentenyl-Diphosphat (IPP) oder der dazu isomeren Verbindung 3,3-Dimethyl-
allyldiphosphat (DMAPP) aufgebaut sind. Auch die Vitamine A und g-Carotin
[87, 88] sind aus Isopren aufgebaut. Der im Tierreich bekannte Acetat-Mevalonat-
Syntheseweg (MAP) konnte auch bei bestimmten Pflanzen [89] nachgewiesen werden.
Erst kiirzlich wurde gezeigt, dass es einen alternativen Reaktionsweg zur Isoprenoid-
Synthese gibt [90, 91, 92]. Bei diesem neuen 2-C-Methyl-D-Erythritol-Reaktionsweg
(MEP) werden aus den Grundstoffen Pyruvat und Glyceraldehyd-3-Phosphat die
Isoprene synthetisiert. In diesem Reaktionsweg treten die beiden Proteine GepE [92]
und LytB [93] auf (siehe Bild 4.1), welche beide je einen [4Fe-4S]*" Cluster enthalten.

GepE katalysiert die Reaktion von Cyclodiphosphat zu (E)-4-Hydroxy-3-Methyl-
but-2-enyl-Diphosphat (HMBPP) [91, 94]. Im anschliessenden Reaktionsschritt tritt
das Protein LytB auf und katalysiert die Reaktion unter Abspaltung eines Hydroxyl-
restes zu Isopentenyl-Diphosphat und dem isomeren 3,3-Dimethylallyl-Diphosphat
[90]. Dieser neuartige Syntheseweg wurde kiirzlich auch in Pflanzen nachgewiesen
(95, 96].

Bisher konnte nur nachgewiesen werden, dass es sich bei den beiden Proteinen um
[4Fe-4S] Clusterhaltige Eisen-Schwefel-Proteine handelt [97, 93]. Eine Charakterisie-
rung dieser beiden Proteine wurde in dieser Arbeit vorgenommen.

4.2 GcpE

4.2.1 Rekonstituiertes Protein GcpE

Bei den Proben des rekonstituierten Proteins handelt es sich um mit natiirlichem!
Eisen gebildete Proteine, welchen durch einen chemischen Schritt das natiirliche Eisen
entzogen wurde. Das eisenfrei Apo-Protein wurde anschlieBend mit 5" Fe rekonsituiert.
Die Probe G ist das ansonsten unbehandelte Protein. Bei der Probe GE handelt es

'natiirliches Eisen: natiirliche Isotopenmischung
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Abbildung 4.1: Reaktionspfad der 2-C-Methyl-p-Erythritol-Synthese [96]

1 Pyruvat, 2 b-Glyceraldehyd-Phosphat, 3 1-Deoxy-D
xylulose-5-Phosphat, 4 2-C-methyl-p-erythritol 4-Phosphat,
4-Diphosphocytidyl-2-C-methyl-D -erythritol, 6 4-Diphosphocytidyl-
2-C-methyl-p-erythritol ~ 2-Phosphat, 7 2-C-methyl-p-Erythritol
2,4-Cyclodiphosphat (MEcDP), 8 4-Hydroxy-2-Methylbut-2-Enyl
1-Phosphat (HMBPP), 9 Isopentenyl-Diphosphat (IPP),

Dimethylallyl-Diphosphat (DMAPP).
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Abbildung 4.2: Mossbauerspektren des rekonstituierten Proteins GepE
(a) nicht aufgereinigte GepE, (b) mit EDTA gereinigtes GepE bei
T = 77K, (c) mit EDTA gereinigtes GepE bei T' = 4,2 K (B=20mT),
(d) mit EDTA gereinigtes GepE bei T = 4,2K und senkrechtem
Magnetfeld B = 7T, (e) GepE mit Substrat.
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4 Proteine GepE und LytB

sich um das durch EDTA aufgereinigte Protein und bei GES um das aufgereinigte
Protein mit dem Substrat.

Die Mossbauerspektren zeigen eine asymmetrische Dublettstruktur, welche sich mit
vier Komponenten im Falle der Probe G und je drei Komponenten im Falle der Pro-
ben GE und GES anpassen lassen. Alle Proben dieser Serie wurden mit den gleichen
Parametern bei T=77K und 85K angepasst. In der Probe G kann ein Fe?*" high-
spin identifiziert werden mit d=1,44 mms™!, AE5=2,55 mms~" und I'=0,3 mms™".
In allen drei Proben findet sich Fe** mit 6=0,25 mms™!, AEg=0,77 mms™' und
'=0,39 mms~!, sowie ein Eisen-Schwefel-Cluster mit einer Komponentenverteilung
von 3:1 und den Parametern 6=0,42 mms™!, AE=0,96 mms™!, I'=0,35 mms™' so-
wie 6=0,55 mms™!, AE=1,06 mms~" und I'=0,3 mms~'. Der Fit wurde gleichzeitig
auf alle Spektren angewandt. In dem Hochfeldspektrum bei B=7T zeigt das Protein
die fiir [4Fe-4S]*T-Cluster typische diamagnetische Aufspaltung.

4.2.2 Das Protein GcpE in vivo

Zur Untersuchung des Clusters in vivo wurde das Protein GepE in E. coli iiberex-
premiert und diese Zellen dann durch die Méssbauerspektroskopie untersucht (Probe
GepE G). Als Referenz wurde der gleiche Zellstamm ohne die Uberexpremierung des
Proteins als Vergleichsprobe genutzt (Probe pBAD BD). Aus beiden gewonnenen
Spektren wurde ein Differenzspektrum ermittelt, um die Beitréige der in beiden Zellen
vorhandenen Komponenten zu minimieren. In Abbildung 4.3 werden die Mossbauer-
spektren und die Differenzen wiedergegeben. Die verwendeten Mossbauerparameter
des Proteins sind die gleichen wie fiir das rekonstituierte Protein aus dem vorherigen
Unterkapitel.

In den Zellen (Probe pBAD BD) ohne Uberexpremierung kann das Protein GepE
nicht nachgewiesen werden und das Mossbauerspektrum lédsst sich mittels zweier
Fe?* und einer Fe?* Komponente anpassen. In der Probe mit Uberexpremierung
des Proteins GepE (Probe GepE G) verdndert sich das Mossbauerspektrum sicht-
bar. Das Spektrum lédsst sich mit den gleichen Komponenten wie sie sich fiir die
Probe pBAD BD ergaben und den zusétzlichen zwei Komponenten des Proteins an-
passen. Fiir diesen Fit wurden nur die Flichenanteile neu bestimmt. Die Fe?* und
Fe?t Parameter ergaben mit der Verwendung der Probe pBAD BD: 6=0,39 mms ™!,
AEg = 0,94mms " und I' = 0,53 mms ™, fiir das Fe*™ A: §=1,33mms ™!, AEg =
3,19mms™! und I'=0,36 mms ! und fiir Fe** B: 6=1,45mms™!, AEg = 2,41 mms™*
und I'=0,49 mms~—! mit den Parametern fiir 7=77K und 4,2 K.

In den Differenzspektren zeigte sich, dass die relativen Anteile der Fe?™ und Fe3*
Komponenten nicht gleich sind. Daher ist eine v6llige Eliminierung in den Differenzen
nicht moglich und es wurde nur die Komponente Fe?* A eliminiert.
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Abbildung 4.3: Mossbauerspektren der ganzen Zellen mit iiberexpremierten Protein

GcepE

Die beiden untersten Spektren geben die Differenzen der beiden Spek-
tren bei verschiedenen Temperaturen wieder.
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Abbildung 4.4: Méssbauerspektren des isolierten Proteins GepE

4.2.3 Das isolierte Protein GcpE

Aus den Zellen wurde das Protein GepE isoliert und mittels der Mossbauerspektro-
skopie vermessen. In Abbildung 4.4 sind die Spektren bei zwei unterschiedlichen Tem-
peraturen dargestellt. Die Parameter des [4Fe-4S]?T-Clusters sind dabei zu denen aus
dem rekonstituierten Protein und denen der iiberexpremierten Zellen unverédndert.
Die Parameter des Fe?™ haben sich unter der Isolierung verindert und zeigen nun
6=0,85mms™!, AEg=2,16 mms™! und '=0,30 mms™".

4.3 LytB

4.3.1 Rekonstituiertes Protein LytB

Die rekonstituierten Proteine wurden nachtriglich mit 5“Fe angereichert und durch
Méssbauerspektroskopie vermessen. Die Probe L enthélt das Protein LytB, die Probe
LE ist zusétzlich mit EDTA versetzt und in der Probe LES wurde zusétzlich das
Substrat hinzugefiigt.

In den Mossbauerspektren der Probe L konnen vier Komponenten identifiziert
werden. Ein Fe?' high-spin mit den Parametern §=1,31 mms™!, AEg=2,75 mms™!
und T'=0,40mms™!, ein Fe*™ mit §=0,34 mms™!, AEg = 0,62mms™! und ' =
0,44 mms~! und einen Eisen-Schwefel-Cluster mit den Parametern § = 0,42 mms ™!,
AEg = 1,19mms™ und T’ = 0,41 mms™* fiir die 75 %ige Komponente und § =
0,41mms™, AEg = 0,84mms ™" und I' = 0,32mms ™" fiir die 25 %ige Komponente.

Die Spektren sind in Abbildung 4.5 dargestellt.
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Abbildung 4.6: Mossbauerspektren der ganzen Zellen mit iiberexpremiertem Protein
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4.3 LytB

4.3.2 Das Protein LytB in vivo

Bei den in vivo Proben wurde das Protein in FE. coli iiberexpremiert. Zur Refe-
renz wurde der gleiche Stamm ohne eine Uberexpremierung hergestellt (pQE30 QE).
Die Mossbauerspektren sind in Abbildung 4.6 dargestellt. In den Spektren der Re-
ferenzprobe pQE30 QE kénnen zwei Fe?t Komponenten mit den Parametern § =
1,31mms™!, AEg=3,17mms™! und I'=0,40mms™" sowie 6=1,39mms™", AE, =
2,44mms~! und I'=0,49 mms~' ausgemacht werden. Zusitzlich ist eine Fe3*-Kom-
ponente in der Probe enthalten: §=0,40mms™', AEg=0,97mms™! und mit I' =
0,54mms~!. In den Zellen der Probe LytB L ist zu den drei Komponenten der Refe-
renz der Eisen-Schwefel-Cluster mit den gleichen Parametern identifizierbar, wie sie
bereits im rekonstituierten Protein bekannt sind. Zusatzlich tritt ein weiteres Du-
blett mit den Parametern 6=0,82mms ', AE=2,03mms™" und I'=0,3mms™' auf
und wird einem weiteren Fe?™ zugeordnet.

4.3.3 Das isolierte Protein LytB

LytB isoliert, T=77 K LytB isoliert, T=4,2 K
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Abbildung 4.7: Mossbauerspektren des isolierten Proteins LytB. Die Komponenten
treten in diesem Fit im Verhéltnis 3:1 auf und einer zusétzlichen
Komponente.

In der Isolierung des Proteins LytB aus den Zellen des vorangegangenen Unter-
kapitels kénnen zwei der drei Fe?™ Komponenten und das komplette Fe3" entfernt
werden. Die Mossbauerspektren des Proteins sind in Abbildung 4.7 dargestellt. Die
Spektren des isolierten LytB lassen sich mit den Parametern aus den vorherigen Fits
anpassen. Dabei hat der Clusters einen Flichenanteil von 77,6 % und der Fe?* einen
Anteil von 22,4 %.

Wird der Fit mit einem festen Flichenverhiltnis von 2:1:1 ausgefiihrt und die Fe?*-
Komponente als Teil des Clusters interpretiert, so ergeben sich fiir die Komponenten
die Parameter: fiir die50% Komponente § = 0,44mms™!, AEg=1,13mms " und
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'=0,35mms™*, fiir die erste 25 % Komponente 6 = 0,83 mms™!, AE5=2,04 mms™*
und I'=0,35 mms™" und fiir die zweite 25 % Komponente § = 0,33 mms™", AEg =
1,00 mms~! und I'=0,35mms~!. Dieser Fit ist in Abbildung 4.8 dargestellt.
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Abbildung 4.8: Mdéssbauerspektren des isolierten Proteins LytB. Die Komponenten
treten in diesem Fit im Verhéltnis 2:1:1 auf.

4.4 Zusammenfassung

GcpE

Die durchgefiithrten Untersuchungen des GepE-Proteins zeigen, dass es einen [4Fe-
4S)*T-Cluster enthilt. Die Mossbauerspektren des GepE oberhalb von 77K zeigen
eine Komponente, welche typische Parameter fiir solche Cluster zeigt [13]. Im Tem-
peraturbereich des fliissigen Heliums, bleibt die Struktur im schwachem Magnetfeld
(B=20mT) erhalten und geht bei hoheren Magnetfeldern (B=7T senkrecht) in ein
diamagnetisches Spektrum {iber. Die Asymmetrie des Mossbauerspektrums lédsst den
Schluss zu, dass der Cluster zwei verschiedene Parametersétze zeigt. Die Anpassung
des Fits gelang durch die Verwendung von zwei Komponenten im Verhéltnis 3:1.
Dieses Verhéltnis liefle sich durch einen Nicht-Cystein-Liganden erkldaren. Die Zuga-
be von Substrat zu dem Protein verdandert das Spektrum nicht und lasst vermuten,
dass das Protein nicht iiber ldngere Zeiten an das Substrat bindet.

Der Vergleich der Méssbauerspektren des GepE-Proteins in vivo mit Stdmmen,
welche GepE {iberexpremieren, und solchen, welche es nicht expremieren, bestédtigen
die Ergebnisse des ersten Probenserie. Das Protein kann daher als stabil unter der
Aufreinigungsprozedur angesehen werden.

Das aus den ganzen Zellen gewonnene isolierte GepE ldsst sich mit den Parame-
tern der vorhergehenden Experimenten anpassen. Auffillig ist die veriinderte Fe?*-
Komponente. Diese zeigt sich verdndert gegeniiber den Proben mit dem rekonstitu-
ierten Protein.
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LytB

Die Analyse des Proteins LytB folgt dem gleichem Schema, wie die Untersuchungen
des GepE-Proteins. In den Proben mit dem rekonstituierten Protein, lédsst sich eben-
falls ein [4Fe-4S]?*-Cluster identifizieren. Die Mossbauerspektren zeigen ebenfalls dia-
magnetische Aufspaltung bei tiefen Temperaturen und hohem Feld. Allerdings sind
die Spektren durch einen magnetischen Untergrund gekennzeichnet.

In dem Vergleich zwischen iiberexpremierenden und nicht expremierenden Zellen
bestétigen sich die Ergebnisse aus den Messungen mit dem rekonstituierten Prote-
in. Kine vollige Eliminierung des Untergrundes war aufgrund des unterschiedlichen
Verhaltens der Zellen nicht moglich.

Die Mossbauerspektren des aus den ganzen Zellen isolierten LytB-Proteins, zeigt
einen [4Fe-4S]?T-Cluster mit einem 3:1 Verhéltnis seiner Komponenten, sowie einer
deutlichen Fe?T-Komponente, deren relativer Anteil bei circa 20 % der Gesamtfliche
liegt. Setzt man statt einem 3:1 Verhéltnis ein 2:1:1 Verhéltnis voraus, und bezieht
die Fe?"-Komponente in den Cluster ein, so ergeben sich Parameter #hnlich denen
von Walters et al. [98]. Die Qualitit des Fits dndert sich dann nicht.
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5 Das Z-Protein des Lassa Virus

Das Lassa Virus ist ein behiilltes, zweisegmentiges, einstrangiges RNA Virus der
Familie der Arenaviridae und gehort zur Gattung der Arenaviren. Es ist endemisch in
West-Afrika vertreten und verantwortlich fiir mehrere 100000 Fille des Lassafiebers,
die circa 5000 Todesfiille pro Jahr zur Folge haben [99, 100].

Das Virus kodiert mit jedem RNA-Segment zwei Proteine. Das S-RNA! Segment
codiert das virale Glycoprotein-Vorstufen-Protein (GPC?) und das Nukleoprotein
(NP). Das L-RNA? Segment kodiert die virale Polymerase (L-Protein) und ein Zink
bindendes Protein (Z-Protein). Bei den Z-Proteinen der Arenaviren handelt es sich
um zwei Zink-Ionen bindende Proteine mit einer Lénge von circa 100 Aminoséuren
(Zinkfinger-Protein).

Die Struktur des Proteins konnte bisher nicht kristallographisch aufgenommen wer-
den. Ein Modell bietet das Z-Protein des Pferdeherpesvirus (CHC?) [101]. Aus dem
Genom des Lassa-Z-Proteins und des vergleichbaren Z-Proteins des Pferdeherpesvirus
ergeben sich zwei mogliche Bindungsplétze fiir Metallionen. Der eine Bindungsplatz
wird durch vier Cysteine (Platz A) realisiert und der andere durch drei Cysteine und
ein Histidin (Platz B). Im Modell des Z-Proteins des Pferdeherpesvirus ergibt sich
fiir den Abstand zwischen den beiden Zentren eine Distanz von circa rap=14,2 A.

Aus Vorversuchen [102] ist bekannt, dass das Zink im Z-Protein des Lassa Vi-
rus sich auch durch andere Metalle ersetzen lasst. Vor allem ist das Lassa Virus
Z-Protein in der Lage, sowohl Zink als auch Eisen zu binden. Von besonderem In-
teresse ist die Affinitét zu Eisen, welches in den Wirten dieser Viren in hohem Mafle
verfiighar ist. Die Mossbauerspektroskopie kann hier selektiv die Zentren beobach-
ten und einen Einblick in die Besetzung des Proteins mit Eisenionen geben. Ebenso
kann die Mossbauerspektroskopie die Zentren aufgrund ihrer verschiedenen Liganden
unterscheiden.

Bei den Experimenten mit Z-Proteinen, welche sowohl Eisen als auch Zink enthal-
ten, stand die Frage nach der teilweisen Besetzung mit Eisenionen im Vordergrund.
Eine eventuell gemischte Besetzung mit Eisen- und Zinkionen wiirde das Md&ssbau-
erspektrum entsprechend verdndern. Die Voruntersuchungen lieferten auch Hinweise
auf eine teilweise Zerstorung bzw. irreversible Prozesse bei der Reduktion des Z-

IS-RNA: short RNA (kurzes RNA Segment)

2GPC: glocoprotein precursor protein

3L-RNA: large RNA (langes RNA Segment)

4Der Name CHC leitet sich aus der Bezeichnung C3HC, ab, welche abkiirzend fiir die Zink bin-
denden Aminoséuren steht (3 Cysteine, 1 Histidin und 4 Cysteine).

85



5 Das Z-Protein des Lassa Virus

Abbildung 5.1: Struktur des Lassa Z-Proteins des Pferdeherpesvirus
Die beiden Zink-Zentren sind als rote Kugeln darge-
stellt. Die bindenden Liganden sind als Stabmodelle
hervorgehoben.

Proteins. Zur Klarung der Frage, welche Zentren bei der Reduktion welche Trans-
formation erfahren, folgten Untersuchungen des oxidierten und des reduzierten Z-
Proteins mittels der Méssbauerspektroskopie.

Um die spektroskopischen Ergebnisse einordnen zu kénnen, wurden Rechnungen
mit der Dichte-Funktional-Theorie durchgefithrt. Als Modell diente hierbei die be-
kannte Struktur des Z-Proteins des Pferdeherpesvirus (Abbildung 5.1), weil die Struk-
tur des Lassa Z-Proteins nicht zur Verfiigung stand. Die Wahl des DFT-Programms
fiel auf das ORCA-Paket, weil dieses sowohl iiber die indirekte Berechnung der Isome-
rieverschiebung mittels einer Eichung verfiigt, als auch den Mechanismus der Broken-
Symmetry-Berechnung implementiert hat. Um die Anwendbarkeit des ORCA-Pakets
auf Eisen-Schwefel-Proteine zu gewihrleisten, wurden parallel die Rubredoxine der
Organismen C. pasteurianum und P. abyssi vorgenommen. Fiir beide sind Daten fiir
Mossbauerspektren in der Literatur verfiigbar.

Die Proben stammen aus dem Biochemischen Institut der Universitiat zu Liibeck,
welches mit Hilfe von gentechnisch verdnderten E. coli Bakterien sechs Proben her-
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5.1 Mossbauerspektroskopie am Z-Protein

Tabelle 5.1: Verwendete Proben des Lassa Virus Z-Proteins.

Name Beschreibung
I Lassa Z ox. Z-Protein im oxidiertem Zustand
IT Lassa Z ox. B Probe I, erneut aufgereinigt
III Lassa Z red. Z-Protein im reduzierten Zustand

IV Lassa Z red. B Probe III, erneut aufgereinigt
V Lassa Z + Zn ox. Z-Protein mit °"Fe und Zn im ox. Zustand
VI Lassa Z + Zn red. Z-Protein mit °“Fe und Zn im red. Zustand

stellte. Bei vier Proben wurde dem Nihrmedium nur 5"FeSO, zugesetzt, bei zwei
weiteren wurde ein Gemisch aus *"Fe- und Zn-Ionen verwendet [102] (siehe Tabelle
5.1). Die Proben liegen sowohl im oxidierten, als auch im reduzierten Zustand vor.

5.1 Mossbauerspektroskopie am Z-Protein

5.1.1 Proben ohne Zink

Bei den Fits fiir die Mossbauerspektren wurde die Flachengleichheit der beiden Zen-
tren angenommen. Dies ist nur in erster Ndherung giiltig und wird hauptséchlich
durch eine unterschiedliche Debye-Temperatur und unterschiedliche Bindungsaffi-
nitdt des Eisens zu den beiden Zentren verfilscht.

Die oxidierte Probe I (Abbildung 5.2) zeigt bei T=85 K drei Komponenten. Die
beiden Dubletts mit den Parametern § = 0,24mms™!, AEg = 0,55mms™! | T' =
0,28 mms ™" und 6 = 0,32mms™', AEg = 0,57mms ™!, I' = 0,29 mms ™! werden den
beiden Eisenzentren (A und B) zugeordnet. Die Komponente mit den Parametern ¢
= 0,56 mms™!, AEg = 0,75 mms™", I' = 0,39 mms ™' ist ein unspezifisch gebundenes
Fe?". Fiir das Flichenverhéltnis der drei Spezies ergibt sich ein Verhéltnis von 4:4:1
(A : B: Fe*h).

Das Spektrum der Probe IT zeigt bei T=4,2 K (Abbildung 5.3), dass nach weiter-
gehender Aufreinigung die Absorption um den Faktor 5 abgenommen hat, allerdings
auch, dass Fe*T vollstindig entfernt werden konnte und daher das Fe3' nicht Be-
standteil des Proteins sein kann. Der Riickgang der Absorption kann auf die Tatsache
zuriickgefithrt werden, dass ein Teil der Proteine beim Aufreinigungsprozess verloren
gegangen sind.

Fiir die Messungen in einem Magnetfeld von B=7 T wurde die Probe I aufgrund
ihrer groferen Absorption verwendet, obwohl diese noch den Fe3™ Anteil enthélt.
Das Spektrum ist in Abbildung 5.4 dargestellt und zeigt einen paramagnetischen
Untergrund der dem Fe?" zugeordnet wird. Die Region um 0 mms™! zeigt hingegen
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Abbildung 5.2: Mossbauerspektrum des oxidierten Lassa Z-Proteins
Die experimentellen Daten (schwarzen Sterne) sind
mit einer schwarzen Fiihrungslinie verbunden.

ein deutlicher ausgepréigtes diamagnetisches Spektrum, das auf die Existenz einer
Komponente mit gradzahligem Spin hindeutet. Der Fit des diamagnetischen An-
teils wurde mittels zwei Spin-Hamiltonians mit den Parametern aus der Messung bei
T=85K und n=1 mit gleicher Fldche durchgefiihrt. Ein Spektrum eines Rubredoxin-
Zentrums (wie es beispielsweise in [103] gezeigt wird), kann nicht beobachtet werden.
Die Existenz des diamagnetischen Spektrums deutet auf die Kopplung von zwei Zen-
tren hin, denn die Eisenionen sollten aufgrund der Proteinstruktur und des Mediums
als Fe?™ high-spin vorliegen. Auf Grundlage des Pferdeherpesmodellsystems, in dem
die beiden Zentren 14,2 A entfernt voneinander sind, wurden zwei ungekoppelte leicht
unterschiedliche rubredoxinartige Spektren erwartet.

Nach der Reduktion der Proben ergibt sich ein Spektrum, wie es in Abbildung 5.5
dargestellt ist. Der Anteil der beiden oxidierten Zentren hat stark abgenommen und
auch das Fe?" ist vollstindig verschwunden. Stattdessen kann eine Komponente mit
§ = 0,64 mms™', AEg =3,11 mms™!, T' = 0,46 mms~! beobachtet werden, welche
einem reduzierten Zentrum zugeordnet wird. Dieses reduzierte Zentrum wurde nur
mit einem Dublett angepasst. Aus den Experimenten zur erneuten Oxidation der
Probe ist bekannt, dass der Reduktionsprozess irreversibel ist und sich das Protein
unter der Reduktion zusétzlich verdndert hat. Es wird daher vermutet, dass eines
der beiden Zentren ausgefallen ist und nur noch ein Zentrum besetzt ist. Eine Un-
terscheidung, um welches Zentrum es sich handelt, kann nicht getroffen werden, da
die Mossbauerparameter nicht eindeutig genug sind, um eines der Zentren zu identi-
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Abbildung 5.3: Mossbauerspektrum des oxidierten Lassa Z-Proteins
Die schwarzen Sterne geben die Messpunkte wieder
und sind mit einer schwarzen Fiihrungslinie verbun-
den. (A:0 = 0,24mms™!, AEg = 0,55mms™, T’ =
0,32mms™ % B: § = 0,35 mms ™!, AEg =0,55 mms ™,
['=0,35mms™).

fizieren. Der Fit fiir das reduzierte Spektrum lésst sich sowohl fiir eine als auch fiir
zwei vorhandene reduzierte Zentren durchfiihren.

Desweiteren wird eine Komponente mit § = 1,16 mms™!, AEg = 1,44mms™, ' =
0,65 mms~! gefunden, welche auf eine Fe?T-high-spin Komponente hindeutet. In dem
Fit wurden fiir die Parameter der oxidierten Zentren jene aus dem Fit der Probe I
verwendet. Die beiden oxidierten Zentren haben zusammen einen Flachenanteil von
22,6 %, das reduzierte Zentrum einen von 10,9 % und die restlichen 66,5 % sind
die Fe?* Komponente. Die Fe?t Komponente hat in dem Spektrum einen deutlich
hoheren Anteil als die Fe?* Komponente in der oxidierten Probe. Da die relativen
Flichenanteile gleich bleiben miissen, kann sich nur ein Zentrum in Fe?* umgewandelt
haben. Dies stiitzt die Vermutung, dass eines der beiden Zentren unter der Reduktion
zerstort wird und sich das Eisen aus dem betroffenen Bindungsplatz gelost hat.

Das Spektrum der reduzierten Probe bei T'=4,2 K ist in Abbildung B.2 dargestellt.
Fiir alle Komponenten ergibt sich ein Spektrum im Bereich um 1mms™!, daher ist
ein Fit auf dieses Spektrum nur gering aussagekriftig. Das Spektrum bestétigt, dass
in der Probe keine signifikanten paramagnetischen Spezies vorhanden sind.
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Abbildung 5.4: Spektrum des reduzierten Lassa Z-Proteins bei
T=42 K
Die schwarzen Sterne geben die Messpunkte wieder.
Die Summation ist in magenta dargestellt, die bei-
den oxidierten Positionen in rot und blau, die redu-
zierte Position in orange und das unspezifische Fe?*
in cyan.

Tabelle 5.2: Zusammenfassung der Ergebnisse der Mossbauer Mes-
sungen am Z-Protein des Lassa Virus. Die A- und B-
Zentren werden sowohl im oxidierten, wie auch im re-
duzierten Protein gefunden.

Zentrum § in mms™'  AEg in mms™!
Z-Protein A 0,24 0,55
Z-Protein B 0,32 0,57
Z-Protein red. 0,64 3,11
Z-Protein + Zn A 0,24 0,55
Z-Protein + Zn B 0,32 0,57
Z-Protein + Zn red. 0,64 3,11




5.1 Mossbauerspektroskopie am Z-Protein
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Abbildung 5.5: Méssbauerspektrum des reduzierten Lassa Z-
Proteins bei T=85 K
Die schwarzen Sterne geben die Messpunkte wie-
der und sind mit einer schwarzen Fiihrungslinie
verbunden.

5.1.2 Gemischte Eisen-Zink-Proben

Fiir die Spektrenanpassung der zusétzlich mit Zink angereicherten Proben wurden fiir
alle Fits die Parameter der Zentren aus den vorangegangenen Probenfits verwendet.

Das Spektrum der Probe V (Abbildung 5.6) zeigt ein &hnliches Aussehen wie die
Proben I und II. Der Anteil an Fe3*t steigt in dieser Probe auf 43,5 % und ergibt
dann mit den beiden Zentren ein Verhiltnis von 1:1:1,5 (A : B : Fe3™).

Auch die reduzierte Probe (Abbildung 5.7) ldsst sich mit Hilfe der aus den vor-
angegangenen Proben gewonnen Parametern anpassen. Der Anteil des reduzierten
Zentrums sinkt auf 2,1 % der Gesamtfliche, wobei hingegen der Anteil der beiden
oxidierten Zentren auf zusammen 30,3 % steigt und das Fe*™ unverindert bleibt.

Die Spektren bei einem hohen magnetischen Feld sind in den Abbildungen B.3
und B.4 wiedergegeben. Eine Analyse wurde aufgrund der schlechten Statistik nicht
vorgenommen. Die Spektren sind aber konsistent mit den Ergebnissen der Mdéssbau-
erspektren aus den Proben mit reinem Eisen.

Die Mossbauerspektren der mit Zink- und Eisenionen versetzten Proteine lassen
sich durchweg mit den Parametern der Proben ohne Zink anpassen. Dies lédsst die
Schlussfolgerung zu, dass bei der Anwesenheit von Zink das Eisen vollstandig aus
dem Protein verdréingt wird und keine Mischbesetzung der Bindungspléitze mit je
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Abbildung 5.6: Mossbauerspektrum des mit Zn versetzten oxidier-

ten Lassa Z-Proteins bei T=85 K
Die schwarzen Sterne geben die Messpunkte wieder.
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Abbildung 5.7: Méssbauerspektrum des mit Zn versetzten reduzier-

ten Lassa Z-Proteins
Die schwarzen Sterne geben die Messpunkte wieder.



5.2 Rechnungen mit der Dichte-Funktional-Theorie (DF'T) an rubredoxinartigen
Eisenzentren

einem Eisen- und einem Zinkionen auftreten.

5.2 Rechnungen mit der Dichte-Funktional-Theorie
(DFT) an rubredoxinartigen Eisenzentren

5.2.1 DFT am Z-Protein des Pferdeherpes-Virus

Zum Vergleich mit den Ergebnissen aus der Mossbauerspektroskopie wurden an dem
Modellsystem des Pferdeherpes-Virus Dichte-Funktional-Theorie-Rechnungen (DFT-
Rechnungen®) durchgefiihrt. Dazu wurde die Kristallstruktur aus der PDB Daten-
bank® verwendet, welche von Barlow et al. [101] untersucht wurde. Hierbei interes-
siert vor allem die Frage, ob sich eine Kopplung, wie sie in den Hochfeld-Spektren
der Proben beobachtet wurde, erkldren lasst.

Um den Rechenaufwand zu begrenzen, wurden aus der Kristallstruktur die beiden
Zink-Zentren mit ihren Liganden bis in eine Tiefe von drei Atomen extrahiert und die
offenen Bindungen mit Wasserstoffatomen abgeséttigt. Die Zinkatome wurden durch
Eisenatome ersetzt. Eine Geometrie Optimierung der hinzugefiigten Wasserstofta-
tome erfolgte mit dem Gaussian 03 Programm [28], ohne die Position der anderen
Atome zu verdndern. Die zur Berechnung benutzten Atome sind in Abbildung 5.2.1
dargestellt.

Die DFT-Rechnung wurde mit dem Programmpaket ORCA von F. Neese [6, 9]
ausgefiihrt. Als Funktional kam dabei B3LYP/GT [106, 107, 108, 109, 110] mit den
beiden Basissdtzen SV(P) [111] und TZV(P) [112] zum Einsatz. Die Eisenatome
wurden durch die von Neese et al. entwickelte Basis CP(PPP) [6, 111, 112, 113, 114]
beschrieben. Das ORCA-Paket enthilt einen Mechanismus zur direkten Berechnung
der Broken Symmetry Austauschwechselwirkung und des Kopplungsparameters J.
Zur Kalibrierung der Elektronendichte am Kernort p(0) wurden die von F. Neese [6]
gefundenen Parameter fiir das Funktional B3LYP verwendet

Sparyp = 6,54806 — 0,36662(p(0) — 11800) in mms™" (5.1)

und daraus die Isomerieverschiebung ¢ berechnet. Die Zentren wurden zunéchst
isoliert voneinander berechnet. Zum Ausgleich der Ladung des zweiten Zentrums wur-
de am Ort des nicht betrachteten Zentrums eine Punktladung ohne Wellenfunktion
eingefiigt. In einer weiteren Betrachtung wurden beide Zentren zeitgleich berechnet
und der Austauschparameter J bestimmt.

Die Tabelle 5.3 fasst die aus den Rechnungen gewonnenen Mossbauerparame-
ter zusammen. Das Zentrum A (vier Schwefelliganden) weist hierbei eine um Ad

SFiir eine Einfiihrung in die DFT Rechnungen sei beispielsweise auf die Biicher von Jensen [104],
sowie Koch und Holthausen [105] verwiesen.

SPDB Datenbank: www.rcsb.org, Struktur ID: 1CHC

"Bei B3LYP/G handelt es sich um das Funktional BSLYP aus dem Gaussian Programm Paket.
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5 Das Z-Protein des Lassa Virus

Abbildung 5.8: Zentren des Pferdeherpes-Virus

Die Farben symbolisieren die verschiedenen Atome:
Weifl = Wasserstoff, Tiirkis = Kohlenstoff, Blau =
Stickstoftf Gelb = Schwefel, Orange = Eisen. Das
Zentrum mit den vier Schwefelliganden ist der Bin-
dungsplatz A (rechts), das Zentrum mit den drei
Schwefel- und dem Stickstoffliganden ist das Zen-
trum B (links).
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5.2 Rechnungen mit der Dichte-Funktional-Theorie (DF'T) an rubredoxinartigen
Eisenzentren

Tabelle 5.3: Ergebnisse der DFT-Rechnungen an dem Pferdeherpes-Virus. AB be-
zeichnet die gemeinsame Berechnung, A das Zentrum A, B das Zentrum
B. Der angehéingte Buchstabe Q symbolisiert, dass in der Rechnung eine
virtuelle Ladung am Ort des jeweils anderen Zentrums verwendet wurde.

Name Dichte in a.u.™ 6 in mms™' AEg in mms™ n Basis

AB- A 11816,82 0,380 0,929 0,431 SV(P)

AB-B 11816,73 0,416 -0,771 0,306 SV(P)
A 11816,81 0,384 0,872 0,357  SV(P)
B 11816,72 0,418 -0,770 0,264 SV(P)
AQ 11816,82 0,380 0,925 0,430 SV(P)
BQ 11816,73 0,416 -0,771 0,306 SV(P)
A 11816,85 0,371 0,896 0,423 TZV(P)
B 11816,75 0,406 -0762 0,311 TZV(P)
AQ 11816,85 0,371 0,909 0,445 TZV(P)
BQ 11816,75 0,406 -0,763 0,309 TZV(P)

= 0,036 mms~! niedrigere Isomerieverschiebung auf, als das Zentrum B mit drei
Schwefel- und einem Stickstoffliganden. In den M&ssbauerspektren konnte ein Un-
terschied von Ad = 0,084 £ 0,01l mms~! zwischen den beiden Zentren beobachtet
werden. Der absolute Fehler der Kalibrierung, zur Berechnung der Isomerieverschie-
bung ¢ aus der Elektronendichte am Kernort p(0), ist Ad=0,086 mms~! [6]. Damit
liegen die berechneten Isomerieverschiebungen nur durch das halbe Fehlerintervall
getrennt voneinander.

Die errechneten absoluten Isomerieverschiebungen iiberschéitzen die tatsédchlichen
beobachteten um circa zwei Fehlerintervalle. Dies ist nicht untypisch fiir Berechnun-
gen der Elektronendichte am Kernort, denn das Programm errechnet die Elektro-
nendichte fiir eine Temperatur T=0 K und betrachtet die verwendeten Molekiile als
ldgen sie in der Gasphase vor. Damit wird die Verdnderung der Isomerieverschiebung
durch die Temperatur® nur bedingt wiedergegeben.

Der Austauschparameter J wurde in der Rechnung mit einem Wert von praktisch
0cm™! bestimmt. Dieses Ergebnis entspricht den Erwartungen fiir zwei Zentren mit
einem Abstand von 14,2 A. Die Méssbauerspektren in hohen Magnetfeldern zeigen al-
lerdings deutlich, dass eine starke Kopplung vorhanden ist. Eine mdégliche Erklarung
konnte die kiirzere Aminoséuresequenz des Lassa Z Virus gegeniiber dem Pferdeher-
pesvirus sein, wodurch die beiden Zentren néher beieinander liegen konnten. Eine
Proteinfaltung anhand der Sequenz ist bisher allerdings nicht gelungen. Ebenso ist
es bekannt, dass das Protein dazu neigt, in der Gegenwart von Metallionen Clus-

8second order Doppler shift
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ter aus circa 12-14 Monomeren zu bilden, welche Ahnlichkeiten mit einer Virushiille
zeigen [100, 115]. Die Metallzentren liegen dabei nahe der Oberfliche, so dass eine
Wechselwirkung mit benachbarten Proteinen nicht ausgeschlossen werden kann.

Eine weitere Erklarung konnte sein, dass drei der vier Schwefel des A Bindungs-
platzes an der Oberfliche des Proteins liegen (Abbildung 5.9). Aus PIXE? und AAS!?
Messungen ist bekannt, dass dieses Protein eher drei Zinkatome bindet anstatt zwei.
Dies konnte bedeuten, dass diese drei Schwefel einen weiteren Bindungsplatz (Asg)
fiir ein Metallion bereitstellen. Nimmt man eine Bindung der beiden Eisenatome an
diese Pliatze A und A, an, so wiirde dies auch eine Erklarung fiir die starke Kopp-
lung in den Hochfeldspektren liefern. Das Modell mit den beiden gebundenen Eisen
und einer weiteren OH-Gruppe ist in Abbildung 5.10 dargestellt. Fiir das mit Fisen
substituierte Protein liefern die PIXE Messungen allerdings nur eine Besetzung von
einem Atom pro Monomer, so dass das Zentrum B in diesem Fall eher als unbesetzt
gelten muss. Aus Studien von C. Schmidt [116] ist bekannt, dass Eisenionen eine
sehr schlechte bis keine Affinitdt zu Zentren mit Histidinliganden besitzen. Demnach
miisste das Eisen nur das Zentrum A, sowie das hypothetische Zentrum A, beset-
zen. Ein solches Zentrum konnte auch den Effekt der nicht erneuten Oxidierbarkeit
erklaren. Unter der Reduktion wird das auflen liegende Metallion reduziert, geht in
Fe?* {iber und wird vom Protein abgeldst. Dies deckt sich mit der Beobachtung, dass
der Anteil an Fe?* in den reduzierten Proben zunimmt.

Diese Art der Besetzung konnte auch die Ahnlichkeit der Eisen-Spektren zu den
Eisen-Zink-Spektren erklaren. Wenn die Eisenionen nur das A-Zentrum besetzen und
keine Kopplung zwischen den Zentren A und B existiert, so wiirde eine Besetzung des
B-Zentrums mit einem Zink keine Anderung am Mossbauerspektrum verursachen.
Sobald aber das Eisen aus dem A- und As-Bindungsplatz verdringt wird, ist das
Molekiil fiir die Méssbauerspektroskopie nicht mehr sichtbar.

Fiir eine DFT Rechnung des in Abbildung 5.10 dargestellten Molekiils ergeben sich
fiir die Mossbauer Parameter folgende Werte: Bindungsplatz As: § = 0,498 mms ™,
AEg = —2,494mms™"' und n=0,238; Bindungsplatz A: §=0,485mms™', AE, =
—2,732mms™! und n = 0,702. Das Modell wurde mit dem Basissatz SV(P) be-
rechnet. Die Betrachtung mittels des Broken Symmetry Formalismus ergibt einen
Energieunterschied von AEgg = 0,1971 eV. Der Kopplungsparameter ergibt sich zu
J = —63,02cm™! und spricht in diesem Fall fiir eine antiferromagnetische Kopplung
der beiden Spins.

5.2.2 DFT Rechnungen an den Rubredoxinen aus

9proton induced X-ray emission spectroscopy
Oatomic absorption spectroscopy
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5.2 Rechnungen mit der Dichte-Funktional-Theorie (DF'T) an rubredoxinartigen
Fisenzentren

Abbildung 5.9: Oberfliche des Pferdeherpes-Virus Z-Proteins
Die drei gelb dargestellten Atombhiillen entsprechen drei der vier
Schwefelliganden des Zentrums A.
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5 Das Z-Protein des Lassa Virus

Abbildung 5.10: Modell des dritten Bindungsplatzes am Z-Protein des Lassa Virus
Die Farben symbolisieren die verschiedenen Atome: Weil = Was-
serstoff, Tiirkis = Kohlenstoff, Rot = Sauerstoff, Gelb = Schwefel,
Orange = Eisen. Die vier Schwefel mit den Methylresten entsprechen
den Cysteinen des Proteins und binden das linke Eisen im Bindungs-
platz A. Das rechte Eisen ist mit den drei oberflichigen Cyteinen
verbunden und besitzt als vierten Liganden eine OH-Gruppe (Bin-
dungsplatz A,).
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5.2 Rechnungen mit der Dichte-Funktional-Theorie (DF'T) an rubredoxinartigen
Eisenzentren

Tabelle 5.4: Ergebnisse der DFT-Rechnungen an den Bakterien C. pasteurianum und
P. abyssi. Die Isomerieverschiebung und die Quadrupolaufspaltung sind
in mms~! angegeben.

Name Spin ) AEqg n Basis

C. past.
FeS, + 4*CHjs (ox.) 5/2 0,377 0431 0,004 SV(
FeS, + 4*CHj (red.) 2 0,835 -3302 0,002 SV(
FeS, + 4*CH,CH3 (ox.) 5/2 0,329 0,793 0,942 SV(
FeS; + 4*CHyCHj (red.) 2 0,769 -3,366 0,787  SV(
FeS, + 4*CH,CH3 (ox.) 5/2 0,318 0,789 0,964 TZV(
FeS, + 4*CHyCH;3 (red.) 2 0,759 -3,311 0,772 TZV(

P. abyssi
FeS; + 4*CH,CH;3 (ox.)  5/2 0,320 0,842 0,535 SV(P)
FeS, + 4*CH,CH;3 (ox.) 5/2 0,309 0,838 0,549 TZV(P)

Modell 1
FeS, + 4*CH,CH3 (ox.) 5/2 0,381 0,310 0,399 TZV(P)
FeS, + 4*CH,CHj (red.) 2 0,832 -3,352 0,330 TZV(P)

C. pasteurianum und P. abyssi

Die mossbauerspektroskopisch bekannten Rubredoxine der Bakterien C. pasteuria-
num und P. abyssi dienen hier als Vergleich. Thre Kristallstruktur kann in der PDB
Datenbank gefunden werden. Fiir das Rubredoxin des Baktriums C. pasteurianum
stehen sowohl das oxidierte!!, wie auch das reduzierte!? zur Verfiigung. Fiir das Bak-
terium P. abyssi ist nur die oxidierte!® Variante des Rubredoxins katalogisiert.

Zur Berechnung wurden die Zentren mit ihren Liganden (drei Atome tief)! aus
den Kristallstrukturen extrahiert und mit Wasserstoffatomen abgeséttigt. Im Pro-
grammpaket Gaussian 03 wurden die Positionen der Wasserstoffatome optimiert und
anschliefend fiir die so erhaltene Geometrie mit dem ORCA Programm die Wellen-
funktion berechnet. Die Rechnungen wurden mit dem Funktional B3LYP und den
Basissitzen SV (P) sowie TZV(P) und CP(PPP) fiir das Eisenatom durchgefiihrt.

Die Ergebnisse der Rechnungen sind in der Tabelle 5.4 zusammengefasst. In der

HStruktur ID: 1IFHH

28truktur ID: 1IFHM

1BStruktur ID: 1YK5

1Fiir das Bakterium C. pasteurianum wurde die Rechnung auch fiir eine nur zwei Atome tief
gehende Extrahierung berechnet.
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5 Das Z-Protein des Lassa Virus

Tabelle 5.5: Mossbauerparameter fiir verschiedene Rubredoxine aus der Literatur.
Die Isomerieverschiebung und die Quadrupolaufspaltung sind in mms™!

angegeben.

Cluster SpinS 6  AEg Organismus Referenz
FeS; ' (ox.) 5/2 037 0,78  C. pasteurianum  [117, 11§]
FeS;' (ox.)  5/2 0,32 -0,5  C. pasteurianum 119
FeS;' (ox.) 5/2 0,24 (-0,5) C. pasteurianum 120

FeS;? (red.) 2 0,65 3,16  C. pasteurianum

[119]
[120]
FeS;? (red.) 2 0,60 3,38  C. pasteurianum [117]
[118]
FeS;? (red.) 2 0,70 -3,25  C. pasteurianum [119]

FeS;' (ox.) 5/2 0,23 -0,49 P. abyssi Rm 2-13 [103]

Literatur [117, 118, 119, 120, 103] kénnen zu den Rubredoxinen unterschiedliche An-
gaben gefunden werden (siehe Tabelle 5.5). Die Ergebnisse der Rechnungen zeigen,
dass bei steigender Komplexitéit des untersuchten Modells die errechnete Isomerie-
verschiebung sinkt, dafiir allerdings die Quadrupolaufspaltung steigt. Dies belegt den
gravierenden Einfluss des Kohlenstoffatoms in der zweiten Koordinationssphére. In-
teressanterweise verindert sich der Parameter n von 0,004 auf 0,942 beim Ubergang
zum komplexeren Modell. Die Rechnungen mit dem TZV(P) Basissatz &éhneln den
Rechnungen mit dem SV (P) Basissatz. Die errechneten Isomerieverschiebungen sind
bei dem TZV(P) Basissatz tendenziell um ~ 3,5% niedriger als bei dem SV(P)
Basissatz. Der Vergleich mit den Werten aus der Literatur zeigt, dass die berechne-
ten Parameter iibereinstimmen. In der Literatur ist die Isomerieverschiebung fiir das
Bakterium C. pasteurianum in dem Bereich 0, 24 bis 0, 37 mms ™! angegeben. Aus den
Rechnungen erhilt man Werte im Bereich von 0,318 bis 0,377 mms~!. Die Quadru-
polaufspaltung wird in der Literatur entweder mit —0, 5mms~! oder mit 0, 78 mms ™!
angegeben. Errechnet wurden fiir das komplexe Modell 0,789 — 0,793 mms~! bzw.
0,431 mms~! im einfachen Modell. Fiir das komplexe Modell bewegt sich der Para-
meter 7 nahe 1, so dass das Vorzeichen der Quadrupolaufspaltung sehr unsicher ist.
Im Fall des oxidierten Rubredoxins des Bakteriums P. abyss:i liegen die Ergebnisse
der Rechnungen fiir die Isomerieverschiebung im Bereich von 0,309 — 0, 320 mms ™.
In der Literatur findet sich der Wert von 0,23 mms~!. Die Quadrupolaufspaltung
wurde im Bereich von 0,838 — 0,842mms~! berechnet. Bekannt ist ein Wert von
—0,49 mms™!. Der errechnete Parameter n ergibt sich zu 0,535 — 0, 549.

Das reduzierte Rubredoxin des Bakteriums C. pasteurianum wird in der Litera-
tur mit den Werten fiir die Isomerieverschiebung von 0,60 — 0, 70 mms~' und einer
Quadrupolaufspaltung von 3,16 — 3,38 mms ™! angegeben. Fiir einen Wert der Qua-
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5.3 Schlusstolgerungen

drupolaufspaltung ist ein negatives Vorzeichen angegeben. Die Rechnungen ergeben
fiir die Isomerieverschiebung 0,769 — 0, 835 mms ™, sowie fiir die Quadrupolaufspal-
tung —3,302 — —3,366 mms~!. Die Isomerieverschiebung wird bei der Berechnung
mittels DFT, gegeniiber den Literaturwerten, iiberschétzt. Die Quadrupolaufspal-
tungen werden in demselben Wertebereich wiedergegeben.

Bei dem Modell 1 handelt es sich um FeS;(CHy-CHjy)y), fiir das die Geometrie
fiir alle Atome optimiert wurde und nicht durch die Strukturdaten aus der Kris-
tallographie vorgegeben ist. Die berechnete Isomerieverschiebung fiir dieses Modell
liegt im Bereich der anderen Rechnungen und ist am ehesten mit den Parametern
aus der Rechnung mit nur einer Kohlenstoffkoordinationssphére zu vergleichen. Die
Quadrupolaufspaltung des oxidierten Eisens ist circa um den Faktor 2 kleiner als
bei den anderen Rechnungen (siehe Tabelle 5.4). Dies ldsst den Schluss zu, dass
durch die Struktur des Proteins (und damit die Position der Kohlenstoffatome in der
zweiten Koordinationssphére) die beobachtbaren Méssbauerparameter entscheidend
beeinflusst werden.

Es soll hier noch einmal herausgestellt werden, dass die Literaturwerte der Moss-
bauerparameter und die Daten der Kristallstrukturen, welche als Basis der Berech-
nung dienten, nicht von denselben Arbeitsgruppen gewonnen wurden. Dieser Um-
stand kann durchaus dazu beitragen, dass sich die Ergebnisse der Berechnungen von
den Literaturangaben unterscheiden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die DFT-Rechnungen zusammen mit
der von Neese [6] gegebenen Eichung des Funktionals B3LYP zur Berechnung von
Rubredoxinen geeignet ist. Eine Ubertragung der Methodik auf das Pferdeherpesvirus
ist demnach zuléssig und lédsst verniinftige Ergebnisse erwarten.

5.3 Schlussfolgerungen

Die Anpassung der Spektren erfolgte unter der Annahme, dass zwei unterschied-
liche Zentren mit gleicher Absorption vorhanden sein miissen. Diese Annahme ist
durch die Proteinsequenz des Lassa Z-Proteins gerechtfertigt. Demgegeniiber ist be-
kannt, dass Metallzentren mit unterschiedlichen Liganden verschiedene Affinitéten
aufweisen [116]. Aus PIXE und AAS Messungen ist bekannt, dass der Eisengehalt
mit einem erheblichen Fehlerintervall von 50 % nur ein Eisenatom pro Monomer be-
tragt. Die Spektren des Z-Proteins wiirden sich auch mit nur einem Dublett mit
doppelter Fliche und einer Isomerieverschiebung von circa §=0,28 mms~!, welches
einen Mittelwert der beiden verwendeten Isomerieverschiebungen darstellt, anpassen
lassen. Das Spektrometer besitzt bei der verwendeten Eichung eine Auflésung von
circa 0,034 mms~'Kanal~!. Die Aufspaltung der beiden Komponenten wiirde also nur
zwei bis drei Kanéle betragen und liegt damit unter der Halbwertsbreite der Kompo-
nenten. Eine Unterscheidung wire damit nur in Hochfeldspektren moglich, in denen
aber eine diamagnetische Komponente beobachtet wird. Das Auftreten dieser dia-
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5 Das Z-Protein des Lassa Virus

magnetischen Komponente legt den Schluss nahe, dass in der Probe eine Spezies mit
gradzahligem Spin vorhanden sein muss. Fiir die rubredoxinartigen Zentren ist dieser
Spin im oxidierten Zustand nicht zu erwarten. Daher miissen die beiden Zentren mit
anderen Spins bzw. untereinander gekoppelt sein.

Die durchgefiihrten Rechnungen legen nahe, dass eine Kopplung innerhalb des
Proteins zwischen den Zentren A und B auszuschlieBen ist. Das Protein ist allerdings
dafiir bekannt, dass es sich in der Gegenwart von Metallionen zu Polymeren von circa
12 - 14 Monomeren zusammenlagert und eine kapselférmige Struktur &hnlich einer
Virushiille bildet. Aus der Kristallstruktur des Pferdeherpesvirus ist bekannt, dass die
Zentren relativ nahe der Proteinoberfliche liegen. Eine Kopplung mit benachbarten
Proteinen ist somit nicht ausgeschlossen aber eher unwahrscheinlich, da typische
Absténde zwischen den Molekiilen nicht im Bereich von einigen Angstrom erwartet
werden.

Das reduzierte Z-Protein wurde nur mit einem Dublett fiir das reduzierte Zentrum
angepasst. Versuche, das reduzierte Z-Protein wieder in den oxidierten Zustand zu
iiberfithren, scheiterten, was eine teilweise Zerstorung der Metallzentren bei der Re-
duktion impliziert. Diese Zerstérung konnte im gestiegenen Anteil der Fe?t Konzen-
tration in der reduzierten Probe, im Vergleich zu dem Anteil der Fe?* Konzentration
in der oxidierten Probe, nachgewiesen werden.

In der Gegenwart von Zink sinkt der Anteil des gebundenen Eisen stark ab. Das
Zink besetzt die Bindungsplédtze und verdréngt damit einen Teil des FEisens. Eine
weitergehende Verdnderung ist nicht zu beobachten. Im Hochfeld ist weiterhin die
diamagnetische Komponente zu beobachten.

Aus den DFT-Rechnungen ergeben sich zwei verschiedene Spezies, die sich um nur
AJ=0,036 mms—! unterscheiden. Eine separate Beobachtung im Mé&ssbauerspektrum
ist damit nicht gegeben. Eine reduzierte Kristallstruktur ist fiir das Pferdeherpesvirus
nicht bekannt, weshalb eine Berechnung des reduzierten Zustandes nicht moglich
war. Die Vorzeichen der Quadrupolaufspaltung AEg und des Parameters 1 konnten
weder fiir den oxidierten, noch den reduzierten Zustand eindeutig durch die Rechnung
bestimmt werden, da das n nahe 1 liegt.

Die Rechnungen zu dem Modellsystem (Abbildung 5.10) mit dem Bindungsplatz
A, ergeben eine starke Kopplung von J = —63,02cm™! zwischen den beiden betei-
ligten Eisenionen. Die berechnete Quadrupolaufspaltung der beiden Zentren liegen
allerdings weit entfernt von den experimentell beobachteten Quadrupolaufspaltun-
gen. Die Rechnungen belegen, dass ein solcher Bindungsplatz durchaus moglich ist.
Allerdings scheint das Modellsystem nicht ausreichend, um die Beobachtungen zu
erklaren. Die grofite Unsicherheit geht dabei von den zusétzlichen Liganden aus, die
fiir das Modell angenommen werden kénnen. Die durchgefiihrte Rechnung nutzte nur
eine zusétzliche OH-Gruppe am Eisenzentrum A,. Ein Modellsystem mit mehr OH™
Gruppen konnte hier Erfolg versprechen.

Die Vergleichs-Rubredoxine liefern mit derselben Methode, die zur Berechnung des
Pferdeherpesvirus verwendet wurde, Ergebnisse, welche mit den Parametern aus der
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5.3 Schlusstolgerungen

Literatur iibereinstimmen. Die Quadrupolaufspaltungen werden dabei systematisch
iiberschétzt, und die Isomerieverschiebungen liegen im Bereich der in der Litera-
tur verdffentlichten Parametern. Fiir das oxidierte Rubredoxin aus C. pasteurianum
ergibt sich ein positives Vorzeichen der Quadrupolaufspaltung. Allerdings liegt der
Parameter 7 fiir diese Rechnung nahe 1 und das Vorzeichen der Quadrupolaufspal-
tung ist dadurch nicht sicher bestimmbar. Das Programmpaket ORCA und die von
Neese [6] gegebene Eichung zur Berechnung der Isomerieverschiebung ist anwend-
bar auf Rubredoxine. Die Ergebnisse der Rechnungen an dem Modellsystem des
Pferdeherpes-Virus und des Modells des Bindungsplatzes sind damit stichhaltig.

Es konnte gezeigt werden, dass im Z-Protein eine diamagnetische Spezies vorhan-
den ist und die beiden Zentren fiir rubredoxinartige Liganden typische Parameter
annehmen. Ferner wurde der Zerfall des Clusters unter reduktivem Stress belegt. Ver-
gleichsrechnungen der Metallzentren aus dem Pferdeherpesvirus belegen die Existenz
von zwei unterschiedlichen Parametersétzen der beiden Zentren. Die Gegeniiberstel-
lung mit Rechnungen an bekannten Rubredoxinen der Bakterien C. pasteurianum
und P. abyssi belegen eine Einsetzbarkeit des ORCA Programmpakets fiir Rechnun-
gen an Rubredoxinen.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde zum einen der Mechanismus der Eisenaufnahme und der
Entstehungsprozess von Magnetosomen des Bakteriums Magnetospirillum gryphis-
waldense untersucht, zum anderen das Z-Protein des Lassa Virus und die beiden
Eisenschwefel-Proteine GepE und LytB des 2-C-Methyl-D-Erythritol-Reaktionswe-
ges.

Magnetospirillum gryphiswaldense

Ziel der Untersuchungen des Bakteriums Magnetospirillum gryphiswaldense war,
den Entstehungsprozess der Magnetosomen nachzuvollziechen und eventuell betei-
ligte Zwischenstufen bei der Magnetitsynthese zu identifizieren. Die Verfolgung der
zeitlichen Entwicklung der Magnetitsynthese gelang durch Induktion mit 5"Fe nach
Wachstum in eisenarmen Nahrmedium.

Das Wachstum des Bakteriums Magnetospirillum gryphiswaldense gliedert sich in
zwei Phasen. In der ersten Phase wachsen die Magnetosomen isoliert. In der zweiten
Phase ordnen sich die Magnetosomen zu Ketten und bilden ein kollektives magneti-
sches Moment. Der Ubergang aus der ersten Phase in die zweite Phase konnte mittels
der Mdossbauerspektroskopie, sowie der Daten aus der Transmissionselektronenmikro-
skopie und der magnetisch induzierten differentiellen Lichtstreuung nachvollzogen
werden. Der Ubergangszeitpunkt des Bakterienkollektivs aus der ersten Phase in die
zweite Phase konnte zu 160 min nach der Induktion bestimmt werden. Im Moss-
bauerspektrum #ufert sich der Ubergang in die zweite Phase durch Reduktion des
Hyperfeinfeldes der Magnetosomen. Diese Reduktion ldsst sich erkldren, wenn jedes
Magnetosom als einzelnes Partikel betrachtet wird, welches sich im Feld der Nachbar-
magnetosomen befindet. Dadurch koppelt dieses duflere Feld mit dem Hyperfeinfeld
des Kerns und fithrt zu dessen gemessener Reduzierung.

In den aufgetrennten magnetotaktischen Bakterien gelang der Nachweis von Fer-
ritin. Es konnte auch gezeigt werden, dass dieses Ferritin ein Membranbestandteil
ist. Ebenso konnte dies fiir die unspezifisch gebundenen Fe?*-Ionen gezeigt werden.
Die isolierten Magnetosomen zeigten keine Anteile anderer Mineralien als Magnetit
in der Transmissions- und Konversionselektronen-Mdossbauerspektroskopie.

In Fe*"- und Fe3*-N#hrmedien zeigte sich bei verschiedenen Sauerstoffkonzentratio-
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6 Zusammenfassung

nen ein unterschiedliches Wachstumsverhalten. In der Probe mit dem aeroben Fe3*
Medium war kein Magnetit nachzuweisen. In microaerober Umgebung bildete sich
sowohl in Fe?- als auch in Fe?"-N#hrmedium Magnetit, wobei die Magnetitsynthese
im Fall des Fe?*-Nahrmediums bevorzugt ist. Dies legt nahe, dass das Bakterium
einen allgemeinen Eisenpool bildet und aus diesem dann Magnetit produziert wird.
Hierdurch wird auch die Existenz eines Reduktions- und Oxidationsapparates im
Bakterium belegt.

Die untersuchten Mutanten AmamM und AmamB hatten beide die Fahigkeit zur
Magnetitsynthese verloren. Eine spezifische Zwischenstufe der Magnetitsynthese lief3
sich in den beiden Mutanten nicht identifizieren. In beiden Mutanten wurden nur
Ferritin und eine Fe?*-Komponente identifiziert.

Auf Grundlage der obigen Ergebnisse wurde folgendes Modell entwickelt:
e Die Aufnahme von Fe?*- und Fe?*-Ionen erfolgt aus dem umgebenden Medium.

e Die Fe?*-Tonen werden als Ferritin gespeichert und sind in/an der Membran
gelagert. Fe?*-Ionen werden ebenfalls in der Membran eingelagert, in Form einer
nicht bekannten Verbindung. Sofern ein Mangel an einer lonenform vorliegt,
wird diese durch den Reduktions- und Oxidationsapparat bereit gestellt.

e Magnetit entsteht in einem aus der Cytoplasmamembran gebildeten Vesikel im
alkalischen Medium:

Fe' A 4 2Fe’'B + (22 + y)H,0
= 2Fe(OH)37* 4 Fe(OH)27¥ + (2z + y)H* + A*” +2B**

2Fe(OH)3™* + Fe(OH)> v
= F€304 + (21‘ +y— 4)HQO

e Die Magnetitkristalle 16sen sich von der Membran und bilden als Magnetosomen
Ketten aus.

Die Proteine GcpE und LytB

Die Untersuchungen der beiden Proteine GepE und LytB dienten der Aufklarung
ihrer Funktionsweise im 2-C-Methyl-D-Erythritol-Reaktionsweg. Ziel war die Cha-
rakterisierung der isolierten Proteine und die Untersuchung des Einflusses des Sub-
strates auf den in beiden Proteinen vorhandenen [4Fe-4S]*™ Cluster.

In den Méssbauerspektren des GepE-Proteins konnte der Cluster nachgewiesen wer-

den. In der Probe mit Substrat zeigt sich keine signifikante Verdnderung des Moss-
bauerspektrums. Eine Interaktion bzw. Bindung konnte fiir das GepE-Protein nicht
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nachgewiesen werden. Der Cluster zeigt zwei Komponenten, welche in einem Verhélt-
nis von 3:1 im Mdossbauerspektrum vorkommen.

Die Méssbauerspektren des LytB-Protein zeigen ebenfalls einen [4Fe-4S)** Cluster,
dessen Komponenten im Verhéltnis 3:1 auftreten. Das Mossbauerspektrum des iso-
lierten LytB-Proteins zeigte einen Fe?T-Anteil, welcher als Bestandteil des Clusters
interpretiert werden konnte, wenn diese Komponenten zu 25% in das Spektrum ein-
geht. Die Komponenten liegen dann im Verhéltnis von 2:1:1 im Cluster vor. Auch
das LytB-Protein zeigt keine Verdnderung unter Substratzugabe.

Z-Protein des Lassa Virus

Das Z-Protein des Lassa Virus ist ein natives Zink-Protein. Ein Austausch der Zink-
Ionen mit *"Fe erlaubt dieses Protein mittels der Mdssbauerspektroskopie zu un-
tersuchen. Im Mittelpunkt des Interesses stand die Charakterisierung der beiden
vermuteten Bindungszentren, sowie einer moéglichen dritten Bindungsstelle auf der
Proteinoberfliche. Zur Verifizierung wurden DFT-Rechnungen am Pferdeherpesvirus
und den mossbauerspektroskopisch bekannten Rubredoxinen der Bakterien C. pas-
teurianum und P. abyssi durchgefiihrt.

Das Z-Protein des Lassa Virus zeigte in Hochfeld-Mossbauerspektren eine diamagne-
tische Spezies, welche auf ein gekoppeltes zwei Eisen-Zentrum schlieffen liel. DFT-
Rechnungen am Modellsystem belegten, dass die durch die Proteinstruktur ange-
botenen Bindungspldtze nicht fiir die starke Kopplung verantwortlich sein kénnen.
Das Protein bietet auf seiner Oberfliche eine mogliche dritte Bindungsstelle. DFT-
Rechnungen mit einem Eisenion an dieser dritten Bindungsstelle zeigen die Moglich-
keit, dass diese Bindungsstelle Eisenionen aufnehmen koénnte. Vergleichsrechnungen
mit Rubredoxin aus C. pasteurianum und P. abyssi belegen zum einen die Ver-
wendbarkeit des ORCA-Pakets fiir rubredoxinartige Zentren, zum anderen, dass die
Zentren im Z-Protein des Lassa Virus mit denen von Rubredoxinen vergleichbar sind.
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A Spincrossoverkomplex und
molekulare Magnete

A.1 Der Spincrossoverkomplex [Fe(ptz)s](BF.)-

A.1.1 NIS an [Fe(ptz)s](BF.)-

Es wurde der Spincrossoverkomplex [Fe(ptz)g|(BF4)s (ptz = 1-n-propyl-tetrazole)
mittels nuklearer inelastischer Streuung (NIS) am Synchrotronring in Grenoble (ES-
RF) untersucht. Dabei konnten fiinf verschiedene Phasen des Komplexes beobachtet
werden, welche sich sowohl in ihrem Spinzustand als auch in ihrer kristallographi-
schen Ordnung unterschieden. Es zeigt sich eine Aufspaltung der zu den high- und
low-spin gehorenden NIS-Banden beim Ubergang von geordneter zu ungeordneter
Kristallstruktur. Die Beobachtbarkeit der kristallographischen Ordnung entsteht da-
bei durch die Kopplung der Fe-N Streckschwingungen mit denen der terminalen n-
propyl Gruppen. Die DFT-Rechnungen dieses Komplexes belegen die Kopplung der
beiden Schwingungen und geben die Ergebnisse des Experimentes wieder [E5].

A.1.2 LIESST am [Fe(ptz)s](BF.)2-System

Der Spincrossoverkomplex [Fe(ptz)g|(BF4)2 wurde bei T=4,2K im schwachen ma-
gnetischen Feld B=20mT untersucht. Dazu wurde die Probe zwischen zwei op-
tisch durchsichtige Plastikstiicke gepresst. Die Probe hatte circa eine Flache von
1 cm? bei einer Dicke von circa 1 mm. Die Probe war weilich und durchscheinend.
Vor und hinter der Probe wurden je drei LEDs roter (625nm, 18° Offnungswin-
kel, 5000 mcd bei I[;=20mA, Chip: Cree) und griiner (505nm, 40° Offnungswinkel,
2800 med bei I;=20mA, Chip: Cree) Farbe (insgesamt sechs rote und sechs griine) in
einem Abstand von 3 mm positioniert, so dass die Probe jeweils von vorne und hinten
vollsténdig ausgeleuchtet werden konnte. Die beiden Farben waren getrennt ansteu-
erbar. Um Strahlenschéden an den LEDs auszuschliessen, wurden diese durch einen
1 mm Bleischild abgeschirmt. Die Steuerung der Schaltzeiten erfolgte per Hand und
weist eine Genauigkeit von mindestens 3s auf. Die je sechs LEDs wurden mit einem
Strom von 200 mA betrieben, so dass jede LED einen Vorwértsstrom von /;=33,3 mA
besaf.

Die Mossbauerspektren sind in Abbildung A.1 dargestellt. Sowohl die Beleuchtung
mit griinem als auch mit rotem Licht iiberfithrt den Komplex in die metastabile
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Abbildung A.1: Spincrossoverkomplex (Fe(ptz)g)(BF4)2

LIESST!-Phase [121, 122, 123]. Dabei ist zu beobachten, dass die Beleuchtung mit
griimem Licht effektiver erscheint, da bereits nach 30-miniitiger Beleuchtung 83,1 %
in den high-spin Zustand iiberfithrt werden konnten, wihrend es bei rotem Licht nur
75,6 % sind, obwohl die vom Hersteller angegebene Lichtstérke der griinen LEDs nur
56 % gegeniiber den roten LEDs betriagt. Nach einer Stunde ist bei beiden Farben
der gesamte Komplex in den high-spin Zustand {ibergegangen. Erwahnt werden sollte
hier, dass oftmals rotes Licht zur Vernichtung des LIESST-Zustandes genutzt wird.
Dieses rote Licht liegt aber im Bereich oberhalb von 800 nm und damit iiber 175 nm
von der verwendeten Wellenldnge entfernt.

Die asymmetrische Linienform des high-spin Zustandes wird dem polykristallinen
Zustand der Probe zugerechnet [70, 69]. Die Probe liegt nicht in perfekter Pulver-
form, sondern in Mikrokristallen vor, welche vorzugsweise in Plattchenform vorkom-
men. Durch die Probenpriparation zwischen zwei Plastikscheiben wurde der Probe
eine Vorzugsrichtung in der Orientierung der Mikrokristalle gegeben. Zur Anpassung
der Spektren wurde deshalb ein asymmetrisches Lorentz Dublett mit einer Win-
kelabhéingigkeit verwendet. Im Fit wird dieser Winkel zu ©=39,7 Grad bestimmt.
Die Parameter der Massbauerspektren sind fiir den low-spin Zustand 6=0,56 mms™*,
AEo=1,68mms™! und I'=0,39 mms™'. Fiir den high-spin Zustand ergeben sich die
Parameter zu 6=1,18 mms™!, AE5=1,68 mms™" und I'=0,51 und 0,44 mms~!. Fiir
den high-spin Zustand bei T=135K verindern sich die Parameter zu 6=1,17 mms !,
AEp=1,47mms ! und I'=0,28 und 0,33 mms~'. Der Winkel © wurde in beiden Fillen

ILIESST: Light-Induced Excited Spin State Trapping
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A.1 Der Spincrossoverkomplex [Fe(ptz)s](BFy)a
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Abbildung A.2: LIESST-Effekt am (Fe(ptz)g)(BF4)2-System, induziert durch Be-
leuchtung mit verschiedenfarbigen LEDs.
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identisch zu ©=39,7 Grad bestimmt.

In den Abbildungen A.3 und A.4 sind die M&ssbauerspektren des gleichen Komple-
xes mit verschiedenen Bestrahlungsdauern dargestellt. Die Probe ist dieselbe, welche
auch fiir die vorangegangenen Messungen verwendet wurde, nur dass sie zwei Monate
bei Raumluft, normaler Tageshelligkeit und Raumtemperatur im Probenhalter gela-
gert wurde und nun eine leicht gelblich-braunliche Farbung zeigt. Der Strom wurde
auf 120 mA reduziert (Vorwértsstrom I;=20 mA), um die Bildung des high-spin An-
teils besser verfolgen zu konnen. Das Mossbauerspektrum in Abbildung A.3 (a) zeigt
zusitzlich zu dem erwarteten low-spin Zustand ein weiteres Fe?*-high-spin Dublett
mit den Parametern 6=1,28 mms™!, AE=3,40 mms™' und I'=0,42 mms™' im Ver-
gleich zu dem vorher gemessenen Zustand (Abbildung A.2 (e)). Der low-spin und
lichtinduzierte high-spin Zustand lésst sich durch die bereits gewonnenen Parameter
anpassen.

In Abbildung A.5 sind die high-spin und low-spin Anteile nach verschiedenen Be-
leuchtungszeiten aufgetragen. Zusétzlich ist die jeweilige Zeit dargestellt, welche zur
Messung des Mossbauerspektrums benotigt wurde. Der high-spin Anteil der Serie
steigt nicht kontinuierlich und zeigt sogar Riickgéinge bei 10 min und 60 min Be-
leuchtungsdauer. Dieser Riickgang belegt, dass der high-spin Zustand nicht stabil
sein kann. Eine mogliche Erkldarung dafiir wéire eine Halbwertszeit des metastabilen
high-spin Zustandes. Betrachtet man die bendtigte unterschiedliche Messdauer der
Einzelspektren, so zeigt sich, dass bei langer Messzeit auch die beiden beobachteten
Riickgénge des high-spin Anteils liegen. Die high-spin Zusténde haben bei langerer
Messzeit mehr Zeit zu zerfallen. Eine mogliche Erklérung fiir das Auftreten der Halb-
wertszeit des ansonsten stabilen high-spin Zustandes [124, 125] liegt in dem Anteil
von degenerierten Komplexen. Es ist bekannt, dass der LIESST-Effekt auf kooperati-
ver Effekten [126, 127] beruht und die Umgebung der LIESST-Atome einen Einfluss
haben. Der Anteil der degenerierten Komplexe betriagt circa 19%, so dass ungefihr
jeder fiinfte Komplex ein degenerierter Komplex ist und somit durchschnittlich je-
der Komplex einen degenerierten Komplex als Nachbarn hat. Diese Nachbarn und
deren Storung des kooperativen Effektes mogen ein Erklarung fiir das Auftreten der
beobachteten Halbwertszeit sein.

Es konnte gezeigt werden, dass der LIESST-Effekt durch LEDs hervorgerufen wer-
den kann. Es wurde ebenso ein Unterschied in der Effektivitit des Ubergangs zwi-
schen den verwendeten Farben festgestellt, wobei hier zu beachten ist, dass die emit-
tierte Wellenléinge des Halbleiters ebenfalls von der Temperatur abhéngig ist und
daher nicht die Wellenldngen emittiert, welche bei Raumtemperatur zu beobachten
sind. Eine Messreihe mit der zum Teil degenerierten Probe zeigt das Auftreten einer
Halbwertszeit, welche vermutlich durch das Vorhandensein von degenerierten Kom-
plexen innerhalb der Probe bedingt wird.
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Abbildung A.3: LIESST-Effekt am (Fe(ptz)g)(BF4)2-System (II), an einem degene-
rierten Komplex nach verschiedenen Bestrahlungsdauern. Die Zeiten
geben Gesamtbeleuchtungszeiten an.
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Abbildung A.4: LIESST-Effekt am (Fe(ptz)g)(BF4)2-System (II), an einem degene-
rierten Komplex nach verschiedenen Bestrahlungsdauern. Die Zeiten
geben Gesamtbeleuchtungszeiten an.
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Abbildung A.5: Korrelation zwischen dem high-spin Anteil und der Messzeit des
Spektrums beim (Fe(ptz)g)(BF4)2 Komplex.

A.2 Molekulare Magnete

Grofle mehrkernige Komplexe eignen sich als molekulare Magnete mit konstruier-
baren magnetischen Eigenschaften. Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei solcher
molekularen Magnete charakterisiert [E6, E7].

Der erste Komplex ist ein heptanukleares metallisches Rad mit vier Manganionen
und drei Eisenionen (Fe3*) in zwei verschiedenen kristallographischen Umgebungen
(sieche Abbildung A.6). Das erwartete Verhéltnis von 2:1 in den beiden Komponenten
konnte durch die Méssbauerspektroskopie belegt werden.

Der zweite Komplex ist ein achtkerniges Molekiil (Fej™Fel™ (L?)sCl14O5) mit 4 Fe**
und 4 Fe3* (siehe Abbildung A.7) in insgesamt vier verschiedenen kristallographi-
schen Umgebungen. Das Verhiltnis der Komponenten von 2:2:2:2 konnte durch die
Méssbauerspektroskopie bestétigt werden. Durch Oxidation an Luft geht der Kom-
plex iiber in (Fei"Fed™ (L3)sClgO,), zeigt aber weiterhin ein Verhaltnis von 2:2:2:2 in
den Komponenten, nun allerdings mit 2 Fe?* und 6 Fe3*, die wiederum in insgesamt 4
unterschiedlichen kristallographischen Umgebungen vorliegen. Auch fiir den oxidier-
ten Komplex konnte die Mossbauerspektroskopie die erwarteten Linienintensitéiten
und die vier verschiedenen Spezies belegen.

Der dritte Komplex, das neunkerniges Eisenmolekiil Nag[Fejt(L?)gCl,Og(CaCl)s]
(siche Abbildung A.8), besitzt drei verschiedenen kristallographischen Umgebungen,
welche in einem Verhéltnis von 4:1:4 auftreten.
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Abbildung B.1: VergroBerung der Probe DF19 bei T=130 K. Die schwarzen Ster-
ne geben die Messpunkte wieder, welche durch eine Fiihrungslinie
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C Quellenverzeichnis fremder Bilder

Die Elektronenmikroskopbilder (Abbildungen 3.1, 3.9, und ) wurden von Dr. Damien
Faivre, Max Planck Institut fiir Marine Mikrobiologie, Bremen (Gruppe von Prof. Dr.
Dirk Schiiler, Institut fiir Biology, LMU Miinchen) erstellt. Die TEM-holographischen
Aufnahmen (Abbildung 3.10 und 3.11) wurden in der Gruppe von R. F. Dunin-
Borkowski, Dept. of Material Science, University of Camebridge, UK erstellt.

Das Bild des Reaktionsweges 4.1 wurde von Dr. M. Seemann, Université Louis Pas-
teur/CNRS, Institut Le Bel, Straburg, Frankreich zur Verfiigung gestellt.

Das Bilder der Gele (Abbildungen 3.31 und 3.32) wurden im Isotopenlabor der Tech-
nisch Naturwissenschaftlichen Fakultdt der Universitét zu Liibeck erstellt.
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A Kernmassenzahl

AAS Atom Absorption Spectroscopy

abem ... L. Indizies fiir absorbieren und emmittieren

Ay oo Indizies fiir angeregt und grundzustand

Qe Feinstrukturkonstante o = “%—‘;52 = 7,297351 % 1073

Q23 v, Winkel

AQ o Indizies fiir Absorber und Quelle

B oo Magnetfeld

B3LYP ... Funktional fiir DFT-Rechnungen

Brp oo Hyperfeinfeld

C oo Vakuumlichtgeschwindigkeit ¢ = 2, 997925 * 10% ms ™!

CEMS ................. conversion electron mossbauer spectroscopy

CHC ................... C3HCy: 3 Cysteine, 1 Histidin und 4 Cysteine

C. pasteurianum ....... Das Bakterium Clostridium pasteurianum

CP(PPP) .............. Basissatz fiir DFT-Rechnungen (core properties) mit Po-
larisationsfunktion

O e [somerieverschiebung

AmamB ............... nichtmagnetische Mutante des Bakteriums Magnetospiril-
lum gryphiswaldense

AmamM ............... nichtmagnetische Mutante des Bakteriums Magnetospiril-
lum gryphiswaldense

DFT ... Dichte-Funktional-Theorie

DMAPP ............... 3,3-Dimethylallyldiphosphat

E Energie

€ Elementarladung e = 1, 602189 x 10719 As

E colv ................. Das Bakterium FEscherichia coli

EDTA ................. Ethylendiamintetraessigsiure

EFG ................... elektrischer Feld Gradient

Eisenpyrit .............. FeS,

AN ) Quadrupolaufspaltung

ESRF .................. European Synchrotron Radiation Facility

L/ Asymmetrieparameter

oo Wahrscheinlichkeit

) A Debye-Waller-Faktor (Lamb-Mossbauer-Faktor)

Ferrihydrit ............. FeOOH
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MK ....................
Mackinawit
Maghemite
Magnetit
MAP
MEP
M. gryphiswaldense . ...
MIDL
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Linienbreite

gyromagnetisches Verhiltnis in A sradkg™?

Protein des 2-C-Methyl-D-Erythritol-Reaktionsweges
glocoprotein precursor protein

F62+F e§+S4

Planck-Konstante h = 6,626176 Js

Planck-Konstante 7 = 2= = 1,054589 10734 Js
(E)-4-Hydroxy-3-Methylbut-2-enyl-Diphosphat
Kernspin

Isopentenyl-Diphosphat

Austauschparameter

Drehimpulsquantenzahl

Energie Anisotropie Konstante

Betrag des Wellenvektrors k = 27”

Federkonstante

Materialkonstanten

Boltzmannkonstante kg = 1, 380662 * 10723 JK~!
Materialkonstante

Langrange-Funktion

large RNA

Protein des 2-C-Methyl-D-Erythritol-Reaktionsweges
Magnetisierung (magnetisches Moment pro Volumen)
magnetische Quantenzahl

Atommasse

Masse des Kristallgitters

(Fe,Ni)gOsg

F€203

F€304

Acetat-Mevalonat-Syntheseweg
2-C-Methyl-D-Erythritol-Reaktionsweg

Das Bakterium Magnetospirillum gryphiswaldense
magnetisch induzierte differentielle Lichtstreuung
Sattigungsmagnetisierung

nichtmagnetische Mutante des Bakteriums Magnetospiril-
lum gryphiswaldense

Wildtyp des Bakteriums Magnetospirillum gryphiswalden-
se

magnetisches Moment

Feldkonstante g = 471077 VsA~'m~!
Permeabilitatskonstante

magnetisches Kernmoment

materialspezifisches Demagnetisierungskonstanten
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NIS ..o Nuclear Inelastic Scattering

NP ... Nukleoprotein

ORCA .......... ... ... DFT-Programm

DL2 oveivaeiaaieanns Wahrscheinlichkeiten

P.abysst ............... Das Bakterium Pyrococcus abyssi

PDB ................... protein data bank Datenbank

O o elektrostatisches Potential

PIXE .................. Proton Induced X-ray Emission

U Wellenfunktion

Ptz o 1-n-propyl-tetrazole

Q Quadrupolmoment des Kernes

G oo Ladung

Qii v oo Matrixelemente

T Radius

(r?) Erwartungswert des Radiusquadrates

P o Kernladungsdichte

p(0) woo Elektronenladungsdichte am Kernort

Pe e Ladungsdichte der s-Elektronen

RNA ... Ribonukleinsaure

S Spin

SDS-PAGE ............ sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis,
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

o Stress

o magnetisches Moment pro Masse

S-RNA ................. short RNA

SV(P) ..o Basissatz fiir DFT-Rechnungen mit Polarisationsfunktion

T o Temperatur

T e mittlere Lebensdauer

To oo Curie-Temperatur

TEM ............. ... Transmissionselektronenmikroskop

O Debye-Temperatur

O Winkel

Ty o Verwey-Temperatur

TZV(P) oo Basissatz fiir DFT-Rechnungen (triple zeta) mit Polarisa-
tionsfunktion

Vo Wechselwirkungsenergie

Vot Geschwindigkeit

O i Dichte

Vi Wechselwirkungsenergie der Isomerieverschiebung

Vi oo Komponenten des EFG-Tensors

| Wechselwirkungsenergie der Quadrupolaufspaltung

/P Kernladungszahl
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