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Abstandsbestimmung durch EPR

Messung eines Cu-Cu-Abstands von 26 A mit
einer gepulsten EPR-Methode**

Irene M. C. van Amsterdam, Marcellus Ubbink,
Gerard W. Canters und Martina Huber*

Methoden zur Bestimmung von Abstdnden in biologischen
und chemischen Systeme werden zunehmend wichtig. Sie
konnen auch dann Strukturinformationen liefern, wenn
traditionelle Methoden der Strukturuntersuchung versagen,
z.B. bei nicht kristallisierbaren Verbindungen. Insbesondere
werden derzeit ergdnzend solche Methoden benétigt, mit
denen grof3e Abstinde gemessen werden konnen. Die elek-
tronenparamagnetische Resonanzspektroskopie (EPR) ist
hierbei von besonderem Interesse, da sie die Messung grof3er
Abstinde mit hoher Spezifitit ermoglicht.[»? Hier zeigen wir,
dass mit einer gepulsten Elektronen-Elektronen-Doppelre-
sonanz(DEER)-Methodel®! groBe Abstinde zwischen Kup-
ferionen in biologischen Systemen gemessen werden konnen.
Wir haben kovalent verkniipfte Dimere eines Elektronen-
transferproteins, des Kupferproteins Azurin, untersucht —
diese Dimere sind Modellverbindungen fiir den Elektronen-
transfer (ET).™ Zur Verkniipfung der Dimere wurde durch
selektive Mutagenese ein Cystein an Position N42 eingefiihrt
(N42C-Mutant), wobei eines der Dimere (az-1) direkt durch
eine Cystin-Bindung verkniipft ist (Abbildung 1) und das
andere (az-2) iiber einen flexiblen Linker (1,1'-[Oxydi(me-
thylen)]bis(maleimid)).*!

Die DEER-Pulssequenz besteht aus vier Mikrowellen-
pulsen (Abbildung?2), wobei drei Pulse bei der Beob-
achtungsfrequenz v,.,, und ein Puls bei der Pumpfrequenz
Vpump €ingestrahlt werden. DEER-Experimente an biologi-
schen Systemen wurden bisher mit Ausnahme eines (nicht
erfolgreichen) Versuchs zur Bestimmung von Abstinden
zwischen zwei Metallzentren in einem Proteinl® ausschlieB3-
lich zur Abstandsbestimmung zwischen Nitroxid-Spin-Son-
den als paramagnetische Zentren beschrieben. Hierbei wur-
den Abstinde von etwa 30 A gemessen.?!

Die Bedeutung von Metallzentren in biologischen Reak-
tionen unterstreicht die Notwendigkeit, auch paramagneti-
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Abbildung 1. Struktur des az-1-Dimers. Schematisch: relative Orientie-
rung der Kupferzentren Cu, und Cug im Dimer sowie der Hauptachsen
des g-Tensors relativ zu den Liganden. 7 »5: Verbindungsvektor zwi-
schen Cu, und Cug; O,: dipolarer Winkel fiir B, in der g,-g,,-Ebene.
Einschub: Struktur des Dimers gemif der Réntgenstrukturanalyse.!
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Abbildung 2. Ergebnis der DEER-Messung an az-1. Intensitét des Elek-
tron-Spin-Echosignals als Funktion der Zeit (T). Modulationsamplitude
entspricht etwa 3 % der gesamten Echointensitat. Temperatur: 10 K,
Gesamtmesszeit: 75 min. Zeitschritte in T: 4 ns. Einschub: DEER-Puls-
sequenz (links); echodetektiertes EPR-Spektrum im Absorptionsmodus
(rechts) mit den Hauptwerten des g-Tensors g, =2.04, g, =2.06 und
2,,=2.278 vy, ,: Magnetfeld B, der Messung, v,,.,: Feldposition, die
dem Frequenzoffset Vye,—v

pump -
=75 MHz entspricht.

pump

sche Metallionen als Sonden fiir Abstandsmessungen mit
DEER zu verwenden. Die Kupferzentren der hier beschrie-
benen Dimere sind Ausgangspunkt des ET, und somit ist der
Cu-Cu-Abstand ein wichtiger Parameter zur Interpretation
der durch NMR bestimmten ET-Geschwindigkeiten.[* Es ist
nicht selbstverstindlich, dass Cu-Ionen mit der DEER-
Methode untersucht werden konnen, da die g- und die
Hyperfein-Anisotropien dieser lonen deutlich gréBer sind als
die der Nitroxid-Spin-Sonden. Die resultierende grofere
spektrale Breite der EPR-Spektren hat zur Folge, dass nur
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Molekiile mit einer bestimmten Orientierung zum dufleren
Magnetfeld angeregt werden (Orientierungsselektion).

Wir zeigen hier, dass Cu-Cu-Wechselwirkungen mit der
DEER-Methode gemessen werden konnen und stellen ein
Modell fiir die Orientierungsselektion vor. Die Strukturen
der untersuchten Dimere sind bereits durch rontgenographi-
sche Analysen bekannt. Im Hinblick auf die in Losung
durchgefiihrten Messungen der ET-Geschwindigkeiten waren
potentielle Unterschiede zwischen der Konformation des
Dimers im Kristall und derjenigen in (gefrorener) Losung von
besonderem Interesse. Daher wurden zusétzliche Daten tiber
Abstinde und Konformationen in Losung bendotigt.

Beide Dimere wurden mit der DEER-Methode unter-
sucht. Die Elektron-Spin-Echointensitéit aufgetragen in Ab-
hingigkeit von der Zeit T weist fiir az-1 deutliche Modula-
tionen auf (Abbildung?2), die denen der Nitroxid-Spin-
Sonden #hneln.P! Die Fourier-Transformation der Signale
liefert ein Frequenzspektrum (Abbildung 3a) mit einem
Maximum bei der dipolaren Frequenz v,,=2.7MHz. Fir
das zweite Dimer az-2 wurden hingegen unter gleichen
experimentellen Bedingungen keine Modulationen gefunden.
Die in Abbildung 2 dargestellten Modulationen zeigen, dass
DEER-Untersuchungen an Cu'-Zentren erfolgreich durch-
gefithrt werden konnen. Im Folgenden diskutieren wir das
Frequenzspektrum und die Unterschiede zwischen den bei-
den Dimeren.
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Abbildung 3. a) Fourier-Transformation der experimenellen Daten (Kur-
ve aus Abbildung 2). b) Simulation des Pulverspektrums (e) nach in-
verser Fourier-Transformation zur Rekonstruktion der Daten in der
Zeitdomine. Diese wurden auf die Lange der experimentellen Daten
reduziert (1.6 us) und wie die experimentellen Daten (a) einer Fourier-
Transformation unterzogen. c) Fourier-Transformierte der Summe der
dipolaren Frequenzen von Cu, und Cug (d), Datenmanipulation wie fiir
(b) beschrieben. d) Simulation der dipolaren Frequenzen mit Orientie-
rungsselektion; Cu, (durchgezogen), Cug, (unterbrochen); Berechnung
von vy, in 1°-Schritten; Resonanzpositionen mit Gauf-Linien (Kompo-
nentenbreite 10.0 kHz) tiberlagert. e) Simulation des dipolaren Spek-
trums ohne Orientierungsselektion.
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Die gemessenen Frequenzen sind durch die dipolare Wech-
selwirkung bestimmt, die in der Punkt-Dipol-N#herung durch
Gleichung (1) gegeben ist.

2
Vaip = %‘?ﬁf V%—B (308?05 —1) (1)
Sie enthilt den Abstand der paramagnetischen Zentren A
und B, r,p, und den dipolaren Winkel 6,5 zwischen dem
Magnetfeld B, und dem Verbindungsvektor der beiden
paramagnetischen Zentren, 7,5 (Abbildung 1). Ferner ge-
hen die g-Faktoren der Radikalfragmente (g, und g;) ein.
Die Fourier-Transformierte der DEER-Kurve von az-1
enthdlt Frequenzen zwischen 0.7 und 3.6 MHz (Abbil-
dung 3a), wobei die Frequenzwerte (v4;,) durch den Abstand
rag der Cu"-Zentren und den Winkel 6,5 bestimmt werden.
Fiir vollstindig ungeordnete Systeme kann das Frequenz-
spektrum von vy, berechnet werden (mit 6,5 zwischen 0 und
90°), was beispielsweise von Larsen et al.”l fiir Nitroxid-
Systeme beschrieben wurde. Die Simulation des Frequenz-
spektrums fiir az-1 ohne Orientierungselektion ist in Abbil-
dung 3 e gezeigt. Die Anregung des EPR-Spektrums an den in
Abbildung 2 gezeigten Feldpositionen selektiert jedoch nur
solche Dimere, die eine definierte Orientierung relativ zum
Magnetfeld haben, wobei B, nahe der g,-g,-Ebene ist
(Abbildung 1). Dadurch werden die zuginglichen Winkel-
bereiche von 0,5 eingeschriankt. Welche Werte 6,5 annehmen
kann, hdngt von der Orientierung der beiden g-Tensoren zu
7' ap ab. Da die Orientierung des g-Tensors relativ zur
Ligandenumgebung des Kupferions durch Hochfeld-EPR an
Einkristallen des Azurins bestimmt wurdel® und die Orien-
tierung der beiden Kupferzentren zueinander aus der Ront-
genstrukturanalyse von az-1 bekannt ist,**! kann die relative
Orientierung der g-Tensoren von Cu, und Cug und damit die
Orientierungselektion berechnet werden. Es wurden folgen-
de Annahmen gemacht: Der g-Tensor wird als axial-symme-
trisch angenommen, d.h., B, liegt auf einer Kegelfliche um
die g..-Richtung. Da die Orientierung der Kupferzentren
(Cu, und Cuy, Abbildung 1) zu 7 .y nicht dquivalent ist,
unterscheiden sich die Frequenzverteilungen von vy, fiir Cu,
und Cug (Abbildung 3d), wobei zufillig fiir beide Kompo-
nenten das Maximum der Frequenzverteilung in der Néhe des
Maximums des ungeordneten Systems liegt (Abbildung 3e).
Das Modell vernachlissigt eine zusétzliche Orientierungs-
selektion, die sich daraus ergibt, dass nur dann Modulationen
auftreten, wenn in einem Molekiil Cu, bei v, und Cug bei
Voump (0der umgekehrt) angeregt werden.[ Die wirkliche
Frequenzverteilung muss also schmaler sein als die mithilfe
des Modells ermittelte. Das beobachtete Spektrum (Abbil-
dung 3a) ist aber breiter als das berechnete (Abbildung 3 d).
Um auszuschlieBen, dass dieser Unterschied ein Artefakt der
begrenzten Messzeit 7 ist, wurde die simulierte Frequenz-
verteilung der gleichen Prozedur unterworfen wie die experi-
mentellen Daten (siche Legende in Abbildung 3). Dies
bewirkt eine deutliche Anderung der Linienform (Abbil-
dung 3c¢). Auch nach dieser Behandlung ist das experimen-
telle Spektrum (Abbildung 3a) breiter als das simulierte
(Abbildung 3¢), ohne jedoch die Breite der Verteilung des
vollstdndig ungeordneten Systems zu erreichen (Abbil-
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dung 3b). Wir schlieBen daraus, dass das Dimer in gefrorener
Losung eine groBere Zahl an Konformationen einnehmen
kann als im Kristall.

Die Abwesenheit der Modulation fiir das zweite Dimer
az-2 ist auf den kleineren Abstand der Kupferionen zurtick-
zufiihren (r,p =25.9 A (az-1) und 14.6 A (az-2))* sowie auf
die daraus resultierende groflere dipolare Wechselwirkung
der Zentren (az-1: v4, =3.0 MHz, az-2: vy, =172 MHz bei
05 =90°, siehe [GL. (1)]). Damit ist vy, fiir az-2 hoher als die
Anregungsbreite der Pulse (Experimentelles), weshalb die
Modulation fiir das stdarker gekoppelte System az-2 nicht
beobachtet werden kann.

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass DEER-
Untersuchungen von Cu'-Verbindungen méglich sind. az-1
kann in Losung mehr Konformationen einnehmen als im
Einkristall. Eine detaillierte Analyse dieser Verteilung von
Konformationen ist in Vorbereitung. Zudem spielen Orien-
tierungseffekte bei DEER-Experimenten an Cu'-Ionen eine
Rolle. Die Orientierungsselektion ist aber keine wesentliche
Einschriankung der Anwendbarkeit der vorgestellten Metho-
de, da normalerweise geniigend Informationen tiiber die
relativen g-Tensor-Orientierungen vorhanden sind, um die
Abstinde mit ausreichender Genauigkeit bestimmen zu
konnen. Falls das nicht der Fall ist, kann sich die dipolare
Frequenz vy, um einen Faktor 2 unterscheiden — je nachdem,
ob die Orientierungen der g-Tensoren in den betreffenden
Systemen eher bei 0,5 =0° oder 90° liegen. Daraus ergibt sich
eine maximal zu erwartende Abstandunsicherheit durch
Orientierungseffekte von 25%. Die DEER-Methode kann
auch zur Strukturbestimmung von Verbindungen eingesetzt
werden, die paramangetische Ubergangsmetallionen enthal-
ten, und steht somit als zusitzliche Methode zur Struktur-
untersuchung biologischer Systeme zur Verfiigung. Dies ist
wegen der physiologischen Bedeutung von Metallionen von
besonderer Wichtigkeit.

Experimentelles

Die Messungen wurden mit einem Bruker-Elexsys-E680-Spektrome-
ter durchgefiihrt, wobei die zusitzliche Frequenz v,,,, gemil der
Vorschrift von Pannier et al.’l eingefiihrt wurde. Die Pumpfrequenz
wurde mit einem HP-Synthesizer HP 83752B und einem Mikro-
wellen-Verstirker generiert (Microwave Amplifiers AL 16-9-10-15).
Bei der DEER-SequenzP! wurden Pulsldngen von 16 ns fiir 71/2- und
32 ns fiir w-Pulse sowie 7=_896 ns mit gleichen Pulsamplituden fiir
Voeob UNA Vpyr, verwendet. Die maximale Frequenzdifferenz zwischen
Vheob Und v, (Bandbreite des Mikrowellenresonators) wurde aus
der Abnahme der Echointensitét beim Verstimmen der Frequenz der
Mikrowellenquelle gegeniiber der Resonatorfrequenz geschétzt. Bei
einem Frequenzoffset von +37.5 MHz ist die Intensitidt des Echosi-
gnals noch mindestens halb so gro3 wie die des urspriinglichen
Signals, weshalb vyeo,-Vpump, = 75 MHz gewiihlt wurde. Die Anregungs-
bandbreite der Pulse ist kleiner als die mit 25 MHz von Pannier et al.
beschriebene.l Bei der Fourier-Transformation (mit dem Programm
Origin von MicroCal (TM), Northhampton, USA) der Modulation
wurde von den experimentellen Daten ein GauB-forminger Hinter-
grund abgezogen, die resultierende Kurve mit einem Hamming-
Fenster gefiltert und auf 1024 Punkte zu einer Gesamtzeit von 3.2 s
mit Nullen gefiillt.
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Propylenoxid-Polymerisation

Eine effiziente Methode zur kontrollierten
Propylenoxid-Polymerisation: die Bedeutung der
Aktivierung durch zwei Metallzentren bei Lewis-
Sauren**

Wigand Braune und Jun Okuda*

Propylenoxid (PO) ist mit einer weltweiten Produktion von
4.5 Millionen Tonnen ein bedeutsames Zwischenprodukt der
petrochemischen Industrie. Zu zwei Dritteln wird es durch
Ringoffnungspolymerisation in Polypropylenglycole und Prop-
oxylierungsprodukte zur Polyurethan-Herstellung umgewan-
delt.[" Klassisch wird diese Reaktion durch KOH initiiert, das
wegen seiner hohen Basizitdt zur Deprotonierung der Me-
thylgruppe und damit zu Nebenreaktionen fiihrt.’) Eine
schnelle und kontrollierte PO-Polymerisation erméglichen
neuerdings so genannte Doppelmetallcyanidverbindungen
(DMCs), deren Struktur und Wirkungsweise jedoch unge-
klirt sind.P! Insgesamt sind bisher nur wenige strukturell
charakterisierte Initiatoren fiir die lebende koordinative PO-
Polymerisation bekannt: Aluminium-Komplexe mit drei-
oder vierzdhnigen Liganden (Porphyrine, Phthalocyanine,
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Tetraazaannulene, Liganden vom Salen-Typ, Diethylentri-
amin) polymerisieren PO nach einem Mechanismus, der auf
Kettenwachstum an einem einzigen Metallzentrum durch
Reaktion des Monomers mit dem koordinierten Alkoxo-
Liganden basiert (sowohl eine cis-Migration als auch ein
Riickseitenangriff unter Beteiligung zweier Metallzentren
werden vermutet).[Y Dabei beschleunigen sterisch anspruchs-
volle Lewis-saure Organoaluminium-Komplexe die koordi-
native Ringoffnungspolymerisation.®! Wir berichten hier iiber
die gezielte Synthese von neuen Aluminat-Komplexen und
deren Polymerisationseigenschaften in Verbindung mit ihren
neutralen Lewis-Sdure-Vorstufen. Unsere Ergebnisse bele-
gen erstmals, dass ein einzelnes Lewis-acides Metallzentrum
fiir die PO-Polymerisation nicht ausreicht und dass frithere
Vermutungen von Price und Vandenberg iiber die Aktivie-
rung durch zwei Metallzentren korrekt sind.[7]

Die durch Reaktion von AIEt,Cl mit 2,2'-Methylenbis(6-
tert-butyl-4-methylphenol) (mbmpH,) oder 2,2-Methylen-
bis[4-methyl-6-(1-methylcyclohexyl)phenol] (mmcpH,) leicht
zuginglichen Verbindungen [{Al(L)Cl},] (1: L=mbmp, 2:
L=mmcp) sowie die in einer zweistufigen Synthese aus
Trimethylaluminium herstellbaren Isopropoxide [{Al(L)-
(p-OiPr)},] (3: L=mbmp, 4: L =mmcp) schienen zunichst
fiir die Ring6ffnungspolymerisation von PO geeignet (Sche-
ma 1).5° Mit diesen Initiatoren konnten wir jedoch lediglich
eine langsame (> 24 h) und regioirreguldre Oligomerisierung
von PO beobachten.['“ !l Wir vermuten, dass die Ringdffnung
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Schema 1. Herstellung von 1-8.
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