Kapitel 1

Einleitung

1.1 Uberblick

Schitzungsweise 20-50% aller Proteine sind Metalloproteine, d. h. ein oder mehrere Metal-
lionen sind Bestandteil des Proteins. Die Rontgenabsorptionsspektroskopie (XAS) stellt
eine zunehmend wichtige Methode zur Charakterisierung des Metallzentrums beziiglich
der Kernanordnung (Struktur auf atomarer Ebene) und der elektronischen Struktur (Oxi-
dationszustande, Besetzung und Hybridisierung der Orbitale des Metalls) dar. Neben der
universellen Einsetzbarkeit (keine Kristalle oder Grofenbegrenzung, keine spezifischen
Spinzusténde oder Isotope sind erforderlich) stellt besonders die Moglichkeit der Unter-
suchung des Metallzentrums in seinem katalytischen Zyklus einen zentralen Vorteil der
Methode dar. Wahrend verschiedene Aspekte der Methode als gut etabliert gelten konnen
(z.B. die EXAFS-Messung und die EXAFS-Analyse fiir K-Kanten von Metalloprotein-
Suspensionen), sind in anderen Bereichen methodische Verbesserungen méglich und wiin-
schenswert. Das generelle Ziel dieser Arbeit war es, derartige Verbesserungen beziiglich
der BioXAS-Datenanalyse zu entwickeln, zu implementieren und auf verschiedene Frage-
stellungen anzuwenden.

(1) Alle in die vorliegende Schrift aufgenommenen Arbeiten beziehen sich auf den Man-
gankomplex der oxygenen Photosynthese; verschiedene Arbeiten zu anderen Systemen
wurden nicht in die Schrift aufgenommen (siehe unten). In dem einleitenden Kapitel 1
werden die Photosynthese und die BioXAS-Methode kurz vorgestellt. Als Ausgangspunkt
fiir die folgenden Untersuchungen werden in Kapitel 2 die vorliegenden Informationen zur
Struktur des Mangankomplexes in seinem "Ruhezustand", dem sogenannten S;-Zustand,
erortert (siehe auch [Dau, Liebisch und Haumann, 2004c|).

(2) Einen Schwerpunkt dieser Arbeit bildet die Analyse des XANES-Bereiches des
Spektrums (XANES, X-ray absorption near-edge structure). Hier galt es unter an-
derem, grundlegende Fragen zur Beziehung zum Oxidationszustand des absorbieren-
den Metalls und den Spezifika der Ligandenumgebung zu kldren. Diese grundlegen-
den Uberlegungen sind im Kapitel 3 wiedergegeben (siehe auch [Dau, Liebisch und
Haumann, 2003; Liebisch, Miiller, Grabolle, Haumann und Dau, 2004]).

(3) In der Vergangenheit wurde der Mangankomplex typischerweise bei tiefen Tem-
peraturen (ca. 20 K) untersucht, wodurch Kryoartefakte nicht ausgeschlossen werden
konnen. Fiir die Raumtemperatur-Messungen an einem modernen Undulator-Strahlrohr
mussten Programme erstellt werden, die auch bei der schnellen Messung zahlreicher
Spektren eine effiziente Handhabung der Daten ermoglicht. Da diese methodische Ver-
besserungen mehr technischer als wissenschaftlicher Natur sind, sind sie alleine im An-
hang A.1 kurz skizziert. Die Raumtemperaturuntersuchungen wurden zusammen mit
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Dr. Michael Haumann und Claudia Miiller (biochemische Probenpréparation und au-
tomatisierter Probenwechsel) durchgefiihrt; die zentralen wissenschaftlichen Ergebnisse
sind im Kapitel 4 wiedergegeben (siehe auch [Haumann, Miiller, Liebisch, Grabolle,
Tuzzolino, Dittmer, Neisius, Meyer-Klaucke und Dau, 2005]). Die dort beschriebenen Ar-
beiten fiihren zu einem Vorschlag fiir die Struktur- und Oxidationszustandsdnderungen
des PSII-Mangankomplexes fiir die Uberginge zwischen den vier semi-stabilen Zustéinden
des Funktionszyklus. Die offenen Fragen, die sich insbesondere fiir den S,—S3-Ubergang
ergeben, werden in einem spéteren Kapitel mit XANES-Simulationen bearbeitet.

(4) Als wichtige Modell- und Testsysteme kamen zwei binukleare Mangankomplexe zur
Anwendung, bei denen es dem Kooperationspartner (Ann Magnusson, Schwedisches Kon-
sortium fiir artifizielle Photosynthese) gelang, elektro- und photochemisch jeweils drei ver-
schiedene Oxidationszustinde einzustellen. Die Datenanalyse und Interpretation sind in
Kapitel 5 beschrieben (siehe auch [Magnuson, Liebisch, Haumann, Hégblom, Anderlund,
Lomoth, Meyer-Klaucke und Dau, 2004]), weitere Testsysteme werden in Kapitel 6 dis-
kutiert.

(5) Wéhrend die in Kapitel 3 beschriebenen Streu- und MO-Berechnungen zu den
XANES-Spektren auf ein grundlegendes qualitatives Verstindnis zielten, wird in Kapi-
tel 7 die Moglichkeit quantitativer Simulationen - auch im Sinne einer Kurvenanpassung
- gepriift. Im sich anschlieflenden Kapitel werden fiir den PSII-Mangankomplex XANES-
Differenzspektren der S-Zustandsiibergiinge simuliert, was insbesondere fiir den So—S3-
Ubergang zu wichtigen Einsichten fiihrt [Dau, Liebisch und Haumann, 2004b], [Liebisch
und Dau, 2005, Manuskript in Vorbereitung).

(6) Ein zentrales Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die theoretischen Grundlagen
zur Analyse des linearen Dichroismus in den XANES-Spektren partiell orientierter Pro-
teinproben zu schaffen und die Nutzung des XANES-Dichroismus zur Gewinnung von
Strukturinformationen zu priifen. Dies gelang, wie im Kapitel 8 dargelegt [Liebisch und
Dau, 2005, Manuskript in Vorbereitung].

(7) Verschiedene Beitriage zur Untersuchung anderer Systeme mit BioXAS-Methoden
sind nicht in die vorliegende Schrift aufgenommen worden. Hier wiren zu nennen XAS-
Untersuchungen zu Ni-Fe-Hydrogenasen [Haumann, Porthun, Buhrke, Liebisch, Meyer-
Klaucke, Friedrich und Dau, 2003; Burgdorf, Loscher, Liebisch, Linden, Galander,
Lendzian, Meyer-Klaucke, Albracht, Friedrich, Dau und Haumann, 2005|, an Vanadium-
haltigen Bromoperoxidasen und diesbeziiglichen synthetischen Modellen [Christmann,
Dau, Haumann, Kiss, Liebisch, Rehder, Santoni und Schulzke, 2004], zum pH-Einfluss
auf die Struktur des Bi-Kupferzentrums des Himocyanins |Liebisch et al., 2005, Manu-
skript in Vorbereitung|, vom Autor initiierte rdumlich aufgeloste Mikrofokus-Messungen
zu Manganablagerungen an der Zellwand einer Griinalge |Liebisch, Miiller, Plieth, Erko
und Dau, 2003b], Messungen zur Komplexbildung von Mn(II)-Ionen in Anwesenheit
von Bicarbonat [Liebisch, Barra, Grabolle, Miiller, Erko und Dau, 2003a]. In geringe-
rem Umfang wurden Beitrage zu Ca-EXAFS am PSII [Miiller, Liebisch, Barra, Dau und
Haumann, 2005] sowie XAS an synthetischen Manganoxiden [BESSY Jahres-Bericht i.V.]
geleistet.
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1.2 Photosynthese und Photosystem 11

Die Erkenntnis, dass Pflanzen "verbrauchte Luft regenerieren" koénnen, ist inzwischen
mehr als 200 Jahre alt, und auch weitere grundlegende Eigenschaften der Photosynthese,
die Umwandlung von Wasser und Kohlendioxid unter Einfall von Licht, waren bereits
Mitte des 19. Jahrhunderts bekannt. Von diesen Urspriingen fiihrte der Weg zum heutigen
Stand des Wissens iiber die Photosynthese iiber unzéihlige Experimente zu Fragen der
Struktur und der Funktionsweise |[Lawlor, 1990; Stryer, 1995; Héder, 1999; Heldt
und Heldt, 2004]. Und auch wenn Vieles inzwischen als gesichertes Wissen gelten kann,
stehen die Antworten auf viele Fragen noch aus.
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Abbildung 1.1: Strukturmodell des PSII mit der Zuordnung von Protein-Untereinheiten und
Kofaktoren aus [Zouni et al., 2001]. Die Blickrichtung ist ungeféhr parallel zur Membranebene.
Die Chlorophyll-A-Kopfgruppen sowie die Him-Gruppen sind als schwarze Linien eingezeich-
net. Die Stébe reprasentieren die Transmembran-a-Helizes der Untereinheiten D1und D2 (gelb),
CP47 und CP43 (rot und violett), weiterer kleiner Untereinheiten (blau) sowie sieben nicht zu-
geordnete a-Helizes. Weiterhin ist im unteren Teil eines der extrinsischen Polypeptide (PsbO)
als [-Faltblatt (griin) sowie ein Helix-Modell des Cyt ¢-550 (grau) dargestellt. Weiterhin sind
der Mangankomplex und die Eisen-Zentren markiert.

Photosynthese geht in héheren Pflanzen, Griinalgen und Cyanobakterien vor sich. In
der Thylakoidmembran befinden sich zwei verschiedene photosynthetische Proteinkom-
plexe, die sogenannten Photosysteme, deren Zusammenspiel die hocheffiziente Konversion
von eingestrahltem Licht in biologisch nutzbare Energie erméglicht. Wéhrend Photosys-
tem I (PSI) fiir die Bildung des Reduktionsmittels NADH verantwortlich ist, schafft das
Photosystem II (PSII) ein starkes Oxidationsmittel, das die Oxidation von Wasser zu mo-
lekularem Sauerstoff ermdglicht. Die beiden Photosysteme generieren ferner einen Proto-
nengradienten iiber die Thylakoidmembran, der iiber einen weiteren membranstindigen
Proteinkomplex, die Fo-F;-ATP-Synthase, zur ATP-Bildung genutzt wird.
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Abbildung 1.2: Schema des Elektronentransports im Kernbereich ("Core complex") des PSII.
Schematisch dargestellt sind die Protein-Untereinheiten D1, D2 (gelb), CP43, CP47 (griin) sowie
die extrinsischen Polypeptide mit einem Molekiilgewicht von 17, 23 und 33 kDa (grau) und
der Cyt-bss9-Komplex (braun). Das als OEC 33 bezeichnete Polypeptid ist identisch mit PsbO
aus Abb. 1.1. Die Lipid-Doppelschicht der Thylakoidmembran ist grau angedeutet. Entlang der
Elektronentransportkette sind der Mangankomplex, das redoxaktive Tyrosin (Tyry), der primére
Donor P680, das Pheophytin (Pheo), das gebundene Chinon (Qa) sowie das mobile Chinon (Qg)
eingezeichnet. Das Innere der Thylakoide ist mit Lumen, das Aufere mit Stroma bezeichnet. Die
Aufnahme bzw. Abgabe von Protonen sowie die Aufnahme von Wasser und die Freisetzung von
molekularem Sauerstoff sind durch Pfeile gekennzeichnet.

Photosystem II ist durch seine Fahigkeit, Wasser als Elektronenquelle zu nutzen und
Sauerstoff zu bilden, ursichlich verantwortlich fiir den Sauerstoffanteil an der Atmosphére
und damit von grundlegender Bedeutung fiir alles hohere Leben auf der Erde. Im Zentrum
dieses ca. 300 kDa groken Proteinkomplexes (Abb. 1.1) steht eine Elektronentransferket-
te, die durch die Triebkraft der absorbierten Photonen Elektronen vom Wasser zu einem
Plastochinon (Qg) transportiert (Abb. 1.2). In einem assoziierten Antennensystem aus un-
gefahr 200 Chlorophyllmolekiilen (bei Pflanzen) wird ein Lichtquant absorbiert, und der
angeregte Zustand wird zu einem speziellen Chlorophyllpaar (P680) geleitet, welches im
angeregten Zustand P680* den Ausgangspunkt fiir eine Reihe schneller Elektronentrans-
ferprozesse mit dem Ziel der Ladungstrennung darstellt. Vom P680* erfolgt der Transfer
des Elektrons zu einem Pheophytin (Pheo), von dort zu einem permanent gebundenen
Chinon, dem Q4 in der Dy-Untereinheit des PSII, und weiter zu einem mobilen Chinon
(Qg) aus einem Chinonvorrat in der Thylakoidmembran (vgl. Abb. 1.1 und 1.2). Das
Qp bindet an einer Bindungsstelle der D;-Untereinheit in oxidierter Form (Plastochinon)
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Abbildung 1.3: Z-Schema des Elektronentransports in der lichtgetriebenen Photosynthese aus
[Govindjee, 1999]. In der zitierten Arbeit findet sich eine detaillierte Erlduterung der einzelnen
Schritte des Elektronentransfers.

und durch die sequentielle Ubernahme von zwei Elektronen vom Q, und zweifache Pro-
tonierung wird es zu Plastohydrochinon reduziert, bevor es die Bindungstasche wieder
verldsst. Wahrend Abb. 1.1 eine Darstellung der Kristallstruktur enthélt, gibt Abb 1.2
den Gang des Elektronentransfers und die Lokalisation der Kofaktoren schematisch wie-
der. Die Redoxpotentiale fiir die wesentlichen Schritte des Elektronentransfers sind in
Abb 1.3 zusammengefasst.

Am anderen Ende der Elektronentransportkette liegt nach der priméren Ladungs-
trennung der positiv geladene primire Donor als P680" vor, der ein sehr starkes Oxi-
dationsmittel darstellt und daher in der Lage ist, ein ca. 14 A entferntes redoxaktives
Tyrosin (Tyry) zu oxidieren. Dieses Tyrz geht dadurch seinerseits in Tyr, iiber und wird
bei einem Redoxpotential von ~ 1V von einem Tetra-Mangan-Komplex rereduziert. Die-
ser Mangankomplex, auch als "Oxygen-evolving complex" (OEC), "Water-oxidizing com-
plex" (WOC) oder Wasseroxidase bezeichnet, ist das katalytische Zentrum, an dem die
in der Ladungstrennung extrahierten positiven Ladungen durch die Spaltung von Was-
ser gemafl 2H,0 — O, + 4H" + 4e~ neutralisiert und dem PSII Elektronen zugefiihrt
werden (siche Kap. 2). Untersuchungen zu strukturellen und elektronischen Anderungen
des PSII-Mangankomplexes mittels Rontgenabsorptionsspektroskopie stehen im Zentrum
dieser Arbeit.

1.3 Rontgenabsorptionsmessungen an biologischen
Proben

1.3.1 XAS-Spektroskopie

Der zentrale physikalische Prozess der Rontgenspektroskopie ist die Absorption eines
Rontgenphotons durch die Anregung eines Elektrons aus der inneren Schale eines Atoms.
Trégt man den Absorptionskoeffizienten gegen die Energie auf (Abb. 1.4 (a)) fallen drei
wesentliche Merkmale auf: (1) Insgesamt nimmt die Stérke der Rontgenabsorption mit
zunehmender Energie ab. (2) Bei bestimmten Energien treten scharfe Anstiege der Ab-
sorption auf, sogenannte Kanten. (3) Oberhalb der Kanten sind oszillatorische Modula-
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tionen auf dem abfallenden Verlauf zu erkennen, die als Rontgenabsorptionsfeinstruktur
bezeichnet werden. Die Merkmale (2) und (3) sind Gegenstand der Rontgenabsorptions-
spektroskopie ("X-ray absorption spectroscopy", XAS). In der Praxis werden dabei zwei
iiberlappende Energiebereiche unterschieden, die sich in ihrem Informationsgehalt ergin-
zen und in der Auswertung unterschiedlich behandelt werden miissen: Als erweiterte Ront-
genabsorptionsfeinstruktur ("Extended X-ray Absorption Fine Structure", EXAFS) wird
die Oszillation des Absorptionskoeffizienten ab ca. 40 eV oberhalb der Absorptionskante
bezeichnet. Mit dem Begriff Rontgenabsorptionskantennahstruktur ("X-ray Absorption
Near Edge Structure", XANES) ist der Verlauf des Absorptionskoeffzienten von den
niedrigsten energetisch moglichen Ubergingen an gemeint, der sich bis in den Beginn des
EXAFS-Bereiches erstreckt. Der XANES-Bereich schlieft dabei den sogenannten Vorkan-
tenbereich ("Pre-Edge Peak", PEP) ein, der durch das Auftreten von nach den Aus-
wahlregeln fiir Dipoliiberginge verbotenen Ubergéingen entsteht. Die hiufig verwendete
Bezeichnung Vorkanten-Peak ist darauf zuriickzufiihren, dass es durch Orbitalmischungs-
effekte zu einer drastischen Erh6hung der Absorption in diesem Vorkantenbereich kommen
kann, was im Spektrum als deutlich abgegrenzte schmale Linie unterhalb der eigentlichen
Absorptionskante erscheint.

Der Verlauf der EXAFS-Oszillationen enthélt Informationen iiber die lokale Struktur
sowie die elektronischen und vibratorischen Eigenschaften in der Umgebung des element-
spezifisch untersuchten Absorbers. Daher ist EXAFS eine weit verbreitete Methode in
so verschiedenen Wissenschaftszweigen wie Biologie, Chemie, Geologie, Metallurgie und
Materialwissenschaften. Die in dieser Arbeit besprochenen Experimente fallen, da sie an
biologischen (oder biomimetischen) Proben gemessen wurden, in den Bereich der Rontgen-
absorptionsspektroskopie an biologischen Materialien, kurz BioXAS, der in den néchsten
Abschnitten eingehender erldutert wird.

Wihrend der EXAFS-Bereich theoretisch gut verstanden ist und durch Kurvenanpas-
sung mit Hilfe theoretisch berechneter Phasenfunktionen als Standardmethode eingesetzt
werden kann, ist die XANES-Analyse wesentlich komplexer und theoretisch aufwéndiger.
Aus diesem Grund wurden bis vor nicht allzu langer Zeit Kantenspektren hauptséchlich
empirisch im Vergleich mit Referenzmessungen diskutiert. Erst die Fortschritte der Rech-
nerleistung und die Entwicklung von entsprechenden Theorien und Algorithmen zur Kan-
tenberechnung erméglichten die Diskussion von XANES-Spektren anhand von ab-initio
Simulationen.

Im folgenden sollen zunéchst die theoretischen Grundlagen der EXAFS-Analyse dar-
gestellt werden. Dann erfolgt die Beschreibung eines typischen BioXAS-Experiments, um
anschliefend die wesentlichsten Elemente der EXAFS-Auswertung mit Ausrichtung auf
Experimente an biologischen Proben mit hohem Probendurchsatz zu besprechen.

1.3.2 Theorie der Rontgenabsorption

In der Rontgenabsorptionsspektroskopie wird die Stidrke der Absorption in einem Medi-
um als Funktion der Energie £ der Rontgenphotonen gemessen. Der lineare Absorpti-
onskoeffizient p ist definiert als die relative Schwichung des Photonenflusses [y geméf
w(E) = —In(Iirans/Io). Durch den Absorptionsprozess wird ein Photoelektron erzeugt,
dessen kinetische Energie der Differenz zwischen der Energie des Photons Ey_ .., = hw
und einer Nullpunktsenergie Ey entspricht. Eq ist die minimale, fiir die Anregung eines
Elektrons aus einer inneren Schale notwendige Energie. Das EXAFS-Phidnomen lisst sich
als kurzreichweitige Streuung der sich ausbreitenden Photoelektronenwelle am Potential
der Nachbaratome verstehen (siehe unten). Der Betrag des Wellenzahlvektors des Photo-
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Abbildung 1.4: (a) Schematischer Verlauf des Rontgenabsorptionskoeffizienten als Funktion der
Energie. Vier Absorptionskanten (K, L;, Ly und Ls; vgl. [Agarwal, 1979]) sind sind einge-
zeichnet. (b) Illustration der Mehrfachstreuung einer auslaufenden Photoelektronenwelle an den
Potentialen der Nachbaratome (aus [Rehr und Albers, 2000]).

elektrons ist dabei gegeben durch

2
k= %”(E—EO) (1.1)
Durch die normierten Feinstruktur-Oszillationen x(E) bzw. x(k) ldsst sich dann die Be-
ziehung zu strukturellen Parametern herstellen. x(k) wird definiert als

(k) — po(k)
No(k) ’

worin i ein langsam-verdnderlicher Hintergrund ist, der dem hypothetischen Verlauf der
Absorption in Abwesenheit benachbarter Atome entspricht.

Die erste theoretische Beschreibung des EXAFS-Phianomens als Streuung der Photo-
elektronenwelle an punktférmigen Streuern erfolgte 1971 durch Sayers, Stern und Lytle
[Sayers et al., 1971| und eine wichtige Weiterentwicklung durch die Verwendung des
"Muffin-tin"-Konzeptes fiir die Potentiale der Atome 1975 durch Lee und Pendry |Lee
und Pendry, 1975|. Eine umfassende Darstellung der geschichtlichen Entwicklung der
EXAFS-Theorie ist u.a. in [Agarwal, 1979; Teo, 1986| und |Rehr und Albers, 2000|
gegeben.

Die Absorption eines Réntgenphotons durch ein Atom ist ein quantenmechanisches
Phénomen, dass im Rahmen zeitabhéngiger Stérungstheorie in physikalischen Lehrbii-
chern behandelt wird. Die Wahrscheinlichkeit fiir die Absorption eines Rontgenphotons
wird durch Fermis Goldene Regel beschrieben, nach der fiir die Ubergangswahrscheinlich-
keit pro Zeiteinheit Pj; vom Ausgangszustand |i) in den Endzustand |f) hervorgerufen
durch eine harmonische Stérung V (t) = Ve~ gilt [Messiah, 1977]:

x(k) = (1.2)

Py = 2 [7]0) oy (B) (1.3
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ps(E) ist die Dichte der Zustdnde im Endzustand des Systems. Storungsrechnung in Di-
polndherung fiir eine ebene linear polarisierte elektromagnetische Welle, deren Polarisa-
tionsrichtung in Richtung des Einheitsvektors € weist, fiihrt in Ortsdarstellung auf den
Ausdruck [Agarwal, 1979; Stohr, 1992; Rehr und Albers, 2000]

(&) ~ (Wi [ T up)[* 6( By — E; — hw). (1.4)
Hier ist T’ der Ortsvektor. |¢;) und [¢f) sind effektive Ein-Elektron-Eigenszusténde des
Systems mit der Energie E; bzw. E; vor und nach der Absorption des Photons mit der
Energie Aw. Im Fall der Absorption durch ein Elektron der K-Schale ist die Ausgangswel-
lenfunktion |¢;) die des 1s-Elektrons. |1;) ist die Uberlagerung der ausgehenden Welle mit
Beitrigen aufgrund von Riickstreuung an den Potentialen der Nachbaratome. Die entste-
henden Oszillationen stellen also einen quantenmechanischen Interferenzeffekt zwischen
der auslaufenden Photoelektronenwelle und den Riickstreuwellen dar.

Im Fall der Einfachstreuung ("Single scattering") wird nur die Uberlagerung der aus-
laufenden Welle mit den an jeweils einem anderen Potential gestreuten Wellen betrachtet.
Im Rahmen der Theorie der Mehrfachstreuung ("Multiple scattering") wird dariiber hin-
aus beriicksichtigt, dass das Photoelektron eine Vielzahl sukzessiver Streuprozesse durch-
laufen kann, wie es in Abb. 1.4 illustriert ist. Die Pfeilrichtung beschreibt die durch Ab-
sorption entstandene auslaufende Photoelektronenwelle, die zunéchst im linken unteren
Potential gestreut wird. Die so entstandene Streuwelle wird an einem zweiten Atom (unten
rechts) gestreut, bevor sie sich als Beitrag von Zweifachstreuung am Ort des Absorbers
mit der Ausgangswelle iiberlagert.

Das Hauptproblem bei der theoretischen Beschreibung der EXAFS-Oszillationen ist
die korrekte Beschreibung des Endzustandes |¢f). Die Losung des Problems gelang durch
die urspriinglich von [Sayers et al., 1971] hergeleitete Beziehung fiir Einfachstreuung, die
EXAFS als kurzreichweitiges Streuphédnomen beschreibt.

N, 2,2 _ 2B
X(k)=>" p Rg SZe 27k e G fi(k)sin(2kR; + ®;(k) + 269 (k) (1.5)

Dieser Ausdruck ist der Kern der EXAFS-Auswertung, und er beinhaltet in sehr {ibersicht-
licher Form alle Grofien, die zur Beschreibung der EXAFS-Oszillationen in Abhéngigkeit
von der Wellenzahl des Photoelektrons notwendig sind. Hier bedeuten N; die Anzahl der
Riickstreuer eines Typs bei einer Distanz R; mit einer Distanzinhomogenintét o; (Debye-
Waller-Faktor); f; ist der Betrag der Riickstreuamplitude, ®; ist die Phasenverschiebung
entlang des i-ten Streupfades, §( ist die Phasenverschiebung im Potential des Absorbers,
A die mittlere freie Weglinge des Photoelektrons und S? ist der sogenannte Amplituden-
reduktionsfaktor, der den Einfluss von Mehrelektronenanregungen beriicksichtigt.

Nach der ersten Aufstellung von Gl. 1.5 wurden etliche Erweiterungen eingefiihrt, die
sich als Modifikation bei der Berechnung einzelner Terme betrachten lassen. So wurde die
komplexe Riickstreuamplitude urspriinglich in der sogenannten "Small-atom-approxima-
tion" beschrieben. Diese beinhaltet, dass die auslaufende Welle als sphirisch angenommen
wird, wihrend die durch Streuung an den Nachbaratomen entstehenden Wellen als eben
angenommen werden. |[Rehr et al., 1991| haben diese Theorie ausgebaut, indem sie die
komplexe Riickstreuamplitude ﬁ, die sich aus dem Betrag f; und den Phasenverschie-
bungen in den Potentialen von Absorber (§()) und Streuern (®;) zusammensetzt, durch
eine effektive Riickstreuamplitude entlang eines bestimmten Streupfades ersetzten. Dieses
sogenannte fi(ef H beriicksichtigt die sphéirische Ausbreitung der gestreuten Wellen. Dar-
tiberhinaus wird die mittlere freie Weglange \; (endliche Lebensdauer des Photoelektrons



Kapitel 1. Einleitung 9

und des Lochzustandes der inneren Schale) durch einen Imaginérteil am Potential erfasst.
Weitere Verbesserungen betrafen die Berechnung der Streupotentiale, wo die zunéchst ver-
wendeten "Muffin-tin"-Potentiale entsprechend [Mattheiss, 1964] durch selbstkonsistente
"Muffin-tin"-Potentiale ersetzt wurden [Ankudinov et al., 1998]. Diese Erweiterung ist vor
allem fiir die Genauigkeit bei niedrigen Energien (XANES) von Bedeutung, nicht jedoch
im EXAFS. Fiir die Berechnung des Amplitudenreduktionsfaktors gibt es zwar ebenfalls
theoretische Modelle, in der Praxis wird der Wert fiir S? jedoch meist durch Vergleich mit
gemessenen Spektren bestimmt,.

In den Berechnungen wird EXAFS iiblicherweise in Form einer Reihenentwicklung in
der Anzahl der Streuereignisse pro Pfad behandelt, die bei hohen k-Werten nach wenigen
Termen konvergiert, was bedeutet, dass Vielfachstreuung hoher Ordnung im EXAFS-
Bereich vernachléssigbar ist. Bei niedrigen Energien ist dies nicht der Fall, und die Rei-
henentwicklung wird hier durch eine implizite Summation iiber alle moglichen Streupfa-
de ersetzt. Man spricht in diesem Fall von "Full multiple scattering"- oder kurz FMS-
Berechnungen, die ausschliefslich fiir den XANES-Bereich zur Anwendung kommen.

Thermische Bewegung sowie statische Unordnung der streuenden Nachbaratome fiih-
ren zur Dampfung der EXAFS-Oszillationen bei hohen k-Werten. Der Beschreibung dieser
Unordnung durch einen Debye-Waller-Faktor, liegt die Annahme zugrunde, dass die Streu-
zentren GauR-formig um einen mittleren Abstand R; mit einer mittleren Auslenkung o;

verteilt sind: .,
1 R, — R;
P(R;) = = exp (—%) (1.6)

2o

Mit P(R;) wird die Wahrscheinlichkeit dafiir bezeichnet, dass ein Streuer sich in einem
Abstand R; vom Absorber befindet. Aus der exponentiellen Dédmpfung der Feinstruktur
mit zunehmenden Werten von k entsprechend exp(—k?0?) wird offensichtlich, dass der
Energiebereich, der fiir die Auswertung in Frage kommt, begrenzt ist.

Aus der 1/R? Abhingigkeit in Gl. 1.5 geht hingegen hervor, dass EXAFS intrinsisch,
also auch ohne die Ddmpfung durch die freie Wegldnge ), eine kurzreichweitige Metho-
de ist. Je weiter ein Streuer vom Absorber entfernt ist, desto geringer ist sein Einfluss
auf die Modulation der Rontgenabsorption. Die Anzahl der Riickstreuer Nj, ihre Ent-
fernung vom Absorber R; und ihre mittlere Auslenkung o; sind Parameter, die mittels
Kurvenanpassung aus dem Experiment abgeleitet werden kénnen, wihrend die komple-
xen Riickstreuamplituden (f;,®;, §() in der Regel vor einer Kurvenanpassung berechnet
oder aber empirisch bestimmt werden.

In der soweit diskutierten Theorie der Rontgenabsorption wurde von isotropen Proben
bzw. unpolarisierten Rontgenstrahlen ausgegangen. Durch polarisationsabhingige Mes-
sungen kénnen jedoch weitere Strukturinformationen zugénglich gemacht werden. Fiir den
Fall von Einfachstreuung an partiell vektoriell orientierten Proben wurde in [Dittmer und
Dau, 1998| eine Theorie des linearen Dichroismus der EXAFS-Oszillationen entwickelt.
Dort wird fiir die Abhéngigkeit der EXAFS-Oszillationen x (k) vom Winkel zwischen der
Vorzugsrichtung im makroskopischen System der Probe und dem elektrischen Feldvektor
des Rontgenstrahles © folgende Beziehung hergeleitet

(k Op) = & (x*(k) + 2x*()) + % (30050 — 1) Lra (x°(k) — 2¢°(k)) (3c0sO — 1)
(1.7)
Hierbei ist ©r der Winkel zwischen dem Absorber-Riickstreuer-Vektor R,;, und der Vor-
zugsrichtung der mikroskopischen Probe (beispielsweise Membrannormale). x¢ und x*
sind die Funktionen der EXAFS-Oszillationen fiir Absorption bei beziiglich R,;, paralleler

1
3
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bzw. senkrechter Polarisationsrichtung. Der Term [,,.; erfasst die partielle Orientierung
der Proben und variiert zwischen /.4 =0 (isotrope Probe) und 1,4, =1 (perfekte Orien-
tierung). Durch diese Methode wurde es mdoglich, die rdumliche Orientierung einzelner
Absorber-Riickstreuer-Vektoren aus einem Satz polarisationsabhéngiger Daten zu ermit-
teln. Dieser hier nur skizzierte Ansatz wird in Kap. 8 aufgegriffen und auf den Fall von
Mehrfachstreuung beliebig hoher Ordnung erweitert. Dort finden sich auch eine detaillier-
tere Darstellung sowie Illustrationen zur GI. 1.7.

1.3.3 Experiment

synchrotron double crystal incident flux sample energy transmitted
source monochromator monitor reference flux monitor
LT lll!“"' ~, I
~)
\ I
pOIVChromatlc monochromatic energy reso|ving
X-rays
y X-rays fluorescence detector

Abbildung 1.5: Schema eines Synchrotronmessplatzes fiir Rontgenabsorptionsmessungen. Die
polychromatische Synchrotronstrahlung wird mittels eines Doppelkristalls monochromatisiert.
Durch eine Ionisationskammer wird unmittelbar vor der Probe die Intensitit der einfallenden
Strahlung Iy gemessen. Fiir hochverdiinnte biologische Proben wird die Roéntgenabsorption im
Fluoreszenz-Modus mittels eines energieauflosenden Detektors registriert. Durch einen sogenann-
ten Standard (stérker absorbierende Probe mit bekanntem strukturreichen Spektrum), der sich
zwischen der Probe und einer zweiten Ionisationskammer befindet, die die transmittierte Strah-
lung misst, erhdlt man eine Energiereferenz zur Kalibration der Daten.

BioXAS-Untersuchungen werden hauptsichlich an den K-Kanten von Ubergangs-
metallen durchgefithrt [Yachandra, 1995; George et al., 1998; Scott, 2000; Dau
und Haumann, 2003] oder, seltener, an der K-Kante von Substratatomen |[Dau
et al., 1999; Peariso et al., 2001; Anxolabehere-Mallart et al., 2001; Dey et al., 2004].
Durch die Wahl einer speziellen K-Kante erméglicht die BioXAS-Methode die element-
spezifische Untersuchung der absorbierenden Spezies und ihrer nichsten Umgebung. Da
Messungen an biologischen Proben bei niedrigen Rontgenenergien mit kaum lésbaren
Problemen verbunden sind (Vakuum im Probenraum, geringe Eindringtiefe), existieren
nur wenige Publikationen zu Messungen an L-Kanten in biologischen Proben [George
et al.;, 1990; van Elp et al., 1995; Grush et al., 1996; Wang et al., 1997; Wasinger
et al., 2003]. Wenn es jedoch gelingt, die experimentellen Schwierigkeiten zu iiberwinden,
lassen sich durch L-Kanten-Spektroskopie Informationen iiber die elektronische Struktur
der absorbierenden Spezies gewinnen, die jene der K-Kanten erginzen und erweitern. L-
Kanten erlauben aufgrund der Auswahlregeln fiir Dipoliiberginge direkte Riickschliisse
auf die Struktur und Besetzung der s- und vor allem der d-Orbitale. An den biologisch
wichtigen Ubergangsmetallen sind das gerade die d- also Valenzschale und deren Be-
setzung, die von besonderem Interesse sind. Generell erlaubt BioXAS die Untersuchung
protein-gebundener Metallzentren aller Art unabhéingig vom Oxidationszustand sowohl
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an Losungen als auch an partiell oder vollstindig geordneten Proben (z.B. "gestapel-
te" Membranproteine). Seit neuerem sind auch BioXAS-Messungen bei Raumtempera-
tur unter quasi-physiologischen Bedingungen mdoglich [Meinke et al., 2000; Haumann
et al.,, 2002b].

Das Verhiltnis der Anzahl der Hintergrund-Atome (Protein und Losemittel) zur An-
zahl der zu untersuchenden Atome betrigt iiblicherweise 10000 - 100 000, woraus sich
erhebliche Anforderungen an Technik und Aufbau des Experiments ergeben [Ascone
et al., 2003|. So werden in den meisten Aufbauten energieauflosende Detektoren zur
Messung von Rontgenfluoreszenz- Anregungsspektren genutzt, da dieser Detektionsmo-
dus das Problem der Untergrund-Absorption umgeht bzw. auf das Problem der Unter-
driickung von 90°-Streustrahlung reduziert. Die Aufnahme eines Spektrums dauert an ei-
nem Ablenkmagneten-Messplatz etwa 30-60 Minuten, insgesamt sind typischerweise 6-24
Stunden fiir ein "gutes", d.h. rauscharmes, Spektrum erforderlich. Die Nutzung moderner
Undulatoren kann den Zeitaufwand fiir einen einzelnen Scan auf unter 10 s reduzieren,
sodass ein komplettes Spektrum in weniger als 20 Minuten zu messen ist. Die Weiterent-
wicklung der Synchrotronstrahlungsquellen er6ffnet somit neue Perspektiven, sowohl was
die Anzahl mdglicher Messungen angeht als auch im Hinblick auf zeitaufgeloste Messun-
gen.

Das Schema eines typischen EXAFS-

Experimentes an biologischen Proben ist in - -
Abb. 1.5 dargestellt. Aus der polychromatischen ,E“;v;;S:i'iz\iv ﬁ E;ta ]

Strahlung einer Synchrotronquelle wird durch _o
einen  Doppelkristallmonochromator Strahlung g
einheitlicher Wellenldnge selektiert. Der Funktion _&

der Monochromatoren liegt die Bragg-Bedingung
2dsinf = nA zugrunde. 6 ist dabei der Winkel
zwischen dem einfallenden Strahl und der re- 6540 6545 6550
flektierenden Gitter-Ebene des Kristalls, d der Energy / eV
Ebenenabstand, A die Wellenlénge der reflektierten
Strahlung und n die Ordnung der Reflektion.
Die Details der Umsetzung sind dabei fiir die
verschiedenen in dieser Arbeit benutzten Mess-
platze unterschiedlich. Das D2-Strahlrohr des
EMBL am DESY (HASYLAB, Hamburg) verwendet einen Si(1,1,1)-Kristall wihrend
am [D26-Messplatz des ESRF in Grenoble mit einem Si(2,2,0)-Kristall gearbeitet wird.
Durch vorsétzliche Dejustierung der Monochromatorkristalle (auf z.B. 70 % der maximal
reflektierten Intensitét) lassen sich unerwiinschte Reflektionen héherer Ordnung (n > 1)
unterdriicken, was anhand der in der ersten Ionisationskammer gemessenen Intensitéit
(I,) durch ein Regelsystem automatisch erfolgt.

Fiir stark verdiinnte Proben wird statt der Rontgenabsorption die Fluoreszenzanre-
gung gemessen, die der Absorption proportional ist. Durch Detektion unter einem Winkel
von 90° zum Rontgenstrahl und parallel zum E-Feld-Vektor der Rontgenstrahlung wird
die Streustrahlung minimiert. Der Einsatz energieauflosender Detektoren ermoglicht dar-
iiberhinaus die Selektion eines speziellen Energiebereichs der detektierten Rontgenstrah-
lung, beispielsweise des Bereiches der Mn-K,-Fluoreszenz (E(K,;) = 5899 eV, E(K,2) =
5888 €V). Die so gemessenen Spektren sind weitgehend frei von Streubeitridgen, da diese
bei der Anregungsenergie auftreten und effizient unterdriickt werden.

In der Praxis ist die Energiekalibrierung durch die Bragg-Bedingung oft nicht genau
genug, um kleine oxidationszustandsbedingte Anderungen der Absorptionskanten (Gréo-

Abbildung 1.6: Kalibration auf den
Vorkantenpeak eines simultan gemes-
senen KMnOy4-Spektrums
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fenordnung 0.5 eV) zu messen. Daher wird die Energiekalibrierung durch Messung einer
Referenzprobe vorgenommen. Zwischen die Probe und eine zweite Ionisationskammer wird
dabei eine sogenannte Standard-Probe gebracht, deren Spektrum bekannt ist. Anhand der
Energie bekannter spektraler Merkmale dieser Standard-Probe, kann dann die Energie-
achse fiir die eigentliche Messung kalibriert werden. Kaliumpermanganat eignet sich fiir
die Kalibration von Manganspektren besonders gut, denn das KMnO,-Spektrum (vgl.
Abb. 6.3) weist unterhalb der eigentlichen Absorptionskante einen prominenten schmalen
Vorkanten-Peak auf, dessen Position bei 6543.3 eV liegt. Durch Anpassung einer Gaufs-
Kurve an diesen Peak (Abb. 1.6) kann die Energieachse mit einer Genauigkeit von etwa
0.1 eV kalibriert werden.

«Iz,,(? R membrane fragments
Y b6 S
t?]b -
E_ T M s
/’ X—ray e S M M
/
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s\
\e < \ s\\ PS\\
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Abbildung 1.7: Schema eines polarisationsabhéngigen XAS-Experiments an partiell orientierten
Proben. Durch Variation des Winkels O = £(S, E) werden Winkel zwischen der Membrannor-
malen N und EXAFS-Riickstreuvektoren R zuginglich gemacht. Die Teilabbildungen zeigen die
makroskopische Orientierung der Probe im Réntgenstrahl (oben links), die partiell orientier-
ten Membranstapel (oben rechts), die Lage des PSII mit einigen Kofaktoren in der Thylakoid-
Membran (unten rechts) sowie ein Modell des Mangankomplexes mit EXAFS-bestimmten Di-
stanzen und zugehorigen Winkeln vor dem Hintergrund des dem Mangankomplex zugeordneten
Teils der Elektronendichte aus [Zouni et al., 2001].

Soweit, wurde der allgemeine Fall von Absorptionsmessungen an isotropen Medien be-
sprochen, aus denen sich die eindimensionale, radiale Verteilung der Riickstreuer im Bezug
auf ein absorbierendes Atom bestimmen lésst. Fiir den Fall, dass die Proben - wie in Kris-
tallen oder partiell orientierten Membranfragmenten - eine Orientierung aufweisen, kann
unter Ausnutzung linear polarisierter Synchrotronstrahlung durch Variation des Winkels
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Abbildung 1.8: Schritte der XAS-Datenanalyse. (A) Untergrundsubtraktion und Normierung:
gemessene Fluoreszenz-Intensitat (obere schwarze Linie), lineare Anpassung im Vorkantenbe-
reich (blaue Linie), Rohspektrum (rote Linie), Normierung durch Polynom 2. Grades (untere
schwarze Linie) (B) Kantenpositionsbestimmung mit der Integralmethode; Datenpunkte (blau)
und die Hilfsfunktion fi(E) zur Bestimmung der Kantenposition (rote Linie) (C) Extraktion
der EXAFS-Oszillationen (k®y(k)); (D) Fourier-Transformation. Néhere Erliuterungen zu den
einzelnen Schritten finden sich im Text. Exemplarisch ist hier die Datenanalyse an einem ty-
pischen Raumtemperatur-Spektrum demonstriert, das noch signifikante Rauschbeitrige enthélt
und daher nur bis k=10 A~ dargestellt ist. Der nutzbare k-Bereich reicht iiblicherweise bis zur
Eisen-K-Kante (~7100 eV, ~12 A_l). Durch Summation einer Vielzahl solcher Spektren wur-
den die in Kap. 4 diskutierten Datensétze gewonnen. Die Darstellung demonstriert weiterhin die
graphische Ausgabe der in Anhang A.1 dokumentierten Programme zur priméren Datenanalyse.

zwischen dem elektrischen Feldvektor des Rontgenstrahles und der Orientierungsrichtung
der Probe zusitzliche Strukturinformation zuginglich gemacht werden. Eine ausfiihrliche
Besprechung dieser als Linear-Dichroismus-Réntgenspektroskopie (LD-XAS) bezeichneten
Methode erfolgt in Kapitel 8. In Abb. 1.7 ist der prinzipielle Aufbau einer solchen po-
larisationsabhéngigen Messung an PSII-angereicherten Membranstapeln dargestellt. Die
EXAFS-Ergebnisse solcher Messungen sind beispielsweise in [Schiller et al., 1998; Dau
und Haumann, 2003| nachzulesen und entsprechende Absorptionskanten werden in Abb.
8.4 gezeigt.
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1.3.4 Datenanalyse

Die Auswertungsschritte, in denen aus den experimentell gemessenen Spektren strukturel-
le und elektronische Informationen gewonnen werden, sind in Abb. 1.8 an einem Beispiel
veranschaulicht. Alle Schritte werden von einem im Rahmen dieser Arbeit entwickelten
Programm-Paket zur priméren Datenanalyse ausgefiihrt, das in Anhang A.1 dokumentiert
ist. Abb. 1.8 illustriert gleichzeitig die graphische Ausgabe von exafs analysis 03.m

1.

Summation I: Bei der Benutzung eines Mehr-Element-Detektors werden zunéchst
die Spektren der einzelnen Detektorelemente inspiziert und selektiert. Die registrier-
ten Pulse aller storungsfreien Elemente werden anschliefend aufsummiert. Bei Mes-
sungen mit einer Photodiode oder Einzelelement-Detektoren entfillt dieser Punkt.

. Energiekalibration: Durch die Bestimmung der Energie eines genau erfassbaren

spektralen Merkmals des simultan gemessenen Standardspektrums wird die absolu-
te Energieachse kalibriert. In Absorptionsexperimenten an der Mangankante wur-
de hierzu durch Anpassung einer Gauf-Funktion an den KMnO,-Vorkanten-Peak
dessen Position bestimmt (Abb. 1.6). Die erreichbare Genauigkeit dieser Methode
betrégt bis zu 0.01 eV [Dittmer, 1999|, wenn die Anzahl der Datenpunkte auf der
Energieachse grof genug ist. Fiir die Raumtemperatur-Experimente, in denen in 10 s
ein komplettes EXAFS-Spektrum aufgenommen wurde, war dieser Wert nicht immer
erreichbar. Ein Genauigkeit von 0.1 eV wurde jedoch auch hier nie unterschritten.

Linearisierung der Energieachse: Durch Interpolation auf eine sehr dichte tem-
porire Energieachse und anschliefende Bildung eines laufenden Mittelwerts werden
alle Spektren auf eine einheitliche Energieachse transformiert.

. Summation II: Alle Einzelspektren werden zu einem Datensatz aufsummiert. Fiir

die Raumtemperaturdaten aus Kap. 4 waren dies 30 bis 100 Einzelspektren. Hierbei
wurde eine Gewichtung der einzelnen Spektren vorgenommen (w = L. /(L. + L), L. -
Signal des Kantensprungs, Ii.- Signalintensitat des Untergrundes bei der Energie der
Kante). Zur Durchfithrung dieser Gewichtung mussten zuvor die folgenden beiden
Auswertungsschritte fiir jedes Einzelspektrum erfolgen.

. Subtraktion des Untergrundes (Streustrahlung): Von der auf das Eingangssi-

gnal I bezogenen Fluoreszenz-detektierten Absorption Iy (Abb. 1.8 A, obere schwar-
ze Linie) wird zunéchst ein Untergrund abgezogen, der durch einen linearen oder
exponentiellen Fit an den Vorkantenbereich bestimmt wird (blaue Linie). Dieser
Untergrund kann wahlweise linear (fiir Messungen mit Photodioden) oder flach ex-
ponentiell abfallend bzw. konstant (fiir Messungen mit energieauflésenden Detekto-
ren) gewahlt werden. Das so erzeugte Signal wird im folgenden als fi;ay, bezeichnet

(,uraw ~ If/IO)

Normierung: Das Absorptionssignal fi.y, (Abb. 1.8 A, rote Linie) wird auf einen
hypothetischen nur langsam verdnderlichen atomaren Hintergrund iy normiert
|Teo, 1986; Rehr und Albers, 2000|. Fiir die Normierung erfolgt die z4-Bestimmung
durch die Anpassung eines Polynoms niedriger Ordnung (1™, Abb. 1.8 A untere
schwarze Linie)

Bestimmung der Kantenposition: Aus dem normierten Rontgenabsorptionssi-
gnal kénnen Parameter wie die Kantenenergie, die reprisentativ fiir den Oxidati-
onszustand des Absorbers ist, berechnet werden. Dariiber hinaus gewéhrleistet die



Kapitel 1. Einleitung 15

Bestimmung der Kantenposition fiir jedes Einzelspektrum, dass das Auftreten von
Photoreduktion der Probe kontrolliert werden kann. Haufig wird dazu die Metho-
de der halben Kantenhohe verwendet, die den Energiewert bestimmt, bei dem die
normierte Absorption genau 0.5 betragt. Dieses Verfahren ist intrinsisch anféllig ge-
gen stark strukturierte Kantenverldufe und Spektren, die nicht vollstindig rauschfrei
sind. Ahnlich verhilt es sich mit der sogenannten Wendepunktmethode ("Inflection-
point method"), in welcher der erste Nulldurchgang der zweiten Ableitung des Kan-
tenverlaufs als Kantenposition definiert wird. Wie in [Dau et al., 2003] gezeigt wird,
hingt das Ergebnis stark vom Maf der Daten-Glattung, die vor der Differentiation
vorgenommen wird, ab. Auferdem ist diese Methode prinzipiell ungeeignet fiir Sys-
teme, in denen mehrere nicht-identische Absorbertypen vorliegen, wie es beispiels-
weise in gemischtvalenten Systemen der Fall ist. In [Dittmer et al., 1998] wurde als
Alternative die sogenannte Integralmethode vorgeschlagen, die auf der Berechnung
der Schwerpunktes des Kantenverlaufs beruht. Wenn die Kantenenergie als

1 p2
Fedoe — / E(u)d 1.8
. (1) dp (1.8)

definiert wird, so kann unter der Annahme eines monotonen Kantenverlaufs derselbe
Wert aus der inversen Funktion p(E) berechnet werden

J 1 E(p2)
Bt — () + [ ey ar (1.9)
M2 — 1 JE(u)

Fiir experimentelle, aufgrund von Rauschbeitrdgen nicht immer monotone Spektren,
fiir die die Integrationsgrenzen der inversen Funktion nicht eindeutig definiert sind,
wird fiir die numerische Integration eine Hilfsfunktion fi(F) definiert als

1 wenn u(E) < g
A(E) =< pa wenn pu(E) > po (1.10)
w(E) sonst

Die resultierende Kantenenergie E°4#¢ hingt im allgemeinen nicht von den Energie-
Intervallgrenzen ab, wohl aber von der Wahl der Parameter p; und po, fiir die die
Werte 113 = 0.15 und pe = 1 gute Ergebnisse liefern [Dau et al., 2003]. Abb. 1.8 (B)
veranschaulicht diese Methode an einem Beispiel.

8. Extraktion der EXAFS-Oszillationen: Die Extraktion der EXAFS-
Oszillationen y(E) (Abb. 1.8 (C)) erfolgt iiblicherweise durch Anpassung eines
Splines zur Beschreibung des atomaren Hintergrundes ,u(()bg) und anschliefende

Division gemaf

fr = po(L + x) (1.11)
bzw. "
Ko

Dabei erfolgt die Umrechnung der Energie des absorbierten Rontgenphotons E in
den Betrag des Wellenzahlvektors k des Photoelektrons gemaft Gl. 1.1. Um die im
Debye-Waller-Faktor beschriebene Ddmpfung der Oszillationen x (k) bei hohen Wel-
lenzahlen auszugleichen, ist es iiblich, die EXAFS-Spektren zu gewichten. Eine an-
ndhernd gleiche Amplitude der EXAFS-Oszillationen bei kleinen und grofen Wellen-
zahlen wird durch die Gewichtung x, (k) = x(k) x k® erreicht. An dieser Stelle wird
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10.

offensichtlich, weshalb ein sehr gutes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis im hochenergeti-
schen Teil des Spektrums erforderlich ist: bei der Gewichtung der stark gedampften
Ostzillationen werden kleine Rauschbeitrige bei hohen k-Werten immens verstérkt.

Fourier-Transformation: Durch Fourier-Transformation des EXAFS-Spektrum
x (k) ldsst sich die Struktur der EXAFS-Oszillationen visualisieren, weshalb Ergeb-
nisse oft nicht nur anhand der Tabellen mit den Fit-Parametern diskutiert werden,
sondern auch anhand der Amplitude der Fourier-Transformierten. Abb. 1.8 zeigt die
Fourier-Transformierte eines bei Raumtemperatur gemessenen PSII-Spektrums, in
dem mehrere Peaks deutlich zu erkennen sind. Beriicksichtigt man, dass die wellen-
zahlabhédngige Phasenverschiebung nicht in die Fourier-Transformation eingeht und
zwischen der wirklichen Distanz R; einerseits sowie der reduzierten Distanz Rpr
andererseits eine Verschiebung von ~ 0.5 A bewirkt, so kann man in Abb. 1.8 (D)
drei Schalen von Riickstreuern bei ca. 1.9A, 2.7A und 3.3 A erkennen, wie sie fiir
PSII-Spektren typisch sind. Um die Auswirkungen der endlichen Wellenzugsldnge
in der Fourier-Transformation ("Side-loop"-Effekte) zu reduzieren, wird die Funkti-
on x(k) vor der Transformation mit einer Fensterfunktion multipliziert. Eine Viel-
zahl solcher Funktionen ist aus der Signaltheorie bekannt, hier wird ein fraktionales
cos’-Fenster verwendet. Das bedeutet, dass die Endbereiche der EXAFS-Funktion
bei niedrigen und bei hohen k-Werten (typisch sind 10 % des k-Bereiches) vor der
Fourier-Transformation mit einer cos?-Funktion multipliziert werden.

EXAFS-Simulation: Die eigentliche EXAFS-Analyse erfolgt durch Kurvenan-
passung anhand von GIl. 1.5. In der vorliegenden Arbeit wurden die EXAFS-
Simulationen mit dem Programm SimX [Dittmer, 1999] durchgefiihrt, das die nu-
merisch berechneten komplexen Riickstreuamplituden des FEFF-Programms (Uni-
versity of Washington, Seattle, [Mustre de Leon et al., 1991]) verwendet. Diese
Riickstreuamplituden werden vor der Simulation anhand von Modellstrukturen be-
rechnet und im Verlauf der Kurvenanpassung nicht verdndert. Das bedeutet ei-
nerseits, dass das Modell zur Berechnung der Phasenfunktionen hinreichend nah
an den realen Verhéltnissen sein muss. Andererseits ist aber die Berechnung der
Riickstreuamplituden nicht sensitiv fiir die genaue Form der Modellstruktur. Es ist
ausreichend, den Typ der Potentiale eines Streupfades (Element) und den Abstand
auf etwa 0.1 A genau zu beriicksichtigen, um gute Ergebnisse zu erzielen. Kleinere
Unterschiede in den Modellstrukturen wirken sich die Ergebnisse der Kurvenanpas-
sung nicht aus. Die maximale Anzahl freier Parameter in einer Kurvenanpassung
(Fit) ist nach [Stern, 1993| durch die Beziehung N;,; = 2ARAk/7+1 gegeben. Der
durch SimX minimierte Wert ist die Summe der Fehlerquadrate, also die Summe
der quadrierten Abweichungen zwischen Simulation und Experiment. Als Maf fiir
die Giite der Anpassung wird oft der sogenannte R-Wert angegeben

RZ

X () — X (k)| (1.13)

5‘ (k)

Verwendet man statt der ungefilterten Daten die iiber den interessierenden Bereich
AR Fourier-gefilterten Spektren, so erhdlt man einen modifizierten R-Wert, der als
R¢ bezeichnet wird. Dieser Re-Wert gibt die Ubereinstimmung zwischen Modell-
Spektrum und experimentellen Daten frei von Rauschbeitrigen an.



