Kapitel 2

Die Struktur des Mangankomplexes im
S1-Zustand

Zusammenfassung: Nur die Bestimmung der Struktur des PSII-Mangankomplexes
mit atomarer Auflésung fiir die verschiedenen Zwischenzustinde des S-Zyklus erméglicht
ein umfassendes Verstindnis der Mechanismen der photosynthetischen Wasseroxidation.
Der erste Schritt hierzu ist die Aufkldrung der Struktur im S;-Zustand, wie sie durch
EXAFS-Spektroskopie und Protein-Kristallographie betrieben wird. In diesem Kapitel
werden die Ergebnisse beider Methoden in Bezug auf den Mangankomplex zusammenge-
fasst und kritisch diskutiert. Es wird der Einfluss der Normierung der EXAFS-Daten auf
die Bestimmung der Koordinationszahlen untersucht. Dabei kann gezeigt werden, dass
die Anzahl der Mn-Mn-Vektoren mit einer Linge von etwa 2.7 A im Mn,Ca-Komplex mit
hoher Wahrscheinlichkeit 2 betrdgt. Das Vorhandensein dieser und weiterer Distanzen
(Mn-Mn bei 3.1 A und Mn-Ca bei 3.3 A) sowie ihre Orientierung sind mit den vorliegen-
den Kristallstrukturen [Zouni et al., 2001; Kamiya und Shen, 2003; Ferreira et al., 2004]
vertraglich. Unter Beriicksichtigung ausgepriagter Photoreduktion im Verkauf der kristal-
lographischen Datenerfassung ist jedoch davon auszugehen, dass die verdffentlichten Elek-
tronendichteverteilungen nicht dem intakten S;-Zustand des Mangankomplexes, sondern
einem deutlich verédnderten reduzierten Zustand entsprechen. Eine gemeinsame Modellie-
rung von EXAFS- und Kristallstrukturdaten wére daher noch verfriiht. Es werden die
beiden Strukturmotive vorgestellt, die mit den 2.7-A-Distanzen vereinbar sind und es
werden Moglichkeiten ihrer Anordnung diskutiert.

2.1 Einleitung

Der Mangankomplex, der in einem energetisch aufwindigen und komplexen Redoxpro-
zess Wasser unter Freisetzung von Protonen in molekularen Sauerstoff umwandelt, ist
fiir die photosynthetische Energiegewinnung und wegen der Bildung des atmosphérischen
Sauerstoffs fiir das Dasein aller aeroben Lebensformen von zentraler Bedeutung.

Der sogenannte S- oder Kok-Zyklus wurde 1970 von Kok et. al beschrieben [Kok
et al., 1970] und besteht aus fiinf Zwischenzustédnden: Sy ...S,. Kok et al. folgerten ihr
Modell aus Messungen der Sauerstoffentwicklung von PSII-Priparationen unter sequenti-
eller Beleuchtung mit kurzen Lichtblitzen. Sie entdeckten, dass die Sauerstoffentwicklung
nur alle vier Blitze stattfand und nicht, wie man hitte annehmen kénnen, bei jedem Blitz.
Die Rate der Sauerstoffentwicklung zeigte also eine charakteristische Oszillation mit der
Periode von vier Blitzen, die spéter auch mit verschiedenen spektroskopischen Techniken
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18 2.1. Einleitung

beobachtet wurde. Die Zustdnde Sy bis S3 sind im Minutenbereich stabil und in Messun-
gen separierbar, wihrend der S;-Zustand ein Intermediatzustand ist, der unter Bildung
von Sauerstoff sofort reduziert wird. Der S;-Zustand ist der thermisch stabilste und liegt
daher in dunkeladaptierten Proben vor.

Intensive Forschung mit Methoden der Spektroskopie und Mutagenese haben eine Viel-
zahl an Informationen iiber die Wechselwirkung des Mangankomplexes mit den anderen
Bestandteilen der Elektronentransportkette des PSII hervorgebracht. Untersucht wurden
die Raten des Elektronentransfers zwischen dem Mangankomplex und dem Y)* fiir al-
le S-Zustandsiibergéinge |[Dekker und van Gorkom, 1987; Lavergne und Junge, 1993,
die Protonenfreisetzung |Lavergne und Junge, 1993; Haumann und Junge, 1996|, die
Bindung von Substratwasser [Hillier und Wydrzynski, 2001] und die Rolle verschiede-
ner Aminoséuren in der Ndhe des Mangankomplexes [Debus, 2001; Diner, 2001]. Fiir
die Aufklirung des Mechanismus der Wasserspaltung ist es dariiberhinaus von grofier
Bedeutung, die Geometrie des Komplexes (Anordnung der Kerne) und die wesentlichen
Aspekte der elektronischen Struktur (Oxidationszustinde) zu kennen. Dies gilt sowohl fiir
den S;-Zustand als auch fiir die intermedidren Zustiande der Wasseroxidation.

In den letzten Jahren gelang es, die ersten kristallographisch bestimmten Struktu-
ren mit mittlerer Auflésung (3.8 - 3.5 A) zu erzeugen [Zouni et al., 2001; Kamiya
und Shen, 2003; Ferreira et al., 2004|. Die Form desjenigen Teils der Elektronendich-
te, der dem Mangankomplex zugeordnet wird, ist dabei in allen drei Strukturen &hnlich
(Abb. 2.1). In den neuesten Strukturen wurden dariiberhinaus Aminosdurereste model-
liert, die als Liganden des Mangankomplexes dienen kénnen. Durch Rontgenbeugung bei
Energien unterhalb der Mn-K-Kante konnte in |Ferreira et al., 2004] auch bestétigt wer-
den, dass das Kalzium-Ion in der Tat ein integraler Bestandteil des Komplexes ist, wie es
zuvor durch EXAFS-Studien gezeigt worden war [Cinco et al., 2002; Miiller et al., 2005].
Doch auch die Auflssung im Bereich von 3.2 A, wie sie kiirzlich von [Zouni et al., 2004]
erreicht wurde, reicht nicht aus, um die einzelnen Mangan-Ionen zu lokalisieren und die
Abweichungen von den angegebenen Positionen kann mehr als 1 A betragen. Interne
Strukturen, wie die Position der Briickenliganden, werden wohl noch fiir lingere Zeit un-
aufgelost bleiben. Es ist an dieser Stelle wichtig darauf hinzuweisen, dass die Koordinaten
der Mangan-Tonen in der Struktur von |Ferreira et al., 2004] nicht ausschlieflich auf
der Basis der Elektronendichten sondern unter Beriicksichtigung der EXAFS-Ergebnisse
|Penner-Hahn, 1998; Dau et al., 2001; Robblee et al., 2001; Sauer und Yachandra, 2004]
sowie mit Hilfe von DFT-Optimierung festgelegt wurden.

Auch wenn man hoffen darf, dass die Kristallstrukturaufklarung eines Tages eine ein-
deutige Struktur fiir den dunkelstabilen S;-Zustand liefern wird, ist zum gegenwirtigen
Zeitpunkt vor allem die begrenzte Aussagekraft der vorhandenen Daten zu bedenken. Die
Datenaufnahme fiir die Kristallstrukturaufklarung erfolgt an hoch intensiven Undulator-
Messpldatzen an Synchrotronstrahlungsquellen der dritten Generation. Aus Rontgenab-
sorptionsmessungen weifl man aber, dass derartige Strahlintensititen im Bereich von Mi-
nuten oder gar Sekunden auch bei tiefen Temperaturen zur Reduktion des Metallzentrums
fithren [Dau et al., 2004c; Grabolle und Dau, 2005]. Dabei wird die Struktur aus vier
hochoxidierten Mangan-Ionen graduell verdndert, d.h. es werden p-oxo-Briicken gespalten
und die Mangan-Mangan-Distanzen verlingert, bis schlieRlich freies Mn'' gebildet wird,
das moglicherweise sogar die Bindungstelle verldsst [Grabolle und Dau, 2005]. Es ist
daher anzunehmen, dass die kristallographisch bestimmten Elektronendichten nicht den
S;-Zustand widerspiegeln, sondern einen Zustand, in dem alle Mangan-Ionen zu Mn'! re-
duziert sind (fiir eine Abschétzung der strahlenschidigungsrelevanten Parameter in den
kristallographischen Experimenten siehe [Dau et al., 2004c]). Das hier diskutierte Auftre-
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Abbildung 2.1: Elektronendichte des Mangankomplexes und seiner Umgebung (A) aus [Zouni
et al., 2001] bei einer Auflésung von 3.8 A;(B) aus [Kamiya und Shen, 2003] bei einer Auflésung
von 3.6 A; (C) aus [Ferreira et al., 2004] bei einer Auflésung von 3.5 A. Die dem Mangankomplex
zugeordnete Elektronendichte ist rot dargestellt (50), die wahrscheinlich dem Kalzium entspre-
chende Elektronendichte in griin. Die Perspektive ist nicht einheitlich, aber zumindest in (B)
und (C) dhnlich. Wéhrend die Aminoséurereste in der Umgebung des Mangankomplexes in (A)
nicht zugeordnet wurden, sind in (B) und (C) mehrere potentielle Liganden angegeben, die nicht
in allen Fallen iibereinstimmen.

ten von Strahlenschidigung ist schon im S;-Zustand ein ernstes Problem. In den héheren
S-Zustanden vergrofert sich die Rate der Photo-Reduktion noch einmal drastisch. Diese
Zustinde sind also wahrscheinlich mit der Methode der Protein-Kristallographie nicht zu
bestimmen.

Die Untersuchung des Mangankomplexes mittels Rontgenabsorptionsspektrosko-
pie wird seit lingerem von verschiedenen Gruppen erfolgreich betrieben [Ono
et al., 1992; MacLachlan et al., 1994; Penner-Hahn, 1998; Dau et al., 2001; Robblee
et al., 2001]. Schon in den ersten Messungen wurden dabei Mangan-Mangan-Absténde
von etwa 2.7 A bestimmt [Kirby et al., 1981a; George et al., 1989|, die bis heute ein
zentrales Element aller diskutierten Strukturen darstellen. Diese Distanzen sind typisch
fiir Strukturen, in denen hoher-valente Mangan-Ionen durch di-j9-oxo-Briicken verbunden
sind |[Wieghardt, 1989; Mukhopadhyay et al., 2004]. Die Frage, ob auch andere Struktu-
relemente zu solchen Distanzen fiihren kénnen, wird im einem der folgenden Abschnitte
diskutiert. Weitere strukturelle Information kann durch polarisationsabhingige EXAFS-
Messungen an partiell vektoriell orientierten Proben gewonnen werden, wie in Kap. 8 aus-
fithrlich gezeigt wird [George et al., 1989; Mukerji et al., 1994; Dau et al., 1995; Schiller
et al., 1998; Dau et al., 2001]. Dariiberhinaus konnten Untersuchungen der Anderungen
von Struktur und Oxidationszustdnden viel zum Verstindnis des katalytischen Zyklus
beitragen [Ono et al., 1992; MacLachlan et al., 1994; Mukerji et al., 1994; Yachandra
et al., 1996; Iuzzolino et al., 1998; Penner-Hahn, 1999; Dau et al., 2001; Robblee
et al., 2001; Dau et al., 2003; Pospisil et al., 2003; Haumann et al., 2005].

Die folgenden fiir die Aufstellung eines atomaren Modells des PSII-Mangankomplexes
wesentlichen Fragen sollen hier niher besprochen werden: (1) Wie viele Mn-Mn-Vektoren
von 2.7 A Linge liegen im S;-Zustand vor? (2) Welche strukturellen Motive kommen
in Frage? Sind andere Strukturen als die di-ps-oxo-Briicken mit den Daten kompatibel?
(3) Was kann man aus dem Vergleich der XAS-Daten mit den Ergebnissen der Protein-
Kristallographie iiber mogliche Strukturen schliefsen? Wie stark ist der Einfluss der Pho-
toreduktion auf die kristallographisch bestimmten Strukturen?
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2.2 Anzahl der 2.7 A-Mangan-Mangan-Vektoren im S;-
Zustand

2.2.1 Einfluss der Normierung

Mangan-Mangan-Abstinde von etwa 2.7 A wurden bereits aus den Daten der ersten
EXAFS-Studien am PSII gefolgert [Kirby et al., 1981a; George et al., 1989; Yachandra
et al., 1993]. In den meisten Studien wurde dariiberhinaus die Anzahl von
zwet Mn-Mn-Vektoren Mny-Komplex bestimmt [Yachandra et al., 1993; DeRose
et al., 1994; Yachandra et al., 1996; Schiller et al., 1998; Dau et al., 2001; Robblee
et al., 2001; Haumann et al., 2005|. In einer neueren Arbeit findet sich der Vorschlag,
dass die Anzahl von kurzen Mn-Mn-Distanzen im Mangan-Komplex drei betrégt [Robblee
et al., 2002]. Auch wenn die Bestimmung von Koordinationszahlen mit EXAFS nur eine
Genauigkeit von ca. 20 % erreicht, sollten diese beiden Moglichkeiten unterscheidbar sein.
Fiir die Bestimmung der Koordinationszahlen ist unter anderem die Frage der Normierung
der Daten von Bedeutung. Wie im Folgenden gezeigt wird, ist die in Kap. 1.3.4 beschriebe-
ne Bestimmung des Hintergrundes 1y von besonderer Bedeutung, da das genaue Ergebnis
der Koordinationszahlen auch von dieser abhangt.

Aufgrund der geringen Mangankonzentration in PSII-Proben (1 Mn pro 10*-10°
O/C/N) ist in Transmissionsspektren die Mangan-Absorptionskante im Vergleich zur
Untergrundabsorption verschwindend klein. In BioXAS-Experimenten allgemein und spe-
ziell in den Messungen am PSII-Mangankomplex wird daher die durch Absorption des
Mangan angeregte Mn-K,-Fluoreszenz detektiert. Diese Methode wurde urspriinglich
von M. Klein und seinen Mitarbeitern eingefiihrt [Yachandra et al., 1987]. Unab-
hiangig von der Art der Detektion muss fiir die quantitative EXAFS-Analyse der Un-
tergrund im Vorkanten-Bereich subtrahiert werden und die Normierung entsprechend
fiorm (E) = 1(E)/po(E) bzw. x(k) = finorm — 1 erfolgen (vgl. Kap. 1.3.4 ).

Fiir die Normierung der Spektren existieren nun zwei unterschiedliche Ansitze:

1. Normierung auf einen theoretischen Untergrund py. Die Hohe des Kantensprungs
wird auf 1 normiert und das resultierende p¢(E) wird durch den theoretisch be-
rechneten Verlauf der Absorption oberhalb der Kante, wie er beispielsweise in [Mc-
Master et al., 1969] tabuliert ist, geteilt. Vor allem fiir Absorptionsdaten wird fast
ausschlieflich und mit Erfolg bzw. aus gutem Grund diese Methode angewendet.

2. Normierung auf einen experimentell bestimmten Untergrund po. Die als EXAFS
bezeichneten Oszillationen sind einem Untergrund iiberlagert, der der Absorption
des freien Atoms entspricht. Dieser kann durch die Anpassung einer glatten, langsam
verdnderlichen Funktion an die experimentellen Daten approximiert werden. Fiir
die Normierung wird das Rohspektrum direkt durch den so bestimmten Untergrund
geteilt. Fiir Fluoreszenz-detektierte Spektren ist dieser Ansatz Vorteile adiaquat.

In Abb. 2.2 ist ein unbearbeitetes EXAFS-Spektrum, das an "dicken" Proben (>300 pm)
aus PSII-Membran-Stapeln mit einem energieauflosenden Detektor gemessen wurde, ge-
zeigt. Der Untergrund im Bereich vor der Kante ist klein im Vergleich zum Kantensprung
und kann, da kein nennenswerter Anstieg zu verzeichnen ist, durch einen konstanten Wert
erfasst werden (unterbrochene horizontale Linie in Abb. 2.2 A). Im Bereich oberhalb der
Kante nimmt die Absorption mit steigender Energie leicht zu (beschrieben durch den

linearen Fit u(()eXp)), wiahrend die tabulierten Werte eine Abnahme der Absorption vorher-

sagen (1" Punkt-Linie).
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Abbildung 2.2: Einfluss der Normierungsprozedur fiir die EXAFS-Spektren auf die Fourier-
Transformierten. Oben: Illustration der in Kap. 2.2.1 beschriebenen Normierungsprozeduren fiir
ein Si-Spektrum (gemessen bei einem Winkel von 55° zwischen E-Feld-Vektor und Membran-
normalen). ,uéeXp) wurde durch einen linearen Fit an die Daten im Bereich von 6600-7100 eV
bestimmt, ,uétheor)durch einen skalierten, in [McMaster et al., 1969] tabulierten Verlauf. Unten:
Die k3-gewichteten und iiber den Bereich von 1-4 A Fourier-gefilterten EXAFS-Oszillationen
(eingesetzte Graphik) sowie die entsprechenden Fourier-Transformierten (20-540 eV oberhalb
6547 €V), die sich aus den verschiedenen Normierungen ergeben. Der Pfeil verdeutlicht den Un-
terschied in der Hohe des zweiten Fourier-Peaks, der im Wesentlichen den Mn-Mn-Absténden
bei 2.7 A zuzuordnen ist.

Den Unterschied zwischen den fiir den Absorptionsverlauf berechneten und dem Fluo-
reszenz-detektiert gemessenen Verlauf kann man wie folgt erkldren: Die Fluoreszenz-anre-
gende Rontgenstrahlung wird durch die grofe Zahl leichter Atome (vor allem O, C und N)
im Protein und im Wasser stark absorbiert. Je hoher aber die Anregungsenergie ist, desto
geringer wird der Absorptionskoeffizient und desto gréfer wird die Eindringtiefe (Kehrwert
des Absorptionskoeffizienten, Abb. 2.3). Bei niedrigeren Energien werden also weniger
Absorber erreicht und angeregt. Daraus resultierend sollte die im Experiment detektierte
Rontgenfluoreszenz mit zunehmender Energie ansteigen, im Gegensatz zum abfallenden
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Abbildung 2.3: Absorptionslinge in Wasser fiir Rontgenstrahlen mit einer FEner-
gie im Bereich der Mn-K-Kante [Henke et al., 1993] (berechnet mit http://www-
cxro.lbl.gov/optical _constants/filter2.html).

,u(()theor). Dieser Effekt ist in Abb. 2.2 deutlich zu erkennen. Da dieselbe Betrachtung jedoch

nicht nur fiir den Untergrund, sondern auch fiir die EXAFS-Oszillationen selbst gilt, ist
es angebracht, fiir die Normierung den experimentell bestimmten Untergrund p™ zu
verwenden.

Wie in Abb. 2.2 zu erkennen ist, hingt die Gréfe der normierten EXAFS-Oszillationen
deutlich von der verwendeten Normierungsprozedur ab. Vor allem bei hoher Energie bzw.
bei hohen k-Werten ist das der Fall. Die mit dem theoretischen Verlauf normierten Oszilla-
tionen sind also vor allem bei hohen k-Werten zu grofs, was in der Fourier-Transformierten
zu einem Grofenunterschied von 20 % im zweiten Peak fiihrt.

Zusammengefasst kann festgestellt werden, dass die Normierung auf den theoretischen
Untergrund in Fluoreszenz-detektierten Spektren zu einer systematischen Uberschitzung
der EXAFS-Amplitude fiihrt. Besonders ausgeprigt ist diese Uberschiitzung fiir schwere

Riickstreuer, die sich durch hohe Oszillationsamplituden bei hohen k-Werten auszeichnen.

2.2.2 Fourier-Isolierung

Die EXAFS-Analyse wurde in der Vergangenheit hiufig unter Verwendung Fourier-
isolierter Spektren betrieben. Diese Technik beinhaltet dabei normalerweise zwei Schrit-
te: (1) Zur Reduzierung von sogenannten "Side loops", also Transformationsartefakten,
wird das Spektrum mit einer Fensterfunktion multipliziert, wie beispielsweise dem in
Kap. 1.3.4 erwithnten fraktionalen cos®-Fenster. (2) Die so behandelten Spektren werden
Fourier-transformiert. Vom Real- und Imaginérteil, die sich daraus ergeben, wird meist
nur der Realteil graphisch dargestellt. (3) Es werden Bereichsgrenzen Ry, und Ry, fest-
gelegt (meist im Minimum zwischen zwei Fourier-Peaks). Real- und Imaginérteil werden
analog zu (2) mit einer Fensterfunktion multipliziert, die auferhalb des Bereiches R,-
Ruax verschwindet. (4) Der so isolierte Teil des Spektrum wird zuriick auf die Achse des
Wellenzahlvektors (k-Raum) transformiert.

Die Auswirkung dieser Prozedur auf ein S;-Spektrum des PSII-Mangankomplexes
(gemessen bei 20 K) ist in Abb. 2.4 dargestellt. Da bei der EXAFS-Analyse oft ein
Ansatz gewéhlt wird, bei dem fiinf Riickstreuerschalen beriicksichtigt werden [Dau
et al., 2003; Pospisil et al., 2003; Haumann et al., 2005|, sind hier die Fourier-Isolationen
fiir diese fiinf Schalen gezeigt. Der zweite Peak in der Fourier-Transformierten im Bereich
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Abbildung 2.4: Beitrige der einzelnen Riickstreuerschalen zum k3-gewichteten Si-
EXAFS-Spektrum. (A) Fourier-Transformierte des eines PSII-S;-Tieftemperatur-Spektrums
(k =2...12 A", 10 % fraktionales cos? Fenster auf beiden Seiten) sowie eine Simulation mit einem
Fiinf-Schalen-Fitansatz (Kap. 4.2.4, Tab. 4.2 B); (B) Beitridge der einzelnen Riickstreuerscha-
len. Die vertikalen Linien kennzeichnen den Bereich des zweiten F'T-Peaks und die beitragenden
Schalen.

von 1.9-2.6 A reduzierter Distanz wird offensichtlich durch die Mn-Mn-Streuung bei 2.7 A
dominiert. Die Distanzen der ersten (Mn-O) und der dritten Schale (Mn-Mn/Ca) weisen
jedoch ebenfalls signifikante Beitrige in diesem Bereich auf. Dariiberhinaus finden sich
"Side loops" des 2.7 A-Peaks bei reduzierten Distanzen von weniger als 1.9 A und mehr
als 2.6 A.

Durch die Technik der Fourier-Isolation werden also mdgliche systematische Abwei-
chungen durch Vernachlissigung der iiberlappenden Beitrége der Fourier-isolierten ge-
neriert. Auch eine systematische Beeintrichtigung der Ergebnisse durch die mehrfache
Anwendung von Fensterfunktionen kann nicht vermieden werden. Die Anpassung des ge-
samten Spektrums durch einen entsprechend komplexen Fit-Ansatz ist aus diesen Griinden
vorzuziehen.
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N; per Mn R;/A oi/A R§’3'5A (RE%A) in %
A
Mn-O 4.01 1.845 0.097 17.5 (8.8)
Mn-Mn 1.28 2.711 0.048
Mn-O 2.86 3.633 0.061
Mn-O 2.75° 1.826 0.075 11.6 (4.2)
Mn-O 2.75b 1.977 0.120
Mn-Mn 1.02 2.720 0.035
Mn-Mn/Ca 1.00° 3.186 0.105
Mn-O 2.50° 3.666 0.060
B
Mn-O 2.75P 1.829 0.075 12.3 (5.7)
Mn-O 2.75b 1.984 0.123
Mn-Mn 1.00° 2.718 0.032°
Mn-Mn 0.50° 3.154 0.032°
Mn-Ca 0.50° 3.358 0.032°
Mn-O 2.50° 3.666 0.076
C
Mn-O 5.50° 1.853/1.852 0.114/0.113 19.6/20.4
Mn-Mn 1.28/1.04  2.710/2.719 0.042/0.032 (6.0/3.6)
Mn-O 2.50° 3.636/3.639 0.077/0.075
D
Mn-O 2.75° 1.828 0.072 13.3 (9.1)
Mn-O 2.75° 1.987 0.115
Mn-Mn 1.00° 2.700 0.032°
Mn-Mn 0.50° 2.805 0.032°
Mn-Mn/Ca 1.00° 3.169 0.142
Mn-O 2.50° 3.661 0.071

Tabelle 2.1: Ergebnisse verschiedener Simulationsansétze fiir EXAFS-Spektren des Mangankom-
plexes im Sq-Zustand. N; Koordinationszahl pro Mn; R; Absorber-Riickstreuer-Distanz; o; Debye-
Waller-Faktor. (A) Ergebnis eines Drei-Schalen- (oben) und eines Fiinf-Schalen-Fitansatzes (un-
ten); (B) Sechs-Schalen-Fitansatz; (C) Drei-Schalen-Simulation {iber einen Bereich von 2 bis
12 A7 (erster Wert) und einen Bereich 2 bis 20 Afl(zweiter Wert); Das Spektrum fiir diese
beiden Simulationen wurde aus dem Sechs-Schalen-Fit in (B) extrapoliert, um die verbesser-
te Bestimmung der Koordinationszahl durch einen langeren k-Bereich zu demonstrieren. (D)
Sechs-Schalen-Fitsansatz unter Annahme von drei Mn-Mn-Vektoren bei ~2.7-2.8 A. Der Fourier-
gefilterte Re-Wert wurde iiber einen Bereich von 1-3.5 A reduzierter Distanz berechnet bzw. iiber
2-2.6 A (in Klammern), um den Fehler im Bereich der 2.7/2.8 A-Distanzen hervorzuheben. * im
"Least-square"-Fit fixierte Parameter. Fiir alle Simulationen - aufer (C) - betrug der k-Bereich

2 bis 12 A", Es wurden k3-gewichtete Spektren verwendet.
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2.2.3 Einfluss benachbarter Schalen im EXAFS-Fit

Die Fourier-Tranformierten in Abb. 2.4 zeigen, dass die Trennung der 2.7 A-EXAFS-
Ostzillationen von den Beitridgen der ersten und dritten Koordinationssphire nicht per-
fekt ist. Vernachlissigung dieser Beitrage kann auch in Fits, die ohne vorherige Fourier-
Isolation durchgefiihrt werden, die Bestimmung der Koordinationszahl beeintrichtigen.

In dieser Arbeit (Kap. 4) und anderen EXAFS-Studien am Mangankomplex des PSII
[Pospisil et al., 2003; Dau et al., 2003; Haumann et al., 2005] wird ein Fiinf-
Schalen-Fitansatz verwendet, wie er in Tab. 4.2 B gezeigt ist. Dieser Ansatz ist einer-
seits einfach genug, um sicherzustellen, dass Simulationsergebnisse statistisch signifikant
sind. Die Anzahl freier Fit-Parameter (P = 11) bleibt deutlich unter der maximal mog-
lichen (Puax = 2ARAk/7m + 1 [Stern, 1993] ergibt mit Ak = 10A 'und AR = 1.84 &
Pmax ~ 13). Andererseits werden alle Anteile im EXAFS-Spektrum beriicksichtigt. Die
Details dieses Simulationsansatzes ergeben sich aus Annahmen, die im Folgenden erklért
werden.

Erste Koordinationssphire

Das XANES-Spektrum des Mangankomplexes im S;-Zustand (vgl. Kap. 4.3.1, Abb. 4.4)
zeigt an, dass hauptséchlich sechsfach koordinierte Mangan-lonen vorliegen. Die kurzen u-
oxo-Distanzen (1.7-1.9 A) und die lingeren Distanzen zu terminalen Liganden (1.9-2.4 A)
fiihren zu einer besonders breiten Verteilung von Mangan-Ligand-Distanzen. Die Beschrei-
bung der ersten Koordinationssphire durch eine einzelne Riickstreuerschale fiihrt daher
zu einer systematischen Unterschitzung der Gesamtkoordinationszahl sowie zu relativ
schlechten R-Werten (Kap. 4.3.1 sowie [Dau et al., 2003; Pospisil et al., 2003; Haumann
et al., 2005]). Fiir die Beschreibung der radialen Verteilung der Liganden der ersten Ko-
ordinationssphéire sind also mindestens zwei Gaufkfunktionen notwendig, was einer Simu-
lation mit zwei unabhingigen Riickstreuerschalen entspricht. Da ein Teil der Mn''-Tonen
auch fiinffach koordiniert sein kann, wird fiir die Gesamtkoordinationszahl ein Wert von
5.5 gewahlt.

Zweite Koordinationssphire (Atome, die iiber einen Briickenliganden verbun-
den sind)

Sowohl aus den kristallographisch bestimmten Strukturen [Kamiya und Shen, 2003; Fer-
reira et al,  2004] als auch aus zuvor erfolgten Mutagenese-Studien [Debus
et al., 2000b,a; Debus, 2001; Diner, 2001] und XAS-Experimenten [Riggs-Gelasco
et al., 1996; Dorner et al., 1998| folgt, dass nur eine relativ geringe Zahl von Amino-
saureresten als Liganden zum Mangankomplex dienen (1-2 pro Mn-Ion). Daher ist die
Anzahl leichter Riickstreuer in der zweiten Koordinationssphire so gering, dass ihr Bei-
trag zu den EXAFS-Oszillationen im Bereich von 2.5-3.4 A im Vergleich zu den starken
Oszillationen aufgrund der Mn-Mn/Ca-Streuung vernachlissigt werden kann. Der zweite
Fourier-Peak wird also von den starken Mn-Mn-EXAFS-Distanzen bei 2.7 A dominiert.
In den Fiinf-Schalen-Ansétzen wird ein zuséitzlicher Beitrag von schweren Riickstreuern
bei 3.3 A beriicksichtigt. Die Position eines Kalzium-Ions in einem Abstand von 3.3 A
zu (wahrscheinlich) zwei Mangan-Ionen wurde durch EXAFS-Experimente an der Ca-
K-Kante bestétigt [Cinco et al., 2002; Miiller et al., 2005|. Dariiberhinaus ist auch
eine Mn-Mn-Streuung im Bereich von >3.3 A wahrscheinlich [Pospisil et al., 2003].
Durch einen sogenannten "Joint fit" einer Zeitfolge von Spektren [Pospisil et al., 2003|
oder durch Auswertung von Linear-Dichroismus-Daten von partiell orientierten Proben
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[Mukerji et al., 1994; Dau et al., 1995; Dittmer, 1999; Dau et al., 2001] konnten
dariiberhinaus separate Mn-Ca- bzw. Mn-Mn-Distanzen aufgelost werden. Fiir ein einzel-
nes EXAFS-Spektrum iibersteigt ein solcher Fit allerdings die maximal mogliche Anzahl
freier Parameter. Diese Riickstreuer werden daher im Fiinf-Schalen-Fitansatz in einer ge-
meinsamen Schale zusammengefasst. Da wegen der ausgepriagten Distanzinhomogenitit
eine gleichzeitige Bestimmung von Koordinationszahl N und Debye-Waller-Parameter o
nicht moglich ist, wurde in diesem Ansatz eine fixierte Koordinationszahl von 1 verwen-
det, was einer Mn-Mn-Distanz und zwei Mn-Ca-Distanzen im Mangankomplex in diesem
Distanzbereich entspricht.

Dritte Koordinationssphéire

Der dritte Peak in der Fourier-Transformierten enthéilt Beitrige der eben besprochenen
Mn-Mn- und Mn-Ca-Vektoren sowie Beitrige von leichten Riickstreuern im Bereich von
~ 3.6 A [Meinke et al., 2000; Pospisil et al., 2003; Haumann et al., 2005]. In den EXAFS-
Spektren von PSII, in denen nur zwei Mangan-Ionen mit einem 2.7 A Abstand vorlagen, ist
der dritte Peak nur wenig kleiner als in intakten Proben. Daraus kann man ableiten, dass
leichte Riickstreuer den Hauptanteil am EXAFS in diesem Bereich ausmachen [Dérner
et al., 1998; Pospisil et al., 2003]. Auch hier ist die unabhingige Bestimmung von
Debye-Waller-Faktor und Koordinationszahl nicht moglich; Fits mit sehr gutem R-Faktor
erhilt man fiir Werte von N=2 bis 4.

Die Méglichkeit, in EXAFS-Fits durch Uberfitten bzw. Uberinterpretation der Daten
durch unsinnig komplexe Fit-Ansétze zu unsignifikanten Ergebnissen zu gelangen, ist be-
kannt und wurde viel diskutiert. Die zitierten Kriterien fiir die Anzahl maximal méglicher
Fit-Parameter [Stern, 1993] erlauben eine Beurteilung der Ergebnisse im Hinblick auf
dieses Problem. Doch auch eine zu vereinfachte Beschreibung der EXAFS-Oszillationen
kann zu Fehlinterpretationen fiihren. Anzeichen hierfiir finden sich in dem in Tab. 4.2 (A)
verwendeten Zwei-Schalen-Fitansatz. Typische Merkmale dieses Problems sind: (i) Die
optimale Fit-Qualitdt wird nur fiir chemisch unsinnige Koordinationszahlen erreicht. (ii)
Es tritt eine ausgeprigte Abhéngigkeit von der k-Gewichtung der Spektren auf. (iii) Ge-
ringe Anderungen der Linge des k-Bereichs (von weniger als 1 A_l) im Fit haben einen
drastischen Einfluss auf die Fit-Ergebnisse. (Fiir eine detailliertere Diskussion hierzu siehe
[Dau et al., 2003].) In Fitansétzen mit nur zwei oder drei Schalen fiir PSII-Spektren treten
alle diese Symptome auf. Fiir die moglichst genaue Bestimmung der Struktur-Parameter
aus einem EXAFS-Fit ist also ein hinreichend komplexer Fitansatz notwendig. Dies gilt
auch fiir die Koordinationszahl der 2.7 A-Distanz.

2.2.4 Korrelation der Parameter Ny, und o5~

Eine weitere mogliche Ursache fiir unterschiedliche Ergebnisse beziiglich der Koordina-
tionszahl fiir die 2.7 A-Distanz ist die Korrelation mit dem Debye-Waller-Faktor. In
Abb. 2.5 ist in einer 2D-Kontur-Darstellung diese Abhéngigkeit dargestellt. Hierzu wur-
den die Koordinationszahl N5 ; und der Debye-Waller-Parameter 03_7 der 2.7-A-Schale in
kleinen Schritten variiert und fiir jedes (N 7,03 -)-Paar wurde ein separater Fiinf-Schalen-
Fit ausgefiihrt, was zu einem erneut minimierten R¢-Wert fiihrte. Der gezeigte Fourier-
gefilterte R-Faktor ist dabei iiber einen Bereich von 2-2.6 A berechnet, d.h. er erfasst
nur die Abweichungen, die aus Unterschieden der EXAFS-Spektren in diesem Bereich
resultieren. (Es sei darauf hingewiesen, dass die Fehlersumme in der Fit-Prozedur ohne
Fourier-Filterung berechnet wird.)
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Abbildung 2.5: 2D-Darstellung ("Contour plot") der Fehlersumme R (mittlere Abweichung
zwischen simuliertem und experimentellem Spektrum in %) in einem Fiinf-Schalen-Fit eines
PSII-S;-EXAFS-Spektrums (vgl. Tab. 4.2) in Abhéingigkeit von der Koordinationszahl der 2.7 A-
Distanz N 7 und dem zugehérigen Debye-Waller-Parameter o3 .. Fiir jedes Ny 7-03 ,-Paar wurde
der R¢e-Wert unter Optimierung aller iibrigen Parameter bestimmt. Im Unterschied zu den Fits
in Tab. 4.2 waren die Koordinationszahlen der ersten Schale hier nicht auf einen festen Wert
sondern, auf eine Summe von 5.5 fixiert. Die Ry-Werte wurden iiber einen Bereich von 2.0-2.6 A
(nur zweiter Peak) berechnet. Rote Bereiche bedeuten einen sehr geringen R¢-Wert (6-9 %), der
iiber orange, gelb, griin, blau zu héchsten Werten (violett) ansteigt. Die stirkeren Kontur-Linien
haben einen Abstand von 3 %.

In Abb. 2.5 ist ein absolutes und recht ausgepriagtes Minimum (R¢ = 6 %) bei einer
Koordinationszahl von Ny 7 = 1.0 zu erkennen, was zwei Distanzen von 2.7 A pro tetra-
nuklearem Komplex entspricht. Weitere Minima befinden sich bei niedrigeren Koordina-
tionszahlen. Die zu diesen Minima gehorigen Debye-Waller-Parameter o3, sind jedoch
entweder sehr nahe bei Null oder sogar negativ, was physikalisch unsinnig ist. Koordi-
nationszahlen unter 1 ergeben offenbar keine sinnvollen Fitergebnisse. Bei einer Koor-
dinationszahl von Ny, = 1.5, was drei Mn-Mn-Vektoren im Mangankomplex entspréche,
deutet sich zwar ein Nebenminimum an, der R¢-Wert ist mit etwa 15 % jedoch 2.5 Mal so
hoch, wie am absoluten Minimum. Die Simulationen mit der Koordinationszahl Ny, = 1.5
ergeben also deutlich schlechtere Fits.

Im Ergebnis kann festgestellt werden, dass mit einem Fiinf-Schalen-Fitansatz unter
Ausschluss negativer Werte fiir 02 das absolute Minimum der Fehlersumme bei Ny ; = 1.0
liegt. Der entsprechende Ry ist deutlich kleiner als der zu No7; = 1.5 gehorige. Aus den
EXAFS-Daten kann also mit hoher Wahrscheinlichkeit auf das Vorhandensein von zwei
Mn-Mn-Vektoren bei ~ 2.7 A (<~ 2.8 A) geschlossen werden.

2.2.5 Einfluss der Lange des k-Bereichs

Durch die im vorangegangenen Abschnitt gezeigte Analyse wurde eine weitere Mn-Mn-
Distanz nahe 2.7 A ausgeschlossen. Es ist jedoch moglich, schlechtere, aber durchaus
noch akzeptable Fits unter der Annahme einer Distanz bei ~ 2.8 A zu erreichen. Fiir
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Abbildung 2.6: Einfluss des k-Bereiches. Die Fourier-Transformierten in (A) wurden auf der
Basis der in (B) gezeigten EXAFS-Oszillationen iiber einen Bereich von 2-20 AT (oben) bzw.
von 2-12 Afl(unten) berechnet. Die EXAFS-Oszillationen wurden durch Extrapolation der S;-
Fitergebnisse in Tab. 2.1B erzeugt. Die schwarze Linie in (A) stellt das Ergebnis eines 3-Schalen-
Fits dar (Tab. 2.1C). Die rote Linie kennzeichnet den Beitrag der 2.7 A-Distanzen, die blaue Linie
reprisentiert die Summe der Beitriige der Mn-Mn-Distanz bei ~3.1 A und der Mn-Ca-Distanz
bei ~3.3 A (Tab. 2.1B). (C) Fourier-Transformierte, berechnet aus den EXAFS-Oszillationen in
(D) entsprechend den Parametern aus Tab. 2.1D. Die rote Linie in (C) markiert den Beitrag von
Distanzen bei 2.7 A und 2.8 A.

einen solchen Fit steigt der Rg-Wert von 4.2 % (ohne 2.8-A-Distanz) auf 9.1 % (mit 2.8-A-
Distanz) - trotz einer erhéhten Zahl von Fitparametern. Die Existenz einer solchen Distanz
erscheint daher duferst unwahrscheinlich, kann aber nicht vollkommen ausgeschlossen
werden.

Durch Messungen iiber einen verlingerten k-Bereich konnte diese Frage moglicherweise
beantwortet werden. Dariiberhinaus lieRen sich so auch die Beitrige der Mn-Mn/Ca-
Vektoren besser auflosen. Mit Simulationen iiber einen erweiterten k-Bereich lésst sich dies
verdeutlichen. In Abb. 2.6B (schwarze durchgezogene Linie) sind EXAFS-Oszillationen
iiber einen Bereich von 2 bis 20 A" dargestellt, die anhand der Parameter in Tab. 2.1B
berechnet wurden. In Tab. 2.1B wurde ein Sechs-Schalen-Fitansatz zur Beschreibung des
S,-Spektrums gewihlt, der explizit die Mn-Mn-Distanzen bei ~ 3.1 A sowie die Mn-Ca-
Distanz bei ~ 3.3 A beriicksichtigt. Abbildung 2.6A zeigt die Fourier-Transformierten, die
aus diesem extrapolierten Spektrum iiber einen Bereich bis 2-20 AT (obere Kurve) und
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2-12 A~ (untere Kurve) berechnet wurden. Neben den Beitriigen der 2.7 A-Distanzen,
die iiber den verlangerten k-Bereich deutlicher hervortreten, werden auch die 3.1 / 3.3 A-
Distanzen gut voneinander und von den 2.7 A-Distanzen unterscheidbar. Um den Einfluss
der Liange des k-Bereiches auf die Bestimmung der Koordinationszahl zu untersuchen,
wurden die Daten in Abb. 2.6B durch einen einfachen Drei-Schalen-Fitansatz fiir sowohl 2-
12 A" als auch fiir 2-20 A~ simuliert. Die Ergebnisse sind in Abb. 2.6A als unterbrochene
Linien dargestellt und die Parameter sind in Tab. 2.1C aufgelistet. Die Simulation iiber
einen Bereich von 2-12 A~ ergibt eine Koordinationszahl Ny ; von 1.28, wihrend iiber
den Bereich von 2-20 A~' ein Wert von 1.04 bestimmt wird. In solchen einfachen Fit-
Ansétzen ist ein langer k-Bereich fiir die akkurate Bestimmung von Koordinationszahlen
und Debye-Waller-Faktoren offensichtlich von Vorteil.

Die vermutete 2.8 A-Mn-Mn-Distanz lieRe sich mit Messungen iiber einen lingeren k-
Bereich ebenfalls aufkldren. In Abb. 2.6D sind EXAFS-Oszillationen gezeigt, die auf der
Basis des Fits fiir das S;-Spektrum (Tab. 2.1D) unter Hinzunahme eines hypothetischen
2.8 A-Vektors zu den beiden 2.7 A-Vektoren berechnet worden sind. Die Beitriige der
drei Mangan-Vektoren zum EXAFS-Spektrum sind als rote Linie dargestellt. Oberhalb
von 12 A" ist eine Schwebung zu erkennen, ein sogenanntes "Beat pattern", das auf
die Interferenz von zwei nahe beieinander liegenden Schalen zuriickzufiihren ist. In der
zugehorigen Fourier-Transformierten iiber den verldngerten k-Bereich (Abb. 2.6C, oben)
sind die beiden Schalen noch nicht mit Sicherheit zu unterscheiden.

Die verfiigbaren EXAFS-Daten, die iiblicherweise bis 12 A" reichen (aufgrund der
Fe-K-Kante bei 7100 eV), sind also ausreichend, um in einem hinreichend komplexen
Fit-Ansatz die mittleren Distanzen und die Koordinationszahl der 2.7 A-Distanzen zu be-
stimmen. Durch einen verldngerten k-Bereich wére eine hinreichend genaue Bestimmung
der Koordinationszahl N5 7 jedoch schon mit einem einfachen Zwei- oder Drei-Schalen-
Fitansatz moglich. Selbst aus einem bis 20 A" im k-Bereich (~1500 eV iiber Ey) gemesse-
nen EXAFS-Spektren lieen sich aus der visuellen Inspektion der Fourier-Transformierten
jedoch noch keine um nur 0.1 A verschiedenen Distanzen bei 2.7 und 2.8 A unterscheiden.
In Fits iiber das gesamte Spektrum wére die Auflésung allerdings verbessert. Fiir die Auf-
16sung der Mn-Mn- bzw. Mn-Ca-Distanzen wére eine solche Verlangerung des k-Bereiches
von besonderem Wert.

2.3 Strukturmotive fiir den Mangankomplex

2.3.1 Vergleich mit Ergebnissen der Protein-Kristallographie

Wie im vorigen Abschnitt diskutiert, zeigen die EXAFS Daten fiir den S;-Zustand des
Mangankomplexes das Vorliegen von zwei Mn-Mn-Vektoren bei etwa 2.7 A pro Mn,Ca-
Struktur an. Linear-Dichroismus-Daten ergeben dariiberhinaus, dass der Winkel zwi-
schen der Membrannormalen und einem dieser Mn-Mn-Vektoren (Rym_an < 2.71 A) et-
wa 60° betrdgt und fiir den anderen Mn-Mn-Vektor (R, nn > 2.72 A) groker als 80°
ist [Dau et al., 2001, 2003; Dau und Haumann, 2003]. Fiir die Mn-Mn- bzw. Mn-
Ca-Distanzen iiber 3 A sind die Ergebnisse weniger verliisslich. Ebenfalls aus Linear-
Dichroismus-Daten wurden Winkel von 80-90° fiir die langeren Mn-Mn-Vektoren und
Winkel von etwa 45° fiir die Mn-Ca-Distanzen bestimmt [Haumann et al., 2001; Cinco
et al., 2002; Yachandra, 2002; Pospisil et al., 2003]. Die Anzahl der Mn-Mn-Distanzen
betragt etwa 1-2 und die der Mn-Ca-Vektoren wird mit 2-3 angegeben [Cinco et al., 2002,
2004; Miiller et al., 2005]. Die Mn-Mn-Vektoren sind demzufolge tendenziell alle senkrecht
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zur Membrannormalen, d.h. parallel zur Membranebene orientiert. Die kompakte Elektro-
nendichte in den Kristallstrukturen [Zouni et al., 2001; Kamiya und Shen, 2003; Ferreira
et al., 2004] ist gut mit dem Vorliegen mehrerer Mn-Mn/Ca-Distanzen bei mehr al 3 A
neben den 2.7 A-Distanzen kompatibel. Die eher flache Elektronendichte scheint auch
mehrere Mn-Mn-Vektoren in der Ebene zuzulassen. Angesichts der zum jetzigen Zeit-
punkt vorliegenden Auflésung scheint jedoch eine Analyse von Winkelinformationen im
Lichte der kristallographischen Ergebnisse verfriiht.

Das Kalzium-Ion wurde in |Ferreira et al., 2004| zwischen dem Mangankomplex und
dem Tyr, lokalisiert, senkrecht zu einer durch die Mangan-Ionen aufgespannten Ebene.
Diese Position scheint sowohl mit einer Mn-Ca-Distanz von etwa 3.3 A [Cinco et al., 2002,
2004; Miiller et al., 2005] als auch mit einem Winkel von 45° zwischen dem mittleren Mn-
Ca-Vektor und der Membrannormalen wie er aus XAS-Daten [Yachandra, 2002; Pospisil
et al., 2003; Cinco et al.;, 2004] kompatibel zu sein.

Ein detaillierterer Vergleich von EXAFS- und kristallographischen Ergebnissen scheint
wie erwdhnt noch nicht angebracht. Dabei stellt nicht nur die geringe Auflésung ein Pro-
blem dar. In [Dau et al., 2004c| wurde abgeschétzt, dass die Kristalle fiir mehr als 3 Mi-
nuten einem Photonenfluss von 5x10'3 bis 10'® Photonen s~!mm™!ausgesetzt waren. Wie
aus Abb. 2.7 zu ersehen ist, reicht jedoch schon ein Fluss von ~ 10'2 Photonen s~ 'mm™*
iiber eine Zeitspanne von 3 min. aus, um eine Ein-Elektronen-Reduktion des Mangan-
komplexes herbeizufiihren, die mit Strukturdnderungen verbunden ist (Zerstérung einer
p-oxo-Briicke, unveroffentlichte Ergebnisse). Da die Photonenfliisse in der kristallogra-
phischen Datenerfassung den Fluss in dem in Abb. 2.7 gezeigten Experiment um mehr
als einen Faktor 10 iibersteigen, ist die Photoreduktion dort sehr wahrscheinlich deutlich
schneller als die in Abb. 2.7 dargestellte. Die Elektronendichteverteilungen der Protein-
kristallographie entsprechen daher einem Mangankomplex, der mit Sicherheit in seinem
Redoxzustand und wahrscheinlich auch in seiner Struktur verdndert ist.

Die Photoreduktion an den verwendeten PSII-Kristallen und die damit einhergehen-
den Strukturédnderungen wurden bisher nicht hinreichend untersucht. Es ist auch denkbar,
dass diese Strukturinderungen bei der gegenwiirtig erreichten Auflésung von etwa 3.5 A
noch nicht detektierbar und somit irrelevant sind. Es ist aber ebenso denkbar, dass die
veroffentlichten Elektronendichten einen photoreduzierten Mn,Ca-Komplex repréisentie-
ren, in dem das vierte Mangan aus dem Komplex entfernt und aufgrund von Unordnung
an seiner veranderten Position nicht detektierbar ist. Beim gegenwartigen Stand der For-
schung ist also auf jeden Fall Vorsicht angebracht, wenn aus den kristallographischen
Ergebnissen Modelle mit atomarer Auflosung abgeleitet werden sollen.

2.3.2 Mogliche strukturelle Motive

Welche strukturellen Motive konnen nun zu den im PSII vorhandenen Distanzen von
~2.7 A fiihren? Fiir Modelle, die eine di-py-oxo-Briicke enthalten (Mn(j2-O)sMn-Motiv),
ist dies auf jeden Fall gegeben (vgl. [Wieghardt, 1989; Mukhopadhyay et al., 2004]
sowie die dort angegebenen Referenzen). Recherchen in der Cambridge Structural Da-
tabase (CSD, [Allen, 2002]) ergaben fiir diese Strukturen Mn-Mn-Distanzen zwischen
2.58 und 2.77 A. Eine einfache Protonierung von di-z-oxo-Briicken, also eine (u-O) (s
OH)-Briicke, fiihrt zu einer Verlingerung der Mn-Mn-Distanz um etwa 0.1 A auf ~2.8 A.
Auch wenn es recht spekulativ erscheint, kann der Mn,Ca(u3-O)4-Kuban-Komplex, der in
[Ferreira et al., 2004] modelliert wurde, als Ausgangspunkt fiir weitere Uberlegungen zu
moglichen Briickenmotiven - speziell zur vorgeschlagenen p3-O-Briicke - dienen. Die Fra-
ge ist also, ob eine Mn (p2/3-O)(413-O)Mn-Verbriickung (Abb. 2.8b) zu Léingen von 2.7 A
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Abbildung 2.7: Photoreduktion des Mangankomplexes im S;-Zustand durch Réntgenstrahlung
bei 100 K. Die Daten (Punkte) zeigen einen Zeitverlauf der Rontgenfluoreszenz bei einer kon-
stanten Anregungsenergie in der ansteigenden Flanke der Absorptionskante (6550 eV, schwar-
zer Pfeil im eingefiigten Bild der Kantenspektren). Der offene Pfeil kennzeichnet das Einsetzen
von Photoreduktion. Die Daten wurden auf 100 % normiert. Untere eingesetzte Graphik: Die
Anfangsintensitdt der Fluoreszenz, die dem Wert im Si-Zustand entspricht, nimmt durch eine
Verschiebung der Kante zu niedrigerer Energie solange zu, bis nach etwa 100 min. alle Mangan-
Zentren als Mn!! vorliegen. Unter der Annahme, dass im S;-Zustand ein Mn3MnlY-Komplex
vorliegt, ist hierfiir eine Reduktion durch 6 Elektronen notwendig. Ein Anstieg der Fluoreszenz
um ~17 % entspricht demzufolge der Reduktion des Mny-Komplexes durch ein Elektron. Unter
den hier gezeigten Bedingungen ist dieser Wert nach etwa 3.5 min. erreicht (obere eingesetzte
Graphik). Die glatte Linie ergibt sich aus einem biexponentiellen Fit mit Amplituden (A4;) und
Ratenkonstanten (k;) von A; = 15%, k; = 0.165min~!, Ay = 85%, ko = 0.022min~!. Wihrend
der Datenaufnahme in kristallographischen Messungen bei 100 K ist die Photoreduktion minde-
stens zehnmal schneller als in diesem XAS-Experiment [Dau et al., 2004c]|.

fiihren kann. Entsprechende trinukleare Modelle existieren nach dem hier vorliegenden
Stand des Wissens nicht. In Abb. 2.9 ist jedoch die Struktur eines Mn;,-Komplexes ge-
zeigt, der zwei Mn(p2-O)(15-O)Mn-Paare mit Mn-Mn-Distanzen nahe bei 2.7 A enthilt.
Das bedeutet, dass prinzipiell Mn(z2-O)(jt3-O)Mn-Strukturen mit Mn-Mn-Distanzen von
~2.7 A maglich sind! Aufgrund der Mn-Mn-Distanz des Mn(p3-O),Mn-Paares von 2.9 A
ist diese spezielle Struktur jedoch nicht mit den EXAFS-Daten vom S;-Zustand verein-
bar. Mn-Mn-Distanzen von mehr als 2.8 A finden sich auch in tetranuklearen (verzerrten)
Kubanstrukturen [Cinco et al., 1999|.

Als Resultat kann festgehalten werden, dass Mn-Mn-Distanzen von ~ 2.7 A, wie sie im
Si-Zustand vorliegen, di-p-oxo-verbriickten Mangan-Paaren zuzuordnen sind, die entwe-
der entweder in Mn(p2-O)sMn- oder in Mn(p5-O)(13-O)Mn-Strukturen vorliegen. Andere,
als die zwei hier aufgezdhlten Motive zur Erklarung der Mn-Mn-Distanzen miissen als un-
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Abbildung 2.8: Zwei strukturelle Motive, die zu Mn-Mn-Distanzen von 2.7 A fiihren kénnen. (a)
(112-0)o-Briicke; (b) (u2-O)(us-O)-Briicke. Zur Vereinfachung sind nur die Briicken-Sauerstoffe
eingezeichnet. Der in (a) eingezeichnete Bereich entspricht dem in synthetischen Modellen in der
Literatur und der CSD [Allen, 2002] gefundenen.

wahrscheinlich gelten, da sich unter den synthetischen Komplexen der CSD keine Analoga
finden liefen. Beide Motive sind di-pu-oxo-verbriickte Mn-Paare. Daher wird im Folgen-
den davon ausgegangen, dass der PSII-Mangankomplex aus zwei durch di-p-oxo-Briicken
verbundenen Paaren besteht.

In Abb. 2.10 sind drei verschiedene Anordnungen der vier Mangan-lonen dargestellt,
die in Ubereinstimmung mit den EXAFS-Ergebnissen sind. Diese Strukturen kénnen ne-
ben den fiir die 2.7 A-Distanzen verantwortlichen Briicken noch weitere Briicken enthalten
(mono-p-oxo- oder Karboxylato-Briicken), die zu den langeren Mn-Mn-Distanzen fiihren.
In allen drei Strukturen kann weiterhin das Ca-Ion so positioniert werden, dass es mit den
oben diskutierten EXAFS-Ergebnissen beziiglich Distanz und Winkel zur Membrannor-
malen in Ubereinstimmung ist. Zum gegenwirtigen Zeitpunkt kann keine der gezeigten
Strukturen als wahrscheinlicher als die anderen gelten. Alle Strukturen erdffnen jedoch

Abbildung 2.9: Struktur eines synthetischen Mn;o-Komplexes aus [Hagen et al., 1989a] (links)
sowie Vergroferung eines Ausschnittes, der auch (u2-O)(p3-O)-Briicken zwischen den Mangan-
Tonen enthélt (rechts). Die Distanzen sind in A gegeben und die Farben bedeuten: violett - Mn,
tiirkis - C, rot - O, blau - N. Protonen sind nicht dargestellt.
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Abbildung 2.10: Drei elementare Strukturmotive fiir die Anordnung der Mn-Tonen im PSII-
Mangankomplex. (a) Dreieck-Trimer + Monomer; (b) Dimer von Dimeren; (c) gestrecktes Trimer
+ Monomer. Nur die Mn-Tonen und die Briicken-Sauerstoffe sind dargestellt. Die Mn-(f9/3-O)-
Bindung ist als durchgezogene Linie dargestellt. Die unterbrochenen Linien deuten auf weitere
koordinative Bindungen hin, die zu weiteren (us3-O)-Briicken fiithren kénnten. Das Ca-Ion befin-
det sich im Abstand von ~ 3.3 A zu zwei Mn-Ionen, ist jedoch nicht eingezeichnet. Auch die
Mn-Mn-Distanz von ~ 3.1 A ist nicht dargestellt. Wie die Zahlen "2.7" andeuten sollen, bein-
haltet jede Struktur aus genau zwei Mn-Mn-Distanzen von 2.7 A. Alle drei Strukturen sind in
Ubereinstimmung mit den vorliegenden EXAFS-Daten.

die Méglichkeit, im S,—S3;-Ubergang eine weitere j-oxo-Briicke zwischen den Mn-Ionen
zu bilden, was in dieser Arbeit und in [Dau et al., 2001; Haumann et al., 2002b; Dau
und Haumann, 2003; Haumann et al., 2005] vorgeschlagen wird.

2.4 Zusammenfassung

Die Aufklarung der Struktur des PSII-Mangankomplexes ist das Ziel von Protein-kristallo-
graphischen und von EXAFS-Untersuchungen. Die kritische Diskussion der Methoden der
EXAFS-Datenaufbereitung und -analyse sowie der Vergleich mit Modellstrukturen und
kristallographischen Ergebnissen fiihrt zu folgenden Schlussfolgerungen:

(1) Fiir die Bestimmung von Koordinationszahlen ist wesentlich, dass (a) die Nor-
mierung entsprechend den Fluoreszenz-detektierten Daten vorgenommen wird, (b) die
Methode der Fourier-Isolation vermieden wird, (c) ein hinreichend komplexer Fitansatz
gewéhlt wird und (d) das Ausmaf der Photoreduktion eine Ein-Elektronen-Reduktion
von ca. 10 % der Mangan-Ionen nicht iiberschreitet.

(2) Adéquate Fitansdtze konnen unter Beriicksichtigung aller Informationen
aus Mn/Ca-EXAFS, Linear-Dichroismus-Messungen, Messungen an partiell Mangan-
verarmten Proben gewonnen werden.

(3) Im S;-Zustand ist das Vorliegen von zwei Mn-Mn-Distanzen bei 2.7 A in bester
Ubereinstimmung mit den EXAFS-Daten. Das Vorhandensein einer weiteren Mn-Mn-
Distanz um 2.8 A kann nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden, ist aber aufgrund
schlechterer Fitergebnisse unwahrscheinlich.

(4) Die Elektronendichte, die in den Kristallstrukturen dem Mn,Ca-Komplex zugeord-
net wird, ist in Ubereinstimmung mit mehreren Mn-Ca-Distanzen von etwa 3.3 A Linge
sowie der Orientierung der Mn-Mn-Distanzen parallel zur Membranebene, wie es auf der
Basis von EXAFS-Untersuchungen postuliert wurde. Aufgrund des anzunehmenden Aus-
makes der Photoreduktion in den kristallographischen Daten ist von einer detaillierteren
Diskussion jedoch abzusehen.

(5) Durch den Vergleich mit synthetischen Modellkomplexen ergeben sich zwei
Briickenstrukturen, die mit den EXAFS-Ergebnissen kompatibel sind, ndmlich Mn (-
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O)oMn- sowie Mn(p2-O)(u3-O)Mn-Paare. In beiden Féllen handelt es sich um eine di-y-
oxo-Verbriickung.

(6) Ein wesentlicher Aspekt der Struktur des PSII-Mangankomplexes ist mit hoher
Wabhrscheinlichkeit das Auftreten von zwei Mn-Paaren, die iiber di-u-oxo-Briicken ver-
bunden sind. Hierbei konnen die drei grundlegenden Topologien unterschieden werden,
die in Abb. 2.10 gezeigt sind. Vermutlich entsprechen die beiden Paare Mn-Mn-Vektoren
von ~ 2.69 A und ~2.73 A, die Winkel von ~60° (2.69 A) und 80-90° (2.73 A) mit der

Membrannormalen bilden.



