Kapitel 4

Strukturanderungen im Kok-Zyklus:
Vergleichende XAS-Messungen bei
Raumtemperatur

Zusammenfassung: Die Anderungen von Struktur und Oxidationszustand des Mn,Ca-
Komplexes des PSII sind von herausragendem Interesse fiir die Photosyntheseforschung.
In diesem Kapitel werden die Ergebnisse von XAS-Messungen bei Raumtemperatur fiir
die Ubergiinge zwischen allen vier semi-stabilen Zustinden des S-Zyklus (So— S, S1—Ss,
So— S3 sowie S3 4= Sp) vorgestellt und mit Tieftemperaturdaten verglichen. Die Analyse
der kompletten EXAFS- und XANES-Datensétze fiihrt zu den folgenden Ergebnissen: (i)
Die wesentlichen strukturellen und elektronischen Merkmale der S-Zusténde sind identisch
bei Raum- und Tieftemperatur. Es finden sich keine Anzeichen fiir relevante Unterschiede
in Struktur, Protonierungszustand oder Ladungslokalisation. (ii) Eine Mangan-zentrierte
Oxidation in jedem Ubergang vom S, zum S; erscheint wahrscheinlich, die spezifischen An-
derungen der XANES-Spektren beim S;—S3-Ubergang erfordern jedoch eine Erklirung.
(iii) In den Ubergingen So— S; und Sy— Ss treten grofere strukturelle Anderungen
auf, die als Anderungen der Mangan-Briickenstruktur identifiziert werden kénnen. Fiir
den Ubergang Sy— S3 wird die Bildung einer weiteren Mn-(y — O),-Mn-Struktur postu-
liert, wihrend im Sy— S; die Deprotonierung einer p-oxo-Briicke stattzufinden scheint.
Unter Einbeziehung dieser Ergebnisse wird ein Mechanismus fiir die Akkumulation von
vier Oxidationséquivalenten im PSII-Mangankomplex vorgestellt, und es werden die Be-
ziehung zu Protonenbewegungen sowie mogliche Implikationen fiir die Ausbildung einer
0O-0O-Bindung diskutiert.

4.1 Einleitung

Zur Aufklarung von Struktur und Funktion von proteingebundenen Metallzentren wer-
den XAS-Messungen seit langem auf die verschiedensten Systeme angewendet, so auch
am Mangankomplex des PSII. In den allermeisten Fillen werden die Messungen bei tie-
fen Temperaturen an gefrorenen Proben durchgefiihrt, was das Risiko von Verdnderungen
durch unphysiologische Bedingungen in sich birgt. So sind Redoxgleichgewichte tempera-
turabhéngig und auch pH-Werte sind bei tiefen Temperaturen nicht mehr gut definiert.
Weiterhin ist festzustellen, dass alle strukturellen Untersuchungen, beispielsweise durch
EXAFS und EPR, bei tiefen Temperaturen durchgefiihrt wurden, wiahrend kinetische
Daten (natiirlich) bei héheren Temperaturen gemessen wurden. In diesem Zusammen-
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hang wurde beispielsweise in [Renger, 1993| vorgeschlagen, dass Redoxéquilibrien bei der
photosynthetischen Wasserspaltung eine entscheidende Rolle spielen, was eben zu einer
Temperaturabhéngigkeit fiihren konnte. Gerade auch im Hinblick auf umstrittene Ergeb-
nisse zur Oxidationszustandsinderung im S, — Ss-Ubergang ist es also wichtig, mogliche
Temperaturabhéngigkeiten zu untersuchen [Meinke et al., 2000; Haumann et al., 2002a].

Ein weiterer Vorteil von Messungen bei Temperaturen oberhalb des Gefrierpunktes
oder bei Raumtemperatur ist die Option kinetischer Messungen. Im Zusammenhang mit
dieser Arbeit konnte dazu beigetragen werden, erste erfolgreiche zeitaufgeloste XAS-
Messungen an intakten PSII-Proben unter quasi-nativen Bedingungen durchzufiihren,
ein Ansatz, der gerade fiir Intermediatzustinde wie den S;-Zustand sehr interessant
ist [Haumann et al., 2002b]. Hingewiesen sei in diesem Zusammenhang auch auf die
Bedeutung der Absorptionskanten (und damit von Kantensimulationen) fiir Raumtem-
peraturmessungen generell und speziell fiir zeitaufgeloste Messungen. Da die EXAFS-
Ostzillationen, wie bereits erwihnt, bei hoheren k-Werten stark geddmpft sind, besteht
(vorerst) nur fiir Energien in der Rontgenabsorptionskante eine Chance, wirkliche Zeitauf-
16sung mit hinreichend gutem Signal-zu-Rausch-Verhiltnis zu erreichen. Wie vor allem in
den Kapiteln 3, 6, 7 und 8 dargelegt wird, enthilt die Kantenstruktur eine Vielzahl von
Informationen iiber die geometrische und elektronische Struktur des Absorbers und seiner
Umgebung, die man u.a. durch Simulationsansitze extrahieren kann. Dieses Zusammen-
spiel von Simulation und Experiment macht die Interpretation zeitaufgeloster Messungen
und damit die Bestimmung der Kinetik struktureller Anderungen erst moglich [George
et al., 1998; Kleifeld et al., 2003; Penner-Hahn, 2003|.

Die folgenden Ausfiihrungen beziehen sich auf die im Rahmen dieser Arbeit durchge-
fliihrten XAS-Messungen an PSII-Membranpartikeln bei Raumtemperatur durch die so-
genannte "Flash-and-rapid-scan" Methode. Zum Vergleich werden in der Diskussion am
Ende dieses Kapitels sowie auch in spiteren Abschnitten der Arbeit analoge Messungen
bei tiefen Temperaturen herangezogen und besprochen. Diese Tieftemperaturdaten stam-
men aus fritheren Messzeiten und wurden mafgeblich durch Dr. L. Tuzzolino und Dr. J.
Dittmer gesammelt [Dittmer, 1999; Iuzzolino, 1999; Dau et al., 2001]. Die in diesem
Kapitel ebenfalls diskutierten "Point-by-point"-Spektren, zu deren Messung der Autor
beigetragen hat, werden lediglich als Ergebnis vorgestellt; zu Details sei auf [C. Miiller,
Doktorarbeit| sowie [Haumann et al., 2005] verwiesen.

4.2 Material und Methoden

4.2.1 Probenpriaparation und S-Zustandseinstellung

Die Praparationsvorschrift zur Herstellung von Membranpartikeln mit hohem PSII-Anteil
wurde 1981 in einer Arbeit von Berthold, Babcock und Yocum verdffentlicht [Berthold
et al., 1981], weshalb die Abkiirzung BBY fiir diese Sorte PSII-Proben iiblich ist. Zusétz-
lich wurde in allen verwendeten Medien Glycin-Betain als Stabilisator zugesetzt [Iuzzolino
et al., 1998; Schiller und Dau, 2000]. Die Prozedur zur Priaparation von BBY-Proben
von frischem Marktspinat bestand aus drei wesentlichen Schritten: erstens dem Zellauf-
bruch, zweitens dem Aufbruch der Chloroplasten und der Abtrennung von Photosystem I
(PSI) sowie drittens dem "Waschen" durch wiederholte Zentrifugationsschritte und Auf-
bewahren. Die anschliefende Lagerung der BBY-Proben erfolgte bei —80°C. Die Rate
der Sauerstoffentwicklung der so gewonnenen Proben bei 28 °C unter sidttigendem weifen
Licht betrug 1200 — 1400 gmol Oy /(mg Chl. x h) bei 28°C.
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Zur Herstellung orientierter PSII-Membranfragment-Schichten wurde eine zweite Pré-
paration angeschlossen [[uzzolino et al., 1998; Iuzzolino, 1999]: Die BBY-Partikel wurden
in einem Puffer mit 15 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 5 mM CaCls, 1 mM Betain, 10 % v/v Gly-
cerol und 25 mM MES aufgenommen. Ziel der Glycerolzugabe war es, in den So-Zentren
die Intensitidt des So-"Multiline"-EPR-Signals auf Kosten des g = 4 Signals zu erhdhen
|Dismukes und Siderer, 1981; Schiller und Dau, 2000|. Die Endkonzentration des zugege-
benen Elektronenakzeptors PPBQ wurde in einer Messreihe optimiert: Der Standardwert
betrug 200 uM, die Oszillation des So-"Multiline" ist maximal bei 100 uM. Anschliefsend
wurde entsprechend der ebenfalls in [Iuzzolino et al., 1998| beschriebenen Vorgehenswei-
se die Losung auf diinne Kaptonfolie zentrifugiert. Die so erhaltenen Proben wurden fiir
zwei Stunden im Dunklen unter leichtem Unterdruck (400 mbar) bei 4 °C getrocknet. Zur
Homogenisierung der S-Zustandsverteilung wurden die Proben direkt nach der Prépara-
tion mit einer Xenon-Blitz-Lampe (Pulsldnge: ~ 5 us FWHM, Wellenlinge A > 400 nm)
mit einem sittigenden Lichtpuls belichtet. Hierdurch wurde erreicht, dass alle Zentren
um einen Zustand im Kok-Zyklus fortschritten. Da bei normal dunkeladaptierten Proben
nach der Praparation eine Mischung aus 25 % Sp-Zentren und 75 % S;-Zentren vorliegt,
entsteht durch diesen "Vorblitz" eine S;/So-Mischpopulation. Weil aber der S;-Zustand
dunkelstabil ist, wihrend der So-Zustand mit einer Zeitkonstante im Minutenbereich zu
S; relaxiert [Messinger et al., 1993; Messinger und Renger, 1994|, liegen im Anschluss
an die Trocknung die allermeisten Zentren im S;-Zustand vor.

In den "Flash-and-rapid-scan”-XAS-Experimenten wurden die héheren S-Zusténde
durch Laser-Blitze direkt vor dem Beginn eines EXAFS-Scans populiert [Dau und
Haumann, 2003; Haumann et al., 2002a,b]. Der Abstand der Blitze betrug 400 ms,
und der letzte Blitz erfolgte ca. 200ms vor dem Beginn des EXAFS-Scans. Zur Opti-
mierung des "Patterns" wurden ausgiebige Vorversuche unternommen, im Rahmen derer
die Effizienz der S-Zustandsiiberginge anhand der Intensitit des So-Zustandes bestimmt
wurde.

4.2.2 Probencharakterisierung durch EPR

Im So-Zustand des Kok-Zyklus wird im EPR ein "Multiline"-Signal detektiert |[Dismukes
und Siderer, 1981] das aus mindestens 16 Linien besteht und dessen Entstehung bisher
noch nicht voll verstanden ist. Die Intensitdt dieses Signals wurde bereits in etlichen
Arbeiten zur Quantifizierung der Population der S-Zustandsverteilung verwendet |Dau
et al., 2001; Messinger et al., 2001]. Fiir die hier besprochenen Messungen am PSII
wurden Messungen durchgefiihrt mit dem Ziel,

1. die Zustandskomposition unabhéngig von den XAS-Messungen zu bestimmen und

2. die Parameter der Beblitzung, der Probendicke und der Elektronenakzeptorzugabe
zu optimieren.

Gemessen wurde im Labor von Dr. F. Lendzian (Technische Universitdt Berlin) in Zu-
sammenarbeit mit Dr. M. Kammel und M. Galander mit einem Bruker ESP-300E Spek-
trometer mit Heliumkryostatsystem (Oxford, GB) bei 8 K. Die weiteren Parameter der
Messungen waren einheitlich P, = 10 mW Mikrowellenleistung, f = 9.56973 GHz Mikro-
wellenfrequenz, 20 G Modulationsamplitude und 100 kHz Modulationsfrequenz.

Die Quantifizierung des Multiline-Signals beinhaltete folgende Schritte: (1) Normie-
rung der unter gleichen Bedingungen gewonnenen EPR-Spektren von aus der gleichen
Ausgangspréparation hergestellten Proben auf das "Junk-iron"-Signal bei g =4 durch
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Abbildung 4.1: Amplitude des So-"Multiline"-EPR-Signals in PSII-Proben, die mit ns-
Laserblitzen belichtet wurden. Dargestellt ist die aus jeweils 5 Proben gemittelte Intensitdt
fiir 0 bis 5 Blitze. Die Proben befanden sich wahrend der EPR-Messungen auf XAS-tauglichen
PMMA-Haltern, die eine verschieden starke, breite Struktur im Bereich von 2700 bis etwa 4000 G
zeigten. Daher wurde ein Untergrundsignal subtrahiert. Deutlich zu erkennen ist die Oszillation
des "Multiline"-Signals mit der Periode vier, welches als Oszillationsmuster oder "Pattern" des
S-Zyklus bezeichnet wird. Zu den Messparametern siehe Text.
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Abbildung 4.2: Ergebnis der Quantifizierung des So-"Multiline"-Signals in ns-Laserblitz-
belichteten PSII-Proben. Gezeigt ist die Amplitude des So-"Multiline"-Signals nach 0 bis 6
Blitzen fiir das optimierte S-Zustands-Oszillationssmuster ("Pattern") fiir die ESRF-Messzeit
im Nov. 2003. Die Fehlerangaben wurden als Standardabweichung aus Messungen an 8 bis 14
verschiedenen Proben berechnet. Die durch Kurvenanpassung bestimmten Parameter sind: "Mis-
ses", 10.8 %; "non-Qp-Zentren", 14 %; So-Dunkelpopulation, 4.8 %.
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Minimierung der quadratischen Differenz zwischen den einzelnen Spektren und einem aus-
gewéhlten Standard-Spektrum zwischen B = 1550 — 1650 G. (2) Subtraktion eines glat-
ten Untergrundbeitrages (Fit eines Glattungssplines) im Bereich des Multiline-Signals,
da durch differierende Untergrundbeitrige eine Differenzbildung nicht anwendbar war.
(3) Fourier-Filterung der EPR-Spektren iiber einen Bereich von B = 2800-3300 G ("Low-
field" Anteil) und B = 3500—4300 G ("High-field" Anteil) sowie Bildung der Korrelations-
funktion zwischen einer durch Dauerbelichtung bei 200 K erzeugten Standardprobe und
der zu messenden Probe

. f Istd(H)]sample(H) dH

(f La(H) dH)®

Das Verfahren, das urspriinglich in [Dittmer, 1999] beschrieben wurde, erweist sich als

relativ robust gegen Rauschbeitrige und ist damit geeignet fiir die Auswertung von Daten

von sehr diinnen Proben (geringe Probenmenge ~1nmol) mit signifikanten Untergrund-

beitragen aufgrund der XAS-tauglichen Probenhalter. Es wurde in geringer Abwandlung
neu implementiert in dem Programm s2_multiline.m .

(4.1)

4.2.3 Datenakquisition

Die Rontgenabsorptionsmessungen an

08 Cr K-edge PSII-Membranfragmenten bei Raumtem-
0.6 o989 eV peratur wurden wihrend drei Messkampa-

S ' gnen am [D26-Strahlrohr an der European
2 0.4] Synchrotron Radiation Facility (ESRF) in
E Grenoble (Frankreich) durchgefiihrt. Die
& 0.2] ID26 ist ein Undulator-Messplatz mit der
= Mn Koty Option einer schnellen synchronen Bewe-
5888/5899 eV gung von Monochromator und Undula-

005500 6000 6500 7000 tor-Spalt [Sole et al., 1999]. Die Rént-
Energy /eV genabsorptionsspektren wurden im Fluo-
reszenz-Modus gemessen, d.h. senkrecht
Abbildung 4.3: Transmission eines 10pm- 2Zum Rontgenstrahl wurde die Uberlage-
Chromfilters. Wihrend Streustrahlung bei rung von durch K-Schalenabsorption ange-
EXAFS-Energien effizient unterdriickt wird regter Mn K,-Fluoreszenz und 90°-Streu-
(Transmission < 15 %), wird 70 % der strahlung detektiert. Aufgrund der erfor-
K,-Fluoreszenz transmitiert. derlichen Geschwindigkeit der Datenauf-
nahme erfolgte die Detektion mittels einer grofflichigen PIN-Photodiode (A = 3.8 cm?,
Canberra Eurisys, Lingolsheim, Frankreich). Zur Unterdriickung der gestreuten Rontgen-
photonen sowie des sichtbaren Lichtes wurden ein 10 gm-Chromfilter sowie ein 10 pm-
Aluminiumfilter vor der Photodiode montiert. Das Prinzip eines solchen Z-1-Filters ist
in Abb. 4.3 dargestellt. Wahrend die Streustrahlung im Bereich der Anregungsenergie
(EXAFS) effizient unterdriickt wird, wird der grofte Teil der K,-Fluoreszens transmit-
tiert. Die Temperatur im Messstand betrug 18 +2°C.

In den "Flash-and-rapid-scan" XAS-Messungen kamen im Monochromator Si(220)-
Kristalle zum Einsatz, die zur Unterdriickung von Reflexionen hherer Ordnung gegeniiber
der maximal erreichbaren Strahlintensitéit auf 70 % verstimmt waren. Der Energiebereich
fiir einen EXAFS-Scan betrug 6500 eV-7100 eV, die Dimensionen des Rontgenstrahles am
Ort der Probe waren 1 x 1mm.

Bei Messungen an dunkeladaptierten Proben wurde an jeder Messposition ein Scan
von 12 s Dauer aufgenommen. Dabei waren pro Probe ca. 12 nicht iiberlappende Messpo-
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sitionen méglich. Auf den Proben, in denen durch Laserblitze die "h6heren" S-Zustéande
eingestellt wurden, konnte nur eine Messposition benutzt werden, ohne Zustandsdurch-
mischung durch Relaxation zu riskieren. Der Photonenfluss musste zur Vermeidung von
Strahlenschéden im Verlauf einer Messung durch Kapton- und Aluminiumfilter um einen
Faktor von ca. 25-30 abgeschwicht werden. Die Filterstarke wurde durch sogenannte
"Time scans", das sind Zeitverlaufsmessungen bei einer festen Anregungsenergie, opti-
miert. Die Intensitdt wurde so gewéhlt, dass die anhand der Kantenpositionsverschiebung
detektierte Reduktion der Probe iiber den Zeitraum einer Messung 15 % des Wertes fiir
einen Ubergang im S-Zustandzyklus (~ 0.7 V) nicht iiberschritt (vgl. Abb. 2.7).

Das Prinzip der "Sampling-XAS" Messungen ist in [Haumann et al., 2002b| beschrie-
ben worden, und Details zu den hier als Vergleich diskutierten Messungen finden sich
in [Haumann et al., 2005]. Das Prinzip dieser Messungen beruht darauf, dass der Zeit-
verlauf der Rontgenfluoreszenzintensitit bei fester Anregungsenergie mit einem schnellen
Detektor (Photodiode) mit hoher Abtastrate (20 ms) detektiert wird. Wéhrend der Mes-
sung eines solchen Zeitverlaufes wurden im Abstand von 400 ms sittigende ns-Laserblitze
appliziert, und diese Prozedur wurde fiir 100 verschiedene Anregungsenergien wiederholt.

4.2.4 Datenanalyse

Fiir das Raumtemperaturspektrum eines S-Zustandes wurden zwischen 50 und 100 "Flash-
and-rapid-scan" Spektren gemittelt. Fiir jedes dieser Spektren war die Energiekalibrierung
durchzufiihren, die Interpolation auf eine gemeinsame Energieachse zu berechnen sowie
die "visuelle" Inspektion zu ermdglichen, d.h. die komplette EXAFS-Aufbereitung fiir je-
den einzelnen Scan durchzufiihren. Das damit entstandene Datenvolumen lief sich mit
der fiir einzelne Scans konzipierten Standardsoftware nicht bewéltigen. Daher wurde ein
matlab-Programmpaket entwickelt, das speziell auf "High-throughput"-XAS Methoden
zugeschnitten wurde. Durch eine Listendatei wird ein Datensatz (eine Anzahl von ein-
zelnen Scans) definiert, der analysiert und von dem eine Auswahl summiert werden soll.
Eine Parameterdatei steuert die Kalibration und die Datenaufbereitung (Hintergrundsub-
traktion, Normierung, Fouriertransformation; vgl. Kap. 1.3.4, Abb. 1.8). Dies erméglicht
sowohl die interaktive Selektion als auch die Selektion anhand kritischer Parameter (Kan-
tenposition, Signal-zu-Rauschverhéltnis, relative Hohe der Eisenkante). Weiterhin wurde
durch die listenférmige Ausgabe eine Ubersicht iiber die Datenqualitit wie auch eine
Summation nach statistischer Wichtung (Kantensprung zu Untergrund) mdglich. Eine
detailliertere Dokumentation ist im Anhang A.1 gegeben.

Im Rahmen dieses Vorgehens wurde die Energieachse fiir jedes Spektrum anhand des
simultan gemessenen KMnQO4-Absorptionsspektrums durch die Anpassung einer Gaufs-
verteilung an den Vorkanten-Peak kalibriert. Der Mittelwert der Gaufkurve wurde auf
6543.3 eV gesetzt, und die erreichte Genauigkeit betrug +0.1eV, ein Wert der auch von
[Iuzzolino et al., 1998] sowie [Meinke et al., 2000] gefunden wurde. Anschliefend wur-
den alle storungsfreien Messungen nach Interpolation auf eine gemeinsame Energieachse
gewichtet und summiert. Die Gewichtung erfolgte geméaf w = I./(I. + Ipg), d.h. ein unter-
grundfreies Spektrum wird mit w = 1 gewichtet, wihrend ein Spektrum mit sehr kleinem
Signal mit einem Faktor nahe w = 0 unterdriickt wurde (I.- Hohe des Kantensprungs, Iy,
- Untergrund im Bereich der Kante). Diese Herangehensweise beriicksichtigt Unterschiede
in der Probendicke und der Stirke des Streuuntergrundes. Die Untergrundsubtraktion,
Normalisierung und EXAFS-Extraktion erfolgte mit dem im Anhang beschriebenen Pro-
gramm ezafs analysis_ 03.m bzw. entsprechenden Programmen der DESY-Software. Fiir
den Ubergang von der Energie- auf die Wellenzahlachse (Gl. 1.1) wurde eine Nullpunkts-
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energie von Eq = 6540eV gewihlt, und die Anzahl der Datenpunkte wurde auf 200 auf
der k-Achse #quidistante Werte reduziert (Ak ~ 0.06 A). Fiir die Fouriertransformationen
wurde ein fraktionales cos?-Fenster iiber 10 % des k-Bereiches links und rechts verwendet.

Die Simulation der EXAFS-Spektren durch Minimierung der Summe der Fehlerqua-
drate wurde mit dem Programm SimX [Dittmer, 1999| durchgefiihrt. Die Berechnung
der komplexen Phasenfunktionen erfolgte mit dem ab-initio Code FEFF (Version 7, |[Rehr
et al., 1991]) auf der Basis eines einfachen Modells zweier pp-oxo-verbriickter Mangan-
dimere, die iiber eine mono-u-oxo-Briicke verbunden sind. Der Amplitudenreduktionsfak-
tor betrug S3 = 0.85 und die Nullpunktsenergie fiir die Simulationen Ey = 6547 V. Die
Qualitdt der Kurvenanpassung wurde durch eine aus den Fourier-gefilterten Spektren be-
rechnete Fehlersumme Ry erfasst, deren genaue Form in [Dittmer, 1999| bzw. [Meinke
et al., 2000] beschrieben ist.

4.3 Vergleich von Raumtemperaturspektren mit 20 K-
Daten

Photoreduktion durch die intensive Synchrotronstrahlung kann selbst bei tiefen Tempe-
raturen zu einer erheblichen Schidigung des Mangankomplexes im PSIT im Verlauf einer
Messung fiihren. In XAS-Messungen bei Raumtemperatur geht diese Strahlenschédigung
um ein Vielfaches schneller vonstatten [Meinke et al., 2000; Haumann et al., 2002b; Dau
und Haumann, 2003]. Um Modifikationen der Spektren im Verlauf der Messung aus-
zuschliefien, wurde sowohl bei 20 K als auch bei Raumtemperatur die Anfangsrate der
Photoreduktion fiir die verschiedenen S-Zustinde bestimmt und die Strahlintensitit so
angepasst, dass nach dem Ende eines Scans mehr als 90 % der Zentren in ihrem urspriing-
lichen Zustand vorlagen (siehe [Haumann et al., 2005|, Supporting Information).

4.3.1 Die Kantenspektren des Mangankomplexes in den vier S-
Zustanden

Die Kantenspektren des Mangankomplexes in Abb. 4.4 wurden mit zwei unterschiedlichen
Methoden gemessen: (1.) Der sogenannte "Flash-freeze"-Ansatz, der darin besteht, die
Proben unmittelbar nach der Belichtung (innerhalb 1 s) einzufrieren und bis zur Messung
bei Fliissig-Stickstoff-Temperaturen zu lagern. Dieser wurde bei den 20 K-Daten verfolgt.
(2.) Die Raumtemperaturspektren wurden mit der "Sampling-XAS" Methode gewonnen,
d.h. es wurden Laserblitze appliziert, wihrend der Zeitverlauf der Rontgenfluoreszenz
fiir ausgewahlte Energien aufgezeichnet wurde. Die jeweils oberen Kurven in Abb. 4.4
(A) und (B) zeigen die bei 20 K (A) bzw. bei Raumtemperatur (B) gemessenen Kanten-
spektren von dunkeladaptierten Proben sowie die Kantenspektren von Proben nach der
Belichtung mit 1, 2 und 3 Blitzen. Die Spektren der reinen S-Zusténde (Abb. 4.4 (A)
und (B), jeweils untere Kurvenschar) werden aus diesen Spektren durch eine Entfaltungs-
prozedur gewonnen, die die Zustandsmischung durch unvollstindiges Fortschreiten im
katalytischen Zyklus korrigiert. Die Parameter fiir diese Entfaltung wurden durch Simu-
lation der Oszillation des So-"Multiline"-Signals bestimmt (vgl. Kap. 4.2.2 sowie [Iuzzolino
et al., 1998; Haumann et al., 2005]). Beriicksichtigt wurden dabei folgende Parameter:
der Prozentsatz der Zentren, die bei einem Blitz keinen Ubergang in den niichsten Zu-
stand vollziehen ("Misses"); Zentren in denen durch Schidigung der Akzeptorseite der
Elektronentransferkette nur ein Ubergang moglich ist und die danach im S,-Zustand ver-
bleiben ("blocked" bzw. "non-Qg"-Zentren [Melis, 1985]); die Wahrscheinlichkeit, dass
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Abbildung 4.4: Kantenspektren des PSII-Mangankomplexes in den verschiedenen S-Zusténden.
(A) Ergebnisse von "Freeze-Quench"-Proben gemessen bei 20 K nach null (0F, schwarz), einem
(1F, blau), zwei (2F, rot) bzw. drei (3F, griin) Blitzen (obere Kurvenschar) sowie Ergebnisse
fiir die reinen S-Zustédnde nach Entfaltung. (B) Ergebnisse wie in (A), jedoch aus Zeitverlaufs-
messungen an dunkeladaptierten Proben bei Belichtung mit séttigenden Laserblitze im Abstand
von 400 ms. Die Punkte entsprechen hier den Datenpunkten, und die durchgezogenen Linien
sind illustrierende Verbindungen der Datenpunkte gemé&f berechneter "Spline-Polynome". Die
Unterabbildungen stellen jeweils einen vergroferten Ausschnitt des Vorkanten-Peaks dar.
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‘ Eedee / eV ‘ AEdee [/ eV ‘
S1 So—S1 | S1—=S2 | S2— S3 | 53— 5o
20 K 6551.62 0.58 0.76 0.71 -2.05
295 K 6551.79 0.57 0.79 0.70 -2.06

Tabelle 4.1: Anderungen der Kantenenergie der Mangankomplexspektren in den S-
Zustandsiibergidngen. Die angegebenen Energien resultieren aus entfalteten Spektren fiir reine
S-Zustande, die bei 20 K bzw. bei Raumtemperatur gemessen wurden. Die Kantenpositions-
bestimmung erfolgte mit Hilfe der Integralmethode an auf eins normierten Spektren, und die
Parameter der Kantenbestimmung betrugen p; = 0.15 und po = 1.

ein Zentrum durch einen Blitz zu zwei Ubergingen angeregt wird ("Double hits", nur
fiir us-Blitzlampenpulse relevant, nicht jedoch fiir ns-Laserblitze); Anteil der Zentren die
nach der Dunkeladaption im Sy-Zustand vorliegen (Dunkelpopulation).

In den entfalteten Spektren treten die Effekte, die bereits in den Rohspektren zu
erkennen sind, deutlicher hervor, wobei festzustellen ist, dass die mit unterschiedlichen
Methoden gemessenen Spektren grofe Ahnlichkeit aufweisen. Diese Aussage wird durch
den Vergleich der Differenzspektren, die in einem spéteren Kapitel separat besprochen
werden, bestirkt (vgl. Kap. 7.2, Abb. 7.7). Betrachtet man die Unterschiede zwischen
den Spektren von verschiedenen S-Zustdnden, so lisst sich eine Kantenverschiebung un-
gefihr gleicher Gréfe fiir alle "Aufwirts"-Ubergiinge feststellen. Im Ubergang Sz 4 = S
kehrt sich die Kantenverschiebung zu héheren Energien notwendigerweise um. Die mit
der Integralmethode bestimmten Anderungen der Kantenpositionen sind in Tabelle 4.1
zusammengefasst. An dieser Stelle erweist es sich als bedeutender Vorteil der "Sampling-
XAS"-Methode, dass direkt die Anderungen der Kantenenergien gemessen werden kénnen,
wodurch der in anders gemessenen XANES- Spektren kritische Punkt der Normierung
entfillt. In diesem Sinne konnen die "Sampling-XAS"-Daten auch als Bestatigung der
verwendeten Normierungsprozedur betrachtet werden.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass sich die in Messungen bei 20 K beobachteten
Kantenverschiebungen von jeweils etwa 0.7eV pro S-Zustandsiibergang durch Messun-
gen bei Raumtemperatur unter quasi-physiologischen Bedingungen wiederfinden lassen.
Die Grofe der Verschiebung befindet sich in Ubereinstimmung mit der Annahme, dass
in jedem Ubergang ein Manganion oxidiert wird. Die Anderungen der Rontgenabsorp-
tionskanten vom PSII-Mangankomplex in den einzelnen S-Zustandsiibergdngen wird in
Kapitel 7 anhand von ab-initio Simulationen der Differenzspektren genauer untersucht.

4.3.2 EXAFS-Ergebnisse von beblitzten Proben

Abbildung 4.5 zeigt die Fourier-Transformierten und die k-Bereichs-EXAFS-Spektren von
drei Datensétzen fiir mit jeweils 0, 1, 2 und 3 Blitzen belichtete Proben: (A) Die Proben
wurden nach dem "Freeze-quench"-Prinzip mit us-Pulsen aus Xenon-Blitzlampen belich-
tet und bei 20 K vermessen. (B) Die Belichtung erfolgte bei Raumtemperatur mit ns-
Laserpulsen unmittelbar vor einem schnellen EXAFS-Scan. (C) Uber einen verkiirzten
Wellenzahlbereich wurden die EXAFS-Spektren aus Zeitverlaufsmessungen bei etwa 100
verschiedenen Energien zusammengesetzt.
Durch visuelle Inspektion lassen sich zwei wesentliche Ergebnisse erhalten:

1. Abgesehen davon, dass im Vergleich der 20 K-Spektren mit den Raumtemperatur-
daten die mit I und II bezeichneten Peaks in den Fourier-Transformierten bei tiefen
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Abbildung 4.5: EXAFS-Spektren an mit kurzen Lichtpulsen belichteten PSII-Proben; (A)
"Freeze-Quench"-Messungen (20 K), (B) "Flash-and-rapid-scan"-Messungen (Raumtemperatur),
Punkt-fiir-Punkt-Messungen (Raumtemperatur). Rechte Spalte: EXAFS-Oszillationen nach 0
(schwarz), 1 (blau), 2 (rot) und 3 (griin) Blitzen (jeweils unterbrochene Linie) sowie Simulatio-
nen mit einem Zwei-Schalen-Fitansatz (schwarze durchgezogene Linie). Linke Spalte: Amplitude
der Fourier-Transformation der EXAFS Daten in der rechten Spalte (gleicher Farbcode)
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Temperaturen deutlich schmaler und hoher sind, sind die mit den S-Zustandsiiber-
gingen verbundenen Anderungen der EXAFS-Spektren bei beiden Temperaturen
ahnlich.

2. Die Amplitude der EXAFS-Oszillationen oberhalb etwa 7 A ist fiir den S;- und
den S,-Zustand (dunkeladaptierte Proben und Ein-Blitz-Proben) ungefihr gleich.
In mit zwei Blitzen belichteten Proben, in denen sich die Mehrzahl der Zentren im
Ss-Zustand befindet, nimmt die Stirke dieser Oszillationen deutlich zu und nach
dem dritten Blitz (mehrheitlich Sy) wieder ab. In dem mit II bezeichneten Peak
in den Fouriertransformierten ist beim Ubergang von S; nach S, (schwarze bzw.
blaue Linie) fast keine Anderung zu beobachten, wihrend der S;—Ss-Ubergang
eine sichtbare Zunahme und der Ubergang von S3 nach Sy eine Abnahme des Peaks
zeigt. Diese Anderungen finden sich in allen drei Datensitzen wieder!

4.3.3 Simulationsergebnisse von PSII EXAFS-Spektren

Wie bereits fiir die Kantenspektren in Kap. 4.3.1 beschrieben, wurden auch die EXAFS-
Spektren entfaltet und reine Spektren fiir die vier S-Zusténde erzeugt. Im Anschluss
werden nun die Ergebnisse fiir die Tieftemperatur- und Raumtemperturmessungen vorge-
stellt. Die Ergebnisse der Zeitverlaufsmessungen werden hier wegen des kurzen k-Bereiches
nicht ndher diskutiert. Die Ergebnisse von EXAFS-Simulationen an den verbleibenden bei-
den Datensétzen sind in Tab. 4.2 aufgelistet. Unter (A-20K) wurde ein besonders einfacher
Zwei-Schalen-Fitansatz zur Modellierung der 20 K-Daten gewéhlt, der keine weitergehen-
den Annahmen zur Struktur beinhaltet. Die Ergebnisse zeigen, dass es fiir die Uberginge
Sp nach S; sowie S; nach Sy zu einer Verkiirzung der mittleren Distanz der ersten Li-
gandenschale kommt. Beim Ubergang von S, nach S3 bleibt dieser Wert fast konstant,
wihrend die aus dem EXAFS bestimmte Koordinationszahl leicht zunimmt. Gleichzeitig
andern sich die Debye-Waller-Faktoren von fast identischen Werten in Sy und S; zu einem
kleineren Wert im So-Zustand und einem nochmals kleineren Wert im Ssz-Zustand. Eine
Verkiirzung der mittleren Distanzen ist zu erwarten, wenn Mangan oxidiert wird, ohne
seine Koordinationsgeometrie zu dndern. Ein Anstieg der Koordinationszahl kann als Hin-
weis auf eine Anderung der Anzahl der Manganliganden interpretiert werden, auch wenn
bei dieser Bewertung die generelle Ungenauigkeit der Koordinationszahlbestimmung zu
bedenken ist. Eine Abnahme des Debye-Waller-Parameters bedeutet eine weniger breite
radiale Riickstreuerverteilung, also eine Homogenisierung der Distanzverteilung.

Fiir die zweite Schale findet man aus den 20 K-Daten eine Koordinationszahl von 1
fiir einen Mangan-Mangan-Vektor von ~ 2.7 A fiir die Zustiinde Sy, S; und S,. Fiir den
Ss-Zustand erhoht sich diese Koordinationszahl auf ca. 1.5. Eine Koordinationszahl von 1
bedeutet in einem Ensemble von vier Manganionen das Vorliegen von zwei 2.7 A-Paaren,
wihrend sich fiir die Koordinationszahl 1.5 fiir drei solcher Paare ergibt. Die Mn-Mn-
Distanzen sind im S;- und Ss-Zustand fast gleich mit 2.71 A, etwas linger im S3-Zustand
(2.74 A) und deutlich linger im Sy-Zustand (2.76 — 2.77 A).

Die Simulation der Raumtemperatur-EXAFS-Spektren mit diesem Zwei-Schalen-Fit-
ansatz fiihrt zu weitgehend identischen Ergebnissen fiir die Koordinationszahlen und Di-
stanzen und reproduziert die Trends in der ersten Koordinationssphire. Wie zu erwarten
war, ist der Debye-Waller-Parameter ¢ allerdings aufgrund der verstirkten thermischen
Unordnung bei den Raumtemperaturdaten erhoht.

Die Fits in Abschnitt B der Tabelle 4.2 reprisentieren das Ergebnis erweiterter Fit-
ansétze, in die zusétzliches Wissen iiber die Strukturelemente des Mangankomplexes ein-
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Abbildung 4.6: EXAFS-Spektren der reinen S-Zusténde nach der Entfaltung. (A) "Flash-freeze"-
Messungen bei 20 K , (B) "Flash-and-rapid-scan" bei Raumtemperatur; Rechte Spalte: EXAFS-
Daten (unterbrochene Linien) fiir den Si- (schwarz), So- (blau), S3- (rot) und Syp-Zustand (griin)
sowie Simulation mit dem Fitansatz aus Tab. 4.2 (B); Linke Spalte: Amplitude der entsprechen-

den Fourier-Transformierten (gleicher Farbcode, zu den Parametern der Fourier-Transformierten
s.h. Text)
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‘ Mn-O,N Mn-O,N Mn-Mn ‘ Mn-Mn,Ca Mn-O,N,C ‘ ‘
Ni/Ri/O'i ‘ Re¢/%
A-20K
S1 | 4.49/1.85/0.110 1.16/2.712/0.041 26.5
So | 4.48/1.849/0.091 0.96/2.711/0.033 21.1
S3 | 4.82/1.844/0.082 1.59/2.742/0.043 23.9
So | 4.65/1.872/0.103 1.09/2.763/0.072 37.9
A-205K
S1 | 4.13/1.85/0.113 1.08/2.715/0.087 36.6
So | 4.33/1.840/0.111 1.12/2.705/0.083 38.5
S3 | 4.80/1.849/0.078 1.62/2.735/0.061 38.4
So | 4.25/1.855/0.125 1.10/2.776,/0.100 44.0
B-20K
S1 | 2.75%/1.812/0.074 | 2.75%/1.978/0.098 | 0.96/2.716/0.028 | 1.00%/3.218/0.105 | 2.50%/3.663/0.076 | 12.9
So | 2.75%/1.813/0.081 | 2.75%/1.919/0.094 | 0.93/2.714/0.031 | 1.00%/3.256/0.093 | 2.50%/3.628/0.085 | 13.8
S3 | 2.75%/1.803/0.031 | 2.75%/1.938/0.058 | 1.49/2.744/0.039 | 1.00%/3.156/0.104 | 2.50%/3.711/0.087 | 12.7
So | 4.50%/1.872/0.104 | 1.00%/2.297/0.039 | 0.90/2.774/0.064 | 1.00%/3.112/0.089 | 2.50%/3.653/0.073 17.2
B - 295 K
Sy | 2.75%/1.833/0.091 | 2.75%/2.017/0.154 | 1.04/2.711/0.088 | 1.00¢/3.135/0.105% | 2.50%/3.693/0.082f | 18.3
So | 2.75%/1.801/0.114 | 2.75%/1.909/0.108 | 0.93/2.702/0.078 | 1.00%/3.171/0.105¢ | 2.50%/3.650/0.082% | 21.1
S3 | 2.75%/1.797/0.155 | 2.75%/1.865/0.047 | 1.53/2.741/0.071 | 1.00%/3.076/0.105% | 2.50%/3.674/0.082% | 19.9
So | 4.50%/1.853/0.118 | 1.00°/2.375/0.055 | 1.02/2.762/0.102 | 1.00%/3.198/0.105% | 2.50%/3.673/0.082f | 24.5

Tabelle 4.2: Simulationsergebnisse fiir die entfalteten Spektren der vier S-Zustédnde (iibernom-
men aus [Haumann et al., 2005]). Nj bezeichnet die Anzahl der Riickstreuer pro Mangan, R;
den mittleren Abstand dieser Riickstreuer vom Mangan und o; den zugehorigen Debye-Waller-
Parameter. Ry ist der Fourier-gefilterte Fehler, der iiber einen Bereich von 1 — 3.5 A berechnet
wurde. Gefitted wurden die k®-gewichteten Spektren aus Abb. 4.6 (A, B). Mit ? gekennzeichne-
te Parameter wurden in den Fits nicht variiert. Die Simulationen wurden fiir zwei Datensétze
durchgefiihrt: Bei 20 K gemessen an "Freeze-quench"-Proben und bei Raumtemperatur (295 K)
gemessen an "Flash-and-rapid-scan"-Proben. (A) stellt einen einfachen Zwei-Schalen-Fitansatz
dar, (B) einen Fiinf-Schalen-Fitansatz, wie er in Kap. 2 erlautert ist.

bezogen wurde. Diese Ansitze sind in [Meinke et al., 2000; Pospisil et al., 2003; Dau
et al., 2003| detailliert erklart und wurden in Kap. 2 erldutert.

Die erweiterten wissensbasierten Fit-Anséitze in Tab. 4.2 (B) ergeben im Vergleich zu
(A) deutlich verbesserte Simulationen. Hinsichtlich der Mn-Mn-Vektoren bei ~ 2.7 A blei-
ben die wesentlichen Schlussfolgerungen jedoch unverindert. Sowohl die Tief- als auch die
Raumtemperaturmessungen ergeben zwei solche Vektoren fiir den Sy-, S;- und S,-Zustand.
Im Unterschied zu diesen drei S-Zustdnden und im Unterschied zu den Ergebnissen in
[Liang et al., 2000; Robblee et al., 2001] ergeben sich jedoch drei Mn-Mn-Vektoren bei
2.7 A im S;-Zustand. Im S, ist der Mittelwert der Distanz der Mn-Mn-Riickstreuerschale
verldngert, und die Verteilung ist verbreitert (reflektiert von einem erhéhten Debye-Waller-
Parameter). Eine ausfiihrliche Diskussion der Signifikanz der Ergebnisse und der Korre-
lationen der einzelnen Parameter findet sich in [Haumann et al., 2005].
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4.3.4 Vergleich der Ergebnisse von XAS-Messungen bei Raum-
und Tieftemperatur

Die in den vorangegangenen Abschnitten vorgestellten Ergebnisse erlauben zum ersten
Mal die Beurteilung des Einflusses temperaturabhéngiger Redoxéquilibria auf die Ront-
genabsorptionskanten in allen S-Zusténden. Im Vergleich sind die XANES-Datensétze, die
bei Raumtemperatur bzw. bei 20 K gemessen worden sind, im Rahmen der Messgenauig-
keit identisch, d.h. in allen S-Zusténden scheint die Lokalisation der Oxidationséquivalente
temperaturunabhéngig zu sein. Dariiber hinaus zeigen die Raum- und Tieftemperaturda-
ten dieselben spektralen Merkmale hinsichtlich der Koordinationszahl- und der Geometrie
der Manganionen. Wie zu erwarten war, unterscheiden sich die bei verschiedenen Tempe-
raturen gemessenen EXAFS-Spektren deutlich und zwar aufgrund thermisch aktivierter
Unordnung (siehe auch [Meinke et al., 2000]). Die Simulationen ergeben jedoch nur un-
bedeutende Unterschiede in den Mangan-Ligand-Distanzen. Temperaturabhingige Ande-
rungen des Protonierungszustandes der di-pu-oxo-Briicken kénnen demnach ausgeschlossen
werden.

4.4 Diskussion der Oxidationszustandsanderungen im
Kok-Zyklus

Aus synthetischen Mangan-Modellkomplexen ist bekannt, dass eine Einelektronenoxida-
tion eines Mangan-lons eine Verschiebung der Kantenenergie des Rontgenabsorptions-
spektrums um 1.6-4.8 €V hin zu héheren Energien bewirkt [Kirby et al., 1981a; Sauer
et al., 1992; Bossek et al., 1996; Penner-Hahn, 1998; Visser et al., 2001; Gilbert
et al., 2003]. Im Folgenden werden alle Kantenverschiebungen aus Griinden der Ver-
gleichbarkeit auf die Anderung eines von vier Absorbern bezogen. Bezogen auf die Oxi-
dation eines von vier Manganzentren bedeutet das also eine Verschiebung im Bereich von
0.4-1.2 eV. Fiir die S-Zustandsiibergénge im PSII wurden in Abschnitt 4.3.1 Werte von
0.6-0.8 eV ermittelt, was die Interpretation als Einelektronenoxidation eines Manganions
fiir die Ubergénge So — S1, S1 — S92 und Sy — S3 nahelegt.

Diese Mangan-Oxidation im S, — Ss-Ubergang ist in der Literatur umstritten [Ono
et al., 1992; Roelofs et al., 1996; Iuzzolino et al., 1998; Messinger et al., 2001].
In [Iuzzolino et al., 1998] wurden Kantenverschiebungen zwischen 0.6 und 1.3 €V fiir die
hier besprochenen S-Zustandsiibergiinge ermittelt, was als Resultat der Entfaltungsproze-
dur und der Methode zur Kantenpositionsbestimmung kritisiert wurde. Dabei wurde vor
allem diskutiert, dass die relativ starke Kantenverschiebung fiir den S, — Ss-Ubergang
auf das Fehlen der im So-Zustand blockierten Zentren in der Entfaltung zuriickzufiihren
sei. Diese wurde in den Ergebnissen in Tab. 4.1 (s.h. Kap. 4.2.2) explizit beriicksichtigt.
Die hieraus resultierende Kantenverschiebung von 0.7 eV deutet nichtsdestotrotz auf eine
Manganoxidation hin.

In Abb. 7.7 (Kap. 7.2) sind zum Vergleich die Kantendifferenzspektren aus [Dau
et al., 2001; Messinger et al., 2001] sowie [Haumann et al., 2005] gezeigt. Es wird
deutlich, dass in allen drei Referenzen im Wesentlichen die selben Anderungen der Ab-
sorptionskantenstruktur beobachtet werden. Der Unterschied in der Interpretation kann
zum grofen Teil auf die unterschiedlichen Methoden zur Bestimmung der Kantenposition
zuriickgefiihrt werden. [Messinger et al., 2001]| bestimmen mit der Methode der Nullstelle
der zweiten Ableitung ("Inflection-point"-Methode) Werte von 2.1 €V (So — S1), 1.1 eV
(S1 — S3) und 0.3 €V (Sy — S3). Wie in Kap. 3.2 sowie [Dau et al., 2003| ausfiihrlich
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erortert wird, ist die Eignung dieser Methode fiir gemischtvalente Komplexe prinzipiell
fraglich. Ebendort ist auch die Abhingigkeit der Ableitungsmethode von den Parametern
der Kantengldttung demonstriert.

Da die Reduzierung der in den Absorptionskanten enthaltenen Informationen auf einen
einzigen Parameter sehr von der verwendeten Methode abhéngig ist, wurde der Versuch
unternommen, detaillierteres Verstindnis iiber die Ursachen der Kantenverschiebungen
und der Anderungen der Kantenform aus ab-initio Simulationen zu gewinnen. Diese Her-
angehensweise ist ausfiihrlich in Kapitel 7 beschrieben und findet sich in Teilen auch in
|Dau, Liebisch und Haumann, 2003, 2004a] wieder. Mit Hilfe dieser Simulationen kann
gezeigt werden, dass die Anderungen der Kantenstruktur im Sy — Ss-Ubergang mit ei-
nem Ubergang eines fiinfach koordinierten Mn'"-Tons zu einem sechsfach koordinierten
Mn!V-Ton erklirt werden kann.

Eine Besonderheit des Sy — S; -Ubergangs ist die auffillig starke Abnahme der Ab-
sorption bei etwa 6550 eV und die Zunahme der Absorption bei 6558 eV. Im Bild von
Molekiilorbitalen findet man fiir ein Mn''L; in quadratisch-pyramidaler Geometrie ei-
ne starke Mischung der Mn 4s -Orbitale, die ca. 5-10 eV oberhalb der 3d-Niveaus lie-
gen, mit 4p-Orbitalen (Kap. 3.3 und [Dau et al., 2004a]). Das bewirkt eine Zunahme
der ansonsten Dipol-verbotenen 1s — 4s Uberginge im Mn'"Ls;-Komplex. Im Ubergang
Mn"Ls; — Mn'VLs kommt es somit zu einer drastischen Abnahme der Absorption im
Bereich von 6550 eV, d.h. ~ 7eV oberhalb der 1s — 3d Ubergiinge, die fiir den Vor-
kantenpeak bei ca. 6543 eV verantwortlich sind. Diese qualitative Betrachtung kann mit
Hilfe von Simulationen (Kap. 7) mit dem Programm FEFF 8.2 [Ankudinov et al., 1998]
quantitativ bestatigt werden.

Die Annahme der Umwandlung eines Mn"'Ls in ein Mn'VLg befindet sich in Uberein-
stimmung mit den EXAFS-Ergebnissen, die im Gegensatz zu den anderen Ubergingen
fiir den S, — S3 -Ubergang keine Verkiirzung der mittleren Mangan-Ligand-Distanz auf-
weisen.

4.5 Anderungen der Briickenstrukturen im Kok-Zyklus

Der Abstand zweier iiber verbriickende Liganden verbundener Manganionen ist eng mit
der Struktur dieser Briicken verbunden. Aufbauend auf der einschlégigen Literatur und auf
Recherchen in der Cambridge Structural Data Base (CSD, [Allen, 2002]) lassen sich fiir die
Interpretation der hier vorgestellten EXAFS-Ergebnisse die folgenden Schlussfolgerungen
ziehen:

1. Mn-Mn Distanzen von 2.65-2.75 A finden sich nur bei mit unprotonierten di-j-oxo-
Briicken verbundenen Manganionen, meist in der Form Mn-(u2-O)o-Mn aber auch
als Mn-(u2-O)(u3-O)-Mn|Hagen et al., 1989b; Dau et al., 2004c].

2. Fiir die Protonierung eines briickenden Sauerstoffatoms wird eine Verlangerung der
Mn-Mn-Distanz um etwa 0.1 A erwartet. In einer Mn — (z — O)(u — OH) — Mn-
Einheit bedeutet dies einen Abstand von 2.8-2.9 A [Baldwin et al., 1994], ein Wert
der jedoch auch in anderen strukturellen Motiven vorkommt.

3. Eine mono-u-oxo-Briicke fithrt zu Abstinden von 2.9-4.0 A, auch in Gegenwart
zusdtzlicher eventuell mehratomiger Briickenliganden.
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4. Anderungen der Mn-Mn-Abstinde von mehr als 0.05 A lassen sich nicht durch eine
einfache Oxidation eines Manganions erkliren, sondern weisen auf eine Anderung
des Verbriickungsmodus hin.

Fiir den PSII-Mangankomplex ergibt sich daraus, dass die fiir zwei Ubergiinge im Kok-
Zyklus (nimlich dem Sy — S; sowie dem S, — S3-Ubergang) gemessene, ausgeprigte
Anderung der Mn-Mn-Distanzen, als Anderung der Struktur der Briicken zwischen den
Mangan-Ionen zu interpretieren ist.

Abbildung 4.7 gibt einen Uberblick iiber die nachfolgend diskutierten Anderungen im
S-Zyklus und die vermutete Beziehung zum Protonierungszustand der Mn-Liganden, die
sich aus dem Vergleich von EXAFS- und XANES-Daten einerseits mit Modellkomplexen
und den Ergebnissen anderer Untersuchungen andererseit ableiten lassen.

Die detaillierte Analyse der EXAFS-Daten im Sp-Zustand [Haumann et al., 2005]
ergibt zwei Mn-Mn-Vektoren unterschiedlicher Linge: einen bei 2.7 A, den anderen
bei etwas mehr als 2.84 A. Die ebenfalls mégliche Interpretation, dass ein einfacher
Mn-Mn-Vektor von 2.75 A vorliegt, kann nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden,
ist aber weniger wahrscheinlich. Aus diesen Ergebnissen kann gefolgert werden, dass
im Sy—S;-Ubergang eine Mny-(i — O)-Mn-Struktur durch die Deprotonierung einer
Mn — (u — O)(u — OH) — Mn-Struktur ensteht.

Das vorgeschlagene gemeinsame Auftreten der Deprotonierung eines Briickensauer-
stoffatoms und einer Manganoxidation im So—S;-Ubergang impliziert, dass der Oxida-
tionsschritt insgesamt elektroneutral ist, sich also die Ladung des Mny-Komplexes nicht
andert. Diese Elektroneutralitdt wurde bereits zuvor anhand der Ergebnisse anderer Me-
thoden postuliert: Einerseits wurden in Elektrochromiemessungen keine Bandenverschie-
bungen gefunden, die auf eine Ladungsakkumulation hindeuten und andererseits ist die
Abgabe von ungefihr einem Proton pro PSII ins Medium (fast) pH-unabhéingig (siehe
[Lavergne und Junge, 1993; Junge et al., 2002]).

Fiir S;—S, wird durch die EXAFS-Ergebnisse, die eine deutliche Verdnderung Mn-
Mn-Distanz auschlieflen, eine solche gréfere Strukturdnderung ausgeschlossen. Beziiglich
der Deprotonierung eines nicht-briickenden Liganden konnen aus diesen Messungen je-
doch keine Aussagen getroffen werden. Allerdings wurde fiir diesen Ubergang durch die
erwihnten Elektrochromie-Experimente eine Zunahme positiver Ladung bestimmt, was
gegen das gleichzeitige Auftreten einer Mangan-Oxidation und einer Deprotonierung eines
Liganden spricht. Dariiber hinaus vollzieht sich der S;—S,-Ubergang ohne nennenswerte
Protonenfreisetzung, seine Effizienz scheint vollkommen pH-Unabhéngig zu sein [Bernat
et al., 2002|, er geht auch bei tiefen Temperaturen vor sich [De Paula et al., 1985]
und seine Aktivierungsenergie ist ungewohnlich gering [Renger und Hanssum, 1992]. Un-
ter Beriicksichtigung dieser Ergebnisse kann manzusammenfassend feststellen, dass im
S1—S,-Ubergang ein Mn™ —Mn!" Ein-Elektronen-Oxidationsschritt des Mangankomple-
xes stattfindet, der weder mit Deprotonierungen noch Anderungen der Briickenstruktur
verbunden ist.

Die Auswertung kristallographisch charakterisierter Mangan-Modellkomplexe (vgl.
Kap. 7.1.1) ergibt, dass der mittlere Mn-Ligand-Abstand sich fiir einen Mn'™Og—Mn!V Oy
um 0.11 A verkiirzt. Fiir einen Mn™O5;—Mn'VOg-Ubergang hingegen betriigt diese Ver-
kiirzung mit 0.04 A fast nur ein Drittel dessen. Der Ubergang von fiinffach koordinier-
tem Mn'"! zu sechsfach koordiniertem Mn'V, der aus der Analyse der XANES-Daten ge-
schlussfolgert werden kann (Kap. 7), ist daher im Vergleich zum Ubergang ohne Koordi-
nationszahlinderung deutlich besser mit den EXAFS-Ergebnissen in Ubereinstimmung,
die fiir den S,—S;-Ubergang nahezu keine Distanzverkiirzung fiir die erste Koordinati-
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Abbildung 4.7: Schema der Anderungen des Mangankomplexes im Kok-Zyklus. Zur Vereinfa-
chung sind nur drei der vier Manganionen des MnyCa-Komplexes dargestellt, die ausreichen um
die strukturellen Anderungen zu demonstrieren (rot: Sauerstoff, violett: Mangan). Das fehlende
Manganion befindet sich im Mn!'V-Zustand und ist mit einer di-yi-oxo-Briicke an eins der darge-
stellten Manganionen gebunden. Das Kalziumion (nicht gezeichnet) ist wahrscheinlich iiber zwei
bis vier briickende Sauerstoffe an den Komplex gebunden. Ebenfalls als Vereinfachung sind alle
Mangan-Liganden als Sauerstoffatome angenommen, obwohl einige Stickstoff sein sollten. Nur die
fiir die Diskussion relevanten Protonen sind dargestellt. Alternativ zum Mn(po- O)gMn(ug O)Mn-
Motiv im S;-Zustand ist auch ein Mngz(j2-O)(u3-O)-Motiv denkbar, das im So — S3-Ubergang
in eine Mn3(12-O)4(p3-O)-Struktur transformiert wird. Zur Diskussion der Strukturéinderungen
siehe Text.

onsschale ergeben. Die beobachtete Zunahme der Anzahl von 2.7 A-Vektoren von zwei im
So auf drei im Sj ist ein deutlicher Hinweis auf die Ausbildung eines weiteren di-p-oxo-
verbriickten Mn-Mn-Motivs. Diese neue Struktur wird wahrscheinlich aus einem mono-u-
oxo-Vorgénger gebildet, da dann nur ein zusétzliches Sauerstoffatom zur Briickenbildung
benétigt wird. Zusammen mit dem Ubergang von fiinffacher zu sechsfacher Geometrie
ergibt das folgendes Bild: Der terminale Sauerstoffligand eines sechsfach koordinierten
Mn!V besetzt die freie Bindungsstelle eines zuvor fiinffach koordinierten Mn'' unter Aus-
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bildung einer weiteren p-oxo-Briicke in einem zuvor iiber eine mono-u-oxo-Briicke verbun-
denen Mn-Paar. Dieser Mechanismus erfordert nur minimale Reorganisation der Kernko-
ordinaten, da kein Ligandenaustausch erforderlich ist und der briickenbildende Sauerstoft
schon vor dem Ubergang nahe an der zukiinftigen Bindungstelle positioniert sein kann.
Der Wechsel der Koordinationszahl bei der Oxidation eines fiinffach koordinierten Mn!!!
erfordert oder begiinstigt diese strukturellen Anderungen wahrscheinlich, da fiinffache Ko-
ordination in oktaedrischer Geometrie fiir Mn!V energetisch deutlich ungiinstiger ist als
sechsfache.

Die im EXAFS beobachtete Verlingerung der Mn-Mn-Distanzen von ~ 2.72A im
S, auf ~ 2.74 A im S; ist auf drei verschiedene Arten erklirlich: (1) Die Bildung einer
zusatzlichen p-oxo-Briicke im Mny-Komplex konnte durch Trans-Effekte der verkiirzten
p-oxo-Sauerstoffatome ein Verldngerung bewirken (Beispiel: lineares Trimer). (2) Die Ent-
stehung eines Mnj3(19-0)s(13-O)-Motivs aus einer Mng(po-O)o-Vorgéngerstruktur im Sy
lieke ebenfalls eine Verlingerung der Mn-Mn-Distanzen erwarten. (3) Auch moglich ist die
Bildung einer Mns(112-O)a(uo-OH)-Struktur im S3, da anhand der EXAFS-Daten das Vor-
handensein einer Distanz von etwa 2.8 A nicht ausgeschlossen werden kann. In Abb. 4.7
wurde angenommen, dass die Ausbildung der zusétzlichen Briicke durch die Deprotonie-
rung eines terminalen Wasser- oder Hydroxoliganden erfolgt, der in eine pu-briickende Posi-
tion iibergeht. Die fiir diesen Ubergang experimentell gefundene Protonenfreisetzung und
sein elektroneutraler Charakter (siehe oben) untermauern die Ladungserhaltung durch
Protonenabgabe.

4.6 Schlussfolgerungen fiir den Mechanismus der Was-
seroxidation

In den oxidierenden S-Zustandsiibergingen, Sy-S3, werden dem Mangankomplex durch
dasoxidierte Tyrosin Y5* in sukzessiven Ein-Elektronen-Oxidationen Ladungen entzogen.
Die freie Energiedifferenz fiir diese Ubergiinge betrigt etwa 100 meV [Vos et al., 1991]
was bedeutet, dass das Redoxpotential fiir die semi-stabilen S-Zustande S;...S3 des Man-
gankomplexes nur 100 mV unter dem des Y* (~ 1V, [Vos et al., 1991; Vass und
Styring, 1991; Geijer et al., 2001]) liegt. Fiir den Sp-Zustand betragt die Poten-
tialdifferenz ~ 250 mV [Renger und Hanssum, 1992]. In einem aus stark gekoppelten
Mangan-Ionen bestehenden Komplex wiirde jede "reine" Manganoxidation zu einem An-
stieg des Redoxpotentials fiir den nichsten Oxidationsschritt fiihren. In Modellkomplexen
liegt dieser Anstieg im Bereich von 0.5 V bis 1 V [Goodson et al., 1990; Mandal und Arm-
strong, 1995|. Wie in Kap. 5 ausfiihrlich diskutiert wird, konnen Strukturéinderungen wie
beispielsweise die Anderung des Verbriickungsmodus oder die Deprotonierung von Ligan-
den der Manganionen [Manchanda et al., 1991; Tanase und Lippard, 1995; Baldwin und
Pecoraro, 1996; Lal und Mukherjee, 1998; Boelrijk et al., 2000] diesen Potentialanstieg
verhindern .

Es tut sich also die Frage auf, wie diese relativ kleine Potentialdifferenz zum Y *
im Mangankomplex des PSII aufrecht erhalten wird. Auf der Basis der oben diskutier-
ten EXAFS-Ergebnisse kann geschlussfolgert werden, dass im So—S;-Ubergang die De-
protonierung eines briickenden Hydroxids einen Potentialanstieg verhindert. Der S;—So-
Ubergang scheint als einziger S-Zustandsiibergang eine reine Mangan-Oxidation zu bein-
halten, d.h dass in diesem Schritt keine Potential-vermindernden Strukturdnderungen auf-
treten. Daher ist das Redoxpotential, das im S, vorliegt, zu hoch, um eine Oxidation des
Mangankomplexes durch das Y7 in einem einfachen Elektronentransferschritt zu ermog-



64 4.6. Schlussfolgerungen fiir den Mechanismus der Wasseroxidation

lichen. Die EXAFS-Ergebnisse sowie die Resultate der in Kap. 7 dargestellten XANES-
Analysen fithren zu dem Vorschlag, dass der S;—S3-Ubergang sich unter Ausbildung einer
zusdtzlichen p-oxo-Briicke, verbunden mit der Deprotonierung eines Mangan-Liganden,
vollzieht und dass diese Strukturdnderungen vor dem Elektronentransfer stattfinden bzw.
parallel zu ihm (protonengekoppelter Elektronentransfer). Diese Interpretation wird durch
Experimente bestitigt, die zeigen, dass nur fiir den S,—Ss-Ubergang die Rate des Elek-
tronentransfers durch die Protonenfreisetzung und nicht durch die Aktivierungs- und Re-
organisationsenergie bestimmt wird [Haumann et al., 1997; Hundelt et al., 1997; Renger
et al., 1998|.

Wie der S3—S,-Ubergang vonstatten geht, kann zu diesem Zeitpunkt nicht gesagt
werden. Die p-oxo-Briicken, die im Sp—S; und im S,—S3 gebildet werden, sind mogli-
cherweise jedoch auch fiir den S3—S,==S(-Ubergang, also den Sauerstoff-entwickelnden
Schritt selbst, von Bedeutung. Wie in Abb. 4.7 angedeutet ist, konnten die Briicken-
Sauerstoffe als intrinsische Basen dienen und die wihrend der Wasseroxidation freiwer-
denden Protonen aufnehmen, um so in den Ausgangszustand des Zyklus zuriickzukehren.
Dieser Mechanismus ist ausfiihrlich in [Dau et al., 2001| beschrieben und wiirde erklé-
ren, warum die Protonen, die in der Wasserspaltung frei werden, nicht direkt ins Medium
abgegeben werden [Haumann et al., 1994].

Abschliefend ist anzumerken, dass der hier besprochene Mechanismus des Mn™Os5-
Mn'VOg- Ubergangs unter Ausbildung einer zusitzlichen j-oxo-Briicke im Sy—Ss-Uber-
gang in einer DF'T-Studie zu den S-Zustandsiibergéingen, die wihrend der Endphase dieser
Arbeit erschien, als Moglichkeit diskutiert wurde [Lundberg und Siegbahn, 2004]. Die
Autoren betonen dort noch die Vorldufigkeit ihres Ergebnisses. Im Zusammenhang mit
den in Kap. 7 dargelegten Argumenten gegen den von den gleichen Autoren zuvor un-
tersuchten Mechanismus der Oxyl-Radikal-Bildung [Siegbahn und Crabtree, 1999; Sieg-
bahn, 2000]|, lasst dies fiir die Zukunft hoffen, dass auch weitere theoretische Studien
detailliertere Einsicht in die Details dieser Prozesse bringen werden.



