Kapitel 4

XAS-Untersuchungen an der
Mangan-K-Kante bei Raum-
temperatur

In der Vergangenheit wurden XAS-Messungen am Mn,Ca-Komplex des PSII nahezu
ausschlielich bei tiefen Temperaturen (~20 K) durchgefiihrt. In gefrorenen Protein-
Proben konnen, im Vergleich zu den Bedingungen bei Raumtemperatur, jedoch Pa-
rameter entweder undefiniert (z.B. pH-Wert) oder verdndert (z.B. Ionen- und Redox-
Gleichgewichte) sein [Cador et al., 2003; Rakhimov et al., 2003]. AuBerdem ist im PSII
bei Temperaturen <200 K der Elektronentransfer zwischen Mangan und Yy unterbro-
chen und es findet keine Wasseroxidation statt.

Eine viel versprechende Methode, um die Reaktionen am Mn,Ca-Komplex im Kok-
Zyklus unter nativen Bedingungen zu untersuchen, ist XAS an PSII-Proben bei Raum-
temperatur. Unter diesen Bedingungen ist das Photosystem II katalytisch aktiv und die
mit den Oxidationszustandsénderungen einhergehenden strukturellen Anderungen am
Metallzentrum kénnen untersucht werden. Jedoch ist die Rate der Strahlenschiadigung
(Photoreduktion) stark erhoht. Daher stellte sich zu Beginn dieser Arbeit die Frage,
ob sinnvolle XAS-Messungen bei RT moglich sind. Besonders wichtig war es daher,
die Photoreduktion des Mn,Ca-Komplexes wahrend der Rontgenbestrahlung auf ein
vertretbares Mafl zu reduzieren. Auflerdem musste die Technik den Anforderungen fiir
schnelle Scans mit hoher Abtastrate angepasst werden.

Die in dieser Arbeit geschilderten Entwicklungen und Experimente trugen dazu bei,
dass XAS-Experimente bei Raumtemperatur an der Mangan-K-Kante mit PSII-Proben
erfolgreich durchgefiithrt werden konnten. Es wurden u.a. zum ersten Mal XANES-
und EXAFS-Spektren in allen S-Zustdnden des katalytischen Zyklus bei RT gemessen.
Damit konnten die Oxidationszusténde in den einzelnen S-Zusténden sowie die Struk-
turdnderungen wihrend des Kok-Zyklus untersucht werden. Auflerdem wurde der Ver-
gleich zwischen Daten aus XAS-Messungen bei tiefen Temperaturen und solchen bei
RT moglich.

Weiterhin wurden Methoden fiir zeitaufgeloste XAS-Messungen im Rahmen dieser
Arbeit mitentwickelt, um die Kinetik der einzelnen Schritte im katalytischen Zyklus
des Mn,Ca-Komplexes zu untersuchen. In bisherigen XAS-Messungen wurden nur Zwi-
schenzusténde bei der Alkoholdehydrogenase mit einer Zeitauflésung von 3 ms unter
Verwendung der Freeze-quench-Technik gemessen [Kleifeld et al., 2003; Penner-Hahn,
2003]. In diesem Kapitel werden die ersten XAS-Messungen bei Raumtemperatur an
PSII-Proben in den unterschiedlichen S-Zustdnden dargestellt, die auf fritheren Unter-
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suchungen aufbauen [Meinke et al., 2000]. Durch die in diesem Kapitel beschriebenen
experimentellen Entwicklungen zum Probenwechsel und zur Messung wurde es erst-
mals moglich, zeitaufgelost die einzelnen Uberginge im katalytischen Zyklus direkt zu
verfolgen, Ratenkonstanten zu bestimmen und Zwischenzustédnde zu erkennen.

Aus den Entwicklungen dieser Arbeit folgten eine Reihe von Veroffentlichungen, an
denen weitere Mitglieder der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Holger Dau mitgewirkt ha-
ben: (I) Haumann, M., Pospisil, P., Grabolle, M., Miiller, C., Liebisch, P., Sole, V. A,
Neisius, T., Dittmer, J., Iuzzolino, L. und Dau, H. (2002) J. Synchrotron Rad. 9 (5),
304-308. (II) Haumann, M., Miiller, C., Liebisch, P., Neisius, T., and Dau, H. (2005)
J. Synchrotron Rad. 12 (1), 35-44. (IIT) Haumann, M., Miiller, C., Liebisch, P., Tuzzo-
lino, L., Dittmer, J., Grabolle, M., Neisius, T., Meyer-Klaucke, W. und Dau, H. (2005)
Biochemistry 44 (6), 1894-1908. (IV) Haumann, M., Liebisch, P., Miiller, C., Barra, M.
und Dau, H. (2005) Science 310 (5750), 1019-1021. Diese Literatur wird im folgenden
Kapitel nicht zitiert. Mein Anteil an den Veroffentlichungen besteht besonders in der
Weiterentwicklung der Probenpréparation und der technischen Entwicklung zum auto-
matischen Probenwechsel, durch die zeitaufgeloste XAS-Untersuchungen erst moglich
wurden. Zudem habe ich die Messungen am Synchrotron mit durchgefiithrt und war an
der Datenaufbereitung und -analyse beteiligt. In den nachfolgenden Abschnitten dieses
Kapitels sind die zentralen Ergebnisse dieser Untersuchungen komprimiert dargestellt.
Die Darstellung in voller Lange wiirde den Rahmen dieser Doktorarbeit iiberschreiten.

4.1 Experimenteller Aufbau

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein experimenteller Aufbau fiir XAS-
Messungen an der Mangan-K-Kante bei Raumtemperatur erstellt. Das Prinzip der
Messung besteht darin, die dunkeladaptierten PSII-Proben im Rontgenstrahl mit satti-
genden ns-Laserpulsen durch den katalytischen S-Zyklus zu schalten und dabei die
Anderung der Rontgenabsorption zeitaufgelost zu verfolgen.

Um eine geniigend grofle Anzahl von Proben in der limitierten Messzeit untersuchen
zu konnen, wurde ein automatisierter Probenwechsler entwickelt (Abb. 4.1). Ein com-
putergesteuerter Lineartisch (ATS02015-M-02B-CN, Aerotech Inc., USA) wurde dazu
mit einem neu konstruierten Probentrigeraufbau verbunden. Dieser Wechsler konnte
mit zwei verschiedenen Einsétzen fiir beide Arten von XAS-Probentriagern (Abb. 2.1,
S. 24 und Abb. 3.8, S. 47) versehen werden. Die einzelnen PSII-Proben konnten mit
einer Genauigkeit von +4 pym im Rontgenstrahl positioniert und die Probenposition
konnte innerhalb von ~1 Sekunde verdndert werden. Der Wechsel zwischen zwei Proben
dauerte nur ~3 Sekunden und erlaubte XAS-Messungen von 20 PSII-Proben innerhalb
von ~5 Minuten. Der gesamte Aufbau wurde senkrecht auf einem Sockel montiert und
konnte variabel zum Synchrotronstrahl ausgerichtet werden.

Abbildung 4.2 zeigt den gesamten experimentellen Aufbau fiir die XAS-Messungen
an der Mn-K-Kante bei Raumtemperatur. Eine schematische Darstellung des Messauf-
baus zeigt Abb. 4.3. Uber eine Optik aus Linsen und Spiegel wurde ein Laserstrahl
(frequenzverdoppelter, giitegeschalteter Nd:YAG Laser, Continuum Minilite, FWHM
5 ns, 532 nm, ~150 mJ pro Puls, 400 ms Abstand zwischen den Pulsen) aufgeweitet
und gleichzeitig auf beide Seiten der Probe fokussiert (Laser-Spot ~7 mm?). Somit
konnten in den PSII-Proben die unterschiedlichen S-Zusténde durch Laser-Belichtung
maximiert werden. Gleichzeitig wurde der Rontgenstrahl auflerhalb des eigentlichen
Messintervalls {iber einen schnellen, aulerhalb des Strahlrohrs befindlichen Verschluss
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geblockt, um die Strahlenbelastung der Proben zu minimieren. Der gesamte Aufbau
(Laser, Probenwechsler, Verschluss, Datenaufzeichnung) wurde iiber eine Steuerelek-
tronik synchronisiert. Die Proben befanden sich an Luft in dem temperierten Experi-
mentierraum bei 18 +2 °C.

Messposition B A

1. Probe 20. Probe

Roéntgen- Réntgen-
strahl strahl

Abbildung 4.1: Probenwechsler fiir XAS-Messungen bei Raumtemperatur. (A) Abbildung des kompletten
Probenwechslers mit offener Blende (2) um die Befestigung eines XAS-Probentrigers (1) zu zeigen. Der neu
konstruierte Aufbau war mit dem Lineartisch (3) verbunden. Der Durchlass fiir die Rontgenstrahlung durch
die Blende ist rot markiert. Alle Teile des Wechsler waren zur Minimierung von Streuung des Laserlichts
schwarz eloxiert. (B) Skizze des Aufbaus mit Ausrichtung zum Synchrotronstrahl (roter Pfeil). Der XAS-
Probentrager war so auf der Verfahreinrichtung montiert, dass alle 20 Proben eines Probentragers belichtet
werden konnten. Der gesamt Fahrweg betrug 15 cm, die Proben konnte mit einer Genauigkeit von £4 ym im
Synchrotronstrahl positioniert werden. (C) Detailaufnahme eines XAS-Probentragers (1) bei geschlossener
Blende (2). Diese Blende erméglichte die Bestrahlung einer einzelnen Probe bei gleichzeitiger Abschirmung
aller anderen Proben gegen Rontgenstrahlung und Laserlicht.
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Abbildung 4.2: Experimenteller Gesamtaufbaus fiir Sampling-XAS an der Mangan-K-Kante bei Raumtem-
peratur an der ID26 (ESRF, Grenoble, Frankreich). (1) Automatischer Probenwechsler (Details siehe Abb.
4.1), (2) gepulster Nd-YAG Laser zum Einstellen der S-Zustinde, (3) groBflachiger Szintillationsdetektor,
(4) Referenzprobe KMnQy, (5) Linsen und Spiegel zur Auftrennung und Fokussierung des Laserstrahls,
damit die Probe gleichstark von beiden Seiten belichtet werden konnte, (6) schneller Strahlverschluss zur
Vermeidung von Strahlenschaden, (7) Vorverstarker, (8) Blenden zum Fokussieren der Réntgenstrahls. Ein
Schema des Aufbaus ist in Abb. 4.3 dargestellt. Im Aufbau fiir Flash-and-rapid-scan-XAS variierte nur der
Detektor und die zugehorige Elektronik.
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Abbildung 4.3: Schema zum Aufbau in Abb. 4.2. Es sind die Signal- und Datenverbindungen der einzelnen
Komponenten untereinander eingezeichnet. Der Strahlverschluss, der Laser und die Datenaufzeichnung
wurden (iber eine Steuereinheit miteinander synchronisiert geschaltet. Numerierung wie in Abb. 4.2,
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Die XAS-Messungen bei Raumtemperatur an der Mangan-K-Kante von PSII-
Membranfragmenten wurden wéhrend dreier einwochiger Messtermine am Strahlrohr
ID26 des ESRF in Grenoble (Frankreich) durchgefithrt. Die ID26 ist ein Undulator-
Messplatz mit der Option einer schnellen synchronen Bewegung von Monochromator
und Undulator-Spalt [Sole et al., 1999]. Der Si(220)-Kristall-Monochromator war zur
Unterdriickung von Reflexionen hoherer Ordnung gegeniiber der maximal erreichba-
ren Strahlintensitiat auf 70 % dejustiert. Der Scan-Bereich betrug 6500-7100 eV, die
Grofle des Rontgenstrahl auf der Probe war ~1 mm?. Die Winkel zwischen dem elek-
trischen Feldvektor des Rontgenstrahl und der Normalen der Probenoberfléche betrug
im allgemeinen 55° (, magischer Winkel“, [Dittmer und Dau, 1998]).

Bei einem Teil der Messungen wurde der Rontgenstrahl um den Faktor 25 - 35 durch
Aluminium- und Kapton-Filtern reduziert, um eine Strahlenschédigung wahrend der
Messungen zu vermeiden. Die notwendige Reduktion wurde durch sogenannte 7Time
scans (Zeitverldufe, siehe Abschnitt 4.3) bestimmt. Die Verschiebung der Kantenpo-
sition fiir einen Ubergang im S-Zyklus entspricht einen Wert von ~0,7 ¢V. Die Ront-
genintensitdt wurde so gewéhlt, dass die anhand der Verschiebung der Kantenposition
detektierte Photoreduktion der Probe, iiber den Zeitraum einer Messung, 15 % nicht
iiberschritt. Waren diese Filter eingesetzt, wurden Messungen an Probenhaltern, in de-
nen sich ausschliefllich mehrere Lagen Kapton befanden, durchgefiihrt. Damit konnte
sichergestellt werden, dass weder auf den Filtern noch auf der Kaptonfolie Mangan-
Kontaminationen vorhanden waren.

Es wurden zwei verschiedene Messprotokolle fiir die XAS-Untersuchungen bei RT
am PSII verwendet, sogenannte Sampling- (sieche Abschnitt 4.2.2) und Flash-and-rapid-
scan-XAS (siehe Abschnitt 4.2.3), fiir die der Messaufbau variiert wurde.

Bei Sampling-XAS erfolgten die Messungen durch Aufzeichnung der angeregten
Rontgenfluoreszenz senkrecht zum Rontgenstrahl mit einem grofiflichigen Szintillati-
onsdetektor (19,6 cm? aktive Fliche, 51BMI/2E1-YAP-Neg, Scionix), der mit einem
30-fachen Vorverstirker (Eigenbau, Bandbreite 10 MHz) verbunden war. Das austre-
tende Signal wurde weiter verstérkt (Tektronix AM502, Bandbreite 100 KHz) und mit
einer Abtastrate von 1 MHz von einem Computer, der mit einer 20 MHz A/D-Karte
(Adlink) ausgestattet war, aufgezeichnet.

Bei Flash-and-rapid-scan-XAS erfolgten die Messungen durch Aufzeichnung der an-
geregten Rontgenfluoreszenz senkrecht zum Rontgenstrahl mit einer gro$flachigen PIN-
Photodiode (3,8 cm? aktive Fliche, Eurisys Meassures). Die Anregungsstreustrahlung
und sichtbares Licht wurden durch eine 10um-Chrom- und eine 10pm-Aluminiumfolie
unterdriickt, die als Filter direkt vor die Photodiode montiert wurden. Wahrend die
Streustrahlung im Bereich der Anregungsenergie effizient unterdriickt wurde, wurde
der grofite Teil der K,-Fluoreszenz transmittiert.

Nachfolgend sind die verschiedenen Methoden fiir XAS-Messungen bei RT im
Ablauf skizziert und die daraus resultierenden Moglichkeiten zur Untersuchung des
Mn,Ca-Komplexes im PSII erldutert.
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4.2 Verschiedene XAS-Techniken bei RT

4.2.1 Freeze-quench-Proben fiir den Vergleich mit XAS-
Ergebnissen bei tiefen Temperaturen

Fiir die Einstellung der verschiedenen S-Zusténde in partiell orientierten PSII-Proben
wurde eine sogenannte Freeze-quench-Technik angewendet, die in Abschnitt 3.6 be-
schrieben ist. Diese Technik wurde fiir XAS-Messungen bei tiefen Temperaturen ein-
gesetzt.

Vorteile dieser Methode ist die Moglichkeit der Herstellung von PSII-Proben im La-
bor unter konstanten Bedingungen, der Lagerung von bis zu vier Wochen in fliissigem
Stickstoff und der Bestimmung der S-Zustandsverteilung durch EPR-Untersuchungen
vor den XAS-Messungen. Letzteres ist bei der Auswertung der XAS-Spektren (Entfal-
tung, sieche Abschnitt 4.4) von besonderer Bedeutung.

Die Spektren aus Messungen an Freeze-quench-Proben wurden in dieser Arbeit
zum Vergleich mit den Ergebnissen aus RT-XAS herangezogen.

4.2.2 Sampling-XAS bei RT
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Abbildung 4.4: Beispiel-Protokoll fiir Sampling-XAS. (i) Schnelles Referenzspektrum des Mn,Ca-Komplexes
im S;-Zustand (keine Belichtung durch Laserblitze, Dauer eines Scans 3 s). Der Einschub zeigt das S;-
Spektrum nach der Mittelung und Normalisierung mehrerer Scans. (ii) Zeitverlauf der Fluoreszenz bei
6553 eV (im Anstieg der Mn-K-Kante) mit einer Auflésung von 10 ms pro Punkt. Der Einschub zeigt die
ersten 1,7 s des Zeitverlaufes, in denen die drei Laserblitze gegeben wurden (Pfeile). (iii) Schnelles XAS-
Spektrum, gemessen nach dem Zeitverlauf. Das untere Bild zeigt schematisch den sequentiellen Ablauf des
XAS-Experiments.

Sampling-XAS-Messungen beruhen auf der Aufzeichnung des Zeitverlaufes der In-
tensitdt der Rontgenfluoreszenz bei einer festen Anregungsenergie wéihrend einer Serie
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sittigender Laserblitze. In Abb. 4.4 ist das Mess-Schema fiir diese Methode darge-
stellt. Um ein Referenzspektrum im S;-Zustand zu bekommen, wurde als erstes ein
XAS-Scan an dunkeladaptierten PSII-Proben iiber den gesamten Energiebereich auf-
gezeichnet. Auf einer neuen Probenposition wurde dann ein Zeitverlauf bei einer festen
Anregungsenergien durchgefiihrt, wobei bis zu 10 Laserblitze mit einem Abstand von
400 ms auf die Proben gegeben wurden. Fiir die Normalisierung wurde abschliefend
ein XAS-Spektrum auf der selben Probenposition iiber den gesamten Energiebereich
an der vollstiindig durchreduzierten Proben (Mnl) aufgezeichnet.

Jeder Blitz kann eine Verdnderung in der Fluoreszenzintensitéit induzieren. Diese
Veranderungen entstehen aus der Abhéngigkeit vom S-Zustand des MnyCa-Komplexes.

Zwischen den Laserblitzen konnte eine Photoreduktion der Probe ausgeschlossen
(siche Abschnitt 4.3) und die Fluoreszenzdaten zwischen der Laserblitzen gemittelt
werden. Mehrere solcher Zeitverldufe bei jeder Anregungsenergie wurden gemittelt.
Dadurch konnten die Verdnderungen des Spektrums bei Anderungen des S-Zustands
Punkt fiir Punkt verfolgt werden. Wenn diese Technik auf die Kanten-Region der
Mangan-K-Kante angewendet wird, werden selbst kleinste Anderungen in den XANES-
Spektren fiir alle vier S-Ubergiinge direkt sichtbar.

Fiir den Ubergéingen zwischen den einzelnen S-Zustéinden konnten als absolute
Neuerung die Kinetiken direkt verfolgt werden. Durch diese Technik wurde es erstmals
moglich, Zwischenzustdnde im katalytischen Zyklus des Mn,Ca-Komplexes zu beob-
achten.

4.2.3 Flash-and-rapid-scan-XAS bei RT

schneller Verschluss zum
Réntgenstrahl offen
Start der

Datenauf-
zeichnung

400 ms Abstand 200 ms 200 ms
zwischen den Blitzen

Abbildung 4.5: Schema der Messungen bei Flash-and-rapid-scan-XAS.

0-3
Laserblitze

schneller EXAFS-Scan (12 s)

Bei Flash-and-rapid-scan-XAS wurden, vergleichbar mit Freeze-quench-XAS, kom-
plette Spektren in den verschiedenen S-Zustédnde aufgenommen. Dazu wurden direkt
vor dem jeweiligen Scan 0- 3 Laserblitze auf die Proben gegeben. Die Bedingungen fiir
die Pulsenergie des Lasers und den Abstand zwischen den einzelnen Blitzen, um ein
optimales Weiterschalten im S-Zyklus zu erreichen, wurden experimentell ermittelt.
Waéhrend der Blitze wurde der Rontgenstrahl durch den schnellen Verschluss ausge-
blendet. Kurz nach der Offnung des Verschlusses wurde die Datenaufzeichnung gestar-
tet. Die maximal mogliche Dauer von 12 Sekunden fiir einen Scan wurde zuvor durch
Untersuchungen zur Photoreduktion ermittelt (siehe Abschnitt 4.3). Auf Grund der
schnellen Datenaufzeichnung und der damit verbundenen geringen Aufnahmezeit pro
Datenpunkt mussten viele Spektren fiir die Auswertung gemittelt werden.
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Auch diese Spektren kénnen mit denen der Freeze-quench-Proben verglichen wer-
den und geben so Auskiinfte iiber Unterschiede bei RT- und Tieftemperatur-XAS-
Messungen.

4.3 Charakterisierung der Strahlenschidigung
(Photoreduktion)

Die Wechselwirkung von Roéntgenstrahlung mit Materie beinhaltet bei Energien un-
terhalb von 1 MeV zwei Prozesse: Photoeffekt und inelastischer Streuung (Compton-
Effekt), wobei der Photoeffekt unterhalb von 10 keV dominiert, der Compton-Effekt
oberhalb von 10 keV an Bedeutung gewinnt. Die Mehrzahl der Absorptions- oder Streu-
prozesse in biologischem Material findet an Kohlenstoff-, Sauerstoff-, oder Stickstoffato-
men der Proteine, Lipide oder des Substratwassers statt. Das emittierte Photoelektron
hat typischerweise eine kinetische Energie von einigen keV und l6st eine Kaskade se-
kundérer Ionisationen aus, die zur Bildung von Radikalen und angeregten Zusténden
fithrt. Die Erzeugung dieser potentiell hochreaktiven Radikalpaare in grofler Zahl ist
die Ursache der Strahlenschéidigung in Proteinen. Die Absorption eines Réntgenquan-
tes fithrt zur Bildung von ungefihr 250 Radikalpaaren [Dau et al., 1997]. Selbst bei
tiefer Temperatur sind diese priméren Radikale mobil. Eine Hypothese hinsichtlich der
stattfindenden Radikalbildung und der Rekombinationsprozesse ist in [Grabolle, 2005;
Grabolle et al., 2006] ausfiihrlich dargestellt.

Der Mechanismus der Photoreduktion durch Réntgenstrahlung im PSII ist nur un-
zureichend verstanden. Es wird von einer Abhéngigkeit der Geschwindigkeit der Pho-
toreduktion vom Redoxpotential ausgegangen [Grabolle et al., 2006]. Diese Vermutung
wird durch neuere Untersuchungen zur rontgeninduzierten Verédnderung in Protein-
kristallen gestiitzt, welche die Existenz von Zentren besonders groffer Empfindlichkeit
zeigen [Yano et al., 2005]. Redoxinerte Aminoséurereste sind kaum von der Strah-
lungseinwirkung betroffen, wahrend potenziell redoxaktive und besonders elektrophile
Zentren (z.B. Disulfidbriicken) reduziert werden [Weik et al., 2000; Burmeister, 2000].

Durch Photoreduktion werden die Mn-Atome im PSII reduziert und die Struktur
des MnyCa-Komplexes wird modifiziert. Dabei kommt es zum Aufbrechen der p-O-
Briicken zwischen den Mn-Atomen und zur Verldngerung der Mn-Mn-Abstande. Letzt-
endlich wird Mn' gebildet, welches nach und nach aus der Bindungsstelle im Protein in
das umgebende Medium austreten kann. Fiir jedes spezifische Rontgenexperiment sind
daher Kontrollversuche notwendig, um die Artefakte infolge der Strahlenschadigung zu
vermeiden oder bei der Interpretation der Ergebnisse zu beriicksichtigen (sieche Kom-
mentar von Yano et al. [2005] zu der postulierten Geometrie des MnyCa-Komplexes in
[Ferreira et al., 2004]).

Die ermittelten Raten der rontgeninduzierten Photoreduktion des MnyCa-
Komplexes sind in Tabelle 4.1 aufgelistet. Fiir Untersuchungen bei RT wurden Se-
rien von XAS-Spektren aufgenommen, ohne den Bestrahlungsbereich auf der Probe zu
dandern. Die so erhaltenen Spektren reflektieren die strahlungsinduzierten Verdnderun-
gen des MnyCa-Komplexes. Bei 20 K verschiebt sich die Mn-K-Kante zu niedrigeren
Energien unmittelbar nach dem Einsetzen der Rontgenstrahlung.

Es wird deutlich, dass die Rate der Photoreduktion 2-3 mal hoher ist bei Pro-
ben, die sich vorrangig im So- und Ss-Zustand befinden, im Vergleich zu Proben im
So- und S;-Zustand. Der Verlauf der Photoreduktion zeigt ein zweiphasiges Verhalten
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Anfangsrate Kanten- geschétzter relative  ge-
der rontgen- | verschiebung | Photonen- mittelte Rate
induzierten wihrend des | fluss, der  Photo-
Probe | Temperatur Photoreduk- | XAS-Scans, Ix_ray reduktion,

tion von Mn, | -AE.qg. K JTxray
Kinit.

[eV /min] [eV] [Phot./ [%0]

(s x mm?)]

D2 Bending magnet-Messplatz, Bestrahlungsfliche ~5 mm?, Datenaufnahme 20 min

OF 20 K 0,0023 0,045 1,5 x 10! 74
1F 0,0050 0,100
2F 0,0047 0,094
3F 0,0032 0,064
ID26 Undulator-Messplatz, Bestrahlungsfliche ~1 mm?, Datenaufnahme 12 s
oF RT 0,14 0,028 1 x 1013 93
1F (Flash-and- | 0,37 0,074
2F rapid-scan- | 0,48 0,096
3F XAS) 0,28 0,056
ID26 Undulator-Messplatz, Bestrahlungsfliche ~1 mm?, Datenaufnahme 400 ms
OF RT 4,8 0,032 3 x 10 100
1F (Sampling- | 13,8 0,092
2F XAS) 15,2 0,101
3F 7,2 0,048

Tabelle 4.1: Raten der rontgeninduzierten Photoreduktion des MngCa-Komplexes bei Raumtemperatur
und bei 20 K. Die Anfangsraten ergaben sich durch lineare Simulation der Daten in Abb. 4.7 und 4.8 fiir
PSII-Proben, die mit null, ein, zwei oder drei Laserblitze belichtet worden waren.

[Grabolle, 2005]. In der schnellen Phase kommt es zu einer Ein-Elektroneniibertragung,
die nachfolgende Hauptphase ist um den Faktor ~100 langsamer. Die Ratenkonstan-
te der langsamen Phase zeigt eine etwa lineare Temperaturabhéngigkeit mit einem
deutlich Sprung bei ~200 K (Abb. 4.6). Damit kann die Proteindynamik als ratenlimi-
tierend angesehen werden [Angell, 1995; Weik, 2003]. Es wird deutlich, dass besonders
in XAS-Messungen bei Temperaturen iiber 200 K die Strahlenschiddigung eine grofie
Rolle spielt.

In Flash-and-rapid-scan-Experimenten an der ID26 wurden die Rontgenfluoreszenz
in Abhéngigkeit von der Zeit bei einer festen Anregungsenergie im Bereich der Mn-K-
Kante (6549,5 ¢V) aufgenommen, um die Rate der Photoreduktion zu ermitteln (Abb.
4.7 (A)). In diesem Falle war der Photonenfluss gegeniiber dem Maximalfluss um den
Faktor 25- 35 durch verschiedene Filter reduziert. Die Energie 6549,5 eV befindet sich
im Anstieg des Mn-K-Kanten-Spektrums und es ist ein deutlicher Anstieg der Fluo-
reszenzintensitit infolge der Kantenverschiebung zu niedrigen Energien zu beobachten
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Abbildung 4.6: Photoreduktion des Mn;Ca-Komplexes in Abhangigkeit von der Temperatur. Darge-
stellt sind die Ratenkonstanten, ermittelt durch einfach-exponentielle Simulation der Zeitverldufe (gemaB
F=Fo+A(l - ¢*t)). Entnommen aus [Grabolle, 2005].

(siche Einschub in Abb. 4.7 (A)). Es ist ebenfalls ein zweiphasiges Verhalten in der
Anderung der Fluoreszenz in Abhingigkeit von der Bestrahlungsdauer zu beobachten.
Anstelle der schnellen Phase bei tiefen Temperaturen tritt hier eine Verzogerungs-
phase vor dem exponentiellen Anstieg auf [Haumann et al., 2002a]. Innerhalb dieser
Verzogerungsphase findet keine Photoreduktion des Mn,Ca-Komplexes statt. Von ex-
perimentellem Interesse war es daher, die Dauer eines Scans soweit zu verkiirzen, dass
entweder ein komplettes XAS-Spektrum innerhalb der Verzogerungsphase aufgenom-
men werden konnte oder aber die Strahlenschiadigung soweit zu minimieren, dass nur
ein geringer Prozentsatz von <5 % der Mn-Atome wihrend der XAS-Messungen zu
Mn'! reduziert wird.

Bei der Annahme eines Oxidationszustands von Mn*MnlY im S;-Zustand ist die
vollstindige Reduktion des Komplexes zu Mnl mit der Aufnahme von sechs Elektronen
verbunden. Der gesamte Anstieg der Fluoreszenz auf Grund der Photoreduktion kann
nach einer Kalibrierung als Energie der K-Kante wiedergegeben werden (zweite Y-Skala
in Abb. 4.7 (A)). Ausgehend von Proben in S;-Zustand wird eine Verzogerungsphase
beobachtet, die bei dem hier vorherrschenden Photonenfluss bei ~40 Sekunden lag.
Diese initiale Verzogerungsphase tritt bei 20 K nicht auf. Bei Proben, die durch La-
serblitze belichtet worden waren (Sq, S3, Sp), war eine verkiirzte Verzogerungsphase zu
beobachten.

Abbildung 4.7 (B) zeigt die ersten fiinfzehn Sekunden der Zeitverldufe, durch-
gefithrt an dunkeladaptierten Proben (0F) und an Proben, die mit einem (1F), zwei
(2F) oder drei (3F) Laserblitzen unmittelbar vor dem Einsetzen der Strahlenbelastung
belichtet worden waren. Aus den Messungen bei 20 K (Tabelle 4.1) ergab sich eine
hohere Anfangsrate der rontgeninduzierten Photoreduktion bei 1F- und 2F-Proben im
Vergleich zu 3F- und OF-Proben. Das selbe Verhalten zeigte sich in RT-Messungen.
Am Ende des RT-XAS-Scans von 12 Sekunden ist die maximale Verschiebung der K-
Kante zu niedrigeren Energien kleiner als 0,1 eV. Im Falle des Mangans korreliert die
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Abbildung 4.7: Photoreduktion des Mn,Ca-Komplexes in Flash-and-rapid-scan-XAS-Experimenten bei RT
und abgeschwichtem Rontgenstrahl. (A) Normalisierter Zeitverlauf der Réntgenfluoreszenz bei einer festen
Anregungsenergie von 6549,5 eV des anfanglich im S;-Zustand befindlichen Mn,Ca-Komplexes. Die diinne
Linie zeigt eine mono-exponentielle Simulation ohne Beriicksichtigung der Verzogerungsphase. Einschub:
Spektrum der Mn-K-Kante vor dem Zeitverlauf (S1-Zustand mit Mni"Mn}V') und nach 15 min Strahlenbe-
lastung (Mn'!). Der Pfeil markiert den Anstieg der Fluoreszenz bei der Anregungsenergie des Zeitverlaufs.
(B) Die ersten 15 s der Zeitverldufe von Proben des MnsCa-Komplexes im anfanglichen S;-Zustand (OF)
und nach Belichtung mit einem (1F), zwei (2F) und drei (3F) Laserblitzen um den Sy-, S3- und So-Zustand
einzustellen. Jeder Punkt ist aus 3-4 Zeitverldufen gemittelt. Die Linien geben lineare Simulationen mit
Parametern, die in Tabelle 4.1 aufgelistet sind, wieder.

Position der K-Kante auf der Energieachse mit dem Oxidationszustand des absorbie-
renden Manganatoms. Eine Reduktion fiihrt zu einer Kantenverschiebung zu geringe-
ren Energien [Dau und Haumann, 2003]. Da eine Ein-Elektronen-Oxidation eines der
vier Manganatome beim Ubergang S; — S, zu einer Verschiebung der K-Kante um
0,7-0,8 eV fiihrt [Dau und Haumann, 2003], reflektiert eine Verschiebung um 0,1 ¢V
eine Ein-Elektronen-Reduktion bei maximal 15 % der Mn,Ca-Komplexe bzw. <4 %
der vorhandenen Mn-Atome. Damit verblieben mehr als 95 % der Mn-Atome in ihrem
Oxidationszustand wahrend der gesamten Dauer einer einzelnen Flash-and-rapid-scan-
Messung. Bei einem stark abgeschwichten Rontgenstrahl und einer Scandauer von
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12 Sekunden kann damit der Einfluss der Photoreduktion auf die XAS-Spektren in den
Flash-and-rapid-scan-Experimenten vernachléssigt werden.
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Abbildung 4.8: Photoreduktion des Mn,Ca-Komplexes unter Sampling-XAS-Bedingungen bei RT und ma-
ximalen Photonenfluss. (A) Normalisierter Zeitverlauf der Rontgenfluoreszenz bei einer festen Anregungs-
energie von 6553 eV. Die Zeitauflosung betrug 20 ms pro Punkt. Jeder Zeitverlauf ergibt sich aus dem
Mittelwert von 3-4 Scans an unterschiedlichen Proben. (B) Die ersten zwei Sekunden der Zeitverl3ufe
in (A). Die Pfeile markieren die Zeitpunkte, bei denen die Laserblitze gegeben wurden. Durchgezogenen
Linien stellen lineare Simulationen des Verlaufes dar. Die Balken in dem untersten Verlauf illustrieren den
Daten-Bereich, in dem vor dem ersten Blitz (OF) und nach einem (1F), zwei (2F) und drei (3F) Blitzen
zur Konstruktion der XAS-Spektren gemittelt wurde.

Bei den Sampling-XAS Experimenten zum zeitlichen Verhalten des Mn,Ca-
Komplexes wihrend der Bestrahlung wurde der maximale Photonenfluss verwendet.
Um die Rate der Photoreduktion unter diesen Bedingungen abschitzen zu konnen,
wurden ebenfalls Zeitverlaufe aufgezeichnet. Abb. 4.8 (A) zeigt die Fluoreszenzinten-
sitdt in Abhéngigkeit von der Zeit bei Proben, die mit 0, 1, 2 oder 3 Laserblitzen be-
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lichtet worden waren. Nach ungefihr einer Minute waren alle vier Mn-Atome zu Mn'!
reduziert, es kam zu keiner Anderung der Fluoreszenzintensitit mit weiterer Ront-
genbestrahlung. Die Photoreduktion kann nach einer Verzogerungsphase (von ~2-3 s
Lénge im S;-Zustand) durch eine mono-exponentielle Simulation beschrieben werden.
Die Zeitkonstante ist nahezu unabhéingig vom S-Zustand. In Abb. 4.8 (B) werden die
ersten Sekunden dieser Zeitverlaufe dargestellt. Die Zeitpunkte, an denen die Laserblit-
ze gegeben wurden, sind mit Pfeilen markiert. Jeder Blitz induziert einen Sprung im
Fluoreszenzniveau, welcher auf die unterschiedlichen Positionen der K-Kanten der ein-
zelnen S-Zusténde zuriickzufiihren ist. In den ersten zwei Sekunden nach dem letzten
Blitz kann ein lineare Anstieg angenommen werden. Dabei zeigt sich auch hier, dass die
anfingliche Photoreduktion des MnyCa-Komplexes 2-3 mal schneller ist bei Proben,
die im Sy- und Ss-Zustand vorliegen, verglichen mit Proben im Sp- und S;-Zustand
(Tabelle 4.1). Bei den Sampling-XAS-Experimenten wurden nur die Datenpunkte im
Zeitintervall zwischen den einzelnen Blitzen (siche Abb. 4.8 (B)) fiir die Konstruktion
von XAS-Spektren verwendet. Innerhalb dieses Zeitbereichs war die maximale Kan-
tenverschiebung durch die Photoreduktion nicht grofler als 0,1 eV. Damit ist bei den
Sampling-Experimenten ebenfalls der Einfluss der Photoreduktion vernachlassigbar ge-
ring.

e Es wurde vor den eigentlichen XAS-Messungen eine griindliche Untersuchung der
Photoreduktion des Mn,Ca-Komplexes bei RT auf PSII-Proben durchgefiihrt.
Dabei konnte fiir Flash-and-rapid-scan-XAS eine Scan-Dauer von 12 s ermittelt
werden, in der keine Reduktion des Mn,Ca-Komplexes stattfindet und dadurch
die strukturellen und elektronischen Informationen in dem Spektrum unverandert
blieben. Bei den Untersuchungen zu Sampling-XAS konnte gezeigt werden, dass
die Summation der Fluoreszenzintensitét iiber 400 ms nach jedem Blitz unkritisch
ist, unabhingig vom S-Zustand.

4.4 Vergleich von XAS bei RT und 20 K

Ein wichtiger Aspekt von XAS-Untersuchungen bei Raumtemperatur am Mn,Ca-
Komplex des PSII war der Vergleich mit Daten aus Untersuchungen bei tiefen Tem-
peraturen. Durch den Vergleich von XANES- und EXAFS-Spektren in allen vier
S-Zustanden sollte geklart werden, ob unter quasi-physiologischen Bedingungen bei
Raumtemperatur die selben Ergebnisse erzielt werden, wie bei 20K-Experimenten.
Abbildung 4.9 zeigt die Kantenspektren des Mn,Ca-Komplexes im PSII bei 20 K
und bei RT. (A) Bei der Freeze-quench-Prozedur werden PSII-Proben in verschiede-
nen S-Zusténden, wie in Abschnitt 3.6 beschrieben, hergestellt. Die XAS-Messungen
wurden bei 20 K durchgefiihrt. (B) Die Messungen bei RT wurden nach dem Samp-
ling-Prinzip durchgefiihrt. Die Kanten der reinen S-Zusténde wurden aus den XANES-
Spektren durch eine Entfaltungsprozedur gewonnen, welche die Zustandsdurchmi-
schung in den PSII-Proben durch unvollstiandiges Fortschreiten im katalytischen Zyklus
beriicksichtigt. Die Parameter fiir die Entfaltung wurden durch Simulationen der Os-
zillation des So- Multiline EPR-Signals, durch Messung der prompten Fluoreszenz und
der Rekombinationsfluoreszenz der Antennen-Chl des PSII bestimmt (auf die Entfal-
tungsprozedur und deren Auswirkung auf die Auswertung von XAS-Spektren wird in
[Haumann et al., 2005b], Supporting Information, ausfiihrlich eingegangen).
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Abbildung 4.9: Kantenspektren des Mn,Ca-Komplexes in den vier S-Zustinden. (A) Ergebnisse von Freeze-
quench-Proben, gemessen bei 20 K nach null (OF, schwarz), einem (1F, blau), zwei (2F, rot) und drei (3F,
griin) Blitzen (obere Kurvenschar) sowie Ergebnisse fiir die reinen S-Zusténde nach der Entfaltung (untere
Kurvenschar). (B) Ergebnisse wie in (A), jedoch aus Zeitverlaufsmessungen an dunkeladaptierten Proben
bei Belichtung mit sattigenden Laserblitzen im Abstand von 400 ms (Sampling-XAS). Die Einschiibe stellen
jeweils einen vergréBerten Ausschnitt des Vorkanten-Maximums dar.

Fiir die Bestimmung der Kantenenergien wurde die Integralmethode verwendet
([Dau et al., 2003], zum Vergleich der unterschiedlichen Methoden zur Bestimmung der
Kantenenergie siehe [Liebisch, 2005]). Die mit unterschiedlichen Methoden gemessenen
Spektren weisen groBe Ahnlichkeit auf. Betrachtet man die Unterschiede zwischen den
Spektren von verschiedenen S-Zusténden, so lasst sich eine annéhernd gleich grofie po-
sitive Kantenverschiebung fiir die Ubergéinge S1— S9, So — S3 und Sy — S; beobachten.
Im Ubergang S3.4 — S¢ verschiebt sich die Kante zu niedrigeren Energien.
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Abbildung 4.10: XANES-Differenzspektren. (-) Differenzen in den Kantenspektren aus Abb. 4.9 (A) der
reinen S-Zustande bei 20 K. (o) Differenzen in den Kantenspektren aus Abb. 4.9 (B) der reinen S-Zusténde
bei RT. Die gestrichelte Linie lauft durch das Minimum im S,-S;-Differenzspektrum.

In Abb. 4.10 sind die XANES-Differenzspektren der reinen S-Zustinde bei 20 K
und bei RT dargestellt. Im Gegensatz zum S; — So-Ubergang ist beim S, — S3-Uber-
gang eine Verschiebung im ansteigendem Teil der Kante zu beobachten (Minimum bei
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6552 eV in Abb. 4.10, schwarzer Pfeil). AuBerdem ist nur beim S, — Ss-Ubergang ein
signifikanter Anstieg in der Absorption bei 6558 eV detektierbar (weifler Pfeil in Abb.
4.10). Die mit der Integralmethode bestimmten Anderungen der Kantenpositionen sind
in Tabelle 4.2 zusammengefasst. Es lédsst sich feststellen, dass sich die in Messungen bei
20 K beobachteten Kantenverschiebungen von jeweils etwa 0,7 eV pro S-Zustandsiiber-
gang durch Messungen bei Raumtemperatur unter quasi-physiologischen Bedingungen
bestitigen. Die Grofie der Verschiebung ist in Ubereinstimmung mit der Annahme,
dass in jedem Ubergang ein Manganatom oxidiert wird.

Exante / €V AEgante / €V
S1 So— 51 | 51— 52 | S2— S35 | S3— S
20 K 6551,62 0,58 0,76 0,71 -2,05
295 K 6551,79 0,57 0,77 0,70 -2,06

Tabelle 4.2: Anderungen der Kantenenergie infolge der S-Uberginge. Die angegebenen Energien resultieren
aus entfalteten Spektren fiir reine S-Zustdnden, die bei 20 K bzw. bei Raumtemperatur gemessen wurden.
Die Kantenpositionsbestimmung erfolgte mit Hilfe der Integralmethode an auf eins normierten Spektren
(Parameter: p3 =0,15; pp =1; siehe [Dau et al., 2003]).

Aus den Kantenenergien kann der mittlere Oxidationszustand der Mn-Atome im
PSII bestimmt werden [Dau et al., 2003]. Form und Energie der Kante hdngen von
der absoluten Ladung und von Parametern wie Metall-Ligand-Bindungsldnge und
-Geometrie ab. Der Kantenverlauf beim S;- und Ss-Zustand ist annédhernd gleich, es
tritt nur eine Verschiebung zu héheren Energien auf. Daraus kann auf eine Oxidation
ohne groBe strukturelle Anderungen geschlossen werden. Die spezifischen Verénderun-
gen der K-Kante, die wihrend des S; — Ss-Ubergangs beobachtet werden, kénnen durch
die Annahme eines Uberganges von fiinffach koordiniertem Mn'"" zu sechsfach koordi-
niertem Mn'V erklirt werden. Diese Annahme ist mit den EXAFS-Ergebnissen verein-
bar, die im Gegensatz zu den anderen Ubergingen beim S, — S3 keine Verkiirzungen
der mittleren Mangan-Ligand-Distanzen aufweisen [Dau et al., 2003; Liebisch, 2005].

Durch die Sampling-Methode kénnen spektrale Anderungen direkt verfolgt wer-
den (Abb. 4.11). Bei verschiedenen Anregungsenergien konnte die Richtung und das
relative Ausmafl der Anderungen der Réntgenabsorption, die mit den individuellen
S-Zustandsiibergdngen verbunden sind, unmittelbar beurteilt werden. Abb. 4.11 zeigt
fiir ausgewéhlte Anregungsenergien die Zeitverlaufe der Rontgenfluoreszenz, wéihrend
die Proben mit drei Blitzen belichtet wurden. Im ansteigenden Teil der K-Kante (bei
6549 eV) induziert der erste und zweite Blitz eine ungeféhr gleichgroe Abnahme der
Fluoreszenzintensitét, wihrend bei 6553 eV die durch den zweiten Blitz hervorgerufene
Abnahme deutlich kleiner war. Bei 6560 eV, d.h. unmittelbar vor dem Hauptmaximum
der K-Kante, induziert der erste Blitz ein Absorptionszunahme, dagegen der zwei-
te Blitz eine Abnahme. Die Positionen der drei Energien in der K-Kante sind durch
Pfeile im linken unteren Bild von Abb. 4.11 markiert. Die Zeitverlaufe im EXAFS-
Bereich von 6635-6860 eV (rechtes unteres Bild in Abb. 4.11) weisen nur auf kleine
Absorptionsénderungen beim ersten Blitz hin. Jedoch legen die jeweils deutlichen Ande-
rungen beim zweite und dritte Blitz nahe, dass im Vergleich zum S; — S,-Ubergang
die Uberginge Sy — S5 und S3.4 — So mit signifikanten strukturellen Anderungen im
Mn,Ca-Komplex verbunden sind.
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Abbildung 4.11: Durch Laserblitze hervorgerufene Anderungen der Rontgenfluoreszenz wihrend des S-
Zyklus des MnsCa-Komplexes. Das obere Bild stellt die Zeitverldufe der Fluoreszenz bei ausgewahlten
Anregungsenergien im Bereichs der K-Kante und des EXAFS-Bereich dar. Die Zeitaufldsung betrug 20 ms
pro Datenpunkt. Die Pfeile zeigen die Zeitpunkte der Laserblitze an. Die Punkte geben den Fluoreszenzpegel
wieder, der sich aus der Mittelung der Daten zwischen den Blitzen berechnet. Das linke untere Bild zeigt ein
K-Kanten-Spektrum bei Raumtemperatur an einer dunkeladaptierten Proben. Das rechte Bild stellt die k3-
gewichteten EXAFS-Oszillationen auf einer Energieskala dar. Die Pfeile markieren die Anregungsenergien
aus dem oberen Bild.

In Abb. 4.12 sind die EXAFS-Spektren und die zugehorigen Fourier-
Transformierten bei 20 K und RT dargestellt: (A) Messungen bei 20 K mit Freeze-
quench-Proben. (B) Flash-and-rapid-scan-Messungen. (C) Ergebnisse aus Sampling-
XAS. In den FTs der 20 K-Spektren sind im Vergleich zu den Spektren bei RT die
Maxima deutlich schmaler und héher, ansonsten sind die mit den S-Ubergéngen ver-
bundenen Anderungen #hnlich. Die Amplitude der FT-Maxima ist fiir den S;- und den
So-Zustand (dunkeladaptierte Proben und 1F-Proben) ungeféhr gleich. In 2F-Proben,
in denen sich die Mehrzahl der Zentren im S3-Zustand befindet, nimmt die Stérke dieser
Oszillationen deutlich zu und nach dem dritten Blitz (mehrheitlich Sy, 3F) wieder ab.
In dem mit II bezeichneten Maximum in den Fourier-Transformierten ist beim Uber-
gang von S; nach Sy (schwarze bzw. blaue Linie) fast keine Anderung zu beobachten,
wihrend der Ubergang S, nach Sg eine deutliche Zunahme und der Ubergang von Ss
nach Sy eine Abnahme des Maximums zeigt. Diese Anderungen finden sich in allen drei
Datensétzen wieder.

Simulationen der EXAFS-Spektren mit einem Zwei-Schalen-Fitansatz fithren zu
weitgehend identischen Ergebnissen hinsichtlich der Koordinationszahlen und Distan-
zen fiir die Daten bei 20 K und RT. Der Debye-Waller-Faktor ist auf Grund verstérkt
thermischer Unordnung bei RT gegeniiber 20 K erhoht. Dabei ist bei dunkeladaptierten
PSII-Proben und nach dem ersten und dritten Blitz die Anzahl der Mn-Mn-Vektoren
mit ~2,7 A Linge nahezu eins (Tabelle 4.3). Nach zwei Blitzen ist die Anzahl un-
gefahr 1,5. Diese Beobachtung steht im Einklang mit der Annahme, dass sich wahrend
des Sy — S3-Ubergang eine weitere Mn-(1-O)o-Mn-Briicke bildet. Das daraus abgeleitet
Modell der photosynthetischen Wasserspaltung wird in Abschnitt 4.7 diskutiert.
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o XAS-Ergebnisse bei RT und bei 20 K zeigen, dass nur minimale temperatur-
abhéingige Anderungen in den Absorber-Riickstreuer-Abstinden auftreten. In
allen S-Zusténden kann daher eine temperaturabhingige Anderung des Proto-
nierungsgrades der di-u-O-Briicken oder Anderungen in den Mn-Verbriickungen
ausgeschlossen werden. Dies ist in Hinblick auf die Erstellung detaillierter me-
chanistischer Modelle von grofler Bedeutung.
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Abbildung 4.12: Fourier-Transformierte und EXAFS-Oszillationen des Mn,Ca-Komplexes nach der Be-
lichtung mit Laserblitzen. (A) Freeze-quench-Messungen bei 20 K. (B) Flash-and-rapid-scan-Messungen
bei Raumtemperatur. (C) Sampling-XAS bei Raumtemperatur. In der rechten Spalte werden die k*-
gewichteten EXAFS-Oszillationen nach null (schwarze), einem (blaue), zwei (rote) und drei (griine Punkte)
Blitzen sowie Simulationen mit einem Zweischalen-Fitansatz (schwarze durchgezogene Linie) gezeigt (Pa-
rameter siehe Tabelle 4.3). Die linke Spalte zeigt die Amplituden der Fourier-Transformierten der EXAFS-
Daten aus der rechten Spalte (gleicher Farbcode). Die Fourier-Transformationen wurden unter Anwendung
eines cos2-Fensters iiber 10 % des k-Bereiches, und fiir k-Werte von 1,8 bis 11.8 A1 (A), von 1,8 bis
11,4 At (B) und von 1,8 bis 9,9 Al (C) durchgefiihrt. Fourier-Peak I: Mn-O/N bei 1,8-2 A: 1I: Mn-Mn
bei ~2,7 A, Mn-Mn bei ~3,1 A; Ill: Mn-Mn/Ca bei 3,3-3,6 A.
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N; (per Mn)/R;(A)/o:(A)

Mn-O/N Mn-Mn Rr (%)
20 K OF 4,55/1,858/0,112 1,24/2,712/0,045 27,2
1F* 4,48/1,849/0,091 0,96/2,711/0,033 21,7
OF  4,79/1,848/0,087 1,41/2,736/0,047 20,4
3F  4,65/1,857/0,009 1,25/2,742/0,065 22,3
RT OF 4,17/1,849/0,114 1,09/2,716/0,082 35,2
(Flash-and-rapid-scan-XAS) 1F  4,23/1,842/0,116 1,02/2,708/0,084 36,8
OF  4,68/1,844/0,098 1,49/2,730/0,079 33,6
3F  4,37/1,850/0,104 1,20/2,741/0,080 28,5
RT OF 4,07/1,851/0,111 1,13/2,713/0,069 23,7
(Sampling-XAS) IF  4,27/1,842/0,108 1,09/2,712/0,066 24,3
2F  4,89/1,839/0,104 1,32/2,738/0,062 20,9
3F 4,20/1,845/0,112 1,24/2,742/0,000 32,8

Tabelle 4.3: Ergebnisse der Zweischalen-Simulation der EXAFS-Oszillationen nach null, einem, zwei oder
drei Blitzen. N;: Koordinationszahl pro Mn-Atom, R;: Distanz zwischen absorbierendem Manganatom
und Riickstreuer, O'izi Debye-Waller-Faktor, Rg: gewichteter R-Faktor. Die Rg-Werte wurden aus Fourier-
gefilterten Spektren iiber einen Bereich von 1-3,5 A reduzierter Distanz berechnet. Fiir die Simulationen
der k3-gewichteten EXAFS-Oszillationen betrug der k-Bereich 1,8 bis 11,8 Al (20 K), 1,8 bis 11,4 A!
(RT, Flash-and-rapid-scan-XAS) und 1,8 bis 9,9 A"t (RT, Sampling-XAS). * Kontinuierlich belichtet bei
200 K, siehe Abschnitt 2.4.2.

4.5 Zeitaufgeloste XAS bei RT

Durch Messungen von Zeitverldufen der Fluoreszenzintensitit wahrend einer Sequenz
von Laserblitzen konnte der MnyCa-Komplex beim Durchlaufen des katalytischen Zy-
klus direkt beobachtet werden (Abb. 4.13). Bei einer Zeitauflosung von 10 ps konnten
so die Redoxiibergéinge des Metallzentrums in Echtzeit verfolgt werden. In Abb. 4.13 ist
deutlich eine Oszillation in der Fluoreszenzabsorption mit der Periode vier zu beobach-
ten, die sich in geddmpfter Form nach dem fiinften Blitz wiederholt. Die gesamte La-
sersequenz dauerte weniger als fiinf Sekunden, damit konnten Strahlenschéden entspre-
chend der Untersuchungen zur Photoreduktion im vorherigen Abschnitt ausgeschlossen
werden. Die Anderungen in der Fluoreszenz wurde nur durch die S-Zustandspopulation
des Mn,Ca-Komplexes bedingt.

Die Verdnderungen der Mn-Rontgenfluoreszenz in PSII-Proben wéahrend der Be-
lichtung mit Laserblitzen wurden mit einer Zeitauflésung von 10 us verfolgt (Abb. 4.14).
Die bei einer Anregungsenergie von 6552 eV fiir den S; — Sy- und S, — S3-Ubergang
beobachtete einfach-exponentielle Abnahme zeigt die Oxidation des Mn4Ca-Komplexes
durch das Y;*-Radikal mit Zeitkonstanten t;/2 von 70 ps und 190 ps. Fiir den Sp — Si-
Ubergang war ty, <30 ps. Fiir S3— Sy induziert der Laserblitz eine Absorptionszu-
nahme, hervorgerufen durch die Mn-Reduktion durch die dem Substratwasser entzo-
genen Elektronen mit t;/, =1,1 ms, mit einer voraus gehenden Verzogerungsphase von
~250 ps (Abb. 4.15). Diese Verzogerungsphase deutet auf einen Zwischenzustand hin,
der als S;-Zustand interpretiert werden kann.
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Abbildung 4.13: Anderungen der Fluoreszenz nach 1 bis 10 Laserblitzen bei einer Anregungsenergie von
6552 eV. Nur die 5 ms vor und 15 ms nach jedem Blitze (Pfeile) sind abgebildet. Die einzelnen Transienten
wurden nachtréglich korrigiert, da ein leichter linearer Anstieg der Fluoreszenz durch ein Nachgliihen des
YAP-Kristalls im Szintillationsdetektor auftrat.

Die beobachtete Verzogerungsphase konnte auch durch einen kleinen Anteil an
PSII-Reaktionszentren hervorgerufen werden, die erst beim dritten Blitz den Sy — Ss3-
Ubergang vollzichen (Misses beim ersten und zweiten Blitz). Um dies ausschliefen zu
konnen, wurde die Anderung der Fluoreszenz in Abhéngigkeit von der Zeit zusitzlich
bei einer Anregungsenergle von 6556 eV untersucht. Bei dieser Energie wird durch
den Sy — S3-Ubergang keine Anderung in der Réntgenabsorption erzeugt. Abb. 4.16
zeigt, dass die Verzogerungsphase auch bei dieser Anregungsenergie beobachtet wird.
Damit kann erstmals die Existenz eines Intermediates im Ubergang S3 — Sy beobach-
tet werden. Dieser Zwischenzustand ist der bisher hypothetische S;-Zustand. Es war
umstritten, ob der S,-Zustand als diskretes chemisches Intermediat existiert oder Uber-
gangscharakter hat. Zwei Charakteristika von XAS-Untersuchungen erleichterten die
»Entdeckung” des S;-Zustands. (1) Gegeniiber spektroskopischen Untersuchungen der
Mn-Absorption im UV-Bereich sind XAS-Messungen ausschliellich Mangan-spezifisch.
(2) Die Untersuchungen am isosbestischen Punkt des S, — S3-Uberganges (6556 eV)
vermeiden Verfilschungen der Kinetiken durch Beitrége, die aus dem unvollsténdigen
Weiterschalten im S-Zyklus resultieren.

Zur strukturellen Natur des S;-Zustands kénnen folgende Aussagen getroffen wer-
den. Erstens kann die Bildung eines MnY=0-Motives (doppelt gebundener Sauerstoff
an einem fiinffach koordiniertem Mn-Atom), wie von McEvoy et al. [2004] postuliert,
ausgeschlossen werden. In Abb. 4.17 (A) ist der fiir die Mn=0-Bildung erwartete
und der tatsdchlich gemessene Zeitverlauf der Fluoreszenz im Vorkantenbereich bei
6541,5 eV aufgetragen. Das typische Merkmal eines XANES-Spektrums von einem
Metallzentrum mit einer Mn=0-Einheit ist das grofle Vorkanten-Maximum mit einer
Hohe von ~50 % des Kantensprungs (* in Abb. 4.17 (B)). Bei der Bildung einer solchen
Einheit an einem der vier Manganatome wihrend des Ss — So-Uberganges wiire eine
Verdoppelung der Hohe des Vorkanten-Maximums zu warteten. Auflerdem miisste eine
signifikante Verschiebung der K-Kante zu héheren Energien und eine Anderung des
Kantenverlaufes, ersichtlich aus Abb. 4.17 (B), zu beobachten sein. Keines der beiden
Phinomene tritt jedoch auf. Damit kann die Bildung einer MnV=0- oder Mn!V=0-
Einheit im S, mit groler Sicherheit ausgeschlossen werden.
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Abbildung 4.14: Kinetiken der blitzinduzierten Oxidationszustandsinderungen des Mn4Ca-Komplexes durch
zeitaufgeloste XAS-Experimente. Fiir 5 ms vor und 15 ms nach jedem Blitz wurden die Proben einem
Rontgenstrahl der Energie 6552 eV ausgesetzt. Die Zeitaufldsung betrug 10 us pro Datenpunkt. Durchge-
zogene Linien: Simulationen. Daraus lassen sich folgende Zeitkonstanten ableiten [s]: 1 x 10 (S; —S»),
2,8 x 10* (Sp—S3), 1,6 x 10" (Reduktion von S3—Sp) und <5 x 10 (Sg—S;). Es wurden jeweils
~1000 Messungen gemittelt.
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Abbildung 4.15: Verzégerungsphase im sauerstoffproduzierenden Sz — So-Ubergang (3. Blitz). (A) Ande-
rungen der Fluoreszenz, AF, bei einer Anregungsenergie von 6552 eV. In (B) visualisiert die logarithmische
Auftragung die Dauer der Verzégerungsphase und die einphasige Mn-Reduktion danach. Die Linie in (A)
ergibt sich aus einer Simulation mit k; =3,3 ms! und ky, =0,62 ms'L.
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Abbildung 4.16: Verzégerungsphase im sauerstoffproduzierenden S3 — So-Ubergang (3. Blitz). (A) Ande-
rungen der Fluoreszenz, AF, bei einer Anregungsenergie von 6556 eV. Bei dieser Energie ist AF =0 fiir den
Ubergang S, — S3, dargestellt in (B). Bei dieser Anregungsenergie kann eindeutig eine Verzdgerungsphase
von 250 us festgestellt werden. Die Linie bei (A) ergibt sich aus einer Simulation mit k; =3,3 ms™ und
ko =0,62 ms?t.
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Abbildung 4.17: Spektrale Merkmale, die bei der Bildung eines Mn=0-Motives zu beobachten waren.
(A) Der Zeitverlauf der Fluoreszenz bei 6541,5 eV (Vorkanten-Bereich) nach dem dritten Blitz (S3 — So),
verglichen mit der erwarteten Zeitverlauf bei einer Mn=0-Bildung. (B) Vergleich zweier XANES-Spektren.
Durchgezogene Linie: Spektrum einer Verbindung mit einem MnY=0-Motiv aus [Weng et al., 2004] (bei
einem Mn!V=0-Motiv ergibt sich ein Zhnlicher Kurvenverlauf [Weng et al., 2004]). Gepunktete Linie:
reines S3-Spektrum des MnyCa-Komplexes im PSII bei 20 K.

Durch Messung der Rekombinationsfluoreszenz des PSII kann gezeigt werden, dass
die Gibbsche freie Energie der S;-Bildung pH- und temperaturabhéngig ist [Grabolle,
2005]. Die Abhéngigkeit von der Temperatur beweist, dass die S;-Bildung mit einer
signifikanten Entropiezunahme verbunden ist, was auf eine Protonenabgabe ins wéss-
rige Medium hinweist. Diese Annahmen decken sich mit Messungen zur Protonenfrei-
setzung [Haumann und Junge, 1994] und Elektrochromie-Untersuchungen [Rappaport
et al., 1994]. Daraus lisst sich schlussfolgern, dass die Bildung des S4 nicht mit einem
Elektronentransfer vom MnyCa-Komplex zum Y, *® verbunden ist, wie zuvor angenom-
men, sondern mit der Bildung einer Base durch einen Deprotonierungsprozess. Auf der
Basis von kristallographischen Daten wird Arg-357 im CP43 als mogliche Base vorge-
schlagen [McEvoy und Brudvig, 2004], eine direkte Deprotonierung des Substratwassers
ist ebenfalls denkbar.
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4.6 Anderungen des Mn,Ca-Komplexes im
Kok-Zyklus

In Abb. 4.18 ist ein iiberarbeitetes Modell des katalytischen Kok-Zyklus dargestellt.
Es sind nur die drei von vier Manganatomen des Mn,Ca-Komplexes abgebildet, an
denen strukturelle Verdnderungen stattfinden. Die neu ermittelten Zeitkonstanten sind
mit angegeben. Ob bei den einzelnen S-Zustandsiibergidngen Deprotonierungen und
Oxidationen bzw. Reduktionen stattfinden, wird durch H* und e~ bzw. H,O an den
Reaktionspfeilen angezeigt.

dunkelstabil ;7 A P680*
% ,-L:—- \:‘.__:a_ $ + o

Abbildung 4.18: Schema der strukturellen Anderungen des Mn,Ca-Komplexes innerhalb des Kok-Zyklus.
Zur Vereinfachung sind nur drei der vier Mn-Atome dargestellt. Das nicht abgebildete vierte Mn-Atom ist
wahrscheinlich mit einem der abgebildeten Mn-Atome iiber eine di-u-O-Briicke verbunden, welche zu einem
Mn-Mn-Vektor der Lange ~2,7 A in allen vier S-Zustinde fiihrt. Ein Ca?t-lon befindet sich im Abstand
von ~3,3 A zu mindestens 2 Mn-Atomen (nicht eingezeichnet, siehe auch Kapitel 6.6).

Aus EXAFS-Untersuchungen an Modellsubstanzen mit bekannten Strukturen ist
bekannt: (1) Mn-Mn-Distanzen von 2,65-2,75 A finden sich nur bei Mn-Atomen,
die tiber unprotonierte di-u-O-Briicken verbunden sind, d.h. Mn-(u2-O)o-Mn- oder
Mn-(112-O)(p3-O)-Mn-Verbriickungen [Hagen et al., 1989; Dau et al., 2004]. (2) Die
Protonierung eines verbriickenden Sauerstoffatoms fiihrt zur Verldngerung einer Mn-
Mn-Distanz um 0,1 A. (3) Mono-u-O-Briicken fithren zu Abstdnden von 2,9-4,0 A.
(4) Anderungen um mehr als 0,05 A lassen sich nicht durch einfache Oxidation eines
Manganatoms erkléren, sondern zeigen Anderungen in der Verbriickung auf.
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Die EXAFS-Untersuchungen bei RT und 20 K lassen daher die folgenden Schliisse
zu. Bei den Ubergiingen So—S; und S, — S3 verdindert sich die Verbriickung zwi-
schen den Manganatomen, im S; — Sy ist dies nicht der Fall. Im Sqg— S; kommt es zur
Verkiirzung einer der di-p-O-Briicken durch die Deprotonierung eines verbriickenden
Sauerstoffatoms. Die Zunahme der Vektoren bei Mn-Mn-Distanzen von 2,65-2,8 A im
S, — S3-Ubergang legen die Bildung einer dritten di-j-O-Briicke nahe. Diese kann aus
einer mono-u-O-Briicke im S; und S, hervorgehen. Ein Mn-Mn-Vektor nahe 2,7 A im
Ss-Zustand deutet auf eine protonierte di-pu-O-Briicke zwischen zwei Mn-Atomen hin.

4.7 Zusammenfassung

1. In allen vier S-Zusténden sind die strukturellen und elektronischen Merkmale
des MnyCa-Komplexes bei 20 K und bei Raumtemperatur gleich, abgesehen von
einer Zunahme des Debye-Waller-Faktors bei RT. Es gibt keine Hinweise auf
eine signifikante Temperaturabhéngigkeit von Struktur, Protonierungsgrad oder
Ladungsverteilung.

2. Mit dem Sy — S;- und dem Sy, — Sg-Ubergang sind deutliche Anderungen in dem
Mn-Mn-Abstand und der Mn-Koordinationszahl verbunden, welche als Verédnde-
rungen in der Mn-Mn-Verbriickung interpretiert werden. Es wird die Bildung
einer dritten Mn-(15-O)o-Mn-Briicke im Sy — S3- und eine Deprotonierung einer
p-hydroxo-Briicke im Sy — S;-Ubergang vorgeschlagen.

3. Es konnte belegt werden, dass bei jedem der drei S-Ubergéinge bis zum S; eine
Ein-Elektronen-Oxidation des Mangans stattfindet.

4. Zeitaufgeloste XAS-Messungen der Rontgenfluoreszenz zeigen im S; — Sy und
S, — S3 eine Oxidation der Mn,Ca-Komplexes durch das Tyrosin-Radikal Y **
mit einer Zeitkonstante t,/o von 70 us und 190 ps. Fiir den So — S1-Ubergang ist
t1/2 <30 ps. Fiir S3— Sy induziert der Laserblitz eine Zunahme der Absorption
auf Grund der Mn-Reduktion durch das Substratwasser (t;/, =1,1 ms), der eine
Verzogerungsphase von ~250 us voraus geht.

5. Die Verzogerungsphase deutet auf ein Intermediat im Ss — So-Ubergang hin, des-
sen Bildung nicht mit einer Oxidation von Mangan verbunden ist. Stattdessen
wird das Intermediat durch eine Deprotonierungsreaktion gebildet. Die zeitauf-
gelosten XAS-Messungen erlauben damit zum ersten Mal die direkte Beobach-
tung der Bildung des S;-Zustands.
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