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Abkiirzungen

Abs Absorption

Ant* angeregter Antennenzustand des PSII (einschlieBlich P680)
BBY PSII angereichert Membranfragmente nach [Berthold ef al. 1981]
Chl Chlorophyll

D,O Deuteriumoxid, schweres Wasser

DCBQ 2,6-Dichloro-1,4-benzoquinone

DCMU 3-(3,4-Dichlorophenyl)-1,1-Dimethylurea

DMSO Dimethylsulfoxid

€ optischer Extinktionskoeffizient

E, Aktivierungsenergie

EPPS (4-(2-Hydroxyethyl)piperazine- 1 -propanesulfonic acid
EPR Elektronenspinresonanz, auch ESR genannt

EXAFS Extended X-ray Absorption Fine Structure

F Fluoreszenz

Fo minimale prompte Fluoreszenz des PSII

Fpel Rekombinationsfluoreszenz oder verzdgerte Fluoreszenz des PSII
FeCy Kaliumhexacyanoferrat(I1I), K3;[Fe(CN)g]

Fum maximale prompte Fluoreszenz des PSII

Fp prompte Fluoreszenz des PSII

G Gibbsche freie Energie, freie Enthalpie

H Enthalpie

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsidure

I Intensitit

LHC Lichtsammelkomplex (Light Harvesting Complex)
MES 2-Morpholino-ethansulfonséure

OD optische Dichte

OEC Oxygen-Evolving Complex, Mangankomplex

P680 primirer Elektronendonor des PSII

P700 primérer Elektronendonor des PSI

Phe Pheophytin (auch Pheo)

PM Photomultiplier

PPBQ Phenyl-p-benzoquinone

PQ Plastochinon

PSI Photosystem I

PS1I Photosystem 11

Q Chinon

Qa Plastochinon, primérer Elektronenakzeptor des PSII
Qs Plastochinon, sekundéarer Elektronenakzeptor des PSII
G Abs Absorptionsquerschnitt

Owirk Wirkungsquerschnitt

S Entropie

S Oxidationszustand n des Mangankomplexes

XANES X-ray Absorption Near Edge Structure

XAS X-ray Absorption Spectroscopy

Yp Tyrosin 160 des D2-Proteins von PSII

Yz Tyrosin 161 des D1-Proteins von PSII, sekundirer Elektronendonor






Uberblick und Zielsetzung

Gegenstand dieser Arbeit sind die Prozesse an der Donorseite des Photosystems II (PSII), die
zur Wasserspaltung und der Bildung von molekularem Sauerstoff fithren. Obwohl viele
Elemente der dort stattfindenden Prozesse inzwischen verstanden sind, bleiben zentrale
Fragen offen. Hier ist in erster Linie die katalytische Oxidation des Wassers am Mangan-
komplex zu nennen, deren Mechanismus trotz intensiver jahrzehntelanger Forschung nicht
geklart ist. Ein notwendiger Schritt zum Verstdndnis der Wasserspaltung besteht in der
Aufkldarung der geometrischen und elektronischen Struktur des Mangankomplexes in den
verschiedenen Zustdnden des katalytischen Zyklus. Ein zweiter wichtiger, bisher noch nicht
verstandener Punkt betrifft die Kopplung der einzelnen Elektronentransferschritte zwischen
dem priméren Elektronen-Donor (P680) und dem Mangankomplex an die Bewegung von
Protonen sowie den funktionellen Zusammenhang dieser Protonenbewegungen mit der
katalytischen Wasserspaltung. In der hier vorliegenden Arbeit werden verschiedene Beitrige
zu diesen Problemstellungen geleistet:

1. Untersucht wurde die Modifikation des Mangankomplexes infolge intensiver
Rontgenbestrahlung. Durch die hohe Strahlungsintensitit in Rontgenabsorptions-
Experimenten und in der Rontgen-Proteinkristallografie an Synchrotronstrahlungsquellen
kommt es zu einer Reduktion der Mangan-lonen im katalytischen Zentrum und zu
strukturellen Verdnderungen des Mangankomplexes. Diese Modifikationen wurden
mittels Rontgenabsorptionsspektoskopie an der Mangan-K-Kante untersucht. Durch die
Bestimmung der Kantenenergie in Abhédngigkeit von der Bestrahlungsdauer konnte der
Reduktionsprozess verfolgt werden. Aus der Analyse der EXAFS-Oszillationen wurden
Informationen zu den mit der Reduktion einhergehenden Strukturinderungen gewonnen.
Hieraus ergeben sich wichtige Schlussfolgerungen fiir die Konzipierung zukiinftiger
Messungen an hochintensiven Rontgenstrahlungsquellen. (Kapitel 3)

2. Ein Schwerpunkt dieser Arbeit bestand in der Erstellung eines Messplatzes zur
zeitaufgelosten Detektion der PSII-Rekombinationsfluoreszenz nach Laserpulsanregung.
Es konnte gezeigt werden, dass die Rekombinationsfluoreszenz — in Kombination mit
Messungen der prompten Fluoreszenz — eine geeignete Methode zur Untersuchung von
sowohl Kinetik wie auch Energetik der Elektronentransfer-Reaktionen an der Donorseite
des PSII ist. Zudem konnte wurde gezeigt, dass die Abhéngigkeit der Rekombinations-
fluoreszenz vom Oxidationszustand des Mangankomplexes im katalytischen Zyklus
(Kok-Zyklus) geeignet ist, die Parameter des Zyklus zu bestimmen (misses, S-
Zustandspopulation). (Kapitel 4)

3. Im Hinblick auf die Optimierung von Beblitzungs-Experimenten, in denen die einzelnen
S-Zustinde gezielt durch Laserblitze populiert werden, wurde die Abhéngigkeit des miss-
Parameters von den experimentellen Bedingungen (Temperatur, pH-Wert und Blitz-
abstand) sowie der Anteil der akzeptorseitig blockierten Photosysteme (non-Qs-Zentren)
bestimmt. Es war moglich, die verschiedenen Ursachen, die zum miss-Parameter
beitragen, zu quantifizieren. Ergiinzend wurde das Lichtsattigungsverhalten konzentrierter
PSII-Proben untersucht, die in Rontgen-Beblitzungsexperimenten verwendet werden.
(Kapitel 6)
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4. Durch vergleichende Messungen von Rekombinationsfluoreszenz und prompter
Fluoreszenz wurden die energetischen Parameter der Ladungstrennung bestimmt (freie
Energiedifferenz  zwischen dem angeregten PSII-Antennensystem und dem
ladungsseparierten Zustand). Dabei unterscheidet sich der hier verwendete Ansatz von
den bisherigen Methoden zur energetischen Charakterisierung der PSII-Ladungs-
transferprozesse. In Kombination mit Literaturwerten konnten die Redoxpotentiale der
Donorseitenkomponenten (P680, Tyrosin-Z) abgeleitet werden, deren direkte Messung
durch Redoxtitration nicht moglich ist. (Kapitel 7)

5. Die Kinetik und Energetik des multiphasigen Elektronentransfers vom Tyrosin-Z zum
P680, der dem sauerstoffentwickelnden Sg—)So—Ubergang vorausgeht, wurde durch
Messung der Rekombinationsfluoreszenz untersucht. Im Gegensatz zu transienten
Absorptions-Differenzmessungen  (P680*-, Tyrosin-Z-, Mn-Absorption), wie sie
vorrangig fiir die Untersuchung der Elektronentransfer-Prozesse der Donorseite
verwendet werden, ist diese Methode nicht durch die lichtstreuenden Eigenschaften des
PSII-Probenmaterials begrenzt, wodurch die Erfassung eines wesentlich ldngeren
Zeitbereiches moglich wird. Der Elektronentransfer vom Tyrosin-Z zum P680 ist mit
Relaxationsprozessen gekoppelt, die vermutlich im direkten Zusammenhang mit der
Wasserspaltung stehen. Durch Untersuchung des Temperaturverhaltens, der pH-
Abhingigkeit und des H/D-Isotopeneffektes konnten wesentliche Einblicke in den
Mechanismus dieser Relaxation gewonnen werden. (Kapitel 8)



