
Kapitel 1

Einleitung

1.1 Zielsetzung dieser Arb eit

Die Photosynthese ist der wichtigste Energieumwandlungsprozess auf der Erde. In die-
sem Prozess wird die Strahlungsenergie der Sonne in

”
chemische Energie“ umgewan-

delt und gespeichert. Dabei spielt die oxygene Photosynthese, die in höheren Pflanzen,
Grünalgen und Cyanobakterien stattfindet, eine herausragende Rolle. In der oxyge-
nen Photosynthese werden W asser und Kohlendioxid unter Nutzung der Lichtenergie
in Kohlehydrate (Glucose, Stärke) umgewandelt, wobei molekularer Sauerstoff als Ne-
benprodukt gebildet wird. Dieser Prozess ist v erantwortlich für den in der Atmosphäre
enthaltenen Sauerstoff sowie die Aufnahme v on Kohlendioxid und dessen Bindung in
F orm v on Kohlehydraten. Der Gesamtprozess der Photosynthese lässt sich in Licht-
und Dunkelreaktionen unterteilen. Ein für die Lichtreaktion zentrales Metalloprotein
ist das Photosystem II (PSII), in dem durch einen Mangan-Calcium-Komplex die W as-
serspaltung (oder W asseroxidation) und die daran gekoppelte Bildung v on molekularem
Sauerstoff katalysiert wird.

Gegenstand dieser Arbeit ist der Mangan-Calcium-Komplex (Mn4Ca-Komplex) des
PSII, seine strukturellen Änderungen sowie Oxidationszustandsänderungen im Reak-
tionszyklus der photosynthetischen W asseroxidation. Zentrale mechanistische F ragen
zum katalytischen Zyklus (Kok-Zyklus, [Kok et al., 1970]) sind trotz intensiv er jahr-
zehntelanger F orschung noch offen. Entscheidende F ortschritte werden aus der Auf-
klärung der elektronischen und geometrischen Struktur des Mn4Ca-Komplexes und ih-
ren V eränderungen im Reaktionszyklus erwartet. Dazu eignet sich die Röntgenabsorp-
tionsspektroskopie (X-ray A bsorption Spectroscopy, XAS) an Biomolekülen (BioXAS),
eine elementspezifische Methode zur Charakterisierung v on Metallkomplexen in Pro-
teinen [Y achandra, 1995; Scott, 2000; Dau und Haumann, 2003]. Mit XAS kann die
elektronische Struktur (Oxidationszustand, Besetzung und Hybridisierung v on Orbi-
talen) und die geometrische Struktur (Koordinationsgeometrie, Anordnung der Ligan-
denkerne) des Metallzentrums untersucht werden. Im Gegensatz zu anderen Methoden
werden keine Kristalle, spezifischen Spinzustände oder Isotope benötigt, sondern es
können Proteinproben in Lösung v erwendet werden. Besonders v orteilhaft ist der Ein-
satz der Methode um Strukturänderungen in katalytischen Zyklen zu beobachten.

In der V ergangenheit wurden die meisten der bisherigen XAS-Untersuchungen am
Mangan-Calcium-Komplex bei tiefen T emperaturen (∼20 K) durchgeführt. Der PSII-
Proteinkomplex ist bei diesen T emperaturen jedoch nicht katalytisch aktiv und Kryoar-
tefakte können nicht ausgeschlossen werden. Im Rahmen dieser Arbeit sollte durch
XAS-Messungen bei Raumtemperatur geklärt werden, ob die bei tiefen T emperatu-
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ren gemessenen Struktur- und Oxidationszustandsänderungen auch unter funktionel-
len Bedingungen relevant sind. Ein weiteres Ziel war es, die Übergänge zwischen den
vier semistabilen Oxidationszuständen des Mangan-Calcium-Komplexes und eventuell
auftretenden weiteren Intermediatzuständen im katalytischen Zyklus der Wasseroxida-
tion in Echtzeit zu verfolgen. XAS-Messungen bei Raumtemperatur - und insbesonde-
re zeitaufgelöste Messungen - stellen besondere Ansprüche sowohl an die Proben als
auch an die Messanordnung. Folgende Entwicklungen waren notwendig: (a) Biochemi-
sche Entwicklungen für die reproduzierbare Herstellung von PSII-Proben mit hoher
Sauerstoffaktivität, da mehrere Tausend Proben pro Woche Strahlzeit am Synchro-
tron benötigt wurden. (b) Entwicklung eines automatischen Probenwechslers und des
Messaufbaus am Synchrotron für den hohen Probendurchsatz. (c) Entwicklung und
Tests neuer Messstrategien an Synchrotronstrahlungsquellen.

Ein weiterer ungeklärter Aspekt ist die Position und funktionelle Rolle des int-
rinsischen Ca2+-Ions im PSII-Proteinkomplex, das essentiell für die photosynthetische
Wasserspaltung ist [Debus, 1992]. Allgemein wird angenommen, dass sich das Ca2+-Ion
sich in der Nähe zu den vier Manganatomen des Mangan-Calcium-Komplexes befin-
det, was durch neueste Kristallstrukturen belegt wurde [Ferreira et al., 2004; Biesiadka
et al., 2004; Loll et al., 2005b]. Durch XAS-Messungen an der Ca-K-Kante können de-
taillierte Informationen über Mn-Ca-Abstände im PSII-Komplex erhalten werden. Zu
Beginn dieser Arbeit gab es keine Berichte über Ca-XAS-Messungen am Photosystem.
Ziel war es, derartige XAS-Untersuchungen durchzuführen.

Ein essentielles Zwischenziel auf dem Weg zu Ca-XAS-Messungen war die Entwick-
lung einer Präparationsvorschrift, welche die Entfernung unspezifisch gebundener Ca2+-
Ionen bei gleichzeitigem Erhalt der vier Mn-Atome pro PSII und nahezu voller Sauer-
stoffaktivität ermöglicht. Für aussagekräftige XAS-Messungen an der Ca-K-Kante wird
eine Stöchiometrie von nicht mehr als 2 - 3 Ca pro 4 Mn in den PSII-Proben benötigt.
Nach Entwicklung dieser speziellen PSII-Membranfragment-Proben sollten dann Ca-
XAS-Messungen am Synchrotron durchgeführt werden, um Aussagen über die Anzahl
und die Art der Liganden des Ca2+-Ions im PSII sowie die Mn-Ca-Distanzen zu treffen.
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1.2 Die Lichtreaktionen der oxygenen

Photosynthese

Die Photosynthese ist einer der wichtigsten biologischen Prozesse auf der Erde.
Während der oxygenen Photosynthese wird in höheren Pflanzen, Algen und Cyanobak-
terien das Sonnenlicht in biochemisch fixierte Energie umgewandelt und der gebildete
molekulare Sauerstoff in die Atmosphäre freigesetzt. Erst durch die sauerstoffreiche
Atmosphäre wurde die Entstehung höherer Lebensformen möglich.

Lumen
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Thylakoid-
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Mn4Ca-
Komplex
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Fp
Fd-NADP+-
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Mobile Elektron en trä g er:

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Proteinkomplexe der oxygenen Photosynthese in der
Thylakoidmembran. Auf der Lumen-Seite erfolgt die Oxidation von W asser und die F reisetzung
von Protonen durch das PSII. Auf der Stroma-Seite reduziert das PSI NADP+ zu NADPH und
ATP wird unter Nutzung des Protonengradienten über die Membran synthetisiert. Es findet ein
Elektronentransport entlang der Membran vom PSII über den Cytochrom-b6f-Komplex zum PSI
statt. Plastochinon und Plastocyanin fungieren als mobile Elektronenträger. Senkrecht zur Mem-
bran entsteht zwischen Lumen und Stroma ein elektrochemischer Protonengradient. Entnommen aus
[http://employees.csbsju.edu/hjakubowski/classes/ch331/oxphos/photosynth.gif].

In Pflanzen finden die Reaktionen der Photosynthese innerhalb der Chloroplasten
statt. Der Gesamtprozess der Photosynthese lässt sich in Licht- und Dunkelreaktionen
unterteilen, die in räumlich getrennten Bereichen innerhalb der Chloroplasten statt-
finden. Die Lichtreaktionen der oxygenen Photosynthese werden als Primärprozesse
bezeichnet. Diese photochemischen Reaktionen sind in zwei Multiproteinkomplexen
lokalisiert: Photosystem I (PSI) und Photosystem II (PSII). In ihnen wird die Licht-
energie zum Aufbau einer elektrochemischen Potentialdifferenz für Protonen über die
Thylakoidmembran und zur Bildung von NADPH genutzt. Die Gesamtgleichung der
Lichtreaktionen beinhaltet die Spaltung von Wasser, welches als Elektronenquelle dient,
die Reduktion von NADP+ zu NADPH und die Bildung von ATP aus ADP (Abb. 1.1).
Die Summengleichung der Photosynthese kann in einfacher Form folgendermaßen for-
muliert werden:

2 H2O + CO2

h ν

GGGGGGA (CH2O) + H2O + O2

Mit der energiereichen Verbindung ATP und dem starken Reduktionsmittel
NADPH als Produkte der Lichtreaktion wird in der Dunkelreaktion CO2 im soge-
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nannten Calvin-Zyklus zu Kohlenhydraten reduziert. Die Prozesse im PSI und PSII
sind aneinander gekoppelt, um den Elektronentransport vom Wasser zum NADP+ zu
ermöglichen. Abbildung 1.2 zeigt den prinzipiellen Verlauf des Elektronentransportes
durch die beiden Photosysteme im sogenannten Z-Schema.

Abbildung 1.2: Z-Schema der photosynthetischen Elektronentransportkette. Die Redoxkomponenten sind
entsprechend ihres Standardredoxpotentials (bei pH = 7) angeordnet. Das angeregte Chlorophyll a des
PSII-Reaktionszentrums, P680?, gibt ein Elektron an das Pheophytin (Pheo) ab. Auf der oxidierenden
Seite des PSII wird das oxidierte P680 durch Tyr (YZ, D1-Tyrosinrest) rereduziert. Der Mn4Ca-Komplex
reduziert Tyr+• mit Elektronen, die letztendlich dem Wasser entzogen werden. Auf der reduzierenden Seite
des PSII erfolgt die Elektronenübertragung vom Pheo zu dem Plastochinon QA und weiter zum QB, das
reversibel gebunden ist. Das doppelt reduzierte, protonierte Hydrochinon PQH2 wird durch ein oxidiertes
Plastochinon ersetzt. Der Cytochrom-b6f-Komplex überträgt die Elektronen auf das Plastocyanin (PC),
ein lösliches Protein, das anschließend P700+ reduziert. Der Cytochrom-b6f-Komplex enthält ein Riske-
Eisen-Schwefel-Protein (FeS), zwei Cytochrome vom b-Typ (Cyt b) und ein Cytochrom f (Cyt f). Nach
dem P700? werden die Elektronen über einen primären Elektronenakzeptor A0 weiter über den Akzeptor A1

und membrangebundene Eisen-Schwefel-Proteine (FX, FA, FB) auf das lösliche Ferredoxin (FD) übertragen.
Das lösliche Flavoprotein FNR reduziert NADP+ zu NADPH, das dann im Calvinzyklus zur Reduktion von
CO2 eingesetzt wird. Entnommen aus [Whitmarsh und Govindjee, 2002].

In der letzten Dekade wurden enorme Fortschritte bei der strukturellen Charakteri-
sierung der Komponenten der Elektronentransportkette erzielt. Die Kristallstrukturen
des LHCII (Light-Harvesting Complex II ) [Kühlbrandt und Wang, 1991; Kühlbrandt
et al., 1994; Liu et al., 2004], des PSI (Cyanobakterien [Jordan et al., 2001], Pflan-
zen [Ben-Shem et al., 2003]), des PSII [Rhee et al., 1998; Zouni et al., 2001; Kamiya
und Shen, 2003; Ferreira et al., 2004; Biesiadka et al., 2004; Loll et al., 2005b], des
Cytochrom-b6f-Komplexes [Stroebel et al., 2003; Kurisu et al., 2003] und der ATPase
[Abrahams et al., 1994; Gibbons et al., 2000] sind jetzt verfügbar.

Die Untersuchungen in dieser Arbeit befassen sich ausschließlich mit dem Photosys-
tem II. Im Nachfolgenden wird daher nur der molekulare Aufbau und der Elektronen-
transfer innerhalb des PSII detailliert beschrieben unter besonderer Berücksichtigung
des Mn4Ca-Komplexes und seines katalytischen Zyklus der Wasserspaltung. Von großer
Bedeutung sind dabei die Struktur und Valenzen der Manganatome sowie des Kofak-
tors Calcium. Zum Abschluss dieses Kapitels wird die in dieser Arbeit vorwiegend
eingesetzte XAS-Methode erläutert.
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1.3 Struktur und F unktion des Photosystems II

(PSII)

Photosystem II ist ein Protein-Kofaktor-Komplex in der Thylakoidmembran höherer
Pflanzen und Cyanobakterien mit einen Molekulargewicht des Monomers von ∼340 kDa
[Haag et al., 1990; Zouni et al., 2005]. Die Reaktionen der photosynthetischen Wasser-
oxidation und Sauerstoffbildung selbst finden am Mn4Ca-Komplex (auch als Oxygen-

Evolving Complex (OEC), Water-Oxidizing Complex (WOC) oder Wasseroxidase be-
zeichnet) des PSII statt [Debus, 1992; Renger, 2001]. Der Mn4Ca-Komplex ist an der
dem Lumen zugewandten Seite der D1-Untereinheit des PSII gebunden [Zouni et al.,
2001].

Stroma

Lumen

Mn4Ca-
Komplex

Abbildung 1.3: Kristallstruktur des PSII-Proteinkomplexes. Blick auf den PSII-Dimer senkrecht zur Mem-
brannormalen. Die Helices sind als Zylinder dargestellt mit D1 in gelb, D2 in orange, CP47 in rot, CP43 in
grün, Cyt b559 in weinrot, die intrinsischen Polypeptide in mittelblau und grau und die extrinsischen Poly-
peptide PsbO in blau, PsbU in magenta und PsbV in cyan. Die Chlorophylle des D1/D2-Reaktionszentrums
und der Antennenkomplexe in schwarz, Pheophytine in blau, Karotenoide in orange, Häm-Gruppen und
Nicht-Häm-Eisen in rot, QA und QB in violett. Der sauerstoffbildende Mn4Ca-Komplex ist markiert. Aus
[Biesiadka et al., 2004]. Die neueste Struktur mit einer Auflösung von 3,0 Å ist in [Loll et al., 2005b]
veröffentlicht.

Kristallographische Untersuchungen zur Struktur des PSII wurden an Präpara-
tionen der Cyanobakteria Thermosynechococcus elongatus und Thermosynechococcus

vulcanus durchgeführt [Zouni et al., 2001; Kamiya und Shen, 2003; Ferreira et al., 2004;
Biesiadka et al., 2004; Loll et al., 2005b] (Abb. 1.3). Das PSII-Monomer setzt sich aus
20 Untereinheiten zusammen und enthält vier große membranintegrale Untereinheiten
(D1, D2, CP43, CP47), mehrere kleinere membranständige und drei extrinsische Un-
tereinheiten (PsbO, PsbU und PsbV in Cyanobakterien und PsbO, PsbP und PsbQ in
Grünalgen und höheren Pflanzen), die wichtig für die Integrität des Mn4Ca-Komplexes
sind. PsbO wird auch als 33kDa, PsbP als 23kDa und PsbQ als 17kDa bezeichnet.
Die Pigmente und Kofaktoren, die am D1/D2-Heterodimer gebunden sind, setzen sich
zusammen aus ∼36 Chl a, zwei Pheo a, 2 -3 PQ und 8 - 10 Karotenoiden und vier
Manganatomen. Weiterhin sind als Kofaktoren ein Ca2+-Ion und evtl. ein Cl−-Ion in
der Nähe der Manganatome gebunden [Kern et al., 2005] (Abb. 1.4).
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Abbildung 1.4: Darstellung der redoxaktiven Kofaktoren und Schema der Elektronentransportket-
te im PSII. Chl a ist in grün abgebildet, Pheo a in gelb, die Häm-Gruppe in blau, Karote-
noide in orange und die vier Manganatome in rot. Entnommen aus [Loll et al., 2005b] und
[http://www.bio.ic.ac.uk/research/nield/psIIimages/MainRedox.html].

Aus den Untersuchungen der Proteinstruktur konnten die Positionen der einzelnen
redoxaktiven Kofaktoren des PSII mit hoher Genauigkeit bestimmt werden (Abb. 1.4).
Der Elektronentransfer entlang dieser Kofaktoren ist teilweise entschlüsselt. Die einzel-
nen Elektronentransfer-Schritte, besonders auf der Donorseite vom TyrosinZ (YZ) zum
P680+•, zeichnen sich durch ein komplexes Zeitverhalten aus [Gerken et al., 1987; Chris-
ten et al., 1998; Christen und Renger, 1999]. Am Anfang kommt es zur Umwandlung
von Lichtenergie in chemische Energie durch die Absorption eines Photons im Anten-
nensystem des PSII und der Anregung des primären Donors P680 über schnelle Ener-
gietransferprozesse. Vom angeregten P680 aus erfolgt innerhalb etwa 3 ns die primäre
Ladungstrennung durch Elektronentransfer zu einem speziellen Pheophytin (Pheo).
Von dem so erzeugten ladungsseparierten Zustand P680+Pheo− erfolgt mit einer Zeit-
konstanten von etwa 300 ps auf der Akzeptorseite ein Elektronentransfer vom Pheo− zu
einem gebundenen Plastochinon, QA. Das so reduzierte QA gibt das Elektron innerhalb
einiger 100 µs an ein weiteres Plastochinon, QB, ab. QB verlässt nach Übernahme von
zwei Elektronen unter Aufnahme von zwei Protonen aus dem Stroma als Hydrochinon
seine Bindungsstelle und wird gegen oxidiertes QB aus dem Plastochinonpool ausge-
tauscht. Das gebildete Hydrochinon diffundiert zum Cytochrom-b6f-Komplex, wo es
wieder oxidiert wird. Hierbei werden die zuvor aus dem Stroma aufgenommenen Pro-
tonen in das Lumen abgegeben. Auf der Donorseite wird das oxidierte P680+ durch
Elektronentransfer von einem redoxaktiven Y+

Z reduziert. Das jetzt oxidierte YZ ent-
zieht seinerseits dem Mn4Ca-Komplex ein Elektron. Nach der sukzessiven Absorption
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von vier Photonen und der entsprechenden Akkumulation von vier positiven Ladungen
im Mn4Ca-Komplex erfolgt die Oxidation von zwei Wassermolekülen unter Bildung
von molekularem Sauerstoff. Die photosynthetische Wasserspaltung selbst findet am
Mn4Ca-Komplex statt. Auf die dort stattfindenden Redoxreaktionen wird im Folgen-
den näher eingegangen.

1.4 Der katalytische Mangan-Calcium-Komplex

(Mn4Ca-Komplex)

1.4.1 Der Reaktionszyklus der W asseroxidation

Die Periodizität der photosynthetischen Sauerstoffentwicklung nach Anregung mit
Lichtblitzen wurde 1969 erstmals beobachtet [Joliot et al., 1969]. Kok et al. [1970]
entwickelten dann ein formales Zustandsschema, den sogenannten S- oder Kok-Zyklus.
Die zugrunde liegende Beobachtung war, dass bei sequentieller Belichtung mit kurz-
en Lichtblitzen bei dunkeladaptiertem PSII eine Oszillation der Sauerstoffentwicklung
mit einem Maximum nach dem dritten Blitz und danach nach jedem vierten Blitz
auftritt (Abb. 1.5). Die verschiedenen formalen Redoxzustände des Mn4Ca-Komplexes
werden mit S0, S1, S2, S3 und S4 bezeichnet, wobei die Indizes die durch sukzessive
Elektronenabstraktion akkumulierten Oxidationsäquivalente angeben. Der am meisten
reduzierte Zustand ist S0. Der S1-Zustand ist der Grundzustand und liegt in dunkel-
adaptierten Proben vor. Die Zustände S0, S2 und S3 sind bei Raumtemperatur im
Minutenbereich stabil. Daher ist es möglich, die verschiedenen S-Zustände experimen-
tell durch Belichtung mit kurzen Laserblitzen in PSII-Proben einzustellen und getrennt
spektroskopisch zu untersuchen. Diese Methode wurde bei den Experimenten in die-
ser Arbeit angewendet. Der S4-Zustand ist ein hypothetisches Intermediat, das bisher
spektroskopisch nicht nachgewiesen werden konnte.

Die Kinetiken der einzelnen S-Übergänge unterscheiden sich voneinander. In der
Literatur werden Zeitkonstanten von 3 - 250 µs für S0 → S1, 30 - 140 µs für S1 → S2,
100 - 600 µs für S2 → S3 und 1 - 4,5 ms für S3 → S0, abhängig von den experimentellen
Bedingungen, angegeben [Nugent, 1996; Rappaport et al., 1994; Razeghifard und Pace,
1997]. Tendenziell nimmt die Zeitkonstante mit der Zahl der akkumulierten Oxidati-
onsäquivalente zu, wobei der langsamste Schritt der sauerstoffentwickelnde S3 → S0-
Übergang ist [Babcock et al., 1976].

Trotz intensiver Forschungen ist es bisher noch nicht gelungen, den Mechanismus
der katalytischen Wasserspaltung am Mn4Ca-Komplex vollständig zu verstehen. Wich-
tig für das Verständnis der Funktion sind Raten und Energetik des Elektronentransfers
zwischen dem Mn4Ca-Komplex und YZ in allen S-Zustandsübergängen [Dekker und van
Gorkom, 1987; Dau und Haumann, 2005], die Freisetzung von Protonen aus Substrat-
wasser [Lavergne und Junge, 1993; Haumann und Junge, 1996; Britt et al., 2004] sowie
der Zeitpunkt und der Ort der Bindung des Substratwassers [Hillier et al., 2001; Evans
et al., 2004; Hendry und Wydrzynski, 2003; Britt et al., 2004].

In der Literatur werden verschiedene Mechanismen der Wasserspaltung kontrovers
diskutiert. Besonders die fehlende Identifikationen von Intermediaten beim S3 → S0-
Übergang, dem Schritt der Sauerstoffbildung, stellt die größte Schwierigkeit bei der
Entschlüsselung dar [Rutherford und Faller, 2001]. In neuesten Untersuchungen wurde
die Unterdrückung des sauerstoffbildenden Schrittes im PSII von Cyanobakterien bei
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Abbildung 1.5: Kok-Zyklus und blitzabhängige Sauerstoffentwicklung im PSII. Vier sukzessive Photooxida-
tionsschritte des P680 führen zu vier Ein-Elektronenoxidationen des Mn4Ca-Komplexes, wobei YZ den Elek-
tronentransfer zwischen dem Komplex und P680 vermittelt. Jede Photooxidation induziert einen Si → Si+1-
Übergang bis schließlich S3 erreicht wird. Die Ladungstrennung im S3-Zustand führt zur Bildung eines
hypothetischen intermediären S4-Zustands, der spontan unter Bildung von molekularem Sauerstoff zu S0

reagiert. Der S1-Zustand ist der dunkelstabile Zustand, daher wird das erste Maximum der Sauerstoffbil-
dung nach dem dritten Blitz beobachtet. Da durch die Belichtung mit Blitzen nicht in allen Photosystemen
eine Ladungstrennung mit nachfolgender Oxidation des Mn4Ca-Komplexes (S-Übergang) erreicht wird oder
Zentren doppelt angeregt werden, kommt es mit wachsender Anzahl von Blitzen zu einer zunehmenden
Durchmischung der S-Zustände. Dies führt zu einer Dämpfung der Amplitude der Sauerstoffproduktion mit
zunehmender Anzahl an Blitzen. Entnommen aus [Joliot et al., 1969; Barber, 2002].

hohem O2-Partialdruck beobachtet und die Bildung eines Zwischenzustands postuliert
[Clausen und Junge, 2004], der aber nicht den S4-Zustand darstellt [Haumann et al.,
2005a].

Die Reaktionen am Mn4Ca-Komplex lassen sich dabei wie folgt unterscheiden:
(1) Die schrittweise Akkumulation von vier Oxidationsäquivalenten durch den Mn4Ca-
Komplex in vier lichtgetriebenen Übergängen. (2) Die Bildung einer O-O-Bindung
unter Abgabe von Protonen aus dem gebundenen Substratwasser. (3) Die Freisetzung
von molekularem Sauerstoff während des S4 → S0-Überganges.

Im Folgenden werden die Besonderheiten einiger Modellvorstellungen kurz
erläutert.
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Abbildung 1.6: Arbeitshypothese aus der Gruppe von H. Dau [Dau et al., 2001]. Es wird ein Mechanismus
vorgeschlagen, bei dem ein Substratwassermolekül Ligand der Mn-Atome ist und im S0 gebunden wird.
Beim S2 → S3-Übergang wird ein Mn oxidiert bei gleichzeitiger Ligandendeprotonierung und Bildung einer
neuen µ-O-Brücke (mono-µ-O zu di-µ-O). Es sind zwei Hypothesen für diesen Übergang dargestellt. In
(A) enthält der Mn4Ca-Komplex im S3-Zustand drei unprotonierte di-µ-O-Brücken; in (B) ist eine dieser
Brücken protoniert. (C) Beim S3 → (S4)→ S0-Übergang wird die Bildung der O-O-Bindung durch Pro-
tonenaufnahme von Basen (µ-O-Brücken), energetisch ermöglicht. Der in (C) eingezeichnete S4-Zustand
wurde durch die in [Haumann et al., 2005c] beschriebenen zeitaufgelösten XAS-Messungen nicht bestätigt.
Tatsächlich erfolgt die S4-Bildung, im Gegensatz zu (C), nicht über Mangan-Oxidation und Bildung einer
MnV=O-Gruppe, sondern durch eine reine Deprotonierung [Haumann et al., 2005a]. Der hier als S4 be-
zeichnete Zustand könnte der S´4 aus [Haumann et al., 2005a] sein. Der vorgeschlagenen Mechanismus in
(C) bleibt von dieser Frage aber unberührt.



10 KAPITEL 1. EINLEITUNG

Abbildung 1.7: Modell der Wasserspaltung im S-Zyklus aus der Gruppe von G. Brudvig [McEvoy und
Brudvig, 2004]. Bei diesem Modell bindet ein Substratwasser am Calcium und bildet eine Wasserstoffbrücke
zum YZ. Das zweite Substratwasser ist an einem Mangan koordiniert. Während des S-Zyklus wird dieses
Mn sukzessiv oxidiert und gleichzeitig wird das Wasser durch YZO• deprotoniert. Im S4-Zustand wird
eine MnV=O-Gruppe gebildet, die elektrophil genug für einen nukleophilen Angriff durch das am Calcium
gebundene Substratwasser ist. YZ agiert im Laufe des Zyklus nicht nur als Oxidant sondern auch als Base.

Abbildung 1.8:
”
Hydrogen abstraction“ -Modell für den S-Zustandszyklus im PSII aus der Gruppe von G. T.

Babcock [Hoganson und Babcock, 1997]. Dabei spaltet ein neutrales Tyrosin-Radikal ein Wasserstoff-
atom vom Mn-gebundenen H2O/OH−-Substrat-Liganden bei jedem Zyklus-Übergang ab. Es kommt zu
keinen Protonierungen oder Deprotonierungen von µ-O-Brücken. Molekularer Sauerstoff wird aus Was-
sermolekülen gebildet, die an den zwei terminalen Manganatome gebunden sind, ohne Beteiligung von
Brücken-Sauerstoffatomen.



1.4. DER KATALYTISCHE MANGAN-CALCIUM-KOMPLEX 11

Abbildung 1.9: Angenommener Mechanismus für die photosynthetische Wasseroxidation von Yachandra et
al. [1996]. Hierbei wird der molekulare Sauerstoff abweichend von den anderen Modellen durch die Konden-
sation zweier Brücken-Sauerstoffatome eines Mn-Dimers mit hoher Valenz gebildet: beim S3 → S4-Übergang
kommt es zur Bildung eines di-oxyl-Radikals, daraus erfolgt die spontane Bildung von molekularem Sau-
erstoff. Nach der O2-Freisetzung sind zwei Hydroxy-Gruppen an einer dinuklearen Mn-Gruppe gebunden.
Beim folgenden Übergang nach S1 werden daraus zwei Protonen abgegeben. Beim S1 → S2-Übergang wird
ein Mn oxidiert, wobei Cl− einen Liganden an einer Mn-Mn-Einheit ersetzt oder ein Brücken-Sauerstoffatom
protoniert wird (nicht eingezeichnet). Beim S2 → S3-Übergang findet dagegen keine Mn-Oxidation statt,
dafür die Protonierung eines Brücken-Sauerstoffatoms.

Bei den oben gezeigten Modellen gibt es zu verschiedenen Aspekten des katalyti-
schen Zyklus widersprüchliche Aussagen, die weitere Untersuchungen notwendig ma-
chen:

- die Art der Beteiligung des Ca2+-Ions an der photosynthetischen Wasserspaltung.

- die umstrittene Bildung einer MnV=O-Gruppe im S4-Zustand.

- die Oxidation von Mangan in allen S-Übergängen.

- die Bindungsstellen von Substratmolekülen am Mn4Ca-Komplex.

- die Deprotonierungen von Mangan-Liganden oder Seitenketten von Aminosäuren.
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1.4.2 Die atomare Struktur des Mn4Ca-Komplexes

Für eine katalytisch aktive Konformation benötigt der Mn4Ca-Komplex eine spezielle
Proteinumgebung. Daraus resultieren auch zum Teil die experimentellen Schwierig-
keiten bei der Synthese von Modellsubstanzen mit MnIII-O- und MnIV-O-Motiven,
die meistens sehr instabil sind (für Beispiele siehe [Yano et al., 2004; Lansky et al.,
2005]). In der Literatur wird über Typ und Anzahl der Aminosäuren, die als direkte
Liganden von Mangan und Calcium wirken, kontrovers diskutiert [Diner, 2001; Debus,
2001; Biesiadka et al., 2004; Chu et al., 2004]. Aus den bisherigen Untersuchungen
an PSII aus Cyanobakterien [Chu et al., 2004; McEvoy und Brudvig, 2004; Kimura
et al., 2005] und aus Spinat [Noguchi et al., 1995a] konnten keine eindeutigen
Aussagen zu den Aminosäureresten, die den Mn4Ca-Komplex ligandieren, getroffen
werden. Aus Mutagenese-Experimenten wurde ermittelt, dass sich das Liganden-
umfeld hauptsächlich aus Aminosäureresten des D1-Polypeptids zusammensetzt
[Diner, 2001; Debus et al., 2001]. Die Daten stimmen größtenteils mit denen aus der
Proteinkristallographie überein [Ferreira et al., 2004; Biesiadka et al., 2004; Loll et al.,
2005a]. Dabei können die C-terminalen Aminosäuren des D1-Proteins durchaus die
Funktion und Struktur des Mn4Ca-Komplexes beeinflussen [Mizusawa et al., 2004;
Chu et al., 2004]. Die Zuordnungen einzelner Proteinliganden, soweit es die Auflösung
der Röntgenkristallstruktur erlaubt, sind aus Abb. 1.10 ersichtlich.

BA C

H332

E333

E189 Mn

Ca
Mn

Mn D170

Abbildung 1.10: Elektronendichte des Mn4Ca-Komplexes und seiner Umgebung aus Röntgenkristallstruk-
turen vom PSII in Cyanobakterien. (A) aus [Ferreira et al., 2004] bei einer Auflösung von 3,5 Å, (B) aus
[Biesiadka et al., 2004] bei einer Auflösung von 3,2 Å, (C) aus [Loll et al., 2005b] bei einer Auflösung
von 3,0 Å. (A): Mangan in violett, Calcium in türkis. (B)/(C): Mangan in rot, Calcium in orange. Es sind
mehrere potentielle Liganden angegeben, die nicht in allen Fällen übereinstimmen.

Die Geometrie des Mn4Ca-Komplexes konnte aus kristallographischen Untersu-
chungen bisher nur mit relativ geringer Auflösung gezeigt werden (Abb. 1.10). Aktu-
ellen Kristallstrukturdaten von [Biesiadka et al., 2004] und [Loll et al., 2005b] (Abb.
1.10, (B) und (C)) zeigen vier Metallatome in einer Y-förmigen Struktur, im Vergleich
zu der kubischen Anordnung mit fünf Metallionen in [Ferreira et al., 2004] (Abb. 1.10,
(A)). Die kompakten Elektronendichten sind mit den Modellen kompatibel, die aus
XAS-Daten erstellt wurden und in denen Mn-Mn- und Mn-Ca-Distanzen von 2,7 Å
und 3,1 - 3,6 Å vorliegen [Robblee et al., 2001; Dau et al., 2001; Dau und Haumann,
2003]. Dabei ist zu berücksichtigen, dass es in den kristallographischen Experimenten
durch Strahlenschäden zu Veränderungen der Mn-Mn-Distanzen und in den Mn-Mn-
Verbrückungen kommen kann [Yano et al., 2005], so dass der Mn4Ca-Komplex nicht
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mehr in seiner katalytisch aktiven Form vorliegt. Durch Röntgenbeugung bei Energien
unterhalb der Mn-K-Kante konnte erstmals direkt kristallographisch gezeigt werden,
dass Calcium ein integraler Bestandteil des Komplexes ist [Ferreira et al., 2004; Bie-
siadka et al., 2004; Loll et al., 2005b]. In Abb. 1.11 ist ein Vergleich der Positionen
von Mangan und Calcium sowie der als Liganden fungierenden Aminosäuren aus [Loll
et al., 2005b] und [Ferreira et al., 2004] dargestellt. Außer den Unterschieden in der
Struktur ergeben sich auch eine veränderte Anzahl an Liganden für die Manganatome:
bei einer Auflösung von 3,5 Å sind es sieben, bei einer Auflösung von 3,0 Å wird sie
mit 10 angegeben. Dies erfordert zusätzliche Liganden in Form von Wassermolekülen
oder weitere mono- oder di-µ-O-Brücken. Damit ergeben sich neue Ausblicke für die
atomare Struktur des Mn4Ca-Komplexes.

Abbildung 1.11: Vergleich der Position von Mangan und Calcium sowie der umgebenden Aminosäuren
in Röntgenkristallstrukturen. Daten aus der Elektronendichte bei [Ferreira et al., 2004](3,5 Å) und [Loll
et al., 2005b](3,0 Å) entnommen. Mangan in rot, Calcium in orange. Die gesamte Struktur ist bei 3,0 Å
gegenüber der bei 3,5 Å gestreckter. Deutlich sichtbar sind die unterschiedlichen Anordnungen der drei Mn
im länglichen Teil des Komplexes und die isolierte Position des vierten Mn. Bei 3,0 Å kann kein Bicarbonat
oder Chlorid als Ligand beobachtet werden. Entnommen aus [Loll et al., 2005b].

Informationen zu Änderungen der Geometrie im katalytischen Zyklus wurden durch
Röntgenabsorptionsuntersuchungen bei tiefen Temperaturen verschiedener Gruppen
erhalten [Ono et al., 1992; Penner-Hahn, 1998; Dau et al., 2001; Robblee et al., 2001].
Ein Mangan-Mangan-Abstand von etwa 2,7 Å, der bereits in den ersten EXAFS-
Messungen ermittelt wurde [Kirby et al., 1981; George et al., 1989], ist typisch für
höhervalente Manganatome, die durch di-µ-O-Brücken verbunden sind [Wieghardt,
1989; Mukhopadhyay et al., 2004]. Diese können entweder in Mn(µ2-O)2Mn- oder
Mn(µ2-O)(µ3-O)Mn-Strukturen vorliegen (Abb. 1.12). EXAFS-Daten zeigen im S1-
Zustand mindestens zwei Mn-Mn-Vektoren mit ∼2,7 Å pro Mn4Ca-Komplex. Aus
Linear-Dichroismus-Untersuchungen an partiell orientierten Proben konnte ein Winkel
von etwa 60◦ zwischen der Membrannormalen und einem dieser Mn-Mn-Vektoren und
ein Winkel größer als 80◦ für den anderen Vektor ermittelt werden [Dau et al., 2001,
2003]. Des weiteren wurden Mangan-Rückstreuer-Abstände über 3 Å gefunden, die
Mn-Mn- und Mn-Ca-Vektoren zugeordnet wurden. Ebenfalls aus Linear-Dichroismus-
Daten wurden Winkel von 80 - 90◦ für die längeren Mn-Mn-Vektoren und Winkel von
etwa 45◦ für die Mn-Ca-Distanzen bestimmt [Dau et al., 2001; Haumann et al., 2001;



14 KAPITEL 1. EINLEITUNG

Yachandra, 2002]. Die Anzahl der Mn-Mn-Distanzen mit >3 Å beträgt 1 - 2 und die
der Mn-Ca-Vektoren wird mit 2 - 3 angegeben [Yachandra et al., 1993; Latimer et al.,
1995; Robblee et al., 2001].

Abbildung 1.12: Zwei strukturelle Basismotive, die zu Mn-Mn-Distanzen von 2,7 Å führen können. (a)
(µ2-O)2-Brücke; (b) (µ2-O)(µ3-O)-Brücke. Zur Vereinfachung sind nur die Brücken-Sauerstoffatome dar-
gestellt. Der in (a) angegebene Bereich für den Mn-Mn-Abstand entspricht dem in synthetischen Mo-
dellsubstanzen mit Mn2(µ2-O)2-Einheiten (Cambridge Structural Database). Entnommen aus [Dau et al.,
2004].

In Abb. 1.13 sind drei verschiedene Anordnungen der vier Mn-Atome darge-
stellt, die in Übereinstimmung mit den EXAFS-Ergebnissen sind. Diese Strukturen
können neben den für die 2,7 Å-Distanzen verantwortlichen Brücken noch weitere Ver-
brückungen (mono-µ-O- oder Carboxylato-Brücken) enthalten, die zu längeren Mn-
Mn-Distanzen führen. In allen drei Strukturen kann weiterhin das Ca2+-Ion so positio-
niert werden, dass die Mn-Ca-Distanzen und Winkel zur Membrannormalen mit den
EXAFS-Daten übereinstimmen. Außerdem eröffnen alle drei Strukturen die Möglich-
keit, im S2 → S3-Übergang eine weitere µ-O-Brücke zwischen den Mn-Atome zu bilden,
was in dieser Arbeit und in [Dau et al., 2001; Haumann et al., 2003] vorgeschlagen
wird.

Abbildung 1.13: Drei strukturelle Motive für die Anordnung der Mn-Atome im Mn4Ca-Komplex des PSII.
(a) Trimer und Monomer; (b) Dimer von Dimeren; (c) gestreckter Trimer und Monomer. Es sind nur die
Mn-Atome und die Brücken-Sauerstoffatome abgebildet. Die Mn-(µ2/3-O)-Bindungen sind als durchgezo-
gene Linien dargestellt. Die unterbrochenen Linien zeigen weitere mögliche koordinative Bindungen, die
zu weiteren (µ3-O)-Brücken führen könnten. Die Mn-Mn-Distanz von ∼3,1 Å ist nicht dargestellt. Jede
Struktur enthält zwei Mn-Mn-Distanzen von 2,7 Å. Alle drei Strukturen sind in Übereinstimmung mit den
vorliegenden EXAFS-Daten. Entnommen aus [Dau et al., 2004].

Weiterhin müssen die Oxidationszustände der Manganatome in den verschiede-
nen S-Zuständen bekannt sein, um die wasserspaltende Reaktion im PSII verstehen zu
können. Aus der energetischen Position der Mangan-K-Kante im Röntgenabsorptions-
spektrum kann der Oxidationszustand der Manganatome im Mn4Ca-Komplex ermittelt
werden [Sauer et al., 1992; Penner-Hahn, 1998; Dau et al., 2003]. Durch den Vergleich
mit Spektren von Manganverbindungen bekannter Oxidationszustände ergibt sich für
den S1-Zustand die wahrscheinlichste Konfiguration MnIII

2 MnIV
2 , für den S2-Zustand die
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Konfiguration MnIIIMnIV
3 , für den S3-Zustand MnIV

4 und für den S0-Zustand wird ei-
ne Konfiguration von MnIIMnIIIMnIV

2 oder MnIII
3 MnIV angenommen [Yachandra et al.,

1993; Dau et al., 2003]. Diese Annahmen werden gestützt durch EPR-Messungen (für
eine Übersicht siehe [Peloquin und Britt, 2001]). Für die S-Zustandsübergänge im
PSII werden Ein-Elektronenoxidationen eines Mn-Atoms für die Übergänge S0 → S1

und S1 → S2 angenommen. Ob es im S2 → S3-Übergang eine Oxidation am Mangan
[Ono et al., 1992; Roelofs et al., 1996; Iuzzolino et al., 1998b; Messinger et al., 2001;
Haumann et al., 2005a] oder an einem Mn-Liganden stattfindet [Roelofs et al., 1996;
Messinger et al., 2001], ist umstritten. In Simulationen können die Änderungen des
XANES-Spektrums im S2 → S3 mit einem Übergang eines fünffach koordinierten MnIII

zu einem sechsfach koordinierten MnIV erklärt werden [Dau et al., 2003, 2005]. Dies
kann unter Berücksichtigung von EXAFS-Ergebnissen als Bildung einer dritten di-µ-O-
Brücke interpretiert werden [Dau et al., 2004; Liebisch, 2005]. Im sauerstoffentwickeln-
den S3 → S0-Übergang könnte diese neugebildete µ-O-Brücke dann als Protonenakzep-
tor dienen.

Bei folgenden Punkten besteht weiterer Untersuchungsbedarf:

- Die Sauerstoff-Brücken zwischen den einzelnen Manganatomen geben immer noch
Anlass zu Diskussionen.

- Von besonderem Interesse ist der wasserspaltende Übergang S3 → (S4)→ S0, ins-
besondere die Bildung von Zwischenzuständen bei der Bindung von Substratwas-
ser und der Freisetzung von molekularem Sauerstoff.

- Die genauen Kinetiken der einzelnen S-Zustandsübergänge sind noch nicht ge-
klärt.

1.4.3 Die Funktion v on Calcium im Mn4Ca-Komplex

Calcium ist ein essentieller Kofaktor der photosynthetischen Wasseroxidation im Pho-
tosystem II [Yocum, 1991; Debus, 1992]. Die Rolle von Calcium wurde zuerst durch
Untersuchungen an photosynthetischen Membranen von Cyanobakterien erkannt [Pic-
cioni und Mauzerall, 1978; England und Evans, 1983; Brand et al., 1983].

Mn ions in Barber  et al. (2004)

Mn ions in Zouni  et al. (2001)

Mn ions in Kamiya and Shen (2003)

Abbildung 1.14: Modell der Struktur
des Mn4Ca-Komplexes aus kristallo-
graphischen Daten, entnommen aus
[Barber et al., 2004]. Vergleich der
Positionen der vier Manganatome in
den Modellen von [Zouni et al., 2001]
(grün), [Kamiya und Shen, 2003]
(blau) und [Ferreira et al., 2004]
(magenta).

Messungen mit Atomabsorptionsspektrometrie zeigten, dass sauerstoffproduzieren-
de PSII-Präparationen aus Spinat zwei Calciumatome pro vier Manganatomen enthal-
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ten, die mit verschiedener Affinität gebunden sind [Kashino et al., 1986; Ono und Inoue,
1988; Debus, 1992]. Ein Ca2+-Ion ist mit hoher Affinität vermutlich am LHCII [Davis
und Gross, 1975; Han und Katoh, 1993] oder CP29 gebunden [Shen et al., 1988a,b;
Jegerschöld et al., 2000] und das andere Ion an einer Bindungsstelle mit niedrigerer Af-
finität am oder in der Nähe des Mn4Ca-Komplexes [Debus, 1992; Ädelroth et al., 1995;
Boussac und Rutherford, 1992]. Letzteres konnte inzwischen durch kristallographische
Untersuchungen nachgewiesen werden [Ferreira et al., 2004; Biesiadka et al., 2004; Loll
et al., 2005b]. Es wurden außerdem weitere Ca-Affinitäten bestimmt, abhängig von der
Extraktionsmethode und von der Reinheit der eingesetzten PSII-Präparationen [Kalo-
saka et al., 1990]. Die Ursache der Heterogenität in den bestimmten Ca-Affinitäten ist
noch nicht geklärt. Es existieren zudem Daten darüber, dass die Ca-Affinität vom Oxi-
dationszustand der Mn-Atome abhängig ist [Boussac und Rutherford, 1988a]. Es wurde
daher postuliert, dass eine Abhängigkeit von der Zugänglichkeit der Bindungsstelle im
jeweiligen S-Zustand besteht [Boussac und Rutherford, 1988a]. Dies kann mit der vom
S-Zustand abhängigen Bindungsstärke der extrinsischen Polypeptide zusammenhängen
[Yocum, 1991; Ädelroth et al., 1995]. Unbestritten bleibt jedoch die Beobachtung zweier
Bindungsstellen mit stark unterschiedlicher Affinität.

Bei PSII-Membranfragmenten aus Spinat bewirkt die Extraktion des weniger fest
gebundenen der beiden Ca-Ionen eine vollständige Inhibierung der Sauerstoffbildung
[Brand et al., 1983; Shen et al., 1988a; Vander Meulen et al., 2004]. Die Bindung wird
durch die extrinsischen Polypeptide 17kDa und 23kDa reguliert [Ghanotakis et al.,
1984, 1985a; Boussac et al., 1985a; Ono und Inoue, 1986]. Das 33kDa Polypeptid in
Pflanzen ist möglicherweise in die Regulation der Affinität der Ca2+-Bindung involviert
[Zhang et al., 1996; Kruk et al., 2003]. Zumindest in Cyanobakterien bindet das 33kDa
Polypeptid jedoch nicht direkt Ca2+ [Loll et al., 2005a]. Die Funktion des zweiten,
fester gebundenen Calciums ist bisher unbekannt.

Für die Untersuchungen zur Funktion von Calcium bei der photosynthetischen
Wasseroxidation und seiner Bindungsstelle im Mn4Ca-Komplex wurde eine Vielzahl
an Experimenten durchgeführt, bei denen Calcium durch andere mono- oder divalente
Metallionen ausgetauscht wurde. Untersuchungen direkt am Calcium sind selten, da
Calcium nur schwer spektroskopisch detektiert werden kann. Dabei zeigte sich, dass nur
mit Strontiumionen (Sr2+) [Boussac und Rutherford, 1988b; Riggs-Gelasco et al., 1996;
Boussac et al., 2004] oder Vanadylionen (VO2+) [Lockett et al., 1990] eine signifikante
Rate der Sauerstoffbildung erreicht werden konnte.

Es kann zwischen zwei wichtigen Funktionen des Kofaktors Calcium für das
PSII unterschieden werden. Zum einen beeinflusst Calcium die Struktur des Mn4Ca-
Komplexes und seines Ligandenumfeldes. Dazu wird postuliert, dass das Ca2+-Ion einen
stabilisierenden Einfluss direkt auf die Manganbindungen hat [Ghanotakis und Yocum,
1990; Mei und Yocum, 1991] oder die katalytisch aktive Anordnung des Ligandumfel-
des bedingt [Yocum, 1991]. Dabei kann sich Calcium an den Konformationsänderun-
gen während des S-Zyklus beteiligen [Boussac und Rutherford, 1988a; Boussac et al.,
1990]. Außerdem gibt es Modelle, in denen das Ca2+-Ion eine Rolle bei der Bindung
von Chlorid spielt: entweder als direkter Ligand von Cl− [Tommos und Babcock, 1998]
oder durch Bildung einer transienten Bindung zu Cl− [Hoganson und Babcock, 1997;
Vrettos et al., 2001a]. Nach Untersuchungen von Vrettos et al. [2001b] kann jedoch eine
ausschliesslich strukturelle Rolle von Calcium ausgeschlossen werden.

Zum anderen ist Calcium essentiell für den katalytischen S-Zyklus. Dazu wurde ei-
ne Reihe von Untersuchungen zumeist an Sr2+-substituierten Systemen durchgeführt.
Die dabei beobachtete verringerte Sauerstoffaktivität ergibt sich aus der Verlangsa-
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mung der S-Übergänge im katalytischen Zyklus, insbesondere des S3 → S0-Überganges
[Boussac und Rutherford, 1988c; Boussac et al., 2004]. Abhängig von der angewendeten
Analysemethode wird durch die Entfernung von Calcium das Weiterschalten zum S3

(Thermolumineszenz-Messungen in [Ono und Inoue, 1989a]) oder zum S4 (Messungen
der verzögerten Fluoreszenz in [Boussac et al., 1985b]) blockiert. Daher wurde postu-
liert, dass Calcium vom Mn4Ca-Komplex benötigt wird um den S3 → S0-Übergang zu
ermöglichen und letztendlich Sauerstoff zu bilden [Boussac et al., 1985a; Boussac und
Rutherford, 1988c]. Weiterhin ist in Abwesenheit von Ca2+-Ionen der Elektronentrans-
fer vom YZ zum photooxiderten P680+• verlangsamt [Boussac et al., 1992; Andreasson
et al., 1995] und der S3Y

•

Z-Zustand wird maximiert [Boussac et al., 1989; Gilchrist
et al., 1995; Kodera et al., 1995].

Außerdem spielt Calcium, nach dem von [Rutherford, 1989; Pecoraro et al., 1998]
aufgestellten Mechanismus der photosynthetischen Wasserspaltung, eine direkte Rolle
bei der Wasseroxidation. Untersuchungen von Hendry et al. [2003] belegen die Wech-
selwirkungen zwischen dem Ca2+-Ion und einem Substratwassermolekül. Es wird ange-
nommen, dass Calcium als Substratbinder agiert, welcher das Wassermolekül während
des S3 → (S4)→ S0-Überganges ausrichtet [Pecoraro et al., 1998; Siegbahn, 2000; Ku-
zek und Pace, 2001; Vrettos et al., 2001a]. Alternativ wird die Bildung eines Sauer-
stoffradikals [Vrettos et al., 2001b] oder die Bindung eines Substratwassermoleküls als
OH− im S3-Zustand [Vrettos et al., 2001a] vorgeschlagen. Danach kommt es an einer
terminalen MnV=O-Gruppe zu einem nukleophilen Angriff unter der Bildung eines
Mn-gebundenen Hydroperoxid. Es folgt die Reduktion des Mn4Ca-Komplexes unter
Freisetzung von O2 [McEvoy und Brudvig, 2004]. Als Übergangszustand wird die Bil-
dung einer MnIII-OOH-Gruppe postuliert [Riggs-Gelasco et al., 1996; Vrettos et al.,
2001a].

Trotz dieser zahlreichen Untersuchungen hinsichtlich der Rolle von Calcium bleiben
eine Reihe von offenen Fragen:

- Wie ist die Struktur der Bindungsstelle des Kofaktors Calcium und wo ist die
tatsächliche Position im Mn4Ca-Komplex?

- Was ist die funktionelle Rolle vom Ca2+-Ion bei der photosynthetischen Wasser-
spaltung?

- Welche Bedeutung hat das Ca2+-Ion für das Ligandenumfeld und für die struktu-
relle Integrität des Mn4Ca-Komplexes, besonders in Hinblick auf die katalytische
Funktion?

1.5 Röntgenabsorptionsspektroskopie zur

Untersuchung biologischer Metallkomplexe

(BioXAS)

Die Röntgenabsorptionsspektroskopie (XAS) beruht auf der Anregung kernnaher, stark
gebundener Elektronen (z.B. 1s, 2s oder 2p) durch Röntgenstrahlung. Mit Hilfe von
XAS ist es möglich, Informationen über die elektronische Struktur (Oxidationszu-
stand) eines absorbierenden Atoms (Absorber) sowie über die Komposition (Anzahl
und Art der Liganden) und Geometrie (Absorber-Ligand-Distanzen, räumliche Anord-
nung) seiner Koordinationsumgebung zu erlangen. Für XAS-Messungen ist eine über
einen großen Spektralbereich gleichmäßig intensive Röntgenstrahlung mit hoher Inten-
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sität notwendig. Erst mit der Verfügbarkeit von Synchrotronstrahlungsquellen konnte
XAS effektiv als Untersuchungsmethode genutzt werden.

Strukturuntersuchungen von katalytischen Metallzentren in Proteinen werden auch
als BioXAS (X-ray Absorption Spectroscopy of Biological Samples) bezeichnet. Da-
mit können die Beziehungen zwischen Struktur und Funktion von biologischen Metall-
zentren untersucht werden [Yachandra, 1995; Scott, 2000]. Im Prinzip kann BioXAS
auf proteingebundene Metallzentren in allen Arten von Enzymen angewendet werden,
die Methode beschränkt sich dabei nicht auf bestimmte Elemente oder Oxidations-
zustände. Es können Metallenzyme in Lösung ebenso wie Metallzentren in Protei-
nen, die in ihrer natürlichen Membranumgebung eingebunden sind, untersucht wer-
den. Für solche Untersuchungen werden meistens Absorptionsspektren im Bereich
der K-Absorptionskanten (K-Kanten) der enthaltenen Metallatome aufgenommen und
die beobachteten Feinstrukturen ausgewertet. Durch die Wahl einer spezifischen K-
Kante ermöglicht diese Methode die elementspezifisch Untersuchung des absorbieren-
den Atoms und dessen Liganden in näherer Umgebung [Yachandra, 1995; Dau und
Haumann, 2003].

Vorteile der BioXAS-Methode, komplementär zur Proteinkristallographie, sind die
Möglichkeit von Messungen an Proteinen unter annähernd physiologischen Bedingun-
gen und die geringeren Einschränkungen bei der Probenpräparation, da keine Kristal-
le benötigt werden. Von besonderem Interesse bei Untersuchungen von Metallzentren
in Enzymen sind deren Oxidationszustands- und strukturellen Änderungen während
des katalytischen Prozesses. Es ist möglich, dass Zwischenzustände durch chemische
(z.B. pH, Inhibitoren, Reduktanden) oder physikalische (z.B. Licht, Temperatur) Mo-
difikationen eingestellt und damit detektierbar werden [George et al., 1998; Dau und
Haumann, 2003].

Die meisten der bisherigen XAS-Untersuchungen am PSII wurden bei tiefen Tem-
peraturen (<100 K) durchgeführt. Der Mn4Ca-Komplex des PSII ist bei diesen Tempe-
raturen jedoch nicht aktiv. Um die Zustandsübergänge und Intermediate im katalyti-
schen Zyklus der photosynthetischen Wasseroxidation, ein Schwerpunkt dieser Arbeit,
in

”
Echtzeit“ verfolgen zu können, sind Untersuchungen bei Raumtemperatur erforder-

lich. Vorläufige Daten zeigten die prinzipielle Machbarkeit von BioXAS-Messungen bei
Raumtemperatur [Meinke et al., 2000].

Durch die Nutzung modernster Synchrotronquellen, wie dem ESRF (European Syn-
chrotron Radiation Facility) in Grenoble (Frankreich), kann der Zeitaufwand für die
Aufnahme eines kompletten EXAFS-Spektrums von ca. einer Stunde auf weniger als
20 Sekunden reduziert werden. Damit ergeben sich neue Perspektiven, insbesondere im
Hinblick auf zeitaufgelöste XAS-Messungen.

Typischerweise liegt das Verhältnis zwischen den zu untersuchenden Metallato-
men und den Hintergrundatomen (Atome des Proteins und des Lösungsmittels) in
einem Bereich von 1:104 - 105. Auf Grund dieser extremen Verdünnung stellen BioXAS-
Messungen eine besondere experimentelle Herausforderung dar [Ascone et al., 2003].
Um die enorme Hintergrundabsorption dieser Matrixatome zu minimieren, werden
meistens die Anregungsspektren der Röntgenfluoreszenz mit energieauflösenden De-
tektoren aufgenommen.

Der experimentelle Aufbau eines XAS-Messplatzes ist in Abb. 1.15 schematisch
dargestellt. Die speziellen Messanordnungen für die XAS-Experimente in dieser Arbeit
sind in Abschnitt 4.1 und 6.1 detailliert beschrieben. In Abschnitt 2.5 wird die Theorie
der Röntgenabsorptionsspektroskopie erläutert und die Details der Datenauswertung
beschrieben.
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Abbildung 1.15: Schema des Aufbau eines Röntgenabsorptions-Experimentes am Synchrotron. Die aus der
Synchrotronstrahlungsquelle austretende polychromatische Röntgenstrahlung wird mit Hilfe eines Doppel-
kristallmonochromators in monochromatische Röntgenstrahlung zerlegt. Die Intensität der Röntgenstrah-
lung wird vor (I0) und hinter (I1) der Probe durch Ionisationskammern detektiert. Für stark verdünnte
Proben wird statt der Röntgenabsorption die angeregte Fluoreszenz (IF) gemessen, die der Absorption
direkt proportional ist. Durch Detektion unter einem Winkel von 45◦ der Probennormalen zum Röntgen-
strahl und parallel zum E-Feld-Vektor der Röntgenstrahlung wird die Streustrahlung minimiert. Der Einsatz
energieauflösender Detektoren ermöglicht darüber hinaus die Auswahl eines speziellen Energiebereiches der
detektierten Röntgenstrahlung. Die so gemessenen Spektren sind weitgehend frei von Streubeiträgen, da
diese bei der Anregungsenergie auftreten und effizient unterdrückt werden. Die Energiekalibrierung des
Monochromators ist meist nicht genügend genau um kleine Änderungen der Absorptionskanten (Verschie-
bungen um ∼0,5 eV) zu detektieren. Dann erfolgt eine absolute Energiekalibrierung durch Messung einer
Energiereferenzprobe. Dazu wird eine Standardprobe mit bekanntem Spektrum zwischen zwei Ionisations-
kammern (I1, I2) hinter die Probe gebracht. Anhand der Energie bekannter spektraler Merkmale kann so
die Energieachse für die eigentliche Messung kalibriert werden.

Zusammenfassend sind die Einsatzbereiche für XAS-Messungen in dieser Arbeit
und ihre Vorteile gegenüber der Röntgenkristallographie aufgelistet:

- Bestimmung der Oxidationszustände in den einzelnen S-Zuständen sowie der
Strukturänderungen im Mn4Ca-Komplex des PSII während des Kok-Zyklus. Vor-
teil: eine Photoreduktion der Proben kann ausgeschlossen werden und die Zu-
standsverteilung kann durch weiterführende Experimente verifiziert werden.

- Untersuchung der Kinetik in den einzelnen Schritten im katalytischen Zyklus.
Vorteil: Zeitaufgelöste Messungen von Zustandsänderungen unter quasi physiolo-
gischen Bedingungen.

- Bestimmung der Bindungsstelle des Ca2+-Ions im Mn4Ca-Komplex, der Distan-
zen zu den Mn-Atomen und dere Winkel der Ca-Mn-Vektoren zur Membrannor-
malen. Vorteil: Bindungsabstände mit einer Genauigkeit von 0,01 Å.



20 KAPITEL 1. EINLEITUNG


