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Zusammenfassung

Pflanzen, Griinalgen und Cyanobakterien nutzen die oxygene Photosynthese, um Lichtenergie in
chemische Energie umzuwandeln. Der dabei aus Wasser freigesetzte Sauerstoff bildet die Grund-
lage des tierischen und menschlichen Lebens. Die katalytische Wasserspaltung findet im Photo-
system IT (PSII), einem grofien Proteinkomplex, in einer zyklischen Reaktion statt. Das Zentrum
der katalytischen Aktivitit ist der wasseroxidierende Komplex (WOC), ein Metallkomplex aus
vier Manganionen und einem Kalziumion. Der eigentliche Reaktionsmechanismus ist bisher nicht
verstanden. Fiir die Entwicklung von Modellen ist eine genaue Kenntnis der Struktur und der

Eigenschaften des WOC in den einzelnen Schritten des Zyklus unerlédflich.

Elektron-Paramagnetische-Resonanz (EPR) und verwandte Methoden nutzen die Wechselwir-
kung ungepaarter Elektronen mit einem Magnetfeld. Uber die Messung der Energieaufspaltung
der Spinzustdnde kann man Informationen iiber die Eigenschaften des paramagnetischen Zen-
trums und seiner unmittelbaren Umgebung gewinnen. Damit eignet sich diese Methode ideal zur
selektiven Untersuchung des WOC im PSII im paramagnetischen So-Zustand.

Zunéchst wurden Vorteile und Moglichkeiten von Multifrequenz-EPR- und -ENDOR-Methoden
an einem zweikernigen Mn-Modellsystem, Mn-Katalase, demonstriert. Dabei wurden Eigenschaf-

ten und magnetische Parameter mehrkerniger Mn-Komplexe untersucht.

Diese Methoden wurden dann auf den So-Zustand des WOC in nativem PSIT aus dem Cyano-
bakterium Thermosynechococcus elongatus und in Sr-Medium gewachsenes PSIT aus Thermosyn-
echococcus elongatus iibertragen. Dabei stellt Strontium den einzigen bekannten funktionalen Er-
satz fiir Kalzium dar. Der So-Zustand in PSII-Sr zeigt verdnderte EPR- und ENDOR-Spektren im
Vergleich zum nativen PSII, ist bisher aber nur unzureichend spektroskopisch charakterisiert. Mit
Multifrequenz-EPR- und -ENDOR-Untersuchungen in Losung konnten die magnetischen Para-
meter beider Systeme bestimmt werden. Mittels Q-Band-EPR und ->>Mn-ENDOR-Spektroskopie
am PSII-Einkristall konnten neben den Hauptwerten der 5°Mn-Hyperfeinkopplungen auch deren
Orientierungen im Kristallsystem bestimmt werden. Durch die Ubertragung von Strukturmotiven
der zweikernigen Modellkomplexe auf den WOC konnte eine Korrelation zwischen magnetischen

Parametern und der geometrischen Struktur gefunden werden.

Q-Band-'H-ENDOR-Spektroskopie des S,-Zustands in Losung und am PSII-Einkristall er-
moglichte dariiber hinaus die Charakterisierung der an den Mn-Komplex koppelnden Protonen,
wobei fiir die drei gréften Kopplungen auch deren Orientierungen im Kristallsystem gefunden
wurden. Unter Verwendung theoretischer Strukturmodelle des WOC im Se-Zustand wurde eine
Zuordnung zwischen Hyperfeinkopplung und geometrischer Position fiir ausgewdhlte, den WOC

ligandierende, Protonen postuliert.






Abstract

Plants, green algae and cyanobacteria alike use oxygenic photosynthesis to transform harvested
light into chemical energy. The oxygen which is released from oxidised water molecules forms the
basis of animal and human life. The reaction cycle of catalytic dissociation of the water molecules
takes place within a large protein complex called Photosystem II (PSII). Its catalytic center is the
WaterOxidizing Complex (WOC) comprising four manganese and a calcium ion. The underlying
reaction mechanism is not yet understood. The requisite for the development of appropriate
models to explain its behavior is an accurate knowledge of its structure and physical /chemical

properties in every step of the catalytic cycle.

Electron Paramagnetic Resonance (EPR) and related methods employ the interaction between
unpaired electrons in an external magnetic field by measurement of their spin state’s energy
splitting. The observed energy differences carry information about the paramagnetic center and
its immediate surrounding. Hence, this method is perfectly suited to selectively investigate the
paramagnetic So-state of the WOC within PSII.

Initially, the capabilities and benefits of multi-frequency EPR and ENDOR were demonstra-
ted on a di-manganese model system, Mn-Catalase, studying its characteristics and magnetic

parameters.

These methods then were transferred onto the WOC Sy-state in native PSII from cyanobacteri-
um Thermosynechococcus elongatus and onto the same system, but grown in nutrient containing
strontium exclusively, which is the only known functional replacement for calcium. In compari-
son to native PSII, the So-state of PSII-Sr exhibits changes in its EPR and ENDOR spectra.
To date, these are insufficiently characterized. By means of multi-frequency EPR and ENDOR
investigation of both systems in solution, their properties could be determined. Q-band EPR
and °°Mn-ENDOR spectroscopy on native PSII crystals allowed for an assighment not only of
the fundamental components of the *Mn hyperfine couplings, but also of their orientations wi-
thin the crystal frame. In analogy to structural motives from said di-manganese model systems,

correlations between magnetic parameters and local structural characteristics could be found.

Q-band 'H-ENDOR spectroscopy on Sp-state in solution and in crystal permitted the charac-
terization of nearby protons coupled to the WOC, where the three largest couplings could be
oriented within the crystal frame. With the aid of theoretical structure models of the WOC in
its Sp-state, an assignment of selected 'H hyperfine couplings to actual WOC ligating protons

was postulated.
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Kapitel 1
Einleitung

Pflanzen, Griinalgen und Cyanobakterien nutzen Lichtenergie zum Aufbau von Biomasse
und produzieren dabei Sauerstoff. Damit bildet diese sogenannte oxygene Photosynthese

die Grundlage des tierischen und menschlichen Lebens auf der Erde.

Wihrend der Photosynthese werden Wasser und Kohlenstoffdioxid unter Ausnutzung
der Lichtenergie in Kohlenhydrate und Sauerstoff umgewandelt. Der primére Prozef fin-
det in einem grofen Proteinkomplex der Thylakoidmembran, dem Photosystem IT (PSII),
statt. Dabei wird Lichtenergie zur Ladungstrennung genutzt und Reduktionspotential
aufgebaut. Elektronen werden von einem Metallkomplex aus vier Manganionen und ei-
nem Kalziumion bereitgestellt. Dieser Komplex katalysiert die Spaltung von Wasser in

Sauerstoff, Protonen und Elektronen.

Die Wasserspaltung findet in einem Zyklus iiber fiinf sogenannte S-Zustande So_4 statt.
In den Zusténden wird der wasseroxidierende Komplex (WOC) schrittweise oxidiert, im

postulierten S4-Zustand wird spontan Sauerstoff freigesetzt.

Fiir ein genaues Verstandnis der einzelnen Reaktionsschritte wahrend der Wasserspal-
tung und die Entwicklung eines Modells sind Kenntnisse der Eigenschaften und der Struk-

tur des WOC in jedem der S-Zustdnde Voraussetzung.

Zwar konnte kiirzlich die Struktur des WOC mittels Rontgenkristallographie bestimmt
werden [1], die Rontgenkristallstruktur stellt dabei jedoch nur eine Momentaufnahme
des WOC dar. Fiir ein Verstédndnis des Reaktionsmechanismus ist jedoch die Kenntnis
iiber Umstrukturierungen des WOC im Laufe des Reaktionszyklus notwendig. Die in der
Rontgenkristallographie verwendeten experimentellen Bedingungen fithren zudem insbe-
sondere im Bereich des WOC zu Strahlenschéden [2]. Dabei werden die Manganionen
zu Mn?* reduziert, was eine Umordnung des WOC und Stérungen der Ligandensphire
nach sich ziehen kann. Die Charakterisierung der Eigenschaften und Struktur des WOC

in den verschiedenen S-Zustdnden muf daher durch andere spektroskopische Methoden
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erfolgen.

Methoden der Elektron-Paramagnetischen-Resonanz (EPR) sind, anders als beispiels-
weise optische Spektroskopie, nur auf das paramagnetische Zentrum und dessen unmit-
telbare Umgebung empfindlich. Dadurch sind sie ideal geeignet, den WOC in seinen pa-
ramagnetischen Zustdnden zu untersuchen. EPR ist eine Magnetresonanzspektroskopie,
die Ubergangsenergien paramagnetischer Zentren in einem #uferen Magnetfeld detek-
tiert. Dariiber konnen Informationen iiber Zusammensetzung, Oxidationszustdnde und
Umgebung des paramagnetischen Zentrums gewonnen werden. Verwandte Methoden wie
Elektron-Kern-Doppelresonanz-Spektroskopie (ENDOR) ermoglichen die direkte Detek-
tion der Wechselwirkungen umliegender Kernspins mit dem paramagnetischen Zentrum.

Diese erlauben weitere Riickschliisse auf die Umgebungsgeometrie des Zentrums.

Der So-Zustand des WOC mit einem effektiven Spin S = 1/2 kann experimentell
einfach und in hoher Konzentration préapariert werden. Der So-Zustand wurde in zahl-
reichen EPR- und ENDOR-Studien untersucht. Dabei ist eine Interpretation der experi-
mentellen Daten aufgrund der Komplexitét des Systems schwierig. In bisherigen Arbeiten
konnten insbesondere die Oxidationszustdnde der Manganionen des WOC im Ss-Zustand
bestimmt werden. Eine weitergehende Korrelation zwischen elektronischer und geome-
trischer Struktur, z. B. die Identifikation der einzelnen Manganionen in der Struktur,
war bisher nur auf der Basis theoretischer Modellstrukturen méglich. Eine anhaltende
Diskussion der Ligandensphéare des WOC, die aus den Rontgenkristallstrukturen nicht
selektiv fiir einzelne S-Zusténde ermittelt werden kann, erschwert dabei die Entwicklung
und Bewertung der Modelle ebenso wie die Vielzahl der verdffentlichten magnetischen Pa-
rametersitze fiir den So-Zustand des WOC. Dariiber hinaus ist die Mehrzahl der Studien
sind an pflanzlichem PSIT durchgefiihrt. Es ist seit langerem bekannt, daf sich die EPR-
Spektren des Sp-Zustands in pflanzlichem und cyanobakteriellem PSIT unterscheiden [3].
Da Rontgenkristallstrukturen nur fiir cyanobakterielles PSII existieren, ist eine Charak-
terisierung dieser Systeme besonders wichtig, da nur in diesen eine direkte Korrelation

der magnetischen Parameter zur Struktur moglich ist.

Nach einer kurzen Einfithrung zum wasseroxidierenden Komplex und insbesondere dem
So-Zustand werden die in dieser Arbeit verwendeten EPR- und ENDOR-Methoden vor-
gestellt. Das Potenzial dieser Methoden wird in einem Multifrequenzansatz an einem
zweikernigen Mn-Modellsystem demonstriert. Zuséatzlich werden die magnetischen Para-
meter des Modellsystems bestimmt und Korrelationen zwischen elektronischer und geo-
metrischer Struktur hergestellt. Insbesondere durch orientierungsselektive Multifrequenz-

ENDOR-Messungen konnten die Orientierungen der Hyperfein- und Quadrupolkopplun-
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gen der Manganionen des Systems bestimmt werden, die zum Teil deutlich von bisherigen

vereinfachenden Annahmen abweichen.

Diese Methoden werden danach auf den Ss-Zustand des WOC in PSII iibertragen.
Multifrequenz-EPR- und insbesondere -ENDOR-Messungen am So-Zustand stellen auf-
grund der grofen spektralen Breite der Signale und dem damit einhergehenden be-
schrinkten Signal-zu-Rausch-Verhéltnis (S/R) grofe Anforderungen an Empfindlichkeit
und Stabilitdt der experimentellen Aufbauten. Neben der belastbaren Bestimmung von
Hyperfeinparametern der Manganionen des WOC im So-Zustand konnten mittels > Mn-
ENDOR-Spektroskopie am PSII-Einkristall auch Orientierungen der Hyperfeinkopplungen
im Kristallsystem gefunden werden. Aus diesen experimentellen Ergebnissen konnte iiber
Vergleiche mit zweikernigen Modellsystemen eine Zuordnung der magnetischen Paramter

zur Struktur erfolgen.

Kalzium ist ein essentieller Kofaktor des WOC, da die Entfernung des Kalziumions den
Verlust der katalytischen Aktivitdt zur Folge hat. Dabei ist die Funktion des Kalziumions
im WOC bei der Wasserspaltung bisher nicht verstanden. Der einzige bekannte funktio-
nale Ersatz fir Kalzium ist Strontium. Der So-Zustand des WOC von in Sr-Medium
gezogenem PSII zeigt unter anderem gegeniiber dem nativen System verdnderte EPR-
und %°Mn-ENDOR-Spektren. Die hier erstmalig durchgefiihrten W-Band-EPR- und W-
Band-Mn-ENDOR-Untersuchungen an in Sr-Medium gezogenem PSII (PSII-Sr) aus
Thermosynechococcus elongatus ermoglichten zusammen mit dem Multifrequenzansatz

eine belastbare Charakterisierung der magnetischen Parameter.

Das letzte Kapitel beschéftigt sich mit der Untersuchung der Protonenumgebung des
Mn-Komplexes mittels gepulster 'H-ENDOR-Spektroskopie. In dieser Arbeit wird diese
Methode erstmals auf PSII aus Thermosynechococcus elongatus angewendet. Die Bestim-
mung der 'H-Hyperfeinkopplungen des WOC im So-Zustand und insbesondere die Be-
stimmung der Orientierung der drei groften 'H-Hyperfeinkopplungen mittels 'H-ENDOR-
Spektroskopie am PSII-Einkristall bieten weitere Moglichkeiten zur Uberpriifung von
theoretischen Modellstrukturen und damit die Basis fiir die Entwicklung eines Modells

des Reaktionsmechanismus.
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Kapitel 2

Photosystem ||

2.1 Photosynthese

Allgemeine Grundlagen

Cyanobakterien, Griinalgen und Pflanzen wandeln Kohlenstoffdioxid (CO2) und Wasser
(H20) in Kohlenhydrate um, aus denen sie ihre Biomasse aufbauen. Dabei wird Sauerstoff
freigesetzt. Die oxygene Photosynthese, die dies ermdglicht, stellt damit die Grundlage
fiir tierisches Leben auf der Erde dar. Energie fiir die Bildung neuer Biomasse kommt

aus dem Licht.

Die Umwandlung der elektromagnetischen Energie des Lichts in chemische Energie wird
als Primérreaktion bezeichnet, die Bildung der Kohlenhydrate findet lichtunabhingig
wihrend der Dunkelreaktion statt [4].

Die Primérreaktion findet in der Thylakoidmembran statt. In Pflanzen und Griinalgen
befindet sich diese Membran vielfach aufgeschichtet in den Chloroplasten [5]. In Cyano-
bakterien sitzen diese Membranen paarweise konzentrisch angeordnet im Zellinneren |[6].
Der Zwischenraum dieser Membranpaare stellt den Innenraum, das Lumen, dar, aufer-
halb liegt das Cytoplasma. Mehrere grofse Proteinkomplexe, die an der Primérreaktion
beteiligt sind, sind in die Thylakoidmembran eingebettet und in Abb. 2.1 schematisch
skizziert: PSII, Cytochrom-bfg, PSI und F-ATP-ase. Fiir eine effiziente Lichtabsorption
der Photosysteme sorgen zusétzliche Lichtsammelkomplexe, sogenannte Phycobilisome,

die im Cytoplasma an die Photosysteme binden.

In einem ersten Schritt der Primérreaktion wird absorbierte Lichtenergie im PSII zur
Ladungstrennung genutzt [7]. Auf der Lumenseite wird Wasser gespalten, die Elektro-
nen werden iiber die Membran zu Plastochinon, das als mobiler Elektronentransporter

fungiert, transportiert, wiahrend die Protonen in das Lumen abgegeben werden. Plasto-
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PSII Cytochrom-b f ADP +P,—> ATP

NADP + H" —> NADPH
s i :
F-ATP-ase

Stroma (AufBenseite)

Thylakoid-
membran

Lumen (Innenseite) 2H,0 0,+4H

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der an der Photosythese beteiligten Proteine in der
Thylakoidmembran.

chinon transportiert die Elektronen iiber den Cytochrom-bgf-Komplex zum PSI. Auch
dieses Protein nutzt Lichtenergie zur Ladungstrennung iiber die Membran. Hier redu-
zieren die Elektronen Nicotinamid-adenin-dinukleotid-phosphat (NADP™) zu NADPH.
Der durch diese Prozesse iiber die Membran aufgebaute Protonengradient wird vom F-
ATP-ase Komplex zur Bildung von Adenosintriphosphat (ATP) genutzt. In den folgenden
Dunkelreaktionen dienen NADPH und ATP zur Reduktion von CO5 und dem Aufbau

von Kohlenhydraten im Rahmen des Calvinzyklus.

Photosystem Il

Photosystem II ist das einzige Protein, welches Wasser spalten kann und bildet damit das
Zentrum der oxygenen Photosynthese. Das Protein liegt in der Thylakoidmembran als
Homodimer vor und besteht aus 19 Untereinheiten [1,7]. Das eigentliche Reaktionszen-
trum (siehe Abb. 2.2), in dem Ladungstrennung und Wasserspaltung stattfinden, findet

sich in den Untereinheiten D1 und D2, die quasi symmetrisch aufgebaut sind.

Das Zentrum der Elektronentransferkette stellt der primére Elektronendonor Pggg dar,
der von vier Chlorophyllen gebildet wird. Das Elektron wird nach Lichtanregung iiber
ein Pheophytin zu einem gebundenen Chinonkofaktor Q4 weitergeleitet. Das schwach
gebundene Plastochinon Qg verlafst nach einer Reduktion durch zwei Elektronen als
QpHs die Bindungstasche des PSII.

Der Donorteil der Elektronentransportkette des PSII reduziert den priméren Donor
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Reaktionszentrum

Thylakoid-
membran

% Mn, 4Ca-Komplex

Abbildung 2.2: Links: Schematische Darstellung der Elektronentransferkette im PSII. Rechts:
Strukturbild der am Elektronentransfer beteiligten Kofaktoren nach [1].

Pgso iiber ein redoxaktives Tyrosin Y z. Dieses wiederum bildet das Bindeglied zum was-
seroxidierenden Komplex (WOC), der tiber die Spaltung von Wasser Sauerstoff und Elek-

tronen produziert.

Pflanzliches und cyanobakterielles PSII zeigen grofie Ahnlichkeiten, insbesondere das
Reaktionszentrum ist iiber alle Spezies sehr homolog und die Positionen und Orientierun-
gen der Kofaktoren der Elektronentransferkette sind sehr vergleichbar [8]. Dennoch gibt
es bedeutsame Unterschiede, z.B. sind zwei der extrinsischen, den WOC stabilisieren-
den Untereinheiten nicht gleich [8,9]. Auch spektroskopisch wurden kleine Unterschiede
in der elektronischen Struktur des WOC zwischen PSII-Préparationen aus Spinat und
aus dem Cyanobakterium Thermosynechococcus elongatus gefunden [3]. Kristalle und
damit hochaufgeloste Strukturinformationen konnten bisher nur fiir PSII aus thermo-
philen Cyanobakterien gewonnen werden. Um direkt spektroskopische Daten mit der
Kristallstruktur vergleichen zu kénnen, wurden in dieser Arbeit alle Untersuchungen an

PSII-Préaparationen aus Thermosynechococcus elongatus durchgefiihrt.

2.2 Der wasseroxidierende Komplex
Der wasseroxidierende Komplex (WOC) ist das eigentliche Herzstiick des PSII. Dieser

Komplex katalysiert die Wasserspaltung in Protonen und Sauerstoff. Erste Untersuchun-

gen der Sauerstoffproduktion von Chloroplasten [10] zeigten, daf die Produktion von
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2H0 -

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung des Kok-Zyklus. Der postulierte, transiente Zustand
S4 geht spontan unter Freisetzung von einem Molekiil Sauerstoff in den Sy-Zustand iiber.
Im Verlauf des Kok-Zyklus binden zwei Wassermolekiile, der genaue Bindungszeitpunkt wird

debattiert, ebenso die Abgabe der vier Protonen.
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Sauerstoff abhéngig von der Zahl der Lichtblitze ist und die Reaktion iiber mehrere
Schritte lauft. Kok et al. stellten das Modell der S-Zustédnde vor, das heute als Kok-
Zyklus bekannt ist und in Abb. 2.3 gezeigt ist. Mit der aufeinanderfolgenden Absorption
von vier Photonen gelangt der WOC vom Ausgangszustand Sy {iber S;_3 zum transien-
ten Zustand S4, wo die Wasserspaltung und Freisetzung von Sauerstoff erfolgen soll. Die
metastabilen S-Zustdnde Sy_3 konnen prapariert werden, der transiente Reaktionsschritt
S4 konnte bisher nicht beobachtet werden. Dabei ist S; der dunkelstabile Zustand, in
den alle anderen Zustdnde mit unterschiedlichen Raten relaxieren. Der So-Zustand kann
einfach und in praktisch allen Zentren durch Beleuchtung der Probe mit weiffem Licht
bei etwa 200 K préapariert werden [11], da bei dieser Temperatur der Elektronentransfer
von Q4 zum Qp blockiert ist [12,13].

Im Lauf der PSII-Forschung gelang es erst recht spit, Kristalle zu ziichten und per
Rontgenstrukturanalyse zu untersuchen. Bisher sind nur aus thermophilen Bakterien,
insbesondere von Thermosynechococcus elongatus Kristalle entstanden. Die erste voll-
stindige Rontgenstruktur mit 3,7 A Auflésung aus dem Jahr 2001 [14] erlaubte die Un-
tersuchung des genauen Aufbaus der verschiedenen Untereinheiten und zeigte die Haupt-
komponenten der Elektronentransportkette. Dabei bestétigten sich strukturelle Motive
der Kofaktoren, die bereits aufgrund von verschiedensten spektroskopischen Untersuchun-
gen und aus Analogien zu bakteriellen Reaktionszentren vorhergesagt wurden [15,16]. Bis
auf die neueste Struktur von 2011 [1] war die Auflésung aber stets zu gering, um Aus-
sagen zum genauen Aufbau des Mn-Komplexes und seiner Proteinumgebung treffen zu

kénnen.

In Abb. 2.4 ist der WOC, also der Mny-Ca-Komplex mit umliegender Proteinumgebung
nach [1] gezeigt. Diese ist die erste Rontgenstruktur, die mit einer Auflésung von 1,9 A ei-
ne Abbildung der Struktur des Mn-Komplexes inklusive verbriickender Sauerstoffkerne

und eine Identifizierung moglicher Liganden erlaubt.

Der Mn-Komplex ist ein verzerrtes Kuban, das von drei Manganionen Mn1-Mn3, dem
Kalziumion sowie vier Sauerstoffionen O1-O3 und O5 gebildet wird. Das vierte Mangan-
ion Mn4 ist iiber das Sauerstoffion O5 des Kuban und ein weiteres auferhalb dessen (O4)
verbriickt, so daf alle Mn-Ionen durch di-u-oxo Briicken verbunden sind. Das Kalziumi-
on ist durch seine Eckposition im Kuban iiber oxo-Briicken mit allen vier Manganionen
verbunden. Umliegend sind die ndchsten Aminoséuren sowie das Y7, gezeigt. Zusatzlich
wurden in der Struktur vier, am Komplex koordinierte Wassermolekiile W1-W4 gefun-
den, deren Protonierungszusténde allerdings unbekannt sind, da Protonen nicht aufgel6st

werden konnen.
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Glu189

Abbildung 2.4: Strukturbild des Mn-Komplexes mit umliegenden Liganden nach [1].

22



Der Mechanismus der Wasserspaltung ist trotz intensiver Forschung nicht geklart und
verstanden. Eine moglichst detaillierte Charakterisierung der einzelnen S-Zustédnde ist
fiir theoretische Modelle des Mechanismus daher unerléflich. Die Rontgenkristallogra-
phie zeigt nur eine Momentaufnahme des Komplexes. Zusétzlich ist der Komplex durch
auftretende Strahlenschidden [2] in einem unbekannten Oxidationszustand, da insbeson-
dere die Manganionen durch die Rontgenstrahlung zu Mn(II) reduziert werden. Daher ist
die spektroskopische Charakterisierung des Mn-Komplexes in seinen einzelnen Zustdnden

ein wichtiger Beitrag zum Verstdndnis der katalytischen Wasserspaltung.

Mit Rontgenspektroskopiemethoden wie EXAFS und XANES wurde insbesondere die
detaillierte Geometrie des Mn-Komplexes im Verlauf des Kok-Zyklus untersucht [17-
19] und aus Simulationen mogliche Strukturmodelle entwickelt. Dabei wurden spektrale
Unterschiede der einzelnen Zustédnde mehrheitlich auf strukturelle Umordnungen des Mn-

Komplexes wahrend des Kok-Zyklus zuriickgefiihrt.

Im Fokus zahlreicher FTIR-Untersuchungen stand die Ligandenstruktur des Mn-Kom-
plexes [20,21]. Uber die Mutation verschiedener Aminosiuren im Umkreis des WOC
wurden mogliche Liganden und Umstrukturierungen der Bindungen in den einzelnen Zu-
stdnden identifiziert. Dabei beruhen diese Schlufsfolgerungen auf der Annahme, dafs die
Anderungen der Oxidationszustéinde einzelner Manganionen im Verlauf des Kok-Zyklus
eine Anderung der Schwingungsmoden der direkten Liganden nach sich zieht. Die star-
ke Kopplung des Mn-Komplexes mit delokalisierten Ladungszustdnden konnte aber zu
einer Unempfindlichkeit auf die lokalen Oxidationszustandsénderungen der FTIR Mes-
sungen fiihren. Diese Uberlegungen erkliren maoglicherweise die zum Teil widerspriichli-
chen Ligandenvorschldge und abgeleitete Oxidationsmuster fiir den Mn-Komplex in den

S-Zustanden.

EPR ist durch die selektive Empfindlichkeit fiir die Umgebung eines paramagnetischen
Zentrums eine ideale Methode zur Untersuchung des WOC. Alle metastabilen Zusténde
des Mn-Komplexes wurden mit EPR und verwandten Methoden charakterisiert [22—-24].
Dabei sind die Zustdnde Sy und Sy mit einem Spin S = 1/2 besonders eingehend stu-
diert. Auf Grundlage der experimentellen Befunde mit EPR und verwandten Methoden
wurden die Oxidationszustdnde der Manganionen im Sa-Zustand zu Mn(III)Mn(IV)3 be-
stimmt, {iber die Oxidationsstufen im Sp-Zustand hat sich noch kein Konsens auf Basis

experimenteller Ergebnisse herausgebildet [25].

Einen groften Einflufs auf die Entwicklung detaillierter Strukturmodelle der einzel-
nen S-Zustdnde sowie von Modellen des Reaktionsmechnismus der katalytischen Was-

serspaltung auf Basis der zahlreichen experimentellen Befunde zum WOC haben theore-
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tische Studien [26-29]. Es sind verschiedene Reaktionsmechanismen der Bildung der Os-
Bindung auf Basis verschiedener experimenteller Daten sowie den verschiedenen Kristall-
strukturen vorgeschlagen worden. Darunter sind Mechanismen auf Basis einer Kopplung
zweier Oxylradikale, eine Reaktion iiber Mn-gebundene Oxo-Liganden oder die Reaktion

terminal gebundenen Wassers mit einer terminalen Mn(V)-O Form [29].

Fiir die Beurteilung dieser moglichen Modelle des Wasserspaltungsmechanismus sind
insbesondere Untersuchungen zu Fragen der Substrattransportpfade, des Zeitpunktes so-
wie Ortes der Substratbindung wichtig. Verschiedene Studien an PSII-Mutanten [21]
und Untersuchungen zum Einfluk kleiner Molekiile wie Ethanol, Acetat u.a. [30] zeigen
die Bedeutung des Wasserstoffbriickennetzwerks in der Umgebung des WOC und der
Substratkanéle fiir die Funktionsfahigkeit der katalytischen Wasserspaltung. Der Frage
der Substratkanéle widmen sich unter anderem theoretische Modellierungen auf Basis
der Kristallstruktur [31]. Ein ganzes Kanalsystem mit mehreren Seitenarmen wurde in
den Kristallstrukturen identifiziert, wobei die jeweilige Spezfizitét fiir die verschiedenen
Reaktionsprodukte wie Oy oder Protonen intensiv debattiert wird. Daneben beschéfti-
gen sich zahlreiche spektroskopische Untersuchungen mit der Substratbindung [25]. Uber
zeitaufgeloste Massenspektroskopie wurden zwei in ihrer Zeitkonstante deutlich unter-
schiedliche Substratbindungsstellen gefunden. Ein Substratwasser bindet dabei bereits im
So-Zustand, iiber den Bindungszeitpunkt des zweiten Substratwassers wird derzeit noch
debattiert. EPR- und FTIR-Studien [24, 25| zeigten einen solvatisierten Mn-Komplex
und auch die neueste Rontgenstruktur fand mehrere Wasser in der Umgebung des Mn-
Komplexes. Dabei ist jedoch der Protonierungsgrad dieser Wasser in der Struktur sowie

die Zuordnung zu den Substratwassern unbekannt.

Im Rahmen dieser Fragestellung wurde auch der Einfluf kleiner Molekiile wie Etha-
nol, Acetat und anderen sowie die Rolle des Kalziumions auf Struktur und Funktion des
WOC intensiv untersucht [24,30,32|. Die Substitution des Kalziumions durch verschie-
dene andere Elemente, unter denen nur bei Strontiumsubstitution die Funktionsfahigkeit
erhalten bzw. wiederhergestellt wird, weist auf eine mégliche Substratbindungsstelle am
Kalziumion bzw. auf dessen Rolle beim effektiven Abtransport von Protonen zur Auf-
rechterhaltung des Kok-Zyklus hin.

Die Frage nach dem Reaktionsmechanismus der Wasserspaltung ist iiber theoretische
Rechnungen und Modelle eng mit einer méglichst genauen Kenntnis der elektronischen

und geometrischen Struktur des WOC in den einzelnen S-Zusténden verkniipft.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher EPR-Methoden zur Untersuchung des WOC

im So-Zustand durchgefiihrt, um Fragestellungen nach den Oxidationsstufen der Mangan-
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ionen und moglicher Substratbindungsstellen zu beantworten. Der So-Zustand wird im
Folgenden insbesondere im Hinblick auf frithere Untersuchungen mit EPR-Spektroskopie

kurz vorgestellt.

2.3 Der S,-Zustand

Der erste Nachweis eines mit dem Mn-Komplex im Se-Zustand verkniipften EPR-Signals
erfolgte 1980 durch Dismukes et al. [33] in pflanzlichem PSII. Das Signal um g = 2
mit etwa 20 aufgelosten Linien im cw-EPR-Spektrum wurde Siy-Multiline-Signal (Sa-
MLS) genannt. Das Signal stammt von einem System im Grundzustand mit Spin S =
1/2 [34]. Neben dem Sy-MLS wurden mehrere weitere mit dem Mn-Komplex im So-
Zustand verkniipfte Signale gefunden, deren Auftreten und Intensitéit zum Teil von der
PSII-Praparation abhédngt und die durch Belichtung mit Infrarotlicht (IR) bei tiefen

Temperaturen erzeugt werden konnen [35-38|.

Zahlreiche Versuche, das So-MLS zu simulieren fithrten zu verschiedenen Parametersét-
zen und Kopplungsmodellen des Mn-Komplexes im So-Zustand. Dabei gab es neben dem
Vorschlag eines Dimer-Modells [39] insbesondere Diskussionen iiber die Oxidationsstufen
der Manganionen in einem gekoppelten Mn-Tetramer als Ursprung des So-MLS [40-42].
Mit der Untersuchung des Sp-MLS mit *® Mn-ENDOR-Spektroskopie bildete sich ein Kon-
sens iiber den Ursprung des So-MLS in einem Mn-Tetramer und iiber die Oxidationsstu-
fen der Manganionen im Ss-Zustand von Mn(III)Mn(IV)s [43-45].

Einige Studien beschéftigten sich mit dem Vergleich der Sg-Zustédnde in pflanzlichem
und cyanobakteriellem PSII. Dabei gibt es neben Unterschieden in den magnetischen Pa-
rametern des So-MLS [46-48] in den Spezies unterschiedliche weitere mit dem So-Zustand
verkniipfte Signale [49-51|. Rontgenkristallstrukturen existieren nur von cyanobakteriel-
lem PSII aus Thermosynechococcus elongatus existieren. Studien an diesem System sind
also besonders wichtig, da nur in Systemen aus Thermosynechococcus elongatus eine di-

rekte Vergleichbarkeit spektroskopischer Ergebnisse mit Strukturdaten gegeben ist.

Die Funktion des Kalziumions und seine Bedeutung fiir die Funktionsweise des WOC
ist in Studien an Préparationen ohne Kalzium bzw. mit verschiedenen Substituten un-
tersucht worden [3,52|. Der einzige funktionale Ersatz fiir Kalzium ist Strontium. Dabei
zeigt sich in Sr-ausgetauschtem PSII ein verdndertes So-MLS, das kiirzlich im Vergleich
zum So-MLS aus nativem PSII aus Thermosynechococcus elongatusmittels X- und Q-
Band-EPR sowie Q-Band-ENDOR-Spektroskopie charakterisiert wurde [53].

Die Auswirkungen einer Reihe von Zusétzen wie kleine Alkohole, Acetat u.a. auf den
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Mn-Komplex im So-Zustand wurde von vielen Gruppen neben der Beeinflussung der ma-
gnetischen Parameter [54,55| des Komplexes insbesondere im Hinblick auf die Bindung
dieser Molekiile am WOC untersucht. Fiir praktisch alle der untersuchten kleinen Mo-
lekiile wurde eine Bindung nahe dem Mn-Komplex gefunden [56-60|, davon ausgehend
wurden mogliche Bindungsstellen von Substratwasser diskutiert. Daneben wurde die Bin-
dung von Substratwasser mit verschiedenen EPR-Methoden in nativem PSII bzw. mit
D20 oder Hy'7O ausgetauschten Proben untersucht [61-66]. Diese Studien fanden zum
Teil sehr unterschiedliche Anzahlen der an den WOC gebundenen Protonen und verschie-
dene Hyperfeinkopplungen. Untersuchungen zu moglichen Liganden des Mn-Komplexes
konzentrierten sich insbesondere auf die Bindung von Histidin an den Mn-Komplex. Da-
bei wurde His332 als Ligand eines Manganions gefunden [67-71]. Weitere Liganden sind
tiber Studien an PSII-Mutanten vorgeschlagen [71-75|, die spektroskopischen Ergebnisse

werden aber zum Teil widerspriichlich diskutiert.

Diese umfangreichen Untersuchungen des So-Zustandes des Mn-Komplexes zeigen das
grofse Wissen, das bereits zu diesem S-Zustand zusammengetragen wurde. Aufgrund der
Komplexitiat des Systems sind aber die Interpretationen der zahlreichen spektroskopi-
schen Befunde in Hinblick auf Struktur und Funktion im Kok-Zyklus nicht eindeutig.
Weitere spektroskopische Untersuchungen sind daher fiir eine Verfeinerung der Modelle
des Mn-Komplexes unerlédflich. Im Rahmen dieser Arbeit wird insbesondere nur mit PSII
aus Thermosynechococcus elongatus gearbeitet, da fiir dieses System eine hochaufgelGste
Kristallstruktur existiert, mit der spektroskopische Daten korreliert werden kénnen. EPR
und verwandte Methoden sind dabei ideal, den paramagnetischen Se-Zustand mit seinem
Spin S = 1/2 zu untersuchen. Diese Methoden bieten sowohl einen Zugang zur magneti-
schen und damit elektronischen Struktur des Mn-Komplexes als auch Informationen iiber

dessen Ligandierung.
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Kapitel 3
Elektron-Paramagnetische-Resonanz

EPR und verwandte Methoden wie bspw. ENDOR (Elektron-Kern-Doppelresonanz) er-
moglichen die spektroskopische Untersuchung von Zentren mit ungepaarten Elektronen.
Im folgenden werden die fiir die vorliegende Arbeit notwendigen theoretischen und me-
thodischen Aspekte kurz vorgestellt. Ausfiihrliche Darstellungen von Theorie, Methodik
und Technik der EPR finden sich in der Literatur [76-78].

3.1 Der Spin-Hamiltonoperator

Die Energie eines quantenmechanischen Systems wird durch den zugehorigen Hamilton-
operator beschrieben. Fiir die Beschreibung der EPR-Spektren ist nur der spinabhéngige
Anteil entscheidend. Folgende Terme des Spin-Hamiltonoperators Hg miissen zur Be-
schreibung der in dieser Arbeit untersuchten mehrkernigen Mn-Komplexe beriicksichtigt

werden:

Hs =Hpz +Hnz +Hur +Ho +Hex +Hzr (3.1)

Die aufgefithrten Terme sind Elektron-Zeeman- (Hgyz), Kern-Zeeman- (Hyz), Hyper-
fein- (Hpr), Quadrupol- (Hg), Austausch- (Hgx) und Nullfeld-Wechselwirkung (Hzr).

Zeeman-Wechselwirkung

Die Wechselwirkung eines Spins (Elektron- S oder Kernspin I’ ) mit dem &uferen Ma-

gnetfeld go wird Zeeman-Wechselwirkung genannt und beschrieben durch

Hpz = 1pSgBo (3.2)
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Hnz = unIgnBo (3.3)

mit dem Bohr- bzw. Kernmagneton up bzw. uy.

Die Elektron-Zeeman-Wechselwirkungsmatrix g wird als g-Faktor bzw. g-Matrix be-
zeichnet. Der g-Wert des freien Elektrons ist isotrop, durch die Wechselwirkung des
Elektronenspins mit dem Bahnmoment wird der g-Faktor in Atomen und Molekiilen

anisotrop.

Analoges gilt fiir die Kern-Zeeman-Wechselwirkung. Da das Kern-Magneton etwa 1800-
fach kleiner als das Bohr-Magneton ist, skaliert die Anisotropie des Kern-g-Faktors ent-
sprechend und kann in der EPR nicht aufgelést werden. Es ist ausreichend, nur den

skalaren Kern-g-Faktor zu beriicksichtigen.

Hyperfein-Wechselwirkung

Die Hyperfeinkopplung zwischen Elektron- und Kernspin wird durch den Term

Hur = SAT (3.4)

beschrieben. Die Hyperfeinkopplung A kann in einer Multipolentwicklung dargestellt

werden, die ersten beiden Terme sind:

. . 3(SA)(IF) ST
A = —-uBuNgegn ST6(r) + MB“NgegN(<;)5() -

3 ) (3.5)

)
wobei der erste Term der isotrope Anteil ist, der nur fiir Elektronen in einem Orbital

mit s-Charakter einen Wert ungleich Null annimmt. Der zweite Term beschreibt die

winkelabhéngige Dipol-Dipol-Wechselwirkung zwischen den beiden Spins.

Kern-Quadrupol-Wechselwirkung

Kerne mit einem Kernspin I > 1/2 besitzen ein Quadrupolmoment @), das durch nicht-
sphéarische Ladungsverteilungen um den Kern hervorgerufen wird. Die Quadrupolwech-

selwirkung wird beschrieben durch:

iy
Q
I

!

<

(3.6)
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Die Quadrupolkopplung P ist spurlos und wird tiblicherweise folgendermafen darge-
stellt:

e2 h
:M(gﬁl) 0 —(1+n) 0 (3.7)

Die grofite Komponente der Kopplung ist bestimmt durch die Richtung und Stérke des
elektrischen Feldgradienten eq am Kernort, der Asymmetrieparameter 7 beschreibt den

Feldgradienten senkrecht zur Hauptachse.

Nullfeld-Wechselwirkung

Analog der Quadrupolwechselwirkung tritt fiir Systeme mit einem Elektronenspin S >
1/2 die Nullfeldaufspaltung auf.

Hyr = SDS (3.8)

Die in dieser Arbeit untersuchten Systeme weisen alle einen effektiven Grundzustand
S = 1/2 auf, so dak keine Nullfeldwechselwirkung beobachtet wird. Die an den gekop-
pelten Systemen beteiligten Mn-Kerne liegen in den Oxidationsstufen (III) und (IV) im
Hochspinzustand vor und tragen damit intrinsische Spins mit S > 1/2. Bei der Beschrei-
bung der intrinsischen (isolierten) Systeme muf die Nullfeldwechselwirkung beriicksich-

tigt werden.

Austauschwechselwirkung

Die Austauschwechselwirkung in Systemen mit mehr als einem paramagnetischen Zen-
trum bzw. Elektronenspin wird durch das Pauli-Prinzip begriindet. Die Wechselwirkung
beschreibt sowohl den direkten Austausch durch die Uberlagerung der Orbitale parama-
gnetischer Zentren als auch den indirekten Austausch iiber Ligandenorbitale. Fiir viele
austauschgekoppelte Metallsysteme geniigt eine isotrope Kopplung zur Beschreibung der

Systeme. Ein haufig genutzter Operator zu Beschreibung der Wechselwirkung lautet:

Hpx = —2J5,5, (3.9)

29



Fiir J < 0 ist der Austausch anti-ferromagnetisch, d.h. im Grundzustand ist der Ge-

samtspin minimal, fiir J > 0 entsprechend ferromagnetisch.

3.2 Stark austauschgekoppelte Systeme

Die in dieser Arbeit untersuchten paramagnetischen Zentren bilden stark austauschge-
koppelte Systeme aus zwei Spinzentren in zweikernigen Modellkomplexen bzw. vier Zen-
tren im Fall des WOC. Der fiir solche Systeme entwickelte Formalismus wird hier kurz

vorgestellt. Eine ausfiithrliche Darstellung findet sich in [78§].

Im Grenzfall starker Austauschkopplung kénnen alle Anteile des Hamiltonoperators
als Storung des Austauschterms betrachtet werden. Fiir zwei gekoppelte Zentren §1, S,
nimmt der Gesamtspin Werte zwischen |S] — Sa| < S < 57 + S2 an. Der Energieunter-

schied zwischen benachbarten Zustanden ist durch:

E(S)—E(S—1)=8J (3.10)

gegeben.

Dieser Energieunterschied ist im angenommenen Grenzfall grof gegen alle anderen
Wechselwirkungen. Dann kénnen in einem EPR-Experiment nur Ubergéinge innerhalb
einer Spin-Mannigfaltigkeit beobachtet werden und das System kann phénomenologisch

fiir jeden Spinzustand von S’lg durch einen effektiven Spin-Hamiltonoperator

Heot = p5Bogefr Serr + Z F’QAiﬁ?gefr + Sei Dot Sep + Mz + Ho (3.11)
1,2

beschrieben werden.

Dabei féllt der Beitrag der Nullfeldwechselwirkung fiir die in dieser Arbeit betrachteten
Systeme mit Seg = 1/2 fort.

Die effektiven Parameter des gekoppelten Systems sind iiber sogenannte Spinprojekti-

onsfaktoren mit den intrinsischen Parametern der einzelnen Zentren verbunden.

geff = C181 + C282 (3.12)

Agi = c12A1 (3.13)
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Dabei héngen die Projektionfaktoren nur von den Spins der beiden Zentren 5’172 und
dem effektiven Gesamtspin S.g ab. Fiir ein zweikerniges System sind die Projektionsfak-

toren:

S12(S12+1) —521(52,1 + 1) + Ser(Set + 1)
2Se (Seft + 1)

c1,2 = (3.14)
Fiir mehrkernige Systeme sind die Projektionsfaktoren abhéngig vom gewéhlten Kopp-
lungsschema zwischen den Zentren. Es sind dabei alle Kopplungsmoglichkeiten zum ge-

wéhlten effektiven Spin §eﬁ zu berticksichtigen.

Falls die intrinsische Nullfeldwechselwirkung nicht gegen die Austauschwechselwirkung
J vernachléssigt werden kann, muf der obige Formalismus erweitert werden, indem die
Nullfeldwechselwirkung als Stérung der Austauschwechselwirkung beriicksichtigt wird.
Dann sind die Projektionsfaktoren im Allgemeinen keine skalaren Gréfien mehr, sondern
sind zusétzlich von D und J abhéngig [78]:

¢k = (S, Ji &, Dk, Seft) (3.15)

Eine nicht zu vernachléssigende intrinsische Nullfeldwechselwirkung beeinflufit also die
effektiven Parameter. Der Einflut intrinsischer Nullfeldwechselwirkung kann dabei zu
einem sogenannten Transfer von Hyperfeinanisotropie fiihren. Dabei wird die effekti-
ve Hyperfeinkopplung einer intrinsisch rein isotropen Kopplung durch Beimischung von
Anisotropie des gekoppelten Partners ebenfalls anisotrop. Zusétzlich kann es zu einer
Reorientierung der effektiven Hyperfeinkopplungen kommen, d. h. das effektive und das

intrinsische Hauptachsensystem sind nicht langer kollinear.

3.3 Theorie der EPR-Spektroskopie

In der EPR-Spektroskopie werden Ubergéinge zwischen den spinabhiingigen Energieni-
veaus des betrachteten Systems durch Einstrahlung von Mikrowellen angeregt. Im All-
gemeinen werden dabei nur Uberginge zwischen Niveaus mit Amg = +1 angeregt, die
Energieniveaus werden durch die in Kap. 3.1 beschriebenen Wechselwirkungen charakte-

risiert.

Im folgenden werden die grundlegenden Eigenschaften von EPR-Spektren kurz vorge-
stellt. Das einfachste System ist das freie Elektron. Im &ufseren Magnetfeld éo, welches

entlang der z-Achse angelegt wird, lautet der Hamiltonoperator:
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Hiz = MBgeBOSz (3'16>

Die Energieniveaus des freien Elektrons liegen dann bei:

Erz = upgeBoms (3.17)

Das EPR-Spektrum des freien Elektrons sowie von Systemen mit isotropem g-Wert
ist also eine einzige Linie, die durch inhomogene Verbreiterung die Form einer Gauf-
Kurve hat (siehe Abb. 3.1, links). Wie in Kap. 3.1 angesprochen, kommt es in Molekiilen
in aller Regel durch Spin-Bahn-Kopplung zu einer Beimischung von Bahnmoment zum
Spin, so dafs die g-Matrix anisotrop wird. In Abb. 3.1 sind Pulverspektren einer isotro-
pen, axialen und rhombischen g-Matrix gezeigt. Je grofer das aulere Feld By ist, desto
grofser wird die Elektron-Zeeman-Wechselwirkung und die Aufspaltung der einzelnen g-
Komponenten nimmt zu. Fiir eine genaue Bestimmung der g-Matrix eignen sich durch

die hohere Auflésung also hohere Frequenzbéander.

T gXY| —9-X
9-Zz ‘ ‘ — 9y
g-Z|
1210 1215 1220 1225 1210 1215 1220 1225 1210 1215 1220 1225
B/ mT B/ mT B/ mT

Abbildung 3.1: EPR-Spektrum fiir eine isotrope (links), axiale (Mitte) und rhombische (rechts)

g-Matrix. Im axialen und rhombischen Fall ist die Lage der Hauptwerte eingezeichnet.

In Abb. 3.2 sind fiir ein System mit .S = 1/2, I = 1/2 die Energieniveaus und relevanten
Wechselwirkungen schematisch skizziert. Die Kern-Zeeman-Wechselwirkung spaltet zwar
die Energieniveaus nach den mj-Level auf, fithrt aber zu keiner Verschiebung der EPR-

Linie. Diese wird durch die Hyperfeinwechselwirkung aufgespalten.

Die Ubergangsenergien lassen sich entweder durch Matrixdiagonalisierung oder per
Storungstheorie (ST) berechnen. In der Hochfeldnéherung, das heifst unter der Annahme,
dak Hrz > Hpr gilt, werden alle Beitrage des Hamiltonoperators als Stérung von Hgz

betrachtet. Eine Herleitung der Terme bis 3. Ordnung fiir ein allgemeines System findet
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Elektron Kern Hyperfein Mg m,
Zeeman Zeeman

Energie —_— +1/2,-1/2
A +1/2,+1/2

v -1/2,-1/2

Y -1/2,+1/2

343 344 345 346 347 348 349 350
B/mT

Abbildung 3.2: Links: Energieniveauschema fiir S = 1/2,I = 1/2. Rechts: Zugehdriges simu-
liertes EPR-Spektrum. Die EPR-Uberginge sind links durch blaue Pfeile gekennzeichnet.

sich in [79]. Fiir ein isotropes System mit S = 1/2 sind die EPR-Ubergangsenergien
gegeben durch:

2

AFE = upgB + Amy + [I(I+1)=£2my] (3.18)

2upgB

Die Quadrupolwechselwirkung wurde hierbei vernachléssigt, da deren Beitrdge zum

EPR-Spektrum im Allgemeinen nicht beriicksichtigt werden miissen.

Die Anzahl N der Zusténde eines System mit S = 1/2 und k Kernen ist:
N =2]]@L+1) (3.19)
k

Daraus ergibt sich die Zahl der erlaubten EPR-Ubergéinge zu:

nepr = | [(21; + 1) (3.20)
k

%Mn hat einen Kernspin I = 5/2, das EPR-Spektrum eines S = 1/2, I = 5/2 Systems
zeigt also 6 Linien, wobei jede EPR-Linie mit einem m-Niveau korreliert ist. Dieser

Zusammenhang ist in Abb. 3.3 gezeigt.

In Mn-Dimeren mit 72 Zustinden gibt es 36 erlaubte Ubergéinge, im WOC mit vier
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A 4 -3/2
-1/2
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+5/2

Y -1/2
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Abbildung 3.3: Links: Energieniveaus des Systems S = 1/2,I = 5/2. Rechts: Simuliertes
EPR-Spektrum. Die EPR-Linien sind entsprechend der mj-Niveaus farbkodiert. Parameter:
g=1,96, A =-250 MHz, f = 9,6 GHz.

gekoppelten Kernen sind es 1296 erlaubte Uberginge. Dieses System ist also iiber eine
Matrix der Grofe 2592 x 2592 beschrieben. Die Diagonalisierung eines solchen Systems
dauert sehr lang. Eine Spektrensimulation per Matrixdiagonalisierung ist nicht praktika-
bel durchfiithrbar. Stattdessen wird fiir die Simulation eines solchen Systems 2. Ordnung
Storungstheorie (ST) benutzt.

Diese Vielzahl der erlaubten Uberginge in einem System mit einem Spin S = 1/2 und
vier gekoppelten Mn-Kernen mit Kernspin I = 5/2 ist nicht mehr im EPR-Spektrum
aufgelost. Direkten Zugriff auf Hyperfein- und Quadrupolkopplungen bietet hier ENDOR-
Spektroskopie.

3.4 Theorie der ENDOR-Spektroskopie

Die Elektron-Kern-Doppelresonanzspektroskopie untersucht Ubergéinge zwischen Kern-
niveaus mit der Auswahlregel Am; = 41. Dabei reduziert sich die Zahl erlaubter Uber-

gange fiir ein System mit S = 1/2 und k Kernen zu:

NENDOR = 4ZIk (3.21)
k

34



Das bedeutet im Fall des WOC, daf es statt 1296 erlaubter Ubergéinge im EPR-
Spektrum nur 40 erlaubte ENDOR-Ubergéinge gibt.

Im ENDOR miissen im Gegensatz zur EPR im Allgemeinen Einfliisse der Quadrupol-
kopplung bei der Spektrenanalyse beriicksichtigt werden. Im Geltungsbereich der ST gilt
fiir die Quadrupolkopplung zuséatzlich die Bedingung Eg < Enz + Enr. Die Ubergangs-
energien des ENDOR-Spektrums fiir ein isotropes System mit S = 1/2 lauten in zweiter
Ordnung ST:

A A2 A2
AFE =—+4+ By + —
g THNINEOE G p9By  4upgBo

(2mi+1)F g(zmj +1) (3.22)

In erster Ordnung sind die ENDOR-Uberginge um die halbe Kopplung mit der dop-
pelten Kernlarmorfrequenz aufgespalten. Falls die Kernlarmorfrequenz grofer als die Hy-
perfeinkopplung ist, wie z.B. bei Protonen, findet sich das umgekehrte Bild mit einer

Aufspaltung von A um die freie Kernfrequenz.

Im Folgenden werden zunichst Besonderheiten bei der Interpretation von 'H-ENDOR-
Spektren an gekoppelten Metallzentren vorgestellt. Im darauf folgenden Abschnitt wer-
den dann Effekte zweiter Ordnung ST auf ENDOR-Spektren fiir grofse Hyperfeinkopp-
lungen diskutiert.

3.4.1 Analyse von 'H-ENDOR-Spektren

Die Wechselwirkung eines Protons mit einem Elektronenspin ist in Gl. 3.4 beschrieben.

In der Punkt-Dipol-Néherung lautet der dipolare Term Ag;), der Wechselwirkung:

=T 0 0
A= 0 -T o (3.23)
0 0 2T

mit

T — H0GegN UBIUN

23 (3.24)

und beschreibt eine axiale Hyperfeinkopplung, wobei die ausgezeichnete Achse der

Kopplung entlang des Verbindungsvektors 7 zwischen Proton und Elektron liegt. In der

35



Punkt-Dipol-Naherung kann also iiber die dipolare Kopplung der Abstand zwischen Elek-

tronenspin und Proton abgeschitzt werden.

Eine vergleichsweise kleine dipolare Kopplung A4, = 1 MHz entspricht damit einem
Proton im Abstand von etwa 7,9 A zum Ort des Elekronenspins. Die Ausdehnung des Mn-
Komplexes im PSII mit einem groften Mn-Mn-Abstand von 5,4 A ist dazu vergleichbar.
Die Kopplung des Protons an den effektiven Elektronenspin des WOC kann damit nicht

in der Punkt-Dipol-Néherung beschrieben werden.

Eine Erweiterung des Modells wurde von Fiege et al. [62] vorgestellt. Dabei wird die

dipolare Wechselwirkung des Protons mit jedem der k Manganionen nach:

AT =" Al (3.25)
k

beriicksichtigt. Die ¢ sind die Spinprojektionsfaktoren der einzelnen Manganionen.
Die einzelnen dipolaren Kopplungen Aflip sind im Allgemeinen nicht im gleichen Koordi-
natensystem diagonal. Als Konsequenz ist die effektive Hyperfeinkopplung eines Protons
dann nicht mehr axial und lafst sich unter Beriicksichtigung eventueller isotroper Anteile

allgemein als

Aeff = Aiso 0 -1+ n 0 (3'26)

mit dem Rhombizitétsparameter n formulieren. Die Orientierung dieser effektiven Hy-

perfeinkopplung ist somit nicht mehr einfach geometrisch interpretierbar.

Fiir den Fall k = 2, wie er in zweikernigen Mn-Modellsystemen auftritt, 1%t sich ein
geschlossener Ausdruck fiir Aeg in Abhéngigkeit des Abstands der beiden Mn-Kerne und
des jeweiligen Protonen-Abstandes finden [62]. Im Fall k£ = 4 ist dies nicht mehr moglich.

Bei Formulierung der dipolaren Wechselwirkung Ag;, in kartesischen Koordinaten [77]

r,% — 322 —3ay —3rz
k _  HMH0gedNHBUN
Adip = _Trz —3zy  ri—3y* —3yz (3:27)
—3zz —3yz 7",% — 322
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14t sich die effektive Hyperfeinkopplung A.g jedoch fiir beliebige Geometrien der
Mangankerne mit Koordinaten (z,y,2)%, und eines Protons mit Koordinaten (z,y,2)
berechnen, wobei der Abstand rj, der Abstand zwischen dem Proton und dem Manganion
k ist.

3.4.2 Analyse von *>Mn-ENDOR-Spektren

Am Beispiel eines S = 1/2,I = 5/2 Systems sind die Effekte zweiter Ordnung aus
Gl. 3.22, die bei grofsen Kopplungen und fiir Kernspins I > 1/2 wichtiger werden in
Abb. 3.4 verdeutlicht. Der Schwerpunkt des Linienpaars ist in zweiter Ordnung m;-
abhéngig (vgl. m; = +£5/2, schwarz und hellblau in Abb 3.4), die Aufspaltung ist aller-
dings fiir alle Ubergéinge gleich.

T
|

]
L
I

320 330 340 350 360 370 380 110 115 120 125 130 135 140
B/mT RF / MHz

Abbildung 3.4: Links: EPR-Spektrum eines S = 1/2,1 = 5/2 Systems, die Ubergiinge sind
entsprechend ihres mj-Levels farbkodiert. Rechts: Simulierte ENDOR-Spektren, die Farben
entsprechen der jeweiligen Position im EPR-Spektrum. Parameter: g = 1,96, A = —250 MHz,
f=9,6 GHz.

Da die ENDOR-Uberginge m-abhiingig sind, unterscheiden sich an verschiedenen
Feldpositionen gemessene Spektren, da nur Ubergiéinge in einem schmalen Bereich um die
gewahlte Feldposition angeregt werden. Auf den Randlinien des EPR-Spektrums (schwarz
und cyan) gibt es nur einen moglichen Kerniibergang in beiden mg-Mannigfaltigkeiten,
fiir die zentralen Linien jeweils zwei. Uber die Feldposition ist also eine m-Selektion
moglich. Dominiert in einem rhombischen System die g-Anisotropie, so findet iiber die
Feldposition zusétzlich auch eine Orientierungsselektion der Hyperfeinkomponente ent-

lang einer bestimmten g-Orientierung statt.
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Da die mr-abhéngige Aufspaltung ein Effekt zweiter Ordnung ist, nimmt die Aufspal-
tung mit steigender MW-Frequenz deutlich ab. Falls keine Orientierungsselektion einzel-
ner Kerniibergénge erfolgt, unterscheiden sich die ENDOR-Spektren in den verschiedenen
Frequenzbindern daher stark. In Abb. 3.5 ist fiir eine isotrope °>Mn-Hyperfeinkopplung
das ENDOR-Spektrum in X-, Q- und W-Band gezeigt.

Im X-Band ist die mj-abhangige Verschiebung der Linienpérchen mit 19 MHz grofler
als die Aufspaltung der Linien innerhalb des Parchens durch die doppelte Kernlarmofre-
quenz von etwa 7 MHz. Im Q- und W-Band ist die doppelte Kernlarmorfrequenz mit 26
MHz bzw. 72 MHz grofser. Die mr-abhéngige Aufspaltung wird mit steigender Mikrowel-
lenfrequenz signifikant kleiner (etwa 7 MHz im Q-Band, 2 MHz im W-Band), so daf die
ENDOR-Ubergénge der beiden mg-Mannigfaltigkeiten deutlich getrennt sind.

Die Beriicksichtigung der Quadrupolwechselwirkung fiihrt zu einer zusétzlichen mj-
abhéngigen Verschiebung, die in Abb. 3.6 im Vergleich ohne Quadrupolwechselwirkung
gezeigt ist. Da die Quadrupolkopplung immer mindestens axial ist, zeigen die Linien eine
entsprechende Kopplungsform. Da bei beschrianktem Signal-zu-Rausch (S/R) insbeson-
dere die Senkrechtkomponenten detektiert werden, zeigt sich der Einfluft der Quadrupol-
kopplung hauptséchlich durch eine mr-abhéngige Vergroferung bzw. Verkleinerung der

Linienaufspaltung.

3.5 Relaxation

Im thermischen Gleichgewicht sind die einzelnen Energieniveaus geméaf der Boltzmann-
verteilung besetzt. Jede Storung, bspw. durch die Absorption von Mikrowellen, stort
diese Gleichgewichtsbesetzung. Die Riickkehr des Systems nach Einwirkung der Stérung
in das thermische Gleichgewicht wird als Relaxation bezeichnet. Die Relaxation der Spins

beruht auf verschiedenen Prozessen. Eine ausfiihrliche Darstellung findet sich in [80].

Die transversale Relaxation T5 beruht auf Spin-Spin-Wechselwirkungen und fithrt unter
anderem zum Verlust von Phasenkohérenzen. Die longitudinale Relaxation 77 wird all-
gemein durch Spin-Gitter-Wechselwirkungen bestimmt und beschreibt die Riickkehr der
Besetzung in den thermischen Gleichgewichtszustand. Dabei findet man bei tiefen Tem-
peraturen zwei Hauptprozesse. Zum einen gibt es direkte Ein-Phonon-Prozesse (Orbach-
Prozesse), zum anderen Raman-Prozesse, die als zweite-Ordnungs-Prozesse iiber Zwei-
Phononen-Wechselwirkungen ablaufen. Uber die Temperaturabhéingigkeit von 77 kann
auf diese Prozesse riickgeschlossen werden. Dabei gilt fiir Orbach-Prozesse folgender Zu-

sammenhang;:
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Abbildung 3.5: Simulierte ** Mn-ENDOR. Spektren einer isotropen ®°Mn-Hyperfeinkopplung
A = —300 MHz in den drei Frequenzbédndern. Die ENDOR-Linien sind entsprechend des m;-
Ubergangs farbkodiert. Simulationsparameter: S = 1/2, g = 1,97, *>Mn-Kern mit A = 300
MHz. X-Band: B = 345 mT, f = 9,7 GHz. Q-Band: B = 1227 mT, f = 34,0 GHz. W-Band:
B = 3404 mT, f = 94,0 GHz. 39
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Abbildung 3.6: Links: EPR-Spektrum eines S = 1/2,1 = 5/2 Systems, die Ubergéinge sind
entsprechend ihres mj-Levels farbkodiert. Rechts: Simulierte ENDOR-Spektren bei Bertiick-
sichtigung einer Quadrupolkopplung, die Farben entsprechen der jeweiligen Position im EPR-
Spektrum. Die ENDOR-Linien ohne Beriicksichtigung der Quadrupolkopplung sind zum Ver-
gleich gestrichelt gezeichnet. Parameter: g = 1,96, A = —250 MHz, P = (0,125, —0.125, 0,25)
MHz, f = 9,6 GHz.

— ~ e kT (3.28)

Hier ist A der Abstand des Grundzustands zum ersten angeregten Zustand. Liegt ein
Orbach-Prozess vor, kann also aus der Temperaturabhéngigkeit der 71-Relaxation dieser
Energieunterschied abgeschatzt werden. Fiir Raman-Prozesse gilt folgende Temperatur-

abhangigkeit:

1
S N T mit T<az>9 (3.29)
Ty

3.6 Methoden der Puls-EPR

Im vorherigen Kapitel wurden die Energieunterschiede fiir EPR-Ubergéinge niherungs-
weise filir verschiedene Systeme berechnet. Dabei war das Magnetfeld ein fester Parame-
ter, der Ubergang erfolgt bei passender Mikrowellenfrequenz. Aus technischen Griinden
wird aber im Experiment bei fester Mikrowellenfrequenz das Magnetfeld verdndert. Ent-

spricht der Energieunterschied der Niveaus der eingestrahlten Frequenz, kommt es zum
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Ubergang. In dieser Arbeit wurden zur Untersuchung der Mn-Komplexe Methoden der
gepulsten EPR angewendet, die im folgenden kurz vorgestellt werden sollen. Ausfiihrliche

Darstellungen der cw- und Pulsmethoden finden sich in [76,77].

In einem vereinfachten Bild betrachtet man zum Verstdndnis der Vorgénge wéihrend
eines Puls-Experiments die Vektorsumme der einzelnen magnetischen Momente als klassi-
sche Magnetisierung M. Diese Magnetisierung richtet sich entlang des dufteren Feldes By
aus, welches im Allgemeinen die z-Achse definiert. Die Einstrahlung eines Mikrowellen-
pulses, der ein zweites Magnetfeld B, L By einfiihrt und die Resonanzbedingung erfiillt,
fiihrt zur Prézession der Magnetisierung um By. Mit geeigneter Wahl von Pulsdauer-
und -leistung laft sich die Magnetisierung um einen definierten Winkel drehen. Als Folge
eines einzelnen Mikrowellenpulses mifft man aufgrund der Relaxation die Riickkehr der

Magnetisierung in ihre Gleichgewichtslage parallel zu By (freier Zerfall, FID).

3.6.1 Hahn-Echo-Experiment

Ein EPR-Spektrum wird mit einem Hahn-Echo-Experiment gemessen, dessen Ablauf in
Abb. 3.7 gezeigt ist.

| J\

0 T 27T t

0<t<t t=7 t=2t

+ o

Abbildung 3.7: Hahn-Echo Pulsfolge (oben) und Verlauf der Magnetisierung zu ausgewéhlten
Zeitpunkten (unten).

Ein 7/2-Puls kippt die Magnetisierung in die zy-Ebene, wo die einzelnen magnetischen
Momente aufgrund leicht unterschiedlicher lokaler Eigenfrequenzen dephasieren. Ein 7-
Puls nach der Zeit 7 fiihrt zu einer Umkehr der Dephasierung, so daf nach der Zeit 27

die magnetischen Momente wieder fokussiert sind und ein Echo entsteht. Wahrend des
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Experiments wird das Echo fiir jeden Feldpunkt integriert und so das EPR-Spektrum

aufgenommen.

Durch Spin-Spin-Wechselwirkungen refokussiert der m-Puls nicht die vollstdndige Ma-
gnetisierung in der zy-Ebene. Die damit verkniipfte 7T5-Relaxation bestimmt sich iiber

die Abhéngigkeit der Echoamplitude vom Pulsabstand .

Der Flipwinkel eines Pulses héngt neben der Pulsdauer von der Pulsleistung ab, die
die Prazessionsfrequenz der Magnetisierung bestimmt. Die Prézessionsfrequenz in einem

isoliert betrachteten 2-Niveausystem wird bei fester Pulslange durch

w = ugBiy/S(S+1) — mg(ms + 1) (3.30)

beschrieben [81]. Bei gegebenem Mikrowellenpuls ist der Flipwinkel fiir Uberginge
zwischen gleichen mg-Niveaus also abhéingig vom Gesamtspin. Dieser Effekt 14t sich zur
Trennung der Beitrdge verschiedener Spezies mit unterschiedlichem Spin S nutzen. In
allen Mangankomplexen findet man Untergrundsignale von freiem Mn?*. Dieses besitzt
einen Spin S = 5/2. Die EPR-Ubergiinge zwischen den mg = —1/2 — mg = 1/2 sind
in hoheren Frequenzbidndern stark ausgeprégt. Diese Beitrdge lassen sich minimieren,
indem fiir jeden Feldpunkt die Echotransiente statt des Integrals aufgenommen wird.
Das Integrationsfenster wird spéter per Hand so gewéhlt, dafs Beitrdge von Systemen

mit hoherem Spin S > 1/2 moglichst wenig zum FSE beitragen.

Die Ti-Relaxation wird tiber eine Inversion-Recovery-Pulsfolge (sieche Abb. 3.8) be-
stimmt. Dabei wird der Zerfall der longitudinalen Magnetisierung nach einem Inver-
sionspuls (180°-Puls) durch ein Hahn-Echo in Abhéngigkeit des Abstands 7' zwischen

Inversionspuls und Detektionssequenz abgefragt.

3.6.2 Davies-ENDOR

Elektron-Kern-Doppelresonanz nutzt zur Untersuchung der Kerniibergdnge das EPR-
Echo, indem Manipulationen der Kernniveaubesetzung als Anderung der Echoamplitude
detektiert werden. Die Daviess-ENDOR-Pulssequenz ist in Abb 3.9 gezeigt. Eine verein-
fachte Erklarung ist anhand des Energieniveauschemas eines Systems mit S = 1/2,1 =
1/2 moglich (siehe Abb. 3.9 unten).

Ein selektiver Mikrowellenpuls invertiert die Besetzung auf dem EPR-Ubergang 1 —
3. In Abhéngigkeit der RF-Frequenz wird dann das Integral des Echos aufgezeichnet.
Entspricht die Frequenz des selektiven RF-Pulses einem der beiden Kerniibergédnge 3 — 4
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Abbildung 3.8: Pulsfolge eines Inversion-Recovery-Experiments zur Bestimmung von T;. Die
Abfrage der Magnetisierung mittels des Hahn-Echos erfolgt zu verschiedenen Zeiten T nach
dem Inversionspuls. Fiir kurze Zeiten T ist das Echo durch diesen invertiert.

oder 2 — 1 wird die Populationsdifferenz auf dem EPR-Ubergang 1 — 3 nivelliert und das
Echointegral wird im idealen Fall Null. Im allgemeinen Fall wird die Inversion zumindest

teilweise aufgehoben und es wird eine positive Intensitdtsédnderung detektiert.

Die Detektion sehr kleiner Hyperfeinkopplungen ist durch die notwendige Selektivitét
des Inversionspulses schwierig. Daneben wird in der Davies-ENDOR-Sequenz die Inten-
sitat der Hyperfeinkopplungen fir A — 0 unterdriickt [82]. Dieses tritt insbesondere
in '"H-ENDOR-Messungen deutlich zu Tage. Die ENDOR-Intensitit einer Messung mit
einer DaviessENDOR-Sequenz zeigt folgende Abhéngigkeit:

1,4(Atp)

Ienpor(A(M Hz),tp(us)) ~ 0.7 + (Atp)?

(3.31)

Dabei ist tp die Lange des MW-m-Pulses in der Davies-Sequenz und A die Hyperfein-
kopplung. In einem Pulverspektrum durchlduft A dabei den gesamten Bereich der Kopp-
lung zwischen maximaler und minimaler Hyperfeinkomponente. Diese Funktion fiihrt
also zu einer Unterdriickung der Intensitét kleiner Kopplungen gegeniiber grofseren Hy-
perfeinbeitrigen. Im Fall von **Mn-ENDOR sind die beteiligten Hyperfeinkopplungen
allerdings so grofs, daf diese Effekte vernachlissighar sind.

Fiir groke Kopplungen, das heifst fiir A > vpamor, wird der Effekt des ,hyperfine
enhancement” wichtig. Dieser beruht auf der Tatsache, dafs das RF-Feld Brg auch den
Elektronenspin beeinflufit, der am Kernort fiir einen zusétzlichen Beitrag zum effektiven

Feld sorgt. Der ,enhancement“-Faktor fiir eine isotrope Hyperfeinkopplung A wird durch
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Abbildung 3.9: Oben: Pulsfolge eines Davies-ENDOR-Experiments. Unten: Population der
Level in einem System mit S = 1/2,7 = 1/2 im nicht-resonanten Fall a) mit frr # fENDOR
und im resonanten Fall b) mit frr = fENDOR-

(3.32)

e:‘l—kms

VLarmor

beschrieben. Erstens beeinflufst dieser Faktor die ENDOR-Intensitéten, die dadurch
flir die verschiedenen mg-Mannigfaltigkeiten sowie deutlich unterschiedliche Hyperfein-
kopplungen stark variieren. Fiir zwei Hyperfeinkopplungen A; = 300 MHz und Ay = 150
MHz, wie sie fiir ®®Mn in Mn(IIT)Mn(IV)-Komplexen typisch sind, unterscheiden sich die

senhancement'-Faktoren im Q-Band, also bei etwa 1200 mT, 671718:1 /2= 13, e}ns:_l /2= 11
und efns:l /2= 5, Egns:q /2= 7 um den Faktor 2. Zweitens fiihrt diese Uberhohung des

effektiven RF-Feldes am Kernort zu einer Verkiirzung der fiir einen m-Puls notwendigen
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Abbildung 3.10: Pulsfolge eines Mims-ENDOR-Experiments.

Pulsdauer. Dieser Effekt ist fiir die Untersuchung von Mn-Komplexen durch den kleinen

gn-Faktor (vgl. Gl. 3.30) und die beschrinkte Tj-Relaxationszeit giinstig.

3.6.3 Mims-ENDOR

Die in Abb. 3.10 gezeigte Pulssequenz des Mims-ENDOR-Experiments basiert auf der
Messung des stimulierten Echos mit drei nicht-selektiven Mikrowellen-m /2-Pulsen. Die er-
sten beiden MW-Pulse pragen der inhomogen verbreiterten EPR-Linie ein periodisches
Polarisationsmuster auf. Falls der selektive RF-Puls resonant mit einem Kern-Ubergang
ist, versindert er die Besetzung der EPR-Uberginge und damit das Polarisationsmuster.
In Abhéangigkeit von der RF-Frequenz wird daher die integrierte Intensitét des stimulier-
ten Echos detektiert.

Die ENDOR-Intensitiat wird dabei in Abhéngigkeit der Hyperfeinkopplung und dem
MW-Pulsabstand 7 mit

IENDOR ~ SiIl2 (WAT) (333)

moduliert. Je nach erwarteten Hyperfeinkopplungen mufs der Pulsabstand 7 moglichst
kurz gewahlt, bzw. fiir grofsere Kopplungen das ENDOR-Spektrum fiir verschiedene Wer-

te von 7 aufgenommen werden.
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Kapitel 4

Material und Methoden

4.1 Probenpraparation

Mn-Katalase

Die Mn-Katalaseproben aus Thermus thermophilus wurden von V. Barynin zur Verfii-
gung gestellt, die Praparation des superoxidierten Zustands fiithrte K. O. Schéfer nach

dem Protokoll in Ref. [83] durch. Die Proben haben eine Konzentration von etwa 5 mMol.

PSlI

Alle PSIT Proben wurden als Kernkomplex-Priaparation PSIIcc nach Ref. [84] von der
Arbeitsgruppe von A. Zouni am Max-Volmer-Institut der TU Berlin préapariert und zur
Verfiigung gestellt. Alle Arbeitsschritte wie Préaparation, Transport, Lagerung und Ein-
bau erfolgten ohne Licht bzw. unter schwacher griiner Beleuchtung, um einen definierten

S-Zustand der Probe zu garantieren.

Die Losungsproben sind monomerische PSIIcc-Praparationen mit Chlorophyllkonzen-
trationen zwischen 5 mMol und 9 mMol, je nach Charge. Die Proben wurden dunkel-
adaptiert in EPR-Rohrchen gefiillt und eingefroren. Jeder Auftauvorgang sowie lange
Lagerung bei Raumtemperatur fithrt zur Degradation einzelner Zentren, so daf soweit
moglich frische Préaparationen fiir die EPR-Untersuchungen verwendet wurden, um den

Anteil an freiem Mn%T zu minimieren.

Fiir die Messung eines Kristalls wurde der grofte Kristall mehrerer Ansétze, der sich
ohne Beschédigung mit einer Pipette in einem Tropfen Pufferlésung aufnehmen liefs,
ausgewahlt und in einem Fliissigkeitstropfen mit seiner langen morphologischen Achse
parallel zu Rohrchenachse in ein offenes Q-Band Roéhrchen (Innendurchmesser 1 mm)

gelegt und eingefroren.
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Fiir die PSII-Sr-Proben wurde PSII in einem Medium angezogen, welches kein Kalzium,
stattdessen aber Strontium enthélt. PSII-Sr wurde ebenfalls als monomerisches PSIlcc
prapariert. Die Proben wurden auf etwa 3 mMol Chlorophyll aufkonzentriert. Die Zahl
katalytisch aktiver Zentren ist in den hier verwendeten Prédparationen um einen Faktor

4-7 geringer als im nativen PSII.

Fiir DoO-ausgetauschtes PSII wurde der Puffer von PSlIlcc iiber 2 h bzw. 10 h gegen
D5O-Puffer ausgetauscht.

Der So-Zustand wurde jeweils vor einer Messung durch zweiminiitige Beleuchtung mit

einer 180 W Halogenlampe bei 200 K erzeugt.

4.2 EPR- und ENDOR-Experimente

Experimentelle Parameter

Alle Messungen in dieser Arbeit wurden an kommerziellen Spektrometern der Firma Bru-
ker durchgefiihrt, die mit einer DICE-II RF-Einheit ausgeriistet sind. Die Temperierung
erfolgte mit einem ITC 5035 (Oxford Instruments).

Fiir X-Band-Messungen (f ~ 9,7 GHz, B ~ 340 mT) wurde ein Elexsys E580 Spek-
trometer mit einem 1 kW TWT Mikrowellenverstiarker (Applied Systems Engineering)
genutzt. Dabei wurde ein Bruker EN 4118X-MD4 Resonator mit einer dreiwindigen
ENDOR-Spule verwendet. Alle Messungen fanden bei 5 K statt. Die EPR-Messungen
verwenden eine Hahn-Echo-Sequenz mit einem m-Puls von 64 ns, einem Pulsabstand
7 = 300 ns und einer Schufwiederholrate (srt) von 1000 ws. Fiir die *>Mn-ENDOR-
Messungen wurde eine DaviessENDOR-Sequenz verwendet, der MW-m-Puls war 64 ns
lang, der RF-Puls 4 us, als srt wurde ebenfalls 1000 us gewéhlt. RF-Pulse wurden mit
einem RF-Verstérker AR-250A250 (Amplifier Research) verstérkt.

Q-Band-Messungen (f =~ 34,0 GHz, B ~ 1210 mT) wurden an einem Elexsys E580
Spektrometer mit Super QFT Upgrade durchgefiihrt. Der verwendete Resonator ist ein
Eigenbau. Fiir alle Messungen an PSII wurde eine Temperatur von 5 K gewéhlt. EPR-
und °Mn-ENDOR-Messungen des So-MLS verwenden dieselben Parameter, die fiir die
X-Band-Messungen angegeben sind. Als RF-Verstéarker wurde ebenfalls der AR-250A250
genutzt. Fiir 'H-ENDOR-Messungen wurde eine DaviessENDOR-Sequenz verwendet,
der MW-m-Puls war 160 ns, der MW-Pulsabstand 7 500 ns und der RF-Puls 14 us
lang. Die srt betrug 1400 us. Es wurde ein RF-Verstarker LPPA3008 (Dressler) verwen-
det. Nur fiir das '"H-ENDOR-Spektrum in PSII-Sr wurde nach Ausfall des LPPA3008
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der Verstirker AR-250A250 ersatzweise benutzt. Fiir 2H-ENDOR-Messungen wurde ei-
ne Mims-ENDOR-Sequenz mit einem MW-Puls von 7/2 = 32 ns und einem Pulsabstand
7 = 240 ns verwendet. Die srt betrug 1400 ps. Der RF-Puls war 14 us lang, als RF-
Verstarker wurde ein AR-LM8 (Amplifier Research) verwendet.

Messungen an Mn-Katalase wurden bei 15 K durchgefiihrt. Die Hahn-Echo-Sequenz
verwendet einen 7-Puls von 80 ns, einen Pulsabstand 7 = 300 ns und eine srt von 6000 us.
9Mn-ENDOR-Messungen nutzen eine DaviessENDOR-Sequenz mit einem MW-m-Puls

von 80 ns, einem RF-Puls von 4 us und eine srt von 4000 us.

Die W-Band-Messungen (f ~ 94,0 GHz, B ~ 3400 mT) wurden an einem Elexsys E680
Spektrometer mit einem E680 PU Power Upgrade durchgefiihrt. Es wurde ein Teraflex
EN-600-1021H ENDOR Resonator genutzt, als RF-Verstiarker wurde ein AR-150A400
verwendet. Die RF-Pulslinge fiir die ®*Mn-ENDOR Messungen betrug 3us, die srt bei
den **Mn-ENDOR-Messungen an PSII betrug 4000 pys.

Das EPR-Spektrum der Mn-Katalase wurde bei 20 K mit einer Hahn-Echo-Sequenz
gemessen. Dabei wurde ein 7-Puls mit 80 ns Lange, ein Pulsabstand 7 = 360 ns und eine
srt von 5000 us verwendet. Die ENDOR-Messungen wurden mit einer Davies-ENDOR-
Sequenz aufgenommen, der MW-m-Puls war 80 ns lang, der RF-Puls 4 us.

W-Band-EPR-Spektroskopie an Signalen, die breiter als etwa 80 mT sind, sind sehr
aufwindig. Der W-Band-Magnet ist neben einer supraleitenden Spule mit Raumtempe-
raturspulen fiir Feldbereiche 40 mT um das Hauptfeld ausgestattet. Fiir breite EPR-
Signale mufs daher das Hauptfeld des supraleitenden Magneten variiert werden. Dabei
verdampft ein grofer Teil des fliissigen Heliums, das die supraleitende Spule kiihlt. Die
Mefszeit fiir ein Spektrum ist daher durch diese Verdampfung begrenzt, da rechtzeitig
vor Absinken des Heliumfiillstands auf Hohe der supraleitenden Spulen mit Fliissigheli-

um nachgefiillt werden mufs.

ENDOR-Messungen mit stochastisch variierter RF

ENDOR-Messungen bei den in dieser Arbeit verwendeten tiefen Temperaturen sind
experimentell anspruchsvoll. In den héheren Frequenzbandern wird der Energieeintrag
durch die RF-Pulse problematisch, da dadurch die lokale Temperatur der Probe stark
ansteigt. Dies fiihrt zu Schwankungen der Echointensitat, die unabhéngig vom tatséchli-
chen ENDOR-Effekt sind. Im linken Teil der Abb. 4.1 ist ein ENDOR-Spektrum des Yp,
im W-Band bei 5 K gezeigt. Dabei wurde die RF-Frequenz linear (rot) oder stochastisch

(schwarz) variiert. Nur bei stochastischer Variation der ENDOR-Frequenz werden die
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Artefakte durch Aufheizung der Probe und des Resonators so minimiert, dafs eine gerade
Grundlinie die Detektion des ENDOR-Effektes (hier im Protonenbereich um 145 MHz

erwartet) ermoglicht.

—5K, linear — 20K, linear
— 5 K, stochastisch — 20 K, stochastisch

. . ) . . )
50 100 150 200 50 100 150 200
RF / MHz RF / MHz

Abbildung 4.1: ENDOR-Spektren des Y}in PSII bei 5 K (links) bzw. 20 K (rechts). Die RF-
Frequenz wurde linear (rot) bzw. stochastisch (schwarz) variiert. Experimentelle Bedingungen:
f=94,0 GHz, B = 3350,6 mT, MW 7 = 240 ns, RF 7 = 19000ps, srt= 5000s.

Ein weiteres Problem, welches durch eine stochastische Variation der RF-Frequenz
vermieden wird, ist im rechten Teil der Abb. 4.1 illustriert. Bei tiefen Temperaturen
(hier 20 K) kann die Relaxationszeit der Kernspins sehr lang werden. Wird dann eine
relativ kurze Schufswiederholrate verwendet, kommt es zu Polarisationseffekten einzelner

Kerntibergénge (rotes Spektrum), die die Form des Spektrums stark verzerren.

Um die eben angesprochenen Probleme zu vermeiden, wurden alle ENDOR-Messungen

in dieser Arbeit mit stochastisch variierter RF-Frequenz durchgefiihrt.

4.3 Simulationen

Die Simulationen der EPR- und ENDOR-Spektren erfolgte mit dem Programmpaket
FasySpin [85] mit der Software MATLAB.

Fiir die Simulationen der Mn-Katalase Spektren wurde Matrixdiagonalisierung verwen-
det. Die Simulationen der PSII-Spektren nutzen 2. Ordnung ST. Die Parameter fiir die
Simulation der ENDOR-Spektren wurden manuell variiert, um eine groftmaogliche Uber-
einstimmung mit den experimentellen Spektren zu erzielen. Die Nutzung eines automa-

tisierten Fitalgorithmus war durch die Unsicherheit der relativen ENDOR-Intensitéaten
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nicht méglich.

Orientierungen von Kopplungen werden mit drei Eulerwinkeln angegeben. Diese folgen

der ,,zy'2" ““Konvention, vgl. [76].
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Kapitel 5

EPR- und *>Mn-ENDOR-Spektroskopie
des Mn(II1)Mn(1V)-Zustands der
Mn-Katalase

5.1 Einfiihrung

Der WOC ist mit seinen vier stark austauschgekoppelten ®Mn-Kernen ein sehr komple-
xes System, das mit einer Vielzahl an Parametern zu beschreiben ist. Um diese durch
EPR- und insbesondere *>Mn-ENDOR-Untersuchungen niher zu bestimmen, ist es hilf-
reich, zuvor grundlegende Eigenschaften stark austauschgekoppelter Mn-Komplexe an
einem einfacheren System zu untersuchen. Solch ein System stellen zweikernige Mn-

Modellkomplexe dar.

Es gibt verschiedenste synthetische zweikernige Komplexe, wobei die Mn-Kerne in ver-
schiedenen Oxidationsstufen prapariert werden konnen. Eine Reihe anorganischer Kom-
plexe mit den Oxidationsstufen Mn(III) und Mn(IV) wurden intensiv mit verschiedenen
EPR-Methoden untersucht und charakterisiert [43, 86-88]. Dabei wurden Zusammen-
hénge zwischen magnetischen Parametern und verschiedenen Bindungsmotiven der Mn-

Kerne abgeleitet.

Die Mn-Katalase ist dabei ein gegeniiber synthetischen Komplexen besonders inter-
essantes System, da es ein Protein mit einem eingebauten stark austauschgekoppelten
zweikernigen Mn-Komplex ist. Die Struktur des aktiven Zentrums von Mn-Katalase aus
Thermus thermophilus im Mn(IIT)Mn(III)-Zustand ist in Abb. 5.1 gezeigt [89]. Die beiden
Mn-Kerne sind tiber eine di-p-oxo-Briicke (O1, O2) verbunden. Histidine und Glutamate
sind weitere Ligandierungspartner. Auffallig ist das Motiv der zweizéhnigen Verbriickung
iiber die Karboxylatgruppen des Glu70, das fast senkrecht iiber der Mn-Os-Mn-Ebene

steht. Die Struktur des Mn-Zentrums und die umliegenden Proteinliganden sind dem
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Abbildung 5.1: Struktur des aktiven Zentrums von Mn-Katalase aus Thermus thermophilus
im Mn(IIT)Mn(I11)-Zustand nach der PDB-Struktur 2V8U [89].

WOC sehr dhnlich. Strukturell bedingte Eigenschaften der magnetische Parameter der

Mn-Katalase kdnnen daher auf den WOC iibertragen werden.

Mn-Katalase kann auch in einem inaktiven super-oxidierten Zustand Mn(III)Mn(IV)
prapariert werden und ist in diesem ein ideales Modellsystem fiir den So-Zustand des
WOC. DFT-Rechnungen [90] favorisieren fiir diesen Zustand ein Modell, in welchem
Mnl die Oxidationsstufe (III) tragt und die Jahn-Teller Achse durch O3 und Glu70
vorgegeben ist. Mn2 wird in diesem Modell durch Glulb5 zweifach gebunden und tragt
die Oxidationsstufe (IV).

Die Analyse von Multifrequenz-EPR- und >Mn-ENDOR-Messungen im X-Band durch
Schéfer et al. [83] haben zu einem guten Parametersatz des Systems gefiihrt, der als
Ausgangspunkt fiir die Diskussion der im Folgenden dargestellten neuen Messungen dient.
Diese zeigen das Potenzial insbesondere von Multifrequenz->> Mn-ENDOR-Spektroskopie,

verlafliche Orientierungen von Hyperfein- und Quadrupolkopplungen zu bestimmen.
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Abbildung 5.2: Oben: Q-Band-FSE der Mn-Katalase (schwarz), Simulation nach [83] (rot),
Parameter in Tab. 5.1. Das Strichspektrum fiir die drei Hauptkomponenten der g-Matrix
verdeutlicht den Aufbau des Spektrums aus dem g-Beitrag (Stufe a), einem beitragenden Kern
(Stufe b) bzw. den Beitrdgen beider Kerne (Stufe ¢). Experimentelle Parameter: f = 33,7 GHz.
Unten: W-Band-FSE (schwarz) mit Simulation (rot), Parameter in Tab. 5.1. Experimentelle
Parameter: f = 93,99 GHz.
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5.2 Multifrequenz-EPR am Modellsystem

In Abb. 5.2 ist das EPR-Spektrum des Modellsystems im Q-Band und die Hochfeldflanke
des Spektrums im W-Band gezeigt. Das Q-Band-Spektrum zeigt die fiir Mn(III)Mn(IV)-
Komplexe typische Struktur aus 16 Linien. Diese ergeben sich aus der Uberlagerung der
36 Ubergiinge, die nach Gl. 3.20 in einem System mit (S = 1/2,12 = 5/2) erlaubt
sind. In diesen Komplexen liegen die Mn-lonen im Allgemeinen als Hochspinsysteme
mit Syrnrrry = 2, Svmrvy = 3/2 vor. Die idealisierten Projektionsfaktoren ohne Be-
riicksichtigung lokaler Nullfeldwechselwirkung des Mn(III) ergeben sich nach Gl. 3.14 zu
CMn(11T) = —2,Cyp(rvy = 1. Im idealisierten Fall gleicher intrinsischer Hyperfeinkopp-
lung der beiden Manganionen stiinden die effektiven Hyperfeinkopplungen im Verhaltnis
der Betrige der Projektionsfaktoren Ajrr/Ary = 2/1. Dieses Verhéltnis der Hyperfein-
kopplungen fiihrt zu der beobachteten Uberlagerung eines Grofteils der 36 erlaubten
Ubergéinge zu einem Aufspaltungsmuster mit 16 Linien. Die tatséchlichen intrinsischen
Kopplungen sind durch die unterschiedlichen Oxidationszustidnde ungleich und leicht
rhombisch. Es ergibt sich das in Abb. 5.2 iiber den EPR-Spektren eingezeichnete Strich-
spektrum entlang der Hauptachsen der g-Matrix mit den beobachteten Aufspaltungen

und Schultern der 16 Hauptlinien.

In den Strichspektren sieht man eine durch die Hyperfeinkopplungen dominierte Breite
des Spektrums. Im Q-Band-Spektrum sind die ersten beiden Maxima auf der Tieffeldseite
nur durch z,y-Komponenten von g-Matrix und Hyperfeinkopplungen gebildet. Das W-
Band-EPR-Spektrum zeigt nur einen Teil der Hochfeldflanke des Signals. Hier ist durch
die Zunahme der Elektron-Zeeman-Wechselwirkung gegeniiber dem Q-Band auch eine
Aufspaltung der z-Komponenten auf der Hochfeldseite sichtbar. Insbesondere ermdoglicht
der grofere Anteil der g-Matrix am Spektrum die Bestimmung desselben mit recht hoher
Genauigkeit. In den niedrigeren Frequenzbéndern ist die Trennung von g und A deutlich

schwieriger.

Die von Schifer et al. [83] bestimmten magnetischen Parameter sind in Tab. 5.1 zusam-
mengefafst. In Abb. 5.3 ist eine idealisierte Darstellung des zweikernigen Mn-Komplexes
der Mn-Katalase (vgl. Struktur in Abb. 5.1) mit dem Koordinatensystem der g-Matrix
aus Tab. 5.1 gezeigt. Die z-Achse entspricht hier der Ligandierungsachse der senkrecht
iiber der Mn-Oo-Mn-Ebene stehenden Karboxylatgruppen des Glu70. In beiden Mangan-
ionen liegt die ausgezeichnete Achse der Hyperfeinkopplung entlang der z-Achse, da-
mit also entlang der Ligandierungsachse der zweizéhnigen Karboxylatverbriickung (vgl.

Tab. 5.1).

Die Parameter der g-Matrix und der Hyperfeinkopplungen aus Tab. 5.1 bestimmten
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g Amrr | Arv | P Pry
T 2,0048 —414 230 0,4 —-1,3
y | 20040 | —427 | 224 04 | 02
2| 19876 | —299 | 254 | —08 | 1.1

Tabelle 5.1: Parametersatz nach [83]. Hyperfein- und Quadrupolkopplungen sind in MHz ge-

geben.

y

Abbildung 5.3: Idealisierte (planare) Darstellung des zweikernigen Mn-Zentrums. Eingezeich-

net ist die Lage der y,z-Achsen wie sie in Tab. 5.1 verwendet werden.

Schéfer et al. aus der Simulation von X-, Q- und W-Band-EPR. Die gefundenen Hyper-
feinkopplungen konnten von Schéfer mittels X-Band-ENDOR bestétigt und Quadrupol-

kopplungen abgeschétzt werden [83]. Allerdings ist die Elektron-Zeeman-Wechselwirkung
im X-Band etwa einen Faktor drei kleiner als im Q-Band. Daher gibt es im X-Band-EPR-

Spektrum praktisch keine Separation der Hauptkomponenten, was eine prizise Bestim-

mung der Parameter nahezu unmoglich macht. Im Rahmen dieser Arbeit wird deshalb

Q- und W-Band-ENDOR genutzt, das System genauer zu charakterisieren.
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5.3 Multifrequenz->Mn-ENDOR am Modellsystem

In Abb. 5.4 sind ®>Mn-ENDOR-Spektren an verschiedenen Positionen des EPR-Spektrums
in Q- und W-Band gezeigt. Die >>Mn-ENDOR-Signale sind in einem Bereich von etwa
160 MHz sichtbar (blauer Pfeil in Abb. 5.4). In den ENDOR-Spektren im W-Band sind
die ®*Mn-Signale bei 145 MHz von Protonensignalen (durch einen hellblauen Pfeil ge-
kennzeichnet) iiberlagert. Diese liegen im Q-Band bei 52 MHz und damit auferhalb des

dargestellten Frequenzbereiches.

Aus den ENDOR-Spektren konnen Linienpositionen zuverléssig bestimmt werden. Im
Gegensatz dazu sind Linienintensitdten stark durch den experimentellen Aufbau beein-
flukt. Insbesondere die breiten **Mn-ENDOR-Spektren stellen hohe Anforderungen an
den Aufbau. Interpretierbare ENDOR-Intensitéten erfordern ein moglichst vergleichba-
res RF-Feld iiber den gesamten Bereich des Spektrums. Das RF-Feld am Probenort ist
durch den Frequenzgang der RF-Quelle und der RF-Spule bestimmt.

In Abb. 5.5 ist im linken Teilbild die ausgegebene Leistung der RF-Quelle (DICE-II)
aufgetragen. Im Bereich von 60 MHz bis 190 MHz variiert die RF-Leistung relativ wenig
um 0,5 dB. Fiir hohere Frequenzen féllt die ausgegebene Leistung bis 250 MHz etwa
linear um 3 dB ab. Dies bedeutet eine Verringerung des RF-Feldes um den Faktor /2
iiber diesen Frequenzbereich und damit einhergehend einen Intensitatsriickgang. Diese

Abhéngigkeit zeigen alle hier durchgefiithrten ENDOR-Messungen.

Durch unterschiedliches Resonatordesign in den verschiedenen Frequenzbéndern ist die
frequenzabhéngige RF-Leistung, die von der RF-Spule selbst erzeugt wird, sehr verschie-
den. Insbesondere im W-Band sind die gemessenen Spektren in Bezug auf die relativen
Signalamplituden nicht verldflich. In Abb. 5.5 sind im rechten Bild ENDOR-Spektren
der Mn-Katalase gezeigt. Hier wurde der Einfluf der RF-Kabelldngen und des ,matching
network® (MN, Anpassung des RF-Kreises insbesondere um die Protonenfrequenz herum)
untersucht. Man sieht, daft die RF-Kabellinge im Bereich um 80 MHz das Intensitéts-
muster stark &ndert. Ein weiterer gravierender Effekt ist die scheinbare Verschiebung des
Signalmaximums bei 230 MHz. Bei Verwendung des ,matching network” werden die Un-
terschiede der zwei Kabelldngen sehr viel kleiner. Das verdnderte Intensitdtsmuster um
80 MHz zeigt sich aber auch hier. Im Bereich um 230 MHz sind die Spektren jetzt aber
vergleichbar. Bei Verwendung des MN zeigt sich fiir beide Kabelldngen ein veréndertes
Intensitatsmuster der Dreierstruktur im Bereich 180 bis 220 MHz. Mit eingebautem MN
nimmt die Amplitude der Signalmaxima zu gréferen Frequenzen hin zu, wahrend ohne

MN das hochfrequente Maximum der Struktur die kleinste Intensitét zeigt.
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Abbildung 5.4: Links: Q-Band-ENDOR-Spektren an ausgewéhlten Feldstellen (Pos. 1:
1142 mT, Pos. la: 1147,6 mT, Pos. 2: 1150,2 mT, Pos. 9: 1202,2 mT, Pos. 16: 1257,7 mT), die
im dariiber gezeigten EPR-Spektrum markiert sind. Der Frequenzbereich der ®®Mn-Signale ist
mit einem blauen Pfeil gekennzeichnet. Experimentelle Parameter: f = 33,7 GHz. Rechts:
W-Band-ENDOR-Spektren an ausgewiihlten Feldstellen (Pos. 16b: 3424,3 mT, Pos. 16a:
3414,3 mT, Pos. 16: 3397,1 mT), die im dariiber gezeigten EPR-Spektrum markiert sind.
Der Bereich der ®®Mn-Signale ist mit einem blauen Pfeil gekennzeichnet. Uberlagernde Proto-
nensignale bei 145 MHz sind mit einem hellblauen Pfeil markiert. Experimentelle Parameter:
f =193,99 GHz. Pos 16a, 16b: T' = 20 K, srt 5000 us. Pos. 16: T'= 10 K, srt 30000 us.
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Abbildung 5.5: Links: Ausgabe der DICE-Box II in Abhéngigkeit der Frequenz, die Leistung
wurde mit einem Spectrum Analyzer gemessen. Rechts: ENDOR-Spektrum von Mn-Katalase
bei By = 3398 mT mit zwei unterschiedlichen Kabelldngen (KL). Zusétzlich wurde fiir jedes
Kabel der Einfluf eines ,matching network* (MN), also einer Anpassung des Schwingkreises

im Bereich der Protonensignale um 145 MHz untersucht.

Die beobachteten Abhéngigkeiten der W-Band-ENDOR-Spektren von Kabelldngen
scheinen dabei ein Ergebnis des Resonatordesigns zu sein, da fiir zwei unterschiedliche

Probenkopfe gleicher Bauart die Spektren exakt reproduziert werden konnten.

ENDOR-Spektren aus anderen Frequenzbéndern sind natiirlich ebenso durch die RF-
Charakteristiken der verwendeten Probenkopfe gepréagt. Dabei zeigt sich aber im Q-Band
im Gegensatz zu den Phinomenen im W-Band keinerlei Beeinflussung des Spektrums
durch Kabellingen. Der RF-Kreis des Q-Band-Resonators scheint deutlich unempfindli-
cher in seinem Verhalten gegen duftere Aufbauten, als das beim W-Band-Resonator der
Fall ist.

Der Einflufs des experimentellen Aufbaus auf die ENDOR-Intensitidten in breitbandi-
gen ENDOR-Spektren ldft sich mangels Referenzspektren in den betroffenen Frequenz-
bereichen nicht quantifizieren. Daher sind fiir eine Analyse und Simulation von ENDOR-
Spektren hauptsachlich Linienpositionen heranzuziehen. Eine quantitative Simulation der
ENDOR-Spektren, die auch den Intensitatsverlauf wiedergibt, ist im Allgemeinen kaum

moglich.

In Abb. 5.6 sind im linken Bild noch einmal Q-Band-ENDOR-Spektren an ausge-
wihlten Positionen des EPR-Spektrums gezeigt. Die Spektren zeigen je nach gewihlter
Feldposition im EPR-Spektrum deutlich unterschiedliche Merkmale. Das Spektrum bei
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Abbildung 5.6: Links: Q-Band-ENDOR-Spektren an ausgewéhlten Feldstellen (Pos. 1:
1142 mT, Pos. la: 1147,6 mT, Pos. 2: 1150,2 mT, Pos. 9: 1202,2 mT, Pos. 16: 1257,7 mT),
die im dariiber gezeigten EPR-Spektrum markiert sind. Rechts: Tieffeldbereich des EPR-
Spektrums. In diesem Bereich tragen nur die Niveaus mit mi/! = —5/2, mlV = 5/2 und
miT = —5/2 mIV = 3/2 bei, die entsprechenden Beitriige zum EPR-Spektrum sind in hell-

blau eingezeichnet.

Position 1 ist relativ einfach. Es zeigt vier Linien, von denen drei eine zusétzliche Aufspal-
tung zeigen. Dies ist ein deutliches Zeichen, daf zur Beschreibung der Spektren auch Qua-
drupolkopplungen benétigt werden. Die Spektren an weiteren Positionen der EPR-Linie
zeigen zunehmend mehr Strukturierung, die beobachteten Signale decken den gesamten
erwarteten Bereich der Hyperfeinkopplung ab. Die Kernlarmorfrequenz von ®Mn liegt
im Q-Band bei 12 MHz. Da die Hyperfeinkopplungen der Manganionen deutlich grofer
sind, liegen die ENDOR-Resonanzen in erster Nédherung zentriert um die halbe Hyper-
feinkopplung. Damit finden sich Beitrdge von Mn(IV) im Bereich zwischen 80 MHz und
140 MHz (vgl. Tab. 5.1). Mn(III)-Beitrage erstrecken sich durch die deutlich grofere Ani-
sotropie von 138 bis 225 MHz. Aufier im Bereich der AZ//-Komponente sind die Beitrige

der beiden Kerne also gut getrennt.

Im Folgenden wird zunéchst qualitativ das unterschiedliche Erscheinungsbild der EN-
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DOR-Spektren aus Abb. 5.6 abhéingig von der gewéhlten Feldposition durch die starke

Orientierungs- und my-Selektion erklért.

In Abb. 5.6 ist rechts die Tieffeldseite des EPR-Spektrums gezeigt. Im Strichspektrum
dariiber sieht man, daf das erste Maximum (Pos. 1) nur von jeweils einer Linie der
z,y-Komponente mit mf” = -5/ 2,m§v = 5/2 gebildet wird. Demnach erwartet man
fiir das ENDOR-Spektrum an dieser Position ein einkristallartiges Spektrum nur einer
Orientierung. Dabei wird fiir jeden Kern nur ein einziger ENDOR-Ubergang angeregt,
némlich von mH! = —5/2 — mH! = —3/2 und mt¥ =5/2 — mlV = 3/2 in den beiden
mg-Mannigfaltigkeiten, also vier Linien. Die auf diesen Linien beobachtete Aufspaltung
ist auf zusétzliche Quadrupolkopplung zuriickzufithren (vgl. Kap. 3.4). An Position la
sind ebenfalls nur die fiir Position 1 auftretenden Uberginge beteiligt. Jetzt wird aber
jeweils eine andere Komponente der Kopplung ausgewahlt, nicht mehr die mit g, , ver-
kniipften A, ,-Komponenten, sondern Zwischenwerte der Kopplung. Diese Verschiebung
der abgefragten Orientierung ist im Bereich des Mn(III) durch die grofere Anisotropie

besonders deutlich zu sehen.

An Position 2 setzt sich dieser Effekt fort, das Signal des Mn(III) ist weiter in Richtung
der A.-Komponente verschoben. Der zum Signal bei 162 MHz gehérende tieffrequente
Partner liegt dabei im Bereich von 136 MHz und wird von den Signalen des Mn(IV) ver-
deckt. An dieser Position des EPR-Spektrums triagt jetzt zusitzlich ein weiterer Kernzu-
stand mit mi? = —5/2, m1V = 3/2 bei, von dem an dieser Position die z,y-Komponenten
der Hyperfeinkopplung ausgewahlt werden. Daher &hneln sich die Spektren an Positio-
nen 1 und 2, besonders deutlich ist dies wieder im Bereich des Mn(III) zu sehen. Die
unterschiedliche Form und leichte Verschiebung der Linien in den Spektren an Position 1
und Position 2 ist durch die mj-abhéngige ENDOR-Resonanz aufgrund von Effekten 2.
Ordnung Stoérungstheorie der Hyperfein- und Quadrupolkopplungen bedingt.

ENDOR-Spektren weiter im Zentrum der EPR-Linie werden durch die zunehmende
Zahl beteiligter Ubergénge deutlich komplexer und zeigen beispielsweise an Position 9
im Mn(III)-Bereich eine sehr breite strukturierte Intensitéatsverteilung. Auf dem Hoch-
feldmaximum des EPR-Spektrums (Pos. 16) ist, wie aus dem Strichspektrum in Abb. 5.2
oben ersichtlich, die gesamte Hyperfeinkopplung des Mn(III) angeregt.

Fiir eine Analyse der magnetischen Parameter sind selektive Spektren einzelner Kom-
ponenten der Kopplungen wie bei Position 1 der Q-Band-ENDOR-Spektren sehr hilfreich.
Die z-Komponente der Kopplungen kann im Q-Band nicht separat abgefragt werden. Eine
Selektion der z-Komponente ist erst bei W-Band-Frequenzen durch die gréfsere Elektron-
Zeeman-Aufspaltung moglich. In Abb. 5.7 sind ENDOR-Spektren an ausgewéahlten Po-
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Abbildung 5.7: Links: W-Band-ENDOR-Spektren an ausgewéhlten Feldstellen (Pos. 16:
3397,1 mT, Pos. 16a: 3414,3 mT, Pos. 16b: 3424,3 mT). Um 145 MHz sind Protonenbeitrige
sichtbar. Rechts: Hochfeldbereich des EPR-Spektrums. Darunter sind die Beitrdge einzelner
Zustéinde zum EPR-Spektrum eingezeichnet, in hellblau m! = —5/2 m!IV = 5/2-1/2 und in
blau mH! = —-3/2 miV =5/2.

sitionen an der Hochfeldflanke des EPR-Spektrums gezeigt.

Durch die ebenfalls mit dem Feld skalierte Kern-Zeeman-Wechselwirkung ist die Auf-
spaltung der ENDOR-Signale um die zweifache Kernlarmorfrequenz deutlich grofer als
im Q-Band und die Signale von Mn(III) und Mn(IV) tiberlagern. Trotzdem ist durch die
geringe Anisotropie der Mn(IV)-Kopplung eine Zuordnung gut moglich.

An Position 16b findet man analog zu Position 1 im Q-Band nur einen beitragenden
ENDOR-Ubergang je Kern und mg-Mannigfaltigkeit, also vier Linien. Auffillig ist, daf
nur die zwei Linien des Mn(IV) bei 85,5 MHz und 168 MHz eine Struktur zeigen. Die bei-
den Mn(III)-Linien liegen bei 120,5 und 193 MHz. Diese Linien zeigen keine Struktur, zu-
dem entspricht die Aufspaltung der zweifachen Kernlarmorfrequenz. Die z-Komponente
des Mn(III) zeigt also keinen Beitrag einer Quadrupolwechselwirkung, obwohl fiir die

maximalen mj-Werte der grofte Beitrag erwartet wird (vgl. Kap. 3.4).

Sobald eine Position in Richtung des Zentrums der EPR-Linie gewéhlt wird, zeigen sich
im ENDOR-Spektrum zusétzliche Signale, die sich dhnlich wie im Q-Band-Spektrum
erkldren lassen. Bei Position 2 trdgt neben einer anderen Orientierung des Zustands
mit mH! = —5/2,mlV = 5/2 auch die 2-Komponente des Zustandes mit mlf!

—5/2,mlV = 3/2 bei. Zusitzlich trigt auch der Zustand mit mi! = —3/2,mlV = 5/2
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(siehe Abb. 5.7, rechts unten, blau fiir m! = —3/2, hellblau fiir m!! = 5/2) bei. Fiir
diese Position ist nun ein Quadrupolbeitrag auch auf den Mn(III)-Signalen zu beobach-
ten, erkennbar an den deutlich unterschiedlich ausgepragten Schultern der Linien bei
117 MHz und 192 MHz. Wie im Q-Band wird das Spektrum fiir weiter in der Mitte der

EPR-Linie liegende Positionen strukturierter und komplizierter.

Als Ausgangspunkt fiir Simulationen der ENDOR-Spektren bieten sich die selektiven
Spektren der dufersten Maxima an. Im Q-Band selektiert Position 1 sehr gut die z,y-
Komponenten, Position 16b im W-Band die z-Komponente der Hyperfein- und Quadru-
polkopplung. Insbesondere das W-Band-ENDOR-Spektrum an Position 16b zeigt, dafl
die von Schéfer et al. angegebene Orientierung der Quadrupolkopplung des Mn(III) re-
lativ zur Hyperfeinkopplung nicht zutrifft. Schéifer et al. [83] legt die grofkte Komponente
der Mn(III)-Quadrupolkopplung entlang der z-Achse. Das selektive ENDOR-Spektrum
an Position 16b zeigt aber fiir das Mn(III) keinen Quadrupolbeitrag,.

Eine Simulation aller ENDOR-Spektren ist schwierig. Neben den Hauptwerten von
Hyperfein- und Quadrupolkopplung beeinflussen die Orientierungen dieser Wechselwir-
kungen gegeniiber der g-Matrix durch die groffe Orientierungsselektion des Systems die
Spektren sehr stark. Die zwei Hyperfeinkopplungen sind jeweils durch drei Hauptwerte
und drei Eulerwinkel beschrieben. Zusatzlich zu diesen 12 Parametern werden noch je-
weils zwei Parameter (vgl. Gl. 3.7) fiir die Quadrupolkopplung benétigt. Ein eindeutiger
Fit der 16 Parameter ist kaum moglich. Die Diskussion der Simulation beschrankt sich
daher hier auf die Randspektren, in denen eine Zuordnung der Signale recht gut moéglich
ist.

Eine Simulation der EPR- und ENDOR-Spektren mit den in Tab. 5.2 aufgefiihrten
Parametern ist in Abb. 5.8 gezeigt. Die Simulationen bilden die ENDOR-Spektren qua-
litativ gut ab. Besonders gut werden die zwei dufsersten W-Band-Positionen simuliert.
Da diese Spektren nur Beitrage entlang g, enthalten, ist die Zahl der Parameter be-
schréankt und eine gute Simulation leicht moglich. Schwieriger gestaltet sich die Simu-
lation der Q-Band-ENDOR-Spektren, da auch auf den Tieffeldpositionen Hyperfein-
und Quadrupolkomponenten entlang g, und g, beitragen. Tendenziell werden die qua-
litativen Trends der Mn(III)-Signale gut beschrieben, auch wenn einzelne Positionen
nicht genau getroffen werden. Dies liegt insbesondere an der groffen Anisotropie der
Mn(III)-Hyperfeinkopplung, die die Signale sehr empfindlich auf relative Orientierun-
gen der Hyperfein- und Quadrupolkopplung macht. Dagegen werden die Positionen der
Mn(IV)-Signale gut getroffen, die Signalform wird aber nicht fiir alle Positionen gut

wiedergegeben.
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Abbildung 5.8: Oben Links: Q-Band-FSE (schwarz) und Simulation (rot). Oben Rechts: W-
Band-FSE (schwarz) und Simulation (rot). Unten Links: Q-Band-ENDOR, Simulationen in
rot, Positionen wie in Abb. 5.6. Unten Rechts: W-Band-ENDOR, Simulationen in rot, Posi-
tionen wie in Abb. 5.7.

Die hier verwendeten Parameter fiir Hyperfeinkopplungen stimmen sehr gut mit den
bereits fiir dieses System aus Simulation von EPR-Spektren gefundenen [88,91] iiberein.
Die Bestimmung von Quadrupolkopplungen ist nur aus ENDOR-Spektren moglich, hier
konnen die Parameter von Schéfer et al. aus Ref. [83] nur als Abschétzung betrachtet
werden, da die Auflésung der ENDOR-Spektren im X-Band nicht fiir eine genaue Bestim-
mung der Parameter geniigt. Hauptwerte und Orientierungen der Hyperfein- und Qua-
drupolkopplungen sind jedoch dank der aufgeldsten Q- und W-Band-ENDOR-Spektren

verlasslich bestimmbar.

Die hier bestimmten Hyperfeinkopplungen sind gegeniiber den Parametern in Ref. [83]
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g Aqrr Arv | Prr Pry

diese Arbeit x 2,0048 —411 233 -0,4 -1,3
Y 2,0040 —425 224 0,3 0,2

Z 1,9876 —299 256 0,1 1,1

Schéfer et al. [83] T 2,0048 —414 230 0,4 -1,3
y | 2,0040 | —427 | 224 04 | 02

2 | 19876 | —299 | 254 | —08 | 1.1

Tabelle 5.2: Parametersatz fiir die Simulationen in Abb. 5.8. Hyperfein- und Quadrupolkopp-
lungen sind in MHz gegeben. Die Orientierung der Hyperfeinkopplungen A;r; und Ay relativ
zur g-Matrix ist durch die Eulerwinkel (25°, 0°, 13°) und (13°, 3°, 19°) gegeben.

in der z-y-Ebene verdreht (vgl. Beschriftung von Tab. 5.2). Im Koordinatensystem der
g-Matrix entspricht dies einer Orientierung der Hyperfeinkomponenten eher entlang der
Bindungsachsen der Mn-Os-Mn-Ebene als entlang der direkten Mn-Mn-Verbindunglinie
bzw. senkrecht zu dieser in der Ebene. Die zKomponenten der Hyperfeinkopplungen
liegen parallel zu g,, diese Orientierung wurde auch von Schifer et al. [83] gefunden.
Damit liegt die ausgezeichnete Achse der Hyperfeinkopplungen fiir beide Manganionen
entlang der Verbriickungsachsen des Glu70 (vgl. Abb.5.3 und 5.1). Die hier beschriebe-
nen Uberlegungen zum Zusammenhang der Hyperfeinorientierung zur Struktur beruhen
auf dem gewihlten Koordinatensystem der g-Matrix. Eine davon unabhéngige Korrelati-
on der Hyperfeinkopplungen zur Struktur wére zum Beispiel {iber Einkristallmessungen

moglich.

Ein markanter Unterschied zwischen den Parametern nach Ref. [83] und den hier ge-
fundenen ist die Orientierung der Quadrupolkopplung des Mn(III). In verschiedenen an-
organischen Mn(III)Mn(IV)-Komplexen wurde fiir das Mn(III) die Quadrupolkopplung
mit der groften Komponente P, entlang A, bestimmt [43,83]. In diesen Arbeiten wurde
von der Jahn-Teller-Achse des Mn(III) auf die Orientierung des Feldgradienten am Kern-
ort geschlossen, allerdings wurden nur X-Band-ENDOR-Messungen genutzt. Daher sind
die Angaben zur Orientierung der Quadrupolkopplung nicht verlaflich. In verschiedenen
Veroffentlichungen von DFT-Rechnungen an Mn-Modellkomplexen [90,92,93], unter an-
derem an Mn-Katalase(IIL,IV), werden ausschlieflich die Hauptwerte der Hyperfein- und

Quadrupolkopplung diskutiert, Orientierungen der Kopplungen relativ zueinander blei-
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ben dabei unberiicksichtigt. Eine neue Studie von Cox et al. [94] an einem Mn(IT)Mn(IIT)-
Dimer findet experimentell in Q-Band-ENDOR-Spektren und theoretisch fiir das Mn(I1T)
in diesem Komplex eine Quadrupolkopplung, die gegeniiber der Hyperfeinkopplung um
90°verkippt ist. Damit liegt die grofste Komponente P, in der z-y-Ebene der Hyper-
feinkopplung. Diese Konfiguration entspricht der in dieser Arbeit fiir das Mn(III) in

Mn-Katalase gefundenen.

5.4 Zusammenfassung

Die vorgestellten Untersuchungen des superoxidierten Zustands in Mn-Katalase als zwei-
kerniges Mn-Modellsystem zeigen die prinzipielle Leistungsfahigkeit von EPR-Methoden

fiir die Bestimmung der magnetischen Parameter des Komplexes.

Uber die Analyse der aufgelosten EPR-Spektren sind sehr gute Abschiitzungen der
Hyperfeinkopplungen moglich. Eine genaue Bestimmung der g-Matrix erfordert den Ein-
satz von Multifrequenz-EPR, da erst in hoheren Frequenzbéandern der Beitrag von g zum

Spektrum dominant wird.

Die ®>Mn-ENDOR-Spektren erlauben durch die starke Orientierungsselektion eine un-
abhéingige Bestimmung der Hyperfeinkopplungen und ihrer Orientierung relativ zu g. Die
Quadrupolkopplungen kénnen dank der aufgelésten ENDOR-Spektren ebenso bestimmt

werden.

Insbesondere die Untersuchungen verschiedener RF-Aufbauten im W-Band zeigen, daf
gemessene ENDOR-Intensitaten stark vom experimentellen Aufbau beeinflult werden.
Dabei kann es im Extremfall zu scheinbaren Verschiebungen von Signalmaxima kommen,
auch relative Intensitdtsmuster einzelner Linien sind nicht sehr verlafslich. Diese Schwie-
rigkeiten beruhen auf der enormen spektralen Breite der ENDOR-Signale, die eine grofe

Herausforderung fiir den RF-Kreis darstellt.

Die Multifrequenz->> Mn-ENDOR Messungen erlaubten erstmals eine genauere Bestim-
mung der Quadrupolkopplungen der Manganionen und ihrer Orientierung in der Mn-
Katalase. Dabei weicht die Orientierung der Quadrupolkopplung des Mn(III) deutlich

von bisherigen Annahmen ab.

Die Hyperfeinkopplung des Mn(III) ist oblat (zwei grofe Komponenten), die Hyper-
feinkopplung des Mn(IV) ist prolat (zigarrenformig mit zwei kleinen Komponenten). Die
ausgezeichnete Achse der beiden Hyperfeinkopplungen steht senkrecht auf der Mn-Oo-
Mn-Ebene und liegt damit parallel zu den Ligandierungsachsen der Karboxylatbriicke.
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Sowohl die Axialitdt (oblat fir Mn(III), prolat fiir Mn(IV)) als auch die Orientierung der
Hyperfeinkopplungen (ausgezeichnete Achse entlang der Ligandierungsachse der Kar-
boxylatbriicke) ist in mehreren anorganischen zweikernigen Mn(III)Mn(IV)-Komplexen
bestimmt worden [83]. Damit ermdoglichen insbesondere die Orientierungen der Hyper-
feinkopplungen der Manganionen eine Korrelation zwischen magnetischen Parametern

und geometrischer Struktur.

Die hier verwendeten Methoden, deren Moglichkeiten am Modellsystem demonstriert
wurden, werden im Folgenden auch zur Untersuchung des vierkernigen Mn-Komplexes

im PSII eingesetzt.
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Kapitel 6

EPR- und *>Mn-ENDOR-Spektroskopie
des S,-Zustands in PSI|I

Wie in Kap. 2.2 erlautert, ist die experimentelle Charakterisierung der einzelnen Zustinde
des Kok-Zyklus fiir das Verstdndnis des Mechanismus der katalytischen Wasserspaltung
in PSII entscheidend.

Der paramagnetische So-Zustand mit einem Spin S = 1/2 im Grundzustand [34] war
seit seiner Entdeckung durch Dismukes et al. [33] Gegenstand zahlreicher Untersuchun-
gen mittels EPR- und ENDOR-Methoden. Diese ergaben, daff der Ursprung des Signals
der vierkernige gekoppelte Mn-Komplex ist [43]. Dabei sind die Oxidationszustdnde der
Manganionen in diesem Zustand Mn(III)Mn(IV)3 [44]. Uber die Zeit wurden verschie-
dene magnetische Parametersidtze zur Beschreibung des Signals des So-Zustands ver-
offentlicht 23,42, 45,95]. Dabei wurden aus diesen Parametersidtzen Kopplungsmuster
abgeleitet, um daraus Aussagen zur Struktur des Mn-Komplexes im So-Zustand sowie
insbesondere zur Position des Mn(III) in diesem Zustand zu ermoglichen. Dessen Posi-
tion im Komplex ist von Interesse, da verschiedene Modelle des Mechanismus von einer
Beteiligung dieses Mn-Ions an der Ausbildung der Sauerstoffbindung ausgehen. Bishe-
rige Untersuchungen und DFT-Rechnungen ergaben widerspriichliche Zuordnungen des

Mn(IIT) zu Positionen in den Strukturmodellen.

Zur Uberpriifung der Strukturmodelle des Komplexes und darauf aufbauender mog-
licher Reaktionspfade aus DFT-Rechnungen ist eine noch bessere experimentelle Cha-
rakterisierung der magnetischen Parameter des So-Zustandes unerléflich. Im Folgenden
werden nach einer kurzen Vorstellung des EPR-Signals des So-Zustandes die in dieser
Arbeit durchgefiihrten *>Mn-ENDOR-Untersuchungen in Losung und am Einkristall ge-
zeigt und auf der Grundlage der erfolgten Simulationen eine Zuordnung der magnetischen

Kopplungen zur Struktur des Mn-Komplexes vorgeschlagen.
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6.1 Multifrequenz-EPR des Sy-Zustands in PSII

In Abb. 6.1 sind die EPR-Spektren von PSII im dunkeladaptierten und beleuchteten
Zustand im X-, Q- und W-Band in hellblau und blau gezeigt. Neben dem Mn-Komplex
gibt es noch weitere paramagnetische Zentren im PSII, deren EPR-Signale zum Teil
mit dem des Mn-Komplexes im So-Zustand iiberlappen. Diese Zentren sind zum Teil
iiber lange Zeit stabil und somit auch in dunkeladaptiertem PSII detektierbar. Es ist
daher méglich ein Hintergrundspektrum dieser Beitrage in dunkeladaptierten Proben
aufzunehmen, in denen der Mn-Komplex im Sj-Zustand ist und kein EPR-Signal im
Bereich um g = 2 aufweist. Der So-Zustand kann durch geeignete Belichtungsprotokolle
(vgl. Kap. 4.1) prapariert werden. Das EPR-Signal des Mn-Komplexes im So-Zustand ist
nach Differenzbildung aus den Spektren von belichtetem und dunkeladaptiertem PSII in
Abb. 6.1 in schwarz gezeigt.

Zu den paramagnetischen Zentren im PSII gehéren neben dem WOC insbesondere
das dunkelstabile Y}, und das Cytochrom cyt-c550. Das schmale Signal des Y7, ist um
g = 2,004 in allen Proben sichtbar. Die Verschiebung des Y7)-Signals gegen das Signal
des So-Zustands mit zunehmender Frequenz liegt an den unterschiedlichen g-Faktoren,
die mit héherer Frequenz besser aufgelost werden. Das Y7, ist zwar sehr dunkelstabil, ein
Teil der Population rekombiniert aber doch langsam, so dafs in den belichteten Spektren
des So-Zustands das Signal deutlich grofsere Intensitét zeigt. Zusétzlich dndert sich die
Toy-Relaxation des Y}, in Abhéngigkeit des S-Zustandes des Mn-Komplexes [96]. Durch
beide Faktoren sind die Intensititen des Signals in den beiden S-Zusténden nicht gleich
und es bleibt ein Subtraktionsartefakt im Differenzspektrum (Abb. 6.1, schwarz). Das
EPR-Spektrum des cyt-c550 tiberlappt einen Teil des EPR-Spektrums des MLS, was im
X-Band-Spektrum des dunkeladaptierten PSII besonders deutlich wird. Da die Intensitét
des Signals des cyt-c550 ebenfalls eine gewisse Abhéangigkeit von Belichtung zeigt [46],

kommt es zu Restintensitdten im Differenzspektrum.

In allen Proben findet sich aukerdem freies Mn?t in unterschiedlicher Konzentrati-
on, das von degradierten PSII-Zentren freigesetzt wird. Mn?* hat einen Elektronenspin
S = 5/2. In diesem System sind alle Ubergéinge auker mg = +1/2 — mg = F1/2 durch
die Nullfeldwechselwirkung D stark verbreitert und im Spektrum nicht deutlich sichtbar.
Die nahezu isotrope, groke Hyperfeinkopplung des Mn?* mit dem Kernspin I = 5/2
fithrt zu einer Aufspaltung des Ubergangs mg = £1/2 — mg = F1/2 in sechs schma-
le Linien. Neben den erlaubten Ubergingen mit Amg = +1,Am; = 0 gibt es formal
verbotene Ubergiinge mit Amg = +1, Am; = +1, deren Intensitit mit zunehmender

Dominanz der Elektron-Zeeman-Wechselwirkung bei héheren Frequenzen abnimmt. Die

70



W-Band
*
3300 3350 3400 3450 3500
B/mT
Q-Band
1150 1200 1250 1300 1350
B/mT
X-Band

250 300 350 400 450
B/mT
Abbildung 6.1: EPR-Spektren von dunkeladaptiertem (hellblau) und belichtetem (blau) PSII in
den drei Frequenzbéndern X-, Q- und W-Band. Das Differenzspektrum in schwarz zeigt jeweils
das EPR-Signal des WOC im Sy-Zustand. Das X-Band Spektrum des So-Zustands ist auch in
erster Ableitung in tiirkis gezeigt. Das EPR-Signal des Yp, ist in allen drei Frequenzbandern
mit einem roten Stern markiert. Das EPR-Signal des cyt-c550 ist im X-Band-Spektrum gut

erkennbar und mit einem griinen Stern markiert. Experimentelle Parameter: fx = 9,74 GHz,
fo = 34,33 GHz, fw = 93,96 GHz.
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Linienbreite der Ubergéinge mg = —1/2 — mg = +1/2 ist dabei in zweiter Ordnung
ST proportional zu D?/By [77]. Dadurch werden die sechs erlaubten Ubergénge in den
hoheren Frequenzbéndern Q- und W-Band schmaler und scheinen somit intensiver. Die
Mikrowellenpulse sind fiir den Spin S = 1/2 des So-MLS optimiert, dieser erfihrt also
einen 7/2- bzw. m-Puls. Der Spinzustand S = 5/2 des Mn?* erfihrt nach Gl. 3.30 einen
anderen Drehwinkel, was zu negativer Signalintensitét fithrt. Durch leicht unterschied-
liche Positionen der Probe im Resonator verdndert sich dessen Resonanzfrequenz und
Kopplung, was zu leicht unterschiedlichen Drehwinkeln fiir alle Spins fiihrt. Solche klei-
nen Anderungen haben auf die Systeme mit S = 1/2 kaum Einflu, da die MW-Pulse
auf maximale Signalintensitit optimiert sind. Fiir den Spin S = 5/2 des Mn?* hat je-
doch eine kleine Drehwinkeléanderung deutlich grofere Auswirkungen auf die gemessene
Signalamplitude. Dadurch kommt es in den Differenzspektren zu kleinen Uberresten des
Mn?*-Signals (so z.B. im Q-Band-Spektrum in Abb. 6.1).

Die EPR-Spektren des Mn-Komplexes im So-Zustand sind in Abb. 6.1 in schwarz in
drei Frequenzbéndern (X-, Q-, W-Band) gezeigt. Das Signal dhnelt in seiner Form ei-
ner Gaufblinie mit einer vollen Breite von etwa 180 mT um g = 2 und zeigt je nach
Frequenzband eine unterschiedlich stark ausgeprégte Strukturierung. Die Substruktur
des X-Band-Spektrums zeigt sich in der ersten Ableitung als 18 bis 20 aufgeldste Linien
im Abstand von etwa 8 mT (vgl. Abb. 6.1, X-Band, Spektrum in tiirkis). Dieses Er-
scheinungsbild gab zur Bezeichnung des Signals als ,Multiline Signal“ (MLS) Anlaf. Das
Q-Band-Spektrum hat dieselbe Grundform, zeigt aber eine deutlich weniger ausgeprag-
te Substruktur. Diese tritt starker auf der Niederfeldflanke hervor, einige Wellen sind
auch auf der auslaufenden Hochfeldseite sichtbar. Das Spektrum hat eine Ausdehnung
von etwa 182 mT und ist damit &hnlich breit wie im X-Band. Im W-Band-Spektrum ist
die Substruktur des Signals ganz verschwunden. Man sieht nur die etwa 200 mT breite

gaukformige Linie, die deutlich breiter ist, als bei den kleineren Frequenzen.

Der Ursprung des So-MLS ist der Mn-Komplex, der im So-Zustand einen effektiven Spin
S = 1/2 im Grundzustand besitzt. An diesen Elektronenspin koppeln die vier Mn-Kerne
des Komplexes, die jeweils einen Kernspin I = 5/2 tragen (100 % natiirliche Haufigkeit).
Nach Gleichung 3.20 ergeben sich damit 1296 Uberginge, deren teilweise Uberlagerung
das Spektrum des Mn-Komplexes im So-Zustand bilden. Dabei wird die Breite des Signals
in den niedrigen Frequenzbéndern durch die ®*Mn-Hyperfeinkopplungen dominiert, mit
steigender Mikrowellenfrequenz nimmt der Anteil der Elektron-Zeeman-Wechselwirkung
an der Breite des Signals zu. Die je nach Frequenzband unterschiedlich stark ausgeprigte
Substruktur auf dem gaufiférmigen MLS ergibt sich aus dem jeweiligen Zusammenspiel

von Elektron-Zeeman- und Hyperfeinwechselwirkung.
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Abbildung 6.2: Temperaturabhéngigkeit der 73 -Relaxation des So-MLS in PSII. Schwarz: By =

3400 mT. Griin: By = 3440 mT. Rot: Linearer Fit nach Gl. 3.28, Steigung |m| = (40,1+1,1) K
=(27,8+0,8) em~ 1.
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In Kap. 3.5 wurden verschiedene Relaxationsprozesse durch Spin-Spin-Wechselwirkung
beschrieben. Fiir das So-MLS wurde iiber die Temperaturabhéngigkeit der 7;-Relaxation
auf einen Orbach-Prozefs geschlossen [97]. Fiir Orbach-Prozesse 1aft sich bei geeigneter
Auftragung der T7-Relaxationszeiten in Abhéngigkeit von der Temperatur die Energiese-
paration des Grundzustandes vom ersten angeregten Zustand abschétzen (siehe Gl. 3.28).
Solch eine Auftragung ist in Abb. 6.2 fiir das So-MLS gezeigt. Die Messungen wurden
im W-Band auf dem Signalmaximum (schwarz) und fiir einige ausgewéhlte Temperatu-
ren auch auf halber Hohe der beiden Signalflanken (griin, Hochfeldflanke) durchgefiihrt.
Die gemessene T1-Relaxation ist unabhangig von der gewéhlten Feldposition. Da an den
verschiedenen Feldstellen einzelne Orientierungen unterschiedlich stark beitragen, kann
auf eine isotrope Ti-Relaxation geschlossen werden. Aus der Steigung der Auftragung
ergibt sich geméf Gleichung 3.28 die Energieseparation des Grundzustands vom ersten
angeregten Zustand. In den in dieser Arbeit verwendeten PSIlcc-Praparationen betrigt
diese Separation A = (27,8 £0,8) cm ™! und liegt damit im oberen Bereich verschiedener
Literaturangaben [53,97]. Im W-Band liegt die verwendete Mikrowellenfrequenz im Be-
reich von 3,1 cm™! und ist damit nur um einen Faktor 0,1 kleiner als der abgeschiitzte
Energieabstand des Grundzustandes zum ersten angeregten. In diesem Frequenzband ist
damit die Giiltigkeit der Beschreibung des So-Zustands als stark gekoppeltes System mit

einem isolierten Grundzustand mit S = 1/2 nicht mehr zwangslaufig gegeben.

Wie bereits einleitend erwahnt, wurden verschiedene Parametersiatze zur Beschreibung
des So-MLS verdffentlicht. Frithe Ansétze auf Basis des X-Band-EPR-Spektrums ver-
wendeten vier indquivalente isotrope Hyperfeinkopplungen zur Beschreibung des Mn-
Komplexes sowie eine axiale bzw. rhombische g-Matrix [98,99]. Weitergehende Analy-
sen insbesondere unter Einbeziehung des X-Band->>Mn-ENDOR-Spektrums des So-MLS
zeigten die Notwendigkeit mindestens axiale, besser rhombische Hyperfeinkopplungen zu
verwenden [40—44]. Die grofe Zahl veroffentlichter Parametersétze beruht auf der Kom-
plexitéat des Systems. Zur Beschreibung des So-MLS sind eine rhombische g-Matrix und
vier anisotrope Hyperfeinkopplungen notwendig, die dazu nicht zwingend kollinear zu-

einander orientiert sein miissen.

Durch die grofse Dominanz der Hyperfeinkopplungen auf das EPR-Spektrum in den
niedrigen Frequenzbéndern ist eine genaue Bestimmung der g-Matrix aus dem X-Band-
EPR-Spektrum kaum moglich. Im W-Band nimmt der Beitrag der Elektron-Zeeman-
Wechselwirkung zum Spektrum deutlich zu, so daf Messungen des So-MLS im W-Band ei-
ne Bestimmung der g-Matrix ermoglichten [100]. Zusétzlich bildet das W-Band-Spektrum
ein weiteres Selektionskriterium, da nicht alle veroffentlichten Parametersétze die Struk-
turlosigkeit des W-Band-EPR-Spektrums abbilden.
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Allerdings fiihrt auch die Simulation der Multifrequenz-EPR-Spektren nicht zu einem
eindeutigen Parametersatz. Durch die Uberlagerung der vielen Linien sind im Gegensatz
zu den zweikernigen Modellkomplexen aus der EPR die Hyperfeinkopplungen nicht di-
rekt abschétzbar. Einen unmittelbaren Zugang zu den Hyperfeinkopplungen erméglicht
9 Mn-ENDOR-Spektroskopie. Bisherige Versffentlichungen konzentrierten sich dabei auf
die Analyse von X-Band- oder Q-Band->>Mn-ENDOR-Spektren des So-MLS [44, 45,53,
101]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Multifrequenz->> Mn-ENDOR-Messungen am So-

Zustand durchgefiihrt, die im Folgenden ausfiihrlich vorgestellt werden.

6.2 Multifrequenz->Mn-ENDOR des S,-Zustands in PSII

Bei der Untersuchung der Mn-Katalase waren die einkristallartigen ENDOR-Spektren
an den Randpositionen des EPR-Spektrums fiir die Simulation besonders hilfreich. Ei-
ne #hnliche Strategie ist fiir > Mn-ENDOR-Untersuchungen des So-MLS experimentell
nicht durchfithrbar. Das System mit S = 1/2 und vier Mn-Kernen mit I = 5/2 hat nach
Gl. 3.20 1296 erlaubte Uberginge. In Abb. 6.3 ist das Q-Band-EPR-Spektrum des So-
MLS mit dem Strichspektrum der erlaubten Ubergiinge gezeigt. Zur besseren Ubersicht
sind die Uberginge der g-Komponenten untereinander gezeigt. Es wird deutlich, daf die
Vielzahl der Linien eine Selektion einzelner Komponenten nur auf den duftersten Randbe-
reichen des EPR-Signals ermdglicht. Durch die Grofe der PSIIce-Monomere kénnen die
Proben nur beschrinkt aufkonzentriert werden. Die Konzentration des paramagnetischen
Zentrums, also des Mn-Komplexes, ist in den PSII-Proben etwa einen Faktor 50 kleiner
als in den Proben der Mn-Katalase. Die dukersten einzelnen Uberginge des EPR-Signals
konnen daher durch die Beschrankung des S/R nicht in ENDOR-Messungen abgefragt

werden.

Fiir einen ersten Uberblick wurden ®*Mn-ENDOR-Spektren des So-MLS in den drei
Frequenzbindern X-, Q- und W-Band auf dem Maximum des EPR-Signals aufgenommen,
diese sind in Abb. 6.4 gezeigt. An diesen Stellen sind praktisch alle der nach GIl. 3.21
40 erlaubten ENDOR-Ubergiinge angeregt. Das Signal des Mn-Komplexes ist in allen
Spektren ein sehr breites, nur wenig strukturiertes Signal zwischen 60 MHz und 200 MHz
(in Abb. 6.4 blau gekennzeichnet).

Neben dem ?Mn-Beitrag sicht man im ENDOR-Spektrum im Q-Band bei 53 MHz
und W-Band bei 145 MHz auch 'H-Signale. Die Hyperfeinkopplungen der Protonen sind
klein gegen die Kernlarmorfrequenz und daher um diese zentriert. Im X-Band sind diese
Signal um 15 MHz zu finden und liegen damit aufserhalb des beobachteten RF-Bereichs,
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Abbildung 6.3: Q-Band-EPR-Spektrum des So-MLS (schwarz). Dariiber ist das Strichspektrum
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fir die Hauptkomponenten entlang g, (rot), g, (blau) und g. (griin) bei Berticksichtigung
keines Kernes, eines Kernes usw. bis zu vier Mn-Kernen gezeigt. Zur besseren Sichtbarkeit sind
die Ubergiinge der Hauptkomponenten bei Beriicksichtigung von drei bzw. vier Mn-Kernen

untereinander gezeichnet.



im Q- und W-Band sind die Protonenbeitrige in Abb. 6.4 mit einem hellblauen Pfeil
gekennzeichnet. Im Q-Band sind die Protonensignale klein gegeniiber dem breiten ®>Mn-
ENDOR-Spektrum. Der verwendete relativ kurze RF-Puls ist fiir das **Mn-ENDOR-
Signal des Sp-Zustands optimiert. Die Protonen erfahren durch diesen RF-Puls nur einen
kleinen Drehwinkel und sind gegeniiber dem ®>Mn-Signal unterdriickt. Im W-Band ist die
Intensitéit der Protonensignale deutlich gréfer gegeniiber dem ®°Mn-Spektrum, obwohl
dieses eine vergleichbare Breite wie im Q-Band zeigt. Trotz des kurzen RF-Pulses ist die
Unterdriickung der Protonensignale im W-Band deutlich geringer. Dieser Effekt ist glei-
chermafen in den W-Band-ENDOR-Spektren der Mn-Katalase sichtbar (vgl. Abb. 5.4,

insbesondere Position 16).

Mit zunehmender Mikrowellenfrequenz wird das ENDOR-Spektrum des Mn-Komplexes
im So-Zustand breiter und strukturierter. Das X-Band-Spektrum liegt im Bereich 70 MHz
bis 185 MHz und zeigt nur zwei breite Signalmaxima bei 110 MHz und 160 MHz.
Das strukturiertere Q-Band-Spektrum zeigt vier Signalmaxima bei 80 MHz, 110 MHz,
150 MHz und 178 MHz und erstreckt sich {iber den Bereich von etwa 60 MHz bis 190 MHz.
Das W-Band-Spektrum zeigt Intensitiat von 45 MHz bis 210 MHz. Im Niederfrequenzbe-
reich liegen zwei Signalmaxima bei 60 MHz und 80 MHz, gefolgt von einem Maximum
bei 125 MHz. Der Bereich zwischen 135 MHz und 155 MHz ist durch Protonensignale
iiberlagert. Der Hochfrequenzbereich zeigt ein Maximum bei 190 MHz.

Neben den je nach Frequenzband zum Teil iiberlappenden Protonensignalen {iber-
lagern auch die ENDOR-Signale von freiem Mn?* das Spektrum des So-Zustands des
Mn-Komplexes. Die Beitrige des freien Mn?* werden besonders deutlich, wenn die Mi-
krowellenleistung fiir den Spin S = 5/2 des Mn?* optimiert wird. Die sechs EPR-Linien
des Mn?* zeigen im EPR-Spektrum dann positive Intensitét. In Abb. 6.5 ist das Q-Band-
ENDOR-Spektrum des So-Zustands gezeigt. Im schwarzen Spektrum ist die Mikrowel-
lenleistung fiir den Spin S = 1/2 des Mn-Komplexes optimiert. Im blauen Spektrum
ist die Mikrowellenleistung fiir den Spin S = 5/2 des freien Mn?* optimiert. Das freie
Mn?* zeigt hier zwei Linien bei 114 MHz und 158 MHz mit etwa 10 MHz Halbwerts-
breite. Unter den fiir den Seo-Zustand optimierten Bedingungen wird die Linienform des
Mn?*t ENDOR-Spektrums kompliziert. In Abb. 6.6 sind *>Mn-ENDOR-Spektren des Si-
Zustands in PSII gezeigt. In diesen Spektren sieht man im abgebildeten Frequenzbereich
nur Beitrige des Mn?T. Die sechs EPR-Linien des Mn?* haben negative Intensitit. Das
ENDOR-Spektrum auf einer der Linien (Abb. 6.6 in schwarz) zeigt ebenfalls negative In-
tensitéit. Ein Spektrum am Rand einer Mn?*-EPR-Linie ist in Abb. 6.6 in blau gezeigt.
In diesem haben die ENDOR-Linien die Form einer ersten Ableitung und zeigen sowohl

positive als auch negative Intensitét. Je nach Position im EPR-Spektrum sieht man den
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Abbildung 6.4: **Mn-ENDOR-Spektren des Sp-Zustands in PSII in drei Frequenzbindern.
Der Bereich des *Mn-ENDOR-Spektrums ist jeweils mit einem blauen Pfeil gekennzeichnet,
der Bereich der zum Teil iiberlappenden Protonensignale ist in hellblau markiert. Im X-Band

liegt das Protonensignal aufserhalb des gezeigten Frequenzbereichs. Experimentelle Parameter:
fx =97 GHz, fo = 34,3 GHz, fiw = 94,1 GHz.
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Beitrag des freien Mn?* im ENDOR-Spektrum des So-Zustands also als zusétzliche Li-

nien bzw. Schultern oder als Intensitatseinbriiche.

In Abb. 3.5 wurde das prinzipielle Erscheinungsbild des ENDOR-Spektrums des *®Mn-
Kerns am Beispiel einer isotropen Hyperfeinkopplung in den drei Frequenzbéndern X-,
Q- und W-Band erklart. Zum ENDOR-Spektrum des So-MLS tragen vier Hyperfein-
kopplungen vergleichbarer Groke bei, deren Uberlagerung zu den beobachteten breiten
Spektren fiihrt. Insbesondere das X-Band-Spektrum zeigt durch den starken Uberlapp
der Linien nur sehr wenig Struktur. Im Q- und W-Band wird das Spektrum ein wenig
entzerrt. Die ENDOR-Linien eines Parchens sind separiert und Komponenten einzelner

Hyperfeinkopplungen kénnen teilweise aufgelost werden.

In den Abb. 6.7-6.9 sind ENDOR-Spektren des So-Zustands an verschiedenen Feld-
stellen des EPR-Spektrums in den drei Frequenzbédndern gezeigt. Wie anhand Abb. 6.3
bereits vermutet, sieht man nur eine geringe Orientierungsabhéngigkeit der ENDOR-

Spektren.

Die drei X-Band-Spektren in Abb. 6.7 zeigen eine sehr dhnliche Struktur. Die Position
des Hauptmaximums bei 110 MHz ist in den drei Spektren vergleichbar. Jedoch ver-
schiebt sich die auslaufende Flanke des Hochfrequenzsignals fiir hohere Feldpositionen

zu groferen Frequenzen.

In den Q-Band-Spektren in Abb. 6.8 sind zwei feldabhingige Tendenzen neben der prin-
zipiell in den vier Spektren vergleichbaren Struktur auszumachen. Die ENDOR-Spektren
an den Hochfeldpositionen bei 1265 mT und 1280 mT sind deutlich strukturierter als
das Niederfeldspektrum bei 1184 mT, welches praktisch nur aus einem wenig aufgelsten
Beitrag von 60 MHz bis 160 MHz und einem Hochfrequenzsignal bei etwa 170 MHz be-
steht. Beitrige von freiem Mn?* sind hier mit roten Pfeilen gekennzeichnet. Neben dieser
generellen Tendenz fillt wiederum die feldabhéngige Verschiebung des Hochfrequenzsi-
gnals auf. Dessen Maximum verschiebt sich von 172 MHz bei 1184 mT zu 180 MHz bei
1265 mT.

Die feldabhéngigen W-Band-ENDOR-Spektren sind in Abb. 6.9 gezeigt. Generell sind
die °Mn-ENDOR-Messungen des Sg-Zustands im W-Band schwierig. Die langen Akku-
mulationszeiten iiber mehrere Tage (3 Tage fiir das ENDOR-Spektrum bei 3450 mT)
stellen extrem hohe Anforderungen an die Stabilitdt des Aufbaus. Geringe Frequenzver-
schiebungen der Mikrowellenbriicke oder Temperaturschwankungen fithren zu einer merk-
lichen Verstimmung des Resonators, was zu einer Phasenverschiebung des detektierten
Echos fiihrt. Das fiihrt einerseits zu einer geringeren Echointensitdat und damit prozentual

grofferem Rauschen. Bei einer kontinuierlichen Phasenverschiebung wird zusétzlich be-
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Abbildung 6.5: Q-Band-> Mn-ENDOR Spektrum des So-Zustands in PSIL. Die Mikrowellenlei-
stung ist fiir einen Spin S = 1/2 (schwarz) bzw. fiir einen Spin S = 5/2 (blau) optimiert. Das
EPR-Spektrum des So-Zustands ist dariiber gezeigt, die Feldstelle ist markiert. Experimentelle
Parameter: By = 1230 mT, f = 34,15 GHz.
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Abbildung 6.6: Q-Band-*’Mn-ENDOR-Spektren des S;-Zustands in PSII an zwei Feldstel-
len, die im dariiber gezeigten EPR-Spektrum des S;-Zustands markiert sind. Experimentelle
Parameter: f = 34,03 GHz.
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Abbildung 6.7: X-Band->>Mn-ENDOR-Spektren des S»-Zustands an drei Feldstellen. Diese
sind im dariiber gezeigten EPR-Spektrum markiert. Experimentelle Parameter: f = 9,7 GHz.
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Abbildung 6.8: Q-Band-*’Mn-ENDOR-Spektren des S,-Zustands an drei Feldstellen. Diese

sind im dariiber gezeigten EPR-Spektrum markiert. Die Bereiche, in denen Beitrége von frei-

em Mn?tT das ENDOR-Spektrum des So-Zustands verzerren kdnnen, sind mit roten Pfeilen

gekennzeichnet. Experimentelle Parameter: f = 33,9 GHz.
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Abbildung 6.9: W-Band-> Mn-ENDOR-Spektren des S,-Zustands an vier Feldstellen. Diese
sind im dariiber gezeigten EPR-Spektrum markiert. Die Bereiche, in denen Beitrége von frei-
em Mn?t das ENDOR-Spektrum des So-Zustands verzerren kdnnen, sind mit roten Pfeilen

gekennzeichnet. Experimentelle Parameter: f = 94,1 GHz.
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reits akkumuliertes Signal nivelliert. Diese Instabilitdten fiihren zu Spektren mit schlech-
tem S/R, auch nach langer Akkumulationszeit. Die W-Band-ENDOR-Spektren zeigen
Beitriige von freiem Mn?*, die entsprechenden Bereiche sind mit roten Pfeilen markiert.
In den einzelnen ENDOR-Spektren &ndert sich die Lage der Protonensignale durch die
Verschiebung der Kernlarmorfrequenz der Protonen mit dem Feld. Die feldabhéngige Ver-
schiebung der Larmorfrequenz der Protonen ist deutlich grofer als fiir > Mn. Dadurch
werden in den einzelnen Spektren verschiedene Bereiche des ®®Mn-ENDOR-Signals des
So-Zustands iiberlagert. Fiir grokere Feldpositionen werden also %> Mn-ENDOR-Beitrige
des So-Zustands auf der Tieffrequenzseite des Protonenbereiches sichtbar, wihrend gleich-
zeitig Beitrdge auf der Hochfrequenzseite iiberlagert werden. Die iiberlagernden Signale
und das beschrénkte S/R lassen keine Abschitzung eventueller Orientierungsselektion in

den Spektren zu.

Im rechten Teil der Abb. 5.5 wurde die Problematik verlaflicher Intensitdten von
ENDOR-Linien im W-Band veranschaulicht. Insbesondere sind im Bereich zwischen
180 MHz und 220 MHz hohere Frequenzbeitriage gegeniiber kleineren unterdriickt. In
Abb. 6.9 sind *>Mn-ENDOR-Spektren auf dem Maximum des W-Band-EPR-Spektrums
des So-Zustands gezeigt. In blau ist der Hochfrequenzteil des 5> Mn-ENDOR-Spektrums
bei Verwendung eines ,matching network® zur Anpassung des RF-Kreises im Bereich um
150 MHz gezeigt. Dabei wird ein dhnliches Phénomen wie in Abb. 5.5 beobachtet. Die
ENDOR-Intensitét fiir Frequenzen > 195 MHz ist ohne ,matching network unterdriickt.
Dadurch ist die Position des Maximums des Hochfrequenzsignals von etwa 200 MHz zu
190 MHz scheinbar verschoben und die asymmetrische Form mit der langsam abfallenden
Hochfrequenzflanke begriindet. Eine eventuelle Feldabhéngigkeit der Position des Hoch-
frequenzsignals, wie sie im X- und Q-Band beobachtet wurde, ist durch die unterdriickte
Intensitét im Bereich > 195 MHz nicht detektierbar.

Prinzipiell gibt es mehrere mogliche Ursachen fiir die Beobachtung der feldabhédngigen
Position einer ENDOR-Linie. Zunéchst ist der Effekt der Verschiebung der Kernlarmor-
frequenz mit dem Feld zu beriicksichtigen. Die Kernlarmorfrequenz des °Mn ist klein,
die Verschiebung iiber 100 mT betragt nur etwa 1 MHz. Die beobachteten Verschiebun-
gen in den X- und Q-Band-ENDOR-Spektren sind jedoch deutlich grofier, im Q-Band
sind es 8 MHz iiber 81 mT. Daher sind Selektionseffekte fiir diese Beobachtung ver-
antwortlich. In Kap. 5.3 wurde fiir die Analyse der Q- und W-Band-ENDOR-Spektren
insbesondere die Orientierungsselektion einzelner Hyperfeinkomponenten entlang einer
g-Komponente genutzt. Desweiteren konnen iiber die Feldposition ENDOR-Uberginge

zwischen bestimmten my-Niveaus selektiert werden (vgl. Abb. 3.4).
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Abbildung 6.10: W-Band 5°Mn-ENDOR-Spektrum des Sp-Zustands bei 3390 mT (schwarz).
In blau ist der Hochfrequenzteil des Spektrums bei Verwendung eines ,matching network"

gezeigt. Experimentelle Parameter: f = 93,9 GHz.
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Die g-Anisotropie des So-MLS ist im X-Band klein und triagt nur etwa 10 % zur
Linienbreite des EPR-Spektrums bei. Im Q-Band ist dieser Beitrag durch die grofere
Elektron-Zeeman-Wechselwirkung mit etwa 25 % bereits grofer, im W-Band tragt die
g-Anisotropie mit etwa 60 % zur Linienbreite bei. Die beobachtete Feldabhéngigkeit im
X-Band kann, da die g-Aufspaltung dafiir zu gering ist, nicht durch den Mechanismus der
Orientierungsselektion erklart werden. Die mr-Abhéngigkeit der ENDOR-Positionen ist
als Effekt zweiter Ordnung im X-Band besonders stark ausgepriagt (vgl. Abb. 3.5). Die
unterschiedlichen Anteile der einzelnen m-Niveaus an verschiedenen Positionen auf der
EPR-Linie fithren zu einer entsprechenden Verschiebung des Schwerpunktes der ENDOR-
Linie. Im Q-Band tragen durch die grofere Elektron-Zeeman-Wechselwirkung sowohl

Orientierungs- als auch mj-Selektion bei.

Fiir die Simulation werden zunéchst nur die ENDOR-Spektren aus Abb. 6.4 an Posi-
tionen in der Mitte des EPR-Spektrums beriicksichtigt, in denen alle ENDOR-Uberginge
angeregt sind. Einen Ausgangspunkt fiir die Simulation bieten dabei einerseits Untersu-
chungen an zweikernigen Mn(III)Mn(IV)-Modellsystemen. Andererseits gibt es verschie-
dene veroffentlichte Parametersétze fiir den Mn-Komplex im So-Zustand. Dabei ist der
Grofsteil dieser Studien an PSII-Praparationen aus Spinat durchgefiihrt, denen haufig
Methanol zugesetzt wurde, um ein strukturierteres und damit per cw-EPR leichter mefs-
bares So-MLS zu erhalten. Da Methanol direkt am Mn-Komplex bindet [58], werden
dadurch auch die Hyperfeinkoplungen des Komplexes beeinflufst [45]. Bereits Boussac
et al. |46] zeigten, dak es kleine speziesabhingige Unterschiede im EPR-Spektrum des
So-MLS zwischen pflanzlichem und cyanobakteriellem PSII gibt. Diese Unterschiede im
EPR-Spektrum sind durch unterschiedliche Hyperfeinkopplungen in beiden Systemen
bedingt [47,48].

Aus Studien an zweikernigen Mn(IIT)Mn(IV)-Komplexen ist bekannt, daf das Mn(III)
in diesen Systemen die grofste Hyperfeinkopplung trigt. Zudem zeigt die Hyperfeinkopp-
lung des Mn(III) oblate Axialitdt mit zwei grofen Komponenten, das Mn(IV) prolate
mit dementsprechend zwei kleinen Komponenten. Dabei sind die Hyperfeinkopplungen
in der Regel rhombisch. Im Gegensatz zu den aufgelosten ENDOR-Spektren der zwei-
kernigen Mn-Katalase zeigen die ENDOR-Spektren des So-Zustands sehr breite Linien
mit etwa 7 MHz Linienbreite. Eventuelle Beitrage durch Quadrupolkopplungen sind hier

nicht aufgelost und werden daher in der Simulation nicht beriicksichtigt.

In Abb. 6.11 sind Simulationen der ENDOR-Spektren des Ss-Zustands mit den in
Tab. 6.1 aufgefithrten Parametern in den drei Frequenzbandern X-, Q- und W-Band
gezeigt. Die ENDOR-Simulationen in 2. Ordnung Stérungstheorie (vgl. Kap. 3.4) zeigen
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g Ay Ay As Ay

X 1.997 165 187 | 218 275
y 1.970 183 191 235 326

zZ 1.965 232 265 280 335

Tabelle 6.1: Parametersatz des Mn-Komplexes im So-Zustand. Die Hauptwerte der Hyperfein-
kopplungen sind in MHz gegeben. Die g-Matrix wurde von Teutloff et al. [100] durch Simulation
des W-Band-EPR-Spektrums bestimmt. Fehler: Ag = 0,002 nach [100], AA = 3 MHz.

das gesamte ENDOR-Spektrum, da auf den Positionen in der Mitte des jeweiligen EPR-
Spektrums keine Orientierungsselektion auftritt bzw. beriicksichtigt werden mufs. Dabei
sind die zehn erlaubten Uberginge je Mn-Kern zu einem Gesamtbeitrag addiert und
farbkodiert dargestellt. Die Hyperfeinkopplungen wurden per Hand angepafst. Ein Fit
der Spektren ist durch die grofse Zahl der Parameter (vier Hyperfeinkopplungen mit
jeweils drei Hauptwerten) nicht moglich. Dazu kommt das bereits in Kap. 5.3 diskutierte
Problem der relativen ENDOR-Intensititen fiir diese sehr breiten ENDOR-Spektren,
weshalb sich die Simulationen insbesondere auf die Linienpositionen konzentrieren. Da
der Einflufs des experimentellen Aufbaus auf die ENDOR-Intensitéten nicht quantifiziert
ist, sind in den Simulationen keine Intensitédtseffekte wie z.B. ,hyperfine enhancement*
(vgl. Kap. 3.6.2) beriicksichtigt und die vier Hyperfeinkopplungen tragen mit gleicher

Intensitéit zur gezeigten Simulation bei.

Der hier gefundene Parametersatz simuliert die experimentellen ENDOR-Spektren
qualitativ zufriedenstellend. Fiir alle drei Frequenzbénder sind die Struktur des ENDOR-
Spektrums und die Positionen der einzelnen Signalmaxima gut getroffen. Im Q-Band ist
das ENDOR-Spektrum des So-Zustands stark durch Signale von freiem Mn?* iiberla-
gert, Bereiche in denen diese Beitrége das Spektrum des So-Zustands verfélschen, sind in
Abb. 6.11 tiirkis unterlegt. Dabei ermoglicht das Q-Band-Spektrum durch das gute S/R
und die gegeniiber dem X-Band-Spektrum ausgepragtere Struktur die Bestimmung der
Senkrechtkomponenten der A;-, As- und A4-Hyperfeinkopplungen. Diese Werte werden
durch das W-Band-ENDOR-Spektrum bestétigt, zudem ermoglicht es die genauere Be-
stimmung der As-Hyperfeinkopplung, als dies aus dem Q-Band-Spektrum allein moglich
ware. Der Hochfrequenzteil des W-Band-ENDOR-Spektrums bei Verwendung des ,mat-
ching network®“ bestétigt die aus dem Q-Band bestimmte Senkrechtkomponente der Ay-
Hyperfeinkopplung. Dabei ist die Qualitdt der W-Band-ENDOR-Simulation vergleichbar

zu den anderen beiden Frequenzbédndern. Auch im W-Band kann der Mn-Komplex trotz
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Abbildung 6.11: °Mn-ENDOR-Spektren des S,-Zustands in den drei Frequenzbindern X-,
Q- und W-Band. Die ENDOR-Spektren sind jeweils in der Mitte des EPR-Signals gemessen.
Simulationen in 2. Ordnung ST mit den Parametern aus Tab. 6.1 sind in rot gezeigt. Die
Beitriage der einzelnen Kerne sind farbkodiert: A; in magenta, As in blau, A3 in griin, A4 in
hellblau. Die Bereiche in denen Signale von freiem Mn2?* iiberlagern, sind tiirkis unterlegt,

Protonensignale sind mit einem Stern (tiirkis) markiert.
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der relativ grofen Elektron-Zeeman-Wechselwirkung im Vergleich zum Abstand des er-
sten angeregten Spinzustands also als isoliertes System mit S = 1/2 betrachtet werden
und damit in allen drei Frequenzbéndern mit einem konsistenten Parametersatz beschrie-

ben werden.

90



6.3 Q-Band-EPR- und -*>Mn-ENDOR am PSII-Einkristall

EPR- und ENDOR-Messungen an Einkristallen bieten die Moglichkeit, Orientierungen
der magnetischen Parameter mit Bezug auf ein Kristall- oder Molekiilreferenzsystem zu
bestimmen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde Q-Band-EPR- und -ENDOR-Spektroskopie
zur Untersuchung von PSllcc-Einkristallen eingesetzt. Die Q-Band-ENDOR-Spektren
der Losungsproben sind relativ strukturiert und erlauben die Identifikation einzelner
Hyperfeinkopplungskomponenten. Daneben sind die ENDOR-Signale der Protonen und
Manganionen gut separiert. Zusétzlich zeigen die Q-Band-Spektren das beste S/R und

der experimentelle Aufbau ist auch {iber einen Zeitraum von Wochen stabil.

Die PSIIce-Kristalle wachsen in Nadelform, der fiir die EPR-/ENDOR-Messungen ver-
wendete Kristall hat die Dimensionen 1,2 mm x 0,5 mm x 0,1 mm. Da PSII als Dimer in
der P212121-Symmetrie kristallisiert, befinden sich 8 PSII-Molekiile in einer Einheitszelle
mit 128 Ax 225 Ax 306 A Ausdehnung. Mit etwa 10'3 PSII-Monomeren im Kristall liegt
die Zentrenzahl um den Faktor 500 niedriger als in Q-Band Loésungsproben. Die Mes-
sung der breiten EPR- und ENDOR-Spektren stellt damit extreme Anforderungen an
die Sensitivitét des experimentellen Aufbaus. Als Konsequenz ist insbesondere das S/R
der ENDOR-Messungen sehr beschrénkt. Jedes ENDOR-Spektrum wurde {iber 10—12 h
akkumuliert, die gesamte Messung lief iiber mehrere Wochen. In dieser Zeit rekombi-
nierten etwa 15 % des So-Zustandes in den dunkelstabilen, EPR-inaktiven Si-Zustand.
Testmessungen an PSII-Einkristallen zeigten, daf sich das S/R durch Verwendung eines
dickwandigeren EPR-Rohrchens mit einem Innendurchmesser von 1 mm statt der iib-
lichen 2 mm verbesserte. Das Quarzglas fungiert dabei einerseits als Dielektrikum und
fokussiert Mikrowelle im Zentrum des Resonators. Da der Kristall an der Réhrchenwand
anliegt, ist er in einem dickwandigeren EPR-R&hrchen besser im Zentrum des Resonators

positioniert.

Die Positionierung des PSII-Kristalls im EPR-Rohrchen ist im rechten Teil in Abb.
6.12 skizziert. Der Kristall wurde in einem Tropfen Pufferfliissigkeit mit einer Pipette
aufgenommen und in ein offenes EPR-Ro6hrchen gelegt. Dadurch liegt die lange morpho-
logische Achse ungefihr entlang der Wand des EPR-R&hrchens. Die lange morphologische
Achse des PSII-Kristalls fillt mit der kristallographischen b-Achse zusammen [84].

Die vier Dimere der Einheitszelle sind entsprechend der P2;2:2;-Symmetrie durch
Schraubendrehungen, genauer 180°-Drehungen mit folgender Translation, verbunden. In
der EPR sind nur die relativen Orientierungen relevant, durch Translationen verbundene

Zentren sind magnetisch dquivalent. Die relative Lage der vier Dimere in der Einheitszelle
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Abbildung 6.12: Links: Schematische Darstellung der P212;2;-Symmetrie des PSII-

Einkristalls. Die vier Dimere der Einheitszelle werden durch 180°-Drehungen um die Hauptach-

sen und folgende Translation entlang der entsprechenden Achse ineinander iiberfiihrt. Rechts:
Positionierung des Einkristalls im EPR-Rohrchen. Die lange morphologische Achse féllt mit
der kristallographischen b-Achse zusammen [84]. Die lange morphologische Achse des Kristalls

ist bedingt durch den Einbau in etwa parallel mit der Rohrchenachse.

ist schematisch im linken Teil der Abb. 6.12 gezeigt, die Dimere konnen durch 180°-
Drehungen um die Kristallachsen ineinander iiberfiihrt werden. Die zwei PSII-Monomere
eines Dimers sind iiber eine 180°-Drehung um eine nicht-kristallographische Cs-Achse

verbunden, die nicht mit einer der Kristallsymmetrieachsen zusammenfllt.

Fiir die Analyse von Einkristallspektren muf die Orientierung des Kristalls im Laborko-
ordinatensystem bestimmt werden. In den EPR-Spektren des So-Zustands ist neben dem
So-MLS stets das EPR-Signal des Y7, sichtbar. Neben den magnetischen Parametern des
Y}, ist auch dessen Orientierung im Kristall sehr genau bekannt [103,104]. Damit kann
iber eine Simulation der orientierungsabhangigen Y7,-EPR-Spektren die Orientierung
des Kristalles im Laborkoordinatensystem bestimmt werden. Diese Moglichkeit bietet
den grofsen Vorteil, die Orientierungen von Signalen relativ zum Kristallkoordinatensy-
stem zu ermitteln und direkt mit der Kristallstruktur vergleichen zu kénnen. In Abb.
6.13 sind die Simulationen der EPR-Spektren des Y7, in erster Ableitung gezeigt. EPR-
Spektren wurden in 10°-Schritten iiber einen 180°-Bereich aufgenommen. Alle Messungen
am PSII-Kristall wurden bei 5 K durchgefiihrt. Aufgrund der langen Tj-Relaxation des

organischen Radikals bei diesen tiefen Temperaturen mufite eine sehr lange Schuftwieder-
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Abbildung 6.13: EPR-Spektren des Y}, in erster Ableitung am Einkristall in schwarz, Simu-
lation in rot. Die g-Werte der vier iiber die P212;2;-Symmetrie verkniipften Monomere in
Abhéngigkeit der Kristallorientierung sind blau dargestellt. Die g-Werte der anderen vier ent-
sprechend der C-Symmetrie dazu verkippten Monomere sind hellblau eingezeichnet. Experi-
mentelle Parameter: f = 33,85 GHz, T'= 5 K, Hahn-Echo-Sequenz mit 7 = 40 ns, 7 = 420 ns,
srt 140 ms. Simulationsparameter: Fiir die Simulation wurden die Parameter aus Ref. [102]

verwendet. Es wurden nur die drei groften Protonenkopplungen beriicksichtigt.
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holrate von 140 ms verwendet werden. Die Orientierung des PSII-Kristalls im Laborkoor-
dinatensystem ergibt sich aus der Simulation der EPR-Spektren des Y7, und ist durch die
drei Eulerwinkel (5°, 21°, —175°) bestimmt. Fiir die verwendete Kristallpositionierung

ist die Rotationsachse nur 3° gegen die kristallographische b-Achse verkippt.

Im oberen Teil der Abb. 6.14 sind die EPR-Spektren des Ss-Zustands im Einkristall
gezeigt. Neben dem breiten Signal des So-MLS sieht man zusétzlich EPR-Signale des Y7,
und des Cytochrom c550 auf der Tieffeldseite des So-MLS (blauer Stern in Abb. 6.14).
Das So-MLS ist ungefdhr um einen Faktor 30 breiter als das Y})-Signal. Das S/R des Sa-
MLS ist gegeniiber dem des Y7, dariiberhinaus durch die relativ kurze T5-Relaxationszeit
des So-MLS verringert. Aufgrund der geringen Signalintensitét des So-MLS wird das Un-
tergrundsignal von Kupfer im Resonator sichtbar, das in Abb. 6.14 mit einem hellblauen

Stern markiert ist.

In allen Orientierungen ist das breite gaufsférmige So-MLS gut erkennbar. Die Position
des Maximums ist in allen Orientierungen sehr vergleichbar, kleinere Orientierungsab-
hingigkeiten werden durch das EPR-Signal des Yy verdeckt. Da das Sp-MLS sehr breit
auslauft und auf der Tieffeldseite durch mehrere andere EPR-Signale iiberlagert wird,
sind keine orientierungsabhingigen Positionsverschiebungen des So-MLS auszumachen.
Auch in den EPR-Spektren in erster Ableitung im unteren Teil in Abb. 6.14 ist keine Ver-
schiebung des Linienschwerpunktes mit der Kristallorientierung auszumachen. Dagegen
zeigt die Substruktur des So-MLS eine deutliche Orientierungsabhéngigkeit. Fiir einzelne
Positionen wie z.B. 10° und 20° zeigt das Spektrum iiber die ganze Breite eine stark
ausgepragte Substruktur. Andere Positionen wie z.B. 120° zeigen ein glattes, gaufsformi-
ges EPR-Signal ohne Feinstruktur. An Zwischenpositionen zeigt sich ein Bild, das dem
Losungsspektrum (in rot tiber den Kristall- EPR-Spektren gezeigt) dhnelt, z.B. zeigt das
Spektrum bei 100° nur im Tieffeldbereich eine Substruktur.

Wie bereits in Kap. 6.1 erlautert, wird das So-MLS in erster Ordnung aus der Uberlage-
rung der erlaubten 1296 EPR-Ubergiinge gebildet. Je nach Kristallorientierung fithrt die
Uberlagerung der unterschiedlichen g- und Hyperfeinkomponenten zu einer ausgeprigten
Substruktur beziehungsweise einer Ausmittelung der Linienstruktur. Die EPR-Spektren
werden dabei durch die Grofe und Orientierung der vier Hyperfeinkopplungen (je drei
Hauptwerte und drei Eulerwinkel) und Grofe und Orientierung der g-Matrix beeinflufst.
Die Bestimmung dieser grofsen Zahl an Parametern aus den EPR-Spektren ist nicht
praktikabel. Darum bietet sich auch fiir die Messungen am Kristall > Mn-ENDOR als
Methode mit direktem Zugriff auf die Hyperfeinkopplungen und ihre Orientierungen an.

Die orientierungsabhingigen > Mn-ENDOR-Spektren des PSII-Einkristalls sind in Abb.
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Abbildung 6.14: Oben: Orientierungsabhéngige Q-Band-EPR-Spektren des So-MLS. Das Lo-
sungsspektrum ist zum Vergleich in rot gezeigt. Das EPR-Signal des ¢550 ist mit einem blauen
Stern markiert, das Hintergrundsignal des Resonators mit einem hellblauen Stern. Unten: Q-
Band-EPR-Spektren in erster Ableitung. Experimentelle Parameter: f = 33,95 GHz. 95



6.15 gezeigt. Da das S/R durch die Zentrenzahl sehr beschriankt ist, sind die ENDOR-
Spektren auf dem Maximum des So-MLS aufgenommen. An dieser Feldposition sind fiir
alle acht magnetisch indquivalenten Mn-Komplexe der Einheitszelle alle 40 erlaubten
Ubergéinge angeregt. Eine Orientierungsselektion muf hier, da es sich um einen Kri-
stall handelt, in erster Ndherung nicht beriicksichtigt werden. Eine mj-Selektion iiber
die Wahl der Feldstelle ist durch das geringe S/R unméglich. Die resultierenden breiten
9 Mn-ENDOR-Spektren dhneln dem **Mn-ENDOR-Spektrum der PSII-Losung. Im Ge-
gensatz bspw. zu Untersuchungen am Y?)-Signal [102] zeigen die > Mn-ENDOR-Spektren

im PSII-Kristall auf den ersten Blick nur wenig Auflésungsgewinn.

Die *Mn-ENDOR-Spektren zeigen im Bereich von 60 MHz bis etwa 195 MHz Si-
gnal, bei 50 MHz ist das Protonensignal sichtbar. Im Vergleich der Kristallspektren mit
dem 5°Mn-ENDOR-Spektrum in Losung sind in den Bereichen um 80 MHz, 105 MHz
und 150 MHz deutliche Maxima sichtbar. An diesen Positionen sind im Losungsspek-
trum keine vergleichbar schmalen Linien erkennbar. Weiterhin féllt der Bereich zwischen
155 MHz und 170 MHz auf. Im Losungsspektrum ist die ENDOR-Intensitét hier etwa
halb so grof wie fiir das Hochfrequenzmaximum. In den Kristallspektren ist fiir eine
Mehrzahl der Orientierungen in diesem Bereich nahezu keine ENDOR-Intensitét sicht-
bar. Die Zahl und Position der sichtbaren Signalmaxima variiert also durchaus mit der
Kristallorientierung, Linienverldufe sind in dieser Darstellung allerdings schwer auszuma-
chen. Die Orientierungsabhéngigkeit der ENDOR-Signale ist in einer zweidimensionalen

Konturdarstellung mit farbkodierten Intensitéaten in Abb. 6.16 deutlich besser erkennbar.

Mehrere Bereiche mit intensivem Linienverlauf iiber alle Orientierungen fallen in Abb.
6.16 ins Auge. Es gibt bei 180 MHz und 155 MHz in der Mehrzahl der Orientierungen
deutliche Intensitdtsmaxima, deren Position nur geringe Orientierungsabhangigkeit zeigt.
Zwischen dem hochfrequenten Signal um 180 MHz und dem breiten Hauptbereich des
Signals sind vier helle Intensitétsstreifen sichtbar. Diese laufen in den Orientierungen 0°
bis 30° und 140° bis 170° von 180 MHz bis etwa 155 MHz und in den Orientierungen 60°
bis 90° sowie 90° bis 120° in entgegengesetzter Richtung von 155 MHz nach 180 MHz.

Die farbkodierte Konturdarstellung aus Abb. 6.16 wird zum Vergleich mit simulier-
ten ENDOR-Positionen in Abhéngigkeit von der Kristallorientierung benutzt. Dieses
Vorgehen bietet sich aufgrund der bereits diskutierten Problematik der Simulation von
ENDOR-Intensitiaten und dem beschriankten S/R der ENDOR-Spektren des PSII-Ein-
kristalls an. Einen idealen Ausgangspunkt der Simulation stellt der relativ isoliert liegende
Bereich des Hochfrequenzsignals um 180 MHz dar. Die Simulation des Q-Band-ENDOR-
Spektrums in Losung hat gezeigt, daft dieses ENDOR-Signal nur durch die gréfste Hy-
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Abbildung 6.15: Orientierungsabhiingige Q-Band->Mn-ENDOR-Spektren des Sp-Zustands
im PSII-Einkristall. Alle ENDOR-Spektren sind bei By = 1230 mT (Maximum des EPR-
Signals) gemessen. Das Losungsspektrum ist zum Vergleich in rot gezeigt. Der Bereich der
Protonensignale bei 50 MHz ist mit einem blauen Pfeil markiert. Experimentelle Parameter:
f =33,95 GHz.
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Abbildung 6.16: Orientierugsabhingige Q-Band->>Mn-ENDOR-Spektren aus Abb. 6.15 in ei-
ner 2D-Konturdarstellung. Die Intensitdt der ENDOR-Spektren ist dabei farbkodiert.
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perfeinkopplung A4 bestimmt wird. Die schwache Orientierungsabhéngigkeit des hoch-
frequenten Signals um 180 MHz wiederholt sich parallel dazu in dem intensiven Streifen
grofer Intensitdt um 155 MHz. Der Abstand dieser Intensitatsstreifen von 25 MHz ent-
spricht in etwa der doppelten Kernlarmorfrequenz des ®*Mn von 2 x 12,9 MHz. In erster
Néherung kénnen diese Intensitétsverlaufe also dem ENDOR-Pérchen der gréfsten Hy-

perfeinkopplung A4 zugeordnet werden.

Dieser quasi orientierungunabhéngige Linienverlauf kann nur entstehen, wenn wéhrend
der Kristalldrehung die Komponente der Hyperfeinkopplung parallel zum Magnetfeld By
praktisch unveréndert bleibt. Dieser Fall ist im linken Teil in Abb. 6.17 skizziert.

T Asenkrecht

B

0

Rotationsachse Rotationsachse

—_—>
Asenkrecht
20% —> 20% —>
senkrecht Asenkrecht

Abbildung 6.17: Links: Schematische Skizze einer axialen Kopplung mit der Komponente
Aparailer entlang der Rotationsachse. Fiir alle Orientierungen liegen dann die Komponenten
Asenkrecht parallel zum dufieren Magnetfeld By. Rechts: Schematische Skizze einer axialen
Kopplung mit einer Komponente Agepnirech: €ntlang der Rotationsachse. Als Extremfall liegt
bei Rotation der Kopplung um die Rotationsachse entweder die Komponente Agepirech: oder
Aparaiier parallel zum &uferen Feld By.

Liegt die ausgezeichnete Achse einer axialen Kopplung parallel zur Rotationsachse,
dann liegen die Senkrechtkomponenten der Kopplung in der Ebene senkrecht zur Dreh-
achse. Fiir diesen Fall gibt es keine Orientierungsabhéngigkeit der ENDOR-Linien bei
einer Probenrotation. Fiir den hier verwendeten Kristall liegt die kristallographische b-
Achse ndherungsweise parallel der Rotationsachse. Liegt in einem Monomer des PSII
eine Hyperfeinkopplung in der beschriebenen Weise, so sind die vier durch die P22121-
Symmetrie verkniipften Monomere magnetisch dquivalent und die jeweiligen ENDOR-

Linien liegen iibereinander.

Der zweite Extremfall der Positionierung einer axialen Kopplung ist im rechten Teil

der Abb. 6.17 gezeigt. Bei Drehung des Systems um die Rotationsachse werden alle Werte
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der Kopplung zwischen den Extremen Agepirecht Und Apgrqizer durchlaufen.

In Abb. 6.18 ist der orientierungsabhéngige Verlauf der ENDOR-Positionen der aus
der Simulation der ®*Mn-ENDOR-Spektren in Losung bestimmten, groften Hyperfein-
kopplung Ay = (326,335,275) MHz (vgl. Tab. 6.1) gezeigt, wobei die ausgezeichnete
Achse der Hyperfeinkopplung mit 7° leicht gegen die kristallographische b-Achse ver-
kippt ist. Zur besseren Ubersicht sind dabei zunéichst nur die Positionen der Uberginge
my = —1/2 — my = +1/2 fiir die acht Zentren der Einheitzelle eingezeichnet, der Beitrag
der anderen ENDOR-Ubergiinge wird weiter unten diskutiert. Ausgangspunkt der Simu-
lation ist die geringe Orientierungsabhéngigkeit des intensiven Streifens um 180 MHz
bzw. 155 MHz, dessen Entstehung in Abb. 6.17 fiir den Idealfall skizziert ist. Die beiden
liegenden Streifen zeigen bei genauer Betrachtung durchaus eine geringe Orientierungsab-
héngigkeit. Die leichte Rhombizitét der Hyperfeinkopplung von 9 MHz ist erforderlich,
um diese Orientierungsabhéngigkeit der beiden intensiven Streifen um 180 MHz und
155 MHz zu reproduzieren. Da die kristallographische b-Achse ndherungsweise parallel
zur Rotationsachse liegt, sind die vier durch die P21212;-Symmetrie verkniipften Mo-
nomere naherungsweise kollinear und damit quasi magnetisch dquivalent. Diese Linien
bilden die Streifen um 180 MHz und 155 MHz. Die ENDOR-Linien der anderen vier
Zentren sind durch die Cy-Symmetrie des Dimers vorgegeben. Die Cy-Achse liegt grob
in Richtung einer Raumdiagonalen der Einheitszelle des Kristalls, so dafs die ausgezeich-
nete Achse der Hyperfeinkopplung in Richtung der Ebene senkrecht zur Rotationsachse
verkippt wird. Durch diese Lage der Achse in der a-c-Ebene kommt es aufgrund der
P21212¢-Symmetrie fiir diese vier Zentren zur Parchenbildung. Durch die Verkippung
der ausgezeichneten Achse aufgrund der Cy-Symmetrie in Richtung der Rotationsebe-
ne, wird quasi die gesamte Anisotropie der Hyperfeinkopplung bei Drehung des Kristalls
iiberstrichen. Die beiden Péarchen folgen dabei durch die gewéhlte kleine Verkippung von
etwa 7° der ausgezeichneten Achse der Hyperfeinkopplung gegen die kristallographische
b-Achse sehr gut dem Verlauf der beschriebenen Intensitdtsbander, auch der Gangunter-
schied von etwa 40° wird getroffen. Die gezeigte Simulation folgt einzig aus der Annahme,
dak fiir ein Monomer die ausgezeichnete Achse der Kopplung etwa entlang der kristallo-
graphischen b-Achse und der Rotationsachse liegt. Die Orientierungen fiir die vier durch
die P212121-Symmetrie verbundenen Monomere sind damit automatisch festgelegt. Der
entscheidende Punkt ist, dafs durch die Anwendung der nicht-kristallographischen Cs-
Symmetrie die Orientierung der Achse fiir die anderen vier Monomere ebenfalls festge-
legt ist und nicht frei variiert werden kann. Die korrekte Reproduktion der paarweisen
Intensitdtsbinder aus dieser Annahme zeigt die Belastbarkeit und Giite der simulierten

Orientierung der Hyperfeinkopplung Ay.
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Abbildung 6.18: Q-Band->>Mn-ENDOR-Spektren am PSII-Einkristall in Konturdarstellung.
In schwarz ist der orientierungsabhiingige Verlauf der Ubergéinge m; = —1/2 — my = +1/2 fiir
die grofite Hyperfeinkopplung A4 = (326, 335, 275) MHz bei einer Orientierung der ausgezeich-
neten Achse ndherungsweise parallel zur kristallographischen b-Achse durch die Eulerwinkel
(101°, 83°, -91°) fiir alle acht Monomere der Einheitszelle gezeigt.
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Die fir die Simulation verwendete Orientierung der groften Hyperfeinkopplung be-
schreibt den Positionsverlauf der hochfrequenten ENDOR-Signale sehr gut. Im Bereich
des Maximums um 178 MHz wird die Orientierungsabhéngigkeit gut getroffen. Die beob-
achtete Intensitatsschwankung dieses Bereiches mit Maxima zischen 20° und 40° sowie
zwischen 120° und 140° wird durch das Zusammenlaufen der vier bzw. aller acht Zentren

in diesen Bereichen qualitativ wiedergegeben.

In Abb. 6.19 sind neben den mittleren ENDOR-Ubergéingen m; = —1/2 — m; = +1/2
auch die Ubergéinge m; = —5/2 — my = —3/2 und m; = 3/2 — m; = 5/2 fiir alle acht
Zentren eingezeichnet. Es wird deutlich, daf die breiten Linien aus der Uberlagerung der
my-abhangigen ENDOR-Linien resultieren. Im Fall des Hochfrequenzmaximums entsteht

das Signal durch die Uberlagerung der vier Monomere aus 4 x 6 = 24 Linien.
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Abbildung 6.19: Q-Band-*>Mn-ENDOR-Spektren am PSII-Einkristall in Konturdarstellung.
Fiir die Hyperfeinkopplung A4 = (326, 335,275) MHz mit der Orientierung (101°, 83°, -91°)
ist der Verlauf der Ubergénge m; = —1/2 = my = +1/2 in schwarz eingezeichnet. Der
Verlauf der Ubergéinge m; = —5/2 — m; = —3/2 und m; = 3/2 — m; = 5/2 ist gestrichelt
dargestellt.
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Ein weiterer Bereich in den ®*Mn-ENDOR-Spektren des PSII-Kristalls fallt in der
Konturdarstellung auf. Zwei Intensitatsstreifen um 80 MHz und deutlich intensiver um
105 MHz zeigen wie die Linien bei 180 MHz kaum eine Orientierungsabhéngigkeit. Zu-
satzlich sind Intensitatsbander sichtbar, die in den Orientierungen von 100° bis 130° von
140 MHz bis 105 MHz und in den Spektren der Orientierungen 130° bis 160° entgegenge-
setzt von 105 MHz bis 140 MHz verlaufen. Parallel dazu liegen bei denselben Orientierun-
gen Intensitdtsbander im Bereich 80 MHz bis 100 MHz. Die Positionen der Streifen bei
80 MHz und 105 MHz entsprechen in etwa den Senkrechtkomponenten der zweitgrofiten
Kopplung As in der Simulationen des Losungsspektrums. Die Orientierung dieser Kopp-
lung ist der der grofiten Kopplung A4 offenbar vergleichbar. In Abb. 6.20 sind zunéchst
wiederum nur die Verldufe der ENDOR-Linien der Ubergéinge m; = —1/2 — m; = +1/2
eingezeichnet. Dabei ist die ausgezeichnete Achse der Hyperfeinkopplung As gegeniiber
Ay um etwa 10° leicht verkippt.

Auch fiir diese Kopplung trifft die Simulation sehr gut die besprochenen auffilligen
Strukturen in der Konturdarstellung. Ebenso wie fiir die Kopplung A4 sind alle acht

Linien durch die Orientierung eines Zentrums der Einheitszelle bestimmt.

In Abb. 6.21 sind neben den mittleren ENDOR-Ubergéingen m; = —1/2 — m; = +1/2
auch die Uberginge m; = —5/2 — m; = —3/2 und m; = 3/2 — m; = 5/2 der bei-
den bisher diskutierten Hyperfeinkopplungen eingezeichnet. Durch diese beiden Kopp-
lungen sind die prominentesten Strukturen der Konturdarstellung getroffen. Bei genauer
Betrachtung der Abb. 6.21 werden weitere orientierungsabhéngige Intensitétsverldufe
sichtbar, die den noch nicht diskutierten Kopplungen A;, A3 zuzuordnen sind. Im Nie-
derfrequenzbereich ist eine Doppelbogenstruktur in den Spektren von 80° bis 170° im
Bereich zwischen 65 MHz und 80 MHz zu erkennen. Desweiteren fallen zwei Intensitéts-
bénder ins Auge, die noch nicht durch die Simulation beschrieben sind. Eines lauft von
105 MHz bis 90 MHz in den Orientierungen von 80° bis 100°, das Zweite in entgegen-
gesetzter Richtung in den Spektren von 150° bis 180°. Sowohl die Doppelbogenstruktur
als auch die beiden Béander liegen im Bereich der kleinsten Hyperfeinkopplung A;. Durch
das geringe S/R im Tieffrequenzbereich ist eine eindeutige Simulation dieser Muster mit

einer einzigen zwingend passenden Orientierung nicht mdoglich.

Im mittleren Frequenzbereich zwischen 110 und 160 MHz werden Beitrage der Hyper-
feinkopplung As erwartet. In diesem Bereich sind keine weiteren deutlichen Intensitéts-
bénder sichtbar. Durch die P21212;-Symmetrie und die Rotationsachse, die etwa parallel
zu einer kristallographischen Achse liegt, kommt es zwangsweise fiir alle Orientierungen

zu einer paarweisen magnetischen Aquivalenz der Monomere. Genauere Aussagen zur
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Abbildung 6.20: Q-Band->>Mn-ENDOR-Spektren am PSII-Einkristall in Konturdarstellung.
In blau ist der orientierungsabhingige Verlauf der Ubergéinge m; = —1/2 — m; = +1/2 fiir
die Hyperfeinkopplung A, = (191, 187,265) MHz mit der Orientierung (101°, 88°, -101°) fiir
alle acht Monomere der Einheitszelle gezeigt.
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Abbildung 6.21: Q-Band *Mn-ENDOR-Spektren am PSII-Einkristall in Konturdarstellung.
Durchgezogene Linien stellen den Verlauf der Ubergéinge m; = —1/2 — m; = +1/2 dar,
gestrichelte Linien zeigen die Uberginge m; = —5/2 — m; = —3/2 und m; = 3/2 —
my = 5/2. Schwarz: Ay = (326, 335,275) MHz mit der Orientierung (101°, 83°, -91°). Blau:
Ay = (191, 187,265) MHz mit der Orientierung (101°, 88°, -101°).
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Orientierung der Hyperfeinkopplung As sind ohne weitere Anhaltspunkte nicht méglich,
da es keine Intensitdtsmuster gibt, die dieser Kopplung zugeordnet werden kénnen und
damit von einer Simulation abgebildet werden miissten. Das Fehlen starker Intensitéts-
muster stellt einzig die Bedingung, daft keine Hauptachse der Kopplung As entlang der
Rotationsachse liegen kann. Stattdessen miissen die vier Parchen mdéglichst indquivalent

orientiert sein, so daft es zu keinem Zusammenfallen einzelner Linien kommt.

Da das S/R und die Auflésung der *> Mn-ENDOR-Spektren am PSII-Einkristall vorerst
keine Bestimmung der Orientierungen der Kopplungen A; und Ajs ermoglicht, konzen-
triert sich die folgende Diskussion zunéchst auf die bereits charakterisierten Hyperfein-

kopplungen A, und Ay.

In Kap. 5 wurde Mn-Katalase im Mn(III)Mn(IV)-Zustand stellvertretend fiir zweiker-
nige Mn(III)Mn(IV)-Modellsysteme mit EPR- und ENDOR-Spektroskopie untersucht
(vel. Kap. 5.3 und [43,86-88|). Dabei fanden sich Korrelationen zwischen den magneti-
schen Parameter der Komplexe und ihrer geometrischen Struktur. Fiir di-p-oxo verbriick-
te Systeme, die senkrecht zur Mn-Oo-Mn-Ebene durch eine Karboxylatbriicke ligandiert
sind, stehen die ausgezeichneten Achsen der Hyperfeinkopplungen der zwei Manganionen
senkrecht auf der Mn-Os-Mn-Ebene. Damit liegen die ausgezeichneten Achsen parallel zu
der Ligandierungsachse der Karboxylatbriicke. Fiir die zwei Hyperfeinkopplungen As und
A4 des Mn-Komplexes in PSII wurde praktisch dieselbe Orientierung der ausgezeichne-
ten Achse gefunden. In Analogie zu Strukturmotiven in zweikernigen Mn-Modellsystemen
deutet diese Orientierung der zwei Kopplungen auf ein di-u-oxo-verbriicktes Mn-Os-Mn-

Teilsystem hin, das iiber eine Karboxylatgruppe ligandiert wird.

Auf der Suche nach diesem Strukturmotiv wurden die Orientierungen der moglichen
Proteinliganden mit Karboxylatgruppe in der Kristallstruktur untersucht. Die simulier-
ten Orientierungen erfordern eine Ligandierungsachse einer Karboxylatgruppe, die in
einem Monomer néherungsweise parallel zur kristallographischen b-Achse liegt. Die Ori-
entierung dieser Achse im zweiten Monomer ist dann durch die Co-Symmetrie des Dimers

festgelegt.

Unter den moglichen Liganden des WOC findet sich genau eine Aminoséure, Asp342,
die die genannten Bedingungen beziiglich der Orientierung der Ligandierungsachse fiir
beide Monomere erfiillt. In Abb. 6.22 ist der WOC in beiden Monomeren gezeigt, die
kristallographischen Achsen sind eingezeichnet, wobei die in blau gezeichnete b-Achse

naherungsweise der Drehachse entspricht.

Die terminale C-C-Achse der Aminosdure Asp342 liegt in einem Monomer fast parallel

zur kristallographischen b-Achse. Im anderen Monomer ragt die C-C-Achse, durch die
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Abbildung 6.22: Struktur des WOC in beiden Monomeren nach Ref. [1]. Die kristallographi-
schen a-c-Achsen sind in schwarz, die b-Achse ist in blau eingezeichnet. Die Ligandierungsachse

des Asp342 ist ebenfalls in blau eingezeichnet.
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Cs5-Symmetrie bedingt, leicht aus der a-c-Ebene heraus. Die Orientierung der terminalen
C-C-Achse des Asp342 liegt genau entlang der ausgezeichneten Achse der Hyperfeinkopp-
lung As. Die Orientierung der ausgezeichneten Achse der Hyperfeinkopplung A4 ist nur
wenig, etwa 10°, gegen die terminale C-C-Achse des Asp342 verkippt. In der Struktur
verbriickt Asp342 die Manganionen Mn1 und Mn2. In Analogie zu den zweikernigen Mo-
dellkomplexen konnen diesen beiden Manganionen die Kopplung A4 bzw. Ay zugeordnet

werden.

Die grofte Hyperfeinkopplung Ay ist (vgl. Tab. 6.1) hier oblat mit zwei grofen Kom-
ponenten, die Hyperfeinkopplung As hingegen prolat mit zwei kleinen Komponenten. In
den zweikernigen Mn-Modellkomplexen findet sich die grofe Hyperfeinkopplung durch
die Spinprojektion stets auf dem Mn(III). Zusétzlich zeigt das Mn(III) eine oblate Kopp-
lung mit zwei groken Komponenten, wihrend die Kopplung des Mn(IV) prolat mit zwei
kleinen Komponenten ist [43,86-88]. Unter Einbeziehung dieser Tatsachen kann folgende
Zuordnung getroffen werden. Die einzige oblate und gleichzeitig grofte Hyperfeinkopp-
lung A4 gehort zu dem Mn(III), die prolate Hyperfeinkopplung As zu einem der drei
Mn(IV)-Kerne des WOC im Sp-Zustand.

Es ist also einerseits aus der Orientierung der ausgezeichneten Achse der beiden Hyper-
feinkopplungen eine Zuordnung der Kopplungen zu den Manganionen Mnl und Mn2 in
der Kristallstruktur méglich. Zusétzlich gibt es iiber die Groke und Axialitdt der Kopp-
lungen eine Zuordnung der Oxidationszustinde zu den beiden Hyperfeinkopplungen und

damit gleichzeitig zu den beiden Positionen Mnl und Mn2.

In der Struktur ist die Bindung des Mnl zum O5 ungewohnlich lang. Trotz der Unsi-
cherheiten, mit denen die Struktur behaftet ist, liefert dies einen Hinweis auf eine mégliche
verzerrte Jahn-Teller-Achse entlang dieser Verbindungslinie. Diese Geometrie liefert da-
mit einen Hinweis, welcher der beiden Positionen der Oxidationszustand (III) zugeordnet
werden kann. Demnach trégt das Mnl den Oxidationzustand (III) sowie die Hyperfein-
kopplung A4. Das Mn2 ist dann eines der drei Manganionen im Oxidationszustand (IV)

und besitzt die Kopplung As. Beide Manganionen werden durch Asp342 ligandiert.

Wie bereits beschrieben erlauben die ENDOR-Spektren am PSII-Kristall fiir die an-
deren beiden Hyperfeinkopplungen des Mn-Komplexes A; und As keine eindeutige Be-
stimmung der Orientierungen. Fiir die Hyperfeinkopplungen Ao und Ay liefs sich das
Strukturmotiv der zweikernigen Mn-Modellsysteme auf den WOC iibertragen. Fiir die
beiden noch unbestimmten Hyperfeinkopplungen wird daher eine analoge Argumentation

gefiihrt.
Neben den drei einzdhnigen Mn-Liganden mit Karboxylatgruppe Ala344, Glul89 und

108



Aspl70 gibt es in der Struktur neben Asp342 zwei weitere zweizdhnige Mn-ligandierende
Aminosduren, Glu333 und Glu3b4. Fiir alle diese Aminosduren wurde die Orientierung
der terminalen C-C-Achse bestimmt. Danach wurden die ENDOR-Positionen der Hyper-
feinkopplungen A; und Az simuliert, wobei die ausgezeichnete Achse der Kopplungen
jeweils entlang einer der Ligandierungsachsen der beriicksichtigten Aminosduren orien-

tiert war.

In Abb. 6.23 ist der Verlauf der Ubergiinge m; = —1/2 — m; = +1/2 der kleinsten
Hyperfeinkopplung A; gezeigt, wobei die ausgezeichnete Achse entlang der terminalen
C-C-Achse des Glu333 orientiert ist. Unter den beriicksichtigten moglichen Liganden
werden nur fiir diese Orientierung der Hyperfeinkopplung die beschriebenen Intensitéts-
muster wie die Doppelbogenstruktur in den Spektren von 80° bis 170° im Bereich zwi-
schen 65 MHz und 80 MHz und die Intensitdtsbédnder von 105 MHz bis 90 MHz in den
Orientierungen von 80° bis 100° und 150° bis 180° simuliert.

In Abb. 6.24 ist der Verlauf der Ubergiinge m; = —1/2 — m; = +1/2 der Hyper-
feinkopplung As gezeigt, wobei die ausgezeichnete Achse entlang der terminalen C-C-
Achse des Glu354 orientiert ist. Wie gefordert, sind fiir diese Orientierung der Hyper-
feinkopplung die acht Zentren der Einheitszelle magnetisch indquivalent. Dadurch sind
die ENDOR-Positionen aller acht Zentren aufgespalten und es bilden sich keine klar er-
kennbaren Strukturen. Zusétzlich werden Minima der ENDOR-Intensitat wie bspw. der
Bereich zwischen 128 MHz und 135 MHz in der 130°-Orientierung des Kristalls von den

simulierten ENDOR-Linien umgangen.

In Abb. 6.25 ist die Simulation aller vier Hyperfeinkopplungen fiir die mittleren Uber-
ginge my = —1/2 — my = +1/2, sowie die extremen m; = —5/2 — my; = —3/2 und
my =3/2 — my =5/2 mit den in Tab. 6.2 gegebenen Hyperfeinparametern gezeigt. Al-
le Intensitidtsmuster der °Mn-ENDOR-Spektren sind durch die Simulation abgebildet.
Gleichzeitig sind grofsere Einbriiche der ENDOR-Intensitéat von den Linienverldufen aus-
gespart. Die Linienpositionen der **Mn-ENDOR-Spektren am PSII-Einkristall werden
durch die Hyperfeinkopplungen sehr gut beschrieben.

Die fiir die Hyperfeinkopplungen As und A4 bestimmten Parameter sind sehr robust,
da die ENDOR-Signale dieser Hyperfeinkopplungen deutlich sichtbar und eindeutig si-
mulierbar sind. Die Parameter der kleinsten Kopplung sind ebenfalls iiberzeugend. Die
Orientierung war nicht eindeutig aus den *>Mn-ENDOR-Spektren zu ermitteln, die Uber-
tragung der Argumentation fiir As 4 ergibt jedoch eine sehr gute Simulation der relevanten
Intensitdtsmuster. Die Parameter der Hyperfeinkopplung As sind mit der groften Unsi-
cherheit behaftet, da in den Mn-ENDOR-Spektren keine offensichtlichen Intensitéits-
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Abbildung 6.23: Q-Band->>Mn-ENDOR-Spektren am PSII-Einkristall in Konturdarstellung.
In magenta ist der orientierungsabhiingige Verlauf der Uberginge m; = —1/2 — m; = +1/2
fiir die Hyperfeinkopplung A; = (165, 183,232) MHz mit der Orientierung (-153°, 26°, 153°)
fiir alle acht Monomere der Einheitszelle gezeigt.
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Abbildung 6.24: Q-Band->>Mn-ENDOR-Spektren am PSII-Einkristall in Konturdarstellung.
In blau ist der orientierungsabhingige Verlauf der Ubergéinge m; = —1/2 — m; = +1/2 fiir
die Hyperfeinkopplung A3 = (235, 218,280) MHz mit der Orientierung (14°, 51°, -14°) fir alle
acht Monomere der Einheitszelle gezeigt.
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Abbildung 6.25: Q-Band->>Mn-ENDOR-Spektren am PSII-Einkristall in Konturdarstellung.
Durchgezogene Linien stellen den Verlauf der Ubergéinge m; = —1/2 — m; = +1/2 dar,
gestrichelte Linien zeigen die Uberginge m; = —5/2 — m; = —3/2 und m; = 3/2 — m; =
5/2. Schwarz: Ay. Weilt: As. Blau: As. Magenta: A;. Die Hyperfeinparameter sind in Tab. 6.2
gegeben.
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A, | Ay | A |« B ¥

Ay 165 183 232 | -153° 26° 153° Glu333 Mn4
As 191 187 | 265 101° 88° -101° Asp342 Mn?2
As 235 218 280 14° 51° -14° Gluds4 Mn3

Ay 326 | 335 275 101° 83° -91° Asp342 Mnl

Tabelle 6.2: Hyperfeinparameter des Mn-Komplexes im So-Zustand. Die Hauptwerte der Hyper-
feinkopplungen sind in MHz gegeben. Die Eulerwinkel geben die Orientierungen der Hyper-
feinkopplung relativ zum Kristallkoordinatensystem an. Die Orientierungen entsprechen den
terminalen C-C-Achsen der gegebenen Aminoséduren in den Untereinheiten ¢ und ¢ der pdb-
Struktur 3ARC [1]. In der letzten Spalte ist die abgeleitete Zuordnung der jeweiligen Hyper-
feinkopplung zu einer Mn-Position in der Struktur gegeben. Die Nomenklatur entspricht der
aus der pdb-Struktur 3ARC. Fehler: AA = £3 MHz, A(«,8,7)2,4 = £5°, A(a,8,7)1,3 = £10°.

muster der ENDOR-Linien dieser Kopplung sichtbar sind. Die gefundene Orientierung
zeigt durch die Aufspaltung der Linien der acht Zentren diese fehlende Musterbildung.
Diese Orientierung beruht insbesondere auf der Ubertragung des Strukturmotivs, das fiir

die Kopplungen Aj 4 bestimmt wurde.

Die Aminosdure Glu3b4 ligandiert die Manganionen Mn2 und Mn3. Das Mn2 wurde
dabei bereits mit der Hyperfeinkopplung As iiber die Orientierung der ausgezeichneten
Achse parallel zur terminalen C-C-Achse des Asp342 identifiziert. Damit ergibt sich in
analoger Argumentation die Zuordnung der Hyperfeinkopplung As zu der Position des
Mn3 in der Struktur. Das Mn4 wird von Glu333 ligandiert. Die ausgezeichnete Achse
der kleinsten Kopplung liegt in der Simulation parallel zur terminalen C-C-Achse des
Glu333. Damit ergibt sich konsistent die Zuordnung der kleinsten Kopplung A; zu der
Position des Mn4, das aukerhalb des MnCa-Kubans liegt. Die grofste Hyperfeinkopplung
und einzige mit oblater Axialitdt wird dabei dem Mangan im Oxidationszustand (III),

also der Position Mnl, zugeordnet.

6.4 Diskussion

Die in den vorangegangenen Kapiteln mittels Multifrequenz->> Mn-ENDOR-Messungen
bestimmten Hyperfeinparameter sind der bislang vollstdndigste Parametersatz zur Be-
schreibung des So-Zustands des WOC. Zudem sind die Parameter durch den Multifre-
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quenz-Ansatz und die Einkristallmessungen sehr belastbar, da mehrere unabhéngige Da-
tensatze konsistent simuliert wurden. Der hier vorgestellt Paramtersatz kann daher als
Mafstab fiir die Bewertung vorgeschlagener Modelle der Struktur und Reaktionsmecha-

nismen des Mn-Komplexes dienen.

Zusétzlich wurde eine Korrelation zwischen den Hyperfeinparametern und der geo-
metrischen Struktur in Analogie zu zweikernigen Mn-Modellsystemen postuliert. Auf
Grundlage dieses Zusammenhangs sind fiir drei Aminosduren Aussagen iiber ihre Rol-
le als Liganden an den Mn-Komplex im Ss-Zustand moglich. Die Aminosduren Asp342,
Glu333 und Glu354 sind hierbei zweizéhnige Liganden, Asp342 fiir die Manganionen Mn1
und Mn2, Glu333 fiir die Manganionen Mn3 und Mn4, sowie Glu354 fiir Mn2 und Mn3.

Die Ligandierung des Mn-Komplexes in den einzelnen S-Zustédnden ist Gegenstand
mehrerer, in der Mehrzahl FTIR-spektroskopischer, Untersuchungen an nativem PSII
sowie zahlreichen PSII-Mutanten [21, 74, 75, 105, 106]. Diese Untersuchungen kommen
zu teilweise widerspriichlichen Aussagen beziiglich der Natur der Ligandierung (verglei-
che [74,75]). Auch in der Zuordnung einzelner Liganden zu Manganionen, die im Lauf
des Kok-Zyklus oxidiert werden, gibt es Unstimmigkeiten und widerspriichliche Inter-
pretationen der experimentellen Daten. Die Hauptschwierigkeiten liegen dabei in der
Zuordnung von FTIR-Banden zu bestimmten Aminosduren sowie in der Korrelation be-
obachteter spektraler Verdnderungen mit strukturellen Umordnungsprozessen wéhrend
des Kok-Zyklus. Aus diesen Griinden wurden daher bisher aufer aus Rontgenkristal-
lographie keine verldflichen Ligandierungsmodelle auf Basis von FTIR- oder anderen

spektroskopischen Untersuchungen vorgeschlagen.

Die im Rahmen dieser Arbeit postulierte zweizdhnige Ligandierung der Aminoséuren
Asp342, Glu333 und Glu3b4 ist damit ein wichtiger Beitrag zur Aufklarung der Ligan-
denstruktur des WOC im So-Zustand.

Neben Aussagen zur Ligandierung des Mn-Komplexes wurden Positionen der Mangan-
ionen in der Struktur Hyperfeinkopplungen zugeordent und die Position des Mn1 mit dem
Manganion im Oxidationszustand (III) identifiziert. Diese Zuordnung konnte in dieser Ar-
beit erstmals auf Grundlage experimenteller Daten getroffen werden. Bisher wurde die
Diskussion iiber die Identifikation der Position des Mn(III) in der Struktur des WOC auf
Grundlage von mit DFT-Methoden entwickelten Strukturmodellen fiir den So-Zustand
des Mn-Komplexes gefiihrt. Die in dieser Arbeit bestimmten magnetischen Parameter des
So-Zustands sowie die Zuordnung des Mn(III) zu Position Mnl sind dabei ein mdogliches
Kriterium, aus unterschiedlichen theoretischen Ansétzen realistische Modelle auszuwéah-

len.
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Die hier vorgestellte Zuordnung des Mn(III) zu einem der beiden von Asp342 ligan-
dierten Manganionen Mnl bzw. Mn2 erfolgte bereits 2009 [102| auf Basis der damals
aktuellen Struktur 3BZ1 von Guskov et al. [107]. Die Struktur 3BZ1 [107] wurde auf
Basis der Struktur von Loll et al. [108] modelliert. Bereits bei Loll et al. [108] entspricht
die Orientierung des Asp342 der aus den Mn-ENDOR-Kristallmessungen gefundenen.
Im Gegensatz dazu weist die von Ferreira et al. 2004 veroffentlichte Struktur [109] ei-
ne deutlich andere als die hier vorgeschlagene Ligandenumgebung des WOC auf. In der
Ferreira-Struktur liegt fiir keine ligandierende Aminoséure die terminale C-C-Achse ent-
lang der experimentell geforderten Orientierung nahezu parallel zur kristallographischen
b-Achse. Es ist daher davon auszugehen, daf die Strahlenschédigung des WOC in der
Ferreira-Struktur deutlich grofer ist als in den Strukturen von Loll et al. [108] und Guskov
et al. [107] und sich bis in die Ligandenumgebung bemerkbar macht. Die neue Struktur
von Umena et al. [1] ist beziiglich der hier besprochenen Aminoséduren Asp342, Glu333
und Glu354 den Berliner Strukturen [107,108] sehr dhnlich. Angesichts der im Rahmen
dieser Arbeit gewonnenen Aussagen zur Ligandenumgebung des WOC sind die Struk-
turen aus Ref. [1,107,108] als gute Grundlage fiir Modellentwicklungen zu betrachten,
wihrend die Ferreira-Struktur [109] dies nicht ist.

In der Literatur werden jedoch noch immer Modellstrukturen auf Basis der Ferreira-
Kristallstruktur diskutiert [18,110-112]. In diesen Modellen widerspricht die Liganden-
struktur der hier vorgeschlagenen. Insbesondere sind die Aminosduren Asp342 und Glu3b4
in diesen Modellen haufig nur einzéhnige Mn-Liganden. Unter Beriicksichtigung der hier
getroffenen Aussagen zur Ligandierung des WOC sind diese Modelle als unrealistisch

einzustufen.

Modelle, die auf den Strukturen nach Loll et al. bzw. Umena et al. beruhen, veran-
dern die Ligandenumgebung des WOC kaum. Insbesondere entspricht die Ligandierung
der Aminosduren Asp342, Glu333 und Glu354 in diesen Modelle der hier geforderten. In
den Ref. [53,113,114] wird das Mn(III) mit der Position Mnl identifiziert und zusétzlich
die Jahn-Teller-Achse des Mn(III) entlang der Ligandierungsachse des Asp342 postuliert.
Dabei ergibt sich bei Cox et al. [53] und Ames et al. [113] explizit die Orientierung der
ausgezeichneten Achse der Hyperfeinkopplung des Mn(III) parallel zur Ligandierungs-
achse des Asp342. Die beiden Arbeiten unterscheiden sich allerdings in der Grofe der
Hyperfeinkopplung, die dem Mn(III) an Position Mnl zugewiesen wird.

In der Arbeit von Cox et al. [53| wird die grofte Hyperfeinkopplung dem Mn(III) an
Position Mn1 zugeordnet. Die zweitgrofte Kopplung HF K2 tragt das Manganion an
Postion Mn2. Die kleinste Hyperfeinkopplung H F K1 tragt das Manganion an Position
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Mn3, die drittgrofste Kopplung H F K3 entsprechend Position Mn4. Im Gegensatz dazu
wird in den Arbeiten von Ames et al. [113] und ebenso Schinzel et al. [115] dem Mn(III)
an Position Mnl die drittgrofste Hyperfeinkopplung H F' K3 zugeordnet. Hier tragt das
Manganion an Position Mn4 die grofte Hyperfeinkopplung H F K4, die anderen beiden

Kopplungen kénnen den verbliebenen Positionen nicht definitv zugeordnet werden.

Dabei beruhen die hier vorgestellten Modelle auf vergleichbaren Ausgangsstrukturen,
die favorisierten Modellstrukturen nach Optimierungen sind sich relativ &hnlich, die Li-
gandierung des Mangankomplexes ist ebenso vergleichbar. Uber den im Rahmen die-
ser Arbeit experimentell bestimmten Parametersatz der Hyperfeinkopplungen kann zwi-
schen diesen Modellen weiter differenziert werden. Insbesondere die Orientierungen der
Hyperfeinkopplungen relativ zu den zweizédhnigen Karboxylatverbriickungen bieten einen
idealen Mafstab fiir die Qualitdt von theoretischen Strukturmodellen des WOC im So-
Zustand.

116



Kapitel 7

Multifrequenz-EPR- und
-Mn-ENDOR-Spektroskopie des
S,-Zustands in PSII-Sr

Im vorangegangenen Kapitel stand die elektronische Struktur und Ligandierung der Mn-
Ionen des WOC im Vordergrund. Der Mn-Komplex beinhaltet zusétzlich zu den vier
Mn-Tonen ein Kalziumion (vgl. Kap. 2.2). Kalzium ist dabei ein essentieller Bestandteil
des funktionsfahigen WOC. Die Entfernung des Kalziumions fiihrt zu einem Verlust der
katalytischen Funktion [116,117|. Der einzige bekannte funktionelle Ersatz fiir Kalzium
ist das Einbringen eines Strontiumions an Stelle des Kalziums [3,52]. Bereits erste Mes-
sungen an Sr-ausgetauschtem PSII im So-Zustand zeigten ein gegeniiber dem nativen
System verandertes So-MLS [52,116]. Diese Untersuchungen wurden an Proben aus Spi-
natpréaparationen durchgefiihrt, in denen das Kalzium durch verschiedene Methoden (fiir
eine Ubersicht siche Ref. [118]) entfernt wurde. Bei anschlieRender Zugabe von Sr bindet

dieses an Stelle des Kalziums und stellt die katalytische Aktivitit teilweise wieder her.

Die Funktion des Kalziums fiir die katalytische Wasserspaltung ist bisher nicht ver-
standen. Einen Uberblick iiber Untersuchungen zur strukurellen und funktionalen Rolle
des Kalziums wihrend des Kok-Zyklus geben Ref. [32,118,119].

Die Charakterisierung der magnetischen Parameter des So-Zustands in PSII-Sr ermog-
licht im Vergleich zum nativen System Riickschliisse auf die Rolle des Kalziumions. Neben
mehreren Erwihnungen des durch Sr-Austausch modifizierten So-MLS in der Literatur
erschien im Verlauf dieser Arbeit eine parallele Studie. In dieser wurde der So-Zustand
von in Sr-Medium gewachsenem PSII (PSII-Sr) aus Thermosynechococcus elongatus mit
EPR- und *Mn-ENDOR-Spektroskopie im Q-Band untersucht [53].

Die hier vorgestellten Resultate gehen dabei iiber Ref. [53] hinaus. Im Rahmen dieser
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Arbeit wurde der Sy-Zustand von in Sr-Medium gewachsenem PSII (PSII-Sr) zusétzlich
mittels W-Band-EPR und W-Band->>Mn-ENDOR untersucht. Die aus der Nutzung von
Multifrequenz-EPR-Methoden resultierenden Vorteile bei der Bestimmung der magneti-
schen Parameter und die daraus folgende grofsere Belastbarkeit der Aussagen sind bereits

in den vorhergehenden Kapiteln deutlich geworden.

7.1 Multifrequenz-EPR des S,-Zustands in PSII-Sr

Im linken Teil der Abbildung 7.1 ist das Q-Band-EPR-Spektrum des So-Zustands in
PSII-Sr (schwarz) im Vergleich mit dem EPR-Signal des Sp-Zustands in nativem PSII
(rot) gezeigt. Die beiden Spektren unterscheiden sich insbesondere im Anteil an freiem
Mn?*. Dieser Anteil ist in den Proben des PSII-Sr deutlich gréfer als in Proben des
nativen PSII. Das Kalzium kann zwar funktional durch Strontium ersetzt werden, dies
gilt aber nicht fiir alle PSII-Molekiile. Die Zahl katalytisch aktiver Zentren ist in den
Praparationen des PSII-Sr etwa um einen Faktor 4-7 geringer als im nativen System.
Der grofsere Anteil inaktiver, hochstwahrscheinlich degradierter Zentren in den Proben
des PSII-Sr verursacht den groReren Anteil an Mn?*-Signal in den EPR-Spektren und ist
gleichzeitig der Grund fiir die deutlich geringere Signalintensitat des S;-MLS in diesen
Proben.

Das in den Spektren sichtbare breite, gaufsformige So-MLS um g = 2 ist aufserhalb
des durch ®Mn-Beitriige iiberlagerten Teil des Spektrums in den beiden Systemen sehr
dhnlich. Die deutlich unterschiedliche Substruktur der beiden EPR-Signale wird in der
ersten Ableitung der Spektren im rechten Teil der Abb. 7.1 sichtbar.

Dieser Unterschied in der Substruktur beruht auf den unterschiedlichen magnetischen
Parametern der zwei Systeme. Wie sich schon bei zweikernigen Modellsystemen und
nativem PSII gezeigt hat, ist fiir eine Bestimmung der g-Matrix W-Band-EPR vor-
teilhaft [100], da durch die grofere Elektron-Zeeman-Wechselwirkung der Beitrag der
g-Matrix zum EPR-Spektrum deutlich zunimmt und besser von Beitrdgen der Hyper-

feinkopplungen getrennt werden kann.

Die W-Band-EPR-Messungen des So-Zustands sind, wie in Kap. 4.2 beschrieben, re-
lativ aufwéindig und die Mefzeit zur Aufnahme des EPR-Spektrums begrenzt. Wéahrend
das So-MLS fiir Proben des nativen PSII noch hinreichend intensiv ist, dafs die expe-
rimentellen Schwierigkeiten nicht sehr ins Gewicht fallen, ist dies bei PSII-Sr deutlich
schwieriger. Die etwa um den Faktor 5 verringerte effektive Probenkonzentration wiir-

de fiir eine vergleichbare Qualitit des S/R gegeniiber dem nativen System entsprechend
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Abbildung 7.1: Links: Q-Band-EPR-Spektrum des Si-Zustands von PSII-Sr (schwarz) und
nativem PSII (rot). Rechts: Spektren in erster Ableitung. Experimentelle Parameter: f =
33,88 GHz.

langere Akkumulationszeiten erfordern.

Die EPR-Spektren im dunkeladaptierten (hellblau) und belichteten Zustand (blau)
von PSII-Sr sind im linken Teil in Abb. 7.2 gezeigt. Das Spektrum des dunkeladaptierten
Zustands zeigt den durch freies Mn?* und Cytochrom cyt-c550 gebildeten Untergrund.
Dieses Untergrundspektrum zeigt neben den sechs typischen scharfen Linien ein sehr brei-
tes Signal im Bereich des So-MLS. Dieses Spektrum des dunkeladaptierten PSII-Sr ist
gleich dem in nativem PSII im dunkeladaptierten Zustand gemessenen. Das Spektrum des
belichteten Zustands zeigt gegeniiber dem EPR-Spektrum der dunkeladaptierten Proben
deutlich mehr Intensitdt im Bereich zwischen 3300 mT und 3480 mT sowie eine Ver-
schiebung des Schwerpunkts dieses neuen, breiten Signals gegeniiber dem Spektrum des

Untergrunds.

Das Spektrum des dunkeladaptierten Zustands (vgl. Abb. 7.2) zeigt mehrere Intensi-
tatsspriinge. Diese sind durch Instabilitdten im experimentellen Aufbau bedingt, welche
zu Verstimmungen des Resonators und damit Anderungen der Phase des EPR-Echos fiih-
ren. Das Spektrum des Se-Zustands in PSII-Sr ist in deutlich geringerem Ausmafs von die-
sen Intensitdtsschwankungen betroffen. Das Differenzspektrum entspricht dem So-MLS
und ist im rechten Teil in Abb. 7.2 in schwarz gezeigt. Das Signal des Differenzspek-
trums ist durch die Intensitétsspriinge des Dunkelspektrums und Subtraktionsartefakte
im Bereich des Mn?* beeintrichtigt. Das EPR-Spektrum des So-Zustands, zum Vergleich
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in blau gezeigt, ist im Bereich der Tieffeldflanke durch Beitrige von Mn?* i{iberlagert.
Die Signalform des S3-MLS ist dadurch in diesem Bereich nicht eindeutig zu erkennen.
Das Differenzspektrum deutet aber darauf hin, daf diese Ubelagerung das So-MLS nur
wenig verzerrt. Die Hochfeldflanke ab der Mitte des Spektrums bei 3390 mT ist in beiden
gezeigten Spektren jedoch gleich.

3300 3350 3400 3450 3500 3300 3350 3400 3450 3500
B/mT B/mT

Abbildung 7.2: Links: W-Band-EPR-Spektrum der dunkeladaptierten Probe (S;-Zustand)
(blau) und der belichteten (Ss-Zustand) (schwarz) in PSII-Sr. Die durch Pfeile markier-
ten Intensitédtsspriinge werden durch Instabilitdten im experimentellen Aufbau hervorgeru-
fen. Rechts: Das Differenzspektrum in schwarz zeigt das EPR-Spektrum des So-MLS. Das
Spektrum des So-Zustands ist zum Vergleich in blau eingezeichnet. Experimentelle Parameter:
f =94,05 GHz, Hahn-Echo-Sequenz: m-Pulslange 64 ns, 7 360 ns, srt 200 us.

Im oberen Teil der Abb. 7.3 ist das EPR-Spektrum des So-Zustands in PSII-Sr im Ver-
gleich mit dem So-MLS des nativen Systems gezeigt. Zusétzlich ist das Differenzspektrum
des So-MLS in PSII-Sr eingezeichnet (vgl. rechtes Bild in Abb. 7.2). Der Schwerpunkt
des So-MLS des Sr-ausgetauschten PSII ist gegeniiber dem nativen So-MLS deutlich zu
hoheren g-Werten verschoben. In Breite und Form unterscheiden sich die beiden Spektren
leicht, das So-MLS des PSII-Sr ist etwas breiter als das So-MLS des nativen Systems und
zeigt nicht ganz dessen Gauklinienform. Im unteren Teil der Abb. 7.3 ist eine Simulation
des So-MLS in PSII-Sr (griin) gezeigt. Die verwendete g-Matrix ist in Tab. 7.1 aufgefiihrt,
im Vergleich mit der g-Matrix des nativen Sa-MLS und der von Cox et al. [53]| aus der
Simulation von X- und Q-Band-EPR-Spektren in erster Ableitung bestimmten g-Matrix.

Der Mn-Komplex im So-Zustand in PSII-Sr zeigt hier gegeniiber dem nativen System
einen erhohten g-Wert, der isotrope Wert ist um 0,007 verschoben. Zusétzlich ist die g-
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Abbildung 7.3: Oben: W-Band-EPR-Spektrum des Sy-Zustandes in PSII-Sr (blau) im Vergleich
mit dem Spektrum von nativem PSII (rot). Das Differenzspektrum des So-MLS in PSII-Sr ist
in schwarz gezeigt. Unten: Das Spektrum des So-Zustands in PSII-Sr (blau), Differenzspektrum
des So-MLS in PSII-Sr (schwarz) und die Simulation des Signals (griin). Die verwendete g-
Matrix ist in Tab. 7.1 gegeben. Die den g-Komponenten entsprechenden Feldpositionen sind
mit schwarzen Pfeilen markiert.

121



g PSII-Sr | PSII | PSII-Sr [53)
z 2,007 1,997 | 1,995
y 1,980 1,970 | 1,968
2 1,965 1,965 | 1,957
iso 1,984 1,977 | 1,973
aniso | 0,035 0,030 | 0,025

Tabelle 7.1: g-Matrix des S3-MLS von PSII-Sr, von nativem PSII (PSII) nach Ref. [100] und
von PSII-Sr nach Ref. [53], die Angaben g;5, und guniso sind so in Ref. [53] angegeben. Der
isotrope g-Wert g;s, berechnet sich als arithmetisches Mittel der drei g-Komponenten, der
Wert der g-Anisotropie nach goniso = (9 +9y)/2 — g-. Fehler: Ag, , = £0.003, Ag, = £0.002.

Matrix des So-MLS in PSII-Sr etwas anisotroper und zeigt eine hohere Rhombizitéat. Diese
Verschiebung der g, ,-Komponente bei Beibehaltung des Wertes der g.-Komponente ist
durch die Form des So-MLS in PSII-Sr begriindet, welches im Gegensatz zum nativen
System keine Gaufsform zeigt. Das Signal ist rhombischer, der verschobene Schwerpunkt
wird insbesondere iiber die Verschiebung der g,-Komponente reproduziert. Der von Cox
et al. bestimmte g-Wert ist hingegen deutlich zu klein, der isotrope Wert ist noch einmal
kleiner als der des nativen So-MLS. Cox et al. geben einen sehr kleinen Anisotropiewert
von Ganiso = 0,025 an. Dieser Vergleich mit Literaturwerten zeigt einmal mehr die Vorteile
der W-Band-EPR bei der Bestimmung von g-Werten. Die Genauigkeit des hier simulier-
ten g-Wertes wird abgeschatzt zu Ag,, = £0.003, Ag, = +0.002. Die g.-Komponente
kann etwas genauer bestimmt werden, da die Hochfeldflanke des Signals kaum durch

Uberlagerung von Mn?*-Signalen gestort wird.

Die hier fiir das So-MLS in PSII-Sr erstmals im Hochfeld bestimmte g-Matrix ist eine
wichtige Grofe zur Charakterisierung des Systems. Beim Ersatz des Kalziumions durch
das Strontium im Kalzium-freien Anzuchtmedium gibt es aufgrund des gréferen Radius
des Strontiumions gegeniiber dem Kalzium von etwa 0,1 A kleinere Umordnungen des
Mn-Komplexes. Untersuchungen der geometrischen Veranderungen des Komplexes durch
den Metallaustausch mit EXAFS und XAS (fiir einen Uberblick siehe Ref. [118]) zeigten
insbesondere eine Verldngerung vermutlich zweier Mn-Sr Abstéinde um etwa 0,1 A im Ver-
gleich zum nativen System. Fiir die Mn-Mn-Abstéinde wurden nur sehr kleine Anderun-
gen beobachtet, so dafs die Mehrzahl der Untersuchungen zu dem Schluft kommt, daf die

strukturellen Anpassungen iiber eine Verschiebung des Strontiumions gegen die Mangan-
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ionen erfolgt. Die Anderung des g-Wertes des Mn-Komplexes im Sp-Zustand durch den
Austausch des Kalziumions gegen Strontium zeigt dabei deutlich, dafs mit den kleinen
geometrischen Umstrukturierungen eine Anderung der elektronischen Struktur verkniipft
ist. Es lassen sich allerdings aufgrund der Komplexitit des Systems keine direkten Riick-
schliisse auf entsprechende Auswirkungen auf die g-Matrix ziehen. DFT-Rechnungen
an zweikernigen Mn(IIT)Mn(IV)-Komplexen konnten bisher keinen quantifizierbaren Zu-
sammenhang zwischen der genauen Struktur des Mn-Zentrums (Abstédnde der Mn-Ionen,
Protonierungszustand der p-oxo Briicken, Art und Geometrie der Liganden) und der be-
rechneten g-Matrix herstellen [90,93].

Die Hyperfeinparameter des Mn-Komplexes im So-Zustand in PSII-Sr werden hier
analog zum Vorgehen in Kap. 6.2 mit Multifrequenz->>Mn-ENDOR-Spektroskopie un-

tersucht.

7.2 Multifrequenz->Mn-ENDOR des S,-Zustands in PSII-Sr

In Abb. 7.4 sind Q-Band-*Mn-ENDOR Spektren des S-Zustands von PSII-Sr an ver-
schiedenen Positionen im EPR-Spektrum gezeigt. Zum Vergleich sind fiir jede Feldstelle
die ENDOR-Spektren des nativen Systems in rot eingefiigt. Im untersuchten Feldbereich
sind die ENDOR-Spektren des Ss-Zustands in PSII-Sr durchgéngig breiter. Das Maxi-
mum des Hochfrequenzsignals ist gegeniiber dem nativen PSII an allen Feldpositionen um
etwa 4 MHz zu hoheren Frequenzen verschoben. Diese Verschiebung betrifft ebenso den
zugehdrigen Linienpartner, der im nativen System um 150 MHz und im PSII-Sr eben-
falls bei etwa 4 MHz hoheren Frequenzen liegt. Dies deutet auf eine mindestens 8 MHz
grofere Hyperfeinkopplung hin. Im mittleren Bereich des ENDOR-Spektrums zwischen
120 MHz und 160 MHz fallt insbesondere die verringerte Intensitdt durch das spektral
ausgedehntere Spektrum im PSII-Sr ins Auge. Dies geht einher mit einer deutlichen In-
tensitatszunahme im Bereich von 80 MHz bis 100 MHz in den Spektren des PSII-Sr.
Zusatzlich scheinen sich dessen ENDOR-Spektren auch zu niedrigeren Frequenzen, als
die des nativen PSII, zu erstrecken. Der erste Anstieg der ENDOR-Signale 1afst sich aber
durch die Uberlagerung mit 'H-Signalen in beiden Systemen nicht genau bestimmen.
Diese Verschiebung der Signalintensitit bedeutet wiederum die Verschiebung einer Hy-
perfeinkopplung, hier zu geringeren Werten. Interessant ist die Feldabhéngigkeit in den
beiden Systemen. Obwohl die Linienpositionen und Linienintensitédten deutlich gegenein-
ander verschoben sind, ist die {iber die Feldabhéngigkeit sichtbare, relative Orientierung

zwischen g-Matrix und Hyperfeinkopplung gleich.
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Abbildung 7.4: Q-Band->>Mn-ENDOR-Spektren des So-Zustands von PSII-Sr (schwarz, blau,
griin) an drei Feldpositionen. *>Mn-ENDOR-Spektren des nativen PSII von vergleichbaren
Feldpositionen sind in rot gezeigt. Die Protonensignale sind mit einem Stern markiert, die

Bereiche, in denen Mn?*t beitragt, mit Pfeilen.

Im oberen Teil der Abb. 7.5 ist das X-Band-Mn-ENDOR-Spektrum des Sp-Zustands
in PSII-Sr (schwarz) im Vergleich mit dem Spektrum von nativem PSII gezeigt. Dabei
erstreckt sich das Spektrum in PSII-Sr von 60 MHz bis 192 MHz und ist damit etwa
10 MHz breiter als das Spektrum des nativen Systems. Diese Beobachtung, sowie der
zu deutlich kleineren Frequenzen verschobene Signalanstieg, der damit einhergehende
Intensitédtsabfall im mittleren Bereich des Spektrum zwischen 100 MHz und 140 MHz und
die Verschiebung der Hochfrequenzflanke zu groferen Frequenzen entsprechen qualitativ

den so auch im Q-Band beschriebenen Unterschieden.

Im unteren Teil von Abb. 7.5 sind W-Band-ENDOR-Spektren des Ss-Zustands von
PSII-Sr an zwei verschiedenen Feldstellen im Vergleich zu ENDOR-Spektren des nati-
ven PSII gezeigt. Im Rahmen des beschriankten S/R der ENDOR-Spektren des PSII-Sr
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Abbildung 7.5: Oben: X-Band-*Mn-ENDOR-Spektren des Sp-Zustands von PSII-Sr (schwarz)
und nativem PSII (rot) bei 360 mT. Unten: W-Band->>Mn-ENDOR-Spektren des So-Zustands
von PSII-Sr (schwarz, blau) und nativem PSII (rot) an zwei verschiedenen Feldpositionen. Die

Protonensignale sind mit einem Stern markiert, die Bereiche in denen freies Mn?* iiberlagert
mit Pfeilen.
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zeigen die Spektren der zwei Systeme grofie Ahnlichkeit. Die grokere Breite des ENDOR-
Spektrums von PSII-Sr, die im X- und Q-Band sehr deutlich zu sehen ist, ist hier schwerer
auszumachen. Im Niederfrequenzbereich ist der Beginn des Signals nur zu erahnen, die
hervortretenden Signale bei 60 MHz, 80 MHz, 100 MHz und 125 MHz ahneln sich in
beiden Systemen stark. Deutlichere Intensitétsunterschiede zeigen die Spektren der bei-
den Systeme im Frequenzbereich zwischen 130 MHz und 220 MHz. In Abb. 5.5 wur-
de das Problem unterdriickter ENDOR-Intensitiat im Bereich zwischen 180 MHz bis
220 MHz in den W-Band-ENDOR-Messungen illustriert. Durch diese Intensitétsunter-
driickung des experimentellen Aufbaus ist das Maximum des Hochfrequenzsignals in PSII
in den W-Band-ENDOR-Spektren scheinbar von etwa 200 MHz zu 190 MHz verschoben
(vgl. Abb. 6.10). Diese Verschiebung des detektierten Maximums zu kleineren Frequen-
zen trifft auf das Spektrum des PSII-Sr ebenso zu. Der hochfrequente plateauférmige
Auslaufer im Bereich von 205 MHz bis 215 MHz des Hochfrequenzmaximums in PSII-Sr
kann unter Beriicksichtigung der Intensitédtsunterdriickung als eigentliche Ausdehnung
des Hochfrequenzmaximums interpretiert werden, welches wie in den X-Band- und Q-
Band->*Mn-ENDOR-Spektren gegeniiber dem Hochfrequenzmaximum in nativem PSII

zu hoheren Frequenzen verschoben ist.

In Abb. 7.6 sind Simulationen der >*Mn-ENDOR-Spektren des Sp-Zustands in PSII-
Sr in den drei Frequenzbinder X-, Q- und W-Band mit den Hyperfeinparametern aus
Tab. 7.2 gezeigt.

Beim Vergleich der *®Mn-ENDOR-Spektren der zwei Systeme ist insbesondere auf die
groflere Breite des Spektrums des PSII-Sr hingewiesen worden. Die beobachtete Ver-
schiebung des Hochfrequenzmaximums zu héheren und die Verschiebung der Niederfre-
quenzflanke zu kleineren Frequenzen verlangt eine entsprechende Anpassung der grofiten
und kleinsten Hyperfeinkopplungen A4 und A; in PSII-Sr gegeniiber denen des nativen
PSII. Um die verbleibenden Signalmaxima in allen drei Spektren zu reproduzieren, ist
auch eine Anpassung der zwei Hyperfeinkopplungen Ay und Az notwendig. Dabei zeigt
die Kopplung As eine deutlich verringerte Anisotropie im Vergleich mit dem nativen
System. Die der Kopplung As ist hingegen vergroffert. Die Simulationen des X- und
Q-Band-Spektrums bilden die Form der Spektren qualitativ gut ab. Die Qualitdt der Si-
mulation des W-Band-Spektrums ist durch das beschrénkte S/R und die Problematik der
relativen ENDOR-Intensitaten geringer als in den anderen beiden Frequenzbéandern. So
ist hier im Bereich des hochfrequenten Signalmaximums die Intensitét stark unterdriickt,
der Beginn des ENDOR-Spektrums ist durch das schlechte S/R und die geringe Inten-
sitdt der ersten Signalmaxima kaum auszumachen. Da der mittlere Frequenzbereich des

Spektrums durch die 'H-ENDOR-Signale iiberlagert wird, ist eine unabhiingige Simula-
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Abbildung 7.6: 5°Mn-ENDOR-Spektren des Ss-Zustands in PSII-Sr in drei Frequenzbindern
(schwarz) mit Simulation (rot). Die Beitrige der einzelnen Mn-Kerne sind farbkodiert, A; in
magenta, A, in blau, A in griin, A4 in hellblau. Die Simulationsparameter sind in Tab. 7.2
gegeben. Die Protonensignale sind mit einem Stern markiert, Bereiche in denen Mn?* das

Spektrum verfélscht sind ebenfalls markiert.
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Ay As As Ay
Sr z 140 196 245 341
Y 176 192 218 355
z 225 250 320 290
Ca | =z 165 191 235 326
Y 183 187 | 218 335
z 232 265 280 312

Tabelle 7.2: Hyperfeinkopplungen der Mn-Ionen im So-Zustand in PSII-Sr, zum Vergleich sind
die in Kap. 6.3 bestimmten Hyperfeinkopplungen des Mn-Komplexes im So-Zustand von na-
tivem PSII aufgefiithrt. Die Orientierungen der Hyperfeinkopplungen entsprechen den fiir das
native System bestimmten (siche Kap 6.3). Fehler: AA; 4 = £3 MHz, AA; = +5 MHz,

AA, = +(3,3,5) MHz.

tion des Spektrums bzw. eine Zuordnung der deutlich sichtbaren Signalmaxima zu ihren
Partnern und den entsprechenden Hyperfeinkopplungen nicht moglich. Aufgrund dieser
Schwierigkeiten und dank der guten Ubereinstimmung der Simulation im Vergleich mit
den X- und Q-Band-ENDOR-Spektren ist die Qualitit des Hyperfein-Parametersatzes

als befriedigend anzusehen.
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7.3 Diskussion

Die EPR- und **Mn-ENDOR-Spektren von nativem und PSII-Sr sind trotz der beoba-
cheten Unterschiede im Prinzip sehr dhnlich. Diese prinzipielle Ahnlichkeit zeigen auch
die magnetischen Parameter, insbesondere die Hyperfeinkopplungen weichen um weni-
ger als 10 % in den zwei Systemen voneinander ab. Die Korrelation der beobachteten
Anderungen mit der elektronischen und geometrischen Struktur des Mn-Komplexes ist
nicht trivial, da die effektiven magnetischen Parameter durch die intrinsischen Parame-
ter und das Kopplungsschema beeinflutt sind. Trotzdem kann zumindest auf Basis der
prinzipiellen Ahnlichkeit der EPR- und *Mn-ENDOR-Spektren der zwei Systeme davon
ausgegangen werden, daf der Austausch des Kalziumions gegen Sr zu keinen groferen
Umstrukturierungen des Mn-Komplexes fiihrt. Weiterhin kann darauf aufbauend davon
ausgegangen werden, daff praktisch keine wesentliche Anderung des Kopplungsschemas

erfolgt.

Diese Schluffolgerungen werden dabei von EXAFS-Unterschungen [112] gestiitzt, die
praktisch keine Anderungen der Mn-Mn-Absténde fiir PSII-Sr feststellten. DFT-Rech-
nungen an zweikernigen Mn(III)Mn(IV)-Modellkomplexen zeigen zudem [93], daf die
Kopplung der Manganionen insbesondere von der Geometrie (vor allem in Bezug auf die
Planaritét) und dem Protonierungsgrad der Verbriickung beeinfluftt wird. Liganden und
kleinere Umorientierungen innerhalb der Verbriickung haben auf die Kopplungsstérke
kaum Einflufs.

Zu einem ahnlichen Ergebnis beziiglich des Kopplungsschemas der Manganionen, das
praktisch keine Anderung durch den Austausch des Kalziumions erfihrt, kommt die par-
allel im Verlauf der vorliegenden Arbeit verdffentlichte Studie von Cox et al. [53]. In
dieser Untersuchung wurden EPR-Spektren nur in X- und Q-Band sowie **Mn-ENDOR-
Spektren lediglich im Q-Band in nativem PSII und PSII-Sr untersucht und DFT-Rech-
nungen fiir beide Systeme mit verschiedenen Modellen fiir den Mn-Komplex durchge-
fithrt. Auch in dieser Arbeit wurde keine Anderung des Kopplungsschemas durch den
Ca/Sr-Ersatz gefunden. Allerdings fanden Cox et al. fiir die g-Matrix und die Hyperfein-
kopplungen in PSII-Sr hauptsichlich Anderungen der Anisotropie gegeniiber nativem
PSII und praktisch keine Verschiebungen der isotropen Werte. Dies steht im Gegensatz
zu den in dieser Arbeit gefundenen Parametern (vgl. Tab. 7.2, 7.1), die im Vergleich zu
nativem PSII Anderungen des isotropen Wertes als auch der Anisotropie sowohl fiir die
g-Matrix als auch die Hyperfeinkopplungen zeigen. Der in dieser Arbeit gefundene Para-
metersatz ist durch den Multifrequenzansatz belastbar, da Simulationen die EPR-~ und
%Mn-ENDOR-Spektren in den drei Frequenzbindern X-, Q- und W-Band reproduzieren
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miissen. Durch den grofen Parameterraum ist solch eine Uberpriifung der magnetischen

Parameter gegen moglichst viele unababhingige Datensétze ein wichtiges Kriterium.

Die Auswirkungen der lokalen Struktur auf die intrinsischen und damit auf die effek-
tiven magnetischen Parameter von zweikernigen Mn-Modellkomplexen wurden in neue-
ren DFT-Studien untersucht [93,120]. Dabei zeigt sich, daf die intrisischen Hyperfein-
kopplungen in fiir die jeweilige Oxidationsstufe charakteristischen Bereichen liegen. Im
konkreten System ist die tatséchliche intrinsische Hyperfeinkopplung dabei durch die
lokale Umgebung beeinflufit. Insbesondere untersuchten Schraut et al. [120] die Bedeu-
tung intrinsischer Nullfeldwechselwirkung des Mn(III) auf die effektiven magnetischen
Parameter. Dabei ist die intrinsische Nullfeldwechselwirkung sehr stark von der lokalen
Struktur beeinflufit. In stark austauschgekoppelten Systemen fiihrt eine nicht zu vernach-
lassigende intrinsische Nullfeldwechselwirkung auf dem Mn(III) zu einem substantiellen
Anisotropietransfer auf die effektive Hyperfeinkopplung des Mn(IV). Veranderungen der
intrinsischen Nullfeldwechselwirkung beeinflussen also insbesondere die Anisotropie der
effektiven Hyperfeinkopplungen beider Manganionen. Fiir Systeme, in denen die Null-
feldwechselwirkung keine kleine Storung mehr ist, ist die Austauschwechselwirkung nicht
langer absolut dominierend. In diesem Fall wird auch die effektive isotrope Hyperfein-
kopplung der Manganionen durch die intrinsische Nullfeldwechselwirkung des Mn(III)
beeinflufit. Insbesondere zeigte sich, daf die intrinsischen magnetischen Parameter sehr

empfindlich auf kleine Strukturdnderungen der Mn-Os-Mn Verbriickung reagieren.

Die in EXAFS-Untersuchungen [112] gefundenen verldngerten Sr-Mn-Abstédnde im Ver-
gleich zu Ca-Mn-Abstédnden sind dem etwas grofseren Radius des Sr-Ions im Vergleich zu
Kalzium geschuldet. Diese Verrschiebung des Sr im Vergleich zu Ca beeinflufst mit hoher
Wahrscheinlichkeit auch die direkte Umgebung. Drei Sauerstoffliganden des Ca/Sr sind
Teil des Mn-Komplexes und damit Teil der lokalen Umgebung der Manganionen. Durch
die di-p-oxo-Verbriickung aller Manganionen ist jeweils nur eines der verbriickenden Sau-

erstoffionen zugleich ein Ligand an das Ca/Sr-Ion.

Die diskutierten Studien und hier vorgestellten Ergebnisse deuten also darauf hin, daf
der Ersatz des Kalziums durch Strontium nur geringe Auswirkungen auf die Struktur
des Mn-Komplexes hat und von diesen Anderungen hauptsichlich Sauerstoffliganden des
Ca/Sr, die gleichzeitig Teil der di-p-oxo-Briicken zwischen den Manganionen sind, be-
troffen sind. Das fiihrt zu der auch von anderen Forschern experimentell und theoretisch
bestatigten Aussage, daf das Kopplungsschema des Mn-Komplexes von diesem Aus-
tausch praktisch nicht betroffen ist. Die geringen Strukturdnderungen der verbriickenden

Sauerstoffionen dufern sich insbesondere als Beeinflussung der intrinsischen und damit
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der beobachteten effektiven Hyperfeinkopplungen.

Diese Hypothesen sind durch einen weiteren Punkt zu ergénzen. In dieser Arbeit zei-
gen die feldabhéngigen °Mn-ENDOR-Spektren in Q- und W-Band von PSII-Sr dieselbe
Orientierungsabhéngigkeit wie natives PSII. Der Parametersatz fiir PSII-Sr unterscheidet
sich von nativem PSII also nur in der Grofie der einzelnen Parameter. Die Orientierungen
der Hyperfeinkopplungen sind vom Ersatz des Kalzium durch Strontium nicht betroffen,
das heiftt insbesondere, daft keine Umstrukturierung der Liganden des Mn-Komplexes
stattfindet.

Dieses Ergebnis gleicher Orientierungen der Hyperfeinkopplungen in beiden Systemen
wird von DFT-Rechnungen an zweikernigen Mn(IIT)Mn(IV)-Komplexen gestiitzt [120].
In Systemen mit vergleichsweise grofter intrinsischer Nullfeldwechselwirkung des Mn(III),
die gegeniiber der Austauschkopplung nicht vernachléssigt werden kann, finden Schraut
et al. eine Reorientierung der effektiven Hyperfeinkopplungen gegeniiber dem intrinsi-
schen Hauptachsensystem. Die bereits postulierten Anderungen der intrinsischen Null-
feldwechselwirkung des Mn(III) im Mn-Komplex des PSII beim Ersatz von Kalzium
gegen Strontium sind prozentual vergleichsweise klein. Fiir diese Anderungen der intrin-
sischen Nullfeldwechselwirkung kann entsprechend der experimentellen Beobachtung eine
Reorientierung der effektiven Hyperfeinkopplungen in PSII-Sr gegeniiber nativem PSII

ausgeschlossen werden.

Die Frage der Ligandierung des WOC und insbesondere Anderungen in der Ligan-
denstruktur des WOC durch den Ersatz von Kalzium gegen Strontium wird auch in
FTIR-Studien untersucht. Dabei wurden deutliche Unterschiede der beiden Systeme ge-
funden [121-123]. Dabei kamen diese Studien jedoch zu dem Schluf, daf eine Zuordnung
der Anderungen in den FTIR-Spektren aufgrund des Ca/Sr-Austausches zu einzelnen Li-
ganden nicht moglich wére [122,123]. Vielmehr werden allgemeine strukturelle Verande-
rungen des Mn-Komplexes detektiert, die nicht direkt Riickschliisse auf eine Umordnung

der Ligandierung erlauben.

Insgesamt wird deutlich, daf die Rolle des Kalziumions fiir die Wasserspaltung offenbar
nicht struktureller Natur ist. In dieser Arbeit wurde gezeigt, daf bei einem Ersatz des
Kalziumions gegen Strontium die Struktur des Mn-Komplexes kaum beeinflufft wird und
auch die Ligandierung des Komplexes erhalten bleibt. Lediglich lokale Strukturanpas-
sungen an das etwas grofere Strontiumion fithren zu geringen Anderungen der lokalen
Umgebung der Manganionen und damit derer intrinsischer Parameter, was sich durch

das unverdnderte Kopplungsschema auf die effektiven Hyperfeinkopplungen {ibertragt.

Somit stellt sich die Frage nach einer funktionalen Rolle des Kalziumions fiir die Was-
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serspaltung. In diesem Zusammenhang wird insbesondere die Bedeutung des Kalziumions
fiir das Wasserstoffbriickennetzwerk in der Umgebung des WOC diskutiert [29,124,125].
Dieser funktionale Aspekt und die eventuelle Stérung des Wasserstoffbriickennetzwerks
des WOC durch den Ersatz von Kalzium durch Strontium wird in Kap. 8.2 eingehender
diskutiert.

132



Kapitel 8

'H-ENDOR-Spektroskopie des
S,-Zustands in PSII

Zentral fir das Verstédndnis des Mechanismus der Wasserspaltung ist die Kenntnis iiber
die Bindung des Substratwassers an den WOC. Dabei sind Fragen nach Transportpfaden,
Zeitpunkt und Ort der Substratbindung durch die Forschung noch nicht beantwortet.

Vor der Veroffentlichung der neuesten Kristallstruktur [1] konnte die Rontgenkristallo-
graphie keine Wassermolekiile im PSII auflésen. Dagegen erméglichten EPR-Methoden
wie ESEEM und ENDOR schon frither die Detektion von Protonen in der Umgebung
des paramagnetischen Zentrums. Aus den experimentellen Kopplungen koénnen dann
Informationen iiber die Geometrie abgeleitet werden. Die Mehrzahl der Studien zur
Protonierungsumgebung des WOC im Sg-Zustand nutzte ESEEM- und cw-ENDOR-
Spektroskopie [58,60-62,65,66]. Nur in einer Verdffentlichung [64] wurde Puls-ENDOR-
Spektroskopie zur Detektion der Protonenkopplungen des Mn-Komplexes genutzt. Abge-
sehen von einer élteren Studie [61] an cyanobakteriellem PSII, in der auf Unterschiede im
cw-ENDOR-Spektrum zu pflanzlichem PSII hingewiesen wurde, sind alle anderen Un-
tersuchungen an PSII aus Spinat durchgefiihrt. Die im Rahmen dieser Arbeit an PSII
aus Thermosynechococcus elongatus erfolgten '"H-ENDOR-Untersuchungen erméglichen
hingegen eine Vergleichbarkeit der bestimmten magnetischen Parameter mit der Ront-

genstruktur.

Die cw-ENDOR-Spektren in den verschiedenen Studien [61,62,65| zeigen vier Signale,
deren Positionen in den genannten Verdffentlichungen vergleichbar sind. Die Interpre-
tation, welche Komponenten der Hyperfeinkopplung dabei beobachtet wurden, fiihrte
in jeder der Studien zu unterschiedlichen Angaben beziiglich der Zahl der gekoppel-
ten Protonen. ESEEM- und Puls-ENDOR-Untersuchungen postulierten ebenfalls unter-
schiedliche Hyperfeinkopplungen in Bezug auf Stédrke und Anzahl der umliegenden Pro-
tonen [58,60,64,66]. Dabei postuliert die Mehrzahl der Verdffentlichungen auf Grundlage
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mechanistischer Uberlegungen mindestens ein Proton bzw. Hydroxid als Ligand eines

Mangankerns.

In der neuesten Rontgenkristallstruktur sind erstmals auch Wasserliganden des WOC
aufgelost. Der Protonierungszustand dieser Wassermolekiile, des Mn-Komplexes und der
umliegenden Aminosaureliganden ist aber weiterhin ungeklart. Aufbauend auf der neuen
Struktur sind mehrere theoretische Modelle der Protonierung des WOC entwickelt wor-
den [113,114,126]. Angesichts dieser Fortschritte der theoretischen Modelle ist eine mog-
lichst umfassende Charakterisierung der Protonenkopplungen des WOC im Ss-Zustand
wichtig, um eine experimentelle Grundlage fiir weitere Modellentwicklungen der Struktur

des WOC und des Reaktionsmechanismus zu liefern.

Im Rahmen dieser Arbeit sind daher 'H-ENDOR-Messungen an PSII aus Thermosyn-
echococcus elongatus durchgefiihrt worden. Da die EPR-Messungen im Q-Band ein gutes
S/R zeigen und das Protonensignal in diesem Frequenzband bei etwa 52 MHz gut sepa-

riert von anderen Beitrigen wie °°Mn und '°N ist, wurden alle 'H-ENDOR-Messungen
im Q-Band durchgefiihrt.
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8.1 Q-Band-'H-ENDOR in PSII

Damit das '"H-ENDOR-Spektrum des So-Zustands nicht von 'H-Signalen anderer para-
magnetischer Zentren iiberlagert wird, wurden die 'H-Spektren auf der Mitte der Hoch-
feldflanke des So-MLS gemessen. Diese Feldstelle ist 45 mT vom EPR-Signal des Yp,
entfernt, so daff dessen Protonenkopplungen das 'H-ENDOR-Spektrum des So-Zustand

nicht tiberlagern.

In Abb. 8.1 ist das Q-Band-'H-ENDOR-Spektrum des Sp-Zustands gezeigt. Das Signal
erstreckt sich etwa 7 MHz um die Protonlarmorfrequenz und zeigt mehrere Schultern.
Die Ausdehnung des Spektums und die breite Form mit mehreren Schultern &hneln dem
von Aznar et al. [64] verdffentlichten X-Band-'H-ENDOR-Spektrum in PSII aus Spi-
nat. Das Spektrum aus Thermosynechococcus elongatus zeigt jedoch eine grofsere Anzahl
Schultern als in [64] sichtbar, auch die Positionen der Schultern sind gegeniiber dem
Spektrum des Sp-Zustands aus Spinat verschoben. Ahnlich wie die EPR- und °°Mn-
ENDOR-Spektren zeigt auch das 'H-ENDOR-Spektrum speziesabhiingige Unterschiede.

Ein optimaler RF-Puls, also ein 7-Puls, ist in dem verwendeten Resonator fiir 'H
deutlich ldnger als fiir *Mn. Die Echointensitit am Ende der Davies-ENDOR-Sequenz
ist aufgrund der relativ kurzen Tj-Relaxation des So-MLS jedoch begrenzt. Zudem zeigt
das 'H-ENDOR-Spektrum nur wenig Auflosung. Um alle Strukturen und Schultern sicher
bestimmen zu kénnen, ist ein sehr gutes S/R notwendig. Dies ist hier nur iiber eine lange

Akkumulationszeit von etwa 10 h je Spektrum zu erreichen.

Um zu iiberpriifen, ob die beobachteten Signale austauschbaren oder nicht austausch-
baren Protonen zugeordnet werden kénnen, wurde iiber 2 h ein Puffertausch gegen DoO-
Puffer vorgenommen. Das 2H-ENDOR-Spektrum des Sp-Zustands in DoO-ausgetauschtem
PSII ist im oberen Teil der Abb. 8.2 gezeigt. Da die Larmorfrequenz von ?H um einen
Faktor 6,5 kleiner als die von 'H ist, sind die 2H-Hyperfeinkopplungen um diesen Faktor
skaliert und das Spektrum entsprechend schmaler. Um die kleinen Hyperfeinkopplungen
empfindlich messen zu kénnen, wurde eine Mims-ENDOR-Sequenz (vgl. Kap. 3.6.3) ver-
wendet. Dabei wurde der Abstand 7 so gewéhlt, daf das Spektrum nicht durch Mims-
Locher verfilscht wird. Auf dem 2H-ENDOR-Spektrum ist kaum Struktur sichtbar, die
Breite des Spektrums entspricht der skalierten Breite des 'H-ENDOR-Spektrums. Auf der
Tieffrequenzseite des 2H-ENDOR-Spektrums ist eine breite Struktur im Bereich zwischen
5 MHz und 7,5 MHz sichtbar, die auch in nativem PSII detektiert wird. Wahrscheinlich
handelt es hierbei um *N-ENDOR-Signale des So-Zustands [71].

Im unteren Teil der Abb. 8.2 ist das 'H-ENDOR-Spektrum des Sp-Zustands in DyO-
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Abbildung 8.1: Q-Band-'H-ENDOR-Spektrum des Sp-Zustands. Experimentelle Parameter:
By = 1265 mT, f = 34,02 GHz.

ausgetauschtem PSII im Vergleich zu dem des nativen Systems gezeigt. Die relativen
Intensitéten einzelner Komponenten des Spektrums sind in den zwei Proben sehr unter-
schiedlich, alle Schultern des Spektrums des nativen Systems sind jedoch auch im DyO-
ausgetauschten PSII sichtbar. Auffillig ist, daf die in DoO-PSII sichtbaren Schultern viel
schmaler und definierter als im nativen System sind. Auf diese Unterschiede wird weiter
unten genauer eingegangen. In PSII aus Spinat sind nach einem Puffertausch iiber eine
Stunde nahezu alle 'H-Signale mit Ausnahme der Matrixregion verschwunden [62,64]. In

PSIT aus Thermosynechococcus elongatus ist dies nicht der Fall.

Auch nach einer Inkubation in DoO-Puffer iiber 10 h sind nicht alle sichtbaren Pro-
tonen ausgetauscht. In Abb. 8.3 sind die 'H-ENDOR-Spektren des Sp-Zustands in DyO-
ausgetauschtem PSII gezeigt, der Puffertausch erfolgte jeweils iiber 2 h beziehungsweise
10 h. Die Spektren sind sehr &hnlich, es gibt keine weiteren Verschiebungen relativer In-
tensitdten. Im Spektrum der {iber 10 h ausgetauschten Probe sind die sichtbaren Linien
gegeniiber der 2 h ausgetauschten Probe leicht verbreitert. Die Positionen der Linien und

Schultern sind dabei in beiden Proben identisch.
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Abbildung 8.2: Oben: Q-Band-2H-ENDOR-Spektrum des Sg-Zustands in Do O-ausgetauschtem
PSIIL. Das Spektrum wurde mit einer Mims-ENDOR-Sequenz aufgenommen (vgl. Kap 3.6.3).
Unten: 'H-ENDOR-Spektrum des Sp-Zustands in nativem PSII (schwarz) und DO-
ausgetauschtem PSII (blau). Experimentelle Parameter: By = 1265 mT, f = 33,96 GHz.
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Abbildung 8.3: Q-Band-'H-ENDOR-Spektrum des So-Zustands in DyO-ausgetauschtem PSII.
Die Inkubationszeit in DyO-Puffer betrug 2 h (blau) bzw. 10 h (hellblau). Die Spektren sind
symmetrisiert und zentriert um die Protonlarmorfrequenz aufgetragen. Experimentelle Para-

meter: By = 1265 mT, f = 33,96 GHz.
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A1 AQ A3 A4 A5 AG

A | 0 0 0 0 1,9 | 05
T 0,75 | 1,16 | 1,5 | 2,55 | 3,9 5,0
n 0 0 0 0,7 | 21 0

Tabelle 8.1: Parameter der 'H-Hyperfeinkopplungen. Alle Angaben sind in MHz. Fehler:
AA1’273)4 = i0,05 MHZ, AA5)6 == iO,l MHz.

Durch die geringe g-Anisotropie des So-MLS im Q-Band ist keine Orientierungsse-
lektion von 'H-Hyperfeinkopplungen entlang einzelner g-Komponenten zu erwarten. In
Abb. 8.4 ist das 'H-ENDOR-Spektrum des So-Zustands an zwei Feldstellen gezeigt. Da
die Protonlarmorfrequenz fiir beide Feldstellen deutlich unterschiedlich ist, sind die Spek-
tren um die entsprechende Larmorfrequenz korrigiert und ermdoglichen einen direkten
Vergleich der beobachteten Hyperfeinkopplungen. Die Anzahl und Position der in bei-
den Spektren sichtbaren Schultern und die Ausdehnung der Signale sind gleich. Nur
die relativen Intensitédten dieser Merkmale unterscheiden sich leicht. Es werden also im
'H-ENDOR-Spektrum alle Hyperfeinkopplungen vollstéindig beobachtet.

Die Analyse des 'H-ENDOR-Spektrums konzentriert sich im Folgenden auf die Mes-
sung des So-Zustands in nativem PSII auf der Hochfeldflanke des So-MLS. In Abb. 8.5
ist eine Hilfte des 'H-ENDOR-Spektrums gezeigt. Die Frequenzachse ist um die Proton-
larmorfrequenz korrigiert und die Schultern bzw. Plateaus des Spektrums sind markiert.
Fiir die Analyse werden zunéchst nur die kleinsten sichtbaren Hyperfeinkopplungen 1, 2
und 3 beriicksichtigt. Die kleinen Kopplungen deuten darauf hin, dafs die entsprechenden
Protonen nicht in unmittelbarer Umgebung des Mn-Komplexes zu finden sind. Fiir diese
Protonen ist daher mangels direktem Kontakt mit dem Elektronenspin keine isotrope
Hyperfeinkopplung zu beriicksichtigen. In erster Ndherung kann den Schultern 1,2 und
3 daher jeweils eine Senkrechtkomponente einer dipolaren Hyperfeinkopplung zugeord-
net werden. Die Simulation dieser drei Hyperfeinkopplungen A; 23 mit den in Tab. 8.1
gegebenen Parametern ist in Abb. 8.6 gezeigt.

Prinzipiell kann auch fiir diese kleinen dipolaren Hyperfeinkopplungen ein rhombischer
Anteil der Hyperfeinkopplung durch die Wechselwirkung mit mehr als einem Manganion
nicht ausgeschlossen werden. Fiir die grofiere der drei Kopplungen Ajz ergibt sich in der
Néherung des Punkt-Dipol-Modells ein Abstand von etwa 7 A zwischen Proton und

Elektronenspin, was nur wenig grofer als die Ausdehnung des Mn-Komplexes von 5,4 A

139



1120 1140 1160 1180 1200 1220 1240 1260 1280 1300 1320

B/mT

—1265mT

— 1185 mT

-6 -4 -2 0 2 4 6
V—VL

Abbildung 8.4: Q-Band-'H-ENDOR-Spektrum des S,-Zustands in DyO-ausgetauschtem PSII
an zwei Feldstellen, 1265 mT in blau und 1185 mT in tiirkis. Das So-MLS ist dariiber gezeigt,
die Feldstellen sind mit einem Stern markiert. Die Spektren sind symmetrisiert und zentriert

um die Protonlarmorfrequenz aufgetragen. Experimentelle Parameter: f = 33,96 GHz.
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Abbildung 8.5: Q-Band-'H-ENDOR-Spektrum des S,-Zustands. Die einzelnen Schultern des
Spektrums sind mit Pfeilen markiert. Experimentelle Parameter: By = 1265 mT, f =
34,02 GHz.
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Abbildung 8.6: Q-Band-'H-ENDOR-Spektrum des S,-Zustands. Die Simulation der drei klei-
nen 'H-Hyperfeinkopplungen A; (blau), Ay (rot) und A3 (griin) erfolgte mit den Parametern
aus Tab. 8.1.
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ist. Da die einzelnen Kopplungen kaum aufgeldst sind, ist eine Zuordnung der Schultern
zu einzelnen Komponenten einer eventuell rhombischen Hyperfeinkopplung nicht méglich.

Die drei Kopplungen A;_3 werden daher vereinfacht als dipolare Kopplungen betrachtet.
Der Vergleich zwischen nativem PSII und DoO-ausgetauschtem PSII in Abb. 8.2 und

8.3 zeigt auch nach einem Austausch iiber 10 h keine Anderungen der relativen In-
tensitdten in dieser matrixnahen Region und auch die Signalintensitdt im Vergleich zu
nativem PSII ist nicht um mehr als 33 % verringert. In Anbetracht dessen ist es diskus-
sionswiirdig, ob diese Protonen iiberhaupt austauschen. Falls es sich hier tatsdchlich um
nicht-austauschbare Protonen handelt, konnten die beobachteten und bereits simulierten
Kopplungen zu fest gebundenen Protonen der den WOC ligandierenden Aminoséuren
gehoren. Fiir ligandierende Asparagin- bzw. Glutaminséure kénnen die fest gebundenen
Protonen des Kohlenstoff Cg bzw. C, durchaus einen Abstand von etwa 6,5 A bis 8 A
zum néachstgelegenen Manganion aufweisen und wéren damit in einer Entfernung, die der

Grofenordnung der simulierten dipolaren Kopplungen A;_3 entspricht.

Die verbleibenden Schultern bzw. Plateaus 4-9 in Abb. 8.5 sind Komponenten grofierer
Hyperfeinkopplungen, die Protonen deutlich ndher am Mn-Komplex zugeordnet werden
kénnen. Fir diese Kopplungen kann sowohl ein rhombischer als auch isotroper Anteil
moglich sein, je nach Bindungsort des jeweiligen Protons. Wie bereits erwihnt, findet
man alle Schultern in den 'H-ENDOR-Spektren des nativen PSII sowie in PSII-D,0O.
Dabei sind jedoch relative Intensitdten und die Form der Signale in den beiden Spektren
deutlich unterschiedlich. Folgt man der oben bereits angesprochenen Interpretation, daf
im 'H-ENDOR-Spektrum des PSII-D5O nicht-austauschbare Protonen beobachtet wer-
den, kénnen die relativ scharfen und deutlich sichtbaren Signale im Bereich der Schultern
5 und 6 zwei weiteren fest gebundenen Protonen zugeordnet werden. Da diese nicht-
austauschbaren Protonen fiir den Mechanismus der Wasserspaltung nicht relevant sind,
wird hier auf eine Simulation dieser Kopplungen verzichtet. Stattdessen werden die in
Abb. 8.7 deutlich sichtbaren Unterschiede zwischen dem 'H-ENDOR-Spektrum in PSII
und DyO-ausgetauschtem PSII als Anhaltspunkte fiir die Simulation der im folgenden
besprochenen 'H-Hyperfeinkopplungen benutzt.

In Abb. 8.8 sind die Simulationen von drei weiteren Hyperfeinkopplungen gezeigt, die
die Schultern des 'H-ENDOR-Spektrums gut reproduzieren. Die Simulationsparameter
sind ebenfalls in Tab 8.1 aufgefiihrt. Fiir zwei dieser Kopplungen, A4 5, wurde ein rhom-
bischer Anteil der Hyperfeinkopplung bestimmt. Die zwei Kopplungen mit dem gréfiten
dipolaren Anteil, A5, zeigen zudem eine isotrope Kopplung. Die Grofe des dipolaren
Anteils der Kopplung Ag wurde zusitzlich iiber die Breite des 2H-ENDOR-Spektrums
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Abbildung 8.7: Q-Band-'H-ENDOR-Spektrum des S,-Zustands in nativem PSII (schwarz)
und Dy O-ausgetauschtem PSII (blau). Die einzelnen Schultern des Spektrums sind mit Pfeilen
markiert. Experimentelle Parameter: By = 1265 mT, fgo0o = 34,02 GHz, fpso = 33,96 GHz.
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Abbildung 8.8: Q-Band-'H-ENDOR-Spektrum des Sy-Zustands. Die Simulation der drei
grofen 'H-Hyperfeinkopplungen A, (magenta), As (hellblau) und Ag (tiirkis) erfolgte mit

den Parametern aus Tab. 8.1.

abgeschiitzt, da dieses im Gegensatz zum 'H-ENDOR-Spektrum eine gut definierte Ab-
rifkante zeigt.

Die zwei intensiven Hauptkomponenten der Hyperfeinkopplung A4 liegen dabei im
Bereich der Schultern 4 und 5. Die Komponenten der Hyperfeinkopplung As liegen im
Bereich des ,,Lochs* des Plateau Nr. 6 im Spektrum des DoO-ausgetauschten PSII, sowie
der Schultern 7 und 8. Die grofste Hyperfeinkopplung Ag triagt ebenfalls im Plateaubereich
Nr. 6 und im Bereich der Schulter Nr. 9 bei.

Die Simulation des 'H- und 2H-ENDOR-Spektrums unter Beriicksichtigung aller sechs
Hyperfeinkopplungen ist im oberen bzw. unteren Teil der Abb. 8.9 gezeigt. Die Breite des
2H-ENDOR-Spektrums ist gut reproduziert, zusétzlich zeigt auch die Simulation nur we-
nige Schultern. Alle Merkmale des ' H-ENDOR-Spektrums sind reproduziert. Die kleinen
Kopplungen sind, da deutlich schmaler als die grofen, in ihrer Intensitdt {iberschétzt.
Falls, wie bereits diskutiert, das Spektrum aus mindestens zwei weiteren Kopplungen
besteht, die zu nicht-austauschbaren Protonen gehoren und in den 'H-ENDOR-Spektren
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des DoO-ausgetauschten PSII gemessen werden, sind diese der Grund fiir die nicht gut

reproduzierte Form des Spektrums.

Im mittleren Teil der Abb. 8.9 ist die Simulation (magenta) der sechs Kopplungen
unter Beriicksichtigung von Unterdriickungseffekten der Davies-ENDOR-Sequenz nach
Gl. 3.31 [82] gezeigt. In dieser Darstellung ist die Qualitat der Simulation hingegen gut,
alle Schultern werden zufriedenstellend reproduziert und auch die Form des Spektrums

wird in weiten Teilen relativ gut getroffen.

Im Folgenden, insbesondere fiir die Simulation und die Diskussion der Messungen in
Kap. 8.3, werden die durch die Hyperfeinkopplungen A, 56 beschriebenen Protonen als
austauschbar und den entsprechenden Bereich des 'H-ENDOR-Spektrums vollstindig

beschreibend angesehen.

Fiir diese drei groen Hyperfeinkopplungen A4 56 kann aus dem dipolaren Anteil der
Kopplung nicht einfach in Form der Punkt-Dipol-N&herung auf den Abstand der Pro-
tonen vom Mangankomplex geschlossen werden. Die Rhombizitét und der isotrope An-
teil dieser Kopplungen sind ein Indiz fiir die Nahe der Protonen zum Mangankomplex.
Der dipolare und rhombische Anteil der ermittelten Hyperfeinkopplungen ist daher nach
Gl. 3.25 eine Uberlagerung der dipolaren Wechselwirkung des jeweiligen Protons mit meh-
reren Manganionen (vgl. Kap. 3.4.1). Eine weitergehende Diskussion dieser Kopplungen

erfolgt in Kap. 8.3.
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Abbildung 8.9: Oben: Q-Band-'H-ENDOR-Spektrum des Sp-Zustands. Die Simulation (rot)
berticksichtigt alle sechs Hyperfeinkopplungen aus Tab. 8.1. Mitte: Die Simulation (magenta)
der Hyperfeinkopplungen beriicksichtigt Unterdriickungseffekte nach Gl. 3.31. Unten: Q-Band-
2H-ENDOR-Spektrum des Sp-Zustands. Die Simulation (rot) des Mims-ENDOR-Spektrums
beriicksichtigt alle sechs Hyperfeinkopplungen aus Tab. 8.1, die Kopplungen sind entsprechend
des Verhéltnisses v /uP skaliert. Zusitzlich wurde fiir alle 2H-Kerne (I = 1) eine
Quadrupolkopplung P =(—0,2, —0,2, 0,4) MHz beriicksichtigt.
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8.2 Q-Band-'H-ENDOR an PSII-Sr

In Kap. 7 wurden die magnetischen Parameter des Mn-Komplexes im So-Zustand von in
Sr-Medium gewachsenem PSII (PSII-Sr) charakterisiert. Dabei wurde in der Diskussion
erldutert, daf die beobachteten Anderungen der Parameter gegeniiber dem nativen Sy-
stem Schliisse beziiglich der Funktion des Kalziumions fiir die Wasserspaltung zulassen.
Dabei scheint die Rolle des Kalziumions keine strukturelle zu sein, da die Geometrie
des WOC sich in PSII-Sr nur wenig &dndert. Stattdessen scheint das Kalziumion eine

funktionelle Komponente des WOC zu sein.

Wie bereits in Kap. 7 angesprochen, gibt es einige Hinweise, dafs das Kalziumion wichti-
ger Bestandteil des Wasserstoffbriickennetzwerks in der Umgebung des WOC ist, welches

durch das Strontiumion gestort wird.

In PSII-Sr ist der Austausch der Substratwasser deutlich verlangsamt [124]. Die Um-
wandlung des Zustands S3Y?9, zu Sg ist fiir PSII-Sr ebenfalls stark verlangsamt [125,127].
Die Verlangsamung dieses Schrittes in PSII-Sr wurde dabei einerseits mittels EPR-
Spektroskopie [127], andererseits mittels zeitaufgeloster UV /Vis-Absorptionsspektrosko-
pie [125] nachgewiesen. Die Interpretation dieser Daten legt nahe, daf das Kalzium eine
wichtige Rolle fiir die Oxidation des Yz durch das ngo spielt. Diese Beobachtung wird
durch ESEEM-Spektroskopie des EPR-Signals des SoY?) gestiitzt [128]. Die in nativem
PSII detektierten an das Yy gekoppelten Protonensignale sind in PSII-Sr in ihrer Inten-

sitdt stark reduziert.

In theoretischen Uberlegungen [29] wird die Funktion des Kalziumions als eine Art
,Wasserwichter, der den Zugang von Substratwasser zum Mn-Komplex steuert, disku-
tiert. Diese Rolle wird auch von Fluoreszens-Induktions-Kinetik-Messungen [129] ange-
deutet, die im Kalzium-freien PSII keine Sauerstoffproduktion jedoch trotzdem einen

Elektronentransfer iiber die Membran detektierten.

Alle diese Untersuchungen zeigen die Bedeutung des Kalziumions fiir das Wasserstoff-
briickennetzwerk und damit die Protonenumgebung des WOC. Um dieses in PSII-Sr
niher zu untersuchen, wurde das 'H-ENDOR-Spektrum in PSII-Sr gemessen und in
Abb. 8.10 mit dem des nativen Systems verglichen. Die relativen Intensitédten einzelner
Schultern sind in den beiden Spektren leicht unterschiedlich. Diese Intensitdtsunterschie-
de sind durch die Verwendung zweier unterschiedlicher RF-Verstéarker fiir die beiden Spek-
tren bedingt. Alle in diesem Kap. gezeigten 'H-ENDOR-Spektren aufer dem Spektrum
des PSII-Sr in Abb. 8.10 sind mit demselben Verstérker (siche Kap. 4.2) aufgenommen.
Dieser wurde vor der Messung des PSII-Sr beschédigt und konnte vor Fertigstellung die-
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ser Arbeit nicht repariert werden. Die Positionen der aufgelésten Schultern sind jedoch

in beiden Systemen gleich.

0
V—VL/MHZ

Abbildung 8.10: Q-Band-'H-ENDOR-Spektrum des Sp-Zustands in PSII-Sr (rot) und nativem
PSII. Experimentelle Parameter: By = 1265 mT, f = 34,02 GHz, By g, = 1251 mT, fg, =
33,84 GHz.

Diese Messung zeigt, dafs Umordnungen des Wasserstoffbriickennetzwerks durch den
Ersatz des Kalziumions durch Strontium nicht in der unmittelbaren Umgebung des Mn-
Komplexes detektierbar sind. Diese Anderungen miissen sich also eher in einem Bereich

entfernt vom WOC, z.B. in Richtung des Yz, wie in Ref. [128] angedeutet, abspielen.
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8.3 Q-Band-'H-ENDOR am PSII-Einkristall

Neben den in Kap. 6.3 vorgestellten **Mn-ENDOR-Messungen am PSIIcc-Einkristall
wurden an demselben Kristall fiir jede Orientierung auch 'H-ENDOR-Spektren gemessen.
Jedes 'TH-ENDOR-Spektrum wurde iiber etwa 12 h akkumuliert. Ahnlich wie die 5°Mn-
ENDOR-Spektren am Einkristall stellt auch die Aufnahme der 'H-ENDOR-Spektren
extreme Anforderungen an den experimentellen Aufbau. Die 'H-ENDOR-Spektren sind
zwar deutlich schmaler als die >Mn-ENDOR-Spektren, fiir eine Auflssung aller Merk-
male und Schultern ist aber eine deutlich hohere Punktdichte als in den **Mn-ENDOR-
Spektren mit ihren breiten Linien notwendig. Dadurch ist kein Gewinn an S/R aufgrund
des schmaleren Spektrums moglich. Hinzu kommen die in Kap. 8.1 beschriebenen Schwie-
rigkeiten bei der Messung der 'H-ENDOR-Spektren.

Die orientierungsabhiingigen 'H-ENDOR-Spektren des So-Zustands am PSIIcc-Ein-
kristall sind in Abb. 8.11 gezeigt. Sowohl im Matrixbereich als auch in den Randberei-
chen der Spektren sind orientierungsabhéngige Signale sichtbar. Die weit auslaufenden
Schultern 7-9 des 'H-ENDOR-Spektrums in Lésung (vgl. Abb. 8.5) sind aufgrund des
geringen S/R nur schwer auszumachen. Die 'H-ENDOR-Spektren dhneln dem Losungs-
spektrum in ihrer prinzipiellen Struktur einer breiten Linie mit einzelnen Schultern. In
einigen Orientierungen, z. B. 80°, sind einzelne schmale Linien auszumachen, insgesamt
geniigt der Gewinn an Aufldsung im Kristall aber nicht, alle Hyperfeinkopplungen einzeln
in den Spektren zuzuordnen. Die breite Grundstruktur der Spektren ist durch die Zahl
der iiberlagernden Linien bedingt. Jedes der acht Monomere der Einheitszelle zeigt ein
Spektrum mit sechs Hyperfeinkopplungen, die Kristallspektren sind also die Summe der
Uberlagerung von 48 ENDOR-Linien.

Fiir die Darstellung der Orientierungsabhingigkeiten der 'H-ENDOR-Linien bietet
sich, ahnlich wie schon fiir die > Mn-ENDOR-Spektren am Einkristall, eine 2D-Kontur-
darstellung an, in der die ENDOR-Intensitéiten farbkodiert sind. Abb. 8.12 zeigt die
'H-ENDOR-Spektren als Farbteppich, in dem einzelne Linienverliufe sehr gut erkennbar
sind. Ausgehend von den grofiten 'H-Hyperfeinkopplungen, deren Beitriige im Spektrum
durch ihre Grofse in bestimmten Bereichen eindeutig zugeordnet werden kdnnen, werden
im Folgenden die Orientierungen der drei grofiten Hyperfeinkopplungen A4 56 bestimmt.
Wie spiter gezeigt wird, sind zwar orientierungsabhingige Verldufe in der Matrixregion
sichtbar, eine Simulation dieser Kopplungen ist durch die Vielzahl der in diesem Bereich

zusétzlich tiberlagernden Linien jedoch nicht mdoglich.

In der Konturdarstellung sieht man in den Orientierungen 0° und 80° bis 90° weit

150



0\ 120W\M

Kristallorientierung

4OMM

\ \ \ \
45 50 55 60
RF / MHz

Abbildung 8.11: Orientierungsabhingige Q-Band-'H-ENDOR-Spektren des S,-Zustands am
PSII-Einkristall. Experimentelle Parameter: By = 1230 mT, f = 33,96 GHz.
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Abbildung 8.12: Orientierungsabhingige Q-Band-'H-ENDOR-Spektren des So-Zustands am
PSII-Einkristall in einer 2D-Konturdarstellung.
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Al | Ay | Az | Ay As Ag
Aiso | 0 0 0 0 ~19 | 05
T 0,75 | 1,16 | 15 | 255 | 3,9 5,0
n 0 0 0 07 | 21 0
o _ ; ; 0° 90° | 0°
B8 - - - 60° | 120° | 60°
” ; - : 240° | 150° | 150°

Tabelle 8.2: Parameter der 'H-Hyperfeinkopplungen. Alle Kopplungen sind in MHz gegeben.
Fiir die Kopplungen A4 56 sind die aus den orientierungsabhingigen 'H-ENDOR-Spektren
am PSII-Einkristall bestimmten Orientierungen relativ zum Kristallachsensystem angegeben.
Fehler: AAj 234 = 0,056 MHz, AA5 ¢ = +0,1 MHz, A(w, §8,7) = £10°.

auslaufende ENDOR-Intensitdat bis etwa 44,5 MHz. Der Verlauf dieser Intensitét ist
insbesondere in den Orientierungen 0° bis 40° von +4,5 MHz zu £2 MHz gut zu er-
kennen. In den Orientierungen 40° bis 90° lauft die Linie in umgekehrter Richtung von
+2 MHz bis +4,5 MHz. Dieser Verlauf kann nur durch die grofte 'H-Hyperfeinkopplung
Ag beschrieben werden. Dabei {iberstreichen diese ENDOR-Linien praktisch die gesamte
Anisotropie der Kopplung Ag. Da diese Signale eindeutig zuzuordnen sind, wird zuerst
die Orientierung dieser Kopplung simuliert. Da das S/R sehr gering ist und diese Li-
nie in den 'H-ENDOR-Spektren in Abb. 8.11 kaum auszumachen ist, werden nur die
orientierungsabhingigen Linienpositionen der acht Monomere der Einheitszelle mit der

Konturdarstellung verglichen.

In Abb. 8.13 sind die ENDOR-Linien der groften 'H-Hyperfeinkopplung mit den Pa-
rametern aus Tab. 8.2 simuliert. Dabei liegt das Augenmerk auf der Reproduktion der
Verlaufe von £4.5 MHz bis 2 MHz in den Orientierungen 0° bis 30°. Diese werden
in Abb. 8.13 gut getroffen. In den Orientierungen 60° bis 120° wird der Bogenverlauf
der Intensitédt mit maximaler Frequenz in der Orientierung 90° nur ndherungsweise wie-
dergegeben. Eine der simulierten, bis +4,5 MHz auslaufenden, ENDOR-Linien hat ein
Frequenzmaximum bei den beobachteten 90°, die andere hat eine etwa 10° verschobene
Phase mit dem Frequenzmaximum in der Orientierung 100°. Insgesamt sind jedoch die bis
+4,5 MHz auslaufenden Intensitétsbogen gut getroffen. Die ENDOR-Linien die nur bis

etwa £2 MHz reichen, wurden bei der Bestimmung der Orientierung nicht beriicksichtigt.
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Abbildung 8.13: Orientierungsabhingige Q-Band-'H-ENDOR-Spektren des S,-Zustands am
PSII-Einkristall in einer 2D-Konturdarstellung. In schwarz ist der orientierungsabhéngige Ver-
lauf der ENDOR-Linien der 'H-Hyperfeinkopplung Ag mit A;5, = 0,5 MHz, Ag;, = 5 MHz
und A, = 0 MHz in der Orientierung (0°, 60°, 150°) fiir alle acht Monomere der Einheitszelle
eingezeichnet.

154



Bei Betrachtung der Konturdarstellung insbesondere in Abb. 8.12 faillt auf, dafs in den
Orientierungen 100° und 110° bei etwa £3,5 MHz eine weitere Intensitétsausbuchtung
liegt. Dieses Frequenzmaximum ist gegeniiber dem der Hyperfeinkopplung Ag zugeordne-
ten um etwa 10° bis 20° verschoben. Ein &hnliches Bild zeigt sich in den Orientierungen
150° und 160°, auch hier gibt es ein Frequenzmaximum um +3,5 MHz. Dieser Intensi-
tatsverlauf wird durch die Simulation der Kopplung Ag nicht getroffen. Aufgrund der
Frequenzposition dieses Maximums bei etwa £3,5 MHz kann dieses Signal damit nur der

Hyperfeinkopplung As zugeordnet werden.

In Abb. 8.14 ist die Simulation der Linienpositionen der 'H-Hyperfeinkopplung As
mit den Parametern aus Tab. 8.2 gezeigt. Die beschriebenen Verlaufe werden von der

gezeigten Simulation gut getroffen.

In Abb. 8.12 sind neben den bereits simulierten weit auslaufenden und steilen Bégen
weitere Signalverldufe zu erkennen. Im mittleren Frequenzbereichbereich um 42,5 MHz
sind relativ flache Verldufe in den Orientierungen 0° bis 20° von +2,5 MHz bis 1 MHz
sichtbar, die in den Orientierungen 50° bis 80° in die entgegengesetzte Richtung laufen.
Zusatzlich sind in den Orientierungen 70° bis 110° und 140° bis 170° flache Bogen mit
einem Frequenzmaximum um +2,5 MHz sichtbar. Die bisher simulierten Linien liegen
zum Teil etwa parallel zu den Verldufen in den Orientierungen 0° bis 20° und 50° bis
80°. Die beschriebenen flachen Bégen werden jedoch nicht gut getroffen. Diese Verldufe

konnen also der 'H-Hyperfeinkopplung A4 zugeordnet werden.

Die Simulation der ENDOR-Linien der 'H-Hyperfeinkopplung A4 mit den Parametern
aus Tab. 8.2 ist in Abb. 8.15 gezeigt. Die beschriebenen sehr intensiven flachen Verldufe
und Bogen sind gut abgebildet.

Die Simulation der Linienpositionen der drei vollstindig charakterisierten 'H-Hyper-
feinkopplungen A4 5 ¢ ist in Abb. 8.16 gezeigt. Alle Intensitatsverlaufe im Frequenzbereich
> |2| MHz sind durch die Simulation gut reproduziert. Die Struktur der Matrixregion ist
insbesondere durch die drei verbleibenden Kopplungen bestimmt. Da in diesem Bereich
jedoch auch die Kreuzungspunkte der drei groffen Hyperfeinkopplungen liegen, ist eine
Bestimmung der Orientierungen der drei kleinen Hyperfeinkopplungen schwierig und
kaum eindeutig moglich. Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher nur die durch ihre

Grofe gut identifizierbaren 'H-Hyperfeinkopplungen A4 56 vollstindig parametrisiert.

Die hier vorgestellten 'H-ENDOR-Spektren in Losung und am PSII-Einkristall zeigen
eine bisher nicht erreichte Qualitdt und Auflésung. Die hier bestimmten Hyperfeinpara-
meter, insbesondere die Orientierungen der grofiten drei Kopplungen bieten damit eine

wichtige Grundlage fiir weitergehende Analysen zur geometrischen Anordnung der Pro-
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Abbildung 8.14: Orientierungsabhingige Q-Band-'H-ENDOR-Spektren des S,-Zustands am
PSII-Einkristall in einer 2D-Konturdarstellung. In schwarz ist der orientierungsabhéngige Ver-
lauf der ENDOR-Linien der 'H-Hyperfeinkopplung As mit A;s, = —1,9 MHz, A4;, = 3,9 MHz
und A, = 2,1 MHz in der Orientierung (90°, 120°, 150°) fiir alle acht Monomere der Einheits-
zelle eingezeichnet.
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Abbildung 8.15: Orientierungsabhingige Q-Band-'H-ENDOR-Spektren des S,-Zustands am
PSII-Einkristall in einer 2D-Konturdarstellung. In schwarz ist der orientierungsabhéngige Ver-
lauf der ENDOR-Linien der 'H-Hyperfeinkopplung A4 mit A;s, = 0 MHz, A4, = 2,55 MHz
und A,, = 0,7 MHz in der Orientierung (0°, 60°, 240°) fiir alle acht Monomere der Einheitszelle
eingezeichnet.
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Abbildung 8.16: Orientierungsabhingige Q-Band-'H-ENDOR-Spektren des S,-Zustands am
PSII-Einkristall in einer 2D-Konturdarstellung. Der orientierungsabhéangige Verlauf der
ENDOR-Linien der *H-Hyperfeinkopplungen A, (magenta), A5 (wei) und Ag (schwarz) fiir al-
le acht Monomere der Einheitszelle ist eingezeichnet, die Simulationsparameter sind in Tab. 8.2
aufgefiihrt.
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tonen beziiglich des Mn-Komplexes und eventuelle Ligandierung des WOC durch Sub-

stratwasser.

8.4 Diskussion

Wie in Kap. 3.4.1 erlautert, ist fiir die an einen mehrkernigen Metallkomplex koppelnden
Protonen keine einfache Interpretation der Hyperfeinkopplungen moglich. Weder kann
iiber den dipolaren Anteil einfach auf einen Abstand des Protons geschlossen werden,
noch zeigt die z-Achse der Hyperfeinkopplung direkt in Richtung des Ortes des Elektro-
nenspins. Die Erweiterung des Punkt-Dipol-Modells von Fiege et al. [62] ermoglicht eine
graphische Analyse der 'H-Hyperfeinkopplungen eines zweikernigen Mn-Komplexes. Im
Fall des Mn-Komplexes ist eine Reduktion auf ein zweikerniges System fiir die Interpre-

tation jedoch nicht gut moglich.

In der neuesten Rontgenstruktur des PSII sind vier Sauerstoffatome in der Umge-
bung des Mn-Komplexes aufgelost. Diese sind potentielle Wasserliganden W1-W4 (vgl.
Abb. 2.4) des Mn-Komplexes, deren Protonierungszustand jedoch unbekannt ist. Zwei
dieser Wasser, W3 und W4 haben zu jedem der vier Manganionen einen vergleichbaren
Abstand im Bereich von 4 A bis 5,5 A fiir W3 und von 5 A bis 6 A fiir W4. Das Wasser
W2 hat zu drei Maganionen einen Abstand im Bereich von 5 A bis 6,5 A, der Abstand
zum vierten Manganion ist hingegen mit etwa 2 A deutlich kiirzer. Das Wasser W1 hat
zu jeweils zwei Manganionen einen vergleichbaren Abstand, einmal liegt ein Mn-Pérchen
in einer Entfernung um 7 A, das andere um 3 A. Damit wird deutlich, daf nur das
Wasser W1 in einer vereinfachten zweikernigen Kopplungssituation betrachtet werden
koénnte. Fiir die anderen Liganden ist ein vergleichbarer Anteil aller Manganionen an der

effektiven Hyperfeinkopplung zu erwarten.

Nach Gl 3.25 und 3.27 gehen in die Berechnung der effektiven 'H-Hyperfeinkopplung
die Koordiaten der Manganionen sowie ihre Spinprojektionsfaktoren ein. Um aus den
gemessenen effektiven Hyperfeinkopplungen Riickschliisse auf die Geometrie des Protons
gegeniiber dem Mn-Komplex ziehen zu konnen, muft also ein Modell der elektronischen

und geometrischen Struktur des Mn-Komplexes zu Grunde gelegt werden.

Die Mn-Mn-Abstéande in der Kristallstruktur des PSII [1] sind im Vergleich zu den aus
EXAFS-Messungen bestimmten zu grof. Aus den Untersuchungen von Yano et al. [2]
ist bekannt, da wihrend der Rontgenspektroskopie die Manganionen zu Mn?* reduziert
werden. Dieser Prozefs der Strahlenschidigung kann dementsprechend zu langeren Mn-

O-Bindungen und in Konsequenz zu ldngeren Mn-Mn-Absténden fiihren. Die Kristall-
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struktur bietet also nur ein bedingt geeignetes geometrisches Modell des Mn-Komplexes

fiir die Analyse der 'H-Hyperfeinkopplungen.

Seit der Veroffentlichung der neuesten hochaufgelosten Kristallstruktur von PSIT [1],
sind mehrere theoretische Studien zur Protonierung des Mn-Komplexes auf Basis der neu-
en Rontgenstruktur von Umena et al. erschienen [113,114,126]. Dabei konzentriert sich die
Veroffentlichung von Ames et al. [113] auf die Struktur des WOC im Sg-Zustand und un-
tersucht verschiedene Protonierungsmodelle auf ihre Kompatibilitdt mit verdffentlichten
magnetischen Parametern des So-Zustands. Ein Hauptkriterium fiir ein gutes Struktur-
modell ist zum einen der Grundzustand mit S = 1/2 sowie **Mn-Hyperfeinkopplungen
im Bereich veroffentlichter Parametersitze. In der von Ames et al. [113] vorgeschlagenen
Modellstruktur des WOC im Sg-Zustand (Modell 1d2’) wird das Manganion mit dem
Oxidationszustand (III) auf dem Mnl platziert und die Jahn-Teller-Achse dieses Mn(III)
liegt in Richtung der Karboxylatbriicke des Asp342. Diese Zuordnung wurde experimen-
tell im Kap. 6.3 ermittelt. Auch die jeweils zweizéhnige Ligandierung der Aminoséduren
Glu333 und Glu3b4, die ebenfalls aus den experimentellen ** Mn-ENDOR-Spektren ab-
geleitet wurde, ist in diesem Modell korrekt wiedergegeben. Ein Kritikpunkt des Modells
ist die Tatsache, daf das Mnl zwar den Oxidationszustand (III) zugewiesen bekommt,
jedoch nicht die grofste effektive Hyperfeinkopplung zeigt. Trotz dieses Nachteils kann
das Strukturmodell 1d2’ als das bisher realistischste Modell fiir den WOC im Sp-Zustand

betrachtet werden.

Die Bedeutung der in diesem Kapitel charakterisierten 'H-Hyperfeinkopplungen des
WOC im Ss-Zustand fiir die Entwicklung realistischer Strukturmodelle soll hier im Fol-
genden am Beispiel des Modells 1d2’ von Ames et al. demonstriert werden. In Abb. 8.17
ist die Rontgenstruktur nach [1] mit dem Modell 1d2’ von Ames et al. [113] iiberlagert.

Fiir das Modell 1d2’ wurden die effektiven Hyperfeinkopplungen der acht in der Um-
gebung des Mn-Komplexes postulierten Protonen mit der gegebenen Geometrie des Mn-
Komplexes sowie den aus DFT-Rechnungen bestimmten Spinprojektionsfaktoren nach
GI. 3.25 und 3.27 berechnet. Im Modell sind die Wasserliganden W1, W3 und W4 zweifach
protoniert, das Wasser W2 nur einfach. Zusétzlich ist das His337 protoniert und bildet
iiber dieses Proton eine Wasserstoffbriicke zum Sauerstoffatom O3 des Mn-Komplexes.
Fiir drei dieser acht Protonen werden dipolare und rhombische Hyperfeinparameter be-
rechnet, die den drei gréRten experimentell gefundenen 'H-Hyperfeinkopplungen Ay s 6
vergleichbar sind (siche Tab. 8.3).

Die Hyperfeinkopplungen der ausgewéhlten Protonen des Modells stimmen gut mit

den experimentellen Werten iiberein. So wird der grofe rhombische Anteil der Hyper-
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Abbildung 8.17: Struktur des WOC nach [1]. In orange ist das Modell 1d2’ nach [113] {iber-
lagert. Die Bezeichnung folgt der aus [1], die Bezeichnung der drei Protonen H2, H3a, H-His

folgt der hier im Text und Tab. 8.3 verwendeten Nomenklatur.
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Hs, Ay Hpis | As Hy Asg

T | 26 2,55 3,3 3,9 4,2 5,0
Ui 0,8 0,7 2,0 2,1 0,2 0
o 132° 0° -158° 90° 12° 0°
B 28° 60° 37° 120° 59° 60°

¥ -164° 240° -178° 150° 128° 150°

Tabelle 8.3: Parameter der 'H-Hyperfeinkopplungen Hs,, Hyis und Hy aus dem Model 1d2’
von Ames et al. [113] im Vergleich mit den drei gréften 'H-Hyperfeinkoplungen A4 56 aus
Tab. 8.2. Alle Kopplungen sind in MHz gegeben.

feinkopplung As durch das Proton Hp;s gut getroffen. Die Kopplung As ist in Kap. 8.1
zusétzlich mit einem vergleichsweise grofen isotropen Kopplungsanteil (vgl. Tab. 8.2)
simuliert worden. Die Position des Proton Hpy;s im Modell 1d2’ als Wasserstoffbriicken-
ligand an das O3 des Mn-Komplexes schlieftt dabei einen isotropen Anteil der Kopplung
vermittelt iiber Spindichte auf dem O3 als verbindendes Sauerstoffion der drei Mangan-
kerne Mnl, Mn2, Mn3 nicht aus.

Eine weitergehede Beurteilung der Qualitédt des Modells ermdglichen die experimentell
bestimmten Orientierungen der 'H-Hyperfeinkopplungen. Dabei stellt sich heraus, daf
die Orientierung des Protons H ;s weit von der experimentell bestimmten der Kopplung
As abweicht. Die z-Achsen dieser beiden Kopplungen stehen quasi senkrecht aufeinander,
das Modell ist an dieser Stelle nicht mit der experimentell beobachteten Struktur in

Einklang zu bringen.

Fiir das Proton H3, und die Kopplung A, ist die Ubereinstimmung der Orientierun-
gen nicht sehr gut, die z-Achsen der beiden Kopplungen sind etwa 40°gegeneinander
verkippt. In Anbetracht der Tatsache, dak das Modell nur iiber einen Abgleich der ?Mn-
Hyperfeinkopplungen mit experimentellen Daten ausgewéhlt wurde, ist die Tendenz zur
Ubereinstimmung der postulierten Protonen mit den hier experimentell bestimmten 'H-
Hyperfeinparametern relativ gut. Insbesondere ist zu beriicksichtigen, daft die beiden
Protonen Hp;s und Hs, zu mindestens drei Manganionen einen vergleichbaren Abstand
haben. Kleinere Ungenauigkeiten in der berechneten Geometrie bzw. den Spinprojekti-
onsfaktoren kénnen zu den diskutierten Unterschieden in den Orientierungen der postu-

lierten und experimentellen Kopplungen fiihren.
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Die Ubereinstimmung der Parameter des Protons Hy mit denen der experimentellen
Kopplung Ag ist hingegen sowohl fiir die Hyperfeinwerte als auch die Orienterungen,
die nur etwa 18°gegeneinander verkippt sind, ausgezeichnet. Das Proton Hs ist im Mo-
dell 1d2’ ein OH™-Ligand an das Mn4. Die Simulation der 'H-Hyperfeinkopplung Ag in
Kap. 8.1 erforderte zusétzlich einen kleinen isotropen Kopplungsanteil (vgl. Tab. 8.2).
Da das W2 im Modell 1d2’ ein direkter Ligand des Mn4 ist, ist auch hier die Moglichkeit

eines isotropen Kopplungsanteil fiir das Proton Hy nicht ausgeschlossen.

Aus dem Vergleich der experimentellen Hyperfeinkopplungen mit den aus dem Mo-
dell 1d2’ von Ames et al. berechneten Kopplungen ergibt sich, daf fiir die theoretische
geometrische und elektronische Struktur des WOC zwei der postulierten Protonen eine
sehr gute (Hs) bzw. akzeptable (H3,) Ubereinstimmung mit dem Experiment zeigen. Fiir
ein drittes Proton Hpy, findet sich zwar eine Ubereinstimmung der Hyperfeinparameter,
jedoch weicht die Orientierung stark von der experimentell bestimmten ab. Auch in einer
zweiten theoretischen Studie [126] wurde das His337 protoniert. An dieser Stelle ist eine
weitere Verfeinerung der Modellstrukturen also notwendig. Im Bereich des Protons Hj

hingegen ist die Struktur des Modells bereits plausibel.

Diese Diskussion zeigt die Moglichkeiten fiir die weitere Entwicklung von Modellstruk-
turen und der darauf aufbauenden Moglichkeit verschiedene Reaktionsmechanismen auf
ihre Plausibilitdt zu tiberpriifen, die sich mit den in dieser Arbeit gefundenen Parame-

tersitzen der 'H-Hyperfeinkopplungen ergeben.
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Kapitel 9

Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde der WOC des PSII aus Thermosynechococcus elongatus im So-
Zustand mittels Multifrequenz-EPR-Methoden untersucht. Uber die Charakterisierung
der magnetischen Parameter des Mn-Komplexes konnten Korrelationen zwischen elek-

tronischer und geometrischer Struktur aufgezeigt werden.

Dabei wurden zunéchst die Vorteile und Moglichkeiten von Multifrequenz-EPR-Me-
thoden bei der Charakterisierung der magnetischen Parameter von mehrkernigen Mn-
Komplexen am Beispiel des Mn(III)Mn(IV)-Zustands in Mn-Katalase demonstriert. Aus
aufgeldsten orientierungsselektiven Q- und W-Band->>Mn-ENDOR-Spektren konnten die
Hyperfein- und Quadrupolkopplungen des Systems sowie deren Orientierungen relativ zur
g-Matrix, die durch W-Band-EPR bestimmt wurde, ermittelt werden. Die Orientierung
und Axialitat der Hyperfeinkopplungen des Mn(I1T) und Mn(IV) konnten im Folgenden
mit dem Strukturmotiv der zweizdhnigen Ligandierung der beiden Manganionen senk-

recht zur Mn-Oo-Mn-Ebene korreliert werden.

Die an der Mn-Katalase erprobten Methoden wurden dann auf den vierkernigen Mn-
Komplex des PSII im So-Zustand iibertragen. Die Simulation der Multifrequenz-°°Mn-
ENDOR-Messungen erlaubte die Bestimmung der Hyperfeinparameter des WOC. Im Ge-
gensatz zu den ENDOR-Spektren der Mn-Katalase sind die Signale des WOC aufgrund
der Komplexitdt des Systems sehr viel breiter und unstrukturierter. Die geringe Orien-
tierungsselektivitdt der ENDOR-Spektren erlaubt hier keine Bestimmung der Orientie-
rungen der Hyperfeinkopplungen aus den Losungsspektren. Diese konnten jedoch mit-
tels orientierungsabhingiger Q-Band-?>Mn-ENDOR-Spektroskopie am PSII-Einkristall
ermittelt werden. Die Ubertragung des in der Mn-Katalase gefundenen Strukturmo-
tivs der Karboxylatligandierung auf den Mn-Komplex ergab eine Zuordnung der einzel-
nen Hyperfeinkopplungen zu Positionen in der Rontgenkristallstruktur. Dariiberhinaus

konnte auf Grundlage der in Mn-Katalase gefundenen Eigenschaften der Hyperfeinkopp-
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lungen abhéngig vom Oxidationszustand das Mn(III) im WOC identifiziert werden. Fiir
drei Aminosdureliganden wurde weiterhin eine zweizéhnige Ligandierung an jeweils zwei

Manganionen des Komplexes postuliert.

Multifrequenz-EPR- und ->* Mn-ENDOR-Messungen des Sp-Zustands von in Strontium-
Medium gewachsenem PSII untersuchten den Einfluf des Ca/Sr-Ersatzes auf den Mn-
Komplex. Aus W-Band-EPR-Messungen konnte erstmals die g-Matrix des So-Zustands
in PSII-Sr mit hoher Genauigkeit bestimmt werden. Daneben wurden die Hyperfein-
parameter des Systems aus Multifrequenz->> Mn-ENDOR-Spektroskopie ermittelt. Die
Unterschiede der magnetischen Parameter zwischen nativem PSII und PSII-Sr lassen
sich als nur kleine strukturelle Umordnungen des Mn-Komplexes aufgrund des Ersatzes
von Kalzium durch Strontium interpretieren. Insbesondere deuten die feldabhédngigen
Q-Band->>Mn-ENDOR-Spektren darauf hin, daf die Orientierungen der Hyperfeinkopp-
lungen in PSII-Sr gleich denen im nativen System sind. Daraus l&ft sich schliefen, dafl
durch den Ca/Sr-Ersatz keine Umstrukturierung der Ligandenumgebung des WOC im
So-Zustand stattfindet.

Die Protonenumgebung des WOC im Sp-Zustand wurde mittels Q-Band-'H-ENDOR-
Spektroskopie erkundet. Es wurden sechs 'H-Hyperfeinkopplungen identifiziert und cha-
rakterisiert. Aus orientierungsabhingigen 'H-ENDOR-Spektren am PSII-Einkristall konn-
ten die Orientierungen der drei groften 'H-Hyperfeinkopplungen simuliert werden. Die
hier bestimmten magnetischen Parameter konnen nun als Mafstab flir die Bewertung
von theoretischen Strukturmodellen des WOC im Ss-Zustand herangezogen werden. Die-
se Moglichkeit ist an einem verdffentlichten detaillierten Strukturmodell, welches die ma-
gnetischen Parameter der Manganionen vergleichsweise gut reproduziert, demonstriert
worden. Auf Basis dieses Modells wurde eine Zuordnung einer der charakterisierten 'H-

Hyperfeinkopplungen zu einer geometrischen Position postuliert.

Die im Rahmen dieser Arbeit erfolgte umfassende Charakterisierung der magnetischen
Parameter des WOC im Sa-Zustand in PSII aus Thermosynechococcus elongatus kann in
Zukunft als Mafstab fiir die Bewertung theoretischer Strukturmodelle des WOC im So-
Zustand dienen. Uber die Auswahl realistischer Strukturmodelle bietet sich die Moglich-
keit der Entwicklung eines detaillierten Modells des Reaktionsmechanismus der Wasser-
spaltung. Eine Ubertragung der verwendeten Methoden auf den ebenfalls mit einem Spin
S = 1/2 paramagnetischen Sp-Zustand kénnte dabei einen weiteren Satz magnetischer
Parameter des WOC liefern und im Abgleich mit Modellen eine weitere Verfeinerung der

Modelle des Reaktionsmechanismus eroffnen.
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Abkilirzungsverzeichnis

Chl

D, D
EPR
cw-EPR
ENDOR
EXAFS
FSE
FTIR

9e

Glu

His

“B

Hyperfeinkopplung

Adenosindiphosphat

Alanin

Arginin

Asparaginsédure

Adenosintriphosphat

dufseres Magnetfeld

Magnetfeld des Mikrowellenpulses

Chlorophyll

Nullfeldwechselwirkung

Elektron-Paramagnetische Resonanz

( continuous wave), gibt das FSE-Spektrum in erster Ableitung
Elektron-Kern-Doppelresonanz von englisch ,electron nuclear double resonance®
Rontgenabsorptionsspektroskopie ( extended X-ray absorption fine structure)
EPR-Absorptionsspektrum ( Field Swept Echo)
Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie

g-Wert des freien Elektrons, 2.0023193043737(82)
Glutaminséduret

Histidin

Kernspin

Austauschkopplung

Bohrsches Magneton, 9.27400899(37) x 10-24JT~*

167



N Kernmagneton, 5.05078317(20) x 10-27JT~*

MLS EPR-Signal des So-Zustands ( multiline signal)
Mn Mangan

MW Mikrowelle

P, P Quadrupolkopplung

Pheo Pheophytin

PSI Photosystem I

PSII Photosystem II

PSIIce Kernkomplex-Préparation des PSII

Qa,B Plastochinon

Q-Band Mikrowellenfrequenzband um 34 GHz

RF Radiofrequenz

S Elektronenspin

srt Schufiwiederholrate ( shot repetition time)

S/N Signal-zu-Rausch-Verhéltnis ( signal to noise ratio)
ST Storungstheorie

Tyr Tyrosin

W-Band Mikrowellenfrequenzband um 94 GHz

WOC Wasseroxidierender Komplex ( water oxidising complex)

XANES Rontgenabsorptionsspektroskopie ( X-ray absorption near-edge structure spectroscopy)
X-Band Mikrowellenfrequenzband um 9.7 GHz

Y stabiles Tyrosinradikal in PSII
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