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Photosystem Il

Alle hoheren Lebensformen nutzen Sauerstoff als primire Ener-  Aus dem Inhalt

giequelle. Dieser Sauerstoff entsteht aus Wasser mithilfe von Son-

nenlicht in Photosynthese-Membranen. Die Absorption von Licht ™ Einleitung 3379
im Photosys.tem 11 (PSII) grun.er Pflanzen aktiviert den Elektro- Reaktionswege fiir den gekoppelten
nentransfer im Sauerstoff entwickelnden Komplex (OEC). Der Elektronen-Protonen-Transfer 5380
Mechanismus der Wasseroxidation durch den OEC ist ein wichti-

ges Forschungsgebiet. Die Verfiigbarkeit neuer Proteinstrukturen 3 :hew le "'e; gekoppelten Elektronen- 281
dank Rontgenkristallographie und EXAFS sowie die Resultate rotonen-Transfers >
vielzihliger experimenteller und theoretischer Studien bilden nun  , pcer und EPT im Photosystem II:

die Grundlage fiir einen Vorschlag, wie Wasser am OEC oxidiert Thermodynamik 5382
werden konnte. Eine Folge lichtgetriebener Reaktionen, die einen

gekoppelten Elekironen-Protonen-Transfer (EPT) nutzen, konnte 5 Oxidationsstufen und Struktur 3383
de.r S.chlussel zur Wasseroxidation sein. Werden diese Reaktionen o \\c ror pei der oxidativen

mit einem Transport von Elektronen iiber grofie Entfernungen Aktivierung des OEC 5385
(iiber sequenzielle lokale Protoneniibertragungen) kombiniert,

liisst sich der OEC als komplexe Struktur betrachten, die ,,fiir 7. Zusammenfassung der Reaktionen 5394
Protonen geschaltet™ wird 8. Zusammenfassung und Ausblick 5395

1. Einleitung

Das Photosystem II (PSII) ist ein Multipolypeptidkom-
plex in den Thylakoidmembranen von Chloroplasten in
Pflanzen und Algen. Bei der photochemischen Oxidation von
Wasser zu Disauerstoff nutzt PSIT Wasser als Elektronendo-
nor gemif Gleichung (1). In griinen Pflanzen reduzieren die

2H,0 +4hv — O, +de” +4H* (1)

bei dieser Reaktion erzeugten Elektronen ein Benzochinon
zu Hydrochinon und iibertragen dabei Reduktionsidquiva-
lente zum Photosystem I, wo sie zur Reduktion von CO, in
den Calvin-Zyklus eintreten.'"”!

OEC

Abbildung 1. Die Molekiilstruktur des Reaktionszentrums im Photosys-
tem Il aus dem Cyanobakterium Thermosynechococcus elongates veran-
schaulicht die Donor-Chromophor-Akzeptor(D-C-A)-Anordnung Tyr,-
Chlp; (Peso)-Pheop;-Qa und die Nihe von Tyr, zum Sauerstoff entwi-
ckelnden Komplex (OEC); blau: Pheophytin, dunkelgriin: Chlorophyll,
gelb: Y, hellgriin: Ca, violett: Mn. Wiedergegeben aus Lit. [16].
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Neue Befunde, vor allem aus Kristallstrukturen des PSII
des Cyanobakteriums Thermosynechococcus elongates mit
Auflosungen von 3 und 3.5 A, gaben einen Einblick, wie O,
im PSII gebildet wird.'**! Sauerstoff entsteht nach der se-
quenziellen Absorption von vier Photonen (Kok-Zyklus).*"
Die Strukturen untermauern frithere Hypothesen, denen zu-
folge jeder Zyklus durch Sensibilisierung von Chlorophyll Py,
— Chlp, in Abbildung 1 - eingeleitet wird und nachfolgend ein
schneller Elektronentransfer tiber Pheophytin D; (Pheop,)
zum Benzochinon-Akzeptor Q, stattfindet. Das oxidierte
Chlorophyll, Pe,", oxidiert anschlieBend Tyrosin Tyr, infolge
eines weitreichenden (ca. 10 A) Elektronentransfers zu Tyr,".
Wie in Abschnitt 6 besprochen, scheint der Elektronen-
transfer mit einem Protonentransfer zu His 190 gekoppelt zu
sein. Daher ergibt die lichtgetriebene Sequenz die Nettore-
aktion in Gleichung (2), mit Y,=Tyr,-OH--His190 und
Y, =Tyr-O-*H—His 190.

Qa-Pego- Y, 5Qu " -Pego- Y5, )

Die Oxidation von Wasser erfolgt am Sauerstoff entwi-
ckelnden Komplex (oxygen-evolving complex, OEC) nach
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dessen oxidativer Aktivierung durch Tyr, 17161920231 Dje

0O,/H,0O-Teilreaktion stellt hohe Anforderungen: Sie erfor-
dert den Verlust von 4e” und 4H" in Verbindung mit einer
O--O-Kupplung.

Man geht davon aus, dass im Kok-Zyklus die Absorption
jedes der vier Photonen im PSII den Verlust eines Elektrons
nach sich zieht und letztlich zur Entwicklung von O, fiihrt.[*!
Aktuelle Fortschritte in Experiment und Theorie ermogli-
chen einen Einblick in die Vorgéinge bei dieser Kupplung.
Ziel dieses Aufsatzes ist es, einen moglichen Mechanismus fiir
die Wasseroxidation aufzuzeigen, bei dem Elektron-Proton-
Kopplung und Protonentransfer in drei der vier Schritte des
Kok-Zyklus zentrale Rollen spielen. Da eindeutige, hoch-
aufgeloste Strukturen fehlen, bleibt dieser Mechanismus
notwendigerweise spekulativ. Die Ergebnisse fritherer Ana-
lysen waren allerdings bei seiner Entwicklung von gro3em
Nutzen. Die Bedeutung der Protonenbeteiligung**! und der
Kopplung von Elektronen und Protonen waren Themen frii-
herer Publikationen."**”%! Auch haben etliche Arbeits-
gruppen tiber viele Jahre hinweg Mechanismen fiir die Oxi-
dation von Wasser am OEC vorgeschlagen.’-2!:28:29:32.42-52]

2. Reaktionswege fiir den gekoppelten Elektronen-
Protonen-Transfer

Geschwindigkeitsvergleiche, Messung von Isotopenef-
fekten und theoretische Uberlegungen haben zu dem Vor-
schlag gefiihrt, dass die Reaktionen in den Gleichun-
gen (3),F*% (4)>3 ynd (5)P7 alle iiber Redoxreaktionswege

cis-[Ru™ (bpy), (py) (O)*" + cis-[Ru" (bpy), (py) (H,O)]*" — (3)
2cis-[Ru" (bpy), (py) (OH)]**

[Fe' (H,bim);]*" + [Fe™ (Hbim)(H,bim),]*" —

[Fe"'(Hbim)(H,bim),]*" + [Fe"(H,bim);]** Y

PhOH + PhO' — PhO’ + PhOH (5)

mit gleichzeitigem Transfer von Elektronen und Protonen
verlaufen. Sie konnen als Elektronen-Protonen-Transfer-
oder EPT-Reaktionswege bezeichnet werden.

In diesem Zusammenhang wird EPT als ein Redoxreak-
tionsweg oder ein Elementarschritt definiert, in dem Elek-
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[+ @H\] CH} (]
H,bim Hbim Py

tronen und Protonen von unterschiedlichen Orbitalen des
Donors in unterschiedliche Orbitale des Akzeptors iiberge-
hen. Gleichzeitig oder konzertiert bedeutet: schnell relativ
zur Zeitskala gekoppelter Schwingungen (ca. 10 Femtose-
kunden) und kollektiver Moden des Losungsmittels (0.2—
20 Picosekunden).

Wie in den Gleichungen (6)-(8) fiir die Komproportio-

cis-[Ru™ (bpy),(py) (O)]** + cis-[Ru" (bpy), (py) (H,O)*" =

((bpy):(py)RU=0 - - H- O -Ru" (py) (bpy).J** ©

e
[ (bpY) - (PY) Ru'"=0 »+H-O-Ru'* (py) (bpy),]*" —
N
(') H (dn®) )
[ (bpy) 2 (py) Ru™-0-H *=0-Ru"" (py) (bpy),]*'

H

(dr®) (drn®)

[(bpy),(py)Ru™-O-H - - - O -Ru"(py) (bpy).]**

y)(OH)J**

(8)
2 cis-[Ru™ (bpy), (p

nierungsreaktion in Gleichung (3) gezeigt, wird wegen der
kurzen Reichweite des Protonentransfers angenommen, dass
diese Reaktionen durch eine H-Briickenbildung eingeleitet
werden.* % In diesem Beispiel erfolgt der Elektronentrans-
fer zwischen dmn-Orbitalen (t,,-Orbital in O,-Symmetrie), die
sich weitgehend an den Ru"- und Ru™-Zentren befinden, und
der Protonentransfer verlauft von einem o(O-H)-Orbital zu
einem freien Elektronenpaar der Akzeptor-Oxidogruppe.
Die EPT-Terminologie ist notwendig, um diesen Reakti-
onsweg oder Elementarschritt zu unterscheiden von: 1) der
Klasse von Nettoreaktionen wie jener in Gleichung (3), bei
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der sich der Protonengehalt zwischen Reaktanten und Pro-
dukten dndert und die als protonengekoppelter Elektronen-
transfer (proton coupled electron transfer, PCET) bezeichnet
wird; 2) Mechanismen des sequenziellen Elektronentransfers
(ET) mit nachfolgendem Protonentransfer (PT) oder umge-
kehrt; und 3) Reaktionswegen, in denen Elektronen und
Protonen von derselben chemischen Bindung stammen, z. B.
beim H-Atomtransfer (HAT)®"! oder Hydridtransfer.”
Zusatzlich gibt es gemischte Reaktionswege, in denen ein
Partner EPT und der andere HAT oder Hydridtransfer ein-
geht.® Ein Beispiel ist die Oxidation des Formiatanions
durch cis-[Ru" (bpy)(py)(O)J**: cis-[Ru™ (bpy)»(py)(O)* +
HCO, — cis-[Ru"(bpy),(py)(OH)]" + CO,, bei der ein
Hydridtransfer von HCO,™ zu Ru'v=0 stattfindet."®
Es gibt noch eine zweite Klasse von EPT-Reaktionswe-
gen, in denen unterschiedliche Stellen als Elektronen- und
Protonendonor oder als Elektronen- und Protonenakzeptor
fungieren, wie die Reduktion des angeregten Triplettzustands
von Cg, (*Cg) durch Phenole mit zugesetzten N-Basen illus-
triert [GI. (9)—(11) mit Pyridin (Py) als Base].’*! Da mehr

3C4 + ATOH - - - Py = 3C¢,,ArOH - - - Py 9)
o
. /—\ . . ‘
Ceor ArOH ®eepy 5 Cgy ,ArQ" eed'Hpy (10)
T
H+
Ce " ArO' - - "HPy = Cg~ + ArO + *HPy (11)

als eine Stelle beteiligt ist, konnen solche Reaktionswege als
MS-EPT (multiple site-electron proton transfer) bezeichnet
werden, bei dem 1) ein Elektronen-Protonen-Donor Elek-
tronen und Protonen an unterschiedliche Akzeptoren abgibt
oder 2) ein Elektronen-Protonen-Akzeptor Elektronen und
Protonen von unterschiedlichen Donoren aufnimmt.*

Wie im néchsten Abschnitt erlautert wird, ist MS-EPT —
und EPT allgemein — komplexer als ET oder PT. MS-EPT
konkurriert mit sequenziellen ET-PT- oder PT-ET-Mecha-
nismen unter Vermeidung energiereicher Intermediate. Zum
Beispiel ist die Oxidation von Tyrosin (Tyr) durch ET im
ersten Schritt eines ET-PT-Mechanismus (*Cq, + ArOH —
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Cs~ + ArOH™) ungiinstig, weil das Tyr-OH*/Tyr-OH-Paar
mit E°(Tyr-OH"/Tyr-OH)=1.34 V (gegen NHE) ein hohes
Potential aufweist. Dagegen ist AG® fiir MS-EPT mit Pyridin
als Protonenakzeptor (*Cqy + ArOH + Py — Cq +
ArO' + "HPy) mit ca. —0.51 eV giinstiger. In einem PT-ET-
Mechanismus betrigt AG®=+0.30 eV fiir den anfénglichen
PT (Tyr-OH + Py — Tyr-O~ + *HPy). Alle drei Mecha-
nismen konnen wirksam sein und kénnen durch kinetische
Messungen unterschieden werden.

3. Theorie des gekoppelten Elektronen-Protonen-
Transfers

Die Theorie zum EPT fiir den verallgemeinerten Ele-
mentarschritt in Gleichung (12) (D,,: oxidierte Form des

e
77N
D—H"A - Doy H—A, (12)
H+

Donors, A,4: reduzierte Form des Akzeptors) wurde von
Cukier™ ¥ sowie Hammes-Schiffer und Mitarbeitern®®°+1%7]
und anderen'® % entwickelt. Die Theorie von Hammes-
Schiffer hat sich als besonders niitzlich zum Versténdnis von
relativen Geschwindigkeitskonstanten, Losungsmitteleffek-
ten, kinetischen Isotopeneffekten und anderen Parametern
erwiesen. Die Elektronentransfertheorie liefert einen Aus-
gangspunkt, wobei der Protonentransfer als eine quantisierte,
gekoppelte Schwingungsmode von hoher oder mittlerer Fre-
quenz, v(E-H), miteinbezogen wird. Beim Verfahren nach
Hammes-Schiffer et al. verursacht die starke elektronische
Kopplung zwischen den Ausgangs- und End-v(E-H)-
Schwingungszustdnden einen neuen Satz von adiabatischen
protonengekoppelten Zustédnden.

Die elektronische Kopplung wird wie in der Elektronen-
transfertheorie als eine elektrostatische Stérung behandelt,
die eine Mischung der elektronischen Wellenfunktionen von
Donor und Akzeptor zur Folge hat. Die resultierende Reso-
nanzenergie, das Elektronentransfer-Matrixelement Vg,
ergibt sich aus Gleichung (13) mit ¥, und ¥, als den elek-
tronischen Wellenfunktionen fiir die Akzeptor- und Donor-
orbitale und mit H, dem Operator fiir das Mischen der Zu-
stdnde.

Ver = (VA|lH|Wp) (13)

Die Anwendung der zeitabhingigen Storungstheorie
fithrt zum Ausdruck fiir die EPT-Geschwindigkeitskonstante
kgpr in Gleichung (14). Die Summierung erfolgt iiber eine

(AG,, +A)
ko T (14)

27w
kepr = PN ﬁ-nlw % T Z”: Py, zv: |VM2 exp (7

Reihe von Schwingungskanilen von den gekoppelten D-
H--A-Ausgangsschwingungsniveaus p zu den D--H-A-End-
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niveaus v. Der Schwingungsquantenabstand betrégt Aw. P, ist
die Boltzmann-Besetzung des Schwingungsniveaus p im
Ausgangszustand D-H:A. 4, entspricht der klassischen Re-
organisationsenergie fiir den p—v-Schwingungskanal, die
vom Losungsmittel und von niederfrequenten Moden her-
riihrt. V,, ist das EPT-Matrixelement fiir den Kanal p—v und
AG,, die Anderung der freien Enthalpie fiir diesen Kanal. Sie
steht gemiB Gleichung (15) in Beziehung zu AGgpy, der An-

AG,, = AGgpr + (W—V)hw (15)

derung der gesamten freien Enthalpie fiir die EPT-Reaktion.
In Gleichung (14) gibt der klassische Term fiir die Uberque-
rung der Barriere, exp(—(AG,,+4)"/(44,,ks T)), die Popula-
tion der Molekiile bei der klassischen Uberwindung der
Barriere fiir das Losungsmittel und fiir alle gekoppelten
Moden des p—v-Kanals auBBer v(E-H) bei der Temperatur T
an. Die Summierung iiber v betrifft typischerweise eine be-
grenzte Zahl von Niveaus, und zwar jene, fiir die der Term fiir
das Uberschreiten der Barriere minimiert wird.

Wenn die Condon-Nidherung gilt, durch die Kern- und
Elektronenbewegung voneinander getrennt werden, dann ist
V. durch das Produkt aus einem Schwingungsiiberlap-
pungsintegral und dem Elektronentransfer-Matrixelement
[GL. (16)] gegeben. Gilt diese Ndherung nicht, dann werden

Vi = VET<¢LI¢£I> (16)

die Koordinaten von austauschendem Elektron und Proton
gemischt. In Gleichung (16) sind ¢, und ¢} die v(E-H)-
Schwingungswellenfunktionen fiir die adiabatischen ge-
mischten Ausgangs- und Endzustinde des Protons. Das
Quadrat des Schwingungsiiberlappungsintegrals, (¢}, | ¢y)>,
bietet ein quantitatives MaB dafiir, in welchem Umfang die
Reaktanten und Produkte rdumlich entlang der Protonen-
transfer-Koordinate koexistieren. Ein Ubergang zwischen
Schwingungsniveaus wird in der Physikliteratur als Tunneln
von Kernen (nuclear tunneling) bezeichnet. Es handelt sich
dabei um einen Quanteneffekt, der sich aus der wahrschein-
lichkeitstheoretischen Unschérfe der raumlichen Koordina-
ten fiir Teilchen auf atomarer Ebene ergibt.

Veranderungen des Protonengleichgewichts beim Proto-
nentransfer oder EPT sind gro8, verglichen beispielsweise mit
Verdnderungen gekoppelter Schwingungen beim Elektro-
nentransfer oder beim Zerfall des angeregten Zustands. Dies
fiihrt zu kleinen Schwingungsiiberlagerungen mit (¢, | 4}/) <
1. Damit wird die Dynamik des Ubergangs fiir einen einzel-
nen Schwingungskanal durch das Produkt Ver (¢, |4}) be-
stimmt. Selbst wenn Vg grof3 ist, bleibt das Produkt klein,
und der praexponentielle Term fiir EPT durch den Kanal p—
v ergibt sich aus Gleichung (17).

v (gl a”)

h/Ad ks T °T

VEPT v =

Aus dem Ausdruck fiir die De-Broglie-Wellenlidnge, 1 =
hl(2mE)", sowie der Masse des Elektrons und des Protons
resultiert, dass bei einer festgelegten Energie die Wellenlénge
des Protons um einen Faktor von ca. 40 (die des Deuterons
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um ca. 60) kiirzer ist als die Wellenlidnge des Elektrons.
Deswegen nehmen Schwingungswellenfunktionen weit
schneller mit dem Abstand ab als elektronische Wellenfunk-
tionen. Die fiir eine signifikante Uberlappung von Schwin-
gungsswellenfunktionen benétigten Abstdnde sind viel klei-
ner als jene, die fiir eine Uberlappung elektronischer Wel-
lenfunktionen erforderlich sind. Auch kleine Anderungen der
Distanz des Protonentransfers konnen groe Anderungen in
(¢, | #y) bewirken und kgpr signifikant beeinflussen. Daraus
folgt, dass die Entfernungsabhéngigkeit beim EPT durch den
Protonentransfer dominiert wird, da dieser nur eine geringe
Reichweite hat. Dies schlieBt das PSII ein, wo Protonen-
transfer und EPT Schliisselemente innerhalb der katalyti-
schen Wasseroxidation sind.

Wegen der geringen Reichweite des EPT und des Proto-
nentransfers sind strukturelle Voraussetzungen wie eine vor-
herige H-Briickenbildung nétig, die die Distanz fiir den
Protonentransfer minimieren und die Schwingungsiiberlap-
pung maximieren. Gezwungenermaflen verlduft der Trans-
port von Protonen iiber grofle Entfernungen — angetrieben
durch die freie Enthalpie oder Konzentrationsgradienten —
iber eine Folge diskreter, gequantelter lokaler Protonen-
transferschritte. Die Anforderungen fiir EPT und sequenzi-
elle Protonentransfers iiber groBere Entfernungen bringen
erhebliche strukturelle Voraussetzungen mit sich. Der kom-
plizierte Mechanismus fiir EPT und sequenziellen Protonen-
transfer im PSII konnte auf dem Konzept der ,,Protonenlei-
tungen® (,,proton wiring“) beruhen.

4. PCET und EPT im Photosystem II:
Thermodynamik

Da MS-EPT- und EPT-Wege kombinierte Orbitale fiir
den gleichzeitig stattfindenden Protonen- und FElektronen-
transfer erfordern, ist ihre Verwirklichung anspruchsvoller als
die einzelner PT- oder ET-Wege. Wie in Abschnitt 3 erwéhnt,
konkurriert EPT durch die Vermeidung energiereicher Zwi-
schenstufen, die die Geschwindigkeiten stark herabsetzen
konnen, wenn sie als Teil eines Redoxmechanismus auftreten.

Dies ist fiir die Wasseroxidation im PSII relevant. Die
einzelnen Schritte im Kok-Zyklus und die Aktivierung des
OEC fiir die Wasseroxidation werden durch die Pgg,"-Oxi-
dation von Tyrosin Y, durch weitreichenden (ca. 10 A)
Elektronentransfer zu Y, eingeleitet [Abbildung1 und
Gl. (2)]. In einer kiirzlich verbesserten Abschitzung wird das
Redoxpotential fiir das Pg,™-Paar mit E”(Pg,"™)=1.26 V
(gegen NHE) angegeben.!'!! Mit diesem Wert sowie E* (Tyr-
OH™") =1.34 V gegen NHE, pKy(Tyr-OH™) = —2, pK(Tyr-
OH) =10 und pKs("H-His)=5.5 werden in den Gleichun-
gen (18)—(20) die treibenden Krifte fiir Elektrontransfer
(ET), Elektronen-Protonen-Transfer (MS-EPT) und Proto-
nentransfer (PT) an Tyr161 verglichen. Die Anderung von
AG fir MS-EPT wurde iber AGgp°(eV, 25°C)=
—(F(E°(Pes ")~ E°(Tyr-OH")))—0.059(pKs( " H-
His)—pKs(Tyr-OH™)) und die fiir PT iiber AGp° = —0.059-
(pKs(tH-His)—pK,(Tyr-OH)) berechnet.'''™19 F ist die Fa-
raday-Konstante, 1 eV V™', in SI-Einheiten.
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e (ET)

/—\ - |
Pesor Tyrl61—®—o—H eee N/\\r\HlSl%

AG® =~
(+1.8 kcal/mol)

.ot /§|/\ ,
Pggo, Tyrlel O-H°***N His190
\\/N\
H oo

e (MS-EPT)

/\ - |
Peso, Tyr161—@—o_HonN/\\|/\Hlsl9O
N \/N\
HA H...

(19)
AG® =~

(-8.4 kcal/mol)

. +f < .
Pssor Tyrl61—@—o ---H_N/\\(\Hlsl90
\~N

T eee

-0.36 eV

(PT)

R .
Psgo s Tyr161—©—o_H .-.N/\|/\H1519O
N \\/N\

H+ Hoeoe

AG° ~ +0.26 eV
(+6.0 kcal/mol)

(20)

- +t/ .
Peso s Tymm—@—o oo H—N/\\:I\L/\Hlsl9o

Heee

Die berechneten Werte in den Gleichungen (18)—(20)
beriicksichtigen nicht die AG-Differenz fiir die Bildung der
H-Briicken-gebundenen Ausgangs- und Endaddukte, die zum
Beispiel beim MS-EPT aus Tyr-O—H:--His190 und Tyr-
O--"His 190 bestehen. Auch sind es Werte fiir den geldsten
Zustand und nur eine Néherung fiir die tatséchlichen Werte in
der Photosynthese-Membran. Sie veranschaulichen jedoch
die manchmal betrichtlichen energetischen Vorteile, die ein
EPT-Mechanismus gegeniiber einem Mechanismus mit an-
fanglichem ET oder PT haben kann. Wie von Babcock und
Mitarbeitern>+7-2-2731 ynd von Krishtalik!"'"""! angemerkt,
kann dieser Vorteil im PSII wesentlich fiir die Sicherstellung
einer schnellen Oxidation von Y, zu sein. Die Oxidation von
Y, konkurriert mit dem Elektronenriicktransfer zwischen
Q,~ und Pg,", der bei Raumtemperatur innerhalb von ca.
200 us ablauft.12121]
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Experimenten zufolge liegt das Potential fiir das Y, /Y-
Paar zwischen 1.1 und 1.2 V. Dieser Wert ist wesentlich klei-
ner als E” fiir das Tyr-OH"/Tyr-OH-Paar und ist eher mit Y,/
Y, = Tyr-O*H—His 190/Tyr-O—H---His 190 als mit Y,/Y,=
Tyr-OH "/Tyr-OH vereinbar. Folgt man dieser Interpretation,
tritt eine Potentialerh6hung fiir das Tyr-O--*"H—His 190/Tyr-
O—H--His190-Paar von ca. 0.9 V in Losung auf 1.1-1.2 V in
der Photosynthese-Membran ein. Diese Erhohung kann
groftenteils auf die Destabilisierung der positiven Ladung in
der oxidierten Form des Paares in der relativ unpolaren
Membranumgebung zuriickgefiihrt werden.

Das Standardpotential fiir die Wasseroxidation bei pH 7
[GL (21)] betrégt 0.815 V (gegen NHE) oder — wenn die freie
0, +4e +4H" —2H,0 (21)
Losungsenthalpie von O, nicht berticksichtigt wird — 0.884 V
nach einer Analyse von Krishtalik.''"11]

Diese Potentiale lassen ein schmales Potentialfenster fiir
die Wasseroxidation durch Y, iibrig und schlieen energie-
reiche Intermediate wie *OH aus. Geschitzte Reduktionspo-
tentiale fiir die S,/S,- und S,/S,-Paare sind 0.8 bzw. 1.0 V.[l12213l
Werte fiir die anderen Paare im Kok-Zyklus, die sehr iiber die
Potentiale von 1.1-1.2 V fiir das Y,/Y,-Paar hinausgehen,
wiirden zu hoheren Barrieren fiir ET oder EPT fiihren. Die
Barrieren im aktiven OEC konnen nicht zu hoch sein, da die
Aktivierungsenergien fiir die einzelnen S-Zustandsiibergénge
niedrig sind und zwischen 0.05 und 0.4 eV (fiir den S,—S;-
Ubergang) variieren.'”*'*! Die Umsetzung am OEC erfolgt
auf der Millisekunden-Zeitskala.>*"!*’]

Die Notwendigkeit, energiereiche Intermediate zu ver-
meiden, macht PCET und EPT im Kok-Zyklus erforderlich.
Eine Oxidation ohne Protonenabgabe fithrt zur Erhohung
der positiven Ladung. Der Aufbau von Ladung in benach-
barten Redoxpaaren kann zur signifikanten Zunahme der
Redoxpotentiale fithren. Dies geschieht beispielsweise bei
der schrittweisen Oxidation von einigen Oxido- und Sul-
fidometallclustern, wobei E° bei jeder Stufe um 0.3-0.4 V
zunimmt.”>1%% Zum Vergleich: Die Oxidation von cis--
[Ru"(bpy),(H,O),]*" zu cis-[Ru"'(bpy),(O),]*" verlduft an
einer einzelnen Stelle in vier aufeinanderfolgenden Oxida-
tionsschritten iiber einen Potentialbereich von nur 0.6 V.
Dieser enge Potentialbereich sowie die Nivellierung der Re-
doxpotentiale sind sowohl auf PCET (der gekoppelte e /H*-
Verlust erhoht nicht die Ladung) als auch auf die Stabilisie-
rung der hoheren Oxidationsstufen durch die Bildung von
Ru=0-Bindungen zuriickzufiihren.!"*-'*!

5. Oxidationsstufen und Struktur

Befunde aus der EPR- und Rontgenabsorptionsspektro-
skopie an der Mn-Nahkante (XANES: X-ray absorption near
edge spectroscopy) wurden dahingehend interpretiert, dass
die Oxidationsstufenverteilung Mn™™Mn™Mn™Mn'" fiir den
S;-Zustand von OEC favorisiert wird.'**%! Diese Folgerung
ist in Einklang mit KB-XES-Daten!"*"*!l sowie mit *Mn-
ENDOR-Spektren von Photosystem-II-Zentren im S,-Zu-
stand.!*
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S, ist der stabile Ruhezustand im Dunkeln.”! Fiir S,
wurde die Verteilung Mn"Mn"™Mn'YMn' vorgeschla-
gen,[»2L13. 36,185,144 qach wurde diese Formulierung aufgrund
von Messungen der Elektronenspin-Gitter-Relaxation bei
niedriger Temperatur kiirzlich infrage gestellt.!'"]

Rontgenbeugung (XRD) an PSII mit Auflésungen von
321 und 3.5 A" hat Informationen iiber die Struktur des
OEC geliefert. Die Abbildungen 2, 3 und 6 zeigen unter-
schiedliche Ansichten. Strahlungsschdden und dadurch ver-
ursachte Strukturdnderungen, Fehlordnung sowie eine Re-
duktion von Mn™ und Mn" zu Mn" durch die von der
Rontgenstrahlung erzeugten Radikale konnen die Interpre-
tation der XRD-Ergebnisse allerdings erschweren,146-147)

Die OEC-Struktur bei einer Auflosung von 3 A ist in
Abbildung 3 gezeigt,” Abbildung 2 ist die modifizierte Ver-

Tyr 161

CP43-Arg 357
Asp 170
Y ‘ ; Asp 61

CP43-Glut 354

Ala 344 Glut 333

His 190

Abbildung 2. Struktur des PSII-OEC aus Lit. [16], modifiziert wie in
Lit. [35]; C dunkelgrau, O rot, N dunkelblau, Mn purpurfarben, Ca
griin. Wasserstoffatome sind in der verdffentlichten Struktur nicht auf-
gefithrt. Aminosiurereste sind nach der Reihenfolge in Thermosyne-
choccus elongates nummeriert. Die abgebildeten Reste gehéren zur D;-
Untereinheit von PSII, und E354 gehért zu CP43. Die an ein Mn-lon
gebundenen Reste werden als verkiirzte Seitenketten gezeigt, mit Aus-
nahme von Ala 344, das vollstindig abgebildet ist. Zwei H,O-Liganden,
die in der Struktur nicht gefunden wurden, aber als Stellen fur die
O---O-Kupplung vorgeschlagen wurden, sind mit einem Stern gekenn-
zeichnet.

sion einer Stereoansicht der 3.5-A-Struktur.” Die modifi-
zierte Abbildung 2 enthélt Details zur moglichen Koordina-
tionsumgebung der Ca- sowie der Mn(3)- und Mn(4)-Clus-
terpositionen, was fiir die folgende Diskussion des Mecha-
nismus hilfreich ist.”® Keine der beiden Strukturen lieferte
Informationen iiber die gezeigten, an das Mn(4)-Zentrum
koordinierten Wassermolekiile — sie wurden aufgenommen,
weil unsere PCET-Analyse darauf hindeutet, dass diese Po-
sitionen in EPT- und PT-Schritten entscheidend fiir die oxi-
dative Aktivierung des OEC und die Wasseroxidation sind.

Weitere fiir den Mechanismus wichtige Merkmale in
beiden Strukturen sind: 1) die Anordnung von Tyr, und
seiner assoziierten Histidinbase relativ zum OEC, 2) die
Existenz eines {CaMns}-Clusters im Innern des OEC und
3) ein strukturell gebundenes Mn(4)-Zentrum, das nahe bei
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CP43-Arg 357 |

Ala 344
26 *2
CP43-Glu354 6 25
i Glu 189
Asp 170
2.4 1 i1.8
—@ __‘.-—— D 2
23/ 2} Q
Asp 61 Y His 332

Glu 333
His 337

Abbildung 3. {CaMn,}-Cluster im OEC mit Abstinden in A, entnom-
men aus Lit. [23]; Ca orange, Mn rosa, N blau, O rot. Die durch die
Verbindungslinien hervorgehobenen Abstinde zwischen Mn (rot) und
Ca (orange) betragen 2.7 (grau), 3.3 (blau) und 3.4 A (griin). Schwarz
gezeichnete Aminoséuren befinden sich in der ersten Koordinations-
sphire und grau gezeichnete auRerhalb.

Asp170 liegt und Asp61 in seiner zweiten Koordinations-
sphire enthilt.

Die Strukturen in den Abbildungen2 und 3 sind ver-
wandt, zeigen aber auch wesentliche Unterschiede. In der
hoher aufgelosten Struktur wirken Asp342, Glul89 und
Glu333 anscheinend eher als verbriickende denn als termi-
nale Liganden. In dieser Struktur ist auch Ala344 eher an das
Mn(2)- als an das Ca-Zentrum gebunden, was in Einklang mit
FTIR-spektroskopischen Daten ist.

Anhand frither EXAFS-Daten zum S,-Zustand wurde
vorgeschlagen, dass der OEC aus zwei bis drei di-p-oxido-
verbriickten Mn-Einheiten mit Mn-Mn-Abstinden von 2.7 A
zusammengesetzt ist.”3141 Eine aktuelle Range-Exten-
ded-EXAFS-Studie am S;-Zustand lasst auf drei kleine Mn-
Mn-Abstinde im {CaMns}-Cluster, zwei bei 2.7 A und einen
bei 2.8 A, sowie einen oder zwei groBere Mn-Mn-Abstinde
bei 3.3 A schlieBen.™

Unldngst wurde die Struktur des S;-Zustands mit
EXAFS-Messungen an Einkristallen ohne Strahlungsschdden
untersucht.*® Die EXAFS-Daten waren in Einklang mit drei
unterschiedlichen, aber topologisch verwandten Strukturen
fiir den OEC. Die unter Beriicksichtigung der XRD-Daten
bevorzugte Struktur ist in Abbildung 4 gezeigt.

Zwischen der Struktur in Abbildung 3 und der favori-
sierten EXAFS-Struktur in Abbildung 4 bestehen betricht-
liche Unterschiede in Orientierung und Struktur, aber das
grundlegende Cluster- und Ligandengeriist ist in beiden bei-
behalten. Bemerkenswert sind die Di-p-oxido-Verbriickung
zwischen jedem Mn-Mn-Paar, eine einzelne Tri-p-oxido-
Briicke zwischen Ca, Mn(2) und Mn(3) sowie der grofe
Mn(4)--O-Abstand zwischen dem Mn(4)-Zentrum und
Asp170.

Eine schematische Zeichnung des OEC, die auf der
EXAFS-Struktur in Abbildung 4 basiert, ist in Abbildung 5
gezeigt. Sie enthilt wichtige Elemente, die in der folgenden
Diskussion des Mechanismus von Bedeutung sind:

1) Die koordinative Stabilisierung des Mn(4)-Zentrums
durch dreifache Verbriickung zum Mn(3)-Zentrum.
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Asp 170
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»'.“'. : l

Glu 189
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CP43 "_.\.
Glu 354 fo ey
4 Ala 344
Hisasz-O
Asp 342

His 337

Abbildung 4. Strukturdiagramm der bevorzugten EXAFS-Struktur fiir
den OEC im S;-Zustand; Ca griin, Mn rot, N blau, O orange. Mn-
Oxido-Bindungen sind als durchgezogene griine Linien dargestellt.
Bindungen zu anderen méglichen Ligandenatomen sind als punktierte
Linien eingezeichnet; schwarz: Abstinde <3.0 A, blau: Abstinde
>3.0 A. Wiedergabe aus Lit. [153].

[CP43-Arg357]1°
Tyr-O—H---His190

Aspl?O\C¢o
/
- H H
O-.. N S
ﬁ H\O/H O.,’J
s —H Z,
Asp6l-C-0—--H—q__ |9 . F2
e Ol
/~ AN
o] § 0 0
L =W
n
EANT s e W

Abbildung 5. Mégliche Strukturmerkmale am OEC, basierend auf den
EXAFS- und XRD-Strukturen in den Abbildungen 3 und 4. Die gezeig-
ten Wassermolekiile werden weder in der EXAFS- noch in der XRD-
Struktur beobachtet.

2) Das Vorhandensein von drei koordinierten Wassermole-
kiilen am Mn(4)-Zentrum im S;-Zustand sowie von zwei
Wassermolekiilen und einem Hydroxid im S;-Zustand. Im
vorgeschlagenen Mechanismus sind alle drei am ent-
scheidenden Protonentransfer und den EPT-Schritten
beteiligt, die zur oxidativen Aktivierung und Oxidation
des Wassers fithren. Das Vorhandensein der koordinierten
Wassermolekiile wird angenommen, sie wurden aber in
den 3.0- oder 3.5-A-Strukturen nicht nachgewiesen.

3) Die vorgeschlagene Wasserstoffbriicke zwischen Mn(4)-
OH, und Asp61.

4) Der Vorschlag, dass Asp170 eher iiber eine H-Briicke an
ein koordiniertes Wassermolekiil gebunden ist als direkt
an das Mn(4)-Zentrum.
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6. MS-EPT bei der oxidativen Aktivierung des OEC
6.1. Oxidation von Y, durch Ps,"

In ihrem urspriinglichen Konzept des gekoppelten Elek-
tronen-Protonen-Transfers im PSII schlugen Babcock und
Mitarbeiter einen , H-Abstraktions“-Mechanismus vor, der
auf der giinstigen Thermodynamik fiir EPT [siehe Gl. (18)-
(20)] beruhte.247:261113415] Djes konnte auch als 1e7/
1H"-MS-EPT bezeichnet werden [sieche GI.(19)]. Der
Elektronentransfer erfolgt vom Tyrosinrest Tyr, zu Pgg," mit
gleichzeitigem Protonentransfer von Tyr,-OH zu His 190 tiber
eine vorher gebildete H-Briicke.

Der fiir die Y,-Oxidation in den Gleichungen (18)-(20)
gezeigte 1e7/1 H'-MS-EPT-Weg ist analog zur Oxidation von
ArOH in Gleichung (10), auBer dass der weitreichende (ca.
10 A) Elektronentransfer von Tyr, zu Pgg," zwischen fixierten
(nichtdiffundierenden) Stellen in der Photosynthese-Mem-
bran verlauft.

6.2. Die oxidative Aktivierung des OEC
6.2.1. Einfiihrung in den Mechanismus

Wie in der Einleitung erwihnt, wurden bereits mehrere
Modelle zum Mechanismus der Wasseroxidation im OEC
publiziert,l-*-21:2829.32.42-32] Apgeregt durch die kiirzlich verof-
fentlichten XRD- und EXAFS-Strukturen des OEC setzten
wir uns zum Ziel, ein Modell fiir die Wasseroxidation zu
entwickeln, das in Einklang mit den experimentellen und
theoretischen Daten ist.

Wie bei jedem Mechanismus komplexer Systeme handelt
es sich beim hier vorgestellten Mechanismus um eine Hypo-
these. Zwar sind allgemeine Struktureigenschaften des OEC
bekannt, wichtige mikroskopische Details (koordinierte H,O-
Molekiile, p-Oxido-Briicken, Einzelheiten der Koordinati-
onssphiren) fehlen aber noch. Aus dieser Tatsache resultieren
Mehrdeutigkeiten und Unsicherheiten, die in der folgenden
Diskussion ebenfalls besprochen werden sollen. Die gezoge-
nen Schlussfolgerungen sollten dementsprechend mit einer
gewissen Vorsicht bewertet werden.

6.2.2. Der H-Abstraktions-Mechanismus

Babcock und Mitarbeiter schlugen vor, dass auch bei der
oxidativen Aktivierung des OEC durch Y, eine ,H-Ab-
straktion® stattfindet.l'**7.26-273] Fiir den Elektronentransfer
wurde angenommen, dass er von Mn" zu Tyr-O- verlduft und
von einem H*-Transfer von Mn-OH, zu Tyr-O" begleitet wird,
wie in Gleichung (22) fiir den S,—S,;-Ubergang veranschau-
licht wird.

Diese Hypothese scheint angesichts der Strukturen in den
Abbildungen 24 nicht haltbar zu sein: Diese zeigen, dass
Tyr,-OH vom nichsten Mn-Ton im {CaMn,}-Cluster ca. 6 A
weit entfernt ist. In Anbetracht der kurzen Reichweite des
Protonentransfers beim EPT wiirde diese Entfernung einen
solchen Transfer ausschlieen. Ein weitreichender EPT iiber
mehrere iiberbriickende H,O-Molekiile scheint ebenso un-
wahrscheinlich.*%31% Eg gibt Hinweise, dass der Oxidati-
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on von Mn die Freisetzung eines Protons vorausgehen
konnte, eventuell induziert durch Oxidation/Deprotonierung
von Y, (Tyr,-O—H-His 190);1°%! die OEC-Strukturen in den
Abbildungen 2—4 lassen aber auch andere mogliche EPT-
Wege erkennen.

6.2.3. 1e /2H" und schrittweiser MS-EPT

MS-EPT-Wege erfordern wegen der kurzen Reichweite
des Protonentransfers die vorherige Bildung von H-Brii-
cken!"™1%2l In Abbildung 5 lassen sich mogliche MS-EPT-
Reaktionswege erkennen, die die mutmafliche Mn(4)-
OH, - Asp 61-Wasserstoffbriicke nutzen. Die Bedeutung von
Asp 61 wird durch Punktmutationsstudien an Asp61 in Zellen
und Sauerstoff entwickelnden Core-Préparationen des Wild-
typs von Synechocystis sp. PCC 6803 belegt. Punktmutation
bei Asp61 senkt die Geschwindigkeit der Sauerstofffreiset-
zung um einen Faktor von 9-10. Gleichzeitig werden die S;—
S,- und S,—S;-Uberginge um das 2-3fache verlangsamt,
wihrend die Reduktion von P, durch Y, nicht beeinflusst
wird.['®]

le/2H*-MS-EPT: Bei dem in Gleichung (23) gezeigten
MS-EPT-Weg ist die Mn(4)-OH,--Asp 61-H-Briicke am 1e7/
2H"-MS-EPT beteiligt. Der Elektronentransfer erfolgt hier
vom Mn(4)-Zentrum zum Tyr,-Rest bei gleichzeitigem
zweifachem Protonentransfer: Ein Proton wird von Mn(4)-
OH, auf Asp61 iibertragen und gleichzeitig das "H-His 190-
Proton auf Tyr-O-.

Es muss keine strukturelle Grundlage fiir die Wechsel-
wirkung zwischen Protonen wéhrend des Transfers in Glei-
chung (23) angefiihrt werden. Wie sich aus Gleichung (17)
ergibt, ist EPT eine wahrscheinlichkeitstheoretische Konse-
quenz des Unschérfeprinzips, ebenso wie der Elektronen-
oder Protonentransfer. Der EPT wird durch das Elektro-
nentransfer-Matrixelement induziert und héngt vom Grad
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der Schwingungsiiberlagerung zwischen den Ausgangs- und
Endzustédnden der beiden iibertragenen Protonen ab.

Schrittweiser 1e /1 H'-MS-EPT: Die MS-EPT-Oxidation
des Mn(4)-Zentrums kann auch als schrittweiser 1e /1H"-
MS-EPT ablaufen, beginnend mit der Oxidation des Mn(3)-
Zentrums [Gl. (24)]. Die Oxidation an einer Stelle des Clus-
ters oder einem delokalisierten Clusterorbital scheint beim
S,—S,-Ubergang stattzufinden (siche Abschnitt 6.4).

In den Gleichungen (23) und (24) wird vorausgesetzt, dass
im Sj-Zustand die Verteilung der Oxidationsstufen als
Mn"Mn""Mn""Mn"" vorliegt. Von dieser Annahme geht man
allgemein aus,21135136.143.144] aher wie schon in Abschnitt 5
erwihnt, scheint sie unvereinbar mit den neueren Nieder-
temperatur-EPR-Daten von Kulik et al. zu sein.'*) Mogli-
cherweise ist die Verteilung der Oxidationsstufen im Sy-Zu-
stand allerdings temperaturabhéngig, und bei Raumtempe-
ratur ist Mn" im aktiven OEC vorhanden.

In den Gleichungen (23) und (24) sind zwei Paare am EPT
beteiligt: Tyr-O-"H—His190/Tyr-O—H-His190 (Y;/Y3)
sowie Mn"™-OH--HOOC-Asp61/Mn"-OH, -+~ OOC-Asp61.
Diese beiden Paare fungieren als ,,EPT-Module®, die beim
1e”/2H"-MS-EPT zusammenwirken, um so den gleichzeiti-
gen Transfer von Elektronen und Protonen zu ermdglichen.

Beim Tyr,-Paar wird das in Gleichung (18) von Tyr-OH
zum His 190 tibertragene Proton in Gleichung (23) oder (24)
zuriicktransferiert. Dieser ,,Protonenschaukel“-Mechanismus
(,,proton rocking“ mechanism) wurde zuerst von Renger und
Eckert"™ vorgeschlagen und seither von mehreren Arbeits-
gruppen ausgearbeitet.*'%! Eine wichtige Konsequenz des
Protonenschaukelns ist, dass es die Oxidationsstarke von Tyr-
O erhoht. Die Zunahme von ca. 0.3 V im Vergleich zum Wert
fir das Tyr-O/Tyr-O ™ -Paar ist erforderlich, damit die Was-
seroxidation stattfindet. Das Protonenschaukeln stellt auch
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die Tyr-O—H--His 190-Bindung fiir weitere MS-EPT-Zyklen = Vorteil aus dem Elektronentransfer tiber relativ groe Ent-
wieder her (sieche Abschnitte 6.5 und 6.6). fernungen,’*!"!! wihrend er zugleich die Anforderungen des
Ebenso wie bei der Oxidation von Tyr, durch Peg, " besteht ~ Protonentransfers beziiglich der kurzen Reichweite er-
ein energetischer Vorteil fiir EPT gegeniiber ET. Eine theo-  fiillt,?868.70:90.93.98-100.172.173]
retische Analyse ergibt AG° = +9.2 kcalmol™ fiir einen ET Die aktive Stelle fiir die Wasseroxidation scheint das
iber Mn'"-OH,Tyr-O'—=Mn"-OH, - Tyr-O~ P11 Dije  Mn(4)-Zentrum zu sein.'**! Diese Schlussfolgerung beruht
treibende Kraft ist ungiinstig fiir den ET, weil die primdren  auf seiner Ndhe zum Protonenausgangskanal bei Asp61 und
Produkte in energiereichen Protonenumgebungen gebildet  seiner Ausrichtung zum Ca®"-Ion des {CaMn,}-Clusters, wo
werden, was aus den pKs-Werten abgeleitet werden kann:  die O--O-Kupplung stattzufinden scheint (siche Ab-
pKs ([Mn"™(H,0),]*") = 0.2 und pKs=10 fiir Tyr-OH."®1  schnitt 6.5.2).
6.3.2. Weitreichender H"-Transfer zum Lumen
6.3. Ubergiinge zwischen S-Zusténden: Sy—S;
Im Anschluss an den Verlust des Elektrons in den Glei-
Da der S;-Zustand der stabile Ruhezustand fiir den OEC  chungen (23) oder (24) — dem ersten von vier im Kok-Zyklus
im Dunkeln ist, beginnt der dunkelangepasste, lichtgetriebe-  — ist der Transfer eines Protons in das Chloroplast-Lumen
ne Kok-Zyklus eigentlich mit dem Ubergang S;—S,. Im An-  erforderlich, um die Entstehung eines lokalen Protonengra-
schluss an die Photoanregung von S; wird Sauerstoff gebildet,  dienten zu vermeiden. Dadurch wird auch die MS-EPT-
und das vierte Photoanregungsereignis wandelt S, in S; um.  Kontaktstelle bei Asp61 wiederhergestellt.
Fiir die Diskussion des Mechanismus ist es giinstig, mit dem Die Protonenabgabe nach aufen wird durch die Ver-
Sy—S;-Ubergang zu beginnen und dem sequenziellen Aufbau ~ wendung von Asp61 als EPT-Akzeptor erleichtert. Wie in
von Redoxdquivalenten im fortschreitenden Zyklus zu  Abbildung 6 zu erkennen, befindet sich Asp61 im Zugangs-
folgen. bereich zu einem hydrophilen Protonen-Ausgangskanal zum
Nach EXAFS-Messungen hat der {CaMn,}-Cluster im S;- Lumen auf der AuBenseite der PSII-Membran. Es ist be-
und im S,-Zustand im Wesentlichen die gleiche Struktur; kannt, dass die im Kok-Zyklus freigesetzten Protonen in
hingegen ist im Sy-Zustand einer der Mn-Mn-Abstinde um  weniger als 12 ps auf der Lumenoberfliche ankommen.[16316%]
ca.0.15 A grofler. Diese VergroBBerung ist in Einklang mit der  Der pKg-Wert von Asp61 liegt nahe beim pH-Wert des
Protonierung einer p-Oxidobriicke oder mit der Gegenwart ~ Lumens. Letzterer kann nicht hoher sein als pH 5!, wo-
eines Mn'-Zentrums im Sy-Zustand.[**15! durch pK(Asp61) <5 festgelegt ist.
Es wurde vorgeschlagen, dass ein Cluster aus titrierbaren
6.3.1. MS-EPT-Oxidation des OEC Resten am Protonen-Ausgangskanal beteiligt ist, beginnend
mit Asp61 und abschlieBend mit einer Reihe von PsbO-
Die 1e/2H*- und 1e /1H"-MS-EPT-Wege in den Glei- Resten."’*'7") Wesentliche pKs-Werte und mogliche Aus-
chungen (23) und (24) liefern eine energiearme Alternative  gangskanile wurden durch Losen der linearisierten Poisson-
fir die oxidative Aktivierung des OEC. Die wesentlichen  Boltzmann-Gleichung mit Atomkoordinaten aus der Kris-
Strukturelemente sind die Wasserstoffbriicken Tyr-O*-"H— tallstruktur bei 3.0 A Auflésung und CHARMM analysiert,
His190 und Mn"-OH,--~OOC-Asp61, die EPT an jeder um die Positionen der Wasserstoffatome zu optimieren."””
Stelle ermoglichen. Der Reaktionsweg iiber MS-EPT zieht  Diese Rechnungen sagen eine gleichférmige pKs-Zunahme
Angew. Chem. 2007, 119, 5378 -5399 © 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de 5387
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GIn165 His190
Arg357) ...,
O g ‘, X22 ‘ Tyrz
2 -+ d
2H0 —» X, C-term
sali 4 Ca
mégliche . !
Reaktionsstelle "-+:- " Glut189 \\0(1)
w AN
Asp170 ——Mn(4) 0(4) Mn(T)
! Mn(2
V:V n(qLégz) His332
| Glut3ss / '
Asp61 Glut3s4 Hisa37

Gluté5
H Lumen
Abbildung 6. Schematische Darstellung des OEC, die Folgendes veran-
schaulicht: a) mégliche H-Briicken-Wechselwirkungen zwischen Tyr,
und His 190 und zwischen Mn"(4)-OH, (W =H,0) und Asp61, darge-
stellt als punktierte blaue Linien; b) den hydrophilen Ausgangskanal
fiir Protonentransfer vom Zugang bei Asp61 zum Chloroplast-Lumen
(blauer Pfeil); c) mogliche Substratwasser bindende Positionen an
Mn(4) (X;) und Ca (X, und X,,). Die vorgeschlagenen O,-Ausgangs-
und H,0O-Eintrittkanile werden durch den roten bzw. blauen Pfeil und
die Richtung des Elektronentransfers zu Pgg," durch den griinen Pfeil
angezeigt. Reste in den D-, D,- und CP43-Untereinheiten sind gelb,
orange bzw. griin markiert. Ein weiteres moglicherweise koordiniertes
Wassermolekiil, das aber bei einer Auflésung von 3.5 A nicht zu identi-
fizieren war, ist ebenfalls mit W gekennzeichnet. Wiedergabe aus
Lit. [16].

entlang des Ausgangskanals voraus und identifizieren einen
Ersatzkanal von Asp61 zum Lumenausgangsbereich im
PsbO. Sie erkennen auch einen moglichen Wassereintritts-
kanal iiber eine Kette, die bei CP43-Arg357 beginnt und bei
D;His92 auf der luminalen Oberfldche endet.

In diesen Rechnungen war der Aufbau von Ladung auf
dem {CaMn,}-Cluster eher zugelassen als Protonenverlust
und Redoxpotentialausgleich. Dies fiihrt zu stark erhohten
Acidititen fiir Reste in der Nidhe des Clusters; diese Reste
gelten als vermutliche Quelle fiir die freigesetzten Proto-
nen.'"¥

Der Protonen-Ausgangskanal ermoglicht einen Mecha-
nismus fiir die schnelle Protonenabgabe an das Lumen
(Gleichung (25)). Dieser Schritt vervollstindigt den Verlust
des jeweils ersten von vier Elektronen und von vier Protonen,
die fiir die Wasseroxidation benotigt werden.

Aspo6l
Mntii-0 H—O—C/
[ N\
H 0
(25)
Asp6l
IIT A A / +
Mn Cl), 0-C + H' (Lumen)

N\
H \o

6.3.3. H*-Transfer in der inneren Koordinationssphdire

Nach dem Protonentransfer zum Lumen bleibt Mn™-OH
an der Grenzflache mit Asp61 zuriick. Ein anschlieBender
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Protonentransferschritt in der inneren Koordinationssphire
[GL. (26)] hitte den Vorteil, dass er die Mn(4)-OH,-Asp 61-
Konstellation zuriickbildet und sie fiir weitere 1e /2H*-MS-
EPT-Zyklen zugénglich macht. Ohne diesen Schritt wiirden
durch MS-EPT inhibierend wirkende, energiereiche Mn(4)-
O~ -Intermediate erzeugt werden.

[CP43-Arg]™ .\

H

/
H—0 O

\III,’

Aspé6l
—/Mri—o\ ,_o—c\\
0 % H 0
(26)
[CP43-Arg]*
H_O\IH,'O _ /ASp61
—Mn'—O\—H se0-C
/N O

o o H

Ein Protonentransfer in der inneren Koordinationssphére
wurde in Metallkomplexen 13217l nachgewiesen, und es
gibt einige Faktoren, die ihn im OEC zu férdern scheinen. In
Gleichung (26) wird die abstoBende Wechselwirkung Mn-
OH™-"OC(0O)-Asp61 entfernt und die stabilisierende H-
Briicke Mn"-OH,-Asp 61 gebildet. Der Transfer von OH™ an
die Position X, in Abbildung 6 scheint auch durch eine elek-
trostatische Wechselwirkung mit positiv geladenen Seiten-
ketten -N(H)C(NH,),* von CP43-Arg357" begiinstigt zu sein.

6.3.4. Die zweite Koordinationssphdre: “OOC-Asp 170

Das experimentelle Muster der Protonenfreisetzung
wihrend des Kok-Zyklus entspricht 1:0:1:214163180-186 4
nicht 1:1:1:1, obwohl letzteres in Core-Partikeln von Spinat
beobachtet wurde.'®” ¥ Das Protonenfreisetzungsmuster ist
auch pH-abhiingig.[8>1819]

Wie in Abschnitt 6.6 besprochen wird, kann die ab-
schlieBende Abgabe von zwei Protonen in einem 1:0:1:2-
Muster erkldrt werden, wenn angenommen wird, dass As-
partat Asp 170 — das in den Abbildungen 2, 3 und 6 als an das
Mn(4)-Zentrum koordininiert gezeigt wird (ebenso in Ab-
bildung 4, aber dort mit einem Abstand von >3 A) —sich im
aktiven OEC tatséichlich, wie in den Abbildungen 4 und 5, in
der zweiten Koordinationsspére befindet. Asp170 kann vor
der O--O-Kupplung als innere Base zur Deprotonierung von
Ca-OH, wirken (Abschnitt 6.5.2).

Nach Mutagenese-Studien ist Asp170 an der Bildung des
{Mn,}-Clusters beteiligt, indem es an der Hochaffinittsstelle
einen Liganden zur Verfiigung stellt, der das erste Mn-Ion
bindet."”'*’) FTIR-Messungen der symmetrischen und un-
symmetrischen Carboxylatmoden von Asp 170 haben zu dem
Vorschlag gefiihrt, dass nach dem Sy-Zustand die Oxidation
ohne Beteiligung des Mn(4)-Zentrums verlduft. Ein Ver-
gleich der Verschiebungen der IR-Banden der S-Zusténde bei
PSII-Partikeln des Wildtyps mit denen der Asp 170 His-Mu-
tante ergab keine Verschiebungen der Asp170-IR-Banden
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durch Oxidation des OEC; es ist aber bekannt, dass ver-
wandte Clustermoden auf solche Anderungen anspre-
chen,[21:124.146.193,194]

Die FTIR-Daten lassen sich, wenigstens bis zum S;-Zu-
stand, damit erkldren, dass das Mn(4)-Zentrum nicht an den
Redoxvorgingen am OEC beteiligt ist. Eine andere Erkla-
rung in Einklang mit den FTIR-Daten und der Struktur in
Abbildung 4 ist, dass Asp170 im aktiven OEC nicht an das
Mn(4)-Zentrum koordiniert ist."™ Dieser Interpretation
folgend enthilt die zweite Koordinationssphidre nahe beim
OEC eher anionisches Asp170 (TOOC-Asp170) als koordi-
niertes Asp 170.

6.4. Der S;—S,-Ubergang

Die geschitzte Zunahme der Reduktionspotentiale zwi-
schen den S,/S,- und S,/S,-Paaren liegt bei ca. 0.2 V,[122123:1%]
was fiir Koordinationskomplexe wenig ist, verglichen mit den
Unterschieden zwischen sequenziellen Paaren.'”*!"l S, und
S, haben typischen EXAFS-Messungen zufolge im Wesent-
lichen die gleiche Struktur.'"*2 Man nimmt allgemein an,
dass bei diesem Ubergang eine Oxidation von Mn™ zu Mn"¥
stattfindet, es finden sich jedoch Belege fiir das Vorhanden-
sein von Mn"" in EPR- und Nah-IR-Spektren aus Photolyse-
und spektroskopischen Messungen bei —269°C.["*!

Um das in Core-Partikeln des Spinats gefundene 1:1:1:1-
Protonenfreisetzungsmuster zu erkliaren, konnten sowohl die
Sequenz in den Gleichungen (27) und (28) als auch ein
schrittweiser MS-EPT wie in Gleichung (24) herangezogen
werden. Das Muster im aktiven OEC ist jedoch 1:0:1:2; auch
gibt es Hinweise, dass das Mn(4)-Zentrum beim S;—S,-
Ubergang nicht oxidiert wird,[13%140.199-201]

(27)
H / i
O\u,,o m Asp6l
His190-H"*** "0-Tyr, —MA—O-H *** 0-C,
NS d % H 0
H* / \
H /
o 0 Asp6l
v /5P
—/Mn:O\"‘H—O—C\\
0
O O H
-H* (Lumen) (28)
H /
Yo O Asp6l
—\»Z”‘—o 0 c/
SN TN
RN
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RIXS-Messungen (RIXS =resonant inelastic x-ray sca-
ttering measurements) lassen darauf schlieBen, dass das beim
S;—S,-Ubergang abgegebene Elektron von einem delokali-
sierten Orbital stammt.['*7?1 Verschiebungen der Banden-
energien fiir v(TOOC-)-Carboxylatmoden um 1340-
1430 cm™' wurden sowohl bei S;—S,- als auch bei S,—S;-
Ubergingen beobachtet,?*27 aber signifikante Verschie-
bungen der a-~"OOC-Ala344-Moden kommen nur beim S, —
S,- und nicht beim S,—S;-Ubergang vor.?” Da Ala344 ko-
ordinativ an das Mn(2)-Zentrum gebunden ist (Abbildung 3),
weist dies auf einen Beitrag des Mn(2)-Zentrums — und
riickschlieBend des {CaMn;}-Clusters — zum Redoxorbital im
S;—S,-Ubergang hin. Wie oben erwihnt, belegen FTIR-
Daten, dass Asp170 nicht beeinflusst wird.[!12419194

Die Oxidation zum S,-Zustand hat elektrochrome Ban-
denverschiebungen zur Folge. Diese werden einer positiven
Ladung zugeschrieben, die vor dem Losungsmittel tief in
einer Umgebung geringer Dielektrizitit verborgen ist.?%52
Diese elektrochromen Verschiebungen geschehen nur wih-
rend des S,—S,-Ubergangs und sind mit Konformationsin-
derungen des Proteins verbunden.”!

FEine Erklarung fiir diese Beobachtungen besteht darin,
dass die Oxidation des S;-Zustands am {CaMn;}-Cluster unter
Bildung einer nicht kompensierten positiven Ladung erfolgt
und damit die formale Oxidationszahl im Cluster von
Mn""V™Y auf Mny™™YV erhoht wird [Gl. (29)]. Ohne La-
dungsausgleich durch Protonenabgabe oder Anlagerung
eines Anions wiirde die Oxidation in der OEC-Membran mit
niedriger Dielektrizitidtskonstante eine positive Ladung er-
zeugen, die den elektrochromen Effekt erkldren
Wurde.[27,210—212]

S1
+hv q+

—e’ (P687+) Sl i
‘ Tyr-0'=--"H-His190

0
Il-

(29)

0]
T N/

-~
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6.5. Der S,—S;—S;-Ubergang

Es wurde vorgeschlagen, dass die O--O-Kupplung im
Anschluss an die Oxidation vom S,- zum S;-Zustand ab-
liuft [1>:19-21:32.35:1292183] K_Kanten-Differenzspektren (K-edge
difference spectra) aus XANES-Messungen zufolge unter-
scheiden sich die Strukturinderungen beim S,—S,-Ubergang,
wo Mn™ zu Mn' oxidiert wird, signifikant von den Ande-
rungen beim S,—S;-Ubergang.**21 Auch EXAFS-Daten
deuten auf eine Strukturdnderung vom S,- zum S;-Zustand
hin,20-42:49.203.215218] g]lerdings wurden unterschiedliche Re-
sultate aus unterschiedlichen Studien veroffentlicht. Renger
schlug ein Gleichgewicht zwischen mindestens zwei Zustin-
den in S; vor.*>1?! Die Aktivierungsenergie von 0.4 eV fiir
den S,—S;-Ubergang ist die hochste der vier S-Zustands-
ibergiinge. 126125219

6.5.1. MS-EPT und PT beim S,—S;-Ubergang:
der Zwischenzustand S;

Mit der Formulierung des S,-Zustands wie in Glei-
chung (29) wiirde die weitere lichtgetriebene 1e /2H"-MS-
EPT-Oxidation mit Asp61 als Protonenakzeptor Mn(4)" in
seiner Dihydroxidoform, Mn'V(OH),, ergeben [Gl. (30)].
Dieser Vorschlag ist in Einklang mit den Befunden verglei-
chender XANES-Messungen an PSII- und Mn-Modellver-
bindungen. Diese lassen auf das Fehlen von hoher oxidierten
Mn=O-Intermediaten in allen S-Zustinden von S, bis S;
schliefen.’” Aus EPR- und Nah-IR-spektroskopischen
Messungen in fliissigem Helium gibt es Anzeichen fiir das
Auftreten von Mn™ auf dieser Stufe, man beachte jedoch die
Diskussion unten.!'%1%.221.222]

Es wird diskutiert, ob die Oxidation in diesem Schritt auf
Mangan[* 13138171 oder einem Liganden basiert.[136:140.144.223]
Oxidation an einem Liganden, besonders jene an einer end-
standigen oder verbriickenden Oxido-Gruppe zu Mn(O), ist
gleichbedeutend mit der Aussage, dass das Redoxorbital
(HOMO) eher Ligand- als Metallcharakter hat.

T. ). Meyer et al.

o NP \y +
1l 0 O/H 5
Asp61-C-0 [ w2
H/O‘-Mp(\él) Ca
AP
O
PR o
\O/Mn(3)
(31)
H #
H \ +
O
\| _H o
Asp61-C-O"-g— S
sp /O‘Mn/(él) o
SN/
o £ O o
N
/C\O/Mn (3) LV
S3

Mit einer auf Mangan basierenden Oxidation und Proto-
nenabgabe an das Lumen wie in Gleichung (30) wiirde ein
nachfolgender Protonentransfer in der inneren Koordinati-
onssphire nach Gleichung (31) die Mn(4)-OH,--Asp 61-MS-
EPT-Kontaktstelle wiederherstellen. Der in Gleichung (31)
gezeigte lokale Protonentransferkanal nutzt das vermutete
dritte an das Mn(4)-Zentrum koordinierte Wassermolekiil
(siehe Abbildungen 5 und 6). Der Protonentransfer innerhalb
der inneren Koordinationssphire ergibt die Zwischenstufe,
die in Gleichung (31) mit S; gekennzeichnet ist. Sie wird als
die erste der beiden von Renger vorgeschlagenen S;-Formen
angesehen.*?

6.5.2. O---O-Kupplung: der S;—S,'-Ubergang

Eine Verarmung an Calcium inhibiert bekanntlich die
Photosynthese durch Blockieren des S,—S;-Ubergangs, was

] H
+hv
-
S; ——— Asp6l-C-0- H>
—e” (Pgao") H
30
e (30)
Tyr-O-H---His190
H =#
H_ H \ + i
(I)I \O/ - O/ H\O/H - \O_/ *
Asp61-C-0- .O\[/O v :Ca -H" (Lumen) ﬁ _ 0 ]/O/w E
w o oMndd) ———— Asp61-C-0 Ly~ _Mn(4) Ca
i SN
o 0 0 o £0 /
N | o1 O
- v
N M (3) C\O/Mn (3)?

www.angewandte.de

© 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angew. Chem. 2007, 119, 5378 —5399


http://www.angewandte.de

Angewandte

Photosystem |l Chemie
fiir seine Beteiligung an der O--O-Kupplung spricht.??*!  Gleichgewicht, Mn"Y(OH), = Mn"V(O)(H,0), zuginglich. Es
Die Details der koordinativen Umgebung des Ca-Zentrums  gibt frithere Beispiele fiir verwandte Gleichgewichte in Me-
in den OEC-Strukturen in den Abbildungen 2-6 sind mit den  tallkomplexen '3
Auflésungen von 3 oder 3.5 A nicht gesichert. Dennoch ist es Auch mit Zugang zu Mn"™=0 wiirde die O-~O-Kupplung
moglich, wie in den Abbildungen 2 und 6 vorgeschlagen, ein  zwischen Mn(4)=O und Ca-OH,(X,,) ohne vorherige Proto-
mit Calcium koordiniertes Wassermolekiil an der in Abbil- nenabgabe durch den Aqua-Liganden ein energiereiches,
dung 6 als X,, gekennzeichneten Position unterzubringen. protoniertes Peroxido-Intermediat, (H,OO)Mn(H,O), lie-
Basierend auf den relativen Positionen dieser mutmalBlichen  fern. Energetisch giinstiger ist der Vorschlag, dass der
Ca-OH,-Gruppe und der Mn(4)"Y-OH-Gruppe an der Posi- Kupplung eine Deprotonierung zu Ca-OH (X,;) voraus-
tion X, in Abbildung 6 wurde dies als Ort fiir die O--O-  geht,* wozu aber eine innere Base benétigt wird. Als solche
Kupplung vorgeschlagen.?%! konnte Asp 170 fungieren, das in den Abbildungen 4 und 5
Die Oxidoform von Mn(4)", Mn"=0, wird als die bei der  eine Position in der zweiten Koordinationssphiire um Mn(4)
O--O-Kupplung reaktive Form angenommen.”2*% Sie ist  einnimmt. Gleichung (33) zeigt, wie Asp170 iiber einen lo-
iiber das in Gleichung (32) dargestellte Dihydroxido-Oxido-  kalen Protonentransferkanal bei der Protonenabgabe von Ca-
OH,(X,,) als innere Base wirken kann.
R Es konnten auch andere Protoneniibertragungskanéle
H /H\H\ S+ aufgebaut werden, die Ca-OH, mit "OOC-Asp 170 verbinden
0 \O Q und die Wassermolekiile der zweiten Koordinationssphire (in
I —H =
Asp61-C=0--|H—n___ 9w = den Kristallstrukturen nicht zu sehen) miteinbeziehen, indem
,0™—Mn(4) Ca . . . .
H i\ / sie eines oder mehrere verbriickende Wassermolekiile
? 5 ? g nutzen."” Die Verwendung von H,O als Saure, z. B. Mn(4)-
e\ Mn/( S OH-H-OH — Mn(4)OH,"~OH", oder Base, Ca-
o OH,-OH, — Ca-OH -+-*HOH,, in einer Protoneniibertra-
S5 gungssequenz ist jedoch in Anbetracht von pKs(H,0) =15.7
(32) und pKs(H;0") = —1.74 energetisch ungiinstig.!'*"***2"
Protonenverlust von Ca-OH, und Mn'"(O)(H,0)-Bil-
" dung liefern die Zwischenstufe A, die als die unmittelbare
0 H H \O/H + Vorstufe zur O-+O-Kupplung angesehen wird. XANES- und
n_ C|> o % FTIR-Daten zufolge ist sie energetisch ungiinstig und bildet
Asp61—C—O----H\0_Mn//( 4 )V Ca sich nicht als detektierbares Intermediat. Sowohl das
H/ O/ E \O / Mn"(OH),=Mn"(0)(H,0)-Gleichgewicht als auch der
| IS l /O Protonentransfer nach Gleichung (33) konnen ungiinstig sein.
~C >Mn (3) Auf letzteres deuten die relativen pKg-Werte fiir Ca®* o (9.7)
0 und HOOC-Asp170 (4-5) hin. Die beiden vorgelagerten
[CP43-Arg357]" .
[CP43-Arg357]
Aspl70~_=0
/C i+ Aspl7 0\C4O
*O‘) gt H /
Y H —
g H\{I_I{ 4) ARl . OH A
I 04 1% 0 NI I
ASPEL-C=0mnmfi | P I o ! A
A0 Mn (4) @ —> Asp6l-C-0 1O W Z
7/ EN / H=o0—md(4)" Cca
o =0 4 LAV S
[ N | o §0 4
O SMn(3) " Lot 7
© N M (3)
S, o
(33)
[CP43-Arg357]" /
Aspl7 O\C¢O
g
H™ H
ot g
ASp61-C-0-----H 2 W =
P So—wnf(4)’ ca
S /
9 0 g
| o~
“ONg i (30
A
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Gleichgewichte konnen mafgeblich zur hohen Aktivie-
rungsenergie (0.4 eV) fiir den S,—S;-Ubergang beitragen.

Die Guanidiniumseitenkette -N(H)C(NH,)," von CP43-
Arg357" erstreckt sich iiber die aktive Seite des {CaMns}-
Clusters und ,,umklammert“ die Ca-OH,(X,,)-Koordinati-
onsstelle. Mutagenesestudien belegen, dass CP43-Arg357*
fiir die O,-Entwicklung erforderlich ist.”””! Seine Funktion
konnte darin bestehen, durch seinen elektrostatischen Ein-
fluss den pKg-Wert fiir Ca-OH, abzusenken, was den AG-
Unterschied zwischen A und S; verringern wiirde.

Der vorgeschlagene O---O-Kupplungsschritt in A wird in
Gleichung (34) veranschaulicht. In dieser Reaktion erfolgt

[CP43-Arg357]"
Aspl70~_=0

C
/
H/O H
(l)l H\Q/H :\“ -/ /H
ASp61-C—=0----H [ //O‘ o B ¥~ O~n
-0 4) Ca

[CP43-Arg357]"

Aspl7O\C4O
4 H
- H
H H '\ /H
i N 29
ASp61-C—O:"'H\ | /O i1 ';;
,O—/- n (4) Ca
i Y /
O | /
/C\O>Mr1(3)HI
Sz !

der nucleophile Angriff von Ca-OH™ auf Mn=0. Es werden
entweder nacheinander oder gleichzeitig zwei Elektronen
iibertragen, eines auf Mn(4)"Y und das andere auf den
{Mn;™""™V}-Cluster. Das mutmaBliche Produkt der O--O-
Kupplung in Gleichung (34) ist eine Mn"™-Hydroperoxid-
Zwischenstufe: Mn™-OOH. Sie wird als S; bezeichnet und
als die zweite der beiden von Renger vorgeschlagenen S;-
Formen angesehen.

Siegbahn und Crabtree berechneten unter der Annahme
von Mn'=0O als aktiver Zwischenstufe den O--O-Kupp-
lungsschritt.”® Fiir die Rechnungen verwendeten sie die
Dichtefunktionaltheorie und das B3LYP-Funktional zur
Energieminimierung. Die Ergebnisse dieser Rechnung
machen deutlich, wie wichtig der Oxylradikalcharakter
(Mn"(0) fiir die Auslosung der O-~O-Kupplung ist.” Sie
deuten auch darauf hin, dass sich Mn'™-OOH in einem ther-
modynamischen Gleichgewicht mit einer aktivierten Mn"=0-
Vorstufe befindet. Ganz dhnlich hat Renger ein schnelles
Redoxgleichgewicht zwischen Mn-gebundenem Peroxid und
zwei terminalen Hydroxidoliganden vorgeschlagen.[*2
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Der Ansatz, dass zwei S;-Intermediate — hier als S; und S5’
bezeichnet — auftreten, konnte eine Erkldrung fiir die wider-
spriichlichen EXAFS-Befunde bieten, sofern die Messungen
an zwei unterschiedlichen Formen durchgefiihrt wurden. Die
Auswertung eines EXAFS-Datensatzes ergab eine Vergro-
Berung der 2.7-A-Abstinde im S;-Zustand auf 2.8 und 3.0 A,
was mit einem reduzierten Cluster und S5 in Einklang ist.*!”!
Die Auswertung des zweiten Datensatzes war im Einklang
mit einer Mn-zentrierten Oxidation von Mn™ zu Mn" und
den damit verbundenen Strukturdnderungen. Diese Beob-
achtungen passen zu S; vor der O--O-Kupplung.**¥

Die Resultate von Wasseraustauschstudien weisen auf
eine O--O-Kupplung zwischen unterschiedlichen Stellen hin,
von denen eine in schnellem Austausch mit dem &uBeren
Losungsmittel steht und die andere in langsamem,48228-231]
Die schnell austauschende Stelle ist vermutlich Ca-OH,, und
der Austausch erfolgt im S;-Zustand entweder vor der O--O-
Kupplung oder — wenn ein schnelles Gleichgewicht zwischen
S; und S;' vorliegt — danach.

Die Stelle fiir den langsamen Austausch ist vermutlich das
Mn(4)-Zentrum. Ein wahrscheinlicher Mechanismus fiir den
Losungsmittelaustausch am Mn-Zentrum wiirde das Gleich-
gewicht Mn"(OH), = Mn"(O)(H,0) in Gleichung (32)
einbeziehen, mit einem Nettoaustausch nach der folgenden
Sequenz: 1) HO-Mn-O*H — O=Mn-O*H, (Oxido-Dihy-
droxido-Gleichgewicht), 2) O=Mn-O*H, + H,0 — O=Mn-
OH, + H,0* (Wasseraustausch), 3) O=Mn-OH, — HO-Mn-
OH-[lSL 132,179]

Cl~ wurde in der 3.5-A-Struktur nicht lokalisiert, ist
jedoch ein Cofaktor fiir die Wasseroxidation, auch wenn
chloridarme Proben durch Zugabe unterschiedlicher Anio-
nen wieder in katalytisch aktive Formen {iiberfithrt werden
konnten.”>?4 Die Ergebnisse einer neuen EPR-FTIR-
Studie sind in Einklang mit einer N; -Bindung in der unmit-
telbaren Nidhe des Mn-Clusters und zeigen, dass die Bindung
von ClI~ mit der von N5~ an dieser Stelle konkurriert.?*!

Wie von Brudvig und McEvoy™ vorgeschlagen, kénnte
die Aktivierung durch Bindung eines Cl -Ions an das Mn(4)-
Zentrum iiber eine Koordinationserweiterung oder iiber die
Bildung einer Cl™-Briicke zwischen dem Ca- und dem Mn(4)-
Zentrum geschehen. In jedem Fall konnte ein koordiniertes
Anion infolge seines elektronischen Einflusses auf pKs-Werte
und den intermolekularen Protonentransfer eine indirekte
Rolle spielen. Beispielsweise wiirde der Anionentransfer vom
Ca- zum Mn(4)-Zentrum die Aciditdt von Ca-OH, erhohen
und damit den Protonentransfer von Ca-OH, zu ~OOC-
Asp170 in Gleichung (33) férdern.

Die Rolle des Spinaustauschs beim Elektronentransfer
und bei der O--O-Kupplung bleibt noch zu bewerten. Matsu-
kawa et al. beschrieben als erste das EPR-Spektrum des S;-
Zustands und lieferten auch eine phdnomenologische Simu-
lation.]

6.6. S;—S,—S, + O,: O,-Entwicklung
Die Zustinde Si-S; wurden alle abgefangen und spek-
troskopisch untersucht. Die photochemische Anregung des

S;-Zustands fiihrt zur Bildung von O, unter gleichzeitigem
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Auftreten des S-Zustands. Geschwindigkeitsbestimmend ist
die Reduktion von Y, Uber den Nachweis eines S,-Uber-
gangszustands mit transienter EPR-Spektroskopie ist be-
richtet worden.® Bei Cyanobakterien wurde kiirzlich unter
hohen O,-Driicken eine mit Verdnderungen im UV-Spektrum
verbundene Hemmung der O,-Entwicklung beobachtet — ein
weiterer Hinweis auf ein Intermediat nach dem S;-Zu-
stand.PL38 Zeitaufgeloste Messungen mittels Rontgenab-
sorptionsspektroskopie (X-ray absorption spectroscopy,
XAS) haben den Nachweis fiir das Auftreten eines Interme-
diats im Anschluss an die photochemische Anregung des S;-
Zustands geliefert.”™™! Nach der Laserblitzlichtphotolyse er-
folgt die Oxidation von Mangan durch Elektronentransfer zu
Y, bei ca. 1.1 ms, etwas abhingig vom Probentyp.'®®! Tm
transienten XAS-Experiment findet die Reduktion an
Mangan nach einer Verzogerung um 250 ps statt. Dieser
kurzlebige Vorgang ist entropisch getrieben, betrifft nicht
Mn=0O und beeinflusst nicht die Oxidationsstufen von
Mangan oder Y.

Es wurde gefolgert, dass die Verzogerung am wahr-
scheinlichsten wegen eines Protonentransferschrittes auf-
tritt.?! Dass dem Elektronentransfer ein Protonentransfer
vorausgeht, wurde urspriinglich von Rappaport et al. vorge-
schlagen.’™ Die Kinetiken der Y,-Reduktion durch den
OEC sowie der O,-Freisetzung im Anschluss an die Anre-
gung des S;-Zustands sind als sehr dhnlich bekannt und laufen
beide im Bereich von Millisekunden ab.?”

Angewandte

Mangels detaillierter experimenteller Informationen ist
jede mechanistische Auslegung des Ubergangs S; — [S,] —
Sy + O, zwangslédufig spekulativ. Basierend auf einer Reihe
von Reaktionen, die iiber EPT und schrittweisen PT verlau-
fen, ist es dennoch moglich, eine Verzogerung und letztlich
die O,-Entwicklung zu begriinden. Der im Folgenden be-
schriebene Mechanismus ist nur ein Vorschlag, bietet aber
eine fundierte Beschreibung der Endschritte, die zur O,-
Entwicklung fithren konnen.

Der erste Schritt in diesem Mechanismus ist die lichtge-
triebene 1e7/1 H'-MS-EPT-Oxidation von Y, wie in Glei-
chung (35) dargestellt. Nach diesem einleitenden Redox-
schritt wird ein interner Protonentransfer vom gebundenen
Peroxid zu Asp61 angenommen, der vermutlich die Verzo-
gerung um 250 ps bei den XAS-Messungen verursacht.

Die Abgabe des Peroxidprotons wiirde das koordinierte
Peroxid fiir einen Elektronentransfer zu Y, aktivieren. Diese
Reaktion wird ebenfalls in Gleichung (35) gezeigt, aber sie
kann auch schrittweise iiber eine anfangliche Oxidation des
Mn(4)-Zentrums (Mn™(00*),Y, — Mn"V(O0*),Y,) mit
nachfolgendem intramolekularem Elektronentransfer (Mn'-
(00*)Y; — Mn"(OO™),Y,) ablaufen. Nach experimen-
tellen Befunden erfolgen alle Schritte im Anschluss an den
Elektronentransfer schnell bei ca. 1 ms.

Im letzten Schritt der Gleichung (35) wird ein Proton von
Asp61 in das Lumen abgegeben. Dies wiirde den Kanal fiir
einen schrittweisen, weitreichenden Protonentransfer von
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oy > o
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—e_(P680+) /5 l O
P AN /3 111
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HOOC-Asp170 zu Asp61 [Gl. (36)] offnen. Die anschlie-
Bende Abgabe dieses zweiten Protons in das Lumen wiirde
das 1:0:1:2-Freisetzungsmuster und die Abgabe von zwei
Protonen im Ubergang S; — {S,} — S, + O, erkléren.

Aspl70~_=0

C
¢
<N+
H~H H
H . H
0 HKH)/ » v
_ O B
Asp61-C-0----H._ | ° o 2
H/O*/Mn{zl) Ca
O i
£ 0
N

N .
Asp3337 ON\_Mn (3) 1T

Aspl70~ -0

¢

/ H
0O H . H
I P \O-/
Asp61-C-0-H Hw_ | ° .. %
/O7Mp/\(4)T ' ca (36)
d §0 /
| o\ ©

N

AspB33/C\O/Mrl (3)

¢ -g* (Lumen)

ASpl7O\C4O
iy
o " . H\/H
Asp61-C-07---H_ I 2 . =
L™= Mn (4) Ca
LN
[N
O O
N

Wie in Gleichung (36) gezeigt, wiirde ein anschlieBender
Protonentransfer in der inneren Koordinationssphire Mn(4)-
OH, an der Asp61-Grenzfliche regenerieren. Das End-
produkt der in den Gleichungen (35) und (36) vorgeschlage-
nen Reaktionsfolgen ist ein Mn™-Superoxid-Komplex,
Mn"™(OO™). Er wird vorldufig als S, bezeichnet und ent-
spricht vermutlich dem Intermediat, das Clausen und Junge
bei stark erhohten O,-Partialdriicken beobachtet und als in-
termedidres Peroxid formuliert haben. !

Die Nettoreaktion der Gleichungen (35) und (36) umfasst
den Elektronentransfer vom koordinierten "OOH zu Y,
gekoppelt mit einem Protonentransfer in das Lumen,
Y, Mn"™-OOH — Y Mn"™-O, + H"(Lumen). Die Mn-
Oxidationsstufe dndert sich dabei nicht, und der geschwin-
digkeitsbestimmende Schritt ist der Protonentransfer in der
inneren Koordinationssphére.

Im letzten Schritt des von uns vorgeschlagenen Kataly-
sezyklus findet der intramolekulare Elektronentransfer von
O,  auf das Mn"-Zentrum statt. Darauf folgen die O,-
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Abgabe und die Koordination von H,O, um das katalytische
System wieder zu S, zuriickzufiihren. Diese Reaktion
[GL. (37)] wird als reversibel angenommen, was mit Clausens
und Junges Befunden bei hohem Druck in Einklang ist.*!
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ﬁ H\OI /o o
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_~C AN / III
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C
_C{ u
H H
N P
o 1 -H A
Asp61-C-0=H_ |/O H z
H/O_;Mp\(él) Ca+0,
£0 /
[ &1 _~
/C\ /Mn(3)HI
O
So

7. Zusammenfassung der Reaktionen

Die vorgeschlagenen Reaktionen und Zwischenstufen
sowie die Identitdten der S-Zustdnde im Kok-Zyklus sind alle
in der Reaktionsiibersicht in Schema 1 zusammengefasst.
Perspektiven, Orientierung und Positionen von Schliissel-
gruppen beruhen auf der EXAFS-Struktur in Abbildung 4.
Die Zusammenfassung basiert auf den Analysen der indivi-
duellen Ubergiinge der S-Zustéinde im Text. In einigen Fillen
gibt es Unklarheiten im Detail, und man sollte dazu die
Diskussion in den einzelnen Abschnitten hinzuziehen. Der
Zusammenfassung liegen folgende Annahmen zugrunde:

1) Asp170 bleibt in allen S-Zustdnden unkoordiniert.

2) Die Oxidation im S,—S,-Ubergang erfolgt am {CaMn;}-
Cluster unter Erhohung seiner formalen Oxidationsstufe
von Mn;"™™ ™ auf Mn,"V™' und Bildung einer lokalen
positiven Ladung.

3) Die Oxidation im S,—S;-Ubergang geschieht am Mn(3)-
Zentrum und ergibt Mn'(OH),, das erste von zwei In-
termediaten im S;-Zustand. Das erste Intermediat, S;,
geht der O--O-Kupplung voraus; das zweite, Sy, ist das
vermutete Kupplungsprodukt Mn(4)™-OOH.

4) “OOC-Asp170 fungiert als innere Base fiir die Deproto-
nierung vor dem Elektronentransfer im S, —S;-Ubergang.
Die Freisetzung des Asp170-Protons im Ubergang S; —
[Si] — Sy + O, liefert ein zweites Proton, das das 1:0:1:2-
Protonenfreisetzungsmuster erklart.

5) Beim Ubergang S; — [S,] — S, + O, erfolgt im Anschluss
an die geschwindigkeitsbestimmende Deprotonierung von
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Schema 1. Zusammenfassung der Reaktionen. Das Ca im {CaMn,}-Cluster ist gelb, Mn purpurfarben, O rot, N blau und C grau. Die Nummern in
Klammern dienen als Fithrung und weisen auf die dazugehérigen Gleichungen im Text hin. Die relevanten Oxidationsstufen von Mangan sind in
rémischen Ziffern angegeben.
Mn(4)"-OOH die Oxidation durch Y unter Bildung des Aktivierung wichtiger funktioneller Gruppen fiir die O--O-
S,-Zustands. Fiir den S,-Zustand wird das Vorliegen von Kupplung und den Elektronentransfer.
Mn"-OO" angenommen, einem Mn"'-Superoxid-Kom- Ein Schliisselelement bei der Einstellung des lokalen
plex, der sich bei hohen O,-Partialdriicken reversibel aus  Protonengleichgewichts ist die Protoneniibertragung in der
dem S)-Zustand bildet. inneren Koordinationssphére zwischen H,O- und OH™-Li-
ganden am Mn(4)-Zentrum, das im OEC nicht zum {CaMn;}-
Cluster gehort und wo die O--O-Kupplung abzulaufen
8. Zusammenfassung und Ausblick scheint. Diese Ubertragungen richten eine Oxidogruppe am
Mn(4)-Zentrum fiir die O--O-Kupplung aus und halten auch
Bemerkenswert bei dieser Analyse des protonengekop-  Mn(4)-OH, an einer Grenzfliche mit Asp61, dem Zugang
pelten Elektronentransfers (PCET) im Photosystem IT (PSII) zum Protonenausgangskanal in das Lumen. Ein zweites
sind die entscheidenden Rollen des Protonentransfers (PT)  Schliisselelement ist Asp 170. Obwohl anscheinend nicht ko-
und des gekoppelten Elektronen-Protonen-Transfers (EPT).  ordiniert, kann es als innere Base fiir die Deprotonierung von
Beide scheinen wesentliche Elemente der Wasseroxidation  Ca-OH, vor der O--O-Kupplung und dem intramolekularen
durch den Sauerstoff entwickelnden Komplex (OEC) zusein.  Elektronentransfer wirken.
Der strukturelle Fokus auf dem Protonentransfer ist eine EPT bietet einen Weg fiir die lichtgetriebene Oxidation
Konsequenz aus dessen kurzer Reichweite im Verhiltnis zum  des OEC in jeder Phase des Kok-Zyklus. Der Schliissel ist die
Elektronentransfer. In der PSII-Struktur scheint der Elek- Nutzung einer Reihe von Multiple-Site-EPT(MS-EPT)-
tronentransfer erst nachtréglich bedacht worden zu sein, do-  Wegen, in denen der Elektronentransfer mit Protonentrans-
miniert von den Anforderungen des Protonentransfers kurzer  fer gekoppelt wird. Diese Wege nutzen den weitreichenden
Reichweite, was zum Konzept der ,Protonenleitungen“  Elektronentransfer, wéhrend sie gleichzeitig die Strukturan-
(,,proton wiring*) fiihrt. Dabei sind lokale Protonentransfer-  forderungen fiir den Protonentransfer kurzer Reichweite er-
kanile, die aus Folgen von schrittweisen Protoneniibertra-  fiillen. EPT-Wege setzen die Reaktionsbarrieren herab,
gungen kurzer Reichweite bestehen, ein entscheidendes indem sie energiereiche Intermediate vermeiden, die bei
Element im OEC. Freigesetzte Protonen konnen auf diese  einem anfinglichen Elektronen- oder Protonentransfer allein
Weise iiber grofe Entfernungen zu einem Protonenaus- entstehen.
gangskanal transportiert werden. Sie ermoglichen auch die
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Der Mechanismus der Wasseroxidation am OEC ist
komplex, eine Konsequenz der vielen beteiligten Elektronen
und Protonen. Die Nutzung von EPT sowie von lokalem und
weitreichendem Protonentransfer ist ein Merkmal, das dieser
Mechanismus mit anderen biologischen PCET-Reaktionen
teilt.[®>*2% Der OEC verwendet allgemeine Reaktionswege,
die auch in anderen biologischen PCET-Reaktionen zum
Einsatz kommen.

Die hier vorgeschlagenen mechanistischen Einzelheiten
sind weitgehend in Einklang mit experimentellen Daten. Wie
bei jedem chemischen Mechanismus bleiben die Details offen
fiir eine weitere experimentelle und theoretische Aufkldrung.
Wir hoffen, dass unser Aufsatz einen niitzlichen Rahmen zur
weiteren Erforschung der Wasseroxidation im OEC bereit-
stellt.

Wir danken Aimee Worden fiir die Hilfe bei den Illustrationen,
Warwick Hillier von ANU, Canberra, fiir hilfreiche Diskus-
sionen und die Bereitstellung eines Nachdrucks von Lit. [21]
sowie der US National Science Foundation und dem US De-
partment of Energy fiir finanzielle Unterstiitzung.
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