
Biologische Sonnenenergienutzung 
durch photosynthetische Wasserspaltung 

Von Gernot Renger" 

Die Spaltung von Wasser durch Sonnenlicht in Sauerstoff und metabolisch gebundenen 
Wasserstoff bei der Photosynthese ist von zentraler Bedeutung fur die Existenz hoher orga- 
nisierter Lebewesen auf der Erde. Die Realisierung dieses Prozesses in biologischen Orga- 
nismen ermoglichte es nicht nur, das riesige Wasserreservoir unseres Planeten als Substrat 
fur die Sonnenenergie zu nutzen, sondern fuhrte zugleich auch zur Bildung einer aeroben 
Atrnosphare. Der so bereitgestellte Sauerstoff ist ein Reagens, das einen energetisch LuBerst 
effizienten Nahrstoffumsatz bewirkt. In den letzten Jahren sind betrachtliche Fortschritte 
im Verstandnis der funktionellen und strukturellen Organisation der photosynthetischen 
Wasserspaltung erzielt worden. Dieser Beitrag versucht, einen Uberblick iiber unsere heuti- 
gen Vorstellungen zu geben, wobei der Schwerpunkt auf Aspekten der Realisierung eines 
Teilschrittes der Wasserspaltung in biologischen Systemen liegt: der Wasseroxidation 
zu 0 2 .  

1. Einleitung 

Die Bedeutung der Sonnenenergie als Voraussetzung fur 
die Existenz der Biosphare wurde bereits 1845 von R. J.  
Maier erkannt und von L. Boltzrnann['I 1886 im Sinne der 
Thermodynamik richtig interpretiert und wie folgt formu- 
liert : 

,,Der allgemeine Lebenskampf ist daher nicht ein 
Kampf um die Grundstoffe, auch nicht um die Energie, 
welche in Form von Warrne, leider unwandelbar in jedem 
Korper reichlich vorhanden ist, sondern ein Kampf um die 
Entropie, welche durch den ubergang von der heiBen 

Sonne zur kalten Erde disponibel wird. Diesen Ubergang 
rnoglichst auszunutzen, breiten die Pflanzen die unermeB- 
lichen Flachen ihrer Blltter aus und zwingen die Sonnen- 
energie in noch unerforschter Weise, ehe sie auf das Tern- 
peraturniveau der Erdoberflache herabsinkt, chemische 
Synthesen auszufuhren, von denen man in unseren Labo- 
ratorien noch keine Ahnung hat." 

Der zweite Teil der Boltzrnannschen Formulierung kann 
erheblich relativiert werden, da in den vergangenen hun- 
dert Jahren betrachtliche Fortschritte im Verstandnis der 
Prinzipien der biologischen Sonnenenergienutzung erzielt 
wurden. Das Grundprinzip der funktionellen und struktu- 
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Abb. I .  C;esamtorganisationsschema der Bioenergetik hoherer Lebewesen (der Ubersichtlichkeit halber sind die Ener- 
giedifferenzen nicht manstabsgerecht gezeichnet). Die bioenergetisch entscheidenden Prozesse sind durch einen schwar- 
Zen (Primgrprozesse der Photosynthese) oder einen grauen (Atmungskette) Kasten symbolisiert. Die komplexen Anabo- 
lismen und Katabolismen, die zum Auf- bzw. Abbau allen biologischen Materials fiihren, sind zur Vereinfachung nur 
durch Pfeile gekennzeichnet, da sie fiir die Bioenergetik nicht die gleiche zentrale Bedeutung haben wie die Primiirpro- 
zesse der Photosynthese und der Atmungskette (Ubersicht siehe [4]). ~ Abkirzungen: T- Metabolit, an welchem Was- 
serstorf chemisch gebunden ist; im Falle der Chloroplasten ist T- NADP" (Nicotinamid-adenin-dinucleotidphosphat), 
im Falle der Mitochondrien reprdsentiert HI .T mehrere Formen gebundenen Wasserstoffs (z. B. NADH, Succinat). 
CHIO symbolisiert einen Kohlenhydratbaustein. 

['I Prof. Dr. G. Renger rellen Organisation der bioenergetischen Prozesse in allen 
hoheren Lebewesen ist in Abbildung 1 dargestellt. Der 
evolutionsgeschichtlich entscheidende Schritt der biologi- 
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schen Sonnenenergienutzung war die ,,Erfindung" eines 
Systems zur photolytischen Wasserspaltung, die vor zwei 
bis drei Milliarden Jahren auf der Stufe der Cyanobakte- 
rien gelang. Damit wurde nicht nur das gewaltige Wasser- 
reservoir der Erdoberflache als Rohstoff fur die komplexe 
Chemie metabolisch gebundenen Wasserstoffs verfugbar, 
sondern zugleich die bis dahin anaerobe Erdatmosphare 
mit 0, angereichert"]. Dies ermoglichte uber die oxidative 
.,Verbrennung" der Nahrstoffe eine nahezu zehnfach in- 
tensivere Ausnutzung des Gehalts an Freier Enthalpie und 
schuf damit die Voraussetzung fur die Entwicklung hoch- 
organisierter heterotropher Organismen (Ubersicht sie- 
he 13]). Die komplexe Vielfalt enzymkatalysierter Reakti- 
onsketten, auf denen letztlich die gesamte Mannigfaltigkeit 
biologischer Organisationsformen der Materie beruht, ist 
bioenergetisch (bezogen auf die Einheit des gebundenen 
Wasserstoffs) weit weniger wichtig als die lichtgetriebene 
Wasserspaltung und die Umkehrreaktion, die Wasserbil- 
dung, die im Dunkeln in heterotrophen Organismen ab- 
Iauft. Die Zelldifferenzierung hoherer Lebewesen ermog- 
lichte eine raumliche Separierung des gesamten Reaktions- 
geschehens durch Kompartimentierung, wobei spezielle 
Organellen fur bestimmte Funktionen ausgebildet wurden. 
Die fur die Bioenergetik entscheidenden Prozesse laufen in 
hochorganisierten Membransystemen ab: 

a) Die photosynthetische Wasserspaltung durch sichtba- 
res Licht findet in der Thylakoid-Membran der Chloro- 
plasten statt (Abb. I). 

b) Die oxidative Umsetzung von gebundenem Wasserstoff 
(H2-T) mit O2 unter Speicherung der Freien Enthalpie 
in Form von ATP vollzieht sich in der Innenmembran 
der Mitochondrien (Abb. I). 

Aus Abbildung I folgt, daB Ausgangs- und Endpunkt 
des chemischen Globalprozesses aller hoheren Organis- 
men Reaktionen der Redoxkette H2. T / H 2 0 / 0 2  sind, wo- 
bei die ,,Handhabung" des Redoxsystems H 2 0 / 0 2  von 
entscheidender Bedeutung fur die Realisierung der Ge- 
samtreaktion ist. In der Redoxreaktionsfolge, die von H 2 0  
ohne Beteiligung weiterer Komponenten zu O2 fuhrt [GI. 
(I)], treten Zwischenprodukte auf, die rasch zur Zerstorung 

des biologischen Materials fuhren wurden. Somit muBte 
die Natur spezielle Katalysatorsysteme (Enzyme) entwik- 
keln, die einen ,,gefahrlosen" Ablauf der Reaktionsfolge 
ermoglichen. Die Realisierung der Wasserspaltung nach 
Gleichung (1) erfordert Freie Enthalpie aus einer geeigne- 
ten Quelle, wahrend die Umkehrreaktion Freie Enthalpie 
liefert. Daher unterscheiden sich die naturlichen Katalysa- 
torsysteme: Die Wasseroxidation mit hinreichend stark 
oxidierenden Redoxaquivalenten, die durch eine Lichtre- 
aktion unter Verbrauch Freier Enthalpie erzeugt werden, 
wird durch das wasseroxidierende Enzymsystem kataly- 
siert, wahrend die Umkehrreaktion an einem als Cyto- 
chrom-Oxidase bezeichneten Komplex ablauft. 

Zur Klarung der Begriffe sei hier angemerkt, dalj unter 
,,Wasserspaltung" der GesamtprozeD der Zerlegung von 
Wasser durch Licht bei der Photosynthese verstanden wer- 
den soll. Diese Reaktion fuhrt zu O2 und gebundenem 
Wasserstoff. Mit ,,Wasseroxidation" wird ein Teilschritt 
der Wasserspaltung bezeichnet, und zwar die Umwand- 
lung von 2 H20 in 02, 4 He und 4e'. 

In Zeiten intensiver Uberlegungen zur Losung zivilisato- 
risch bedingter Energieprobleme ist es sicher reizvoll, sich 
mit den chemischen Reaktionen zu beschaftigen, die die 
Natur aus einer groBen Anzahl von Moglichkeiten in ei- 
nem langen EvolutionsprozeB selektiert hat, um die Son- 
nenenergie effektiv nutzen zu konnen. Im vorliegenden 
Beitrag sollen daher ausschlieolich die Reaktionen unter- 
sucht werden, die zur Sonnenenergiespeicherung durch 
Wasserspaltung fiihren. 

2. Das Organisationsschema der 
photosynthetischen Wasserspaltung 

Die Wasserspaltung findet uber eine Folge von Redox- 
prozessen und damit gekoppelten protolytischen Reaktio- 
nen statt, die durch zwei Lichtreaktionen energetisch ange- 
trieben wird. Die Reaktionspartner sind anisotrop in der 
Thylakoid-Membran angeordnet (Ubersicht siehe [9. Die 
essentiellen Schritte der Wasserspaltung laufen im Photo- 
system 11 (PS 11) ab, dessen Reaktionskette durch die Brut- 
togleichung (2) beschrieben werden kann (PQ symbolisiert 
ein Plastochinon-, PQH2 ein Plastohydrochinonmolekul): 

2 P Q + 2 H 2 0 - 2 P Q H 2 + 0 2  (2) 

In  der nachgeschalteten Lichtreaktion im Photosystem 1 
wird der Wasserstoff formal von PQH2 auf oxidiertes Ni- 
cotinamid-adenin-dinucleotidphosphat (NADPO) ubertra- 
gen und gewinnt damit fast (bis auf 0. I V) die Reduktions- 
wirkung von freiem H2l4]. Fur diese Reaktionsfolge im 
Photosystem I ergibt sich die Bruttogleichung (3): 

2PQH2+2NADP@ - 2 P Q + 2 N A D P 0 . H 2  (3) 

Wegen ihrer zentralen Bedeutung fur die gesamte Bio- 
energetik sol1 in diesem Beitrag die Realisierung der durch 
Gleichung (2) beschriebenen Reaktionsfolge in Algen und 
hoheren Pflanzen beschrieben werden; auf die Behand- 
lung der anderen Prozesse muO aus Platzgriinden verzich- 
tet werden (siehe 14]). 

Die photosynthetische Wasserspaltung findet uber licht- 
induzierte Redoxreaktionen statt, wobei die PQ-Reduktion 
und die H20-Oxidation auch raumlich voneinander ge- 
trennt ablaufen. Entsprechend sind am GesamtprozeD drei 
funktionell unterscheidbare ProzeRtypen beteiligt [GI. (4)- 
(611: 

a)  Die Transformation eines durch Lichtabsorption er- 
zeugten elektronischen Anregungszustandes in ein 
Elektron-Defektelektron-Paar von hinreichender Stabi- 
litat und Reduktions- bzw. Oxidationswirkung (P und A 
symbolisieren ein photochemisch aktives Pigment bzw. 
einen Elektronenacceptor; siehe Abb. 2): 
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b) Die kooperative Reaktion von vier Defektelektronen 
( 0 )  rnit H 2 0 :  

c) Die kooperative Reaktion von zwei Elektronen rnit PQ 
und H 2 0 :  

2e" + PQ + 2 H 2 0  - PQHz + 2 0 H O  (6)  

Wegen der anisotropen Anordnung der Reaktionspart- 
ner besteht der GesamtprozeD aus vektoriellen Teilprozes- 
sen, so dafi die rnit den Redoxprozessen gekoppelten pro- 
tolytischen Reaktionen zum Aufbau einer elektrochemi- 
schen Potentialdifferenz fur Protonen fuhren, die zur ATP- 
Synthese genutzt wird (dies ist nicht Gegenstand des vor- 
liegenden Beitrags; siehe z. B. 13.41). 

Der Ablauf chemischer Reaktionen ist nicht nur durch 
die direkt beteiligten Reaktanten, sondern auch durch de- 
ren Umgebung bestimmt. Biologischen Systemen steht fur 
die Steuerung von Reaktionen durch die Umgebung ein 
einzigartiges Material zur Verfiigung : Proteine. Ihre groI3e 
Variabilitat ermoglicht es ihnen, sich den Gegebenheiten 
praktisch ideal anzupassen, so da13 nahezu jeder ,,ge- 
wunschte" Grad an Spezifitat, Effizienz und regulatori- 
scher Kontrolle, die fur eine spezifische biologische Funk- 
tion notwendig sind, zu erreichen ist. Um daher den Pro- 
ze13 der Wasserspaltung verstehen zu konnen, ist es not- 
wendig, das reaktive Verhalten der Redoxkomponenten in 
situ zu analysieren und die reaktiven Gruppen zusamrnen 
mit der Proteinmatrix als Funktionseinheiten aufzufassen. 
Dies bedeutet, daB fur den ProzeB der Wasserspaltung die 
Kooperation von drei Funktionseinheiten erforderlich ist : 
1) ein Photogenerator zur lichtinduzierten Ladungsseparie- 
rung, 2) das wasseroxidierende Enzymsystem und 3) das 
Plastochinon-reduzierende Enzym. Damit ergibt sich das 
formal auf die Stochiometrie eines 0,-Molekuls bezogene 
Bruttoorganisationsschema der photosynthetischen Was- 
serspaltung im Photosystem I1 (Abb. 2). Die Funktions- 
prinzipien des Reaktionszentrums und des Plastochinon- 
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Abb. 2. Prinzipiellea Organisationsschema der photosynthetischen Wasser- 
spaltung in der Thylakoid-Membran. Die im Text niiher beschriebenen 
Funktionseinheiten sind durch unterschiedliche T6nung gekennzeichnet: Re- 
aktionszentrum (punktiert), wasseroxidierendes Enzymsystem (dunkelgrau) 
und Plastochinon-reduzierendes Enzym (hellgrau). Dicke Pfeile symbolisie- 
ren den Elektronentransportweg im System, weiRe und schwarze Kreise den 
katdlytischen Wirkort fiir die PQReduktion [siehe GI. (6)] bzw. die H,O- 
Oxidation [siehe GI. ( 5 ) ] .  Der Anregungsenergietransfer von den Pigment- 
Protein-Komplexen. die als Antennen wirken, zum Reaktionszentrum is1 der 
Ubersichtlichkeit halher weggelassen worden (siehe Abb. 3). ~ Abkiirzungen: 
P* = photochemisch aktives Pigment im elektronisch angeregten Singulettzu- 
stand [P= P680, siehe Text und GI. (4)], I = intermediare Redoxkomponen- 
te(n) ( I  enthilt Pheo, siehe Text), A =  Elektronenacceptor fiir die ,.stabile" 
Ladungsseparierung (als solcher wirkt ein speziell gebundenes Plastochinon- 
molekul Q.,, riehe Text). 

reduzierenden Proteins wurden bereits auf der Stufe der 
photosynthetisierenden Bakterien etabliert, die leicht oxi- 
dierbare Verbindungen als Substrat verwenden (Ubersicht 
siehe Is]). Entscheidend fur die Realisierung der Wasser- 
spaltung zur biologischen Sonnenenergienutzung waren 
daher zwei Schritte: 1) eine geeignete Modifizierung des 
Reaktionszentrums, so da13 hinreichend stark oxidierende 
Redoxaquivalente gebildet werden, 2) die ,,Erfindung" ei- 
nes wasseroxidierenden Enzymsystems. Wir wollen des- 
halb in diesem Beitrag den Mechanismus der Wasseroxi- 
dation und dabei speziell die ,,Handhabbarkeit" des Re- 
doxsystems H,O/O, eingehender behandeln. wahrend die 
Bildung von Wasserstoff und seine Bindung als PQH, ver- 
gleichsweise knapp dargestellt sind. 

3. Der Reaktionszentrenkomplex im Photosystem I1 

Die Umwandlung von Licht in elektrochemische Nutz- 
arbeit findet in allen Photosyntheseorganismen in speziel- 
len Pigment-Protein-Komplexen statt, die als Reaktions- 
zentrenkomplexe bezeichnet werden. Fur die Wasseroxida- 
tion ist nur der Reaktionszentrenkomplex des Photosy- 
stems I1 essentiell, der im folgenden als RC I 1  bezeichnet 
wird. 

Zur optimalen Anpassung an die unterschiedliche Be- 
lichtung sind die Reaktionszentren iiber Anregungsener- 
gietransfer rnit Pigment-Protein-Komplexen gekoppelt, die 
als Antennen wirken und den optischen Einfangquer- 
schnitt des photoaktiven Chromophors P [GI. (4)] um mehr 
als zwei Grofienordnungen erhohen (Ubersicht siehe [6.71). 

Zugleich wird durch den Einbau von Carotinoiden, die als 
Triplettloscher fungieren, bei hoherer Strahlungsbelastung 
die Gefahr einer photodynamischen Zerstorung durch 0, 
weitgehend au~geschaltet[~.'~. 

3.1. Das Organisationsschema des 
Reaktionszentrenkomplexes im Photosystem I1 

Nach Gleichung (4) mu13 jeder Photogenerator minde- 
stens zwei funktionelle Gruppen enthalten: 1) einen Chro- 
mophor P, an dem der elektronisch angeregte Zustand P* 
erzeugt wird, der zur Photoreaktion fuhrt, und 2) ein Ac- 
ceptorsystem A, das in einem PhotoredoxprozeO ein Elek- 
tron von P* aufnimmt und zugleich die Ladungsseparie- 
rung hinreichend stabilisiert. 

Das Funktionsschema von RC I1 ist in Abbildung 3 dar- 
gestellt. Das photoaktive Pigment P ist in RC 11 ein spe- 
ziell gebundenes Chlorophyll-a-Molekui1"0], das entspre- 
chend seiner Absorptionsbande bei 680 nm als Pigment 
680 (P680) bezeichnet wird. Es ist bislang noch nicht ein- 
deutig geklart, ob P680 monomeres Chlorophyll a (Chl) 
oder einen speziellen Dimerkomplex enthalt, doch scheint 
nach Vergleichen rnit anderen Reaktionszentrentypen 
(siehe unten) eine Dimerstruktur wahrscheinlicher zu 
seinl". ''I. P680 wird im ersten angeregten Singulettzustand 
'P680* in I 1  ps photooxidiert (diese Zeit wurde indirekt 
aus Fluoreszenzmessungen abgeschatzt, siehe ["I). Als pri- 
marer Elektronenacceptor I wirkt wahrscheinlich ein 
Phaophytin-a-Molekul (Pheo). Das so gebildete Radikalio- 
nenpaar [P680ePheoQ] ist extrem instabill". ''I. Eine hinrei- 
chende Stabilisierung der primaren Ladungsseparierung, 
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die zur Wasseroxidation genutzt werden kann"'], ist nur zu 
erreichen, wenn das Elektron von 1 @ (d. h. wahrscheinlich 
Pheo') auf ein speziell gebundenes Plastochinonmolekul 
iibergeht, das durch Q A  symbolisiert wird. Ob der (die) in 
Abbildung 3 mit I bezeichnete(n) intermediare(n) Elektro- 
nenubertrager mit Pheo identisch ist (sind), oder o b  sich 
weitere Redoxgruppen am Elektronentransport zwischen 
P680 und QA beteiligen1'R-2n1, bleibt noch zu kllren. QA ist 
mit einem Fe'@ (high spin) komplexiert[2'.221 und kann nut  
als Einelektronen-Acceptor  irke en'^^] (die fur Chemiker 
interessante Moglichkeit der Stabilisierung von Semichi- 
nonstufen wird in den Abschnitten 4 und 5 etwas einge- 
hender behandelt). Die funktionelle Rolle von Fez@ ist 
noch unverstanden, doch ist nach vergleichenden Untersu- 
chungen an Reaktionszentren von Purpurbakterien (Ent- 
fernung von Fe" und Ersatz durch Zn'" und andere Kat- 
ionen) wahrscheinlich die elektrostatische Ladung von 
FeZO und kaum dessen spezielle 3d-Elektronenkonfigura- 
tion wichtig fur die Stabilisierung der primaren Ladungs- 
separierung durch QALz4]. 

gebildete Radikalkation des dimeren Bacteriochlorophylls 
aus thermodynamischen Griinden keine Wasseroxidation 
ermoglichen kann. Daher war die ,,Erfindung" von P680 
eine notwendige Voraussetzung fur die Evolution O,-bil- 
dender Photosyntheseorganismen. Man kbnnte vermuten, 
daD dieses Problem einfach durch den Ersatz des Bacte- 
riochlorophylldimers durch Chlorophyll a (Chl) gelost 
worden sei, da der erste angeregte Singulettzustand von 
Chl um ca. 0.4 eV energiereicher ist als der von Bacterio- 
chlorophyll (BChl) und sich die Redoxpotentiale fur die 
Reduktion von Bacteriophaophytin (BP) und Phaophytin 
(Pheo) nicht sehr stark unterscheiden[*'I. Die Benutzung 
von Chl war eine notwendige, aber keine hinreichende 
Voraussetzung, wie das Beispiel von Chl (P700) im Reakti- 
onszentrum des Photosystems 1 zeigt. Das Radikalkation 
WOO@ ermoglicht ebenfalls keine Wasseroxidation, da  das 
Redoxpotential von WOO/WOO' im Bereich von +0.5 V 
liegt (Ubersicht siehe lZs). Von entscheidender funktionel- 
ler Bedeutung fur die Oxidationswirkung des Radikalkat- 
ions Chi@ ist daher sicher die Natur der Proteinmatrix. 

Abb. 3. Funktionsschema der lichtinduzierten Ladungsseparierung im Photosystem 11. Durch Lichtabsorption wird 
in Chlorophyll a (Chl), einem Antennenpigment, ein Singuletlexciton (&) erzeugt (die elektronisch angeregte An- 
tenne ist durch einen grauen Kreis dargestellt). Dieser elektronisch angeregte Zustand wandert zum Reaktionszen- 
trum (siehe [6, 71) und fuhrt zur Bildung des enten angeregten Singuletts im photoredoxaktiven Pigment P680, 
einem speziell gebundenen Chlorophyll a (durch punktienen Kreis symbolisiert). Durch Oxidation von 'P680' 
entsteht das primare Radikalionenpaar 'IP680"le] (schwarzes Oval), das durch Elektronentransfer von der (den) 
intermediaren Komponente(n) lo zum Acceptor Qn (Komponente A in Abb. 2) in das ,,stabile" Radikalionenpaar 
P68O"IQf (punktiertes Oval) iibergeht. QA ist ein speziell gebundenes Plastochinon. Die Geschwindigkeitskonstan- 
ten gelten fiir folgende Prozesse: Anregungsenergietransfer zum Reaktionszentrum ( k , )  und zuriick zur Antenne 
( k - , ) ,  Elektronentransferprozesse (kK-, k', k , ,  k -  ,). Abbauprozesse angeregter Zustiinde in der Antenne (k:)  oder 
von E80* ( k r ) ,  dissipative Rekombinationsreaktionen (kh. kd) und Abbau des Mplettzustandes von 'P680* ( 'k), 
der durch einen Radikalpaarmechanismus gebildet wird (die Geschwindigkeitskonstanten dieser Prozesse sind 
nicht explizit angegeben). Die Energieskala ist unterbrochen, da die Energiedifferenz zwischen Chl' und Chl mit 
1.83 eV sehr vie1 grbfler ist als zwischen Chl' und P680eIQP (0.5-0.6 ev). 

Nach unserem derzeitigen Kenntnisstand sind an den 
Redoxreaktionen von RC I1 nur x-Elektronen direkt betei- 
ligt. Ein analoges Funktionsprinzip wurde bereits in den 
phylogenetisch alteren Reaktionszentren der Purpurbakte- 
rien venvirk1ichti2''. Dabei ist das photoaktive Pigment ein 
Bacteriochlorophylldimer, das sein Elektron aus dem an- 
geregten Singulettzustand uber Bacteriophaophytin an ein 
mit Fe2@ (high spin) komplexiertes Ubichinon (Rhodopseu- 
domonas sphaeroides) oder Menachinon (Rhodopseudomo- 
nas viridis) abgibt. 

Der wesentliche funktionelle Unterschied der beiden ,,x- 
E1ektronen"-Reaktionszentrentypen in RC I1 und Putpur- 
bakterien besteht darin, da13 irn Gegensatz zu P680a das 

Wie groR der Einflufi des Apoproteins sein kann, lMt sich 
sehr eindrucksvoll am Beispiel der Cytochrome zeigen, fur 
deren funktionelle Hamgruppe eine Redoxpotentialspanne 
von nahezu 800 mV ermittelt w~rde[ '~ ."~ .  In diesem Falle 
besteht der Effekt des Proteins nach Modellrechnungen im 
weseatlichen in der Etablierung einer Umgebung mit ge- 
ringer Dielektrizitatskonstante um die Hamgruppe'2nl. 

Neben ihrer Bedeutung fur die Oxidationswirkung von 
P680@ hat die Proteinmatrix noch eine weitere essentielle 
Funktion, da  sie die Geschwindigkeitskonstanten der Ele- 
mentarprozesse determiniert, die durch schwingungsge- 
koppeltes Tunneln ~tattfinden'''.~'~. Die Feinabstimmung 
der Geschwindigkeitskonstanten fur die einzelnen Elemen- 
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tarprozesse des Elektronentransfers im Reaktionszentrum 
ist entscheidend fur eine hohe Quantenausbeute der Ge- 
samtreaktionl"l; fur RC I 1  wurde die Quantenausbeute zu 
nahezu 1.0 bestimmtr"2'. Das Matrixprotein muR daher als 
Apoenzym von RC I 1  aufgefaRt werden, das die Eigen- 
schaften der n-Elektronen-Redoxchemie dieser Funktions- 
einheit be~t i rnmt '~~ ' .  Die Natur dieser Matrix ist daher von 
groBer mechanistischer Bedeutung und Gegenstand der 
aktuellen Forschung [siehe Abschnitt 3.21. Wie die Reak- 
tion durch die Proteinmatrix im einzelnen gesteuert wird, 
ist noch vollig ungeklart. 

3.2. Der strukturelle Aufbau des 
Reaktionszentrenkomplexes im Photosystem I1 

Der entscheidende Durchbruch fur das Verstgndnis der 
Struktur von Reaktionszentren photosynthetisierender Or- 
ganismen gelang Michel und Deisenhofer et al. mit der Kri- 
stallisation und Rontgen-Strukturanalyse dieser Funk- 
tionseinheiten aus Rhodopseudomonas viridis (Ubersicht 
siehe 1341). Dabei wurden sowohl die Anordnung der pro- 
sthetischen Gruppen als auch wesentliche Details der 
Struktur des Apoproteins aufgeklirt. Dieses besteht aus 
zwei Polypeptiden, die als L- und M-Untereinheit bezeich- 
net werden und jeweils funf Transmembranhelices aufwei- 
sen1341. Der prinzipielle Aufbau dieser Bakterienreaktions- 
zentren ist in Abbildung 4 schematisch dargestellt. Die 
Purpurbakterien sind nicht imstande, H 2 0  unter 02-Bil- 
dung zu oxidieren. Damit ergibt sich als entscheidende 
Frage, ob die phylogenetische Weiterentwicklung der L- 
und M-Untereinheiten der Purpurbakterien und der Ersatz 
von Bacteriochlorophyll (bzw. Bacteriophaophytin) durch 
Chlorophyll a (bzw. Phgophytin a) ausreichte, um ein Pho- 
tosystem-II(PSI1)-Reaktionszentrum mit Verbindung zu 
einem wasseroxidierenden Enzymsystem zu bilden, oder 
ob sich neue (zusatzliche) Polypeptide entwickeln muB- 
ten[351. Im Organisationsschema des Elektronentransports 
in den Reaktionszentren vom photochemisch aktiven Pig- 
ment zu den Chinonen, die als Acceptoren wirken, beste- 
hen frappierende Analogien zwischen Purpurbakterien 
und PS 11[361, Dariiber hinaus existieren im Photosystem 11 
wasserspaltender Photosyntheseorganismen zwei Polypep- 
tide mit einer relativen Molmasse von 32-34 kDa (diese 
werden durch D-1 und D-2 symbolisiert), die auffallende 
Sequenzhomologien mit den L- und M-Untereinheiten 
bakterieller Reaktionszentren a~fweisen '~ '~ .  Sowohl D-l 
als auch die L-Untereinheit sind essentiell fur die Hydro- 
chinonbindung; beide Polypeptide enthalten auch spezifi- 
sche Bindungsorte fur Herbizide[-'"'']. Aus den Hydropho- 
bie-Eigenschaften der Protein~equenzen[~"~ folgt auRer- 
dem, da13 D- I und D-2 ebenso wie die L- und M-Unterein- 
heiten jeweils fiinf Transrnembranhelices bilden[34.4'1. 
Diese auffallenden Analogien fiihrten zu dem SchluB, daB 
D-l und D-2 das  RC-11-Apoprotein sind. Wenn dies 
der Fall ist, dann miissen diese Polypeptide auch Chloro- 
phyll a binden. Es gelang uns kurzlich, an PS-11-Prapara- 
tionen aus Spinat zwei Chl-haltige Polypeptide im Bereich 
von 30-34 kDa zu i d e n t i f i ~ i e r e n ~ ~ ~ l ,  doch bleibt noch zu 
klaren, ob die Polypeptide tatsachlich D-1 und D-2 sind. 

Die obengenannten Befunde stutzen die Hypothese, da13 
die PS-11-Reaktionszentren in 0,-bildenden Organismen 

Abb. 4. Strukturelles Organiaationsschema des Reaktionszentrenkomplexes 
(RC) in photosynthetisierenden Bakterien (Rhodopseudomonos viridis) nach 
Mirhel und Deisenhofer et al. (siehe [34]). Die Bacteriochlorophylle des pho- 
toaktiven Dimers P und die Bacteriophaophytine (BP) sind durch kantenver- 
kniipfte verzerrte Quadrate bzw. durch Quadrate gekennzeichnet, wPhrend 
die praktisch senkrecht zur Zeichenebene angeordneten monomeren Bacte- 
riochlorophylle (BChl) durch ein sehr flaches Viereck und einen Balken sym- 
bolisiert sind. Die beiden funktionellen Chinone dieser Reaktionszentren 
sind Menachinon (Q,,) und Ubichinon (QH), zwischen denen ein high-spin- 
Fez@ angeordnet ist. Das Apoprotein, das aus L- und M-Untereinheiten be- 
steht, ist nicht besonders gekennzeichnet; die regulatorische H-Untereinheit 
ist schrafiert, und die Strukturen der Chinone sind nur angedeutet. 

prinzipiell die gleiche Struktur wie in Purpurbakterien ha- 
ben[34-4'1. Allerdings wurde in allen PS-I I-RC-Praparatio- 
nen ein Chl-haltiges 47-kDa-Polypeptid (CP47) gefunden, 
das  sehr eng mit D-1 und D-2 assoziiert ist. Damit ergibt 
sich die Frage nach der funktionellen Bedeutung von 
CP47. Es wurde zunachst vermutet, daB CP47 selbst das 
RC-11-Apoprotein nach der D- I/D-2-Hypothese 
sollte CP47 jedoch nur eine spezielle Antenne fur P680 bil- 
den134.4'1. In einem alternativen Modell wurde die Mog- 
lichkeit diskutiert, daR D-I, D-2 und CP47 als Unterein- 
heiten des RC-11-Apoproteins wirken["I. Es ist kiirzlich ge- 
lungen, Chl-haltige Komplexe zu isolieren, die entweder 
kein CP47 oder keine Polypeptide im Bereich von 30-34 
kDa enthalten146"1. Funktionsuntersuchungen an diesen 
Praparationen fiihrten aber bislang noch zu keinen eindeu- 
tigen SchluBfolgerungen. 

Jiingste Untersuchungen zeigen, daB ein isolierter Kom- 
plex, der nur D-I, D-2, Cytochrom b 559, Chl a und 
Pheo (auch p-Carotin) enthalt, die charakteristischen 
Eigenschaften (lichtinduzierte Absorptionsanderungen) 
fur die Bildung des Radikalionenpaars [P68OeFheoo] auf- 
weistlMb-'". Diese Ergebnisse stutzten das D- lID-2-Reakti- 
onszentrenmodell. 

Die Strukturaufklarung des Reaktionszentrums von 
PS I1 wird in den nachsten Jahren ein wichtiger Gegen- 
stand der Grundlagenforschung uber den ProzeR der pho- 
tosynthetischen Wasserspaltung sein. 

Der Reaktionszentrenkomplex RC I1 ist anisotrop in die 
Thylakoid-Membran eingebaut, wobei P680 zur Innenseite 
(Lumen) und QA zur Aunenseite (Stroma) der Thylakoide 
hin orientiert sind (siehe Abb. 2). Dadurch fiihrt der licht- 
induzierte Elektronentransfer von P680 zu QA zum Aufbau 
einer elektrischen Potentialdifferenz uber die Thylakoid- 
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M e m b r a ~ ~ I ~ ~ ]  (auch die anderen Reaktionszentrenkomplexe 
sind anisotrop in die Membran eingebaut; siehe Abb. 4). 

4. Das wasseroxidierende Enzymsystem 

4.1. Das Organisationsschema der 
photosynthetischen Wasseroxidation 

Einen Meilenstein fur das Verstandnis der funktionellen 
Organisation der photosynthetischen Wasseroxidation bil- 
deten die grundlegenden Untersuchungen der Arbeits- 
gruppen von Joliot und Kok148-501. Es wurde gefunden, daR 
die 0,-Bildung bei Anregung von dunkeladaptierten Algen 
und Chloroplasten rnit einer Folge kurzer Blitze ein cha- 
rakteristisches Oszillationsmuster aufweist, das durch eine 
Periodizitat von vier gekennzeichnet ist. Eine typische 
MeBkurve ist in Abbildung 5 dargestellt. Aus den Ergeb- 

t 3 t  

-2 I I , , , 
2 4 6 8 y) 12 14 

Blitz Nr. - 
Abb. 5. Relative SauerbtolTausbeute als Funktion der Nummer des Blitzes in 
einer Folge kurzer (10 ps) sattigender Blitze an dunkeladaptierten Chloropla- 
sten. Die Werte wurden aus der Dissertation von G. Dohnr (Technische Uni- 
versitit Berlin 1984) iibernommen. 

nissen folgt, daB jedes Reaktionszentrum praktisch nur mit 
einem wasseroxidierenden Enzymsystem funktionell ge- 
koppelt ist (Ubersicht siehe I'll). Dies bedeutet, da13 die 
Wasseroxidation uber eine Folge von Einelektronen-Re- 
doxreaktionen verlauft, die sich durch das in Abbildung 6 
dargestellte Schema beschreiben laRt. Dabei symbolisiert 

Abb. 6. Funktionelles Organisationsschema der photosynthetischen Wasser- 
oxidation uber eine Folge von vier Einelektronen-Redoxreaktionen. Si 
(i =O. ___, 4) bezeichnet die Redoxzustande des katalytischen Wirkortes im 
wasseroxidierenden Enzymsystem, P680 die photoaktive Chlorophyll-a- 
Komponente des Reaktionszentrurns (siehe Abb. 2, 3): die Acceptorkompo- 
nenten sind zur Vereinfachung weggelassen. Die funktionelle Kopplung zwi- 
schen dem Reaktionszentrum und dem wasseroxidierenden Enzymsystem ist 
durch punktierte Ovale symbolisiert. 

Si (i = 0, . . ., 4) den Redoxzustand des wasseroxidierenden 
Enzymsystems (i = 0 entspricht dem Redoxzustand des 
Wassers, i = 4 dem des molekularen Sauerstoffs). Die 
Kopplung zwischen dem Pigment P680 des Reaktionszen- 
trums und dem wasseroxidierenden Enzymsystem Y ist in 
Abbildung 6 durch die punktierten Ovale angedeutet. Die 
Art dieser Kopplung sol1 im folgenden Abschnitt beschrie- 
ben werden. 

4.2. Die Kopplung zwischen Reaktionszentrum und 
wasseroxidierendem Enzymsystem 

Da die P680"-Reduktion wesentlich schneller (ns- bis 
p-Bereich, siehe 1s2-ssl) abliuft als die Redoxubergange im 
wasseroxidierenden Enzymsystem Y1s6.571, ist zu schlieRen, 
dal3 die funktionelle Kopplung rnit RC I1 iiber mindestens 
eine Redoxkomponente bewirkt ~ i rd l "~ ,  die man ublicher- 
weise als Z bezeichnet. Damit ergibt sich die Frage nach 
der Natur von Z und der moglichen Beteiligung weiterer 
Redoxkomponenten. Z wurde zuerst EPR-spektroskopisch 
na~hgewiesen~~'~. Bei Belichtung von dunkeladaptierten 
Chloroplasten rnit einer Folge kurzer Blitze wurde ein als 
Signal IIVf1*l bezeichnetes EPR-Signal bei g = 2.0046 beob- 
achtet, dessen Relaxationskinetik vom Redoxzustand Si 
des wasseroxidierenden Enzymsystems Y abhangt[''I. Si- 
gnal II,[ wird der oxidierten Form Z"" zugeordnet. Die 
Zerstorung des Systems Y andert sowohl die KinetikIm1 des 
EPR-Signals signifikant (entsprechend wurde dieses Signal 
als IIt*l  bezeichnet) als auch seine Mikrowellensatti- 
gungi6l1. Gleichzeitig verlangsamt sich die P680"-Reduk- 
tion. In diesem Fall stimmt die Kinetik der Signal-IIf-BiI- 
dung rnit der der P680a-Reduktion uberein. Beide Reak- 
tionen zeigen eine charakteristische pH-Abhangigkeit rnit 
Halbwertszeiten im Bereich von 2-40 ps162-w1. Liegt Z"" 
vor, so wird P680" mit einer Halbwertszeit von 100-200 ps 
uber eine Ruckreaktion mit Q,f red~ziert'".~! 

Eine detaillierte Analyse des EPR-Spektrums von Signal 
II f  ftihrte im Vergleich mit entsprechenden Analysen an in- 
vitro-Modellsystemen zu dem SchluR, daR die redoxaktive 
Gruppe in der oxidierten Form Z"" ein Plastosemichinon- 
Radikalkation ist, dessen Ringebene senkrecht zur Mem- 
bran angeordnet ist167*6n1. Spektroskopische Untersuchun- 
gen im UV/VIS-Bereich stehen nicht im Widerspruch zu 
dieser Zuordn~ng[~'-~*l. In Abbildung 7 sind die UV-Diffe- 
renzspektren fur Z"" und Z dargestellt, die man aus der 
Analyse von blitzinduzierten Absorptionsgnderungen er- 

Die Messungen wurden an PS-11-Membranfrag- 
menten (der Anteil an Photosystem I ist 55%) ausgefuhrt, 
bei denen das wasseroxidierende Enzymsystem Y in einem 
Fall funktionell intakt, im anderen Fall vollstlndig zerstort 
war. 

Ein Vergleich mit dem System Durosemichinon/Duro- 
hydrochinon in 9M H2S04 und 1 M zeigt, daR 
im UV-Bereich die Differenzspektren fur die oxidative Bil- 
dung des Durosemichinon-Radikalkations in Losung und 
fur Z"" im Photosystem ZI ahnlich sind. Die hypsochrome 
Bandenverschiebung von 275 nach 260 nm und die leicht 
bathochrome Verschiebung der 305-nm-Bande (nach 

"1 Die Indices ,,vP (very fast) und ,,f" (fast) beziehen sich auf die unter- 
schiedlichen Geschwindigkeiten der Relaxation. 
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3 10 nm) sind durch die Bindung des Plastohydrochinons 
an die Proteinmatrix erklarbar. Es muR aber betont wer- 
den, daR die prosthetische Gruppe von Z dadurch noch 
nicht eindeutig als PQH2 identifiziert worden ist, so da13 
sich alternative Zuordnungen (z. B. Flavine, siehe [741, oder 
Tyrosinreste) nicht vollstandig ausschlieRen lassen. Sollte 
allerdings das Plastohydrochinon-Modell fur Z zweifels- 
frei bestatigt werden, so ergaben sich zwei mechanistisch 
sehr interessante Aspekte: 

\ ?n'<n Zi-L , ..m 
,*-' - 

' " " I ' " ' I " 

1) In Losung sind Semichinon-Radikalkationen wegen des 
negativen p K - W e r t e ~ [ ~ ~ ]  nur in stark saurem Medium 
existenzfahig. Die Bildung eines vergleichsweise stabi- 
len Plastosemichinon-Radikalkations in Biomernbranen 
erfordert daher dessen Einbau in eine spezielle Protein- 
matrix, die eine rasche Deprotonierung ~ e r h i n d e r t [ ~ ' , ~ ~ ]  
und somit als Apoprotein eine essentielle Funktion hat. 
Einen experimentellen Hinweis fur die sehr starke Iso- 
lierung der funktionellen.Gruppe von Z liefert der Be- 
fund, daR kein Deuterium rnit der Mikroumgebung der 
prosthetischen Gruppe ausgetauscht wird, wenn PS-II- 
Membranfragmente in DzO inkubiert ~ e r d e n l ~ ~ " ] .  Neue- 
ste Markierungsexperimente rnit "'I zeigen, daR sich 
der Bindungsort fur die prosthetische Gruppe von Z in 
der Untereinheit D-1 selbst oder in deren nachster Um- 
gebung befir~det[~~'.']. 

2) Da der primare Acceptor ein speziell gebundenes und 
mit Fe2e (high spin) assoziiertes Plastochinonmolekul 
(siehe Abschnitt 3) ist, ergibt sich aus der Identifizie- 
rung der funktionellen Redoxgruppe von Z als ein 
ebenfalls spezifisch in ein Protein inkorporiertes Plasto- 
hydrochinon eine a d e r s t  interessante Konsequenz: 
Das im Licht primar gebildete Radikalionenpaar 
[P68O0Pheoe] bewirkt die Bildung eines Radikalionen- 
paars aus zwei raumlich getrennten und fixierten Semi- 
chinonen17'], das mindestens 60% der Freien Enthalpie 
des ersten angeregten Singulettzustandes von P680* ent- 
halt. Dies impliziert, da13 zur intermediaren Sonnen- 
energiespeicherung (im ps-Bereich) ein System etabliert 
worden ist, bei dem unter Benutzung gleicher prostheti- 
scher Gruppen (Plastosemichinone) eine vergleichs- 
weise hohe elektrochemische Potentialdifferenz von ca. 

1 V aufrecht erhalten wird, und zwar allein aufgrund 
des durch die Spezifizierung der Mikroumgebung 
realisierbaren drastischen Unterschiedes im Protonie- 
rungsgrad. 
Mechanistisch interessant ist ferner, daR im Cegensatz 

zur ublichen Zweielektronen-Redoxchemie chinoider Sy- 
steme beide prosthetischen Plastochinon- bzw. Plastohy- 
drochinon-Gruppen jeweils nur als Einelektronen-Redoxsy- 
steme wirken"]. Dabei wird wahrscheinlich die Oxidation 
des funktionellen Plastohydrochinons in Z zur Chinon- 
stufe durch eine wirksame Protonierung verhindert (die 
Bildung eines zweifach protonierten Chinons erfordert ein 
sehr hohes Oxidationspotential, siehe [751). Die Redoxei- 
genschaften des Plastochinons werden auf der Acceptor- 
seite moglicherweise durch die Wechselwirkung rnit dem 
Fe2'-Zentrum reguliert, doch ist diese Frage mechani- 
stisch noch nicht eindeutig geklart (siehe Abschnitt 5) .  

Die Differenzspektren (Abb. 7) fur Z""/Z an PS-II- 
Membranfragmenten, deren wasseroxidierendes Enzymsy- 
stem Y entweder funktionell intakt ist oder durch eine se- 
lektive Behandlung zerstort wurde, unterscheiden sich 
deutlich. Die Abweichungen zwischen beiden Differenz- 
spektren sind typisch fur Verschiebungen, die durch elek- 
trochrome Effekte hervorgerufen werden. Es ist daher 
denkbar, daR elektrostatische Wechselwirkungen zwischen 
geladenen Gruppen im wasseroxidierenden Enzymsystem 
Y und dem Reaktionszentrum des Photosystems I1 zusatz- 
lich elektrochrome Bandenverschiebungen bewirked6']. 
Inwieweit diese Wechselwirkungen auch die EPR-Spek- 
tren der Signale IIVf und I I r  beeinflussen, ist bislang noch 
nicht eindeutig geklart. 

Aus kinetischen Befunden zur P680°-Reduktion wurde 
indirekt geschlossen, da13 zwei Redoxkomponenten an der 
Kopplung zwischen RC I 1  und dem wasseroxidierenden 
Enzymsystem beteiligt ~ i n d [ ~ "  '"I. Da die Kinetik der Si- 
gnal-II,r-Relaxation[5'1 gut rnit der der Redoxubergange 
S,-S,-  1[56.571 iibereinstimmt, ist zu schlieRen, da13 Z direkt 
mit dem wasseroxidierenden Enzymsystem verbunden ist. 
Daher sollte eine weitere Redoxkomponente D,, falls sie 
existiert, zwischen Z und P680 lokalisiert sein. Ein direkter 
experimenteller Beweis fur die Existenz von D, ist bislang 
nicht gelungen (ausfiihrliche Diskussion siehe ["I). 

Ein interessantes Problem bezuglich der Kopplung zwi- 
schen Reaktionszentrum und System Y besteht darin, ob 
und inwieweit der Redoxzustand S, im System Y die Kine- 
tik der P680'-Reduktion beeinflufit. Wenn keinerlei Wech- 
selwirkung zwischen beiden Funktionseinheiten vorhan- 
den ware, sollte die Kinetik des Elektronentransfers allein 
durch die elektronische und vibronische Kopplung zwi- 
schen P680 und Z bestimmt sein und damit nicht von S, 
abhangen. Tatsachlich schloR man aus den gemessenen 
Absorptionsanderungen bei 690 nm, die den Umsatz von 
P680 anzeigen, daR die Kinetik der P680e-Reduktion vom 
Redoxzustand des wasseroxidierenden Enzymsystems ab- 
hangt[791. Neuere Messungen rnit wesentlich hoherer Zeit- 
auflosung bestatigen diese SchluRfolgerung['ol. Die Regu- 
lation der Kinetik des Elektronentransfers zwischen P680e 
und Z wurde elektrostatischen Effekten zwischen den 

[*] Unter unphysiologischen experimentellen Bedingungen kann in Gegen- 
wart von NazSzOq eine Reduktion von QA zur Hydrochinonstufe erzwun- 
gen werden (781. 
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funktionellen Gruppen zugeordnetI'"]. Der miigliche Ein- 
fluR von h d e r u n g e n  in der Polypeptidstruktur bei Redox- 
iibergangen der prosthetischen Gruppe bleibt dabei unbe- 
riicksichtigt. Am Beispiel von Cytochrom c wurde aber ge- 
zeigt, da13 sich die Struktur des Apoenzyms bei der Oxida- 
tion der funktionellen Hamgruppe . signifikant andert1261. 
Kurzlich wurde auch fur Plastocyanin nachgewiesen, daR 
die Oxidation des funktionellen Kations Cue  zu CuZe 
Konformationsanderungen induziert, die moglicherweise 
wesentlich fur eine Feinabstimmung des Elektronentrans- 
fers sind[8'1. Es bleibt daher zu priifen, ob die beobachteten 
Abhangigkeiten des Zeitgesetzes der P680e-Reduktion 
vom Redoxzustand des wasseroxidierenden Enzymsystems 
nicht primar durch Einflusse der Polypeptidstruktur auf 
den Elektronentransfer bestimmt sind. 

4.3. Funktionsmechanismus und struktureller Aufbau 
des wasseroxidierenden Enzymsystems 

Aus einer formalen Betrachtung des Schemas der in- 
vitro-Reaktion von zwei H,O-Molekiilen zu O2 und 4 H Q  
(Abb. 8) folgt unmittelbar, daR das zentrale Problem fur 

Abb. 8. Reaktionsschema fur  die Oxidation von zwei H,O-Molekiilen zu O2 
und 4 HQ durch eine Folge von vier Einelektronen-Redoxreaktionen. Die 
graue FlBche symbolisiert eine nicht naher charakterisierte Defektelektro- 
nenquelle. Beziiglich der protolytischen Reaktionen wurde angenommen, 
daB die Reaktion bei einem pH-Wert abl8uft. der groa gegeniiber dem pK- 
Wert von HO? ist. 

die Realisierung der Wasseroxidation zu O2 und 4 H e  in 
biologischen Membransystemen die Stabilisierung der in- 
termediaren Redoxzustande ist182]. Die Werte der Freien 
Bildungsenthalpien fur die Oxidationsprodukte, die durch 
schrittweisen Entzug von Elektronen und Protonen aus 
Wassermolekiilen entstehen (HO', H202, HO:), zeigen so- 
fort, daD diese Redoxstufen nicht als freie Spezies bei der 
photosynthetischen Wasseroxidation gebildet werden kon- 
nen183,841. Dariiber hinaus wurden diese ZLuBerst reaktiven 
Verbindungen die empfindlichen Biomolekule sehr rasch 
oxidativ abbauen. Daraus folgt, daR an der Redoxreak- 
tionsfolge der Wasseroxidation geeignete funktionelle 
Gruppen direkt beteiligt sein mussen. Bei der Gesamtreak- 
tion werden die Bindungen zwischen 0 und H gelost und 
zwischen zwei 0-Atomen neu geknupft. Es ist zu vermu- 
ten, da13 Systeme rnit n-Elektronensystemen undloder  
Ubergangsmetalle rnit unvollstandig besetzten d-Orbitalen 
als funktionelle Gruppen besonders geeignet sind. Unter- 
suchungen uber die Enzymologie von 02[ns1 zeigen, daR 
solche Systeme (Flavine und Chinone bzw. Fe, Cu, Mn 
und Mo) tatsachlich als funktionelle Gruppen eine essen- 
tielle Rolle spielen. Es ist seit langem bekannt, daB Man- 
gan ein unerlanlicher Cofaktor der photosynthetischen 

Wasserspaltung ist (Ubersicht siehe 15'.s6-nn1). Daher 
scheint es plausibel und logisch zu sein, das wasseroxidie- 
rende Enzymsystem als ein Manganptotein anzusehen, 
dessen Metallzentren mit ihrer spezifischen Koordina- 
tionssphare als die redoxaktiven funktionellen Gruppen 
des Enzyms  irke en^^^.^]. Aus diesem Grundpostulat und 
dem Vergleich der in Abbildung 6 und 8 dargestellten Re- 
aktionsschemata ergeben sich einige wichtige Fragen fur 
die Realisierung der photosynthetischen Wasseroxida- 
tion : 

1) Wie ist der katalytische Wirkort aufgebaut, an dem sich 
O2 aus zwei H20-Molekulen bildet? 
Wie sind die elektronische Struktur und die Anordnung 
der Metallatome in der prosthetischen Gruppe, die den 
Redoxzustanden Si (siehe Abb. 6) entspricht? 
Wie ist zu erklaren, da13 das wasseroxidierende Enzym- 
system nach hinreichender Dunkeladaptation praktisch 
vollstiindig den Redoxzustand S, b e s e t ~ t ' ~ ' . ~ ' ~ ?  
Welche Deprotonierungsreaktionen sind rnit den 
Redoxubergangen Si+Si+ I gekoppelt? 
Wie ist das  Apoenzym strukturell aufgebaut und wie be- 
einfluDt es funktionell die Redoxubergange? 
Welche regulatorischen Einheiten steuern zusatzlich die 
Funktion des wasseroxidierenden Enzymsystems? 

4.4. Der katalytische Wirkort und die funktionelle Rolle 
des Mangans 

Der mechanistisch entscheidende Schritt fur die 0,-Bil- 
dung aus zwei Wassermolekulen ist die Bildung einer Sau- 
erstoff-Sauerstoff-Bindung. Dies erfordert eine geeignete 
geometrische Anordnung der Reaktionspartner, die sicher 
dann zu erreichen ist, wenn der katalytische Wirkort min- 
destens zwei Zentren enthalt. Damit wird zugleich auch 
die Bildung einer peroxidischen Vorstufe ermoglicht. Setzt 
man voraus, daR die essentiellen Redoxubergange an die- 
sen Zentren stattfinden, so bilden diese zusammen rnit ih- 
rer Ligandenhiille die prosthetische Gruppe des wasseroxi- 
dierenden Enzymsystems. Redoxaktive Gruppen, die nur 
zur elektronischen Kopplung mit dem Reaktionszentrum 
(uber die Komponente Z, siehe Abschnitt 4.2) dienen, oder 
Molekule und Aminosaurereste, die ausschlieBlich an De- 
protonierungsprozessen beteiligt sind (z. B. uber H-Briik- 
kenbildung), die nicht unmittelbar am reaktiven Zentrum 
ablaufen, sollen dagegen nicht als Bestandteil der prosthe- 
tischen Gruppe betrachtet werden. 

Unter Beriicksichtigung dieser Uberlegungen wird gefol- 
gert : Die prosthetische Gruppe des wasseroxidierenden En- 
zymsystems Y ist ein zweikemiger Mangonkomplex. Stii- 
chiometrische Untersuchungen zeigen, daD vier Mn-Zen- 
tren pro System Y e ~ i s t i e r e n " ~ . ~ ~ ' .  Es wird aber angenom- 
men, daR sich diese vier Mn-Zentren in ihrer Funktion un- 
terscheiden. Dabei sei ausdriicklich darauf hingewiesen, 
daR selbst ein strukturell symmetrischer vierkerniger Man- 
gankomplex durch den Einbau in eine asymmetrische Pro- 
teinmatrix als zweikernige Gruppe fungieren kann (aus- 
fuhrliche Diskussion siehe 1941). Es gibt mehrere Befunde, 
nach denen die vier Mn-Zentren im System Y nicht aqui- 
valent sind. Sie unterscheiden sich in der magnetischen 
Wechselwirkung mit Z0x16'1, in der Wechselwirkung rnit 
CI0IPs1, in der Bindungsstarke nach Ablosung der regulato- 
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rischen 33-kDa-Untereinheit (siehe Abschnitt 4.6.2)[961 und 
schlienlich im Mechanismus der Photoaktivierung des Sy- 
stems Y[y71. Nach partieller Freisetzung von Mn ist eine 
Reaktivierung der 02-Bildung ohne Mn-Zugabe mog- 
lich'y81. Es gibt auaerdem Hinweise dafiir, daI3 sich zwei 
der vier Mangan-Ionen durch andere zweiwertige Metall- 
Ionen ersetzen lassen["]. 

Ein zweikerniger Mangankomplex als prosthetische 
Gruppe der Wasseroxidation wurde bereits friiher['Oa,lO1l 
vorgeschlagen. Diese Annahme wird auch dadurch ge- 
stiitzt, daI3 an Enzymsystemen, die die Reduktion von O2 
zu H 2 0  katalysieren (Cytochrom-Oxidase, Laccase etc. ; 
Ubersicht siehe ["I) von den ebenfalls vier Metallzentren 
nur zwei den katalytischen Wirkort bilden. Auch bei in- 
vitro-Katalysatorsystemen wirken zweikernige Metallzen- 
tren als funktionelle Gruppen der Wasseroxidation[Io2. 

Setzt man daher voraus, daI3 die prosthetische Gruppe 
des wasseroxidierenden Enzymsystems ein zweikerniger 
Mangankomplex ist, so ergeben sich unmittelbar drei Fra- 
gen: 1) Welchen Valenzzustand haben die beiden Mangan- 
zentren in den Redoxzustanden S,? 2) Wie sind die Man- 
ganzentren im Protein koordinativ verankert, und in wel- 
cher Form wird das Substrat (H20)  gebunden? 3) Existie- 
ren weitere redoxaktive Komponenten (z. B. in der Ligan- 
denhiille), die an den Elektronentransferprozessen des ka- 
talytischen Zentrums beteiligt sind? 

Zur Charakterisierung elektronischer Zustande von 
funktionellen Gruppen, die Ubergangsmetalle als redoxak- 
tive Spezies enthalten, eignen sich mehrere spektroskopi- 
sche Verfahren: NMR-, EPR-, UV/VIS-, IR-, EXAFS-['I 
und XAES[*I-Spektroskopie. Bei Untersuchungen an kom- 
plizierten biologischen Systemen treten zwei prinzipielle 
Schwierigkeiten auf: 1) Es konnen Uberlagerungen rnit 
den Differenzspektren von Komponenten eintreten, die an 
der zu analysierenden Reaktionsfolge gar nicht beteiligt 
sind. 2) Selbst bei der Separierung der interessierenden Re- 
aktionen ergeben sich erhebliche Interpretationsprobleme, 
wenn weder die Bestandteile noch die Struktur der Ligan- 
denhiille bekannt sind. Beides erschwert die Analyse der 
Reaktionsfolge im wasseroxidierenden Enzymsystern so 
stark, daB eine befriedigende Antwort auf die drei Fragen 
und damit eine Aufklarung des Mechanismus der H20-  
Spaltung bislang nicht moglich war. Es sollen daher im 
folgenden zunachst nur die Mosaiksteinchen unseres noch 
sehr fragmentarischen gegenwartigen Kenntnisstandes be- 
schrieben werden, die mit mehreren spektroskopischen 
Methoden gefunden wurden. Im zweiten Schritt der Ana- 
lyse wird dann versucht, die bislang bekannten Puzzleteile 
zu einem Gesamtbild zusammenzufiigen. Da es noch nicht 
gelungen ist, das wasseroxidierende Enzymsystem so zu 
isolieren, da13 es funktionell intakt bleibt, miissen die Ex- 
perimente an Systemen ausgefiihrt werden, an denen min- 
destens auch die Prozesse des Reaktionszentrums und der 
Elektronenubergang zu exogenen Acceptoren ablaufen. 
Um gemessene spektrale Eigenschaften zu bestimmten Re- 
doxzustanden S, im wasseroxidierenden Enzymsystem zu- 
zuordnen, wird daher das charakteristische Oszillations- 
muster (siehe Abb. 5 )  zur ,,Markierung" der S,-Zustande 
(oder der Redoxuberg2nge S,-S,,  I )  genutzt. 

[*I EXAFS=Extended X-Ray Absorption Fine Structure; XAES=X-Ray  
Absorption Edge Structure. 

4.4.1. NMR-spektroskopische Untersuchungen 

Stark relaxierende paramagnetische Metallzentren mit 
geeigneter Elektronenkonfiguration (Orbitalsingulettzu- 
stande rnit geringer statischer Nullfeldaufspaltung) beein- 
flussen die Relaxationskinetik der Wasserprotonen[lwl. Bei 
einem Valenzwechsel der Manganzentren im katalytischen 
Wirkort sind daher Anderungen in der Kinetik der Spin- 
Gitter- oder Spin-Spin-Relaxation zu erwarten, die Riick- 
schliisse auf den Redoxzustand in den S,-Zustanden des 
wasseroxidierenden Enzymsystems ermoglichen sollten. 
Bei Anregung von dunkeladaptierten Chloroplasten mit ei- 
ner Blitzfolge wurde eine Oszillation der Relaxation gefun- 
den und den S,-Zustanden ~ u g e o r d n e t [ ' ~ ~ ~ .  Diese Methode 
erfordert die Wahl geeigneter experimenteller Bedingun- 
gen, um Nebeneffekte durch nicht funktionelle Zentren 
auszuschlienen (Ubersicht siehe [Io6]). Neueste Messungen 
zeigen eindeutig, daI3 Anderungen in der Relaxationskine- 
tik rnit S,-Zustandsanderungen gekoppelt ~ i n d [ ' " ~ ] .  Die Er- 
gebnisse fuhrten zu dem vorlaufigen SchluI3, daI3 beim 
Ubergang S I + S 2  sehr wahrscheinlich Mn"' zu Mnlv oxi- 
diert wird, wahrend bei der Reaktion S2+S3 moglicher- 
weise kein Valenzwechsel an den Manganzentren stattfin- 
det. Die Oxidation von So zu S ,  konnte ein Mn"-rMn"'- 
Ubergang sein[Ion1. Die bisher vorliegenden NMR-Ergeb- 
nisse ermoglichen allerdings keine eindeutigen SchluBfol- 
gerungen uber den Redoxzustand des Mangans im kataly- 
tischen Wirkort. 

4.4.2. EPR-spektroskopische Untersuchunyen 

Das im Photosystem I 1  gebundene Mangan ist bei 
Raumtemperatur EPR-inaktiv (Ubersicht siehe [x7.xx1). 

Wird das wasseroxidierende Enzymsystem zerstort, so tritt 
das fur [Mn(H10)6]'@ typische Hyperfein-EPR-Signal auf. 
Es wurde daher versucht, nach Besetzung bestimmter S,- 
Zustande das Mangan durch hinreichend rasche Zersto- 
rung des Enzymsystems freizusetzen und aus der Ampli- 
tude des gemessenen EPR-Signals Riickschliisse auf den 
Valenzzustand des Mangans zu ziehen[lW1. Mit dieser indi- 
rekten Methode wurde gefolgert, dan Mangan im Redox- 
cyclus als Mn" und Mn"' auftritt, wobei intermediar auch 
Mnlv gebildet wird (beim Ubergang Sl  +S2+S3)[1091. 

Wesentlich fur die Anwendung von EPR-Methoden zur 
Analyse des katalytischen Wirkortes der Wasseroxidation 
war die Entdeckung eines Tieftemperatur-EPR-Signals, 
das bei der Bildung des S2-Zustandes auftritt[Ilo1. Die spek- 
trale Simulation der charakteristischen Hyperfeinstruktur 
fiihrte zu dem SchluO, daI3 das ,,S,-multiline-Signal" durch 
den gemischtvalenten Zustand eines zwei- oder vierkern- 
igen Mangankomplexes bedingt ist, wobei sowohl eine 
Mn"-Mn"'- als auch eine Mn"'-Mn'V-Konfiguration mog- 
lich ist" 10-1 161 . Untersuchungen an Modellkomplexen 
schlieI3en auch die Existenz eines Peroxo-verbriickten 
[Mn" . . .02. . . Mnlll]-Zustandes nicht aus" 17]. Aus dem 
EinfluB von H2I7O auf die Hyperfeinlinien wurde gefol- 
gert, daI3 H 2 0  direkt'mit dem katalytisch wirkenden Man- 
gan verbunden ist, wenn der Zustand S2 gebildet wird["']. 
Das ,,Sz-multiline-SignaI'' verschwindet, wenn das wasser- 
oxidierende Enzymsystem zerstort wird, wie Abbildung 9 
zeigt1""I. Neben dem ,,multiline-Signal" existiert ein weite- 
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Abh. 9. Lichtinduzierte EPR-Signale an a) unbehandelten und b) trypsinier- 
ten PS-Il-Memhrdnfragmenten bei pH = 7.5. In den unbehandelten Chloro- 
plasten ist das charakteristische ,,SI-multiline-SignaI" (siehe Text) deutlich 
sichthar, wobei der enge Bereich um 8-2.0 der obersicbtlichkeit halber aus- 
geblendet wurde (in diesem Bereich treten sehr starke Signale auf, die durch 
andere Radikale bedingt sind) (experimentelle Details siehe [I 191). 

res Signal bei g =4. I2O1, das ebenfalls S2 zugeordnet 
wird['21,122! Aus den Eigenschaften der Signale wurde ge- 
folgert, daR das Signal bei g=4.1 durch den Spingrundzu- 
stand (S = 312) und das ,,S2-multiline-Signa1" durch den 
angeregten Spinzustand ( S  = 1/2) einer antiferromagne- 
tisch austausch-gekoppelten zweikernigen Mn"-Mn"+l- 
Gruppe bedingt ist, die ferromagnetisch rnit einem zweiten 
(S = 1)-Zentrum gekoppelt ist11'6.1211. Miiglicherweise han- 
delt es sich um das zweite Mn-Dimer eines verzerrten Mn- 
Tetramers. Nach neuesten Modellvorstellungen wird eine 
verzerrte Cuban-analoge Mn404-Struktur diskutiert"22"1. 
Ein direkter experimenteller Hinweis dafur fehlt bisher. 
Die Spinzustandsanalyse allein liefert keine eindeutige 
Aussage iiber n. Gegenwlrtig erscheint ein Wert von n = 3 
am wahrscheinlichsten'"s.1161, wobei im ,,Cuban"-Modell 
eine Konfiguration Mn"'-Mn!" angenommen wird[122"! 

Informationen iiber die Struktur der Ligandenhulle der 
funktionellen Manganzentren, insbesondere uber die Elek- 
tronendichteverteilung, konnten bislang nicht erhalten 
werden. In diesem Zusammenhang sollte auf ein prinzi- 
pielles Problem der Tieftemperatur-EPR-Spektroskopie 
hingewiesen werden: Es ist nach Messungen an Mangan- 
Modellkomplexen rnit redoxaktiven Liganden''23- 1241 nicht 
auszuschlieRen, daB die Elektronendichteverteilung zwi- 
schen Liganden und Zentralatomen temperaturabhangig 
ist. Sollte dies auch im wasseroxidierenden Enzymsystem 
der Fall sein, dann konnten Tieftemperatur-EPR-Messun- 
gen im Prinzip keine Informationen uber die Elektronen- 
dichteverteilung und damit den Redoxzustand der Man- 
ganzentren am katalytischen Wirkort bei Raumtemperatur 
liefern. 

4.4.3. UV/VIS-spektroskopische Untersuchungen 

Die Bestimmung der UV/VIS-Differenzspektren fur die 
Redoxubergange Si-S, + I sollte im Prinzip aus blitzindu- 
zierten Absorptionsanderungen aufgrund des charakteri- 
stischen Oszillationsmusters (vgl. Abb. 5 )  moglich sein. Al- 
lerdings ergeben sich wegen der Uberlagerung rnit Binar- 
oszillationen, die durch die PQ-Reduktion bedingt sind 

(siehe Abschnitt 5), erhebliche Schwierigkeiten (Diskus- 
sion siehe l2'1). Durch eine geeignete Modifizierung des 
Apoproteins (milde Trypsin-Behandlung bei pH 16.5) ge- 
lingt es, die PQH2-Bildung a n  Thylakoiden zu verhindern, 
wobei gleichzeitig Qf durch K3[Fe(CN),] leicht oxidierbar 
wird"26-12"1. Bei Anregung dunkeladaptierter trypsinierter 
Thylakoide mit einer Folge kurzer Blitze erhalt man in Ge- 
genwart von K,[Fe(CN),] die in Abbildung 10 dargestell- 

4 i n b  I 1.BLitz 2.Blitz 

3.Blitz 4.81itz 
In 

L I  I I I 
0 4 0 L 

I lmsl- 

Abb. 10. Absorptionsanderungen bei 320 nm als Funktion der Nummer der 
Blitze bei einer Folge kurzer (10 ps) slittigender Blitze an dunkeladaptierten 
trypsinierten Thylakoiden. AA.(O) beschreibt die zeitlich nicht aufgel6ste 
Anfangsamplitude im n-ten Blitz, AAn (4.5 ms) die entsprechende Amplitude 
4.5 ms nach dem Blitz und AA4,'=AAn(0)-AA,,(4.5ms) die Differenz bei- 
der Gr60en; diese ist ein Ma0 fur den relativen Anteil der I-ms-Relaxation 
an der Gesamtrelaxation (experimentelle Details siehe 11291). 

ten Absorptionsanderungen bei 320 nm[129! Man erkennt, 
dal3 an der Gesamtrelaxation eine I-ms-Relaxation betei- 
ligt ist, deren Amplitude je  nach Nummer des Blitzes cha- 
rakteristisch oszilliert. Die Halbwertszeit von ca. 1 ms 
stimmt mit der Zeit uberein, die fur den geschwindigkeits- 
bestimmenden Schritt der 02-Bildung aus polarographi- 
schen Messungen ermittelt ~ u r d e [ ' - ' ~ ~ .  Abbildung 11 zeigt, 
daR die Amplitude der 1 -ms-Relaxation von Absorptions- 
anderungen bei 320 nm und die 02-Ausbeute pro Blitz an 
dunkeladaptierten Thylakoiden praktisch das gleiche Os- 
zillationsmuster aufweisen. Aus kinetischen Uberlegungen 
folgt, daR die Amplitude der I-ms-Relaxation an Trypsin- 
behandelten Thylakoiden die Reaktion 

Z""S,+ 2 H 2 0  - Z S o + O z +  2He 

beschreibtls3]. Damit ist es mdglich, das Differenzspektrum 
dieser Reaktion zu ermitteln (Abb. 1 I ,  kleines Bild). Eine 
Separierung der Differenzspektren fur die Redoxiiber- 
gange S,-S,, , konnte wegen der ungunstigen optischen 
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Eigenschaften von Thylakoidsuspensionen nicht erreicht 
werden. 

4.4.4. IR-spektroskopische Untersuchungen 

s 
H 

I 

I I 

Abb. I 1. GroRes Bild: Amplitudendifferenz (0) der I-ms-Relaxation zwi- 
schen n-tern und erstem Blitz, AA: ', sowie relative Sauerstoffausbeute 
(----) als Funktion der Numrner des Blitzes in einer Folge kurzer (10 p) 
sattigender Blitze an dunkeladaptierten trypsinierten Thylakoiden. Kleines 
Bild: Amplitudendifferenz (0) der I-rns-Relaxation zwischen 3. und 1. Blitz 
als Funktion der Wellenlange (weitere Details siehe [531). 

Einen wesentlichen Fortschritt fur alle spektroskopi- 
schen Untersuchungen am Photosystem I1 brachte die Ent- 
wicklung praparativer Methoden zur Isolierung von Mem- 
branfragmenten, die praktisch kein Photosystem I mehr 
enthalten, volle 02-Bildungsaktivitat haben und gunstige 
optische Eigenschaften (geringe Streuung, kleine Partikel- 
groBe) a u f w e i ~ e n ~ ' ~ ' , ' ~ ~ ~ .  Messungen blitzinduzierter Ab- 
sorptionsanderungen an PS-11-Partikeln und die Analyse 
der Ergebnisse im Rahmen des Kok-Schemas (siehe Ab- 
schnitt 4.2) wurden von mehreren Arbeitsgruppen ausge- 

. Dabei kam man zu unterschiedlichen 
SchluBfolgerungen. Ohne die Details hier behandeln zu 
konnen (siehe dazu [ I 2 %  133.1341 ), bleibt als wesentlichste un- 
geklarte Frage, ob jeder Redoxiibergang S,-S,+ I praktisch 
zum gleichen Differenzspektrum fuhrt, fur alle i = 0, 1 und 
2""', oder o b  signifikante Unterschiede a ~ f t r e t e n [ l ~ ~ , ' ~ ~ ~ .  

Jiingste Modellrechnungen zeigen, daD sogar im idealen 
Falle der vollstandigen Abwesenheit storender Prozesse 
die Absorptions2nderungen allein nicht geniigen, um dar- 
aus eindeutig die Differenzspektren A&,+ '.,(A) fur die Re- 
doxiibergange S,+Si, ' abz~lei ten~'"~.  

Es wurde versucht, aus den erhaltenen Differenzspek- 
tren lnformationen uber die Natur der beteiligten Redox- 
gruppen zu erhalten. Aus dem Vergleich mit den Spektren 
von Mangangluconat-Komplexen wurde gefolgert, dal3 bei 
jedem S,-S,+I-Ubergang fur i=O, 1, 2 eine Oxidation 
Mn"'-t MnIV ~ta t t f inde t [ '~~I .  

Diese Zuordnung ist aber nicht stichhaltig, denn - unab- 
hangig von moglichen Unterschieden zwischen den jewei- 
ligen Red~xubergangenl '~~ .  134'1 - ermoglichen die Diffe- 
renzspektren allein prinzipiell keine eindeutigen Aussagen 
iiber die Elektronenkonfiguration der Manganzentren in 
den S,-Zustanden, da  die UV-Spektren von Mangankom- 
plexen primir durch die Struktur der Liganden bestimmt 
sind1'36;'1. Jiingste U n t e r ~ u c h u n g e d ' ~ ~ ~ ~  bestatigen diese 
SchluRfolgerung. 

fuhrt[~2~.133. 134) 

Bei Anregung von dunkeladaptierten PS-11-Membran- 
fragmenten mit einer Folge von Laserblitzen wurden Ab- 
sorptionsanderungen mit einem Maximum bei 820 nm (AE 
in der GroBenordnung von 100 M-' cm-I) gefunden, die 
eine charakteristische Abhangigkeit von der Nummer des 
Blitzes einer Folge von Anregungsblitzen aufweisen[l"]. 
Diese Absorptionsanderungen zeigen typische Eigen- 
schaften eines Intervalenzuberganges in zweikernigen 
Mangankomplexen. Aus den Ergebnissen wurde gefolgert, 
daB beim Ubergang S, +S2 eine Mn"'-Mn'"-Konfigura- 
tion entsteht, die beim S3-t(S4)-S,-Ubergang wieder ab- 
gebaut wird. Diese Zuordnung impliziert, daB sich bei den 
Redoxubergangen So-SI und S2+S3 die Valenz des Man- 
gans irn katalytischen Zentrum nicht andert. 

4.4.5. EX4 FS- und X4 ES-spektroskopische Untersuchungen 

Erste Versuche zur Messung der K-Kante am Mangan 
(XAES-Messungen) von Thylakoiden fuhrten zum SchluB, 
daB im wasseroxidierenden Enzymsystem ein Mn"."'-Zu- 
stand ~or l ieg t [ '~ '~ .  Neuere Untersuchungen an PS-11-Mem- 
branfragmenten zeigen, daB drastische Anderungen in den 
Kanteneigenschaften der Probe (Verschiebung um 2.5 eV 
sowie Verbreiterung des Hauptabsorptionspeaks) beim 
Ubergang SI  +S2 a~ftreten~"']. Demgegenuber werden 
beim Ubergang Sz-tS3 nur marginale Anderungen beob- 
achtet. Aus diesen Befunden wurde geschlossen, daR Man- 
gan im zweikernigen katalytischen Zentrum nur in den Zu- 
standen Mn"-Mn"' und Mn'l'-Mn'V auftritt und der 
SI-+Sz-Ubergang ein Zweielektronen-Ubergang beziiglich 
des Redoxzustandes des Mangans ist; dabei ist eine wei- 
tere redoxaktive Komponente an der Reaktion betei- 
ligt[13". Aus EXAFS-Analysen wurde ferner geschlossen, 
daB in S, und S2 ein zweikerniger Mangankomplex vor- 
liegt, in welchem der Mn-Mn-Abstand 270 pm betragt[14"1. 
Neueste EXAFS-Untersuchungen bestatigen diesen Wert. 
Sie zeigen ferner, daB sich das Mangan im zweikernigen 
Komplex in einer speziellen, nicht zentrosymmetrischen 
Umgebung befindet, wobei jedes Mn-Atom im Abstand 
von 198 pm 3 f 1 terminale Liganden (N- oder 0-Atome) 
und 2 k 1 Briickenliganden (ebenfalls N- oder 0-Atome) 
im Abstand von 175 pm enthalt. Es handelt sich wahr- 
scheinlich um eine p-0x0-Briickenstruktur. In der Umge- 
bung befindet sich sehr wahrscheinlich ein weiteres zwei- 
kerniges Mn-Zentrum oder ein einzelnes M n - A t ~ m [ ' ~ ' l .  

4.5. Modellvorstellungen zum molekularen Mechanismus 
der photosynthetischen Wasseroxidation 

Die in Abschnitt 4.4 beschriebenen Ergebnisse lassen 
zunachst zwei SchluBfolgerungen zu: 1) Im Zustand S2 
liegt wahrscheinlich eine gemischtvalente Konfiguration 
Mn". - .Mn"+l  vor; 2) Wasser ist direkt in  der ersten Ko- 
ordinationssphare des Mangans gebunden. 

Ferner scheint sich beim Redoxubergang Sz- S3 der 
Oxidationszustand an den Manganzentren des katalyti- 
schen Wirkortes nicht signifikant zu andern, d. h. die Oxi- 
dation findet im wesentlichen in der Ligandenhiille oder 
an einer zusatzlichen Redoxkomponente statt. Thermody- 
namische Uberlegungen fuhrten auBerdem zu dem SchluO, 
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daR am Redoxubergang So-+ S, eine redoxaktive Kompo- 
nente rnit relativ niedrigem Redoxpotential beteiligt 
ist["'".'"'l, die durch M symbolisiert wurde. Ob es sich da- 
hei um einen redoxaktiven Ligandenl"] oder um einen spe- 
ziellen Redoxubergang am Mangan handelt1'421, bleibt 
noch zu klaren. FaBt man diese Uberlegungen zusammen, 
so erscheint ein Mechanismus des in Abbildung 12 darge- 
stellten Typs plausibel zu ~ e i n [ ' ~ ~ ] .  

wurde gefolgert, daR die 0-0-Bindung in Form eines 
zweikernigen verbriickten Peroxids auf der Redoxstufe S3 
gebildet wird["". '"'I. Unter Berucksichtigung des in Abbil- 
dung 12 formulierten Gleichgewichts fur S2 ist eine Per- 
oxidbildung bereits in S2 moglich. Dies gilt auch, falls 
M-M"" + e0 eine spezielle Anderung des Oxidationszu- 
standes am katalytisch wirksamen Mn ist. Generell kann 
die 0-0-Bildung auf der Redoxstufe des Peroxides durch 
eine Gleichgewichtsreaktion des in Gleichung (7) formu- 
lierten Typs beschrieben werden. 

s, Sl s2 s3 
Abb. 12. Reaktionsscherna fur die Oxidation von zwei H20-Molekulen zu O2 
und 4 He unter Beteiligung eines zweikernigen Manganzentrurns und einer 
redoxaktiven Komponente M (siehe Text). 8 symbolisiert ein Defektelek- 
tron. 

In Abbildung 12 beschreiben die Symbole (MnMn), 
(Mn"'Mn) und (MnO'MnO") das funktionelle zweikernige 
Manganzentrum in verschiedenen Oxidationszustanden; 
die unterschiedlichen Symbole (Ellipsen, Sechseck, Recht- 
eck) sollen Konforrnationslnderungen im Apoenzym bei 
Redoxubergangen andeuten. Die Existenz von zwei prinzi- 
piell verschiedenen Konformationen (So, S,  unterscheiden 
sich deutlich von S,, S,) wurde kiirzlich aus Cle-Affinitats- 
untersuchungen (siehe Abschnitt 4.6.1) geschlo~sen~'~~"1.  
Diese Annahme wird durch neueste Messungen der Tem- 
peraturabhangigkeit der Redoxubergange Si+Si+ I ( i= 1,2, 
3) gestutzt, aus  denen Informationen iiber Aktivierungsen- 
thalpien und -entropien erhalten w ~ r d e n ~ ' ~ ~ ~ ] .  Es bleibt zu 
priifen, ob diese Strukturunterschiede auch die Kinetik der 
P680"-Reduktion beeinflussen (siehe Abschnitt 4.2). Die 
Elektronendichteverteilung zwischen Zentralatom und Li- 
gandenhulle wird in Abbildung 12 nicht explizit beriick- 
sichtigt (siehe nachfolgende Betrachtungen). 

In Abbildung 12 entspricht der .,obere" Reaktionsweg 
unserem friiher vorgeschlagenen Schema['oo.lO'l, wahrend 
der ,,untere" Reaktionsweg einige neuere Befun- 

esser beschreibt. Es bleibt zu priifen, o b  das 
fur den Zustand S, postulierte Gleichgewicht in der hier 
dargestellten Form existiert. Sollte dies der Fall sein, so er- 
gibt sich mit der Moglichkeit einer Verschiebung der 
Gleichgewichtskonstante als Konsequenz, daR die gemes- 
senen Differenzspektren fur die Redoxuberg2nge SI  -+ S2 
und S2+S3 von den experimentellen Bedingungen abhan- 
gig sein konntenI1421. 

Wir hatten bislang die mogliche Beteiligung des Wassers 
als Reaktant a n  den Redoxuberglngen Si+Si + I ausge- 
klammert. Wasser kann sowohl an protolytischen als auch 
an Redoxreaktionen beteiligt sein. Von zentraler mechani- 
stischer Bedeutung fur die O,-Bildung ist die Frage: Auf 
welcher Redoxstufe entsteht die notwendige O-O-Bin- 
dung? Auf der Grundlage von Analogiebetrachtungen zur 
Realisierung der Umkehrreaktion (d. h. der 0,-Reduktion 
zu H 2 0 )  in biologischen Systemen (Ubersicht siehe ["I) 

de[lo8. 125.139] b 

In diesem Zusammenhang ist es interessant, daR an der 
Cytochrom-Oxidase die 0-0-Bindung nach Dreielektro- 
nen-Reduktion des zweikernig komplexierten Sauerstoffs 
gespalten wird. Diese Reaktion ist stark entropiegetrie- 
benil"'. Analog konnte im wasseroxidierenden Enzymsy- 
stem eine 0-0-Bindung auf der Redoxstufe von zwei oder 
drei Defektelektronen (S2 oder S,) gebildet werden. Damit 
ergibt sich die Frage, in welchem Redoxzustand die en- 
thalpischen und entropischen Voraussetzungen fur eine si- 
gnifikante Besetzung der peroxidischen Form in Glei- 
chung (7) erfullt sind. Dieses Problem ist bislang nicht ge- 
klart. Es existieren experimentelle Befunde, die mit der 
Existenz einer p-Peroxobriicke in Sz vertraglich sind" 17. ' l a ' .  

Auch die Verstarkung der lichtinduzierten H202-Bildung 
nach Entfernung regulatorischer Untereinheiten des was- 
seroxidierenden Enzymsystems (siehe Abschnitt 4.6.2) 
konnte durch eine Destabilisierung peroxidischer Zwi- 
schenstufen in Sz und/oder S, gedeutet ~ e r d e n ~ ' ~ ' ] .  

Demgegenuber wurde aus massenspektroskopischen 
Analysen der blitzinduzierten 02-Bildung nach Inkubation 
mit H2"0 gefolgert, daR keine peroxidische Zwischenstufe 
auf der Stufe von S3 (oder S2) gebildet wirdl'M1. Diese 
SchluRfolgerung ist aus kinetischen Griinden aber nicht 
eindeutig (ausfuhrliche Diskussion siehe 194. I2']). Dariiber 
hinaus wurde kurzlich gezeigt, daB ein sehr stabiler S3-Zu- 
stand existiert, dessen 0-Atome nicht austauschbar 
sind[I4']. Eindeutige Ergebnisse uber die mogliche Existenz 
peroxidischer Zwischenstufen sind nur dann zu erwarten, 
wenn entweder die zeitliche Auflosung bei der Aufnahme 
von Massenspektren erheblich verbessert wird oder andere 
spektroskopische Verfahren (IR-Spektroskopie, Raman- 
Spektroskopie) zur selektiven Detektion von OH- und 0- 
0-Schwingungen im wasseroxidierenden Enzymsystem fur 
die Redoxzustlnde Si zur Verfugung stehen. Die Elektro- 
nenkonfiguration des katalytischen Wirkortes in den ver- 
schiedenen Redoxzustanden ist durch die aktuelle Elektro- 
nendichteverteilung zwischen dem zweikernigen Mangan- 
zentrum, der postulierten Komponente M und dem Sub- 
stratliganden bestimmt. In Modellsystemen tritt bei Asso- 
ziationen von O2 an Ubergangsmetallzentren mit nicht 
vollstandig besetzten d-Orbitalen eine Verteilung der Elek- 
tronendichte zwischen Ligand und Zentralatomen auf, die 
im Bereich zwischen O2 und einer peroxidischen Konfigu- 
ration liegen kann; die Gesamtligandenhiille spielt dabei 
eine wesentliche R ~ l l e [ ' ~ ' ' - - ' ~ ~ ~ .  

Angew. Chem. 99 (1987) 660-678 67 1 



Analoge Phanomene konnen auch in enzymatischen Sy- 
stemen auftreten. So wurde z. B. in einer pflanzlichen Cy- 
tochrom-Oxidase eine Ladungsdichteverteilung der Form 

errnittelt, wobei &,+ti2= I ,  &,>0.5 und 6,<0.5 ~ i n d [ " ~ ~ .  
Eine wesentliche Rolle fur die aktuelle Ladungsverteilung 
spielt die Moglichkeit der Bildung von H-Brucken, wie 
quantenmechanische Modellrechnungen fur eine Zn-Cu- 
Superoxid-Dismutase ~ e i g e n " ~ ~ ] .  

Die mogliche Bedeutung einer Ladungsdelokalisierung 
zwischen Ligand und Zentralatom fur die Stabilisierung 
der intermediiren Redoxstufen der Wasseroxidation 
wurde bei friiheren Modellvorschlagen~"~ ""l ausfuhrlich 
diskutiert. Diese Uberlegungen fuhrten zu dem SchluR, 
daR in der photosynthetischen Wasseroxidation die 
Redoxubergange SI+S2, S2+S3 und &+So etwa die glei- 
che Redoxpotentialdifferenz (AE = 1 V) aufweisen, wah- 
rend der Ubergang So+SI eine deutlich niedrigere Redox- 
potentialdifferenz hat (siehe Abb. 13). Ahnliche Werte 
wurden aus Ergebnissen fur die verzogerte Fluoreszenz ab- 
geschatztL"sl. Messungen der Thermolumineszenz bestati- 
gen, daD die Ubergange SI+S2 und S2-+S3 praktisch die 

1 2H20 
freie Zwischen- 
produkte 

Zwischenstufen SI im 
System Y 

Ahh. 13. Kedoxenergieschema der Oxidation von zwei H>O-Molekulen zu O2 
und 4 He durch eine Sequenz von vier Einelektronen-Redoxreaktionen in 
vitro (linke Seite) und im wasseroxidierenden Enzymsystem (rechte Seite). 
Dabei ist zur Vereinfachung die Energie der H,O-Molekule in vitro und im 
katalytischen Zentrum des wasseroxidierenden Enzymsystems auf das glei- 
che Niveau gelegt, obgleich sich die Absolutbetrage betrachtlich unterschei- 
den konnen. (OH)', (HzOz)** und (@')** bedeuten die beziiglich des Re- 
doxzustandes formalen Zwischenstufen der Wasseroxidation im Photosyn- 
theseapparat. Dabei ist ausdriicklich zu betonen, dal3 diese Stufen den Zu- 
stand des gesamten katalytischen Wirkortes beschreiben. Die Stufen ( I ) ,  (2). 
(3) bzw. (4) auf der rechten Seite des Bildes gelten filr die ubergange SI-S2. 
S2-S,, S2-.S4 bzw. SB-SI. Die forrnale Analogie sagt nichts uber die reale 
Reaktionsfolge aus. Der Vergleich sol1 nur ausdriicken, daO die Oxidations- 
stufe, die dem Zustand S ,  entspricht (M""), erst im letzten Schritt der Folge 
als Oxidans wirken kann: (SJ. SL- (SIB). S4. Auf welcher Stufe sich tatsachlich 
eine 0-0-Bindung bildet, ist noch zu klaren (siehe Text). In diesem Schema 
wurde zur Vereinfachung nicht die MBglichkeit berlicksichtigt. daO eine p- 
Peroxohrucke hereits im Zustand S, gebildet werden kann [siehe Abb. 12 und 
Gleichung (7)] (weitere Details siehe [94, 1011). 

gleiche Redoxenergie habenilS6l. Dies impliziert, daR bei 
signifikanter Besetzung des Zustandes M(MnOXMn"') in S2 
das Redoxpotential von M/M"" fur den Ubergang S2-S3 
sehr stark gegenuber dem der Reaktion So-SI verschoben 
ist. Dies kann durch starke elektrostatische Wechselwir- 
kungen plausibel erklart werden. Mechanistisch interes- 
sant ist auBerdem, daB durch ADRY-Subs tan~enl '~~" '~  die 
Lebensdauer von S2 und S3 drastisch verkiirzt wirdIIsX. ""l, 
wahrend S,  unbeeinflunt bleibt. Thermodynamische Be- 
trachtungen fuhrten ferner zu dem SchluR, daR der Edukt- 
Produkt-Austausch am katalytischen Zentrum 

(X symbolisiert koordinativ an Mn gebundene Spezies) ein 
exergonischer ProzeD ist[loo. '"'I. Fur diese Reaktion konn- 
ten H-Briicken ebenfalls eine entscheidende Rolle spielen. 
H-Briicken sind wesentlich fur die Stlrke der 02-Bindung 
a n  Hamoglobine und Modellsysteme; die Geometrie der 
Bindung von O2 a n  das Metallzentrum kann sich dabei be- 
trachtlich andern['6n1. 

Beziiglich der mit der H20-Oxidation gekoppelten pro- 
tolytischen Reaktionen wurde durch Messungen mit hoch- 
emptindlichen Glaselektroden oder geeigneten pH-Indika- 
toren gezeigt, daR die He-Freisetzung nicht synchron rnit 
der 0,-Bildung ~ e r I a u f t [ ' ~ ' - ' ~ ~ ~ .  Ein Deprotonierungsmu- 
ster von 1,0, 1, 2 He pro PS 11 scheint rnit den Redoxuber- 
gangen Si+Si+ ,  (i =0-3) gekoppelt zu seini162-16x! Dabei 
mu13 allerdings betont werden, daR dieses Muster nicht 
zwingend die tatsachlichen Deprotonierungsreaktionen 
der a n  die Manganzentren gebundenen Wassermolekule 
(oder anderer Redoxstufen des Wassers) wiedergibt, da  
pK,,-Verschiebungen anderer deprotonierbarer Gruppen in 
der Proteinmatrix ebenfalls zur Freisetzung von Protonen 
fuhren. Man mu13 daher zwischen dem intrinsischen De- 
protonierungsmuster der Ligandenhulle des katalytisch 
wirksamen Mangans und dem gemessenen Muster der 
Protonenfreisetzung mechanistisch genau unterschei- 
denl'n'l. Diese Uberlegung impliziert auch die Moglichkeit 
einer apparenten stochiometrischen Kopplung mit nicht 
ganzzahligen Werten fur die Ha-Freisetzung bei den Re- 
doxubergangen Si+Si + ' im wasseroxidierenden Enzymsy- 
stem. In diesem Fall sollte man eine pH-Abhangigkeit fur 
das He-Freisetzungsmuster erwarten. Dies wurde bei Mes- 
sungen zwischen pH=6.0 und 8.0 und bei Verwendung 
verschiedener Praparationen"66-1681 nicht beobachtet. 
Nach neuesten Messungen scheint bei p H < 6  eine 
Verschiebung in Richtung auf eine I,l,l,l-Stochiometrie 
e i n z ~ s e t z e n ~ " ~ ~ ~ .  Bislang gibt es keine Methode, um das 
intrinsische Deprotonierungsmuster direkt zu messen. 

4.6. Polypeptide und weitere Cofaktoren 
im wasseroxidierenden Enzymsystem 

In unseren bisherigen Uberlegungen wurde ausschlieo- 
lich die Natur der redoxaktiven Manganzentren (ein- 
schlieRlich der postulierten Komponente M) und des 
daran gebundenen Wassers diskutiert. Von essentieller Be- 
deutung fur den Reaktionsablauf sind aber auch die urnge- 

I*] Beispiele fur ADRY-Substanzen: Derivate von Carbonylcyanid- und a- 
Acyl-a-cyancarbonylphenylhydrazonen und 2-Anilino-3.5-dinitrothio- 
phenen [l58b] sowie Dipicrylamin [i58c]. 
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bende Proteinmatrix und weitere Cofaktoren, die sowohl 
die Redoxprozesse als auch die Thermodynamik der 
Si-Si+ ,-Ubergange beeinflussen. Der Mechanismus die- 
ser ,,Feinabstimmung" in der vierstufigen Oxidation von 
H 2 0  zu 0, ist noch unverstanden. Es sol1 daher nur ein 
kurzer AbriR uber einige experimentell gesicherte Ergeb- 
nisse gegeben werden. 

4.6.1. Die Rolle uon Cle und Ca'" als Cofaktoren 

Es ist seit langem bekannt, daB Cle eine wichtige Rolle 
bei der photosynthetischen H20-Oxidation spielt (Uber- 
sicht siehe 1'6y-1711 ). Im Gegensatz zur absoluten Spezifitat 
von Mangan kann Cle durch andere Anionen (2.B. Br', 
I ') ersetzt werden. Aus "C1-NMR-Messungen folgt, daB 
CI' reversibel mit einer mittleren Austauschgeschwindig- 
keit von > 3 .  lo4 s - '  (25°C) gebunden ~ i r d [ ' ~ ~ I .  Die Affini- 
tat fur CI' hangt dabei vom Redoxzustand des wasseroxi- 
dierenden Enzymsystems ab: Sie ist niedrig in So und SI, 
hoch in S2 und S3['741. Bindungsstudien mit dem Radioiso- 
top "Cl' fuhrten zu dem SchluB, daB vier Cl' pro PS 11 
zur Reaktivierung der 02-Bildung a n  Cle-,,freien" Thyla- 
koiden erforderlich ~ i n d [ ' ~ ~ I .  Es existieren zwei spezifische 
Bindungsorte fur C1°1'7s.1761 , d eren Affinitat sich um ca. 
eine GroBenordnung unter~cheide t [ '~~l .  An Cle-verarmten 
PS-11-Membranfragmenten sind bestimmte S,-Si + ,-Uber- 
gange b l o ~ k i e r t [ ' ~ ~ - ' * ~ ~ .  Bei Cle-Mangel entsteht ein licht- 
induzierter S:-Zustand mit ungewohnlichen Eigenschaf- 

Dieser S:-Zustand zeigt kein ,,multiline"-Signal im 
EPR-Spektrum, aber das Signal bei g=4.1. Nach Cle-Zu- 
gabe wird bei volliger Dunkelheit S: in S2 mit normalem 
,,multiline-Signal" umgewandelt. 

Hinsichtlich der Funktion wird angenommen, daB CI' 
zur Ladungskompensation bei Redoxubergangen im was- 
seroxidierenden Enzymsystem dienen konnte und an Pro- 
tonierungs-/Deprotonierungsreaktionen bei der H,O-Oxi- 
dation beteiligt ist["". Eine reversible Cl'-Bindung 
an mehrere Redoxzustande Si kann auBerdem die thermo- 
dynamischen Eigenschaften beeinflussen['''. Die Mog- 
lichkeit, daB Cle als Briickenligand zwischen den Man- 
ganzentren des wasseroxidierenden Enzymsystems gebun- 
den wird['x'.'x51 - mit ahnlicher Funktion wie bei ,,inner- 
sphere"-Elektronentransferprozessen zwischen komple- 
xierten Ubergangsmetall-Ionen in Losung (Ubersicht siehe 

- ist nach EXAFS-Messungen praktisch auszuschlie- 
Ben. Diese zeigen, daB der Abstand zwischen gebundenem 
Cle und gebundenem Mn mindestens 3-4 A betragt1'4'1. 
AuBerdem ist aus der Superhyperfeinaufspaltung des 
,,multiline-Signals" zu schlieBen, daR CI' sehr wahr- 
scheinlich nicht direkt mit dem Mn der funktionellen 
Gruppe assoziiert i ~ f [ ' ' ~ ~ .  

Einen ersten Hinweis auf die mogliche Rolle von CaZe 
lieferten Messungen der 02-Bildung an Cyanobakte- 
rienl'''. "'l. Nach Entfernung regulatorischer Untereinhei- 
ten (siehe Abschnitt 4.6.2) aus Fragmenten der PS-11-Mem- 
bran hoherer Pflanzen (z. B. durch Salzbehandlung, sie- 
he [Iw, "'I) kann eine Restaurierung der 02-Bildungsaktivi- 
tat allein durch Zugabe von CaC12 erreicht werden['y2. I9'l. 

Es wurde gefolgert, daR bei Ca"-Mangel die Reaktion 

Zo"S1 + 2 H10 * ZS,, + 01 + 2 HQ 

blockiert wird[lyq. Kurzlich wurde an PS-11-Membranfrag- 
menten, die durch milde Proteolyse modifiziert wurden, 
eine partielle Restaurierung der im ns-Bereich ablaufen- 
den P680@-Reduktion gefunden, die spezifisch fur Gaze 
ist['"]. Daraus ist zu schlieBen, daB Ca2" essentiell fur die 
funktionelle Kopplung des katalytischen Wirkortes rnit 
dem Reaktionszentrum Die Entfernung von 
Ca2@ aus seinem nativen Bindungsort fuhrt wahrscheinlich 
zur vollstandigen Blockierung des wasseroxidierenden En- 
zymsystern~~ '"]. Ca2" ist an ein intrinsisches Membranpro. 
tein gebunden, dessen Konformation durch ein extrinsisch 
gebundenes 24-kDa-Protein (siehe Abschnitt 4.6.2) beein- 
flul3t ~ i r d l ' ~ ~ ] .  Die Natur des Ca'"-Bindungsproteins und 
die Funktion von Ca2" sind noch ungeklart. Wahrschein- 
lich sind strukturelle Effekte in der Umgebung des kataly- 
tischen Wirkortes w e ~ e n t l i c h ~ ' ~ ~ ~ .  

4.6.2. Die Polypeptidstruktur 
des wasseroxidierenden Enzymsystems 

Die am katalytischen Zentrum eines Enzyms ablaufen- 
den Prozesse werden direkt durch das Apoenzym beein- 
fluBt. Dariiber hinaus konnen Polypeptide, die nicht den 
katalytischen Wirkort enthalten, als regulatorische Einhei- 
ten den Reaktionsablauf uber Strukturanderungen indirekt 
beeinflussen. Dies wurde sehr deutlich fur das Enzymsy- 
stem der Cytochrom-Oxidase demonstriert, das die Um- 
kehrreaktion, d. h. die 0,-Reduktion zu H20, katalysiert 
(Ubersicht siehe 1199.2001 ). Interessanterweise hat sich in die- 
sem Enzym die Natur der Polypeptide, die das katalytische 
Zentrum (Cus, Cyta,) tragen, wahrend der Evolution ver- 
gleichsweise wenig verandert, wahrend die Zahl der regu- 
latorischen Untereinheiten bei der phylogenetischen Ent- 
wicklung deutlich zunahm[2"11. Es wurde daher vermutet, 
daB ein analoges Phanomen auch beim wasseroxidieren- 
den Enzymsystem auftrittlS1l. Damit ergibt sich die Frage 
sowohl nach der Natur des Polypeptids (der Polypeptide), 
das (die) das katalytische, zweikernige Manganzentrum 
enthalt (enthalten), als auch nach Proteinen, die als regula- 
torische Untereinheiten wirken. 

Das Apoprotein der funktionellen Mangangruppe ist 
noch nicht zweifelsfrei identifiziert. Als mogliche Kandi- 
daten werden das in Abschnitt 3.2 beschriebene Polypep- 
tid CP47[9h.2021 oder ein integrales 34-kDa-P0Iypeptid[~"', 
das D-1 oder D-2 sein konnte[2041, diskutiert. 

Die Manganbindung wird durch ein oberflachengebun- 
denes Lysin-reiches 33-kDa-Polypeptid wesentlich 
verstarkt, das nicht mit dem integralen 34-kDa-Polypeptid 
verwandt ist (die 34-kDa-Spezies ist in der Plastiden-DNA, 
die 33-kDa-Spezies in der Kern-DNA codiert[20SI). Meh- 
rere Befunde zeigen, daB das 33-kDa-Polypeptid an der 
Manganbindung nicht direkt beteiligt ist: 1) Bei der Photo- 
aktivierung wird Mn auch dann in den katalytischen Wirk- 
ort eingebaut, wenn dieses Polypeptid fehlt[2m1. 2) Es ent- 
halt kein H i ~ t i d i n [ ~ " ~ ] ,  das eine wichtige Rolle bei der Kom- 
plexierung von Metallzentren spielt[2nx1. 3) Die selektive 
Ablosung des 33-kDa-Polypeptids fuhrt zwar zum Verlust 
der Fahigkeit zur 02-Bildung, nicht aber zum Mn-Ver- 

die Bindung von Mn wird allerdings destabili- 
siert. 

Anyew. Chem. 99 (1987) 660-678 673 



Aus SERS (Surface Enhanced Raman Scattering Spec- 
troscopy)-Messungen ist zu schlieBen, dafi die zweikernige 
Mn-Gruppe des katalytischen Zentrums im Bindungspro- 
tein an der Grenzflache zum assoziierten 33-kDa-Polypep- 
tid angeordnet ist, wobei die gemessene Raman-Frequenz 
von 225cm-' sowohl rnit einer Mn-0-  oder Mn-N- als 
auch einer Mn-C1-Schwingung i iberein~t i rnmt[~~~l .  Aus Un- 
tersuchungen rnit den analogen Substraten N H 2 0 H  und 
NH2NH2 wird gefolgert, dafi der H20-Bindungsort an der 
funktionellen Gruppe eine Dimension von 4 x 2.5 x 1.5 A 

Neueste Untersuchungen zeigen allerdings, daO 
eine kooperative Bindung von zwei NH,NH2-Molekulen 
am katalytischen Zentrum stattfindet12".2121. Dies bedeutet, 
daO entweder die GroDe des H,O-Bindungsorts variabel 
oder obige Abschatzung zu modifizieren ist. 

Das 33-kDa-Polypeptid ist eine essentielle regulatori- 
sche Untereinheit, die in allen bislang untersuchten 0,-bil- 
denden Photosyntheseorganismen vorkommt. Die enge 
Verwandtschaft dieser Einheit aus sehr verschiedenen Spe- 
zies folgt aus den immunologischen Kreuzreaktionen mit 
den entsprechenden A ~ ~ t i k o r p e r n ~ ~ ' ~ ~  und aus Rekonstitu- 
t i o n ~ e x p e r i m e n t e n ~ ~ ' ~ ~ .  Neben dieser universellen regulato- 
rischen Untereinheit des wasseroxidierenden Enzymsy- 
stems existieren weitere Polypeptide mit Steuerfunktion. 
In ahnlicher Weise wie bei der Cytochrom-Oxidase120'1 
wurden diese Polypeptiduntereinheiten in der phylogeneti- 
schen Entwicklung stark variiert. Es scheint, daD dies ein 
generelles Phanomen bei Enzymsystemen ist, die das Re- 
doxsystem H20/02  bei der Photosynthese und bei der At- 
mung biologisch ,,nutzbar machen" konnen. In hoheren 
Pflanzen sind bislang ein 17-kDa- und ein 24-kDa-Poly- 
peptidl2lS1 charakterisiert worden, die in Cyanobakterien 
nicht auftreten12'61. Das 24-kDa-Polypeptid beeinflufit die 
Ca2e-Wirkung1'981 und erhoht zugleich auch die effektive 
Konzentration a n  Cle12171. Nach Entfernung des 24-kDa- 
Polypeptids (durch NaCI-Behandlung) ist ein Teil des was- 
seroxidierenden Enzymsystems funktionell vom Reakti- 
onszentrum entkoppelt; die Ruckbindung fuhrt zur Rekon- 
stitution der 02-Bildung12'8.2'91. Inwieweit dieser Effekt rnit 
einer Ca2"-Affinitatsanderung korreliert, mu13 quantitativ 
noch gezeigt werden. Das 17-kDa-Polypeptid bindet spezi- 
fisch an die 24-kDa-Untereinheit12201 und erhoht ebenfalls 
die effektive Cle-Konzentration im wasseroxidierenden 
Enzymsystem. 

Kiirzlich wurden weitere Polypeptide im Bereich von 4- 
6 kDA entdeckt122", deren Funktion im Photosystem I1 al- 
lerdings noch ungeklart ist. 

FaDt man die hier kurz beschriebenen Ergebnisse zu- 
sammen, so ergibt sich stark vereinfachend das  in Abbil- 
dung 14 dargestellte Schema der strukturellen Organisa- 
tion des wasseroxidierenden Enzymsystems. Dabei wurde 
nur das zweikernige Mn-Zentrum gezeichnet, an dem die 
H,O-Oxidation stattfindet. Die beiden anderen Mangan- 
Ionen, die wahrscheinlich ebenfalls fur die H20-Oxidation 
von Bedeutung sindlP4], wurden weggelassen, da  ihre Rolle 
und genaue strukturelle Anordnung noch nicht eindeutig 
geklart sind. Man konnte in Analogie zur Laccase12221 oder 
zur Cytochrom-Oxidase1"s51 vermuten, daD diese beiden 
Mn-lonen am Elektronentransport vom katalytischen 
Wirkort zum Reaktionszentrum beteiligt ~ i n d [ ~ ' I  oder die 
Komponente M bilden['2S1 oder uber H-Briicken von H20-  
Molekulen der Ligandenhulle zur Stabilisierung der raum- 

Abb. 14. Schema der strukturellen Organisation des wasseroxidierenden En- 
zymsystems in h6heren Pflanzen. Anders als in Abb. 2 wurden der katalyti- 
sche Wirkort der Wdsseroxidation (schwarzer Kreis in Abb. 2) spezifiziert 
und die drei bislang gut charakterisierten regulatorischen Polypeptide von 
17.23 und 33 kDa explizit angegeben. Weitere Polypeptide, deren Rolle noch 
nicht geklart ist, wurden ebenso weggelassen wie Caza und CIo, deren Bin- 
dungsorte noch unbekannt sind (siehe Text). Die Komponenten P, I und A 
von Abb. 2 sind in ihrer bislang identifizierten Form (Ph80, Pheo, QA) ange- 
geben. Die unterschiedliche T6nun.g des Polypeptidkomplexes in der Mem- 
bran bezieht sich ausschlieBlich auf die Funktion (Reaktionszentrum = ge- 
punktet: wasseroxidierendes Enzymsystem: dunkelgrau; PQ-reduzierendes 
Enzym: wein). Es mu0 betont werden, daB diese Unterscheidung nicht zwin- 
Bend auch verschiedene Polypeptide impliziert (z. B. k6nnte das gesdmte 34- 
kDd-Polypeptid an der Bindung von Komponenten sowohl des Reaktions- 
zenlrums als auch des katalytischen Wirkortes der Wdsseroxidation beteiligt 
sein. siehe Abschnitt 3.2 und 4.6.2). 

lichen Verhaltnisse am katalytischen Wirkort beitragen12231. 
Von den regulatorischen Untereinheiten wurden neben 
dem universellen 33-kDa-Protein ebenfalls zur Vereinfa- 
chung nur die gut charakterisierten 17-kDa- und 23-kDa- 
Polypeptide in Abbildung 14 eingezeichnet. 

4.6.3. Die mogliche Rolle von Lipiden im 
wasseroxidierenden Entymsystem 

Aus dem Vergleich der strukturellen und funktionellen 
Organisation des wasseroxidierenden Enzymsystems und 
der Cytochrom-Oxidase ergibt sich unmittelbar eine wei- 
tere grundsatzliche Frage: Welche Rolle spielen Lipide als 
essentielle und spezifische Bestandteile fur die Funktion 
dieser Enzymkomplexe? Das negativ geladene Lipid Car- 
diolipin ist uber eine vergleichsweise feste nichtkovalente 
Bindung rnit Cytochrom-Oxidase assoziiert und hat fur 
dessen katalytische Aktivitat wesentliche Bedeu- 
tung1224.22s1. Ein analoger Effekt existiert moglicherweise 
auch fur das wasseroxidierende Enzymsystem, da  das 
ebenfalls negativ geladene Lipid Sulfochinovosyldiacylgly- 
cerin relativ fest an PS-11-Proteinkomplexe gebunden 
ist12261. An PS-11-Membranfragmenten, deren Lipidgehalt 
durch Detergensbehandlung bei der Praparation vermin- 
dert war, wird die 02-Bildungsgeschwindigkeit durch Zu- 
satz von Lipiden um bis zu 80% ~t imul ie r t~~~ ' l .  Daraus 
folgt, daD Lipide auch fur die Aktivitat des wasseroxidie- 
renden Enzymsystems von funktioneller Bedeutung sein 
konnen. Interessanterweise enthalt Sulfochinovosyldiacyl- 
glycerin im Gegensatz zu den meisten Lipiden der Thyla- 
koid-Membran einen hohen Anteil gesattigter Fettsauren. 
Dies kann als Hinweis darauf gedeutet werden, daD das 
saure Lipid a n  Protein gebunden ist. Es muO aber betont 
werden, dafi die mogliche funktionelle Rolle von Lipiden 
in Enzymsystemen und speziell eine mogliche Bedeutung 
fur das wasseroxidierende Enzymsystem noch vollig unge- 
klart sind. Deshalb wurden Lipide in Abbildung 14 nicht 
berucksichtigt. 
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5. Das PQ-reduzierende Enzym 

Die Bildung von Plastohydrochinon (PQH,) aus Plasto- 
chinon (PQ) erfordert die Kooperation von zwei Elektro- 
nen. In Analogie zur Wasseroxidation findet die Reduk- 
tion von PQ zu PQH, durch eine Sequenz von Einelektro- 
nen-Redoxschritten statt[228.2291. Dabei wird ein PQ-Mole- 
kul  des Speichers statistisch an einen speziellen Bindungs- 
ort assoziiert. Nach Aufnahme eines Elektrons aus dem 
Q: des Reaktionszentrums (siehe Abschnitt 3.1) ist die ge- 
bildete Semichinonform, die als QE bezeichnet wird, am 
Bindungsort hoch stabilisiertl'l. Durch Aufnahme eines 
zweiten Elektrons bildet sich dann PQH,. 

Das durch Protonierung entstandene Plastohydrochi- 
non ist relativ schwach gebunden und tauscht gegen ein 
oxidiertes PQ-Molekul des Speichers aus (Ubersicht 
siehe IZso1). Der Bindungsort von QB befindet sich in einem 
als D-1 bezeichneten 32-kDa-Polypeptid (siehe Abschnitt 
3.2). Zwischen QA und Qe ist ein high-spin-Fe" angeord- 
net, das sehr wahrscheinlich an vier Histidinreste der Poly- 
peptide D- 1 und D-2 koordinativ gebunden ist (Ubersicht 
siehe L23'j). Es wurde diskutiert, daS dieses Fe'" unter Oxi- 
dation zum Fe3@ uber einen ,,push-pull"-Mechanismus di- 
rekt am Elektronentransport von Q: zu Qe oder Qg) betei- 
ligt istf2"1. Jungste Ergebnisse an isolierten Reaktionszen- 
tren photosynthetisierender Purpurbakterien zeigen aller- 

['I In Abb. 4 werden mit Q,, und QR zwei venchiedene Chinone bezeichnet. 

S7 

dings, daS die Entfernung von Fe2@ die Elektronentrans- 
ferkinetik praktisch nicht beeinfl~lJt~'~~].  Interessant ist, 
daS nach Entfernung von Fez@ die photochemische Quan- 
tenausbeute der Qf-Bildung im Reaktionszentrum deut- 
lich abnirnmt. Dies beruht auf einer 20- bis 50fachen Ver- 
langsamung des Elektronentransfers von Bacteriophao- 
phytin zu Q:1241. Der Einbau anderer zweiwertiger Kationen 
(Mn*@, Co2@, Ni2@, Cu2@, Zn2@, nicht aber Mg2@ oder 
CaZ@) am Fe2e-Bindungsort fuhrt zur Rekonstitution der 
Elektronentransportgeschwindigkeit und der hohen Quan- 
t e n a ~ s b e u t e ' ~ ~ . ~ ~ ~ ] .  Die Ergebnisse zeigen, daR weder Fe" 
noch ein anderes zweiwertiges Kation fur einen schnellen 
Elektronentransfer von QZ zu QB(Qt) erforderlich ist. Das 
Fe2@ in situ ist vielmehr notwendig, um die speziellen 
funktionellen Eigenschaften von QA zu etablieren. 

Es wurde kurzlich gezeigt, daB sich die Eigenschaften 
des PQ-reduzierenden Enzyms durch Detergensbehand- 
lung deutlich andern[234-2361. Dies konnte ein Hinweis dar- 
auf sein, daR die Wechselwirkung mit speziellen Lipiden 
auch fur dieses Polypeptid funktionelle Bedeutung hat. 

6. Reaktionsschema der 
photosynthetischen Wasserspaltung 

FaSt man die in diesem Beitrag beschriebenen Ergeb- 
nisse und Modellvorstellungen zusammen, so 1aSt sich die 
Reaktionsfolge der photosynthetischen Wasserspaltung 
durch das Schema in Abbildung 15 darstellen. 

Abb. 15. Reaktionsschema der photosynthetischen Wassenpaltung im Photosystem 11. Die Reaktionsfolgen der Funktionseinheiten sind durch unterschiedliche 
Grauthungen gekennzeichnet: 1) Der mittlere graue Ring symbolisiert die Reaktionsfolge im Reaktionszentrum, wobei die Oxidation von Z durch P680" nicht 
explizit angegeben wurde. 2) Der SuRere Ring bescbreibt die Reaktionsfolge am katalytischen Wirkort des wasseroxidierenden Enzymsystems und die innere 
weiRe Flliche die Reaktionsfolge im PQ-reduzierenden Enzym. Der katalytische Wirkort der Wasseroxidation ist nur symbolisch dargestellt. da weder die Ligan- 
denhidle noch die Natur von M bekannt sind; n und m charakterisieren den Oxidationszustand des Mangans (siehe Text). Die Proteinumgebung ist durch 
schraffierte FlBchen angedeutet, wobci untenchiedliche Symbole zur Untencheidung der verschiedenen Konformationszustande in So, S ,  und S2. S ,  (siehe Ab- 
schnitt 4.5 und [143a]) benutzt wurden. Die Ubrigen Symbole sind im Text erkllrt. Es wird angenommen, daR S2 und S, positiv gegenilber den anderen Redoxzu- 
stlinden geladen sind. Eine Lokalisierung dieser Ladung ist bislang nicht m6glich. Beziiglich der Deprotonierung wird angenommen, daR sich m und n unterschei- 
den, so daR beim 0 1 / 2  H~O-Ligandenaustausch eine Deprotonierung am hCiherwertigen Mangan (n> m) erfolgt. Sollte die Oxidation M- M"' nur einen speziellen 
Redoxiibergang am katalytiscben Mangan mit kleiner Redoxpotentialdifferenz indizieren (siehe Abschnitt 4 4 ,  so ist wahncheinlich n - m, und in SO liegt Mn in n 
und n- 1 vor. Die Moglichkeit eines Ladungstransfen von den Substratliganden zu den Zentralatomen unter Bildung einer p-Peroxobrilcke [siehe GI. (7)] ist in der 
Abbildung beriicksichtigt worden. Ferner wird in Ubereinstimmung mit dem extrinsischen Deprotonierungsmuster vorausgesetzt, daR M bei der Oxidation ein H' 
abgi bt . 

Angew. Chem. 99 (1987) 660-678 615 



7. Ausblick 

In dieser kunen  Ubersicht wurde versucht zu zeigen, 
welche Funktions- und Strukturprinzipien von biologi- 
schen Systemen angewendet werden, um die Sonnenener- 
gienutzung durch Wasserspaltung und damit den Aufbau 
einer ,,biologischen Knallgaskette" mit gebundenem Was- 
serstoff zu realisieren. Durch die intensive Forschungsar- 
beit der letzten beiden Jahrzehnte konnten wichtige Er- 
kenntnisse uber das Organisationsschema des Cesamtpro- 
zesses erhalten werden. Wesentliche mechanistische 
Aspekte sind noch weitgehend unverstanden. Die Bedeu- 
tung dynamischer Strukturanderungen der Proteinmatri- 
Zen fur die Steuerung einzelner Reaktionsschritte und fur 
deren Kopplung zum GesamtprozeR ist noch ungeklart. Es 
bleibt zu hoffen, da8 neue Erkenntnisse insbesondere auf 
dern Gebiet der Proteinphysik und dem sich rasch entwik- 
kelnden Feld der Molekuldynamik zu einem tieferen me- 
chanistischen Verstandnis der photosynthetischen Wasser- 
spaltung als zentralem Prozel3 der biologischen Sonnen- 
energienutzung fuhren werden. 

Ich danke allen meinen Mitarbeitern sehr herzlich fur Ein- 
satzfreude, Begeisterung und heruorragende Zusammenar- 
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