II. Grundlagen

I1.1 Kinetische Primar prozesse in der Photosynthese

Die Funktionsweise photosynthetischer Antennen- und Reaktionzentrenkomplexe beruht im
Wesentlichen auf der Wechselwirkung von Chromophoren, deren Eigenschaften stark von der
sie umgebenden Proteinmatrix (Lage der Energieniveaus elektronischer Zustande) und dem
Abstand von benachbarten Chromophoren (z. B. Aushildung von exzitonisch gekoppelten
Dimeren) abhéngt. Im Folgenden sollen die wichtigsten Prozesse kurz diskutiert werden.

I1.1.1 Elektronentransfer

Die Funktionsweise der priméren Schritte der Photosynthese beruht auf dem Lichteinfang, der
Energieweiterleitung und Umwandlung in ein elektrisches Potential, mit der Reaktionen wie
z. B. die Wasserspaltung gestartet werden kénnen. Die Umwandlung in ein elektrisches Po-
tential setzt einen intermolekularen Elektronentransfer voraus. Marcus (1957) entwickelte
eine klassische Theroie zur Erklarung des Elektronentransfers fur nicht-adiabatische Félle,
also fur schwach gekoppelte Molekile. Sie wurde von Jortner (1976) u. a. mit quantenmecha
nischen Aspekten erweitert. Eine umfassende Behandlung des Themas findet in [Marcus und
Sutin (1985)] statt. Hier wird noch einmal kurz auf den klassischen Fall der Marcustheorie
eingegangen. Uber Fermis goldene Regel und die Born- Oppenheimer Naherung fir nicht-
adiabatische Reaktionen (Franck- Condon Prinzip: nukleare Koordinaten andern sich nicht
wahrend des Elektronentransfers) folgt:

Ker = %VRZ X+C (11-1)
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Ve" =V7 exp(- bR)
ket — Elektronentransferrate; kg — Boltzmannkonstante; T — Temperatur; FC — Franck-Condon-
Faktor; | — Reorganisationsenergie; DG — freie Enthal piedifferenz zwischen Ausgangs- und End-

zustand; Vg? — elektronische Kopplung der Donor- und Akzeptor- Wellenfunktion; V2 — maxi-
male Kopplung; R — Rand zu Rand Abstand von Donor und Akzeptor

Der Franck-Condon-Faktor ist der Uberlapp der Ausgangs- und der Produktwellenfunktionen
der Kerne in der klassischen Naherung. Dabel wird fir die Kernkoordinaten ein harmonisches
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Potential sowohl fir den Ausgangszustand as auch den Endzustand angenommen. Dabei
stellt die Reorganisationsenergie | die Energie dar, die ohne Elektronentransfer bendtigt wird,
um die Nuklearkoordinaten des Ausgangszustandes so stark zu andern, das sie in der Geome-
trie des Produktes sind. (I -DG)%/4l ist die Aktivierungsenergie, die fur den Elektronentransfer
aufgebracht werden mul3. Bei bakteriellen Reaktionszentren ist die Aktivierungsenergie fir
die primére Ladungstrennung nahezu Null [Shuvalov und Klevanik (1983)]. Aus Gleichung
(I1-2) folgt eine Ladungstrennungsrate, die i. W. unabhéngig von der Temperatur ist. Die
elektronische Kopplung Vg? gibt die Wahrscheinlichkeit des Elektronentransfers bei Errei-
chen der Reaktionskoordinate des Ubergangs an, d. h. den Uberlapp der Wellenfunktionen,
der exponentiell vom Abstand abhéngt.

[1.1.2 Energietransfer

Der Energietransfer ist der grundlegende Prozeld in der Antenne eines photosynthetischen
Systems, die Weiterleitung elektronischer Angeregungsenergien zum Reaktionszentrum.
Wird ein System aus zwei Molekulen angeregt und besteht eine Wechselwirkung dieser Mo-
lekile, so ergibt sich in Abhangigkeit von der Zeit und der Starke der Wechselwirkung eine
Anregungswahrscheinlichkeit der einzelnen Molekiile, die durch eine Pauli- Master- Glei-
chung beschrieben werden kann [Kenkre und Knox (1974)].

Die Typen des Energietransfers werden Uber die Groe des Resonanzintegrals
b = <Y p«a|V|Y pa*> unterschieden, mit Y p«a und Y par as Ausgangs- und Produktwellen-
funktion und dem Wechselwirkungsoperator V. In der Diskussion des Energietransfers in
photosynthetischen Systemen werden zwei Félle in Betracht gezogen:

b ~ kT, schwache Wechselwirkung: Forster- und Dextertransfer

b >> kT, starke Wechselwirkung: Anregungsdel okalisierung
Schwache Wechselwirkung:
Bel den meisten biologischen Energietransferprozessen handelt es sich um eine schwache
Wechselwirkung. Dabei wird folgende Betrachtung angestellt: Der Wechselwirkungsoperator
V sai das Coulombpotential, und es wird ein Zwei-Elektronen-Modell der beiden beteiligten
Molekile betrachtet. Bei der Aufstellung des Resonanzintegrals treten zwei Wechselwir-
kungsterme auf, ein klassischer Coulomb-Term und ein quantenmechanischer, sogenannter
Austauschterm.

Der Forster-Energietransfer [Forster (1965)] beschreibt die Wechselwirkung als eine
schwache Dipol-Dipol Kopplung zwischen zwei Molekilen, die sich im Abstand R voneinan-

der befinden (erstes Glied der Multipolentwicklung des Coulombterms). Dabel sind die Di-
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polmomente die Ubergangsdipolmomente zwischen Grund- und angeregtem Zustand. Die

Ubergangsratenkonstante kap zwischen Donator D und Akzeptor A ist bestimmt durch:

% %In10 1 ., .~ ,~.dn
*~—0Ofo(M)e.) = (11-3)
n

12805 N, RS,

k — Orientierungsfaktor zwischen den Ubergangsdipolmomenten; n — Brechungsindex der Umge-
bung; Na — Avogadro- Konstante; Rpa — Abstand von Donor und Akzeptor; tp — strahlende Le-
bensdauer des Donors; fy — normiertes Fluoreszenzspektrum des Donors; e, — Extinktionskoeffizi-
ent des Akzeptors; N — Wellenzahl.

Das Integra wird durch die gemeinsame Flache des Fluoreszenspektrums des Donors und
Absorptionsspektrum des Akzeptors bestimmt und spektrales Uberlappungsintegral genannt.
Durch die R® Abhangigkeit der Ratenkonstante braucht mit guter Naherung nur Energie-
transfer zwischen benachbarten Molekilen berlcksichtigt werden. Der Energietransfer wird
hier als statistischer, diffusiver Prozef3 betrachtet, wobei die Anregung zu jedem Zeitpunkt auf
einem Molekil lokalisiert ist. Weiterhin kann dieser Energietransfer nur als Singul ett-Singu-

lett Energietransfer wegen der Erhaltung des Gesamtspins auftreten.

Der Austauschterm ist der , nichtklassische® Term der Coulombwechselwirkung, der beim
sogenannten Dexter- Transfer [Dexter (1952)] herangezogen wird. Die Wechselwirkung
nimmt exponentiell mit dem Abstand R zwischen Donor und Akzeptor entsprechend dem
raumlichen Uberlapp der Wellenfunktionen ab. Es ergibt sich fiir die Ratenkonstante folgende
Abhangigkeit:

Ko b= pl-g(R- R)] (14

tp — strahlende Lebensdauer von D; g — Proportionalitétskonstante; R — Abstand zwischen D und
A; Ry — Reichweite der Kopplung, bei der die internen Energiedissipationen gleich wahrscheinlich
sind wie der Energietransfer zu A.
Der Triplett-Triplett Transfer kann auf Grund des Pauliprinzips kein Forster-, sondern nur ein

Dextertransfer sein.
Starke Wechselwirkung:
Fur den Fall, dal3 das Resonanzintegral b >> KT ist, findet eine Delokalisierung der Energie,

d. h. die Bildung eines gemeinsamen Anregungszustandes Uber mehrere Molekile statt. Diese
exzitonische Kopplung zwischen zwei Molekilen D und A (Dimer) fihrt zu einer Verschie-
bung der Lage der Energieniveaus in Abhéngigkeit von der exzitonischen Kopplung der bei-
den Molekiile. [Kasha (1965)] Das Absorptionsspektrum ist dann nicht mehr die Uberlage-
rung der reinen Absorptionsspektren von D und A wie bei keiner Kopplung und wie bel
schwacher Kopplung, abgesehen von etwas Verbreiterung und Verschiebung. Bei identischen
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Molekilen kommt es dabei zu einer Aufhebung der Entartung mit jeweils einem niederener-
getischen und einem hoherenergetischen Energieniveau im Vergleich zum entarteten Fall. Ein
Beispiel in der Photosynthese ist zum Beispiel die B820-Untereinheit der LH1-Antenne von
photosynthetischen Purpurbakterien, ein proteingebundenes BChl a Dimer. [Van Mourik et
al. (1991)] Die exzitonische Kopplung und damit die Delokalisierung ist allerdings nicht all-
gemein auf zwei Molekile beschrankt. So wird seit einiger Zeit fir das Reaktionszentrum von
PS 1l eine Delokalisierung der Anregungsenergie des priméren Donators auf 3 und mehr Pig-
mente [z. B. Durrant et al. (1995)] im Gegensatz zum Dimer im bakteriellen Reaktionszen-
trum [z. B. Angerhofer und Bittl (1996)] diskutiert.

Die hier benutzten Untersuchungsmethoden haben eine Zeitaufl6sung im Pikosekundenbe-
reich, einzelne Energietransferschritte in der Antenne laufen im Zeitbereich von 100 fs ab,
sind also nicht einzeln auflosbar. Es konnen somit maximal globale Aquilibrierungszeiten der
Anregungsenergie in der Antenne beobachtet werden.

[1.1.3 Annihilation

Bel Auftreten von gleichzeitig mehreren Anregungen in gekoppelten Systemen, wie den An-
tennensystemen in der Photosynthese, konnen die Anregungen miteinander wechselwirken
und es tritt Annihilation, insbesondere die Singulett-Singulett Annihilation, auf. Eine aus-
fuhrliche Behandlung des Themas speziell fur photosynthetische Systeme findet man in [Den
Hollander et al. (1983)]. Triplett-Triplett und Singulett-Triplett Annihilationen werden auf
Grund der geringen Triplettkonzentration in den Antennen nicht weiter diskutiert.

Dabel geht eines der beiden angeregten Elektronen in den Grundzustand Uber, wahrend das
andere Elektron in einen hther energetischen Singulettzustand S, angehoben wird, aus dem es
wieder durch Relaxation unter Abgabe von thermischer Energie D in das erste angeregte Sin-
gulettniveau S; Ubergeht:

S5+S5® S5+ SH® S + S+D
Dieser Prozef ist nicht mit einer linearen Differentialgleichung beschreibbar, da die Wahr-

scheinlichkeit der Annihilation proportional zu ni2 (ni- Anregungsbesetzungsdichte des Chro-

mophoresi) ist. Die erweiterte Differentialgleichung fur den Zustand i lautet:
B ny(pO+& KN, - 0k, +& k)= X0 19
i i

no(l )p(t) — Anregungsfunktion; Sk;n; — Energietransfer benachbarter Chromophore j nach i;
niSki; — Energietransfer von i zu benachbarten Chromophoren j; k, — Deaktivierungsrate von i;
X — Annihilationskonstante.
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Unter Vernachléssigung der Transferterme und unter Annahme einer d-férmigen Anregung

ergibt sich folgende L6sung [ Geacintov und Breton (1986)]:

Ny eXp(_ kat)

n(t) = (11-6)

X 2AlL- exp(- k] +1

a

Daraus folgt, dal3 Kinetiken mit Einflissen von Annihilation nicht mit gekoppelten linearen
Differentialgleichungen beschrieben werden kdnnen und damit die Auswertung extrem er-
schweren. Daher ist es das Ziel, die Anregungsenergie so niedrig zu halten, dal3 das Auftreten
von zwei Anregungen in eéinem Antennensystem und damit von Annihilationsprozessen zu
vernachlassigen sind. Dies stellt wiederum grof3e Anforderungen an das Rauschniveau der
benutzten Untersuchungsmethoden, um trotz der geringen Anregungsenergien ein gentigend
grof3es Signal/Rausch Verhdltnis zu erreichen. Bei der zeitkorrelierten Einzel photonenzéhlung
stellt dies kein Problem dar, da durch das Mef3verfahren intrinsisch nur geringe Anregungse-
nergien zum Einsatz kommen, bel transienten Absorptionsexperimenten ist die Anregungse-
nergie aber der limitierende Faktor fUr die Signalgrofde und damit fur das Signal/Rausch Ver-
haltnis.

[1.1.4 Boltzmanngleichgewicht

Stellt sich ein Gleichgewicht zwischen gekoppelten Zustdnden ein, so sind die Besetzungs-
wahrscheinlichkeiten der Zustéande durch das Boltzmanngle chgewicht beschrieben. So ergibt
sich die Besetzungsverteilung p der Anregung eines Antennensystems nach Aquilibrierung:

E
N. _ i
 New )
p=— = (11-7)
2 i
16}1 ; exp( kBT)

Ni — Anzahl der energetisch entarteten Chromophore bei der Energie E;; SN; — Gesamtanzahl der
Chromophore).

Energie- und Ladungstransferreaktionen in photosynthetischen Systemen sind Gleichge-
wichtsreaktionen zwischen energetisch gleichen oder &hnlichen elektronischen Zustanden.
Die Ratenkonstanten k; und k. geben die Ubergangswahrscheinlichkeit der Hin- und der
Riickreaktion an. Die Zahl der Ubergénge ist das Produkt der Ubergangswahrscheinlichkeit
und der Besetzungsdichte der Zustdnde. Da bel einer Gleichgewichtsreaktion die Zahl der
Ubergénge in beiden Richtungen gleich ist, folgt aus der Boltzmannverteilung der Zustands-

besetzung die Gleichung:
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DG
keT

:_1 = exp( ) (11-8)
-1

kg — Boltzmannkonstante; T — Temperatur.

Aus der Formel ist zu ersehen, dal3 fur DG » kgT die Rickraten die gleichen Groéf3enordnun-

gen haben wie die Vorwértsraten.

I1.2 Grundlegende Bemerkungen zur transienten Absor ptionsspektroskopie
Die Transiente Absorptionsspektroskopie untersucht das Absorptionsverhalten angeregter
Molekilzusténde. Dabel handelt es sich um eine Melamethode, die nach dem Pump- Probe
Prinzip der Blitzphotolyse funktioniert [Norish und Porter (1949), Porter (1950)]. Die zu un-
tersuchende Probe wird mit einem intensiven Pumppuls zum Zeitpunkt t=0 in einen angereg-
ten Zustand versetzt. Zu einer definierten Zeit t nach dem Pumppuls wird die Transmission
(Tan) enes lichtschwécheren Testpulses gemessen und mit der Grundzustandstransmission

(Ter) verglichen. Daraus ergibt sich die Anderung der optischen Dichte DOD( ,t):

T (l 1)
Te (1)

ODap, ODg, — Optische Dichte des angeregten und des Grundzustandes.

DOD(l ,t) = - log =0D,, (I ,t)- 0D, () (11-9)

Die optische Dichte ist definiert als OD=-log T und hangt mit dem Absorptionsgquerschnitt s
[cm?] und dem dekadischen Extinktionskoeffizienten e [I/(M>xm)] Uber das Lambert- Beer-

sche Gesetz zusammen:

_ 1
OD(I)—e(I)mM—ms (1)xN>d (11-10)

c[M] — Konzentration der Probe; djcm] — Lange; N[cm™®] — Teilchenzahldichte.
Das Grundzustandsabsorptionsspektrum S-S, eines Molekils mit einer Besetzungsdichte

des Grundzustands [ So]=N setzt sich wie folgt zusammen

OD(I):ﬁéssﬂ%(l)%So]d (11-12)

Um die Einfltsse der verschiedenen Beitrdge der Absorptionsdifferenzspektren zu verdeutli-
chen, werden sie an einem einfachen Modell diskutiert, in dem nur die Niveaus S, und S; po-
puliert werden, d. h. die Lebensdauern aller anderen Niveaus und demnach auch ihre Beset-
zungsdichten sind sehr klein. Fur dieses Modell mit der Gesamtmolekilzahl N=[S]+[S1], in
der S; durch einen Pumppuls besetzt wird, gilt: nach einer festen Verzégerungszeit Dt nach
dem Pumppuls sind die Niveaus Sp und S; mit den Besetzungsdichten [So] (t) und [Si] (t) ok-
kupiert. Das DOD Signal ergibt sich dann aus:
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g A [S](t)s s ( )+§1[51](t)8 s-s ()
DOD(l ,t) :mé ! (11-12)
e
é

cononoono

[St)s 5.5 (1) - _a ([S1(®) +[SI(D)s 5. 5, (1 )

Der erste Summand beschreibt die Absorption der noch im Grundzustand S, verbliebenen
Moleklle. Der zweite Summand stellt die nun mégliche Absorption aus dem S;-Zustand in
hohere Zustdnde S dar. Die stimulierte Emission aus dem S; in den Sp-Zustand geht negativ
ein, da sie das Mefdicht verstérkt. Der letzte Summand ist entsprechend Gleichung (11-9) die
abzuziehende Grundzustandsabsorption der nicht angeregten Probe. DOD kann zu drei Sum-

manden zusammengefaldt werden:

DOD( t)‘—[Sll(t)eaSs s()-sg.5()- ass 5 ( )u

€i=2
(11-13)

_m[sl](t)[s we(1)-Se()-56(0)]

S aps — Absorptionsquerschnitt des angeregten Zustands; s — Querschnitt der stimulierten Emis-
sion; s — Absorptionsguerschnitt des Grundzustands.

Die drei Terme stehen fir die induzierte (excited state) Absorption aus dem angeregten Zu-
stand, der induzierten Verstérkung und der teilweisen Grundzustandsabsorptionsséttigung. Da
ale drel Prozesse sowohl zeit- als auch spektral abhangig sind, konnen sie tellweise getrennt
werden. Komplexere Absorptionsdifferenzspektren mit n transient besetzten Zusténden X;

lassen sich &quivaent zu dem einfachen Zwei-Niveau- Schema als Summe darstellen:

DOD(I 1) = —a[X](t)[sAbs.(l) Se (1)-56.,0)] (11-14)

Die einzelnen Summanden werden auch Species accociated difference spectra (SADS) ge-
nannt, da sie spektral spezifisch fur einen bestimmten transienten Zustand X; sind. Diese
SADS und die Zeitentwicklung der transienten Zustande X, deren kinetische Verkntipfung
untereinander oft das Ziel der Auswertung ist, siehe Kapitel Uber die Datenanalyse.

Es gilt, auf3er fir den ersten angeregten Singulettzustand S, fur das Produkt aus der stimu-
lierten Emission und der Besetzungsdichte s sgi*[Si(t)] = 0 néherungsweise fir alle Zustande.
(Ausnahmen ist z. B. die sogenannte S,-Fluoreszenz bei einigen Porphyrinen, doch gilt
Sses2 ¥[So(t)] << sses1*[Su(t)] [Kurabayashi et.al. (1984), Rimke (1996)]). Die Berechnung

VONn Sse g1 ISt aus dem Fluoreszenzspektrum maoglich. Der Einsteinkoeffizient A fur die spon-
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tane Emission, der die Ubergangsrate der Fluoreszenz bestimmt, ist mit dem Einsteinkoeffizi-
enten B fir die stimulierte Emission Uber die Beziehung
an .3
A:aohn3g—9 (11-15)
eCg
gekoppelt [Strickler und Berg (1962)]. Umformungen [Hittmann (1992)] ergeben:

I‘n Fr o(l)
gc tn g )d

se(l)= (11-16)

F r — Fluoreszenzquantenausbeute; ty — Fluoreszenzlebensdauer; g(l ) — normierte Linienform des
Fluoreszenzilbergangs; n — Brechungsindex, c-V akuumlichtgeschwindigkeit.
Damit kann der Beitrag der stimulierten Emission an einem Absorptionsdifferenzspektrum
oder SADS berechnet werden.

Korrelation der Methoden der transienten Absorption und der zeitaufgel 6sten Fluoreszenz

Die transiente Absorption ist in ihrem Signal/Rausch Verhdltnis limitiert durch die Forderung
nach Annihilationsfreiheit der Messung an photosynthetischen Systemen. Andererseits sind
nach Gleichung (I1-14) sémtliche intermediare Zustdnde der Reaktionskinetik, wie die ver-
schiedenen ladungsgetrennten Zustéande oder die Anregung der Antenne, soweit flr sie nicht
SabsSse-Sar =0 fur den gemessenen Spektralbereich gilt, an DOD(] ,t) beteiligt. Die Fluores-
zenzkinetik I(t, ), gemessen durch TCSPC, hat durch ihr hohes Signal/Rausch Verhatnis und
ihren groRRen Dynamikbereich sowohl in Zeit als auch in Amplitude’ eine grofere Aufldsung
as sie bei den transienten Absorptionsmessungen erreicht werden. Weiterhin sind bei Fluo-
reszenzzerfallsmessungen nur die Besetzungszusténde von strahlenden Niveaus sichtbar, in
photosynthetischen Systemen sind dies die Anregungen im S;-Zustand, also Uberwiegend die
angeregte Antenne. Energietransferprozesse sind tber den Anstieg der Akzeptorfluoreszenz
identifizierbar. Ladungsgetrennte Zustande kénnen aber nicht direkt beobachtet werden, da
sie nicht fluoreszieren. Daher erméglicht die Kombination der beiden Mefmethoden eine ge-
nauere ldentifizierung der an der Kinetik beteiligten Zustdnde und das Aufstellen von kineti-

schen Modellen Sie erhoht damit die Zuverlassigkeit der Datenal yse®.

" Siehe Abschnitt 111.3.3 und 111.4.
8 Datenanalyse siehe Abschnitt 111.4.



