6 Charakterisierung der roten Zustande

6.1 Einleitung

Die Einzelmolekiil-Spektroskopie bietet die einmalige Gelegenheit, Chromophore frei von
der Mittelung iiber die Inhomogenitét eines Ensembles zu studieren. Wie im Kapitel 5
ausfiihrlich behandelt wurde, fithren jedoch Verdnderungen in der Umgebung des Chro-
mophors zu Variationen der lokalen Wechselwirkungen, was Fluktuationen der optischen
Ubergangsenergie bewirkt. Das Einzelmolekiil-Signal ist daher nur frei von Mittelungen,
wenn jeder einzelne Emissionsakt unter exakt den gleichen Bedingungen stattfindet, was
bei einem an eine Proteinmatrix gebundenen Chromophor nach Abschnitt 5.3 unméoglich
erscheint. Die Fluktuationen erschweren die Bestimmung der homogenen Linienform. Bei
der vielfach zur Untersuchung von Photosynthese-Aggregaten angewendeten Methode
des nicht-photochemischen Lochbrennens (NPHB) wird nicht nur iiber ein Ensemble ge-
mittelt, sondern zusétzlich auch iiber die Zeit. Die bisher in der Literatur gesammelten
Informationen {iber die Elektron-Phonon-Kopplung der roten Zustdnde im PS I stam-
men aus Simulationen an NPHB-Spektren. Eine Ubersicht iiber die Methode bietet die
Ref. [Jan93]. Zur Beschreibung wurde das in Abschnitt 2.2.4 skizzierte Modell benutzt.
Danach setzt sich die Linienform eines gebundenen Pigments bei tiefer Temperatur aus
einer schmalen Linie, die vom rein elektronischen Ubergang herriihrt und Null-Phononen-
Linie (ZPL) genannt wird, und einer begleitenen breiteren Bande zusammen, die durch
die Kopplung des elektronischen Ubergangs an die vibronischen Freiheitsgrade des Pro-
teins zustande kommt und als Schwingungsseitenbande (PSB) bezeichnet wird [Reb70].
Als Ma8 fiir die Elektron-Phonon-Kopplungsstéirke wird aus den Simulationen der Huang-
Rhys-Faktor S gewonnen. Aus ihm lassen sich mégliche Mechanismen ableiten, die fiir die
starke Rotverschiebung der roten Zustéinde im PS I verantwortlich sind. Um die in der Li-
teratur mit der Zeit haufig korrigierten Werte fiir S, wie z.B. in den Ref. [Gob98, R4t00], zu
iiberpriifen, wird in den folgenden Abschnitten ein Auswerteverfahren zum Ausgleich von
spektraler Diffusion dazu genutzt, um aus Spektrensequenzen einzelner PS I-Komplexe
spektrale Profile von roten Zustédnden nahe der homogenen Linienformen zu exzerpie-
ren. Diese werden dann, basierend auf dem Modell aus Abschnitt 2.2.4, simuliert. Die
iiberraschenden Ergebnisse bei den PS I von T. elongatus, Synechocystis und Synecho-
coccus sp. PCC 7002 werden anschlieend hinsichtlich méglicher Kopplungsmechanismen
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6 Charakterisierung der roten Zustédnde

interpretiert. Im zweiten Teil wird anhand des Korrelationsverhaltens zwischen Emissi-
onsbanden in verschiedenen gegeniiber P700 rotverschobenen Regionen untersucht, ob
die unterschiedlichen roten Chlorophyll-Verbéande iiber Energietransfer (ET) miteinan-
der in Verbindung stehen. Mittels einer Polarisationsanalyse werden am PS I der Spezies
T. elongatus zusétzlich die Winkel der zugehorigen Ubergangsdipolmomente zueinander
bestimmt. Die Winkelbeziehung bietet Aufschluss dariiber, ob ein direkter ET zwischen
zwei roten Zustdnden innerhalb eines Monomers mit den Ergebnissen aus Ref. [Pal96]
vereinbar ist. Dort wurde festgestellt, dass bei einer Anregung mit linear polarisiertem
Licht mit einer Wellenlénge von ~ 708 nm die Polarisation der Fluoreszenz einen grofien
Anteil enthélt, der nicht der Polarisation des eingestrahlten Lichts entspricht.

6.2 Bestimmung der Elektron-Phonon-Kopplungsstairke
aus der Linienform

Aus der homogenen Linienform eines Emitters konnen wichtige Parameter bestimmt wer-
den, die sowohl Eigenschaften der Proteinbindungstasche enthalten als auch die Kopp-
lungsstiirke zwischen dem optischen Ubergang des Pigments und den vibronischen Frei-
heitsgraden des Proteins. Im Abschnitt 5.3 wurde gezeigt, dass die Anregung von PS I-
Komplexen durch Lichteinstrahlung zu einer Verstdrkung der spektralen Diffusion fiihrt.
Diese Dynamik verhindert, dass in der Fluoreszenz direkt die homogene Linienform eines
roten Zustands ermittelt werden kann. Ein gréfleres Problem stellt die spektrale Durch-
mischung der Emissionsbeitrdge von mehreren roten Zusténden dar. Bei den betroffenen
Komplexen kann nicht entschieden werden, welcher Fluoreszenzanteil zu einer ZPL ge-
hort, d.h. die Spektren dieser Komplexe sind zur Bestimmung der homogenen Linienform
ungeeignet. Gliicklicherweise ergab sich bei einigen Komplexen, dass nach einer gewissen
Belichtungszeit einer der roten Zustédnde in einen Dunkelzustand fiel, so dass die einem
zweiten roten Zustand iiberlagerten Emissionen ausblieben. Zudem konnte die spektrale
Dynamik, deren Fluktuationsrate TH_U}{ kleiner als die Messrate TE;%) war, messtechnisch
direkt erfasst werden, wie aus Kapitel 5 ausfiihrlich hervorging. In Abbildung 6.1 wird
erklart, wie dieser ,langsame” Teil der spektralen Diffusion einer ZPL nachtréglich elimi-
niert werden kann, denn das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis eines einzigen iiber 7oy, =15
akkumulierten Spektrums bietet nicht die Moglichkeit fiir eine eindeutige Simulation. Der
oben links gezeigte Ausschnitt einer Spektrensequenz eines individuellen PS I-Komplexes
von Synechocystis zeigt eine springende ZPL bei A ~ 720,5 nm, die nach dem Photo-
bleichen einer breiten iiberlagerten Fluoreszenzbande iibrig geblieben ist. Die durch die
spektrale Diffusion verbreiterte ZPL ist aus der zeitlichen Projektion darunter ersichtlich.
Mittels des im Abschnitt 5.2.1 beschriebenen Algorithmus wurde in der Spektrensequenz
nach lokalen Maxima gesucht. Dabei wurde fiir diese Anwendung das Kriterium steiler
Flanken auf beiden Seiten des jeweiligen ZPL-Maximums verschérft, so dass nur Spek-
tren mit moglichst schmaler ZPL selektiert wurden. Die selektierten Spektren wurden
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Abbildung 6.1: Methode zur Eliminierung der spektralen Diffusion mit Tﬂuk <7 exp, um einen spek-
tralen Verlauf moglichst nahe der natiirlichen Linienform der ZPLs zu erhalten. Links: Ausschnitt
aus einer Spektrensequenz der Emission eines einzelnen PS [-Komplexes von Synechocystis. Darunter
ist die zugehorige zeitliche Projektion dargestellt. Rechts: Mittels des in Abschnitt 5.2.1 beschriebe-
nen Algorithmuses wurde in der Spektrensequenz nach lokalen Maxima gesucht, auf deren mittleren
spektralen Position die selektierten Spektren iibereinander geschoben wurden. Darunter wird das
resultierende Summenspektrum gezeigt.

auf der mittleren spektralen Maximum-Position der ZPLs iibereinander geschoben. In
der darunter dargestellten zeitlichen Projektion wird durch dieses Verfahren eine spek-
trale Linienform erzielt, die der homogenen Linienform des roten Zustands bei gutem
Signal-zu-Rausch-Verhéltnis am néchsten liegt.

6.2.1 Elektron-Phonon-Kopplung beim PS | von T. elongatus

Individuelle ZPLs wurden aus den Spektrensequenzen einzelner PS I-Komplexe der Spezi-
es T. elongatus selektiert, die moglichst spektral von anderen Fluoreszenzbanden isoliert
auftraten. Die einzelnen Spektren wurden nach dem im einleitenden Abschnitt erlau-
terten Verfahren gegeneinander verschoben, um den Teil der spektralen Diffusion mit
Tae < Toxp ZU eliminieren, wobei die spektrale Linienform in den einzelnen Spektren
unveréndert blieb. In Abbildung 6.2 werden sechs solcher Datensétze von Linien in der

spektralen Region um 708 nm gezeigt, die sich in ca. 15 % der Félle exzerpieren lassen.
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Abbildung 6.2: Simulationen der Linienformen verschiedener ZPLs im spektralen Bereich um 708 nm
beim PS 1 von T. elongatus. Die Datensiitze wurden durch das im einleitenden Abschnitt erlduterte
Verfahren selektiert und bearbeitet. Aufgetragen wurde jeweils die Intensitdt im Energieabstand vom
Maximum in Wellenzahlen. Die durchgezogenen, farbigen Linien markieren jeweils Simulationen, die
geméif der Theorie im Abschnitt 2.2.4 zur Linienform berechnet wurden. Der verwendete Algorithmus
wurde von Prof. V. Zazubovich zur Verfiigung gestellt.

Die mittleren Wellenlédngen der Maxima der ZPLs sind eingetragen. Aufgetragen wurde
jeweils die Intensitdt im Energieabstand vom Maximum in Wellenzahlen. Die durchgezo-
genen, farbigen Linien markieren jeweils Simulationen. Im Abschnitt 2.2.4 wurde hierfiir
ausfiihrlich vorgerechnet, wie man in linearer Néherung unter Beriicksichtigung der vi-
bronischen Bewegung im Protein mit der Annahme einer lorentzférmigen Spektraldichte
eine iterative Losung fiir die Linienform erhélt. Unter den gleichen Annahmen ist in der
Arbeitsgruppe von Prof. F. G. Small ein Simulationsalgorithmus zur Beschreibung der
Linienform von Lochbrennspektren vom PS I entstanden. Der Original-Quellcode wurde
mir freundlicherweise von Prof. V. Zazubovich zur Verfiigung gestellt. Dieses Programm
wurde mit nur einigen leichten Modifikationen zur Simulation der durch das Verschie-
beverfahren erhaltenen Einzelmolekiil-Spektren verwendet, so dass ein direkter Vergleich
von resultierenden Ergebnissen mit publizierten Ergebnissen, die mit der Methode des
Lochbrennens erzielt wurden, sinnvoll erscheint.
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Die Datensétze (b) und (d) stammen von Proben in D,O-Puffer. In den Datensétzen
(b), (¢) und (f) wurden jeweils zwei Realisierungen der ZPLs angenommen und in der
Simulation beriicksichtigt. Alle Parameter der Simulationen fiir beide Realisierungen sind
jeweils identisch. Der Unterschied besteht ausschliefSlich in verschiedenen Gewichtungen.
Die Spektren in den Bildern (c), (e) und (f) zeigen noch weitere Realisierungen bei ho-
heren Energien, die in der Simulation vernachlissigt wurden. In Auftragung (a) werden
auf beiden Seiten der ZPL um —55 cm™! und 125 cm™! breitere Strukturen beobachtet,
die jeweils spitz zulaufen. Bei diesen bleibt unklar, ob derselbe rote Zustand sie emittiert
oder zu ihnen beigetragen hat, d.h. spektrale Fluktuationen der Linienform aus ZPL
und PSB zu beiden Seiten sind denkbar. Bei beiden féllt eine Asymmetrie auf, dass je-
weils die hoherenergetische Flanke steiler ist. Das Einbezichen der Bande bei —50 cm™!
in die Simulation fiithrt zu untypischen Parametern, die nicht sinnvoll erscheinen, d.h.
eine zweite stirker fluktuierende Realisierung der ZPL oder Bande anderen Ursprungs
wird als wahrscheinlicher angenommen als die Zugehorigkeit zur Schwingungsseitenban-
de (PSB). Die Parameter der Simulationen (a) — (f) sind im oberen Abschnitt der Tabelle
6.1 zusammengestellt. Die Huang-Rhys-Faktoren S = S; + S5 der Zusténde, die in der
Region um 708 nm emittieren, liegen im Bereich zwischen 0,2 — 1,1. Je gréer der Huang-
Rhys-Faktor, desto mehr Intensitét féllt auf die PSB ab. Der mittlere Huang-Rhys-Faktor
betragt hier S = 0,54. Der Wert w; gibt die mittlere Frequenz der breiten Verteilung von
niederfrequenten Vibronen im Protein an, auf die die Kopplung des elektronischen Uber-
gangs begrenzt ist [Red92, Hay94, May00]. w; variiert zwischen 17 — 30 cm™!. Der opti-
sche Ubergang koppelt zusitzlich an eine Mode @, an, die der Modulation der Pigment-
Pigment-Wechselwirkung durch die intermolekulare Schwingungsbewegung zugeordnet
wird [Red93]. Sie liegt zwischen 20 — 70 cm™!. Die Breiten beider PSB-Profile T'; und
I’y nehmen Werte zwischen 5 — 25 cm ™! an. Die Gréfie L aus der letzten Spalte der Ta-
belle gibt die Breite einer Lorentzkurve an, mit der die simulierte Linienform zusétzlich
insgesamt gefaltet wurde. Die Notwendigkeit dieser Faltung wird durch die schnellen
Fluktuationen mit Raten > 1 s™! begriindet, die das gesamte Linienprofil innerhalb der
Akkumulationszeit eines einzelnen Spektrums spektral verschieben. Diese Verschiebun-
gen sind lorentzférmig verteilt, d.h. im Ergebnis werden die Datenpunkte gut durch eine
zusétzliche Lorentzverbreiterung beschrieben, wihrend die Annahme einer Gauflverbrei-
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6 Charakterisierung der roten Zustédnde

Tabelle 6.1: Zusammenstellung der Parameter der Simulationen aus den Abbildungen 6.2 und 6.3. Der
Huang-Rhys-Faktor ergibt sich jeweils zu S = S; + S;. @y entspricht der mittleren Schwingungsfre-
quenz, v der Linienbreite der ZPL, I'y der Breite des PSB-Profils, Wy der Frequenz der special pair
kennzeichnenden Mode, I'y der zugehorigen Breite und L der Breite einer Lorentzkurve, mit der die
Linienform zusiitzlich insgesamt gefaltet wurde. (s. Text fiir Details.)

ZPL 7 (nm) S Ylew!) @ (em) ') (em!) & o, (em™) I, fem!)  Liem?)
{a) 708 0,22 0.5 23 51 % % % 4.0
(b) 710 0,70 0.5 30 25 0,40 70 25 4,0
(c) 710 0.30 05 30 15 0.25 54 15 1.1
(d) 711 0,04 0.5 17 6 0.45 38 15 5.0
(e) 712 0.50 0.3 20 20 0.20 20 20 3.0
(N 714 0.20 0,5 20 20 % % % 4.0
(a) 726 0,12 0.5 18 7 0.33 41 27 8.0
(h) 738 0,20 0.5 3 20 % % % 3.0

terung zu keiner guten Anpassung fithrt. Die Parameter der in D,O-Puffer priaparierten
Probe zeigen keine auffalligen Abweichungen.

Die Abbildung 6.3 zeigt in Analogie zur Abbildung 6.2 entsprechende Simulationen fiir
zwel rote Zusténde, die in der Region > 719 nm emittiert haben. In diesem Spektralbe-
reich sind nur ca. 5 % der ZPLs zur Bestimmung der Linienform geeignet, weshalb sich
die Auswertung auf zwei Spektren konzentriert. Die ZPL im Bild (a) stammt von einer
Probe in Dy;O-Puffer und zeigt ihr Maximum bei 726 nm. Der zugehorige Huang-Rhys-
Faktor betrigt S = 0,45. Der Datensatz im Bild (b) stammt aus der Spektrensequenz in
Abbildung 5.1. Die fiir die Simulation genutzten Spektren wurden aus dem Zeitbereich
der ersten 10 s selektiert. Die mittlere spektrale Position der ZPL befindet sich in dieser
Zeit bei 738 nm. Der zugehorige Huang-Rhys-Faktor liegt bei maximal S = 0,20. Alle
Parameter der beiden Simulationen (a) und (b) sind in Tabelle 6.1 im unteren Abschnitt
aufgefithrt. Im Fall (b) wird die kleine mittlere Schwingungsfrequenz w; =5 cm™! und
der von Null verschiedene Huang-Rhys-Faktor dazu genutzt, um die leichte Asymmetrie
der Linienform der ZPL auszugleichen. Bei der Wahl eines typischen Werts fiir w; von
ca. ~ 20 cm~! wird die beste Anpassung der Simulation durch S = 0 erreicht. Insbeson-
dere auch im stark rotverschobenen Bereich werden demnach elektronische Uberginge
gefunden, die nur schwach an die vibronischen Freiheitsgrade im Protein koppeln.

6.2.2 Elektron-Phonon-Kopplung beim PS | von Synechocystis

Analog zur Prozedur im vorigen Abschnitt wurden fiir individuelle ZPLs aus Spektren-
sequenzen einzelner PS I-Komplexe der Spezies Synechocystis Datensétze herausgearbei-
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Abbildung 6.4: Simulationen der Linienformen verschiedener ZPLs im spektralen Bereich von
699 — 735 nm beim PS I von Synechocystis. Die Datenséitze wurden durch das im einleitenden Ab-
schnitt erlduterte Verfahren selektiert und bearbeitet. Aufgetragen wurde jeweils die Intensitéit im
Energieabstand vom Maximum in Wellenzahlen. Die durchgezogenen, farbigen Linien markieren je-
weils Simulationen, die gem#fl der Theorie im Abschnitt 2.2.4 zur Linienform berechnet wurden. Der
verwendete Algorithmus wurde von Prof. V. Zazubovich zur Verfiigung gestellt.

tet, um die spektrale Linienform zu bestimmen. In Abbildung 6.4 sind sechs Datensétze
dargestellt, bei denen die mittleren Wellenldngen der Maxima der ZPLs weit iiber den
gesamten roten Spektralbereich streuen. Im Gegensatz zum PS I von 7. elongatus sind
die Spektren vom PS I von Synechocystis in HyO-Puffer aufgrund der stirkeren spektra-
len Dynamik und den hiufigen spektralen Uberschneidungen von Fluoreszenzbeitrigen
zur Simulation der Linienform schlechter geeignet. Die dargestellten Datensétze (a) — (f)
stammen daher von Proben in D,O-Puffer. Die Simulationen sind mit farbigen Linien
eingezeichnet. Im Datensatz (f) wurden in der Simulation zwei Realisierungen der ZPL
beriicksichtigt. Die zugehorige Spektrenfolge wird in Abbildung 5.12 gezeigt, wobei die
selektierten Spektren aus dem vergroflert dargestellten Zeitbereich stammen.

In Abbildung 6.5 werden die gegeneinander verschobenen Spektren gezeigt, die in ihren
zeitlichen Projektionen die Datensétze (c), (e) und (f) ergeben. Die Spektren im Bild
(f) wurden aus der Sequenz in Abbildung 5.15 selektiert. Zwischen 716 — 720 nm sind
weitere Realisierungen der ZPL markiert, die in der Projektion (e) zwischen 0 — 90 cm™!
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Abbildung 6.5: Abfolgen spektral verschobener
Spektren in Falschfarben. Die Spektren in (e) wur-
den aus der Spektrensequenz in Abb. 5.15 selek-
tiert, die in (f) aus der in Abb. 5.12. Die zugeho-
rigen zeitlichen Projektionen (c), (e) und (f) wer-
den in Abb. 6.4 gezeigt. Das starke ,Rauschen®
bei der Projektion (e) im Bereich von 0 — 90 cm™*
entsteht durch die hier markierten weiteren Rea-
‘ “"I lisierungen der fluktuierenden ZPL. In der Region
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einen stark unebenen spektralen Verlauf hervorrufen. Ohne diese zusétzlichen Aufenthal-
te der ZPL innerhalb der Akquisitionszeit wire der Verlauf der zugehorigen Projektion
in dieser Region glatt wie z.B. der im Bild (a) der Abbildung 6.4. Betrachtet man nun
den Bereich > 721 nm, féllt ebenfalls eine spektrale Dynamik auf. Die Intensitét in dieser
Region ist jedoch gleichméBiger verteilt. Die Form der Schwingungsseitenbande (PSB)
in der Projektion (e) entsteht durch die zeitliche Mittelung tiber diese Fluktuationen.
Vergleicht man z.B. das vierte mit dem fiinften Spektrum im Bild (e) der Abbildung 6.5,
wird ersichtlich, dass sich die im Bereich >721 nm gemessene Intensitéitsverteilung &n-
dert und auch der Abstand vom Maximum der Verteilung zur ZPL variiert. Ein &hnliches
Verhalten wird auch bei den Datensétzen (b), (c¢) und (f) festgestellt, wobei die Abfolgen
von gegeneinander verschobenen Spektren, die den Projektionen (c¢) und (f) zugrunde
liegen, ebenfalls in der Abbildung 6.5 gezeigt werden. Durch die zeitliche Mittelung iiber
jeweils mehrere Spektren wird die Dynamik in der PSB bei den Simulationen beriick-
sichtigt. Keine oder zu kurze Mittelung fiihrt zu ,,ausgediinnten“ Datensétzen, aus deren
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Tabelle 6.2: Zusammenstellung der Parameter der Simulationen aus Abb. 6.4. Der Huang-Rhys-Faktor
ergibt sich jeweils zu S = S7 + S5. Wy entspricht der mittleren Schwingungsfrequenz, v der Linienbreite
der ZPL, I'; der Breite des PSB-Profils, Wy der Frequenz der special pair kennzeichnenden Mode, I's der
zugehorigen Breite und L der Breite einer Lorentzkurve, mit der die Linienform zusétzlich insgesamt
gefaltet wurde. (s. Abschnitt 6.2.1 fiir Details.)

ZPL 7 (nm) S, Ylewm!) @ (feml) T (em?) S o, (em?) I, fem?)  Liem™)
(a) 699 % 0.5 % % 0.20 37 183 1.5
(b) 706 0,90 0.5 27 18 0.35 15 12 1.0
(c) 713 0.80 0.5 30 25 0.28 83 14 6.0
(d) 720 0.25 0.5 5 5 1.10 39 25 5.0
(e) 721 0.23 0.5 22 12 0.35 40 18 2.5
(n 735 0.80 0.5 21 8 0.25 49 6 3.0

Simulation insbesondere abweichende Parameter fiir @y, I'y, @Wo und I's hervorgehen.

In Tabelle 6.2 sind die Parameter der Simulationen (a) — (f) zusammengestellt. Eine
Ubersicht {iber die einzelnen Gréfen wurde im Abschnitt 6.2.1 gegeben. Die Parameter
im oberen Teil gehoren zu ZPLs in der Region <714 nm. Beim Datensatz (a) ldsst sich im
typischen Energieabstand von bis zu 30 cm™! von der ZPL keine PSB feststellen, d.h. der
Huang-Rhys-Faktor S; ist Null oder nahezu Null bzw. die Kopplung des elektronischen
Ubergangs an niederfrequente Schwingungen des Proteins ist vernachlissigbar gering.
Dabei ist anzumerken, dass die ZPL innerhalb der Messzeit von ca. 250 s nur dreimal
gesprungen ist: zweimal auf eine Position bei ca. Tyzpr, + 10 cm™! und einmal auf eine
bei ca. Tzpr, — 10 ecm™!, wobei die Positionen jeweils fiir ca. 3 s eingenommen wurden. Im
Abstand von 37 cm ™! befindet sich das Maximum einer schwachen Bande, die durch einen
kleinen Huang-Rhys-Faktor S; von maximal 0,2 beschrieben wird. Im Fall (b) und (c)
mit ZPLs bei 706 nm und 713 nm ergeben sich Huang-Rhys-Faktoren von S = 1,25 und
S = 1,08. Im unteren Teil der Tabelle sind die Parameter der ZPLs in der Region > 714 nm
aufgefithrt. Der zum Datensatz (d) zugehorige Huang-Rhys-Faktor betragt S = 1,35.
Bei der Simulation wurde der Anteil mit w; nur zum Ausgleich der Asymmetrie der
ZPL verwendet. Des Weiteren ist unklar, in wie weit das Linienprofil von einem weiteren
Fluoreszenzbeitrag beeinflusst wird. Fiir die Simulation der Linienform im Bild (e) wurde
S = 0,58 gesetzt. Beim Datensatz (f) ergibt sich bei der dargestellten Simulation fir
S = 1,05. Insbesondere in der Darstellung (f) in Abbildung 6.5 kann der Entstehung der
durch die Simulation beschriebenen PSB mit ihrem Maximum bei —21 cm™! (= — @)
verfolgt werden. In wie weit zusétzlich Fluktuationen der ZPL zur Intensitdt der PSB
beitragen bleibt unklar.
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6.2.3 Elektron-Phonon-Kopplung beim PS | von Synechococcus
sp. PCC 7002

Wie zuvor fiir die PS I der Spezies T. elongatus und Synechocystis wurden fiir individuelle
ZPLs aus Spektrensequenzen einzelner PS I-Komplexe des Organismus Synechococcus sp.
PCC 7002 Datensitze herausgearbeitet, um die spektrale Linienform zu beschreiben. In
Abbildung 6.6 werden vier Datensétze mit ZPLs der mittleren Wellenldngen bei 700 nm,
702 nm, 712 nm und 744 nm gezeigt. Bei der Probe handelt es sich um PS I-Monomere,
bei denen die sich an der Trimerisierungsachse befindliche Proteinuntereinheit Psal. fehlt.
Beim Vergleich der Monomer-Spektren mit Trimer-Spektren des entsprechenden Wildtyps
fallt kein eklatanter Unterschied auf, was fiir eine intakte Monomer-Probe spricht. Auf-
grund der starken spektralen Dynamik der Probe in HyO-Puffer wurden wie beim PS I von
Synechocystis ausschlieBlich Messungen an einer Probe in DyO-Puffer verwendet. Die an
den Datensitzen (a) — (d) durchgefiihrten Simulationen sind mit durchgezogenen, roten
Linien eingezeichnet.

In Abbildung 6.7 werden zwei Simulationen an einer weiteren ZPL in der spektralen Re-
gion um 700 nm gezeigt. Man erkennt in der Spektrensequenz im rechten Teil, dass ein
zur Fluoreszenz im Bereich um 700 nm beitragender Emitter nach 130 s in einen Dunkel-
zustand féllt oder in einen Zustand, der energetisch auflerhalb des spektralen Detektions-
bereichs liegt. Aus den Zeitbereichen vor und nach diesem Prozess wurden jeweils geméf3
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Abbildung 6.7: Variation der Linienform einer ZPL. Die mittlere Wellenlinge der ZPL betrigt
698 nm. In beiden markierten Zeitbereichen wurden geméifl dem im einleitenden Abschnitt geschil-
derten Verfahren Spektren selektiert und gegeneinander verschoben. Im linken Teil sind die zuge-
horigen Projektionen (e) und (f) dargestellt. In der Spektrensequenz beobachtet man, dass ein zur
Fluoreszenz in der Region um 700 nm beitragender Emitter in einen Dunkelzustand fillt oder in
einen Zustand, der energetisch aulerhalb des spektralen Detektionsbereichs liegt. Die Simulation
der beiden Datensitze (e) und (f) fithrt dadurch zu verschiedenen Parametern. Die Huang-Rhys-
Faktoren sind eingezeichnet.

dem im einleitenden Abschnitt geschilderten Verfahren Spektren selektiert und gegenein-
ander verschoben. Die Bereiche sind markiert. Die resultierenden Datensétze (e) und (f)
werden auf der linken Seite gezeigt. Beide Profile wurden simuliert. Im Bild (a) weicht die
Simulation an zwei Stellen von den Datenpunkten ab. In der Region um 10 cm™! kann die
Asymmetrie der ZPL nicht erfasst werden und im Bereich —33 cm™! liegen Datenpunkte
iiber der simulierten Kurve, die nicht simultan beriicksichtigt werden konnen, d.h. ohne
die Annahme weiterer Realisierungen oder einer iiberlagerten zweiten Fluoreszenzbande.
Im Zeitbereich zwischen 48 — 69 s wird eine zweite ZPL oder Realisierung bei ca. 701 nm
beobachtet, deren Intensitit im Datensatz (e) bei 19 cm™! eine Bande produziert, die bei
der Simulation als wesentlicher Bestandteil der Schwingungsseitenbande (PSB) einbezo-
gen wurde. Im Zeitbereich, aus dem der Datensatz (f) erstellt wurde, fehlt der grofite Teil
der iiberlagerten Fluoreszenzbeitrige, wihrend die ZPL bei 698 nm weiterhin emittiert
wurde. Dadurch entféllt auf den Spektralbereich, in dem eine PSB erwartet wird, eine
wesentlich geringere Intensitdt, wobei ein spektral ,,wellenférmiger” Rest der Fluoreszenz
iibrigbleibt. Die Deutung der Fluoreszenzbeitrige im Datensatz (e) als zur PSB zuge-
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6 Charakterisierung der roten Zustédnde

Tabelle 6.3: Zusammenstellung der Parameter der Simulationen aus den Abbildungen 6.6 und 6.7. Der
Huang-Rhys-Faktor ergibt sich jeweils zu S = S; + S;. @y entspricht der mittleren Schwingungsfre-
quenz, v der Linienbreite der ZPL, I'y der Breite des PSB-Profils, Wy der Frequenz der special pair
kennzeichnenden Mode, I'y der zugehorigen Breite und L der Breite einer Lorentzkurve, mit der die
Linienform zusétzlich insgesamt gefaltet wurde. (s. Abschnitt 6.2.1 fiir Details.)

ZPL A (nm) 5 Ylewm!) @ (feml) T (em?) 5, o, (em?) I, fem?)  Liem™)

(a) 700 0.80 0.5 20 11 0,35 45 21 4.0

(b) 702 0.50 0.5 15 9 0.48 37 17 3.0

(c) 712 0.30 0.5 9 9 0.20 30 15 2.5
(d) 744 0.35 0.5 22 15 0.10 50 18 2.0
(e) 698 0,95 0.5 19 10 0,96 50 27 5.5

horige Intensitdt fithrt in der Simulation zu einem mindestens um Faktor drei gréferen
Huang-Rhys-Faktor.

In Tabelle 6.3 sind die Parameter der Simulationen aus den Abbildungen 6.6 und 6.7
zusammengestellt. An einem Beispiel wurde explizit vorgefiihrt, dass im Spektralbereich
der PSB Fluoreszenzbeitrige die Intensitdt anheben konnen, die héchstwahrscheinlich
nicht zum untersuchten Linienprofil dazugehéren. Vermutlich charakterisiert demnach
cher der Parametersatz der Simulation (f) ein Profil nahe der homogenen Linienform
der entsprechenden ZPL bei 698 nm aus der Spektrenfolge in Abbildung 6.7. Der Huang-
Rhys-Faktor betragt S = 0,6. Bei den Datensétze (a) und (b) ist unklar, ob im Bereich der
in der Simulation beriicksichtigten PSB nicht zugehorige Fluoreszenzbeitrige eingeflossen
sind, so dass die bestimmten Huang-Rhys-Faktoren von S = 1,15 und S = 0,98 obere
Abschitzungen darstellen. Die Simulationen an den Datensétzen (c¢) und (d) zeigen, dass
eine ZPL bei 712 nm und sogar eine im stark rotverschobenen Bereich bei 744 nm als
obere Abschitzung durch kleine Huang-Rhys-Faktoren von S = 0,50 bzw. S = 0,45
beschrieben werden.

6.3 Korrelation zwischen verschiedenen roten Zustinden

Zum Versténdnis der Dynamik in der Fluoreszenz der roten Zusténde einzelner PS I-
Komplexe spielen zwei Prozesse eine entscheidende Rolle: zum einen die im Kapitel 5
ausfiihrlich behandelte spektrale Diffusion der verschiedenen roten Zustinde und zum
anderen der resonante Energietransfer (ET) innerhalb PS I. Die roten Zusténde beziehen
ihre Anregungsenergie iiber ET von den Antennenpigmenten. Dabei ist noch nicht end-
giiltig geklart, ob innerhalb eines Komplexes zwischen verschiedenen roten Chlorophyll-
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Abbildung 6.8: Antikorrelation in der Fluoreszenz eines individuellen PS I-Trimers von 7. elongatus.
Im linken Bild wird eine Spektrensequenz iiber 40 s gezeigt. Die Akkumulationszeit betrégt 0,3 s
pro Spektrum. Im oberen Teil ist die zugehorige zeitliche Projektion dargestellt. Betrachtet werden
die Intensitdtsverlagerungen zwischen der ZPL und der breiten Bande. Im rechten Bild wird die
jeweils iiber die Bereiche (a) und (b) integrierte Intensitit als Funktion der Zeit gezeigt. Der empirische
Korrelationskoeffizient betréigt px, = —0,5.

Verbénden ein direkter ET stattfindet. Um aus dem Korrelationsverhalten unterschied-
licher Fluoreszenzbeitrage Informationen ableiten zu kénnen, miissen zugrundeliegende
Fluktuationsprozesse langsamer ablaufen als der Messprozess, d.h. TH’ui < Te;é muss gel-
ten. Die Rate 74, variiert von Komplex zu Komplex. Fiir den Fall 75, > T(;ql) ist das
ermittelbare Korrelationsverhalten willkiirlich, d.h. mit keinem Informationsgewinn ver-

bunden.

6.3.1 Anderungen im Energietransfer

In Abbildung 6.8 wird ein individuelles Beispiel am PS I von T. elongatus gezeigt, bei dem
die Bedingung Tfiﬁ{ < Te:ql:) erfiillt ist. Im linken Teil ist die zugehorige Spektrensequenz
dargestellt. Man erkennt eine ZPL bei ca. 710 nm und eine breite Bande mit ihrem
Maximum bei ca. 728 nm. Im Zeitbereich <9 s ist die ZPL intensitétsschwach, so dass
sie kaum als ZPL identifiziert werden kann, wahrend die breite Bande viel Intensitét zeigt.
In der Region 9 s < t < 20 s hat sich die Intensitét der breiten Bande auffillig auf die ZPL
im Spektralbereich (a) verlagert. Die umgekehrte Intensititsverschiebung geschieht nach

147



6 Charakterisierung der roten Zustédnde

0.8

T. elongatus @ Synechocystis ®
T34 0.6 724 0.8
@

732 © 0.5 722 o 0.7
— 730 ® T - o 5
E 0.4 E 720 o s 0.5
=728l © ® & e
Sl s | 5 022 <8 o ° 0.4 2
= 726— % o © . Cl | -
= o) 01 £ Tle 02 &
5 724 oo © = .8 o) e
= o e M,0 2 714 © 0 o ® 0.0
= 722 o o o & _

nzt © & &° o

_ 0.2 712 o) o 0.1

7 o °. o e e® o

718 -0.3 710 P o (o)) 8 -0.3

O O .
Ty b _ 0.5 708 ' — 0.4
700 702 704 70O 708 T10 712 714 096 698 700 702 704 706 708

Wellenliinge . {(nm) \‘\-'vlh-nl.’ingl- Ay (nm)

Abbildung 6.9: Statistik {iber das lineare Korrelationsverhalten von Fluoreszenzbanden roter Zustén-
de in einzelnen PS I-Komplexen der Organismen (links:) T. elongatus und (rechts:) Synechocystis.
Aufgetragen sind die empirischen Korrelationskoeflizienten py, zwischen jeweils zwei Zeitspuren aus
den Spektrensequenzen mit den mittleren spektralen Positionen A\; und Ay, wobei die Werte durch
Falschfarben angezeigt werden. Jeder Punkt gehort zu einem individuellen Komplex. A\; kennzeichnet
fiir jeden einzelnen Komplex die Position des Maximums der ZPL im zugehorigen Summenspektrum.
Entsprechend markiert Ay die Position des Maximums der zugehotrigen breiten Bande. Zur Berechnung
der Zeitspuren wurde jeweils iiber eine spektrale Breite um A; und Ay von 2 — 9 nm aufsummiert.

20 s, jedoch bleibt die ZPL deutlich zu erkennen. Ein erneuter Wechsel nach 28 s lésst die
ZPL intensiv aufleuchten, wihrend die breite Bande an Intensitét verliert. Im rechten Teil
der Abbildung 6.8 sind die jeweils tiber die Bereiche (a) und (b) integrierten Intensitéten
als Funktion der Zeit aufgetragen. Man erkennt deutlich die Antikorrelation zwischen
den beiden Fluoreszenzsignalen. Beim genaueren Betrachten fillt auf, dass aufler den
drei Intensitdtswechseln nach jeweils ca. 10 s auch schnellere Fluktuationen geschehen.
Grofitenteils wird auch in diesem Zeitregime eine klare Antikorrelation zwischen den
beiden Signalen festgestellt.

Im Folgenden wird das Korrelationsverhalten der Emissionsbanden aus den verschiede-
nen spektralen Regionen statistisch untersucht. Um die einzelnen Ergebnisse besser zu
quantifizieren, wurde fiir jeden einzelnen Komplex der empirische Korrelationskoeffizient

N » T [V
VI (-2 (- 9)°

zwischen zwei Zeitspuren ermittelt, wobei x; den zugehorigen Intensititen des i-ten Spek-

(6.1)
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der einen Zeitspur bei A\ entsprechen und y;, ¥ analog den Werten der anderen bei \s. n
entspricht der Spektrenanzahl der zugehdrigen Spektrensequenz. Die spektrale Lage der
Zeitspuren wurde, analog zum Beispiel aus Abbildung 6.8, auf die jeweiligen Maxima der
Summenspektren gelegt. Dabei wurde beim PS Ivon T'. elongatus jeweils die eine Position
A1 aus dem Bereich A < 715 nm und die andere A9 aus dem Bereich A > 715 nm ermittelt.
Beim PS I von Synechocystis lag die entsprechende Grenze der beiden spektralen Berei-
che bei A = 708 nm. Zur Berechnung der Zeitspuren wurde jeweils {iber eine spektrale
Breite um A; und Ay von 2 — 9 nm aufsummiert. In Abbildung 6.9 sind die empirischen
Korrelationskoeffizienten p,, in zwei Diagrammen jeweils {iber den mittleren Wellenlan-
gen A\; und A\, der zugehorigen Zeitspuren aufgetragen. Das linke Bild zeigt das Ergebnis
einzelner PS I-Komplexe der Spezies T. elongatus und das rechte Bild das einzelner PS I-
Komplexe der Spezies Synechocystis. Jeder Datenpunkt spiegelt durch seine zugeordnete
Falschfarbe das individuelle Korrelationsverhalten in je einem einzelnen Komplex wider.
Der zu dem Komplex aus Abbildung 6.8 gehorige Datenpunkt liegt bei A; ~ 710 nm und
A2 >~ 727 nm. Der empirische Korrelationskoeffizient betrégt p,, = —0,5. Insgesamt sind
beim PS I von T. elongatus fiinf von 28 Werten negativ. Beim PS I von Synechocystis
liegen 14 von 40 Werten im negativen Bereich. Wie bereits einleitend erwédhnt wurde,
kénnen Antikorrelationen nur festgestellt werden, wenn die Bedingung 74 < Te;%) erfiillt
ist. Bei den Punkten mit positivem Wert kann keine Aussage dariiber getroffen werden,
ob eine Korrelation oder eine Antikorrelation vorliegt. Da diese Punkte also keine Infor-
mationen enthalten, wurden sie durch weile Schattierung abgedeckt. Hingegen zeigen die
Punkte mit negativen Werten, dass die Fluoreszenz verschiedener Banden zumindest in
einigen Fillen antikorreliert aufgetreten ist, d.h. das Beispiel aus Abbildung 6.8 ist kein
Einzelfall. Beim PS I von Synechocystis wurden Komplexe in D,O-Puffer untersucht, um
den Deuteriumeffekt einer kleineren Fluktuationsrate auszunutzen.

6.3.2 Winkel zwischen den Ubergangsdipolmomenten

Ein moglicher Energietransferpfad zwischen verschiedenen roten Chlorophyll-Verbénden
innerhalb eines Monomers benotigt eine exzitonische Kopplung zwischen den Zustéanden.
Diese hingt vom Winkel der zugehorigen Ubergangsdipolmomente zueinander ab. Um
die Wahrscheinlichkeit fiir eine direkte ET-Verbindung von Emittern im spektralen Be-
reich des C708 mit Emittern in der stark rotverschobenen Region des C719 einschétzen
zu konnen, wurde eine statistische Untersuchung der Phasendifferenzen der Polarisatio-
nen von verschiedenen Emissionsbanden vorgenommen. In dem Diagramm der Abbildung
6.10 sind die Ergebnisse zusammengestellt. Dafiir wurde die Funktion GIl. 4.1 bei allen
Monomeren an die Modulationen der verschiedenen Banden angepasst, wie als Beispiel
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Abbildung 6.10: Winkel zwischen den Ubergangsdipolmomenten roter Zustéinde in einzelnen PS I-
Monomeren der Spezies T. elongatus. Wie in Abb. 4.13 wurde die Funktion GI. 4.1 bei jedem Komplex
an die Modulationen der verschiedenen Banden angepasst. Pro Komplex werden daraus bis zu drei
Phasenlagen ,,¢ und somit bis zu drei Phasendifferenzen Ap,,¢ ermittelt, d.h. jeder Monomer trigt
zum Diagramm bis zu drei Datenpunkte bei. Die zugeordneten Falschfarben geben die Groéfien der
Winkel Agp,,r an. Der markierte Datenpunkt gehort zum Monomer aus Abb. 4.13. Der hervorgehobene
Bereich beinhaltet die interessierenden Winkel zwischen den Ubergangsdipolmomenten von Emittern
aus den Bereichen des C708 und C719 zueinander. Ihre Verteilung wird im Histogramm rechts gezeigt.

in Abbildung 4.13 gezeigt wurde. Die im Kapitel 4 bestimmte Anzahl von drei roten
Pigment-Verbénden pro Monomer des PS I von T. elongatus fithrt zu bis zu drei Phasen-
lagen @,,¢ der Modulationen der Banden eines Monomers. Daraus ergeben sich bis zu drei
Phasendifferenzen Ay, pro Monomer, die in dem Diagramm durch zugehorige Daten-
punkte beriicksichtigt wurden. Die spektralen Positionen A; und Ay sind méglichst nah
am jeweiligen Maximum der zugehorien Fluoreszenzbande gewéhlt. Abweichungen wur-
den im Fall von spektralen Uberschneidungen verschiedener Banden erforderlich. Anhand
der zugeordneten Falschfarben konnen die Groflen der Winkel Ay, abgelesen werden.
Fiir Winkel Ag,,¢ oberhalb 90° wurde der relevante Winkel geméfl 180° — A¢,,¢ berech-
net. Bei den ermittelten Werten Ay, handelt es sich jedoch nicht um den Raumwinkel
zwischen den beitragenden Ubergangsdipolmomenten, sondern um dessen Projektion auf
die zur optischen Achse senkrechten Ebene. Da die einzelnen Komplexe bei der Messung
willkiirlich orientiert waren, spiegelt das Ergebnis bei der Annahme eines festen Raum-
winkels g eine Verteilung um g wider. Im Anhang B werden in Abbildung 6.13 fiir
ausgewihlte s simulierte Verteilungen gezeigt, fiir die eigens ein Algorithmus entwi-
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ckelt wurde, dessen Theorie im Anhang B kurz vorgestellt wird. Danach bildet sich beim
Winkel @ stets das klare Maximum der Verteilung aus. Der in Abbildung 6.10 hervor-
gehobene Bereich mit ~ 704 nm < A\ < 717 nm und 719 nm < Ay < 755 nm beinhaltet
die interessanten Winkel Ag,,¢ zwischen den Ubergangsdipolmomenten von Emittern, die
hauptséchlich den Chlorophyll-Verbanden C708 und C719 zugeordnet werden. Von den
35 Winkeln sind 26 grofler als 45°, von denen 14 sogar oberhalb 75° liegen. Die restlichen
neun Winkel liegen im Bereich < 15°, davon drei nahe 0°. Bei diesen Winkeln ist nicht
klar, ob die zugehorigen Banden nicht von demselben Emitter stammen. Die meisten
Winkel auflerhalb des hervorgehobenen Bereichs betragen weniger als 45°. Es wird ange-
nommen, dass insbesondere dort einige der zugehorigen Banden von demselben Emitter
stammen. Die Punkte auflerhalb des hervorgehobenen Bereichs konnen nicht eindeutig
den Chlorophyll-Verbanden C708 und C719 zugeordnet werden und wurden daher nicht
beriicksichtigt.

6.4 Diskussion

Ein Ma8 fiir die Kopplung eines elektronischen Ubergangs in einem gebundenen Chromo-
phor an die inter- und intramolekularen vibronischen Freiheitsgrade ist der in Abschnitt
2.2.2 eingefiihrte Huang-Rhys-Faktor S. Die gebréuchlichen Werte fiir S von roten Chlo-
rophyllen im PS I aus der neueren Literatur wurden mittels der Spektroskopiemethode
des nicht-photochemischen Lochbrennens (NPHB) bestimmt. (Eine Kurziibersicht iiber
NPHB bietet Anhang C.) Beim NPHB wird nicht nur iiber ein Ensemble gemittelt, son-
dern auch iiber die Fluktuationen innerhalb jedes einzelnen Molekiils, die eine Zeitab-
hingigkeit der einzelnen optischen Ubergangsenergien bewirken. Der Brennprozess am
PS T entvolkert teilweise die elektronischen Grundzustidnde der roten Pigmente des En-
sembles, deren Null-Null-Uberginge eine stark bevorzugte spektrale Position an der Stelle
der Brennfrequenz wg besitzen. Diese roten Pigmente absorbieren beim Auslesen an einer
anderen spektralen Stelle, die im Spektrum als ,,antihole bezeichnet wird. Bei der Po-
sition von wg wird im Auslese-Spektrum ein Loch beobachtet, das Null-Phononen-Loch
(ZPH) genannt wird. Das ZPH wird zusétzlich von einem breiten Loch mit dem cha-
rakteristischen Abstand wy; zwischen den beiden Maxima begleitet. Dieses wird in der
einschligigen Literatur mit der einhergehenden Loéschung von zugehorigen Ubergingen
in vibronische Niveaus des angeregten elektronischen Zustands erklirt. Eine gute Uber-
sicht bietet Ref. [Jan93]. Die Theorie, wie in Abschnitt 2.2.4 skizziert, beschreibt die-
ses breite begleitende Loch als Schwingungsseitenbande (PSB). Auch das Einzelmolekiil-
Experiment, wenn auch frei von der Ensemble-Mittelung, kann eine zeitliche Mittelung
nicht vermeiden. Thr Ausmaf} héngt von dem Zusammenspiel aus Zeitverhalten der Probe
und der Zeitauflosung der Apparatur ab. Wie aus Kapitel 5 hervorgeht, liegen die Raten
Taue €ines Groiteils der Fluktuationen unterhalb der Messrate Toxp» A1 fiir diesen Teil ist
die Bedingung Tf_ij{ < Tequ) erfiillt. Eine spezielle Analyse von Einzelmolekiil-Spektren vom
PS I hat die Moglichkeit erschlossen, diesen Teil der spektralen Diffusion zu eliminieren
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6 Charakterisierung der roten Zustédnde

Tabelle 6.4: Parameter der Elektron-Phonon-Kopplungsstiarke. Aus Simulationen der Linienformen
wurden Huang-Rhys-Faktoren Sgys roter Zustéinde aus den PS I dreier Organismen, T. elongatus,
Synechocystis und Synechococcus sp. PCC 7002, bestimmt. Die untere Zeile gibt die aus NPHB-
Experimenten gewonnenen Werte fiir S an ((*) aus Ref. [Zaz02b], (T) aus Ref. [Hay00, Rt00]).

T. elongatus Synechocystis Synechococcus
C708 C719 C706 C714 F698 C708
Sus | 02-1,1 02-05 02-13 06-14 06-12 0,5
S\pHB % 22 12-13* 2,0 % %

und so die zeitliche Mittelung des Signals auf ein Minimum zu reduzieren. Dadurch werden
die Vorziige der optischen Einzelmolekiil-Spektroskopie voll ausgenutzt. Aus den Emissio-
nen der PS I dreier Organismen, 7. elongatus, Synechocystis und Synechococcus sp. PCC
7002, konnten spektrale Profile roter Zusténde isoliert werden, die in einigen Féllen den
homogenen Linienformen nahe kommen, da sie weniger spektralen Uberlagerungen und
Fluktuationen unterlagen. Die Linienprofile wurden, wie im Abschnitt 6.2.1 beschrieben,
mit einem auf der im Abschnitt 2.2.4 erlduterten Theorie basierenden Algorithmus simu-
liert, der freundlicherweise von Prof. V. Zazubovich zur Verfiigung gestellt wurde. Bei
den PS T aller drei Spezies wurde iiberraschend festgestellt, dass die Emissionen von ca.
1 — 15 % der roten Zustdnde nur mit der Annahme sehr kleiner Huang-Rhys-Faktoren S
erkléart werden konnten. Das gilt insbesondere auch fiir stark rotverschobene Zusténde.
Die entsprechenden aus Lochbrenn-Experimenten ermittelten Werte fiir .S liegen fiir diese
Zusténde wesentlich hoher.

Alle ermittelten Wertebereiche fiir S sind in der Tabelle 6.4 zusammen mit vorhandenen
Literaturwerten aufgefiihrt. Die Simulationen der Linienformen fiir die untersuchten Zu-
stdande beim PS T von T. elongatus, die im Bereich des C708 emittiert haben, ergaben
Werte fiir S zwischen 0,20 (f) und 1,10 (b). Letzterer Wert liegt in der Ndhe des mit
der NPHB-Methode bestimmten Werts von 1,2 — 1,3 fiir den Huang-Rhys-Faktor des
C708 aus dem PS I von Synechocystis [Hay00, R&t00]. Fiir die Emitter der Banden im
Bereich des C719 liegt der Wert fiir S zwischen 0,20 — 0,45. Der entsprechende mittels
NPHB-Experimenten ermittelte Wert liegt bei S = 2,2 [Zaz02b].

Beim PS I von Synechocystis wurden fiir die Emitter im Bereich des C706 bzw. C708
Huang-Rhys-Faktoren zwischen 1,08 — 1,25 ermittelt. Diese Werte stimmen somit gut
mit obigen Werten aus [Hay00, Rat00] iiberein. Beim Datensatz (a) der Abbildung 6.4
zeigt sich, dass der zugehorige Wert fiir S eines Zustands, der bei 699 nm seine ZPL
emittiert hat, nahe Null liegt. Aufféllig dabei ist, dass sie trotz des Energieeintrags iiber
die gesamte Messzeit von ca. 250 s ungewchnlich frequenzstabil war. Dem roten Zustand
aus Bild (e), der in der spektralen Region des C714 emittiert hat, wird ein maximaler
Wert von S = 0,58 zugeordnet. Der grofite ermittelte Wert fiir einen roten Zustand, der
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6.4 Diskussion

in der Region des C714 emittiert hat, liegt bei S = 1,35. Der entsprechende Wert aus der
Literatur liegt bei S = 2,0 [Zaz02b].

Auch bei den roten Chlorophyll-Verbénden der Spezies Synechococcus sp. PCC 7002 wer-
den teilweise kleine Huang-Rhys-Faktoren festgestellt. Bei einer stark rotverschobenen
ZPL mit mittlerer Lage bei 744 nm wird der maximale Wert von S auf 0,45 bestimmt.
Am Beispiel einer ZPL bei 698 nm wurde in Abbildung 6.7 gezeigt, wie sich die Linien-
form verdndert, wenn ein Emitter, der spektral iiberlagert zur Bande beitrdagt, in einen
Dunkelzustand fallt oder in einen Zustand, der energetisch auflerhalb des spektralen De-
tektionsbereichs liegt. Das Simulationsergebnis fiir S verdndert sich durch den Prozess
von 1,91 auf 0,60.

Aus den mittels NPHB-Experimente bestimmten Huang-Rhys-Faktoren wurde bisher an-
genommen, dass eine starke Elektron-Phonon-Kopplung ein wichtiger Faktor fiir die grofe
Rotverschiebung der roten Pigmente ist [Hay00, Zaz02b, Tha03]. In der Literatur wird
eine starke Elektron-Phonon-Kopplung iiblicherweise mit dem Beimischen von Ladungs-
transferzustdnden zu den exzitonischen Zustanden verbunden [Lat94, Hay00]. Durch die
langreichweitige Wechselwirkung des entstehenden Dipols wird die Proteinumgebung po-
larisiert, woraus eine starke Kopplung des optischen Ubergangs an die vibronischen Frei-
heitsgrade des Proteins resultiert. Die zugehorigen Potentialkurven des Grund- und ersten
angeregten elektronischen Zustands, fiir die in Abbildung 2.2 zwei Beispiele skizziert wur-
den, sind entsprechend stark um 2g, versetzt. Im optischen Spektrum ruft die Elektron-
Phonon-Kopplung eine ausgeprégte vibronische Seitenbande hervor.

Als Ursache fiir die starke Rotverschiebung kommt noch eine weitere Moglichkeit in Be-
tracht. In den nicht-Diagonalelementen der Kopplungsmatrix des exzitonisch gekoppel-
ten Systems stehen die Kopplungsbeitrige aus Forster- und Dexterenergietransfer. Ein
erhohter Beitrag des Dextermechanismus kann zu einer Anhebung der exzitonischen Auf-
spaltung fiithren und somit ebenfalls zu einer starken Rotverschiebung, ohne dass ein
Ladungstransferzustand beimischt. In dem Fall wird die Proteinumgebung durch den
elektronischen Ubergang nicht polarisiert und die Kopplung an die vibronischen Frei-
heitsgrade des Proteins ist gering. Auf die Weise kann ein kleiner Huang-Rhys-Faktor als
Maf der entsprechenden Kopplungsstérke erkléart werden.

Aus den stark streuenden Huang-Rhys-Faktoren, auch jeweils in den gleichen Spektralbe-
reichen, geht hervor, dass zwischen den roten Chlorophyllen verschiedener PS I-Komplexe
eine starke Heterogenitdt in der Elektron-Phonon-Kopplungsstéirke herrscht. Vermutlich
fithrten die im Abschnitt 6.2 genannten Kriterien, nach denen aus allen aufgenommenen
Spektrensequenzen nur wenige selektiert wurden, aus denen individuelle Linienprofile iso-
liert wurden, dazu, dass insbesondere rote Zustdnde mit nur schwachem Ladungstransfer-
charakter beriicksichtigt wurden. Denn von der zugehorigen Fluoreszenz wird erwartet,
dass ihre Linienform sich durch eine ausgepriagte ZPL mit nur schwachen spektralen
Fluktuationen auszeichnet, da Konformationsdnderungen, die spektrale Diffusion bewir-
ken wiirden, unter den gegebenen Messbedingungen (bei 1,4 K) Energieeintrag benotigen,
wie im Abschnitt 5.3 gezeigt wurde. Eine schone Demonstration wird durch die Frequenz-
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Abbildung 6.11: Simulation der Detektion eines spektral gauBverteilten Signals mit wenigen Photonen.
Die spektrale Auflosung entspricht dem experimentell verwendeten Detektionskanal aus Gitterspektro-
graph (300 Linien/mm) und CCD-Chip. Im Bild S199 wurden 100 Photonen pro simuliertem Spektrum
gezéhlt (100 counts/s). Die entsprechenden Zihlraten der anderen drei Sequenzen Sagg, Ss00 und Sio00
betragen 200, 500 und 1000 counts/s. Bei allen vier Simulationen erkennt man deutlich einen Effekt
durch die "Photonen-Ausdiinnung”: Die jeweiligen Banden erscheinen nicht frequenzstabil. Die Sum-
menspektren werden demnach durch die zeitliche Mittelung iiber spektrale Fluktuationen aufgebaut.
(Parameter: ['gaug =~ 90 em~!; Zum Signal wurde weifies Rauschen addiert mit maximal 44 counts bei
S100, £8 counts bei Sagp, £12 counts bei Ssop und £12 counts bei S1ppp und ein zusitzlicher Offset.)
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stabilitdt der ZPL aus dem Datensatz (a) der Abbildung 6.4 geboten. Der Huang-Rhys-
Faktor des zugehorigen Zustands liegt, wie bereits oben erwidhnt, nahe Null. Bei starkem
Beimischen von Ladungstransferzustédnden zu exzitonischen Zustdnden sorgen zwei Ef-
fekte dafiir, dass die Linienform schwer zugénglich wird: Zum einen verliert die ZPL stark
an Intensitét, wihrend die PSB an Intensitéit gewinnt, zum andern treten durch die ho-
here thermische Energie stiarkere Fluktuationen auf, die bewirken, dass die Linienform
im zeitlich begrenzt aufgelosten Spektrum in einer zeitlich gemittelten Verteilung unter-
geht. Der grofite ermittelte Huang-Rhys-Faktor betrigt S = 1,35 von einem Emitter des
CT714-Verbands vom PS I von Synechocystis. Bei den roten Zusténden wird angenommen,
dass der erfasste Ausschnitt aus der Verteilung der Elektron-Phonon-Kopplungsstéarken
den unteren Bereich widerspiegelt, d.h. bei den in Tabelle 6.4 zusammengefassten Werten
fiir S ist wichtig anzumerken, dass insbesondere breite Banden, deren Herkunft innerhalb
Texp Nicht eindeutig hervorgeht, von roten Zustédnden mit groflerem Huang-Rhys-Faktor
abstammen konnten. Der in seiner optischen Ubergangsenergie stark fluktuierende Emit-
ter aus Abbildung 5.15 stellt diesbeziiglich eine Ausnahmeerscheinung dar. Vermutlich
wird die Fluktuationsrate durch eine auflergewohnlich schwache Kopplung an die vibro-
nischen Schwingungsfreiheitsgrade des Proteins reduziert. Der zugehorige Huang-Rhys-
Faktor wurde auf S = 0,58 bestimmt (Abb. 6.4 Bild (f)).

Bei der Analyse der Spektrensequenzen wurde ein interessanter Effekt beobachtet, der
ausschlieflich fiir einzelne Quantensysteme charakteristisch ist. In der Abbildung 6.5 wur-
den drei Beispiele selektierter Fluoreszenzspektren roter Zustédnde vom PS 1 von Syn-
echocystis gezeigt. Im spektralen Bereich der jeweiligen PSB wird festgestellt, dass die
detektierte Intensitét spektral fluktuiert, d.h. die PSB wird erst durch eine zeitliche Mit-
telung iiber mehrere Spektren aufgebaut. Wahrend der Akkumulationszeit von 7oy, =1 s
fiir ein Spektrum erfolgen gemifl der Abschitzung aus Abschnitt 3.3.3 1,5 - 108 strahlen-
de Uberginge in den roten Chlorophyllen. Gemif Abschnitt 3.1.10 werden ca. 5 % der
Fluoreszenz detektiert, wobei die detektierte integrierte Intensitédt einer scharfen ZPL
zwischen ca. 102 — 103 cps betrégt. Dieses Szenario wurde unter der vereinfachten An-
nahme einer gauBféormigen PSB simuliert. Das Ergebnis wird in der Abbildung 6.11 ge-
zeigt. Man erkennt deutlich, dass selbst bei einer (simulierten) Zahlrate von 1000 cps eine
starke spektrale Dynamik auftritt. Bei jedem einzelnen Fluoreszenzakt wird ein spezieller
Schwingungszustand angeregt. Aufgrund des geringen Photonenflusses, der innerhalb 7.,
auf den CCD-Chip einféllt, wird pro Spektrum jeweils nur ein Teil der Schwingungszu-
stdnde detektiert. Die ganze PSB wird erst bei der Summierung iiber mehrere Spektren
erfasst. Die beobachteten Fluktuationen im Bereich der PSB werden also auf einen sta-
tistischen Effekt zuriickgefiihrt.

Im nun folgenden Abschnitt werden die Moglichkeiten einer Kopplung zwischen ver-
schiedenen roten Chlorophyll-Verbanden diskutiert. Der Forsterradius im PS I variiert
zwischen 65 — 85 A [Col73, v(G85, Byr02]. Pigmente oder Systeme aus 2 — 3 stark exzi-
tonisch gekoppelten Pigmenten mit diesem rdumlichen Abstand zueinander, die in einer
Forstertransfer-Kette verschaltet sind, kénnen bis zu 50 % der Anregungsenergie weiter-
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geben. Die restliche Energie wird grofitenteils in Form von Fluoreszenz freigesetzt. In der
Abbildungen 6.8 wird an einem Beispiel eines individuellen PS I-Komplexes von T. elon-
gatus gezeigt, wie eine ZPL im Bereich des C708-Verbands mit der Fluoreszenzbande in
der Region > 719 nm antikorreliert. Dieses Phénomen lésst sich durch zwei verschiedene
Mechanismen erkléren: Fall (A): Entweder sind beide Emitter direkt tiber einen Energie-
transferpfad miteinander verbunden, so dass die Anregungsenergie vom Antennensystem
zundchst zum Zustand im Bereich des C708 gelangt und von dort entweder abfluores-
ziert oder zu dem Zustand in der Region > 719 nm weitertransferiert wird, oder Fall
(B): Von einem Pigment-Verband aus den Antennenpigmenten existiert zu beiden roten
Zustédnden jeweils ein Energietransferpfad. Zwei Faktoren bestimmen die Effizienz des
Energietransfers (ET): zum einen die Stérke der exzitonischen Kopplung und zum ande-
ren der spektrale Uberlapp. Die Verlagerung der Abstrahlung zwischen den verschiedenen
Banden wie sie in der Abbildung 6.8 zu sehen ist, konnte auf einer Verdnderung der exzito-
nischen Kopplung beruhen. In der Punkt-Dipol-Naherung héngt die Starke der Kopplung
von 7% und dem Winkel Ay zwischen den Ubergangsdipolmomenten von Donator und
Akzeptor ab, wobei 7 dem Abstand entspricht. Bei 1,4 K sind die geometrischen Freiheits-
grade im Protein stark eingeschrédnkt, d.h. der Abstand wird sich nicht markant &ndern.
Aber beim Winkel Ap besteht die Moglichkeit, dass er sich in Relation zu den Fluktua-
tionen in der optischen Ubergangsenergie der beteiligten Zusténde leicht verindert. Aus
Gleichung 1.1 geht hervor, dass in einem exzitonisch gekoppelten Dimer der Betrag der
Ubergangsdipolmomente der einzelnen ungekoppelten Zustinde die Richtung der exzi-
tonischen Zustdnde des Dimers beeinflusst. Verdndert sich nun durch Fluktuationen in
der Proteinumgebung die lokale optische Ubergangsenergie eines der beiden Zusténde, so
wird sich auch die Richtung des Ubergangsdipolmoments vom Dimer &ndern. Auf diese
Weise kann Ay beeinflusst werden und damit auch der ET zwischen Dimeren. Einen
vermutlich wesentlich grofleren Effekt tragt jedoch der Einflufl der Fluktuationen der op-
tischen Ubergangsenergien auf den spektralen Uberlapp von Donator und Akzeptor. Die
Resonanzbedingung fiir den ET héngt empfindlich von den optischen Ubergangsenergien
der beteiligten Pigmente ab, so dass bereits moderate Verinderungen der optischen Uber-
gangsenergien den ET signifikant modulieren kénnen. Die Verlagerung der Abstrahlung
zwischen den Intensitéten bei (a) und (b) in Abbildung 6.8 geschieht, ohne dass simul-
tan deutliche spektrale Spriinge festgestellt werden. Im Fall, dass die beiden beteiligten
Zustédnde direkt gekoppelt sind, folgt daraus, dass diese kleinen Spriinge geniigen, um
die beobachtete Intensitatsverschiebungen zu verursachen. Bei der Existenz von verschie-
denen ET-Pfaden von den Antennenpigmenten zu beiden Zusténden ist denkbar, dass
die optischen Ubergangsenergien der zugehdrigen Donatoren stiirker fluktuieren. Dieser
Spektralbereich wurde vom Experiment nicht erfasst.

An einzelnen PS I-Monomeren des Organismus 7. elongatus hat eine umfangreiche Pola-
risationsanalyse an den verschiedenen Emissionsbanden ergeben, dass das Maximum der
Verteilung der Winkel Ay zwischen den Ubergangsdipolmomenten von Zustinden, die
im Bereich des C708-Verbands emittiert haben und denen, die in der Region > 719 nm
emittiert haben, in der Projektion auf die zur optischen Achse senkrechten Ebene nahe
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90° liegt. Mit Hilfe der theoretischen Betrachtungen im Anhang B kann daraus abgelei-
tet werden, dass der entsprechende rdaumliche Winkel Ay ebenfalls nahe einem rechten
Winkel liegt. Die Winkelkonstellation zwischen den Ubergangsdipolmomenten bewirkt in
Gleichung 1.1, dass der erste Term vernachldssigbar klein wird. Bei einem Winkel Ay
von genau 90° ergibt sich fiir die Energie der exzitonischen Kopplung

Vip = -3 {41 fio cos ¥ sin

rs ’

wobei ¥ dem Winkel zwischen fi; und 7 entspricht. Fiir eine Konstellation mit ¢ = 45°
wird V1o maximal, wihrend sie unter einem Winkel von 9 = 0° bzw. ¥ = 90° verschwindet,
dem sogenannten ,,magic angle“. Eine Anisotropieuntersuchung am PS I von T. elonga-
tus in trimerer Form hat ergeben, dass bei einer Anregung mit linear polarisiertem Licht
mit einer Wellenlédnge von ~ 712 nm die Polarisation der Fluoreszenz einen groflien Anteil
enthélt, der nicht der Polarisation des eingestrahlten Lichts entspricht [Pal96]. Die Emis-
sionsanisotropie betrégt unter Anregung bei 712 nm ca. 0,10. Sie steigt mit wachsender
Anregungswellenlénge iiber 0,20 bei 724 nm bis 0,35 bei > 730 nm, d.h. die Polarisations-
komponente senkrecht zur Anregungspolarisation variiert stark beim Durchstimmen der
Anregungswellenlédnge, was fiir einen grolen Winkel Ay spricht. Dieses Experiment wur-
de nicht an Monomeren durchgefiihrt, bzw. zumindest nicht in der Literatur erwéahnt.
Daher kann ein ET zwischen Emittern des C708 und denen des C719 im Trimer {iber
die einzelnen Monomergrenzen hinweg nicht ausgeschlossen werden. Das Ergebnis dieser
Arbeit ldsst im Falle eines direkten ETs zwischen C708 und C719 innerhalb eines Mo-
nomers darauf schliefen, dass sich bei Anregung mit einer Wellenléinge von ~ 712 nm
die Polarisationen von Emission und eingestrahltem Licht deutlich unterscheiden. Dieses
Ergebnis passt sehr gut mit dem Ergebnis der Anisotropiestudie zusammen. Anhand des
festgestellten Antikorrelationsverhalten wird auf einen effizienten direkten ET zwischen
roten Zustdnden des C708 und C719 geschlossen. Weiter wird nach dem Ergebnis aus
der Polarisationsanalyse an einzelnen Monomeren in Verbindung mit der Anisotropieun-
tersuchung aus Ref. [Pal96] angenommen, dass dieser ET insbesondere innerhalb eines
Monomers stattfindet.

Auch das Korrelationsverhalten bei individuellen PS I-Trimeren von Synechocystis 1ésst
erkennen, dass verschiedene rote Zusténde entweder in der Form (A) oder in der Form
(B) tiber ET miteinander in Verbindung stehen. Geméf dhnlicher Anisotropiestudien
[vdL93, Gob94] wird ein Transfer zwischen den Emittern des C708 und des C714 als sehr
unwahrscheinlich angenommen. Im Monomer miissten dafiir die beteiligten Ubergangs-
dipolmomente parallel ausgerichtet sein, da sich beim Durchstimmen der Anregungs-
wellenldnge im Bereich >704 nm kein Unterschied in den Polarisationen von Emission
und eingestrahltem Licht zeigt [Gob94]. Das gleiche Ergebnis wurde an Trimeren er-
zielt [Gob94]. Das spricht dafiir, dass kein ET zwischen den Monomeren innerhalb eines
Trimers stattfindet, da aufgrund der 120°-Winkel zwischen den Monomeren das Ergeb-
nis der Studie nur durch eine Parallelstellung der Ubergangsdipolmomente aller roten
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Chlorophyll-Verbénde erkliart werden konnte. Das ist jedoch geméf der Studie [Sch05]
unwahrscheinlich, in der angenommen wird, dass zumindest beim PS I von T. elongatus
alle Ubergangsdipolmomente der roten Chlorophyll-Verbénde eher senkrecht zur Mem-
branebene ausgerichtet sind. Die Autoren der NPHB-Studien [Hsi04, Ril07] schlussfolgern
wiederum, dass der ET zwischen den Zustdnden C706 und C714 im PS I von Synechocys-
tis in trimerer Form auftritt und bestimmen die Transferzeit auf ~ 6 ps. Die momentane
Datenlage dieser Arbeit und der Literatur lassen keinen eindeutigen Schluss zu.

6.5 Zusammenfassung

Ein Auswerteverfahren zum Ausgleich von spektraler Diffusion wurde dazu genutzt, um
einen groflen Teil der zeitlichen Mittelung im Fluoreszenzsignal einzelner PS [-Komplexe
zu eliminieren. Dadurch konnten aus den Spektrensequenzen der PS I der drei Spezi-
es T. elongatus, Synechocystis sp. PCC 6803 und Synechococcus sp. PCC 7002 spektrale
Profile von roten Zustédnden nahe der homogenen Linienformen exzerpiert werden. Basie-
rend auf dem Modell aus Abschnitt 2.2.4 wurden die Profile simuliert. Bei den PS T aller
drei Organismen wurden selbst fiir stark rotverschobene Zusténde iiberraschend kleine
Huang-Rhys-Faktoren festgestellt, was bedeutet, dass die elektronischen Ubergénge nur
schwach an die inter- und intramolekularen vibronischen Freiheitsgrade koppeln. Dieses
Ergebnis erweitert das Bild der roten Zustédnde auf die Weise, dass fiir ihre starke Rot-
verschiebung keine ausgeprigte Elektron-Phonon-Kopplung notwendig ist. Als alternative
Ursache wurde die Anhebung der exzitonischen Aufspaltung durch einen hohen Beitrag
des Dextermechanismus diskutiert. Die Heterogenitéit in der Elektron-Phonon-Kopplung
zwischen verschiedenen individuellen Komplexen schlieffit die Existenz roter Zustédnde
ein, in die Ladungstransferzustinde stédrker einmischen. Die Detektion der Schwingungs-
seitenbande (PSB) eines einzelnen selektierten roten Zustands hat die Moglichkeit zur
Beobachtung eines interessanten Nebeneffekts geboten, der ausschliefllich fiir einzelne
Quantensysteme charakteristisch ist. Durch den geringen Photonenfluss, der innerhalb
der Akkumulationszeit von 1 s auf den CCD-Chip einfiel, zeigt jedes Spektrum fiir sich
nur einen Teil der PSB, d.h. der Prozess der Zusammensetzung der PSB aus einzelnen
Fluoreszenzakten mit der Anregung spezieller Schwingungszustédnde konnte nachgewiesen
werden.

Um zu untersuchen, ob verschiedene rote Zusténde innerhalb eines PS I-Komplexes iiber
Energietransfer (ET) miteinander in Verbindung stehen, wurde das Korrelationsverhal-
ten der Fluoreszenz von unterschiedlichen roten Emittern analysiert. Mehrfach aufgetre-
tene Antikorrelationen bei sowohl dem PS T von 7. elongatus als auch dem PS 1 von
Synechocystis weisen darauf hin, dass die roten Zustédnde jeweils entweder direkt {iber
ET miteinander verbunden sind, oder dass sie getrennt voneinander iiber ET mit einem
Pigment-Verband aus den Antennenpigmenten verbunden sind. Auch eine Mischung aus
beiden Konfigurationen ist denkbar. Beim PS I von T elongatus wurde zusétzlich mittels
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einer Polarisationsanalyse an einzelnen Monomeren festgestellt, dass die Ubergangsdipol-
momente der Emitter vom C708 und C719 in einem Winkel nahe 90° zueinander stehen.
Demnach wiirde man im Falle eines direkten ETs zwischen den beiden Verbédnden erwar-
ten, dass bei einer Anregung mit linear polarisiertem Licht mit einer Wellenldnge von
~ 712 nm die Polarisation der Fluoreszenz einen groflen Anteil enthélt, der nicht der
Polarisation des eingestrahlten Lichts entspricht. Dieses Verhalten geht aus einer Aniso-
tropiestudie am Ensemble hervor [Pal96]. Daher wird ein effizienter direkter ET zwischen
Zustdnden des C708- und C719-Verbands innerhalb eines Monomers fiir wahrscheinlich
gehalten. Beim PS I von Synechocystis deuten entsprechende Anisotropieuntersuchungen
[Gob94] daraufhin, dass die unterschiedlichen roten Chlorophyll-Verbénde innerhalb ei-
nes Monomers eher jeweils durch verschiedene ET-Ketten mit den Antennenpigmenten
verschaltet sind, ohne dass ein effizienter direkter ET zwischen ihnen stattfindet. Hierzu
existieren in der Literatur auch kontroverse Meinungen [Hsi04, Ril07]. Die momentane
Datenlage dieser Arbeit und der Literatur lassen beim PS I von Synechocystis keinen
eindeutigen Schluss zu.
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