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Certainly no subject or field is making more progress
on so many fronts at the present moment than biology,
and if we were to name the most powerful assumption
of all, which leads one on and on in an attempt to un-
derstand life, it is that all things are made of atoms,
and that everything that living things do can be under-
stood in terms of the jigglings and wigglings of atoms.
R. P. Feynman [Fey63]






Abstract

A confocal spectrometer for low temperatures with sufficient efficiency to detect single-
molecule fluorescence was built in the course of this work. It was used to investigate
spectral properties, heterogeneities and dynamics of the low-energy antenna chlorophylls
in individual Photosystem I (PS I) complexes from three different cyanobacteria: Thermo-
synechococcus elongatus (T. elongatus), Synechocystis sp. PCC 6803 and Synechococcus
sp. PCC 7002. A fluorescence polarization analysis on single PS T monomers from 7. elon-
gatus reveals three pigment pools contributing to the red-shifted emission. In addition,
the angle between the transition dipole moments of emitters from C708 and C719 were
determined to be near 90°. In the spectral regions of the red-most states of all three spe-
cies intense zero-phonon lines (ZPLs) were observed showing marked spectral diffusion.
A clear effect due to the substitution of hydrogen for deuterium in the solvent was disco-
vered, visible as significant reduction of spectral fluctuations. This suggests that proton
displacement is one of the main processes responsible for fine-tuning of site energies in
PS 1. The occurrence of spectral jumps of ZPLs above 10 cm ™! in absence of external exci-
tation was proved to be highly unlikely at 1.4 K. Consequently, at cryogenic temperatures
proton tunneling in the vicinity of the red pools is very unlikely without excitation. Even
for far red-shifted states of the PS I from all of the three above-mentioned species small
Huang-Rhys factors were found, implying only a weak coupling of the electronic transition
to the bath of vibrational modes. This finding indicates that no distinct electron-phonon
coupling is necessary for the strong redshift of these states.



vi



Inhaltsverzeichnis

Einleitung

1

Photosystem |
1.1 Einleitung . . . . . ... ... ...
1.2 Aufbau und Funktion . ... ...

1.2.2  Kopplungsmechanismen und Energietransfer . . . . . . . . ...

1.3 Antennensystem der ,roten Chlorophylle . . . .. ... ... ... ...

1.2.1  Einfihrung . .. .. .. ..
1.2.3 Proteinmatrix . ... ...
1.3.1 Einfihrung ... ... ...

1.3.2  Ursprung der Rotverschiebung . . . . . . .. ... ... ... ...

1.3.3
1.34

Spektrale Eigenschaften . .
Funktion in der Natur . . .

Optische Spektroskopie an einzelnen Molekiilen
2.1 Einleitung . . . . . ... ... ...

2.1.1

Stand der Forschung . . . .

2.2 Photophysik eines Makromolekiils .

221

Einfithrung . . . ... ...

2.2.2  Grundlagen fiir die optische Molekiilspektroskopie . . . . . . ..

2.2.3

Absorption und Fluoreszenz

2.2.4  Modellierung der spektralen Form . . ... ... ... ... ...
2.3 Konfokale Mikroskopie . . . . . ..

2.3.1
2.3.2

Einfithrung . . . ... ...
Konfokales Prinzip . . . . .

2.3.3 Laterale und axiale Auflésung . . . . . .. ... ... ...

3.1 Aufbau des konfokalen Spektrometers . . . . . . ... ...

Lichtquelle: Laser und Einmoden-Lichtwellenleiter . . . . . . . .

Experiment
3.1.1 Einfithrung . . .. ... ..
3.1.2 Funktionsweise und Ubersicht
3.1.3
3.14

3.1.5

Rastermethode: Galvano-Spiegeldreher . . . . . . . . . ... ...

Anspriiche an das Objektiv

N 3 ot

12
15
19
19
21
22
26

29
29
30
31
31
35
36
38
43
43
44
45

51
o1
ol
52
o4
95
26

Vil



Inhaltsverzeichnis

viil

3.1.6 Badkryostat und Pumpensystem . . . .. .. ... ... ..
3.1.7 Die Lochblende . . . . . . . ... .. ... o
3.1.8 Optisches Filtersystem . . . . .. ... ... ... ... ......
3.1.9 Lawinenphotodiode und Spektrometer mit CCD-Kamera . . . . .
3.1.10 Detektionseffizienz . . . . . . ... ..o
3.1.11 Computergestiitzte Datenakquisition . . . . . . . . .. . ... ..
3.2 Prédparation der Proben . . . . . ... oL
3.2.1 Einfihrung . . . . . . . ...
3.2.2 Photosystem I-Proben . . . . . ... ... ... ... ..
3.2.3 Losungsmittel zur Verdiinnung der Probe . . . . . .. .. .. ..
3.2.4  Anordnung der Probe . . . . .. ... .. oL
3.3 Messbedingungen . . . . . . ...
3.3.1 Experimentelle Auflésung bei tiefer Temperatur . . . . . . . . ..
3.3.2 Nachweis fiir die Detektion einzelner Molekiile . . . . . . .. ..
3.3.3 Verwendete Anregungsleistung . . . . . . .. ... ... ... ..
3.3.4 Hintergrundsignal bei der Aufnahme eines Spektrums . . . . . . .

Spektrale Gliederung der roten Chlorophyll-Verbande
4.1 Einleitung . . . . . ..o
4.2 Stationére Fluoreszenzspektren individueller PS I-Trimere . . . . . . ..
4.2.1 von Thermosynechococcus elongatus . . . . . . . . . . . ... ...
4.2.2  von Synechocystis sp. PCC 6803 . . . . . . . . ... .. ... ...
4.2.3  von Synechococcus sp. PCC 7002 . . . .. .. ... ... .. ...
4.3 Spektrale Dynamik in der Fluoreszenz . . . . . . . . . . ... ... ...
4.3.1 Zeitabhéngigkeit der Linienbreite . . . . . . . . .. ... ... ..
4.3.2 Emissionslinien mit mehreren diskreten Realisierungen . . . . . .
4.3.3 Energiebereiche der Emissionslinien . . . . . . . ... ... ...
4.3.4 Spektrale Diffusion von breiten Emissionsbanden . . . . . . . ..
4.4  Separation von Fluoreszenzbanden . . . . . . . . .. ... ... ... ..
4.4.1 PS I-Monomere von T. elongatus . . . . . . . .. .. ... ....
4.4.2 PST in trimerer Form . . . . . . . .. .. ... ... ... ..
4.5 Vergleich der Fluoreszenz einzelner Komplexe mit der eines Ensembles .
4.6 Diskussion . . . . ...
4.7 Zusammenfassung . . . ... ..o

Energielandschaft der Proteinumgebung

5.1 Einleitung . . . . . . . ..o

5.2 Korrelation zwischen Fluktuationsrate und Energieinderung . . . . . . .
5.2.1 beim PS I von Thermosynechococcus elongatus . . . . . . . . . ..
5.2.2  beim PS I von Synechocystis sp. PCC 6803 . . . . . .. . ... ..

5.3 Ausloser der Fluoreszenzdynamik bei tiefer Temperatur . . . . . . . ..

5.4  Auswirkung von schwerem Wasser im Losungsmittel . . . . . . ... ..

73
73
73
74
75
76
78
79
81
82
84
86
86
91
94
98
103



Inhaltsverzeichnis

5.4.1 auf das PS I von Thermosynechococcus elongatus . . . . . . . .. 114

5.4.2 auf das PS I von Synechocystis sp. PCC 6803 . . . . . ... ... 117

5.5 Direkte Beobachtung von hierarchischen Réngen . . . . . ... . .. .. 119
5.6 Entstehung der breiten roten Fluoreszenzbande . . . . . . . ... .. .. 123
5.7 Diskussion . . . . .. 124
5.8 Zusammenfassung . . . . . ... 133

6 Charakterisierung der roten Zustande 135
6.1 Einleitung . . . . . . . ..o 135
6.2 Bestimmung der Elektron-Phonon-Kopplungsstéirke aus der Linienform . 136
6.2.1 beim PS I von Thermosynechococcus elongatus . . . . . . . . . .. 137

6.2.2  beim PS I von Synechocystis sp. PCC 6803 . . . . . .. ... ... 140

6.2.3 beim PS I von Synechococcus sp. PCC 7002 . . . . . . ... ... 144

6.3 Korrelation zwischen verschiedenen roten Zustédnden . . . . . . . . . . .. 146
6.3.1 Anderungen im Energietransfer . . . .. ... ... ... .. ... 147

6.3.2 Winkel zwischen den Ubergangsdipolmomenten . . . .. ... .. 149

6.4 Diskussion . . . ... 151
6.5 Zusammenfassung . . . . ... Lo 158
Zusammenfassung 161
Ausblick 165
Summary 167
Anhang 169
Literaturverzeichnis 173
Publikationen 191
Akademischer Lebenslauf 193
Danksagung 195

X






Einleitung

Die Natur birgt eine grofie Ideensammlung, von der wir lernen kénnen. Die im Zuge
der Evolution hervorgebrachten effektiven biochemischen Systeme beinhalten funktionel-
le Gruppen, deren Mechanismen im Detail vielfach noch unverstanden sind. Die Biophysik
befindet sich gegenwirtig in der Situation, dass haufig sogar Grundprinzipien noch nicht
erschlossen sind. Dies betrifft auch an der Photosynthese beteiligte Systeme, die in der
Lage sind, aus Sonnenlicht Energieressourcen zu schaffen, ohne die hcher entwickeltes
Leben auf der Erde undenkbar ist. Laut Worldwatch Institute hat sich der Energiever-
brauch der Weltbevolkerung in den letzten 50 Jahren verfiinffacht. Die Energiebilanz der
heutigen Technik zur Nutzung regenerativer Energien fallt sehr gering aus. Die Maschi-
nerie der Natur hingegen besitzt eine hohe Effizienz. Um die brillante Entwicklungsar-
beit der Natur nutzen zu konnen, miissen die beteiligten Systeme im Detail verstanden
werden. Ein wichtiges molekulares Solar-Kraftwerk ist das Photosystem I (PS I). Seine
Hauptaufgabe besteht darin, Sonnenlicht einzufangen und damit eine stabile Ladungs-
trennung herbeizufiithren, dhnlich einer Halbleiter-Solarzelle. Zum Lichtsammeln dienen
dem PS I Antennenpigmente, die ihre Anregungsenergie an ein Reaktionszentrum (RC)
weitergeben, um die Ladungstrennung einzuleiten. Eine spezielle Gruppe dieser Pigmente
{ibernimmt eine Schliisselrolle in der PS I-Forschung. Thre optischen Ubergangsenergien
liegen gegeniiber der erforderlichen Anregungsfrequenz des RCs rotverschoben. Sie wer-
den daher allgemein als ,rote Chlorophylle” bezeichnet. Sowohl iiber ihre Funktion, als
auch iiber den Mechanismus, der zu ihrer Rotverschiebung fiihrt, wird aktuell noch disku-
tiert. Thre Anwesenheit hat grofien Einfluss auf den Energietransfer und wirkt sich auch
stark auf die Fluoreszenzeigenschaften von PS I aus. Eine Einfithrung zum Thema PS I,
insbesondere im Hinblick auf die roten Chlorophylle, wird im Kapitel 1 geboten.

Die spektralen Eigenschaften der roten Chlorophylle sind eingehend mit konventionellen
Spektroskopiemethoden in Absorption, Emission und Fluoreszenzanregung untersucht
worden. Die gewonnenen Informationen sind durch die Mittelung {iber ein Ensemble von
PS I-Komplexen stark inhomogen verbreitert. Detailliertere Kenntnisse sind mit den ver-
feinerten Methoden der energieselektiven Fluoreszenzspektroskopie und des Lochbrennens
erlangt worden, die jedoch immer noch iiber ein grofles Teilensemble mitteln. Die einzi-
ge Technik, die eine Ensemble-Mittelung vollstéandig vermeidet, ist die Einzelmolekiil-
Spektroskopie (SMS). Mittlerweile kann man sie zu den etablierten Methoden zdhlen,
auch wenn sie noch nicht so weit verbreitet ist. Die optische SMS nutzt die Fluoreszenz
einzelner Molekiile als Sonde. Fiir die technische Realisierung wird die Anordnung ei-
nes konfokalen Mikroskops genutzt. Um das schwache Fluoreszenzsignal eines einzelnen
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Molekiils zu detektieren, bestehen hohe Anforderungen an alle optischen Komponenten,
insbesondere an das Objektiv und die Detektoren. Wichtige Aspekte zur Photophysik
von Makromolekiilen und zur konfokalen Mikroskopie werden in Kapitel 2 beleuchtet.

Um mit der Methode der optischen SMS bei der Klarung offener Fragen zu den roten
Chlorophyllen des PS I beizutragen, war das erste Ziel meiner Arbeit, ein Einzelmolekiil-
Spektrometer zu bauen. Eine detaillierte Beschreibung der Apparatur findet man in Kapi-
tel 3. Unter physiologischen Bedingungen ist die Fluoreszenzquantenausbeute von PS 1 fiir
die SMS zu gering, da es seine primére Funktion der Ladungstrennung erfiillt. Die roten
Chlorophylle kénnen dabei Anregungsenergie nur durch zusétzliche Absorption von vibro-
nischer Energie aus der Proteinmatrix auf das RC iibertragen. Dies kann man sich fiir ein
SMS-Experiment zu Nutze machen, indem man durch kryogene Temperaturen den gréf3-
ten Teil der vibronischen Energie einfriert. Dadurch werden die roten Chlorophylle fiir die
Anregungsenergie zur Falle und ihre Fluoreszenzquantenausbeute wird stark angehoben.
Mein Ziel war es daher, insbesondere Messungen bei tiefen Temperaturen zu ermogli-
chen. Fiir den optischen Zugang bei Temperaturen unter dem Heliumsiedepunkt ist die
Umspiilung der Probe mit suprafluidem Helium notwendig. Experimente an schockgefro-
renen PS I-Proben haben gezeigt, dass sowohl der Energietransfer vom Antennensystem
zum RC als auch Teilprozesse der Ladungstrennung funktionieren, d.h. ein Elektronen-
transfer bis zum A;, teilweise sogar bis zum Fp [Sch98]. Somit erscheint die Annahme
verniinftig, dass die Integritdt von PS I im schockgefrorenen Zustand zumindest fiir den
interessierenden Teil gewéhrleistet ist.

Meine Arbeit leistet zu folgenden Fragestellungen wissenschaftliche Beitréige:

e Die Anzahl roter Chlorophylle im PS T ist relativ klein. Aus Ergebnissen der Ensem-
ble-Spektroskopie wird angenommen, dass die Menge in den PS I verschiedener Or-
ganismen variiert. Ein Ziel war es, die genaue Anzahl der roten Emitter zu bestim-
men. Besonders interessant ist dabei das cyanobakterielle PS 1T der Spezies Thermo-
synechococcus elongatus, da von ihm die bisher genaueste Rontgenstruktur (2,5 A)
vorliegt.

e Welche homogenen spektralen Eigenschaften sind fiir die roten Zusténde charak-
teristisch? Unklar ist bisher, wie ausgeprigt die spektrale Heterogenitit eines be-
stimmten roten Zustands in verschiedenen PS I-Komplexen ist und wie die einzelnen
roten Zustdnde zu den aus der Literatur bekannten Ensemble-Spektren beitragen.
Wie sieht die homogene Linienform eines einzelnen roten Zustands aus?

e Bisher wird davon ausgegangen, dass fiir die starke Rotverschiebung der roten Chlo-
rophylle eine ausgeprigte Elektron-Phonon-Kopplung notwendig ist, d.h. die zuge-
horigen elektronischen Ubergéinge koppeln stark an die vibronischen Freiheitsgra-
de des Proteins. Dies wird in der Literatur durch das Beimischen von Ladungs-
transferzusténden zu den exzitonisch gekoppelten Zustdnden erklért. Ist eine star-

ke Elektron-Phonon-Kopplung essentiell fiir die starke Rotverschiebung der roten
Chlorophylle?



e Gibt es einen effizienten Energietransfer zwischen verschiedenen roten Zustidnden
innerhalb eines Monomers? Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurde auch er-
mittelt, wie die Ubergangsdipolmomente der einzelnen roten Zusténde im PS I von
T. elongatus zueinander raumlich orientiert sind.

e Die roten Chlorophylle stellen im Wirkungsgefiige aus Antennen und Protein spe-
zielle Sonden dar, die sehr sensibel auf strukturelle Verinderungen reagieren und
diese im optischen SMS-Experiment weitergeben. Gibt es Hinweise darauf, was fiir
Konformationsdnderungen bei 1,4 K noch stattfinden kénnen und unter welchen
Voraussetzungen? Am bakteriellen Lichtsammelkomplex LH2 sind bei 1,4 K Kon-
formationsénderungen im Protein nachgewiesen worden [Hof03]. Kann am PS I ein
dghnliches Verhalten beobachtet werden? Wie ist die Energielandschaft der Protein-
umgebung der roten Zustdnde organisiert?

e Beim nicht-photochemischen Lochbrennen wird vorausgesetzt, dass sich die Po-
tentialhyperflachen im elektronischen Grund- und elektronisch angeregten Zustand
unterscheiden. Details sind bisher keine bekannt. Mit Hilfe von Experimenten an
teildeuterierten Proben konnte der Frage nachgegangen werden, ob Protonentun-
neln bei 1,4 K moglich ist und welche Rolle dabei der elektronische Zustand spielt.
PS I diente diesbeziiglich als Modellsystem. Die hierzu in Kapitel 5 entwickelten
Ideen kénnen vermutlich auch auf andere Proteinkomplexe iibertragen werden.
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1 Photosystem |

1.1 Einleitung

Die Photosynthese sorgt fiir den Aufbau von organischer Materie durch Lichtenergie und
schafft damit die Grundlage fiir fast alles irdische Leben. Die dltesten fossilen Cyanobak-
terien sind ca. 3,5 Milliarden Jahre alt. Vermutlich haben sich Bakterien mit anoxygener
Photosynthese schon frither entwickelt und sind heute nur nicht mehr nachweisbar. Fiir
diese war Sauerstoff ein starkes Zellgift. Erst die Cyanobakterien haben die oxygene, sau-
erstoffentwickelnde Photosynthese mit zwei hintereinander geschalteten Photosystemen
entwickelt, wodurch ihnen die energetisch sehr aufwendige Spaltung molekularen Wassers
moglich wurde. Die notige Energie spendet die Sonne, die somit einen Hauptbeitrag zur
Entstehung von terrestrischem Leben geleistet hat. Sie strahlt pro Tag ca. 1,5 - 10?2 kJ auf
die Erde ein, wovon ca. 1 % durch photosynthetische Organismen absorbiert wird. Jéihr-
lich werden ca. 10" t CO, durch Photosynthese fixiert (=10 kJ). Die Gesamtreaktion
der Photosynthese ergibt unter Lichtzufuhr folgende Bilanz:

COQ -+ 2H20 e 1/6 CGH1206 + 02 + HQO >

wobei die freie Energiedifferenz zwischen dem Produktzustand und dem Ausgangszustand
AG = 4922 kJ/mol betréigt. Die oxygene Photosynthese wird von den unterschiedlichs-
ten Organismen genutzt. Bei Pflanzen und Griinalgen findet sie in den Chloroplasten
statt. Der Innenraum, das Stroma, ist mit loslichen Enzymen des Calvinzyklus und
membranartigen Strukturen, den Thylakoiden, gefiillt. Diese besitzen ein System aus
Lipiddoppelmembranen, der Thylakoidmembran, die eine wéssrige Innenphase, Thylako-
idlumen, umschliet. In Cyanobakterien sind keine speziellen Zellorganellen ausgebildet
und die Thylakoide sind direkt ins Zellplasma eingelagert. Photosynthese umfasst Licht-
und Dunkelreaktionen. Letztere finden im Stromaraum statt und beinhalten die Fixie-
rung von COy zum Aufbau von Zucker. Sie werden vom Calvinzyklus beschrieben, der in
Lehrbiichern eingehend behandelt wird [Str95, Voe95]. Die Lichtreaktionen laufen in und
an der Thylakoidmembran ab. Sie beinhalten den Elektronentransport mit der Bilanz

2NADP* +2H,0 — 2NADPH +2H" + O,
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ZH* + ZNADP*

Cytochrome bgf PSI
complex Fd

INADPH

Fd-NADP* Proton i
rednolase 3HY  translocating Thylakoid
ATP synthase lumen

Abbildung 1.1: Schnitt durch die Thylakoidmembran. Vier Proteinkomplexe sind an der oxygenen
Photosynthese beteiligt. Im PS IT wird nach Absorption zweier Photonen P680 oxidiert und Qp
iiber transmembranen Elektronentransfer zum Hydrochinon (plastoguinol PQHs) reduziert. Dieses
diffundiert in die Membran zum Cytochrom bg f (Cyt bg). Derweil reduziert die Wasseroxidase das
P680™-Ton und spaltet dabei Wasser. Das Qg wird vom Cyt bg reoxidiert. Dabei werden effektiv
zwei Protonen ans Lumen abgegeben und zwei Elektronen durch den Cyt bg-Komplex transferiert
und auf Plastocyanin (PC) iibertragen. Im PS I wird nach Absorption eines Photons P700 oxidiert.
Der transmembrane Elektronentransfer miindet auf Ferredoxin (Fd), welches NADP* zu NADPH
reduziert. Das P700"-Ion wird vom PC rereduziert. Der durch die Lichtreaktion aufgebaute Pro-
tonengradient zwischen Stroma und Lumen wird von der ATP-Synthase zur Umwandlung von
ADP zu ATP genutzt. Das Bild wurde von Eberhard Schlodder zur Verfiigung gestellt.

wobei die freie Energiedifferenz AG = 432,1 kJ/mol betrigt und die Photophosphorylie-
rung
3ADP +3P; — 3ATP + 3H,0,

bei der die freie Energiedifferenz bei AG = 3 - 49,3 kJ/mol liegt. Die ,,Maschinerie* fiir die-
se Prozesse besteht aus vier Funktionseinheiten, die in die Thylakoidmembran eingebettet
sind. In Abbildung 1.1 werden diese vier transmembranen Proteinkomplexe, bestehend
aus Photosystem II (PS II), Cytochrom bgf, Photosystem I (PS I ) und der ATP-CF(F;-
Synthase, in einem schematischen Schnitt durch die Membran dargestellt. In der Bild-
unterschrift werden die einzelnen Prozesse kurz skizziert. Eine ausfithrliche Abhandlung
findet man z.B. in Ref. [Hdd99]. Da das Augenmerk dieser Arbeit auf das PS I gerichtet
ist, wird nur auf das PS I nédher eingegangen. Das PS I ist ein Pigment-Proteinkomplex
und eines von zwei Photosystemen, die im Zuge der oxygenen Photosynthese Lichtenergie
in chemische Energie umwandeln. Unter Lichteinwirkung findet im PS I, &hnlich wie im
PS II, eine Ladungstrennung statt, indem ein Elektron iiber eine Elektronentransferkette
von Kofaktoren durch die Membran transportiert wird. Der oxidierte primére Donator
P700" wird von Plastocyanin oder Cytochrom c6 wieder reduziert. Auf der Akzeptorsei-
te wird Ferredoxin bzw. Flavodoxin vom terminalen Eisen-Schwefel-Zentrum reduziert.
In einem weiterem Schritt wird schliefllich NADP* zu NADPH reduziert. Der Aufbau
der Elektronentransferkette d&hnelt der Bandstruktur hinsichtlich Valenz- und Leitungs-
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Abbildung 1.2: Vergleich zwischen PS I-Reaktionszentrum und Halbleiter-Photodiode hin-
sichtlich Energiefluss und Elektronenbewegung. Im physikalischen Sinn kann PS T als na-
noskalige molekulare Photodiode aufgefasst werden. Thr Wirkungsquerschnitt iibertrifft auf
engstem Raum den eines synthetisch herstellbaren pn-Ubergangs um drei GroBenordnun-
gen.

band in einem pn-Ubergang. PS T kann als nanoskalige Photodiode betrachtet werden.
In Abbildung 1.2 wird das technische mit dem biologischen System verglichen. Die in der
Thylakoidmembran eingebetteten PS I-Komplexe steuern den Energiefluss auf der nm-
Langenskala, wahrend in Halbleiter-Solarzellen, deren Herstellung aus hochreinen Kris-
tallen sehr viel Energie kostet, die Ladungstrennung auf einer groberen Léngenskala von
Mikrometern erfolgt. Der Vorteil einer groflen dielektrischen Funktion des biologischen
Systems erwichst aus den grofien Ubergangsdipolmomenten von aromatischen Molekii-
len. Entsprechende Werte fiir Chlorophylle findet man in [Kno03]. Zur Nutzung von
technischer Photovoltaik werden aufler den Halbleiter-Zellen lichtsammelnde Optiken,
Spannungswandler und energiespeichernde Akkumulatoren benétigt. Insgesamt amorti-
siert sich Photovoltaik daher wenn iiberhaupt erst nach vielen Jahren Nutzung. Die an
der Photosynthese beteiligten ,,molekularen Maschinen* wie PS I werden von der Natur
selbst hergestellt, verwendet und bei Beschiadigung ausgetauscht. Die Energiebilanz ist
positiv.

1.2 Aufbau und Funktion

1.2.1 Einfiihrung
Die Struktur von PS |

Die PS I von Prokaryonten und Eukaryonten sind dhnlich aufgebaute Multiproteinkom-
plexe. Leichte Unterschiede bestehen in Anzahl und Organisation der Polypeptide. Die
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Struktur des PS I von hoheren Pflanzen und Algen umfasst 13 Proteinuntereinheiten
und zusétzlich periphere Lichtsammelkomplexe (LHC I) [Mel05], ein Ringsystem aus Po-
lypeptiden, dessen eingebaute Chlorophylle dem PS I von Eukaryonten einen gréferen
Wirkungsquerschnitt verschaffen. Das cyanobakterielle PS I besitzt 12 Untereinheiten
(A—F, I—-M, X) und eine Gesamtmolekiilmasse von 350 kDa. Detaillierte strukturelle
Informationen wurden durch Rontgenstrukturanalyse an Kristallen vom cyanobakteriel-
len PS I der thermophilen Spezies Thermosynechococcus elongatus (T. elongatus, frither:
Synechococcus elongatus) gewonnen. Die Auflésung betrégt derzeit 2,5 A [Jor01]. Die
Auflésung der Rontgenstruktur des PS I von hoheren Pflanzen betridgt zum Vergleich
zur Zeit 3,4 A [Amu07]. Wahrend vom PS I in Cyanobakterien angenommen wird, dass
es in seiner natiirlichen Umgebung in trimerer Form vorliegt [Boe87, Sch97], wurden in
den Membranen von Eukaryonten bisher nur PS I-Monomere gefunden [Boe90, Ger02].
Das unterschiedliche Aggregationsverhalten ist vermutlich auf die leicht differenzierende
Polypeptidzusammensetzung zuriickzufiihren. Im pflanzlichen PS I fehlen die Unterein-
heiten PsaM und PsaX gegeniiber dem cyanobakteriellen PS I. Dafiir sind zusétzlich die
drei Untereinheiten PsaG, PsaH und PsaN vorhanden. Die Struktur des PS 1 von T.
elongatus wird in Abbildung 1.3 gezeigt. Sein Geriist wird von zwei groBen (PsaA, PsaB)
und sechs kleineren (Psal, PsaJ, PsaK, Psal, PsaM und PsaX) integralen Membranpro-
teinen mit a-Helices gebildet. Drei Proteinuntereinheiten sind von der Stromaseite an
den Komplex gebunden (PsaC, PsaD und PsaE) und eine ist in das Lumen exponiert
(PsaF). Das Proteinriickgrat trigt 127 Kofaktoren: 96 Chlorophylle (griin eingezeichnet),
22 Carotinoide, vier Lipide, drei Eisen-Schwefel-Zentren (FeyS,) und zwei Phylloquinone.
Der Kern des Komplexes wird von den Untereinheiten PsaA und PsaB gebildet, die je
elf transmembrane a-Helices enthalten, von denen jeweils fiinf die Kernstruktur mit der
Elektronentransferkette darstellen. Die restlichen 12 Polypeptide beinhalten einen grofien
Teil der Antennenchlorophylle. An die Untereinheit PsaC sind die terminalen Akzeptoren
gebunden, die beiden FeySy-Zentren Fp und Fg.

Die Funktion

Eine Ubersicht der Funktion von PS T als lichtgetriebene Plastocyanin-Ferredoxin-Oxido-
reduktase wurde bereits in der Einleitung 1.1 gegeben. Unter Lichteinwirkung transferiert
PS I Elektronen vom Plastocyanin PCy oder Cytochrom ¢6 zum Ferredoxin Fd oder Fla-
vodoxin. Die Bruttoreaktion wird durch die Gleichung

PCYred + Fdox — PCyOX + Fdred

beschrieben. Das 16sliche PCy befindet sich dabei im Lumen der Thylakoide und das
Fd im Stromaraum der Chloroplasten bei den Eukaryonten bzw. im Cytoplasma bei den
Prokaryonten. Die Reaktion wird durch die Absorption von Lichtenergie in den Antennen-
pigmenten angetrieben. In Abbildung 1.4 wird die Wirkungsweise des PS I als ,,Energie-
trichter* veranschaulicht. Nach effizientem Energietransfer wird die Anregungsenergie auf



1.2 Aufbau und Funktion

Abbildung 1.3: Strukturdarstellung eines PS I-Monomers vom Cyanobakterium 7. elongatus. Die
Blickrichtung liegt in der Membranebene, wobei sich oben die lumenale und unten die stromale
Seite befindet. Die Antennenchlorophylle sind in griin eingezeichnet und die Proteinunterein-
heiten in: PsaA — blau, PsaB — rot, PsaC — dunkelgrau, PsaD — orange, PsaE — gelb, PsaF —
bronze, Psal — grau, (PsaJ vollst. verdeckt), PsaK — weif}, Psal. — rosa, PsaM — mintgriin,
PsaX — magenta. Die Trimerisierungsachse liegt bei der Untereinheit PsaLl.. Die Rontgenstruktur
wurde in Ref. [Jor01] versffentlicht. Die Darstellung wurde mit VMD erstellt [Hum96).

den priméren Donator P700 iibertragen. Die primére Ladungsseparierung erfolgt aus dem
ersten elektronisch angeregten Singulettzustand 'P700*. Als primirer Elektronenakzeptor
wirkt ein Chlorophyll, das als Ay bezeichnet wird. Vom A§~™ nimmt der sekundére Akzep-
tor, das als A; bezeichnete Phylloquinon (Vitamin Kj), das Elektron auf. A}~ iibertragt
das Elektron auf Fx, einem der drei Fe,S4-Zentren. Fy und Fg vermitteln schlieSlich als
redoxaktive Gruppe die Elektroneniibertragung vom Fi¢¢ auf das Fd(I). Wie beim bak-
teriellen RC ist auch das RC beim PS I in zwei Zweigen organisiert. Mehr Details zur
Struktur und Funktion von PS T werden von den Ref. [Gol91, Set92, Bry92, Mal96, Bre97]
geboten.

Pigmentgruppen und Absorptionseigenschaften

Die priméren Lichtsammelpigmente in der Photosynthese sind die Chlorophylle (grie-
chisch: chloros — griin, phullon — Blatt). Detaillierte Informationen {iber Struktur und
Eigenschaften von Chlorophyllen findet man in den Ref. [Sch91, Str95]. In der oxygenen
Photosynthese existieren zwei unterschiedliche Typen von Chlorophyllen: Chlorophyll a
(Chl a) und Chlorophyll b (Chl b). Absorptionsspektren von Chl a und Chl b in Losung
werden in Abbildung 1.5 gezeigt. Durch die unvollstandige Uberlappung wird die spektra-
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Photosvstem 1 Abbildung 1.4: Veranschaulichung der Wir-
: kungsweise des PS I als , Energietrichter”. Ein-
fallende Photonen werden von dem Antennen-

Energietransfer system gesammelt. Die meisten Pigmente ha-
g o ben hierfiir ihr Absorptionsmaximum bei ca.
CO70 X\ — 680 nm (C680). AnschlieBend wird die
Energie effektiv an niederenergetischer absor-
(680  bierende Pigmente weitergeleitet. Die Energie
kann auch Pigmente durchlaufen, deren an-
geregte Zustdnde unter dem des Reaktions-
zentrums liegen. Dann wird fiir den letzten

4 Photon

Antennen-
Pigmente

T i C710 Transferschritt die Absorption von vibroni-
{‘_'I'ri:“" . scher Energie aus dem Protein benotigt. Nach
"‘:L:J;'(-‘t;lil)(ljllﬂ P700 Anregung des P700 zum P700* erfolgt die Oxi-

dation zum P700%, und eine stabile Ladungs-
trennung wird eingeleitet.

le Region, in der absorbiert werden kann, ausgedehnt. Bei beiden Arten von Chlorophyllen
ist der Hauptanteil der Absorption iiber zwei Banden im sichtbaren Spektralbereich ver-
teilt: Die Soret-Bande mit ihrem Maximum bei ca. 430 nm fiir Chl a (bzw. ca. 460 nm fiir
Chl b) und eine Bande im roten Spektralbereich, die den Qy—Ubergang repréasentiert, mit
ihrem Maximum bei ca. 670 nm fiir Chl a (bzw. ca. 650 nm fiir Chl b). Sowohl der Soret-
Ubergang als auch der Qy—ﬂbergang besitzen sehr grofle Extinktionskoeffizienten in der
GroBenordnung von 10° em™'M™! [Sch91, Str95]. Die Ursache liegt in der Molekiilstruk-
tur. Chlorophyll besteht aus einem Tetrapyrrolring, an den eine Phytolkette gebunden ist.
Das starke Ubergangsdipolmoment wird von dem konjugierten 7-Elektronensystem des
Rings bewirkt. In der Ringebene kann senkrecht zu dem starken Ubergangsdipol noch
ein zweiter Ubergang, der Q,.-Ubergang, stattfinden. Dieser absorbiert im Bereich von
580 — 640 nm. Die Q-Bande wird jedoch aufgrund des nur schwach absorbierenden Q-
Ubergangs von der Qy-Bande verdeckt. Die insgesamt schwache Absorption im griinen
Spektralbereich lasst die Blatter der meisten Pflanzen griin aussehen.

Fiir die Funktionen des PS I ist noch eine zweite Gruppe Pigmente essentiell: die Caro-
tinoide. Drei unterschiedliche Typen sind im PS I enthalten: Carotin, Lutein und Viola-
xanthin. Anders als bei den Chlorophyllen ist die Struktur der Carotinoide hauptséchlich
linear. Sie besteht aus einer je nach Typ variierenden Polyenkette. Die Absorptionseigen-
schaften werden auch in diesen Systemen durch konjugierte m-Elektronen bestimmt. Der
elektronische Sy — S;-Ubergang ist optisch verboten, so dass im Spektrum der Sy — S,-
Ubergang dominiert. Dieser Ubergang besitzt einen sehr groBen Extinktionskoeffizienten
von 1,3-10% em~!M~! (fiir S-Carotin). Carotinoide iibernechmen in der Photosynthese
etliche Aufgaben. Zwei erscheinen besonders wichtig und werden hier kurz hervorgeho-
ben. Carotinoide sind sehr effiziente Energiedonatoren und dienen dem PS I somit als
zusétzliche Antennenpigmente. Vermutlich viel wichtiger als die Lichtsammelfunktion ist
ihre doppelte Schutzfunktion fiir die Chlorophylle: Zum einen werden Triplettzustéinde
der Chlorophylle effektiv geloscht, die durch ihre Langlebigkeit unerwiinschte Photoreak-
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violelt |l)lau| griin |g.|or. | rol I infrarol

Soret Chlorophylle

Abbildung 1.5: Absorptionsspektren bei Raumtem-
peratur. Oben: Chlorophyll a (Chl a) in Pyridin
— B-Carotin und Chlorophyll b (Chl b) in Aceton. Mitte: (-
Carotin in Hexan, Lutein und Violaxanthin in Me-

Absorplion (a.u.)

....... %,T;T:;amhin i thylpentan. Unten: gesamter PS [-Komplex, der

aus Mais isoliert wurde (PS I-200). Die Spektren

Photosystem I . sind nicht auf ihre Ostzillatorstirke normalisiert.
Chl a Quelle: [Gob02] (modifiziert).

Chl'b

<~ Carotinoide

400 500 600 700

Wellenldnge (nm)

tionen wie z.B. Bindungsbrechung bewirken kénnen. Dadurch wird zum anderen die Ent-
stehung von schéadlichem Singulett-Sauerstoff stark herabgesetzt, der zur oxidativen Zer-
storung von Pigmenten und Proteinen fithrt. Dennoch entstehender Singulett-Sauerstoft
wird effizient in Triplett-Sauerstoff umgesetzt. Diese Funktion ist zum Uberleben des
Organismus notwendig. Die genauen Reaktionsprozesse der Carotinoide werden z.B. in
Ref. [Had99] beschrieben. Durch das starke Herabsetzen der Triplettausbeute der PS I-
Pigmente ermoglichen die Carotinoide der optischen Einzelmolekiil-Spektroskopie den
Zugang auf das System.

Wie oben erwéhnt, besteht der Chromophor-Teil eines PS I-Monomers aus 96 chemisch
identischen Chl a-Molekiilen. Thre rdumliche Verteilung, Orientierung und die unter-
schiedlichen Proteinbindungsplétze fithren zu einer Vielzahl von Wechselwirkungen, die
die lokalen optischen Ubergangsenergien der Pigmente, genannt , site energies“, modifizie-
ren. Auf die verschiedenen Kopplungsarten wird in den Abschnitten 1.2.2 und 2 genauer
eingegangen. Der Einfluss auf die elektronische Struktur von gebundenen Pigmenten ge-
geniiber der von gelosten Chlorophyllen bewirkt sowohl im Absorptions- als auch im
Fluoreszenzspektrum Verschiebungen der Maxima von bis zu ca. 10 nm und eine star-
ke Verénderung der Linienform. Wie der Abbildung 1.5 entnommen werden kann, wird
z.B. das Absorptionsmaximum der Qy-Bande auf ca. 680 nm verlagert. Die Heterogeni-
tét in den optischen Ubergangsenergien der verschiedenen Pigmente und die zusitzlich
iiberlagerten zeitlichen Fluktuationen, die auf der dynamischen Struktur von Proteinen
beruhen, fithren zu Verbreiterungen und Schultern in den Spektren. Fiir die Untersu-
chungen in dieser Arbeit ist das Ausschmieren des Absorptionsspektrums oberhalb von
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Anfangszustand vor ET Endzustand nach ET
5 l 5 l
Y A
) C Forster-ET
o Al < AL _A
— —Tv v T
Donor Akzeptor Donor Akzeptor
S Im S [
\ \
Dexter-E1 >
5--: A * | h'” * | *
T~V v T
Donor Akzeptor Donor Akzeptor

Abbildung 1.6: Schema zu den beiden Modellen des Energietransfers (ET). Im oberen Teil
wird der Prozess des Forster-ET veranschaulicht und im unteren der des Dexter-ET. Die roten
Pfeile symbolisieren die Spinzustéinde der beteiligten Elektronen in den Zustdnden Sy und
S:. Die griinen Pfeile markieren die Ubergiinge der am jeweiligen ET beteiligten Elektronen.

A > 700 nm interessant. Diese Absorption erfordert einen , Aufwérts“-Energietransfer, um
das RC anregen zu kénnen. Das in Abbildung 1.5 dargestellte PS I-Spektrum stammt von
einer aus Maispflanzen extrahierten Probe, d.h. die oben erwéhnten Chl b enthaltenden
LHC I-Ringe tragen zum Spektrum bei.

1.2.2 Kopplungsmechanismen und Energietransfer

Das Antennensystem im PS I erstreckt sich iiber mehrere Proteinuntereinheiten, die zu-
sammen einen supramolekularen Antennenkomplex bilden. Die gréfiten Distanzen von
Antennenpigmenten bis zum Reaktionszentrum (RC) betragen bis zu ca. 80 A inner-
halb eines cyanobakteriellen PS I-Monomers. Damit die absorbierte Strahlungsenergie
effizient zum RC geleitet werden kann, muss die Transferzeit kurz gegeniiber der na-
tiirlichen Lebensdauer der angeregten Zustédnde sein. Der Transfer iiber grofie Entfer-
nungen erfolgt in mehreren Schritten iiber verschiedene Zwischentrager. Die Effizienz
der strahlungslosen Ubertragung von elektronischer Anregungsenergie hingt von dem
Abstand, der Orientierung und den energetischen Verhéltnissen von Donator und Akzep-
tor zueinander ab. In Pigment-Proteinkomplexen photosynthetischer Organismen treten
zwei Energietransferprozesse auf, deren Mechanismen sich fundamental unterscheiden: der
Forster-Energietransfer [For46] (auch Forster-Resonanztransfer genannt) und der Dexter-
Energietransfer [Dex53, Dex69] (auch als Austauschtransfer bezeichnet). Beide Prozesse
werden in Abbildung 1.6 schematisch gezeigt. Beim Forster-ET sind die Ubergangsdipol-
momente von Donator und Akzeptor iiber die Dipol-Dipol-Wechselwirkung gekoppelt.

12



1.2 Aufbau und Funktion

Diese hiingt proportional zu r~2 vom Abstand r ab. Die Transferrate steigt proportional

zum Quadrat der Wechselwirkungsenergie an. Demnach gilt fiir die Rate des Forster-ET's
die Abstandsabhéngigkeit

li2 CbD 4 : 1
kFﬁrster XX W g dX A\ €A (/\) FD ()\) = kradRo T_ﬁ .
0

Hierbei ist 2 ein Orientierungsfaktor, der die relative Orientierung der beteiligten Uber-
gangsdipolmomente misst, n der Brechungsindex, ®p die Fluoreszenzquantenausbeute
des Donators in Abwesenheit des Akzeptors, mp die Fluoreszenzlebenszeit, e, der Ex-
tinktionskoeffizient des Akzeptors, Fp das normalisierte Fluoreszenzspektrum des Do-
nators und k;,q die Emissionsrate des Donators. Das Integral beschreibt den Uberlapp
des Fluoreszenzspektrums des Donators mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors.
Ublicherweise werden die Parameter in einem Parameter R, zusammengefasst. Er ent-
spricht dem sogenannten Forsterradius, der den Donator-Akzeptorabstand angibt, bei
dem die Wahrscheinlichkeit fiir eine Energietibertragung gerade 50 % betrigt. Donator
und Akzeptor sind beim Forster-Mechanismus Resonanz-gekoppelt. Zwischen ihnen wer-
den keine Elektronen ausgetauscht. Eine semiquantitative Betrachtung ergibt, dass der
Forsterradius bei grofem Uberlappungsintegral bis zu 100 A betragen kann. Bei typi-
schen Chl a-Abstéinden von ca. 8 — 16 A in den Antennen und einem Energiebereich der
einzelnen Absorptionsmaxima von ca. 660 — 730 nm finden ET-Schritte im Zeitbereich
von ca. 100 fs bis wenigen ps statt, d.h. bei der Annahme einer mittleren Transferzeit von
1 ps sind bei einer Lebenszeit eines angeregten Singulettzustands von ca. 2 — 4 ns bis zu
100 sequentielle ET-Schritte moglich, bis die Energie mit einem Verlust < 5 % das RC
erreicht.

Dem Dexter-ET liegt ein andersartiger Mechanismus zugrunde. Er héngt von dem direk-
ten Uberlapp der elektronischen Wellenfunktionen des Donators und des Akzeptors ab.
Da elektronische Wellenfunktionen auflerhalb eines Molekiils exponentiell abfallen, ist ein
sehr geringer Abstand zwischen Donator und Akzeptor erforderlich, typischerweise der
van der Waals-Abstand, damit der Prozess stattfinden kann. Auflerdem muss die Re-
sonanzbedingung zwischen den Ubergéngen erfiillt sein, jedoch weniger streng als beim
Forster-ET. Die Abstandsabhéngigkeit der Rate des Dexter-ETs ergibt sich zu

—ar
kDexter xX € 3

wobei o dem Dexterkoeffizienten entspricht. Wird die Bedingung des Uberlapps der Wel-
lenfunktionen erfiillt, kann der Dexter-ET zwischen zwei Pigmenten sehr schnell, bis
wenige fs; erfolgen. Dabei werden, anders als beim Forster-ET, Elektronen zwischen den
Pigmenten ausgetauscht. Wahrend beim Forster-ET aufgrund der langsam mit r abfallen-
den Abstandsfunktion ~ =% Entfernungen von bis zu 100 A in einem Schritt iiberbriickt
werden konnen, ist der Dexter-ET aufgrund seiner exponentiellen Abstandsabhéngigkeit
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Abbildung 1.7: Schema zur exzitonischen Kopp-
w) lung zwischen zwei identischen Monomeren. Durch
die rdumliche Anniherung der Monomere werden
die beiden angeregten Zustdnde S; der Emergien

Sy _0_ E, = FE, der separaten Monomere aufgespalten.
Zwei exzitonische Zustéinde der Energien Eyay, Frot

Ehlzm werden gebildet, deren Energiedifferenz der zweifa-

chen Wechselwirkungsenergie V2 entspricht. Die zu-

E | E, gehorigen Uberginge sind eingezeichnet. Unten wird

in einer Vektordarstellung eine mogliche Orientie-
rung der Ubergangsdipolmomente angegeben. Von

Mo ihr ist abhéngig, ob nur einer der exzitonischen Zu-

Moo [Muian stdnde oder beide optisch angeregt werden kénnen.

Eo Strahlender Zerfall findet nur bei dem Zustand der
Monomer  Dimer Monomer Energie Eyot statt.

nur iiber sehr kleine Distanzen moglich. Aus Simulationen der Kinetik des ETs im PS I,
einigen Phycobiliproteinen und dufleren Antennenkomplexen geht hervor, dass ein iiber
mehrere hintereinander geschaltete Einzelschritte erfolgender Transfermechanismus nach
Forster die Gesamtkinetik der Systeme sehr gut beschreiben kann. Eine Ausnahme bil-
det der ET von Carotinoiden zu Chlorophyllen. Der S;-Zustand von Carotinoiden hat
nur eine Lebenszeit von maximal ca. 10 ps. Daher sind sie als Donatoren gemif dem
Forster-Mechanismus ungeeignet. Carotinoide sind héufig in sehr kleinem Abstand zu
Chlorophyllen angeordnet, so dass die Voraussetzungen fiir einen effizienten Dexter-ET
gegeben sind. Dieser ist essentiell fiir die effiziente Triplett-Loschung.

Sind in der Proteinstruktur zwei Pigmente sehr dicht beieinander lokalisiert, so dass
Dexter-ET eventuell moglich ist, tritt zwischen den elektronisch angeregten Zustdnden
eine starke Wechselwirkung auf, die zu erheblichen Verdnderungen in den optischen Spek-
tren fithrt. Sie wird als exzitonische Kopplung bezeichnet. Zwei oder mehrere exzitonisch
gekoppelte Pigmente bilden ein ,,Supermolekiil“, dessen angeregter Zustand exzitonisch
aufgespalten ist. Der Mechanismus wird in Abbildung 1.7 veranschaulicht. Die exzito-
nischen Zusténde sind iiber die beteiligten Pigmente verteilt. Die Kopplung basiert im
Wesentlichen auf der Dipol-Dipol-Wechselwirkung wie der Forster-ET. Formal kann die
exzitonische Kopplung als Kopplungsmatrix

Ey Vm)
M =
(V12 Ey
geschrieben werden, wobei hier sich M in dem Fall auf ein Dimer bezieht. Auf der
Hauptdiagonalen stehen die Ubergangsenergien der beiden ungekoppelten Monomere.
Die Nichtdiagonalelemente beinhalten die exzitonische Kopplung Vis = Visister + VDexter

die sich aus einem Forster- und einem Dexter-Anteil zusammensetzt. In der klassischen
Punkt-Dipol-Naherung wird die Kopplungsenergie zwischen zwei Dipolen ji; und jis im
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1.2 Aufbau und Funktion

Abstand r durch den Ausdruck

%2:”1'3”2—3<“1'r)5(“2ﬂ (1.1)
T T

beschrieben [Pop82]. Diese Niaherungsform der Coulomb-Wechselwirkung ist anwend-
bar, wenn die rdumliche Ausdehnung von beiden Ubergangsdichten klein gegeniiber dem
intermolekularen Abstand ist. Die Energien der exzitonischen Zustdnde in einem Di-
mer mit £y = F5, wie in Abbildung 1.7 dargestellt, betragen: Ey.. = F; + V12 und
Eiot = By — Vha.

1.2.3 Proteinmatrix

Wie bei allen funktionellen Gruppen lebender Zellen spielt auch beim PS I das Prote-
inriickgrat eine tragende Rolle. Proteine sind lineare Polymere, die sich unter physiolo-
gischen Bedingungen spontan in eine kompakte 3D-Struktur falten. Der Faltungsmecha-
nismus galt lange Zeit als Mysterium. Besonders interessant ist das Levinthal-Paradoxon
[Lev69], wonach sich der native Zustand bei vorausgesetztem ,,random walk® erst nach
vielen Groflenordnungen des gegenwiirtigen Alters des Weltalls von 5 - 1017 s einstellen
wiirde. Nur in der Architektur des gefalteten Zustands ,funktioniert” die Kette aus Ami-
noséuren, liegt also die biologisch aktive Form des Proteins vor. Die Beziehung zwischen
Funktion und Struktur stellt eine zentrale Frage der Proteinforschung dar. Die aus der
Kristallographie erhaltenen Strukturen suggerieren oft ein statisches Bild der Protein-
struktur. Jedoch ist ein fundamentales Charakteristikum am Protein, dass die Funktion
essentiell von der Dynamik der Struktur beeinflusst wird [Kar83]. Proteine fluktuieren
im thermischen Gleichgewicht zwischen verschiedenen Strukturen und nehmen angeregte
Zustéinde an, wenn Funktionsprozesse stattfinden. Ein gegebenes Proteinmodell liefert
iiblicherweise die Grundzustandstruktur. Die Struktur von Zwischenzusténden, in denen
das Protein sich nicht im Gleichgewicht befindet, ist momentan nur bei sehr wenigen
Systemen bekannt. Die native Form eines Proteins ist nur in geeigneter Umgebung stabil.
In wéssriger Losung gehort die Hydrathiille gewissermaflen zur Proteinstruktur dazu und
beeinflusst ihre Eigenschaften mafigebend.

Um zu beleuchten, welche Art von Wechselwirkungen die native Form stabilisieren, wird
die Gibbsche freie Energie G = H —T'S betrachtet, die sich aus der Enthalpie H und der
mit der Temperatur 1" gewichteten Entropie S zusammensetzt. Der Beitrag der kovalen-
ten Bindungen zur Enthalpie spielt aufgrund seiner energetischen Grofe fiir die Dynamik
der Polymerkette keine Rolle. Ins Gewicht fallen schwache Bindungen mit Energien nur
wenig hoher als kg7, die somit thermischen Fluktuationen unterliegen: elektrostatische
Wechselwirkungen zwischen polaren Seitenketten, van-der-Waals-Bindungen und Was-
serstoffbriickenbindungen innerhalb der Peptidkette und zwischen der Peptidkette und
dem Losungsmittel. Fiir Proteine ist charakteristisch, dass sich grofie enthalpische und

1kp ist die Boltzmannkonstante.
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grofle entropische Beitridge in der freien Energie fast vollstéindig kompensieren, d.h. die
Energiedifferenz entspricht der Bindungsenergie weniger Wasserstoftbriickenbindungen.
Die resultierende marginale Stabilitét ist fiir die Proteinfunktion essentiell und ermdog-
licht erst die Flexibilitdt der Struktur. Generell unterliegt dabei ein wesentlicher Teil der
gesamten Bewegung dem Losungsmittel, d.h. die enthalpischen und entropischen Bei-
trage zu den Fluktuationen der freien Energie im Protein stammen mafigeblich von der
Umgebung und der Hydrathiille [Fen02, Bay05, Ren06].

Zur Modellierung der Stabilitdt des Proteins verwendet man eine effektive Energiefunk-
tion, die alle Beitrédge zur freien Energie aufler der Konformationsentropie der Polypep-
tidkette enthélt. Die Funktion beschreibt seine Potentialfliche als Hyperfliche in einem
(3n — 6)-dimensionalem Raum, wobei n der Anzahl der Atome des Proteins und der Hy-
drathiille entspricht, d.h. alle Konformationsfreiheitsgrade der Kette inklusive der Hydra-
thiille werden beriicksichtigt. Thr Ergebnis wird Energielandschaft des Proteins genannt.
Die ,traditionelle“ Beschreibung von Proteinen in diskreten Zusténden [Tso72] beriick-
sichtigt keine Fluktuationen innerhalb jedes Zustands und stellt somit ein zu einfaches
Modell dar, um spezielle Experimente zu erkldren. In dem Modell der Energielandschaft
wird ein Polypeptid als Polymer behandelt [Fradl, Wol95, Doy97], womit eine wesentlich
realitdtsnahere Beschreibung der Proteindynamik moglich ist. Das Protein wechselt dem-
nach den Konformationszustand durch eine kontinuierliche Variation seiner molekularen
Bindungsléngen und Bindungswinkel. Da diese Bewegung unberechenbar ist, dhnelt sie
stark einer Brownschen Bewegung in einem Kraftfeld. Einen Ubersichtsartikel iiber die
Brownsche Dynamik findet man in [H&n90].

Vom ungefalteten zum kompakten nativen Zustand hat die Energielandschaft global die
Form eines Trichters [Dil97, Wol99]. Sein weiter Rand beschreibt die Vielzahl an offenen
Konformationen der entfalteten Peptidkette, d.h. die hohe Konformationsentropie. Unter-
scheidet sich die gegebene Konformation deutlich von der nativen Form bzw. das Protein
ist zufallig gefaltet, also denaturiert, dann erwartet man einen hohen Grad der Entar-
tung. Die zugehorige Energielandschaft ist rau mit vielen lokalen Minima willkiirlicher
Struktur. Die native Form hingegen besitzt eine wohldefinierte Energielandschaft in der
oben beschriebenen Trichterform mit geringer Rauigkeit. Die Vielzahl an nicht-nativen
Zusténden sind von dem Minimum durch eine Energieliicke getrennt. Beim Faltungspro-
zess konnen nicht alle lokalen Wechselwirkungen simultan optimiert werden, wodurch
eine Quasi-Entartung des Grundzustandes entsteht. Demzufolge existiert im Minimum
selbst eine grofle Menge an Mikrozustdnden dhnlicher Energie, die auch als Konforma-
tionssubzusténde bezeichnet werden [Fra79]. Experimente unterschiedlicher Methoden,
wie MoSbauer-Spektroskopie und Réntgenbeugung, haben ergeben, dass auch innerhalb
dieser Minima wieder Minima zu finden sind [R.H75, Fra79, Ans85, Fra88, You91]. Jeder
Subzustand entspricht einem Punkt im oben beschriebenen Hyperraum, und Fluktuatio-
nen der Struktur verkérpern Spriinge zwischen diesen Punkten. Frauenfelder et al. haben
zur Beschreibung von Proteinen die Formalismen von Glasern und Spingldsern iibernom-
men und postuliert, dass die Energielandschaft hierarchisch in Rédngen mit sich sukzessiv
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1.2 Aufbau und Funktion

EC
0 Protein
Zustand
Abbildung 1.8: Stark vereinfachter eindimensionaler Quer-
> CC schnitt durch eine fiktive Energielandschaft eines Proteins.
B Oben wird ein Gesamtbild der Konformationsenergie Ec
A als Funktion der Konformationskoordinate CC gezeigt. Die
Darstellungen darunter repriasentieren drei unterschiedliche
Rang 0 Rénge mit sich von 0-2 sukzessiv in der Hohe verringernden
Energiebarrieren. Jeder Energiemulde entspricht ein spezi-
eller Subzustand im jeweiligen Rang, der sich von den an-
deren in Enthalpie, Entropie und Volumen unterscheidet.
> CCO Die Subzustédnde sind durch die Energiebarrieren vonein-
B ander separiert. Insbesondere ab Rang 1 ist die Auftra-
A gung von E¢ iiber der jeweiligen CC als schematisch an-
zusehen. E¢ ist eine Hyperfldche in einem Hyperraum. Die
Rang 1 . Lo . "
zahlreichen Energieminima und -barrieren kénnen real nur
durch Verteilungen beschrieben werden. Wie viele Rénge im
PS I sinnvollerweise separat zu betrachten sind, ist unklar,
>CC1 d.h. nach Rang 2 ist die Existenz weiterer Rénge denkbar.
E, Die Art der Darstellungsform stammt von Frauenfelder et
0 al. [Fra9l].
Rang 2
» CC 2

in der Hohe verringernden Energiebarrieren organisiert ist [Fradl, Fen02, Hof03, Fen04].
Dieses Modell der Energiefunktion wird in Abbildung 1.8 gezeigt. Fluktuationen zwi-
schen verschiedenen Subzustdnden innerhalb eines Ranges und zwischen den Subzustén-
den verschiedener Rénge werden durch die Bewegung unterschiedlicher Bestandteile des
Systems aus Protein, Hydrathiille und Losungsmittel ausgelost. Unter physiologischen
Bedingungen verharren Proteine generell nicht in einem Konformationssubzustand, son-
dern ,erkunden“ ihre Energielandschaft durch sténdiges Springen in andere Subzustén-
de. Die grofle spektrale Breite an Energiebarrieren zwischen Konformationssubzusténden
fithrt zu einer Proteindynamik, deren Zeitkonstanten sich iiber viele GroBenordnungen
erstrecken. Die harmonische Schwingung eines Wasserstoffatoms dauert z.B. unter phy-
siologischen Bedingungen typischer Weise 10 fs. Die Proteindynamik ist stark von der
Temperatur abhéngig. Unterhalb einer Temperatur Ty, der so genannten dynamischen
Ubergangstemperatur, verhilt sich das Protein wie ein harmonischer Festkorper, d.h. die
Wirmekapazitit steigt linear mit der Temperatur. Dariiber dhneln die Bewegungen des
Proteins innerhalb seiner nativen Form denen einer Fliissigkeit, d.h. insbesondere ther-
misch aktivierte Konformationsiibergénge finden statt [Par02]. Der intuitiven Erwartung
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1 Photosystem I

entgegen haben Experimente erwiesen, dass selbst nahe dem absolutem Nullpunkt Kon-
formationsiibergéinge stattfinden [K6h89, Hof03]. Hofmann et al. haben Ubergéinge bei
1,4 K mit Hilfe von Einzelmolekiil-Spektroskopie in Fluoreszenzanregung am LH2 beob-
achtet. In diesem Temperaturregime sind die meisten unter physiologischen Bedingungen
moglichen Konformationsfluktuationen eingefroren. Grundsétzlich sind in Abhéngigkeit
von der Barrierenhohe und -breite neben arrheniusaktivierten Prozessen auch Tunnelpro-
zesse denkbar. Die Tunnelwahrscheinlichkeit P ist proportional zu

P o exp (—%%H) , (1.2)

wobei ¢ der Reaktionskoordinatenldnge, H die Barrierenhohe und m der Masse des tun-
nelnden Teilchens entsprechen. Elektronen tunneln iiber grofle Distanzen bis zu < 25 A.
Mit Gleichung 1.2 erhélt man fiir die Transferlénge eines tunnelnden Protons bei glei-
cher Wahrscheinlichkeit einen Wert von 0,58 A, der der Lange der Reaktionskoordinate
dghnelt. Die groflere Masse eines Deuterons fiihrt zu einer entsprechenden Distanz von
0,41 A. Untersuchungen mit Hilfe des kinetischen Isotopeneffekts sind demnach attrak-
tiv, um Protonen-Tunneln in Enzymen nachzuweisen, was jedoch nur bei einer sehr be-
grenzten Anzahl von Enzymen gelang [Cha89, Jon96|. Hofmann et al. argumentieren in
ihrer Studie, dass durch die Anregung mit Photonen mit einer Energie von jeweils ca.
1,5 eV > kgT das Spektrum an moglichen Konformationsénderungen, die ohne Einstrah-
lung bei kgT zugénglich sind, stark erweitert wird. Nach der Anregung kann jeweils ein
neuer Gleichgewichtszustand gefunden werden, der nicht dem Urspriinglichen entsprechen
muss. In den Fluoreszenzanregungsspektren spiegelt sich dieser Prozess durch variierende
Ubergangsenergien des Chromophors in einer spektral diffundierenden Linie wieder.

Generell sind sinnvoller Weise zwei verschiedene Relaxationsprozesse zu unterscheiden:
Bei dem einen relaxiert das Molekiil aus einem ungiinstigeren Zustand in den Gleich-
gewichtszustand. Ein nicht-Gleichgewichtszustand wird hingegen durch eine chemische
Reaktion oder eine Temperatur- oder Druckverdnderung produziert. Die Relaxation aus
diesem Zustand kann mittels einer Observablen M (t,T), z.B. die spektrale Position oder
Linienbreite einer Emissionslinie, beobachtet werden. Dann wird die Zustandsdnderung
durch die Relaxationsfunktion

M(t,T) — M (T)
M(0,T) — Mo (T)

o(t,T) =

charakterisiert. M (0, T") entspricht dem Wert M (¢, T) direkt nach dem Sprung und M, (T)
dem Wert nach Erreichen des neuen Gleichgewichtszustandes. Einfache derartige Reak-
tionen verlaufen gemé&fl der Debye-Relaxation in exponentiellen Zeitverlaufen und die
Temperaturabhédngigkeit folgt dem Arrhenius Gesetz

H
k(H,T)= A exp (_kB—T) ,
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1.3 Antennensystem der ,roten Chlorophylle“

wobei H die Barrierenhohe und A ein Vorfaktor sind. Komplexe Systeme, wie z.B. Gléser,
zeigen ein anderes Verhalten [Ric94|. Die zeitlichen Verldufe von Relaxationen kénnen
meistens durch ein Potenzgesetz, die gestreckte Exponentialfunktion oder Kohlrausch-
funktion

O(t,T) = d(0) exp (— [k (T) t]ﬁ) . B<l1

beschrieben werden. Dabei folgt der Ratenkoeffizient x (H, T") haufig nicht dem Arrhenius
Gesetz, sondern kann z.B. durch die Ferry-Bissler-Relation

k(HYT)~ A exp <— [kZ*T] 2)

angendhert werden, wobei der Energieparameter H* ein Maf fiir die statistische Rauig-
keit der Energielandschaft darstellt. Die Ursache fiir nicht-exponentielle Verldufe liegt im
kollektiven Charakter von Relaxationsphdnomenen.

Aufgrund der groflen Mannigfaltigkeit an mikroskopischen Faltungstrajektorien sind De-
tails der Energielandschaft Messungen am Ensemble nicht zugénglich. Grundsétzlich sind
optische Experimente, in denen ein an das Proteingeriist gekoppelter Chromophor als Son-
de genutzt wird, interessant, um Proteindynamik sichtbar zu machen. Selektive Methoden
wie zeitaufgelostes Lochbrennen [Fri96, dH99, Ski99, Her04] und "three-pulse stimulated
photon echo” [Lee95a, Lee9bb| haben bereits Zugang zu einigen Details verschiedener
Energielandschaften gefunden. Aufgrund der hohen Selektivitdt kommt Einzelmolekiil-
Methoden ein groBes Potential zu. Einen guten Ubersichtsartikel iiber Untersuchungen
von Konformationsdynamik mit Hilfe von Einzelmolekiil-Spektroskopie findet man in
[Wei99, Wei00].

1.3 Antennensystem der ,roten Chlorophylle*

1.3.1 Einfithrung

Ein interessantes Charakteristikum in der spektralen Heterogenitdat von PS I ist die Ab-
sorption bei grofleren Wellenldngen als 700 nm, d.h. in einem Spektralbereich, der ge-
geniiber dem priméren Elektronendonator P700 rotverschoben liegt. Diese Besonderheit
tritt sowohl beim PS I von griinen Pflanzen als auch bei dem von Algen und Cyano-
bakterien auf. Die Abbildung 1.9 zeigt ein Tieftemperatur-Absorptionsspektrum vom
PS I des Cyanobakteriums T. elongatus. Die grobe Form und die Lage der beiden Haupt-
maxima dhnelt der vom pflanzlichen PS I und wurde bereits anhand der Abbildung 1.5
beschrieben. Oberhalb von 700 nm bis ins nahe Infrarot sticht die absorbierte Inten-
sitét deutlich heraus und bildet sogar ein separates Maximum. Die Funktion und die
Natur dieser Rotverschiebung gehoren zu den Schliisselthemen in der Spektroskopie am
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1 Photosystem I

Abbildung 1.9: Absorptionsspektrum vom
cyanobakteriellen PS I bei tiefer Temperatur
(5 K). Bei der Probe handelt es sich um iso-
lierte Trimere von der Spezies T. elongatus
(Ensemble). Der Hintergrund spiegelt die ent-
sprechenden Farben des sichtbaren Spektral-
bereichs wider. Die Messdaten stammen von
Eberhard Schlodder.

Absorption (a.u.)

300 600 00 800
Wellenliinge (nm)

PS I. Die Grofle der energetischen Verschiebung gegeniiber der priméren photochemi-
schen Falle betriigt bei Raumtemperatur 2 — 3 kgT. Einen Ubersichtsartikel findet man
in [vG94]. Obwohl fiir die stark rotverschobene Absorption nur eine kleine Gruppe aus
2-10 % aller Chlorophylle verantwortlich ist, wirkt sich die Anwesenheit dieser sogenann-
ten ,roten Chlorophylle® stark auf den Energietransfer und das Einfangverhalten von
Energie im gesamten PS [-Komplex aus. Dies belegen sowohl Experimente mit statio-
ndrer als auch mit zeitaufgeloster Spektroskopie. Um die roten Chlorophylle zu iden-
tifizieren wurden quantenchemische Rechnungen durchgefiihrt. Unter Vernachlissigung
der Chlorophyll-Protein-Wechselwirkungen kénnen die Tieftemperaturspektren der roten
Chlorophylle nicht addquat beschrieben werden [Sen02]. Auch Berechnungen der lokalen
optischen Ubergangsenergien von Chlorophyllen in ihrer lokalen Proteinbindungstasche
wurden auf der Grundlage von Strukturdaten angestellt [Byr02, Dam02]. Obwohl die-
se Rechnungen die wesentlichen Merkmale der Absorptionsspektren von den Antennen-
Chlorophyllen reproduzieren, kénnen die roten Chlorophylle mit ihrer Hilfe nicht zuge-
ordnet werden. Demnach sind experimentelle Studien, die detaillierte Informationen iiber
Ubergangsenergien, Anzahl der roten Chlorophylle und ihrer Kopplung liefern, von erheb-
licher Bedeutung. Detaillierte experimentelle Untersuchungen mit Hilfe konventioneller
Fluoreszenzspektroskopie fithren zu strukturlosen, inhomogen verbreiterten Ensemble-
Spektren. Durch Techniken selektiver Spektroskopie, wie der haufig verwendeten Metho-
de des nicht-photochemischen Lochbrennens in Kombination mit Messungen der linea-
ren Druckverschiebung und der Starkverbreiterung wird darauf geschlossen, dass es sich
bei den roten Chlorophyllen nicht um Monomere handeln kann, sondern vielmehr um
stark gekoppelte Chlorophylle [R4t00, Rei01, Zaz02b, Tha03]. Aufgrund der zusétzlich
auftretenden grofien Stokesverschiebung und den aus simulierten Lochbrennspektren be-
stimmten grofen Huang-Rhys-Faktoren wird den roten Zustédnden zudem ein signifikanter
Ladungstransfercharakter zugeordnet [Hay00, R&t00, Zaz02b, Hsi04]. In den folgenden
Abschnitten wird auf einige Details der roten Chlorophylle genauer eingegangen.
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1.3 Antennensystem der ,roten Chlorophylle“

Abbildung 1.10: Konfiguration aller Ko-
faktoren im cyanobakteriellen PS I von
T. elongatus mit Hauptaugenmerk auf
den Antennenpigmenten. Oben: Aufsicht
vom Stroma aus auf die Membranebene.
Unten: Seitenansicht entlang der Mem-
branebene. Organische Kofaktoren der
Elektronentransfer-Kette sind in blau ein-
gezeichnet, der Eisen-Schwefel-Cluster in
gelb und orange und die Antennenpig-
mente in gelb. Die Chlorophylle, die an
die peripheren Untereinheiten gebunden
sind, und das Phospholipid sind grau ein-
gefirbt. Die Carotinoide, die in sechs Clus-
tern organisiert sind, werden durch die

: . ; gestrichelten Ellipsoide angedeutet. Chlo-
Ir:;::!\?!].ﬂf‘muwu Id’g:z{:’l{fmli-g\molumL {:;‘;j}.ip-lg::;vnmm rophylle, die als Kanditaten fiir die ro-
ten Chlorophylle gelten, sind in rot dar-
gestellt. Die Abbildung ist aus Jordan et
al. entnommen [Jor01].

1.3.2 Ursprung der Rotverschiebung

Fiir die starke Rotverschiebung der roten Chlorophylle im PS I sind etliche Ursachen
denkbar. Die Emissionen der roten Chlorophylle aller PS I Partikel haben gemeinsam,
dass die emittierenden Spezies durch eine betréchtliche inhomogene Verbreiterung in der
GroBenordnung von 200 — 400 cm ™! charakterisiert sind und ferner durch eine relativ
groBe Stokesverschiebung, z.B. 160-200 cm ™! bei den roten Chlorophyllen von Synecho-
cystis sp. PCC 6803 [Gob94, Pal96, Rat00, Hay00, Com00]. Aufgrund der Ahnlichkeit
dieser Eigenschaften mit denen des photochemisch aktiven Pigments Pgrc, dem ,, special
pair® des bakteriellen Reaktionszentrums, geht man davon aus, dass die roten Emissio-
nen jenseits 700 nm im PS I ebenfalls von stark exzitonisch gekoppelten Chlorophyllen
stammen [Shu93, Gob94, Com00, Eng01]. Auch bei dem Modell ,Ring aus Dimeren*
der bakteriellen Lichtsammelkomplexe LH1 und LH2 fiihrt man die beobachtete starke
Rotverschiebung auf die starke exzitonische Kopplung innerhalb jedes einzelnen Dimers
zuriick [F1e97].

Falls der Ursprung in einer starken exzitonischen Kopplung innerhalb der roten Pig-
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1 Photosystem I

mente liegt, so konnen Chl a-Molekiile, die fiir die rote Absorption verantwortlich sind,
anhand ihrer dimeren bzw. multimeren Form am zuverlédssigsten aus den strukturellen
Daten von Jordan et al. abgeleitet werden [JorO1]. Die Abbildung 1.10 vermittelt einen
Einblick in die Rontgenstruktur. Beziiglich dieser Daten werden von den Autoren vier
mutmafliche Kandidaten vorgeschlagen: drei Dimere und ein Trimer. Zwei dieser Dime-
re, aC — A38/aC — A39 nach der Notation der Autoren, sind auf der stromalen Seite
der Membran in den Untereinheiten PsaA und PsaB angeordnet. Einer befindet sich in
der Ndhe von PsalL und der andere in der Ndhe von PsaF. Das dritte Chl a-Pérchen
aC — A32/aC — BT liegt auf der lumenalen Seite in der Trimerisierungs-Region und steht
im Kontakt mit Psal. Bei allen drei Dimeren sind die Chlorin-Ebenen nahezu parallel aus-
gerichtet und mit einem Ebenenabstand von 3,5 A m-gestapelt. Die laterale Verschiebung
zwischen den Metallzentren betriagt 7,6 —8,9 A. Das Chl a-Trimer ist ebenfalls auf der lu-
menalen Seite der Membran, jedoch in der Ndhe von PsaX gebunden. Seine Chlorophylle
aC — B31, aC — B32 und aC — B33 sind stufenweise in dhnlichen Chl a-Absténden wie
bei den Dimeren angeordnet. Dieses vielfach als ,,Dreierstapel“ bezeichnete Trimer besitzt
die Besonderheit, dass nur das aC — B31 fest an ein Histidin (His B470) gebunden ist.
Die Mg*"-Ionen der anderen beiden Chl a sind mit Wasser koordiniert. Damjanovié¢ et al.
haben mittels der semi-empirischen quantenchemischen Methode INDO/S (Intermediate
Neglect of Differential Overlap) die Anregungsenergien der 96 Chl a im PS I-Monomer
von T. elongatus berechnet [Dam02]. Aus den berechneten Eigenenergien des effektiven
Hamiltonian wurde das Absorptionsspektrum berechnet und eine vorsichtige Zuordnung
der roten Chlorophylle vorgenommen: Die Absorption bei A = 708 nm wird geméf einer
Symmetrieanalyse einem Dimer A26 — A27 zugeschrieben, die bei A = 715 nm einem Di-
mer B24 — B25 und die bei A = 719 nm einem Tetramer der Chlorophylle A31, A32, B06
und BO7.

1.3.3 Spektrale Eigenschaften
Absorption

Am PS I wurde mit Hilfe spektroskopischer Methoden am Ensemble bereits eine Vielzahl
grundlegender Studien durchgefiihrt. Um zunéchst einen Einblick in die hohe spektrale
Heterogenitét zu erhalten, betrachte man die linke Teilabbildung der Abbildung 1.11. In
ihr sind die Absorptionsspektren von PS I verschiedener Cyanobakterien in trimerer und
monomerer Form im roten Spektralbereich gegeniibergestellt. Offensichtlich absorbiert
der grofite Teil der inneren Antennen-Chlorophylle in allen hier beriicksichtigten PS I in
einer breiten Bande mit einem Maximum bei ca. 680 nm, wobei aufler in einem schmalen
Bereich im Maximum zwischen den verschiedenen PS I kaum Abweichungen zu finden
sind. Im Vergleich dazu zeigt freies Chlorophyll (Chl a), in organischem Losungsmittel
gelost, bei ca. 670 nm ein breites Maximum in der Absorption [Hof91]. Auffillig heraus
sticht nun die spektrale Vielfaltigkeit, die sich am energetisch roten Fufl des Maximums
abzeichnet. Aus den Kurvenverlaufen geht deutlich hervor, dass die Anzahl und Energien
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Abbildung 1.11: Ensemblemessungen am cyanobakteriellen PS I verschiedener Spezies. Links: iiber-
einander gelegte Absorptionsspektren, die auf das jeweilige Absorptionsmaximum normalisiert wurden.
Rechts: Fluoreszenzspektren, die auf das jeweilige Emissionsmaximum normalisiert wurden. Alle Spek-
tren wurden bei ca. 6 K aufgenommen, auler die von Synechococcus sp. PCC 7002, deren Messtemperatur
bei 77 K lag. Die Daten wurden aus Palsson et al. [Pal96, Pal98] und Gobets et al. [Gob94, Gob01la]
entnommen. Die Spektren vom PS I von Synechococcus sp. PCC 7002 wurden freundlicherweise von
Eberhard Schlodder gemessen.
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PS I von T. elongatus. Die blauen Pfeile markieren
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der roten Chlorophylle stark von der Spezies und dariiber hinaus auch vom jeweiligen
Aggregationszustand der PS I-Komplexe abhéngig ist [Shu91, vdL.93, Gob94, Pal96]. Mit
Hilfe von Gauflscher Zerlegung wurden die Maxima der 4 K-Absorptionsspektren sowie
die Anzahl der beitragenden Chl a abgeschétzt [Pal96, Gob01b]. Die ermittelten Werte
sind in der Tabelle 1.1 gegeniibergestellt. Auf diese Weise wurde die Gruppe der ro-
ten Chlorophylle erstmals aufgeteilt, d.h. man hat spektrale Anteile, die man aus der
Struktur der Linienform extrahiert hat, unterschiedlichen Verbénden roter Pigmente zu-
geordnet. Aus den jeweils zentralen spektralen Lagen in der Absorption wurden in der
Literatur entsprechende Bezeichnungen eingefiihrt. Demnach wird z.B. der Verband der
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Tabelle 1.1: Mittels GauBscher Zerlegung von Absorptionsspektren bestimmte Anzahl der roten
Chlorophylle. Die Lage der Maxima der Banden wurden aus [Gob01b] entnommen. Die Werte ()
stammen aus [Hay00] und die Werte (*) entsprechen den Angaben aus [Pal96], wobei diese an die
korrekte Anzahl von Chl a-Molekiilen angepasst wurden (in Anzahl pro Monomer).

o Absorption (nm) Emission (nm) |
PS I-Spezies

6 K RT 6 K RT Chl &
708 702 - 707 ~ 34"
T. elongatus :
719 708 730 723 ~ 34"

708 702-703 720 711-712 ~ 2%

Synechocystis
714 - - - ~ 2%

Chl a mit der am weitesten rotverschobenen Absorption im PS I von T. elongatus C719
genannt [Pal96]. Fiir das inhomogen verbreiterte Band bei 708 nm von PS I-Trimeren
von Synechocystis wird durch dieses Verfahren eine zugehorige Oszillatorstérke ermittelt,
die einer Anzahl von ca. 4 — 5 Chl a-Molekiilen entspricht. Aufgrund der Datenlage aus
der Absorptionsspektroskopie wurde davon ausgegangen, dass PS I von Synechocystis nur
diesen einen Verband roter Chlorophylle besitzt [Gob94, Pal98]. Hayes et al. gehen an
dieser Stelle einen Schritt weiter mit Hilfe der Methode des nicht-photochemischen Loch-
brennens (NPHB). Von ihnen wird demnach vorgeschlagen, dass zwischen zwei Beitragen
in der Bande unterschieden werden kann und dass zwei Chl a bei einem C706-Verband
und ebenfalls zwei bei einem C714-Zusammenschluss mitwirken [Hay00]. Das Bild zweier
Verbénde von roten Pigmenten im PS I von Synechocystis wird ferner von Melkozernov
et al. mit transienter Absorptionsspektroskopie unterstiitzt [MelO1b]. Im Gegensatz zum
PS I von Synechocystis werden fiir PS I der Spezies T. elongatus geméafl der Tabelle 1.1
von Palsson et al. zwei separate Banden ermittelt [Pal96], deren Maxima bei 708 nm und
719 nm liegen. Basierend auf einer NPHB-Studie wird auch beim PS I von T. elongatus
von einem differenzierteren Ergebnis berichtet. Zazubovich et al. gehen danach von ei-
nem dritten Verband roter Chlorophylle bei ca. 715 nm (C715) aus [Zaz02b]. AuBerdem
berechnen sie unter Beriicksichtigung der neuesten Strukturdaten [Jor0O1], aus denen die
Anzahl von 96 Chl a pro PS I-Monomer hervorgeht, dass ca. sieben Chl a zur roten Ab-
sorption beitragen. In der Abbildung 1.12 sind zwei typische Lochspektren vom PS I von
T. elongatus dargestellt. Bei einer Brennwellenléinge von A\g = 670 nm tauchen Satelliten
im Spektralbereich jenseits P700 auf, anhand derer man auf einen effektiven Energie-
transfer auf die roten Chlorophylle schliefen kann. Aulerdem zeigt sich, dass bei stark
roter Brennwellenlinge (Ag = 710 nm) zusétzlich zum scharfen Loch eine benachbarte
breite Struktur erzeugt wird, die als Schwingungsseitenbande (PSB) interpretiert wird.

24



1.3 Antennensystem der ,roten Chlorophylle“

[’hnnml: e

T=300 K
Photon :
 — —— — a——  ——  —
Antennen-Chlorophylle rot. Chl.  RC Chl
o kalt
T=2K - hy,

hvy| <

; ¥ Photon

——— _— —— - -
Antennen-Chlorophylle rot. Chl.  RC Chl.

Photon

Abbildung 1.13: Energietransfer im Pigmentsystem vom PS I. Durch einfallendes Licht wird auf
einem Antennenpigment ein angeregter Zustand erzeugt. Dieser bewegt sich iiber weitere Pigmen-
te unter Energieverlust. Ein grofier Teil der insgesamt von den Antennen gesammelten Energie
gelangt bis zu den roten Chlorophyllen. In Abhéngigkeit von der vorherrschenden Temperatur
ergibt sich folgende Fallunterscheidung: Oben: Unter physiologischen Bedingungen geniigt die
Energie via Absorption von Schwingungsenergie, um das RC anzuregen. Es erfolgt eine stabile
Ladungstrennung. Unten: Unter Laborbedingungen bei Tieftemperatur (1,4 K) geniigt die vibro-
nische Energie im Protein nicht aus, um den letzten Transferschritt zu erméglichen. Der energe-
tisch tiefste erreichbare Zustand relaxiert. Die Fluoreszenz der beteiligten roten Chlorophylle kann
schliefflich nachgewiesen werden.

Fluoreszenz

Die Gruppe der roten Chlorophylle hat trotz ihrer verhéltnisméfig geringen Anzahl von
Pigmenten grofien Einfluss auf die Fluoreszenz von PS 1. Die Komplexe aus Synechocystis
zeigen bei Raumtemperatur ein Maximum bei 685-690 nm (F685), das eine breite Schulter
bis hin zu ca. 780 nm besitzt [Wit92]. Das PS I von T. elongatus zeigt sein Maximum der
Emission bei Raumtemperatur sogar jenseits von 700 nm [Hol93, Koe98]. F685 deutet
sich hier nur als schwache Schulter an. Bei Raumtemperatur ist die Fluoreszenzquan-
tenausbeute von PS I-Partikeln aller Spezies sehr gering [vG94] und die Quanteneffizienz
der Ladungstrennung liegt bei 95 %. Die roten Chlorophylle kénnen die Anregungsenergie
sehr effizient auf den priméren Donator P700 iibertragen [Tri93a, Shu95, Mel98]. Durch
eine Verringerung der Temperatur wird die Fluoreszenzquantenausbeute drastisch gestei-
gert [Gob94, Pal98, Byr00, Jel00], da ein grofler Teil der Anregungsenergie in den roten
Chlorophyllen gefangen bleibt, d.h. bei tiefen Temperaturen steht zu wenig vibronische
Energie fiir den Aufwérts-Energietransfer zur Verfiigung. Bei tiefer Temperatur errei-
chen ca. 50 % der gesamten Anregung nicht die photochemische Falle [Pal98, Gob0la].
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In Abbildung 1.13 wird der Prozess des Energietransfers in Abhéngigkeit von der Tem-
peratur illustriert. Ensemble-Emissionsspektren der drei in dieser Arbeit behandelten
cyanobakteriellen PS I bei tiefer Temperatur werden in der rechten Teilabbildung der
Abbildung 1.11 gezeigt. Im Vergleich emittiert also das PS I von T. elongatus stérker
rotverschoben als die PS I der Spezies Synechocystis und Synechococcus sp. PCC 7002,
wobei die Energiedifferenz zum letzteren knapp 350 cm ™! betrigt. Mit Hilfe von energies-
elektiver Fluoreszenzspektroskopie an den roten Chlorophyllen des PS I von Synechocystis
wurde anhand der Abhéngigkeit des Emissionsmaximums von der Anregungswellenlan-
ge der Abstand von Null-Phononen-Linie (ZPL) und PSB auf ca. 140 cm™! abgeschiitzt
[Gob94, Gob98]. Der PSB wird eine stark ausgeprigte Stokesverschiebung fiir die roten
Pigmente C708 von ca. 15 nm entnommen und ein Huang-Rhys-Faktor von mindestens
S = 3 zugeordnet [Gob98]. Zum Vergleich liegt nach einer NPHB-Studie der entsprechen-
de Huang-Rhys-Faktor je nach Brenn-Wellenldnge A\g von 702-722 nm zwischen S = 0,6
und S = 1,9 [R&t00]. Aufgrund der ermittelten grofien Huang-Rhys-Faktoren und der
groflen Stokesverschiebung wird von einem starken Ladungstransfercharakter der roten
Zusténde ausgegangen [Hay00, Rat00, Zaz02b, Hsi04].

1.3.4 Funktion in der Natur

Die Natur hat im Zuge der Evolution den Umweg des Energieflusses durch die gegeniiber
der Anregungsenergie des priméren Elektronen-Donators rotverschobenen Pigmente ein-
gerichtet. Die Ursache ist bis heute ungeklirt. Uber die vermeintlich ausschlaggebenden
Vorteile, die die Natur aus dieser energetischen Senke gewinnt, wird viel diskutiert. In-
tuitiv konnte man annehmen, dass die Gruppe der roten Chlorophylle als lokale Fallen
auf die Anregungsenergie wirken und somit der Effizienz der Ladungstrennung im Re-
aktionszentrum abtréiglich sind. Dem hingegen vermuten einige Autoren, dass wenn sich
das PS I im Ungleichgewicht befindet, ihre Anwesenheit die Effektivitéit steigern konnte,
indem sie die Anregungsenergie nahe P700 konzentrieren [vG88b, vG88a, Muk90, Wer92,
Hol93, MelOla]. Ein anderer Vorschlag besteht darin, dass die roten Chlorophylle eine Art
Schutzfunktion vor photochemischer Beschédigung iibernehmen [Muk90, Kar99a]. Der
Mechanismus kénnte so funktionieren, dass die bei den roten Chlorophyllen lokalisierte
Anregungsenergie vom oxidierten priméiren Donator P700" geloscht wird, da die spektra-
le Uberlappung der Emission der roten Pigmente und der Absorption von P700% als sehr
glinstig erachtet wird [Shu95, Kar99a]. Dadurch koénnte die andernfalls unter sehr star-
ken Lichtverhéltnissen erhdhte Ausbildung von Triplett-Zustédnden verhindert werden,
die zur Erzeugung von schidlichem Singulett-Sauerstoff fithren wiirde. Ferner wird als
wesentliche Ursache ihrer Existenz erachtet, dass die roten Chlorophylle das PS I mit ei-
nem spektral erweiterten Wirkungsquerschnitt ausstatten [Tri93b, Tri93c|. In einer Studie
von Rivadossi et al. wurde die Rolle der roten Pigmente im pflanzlichen PS I von griinen
Bléattern unter verschiedenen Lichtverhéltnissen untersucht [Riv99]. Demnach sammeln
die roten Chlorophylle, obgleich sie bei Tageslicht nur ca. 4 — 5 % des Lichts einfangen,
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unter einer bei ca. 680 nm verringerten Licht-Umgebung bis zu 40 % der Gesamtheit aller
einfallenden Photonen. Alternativ kénnten die roten Chlorophylle auch nur eine Begleiter-
scheinung der hohen Dichte an Pigmenten im PS I-Partikel sein, die signifikant gréfler ist
als in anderen photosynthetischen Antennenkomplexen. Eine Losung von Chlorophyl-
len in organischem Losungsmittel mit einer der im PS I vergleichbaren Konzentration
zeigt eine stark verminderte Fluoreszenzquantenausbeute, wihrend sich beim Absorpti-
onsverhalten verglichen mit einer niedrig konzentrierten Losung keine Anderung einstellt
[Bed76]. Dieses Phédnomen wird damit erklért, dass bei hoher Chlorophyll-Konzentration
einerseits ein erheblicher Energietransfer stattfinden kann und andererseits einige Chlo-
rophylle zuféllig so angeordnet sind, dass sie, genau iibereinander liegend, in Form eines
Dimers die Anregungsenergie l6schen kénnen. Im PS I sind die Antennenpigmente so or-
ganisiert, dass dieser Effekt nicht auftritt, da andernfalls die Effizienz des Systems stark
darunter leiden wiirde. Stattdessen kénnte im PS I die hohe Chlorophyll-Konzentration
im Zusammenhang mit der Notwendigkeit, direkt {ibereinander liegende Chlorophylle zu
vermeiden, dazu gefithrt haben, dass sich die vorhandenen exzitonisch gekoppelten raum-
lich versetzten Dimere gebildet haben [Gob0la, Fro01]. Ein gutes Beispiel fiir eine solche
versetzte Schichtung von Pigmenten liefern Chlorosome, die Antennenkomplexe der grii-
nen Schwefelbakterien, die einige Tausend Bakteriochlorophyll ¢ (BChl ¢) enthalten. Thr
Absorptionsmaximum liegt bei ca. 740 nm, wihrend sich das von BChl ¢ in monomerer
Form bei ca. 660 nm befindet. Dariiber hinaus besitzen die BChl c-Molekiile in Chlo-
rosomen eine 7-8 mal hohere effektive Oszillatorstéirke als BChl c-Monomere [Sav98].
Welche dieser Ansétze wesentliches Kriterium der Natur waren, die roten Chlorophylle
in den Bauplan mit einzubeziehen, bleibt spekulativ. Die Frage nach dem ,,warum* wird
aufgrund der Komplexitit der Zusammenhénge auch in naher Zukunft eine spannende
Frage darstellen. Zu ihrer Losung beizutragen, ist nicht zuletzt auch Ziel dieser Arbeit.
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2 Optische Spektroskopie an einzelnen
Molekiilen

2.1 Einleitung

Die Idee, ein einzelnes Molekiil anhand seiner Fluoreszenz zu sehen, ist bereits etwa 100
Jahre alt. Jean Perrin [Per18] unternahm erste Experimente, die nur am Entwicklungs-
stand der Technik jener Zeit scheiterten. Sowohl die Lichtquellen, als auch die Filter
waren unzureichend. Ebenso kannte man keine Farbstoffe mit geniigend hoher Fluores-
zenzquantenausbeute. Dariiber hinaus ist das menschliche Auge als Detektor fiir das Licht
eines einzelnen Molekiils zu unempfindlich [SprOOb]. Man ging schlielich davon aus, dass
die optische Messung eines einzelnen Atoms oder Molekiils einfach unmoglich sei. Nur
wenige Dekaden spéter, in den frithen 1950’er Jahren, gelang es mit Hilfe der Elektronen-
mikroskopie, einzelne Atomreihen in Kristallen zu beobachten. Nach weiteren 30 Jahren
wurde durch Rastertunnel- und Rasterkraftmikroskopie atomare Auflésung erreicht. In
der Zwischenzeit wurde es gleichfalls moglich, einzelne Atome optisch in der Gasphase
im Atomstrahl mittels Laser zu untersuchen.

Jedoch besteht ein grofler Unterschied zwischen der Detektion einzelner Molekiile un-
ter Vakuumbedingungen und dem entsprechenden Experiment, bei dem die Molekiile in
einer Wirtsmatrix eingebettet sind. Zum einen produziert ein Substrat iiblicherweise ei-
ne starke optische Hintergrundstrahlung durch Streuprozesse wie Raman oder Rayleigh
oder tragt sogar selbst Verunreinigungen, die bei Bestrahlung fluoreszieren. Zum anderen
leuchtet ein gebundenes Molekiil im Normalfall bei sténdiger Anregung nicht stabil, im
Gegensatz zu einem Atom im Vakuum, das praktisch permanent emittieren kann. Beim
gebundenen Molekiil wird die Fluoreszenz in der Regel irreversibel geloscht. Diese Art
von Prozess wird allgemein als Photobleichen bezeichnet. Diese Effekte und inhérenten
Eigenschaften gebundener Molekiile wurden schon Mitte der 1970’er Jahre von Hirschfeld
[Hir76a, Hir76b] erkannt. Er leistete auf dem Gebiet der Einzelmolekiil-Detektion (SMD)
unter physiologischen Bedingungen Pionierarbeit, indem er zum Beispiel ein einzelnes,
mit 80-100 Fluorophoren markiertes Antikorper-Molekiil nachweisen konnte. Von ihm
stammte die Idee, ein kommerzielles Instrument zu bauen, das Virometer, um einzelne
Viren nachweisen zu konnen und sie zu klassifizieren. Die noch bestehenden Hiirden konn-
ten bald darauf iiberwunden werden. Ende der 1980’er, Anfang der 1990’er Jahre gelang
erstmals die optische Detektion einzelner Molekiile im Festkorper und in Fliissigkeit. Die
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2 Optische Spektroskopie an einzelnen Molekiilen

erste Veroffentlichung zur optischen SMD stammt von Moerner und Kador [Moe89], die
mit der Methode der sensitiven doppelt modulierten Absorption das System Pentazen in
para-Terphenyl bei tiefen Temperaturen untersuchten. Unmittelbar danach zeigten Orrit
und Bernard [Orr90] am gleichen System, dass mit Hilfe von Fluoreszenz-Anregungs-
Spektroskopie das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis der vom einzelnen Molekiil stammenden
Linien beachtlich gesteigert werden kann. Kurz zuvor gelang Keller und seinen Koope-
rationspartnern die Messung einzelner Fluorophore in einem Fliissigkeitsstrom. Als dann
1993 Betzig und Chichester [Bet93] mittels Raster-Nahfeld-Mikroskopie das erste Einzel-
molekiilbild von Molekiilen auf einer Oberfliche bei Raumtemperatur aufnahmen, wurden
unversehens die Tragweite und das Potential der Einzelmolekiil-Spektroskopie (SMS) dra-
matisch erweitert [Amb94, Tra94, Xie94]. Dies gilt insbesondere, nachdem man im Jahr
1996 erkannt hatte, dass sich mit der klassischen und einfacheren Methode der konfokalen
Mikroskopie ebenso gute Signale von einzelnen Molekiilen messen lassen [Mac96].

2.1.1 Stand der Forschung

Durch die Methode der optischen SMS hat man innerhalb der letzten zehn Jahre Zugang
zu vollig neuen Informationen erschlossen. Eine gute Ubersicht bieten [Bas97, Tam00,
Moe02, Moe03]. Zuvor konnte man mit Hilfe von optischen Experimenten an makrosko-
pischen Proben immer nur iiber ein Ensemble von Molekiilen mitteln. Jedoch verhé&lt
sich jedes einzelne Molekiil in Abhéngigkeit seiner Umgebung, der Art und Stérke der
Kopplung an diese und auch gegebenenfalls der Wechselwirkung mit anderen Molekii-
len innerhalb des Probenvolumens unterschiedlich. Man erhélt daher mit konventioneller
optischer Spektroskopie eine inhomogen verbreiterte Linienform. Darin verborgen liegen
die einzelnen statistisch verteilten homogenen Beitridge aller enthaltenen Molekiile. Mit
der Methode der SMS kénnen nun nicht nur auf direktem Wege die einzelnen homogenen
Linienbreiten aufgedeckt werden, sondern auch zeitliche Fluktuationen ermittelt werden,
die in der Ensemble-Messung vollkommen unzugénglich sind. Insbesondere in der Bio-
physik bzw. Molekularbiologie liegt daher ein grofler Nutzen dieser Messmethode. Eine
interessante Zusammenstellung von Arbeiten in diesem Bereich findet man in der Ref.
[Rig01]. Aber auch in der Festkorperphysik gibt es interessante Anwendungen, wie zum
Beispiel die Untersuchung von Defektzentren in Diamanten [Niz05]. Im Vergleich mit
anderen Methoden ist bei der optischen SMS hervorzuheben, dass sie zu den preisgiinsti-
geren Wegen zahlt, um Struktur und Dynamik eines Systems zu untersuchen. Ihre Stérke
liegt insbesondere darin, dass die Probe aus Distanz auch jenseits der Oberflichenschicht
gemessen werden kann, d.h. iiber ein System kénnen Tiefeninformationen gewonnen wer-
den, ohne Storung oder gar Zerstorung des Systems, was z.B. bei der Gefrierbruchmethode
nicht vermieden werden kann. Einen guten Uberblick iiber letztere Methode findet man
in [Fuj97]. AuBerdem besteht eine grofie Auswahl an moglichen Versuchsbedingungen:
wiassrige Losung bei Zimmertemperatur, gefrorene Losung bei tiefen Temperaturen, in
einer Polymerschicht, an Luft, im Vakuum und noch weitere. Mittlerweile werden auch
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erfolgreich andere Messtechniken mit der optischen SMS kombiniert, wie z.B. die Fluores-
zenzlebenszeit Mikroskopie (FLIM) [Tin00, Kne03, Ken07]. Seit neuester Zeit sind auch
SMS-Experimente in Absorption moglich [Bal06, Car07, Gru07], bei denen die chemi-
sche Selektivitéit optischer Absorptionsspektroskopie mit der atomaren Auflésung eines
Rastertunnelmikroskops kombiniert werden. SMS-Methoden, die in Absorption messen,
haben gegeniiber denen, die in Emission messen, den Vorteil, keine Bedingungen an die

zu untersuchenden Molekiile zu stellen, denn wenige Molekiile fluoreszieren, aber jedes
Molekiil absorbiert.

Im Hinblick auf an der Photosynthese beteiligte Einheiten wurde mit Hilfe der SMS be-
reits eine Reihe von Pigmentprotein-Komplexen wie LH1 [Ket02, Ger03]|, LH2 [Tie99,
Bop99, v099, Hof03, Hof05] und LHCII [Tie01] untersucht. Die erste Einzelmolekiil-
Studie an PS I-Komplexen wurde von Jelezko et al. im Jahr 2000 durchgefiihrt [Jel00].
Hier konnten erstmals die Fluoreszenzbénder von individuellen Verbénden roter Chloro-
phylle aufgelost werden.

2.2 Photophysik eines Makromolekiils

2.2.1 Einfithrung

Im Folgenden werden die photophysikalischen Eigenschaften von einzelnen Makromole-
kiilen behandelt. Das Augenmerk liegt auf photosynthetischen Einheiten, insbesonde-
re auf dem PS I. Vorab sollen kurz die Grundvoraussetzungen geklart werden, die ein
einzelnes Molekiil erfiillen muss, damit seine Untersuchung mit der Methode der opti-
schen SMS Erfolg hat. Die wichtigsten Anforderungen sind: Das Molekiil muss unter
den gegebenen Versuchsbedingungen photophysikalisch und photochemisch stabil sein.
Der erforderliche Zeitraum der Stabilitdt hangt dabei vom gewiinschten Informationsge-
halt ab, d.h. bei Steigerung der Anregungsleistung stehen mehr Fluoreszenzphotonen zur
Detektion zur Verfiigung, falls keine Sattigung einsetzt. Durch die Erhchung des Signal-
zu-Rausch-Verhéltnisses wird ein schnellerer Messprozess ermoglicht. Nur der Teil der
Proteindynamik kann in Form von spektraler Diffusion direkt erfasst werden, der auf der
gleichen Zeitskala wie der Messprozess stattfindet. Uber schnellere Dynamik kénnen mit
Einschrankungen in manchen Féllen indirekt anhand von Linienbreiten Informationen ge-
wonnen werden. Fillt das Molekiil bei verwendeter Anregungsleistung zu schnell in einen
Dunkelzustand, so dass die Menge der detektierbaren Photonen nicht ausreicht, dann ist
das System der optischen SMS nicht zugénglich.

Die Abbildung 2.1 zeigt als Beispiel ein nicht maflstabsgetreues, vereinfachtes Jablon-
ski-Diagramm eines typischen Chromophor-Molekiils. Ubergénge kénnen zwischen dem
Grundzustand Sy und den angeregten Singulettzustdnden S;, So und dem Triplettzu-
stand T, stattfinden. Einige Représentanten sind eingezeichnet. Die Absorptionsrate ko
ist proportional zum eingestrahlten Photonenfluss und zum Absorptionsquerschnitt des
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Abbildung 2.1: Vereinfachtes Jablonski-
. Diagramm eines typischen Chromophor-
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gegeben wird. Y,om in s7! ist dabei die homogene Linienbreite, die von den Relaxations-
zeiten des Ubergangs bestimmt wird. f entspricht der Oszillatorstéirke des elektronischen
Ubergangs. Damit ein Molekiil effektiv angeregt werden kann, sollte sein Absorptions-
querschnitt moglichst grofl sein und damit f ~ 1. Man kann ein Molekiil in sinnvoller
Weise nicht beliebig stark anregen, denn bei hoher Anregungsleistung treten Sattigungs-
effekte auf, die zur Abhangigkeit des Absorptionsquerschnitts og von der Laserintensitét

[ fithren: o
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1+]/]S

wobei Ig der Séttigungsintensitét

hv ka1 + kas
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entspricht. Im Abschnitt 3.3.3 wird sich herausstellen, dass bei den von uns verwendeten
Anregungsleistungen Sattigungseffekte keine Rolle spielen.

Ein weiterer wichtiger Aspekt beinhaltet die Anforderung an das Emissionsverhalten.
Dessen ausschlaggebender Parameter ist die Fluoreszenzquantenausbeute ®g. Sie errech-
net sich aus dem Verhéltnis von emittierter zu absorbierter Photonenzahl

k21

Pp = —""— .
F ko1 + ka3
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Im Idealfall liegt ®r nahe eins. Dies wird nur erreicht, wenn die intersystem crossing-
Rate (ISC-Rate) ko3 moglichst klein ist. Der Ubergang vom Singulett- in den Triplett-
zustand ist aufgrund des damit verbundenen Umklappen des Spins spinverboten. Die
Spin-Bahn-Kopplung bewirkt jedoch eine endliche Wahrscheinlichkeit dieses Ubergangs.
Die Triplettlebensdauer ist vergleichsweise sehr lang, wie in Abbildung 2.1 aufgefiihrt
ist. Wahrend dieser Zeit befindet sich der Chromophor in einer Dunkelphase, da er nicht
fiir die Anregung zur Verfiigung steht. Dieses Verhalten wird als ,,blinking* bezeichnet
und wird z.B. in Ref. [Mo0e97] demonstriert. Bei Systemen mit hoher Triplettausbeute
oder {iberwiegend strahlungslosen Relaxationsprozessen, bei denen die Anregungsenergie
als Wirme ins Gitter fliefit, geniigt die abgegebene Fluoreszenz eines einzelnen Molekiils
nicht zur Detektion.

Das PS I ist ein Multi-Chromophor-System, bei dem der grofite Teil der Pigmente zum
Einfangen von Licht benutzt wird. Die gesammelte Energie wird in effektivem Energie-
transfer auf das Reaktionszentrum weitergeleitet und miindet in einer photochemischen
Ladungstrennung. Unter physiologischen Bedingungen geht dem System wenig Anre-
gungsenergie verloren. Aufgrund der geringen Fluoreszenzquantenausbeute ist PS I der
SMS bei Raumtemperatur noch unzugénglich [Jel00]. Wie jedoch im einleitenden Ka-
pitel zum PS I ausfiihrlich behandelt wurde, wird bei tiefen Temperaturen ein Teil der
Anregungsenergie auf den roten Chlorophyllen gefangen. Freie Chlorophyll-Monomere in
Losung haben eine Triplett-Quantenausbeute

ka3
ko1 + ka3 + ERest

Digc =

von $rgc = 0,64 [Bow67] und verhindern somit ihre Detektion mit SMS-Methoden. In
Abhéngigkeit von der Umgebung kann ®ig¢ jedoch wesentlich geringere Werte von bis
zu 5 -107% annehmen [Chi91]. In Kooperation wurde kiirzlich von Jelezko et al. ®15c der
roten Chlorophylle mittels Korrelationsanalyse auf 1 - 1072 bestimmt [E1I06]. Aus dem
stark verringerten Wert wird darauf geschlossen, dass die roten Chlorophylle in nahem
Kontakt zu Carotinoiden lokalisiert sind. Diese Ndhe ermoglicht die Nutzung der roten
Chlorophylle als Fluoreszenzsonde fiir die Spektroskopie einzelner PS I-Komplexe. Im
Fluoreszenzspektrum wird der Einfluss der Vielzahl der in einem einzigen PS [-Komplex
an das Proteingeriist gebundenen Pigmente, die einer groflen Zahl an Interaktionen unter-
liegen, widergespiegelt. Zum einen koppeln die Pigmente untereinander und zum anderen
an die jeweilige Proteinumgebung. Da die Proteinumgebung lokal erheblich variiert, wer-
den die jeweils an verschiedenen Orten gebundenen Pigmente auch stark unterschiedlich
beeinflusst. Dadurch unterscheiden sich die mittleren optischen Ubergangsenergien. Dar-
itber hinaus ist ein Protein kein starres Gebilde. Demzufolge konnen selbst zwei sich ent-
sprechende Pigmente jeweils an gleicher Stelle gebunden innerhalb zweier verschiedener
PS I-Komplexe stark unterschiedliche Einfliisse erfahren.

Zwei fundamentale Interaktionen, die Spektren von Pigment-Protein-Komplexen bestim-
men, sind die Kopplung zwischen den Elektronen und die Kopplung der Elektronen an die

33



2 Optische Spektroskopie an einzelnen Molekiilen

inter- und intramolekularen vibronischen Freiheitsgrade. Bei der elektronischen Kopplung
unterscheidet man zwischen exzitonischer - und Ladungstransferkopplung. Eine ausfiihr-
liche Abhandlung findet man z.B. in [May00]. Wihrend letztere Kopplung vom Uberlapp
der Wellenfunktionen lebt und somit exponentiell vom Abstand zwischen Donator und
Akzeptor abhingt, benétigt die exzitonische Kopplung keinen Uberlapp der Wellenfunk-
tionen. Wie bereits in Abschnitt 1.2.2 beschrieben wurde, héngt sie auflerhalb der Reich-
weite der Wellenfunktionen reziprok von der dritten Potenz der Distanz zwischen Donator
und Akzeptor ab. Durch die beiden unterschiedlichen Abstands-Abhéngigkeiten gelingt
der Natur einerseits ein effektiver Energietransfer der Anregungen im Antennensystem
und anderseits eine effiziente Ladungstrennung im Reaktionszentrum. Herrscht zwischen
verschiedenen Pigmenten eine starke exzitonische Kopplung, so wird bei Lichteinstrahlung
nicht ein individuelles Pigment angeregt, sondern das gekoppelte ,,Supermolekiil“. N Pig-
mente tragen zu N exzitonischen Zustdnden bei, wie in Abbildung 1.7 fiir N = 2 demons-
triert wird. Zu welchen dieser Zusténde ein Absorptionsiibergang aus dem Grundzustand
moglich ist, hangt von der relativen Orientierung der beiden Pigmente ab. In der Fluores-
zenz wird nur der unterste exzitonische Zustand beobachtet. Der Lokalisierungsgrad eines
angeregten Zustandes héngt von den relativen Stdarken der Pigment-Pigment-Kopplung
und der Pigment-Protein-Kopplung zueinander ab. Die langsame und schnelle Protein-
dynamik fiihrt zu statischer bzw. dynamischer Unordnung. Diese neigt zur Lokalisierung
der elektronischen Zusténde. Fiir den Energietransfer zwischen den Antennen sind zwei
begrenzende Fille ausschlaggebend. Dominiert die Kopplung der Pigmente untereinander
iiber die Kopplung an die Proteinumgebung, lassen sich die optischen Spektren und die
exzitonische Relaxation zwischen den delokalisierten, angeregten Zustédnden mit Hilfe der
Multi-Level-Redfield Theorie [Red57, Red65, Jea92, Pol94, May00] beschreiben. Dem-
gemaf fiihrt die Kopplung der Exzitonen an die Proteinumgebung zu einer Verkiirzung
der Lebenszeit der exzitonischen Zusténde. Fiir die optischen Uberginge zwischen den
verschiedenen exzitonischen Zustédnden und dem Grundzustand ergeben sich lorentzfor-
mige Linien im Spektrum. Im Falle starker Pigment-Protein-Kopplung sind die angereg-
ten Zustédnde lokalisiert. Der resultierende Energietransfer wird durch die Forstertheorie
[Ford6) beschrieben. Dabei wird die Transfer-Rate vom Uberlappungsintegral zwischen
dem Emissionsspektrum des Donators und dem Absorptionsspektrum des Akzeptors be-
stimmt. Zudem tritt ein interessanter Effekt auf, wenn ein exzitonischer Zustand mit
einem Ladungstransferzustand mischt. Die starke elektronisch-vibronische Kopplung des
letzteren fithrt dann zu einer ebenfalls stéirkeren Kopplung des exzitonischen Zustands an
die Vielfalt der vibronischen Freiheitsgrade des Proteingeriists. Dieses Szenario entsteht,
wenn z.B. zwei Chromophore so dicht gelegen sind, dass die Wellenfunktionen erheblich
iiberlappen. Dann koppelt der optische Ubergang zusitzlich zur exzitonischen Kopp-
lung an die intermolekularen Ladungstransferzustinde. Experimentelle Beobachtungen
an Chromophoren mit geringem Abstand finden hierin einen Erklarungsansatz, d.h. z.B.
optische Ubergénge mit ausgeprégten vibronischen Seitenbanden, starker Rotverschie-
bung, deutlichem Stark-Effekt sowie starken Druck-Verschiebungen. Ein Ladungstrans-
ferzustand ist polar. Indem die Proteinumgebung polarisiert wird, entsteht eine starke
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Abbildung 2.2: Auftragungen der potentiellen Energie iiber den Normalkoordinaten Q¢ fiir jeweils
Grund- und angeregten elektronischen Zustand fiir zwei verschiedene Normalmoden £ = 1 und £ = 2. Im
linken Bild, fiir £ = 1, nimmt der Kern fiir beide elektronischen Zustédnde dieselbe Gleichgewichtslage
ein, so dass vibronische Schwingungen an keinen der méglichen elektronischen Uberginge koppeln. Der
zugehorige Huang-Rhys-Faktor S betragt Null. Im rechten Bild, fiir £ = 2, liegt eine andere Situation
vor: Zwischen den beiden Gleichgewichtslagen der Kerne besteht ein Versatz 2g¢, so dass vibronische
Schwingungen an die elektronischen Ubergiinge koppeln. S nimmt einen endlichen positiven Wert an.

Kopplung an die vibronischen Freiheitsgrade des Proteins. Daraus resultiert eine starke
Kopplung an intermolekulare Schwingungen und eine starke Anderung des permanen-
ten Dipolmoments beziiglich des Grundzustandes. Im optischen Spektrum schléagt sich
dieser Effekt in einer ausgeprigten vibronischen Seitenbande nieder. Der erste exakte
Ausdruck fiir die lineare Absorption eines einzelnen Chromophores, der an ein Kontinu-
um von harmonischen Schwingungen gekoppelt ist, stammt von Lax und von Kubo und
Toyozawa [Lax52, Kub55|. Eine Moglichkeit, die Kopplung eines Pigments an das Protein
zu beschreiben, wird durch die Spektraldichte geboten. Sie erfasst, wie die verschiedenen
vibronischen Moden des Proteins an einen optischen Ubergang im Pigment koppeln. Die-
ser Ansatz wird im Abschnitt 2.2.4 verfolgt. Fiir einen Proteinkomplex mit mehreren
Chromophoren gibt es keinen exakten Ausdruck, da die Behandlung beider Einfliisse,
Kopplung zwischen den Chromophoren und elektronisch-vibronische Kopplung, mit ei-
ner nicht-storungstheoretischer Methode bisher fiir die Theorie ein ungeléstes Problem
darstellt.

2.2.2 Grundlagen fiir die optische Molekiilspektroskopie

Aufgrund der um drei Gréenordnungen grofleren Masse der Kerne geschieht ein elektro-
nischer Ubergang mit vernachléssighar kleiner Beeinflussung der um Groflenordnungen
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2 Optische Spektroskopie an einzelnen Molekiilen

langsameren Kernbewegung. Geméf dem Franck-Condon-Prinzip ist die Wahrscheinlich-
keit eines Ubergangs proportional dem Produkt aus elektronischem Ubergangsdipolma-
trixelement und dem Uberlapp der Schwingungswellenfunktionen zwischen denen der
Ubergang stattfindet. Die Annahme, dass die Energiedifferenz zwischen dem elektronisch
angeregten und dem Grundzustand linear von der Auslenkung der Kerne aus ihrer Gleich-
gewichtslage abhéngt, fithrt zu harmonischen Potentialflachen mit gleicher Kriimmung fiir
elektronischen Grund- und angeregten Zustand. Die Abbildung 2.2 zeigt die vibronischen
Konfigurationen im Kernpotential in Abhéngigkeit von der generalisierten Kernkoordi-
nate von dem elektronisch angeregten und Grundzustand eines Molekiils fiir zwei ver-
schiedene Normalmoden £ = 1 und £ = 2. In der Born-Oppenheimer-Néaherung wird die
Kernposition auf der Zeitskala des Ubergangs als fest angenommen. Daraus resultieren
bzgl. der Kernkoordinate senkrechte Ubergéinge zwischen den vibronischen Zustéinden der
beiden elektronischen Niveaus, wovon einige in der Abbildung 2.2 eingezeichnet sind. In
der Regel sind die Potentialminima von Grund- und angeregtem elektronischem Zustand,
die jeweiligen Gleichgewichtslagen, je nach Normalmode ¢ aufgrund verschiedener Bin-
dungspotentiale von Grund- und angeregtem Zustand gegeneinander verschoben, wie in
der rechten Teilabbildung 2.2 dargestellt ist. Anschaulich kann man sich vorstellen, dass
sich durch die elektronische Anregung die Verteilung der Ladungsdichte am Pigment ver-
andert. Die Kerne relaxieren in eine neue Gleichgewichtslage. Die Grofe dieser Anderung
spiegelt sich in dem Versatz 2g¢ der beiden Potentialflichen wider. Je gréfier der Wert
von 2g ist, desto stérker koppeln elektronische Uberginge an vibronische Schwingungen.
Uber den Versatz 2g¢ ist der sogenannte Huang-Rhys-Faktor S oc gg definiert [Hua50].
Er wird als MaB fiir die Kopplungsstirke des elektronischen Ubergangs an die Schwin-
gungsfreiheitsgrade im Molekiil verwendet und gibt die Zahl der Schwingungsquanten an,
die bei optischen Ubergéngen im Mittel angeregt werden [Lax52]. Die zum Versatz 20¢
zugehorige Energie hwggg wird Reorganisationsenergie genannt.

2.2.3 Absorption und Fluoreszenz

Der elektronische Ubergang zwischen den beiden vibronischen Grundzusténden des elek-
tronisch angeregten und des elektronischen Grundzustands wird als Null-Null-Ubergang
bezeichnet. Findet dieser mit geniigender Wahrscheinlichkeit statt, wird im Spektrum
eine scharfe Linie erzeugt, die sogenannte Null-Phononen-Linie (ZPL). Der Begriff ,,Pho-
non“ wurde aus der Festkorperphysik iibernommen und wird in der Literatur vielfach im
Gebiet der Proteine verwendet, obwohl ein Phonon streng genommen nur fiir das peri-
odische Gitter eines endlos ausgedehnten Festkorpers definiert ist. Die spektrale Position
der ZPL stimmt fiir Absorption und Emission iiberein. In der Abbildung 2.3 sind ein
berechnetes Absorptions- und Emissionsspektrum dargestellt. Je nachdem wie stark der
elektronische Ubergang an Proteinschwingungen koppelt, werden bei der Absorption ho-
here vibronische Niveaus des elektronisch angeregten Zustands, oder bei der Emission des
elektronischen Grundzustands, angeregt. In den Spektren bilden sich durch diesen Pro-
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2.2 Photophysik eines Makromolekiils

Abbildung 2.3: Berechnetes Absorptions-
bzw. Emissionsspektrum aufgetragen iiber
der Energie. Die beiden spektralen Ver-
.. ldufe iiberschneiden sich in der Mit-
Null-Phorpnen-Linie te in einer Linie, der Null-Phononen-
Linie (ZPL), die gleichzeitig die jeweili-

gen Schwingungsseitenbanden (PSBs) in-

einander spiegelt. Der Abstand zwischen

. den Schwerpunkten der beiden PSBs wird
Absorptlon als Stokesverschiebung bezeichnet. Fiir die
Berechnung wurden folgende Werte an-
genommen: S = 2 (Huang-Rhys-Faktor),

Fluoreszenz

(AR wm = 25cm™! (mittlere Schwingungsfre-
Stokes-Versehiebung quenz) und I'y, g = 15 cm™! (Linienbreite

VOn Wy, ).

zess breit ausgeschmierte Schwingungsbanden aus, die Schwingungsseitenbanden genannt
werden. Absorptions- und Emissionsspektrum sind zur spektralen Position der ZPL in
der Mitte spiegelsymmetrisch angeordnet. Die Verschiebung der Schwerpunkte der bei-
den Spektren gegeneinander ist als Stokesverschiebung bekannt. Das Verhéltnis der in-
tegrierten Intensitdat der ZPL Izp;, zur Gesamtintensitiat aus Izpr, und der Intensitét der
Schwingungsseitenbande Ipgp ergibt den Debye-Waller-Faktor [Orr93]

IZPL

T = ———M——
apw(T) Izpr, + Ipsp

der dem Verhiltnis der Oszillatorstiarke des 0-0-Ubergangs zur gesamten Oszillatorstirke
entspricht. Er ist ein Maf fiir die Starke der Elektron-Phonon-Kopplung und ist tempe-
raturabhiingig. Uber die Beziehung

apw (T) = e_S(T)

héngt er mit dem im Abschnitt 2.2.2 eingefithrten Huang-Rhys-Faktor S zusammen.
Hofmann et al. haben mittels multivariater Spektrenanalyse am LH2 fiir die Ubergénge
der B800-Anregung ein apw zwischen 0,4 und 0,9 bestimmt, was in die Region einer
schwachen Elektron-Phonon-Kopplung fillt [Hof05].

In der Néherung eines harmonischen Oszillators lassen sich die Franck-Condon-Faktoren
folgendermaflen berechnen:

(Sk)"™ e

2
F° =
. Vi !

wobei a fiir elektronisch angeregt und g fiir den elektronischen Grundzustand steht und
Sk und v, der Huang-Rhys-Faktor und die Schwingungsfrequenz der an den elektro-
nischen Ubergang gekoppelten k-ten Normalschwingung sind. Die Sj ergeben sich zu
Sp = mh~ ey, (AQk)2, wobei AQ);, ein MaB fiir die Geometrieéinderungen der Kerne zwi-
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2 Optische Spektroskopie an einzelnen Molekiilen

schen Anfangs- und Endzustand ist.

2.2.4 Modellierung der spektralen Form

Trifft eine elektromagnetische Welle auf ein Molekiil, dessen Energieniveaudifferenz zwi-
schen Grund- und angeregtem Zustand der Photonenenergie Aiw des eingestrahlten Lichts
entspricht, so kann Energie absorbiert werden. Der Absorptionsquerschnitt a(w) wird an
Hand der Energieverlustrate des eingestrahlten elektrischen Feldes und dem Energiefluss
des Feldes, dem Poyntingvektor Sp bestimmt

a(w) =~ (%E) | (2.1)

2

FEet beschreibt das eingestrahlte Feld, und der Poyntingvektor ist als Sp = o ‘EO

definiert, wobei ¢ der Vakuumlichtgeschwindigkeit und n dem Brechungsindex und FEj
der Amplitude des externen Feldes

E(t) = Ey & cos(wt) (2.2)

mit der Frequenz w entspricht. £ ist der Einheitsvektor in Richtung der Polarisation des
Feldes. Die Energieverlustrate des externen Feldes ist der Rate des im Molekiil optisch
induzierten Ubergangs proportional

Aoy = —hw kg dt | (2.3)

Zur Berechnung der Absorption benétigt man noch die Kopplung zwischen dem einge-
strahlten Feld und dem optischen Ubergang. In Dipolnéherung erhilt man

—

Vaa(t) = VI cos(wt) = —E(t)fiac (2.4)
wobei VA%) = FEy€'liac der Kopplung zum Zeitpunkt ¢t = 0 und jiag = fdQ\IJEcZ\IJA (mit
d dem Dipolmoment-Operator und ¥q, Waden elektronischen Zustéinden im Grund- bzw.

angeregten Zustand) dem Ubergangsdipolmoment im Molekiil entsprechen. Nach Fermis
Goldener Regel ist die Ubergangsrate durch

2 2
F= ‘v@‘ 5 (hw + Eg — Ey) (2.5)
gegeben. Bezieht man nun die Schwingungsfreiheitsgrade ein und vernachléssigt geméfl

der Condon-N#herung die Abhingigkeit des Ubergangsdipolmoments von den vibroni-
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2.2 Photophysik eines Makromolekiils

schen Freiheitsgraden, erhélt man fiir die Rate

2

21 S
haon =52 f(wa) | [ dQxG, xa,| B liiaal” cos® (¢) 0 (hw + Eg, — En,) . (26)
,J

Um die Orientierung des Molekiils zum eingestrahlten Feld zu beriicksichtigen, wurde das
Skalarprodukt |&fiac|® = |fac|” cos? ¢ verwendet. Die vibronischen Zustéinde sind als yg,
und x4, aufgefiihrt, jeweils fiir Grund- und angeregten Zustand. Setzt man nun die Rate
zusammen mit dem Poyntingvektor in die Gleichung fiir den Absorptionsquerschnitt ein,
so erhélt man entsprechend [Lax52] schlieBlich

Am’w

o (w) = = |jirc|* cos ¢ Do (w). (2.7)

Fiir die Fluoreszenz entnimmt man der gleichen Referenz

4w3n3

1) = Taa

|iac|’ cos® o Dr (w). (2.8)

Dabei wurden die Linienform-Funktion D, (w) und D; (w) gebildet. Erstere ist gegeben

durch
= Z f (sz‘)
(2]

Die Linienform-Funktion der Emission unterscheidet sich nur durch Wechsel der Vorzei-
chen innerhalb der Deltafunktion, da hier der angeregte Zustand der Anfangszustand
der Betrachtung ist. Dadurch sind die beiden Funktionen spiegelsymmetrisch. Alternativ
kann die Deltafunktion in Gl. 2.9 als Zeitintegral dargestellt werden

2

dQ x&. xa,| 6 (w+wa, —wa,) - (2.9)

1 i 2
=5 X flea) [ar| fa@ x| @l )
T 4= 7 J
/L’J — 00
Fiihrt man nun den Operator Hg mit
HG XG; = hsz‘XGi (211)

ein, kann die Gl. 2.10 umgeschrieben werden in

at [ag 7 kgﬁ) Lyt Lot 2.12
/ /QTT fomn ( )}“p(ﬁ ot) e (<) 22

Diese Funktion stellt die vibronische Bewegung innerhalb der Potentialfliche des elektro-
nischen Grundzustands in Relation zu derselbigen des angeregten Zustands. In der Praxis
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2 Optische Spektroskopie an einzelnen Molekiilen

kénnen die quantenmechanischen Zusténde eines makroskopischen Reservoirs, das mit ei-
nem System aus Chromophoren interagiert, nicht explizit berechnet werden. Dies trifft
insbesondere auf ein willkiirlich eingefrorenes, ungeordnetes Losungsmittel als Umgebung
zu. Handelt es sich bei dem Reservoir jedoch um eine weitestgehend geordnete Struktur,
die bei gentigend tiefer Temperatur nur kleine Oszillationen um die Gleichgewichtslage
zulésst, dann ist eine harmonische Naherung moglich. Dafiir legt man einen stationédren
Punkt im Konfigurationsraum fest, der einem globalen Minimum, der Gleichgewichts-
lage entspricht. Dann konnen die Kernbewegungen als Superposition von voneinander
unabhéngigen, harmonischen Schwingungen aufgefasst werden. Dabei haben die Oszilla-
tionen der individuellen Atome innerhalb einer Normalmode alle die gleiche Frequenz.
Nur die Amplituden, die von der jeweiligen Masse bestimmt werden, unterscheiden sich.
Die Potentialfliche ®;(r) fiir den elektronischen Zustand ¥, wird bis zur zweiten Ord-
nung in der Kernauslenkung R(t¢) in einer Taylorreihe entwickelt. Nach Einfithren von
Normalkoordinaten g erhélt man fiir den Hamiltonoperator der vibronischen Bewegung

2 2
. p ) N{“’g ) 2
H(j) = _£ —i—CI) + — < — ]> . 2.13
vib §£ 2 c 0 (]) 9 Qe — 4¢ ( )

Der erste Teil der Summe iiber £ beschreibt die kinetische Energie der Kerne, der zweite
und dritte beinhalten die potentielle Energie des elektronischen Zustands j in der Gleich-
gewichtslage und fiir eine kleine Auslenkung der Kerne. Dabei ist pe der Impuls, p, die
reduzierte Masse und we die Frequenz des {-ten Oszillators, und qéj ) ist die zum jeweiligen
elektronischen Zustand W, gehorige Minimumposition der Potentialfléche. Die verschie-
denen vibronischen Frequenzen we sollten zwar unabhéngig vom elektronischen Zustand
sein, aber die beiden Potentialflichen vom Grund- bzw. angeregten Zustand sind entlang
der verschiedenen Normalmodenkoordinaten gegeneinander um

Hew A G
29¢ = 2\/;—; (q§ '~ gt )> (2.14)

verschoben. Unter Beriicksichtigung der Schwingungsbewegung ergibt sich fiir die Lini-

enfunktion .
Dy (w) = QL / dt ¢ wac)t (G =C0), (2.15)
T

mit der Ubergangsenergie Awag = @f) — @8), die durch die Werte der zugehorigen vi-
bronischen Gleichgewichts-Konfigurationen der entsprechenden Potentialflichen definiert

wird. Die zeitabhéngige Funktion G(¢) im Exponenten wird durch

[eo]

G(t) = /dw Jac(w) {(1+n(w)) e+ n(w) eiwt} (2.16)
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gegeben. Hier wurde die Spektraldichte

Jac(w) = Zggd(w — we) (2.17)
3

analog zu [Ren02] eingefiihrt. Sie beschreibt, wie Schwingungen mit der Frequenz w = we
an den optischen Ubergang des Pigments koppeln. n(w) = (exp (hw/kgT) — 1)~ ist die
Bose-Einstein-Verteilung. Sie beschreibt die Anzahl der bei einer gegebenen Temperatur
im Mittel angeregten Schwingungsquanten. Fiir kleine Temperaturen ist n(w) ~ 0. Daraus

erhalt man fir T— 0

G(t) = /dw J(w)e vt (2.18)
0
und zum Zeitpunkt ¢t = 0

o0

G(0) = /dw J(w) =S5, (2.19)

0
wobei S = [ dwJaa(w) = Y g dem Huang-Rhys-Faktor entspricht. Er ist ein Maf} dafiir,
3

wie stark die vibronischen Schwingungen an den elektronischen Ubergang koppeln. Nun
kann man die Linienform-Funktion in zwei Teile zerlegen:

+oo

-5
D)= / dt e=re)t (660 _ 1 4 1) = Z(w) + B(w) . (2.20)
T
Der erste Summand Z(w) = exp (—S) d(w — wag) beschreibt die Null-Phononen-Linie
und der zweite das vibronische Seitenband

+oo
-5
B(w) = 627 /dt ellwmwac)t (oG 1), (2.21)

—00

Als néchstes kann die Exponentialfunktion in eine Taylorreihe entwickelt werden

1 = 1 .y

M =% Al (G (1)) = il / dw' J (o) e 1"t (2.22)

=0 =0 0

und in die Gleichung fiir das Seitenband eingesetzt werden:
+oo e’} J
B(w) = i dt elw—wac)t i 1 dw' J (W) e 't (2.23)
C2r —j! ' '
—00 - 0
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Vertauscht man nun die Zeit und Frequenzintegrale

J

SZ% /dwl“'/d“’j J(w1)..J () 0(w—wac—wi— ... —w;) (2.24)

Jj=1

und substituiert @ = w — waq , dann muss fiir die Integration gelten: @ = wy + ... + w; .
Daraus folgt, dass man das Integral in guter Naherung als n-fache Faltung des ersten
Summanden schreiben kann

B(w) = eS; % 0, (@) . (2.25)

Dabei ist i
@Mm:/ﬁwJ@g@A@—w) (2.26)
Igt@mwyzj@). (2.27)

Nun wird eine lorentzformige! Spektraldichte angenommen: J (w) = S f (w) mit

0l

fw)= 2 5 ) 2.29
(w) o (@) (2.29)

wobei gilt: [dw J(w) =S [dw f(w)=S. Um die Funktion f(w) j mal mit sich selbst
zu falten, betrachtet man ihre Fourier-Darstellung

17 o , 1. ,
flw)= gy / dt e7t elomt o731 dh. f (1) = ge‘w“‘t e 2l (2.30)

Dann erhilt man nach oben aufgefiithrter Rechnung und dem Faltungsgesetz fiir die Funk-

tion © .
' 2 (2.31)
0 (w) =& ———2——— -
(W —jww) +(3)

'Eine spontane Emission enthilt aufgrund der Abstrahlungsddmpfung ein Kontinuum von Frequenzen.
Die Relaxationszeit des Ubergangs bestimmt die homogene Linienbreite der Emission des einzelnen
Molekiils. Thre spektrale Form wird durch eine Lorentzkurve

21 om
I (w/) _ ZPL Th

2.28
™ 4 (wo - w/>2 + ’7}210m ( )

mit der Halbwertsbreite Yhom (FWHM), der energetischen Lage wg und der Intensitéit Izpy, beschrie-
ben.
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Fiir den geneigten Leser wird im Anhang A die Gleichung 2.31 durch vollstandige Induk-
tion verifiziert, was bisher nicht in der Literatur aufgefithrt wurde. Mit diesem Ergebnis
wird die vibronische Seitenbande fiir eine lorentzférmige Spektraldichte zu

Blw) =¢ " Z %@j (W) . (2.32)

Die GI. 2.32 wird im Kapitel 6 zur Simulation der Linienform in verschiedenen Spektral-
bereichen verwendet. Hayes et al. sind zur Simulation ihrer Lochbrennspektren von einem
dhnlichen Ansatz ausgegangen [Hay94, Pul95].

2.3 Konfokale Mikroskopie

2.3.1 Einfithrung

Die bislang addquateste Methode, um auf optischem Weg ein einzelnes Molekiil zu unter-
suchen, besteht darin, aus einem kleinen Proben-Volumen, in dem sich aufgrund starker
Verdiinnung hochstens ein einziger Chromophor befindet, die laserinduzierte Fluores-
zenz zu sammeln. Die Fortschritte der letzten 15 Jahre in der Detektortechnik haben
dafiir den Weg bereitet, mit dem Prinzip des konfokalen Mikroskops einzelne Molekiile
nachzuweisen und zu untersuchen. Durch diese Methode werden die Ideen aus optischer
Mikroskopie, bei der nur Licht von der Probe gesendet oder empfangen wird, und Raster-
Tunnel-Mikroskopie, bei der die Untersuchung der Probe lokal mit Hilfe eines kleinen
Objekts erfolgt, vereint. Anstelle einer scharfen Spitze vermittelt hier das Molekiil selbst
seine Untersuchung.

Lochblende Linse Probe Lampe
B

Abbildung 2.4: Eine Probe wird von
einer Lampe angeregt und iiber eine
4 Linse abgebildet. Die Lochblende lisst
= : ' Licht von dem eingezeichneten Fluoro-
e phor gerade passieren, wahrend Licht
von auferhalb des Fokuspunkts grof3-

teils abgeschnitten wird.
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Lochblende Linse Probe Linse Lampe
£

Abbildung 2.5: Zusitzlich zu der in
Abbildung 2.4 gezeigten Konstellation
wird nun die Probe selektiv angeregt.
Der Fluorophor hat eine konfokale Po-
sition, da er sich sowohl im Fokuspunkt
der Lichtquelle als auch im Fokuspunkt
der Lochblende befindet.

Lochblende Linse Probe Linse Lampe
£

Abbildung 2.6: Im Gegensatz zu der
y in Abbildung 2.5 dargestellten Situati-
—-  on befindet sich nun der Fluorophor au-
Berhalb des konfokalen Volumens. Sein
schwaches Streulicht wird von der Loch-
blende fast vollstdndig abgeschnitten.

2.3.2 Konfokales Prinzip

Das Prinzip der konfokalen Mikroskopie wurde bereits 1957 von Marvin Minsky vorge-
schlagen [Min57, Min88], blieb jedoch weitgehend unbeachtet. Das lag vermutlich am
Mangel von starken Lichtquellen und leistungsfahigen Computern, um mit den Daten-
mengen umzugehen. Nach Ablauf des Patents um 1979 wurde das Prinzip an zwei ver-
schiedenen Stellen gleichzeitig erneut erfunden: einmal theoretisch von Sheppard in Ox-
ford und experimentell vom holliandischen Physiker Brakenhoff [Bra85|. Die konfokale
Technik ermdoglicht mikroskopische Aufnahmen mit gesteigertem Kontrast im Vergleich
zu konventioneller optischer Mikroskopie, was insbesondere fiir dicke Proben gilt. Somit
konnen insbesondere bei dicken Proben direkt Tiefenschnitte abgebildet werden, ohne
dass die Probe zuvor mit Hilfe spezieller Praparationsverfahren zerstért werden muss.
Die Idee dieser Methode verlangt, dass dem gewiinschten Signal iiberlagertes Streulicht
aus der Umgebung eingeddmmt wird. Dies gelingt, indem man das betrachtete Volumen
moglichst stark einschréinkt. Zwei Faktoren bestimmen die Begrenzung des Volumens:
zum einen die Beleuchtung und zum anderen eine geeignete Selektion vor dem Detektor.
Letzteres wird dadurch erreicht, dass eine Lochblende vor dem Detektor Licht aus dem
Fokuspunkt vollstédndig passieren lasst, wiahrend Licht von auflerhalb des Fokuspunkts
nur sehr wenig durchdringen kann (s. Abbildung 2.4).

Zuséatzlich ist man bemiiht, das Anregungsvolumen moglichst klein werden zu lassen. Da-
zu bildet man eine nahezu punktféormige Lichtquelle, die im Idealfall ein gauBférmiges
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Lochblende i Linse Probe
=2

Abbildung 2.7: Durch einen Strahlteiler wird
ein einfaches koaxiales konfokales Mikroskop er-
moglicht. Die Linse vor der Probe fokussiert
den Strahl der Beleuchtungsquelle auf die Probe.
Gleichermaflen sammelt die Linse das Licht von
der Probe und fokussiert es auf die Lochblende.

Ll «
i
=
=
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Strahlprofil aufweist, auf die Probe ab (s. Abbildung 2.5). So wird sichergestellt, dass
sich die Fokusgrofle der Anregung in der Groflenordnung der Beugungsgrenze befindet.
Das auf diese Art und Weise selektierte Detektionsvolumen entspricht genau dem Anre-
gungsvolumen, worin der Name , konfokales Mikroskop* seinen Ursprung hat. Licht von
auferhalb des konfokalen Volumens wird doppelt diskriminiert. Einerseits wird dort nur
sehr schwach angeregt und andererseits wird der grofite Teil dieses Lichts durch die Loch-
blende ausgeblendet (s. Abbildung 2.6). Daraus resultiert die besonders hervorzuhebende
Tiefenselektion. Alle axial auflerhalb der Fokusebene liegenden Fluorophore werden als
unscharfe Flache auf die Lochblende abgebildet (s. Abbildung 2.7). Das Verhiltnis dieser
Flache und der Grofle der Lochblende bestimmt den Grad der Diskriminierung. Der Preis
fiir den verbesserten Kontrast, der mit dieser Messmethode erreicht wird, ist, dass immer
nur ein Punkt abgebildet wird. Um ein vollstdndiges Abbild der Probe zu erhalten, muss
diese daher abgerastert werden.

An dieser Stelle soll noch darauf eingegangen werden, dass beim konfokalen Mikroskop
zur Beleuchtung iiblicherweise ein Laser als Anregungsmedium dient. Beim herkommli-
chen Lichtmikroskop hingegen wird im Normalfall eine inkohédrente Lampe verwendet.
Kohérente Beleuchtung, wie z.B. mittels Laser, fiihrt in der Mikroskopie grundsétzlich zu
Problemen, da ungewollte Interferenzerscheinungen die Abbildungsqualitéit vermindern.
Gliicklicherweise spielen beim konfokalen Mikroskop Interferenzeffekte in der Form keine
Rolle, da wihrend sich der fokussierte Strahl iiber die Probe bewegt, immer nur ein Punkt
zur Zeit beleuchtet wird. Somit kann ein anderer heller Punkt aus der Umgebung keinen
Interferenzbeitrag leisten. Daher treten in der Konsequenz keine speckle-Effekte auf, die
zu Problemen fithren wiirden.

2.3.3 Laterale und axiale Auflosung

Im Folgenden wird die Auflésung eines Mikroskops beschrieben. Da eine allgemeine Dar-
stellung der funktionellen Zusammenhénge in drei Dimensionen relativ komplex ist, wer-
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den die beiden Anteile fiir laterale und axiale Auflésung separat als Spezialfille behandelt.
Zunéchst werden die Beugungseigenschaften einer Linse betrachtet. Die Abbildung 2.8
zeigt die Intensitétsverteilung im Fokus einer mit einem kollimierten Strahl beleuchteten
Linse. Die Hauptintensitéit in der Mitte bis zum ersten Minimum ist als Airy-Scheibe
bekannt. Sie wird von konzentrischen Beugungsringen begleitet, die die Auflosungsfi-
higkeit der Linse begrenzen. Das Beugungsmuster wird von der point-spread-Funktion
(PSF) p(z,7) beschrieben, wobei in der Abbildung 2.8 der Fall fiir z = 0 dargestellt
ist. Bei Abbildung eines beliebigen Objekts erhélt man als Ergebnis immer eine Faltung
der Objektfliche mit der PSF. Mit diesem Wissen erscheint es sinnvoll, die Grofle der
Lochblende beim konfokalen Mikroskop auf die Ausdehnung des Hauptmaximums der
PSF des verwendeten Objektivs abzustimmen. Bei der Wahl einer zu kleinen Lochblende
verliert man Intensitéit, ohne an Auflésung zu gewinnen. Wihlt man eine zu grofie Loch-
blende, gewinnt man an Intensitdt verliert aber entscheidend an nétiger Auflésung, falls
man beabsichtigt, die Fluoreszenz einzelner Molekiile separat darstellen zu konnen. Bei
der Airy-Scheibe handelt es sich um die gebrauchlichste Ndherung der lateralen PSF fiir
kreisrunde Aperturen in ihrer Fokusebene. Streng genommen gilt sie nur fiir paraxiale
Systeme, d.h. fiir Systeme mit kleiner numerischer Apertur NA = n sin), wobei n dem
Brechungsindex des Mediums und ¥ dem halben Winkel des Lichtkegels, der zu einem
Punkt hin konvergiert oder von einem Punkt weg divergiert, entsprechen. Somit ist diese
Néaherung effektiv keine besonders gliickliche Wahl fiir ein Mikroskop. Dennoch wird die
Airy-Scheibe fiir gewo6hnlich aufgrund ihres recht einfachen Formalismus

27 (p)
P) = 2
P

(2.33)

zur Beschreibung der lateralen Auflésung verwendet. J; ist dabei die sphérische Bessel-

funktion erster Ordnung und

27 r
= ——NA 2.34
P=T (2.34)

die reduzierte Variable entlang der zur optischen Achse transversalen Ebene, wobei r
dem Abstand zur optischen Achse, V' der Vergroflerung des Objektivs, A der Wellenlédnge
des Lichts und NA der numerischen Apertur entsprechen. Aufgrund der Rotationssym-
metrie der meisten optischen Komponenten hat die laterale PSF auch in der Regel die
Eigenschaft, rotationssymmetrisch zur optischen Achse zu liegen, d.h. senkrecht zur op-
tischen Achse ist jede Richtung gleichwertig. Tatséichlich unterscheidet sich die Losung
fiir p(™ (p), die man mit Hilfe recht aufwendiger Mathematik ohne Niherung erhilt, fiir
grofle N A qualitativ auch nicht von der Airy-Funktion. Der interessierte Leser findet eine
ausfiihrliche Behandlung in der Ref. [Web96]. Die Hauptabweichung besteht darin, dass
die korrekte laterale PSF ein wenig breiter ist als die der Ndherung und die Intensitét
der Beugungsringe nie ganz Null wird.

Ebenfalls mit einer einfachen mathematischen Umschreibung erhélt man in der paraxialen
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2.3 Konfokale Mikroskopie

Abbildung 2.8: Point-spread-Funktion eines konven-
tionellen optischen Mikroskops. (Fiir Details s. Text)

Néherung
. C/ 2
sin
PN () =p(p=0)= ( z 4) (2.35)
7
fiir die axiale PSF, wobei
2
¢ = n—KNAQz (2.36)

der reduzierten Variable in z-Richtung entspricht.

Geméfl dem Rayleigh-Kriterium ist die Auflésung einer optischen Komponente trans-
versal zur optischen Achse als der Radius der Airy-Scheibe definiert. Aus der lateralen
point-spread-Funktion p™ (p) erhélt man somit fiir die zur optischen Achse transversalen
Auflésung eines konventionellen optischen Mikroskops

A

nsind

TAiry = 0,61 (2.37)
Beim konfokalen Mikroskop héngt die Auflésung vom konfokalen Volumen ab. Durch die
allgemeine Gleichung p (¢, p) wird seine Beleuchtung beschrieben. Gleichzeitig bestimmt
die gleiche dreidimensionale PSF das Detektionsvolumen. Im Falle identischer optischer
Komponenten fiir Anregung sowie Detektion (s. Abbildung 2.7) erhélt man fiir die drei-
dimensionale PSF des konfokalen Mikroskops somit

Pront (G, 0) =0 (¢, p) X p(C,p) (2.38)

also das Quadrat der PSF des herkommlichen Mikroskops (vergl. Abbildung 2.8).

Mit Verwendung von Objektiven grofler NA in Verbindung mit entsprechend kleinen
Lochblenden l&sst sich das konfokale Volumen aufgrund des Beugungslimits nicht unter
einen Wert von ungefihr einem Mikrometer bringen [Rig93]. Jedoch kann z.B. mit Hilfe
des Verfahrens der , stimulated emission depletion® eine Schmélerung des Anregungsvolu-
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2 Optische Spektroskopie an einzelnen Molekiilen

mens bis zu einem Faktor von 18 in Bezug auf ein herkommliches konfokales Mikroskop
erreicht werden [Kla00]. Das Ergebnis der Funktion (2.38) ist in Abbildung 2.9 darge-
stellt. Durch das Quadrieren entsteht ein schéirferes Maximum, wodurch sich eine etwas
bessere laterale Auflésung ergibt

0,61 A
Tkonf = - .
kont V2 nsind

(2.39)

Selbstverstandlich gilt die Gleichung (2.39) nur im Falle guter Konfokalitét, d.h. bei der
Wabhl einer geeigneten Lochblende fiir das jeweilige Objektiv.

Die starke Kontrastverbesserung des konfokalen Mikroskops kommt zum Vorschein, wenn
man seine Abbildungseigenschaften von Objekten betrachtet, die auflerhalb der Fokusebe-
ne liegen. Entlang der optischen Achse ergibt sich fiir die axiale PSF

NG 4
oD () = proe (C.p = 0) = (% /4) | 210

Geméfl dem Rayleigh Kriterium wird auch die Auflésung in 2-Richtung wieder {iber
eine Intensitdtsminderung von 26 % in der Verbindungslinie zwischen zwei gleichhellen
abgebildeten Objekten definiert

nA

A =15——.
Zkonf 75NA2

(2.41)
Diese enorme axiale Auflosung wird beim konfokalen Mikroskop real erreicht, d.h. zwei
gleichhelle Punkte auf der optischen Achse im Abstand Azy.,s konnen tatséchlich aus-
einander gehalten werden. Die Sichtbarkeit oder Trennbarkeit zweier Objekte wird al-
lerdings nicht ausschliefilich vom Kontrast, sondern auch wesentlich vom Rauschen be-
stimmt. Dieses kann nicht beliebig reduziert werden. Die untere Grenze wird von den
statistischen poissonverteilten Prozessen der Ankunft von Photonen bestimmt, dem so-
genannten Schrot- oder Quantenrauschen. Die Qualitit des Signals héngt somit nicht nur
vom Kontrast, sondern auch stark von der Beleuchtung ab. Dadurch, dass beim konfo-
kalen Mikroskop Punkt fiir Punkt nacheinander beleuchtet wird, kann die Probe beim
konfokalen Mikroskop mit deutlich hoherer Intensitédt bestrahlt werden als beim konven-
tionellen Mikroskop. Dariiber hinaus ergibt sich durch das Abrastern ein weiterer Vorteil.
Die Probe wird nur lokal mit Licht belastet, d.h. wéhrend z.B. ein Fluorophor untersucht
wird, befinden sich alle andern zu dem Zeitpunkt in Dunkelheit und kénnen somit in
dieser Zeit nicht photobleichen.

Im Gegensatz zur herkémmlichen Mikroskopie ist die konfokale Mikroskopie ein digitales
Bildgebungsverfahren, d.h. eine stérkere Vergroflerung erfolgt nicht durch Auswechseln
des Objektivs, sondern durch eine feinere Abrasterung. Da die Auflésung jedoch durch
die Beugungsbegrenzung des konfokalen Volumens bestimmt wird, hat eine beliebig fei-
ne Rasterung keinen Sinn. Dem Nyquist-Shannonschen Abtasttheorem zu Folge sollten
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Abbildung 2.9: Laterale point-spread-Funktion eines
konfokalen Mikroskops. Man erhélt sie durch Qua-
drieren der Airy-Funktion (s. Abbildung 2.8).

jedoch mindestens 2,3 Rasterschritte fiir eine Fliche in der Grofle der entsprechenden
Schnittflache des konfokalen Volumens transversal zur optischen Achse vollfithrt werden,
wenn keine Informationen verloren gehen sollen. Fiir digitale Abbildungssysteme wird
zur Bestimmung der Auflosung iiblicherweise das Sparrow-Kriterium verwendet. Hierbei
wird das Rayleigh-Kriterium in der Weise ergénzt, dass, anders als beim menschlichen
Auge, Kontrastverstiarkung und Hintergrundkorrekturen moglich sind.

Die konfokale Mikroskopie bietet ideale Voraussetzungen zur optischen Untersuchung
einzelner Fluorophore. Durch die hohe axiale Auflésung ergibt sich eine grofie Flexibi-
litdt und Akzeptanz, unterschiedlichste Probentypen, in Form und besonders Tiefe, zu
spektroskopieren. Unerwiinschte Hintergrundstrahlung, wie z.B. Ramanstreuung, von au-
Berhalb des konfokalen Volumens wird effektiv ausgeblendet. Als Observable dient bei der
Detektion einzelner Molekiile immer deren Fluoreszenz. Um sicher zu gehen, dass beim
Abrastern einer Probe sich tatséchlich nur ein einiges Molekiil zur Zeit im konfokalen Vo-
lumen aufhélt, muss die Probe hinreichend stark verdiinnt sein, so dass die Molekiildichte
kleiner wird als die laterale Auflésung der Apparatur. Auf den experimentellen Aufbau
wird im néchsten Abschnitt genauer eingegangen. Viele Anwendungen der konfokalen Mi-
kroskopie zur Untersuchung einzelner Molekiile werden in [Rig01, Zan02, Bas97, Tam00]
vorgestellt, in [Paw91] wird insbesondere die Untersuchung makroskopischer Systeme,
z.B. Visualisierung biologischer Zellen, behandelt.
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3 Experiment

3.1 Aufbau des konfokalen Spektrometers

3.1.1 Einfithrung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein konfokales Spektrometer fiir Raum- und Tieftem-
peratur-Messungen aufgebaut. Fiir Experimente am PS I lag der Anspruch darin, die
Fluoreszenz einzelner Molekiile bei tiefen Temperaturen detektieren zu kénnen. Da sich
bei Raumtemperatur diverse technische Details einfacher losen lassen, wurde zunéchst
ein Aufbau zur Messung von Proben bei Raumtemperatur erstellt. Als ein wesentlicher
Punkt von vielen sei diesbeziiglich beispielsweise das Objektiv genannt. Da ein einzelnes
Molekiil nicht viel Licht abgibt und dariiber hinaus im allgemeinen in alle Raumrich-
tungen abstrahlt, sollte das Objektiv moglichst viel Licht einsammeln kénnen, also eine
moglichst grofie numerische Apertur haben. Fiir die Mikroskopie bei Raumtemperatur
ist der Markt sehr grof3, so dass das Sortiment an Objektiven mit grofler numerischer
Apertur und immer kleineren optischen Aberrationen stindig erweitert wird. Der grofite
erreichbare Wert fiir die numerische Apertur liegt bei NA = 1,65!. Nun stellt man fest,
dass fiir Tieftemperatur-Anwendungen nur eine ganz begrenzte Anzahl von Herstellern
iiberhaupt Objektive anbietet, da der Markt vergleichsweise sehr klein ist. Beim Abkiih-
len im fliissigen Helium ist das Objektiv grolen mechanischen Belastungen ausgesetzt.
Ungiinstigerweise sind gerade die Objektive mit grofler numerischer Apertur bei zugleich
moglichst klein gehaltener optischer Aberration die mechanisch empfindlichsten. Dennoch
lassen sich geeignete Objektive finden, die sogar die theoretisch grofitmogliche numeri-
sche Apertur im fliissigen Helium von NA = 0,95 beinahe erreichen. Allerdings sind
aufgrund der Verzerrungen bei tiefen Temperaturen die optischen Aberrationen entspre-
chend grofler als bei Raumtemperatur. In diesem Kapitel werden einige Details beschrie-
ben, wie man dieses und einige andere Probleme 16st, um schlieflich ein messbereites
Einzelmolekiil-Spektrometer fiir tiefe Temperaturen fertigzustellen. Dafiir wird zunéchst
eine Funktionsiibersicht gegeben, bevor im Anschluss einzelne Komponenten néher er-
lautert werden.

!Dieser Wert wird nur mit Hilfe von speziellem Immersionssl und speziellen Deckglischen erreicht

51



3 Experiment

3.1.2 Funktionsweise und Ubersicht

Abbildung 3.1 zeigt eine schematische Darstellung des optischen Gesamtaufbaus. Er un-
tergliedert sich in einen Raumtemperatur- und einen Tieftemperaturauftbau. Beide teilen
sich aus 6konomischen Griinden den Anregungs- und Detektionszweig. Man beachte, dass
im Schema sdmtliche Lichtwege simultan aufgezeigt werden. Dies dient nur der Anschau-
ung und hat messtechnisch keinerlei Relevanz. Um die Funktionsweise der Apparatur am
einfachsten nachzuvollziehen, ist es hilfreich den Lichtweg von Quelle bis Detektor zu ver-
folgen. Der aus der Faser austretende Laserstrahl wird durch ein Objektiv in geeignetem
Abstand kollimiert und iiber einen dichroitischen Strahlteiler in den Strahlengang des
konfokalen Mikroskops eingespeist. Von dort an bis zur Probe sind der Anregungsstrahl
und der Strahl der Fluoreszenz, der nachgewiesen werden soll, deckungsgleich. Wie bereits
im Abschnitt 2.3.2 erwéhnt wurde, besteht beim konfokalen Mikroskop die Notwendig-
keit, die Probe abzurastern, um ein vollsténdiges Bild der Probe zu erhalten. Technisch
wird dies realisiert, indem entweder die Probe orthogonal zum Anregungsstrahl verscho-
ben wird oder der Anregungsstrahl iiber die Probe bewegt wird. Letztere Losung hat
gegeniiber der ersteren einige wesentliche Vorteile. Zum einen liegt die Rastergeschwin-
digkeit hoher, zum anderen ist die mechanische Toleranz aufgrund der verkleinernden
Wirkung des Objektivs weniger kritisch. Dariiber hinaus erfordert erstere Methode ins-
besondere bei tiefen Temperaturen einen grofien technischen Aufwand und wird daher von
den wenigsten Gruppen praktiziert. Dementsprechend verwendet das im Rahmen dieser
Arbeit aufgebaute konfokale Mikroskop auch die letztere Methode. Die néchste optische
Komponente im Strahlengang in Richtung zur Probe ist daher ein Galvano-Spiegeldreher,
der den Anregungsstrahl in x- und in y-Richtung ablenken kann. Somit kann von hier
aus mit dem Laserstrahl z.B. eine Kegel- oder Pyramidenoberfliche abgefahren werden.
Um diese Strahlablenkung zum Abrastern der Probe nutzen zu kénnen, muss sie in ei-
ne fokussierende Bewegung iiberfithrt werden. Die einfachste optische Losung bietet ein
telezentrisches System, dass aus zwei Linsen besteht. Im Fokuspunkt der ersten Linse
befindet sich der Galvano-Spiegeldreher. Des Weiteren iiberlagern sich die Fokuspunkte
beider Linsen in der Mitte zwischen sich. Der zweite Fokuspunkt der zweiten Linse féllt
mit der Hauptebene des Objektivs zusammen, so dass diese immer im gleichen Punkt
jedoch unter anderem Winkel getroffen wird. Dadurch bewegt sich der Fokuspunkt des
Anregungsstrahls in der Fokusebene des Objektivs iiber die Probe. Beim Betrachten des
Strahlengangs in Abbildung 3.1 beachte man, dass der Anregungsstrahl selbst zwischen
den Linsen divergiert, wihrend er auflerhalb des Linsensystems stets kollimiert ist. Um bei
Raum- und bei Tieftemperatur messen zu konnen, besitzt der Aufbau zwei unabhéngige
telezentrische Systeme. Das eine System miindet in einem Immersionsol-Objektiv und das
andere in einem Tieftemperatur-Objektiv innerhalb eines Helium-Badkryostaten. Nach
erfolgter Anregung der Probe hat das jeweilige Objektiv die Aufgabe, einen moglichst
groflen Teil der Fluoreszenz aus dem konfokalen Volumen zu sammeln und schlief$lich
kollimiert genau dem Anregungsstrahl entgegenzusenden. Auf diese Weise gelangt, wih-
rend der Galvano-Spiegeldreher Punkt fiir Punkt die Probe abrastert, die jeweils zu jedem
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Abbildung 3.1: Schema des optischen Gesamtaufbaus. Uber die Faser wird ein kollimierter Anre-
gungsstrahl in das System eingespeist. Im Bereich der telezentrischen Linsen-Systeme fiir Raum- und
Tieftemperatur sind jeweils zwei Strahlrichtungen eingezeichnet, die iiber den Spiegeldreher einge-
stellt werden. Bei jedem Rasterschritt wird Licht von der Probe auf demselben optischen Pfad bis
hinter den dichroitischen Strahlteiler gelenkt. Mit Hilfe der Lochblende wird Licht aus dem Anre-
gungsvolumen in der Probenebene selektiert. Der Kantenfilter ldsst nur lingerwellige Anteile als das
Laserlicht passieren. Der Nachweis erfolgt entweder iiber eine Lawinen-Photodiode (avalanche photo-
diode - kurz: APD) oder eine stickstoffgekiihlte, von der Riickseite her beleuchtete (back-illuminated)
charge coupled device-Kamera (CCD).

Punkt zugehorige Fluoreszenz bis zum dichroitischen Strahlteiler, an dem der Laser in den
Strahlengang reflektiert wird. Anders als die ebenfalls hier ankommende Riickstreuung
des Laserlichts kann die stokesverschobene Fluoreszenz den Strahlteiler zu 95 % passieren.
Auf dem Weg in den Detektionskanal wird nun der kollimierte Anteil der Fluoreszenz mit
Hilfe einer Linse auf die Lochblende abgebildet und dahinter mittels einer zweiten Linse
wieder kollimiert. Die divergierenden Anteile der Fluoreszenz stammen von auflerhalb
des konfokalen Volumens und werden an dieser Stelle groBitenteils abgeschnitten (s. Ab-
schnitt 2.3.2). Um die Laserriickstreuung moglichst vollstdndig abzublocken, befinden sich
im weiteren Strahlenverlauf einige Langpass-Kantenfilter. Im Schema Abbildung 3.1 ist
einer exemplarisch dargestellt. Der Aufbau bietet zwei verschiedene Detektionsmoglich-
keiten, zwischen denen mit Hilfe eines elektrisch klappbaren Spiegels ausgewéhlt werden
kann. Die erste dient zum messen der integrierten Intensitéit. Hierzu wird die Fluoreszenz
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Abbildung 3.2: Photo von Teilen des erstellten Messaufbaus. Das linke Bild zeigt einen
Einblick in die Dunkelkammer, in der das Experiment ablduft. Die Steuerung erfolgt von
auflerhalb. Im Teilbild rechts oben sicht man den optischen Zugang zum Kryostaten.
Rechts unten ist der Detektionskanal dargestellt.

mittels einer Linse auf eine Avalanche Photodiode (APD) abgebildet. Die zweite Mog-
lichkeit besteht darin, dass die Fluoreszenz spektral aufgelost erfasst wird. Dafiir wird die
Fluoreszenz ebenfalls mit einer Linse in einen Gitterspektrographen fokussiert. Die spek-
tral aufgespaltene Fluoreszenz wird dann simultan mit Hilfe einer Stickstoff-gekiihlten
back illuminated charge-coupled-device-Kamera (CCD-Kamera) aufgezeichnet. Die Da-
tenakquisition und Steuerung des Experiments erfolgt iiber einen Linux-Computer. In
Abbildung 3.2 sind wichtige Teile des Aufbaus auf Photos festgehalten. Nicht dargestellt
ist die instrumentelle Peripherie wie z.B. das Pumpensystem.

3.1.3 Lichtquelle: Laser und Einmoden-Lichtwellenleiter

Da das hier beschriebene konfokale Mikroskop dazu gebaut ist, Molekiile rdumlich zu
selektieren, werden an die Schmalbandigkeit des Lasers keine hohen Anspriiche gestellt.
Hohe Anforderungen hingegen werden an seine Leistungsstabilitit gestellt, denn die De-
tektion der Fluoreszenz eines einzelnen Molekiils reagiert sehr sensibel auf Schwankungen
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der Anregungsintensitidt. Eine kostengiinstige und zugleich sehr Platz sparende Alter-
native zum Farbstofflaser bietet das Littman-System. Bei diesem Diodenlaser befindet
sich innerhalb der Kavitit ein verstellbares Gitter. Dadurch kann die emittierte Fre-
quenz verstimmt werden. Zudem verleiht diese Konstruktion in Verbindung mit einer
sehr hochwertigen Diode dem Laser eine gute Leistungsstabilitdt und geringe Bandbrei-
te. Das verwendete Lasersystem wurde von der Firma Sacher entwickelt und vertrieben.
Es besteht aus einer Kontrolleinheit (MLD 1000) und zwei Lasern (TEC-500-0685-05
und TEC-500-0635-05). Damit wihrend des Experiments in verschiedenen Wellenlén-
genbereichen angeregt werden kann, sind die beiden Laser so montiert, dass innerhalb
von ca. zehn Minuten von einem Laser zum anderen gewechselt werden kann. Die bei-
den zur Verfiigung stehenden Bereiche erstrecken sich iiber 676 nm < A < 688 nm und
634 nm < A < 643 nm. Die Bandbreite der Laser betrigt iiber einen Zeitraum von 20 s
nicht mehr als 5 MHz (typ. 2 MHz). Beide Laser strahlen kontinuierlich (cw).

Die Hauptschwierigkeit liegt darin, beide Laser in ein und dieselbe polarisationserhal-
tende Einmoden-Faser einzukoppeln, wobei mit Hilfe eines klappbaren Spiegels zwischen
den Lasern ausgewahlt wird. Die Faser dient dem Aufbau als nahezu ideale Punktlicht-
quelle. Diese Eigenschaft ist jedoch weniger entscheidend. Hingegen ist wichtig, dass nur
eine Mode in den Strahlengang eingekoppelt wird. Denn wie aus der Gaufschen Strah-
lenoptik bekannt ist, fithrt ein Gauflsches Strahlprofil bei Abbildung mit einer Linse zum
kleinsten Fokuspunkt. Daher ist diese Eigenschaft des Anregungsstrahls fiir die Gréfle des
konfokalen Volumens von Bedeutung, damit einzelne Molekiile rdumlich selektiert werden
kénnen. Der Durchmesser der verwendeten Faser betragt ca. 7 um. Sie ist bereits vom
Hersteller Schéafter-Kirchhoff konfektioniert. Zum Ein- bzw. Auskoppeln dienen Standard-
Faserkoppler (Newport). Der Auskoppler wird so justiert, dass der ausgekoppelte Strahl
kollimiert ist. Die Einstellung des Strahldurchmessers erfolgt durch geeignete Wahl des
Auskoppler-Objektivs.

3.1.4 Rastermethode: Galvano-Spiegeldreher

Das Abrastern der Probe erfolgt mit Hilfe eines Galvano-Spiegeldrehers in Kombinati-
on mit einem telezentrischen Linsensystem. Der Spiegeldreher stammt vom italienischen
Hersteller Galvoline (G1222HS). Er besteht aus zwei Servomotoren, die auf dem Prinzip
sich bewegender Magneten basieren. Jeder dieser Motoren trégt einen Silberspiegel, so
dass ein eintreffender Strahl sowohl in x- als auch in y-Richtung abgelenkt werden kann
(s. Abbildung 3.3). Die GroBe der Spiegel betriigt 8x6 mm? und 6 x 14 mm?. Ein sinn-
volles Maf fiir die Rastergeschwindigkeit ist die Zeit fiir einen Schritt, die so genannte
,Absetzzeit“. Sie héingt unter anderem von den Trégheitsmomenten und dem beschleuni-
gendem Drehmoment ab. Mit einer Triigheit der Rotoren von 1,5 - 1079 kg - m? und einer
Drehmomentkonstante von 2,5 - 107 Nm/A kann in guter Qualitiit mit einer maximalen
Frequenz von ca. 5 kHz gerastert werden. Die daraus resultierenden grofien Beschleuni-
gungen belasten die Spiegel und Rotoren stark, so dass hohe Anspriiche an deren Steifig-
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Abbildung 3.3: Technische Zeichnung des prin-
zipiellen Aufbaus der Galvano-Spiegeldreher. Die
beiden Galvano-Servomotoren sind fest in eine
massive Aluminium-Halterung eingespannt, um
eine hohe Verwindungssteifheit zu gewihrleisten.
Auf die Rotoren sind jeweils ein Silberspiegel mon-
tiert, hier blau eingezeichnet. Die Ablenkung eines
auftreffenden Lichtstrahls wird in rot angedeutet.

keit gestellt werden. Die iiblicherweise beim Experiment gewéhlte Rastergeschwindigkeit
lag jedoch eine ganze Groflenordnung darunter. Denn beim Abrastern einer Fliche von
zum Beispiel 50 x 50 ym? in der Probenebene und einer Schrittweite von 1/3 um wird
das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis bei geringeren Verweilzeiten als ca. 2 ms pro Punkt un-
verniinftig, da dieser Wert nur noch eineinhalb Groflenordnungen von der Detektortotzeit
(50 ns) entfernt liegt.

Die Ansteuerung der Servomotoren erfolgt {iber eine Treiberkarte (C355). Diese verarbei-
tet zwei analoge Signale in Form von Spannungen im Bereich von £10 V. Den gegebenen
Spannungen sind entsprechende Spiegelpositionen zugeordnet. Zur prizisen Signaleingabe
dient eine 16 Bit Digital-Analog-Wandler-Karte (Meilhaus ME-6000). Um eine moglichst
hohe Winkelauflosung zu erreichen, wird die ausgegebene Spannung mit Hilfe eines Span-
nungsteilers geeignet verringert. Die Auflosung der lateralen Schrittweite in der Probene-
bene betragt dadurch weniger als 30 nm. Zur Lokalisierung einzelner Molekiile geniigt in
der Regel eine um mindestens eine GroBenordnung geringere Abtastung der Probe. Je-
doch wird nach Selektion eines Molekiils die volle Auflosung des Galvano-Spiegeldrehers
genutzt, um das Fluoreszenz-Signal zu optimieren.

3.1.5 Anspriiche an das Objektiv

Ein wichtiger Bestandteil des konfokalen Mikroskops ist sein Objektiv. Wie in Abschnitt
3.1.2 bereits erwihnt, wird das Objektiv in zweifacher Weise benutzt: einmal fiir die Be-
leuchtung der Probe und ebenso zum Sammeln des Lichts von der Probe. Daher wird
die Qualitdt der Apparatur mafigeblich von der Giite des Objektivs bestimmt. Von der
Industrie wird ein grofler Entwicklungsaufwand betrieben, um Objektive mit immer ge-
ringeren optischen Aberrationen zu erschaffen. Die kritischten Abbildungsfehler sind die
sphérische sowie die axiale und laterale chromatische Aberration, Koma, Bildfeldwo6lbung
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Achromat Apochromat

Gruppe
2 11?1]?[;2 Abbildung 3.4: Schematische Darstellung
! zweier Objektivtypen im Querschnitt. Die
Bauform eines Achromaten kann wesentlich
kompakter sein als hier gezeigt. Die zugrunde
liegende Abbildung stammt aus Ref. [Spr98].

linse el
Hemisphiirische
Frontlinse

und Astigmatismus. Nicht allen dieser Aberrationen kann auf einfache Art und Weise be-
gegnet werden. Eine ausfiihrlichere Beschreibung dieser Problematik wird z.B. in [Zan02]
gegeben. Gegeniiber einer herkémmlichen Linse bietet ein so genannter Achromat die
erste deutliche Verbesserung hinsichtlich des Farbfehlers. Dieser besteht aus zwei gleich-
groflen Linsen, deren Gléaser zwei unterschiedliche Abbesche Zahlen

V= np — 1
ng —nc
aufweisen, wobei np, ng und ne den Brechzahlen des jeweiligen Materials bei den Wellen-
langen der D-, F-, und C-Fraunhoferlinien (589,2 nm, 486,1 nm und 656,3 nm) entspre-
chen. Im Allgemeinen wird eine konvexe Linse aus Kronglas und eine konkave Linse aus
Flintglas verwendet. An ihrer Kontaktfliche konnen die Linsen entweder verkittet sein,
oder einen diinnen Luftspalt bilden, der im Idealfall als zusétzliche Luftlinse zur Korrek-
tur weiterer optischer Aberrationen genutzt wird. Einem achromatischen Linsensystem
gelingt die Beseitigung der chromatischen Aberration in zwei Farben. Der verbleibende
Farbfehler wird sekundéres Spektrum genannt. Dieses kann durch Einbringen eines drit-
ten Linsenmaterials ebenfalls eliminiert werden. Eine solche Linsenkonstruktion, die alle
Lichtfarben in einen gemeinsamen Punkt fokussiert, wird apochromatisch genannt. Zur
Anschauung sind in der Abbildung 3.4 beide Objektivtypen in ihrem prinzipiellen Aufbau
gegeniibergestellt. Im Apochromaten werden Gléser mit aulergewohnlichen Eigenschaf-
ten, wie Langkronglas (Fluorkronglas und Kalziumfluorid) und spezielles Kurzflintglas,
verwendet.

Fiir die Nutzung der konfokalen Mikroskopie als Nachweismethode fiir die Fluoreszenz
einzelner Molekiile steht neben dem hohen Anspruch geringer optischer Aberrationen
noch eine weitere Anforderung an das Objektiv an oberster Stelle. Die Emission eines
einzelnen Molekiils besitzt im Allgemeinen keine Vorzugsrichtung, so dass in alle drei
Raumrichtungen gleichermaflen abgestrahlt wird. Da die Anzahl emittierter Photonen
eines einzelnen Chromophors im Vergleich zu einem Ensemble aus iiblicherweise grofien-
ordnungsméiBig 1017 — 10 Molekiilen pro Kiivette ohnehin relativ geringfiigig ist, wird
von dem Objektiv verlangt, einen mdéglichst groflen Raumwinkelbereich abzudecken. Wie
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bereits in der Einleitung erwéahnt, stellt sich daraus an das Objektiv die Mafigabe ei-
ner moglichst grofen numerischen Apertur. Bei einem Offnungswinkel von ¢ ~ 70° wird
das optische Limit erreicht. Fiir Anwendungen bei Raumtemperatur kann mit Hilfe von
Immersionsol daraus eine numerische Apertur von NA = 1,45 realisiert werden. Wie
bereits eingangs erwahnt wurde, wird in Verbindung mit Spezialdeckgldschen und ei-
nem speziell darauf korrigierten Objektiv sogar eine NA von 1,65 erreicht. Fiir unseren
Raumtemperaturauftbau wurde das Objektiv mit dem besten Preis/Leistungsverhéltnis
gewahlt (Olympus PLAPO60X03). Seine numerische Apertur liegt bei NA = 1,40. Der
genaue Aufbau des Objektivs unterliegt einem strengen Firmengeheimnis. Jedoch weif3
man, dass mehr als 15 Einzellinsen verbaut sind, wobei diverse Zwischenrdume gekittet
sind. Die Abbildungseigenschaften dieses Planapochromats erfiillen die hochsten Ansprii-
che, so dass beim Messen der Fluoreszenz von einzelnen Molekiilen bei Raumtemperatur
keinerlei optische Aberrationen hinsichtlich des Objektivs ins Gewicht fallen. Insbesonde-
re gibt es keine mit unseren Mitteln messbare chromatische Aberration. Zusammengefasst
begiinstigen sowohl die grofle numerische Apertur als auch die geringen optischen Aberra-
tionen das Einzelmolekiil-Experiment. Jedoch kann dieses Objektiv nur bei Raumtempe-
ratur und mit Immersionsol benutzt werden. Bei tiefen Temperaturen sind Objektive aus
verschiedenen Materialien starken mechanischen Spannungen ausgesetzt. Nach unseren
Erfahrungen iibersteht ein gekitteter Achromat nicht einmal einen Kéltezyklus. Ein her-
kommlicher Apochromat kommt demzufolge nicht in Betracht und eine Einzelanfertigung
ohne Garantie, dass die Konstruktion auch nur einen Kéltezyklus vertrégt, ist preislich
unerschwinglich. Ein unverkitteter Achromat vom Hersteller Microthek hat sich im Expe-
riment bei tiefer Temperatur bewéhrt. Das Objektiv ist plan- und auf unendlich korrigiert
und hat eine 60-fache Vergroflerung. Die Konstruktion dieses preiswerten Objektivs hélt
erstaunlicherweise mehr als 50 Kaltzyklen durch, ohne dabei in der Qualitdt beeintrach-
tigt zu werden. Auch die numerische Apertur liegt mit VA = 0,85 nahe dem erreichbaren
Maximum von NA = 0,95 fiir Luftobjektive. Da der Brechungsindex von suprafluiden
Helium (He-II) in der Néhe von n ~ 1 liegt, ist dieser Wert fiir Experimente im He-II
relevant. Dennoch sind die optischen Eigenschaften dieses Achromaten im Vergleich zu
denen des verwendeten Raumtemperaturobjektivs eingeschrinkt. Um die optischen Ab-
errationen moglichst gering zu halten, nutzt man moglichst Probenabschnitte, die sich
nahe der optischen Achse befinden. Die gesamte sichtbare Fliche in der Probenebene
belduft sich auf ca. 500x 500 pum?. Im Experiment bei tiefen Temperaturen wird jedoch
effektiv nur eine Fliiche in der Mitte von insgesamt maximal 150 x 150 pm? ausgeschopft,
wobei diese in kleineren Teilbereichen abgearbeitet wird.

3.1.6 Badkryostat und Pumpensystem

Zur Messung von Proben bei tiefer Temperatur wurde ein vorhandener Helium-Badkry-
ostat restauriert und modifiziert. In Abbildung 3.5 kann sein Aufbau betrachtet werden.
Der Probenraum umfasst ca. sieben Liter und hat eine Lénge von ca. einem Meter. Der
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3.1 Aufbau des konfokalen Spektrometers

Abbildung 3.5: Photographische Dar-
stellung der einzelnen Elemente des
verwendeten Helium-Badkryostaten in
zerlegtem Zustand. An den Rumpftei-
len erkennt man einige der mit Indi-
um gedichteten Quarzglasfenster. Der
Rumpfbereich wird durch einen kupfer-
nen Strahlungsschild, der eine gute Wir-
meankopplung an das Stickstoffreservoir
besitzt, weitgehend vor Warmeeintra-
gen geschiitzt. Im oberen Bereich befin-

y den sich ebenfalls Strahlungsschilde aus
Strahl I;,ﬁ.ﬁ(-. iled Kupfer, die an den Stickstofftank ankop-

]

Rumpf-
aullenteil

Stickstoffschild peln, damit die Innenraumwéinde mog-
lichst keiner Fldche mit Raumtempera-
tur zugeneigt sind.

optische Zugang zur Probe wird von vier Quarzglasfenstern am Rumpf ermoglicht. Eine
Rohre aus Epoxidharz-Glasfilament-Gewebe (HGW2375 Hesselmann) bildet die Mimik
zur Halterung eines Umlenkspiegels und des Tieftemperatur-Objektivs im fliissigen Heli-
um. Dieses steht senkrecht mit der Beobachtungsrichtung nach oben weisend. Auf diese
Weise kann konzentrisch zur ersten Rohre der Probenstab eingefiihrt werden, um die Pro-
be iiber dem Objektiv in das konfokale Volumen zu positionieren. Zur Feinjustage der
Probenhthe kann der Probenstab mit Hilfe einer Motorvorrichtung schrittweise gefah-
ren werden. Das Kernstiick dieser Vorrichtung besteht in einem Schiebetisch der Firma
Micos mit einem angeflanschten Faulhaber-Motor mit spielarmem Stirnradgetriebe und
Inkrementscheibe als Impulsgeber. Dieser ermoglicht die Kontrollierbarkeit der tatséch-
lich mit dem Probenstab gefahrenen Wege. Zur Justage des Kryostaten im Strahlengang
dient ein speziell angefertigter Manipulator, mit dessen Hilfe der gesamte Kryostat in
x-,y- und z-Richtung verschoben und auch um die eigene Léangsachse gedreht werden
kann. Zum Messen wird der gesamte Innenraum des Kryostaten mit Helium geflutet.
Die Befiillung erfolgt iiber einen zwei Meter langen, starren Heber mit zwei teleskopi-
schen Enden. Da das siedende Helium (7" = 4,21 K) den optischen Weg zur Probe stark
beeintréachtigt, kann nur in der suprafluiden Phase gemessen werden. Um den Lambda-
punkt T\ = 2,17 K zu passieren, wird das gesamte Helium des Innenraums mit Hilfe
eines zweistufigen Pumpensystems der Firma BOC Edwards expandiert. Den Vordruck
liefert eine grofle Drehschieberpumpe (E1/2M40). Fiir eine entscheidende Steigerung des
Durchsatzes von bis zu 225 m? pro Stunde sorgt schliellich eine Rootspumpe (EH250),
deren Funktionsprinzip in der Abbildung 3.6 verdeutlicht wird. Um der Anregung von
Eigenschwingungen des Gebdudes vorzubeugen, ist das gesamte System federnd in einer
Raumecke gelagert. Der hohen Pumpleistung zu Folge wird der Lambdapunkt innerhalb
von fiinf Minuten unterschritten. Bis zu dem Zeitpunkt, an dem die Temperatur stabil
bleibt, vergehen weitere ca. 10—15 Minuten. Die typische Messtemperatur liegt unterhalb
von T = 1,45 K. GemiB der Dampfdruckkurve fiir *He betrigt der Druck im Kryostaten-
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Abbildung 3.6: Schematische Darstellung der Funkti-
onsweise einer Rootspumpe. Zwei Rotoren drehen in
entgegengesetzter Richtung zueinander in einem Sta-
tor. Wahrend sich die Rotoren in der Mitte permanent
tangieren, so dass im Betrieb zwischen ihnen kein we-
B sentliches Gasvolumen eingeschlossen wird, 16st sich
nach einer viertel Umdrehung im Wechsel ein Rotor
von der Wand des Stators unten ab, entlésst das zwi-
schen Rotor und Stator eingeschlossene Gas und setzt
oben wieder an, so dass ohne interne Kompression ef-

AUSI&SS‘ Rotoren fektiv Gas vom Einlass zum Auslass befordert wird.

innenraum dann ca. p = 2 mbar. Bei vollem Kryostaten stehen ca. vier Stunden Messzeit
zur Verfiigung. Beim Abpumpen bildet das Helium an der Kryostateninnenwand einen
Meniskus. Die Gasatome werden durch die van der Waals Kraft von der Wand angezogen
und erzeugen einen diinnen Film, dessen Schichtdicke von der Sauberkeit, insbesondere
dem Wassergehalt, an den Wanden abhéngt. Der Film kriecht bis zu einer Hohe, bei
der die Temperatur der Sprungtemperatur fiir den Phaseniibergang entspricht 7" = T).
Die tiefste erreichbare Temperatur wird durch das Filmkriechen bestimmt, so dass die
Sauberkeit des Kryostateninneren fiir die Effektivitdt des Abpumpens ausschlaggebend
ist.

Innerhalb des Probenstabes in unmittelbarer Nidhe zur Probe ist eine kalibrierte Silizium-
diode (Lakeshore DT-670-SD) als Temperatursensor montiert. Sie besitzt im Tempera-
turbereich von 1,4 — 10K eine Prézision von +12 mK. Auf der Strecke durch das fliissige
Helium bilden vier induktionsfreie Phosphor-Bronze Drihte (Lakeshore Quad-Lead Cryo-
genic Wire QL-36) ihre Verbindung bis zum Auflenraum. Zur Ansteuerung dient eine
Temperatur-Steuereinheit (Lakeshore Model 332), die gleichsam mit einem ihrer Heiz-
Ausgénge an einen Keramikwiderstand angeschlossen ist, der sich im unteren Bereich des
Probenraums im fliissigem Helium befindet. Mit seiner Hilfe kann im Bedarfsfall Druck
von Innen her aufgebaut werden. Dies ist immer dann erforderlich, wenn bei kaltem Kryo-
stat ein vorhandener Unterdruck im Probenraum ausgeglichen werden soll. Ublicherweise
kann wahrend einer Messung nicht verhindert werden, dass die Heliumgasleitung einfriert
und somit einige KF-Dichtungen in sehr geringem Mafle Fremdgase durchlassen. Daher
fithrt ein Druckausgleich mit Heliumgas durch die Leitung dazu, dass der Probenraum
und insbesondere der Umlenkspiegel beschlagen. Auch die grolen Flansche auf der Ober-
seite des Kryostaten werden iiblicherweise mit O-Ring-Dichtungen aus Fluor-Kautschuk
(Viton) abgedichtet. Somit entstehen auch hier sowohl beim Befiillen mit Helium als auch
beim Abpumpen des Heliums undichte Stellen, wenn ein Einfrieren der Flansche nicht
permanent durch kontrollierte Warmezufuhr verhindert wird. Ein Eindringen von Fremd-
gasen an einem dieser Flansche fithrt unweigerlich dazu, dass die Messung abgebrochen
werden muss. Um dieser Schwachstelle dauerhaft zu begegnen, wurde von mir eine neuar-
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tige Indiumdichtung vorgeschlagen, die trotz der groffen Abmessungen insbesondere bei
tiefen Temperaturen den Kryostaten ausreichend abdichtet. Sie besteht aus einem Edel-
stahlring mit jeweils einer versetzen Einkerbung auf jeder Seite, in die ein Indiumdraht
eingelassen wird. Diese Neuerung bewirkt, dass die Flansche an der Kryostatenoberseite
auch bei volligem Einfrieren die Messung nicht gefdhrden und somit duflerst pflegeleicht
sind.

3.1.7 Die Lochblende

Ein weiteres Kernstiick des konfokalen Mikroskops ist die Lochblende, englisch: pinhole.
Wie in Abschnitt 2.3.2 beschrieben wurde, dient sie dazu, Streulicht und Fluoreszenzlicht
von auflerhalb des konfokalen Volumens abzublocken. Der entscheidende Kontrastvorteil
gegeniiber einem herkdmmlichen Lichtmikroskop riihrt hauptséchlich von der stark ge-
steigerten axialen Auflosung durch die Lochblende her. Je kleiner man die Lochblende
wihlt, desto geringer wird das Hintergrundrauschen. Allerdings wird gleichzeitig das Si-
gnal reduziert. Idealerweise wird die Lochblende in der Gréfle ausgesucht, die der vollen
Halbwertsbreite des Airy-Beugungsmusters an der Stelle der Lochblende entspricht. Un-
ter der Voraussetzung, dass ein kollimierter Anregungsstrahl mit Gaufischem Strahlprofil
verwendet wird, sind die optischen Eigenschaften des Objektivs und der Linse vor der
Lochblende mafigeblich. Die Vergroflerung der benutzen Objektive betrégt sowohl fiir
den Raum- als auch den Tieftemperaturteil V' = 60. Dabei wird von den Herstellern von
einer Tubuslédnge von 160 mm ausgegangen. Die vor der Lochblende positionierte Linse
besitzt jedoch nur eine Fokusldnge von 60 mm. Daraus ergibt sich eine Vergréfierung von
V = 225 fiir das gesamte System. Bei Annahme einer Fokusgrofie des Objektivs am Beu-
gungslimit von ca. 1 pm erh&lt man also an der Position der Lochblende eine ungefihre
Grofle der Airy-Scheibe von 20 pm. Da jedoch bei kleinem Strahldurchmesser die nume-
rische Apertur der Linse vor der Lochblende sehr klein wird, fallt ihr Beugungslimit stark
ins Gewicht und die Rechnung muss korrigiert werden. Bei einem realistischen Strahl-
durchmesser von ca. 2 mm ergibt sich die numerische Apertur der Linse zu NA = 1/60.
Im uns interessierenden Wellenléngenbereich der Fluoreszenz von ca. A ~ 700 nm erhoht
in Folge dessen die begrenzte Auflésung der Linse von r ~ 26 ym den Durchmesser der
Airy-Scheibe betréchtlich. In der Praxis hat sich fiir die Detektion einzelner Molekiile eine
Lochblendengréfie von ca. dpinpoie = 50 pm als am besten geeignet herausgestellt. Daraus
resultiert ein konfokales Volumen von ungefihr einem Femtoliter. Um Streulicht zu mi-
nimieren wird eine schwarze Lochblende (OptoSigma) verwendet. Zur Feinjustage seiner
Position dient ein hochpréziser xy-Manipulator, dessen Stellschrauben eine Genauigkeit
von 100 nm erlauben.
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Abbildung 3.7: Schematische Darstellung ei-
ner Awalanche-Photodiode fiir nahes Infrarot
(reach-through type). Die positive Hochspan-
nung liegt an der N-Schicht an, so dass die
elektrischen Feldlinien in Richtung der An-
ode weisen. Beim Einfall von Photonen wer-
den in der m-Region Elektron-Loch-Paare gene-
riert. Bei geniigend starker Beschleunigung ent-

stehen durch Stoflionisation weitere Paare. Die
zugrunde liegende Abbildung stammt aus Ref.
[Spr00a].

P-Schicht

N-Schicht

3.1.8 Optisches Filtersystem

Die riickgestreute Laserintensitdt wird durch den dichroitischen Strahlteiler nicht voll-
standig abgeschnitten (AHF z680rdc fiir Apaser =~ 680 bzw. z633rdc fiir Apaser ~ 640).
Daher ist eine zusitzliche Filterung notwendig. Zu diesem Zweck steht ein Kantenfilter
(AHF Langpass HQG695LP fiir Apaser >~ 680 bzw. HQG645LP fiir Apaser =~ 640 jeweils mit
OD = 6) im Detektionskanal. Zur Aufnahme von Spektren mit der CCD-Kamera trennt
der vorgeschaltete Spektrograph die Laserriickstreuung ohnehin von dem interessierenden
Wellenléngenbereich der Fluoreszenz ab. Jedoch verhindert der Kantenfilter die Séttigung
und starke Uberstrahlung der betroffenen Pixel, die sich andernfalls iiber viele Pixel fort-
pflanzt und letztlich die Nutzbarkeit des gesamten CCD-Chips unterbindet. Im Gegensatz
dazu z#hlt die Avalanche Photodiode (APD) die ankommenden Photonen ohne zu selek-
tieren, so dass zwischen Laserriickstreuung und Fluoreszenzsignal nicht unterschieden
werden kann. Demzufolge ist zur Lokalisierung der einzelnen Molekiile unerlésslich, dass
Streulicht vom Laser moglichst vollstédndig abgeblockt wird. Hierfiir befindet sich noch
ein Kantenfilter (Alphafilter OD = 4) im Strahlengang vor der APD. Zur weiteren Kon-
traststeigerung kann noch ein dritter Kantenfilter (AHF Bandpass HQ750/100 OD = 6)
hinzugefiigt werden, um insbesondere zuriickgestreute langwellige Lumineszenz der La-
serdiode abzublocken. Beim Wechsel des Bereichs der Anregungswellenldnge wird auch
der gesamte Filtersatz inklusive dem dichroitischen Strahlteiler gewechselt.

3.1.9 Lawinenphotodiode und Spektrometer mit CCD-Kamera

Zum Nachweis von Fluoreszenz-Photonen existiert eine ganze Reihe an verschiedenen
Detektortypen. Hier wird kurz geschildert, welche Anspriiche an einen Detektor fiir ein
Einzel-Molekiil-Experiment gestellt werden. Des Weiteren wird ein knapper Einblick in
das Funktionsprinzip der verwendeten Detektoren gewéhrt. Da einzelne, fluoreszierende
Molekiile nur eine sehr begrenzte Anzahl an Photonen pro Sekunde emittieren kénnen,
ist eine hohe Quanteneffizienz des Detektors grundlegend erforderlich. Dazu ist ebenso
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wichtig, dass er nur ein sehr geringes Dunkelrauschen aufweist. Generell kommen als
Detektoren zwei verschiedene Systeme in Betracht: zum einen die Photo Multiplier Tube
(PMT) und zum anderen die Lawinenphotodiode oder auch Avalanche photodiode (APD).
Als Fldachendetektor eignet sich ein Charge Coupled Device (CCD). Alle drei Detektoren
kénnen vom nahen Ultraviolett bis zum nahen Infrarot eingesetzt werden. Jedoch liegt
die Quantenausbeute der PMT insbesondere im roten bis infraroten Spektralbereich nur
bei ca. 20 %. Dafiir besitzt die PMT ein duflerst geringes Dunkelrauschen und zudem
eine sehr kurze Reaktionszeit, so dass sie im blauen Spektralbereich mit einer Quantenef-
fizienz von bis zu ca. 40 % durchaus zum Nachweis einzelner Molekiile bestens geeignet
ist. Gleichwohl iibertreffen die APD und auch die CCD im uns interessierenden, roten
Spektralbereich die PMT deutlich in der Quantenausbeute bei ebenfalls addquatem Dun-
kelrauschen. Daher werden in unserem Aufbau eine APD (PerkinElmer SPCM-AQR-15)
und eine CCD (Princeton Instruments Specl10:100BR (back-illuminated, deep depletion))
als Nachweisinstrumente betrieben. Die Werte fiir die Quanteneffizienz betragen bei einer
Wellenldnge von A = 700 nm bei der verwendeten APD ca. 65 % und bei der verwendeten
CCD ca. 85 %. Zur Veranschaulichung der prinzipiellen Funktionsweise einer APD dient
die Abbildung 3.7. Bei Lichteinfall werden Elektron-Loch-Paare erzeugt, vorausgesetzt,
dass die eingestrahlte Energie ausreicht, damit die Bandliicke im Halbleiter iiberwunden
werden kann. Diese betréagt bei Raumtemperatur bei Silizium 1,12 eV, so dass Licht mit
geringerer Wellenléinge als A = 1100 nm absorbiert wird. Uber der Verarmungsschicht
liegt eine Hochspannung in Sperrrichtung an. Demzufolge werden die Elektronen in Rich-
tung der N-Schicht mit positivem Potential beschleunigt und die Locher entgegengesetzt
in Richtung der P-Schicht. Ab einer gewissen Feldstéirke werden Kollisionen mit dem
Kristallgitter immer wahrscheinlicher, so dass sich eine mittlere Driftgeschwindigkeit ein-
stellt. Bei weiterem Anstieg der Feldstirke besitzen einige Ladungstréager, die noch nicht
mit dem Gitter kollidiert sind, geniigend hohe Energie, um {iber Stoflionisation weitere
Elektron-Loch-Paare zu bilden. Diese wiederum bekommen teilweise ebenfalls eine aus-
reichend hohe Energie iibertragen, so dass sie nicht rekombinieren kénnen. Die Anzahl an
Ladungstrigern im Leitungsband steigt somit exponentiell an. Der bei dieser Feldstér-
ke auftretende Effekt wird Lawinen- oder Avalanche-Durchbruch genannt. Wie bei allen
Verstérkungsprozessen entsteht auch beim Awalanche-Effekt ein Hintergrundsrauschen.
Der durch thermisches Rauschen flielende Dunkelstrom in Verbindung mit dem statis-
tischen Schrotrauschen generiert in der Summe bei der verwendeten APD insgesamt ein
Dunkelrauschen von weniger als 27 Zahlereignissen pro Sekunde.

Im nun folgenden Abschnitt wird kurz auf die CCD-Kamera und den ihr vorgeschalteten
Spektrograph eingegangen. Die urspriingliche Idee bei der Entwicklung des ersten CCD
in den spaten 1960er Jahren war, eine neue Art von Speicherbaustein fiir Computer zu
erhalten. Spéter erkannte man, dass er aufgrund seiner Féhigkeit Ladungen zu iibertragen
und seiner photoelektrischen Wechselwirkung mit Licht, eher fiir die Signalverarbeitung
und Bildgebung geeignet ist. Ein CCD besteht aus einer dichten Matrix aus Photodi-
oden, den so genannten Pixeln, die eine integrierte Schaltung bilden. Als Basismaterial
dient Silizium. Bei Lichteinfall wird durch den inneren photoelektrischen Effekt die Pho-
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tonenenergie in elektrische Ladungstrennung umgewandelt. Dabei werden die Elektronen
in einem Potentialwall, in einer tief im Silizium gelegenen Verarmungsschicht, gespei-
chert. Nach der Belichtung werden die Elektronen schrittweise iiber den Chip durch ein
Register geschoben. Auf diese Weise erreicht ein Ladungspaket nach dem anderen den
Ausleseverstérker und es entsteht aus dem urspriinglich parallel aufgenommenen Bild ein
serielles Ausgangssignal. Die ausgegebene Spannung ist proportional zur eingefangenen
Lichtmenge des jeweiligen Pixels. Die in unserem Aufbau verwendete CCD-Kamera weist
gegeniiber einer herkémmlichen CCD-Kamera allerdings einige Besonderheiten auf. Zum
einen wird der CCD-Chip mit fliissigem Stickstoff gekiihlt, wobei die Chip-Temperatur
durch Gegenheizen auf ca. —120°C gehalten wird. Dadurch wird das Dunkelrauschen mi-
nimiert. Zum anderen wird der Chip von der &uflerst lichtempfindlichen Riickseite her
beleuchtet, wodurch eine insgesamt deutlich gesteigerte Quanteneffizienz erreicht wird,
wobei sich der Effekt insbesondere im blauen Spektralbereich stark auswirkt. Zusétzlich
dazu besitzt der Chip eine besonders tiefe Verarmungsschicht, so dass sich in der Kom-
bination die Quantenausbeute auch in dem uns interessierenden, roten Spektralbereich
drastisch erhoht. Die nutzbare Fliche des CCD-Chips beinhaltet 1340 x 100 Pixel. In
Verbindung mit der selbst geschriebenen Steuerungssoftware liegt der Wert der typischen
Auslesezeit fiir die durchgefithrten Messungen zwischen 0,1 — 0,2 s. Demzufolge betrégt
z.B. die Messzeit einer Sequenz aus 100 Spektren mit je 1 s Akkumulationszeit ca. 112 s.
Die gesamte CCD-Kamera mit ihrem Stickstofftank ist fest an einen Gitterspektrogra-
phen (Princeton Instruments Acton300i) montiert. In diesem befindet sich ein Drehkreuz
fiir bis zu drei Gitter, deren Ausleuchtung {iber zwei grole Parabolspiegel bewerkstelligt
wird. Die Brennweite betrégt 300 mm. In unserem Spektrometer werden bislang zwei ver-
schiedene Gitter verwendet: eins mit 300 Linien/mm und eins mit 1200 Linien/mm, beide
mit einer blaze-Wellenlinge? von 750 nm. Die blaze-Wellenlinge ist so gewihlt, dass der
Reflexionsgrad dieser Gitter auf den uns interessierenden Spektralbereich optimiert ist,
so dass die aufgenommenen Spektren so wenig wie moglich verfalscht sind. Beim 300er-
Gitter reicht der Wert der Reflektivitét fiir s-polarisiertes Licht von 92 % bei 700 nm bis
86 % bei 800 nm und fiir p-polarisiertes Licht von 83 % bei 700 nm bis 75 % bei 800 nm.
Bei Verwendung dieses Gitters entspricht ein CCD-Pixel 0,206 nm. Das 1200er-Gitter
besitzt fiir Licht beider Polarisationsrichtungen bei 700 nm eine Reflektivitdat von ca.
80 %. Zu groBeren Wellenldngen hin driften die beiden Werte jedoch etwas auseinander.
Die Auflosung betréigt mit diesem Gitter 0,041 nm pro Pixel. Vor dem Eintrittsspalt des
Spektrographen ist eine Linse positioniert. Bei optimaler Justage wird die Fluoreszenz
der Probe, die die Lochblende passiert, genau so auf den Eintrittsspalt fokussiert, dass
bei der Gitterstellung der nullten Ordnung weniger als 5 x5 Pixel belichtet werden. Der
Grofiteil des Lichts verteilt sich dabei auf eine Flédche, die kleiner als 3 x 3 Pixel ist.

2Die Gitter-Rillen eines blaze-Gitters bilden eine Stufenstruktur. Der blaze-Winkel ist der Winkel
zwischen der Gitternormalen und der Stufennormalen. Durch die Form der Gitterelemente ist das
Gitter auf die Beugung einer bestimmten Kombination von Wellenlinge (blaze-Wellenléinge) und
Beugungsordnung optimiert.
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3.1.10 Detektionseffizienz

Die Detektionseffizienz der Apparatur hingt von sehr vielen Faktoren ab und kann nicht
préazise berechnet werden. Fiir den Fall einer isotrop emittierenden Punktlichtquelle kann
sie zumindest abgeschétzt werden. Einen erheblichen Einfluss nimmt die numerische
Apertur des Objektivs. Bei einem Wert von NA = 0,85 und dem zugehorigen Offnungs-
winkel von ca. 60° entspricht die Lichtausbeute Sop; auf den vollen Raumwinkel bezogen
ca. 25 %. Ferner fiithren sdmtliche optische Komponenten zu weiteren Verlusten der Fluo-
reszenz. Das Tieftemperatur-Objektiv ldsst ca. Top; =~ 65 % des Fluoreszenzlichts im
Spektralbereich von 700 — 750 nm durch. Der dichroitische Strahlteiler sowie der Kan-
tenfilter im Strahlengang vor dem Spektrometer transmittieren ca. Thichro =~ Trix =~ 95 %.
Alle Glasflichen im Strahlengang weisen eine spezielle Antireflexions-Beschichtung (Li-
nos NIR ARB2) fiir nahes Infrarot auf. Daher werden pro Flidche nur maximal 0,5 %
des Signals reflektiert, d.h. bei den beschichteten Linsen liegt der Transmissionswert bei
mindestens TTinse > 99 % bzw. Tree > 98 % und bei den beschichteten Quarzglasfenstern
des Kryostaten bei Tkyyo > 98 %. Demgegeniiber reflektieren die verwendeten Silberspie-
gel in dem Spektralbereich alle um die ~ 98 %, d.h. Rkyyo =~ 98 % und Rgean >~ 96 %.
SchlieBflich lésst die Lochblende von dem Beugungsmuster nur die Airy-Scheibe passieren,
die ca. Tpin >~ 80 % der Intensitidt beinhaltet. Die Quanteneffizienz der CCD-Kamera
liegt bei QEccp =~ 85 % , wobei noch der Reflexionsgrad Tspextro des Spektrographen
von 80 — 92 % je nach Gitterauswahl beriicksichtigt werden muss. Insgesamt ergibt sich
daraus theoretisch fiir die Detektionseffizienz des konfokalen Mikroskops bei tiefer Tem-
peratur als Abschétzung

DFEqesamt =~ Sobj - Tobj - RBiryo * Tikryo - Trele * scan * IDichro

'TLinse : TPin : TLinse : TFilt : TLinse : RSpektro : QECCD
0,25-0,65-0,98-0,98-0,98-0,96-0,95
:0,99-0,80-0,99-0,95-0,99 - 0,80 - 0,85

~ 0,07 (3.1)

12

Die Abstrahlcharakteristik eines Dipols ist jedoch in der Regel anisotrop. Demzufolge
beeinflusst seine Orientierung stark, wie viel des emittierten Lichts vom Objektiv einge-
sammelt wird. Dariiber hinaus kann sich auch die Umgebung auf die Abstrahlcharakte-
ristik des Dipols auswirken. Die Ausbreitung in Richtung optischer Medien mit héherem
Brechungsindex ist begiinstigt. So betrégt z.B. der Anteil der abgestrahlten Leistung bei
einer Immobilisierung des emittierenden Molekiils auf Quarzglas ca. 70 % [Luk79]. In
unserem Fall wird die Quanteneffizienz durch diesen Effekt gesteigert. Die reale Quan-
teneflizienz kann jedoch auch durch Faktoren, wie z.B. Staub auf den optischen Kompo-
nenten, verringert werden. Daher wird als verniinftige Abschétzung der experimentellen
Quanteneffizienz ein Wert von D Egeqamt ~ 5 % angenommen.
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3.1.11 Computergestiitzte Datenakquisition

Der gesamte Messvorgang wird von einem Linux-Rechner aus gesteuert. Die verwendete
Software besteht aus einem auf C basierenden Interpreter (FSC2) [T6r07], in den die Trei-
ber der einzelnen Komponenten implementiert sind. Die Programme zur Bedienung des
gesamten Experiments und zur Datenakquisition wurden von mir erstellt. Wie bereits in
Abschnitt 3.1.4 beschrieben, werden die Galvano-Spiegeldreher iiber eine Digital-Analog-
Wandler-Karte (Meilhaus ME-6000) angesteuert. Dieselbe Karte kontrolliert auBlerdem
den klappbaren Spiegel vor der APD und die Frequenzverstimmung der verwendeten La-
ser, sowie die Fahrimpulse fiir die Dreheinrichtung, von der ein Polarisator vor dem Schlitz
des Spektrographen gedreht werden kann. Die TTL-Z#hlimpulse der APD werden von ei-
ner Counter-Karte (National Instruments 6601 GPCT) gezdhlt. Zur Dateniibertragung
von Spektren besitzt die CCD-Kamera ein eigenes Steuergerit, das mit einer zugehorigen
Karte im Rechner verbunden ist.

3.2 Praparation der Proben

3.2.1 Einfithrung

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten wurden einzelne Molekii-
le dadurch selektiert, dass sie mit Hilfe des aufgebauten konfokalen Mikroskops raumlich
von einander getrennt detektiert wurden. Hierfiir ist eine sehr starke Verdiinnung der Pro-
be notwendig. Geméf der Auflésung der Apparatur, die im Abschnitt 2.3.3 ausfiihrlich
behandelt wird, ist ein Mindestabstand der einzelnen Molekiile von 10 — 20 pm erforder-
lich, damit die Detektion von immer nur einem Molekiil zur Zeit sichergestellt ist. Zur
Realisierung des Experiments muss die Probenebene optisch zugénglich im konfokalen
Volumen positioniert werden. Dazu wurden verschiedene Verfahren und zugehérige Pro-
benhalter entwickelt. In den folgenden Abschnitten werden Details iiber die Auswahl an
PS I-Proben und die verschiedenen Préparationsprozeduren mit den dafiir eigens kon-
struierten Probenhaltern ausgefiihrt.

3.2.2 Photosystem |-Proben

Zur Untersuchung standen PS I-Komplexe verschiedener Cyanobakterien zur Verfiigung.
Eine wichtige Quelle stellt die thermophile Spezies T. elongatus dar. Die Isolierung von
stabilen PS I-Komplexen dieser Spezies wurde mit Hilfe von stereochemisch reiner (-
Dodecylmaltoside in der Arbeitsgruppe von Eberhard Schlodder durchgefiihrt. Eine aus-
fiihrliche Beschreibung dieser Priparation liefert Ref. [Fro98]. Das Verfahren bringt iso-
lierte PS I-Partikel von sowohl trimerer Form als auch eine kleine Fraktion Monomere
hervor, die ebenfalls untersucht wurden. Des Weiteren wurden ebenfalls von Eberhard
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Schlodder PS I-Trimere der mesophilen Spezies Synechocystis sp. PCC 6803 bezogen.
Das PS I dieses Organismus ist mit dem von 7. elongatus hochgradig sequenzhomolog
[Nak02]. PS I-Komplexe einer dritten, weniger bekannten Spezies, Synechococcus sp. PCC
7002, stammen aus der Kooperation mit der Arbeitsgruppe von John Golbeck. Hier lag
ein beinahe kompletter Satz von Mutanten vor, bei denen jeweils eine Proteinunterein-
heit fehlte. Im Bestand befanden sich PS I-PsaC, -PsaE, -PsaF, -Psal, -PsalJ, -PsaK,
-PsalL und -PsaM. Die typische Chlorophyll a-Konzentration der Stammlosungen lag im
millimolaren Bereich.

3.2.3 Losungsmittel zur Verdiinnung der Probe

Um einzelne Molekiile selektieren zu konnen, ist eine starke Verdiinnung der Proben-
Stammlosung erforderlich, wie bereits einfithrend erwahnt. Die Standard-Losung dafiir
enthielt Tricine (20 mM) als Puffersubstanz, wobei ein pH-Wert von 7,5 eingestellt wurde.
Zudem benoétigen Proteine eine gewisse lonenstérke, um nicht zu aggregieren. Dem Puf-
fer wurde Magnesiumdichlorid (25 mM) als Salz hinzugefiigt. Eine ebenfalls sehr wichtige
Komponente fiir die Stabilitdt und Isolierung der einzelnen PS I-Komplexe ist ihre De-
tergenzhiille [Muh05]. Hierfiir wurde das Detergenz n-Dodecyl-/3-D-Maltoside (0,4 mM)
beigefiigt. Aulerdem enthielt der Puffer noch Natrium-Ascorbat zur Vorreduktion von
P700. Die Verdiinnung der millimolaren PS I-Stammlosung erfolgte in mehreren Stufen
und fiihrte zu einer Endkonzentration im Bereich von 20 pM PS I (in monomerer Form).
Zur Praparation von teildeuterierten Proben wurde jeder einzelne Verdiinnungsschritt mit
einem Puffer ausgefiihrt, in dem statt Wasser schweres Wasser verwendet wurde. Die Pro-
be wurde fiir ca. 15 Minuten inkubiert. Bei bestimmten Proben wurde je nach gewiinsch-
ter Konsistenz der Losung im letzten Schritt alternativ Polyvinylalkohol (1 % (w/v)),
Glycerin (60 % (v/v)) oder Gelatine (6 — 7 % (w/v)) dem Puffer beigemengt. Uber die
verschiedenen Anordnungen der Probe wird im folgenden Abschnitt berichtet.

3.2.4 Anordnung der Probe

Die Standard-Methode der Probenpridparation besteht darin, eine geringe Menge Pro-
be (< 1 ul) zwischen zwei Deckgldschen zu platzieren. Dafiir wurden runde Gldschen
mit einem Durchmesser von @ = 5 mm und einer Dicke <0,2 mm verwendet. Gewthnli-
ches Schichtsilikatglas erwies sich insbesondere fiir Messungen bei tiefer Temperatur auf-
grund starker Streueffekte als ungeeignet. Daher wurden spezielle Glaschen aus Suprasil-
Quarzglas [Min06] angefertigt. Auf der linken Seite der Abbildung 3.8 ist der Probenhalter
abgelichtet, der zur Aufnahme der Gléschen dient. Dieser Probenhalter kann dariiber hin-
aus auch in einen eigens dafiir gebauten Rotationsbeschichter (spin coater) geschraubt
werden. Bei einer Probe mit einem Anteil von 1 % Polyvinylalkohol kénnen auf diese
Weise diinne Filme produziert werden. Direkt nach Auftragung der Probe wurde der
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Vakuum-
Silikonfett Abbildung 3.8: Photographische Darstellung zweier verwendeter Pro-
: benhalter. Links oben: Standard-Probenhalter fiir Diinnschicht-
proben zwischen zwei Deckgldschen. Das untere Gléschen wird mit
Vakuum-Silikonfett befestigt, wihrend das obere von der Probenfliis-
sigkeit selbst gehalten wird. Bei einer mittels Rotationsbeschichter
hergestellten Filmprobe befindet sich diese auf der Oberseite und wird
nicht durch ein zweites Deckglidschen abgedeckt. Rechts oben: Pro-
benhalter zum Gelpressen in vertikaler Richtung. Bei aufgeschraub-
tem Deckel wird das Gel zwischen zwei Deckglédschen von einem Vier-
kant von unten her aufeinandergepresst. Man beachte die Luftauslés-
se am Deckel. Der zweite Deckel mit seinen beiden Presswerkzeugen
wird auf einen hier nicht abgebildeten Probenhalter geschraubt. Die
beiden Presswerkzeuge werden zwischen zwei Deckgldschen mit dem

Luftauslisse |

Press- Gel in ihrer Mitte mit Hilfe einer M1-Madenschraube von der Seite
2 V) = her aufeinandergedriickt, so dass das eingeschlossene Gel horizontal
x;;:iﬂen' ‘ gequetscht wird. Auch hier sind Luftauslisse erforderlich.

Probenstab in den auf tiefe Temperaturen vorgekiihlten Kryostaten eingefiihrt. Bei die-
sem Prozess wird die Probe schockgefroren.

Bei einer weiteren Art der Préaparation wird die Probe in einem gepressten Gel teilorien-
tiert. Dazu wurden spezielle Titanprobenhalter konstruiert und gefertigt, die ebenfalls in
der Abbildung 3.8 zu sehen sind. Die umfangreichen Messungen an teilorientierten PS I-
Proben und deren Auswertungen werden in dieser Schrift nur kurz im Ausblick erwahnt,
da ihre Beriicksichtigung den Gesamtumfang der Arbeit zu sehr strecken wiirden.

3.3 Messbedingungen

Zur Spektroskopie einzelner Molekiile wird zunéchst ein Rasterbild der Probe erstellt,
um die Molekiile zu lokalisieren. Dann kann ein beliebiges Molekiil selektiert werden, um
seine Fluoreszenz gezielt zu untersuchen. In diesem Abschnitt wird kurz auf einige Details
des Experiments eingegangen.

3.3.1 Experimentelle Auflésung bei tiefer Temperatur

Die prézise Abrasterung der Probe mittels Spiegeldreher erfolgt in lateraler Richtung.
In axialer Richtung kann die Probenschicht mit der im Abschnitt 3.1.6 beschriebenen
Motorsteuerung schrittweise durch das konfokale Volumen bewegt werden. Aufgrund des
Unterdrucks im Kryostaten und den Dichtungen am Probenstab treten jedoch zu grofle
Krifte auf, um mit der Motorvorrichtung prézise in axialer Richtung zu rastern, so dass
die axiale Auflésung experimentell nicht bestimmt wurde. Folglich wird hier nur die late-
rale Auflosung der Apparatur ermittelt. Auf der linken Seite der Abbildung 3.9 ist dafiir
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Abbildung 3.9: Links: Digitales Rasterbild einzelner PS I-Trimere des Cyanobakteriums Synecho-
cystis. Die Punkte hoher Intensitit markieren die Positionen der Molekiile. Rechts: Profil des links
eingezeichneten Schnitts entlang der y-Richtung. Anhand der Abbildungsgréfie eines um Gréflenord-
nungen in der Ausdehnung geringeren Emitters als das Beugungslimit kann die Auflésung abgeschétzt
werden. Das verhéltnismé8ig schwache Signal-zu-Rausch-Verhiltnis entsteht durch die schnelle Ras-
tergeschwindigkeit von 0,9 s pro Pixel.

ein Rasterbild einer hochverdiinnten PS I-Probe vom Cyanobakterium Synechocystis dar-
gestellt. Die Grofie der abgerasterten Fliche betrigt 50x 50 um? mit einer Auflssung von
150 Rasterschritten in beiden Richtungen. Jeder Punkt hoher Intensitét zeigt die Position
eines PS I-Partikels an. Dabei ist anzumerken, dass selbst wenn es sich bei dem Partikel
um ein Aggregat handeln sollte, seine rdumliche Ausdehnung dennoch Gréfenordnungen
von der theoretisch erreichbaren Auflésung entfernt liegt und daher seine Emissionen fiir
die Bestimmung der Auflosung geeignet sind. Im rechten Bild ist der links eingezeichnete
Schnitt in y-Richtung durch einen Punkt dargestellt. Dem Profil wird eine Auflésung
von AZey, =~ 700 nm (FWHM) entnommen. Diese laterale Punkt-Dimension erscheint im
Vergleich zur Abschétzung der theoretisch moglichen Auflésung von Axpe, =~ 300 nm fiir
eine Wellenlénge von A = 700 nm (geméafl Gl. (2.39)) verniinftig, insbesondere unter Be-
riicksichtigung der zusétzlichen Abbildungsfehler des Objektivs bei tiefen Temperaturen.
AZexp, hingt von der Fluoreszenzintensitdt ab. Diese Abhéngigkeit fillt jedoch bei den
im SMS-Experiment aufgetretenen Intensitéten nicht ins Gewicht. Das verhéltnisméafig
schwache Signal-zu-Rausch-Verhéltnis beruht auf einer schnellen Rastergeschwindigkeit
von 0,9 s pro Pixel. Die Wahl einer so kurzen Zeitspanne ist sinnvoll, damit zum einen
so wenig Messzeit wie moglich auf die Lokalisierung der Molekiile verwendet wird und
zum anderen damit die Lichtbelastung der Probe so gering wie mdéglich gehalten wird,
um vorzeitigem Photobleichen vorzubeugen.
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3 Experiment

Abbildung 3.10: Digitales Rasterbild. Die
Aufnahme zeigt die Fluoreszenzintensitéit ei-
nes 50x50 pm? groBen Ausschnitts von ei-
ner diinnen Probenschicht, die einzelne PS I-
Trimere vom Cyanobakterium 7. elongatus
enthilt. Die Auflésung betriagt 150 x 150 Pixel
bei einer Akkumulationszeit von 0,9 s pro Pi-
xel. Jedes Maximum markiert die Position ei-
nes individuellen PS I-Komplexes. Die Pro-
benkonzentration lag bei ca. 20 pM PS I und
die Schichtdicke des Anregungsvolumens wird
auf ~ 4 pm abgeschétzt.

3.3.2 Nachweis fiir die Detektion einzelner Molekiile

Als Voraussetzung fiir weitere Untersuchungen ist wichtig, dass die Punkte hoher In-
tensitdt von einzelnen Molekiilen stammen und nicht alternativ von Molekiilclustern.
In Abbildung 3.10 wird ein Rasterbild einer Probe vom PS T der Spezies T. elongatus
gezeigt. Die PS [-Konzentration liegt geméafl der Anleitung aus Abschnitt 3.2.3 bei ca.
20/3 pM 2 PS I (in trimerer Form). Die abgerasterte Fliche umfasst 50 x50 pm? und die
Schichtdicke des Anregungsvolumens wird geméafl Gl. 2.41 auf grob 4 um abgeschétzt, was
einem Detektionsvolumen von 10 ym? entspricht. Das Produkt aus Probenkonzentration
und abgerastertem Volumen betriigt demnach ~ 0,4 - 10% - 1072 (=1 . 107" [ = 40. Die
Anzahl der sichtbaren Punkte hoher Intensitét in Abbildung 3.10 liegt bei ca. 30 — 40.
Diese qualitative Korrespondenz spricht fiir die Detektion einzelner PS I-Komplexe.

3.3.3 Verwendete Anregungsleistung

Die iibliche Anregungsleistung zur Beleuchtung von PS I-Komplexen in trimerer Form
betrug vor dem telezentrischen System ca. 100 4W. Daraus resultiert im Tieftemperatur-
Aufbau eine Anregungsintensitiit von ca. 3 kW-cm~2 im Fokuspunkt, was bei A = 680 nm
als Anregungswellenlinge 1,0 - 1022 Photonen (cm? - s) entspricht. Dabei wurde die Ver-
lustrate an den optischen Elementen bis zur Probenebene beriicksichtigt (s. Abschnitt
3.1.10) und ein Fokusdurchmesser von 1,5 ym angenommen. Um der Frage nachzugehen,
wie viele Photonen unter diesen Bedingungen ein einzelner PS I-Komplex absorbiert, wer-
den im Folgenden zwei verschiedene Abschéatzungen gegeben: 1. iiber die Anregungsleis-
tung und den Wirkungsquerschnitt und 2. iiber die detektierte Zahlrate der Fluoreszenz.

3Es sei darauf hingewiesen, dass bei der Probe aus Abbildung 3.9 eine hohere Konzentration verwendet
wurde.
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3.3 Messbedingungen

1. Der Wirkungsquerschnitt fiir das PS I-200* bei Soret-Anregung (436 nm) wurde

auf 668 A” bestimmt [Zip91]. Wie im Abschnitt 1.2.1 erwidhnt wurde, liegt das
PS I von hoheren Pflanzen im Gegensatz zum PS I von Cyanobakterien in monome-
rer Form vor. Allgemein ist der Wirkungsquerschnitt proportional zur Absorption.
Im Vergleich zur Soret-Bande absorbiert PS I im Bereich der Qx- und Qy-Bande
schwiicher. Zudem enthélt ein cyanobakterieller PS I-Monomer nur ca. halb so viele
Chlorophyll-Molekiile wie ein PS I-200-Partikel. Daraus wird die obere Grenze des
Wirkungsquerschnitts eines cyanobakteriellen PS I-Monomers bei A ~ 680 nm grob
auf ~3 nm? abgeschiitzt. Folglich ergibt sich ein Photonenfluss von ~3 - 10® s71, der
von einem einzelnen Monomer absorbiert wird. Fiir die Energie-Aquilibrierung von
den Antennenpigmenten bis zu den roten Chlorophyllen benétigt das PS I von Syn-
echocystis 2—5 ps [Has94, Has95, Tur96, Mel00, Sav00]° und das PS I von T. elon-
gatus 8-15 ps [Tur93, Byr00], d.h. der Energietransfer bis zu den roten Zustédnden
erfolgt ca. 100 mal schneller als die Fluoreszenzlebensdauer eines Chl a (~1,5 ns)
[Byr00]. Bei der Annahme, dass sieben Chl a-Molekiile zu den roten Zustédnden
beitragen [Zaz02b], und unter Beriicksichtigung, dass ca. 50 % der Anregungsener-
gie bei 5 K die roten Zusténde erreichen [Pal98, Gob0lal, liegt die Anregungsrate
der roten Chlorophylle bei kanreg™ 2 - 107 7! pro Chl a. Fiir den Fall, dass nur ein
einziges Chl a die gesamte Anregung erhilt, liegt der Wert bei kappeg™ 1,4 - 10® s71.

2. Bei PS I-Trimeren und obiger Anregungsleistung wurden im Mittel ca. 7,5 - 10*
Photonen pro Sekunde® beobachtet. Unter der Annahme einer Detektionseffizienz
von 5 % betrigt die reale Emissionsrate 1,5 - 10% s71, was einer mittleren Zeit von
Temiss™ 6,7 - 1077 s zwischen zwei Fluoreszenzphotonen entspricht. Entnimmt man
nun Ref. [Pal98] fiir die Zerfallsrate des angeregten Zustands durch die photoche-
mische Falle &, ~ (30 ps)~! und fiir die Rate aller Verluste &, ~ (2 ns)~!, woraus
eine Quantenausbeute der Ladungstrennung von 98,5 % folgt, dann erhilt man als
obere Grenze der Fluoreszenzquantenausbeute bei Raumtemperatur ®rr < 1,5 %.
Die Grofe der Verluste durch strahlungslose Kanéle ist unbekannt. Fiir die weitere
Betrachtung wird ein Anteil von 50 % angenommen. Bei 5 K wurde experimentell
eine Erhohung der Fluoreszenzquantenausbeute ®1r um Faktor 20 fiir PS I mit of-
fenem Reaktionszentrum (RC) und um Faktor zehn fiir PS T mit geschlossenem RC”
ermittelt [Byr00]. In unserem Fall liegt die Anregungsrate viel hoher als die Rekom-
binationsrate des Phylloquinon-Akzeptors A;. Demzufolge hilt sich das Elektron
die meiste Zeit beim Akzeptor A; auf, d.h. wir haben geschlossenes PS I gemessen.
Daraus kann grob ein Wert von &1 ~ 8 % abgeschitzt werden, und man erhélt fiir

4Priiparation, bei der PS T mittels Detergenz isoliert wurde (gem#f Ref. [Mul80]) und ca. 200
Chl a+b/P700 enthilt.

®Bei tiefer Temperatur (77 K) wurden geringfiigig lingere Zeiten ermittelt [MelO1b).

SEntspricht der iiber ein Spektrum (¢t = 1 s) integrierten Intensitit vom PS T von T. elongatus in
trimerer Form

"Das RC wird bei reduziertem primiren Donator (P700) als offen bezeichnet und bei oxidiertem
(P7007) als geschlossen.
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die Anregungsrate unter Beriicksichtigung, dass ca. 80 % der Fluoreszenz bei 5 K
von den roten Chlorophyllen emittiert wird [Pal98], ~2,3- 107 s~!, was unter der
Annahme der Beteiligung von sieben roten Chlorophyllen zu einer Anregungsrate
von Kanreg™ 3,4 - 109 s=* pro Chl a fiihrt.

Beide Abschitzungen fithren zu dem Ergebnis, dass die Anregungsrate kanreg mindes-
tens eine Gréflenordnung von der reziproken Fluoreszenzlebensdauer von Chl a entfernt
liegt. Daher sind Doppelanregungen sehr unwahrscheinlich. Die Diskrepanz zwischen den
beiden abgeschitzten Werten fiir kanres von ca. einem Faktor sechs wird auf die unge-
naue Abschitzung von unbekannten Groflen zuriickgefiihrt, wie z.B. der Verlustrate durch
strahlungslose Kanile bei der Abschitzung der Fluoreszenzquantenausbeute.

3.3.4 Hintergrundsignal bei der Aufnahme eines Spektrums

Das mittlere Hintergrundsignal, das von dem CCD-Chip im Spektralbereich zwischen
700 — 800 nm aus dem konfokalen Volumen im Tieftemperatur-Aufbau detektiert wurde,
lag bei einer Standard-Messung® bei ca. 0,8 cps pro vertikal zusammengefasster Pixel®.
In vertikaler Richtung wurden 21 Pixel vom Chip verwendet, die zu drei sogenannten
Superpixeln zusammengefasst wurden, was einem binning von sieben Pixeln entspricht.
Obiger Wert bezieht sich auf diese Einstellungen. In horizontaler Richtung wurde der ge-
samte Chip ohne binning genutzt. Bei Messungen mit Polarisator muss beachtet werden,
dass ~50 % weniger Intensitidt beim Chip ankommt und iiblicherweise 3 s pro Spektrum
akkumuliert wurde, d.h. das Hintergrundsignal lag in dem Fall bei ca. 1,2 Z&hlereignissen
pro Spektrum pro Pixel. Das Hintergrundsignal hiangt empfindlich von der Art der Probe
ab, d.h. z.B. die Zugabe von Glyzerin zum Losungsmittel erhoht das Hintergrundsignal.

Bei ausgeschaltetem Laser betrédgt der Dunkelstrom der Kamera typischerweise 1 Elek-
tron/Pixel/s. Bei einer Akkumulationszeit von 1 s liegt das gemessene Gesamtrauschen
pro oben genanntem Superpixel bei ca. 3 —4 Zahlereignissen. Nach den Herstelleran-
gaben ergeben unsere typischen Messeinstellungen ein Ausleserauschen von 3 Elektro-
nen/Pixel/s und ein Dunkelrauschen von 0,04 Elektronen/Pixel/s. Die in dieser Arbeit
dargestellten Spektren wurden sowohl auf den Dunkelstrom der Kamera als auch auf
das Hintergrundsignal der Probe sowie auf den von Hardware und Software gesetzten
Ausgleich korrigiert, d.h. bei Spektren mit absoluten Zahlenangaben auf der Intensitéts-
achse wurde die Null auf das Hintergrundsignal der Probe unter Beriicksichtigung des
genannten Gesamtausgleichs gelegt.

8Beinhaltet: Anregung bei 680 nm mit 3 kW - cm~2 im Fokuspunkt, wissrige Probe zwischen zwei
Deckglédschen aus Suprasil-Quarzglas

9Eine vertikale Reihe von Pixeln verlduft senkrecht zur Richtung der spektralen Aufspaltung des
Spektrographen.
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4 Spektrale Gliederung der roten
Chlorophyll-Verbadnde

4.1 Einleitung

Viele Details der im PS I enthaltenen roten Chlorophylle sind noch immer ungeklart.
Aus den Ergebnissen der konventionellen Ensemble-Spektroskopie und Réntgenstruktur-
analyse, von denen einige wichtige im Abschnitt 1.3 genannt wurden, besteht in der
Literatur keine Einigkeit dariiber, wie viele Chlorophylle oder Chlorophyll-Verbénde zu
den roten Zustdnden gehoren und welche spektralen Beitrage sie im Einzelnen liefern.
Giinstigerweise wird die Fluoreszenzquantenausbeute der roten Chlorophylle bei kryoge-
ner Temperatur stark angehoben [Pal98|, wodurch die Einzelmolekiil-Spektroskopie Zu-
gang zum System findet [Jel00]. Als erstes werden in diesem Kapitel allgemeine spektrale
Eigenschaften in der Fluoreszenz einzelner PS I-Komplexe dreier verschiedener Cyano-
bakterien, T. elongatus, Synechocystis sp. PCC 6803 und Synechococcus sp. PCC 7002,
vorgestellt und miteinander verglichen. Anschliefend wird untersucht, ob die spektrale
Struktur der beobachteten Fluoreszenzbanden zeitabhéngig ist. Ferner wurde die Fluores-
zenz individueller PS I-Komplexe hinsichtlich ihrer Polarisation analysiert, mit der Hoff-
nung, verschiedene Emissionsbanden voneinander unterscheiden zu koénnen und so die
Anzahl der roten Zustédnde bestimmen zu kénnen. Zum Schluss wird gepriift, in wie weit
die Summe iiber mehrere Einzelmolekiil-Spektren die entsprechenden Ensemble-Spektren
aus der Literatur erzeugen kann.

4.2 Stationdre Fluoreszenzspektren individueller
PS I-Trimere

Zunichst werden stationdre Fluoreszenzspektren individueller cyanobakterieller PS I-
Trimere der drei Spezies T. elongatus, Synechocystis und Synechococcus sp. PCC 7002
diskutiert. Die gewéhlten Akkumulationszeiten bewegen sich auf der Minutenskala. In der
Regel zeigt sich im am weitesten rotverschobenen Spektralbereich eine breite Bande und
im Bereich zwischen dem Maximum dieser Bande und dem Bereich um 700 nm Linien.
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4 Spektrale Gliederung der roten Chlorophyll-Verbidnde
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4.2.1 Individuelle PS I-Trimere von T. elongatus

Die Abbildung 4.1 zeigt exemplarisch fiinf Einzelmolekiil-Spektren (a) — (e) individueller
PS I-Komplexe des Cyanobakteriums 7. elongatus. Als Losungsmittelansatz diente die fiir
PS T iiblicherweise verwendete Puffer-Zusammensetzung, wie sie im Abschnitt 3.2.3 be-
schrieben wurde. Die Einzelmolekiil-Probe wurde bei einer Wellenlédnge von A\, = 680 nm
mit einer Leistung von ca. 3 kW - cm~2 angeregt. Wie sich diese Leistungsdichte im ein-
zelnen PS [-Komplex auswirkt, wird gesondert im Abschnitt 3.3.3 behandelt. Die Auf-
nahmezeit fiir die Spektren (a)-(d) betragt 200 s und die von Spektrum (e) 400 s. Um die
Spektren besser vergleichen zu kénnen, sind sie auf die gleiche Grofle skaliert. Zwischen
den Emissionsspektren der einzelnen Komplexe herrscht starke Heterogenitéit. Dennoch
verbinden die Fluoreszenzspektren aller untersuchten PS I-Komplexe der Spezies T. elon-
gatus gewisse Grundmerkmale, die im Folgenden charakterisiert werden: Innerhalb des
spektralen Bereichs von A = 695 nm bis ca. A = 713 nm emittiert jedes einzelne PS I-
Trimer mindestens an einer individuellen Position eine Linie. Ihre Proportionen kénnen
von Fall zu Fall variieren, d.h. teils ist die spektrale Struktur insgesamt relativ schmal-
bandig, wie z.B. im Spektrum (c) die Linie bei ca. A = 713 nm mit einer Breite von
ca. AN = 1 nm (FWHM) und teils scheint die Form aus verschiedenartigen Elemen-
ten zusammengesetzt, wie z.B. im Spektrum (b) die Linie bei ca. A = 707,5 nm, in der
mehrere Schultern erkennbar sind. Sie sind jeweils durch die griinen Pfeile und Linien
angedeutet, wobei alle drei Teile verschiedene Linienbreiten aufweisen. Ferner weisen alle
Spektren eine breite, asymmetrische Bande auf. Das Maximum dieser Bande liegt beim
grofiten Teil der untersuchten PS [-Komplexe dieser Spezies im spektralen Bereich von
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4.2 Stationédre Fluoreszenzspektren individueller PS I-Trimere
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A = 727 nm bis A = 729 nm, wie bei den hier gezeigten Spektren (b) — (e). Das Spek-
trum (a) belegt, dass die breite Bande ihr Maximum auch auflerhalb dieser 2 nm haben
kann. Dieses Verhalten wird jedoch nur von einer Minderheit gezeigt. Die mittlere Po-
sition liegt bei Miteinbeziehen aller untersuchten PS I-Komplexe von 7. elongatus bei
A = (727 £ 1) nm. Ublicherweise besitzt die Bande eine so groBe Ausdehnung, dass der
untere Teil der niederenergetischen Flanke die Linien im Bereich < 713 nm {iberschnei-
det. In der spektralen Region von A = 713 nm bis ca. A = 720 nm tritt nur in einem von
46 Spektren eine Linie auf. Dieser Bereich wird also, abgesehen von der einen Ausnahme,
ausschliellich von der strukturlosen Intensitédt der breiten roten Bande geprédgt. Im von
dort aus weiter rotverschobenen Spektralbereich ab A > 720 nm treten bei zehn von 46
untersuchten PS I-Partikeln Linien auf, die sich von der breiten Bande deutlich abheben.
In der Abbildung 4.1 représentieren die beiden Spektren (d) und (e) Félle dieser Art. Die
Linie im Spektrum (d) besitzt ihr Maximum bei A = 723 nm. Beim PS I-Komplex (e) tre-
ten an drei weit rotverschobenen Positionen Linien auf: bei A = 730 nm, bei A = 732,5 nm
und bei A = 738 nm.

4.2.2 Individuelle PS I-Trimere von Synechocystis sp. PCC 6803

In der Abbildung 4.2 sind vier reprasentative Einzelmolekiil-Spektren (a) — (d) indivi-
dueller PS I-Komplexe des Cyanobakteriums Synechocystis gegeniibergestellt. Als Lo-
sungsmittel wurde auch hier der iibliche Puffer fiir PS I-Préparationen verwendet, dessen
Zusammensetzung im Abschnitt 3.2.3 angegeben wurde. Die Einzelmolekiil-Probe wurde,
wie im Abschnitt zuvor die des PS I der Spezies T. elongatus, bei einer Wellenldnge von
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4 Spektrale Gliederung der roten Chlorophyll-Verbidnde

A, = 680 nm mit einer Leistung von ca. 3 kW - ecm™2 angeregt. Die Aufnahmezeit fiir die
Spektren (a) — (c) betrdgt ca. 130 s und die von Spektrum (d) 220 s. Die Spektren sind
fiir einen besseren Vergleich in der Grofle einander angeglichen. Auch die Emissionen
des PS I der Spezies Synechocystis zeigen eine grofle spektrale Heterogenitét zwischen
den individuellen PS I-Komplexen. Im Unterschied zum PS I von T. elongatus gibt es
hier weniger gemeinsame Grundmerkmale. Alle vier Spektren (a) — (d) der Abbildung
4.2 enthalten eine breite, asymmetrische Bande. Die Verteilung der Maxima bei unter-
schiedlichen PS I-Komplexen ist jedoch viel ausgedehnter als beim PS I von T elongatus.
Im Spektrum (a) befindet sich das Maximum bei ca. A = 724 nm, im Spektrum (b) bei
ca. A = 721 nm, im Spektrum (c) bei ca. A = 716 nm und im Spektrum (d) bei ca.
A = 713 nm, d.h. die Position kann von Komplex zu Komplex iiber 10 nm weit variieren.
Die mittlere Maximum-Position der breiten Bande liegt unter Beriicksichtigung aller un-
tersuchten Komplexe von Synechocystis bei Ayy = (715 + 3) nm. Zusétzlich zur breiten
Bande treten auch beim PS I dieser Spezies Emissionslinien auf. Ihr spektraler Bereich
erstreckt sich von A < 700 nm bis zu A > 720 nm. Im Bereich A > 720 nm sind sie je-
doch nur eine Ausnahmeerscheinung. Hierin liegt ein weiterer Unterschied zwischen den
PS I der beiden Spezies T. elongatus und Synechocystis. Hingegen besitzt die spektrale
Form der Linien zwischen den individuellen Komplexen von Synechocystis eine ebenso
grofle Vielfalt wie beim PS I von T. elongatus, d.h. haufig treten Schultern innerhalb
einer Linie auf, die sie in verschiedene Segmente zu teilen scheinen. Beispiele hierfiir tre-
ten bei allen vier abgebildeten Spektren auf: beim Spektrum (a) bei A = 700 nm, beim
Spektrum (b) bei A = 704 nm, beim Spektrum (c) bei A = 697,5 nm und beim Spektrum
(d) bei A = 708 nm. Ferner fallen beim PS I von Synechocystis spitzzulaufende schmale
Banden von mehreren Nanometern Breite auf, wie z.B. im Spektrum (b) bei A = 704 nm
zu sehen ist. Jedoch treten ebenso auch schmale Linien auf wie z.B. im Spektrum (c) bei
A = 701 nm. Die Linien werden meistens von der breiten Bande iiberschnitten. Generell
besitzt die breite Bande weite Auslaufer und ist zudem héaufig sehr stark asymmetrisch.

4.2.3 Individuelle PS I-Trimere von Synechococcus sp. PCC 7002

Uber das PS I des Cyanobakteriums Synechococcus sp. PCC 7002 ist wesentlich weniger
bekannt als {iber die PS I der beiden Spezies T. elongatus und Synechocystis. Aus den ein-
zigen in der Literatur aufgefithrten Fluoreszenz-Spektren von der RubA Mutante und den
Pseudo-Wildtyp WTREm Stammen geht hervor [She02], dass die PS I-Emission beziig-
lich P700 weniger stark rotverschoben zu sein scheint als bei den anderen beiden Spezies.
Zur Verifizierung werden in Abbildung 4.3 Absorptions- und Emissionsspektrum vom
PS I-Ensemble préasentiert. Die Messung wurde freundlicherweise von Eberhard Schlod-
der am Max-Volmer-Laboratorium durchgefiihrt. Das ermittelte Emissionsmaximum liegt
bei ca. 713 nm und somit um ca. 6 nm blauverschoben gegeniiber dem entsprechenden
Wert vom PS I von Synechocystis.

Die Abbildung 4.4 zeigt fiinf Einzelmolekiil-Spektren (a) — (e) individueller PS I-Kom-
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plexe vom Organismus Synechococcus sp. PCC 7002. Die Probe wurde aufgrund der
schwachen Rotverschiebung zusétzlich zur Wellenlénge A, = 680 nm (Spektrum (a) und
(b)) mit der Wellenldnge A\, = 640 nm (Spektrum (c), (d) und (e)) angeregt, um den
detektierbaren spektralen Bereich in Richtung hoherer Energie auszudehnen. In beiden
Fillen wurde eine Leistung von ca. 3 kW - cm™2 verwendet. In das Losungsmittel der
Probe wurden zum iiblichen Puffer-Ansatz zusétzlich 50 Volumenprozent Glyzerin zuge-
geben, wie im Abschnitt 3.2.3 als Variante beschrieben wurde. Die Aufnahmezeit fiir die
Spektren (a), (¢) und (d) betrdgt um 150 s und die der Spektren (b) und (e) ca. 300 s.
Die Spektren sind zur besseren Vergleichsmoglichkeit auf die gleiche Grofle skaliert. Auch
bei dieser Spezies wird zwischen den einzelnen PS I-Komplexen eine starke spektrale
Heterogenitét gefunden. Diese ist in Relation zu der beim PS I von Synechocystis noch
ausgepréagter.

Bei allen fiinf Spektren (a) — (e) taucht eine breite rote Bande auf, die in ihrer Positi-
on stark variiert. In den Spektren (a) und (b) befindet sich ihr jeweiliges Maximum bei
ca. A = 707 nm, im Spektrum (c¢) bei A = 710 nm, im Spektrum (d) bei A = 703 nm
und im Spektrum (e) bei A = 705 nm. Unter Beriicksichtigung aller durchgefithrten Mes-
sungen an dieser Spezies kann sich die spektrale Position zwischen den einzelnen PS I-
Komplexen um mehr als A = 10 nm verschieben. Die mittlere Maximum-Position liegt
bei Ay = (704 £4) nm. Somit emittieren einzelne PS I-Komplexe von Synechococcus sp.
PCC 7002 in der Summe weniger rotverschoben als das entsprechende Ensemble. Der Un-
terschied zu einzelnen PS I-Komplexen der beiden zuvor beschriebenen Spezies betrégt
mehr als A\ > 10 nm. AuBer der breiten Bande werden auch beim PS I von Synechococ-
cus sp. PCC 7002 Emissionslinien beobachtet. Bei ihnen werden die gleichen Merkmale
festgestellt, wie bei denen der PS I der beiden Spezies aus den vorangegangenen Ab-
schnitten 4.2.1 und 4.2.2. Wie beim PS I von T. elongatus kénnen die Linien auf beiden
Flanken der breiten Bande auftreten. Trotz der vergleichsweise schwachen Rotverschie-
bung des spektralen Schwerpunkts treten dennoch stark rotverschobene Linien auf, wie
z.B. im Spektrum (d) bei A = 732 nm und A = 735 nm. Bei dieser Spezies scheinen
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Abbildung 4.4: Einzelmolekiil-Spek-
tren individueller PS I-Trimere von
Synechococcus sp. PCC 7002 in der
Emission bei tiefer Temperatur. Die
Messzeit betrigt jeweils ldnger als
150 s. Angeregt wurde bei den Wel-
lenldingen A, = 680 nm und )\, =
640 nm mit einer Leistung von jeweils
ca. 3 kW -cm™2.

die Linien in einigen Fillen einen verhéltnisméfBig groflen Anteil der Gesamtintensitéit zu
tragen, wie sich z.B. in den Spektren (a) — (c) zeigt. Das Phénomen, dass sich Emissions-
banden scheinbar aus mehreren Linien zusammensetzen, tritt hdufig auf, wie z.B. beim
Spektrum (a) um A = 691 nm und beim Spektrum (b) um A = 692 nm.

4.3 Spektrale Dynamik in der Fluoreszenz

Am Ende des letzten Abschnitts wurden Emissionsbanden betrachtet, die sich scheinbar
aus mehreren Linien zusammensetzen. Fiir dieses Phénomen kommen zwei Ursachen in
Betracht. Zum einen nimmt man anhand von Messungen aus der Ensemble-Spektroskopie
an, dass PS I pro Monomer je nach Spezies zwischen ca. 4 — 10 rote Chlorophylle besitzt
[Gob94, Pal96, Zaz02b]. Demnach koénnte die beobachtete spektrale Bandenstruktur eine
Folge von inhomogener Verbreiterung sein, d.h. die Ursache liegt im Beitrag mehrerer
Emitter, die sich aufgrund ihrer verschiedenartigen Bindungen an unterschiedlichen Or-
ten im Protein in ihren lokalen optischen Ubergangsenergien unterscheiden. Zum anderen
kénnte es sich um einen oder nur wenige Emitter handeln, die in ihrer Ubergangsenergie
nicht stabil sind. Demzufolge konnte die Bande konstruiert werden, indem eine oder weni-
ge homogene Linien innerhalb der Messzeit einer starken spektralen Dynamik unterliegen.
Im folgenden Abschnitt wird die Ursache der Verbreiterung untersucht.
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Abbildung 4.5: Abhéngigkeit der Einzelmolekiil-Emissionsspektren individueller PS I-Komplexe von
der Zeit. Die PS I stammen von der Spezies T. elongatus. Angeregt wurde bei einer Wellenldnge von
Ao = 680 nm mit einer Leistung von ca. 3 kW -cm™2. Die oberen, rot eingefirbten Spektren sind
jeweils in 1 — 2 s aufgenommen und bei den unteren, schwarz eingefirbten reicht die Akquisitionszeit
von 35 — 150 s. Letztere Zeiten richten sich danach, wie lange die entsprechende Linie bei ann&dhernd
gleichbleibender Intensitéit in dem jeweiligen Spektralbereich detektiert wurde, um ein moglichst gutes,
vergleichbares Signal-zu-Rausch-Verhéltnis zu erzielen. Die jeweils interessierende spektrale Position
wird von den blauen Pfeilen markiert. Sie erstrecken sich iiber den roten Spektralbereich von A =
708 nm iiber A\ = 723 nm bis A = 733 nm. Bei jeder der drei Banden erkennt man deutlich einen
Verbreiterungsprozess in der Zeit.

4.3.1 Zeitabhdngigkeit der Linienbreite

Die Abbildung 4.5 zeigt Fluoreszenzspektren von drei individuellen PS I-Komplexen, von
denen jeweils zwei Spektren unterschiedlicher Akkumulationszeit dargestellt sind. Die
oberen Spektren wurden innerhalb von 1 — 2 s und die darunter innerhalb von 35 — 150 s
aufgenommen. Das Augenmerk liegt jeweils bei den durch die blauen Pfeile markierten
spektralen Positionen. Man erkennt deutlich, dass alle drei Komplexe jeweils innerhalb
der kurzen Aufnahmezeit scharfe Linien emittiert haben. Die zugehorigen Linienbreiten
zu den spektralen Positionen bei A\ = 708 nm, A = 723 nm und A = 733 nm betragen
AX < 0,08 nm, AX < 0,06 nm und AX < 0,07 nm (FWHM) und liegen somit nahe der
Auflésungsgrenze des Spektrometers von AX > 0,04 nm. Auch die Intensitdaten sind mit-
einander vergleichbar. Verlingert man nun bei allen drei PS I-Komplexen die Akkumu-
lationszeit, setzt offenbar bei jedem einzelnen ein Verbreiterungsprozess ein. Demzufolge
verbreitert sich die Linie bei A = 708 nm in 50 s auf A\ = 0,60 £ 0,05 nm, die Linie bei
A =723 nm in 150 s auf A\ = 0,80 £+ 0,05 nm und die Linie bei A = 733 nm in 35 s auf
AN = 0,70 £ 0,05 nm.

Um die spektrale Dynamik erfassen zu konnen, wurden Sequenzen von Spektren iiber die
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Zeit aufgenommen. Die kiirzest mogliche Messzeit fiir jedes einzelne Emissionsspektrum
innerhalb einer Sequenz wird durch das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis begrenzt. Die am
haufigsten gewéhlte Zeit war 1 s, da sich hier iiblicherweise scharfe Linien vom Rauschen
sicher trennen lassen. In Ausnahmeféillen wurde auch schneller gemessen, bis zu 0,1 s
pro Spektrum. Eine Verkiirzung der Akkumulationszeit fiihrt jedoch zu einer Verschlech-
terung des Signal-zu-Rausch-Verhiltnisses. Dies kann durch Herabsetzen der spektralen
Auflésung verbessert werden, was jedoch die Prézision der spektralen Positionsbestim-
mung einer Linie beeintréchtigt. Daher wurde diese Messeinstellung nur bei wenigen Mo-
lekiilen vorgenommen.

Die Spektren aus Abbildung 4.5 wurden aus solchen Spektrensequenzen ausgewéhlt. Fiir
die unteren wurden mehrere zusammenhéngende Spektren aufaddiert. Aufgrund der va-
rilerenden Langen des Auftretens der Linien wurden dabei die unterschiedlich langen
Zeiten ausgesucht. Allgemein besitzen verbreiterte Emissionslinien aus Spektren, die oh-
ne Selektion iiber ldngere Zeit ermittelt wurden, in Abhéngigkeit ihrer spektralen Lage
unterschiedliche Intensitédten. Linien im spektralen Bereich zwischen ca. A < 700 nm und
A < 713 nm tragen meistens einen grofferen Anteil an der Gesamtintensitét als die Linien
in der Region A > 720 nm. Hierin liegt einer der Griinde dafiir, dass im stark rotver-
schobenen Spektralbereich A > 720 nm in stationdren Emissionsspektren weniger héufig
scharfe Linien beobachtet werden als in der Region A < 713 nm. Eine weitere Ursache
besteht darin, dass die scharfen Linien im roten Bereich A > 720 nm innerhalb einer
Messzeit von ¢ > 100 s héaufig kiirzer auftreten als die scharfen Linien im Spektralbereich
A < 713 nm. Dieses Verhalten kann jedoch nur aufgedeckt werden, wenn die zeitliche Ent-
wicklung eines Spektrums durch Aufnahme einer Spektrensequenz registriert wird, wie sie
in Abbildung 4.6 gezeigt wird. Die Emissionen stammen von einem einzelnen PS I-Kom-
plex vom Cyanobakterium 7. elongatus. Man erkennt deutlich eine scharfe Emissionslinie,
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Abbildung 4.7: Fluoreszenz eines einzelnen PS I-
Komplexes von T. elongatus. Oben: Selektierte
Sequenz iiber 150 Spektren mit einer jeweiligen
Akkumulationszeit von ¢ = 1s. Unten: Zeitliche
Projektion der Sequenz dariiber. Durch das Auf-
summieren der 150 Spektren erhilt man ein statio-
néres Spektrum, in dem die Informationen {iber die
spektrale Dynamik verloren gegangen sind. Daher
kann anhand des 2D-Spektrums z.B. nicht festge-
stellt werden, ob die beiden mit den blauen Pfei-
len gekennzeichneten Emissionslinien simultan auf-
treten oder zeitversetzt. Hingegen zeigt die 3D-
Darstellung deutlich die Antikorrelation der beiden
unterschiedlichen Linienpositionen.
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die sich innerhalb der dargestellten knapp 200 s um eine mittlere spektrale Position von
A = 713 nm bewegt. Ihre Intensitét lasst iiber die Zeit nach. Dieses Verhalten konnte im
Spektralbereich A < 716 nm relativ haufig beobachtet werden. Eine ausfiihrliche Unter-
suchung der spektralen Diffusion in der Fluoreszenz einzelner PS I-Komplexe findet im
Kapitel 5 statt.

4.3.2 Emissionslinien mit mehreren diskreten Realisierungen

Die Abbildung 4.7 zeigt oben in einer Abfolge von 150 Spektren die Fluoreszenz eines ein-
zelnen PS I-Komplexes von T. elongatus. Die Akkumulationszeit pro Spektrum betréigt
t = 1s. Darunter ist die zeitliche Projektion dargestellt. Das Augenmerk liegt auf den
beiden durch die blauen Pfeile markierten scharfen Emissionslinien bei ca. A = 730 nm
und A = 7325 nm. Anhand des unteren stationédren Spektrums kann nicht festgestellt
werden, ob die Emissionslinien gleichzeitig emittiert werden oder zeitlich versetzt auftre-
ten. Die dariiber dargestellte Sequenz hingegen enthélt diese Information. Man erkennt
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deutlich, dass die Emissionen auf den beiden Linienpositionen antikorrelieren. Demnach
handelt es sich also um eine Emissionslinie, die zwei Realisierungen besitzt. Zwischen
diesen beiden Realisierungen wird auf einer iiber mehrere Sekunden dauernden Zeitskala
hin- und hergewechselt, so dass dieser Prozess direkt zugénglich ist. Durch einen zwei-
ten schnelleren Prozess wird die scharfe Emissionslinie in beiden Positionen verbreitert.
Auch dieser Prozess kann bei dem hier untersuchten Komplex bis nahe der spektralen
Auflésungsgrenze des Spektrometers nachvollzogen werden, wie aus dem Abschnitt 4.3.1
hervorging. Die Abbildung 4.5 zeigt rechts die Fluoreszenz desselben Komplexes. Héufig
sind jedoch sowohl die kleinen als auch die grolen spektralen Spriinge schneller als die
kiirzest mogliche Akkumulationszeit, so dass nur noch eine breite Bande oder zwei oder
mehrere Emissionslinien festgestellt werden kénnen. In solchen Féllen kann iiber einen
gemeinsamen Ursprung der Emissionslinien oder entsprechend einer Emissionsbande nur
spekuliert werden.

4.3.3 Energiebereiche der Emissionslinien

Bei dem grofiten Teil der PS I-Komplexe aller drei untersuchten Spezies wurden schar-
fe Emissionslinien im Spektralbereich der roten Chlorophylle beobachtet. Die spektrale
Dynamik der Linien wird in den Spektrensequenzen sichtbar, wie z.B. eine in Abbildung
4.8 dargestellt ist. Alle Sequenzen dieser Art zeigen, dass der Spektralbereich, in dem
sich jede einzelne scharfe Emissionslinie innerhalb des Zeitfensters unserer Aufnahmen
aufhalten kann, auf Areale mit definierter Ausdehnung auf der Nanometer-Lingenskala
begrenzt ist. In Abbildung 4.8 bewegen sich z.B. Linien in den zwei Regionen bei ca.
704 nm < A <712 nm und 721 nm < A < 726 nm. Im ersteren Bereich deutet sich an,
dass sich in ihm zwei Emissionslinien aufhalten. Da die Intensitdten nicht klar getrennt
werden konnen, wurde ihnen ein Bereich zugeteilt. Auf der Grundlage der ermittelten
Zeitabfolgen von Spektren wurde von jedem einzelnen PS I-Komplex die individuellen
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Aufenthaltsbereiche der jeweils aufgetretenen Emissionslinien erfasst und in Balkendia-
grammen zusammengestellt. Die nach der jeweiligen Spezies sortierten Resultate sind in
der Abbildung 4.9 dargestellt. Das Diagramm oben links zeigt die statistische Verteilung
der individuellen spektralen Regionen von einzelnen PS I-Komplexen der Spezies T. elon-
gatus, das rechts daneben die vom PS I von Synechocystis und das unten die vom PS I von
Synechococcus sp. PCC 7002. Das Beispiel aus Abbildung 4.8 ist im Diagramm oben links
unter der Nummer 14 aufgefiihrt. Jeder einzelne der eingetragenen PS I-Komplexe hat
scharfe Linien mit individuellem Verhalten bzgl. der spektralen Dynamik emittiert. Bei
Uberschneidungen von spektralen Aufenthaltsbereichen wurde wie in obigem Beispiel ein
breiter Balken zugeordnet. Bei den gut voneinander separierten Regionen wurde hingegen
jeder Linie jeweils ein Balken zugeteilt. Wie aus dem Abschnitt 4.3.2 hervorging, bedeu-
ten jedoch hier zwei von einander getrennte Balken im Diagramm, die zwei separierten
Arealen eines Komplexes konsequent zugeordnet wurden, keineswegs zwangsléufig, dass
der Ursprung der Linien in zwei verschiedenen Emittern liegt. Vielmehr besteht in diesen
Fillen die Moglichkeit, dass eine Emissionslinie zwei oder mehrere spektrale Realisierun-
gen besitzt, die innerhalb der moglichen Zeitauflosung nicht voneinander getrennt werden
koénnen.

Bei Betrachtung der Teilabbildung der PS [-Komplexe von T. elongatus fallt unmittelbar
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auf, dass sich die Aufenthaltsbereiche von scharfen Emissionslinien bei dieser Spezies in
zwei deutlich voneinander abgegrenzte Bander aufteilen. Das eine Band liegt energetisch
oberhalb von ca. A = 716 nm und das zweite unterhalb von ca. A = 723 nm. In beiden
Béandern findet man sowohl Emissionslinien, die sich nur in einem stark begrenzten Ge-
biet von 1 nm < A\ < 2 nm bewegen konnen, als auch welche, deren Aufenthaltsbereiche
auf mehrere Nanometer bis hin zu ca. A\ = 9 nm ausgedehnt sind. Im kiirzerwelligen
Band wurde beim grofiten Teil aller untersuchten Komplexe mindestens eine Linien-
Region beobachtet. In dieser Bande féllt auf, dass sich ein spektraler Kernbereich von
703 nm < A < 713 nm abgrenzt, in dem der Grofiteil der Linien der Bande aufgetreten
sind. Innerhalb der anderen Bande traten hingegen nur bei elf von 43 PS I-Komplexen
iiberhaupt Emissionslinien auf. Vereinzelt wurde festgestellt, dass PS [-Komplexe die-
ser Spezies sehr stark rotverschobene scharfe Linien oberhalb von A = 730 nm bis hin
zu A = 740 nm emittieren. Im Vergleich zum PS I von 7. elongatus bietet sich beim
PS I von Synechocystis in der Teilabbildung oben rechts der Abbildung 4.9 ein anderes
Verhalten. Man erkennt unmittelbar, dass sich keine zwei separaten Banden voneinander
abspalten. Auch bildet sich kein bevorzugter Aufenthaltsbereich fiir Emissionslinien her-
aus. Die Verteilung der Linien-Regionen ist vielmehr spektral stark heterogen, so dass im
gesamten roten Spektralbereich keine Systematik erkennbar ist. Der rote Spektralbereich
liegt bei dieser Spezies verglichen mit 7. elongatus blauverschoben. Er erstreckt sich von
der Grenzwellenldnge des Filters bei ca. A = 695 nm bis ca. A = 720 nm, wobei mogli-
che scharfe Linien vor A < 695 nm aufgrund der Sperrung durch den Kantenfilter nicht
erfasst wurden. Oberhalb von A = 721 nm wurde nur in einem Fall von 65 untersuch-
ten Komplexen eine scharfe Emissionslinien beobachtet. Im Vergleich zum PS I von T.
elongatus traten mehr Linien zwischen A = 695 nm und A = 700 nm auf. Beziiglich der
Variation ihrer spektralen Ausdehnung weisen die Regionen insgesamt keinen markanten
Unterschied zu denen vom 7. elongatus auf, d.h. auch beim PS I von Synechocystis liegt
der Bewegungsrahmen der Linien aller Komplexe statistisch verteilt zwischen A\ =1 nm
bis AX = 9 nm bzw. in einem Fall bis AX = 10 nm. Ein &hnliches Bild zeigt sich beim
PS I von Synechococcus sp. PCC 7002. Jedoch liegt hier die rote Fluoreszenz im Vergleich
zu den anderen beiden Spezies deutlich blauverschoben. Daher wurde neben A = 680 nm
zusétzlich eine Anregungswellenlénge von A = 640 nm verwendet. Die Linienregionen der
mit dieser Laserwellenlénge vermessenen PS I-Komplexe sind in Abbildung 4.9 im Dia-
gramm unten ab dem Komplex Nummer zwolf eingetragen. Die meisten aufgetretenen
Emissionslinien haben sich ausschliellich unterhalb von A = 706 nm aufgehalten. Nur
vier von 18 Molekiilen haben bei kleineren Energien emittiert. Der energetisch kleinste
Wert liegt bei A = 723 nm.

4.3.4 Spektrale Diffusion von breiten Emissionsbanden

In der Abbildung 4.10 sind die Fluoreszenzemissionen zweier individueller PS I-Komplexe
von Synechocystis iiber jeweils 93 s dargestellt. Beide PS I-Komplexe zeigen den gréfiten
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Abbildung 4.10: Fluoreszenzemissionen zweier einzelner PS I-Komplexe von Synechocystis in Puf-
ferlosung mit 50 Volumenprozent Glyzerin. Links: Sequenz iiber 93 Spektren (Akkumulationszeit
t = 1s). Rechts: Abfolge iiber 310 Spektren von einem anderen Komplex (Akkumulationszeit
t=0,3s).

Anteil ihrer Intensitiat im spektralen Bereich zwischen ca. A = 700 nm und A\ = 730 nm.
Der gravierende Unterschied liegt in der Dynamik. Im linken Bild zeichnen sich zwei
scheinbar voneinander getrennte Banden ab: Die erste reicht von ca. A = 700 nm bis
A = 716 nm und die zweite von ca. A = 719 nm bis iiber A > 730 nm. Beide Emissi-
onsbanden tauchen innerhalb der Messzeit von jeweils t = 1 s pro Einzelspektrum stets
simultan auf. Auffillig sind dabei starke Intensitédtsschwankungen, wobei insbesondere die
hoherenergetische der beiden nach ca. 60 s insgesamt deutlich an Intensitét verliert. Bei
dem anderen Komplex, dessen Fluoreszenz ausschnittsweise im rechten Bild gezeigt wird,
zeigt sich ein ganz anderes Verhalten: Man beobachtet zunéchst nur eine Emissionsbande,
die jedoch schrittweise ihre Position variiert. Dieser Prozess kann verfolgt werden, da er
langsamer ablauft als die Messzeit, die zur Steigerung der zeitlichen Auflésung hier mit
Texp = 0,3 s moglichst kurz gewéhlt wurde. Das Sprungverhalten &hnelt dem aus einer
SMS-Studie am LH2 vom Purpurbakterium Rhodopseudomonas acidophila bei Raumtem-
peratur [Rut05]. In dieser wurden ebenfalls mittels der Aufnahme von Spektrensequenzen
Fluktuationen einer breiten Emissionsbande verfolgt. Durch die Verschiebung der Bande
aus dem rechten Bild der Abbildung 4.10 wurden zeitweise die spektralen Lagen bei-
der Banden des anderen PS I-Komplexes eingenommen. Dabei traten die Emissionen
jedoch niemals gleichzeitig auf beiden spektralen Positionen auf. Demnach kann zumin-
dest diesem Komplex nur genau eine Emissionsbande zugeordnet werden, die sich in ihrer
Gesamtheit spektral verschiebt. Zusétzlich treten noch zwei scharfe Emissionslinien um
A =697 nm und A = 703 nm auf. Beim anderen Komplex, dessen Fluoreszenzemissionen
ausschnittsweise im linken Bild zu sehen sind, konnte auf der Zeitskala 0,1 s < 7oy, <1
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nicht festgestellt werden, ob die beiden beobachteten Banden gleichzeitig emittiert wer-
den und somit unterschiedlicher Herkunft sind oder es sich ebenfalls um nur genau eine,
jedoch schneller springende, Emissionsbande handelt.

4.4 Separation von Fluoreszenzbanden

In den vorangegangenen Abschnitten wurde die Fluoreszenz einzelner PS I-Komplexe
verschiedener Spezies zunéchst spektral und anschliefend spektral und zeitlich aufgelost
untersucht. Dabei wurden im gegeniiber P700 rotverschobenen Spektralbereich sowohl
scharfe Linien als auch breitere Banden festgestellt, die mitunter eine starke spektrale
Diffusion zeigen. Héufig beobachtet man in den Spektrensequenzen scheinbar Durchmi-
schungen verschiedener Banden, die sich dann nicht trennen lassen. Allein anhand ver-
schiedener spektraler Diffusions-Eigenschaften von Fluoreszenzbanden kann nicht klar
abgeschétzt werden, wie viele Emitter zu den roten Zustdnden beitragen. Um dieser
Frage nachzugehen, muss insbesondere beachtet werden, dass die bislang vorgestellten
Einzelmolekiil-Daten an PS I-Trimeren gemessen wurden, d.h. die gezeigten Komplexe
der drei untersuchten Spezies beinhalten jeweils drei gleiche Monomere. Bisher ist un-
geklédrt, ob die drei Monomere untereinander gekoppelt sind. Denkbar ist sowohl ein
Austausch, der dazu fithrt, dass nur ein energetisch tiefster Zustand als Falle fiir einen
GroBteil der Anregungsenergie des Trimers wirkt [Kar99a, Kar99b, Kar04], als auch
eine Isolation, so dass alle drei Monomere ihre eigene rote Falle mit Energie speisen
[vdL93, Gob94]. Damit die Anzahl der Emitter wirksam abgeschétzt werden kann, wird
neben der spektralen und zeitlichen Auflosung bei der Fluoreszenzdetektion noch ein
weiterer Parameter der Fluoreszenz bendétigt. Dieser findet sich in deren Polarisation.
In diesem Abschnitt werden polarisationsabhéingige Messungen présentiert. Zu Beginn
wird erstmals iiber Einzelmolekiil-Messungen an PS I-Monomeren berichtet. Da entspre-
chende Messungen an Trimeren immer mehrere Deutungsmoglichkeiten eréffnen, sind die
Messungen an Monomeren fiir zuverlédssige Aussagen entscheidend.

4.4.1 PS I-Monomere von T. elongatus

Ankniipfend an die zuvor gezeigten Ergebnisse aus den Trimer-Studien, werden in diesem
Abschnitt Untersuchungen an einzelnen PS I-Monomeren des Cyanobakteriums 7. elon-
gatus vorgestellt. Die verwendete Probe wurde von Eberhard Schlodder zur Verfiigung
gestellt. Im Vergleich zur Detektion einzelner PS I-Trimere stellten sich fiir die Messung
einzelner PS I-Monomere erschwerte Bedingungen heraus: Zum einen geben sie weniger
Licht ab und zum anderen fallen sie bei gleicher Anregungsleistung wesentlich schneller in
einen Dunkelzustand, d.h. bei der typischerweise bei Trimeren verwendeten Anregungs-
leistung photobleichen die meisten Monomere nach weniger als t < 10 s auf weniger als
die halbe Anfangsintensitdt. Die nach 1 — 2 s ermittelte anfdngliche Intensitdt betragt
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bei den mit dieser Leistung bestrahlten Monomeren ca. ein Drittel der entsprechenden
typischen Signalstirke von Trimeren. Bei einer Reduktion der Anregungsleistung um
80 — 90 % wird das Photobleichverhalten stark verzogert, so dass zwar 80 — 90 % weni-
ger Fluoreszenzlicht pro Sekunde gesammelt werden kann, jedoch {iber einen sinnvollen
Zeitraum dem Nachweis zur Verfiigung steht. Im oberen Teil der Abbildung 4.11 ist
analog zu den entsprechenden Trimer-Spektren aus Abschnitt 4.2.1 ein stationéres Emis-
sionsspektrum eines einzelnen PS I-Monomers dargestellt. Darunter wird der spektrale
Zeitverlauf gezeigt, aus dem das Spektrum durch Aufsummieren gebildet wurde. Die
spektralen Charakteristika des PS I von T. elongatus sind auch in der monomeren Form
klar zu erkennen, d.h. bei dem in Abbildung 4.11 dargestellten Spektrum eine schar-
fe Linie im Bereich um A ~ 709 nm und eine breitere Bande mit ihrem Maximum bei
A >~ 730 nm. Im Spektralbereich um A ~ 708 nm wurden wie bei den Trimeren mitunter
auch mehrere Linien oder breitere Strukturen beobachtet, jedoch seltener. Die rote breite
Bande im Bereich um A ~ 728 nm liegt bei den Monomeren im Mittel wenige Nanometer
blauverschoben. Die mittlere Lage des spektralen Schwerpunkts verschiebt sich um 2 nm
auf ca. Ay = (725,5+ 1) nm. Die spektrale Dynamik kann aufgrund der schwécheren
Signalstérke nur undeutlich oder auf langerer Zeitskala beobachtet werden. Die spektrale
Heterogenitét zwischen den einzelnen Monomeren iibersteigt tendenziell die vom PS I in
trimerer Form.

Nachdem nun die spektralen Eigenschaften von PS I-Monomeren beschrieben wurden,
wird im néchsten Schritt die Polarisation ihrer Fluoreszenz analysiert. Die Abbildung 4.12
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Abbildung 4.12: Links: Polarisations-selektierte Spektrenfolge der Fluoreszenz eines einzelnen PS I-
Monomers von T. elongatus. Die Winkelauflosung betrdgt 10°. Unter jeder Polarisatorstellung wurde
3 s akkumuliert. Die Messung wird von dem Prozess der zeitlichen spektralen Entwicklung zwangsléufig
begleitet. Wihrend die Bande bei A ~ 715 nm {iber fiinf Perioden (~ 280 s) leuchtet, fillt die Bande bei
A ~ 735 nm nach ca. eineinhalb Perioden (~80 s) in einen Dunkelzustand. Beide Banden werden mit
Hilfe der polarisations-selektiven Methode gut voneinander separiert. Der Winkel zwischen den Uber-
gangsdipolmomenten der beiden Emitter in Projektion auf die zur optischen Achse senkrechten Ebene
liegt zwischen ca. ~80° — 90°. Rechts: Die blau eingezeichneten Ringe markieren die jeweils integrierte
Intensitdt iiber den mit den weilen Pfeilen im linken Bild gekennzeichneten Spektralbereich. Die rote,
durchgezogene Linie stellt eine Anpassung der Form yo + A -sin® (7 - ¢/w) — @ant) - (Pend — ¢*) dar, mit
yo dem Hintergrundsignal, A der Amplitude, w die Polarisatorschrittweite, ¢,ns dem Anfangswinkel, ©enq
dem Endwinkel und « einem Faktor. Die Modulationstiefe erreicht annidhernd das Hintergrundsignal, auf
das die Null gelegt wurde.

zeigt auf der linken Seite eine polarisations-selektierte Spektrenfolge eines individuellen
PS I-Monomers. Man erkennt deutlich zwei in verschiedene Richtungen linear polarisierte
Emissionsbanden. Die eine reicht von ca. 705 nm < A\ < 725 nm und die andere von ca.
730 nm < A < 750 nm. Der Winkel zwischen den zugehorigen Ubergangsdipolmomenten
der beiden Emitter liegt nahe ~ 90°. Genauer gesagt, wird in dem Messverfahren der
Winkel zwischen den auf die zur optischen Achse senkrechten Ebene projizierten emit-
tierenden Momenten bestimmt. Der Winkel in drei Dimensionen kann nicht ermittelt
werden. Die Polarisationsanalyse ermoglicht eine klare Separierung der beiden spektral
iiberlagerten Banden aufgrund des Versatzes ihrer Polarisationsrichtungen. In der rechten
Teilabbildung ist die Modulation der mit den pinken Pfeilen markierten Bande aus dem
linken Bild aufgetragen. Dabei kennzeichnen die blauen Ringe die jeweils pro Spektrum
innerhalb der markierten Grenzen integrierte Intensitét. Der Kurvenverlauf wurde mittels
least squares-Methode iiber die Funktion

Yo+ A-sin®((m - ¢/w) = ant) * (Pend — ©*) (4.1)

angepasst, wobei yo dem Hintergrund, A der Amplitude, w die Polarisatorschrittweite,
Yant dem Anfangswinkel, po,q dem Endwinkel und « einem Faktor entsprechen. Der
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Abbildung 4.13: Fluoreszenz eines individuellen PS I-Monomers von 7. elongatus. Oben wird ein sta-
tionéres Spektrum gezeigt, das ohne Polarisator aufgenommen wurde. Die Akkumulationszeit betrigt
t = 7s. Im Bild links unten ist die zugehorige polarisations-selektierte Spektrenfolge dargestellt. Die
Winkelauflosung betrédgt 7,5° und unter jeder Polarisatorstellung wurde 3 s akkumuliert. Im rechten
Teil geben die eingezeichneten Datenpunkte in der entsprechenden Farbe die jeweils iiber die im linken
Bild gekennzeichneten Bereiche integrierte Intensitéit wieder. Die beiden Signale sind fiir einen besse-
ren Vergleich auf zwei unterschiedlichen Skalen aufgetragen. Wie in Abb. 4.12 wurde die Null auf das
Hintergrundsignal gelegt. Die Modulation ist verglichen mit der aus Abb. 4.12 weniger tief. Fiir die mit
durchgezogener Linie eingezeichnete Anpassung wurde die Funktion GI. 4.1 verwendet.

sin? ist sinnvoll, da Polarisatorstellungen mit der Drehwinkeldifferenz von 180° messtech-
nisch nicht unterschieden werden kénnen und die Periodenlénge 7 betréagt. Der Ausdruck
(Pena — ®) erfiillt den Zweck, den iiblichen Photobleichprozess zu erfassen und in der An-
passung zu beriicksichtigen. Die Fluoreszenzbande ist in hohem Mafle linear polarisiert,
was insbesondere anhand der groflen Modulationstiefe etwa bis hin zum Hintergrund-
rauschen festgestellt werden kann. Die Modulationstiefe der anderen Bande oberhalb von
A\ > 727 nm wird durch die spektrale Uberschneidung mit der vorderen Bande verringert.
Nichtsdestoweniger lédsst sich mit der Polarisationsanalyse fiir die am meisten rotverscho-
benen Bande genau ein Beitrag feststellen.

Auch polarisations-selektive Messungen unterliegen der Fluoreszenzdynamik, die den
Messprozess zwingend iiberlagert. Wahrend die vordere Bande bei ca. A >~ 715 nm iiber
fiinf Perioden fluoresziert, d.h. {iber eine Messzeit von mindestens ~ 280 s, fallt die hin-
tere Bande bei ca. A ~ 735 nm nach ungefidhr eineinhalb Perioden, d.h. nach einer Zeit
von ~80 s, in einen Dunkelzustand oder in einen Zustand, der energetisch auflerhalb des
spektralen Detektionsbereichs liegt.
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Tabelle 4.1: Statistik {iber die Anzahl der Polarisationsbeitréige in der roten Fluoreszenz
pro PS I-Monomer. Die Fluoreszenz von 81 PS I-Monomeren der Spezies T. elongatus wur-
de daraufhin untersucht, wie viele linear polarisierte Beitréige jeweils mindestens nétig sind,
um die individuellen polarisations-selektierten Spektrenfolgen zu reproduzieren, d.h. das
Ergebnis ist eine untere Abschitzung. “Anz.” steht fiir die Anzahl der Komplexe, “bB.” fiir
breite Bande und “m. ZPL”, “o. ZPL” fiir mit bzw. ohne begleitende ZPL gleicher Polari-
sationsrichtung. Denkbare Kombinationen von “spektralen Formen”, die nicht aufgefiihrt
sind, wurden nicht beobachtet.

Beitriige Anz.  spekir. Form  Anz Region in (nm) Anz.
<716 3
o.ZPL 11
=716 8
1 15 bB
<716 1
m.APL 4
=716 3
<716/>716 8
ZPL/bB 9
>716/<716 1
2 42 o.ZPL 18
=716/=716 —————77
bB/bB 33 mZPL 8
=716/=716 7
<T716/<T716/>716 2
ZPL/ZPL/BB 3 : :
<716/>716/>716 1
3 24 <716/<716/>T716 1
ZPL/bB/bB 14
<716/>716/>716 17
bB/bB/bE 3 <716/>716/>716 3

Bei den 81 auf die Polarisationseigenschaften ihrer Fluoreszenz untersuchten PS I-Mo-
nomeren ergibt sich héufig ein dhnlich eindeutiges Bild wie in Abbildung 4.12. Bei iiber
einem Drittel der Monomere setzen sich rote Fluoreszenzbanden aus Beitrigen mit mehr
als einer Polarisationsrichtung zusammen. In Abbildung 4.13 wird ein anderes Beispiel
dafiir gezeigt. Im oberen Teil ist ein Emissionsspektrum eingezeichnet, das ohne Pola-
risator aufgenommen wurde. Aus der am weitesten rotverschobenen Bande ragt bei ca.
A >~ 726 nm eine scharfe Linie heraus. Im Bild darunter wird die polarisations-selektierte
Spektrenfolge gezeigt. Aus dieser geht hervor, dass die Linie bei A ~ 726 nm interessan-
terweise anders polarisiert ist als die breite Bande. Im Bereich A < 720 nm zeigt sich
eine weitere Bande mit schwécherer Intensitéit, die sich ebenfalls in der Polarisationsrich-
tung unterscheidet. Am oberen Rand sind zwei spektrale Bereiche in den Farben rot und
blau markiert. Der rot markierte Bereich erfasst insbesondere die scharfe Linie, wihrend
der blau markierte die Linie ausschlieBt. Die iiber diese Bereiche integrierte Intensitét
ist im rechten Bild iiber dem Polarisatorwinkel aufgetragen. Die einzelnen Datenpunkte
sind durch Ringe der entsprechenden Farbe gekennzeichnet. Die durchgezogenen Linien
reprasentieren die Anpassungen der Funktion Gl. 4.1. Der Phasenunterschied im Polari-
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Abbildung 4.14: Fluoreszenz eines ein-
zelnen PS I-Trimers von T. elongatus in
Falschfarbendarstellung. Oben: Anhand
der Abfolge von Spektren lisst sich die
spektrale Entwicklung in der Zeit ver-
folgen. Die Akkumulationszeit per Spek-
trum betriagt t = 1s. Zusétzlich zur star-
ken spektralen Diffusion zeigen sich starke
lokale Intensitdtsschwankungen. Unten:
Aus der polarisations-selektierten Spek-
trenfolge wird klar ersichtlich, dass in
der Hauptintensitdt mindestens zwei ver-
schiedene Polarisationsrichtungen enthal-
ten sind. Die beiden spektral aneinan-
dergrenzenden bis sich iiberschneidenden
Beitrédge zeigen linear polarisiertes Licht
mit einem Winkelversatz der beiden Rich-
tungen von ca. ~~ 90° zueinander. Die
Winkelauflosung der Messung betrégt 10°
und die Akkumulationszeit unter jeder Po-
larisatorstellung 3 s. Zur Steigerung des
.- s Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses wurde bei
700 720 740 760 780 den Messungen mit Polarisator die spek-
Wellenlinge (nm) trale Auflésung verringert.
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satorwinkel zwischen den beiden Spektralbereichen betrdagt ca. 38°, d.h. die Polarisati-
onsrichtung des vorderen Bereichs, der die scharfe Emissionslinie beinhaltet, weicht klar
von der Polarisationsrichtung der restlichen Bande ab.

Geméf Tabelle 4.1 lassen sich beim PS I in monomerer Form im stark rotverschobenen
Spektralbereich bei 28 von 81 Monomeren zwei verschiedene Beitriage feststellen. In Ta-
belle 4.1 ist fiir 81 Monomere zusammengestellt, wie viele Beitrdge jeweils mindestens
notig sind, um die individuellen polarisations-selektierten Spektrenfolgen zu reproduzie-
ren. Die Tabelle ist so aufgebaut, dass die Details von links nach rechts zunehmen. Im
rechten Teil wird zwischen spektralen Beitridgen < 716 nm und > 716 nm unterschieden,
wobei die Einfirbung zur schnelleren Ubersicht die Gréfie der Rotverschiebung signali-
sieren soll. Insgesamt beinhalten ca. 82 % der Monomere 2 — 3 Polarisationsbeitrige in
ihrer beziiglich P700 rotverschobenen Fluoreszenz.

4.4.2 PS | in trimerer Form

Die Fluoreszenz der roten Chlorophylle eines PS I-Trimers ist im Vergleich zu der eines
Monomers in der Regel vielfiltiger. Im Bereich um A = 708 nm tauchen héufiger meh-
rere scharfe Linien auf, und auch im stark rotverschobenen Spektralbereich beobachtet
man mehr spektrale Dynamik und Intensitatsfluktuationen in der Zeit. Gelegentlich er-
wecken lokale Verdnderungen in der roten breiten Bande den Anschein, dass sich mehrere
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Beitrage spektral iiberschneiden. In Abbildung 4.14 wird ein entsprechender Fall prisen-
tiert. Der PS I-Komplex stammt von der Spezies T. elongatus. Im oberen Teil ist eine
Abfolge von Emissionsspektren dargestellt. Die Akkumulationszeit per Spektrum betrégt
t = 1 s. Die Hauptintensitit liegt in einer breiten Bande, die von ca. A > 700 nm bis
ca. A < 760 nm reicht. Sie unterliegt sowohl einer starken spektralen Diffusion als auch
starken lokalen Intensitétsschwankungen. Betrachtet man nur die ersten 100 s der Mes-
sung, gewinnt man den Eindruck, dass nur eine stark rotverschobene Bande vorherrscht,
die grofle spektrale Fluktuationen zeigt. Die Messung iiber die gesamte Lange t > 300 s
vermittelt ein ganz anderes Bild, das eher zwei Beitrage vermuten lasst. Der vordere Teil
der Bande 700 nm < A\ < 726 nm fallt mehrmals in einen transienten Dunkelzustand oder
springt aus dem spektralen Detektionsbereich, nach ca. t = 15 s und t = 265 s iiber mehr
als 20 s, wahrend der hintere Teil A > 726 nm stets weiterleuchtet. Insbesondere dieses
Verhalten deutet verstarkt darauf hin, dass mehrere Emitter zur Bande beitragen. Die
darunter abgebildete polarisations-selektierte Spektrenfolge liefert schliellich den klaren
Beweis, denn die Hauptintensitdat beinhaltet mindestens zwei verschiedene Polarisationen.
Dies lésst sich so eindeutig feststellen, da die beiden Beitrdge zwar spektral aneinander
grenzen, sich sogar teilweise iiberschneiden, jedoch keineswegs vollstindig iiberlagern.
Zusétzlich betrdgt der Winkelversatz ihrer beiden linearen Polarisationsrichtungen ca.
~ 90°, wodurch sich die Banden deutlich voneinander trennen lassen. Aufgrund dessen,
dass sich die beiden Emissionen teilweise dynamisch spektral {iberschneiden, erreicht die
Modulationstiefe nicht das Hintergrundrauschen, wie es bei den Monomeren héufig der
Fall ist. Durch die spektralen Uberschneidungen von Banden bei einzelnen PS I-Trimeren
entstehen haufig spektrale Strukturen, die mitunter auch nicht anhand einer Polarisati-
onsanalyse klar aufgeschliisselt werden konnen. Liegt z.B. der Fall vor, dass zwei gleich
intensive Banden und einem Winkelversatz der Polarisationsrichtungen von 90° zuein-
ander vollstandig spektral iiberlappen, erwartet man eine nur schwache Modulation von
30 % vom Maximum. In der Praxis lassen sich auch bei Komplexen mit ungiinstigen
Bedingungen zumindest an den Réndern der Banden Modulationen feststellen (s. Abb.
4.16).

Auch die Fluoreszenz zwischen einzelnen PS I-Trimeren des Cyanobakteriums Synecho-
cystis ist spektral stark heterogen. In Abbildung 4.15 ist die Emission eines ausgewéhlten
Exemplars dargestellt. Im oberen Teil wird die spektrale Entwicklung in der Zeit préasen-
tiert. Man erkennt eine scharfe Linie bei ca. A ~ 702 nm, die bis zu A\ < 2 nm springt,
und eine breite Bande im Bereich von A > 702 nm bis ca. A < 732 nm. Nach knapp
t > 75 s bleicht ein Teil dieser Bande, so dass insbesondere ab A > 725 nm die Intensitét
bis auf das Grundrauschen abfillt. Die Informationen der spektralen Entwicklung allein
lassen keine klare Abschétzung iiber die Anzahl der Beitrige zu. Mit Hilfe der zugehorigen
polarisations-selektierten Spektrenfolge, die nach dem oben erwdhnten Bleichprozess im
Anschluss an die ca. t ~ 150 s aufgenommen wurde, konnen zwei sich teilweise spektral
iiberschneidende Banden anhand ihrer um ca. ~90° verschiedenen Polarisationsrichtun-
gen separiert werden. Eine erstreckt sich iiber ca. 700 nm < A < 720 nm und die andere
iiber ca. 709 nm < A\ < 730 nm. Erstere zeigt im Bereich von 700 nm < A < 704 nm
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Abbildung 4.15: Fluoreszenz eines einzel-
nen PS I-Trimers der Spezies Synechocys-
tis. Oben: Analog zur Abb. 4.14 ist ei-
ne Spektrensequenz dargestellt. Die Akku-
mulationszeit per Spektrum betriagt wie-
der t = 1s. Nach knapp t > 75 s bleicht
ein Teil der breiten roten Bande, so
dass insbesondere ab A > 725 nm die In-
tensitdt bis auf das Grundrauschen ab-
fallt. Unten: Gezeigt wird die zugehori-
ge polarisations-selektierte Spektrenfolge,
die nach dem Bleichprozess aufgenommen
wurde. Die Methode enthiillt mindestens
zwei verschiedene Polarisationsrichtungen
der Fluoreszenz, wobei der Winkelversatz
der Beitrége ca. ~ 90° betréigt. (Winkel-
auflosung und Akkumulationszeit wie zu-
vor (10° und 3 s)).

Zeit (=)

700 710 720 730 T4
Wellenliinge (nm)

bei m und 27 leicht ausgepréagte Intensitétsliicken, so dass eine Doppelstruktur innerhalb
einer Periode (7) entsteht. Dieses Verhalten deutet auf zwei Beitriige unterschiedlicher
Polarisationsrichtung innerhalb der vorderen Bande 700 nm < A < 720 nm hin. Der
Bleichprozess hat sich wiahrend der polarisations-selektiven Messung weiter fortgesetzt,
so dass die hintere Bande 709 nm < A < 730 nm sich nach mehreren Perioden kaum noch
vom Hintergrundrauschen abhebt. Anhand der vorliegenden Messdaten lassen sich nicht
mehr als ein Beitrag an dieser Bande feststellen.

Die Fluoreszenz einzelner PS I-Trimere weist nicht nur eine starke spektrale Heteroge-
nitdt auf, sondern verfiigt ebenso iiber die unterschiedlichsten Polarisations-Merkmale.
Um einen Eindruck zu vermitteln, sind in Abbildung 4.16 polarisations-selektierte Spek-
trenfolgen zweier individueller PS I-Komplexe zusammengestellt. Beide Trimere stammen
von der Spezies T. elongatus. Im linken Bild sieht man im Bereich 704 nm < A\ < 707 nm
eine, spiter zwei simultan auftretende, scharfe Linien. In der gesamten Region 707 nm <
A < 746 nm bewegt sich eine breite rote Bande. Sdmtliche Strukturen sind in hohem Ma-
Be linear polarisiert, wobei zusétzlich eine einheitliche Polarisationsrichtung vorliegt. Die
Modulationstiefe reicht bis zum Grundrauschen. Der Komplex im rechten Bild verhéalt
sich anders: Bei A ~ 710 nm taucht eine linear polarisierte scharfe Linie auf, die auf bei-
den Seiten von schwécherer Intensitét gleicher Polarisationsrichtung begleitet wird. Eine
breite rote Bande geht in diese Intensitét {iber und reicht auf der niederenergetischen Sei-
te bis A > 746 nm. Wihrend die scharfe Linie bis auf das Hintergrundrauschen moduliert,
kann bei der breiten Bande iiber eineinhalb Polarisatordrehungen nur eine sehr schwa-
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Abbildung 4.16: Polarisations-selektierte Spektrenfolgen der Fluoreszenz zweier PS I-Trimere von T.
elongatus. Die Winkelauflosung betrdgt 10° und unter jeder Polarisatorstellung wurde 3 s akkumuliert.
Links: Die Modulationstiefe der breiten roten Bande erreicht in etwa das Hintergrundrauschen. Die Po-
larisationsrichtung aller Strukturen ist im Wesentlichen einheitlich. Rechts: Bis nach eineinhalb Polari-
satordrehungen zeigt die breite rote Bande keine klare Modulation. Erst ab 37 stellt sich eine Modulation
ein. Die Ursache liegt im Photobleichen einer der beiden Beitrége in diesem Spektralbereich.

che Modulation festgestellt werden, die zudem von Intensitdtsfluktuationen iiberlagert
wird. Nach einem Drehwinkel von 37 gewinnt die Bande deutlich an Modulationstiefe.
Das spricht dafiir, dass der oben erldauterte Fall vorliegt: Zwei fast vollstandig spektral
iiberlagerte Beitrdge mit sich um nahezu 90° unterscheidenden Polarisationsrichtungen
bewirken, dass keine tiefe Modulation beobachtet wird. Nach den eineinhalb Polarisator-
drehungen photobleicht der eine Beitrag wesentlich stéarker als der andere, so dass sich
eine wachsende Modulationstiefe ergibt.

4.5 Vergleich der Fluoreszenz einzelner Komplexe mit
der eines Ensembles

Ein interessanter Aspekt der Untersuchung einzelner PS I-Komplexe besteht darin, ob
aus der Summe von mehreren Einzelmolekiil-Spektren von isolierten PS I-Partikeln das
Emissionsspektrum des entsprechenden PS I-Ensembles produziert werden kann. Dazu
sind in der Abbildung 4.17 verschiedene Fluoreszenzspektren gegeniibergestellt. Alle dort
gezeigten Spektren sind bei tieferen Temperaturen als 5 K aufgenommen worden. Die
Graphen auf der linken Seite stammen von PS [-Proben der Spezies T. elongatus und
die der rechten von der Spezies Synechocystis. Mit schwarzer Linienfarbe sind jeweils die
entsprechenden Ensemble-Spektren aus der Literatur aufgetragen. Genaue Angaben der
verwendeten Parameter werden in der Bildunterschrift gegeben. Um festzustellen, ob die
mit unserem konfokalen Aufbau gemessenen Spektren sich nicht stark von den aus der
Literatur entnommenen Spektren unterscheiden, werden mit blauer Linienfarbe zum di-
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Abbildung 4.17: Fluoreszenzspektren vom cyanobakteriellen Photosystem I. Bei der Darstellung wurde
jeweils auf das Maximum normalisiert. Links: von T. elongatus Trimeren. Die Spektren sind anhand
ihrer Linienfarben wie folgt zugeordnet: schwarz: Ensemble-Spektrum aus Palsson et al. (1996) [Pal96],
gemessen bei 4 K mit einer Anregungswellenlénge von 696 nm. Blau: Ensemble-Spektrum, aufgenommen
mit unserer Apparatur mit einer Anregungswellenléinge von 636 nm bei 1,4 K. Rot: Summe iiber die
Einzelmolekiil-Spektren von 13 verschiedenen PS I-Komplexen bei einer mittleren Aufnahmezeit von
jeweils ca. 120 s und einer Anregungswellenléinge von 678 nm bei 1,4 K. Rechts: von Synechocystis.
Hier sind folgende Spektren dargestellt: schwarz: Ensemble-Spektrum von PS I-Monomeren aus Gobets
et al. (1994) [Gob94], gemessen bei 4 K mit einer Anregungswellenléinge von 693,5 nm. Blau: Ensemble-
Spektrum von PS I-Trimeren, aufgenommen mit unserer Apparatur mit einer Anregungswellenléinge von
636 nm bei 1,4 K. Rot: Summe iiber die Einzelmolekiil-Spektren von 14 verschiedenen PS I-Trimeren

bei einer mittleren Aufnahmezeit von jeweils ca. 100 s und einer Anregungswellenléinge von 678 nm bei
1,4 K.

rekten Vergleich Ensemble-Spektren prasentiert, die mit unserer Apparatur aufgenommen
wurden. Die Konzentration der Probe lag bei ca. 20 nM PS I. Das Rasterbild einer sol-
chen Probe zeigt gut voneinander separierte Punkte hoher Intensitéit (bis zu 107 cps). Bei
dieser Konzentration haben die PS I-Komplexe scheinbar teilweise groflere Aggregate ge-
bildet. Die Anzahl der sich im konfokalen Volumen befindlichen PS I-Komplexe wird auf
> 130 abgeschétzt. Dieser Wert liegt erfahrungsgemafl viele Gréflenordnungen unterhalb
der Teilchenzahlen von den in der Literatur gezeigten Spektren. Bei Beriicksichtigung
eines Messfehlers der absoluten spektralen Position von max. 1 nm werden nichtsdesto-
trotz keine groferen Abweichungen beobachtet. Beim PS T von T. elongatus ist einzig
die absolute spektrale Lage um ca. 2 — 3 nm verschoben, und beim PS 1 von Synecho-
cystis wurde von uns eine um ca. 4 nm erhohte Linienbreite gemessen. Im Gegensatz zu
diesen geringfiigigen Abweichungen féllt beim Betrachten der beiden jeweiligen Summen
von Einzelmolekiil-Spektren, in roter Linienfarbe eingezeichnet, unmittelbar eine signifi-
kante Diskrepanz zu den Ensemble-Spektren auf. Diese besteht in einer deutlich gréfleren
Intensitéat auf der vom Maximum ausgegangen energetisch hoher gelegenen Seite. Um zu
Verstehen, woher diese zusétzliche Intensitiat stammt, benotigt man einen Einblick in alle
Einzelspektren iiber die jeweils aufsummiert wurde. Die Summenspektren beider Spezies

95



4 Spektrale Gliederung der roten Chlorophyll-Verbidnde

sind entstanden, indem jeweils bei 13 bzw. 14 einzelnen, isolierten PS [-Komplexen im
Mittel mehr als 100 Spektren iiber je 1 s aufgenommen wurden. Bei jedem individuellen
Einzelmolekiil-Spektrum werden ZPLs beobachtet, die eine starke spektrale Diffusion zei-
gen. Erfahrungsgeméfl nehmen die einzelnen Linien wihrend eines Zeitraums von mehr
als 100 s in der Regel alle Positionen ein, die von der jeweiligen Linie unter den gegebe-
nen Messbedingungen eingenommen werden kénnen, bevor die Fluoreszenz aufgrund von
Photobleich-Prozessen nicht mehr zugénglich ist. Bei dem Aufsummieren der Spektren
iiber mehrere PS I-Komplexe iiberlagern und erweitern sich die spektralen Bereiche, in
denen sich ZPLs aufhalten. Da die Intensitédt der scharfen Linien bei jedem einzelnen
Spektrum im Vergleich zur restlichen beobachteten Intensitét ins Gewicht fallen, d&ndert
sich auch bei Hinzunahme der Einzelmolekiil-Spektren von weiteren PS I-Komplexen an
der spektralen Form des jeweiligen Summenspektrums nichts grundlegend, d.h. die spek-
trale Verteilung der Intensitéit konvergiert bereits nach der Beriicksichtigung weniger
Komplexe. Daher stellt sich die Frage, warum beim PS I-Ensemble keine ZPLs auftreten,
die energetisch zwischen P700 und dem am weitesten rotverschobenen Zustand liegen. Der
einzige Unterschied zwischen dem Ensemble und der Summe mehrerer isolierter Partikel
besteht in der rdumlichen Néhe. Da bereits bei der Isolation der PS I-Komplexe aus der
Membran und der weiteren Praparation der PS I-Stammlosung mit Hilfe eines Detergenz
gearbeitet wird, das sich wie eine Schutzhiille um jeden einzelnen PS I-Komplex anordnet,
erscheint eine Aggregation sehr unwahrscheinlich. Gegen die Ausbildung von Aggregaten
spricht auch, dass durch starke Verdiinnung eine L&sung mit gut verteilten voneinan-
der isolierten Molekiilen entsteht (s. Abschnitt 3.3.2). Dies ist nicht selbstverstidndlich,
da auch einige wenige PS I-Stammlosungen einer anderen Spezies vorhanden waren, bei
denen die kritische Loslichkeits-Konzentration (CSC) [Muh05] unterschritten war. Die
Verdiinnung dieser Proben fiihrte zu einigen wenigen Molekiil-Clustern, so dass beim Ab-
rastern der Probe mit dem konfokalen Mikroskop iiber groie Bereiche (>100x 100 ym?)
kein Fluoreszenzsignal gefunden wurde. Jedoch konnte bei einer solchen Probe mit ge-
ringer Wahrscheinlichkeit ein einzelner Punkt mit einer durch die Auflésung begrenzten
lateralen Ausdehnung entdeckt werden, von dem eine um einige Grofenordnungen héhere
Intensitédt ausging als von einem einzelnen PS I-Komplex. Dieses Verhalten tritt jedoch
bei einer akkurat praparierten Probe nicht auf. Daher erscheint insgesamt ein direkter in-
termolekularer Austauschmechanismus sehr unwahrscheinlich und kann somit auch nicht
die Ursache fiir die effiziente Ausloschung der Emission von ZPLs im diskutierten spek-
tralen Bereich sein.

Eine Moglichkeit der Wechselwirkung zwischen den zwar voneinander isolierten jedoch
dicht beieinander gelegenen PS I-Komplexen im Ensemble besteht im Uberlapp von Ab-
sorption und Emission. In der Literatur wird diesbeziiglich mittels Ensemble-Spektroskopie
am PS I-LHC I-Superkomplex der Griinalge Chlamydomonas reinhardtii ein &hnlicher Ef-
fekt festgestellt [Gib05]. Bei Anregung einer Probe der Verdiinnung ODgrgpy = 0,11 cm ™!
in die Soret-Bande bei 4 K wird das spektrale Maximum der Fluoreszenz bei A = 712,6 nm
beobachtet. Eine Erhohung der Konzentration auf ODgrgnm = 5,5 cm™ ! fiihrt zu ei-
ner energetischen Verschiebung des Maximums auf ca. A >~ 715 nm, was die Autoren
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Abbildung 4.18: Emissions- und Absorptionsspektren vom cyanobakteriellen PS I, links: von T. elon-
gatus und rechts: von Synechocystis. Die Spektren in roter und blauer Linienfarbe sind erneut die jewei-
ligen Summen der Einzelmolekiil-Emissionsspektren und die ebenfalls von uns gemessenen Ensemble-
Emissionsspektren wie in Abbildung 4.17. Die schwarz eingezeichneten Spektren stellen hier die Absorp-
tion des jeweiligen PS I-Ensembles dar. Die Absorptionsspektren sind aus [Gob0la] entnommen und bei
6 K gemessen worden. Zur besseren Sichtbarmachung der Absorption im roten Spektralbereich wurden
die Absorptionsspektren im Maximum bei ca. 680 nm auf den doppelten Wert auf der Intensitéitsska-
la der Emission vom jeweiligen Emissionsmaximum angehoben. Einfligungen: Differenz-Spektren der
jeweiligen Emissionsspektren in roter Linienfarbe und der entsprechende Ausschnitt aus den Absorpti-
onsspektren in schwarzer Linienfarbe.

auf eine Selbst-Absorption und Wieder-Emission zuriickfithren. Um diese Variante in
unserem Fall zu {iberpriifen, sind in der Abbildung 4.18 noch einmal die jeweiligen
Summen der Einzelmolekiil-Emissionsspektren und die ebenfalls von uns gemessenen
Ensemble-Emissionsspektren dargestellt. Zusétzlich sind jeweils zugehorige Ensemble-
Absorptionsspektren aus der Literatur mit eingezeichnet. Insbesondere beim PS I von T.
elongatus, hier erneut auf der linken Seite abgebildet, ist deutlich erkennbar, dass die spek-
trale Lage des roten Absorptionsmaximums akkurat mit der Position der grofiten Aufent-
haltswahrscheinlichkeit von den ZPLs, die im Ensemble nicht auftauchen, zusammenfallt.
In dem eingefiigten Bild wird hierzu das Differenzspektrum von dem Summenspektrum
der Einzelmolekiil-Emissionsspektren und dem Ensemble-Emissionsspektrum dargestellt,
um die Giinstigkeit des Uberlapps mit der roten Absorption noch deutlicher herauszustel-
len. Auch beim PS I der Spezies Synechocystis sind die Gegebenheiten des entsprechenden
spektralen Uberlapps giinstig. Daher wird der Mechanismus der Reabsorption als Ursache
der Ausloschung der ZPLs im besagten spektralen Bereich als wahrscheinlich erachtet.
Es wurden auch einige Messungen an verschieden grofien PS I-Agglomeraten durchge-
fithrt. Die relative Grofle der Agglomerate kann dabei anhand der jeweiligen Intensitét
abgeschétzt werden. Auffallig bei diesen Messungen ist, dass bei kleineren Agglomera-
ten sich héufig ansatzweise breite Linien im mittleren roten Spektralbereich aus dem
Rauschen abzeichnen, wiahrend die grofleren Agglomerate schlieBlich spektrale Verlaufe
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wie ein Ensemble aufzeigen. In diesem Segment haben nur qualitative Untersuchungen
stattgefunden. Dennoch wird obiger Losungsansatz durch diese Messungen gestiitzt.

4.6 Diskussion

Analog zum Ergebnis aus der konventionellen Ensemble-Spektroskopie (s. Abb. 4.17) un-
terscheiden sich auch die Einzelmolekiil-Spektren der roten Chlorophylle vom PS I ver-
schiedener Spezies voneinander. Im Abschnitt 4.2 wurden stationére Emissionsspektren
individueller PS I-Komplexe bei 1,4 K von drei verschiedenen Cyanobakterien vorgestellt:
T. elongatus, Synechocystis und der bislang spektroskopisch wenig untersuchten Spe-
zies Synechococcus sp. PCC 7002. Der jeweils mittlere spektrale Schwerpunkt schiebt
von T. elongatus iiber Synechocystis bis Synechococcus sp. PCC 7002 auf weniger rot-
verschobene Positionen, d.h. von Ay = (727+1) nm iiber Ay = (715+3) nm bis
A = (704 £4) nm. Eine neue Information, die Ensemble-Methoden verborgen bleibt,
liegt in der starken spektralen Heterogenitét zwischen den einzelnen PS I-Partikeln einer
Spezies. In den Abbildungen 4.1, 4.2 und 4.4 werden jeweils einige Fluoreszenzspektren
individueller PS I-Trimere prasentiert. Man erkennt, dass nicht nur der spektrale Schwer-
punkt in der Lage variiert, sondern auch spektrale Merkmale sich verdndern. Insbeson-
dere tauchen schmale Emissionslinien auf, die sich in Gestalt, spektraler Position und
Intensitédt unterscheiden. Dieses Phdnomen der Inhomogenitéit wird bei verschiedenen
Proteinmolekiilen mit identischer Primérsequenz erwartet. Der Unterschied liegt in der
Tertidirstruktur des Proteins. Einen guten Ubersichtsartikel findet man in Ref. [Fra99].
Parallel zum PS I haben Rutkauskas et al. am LH2 anhand der spektralen Diffusion des
Fluoreszenzmaximums die natiirliche konformative Entwicklung bei physiologischer Tem-
peratur verfolgt [Rut06]. Nach Anregung relaxiert der Proteinkomplex zuriick in einen
natiirlichen Gleichgewichtszustand. Bei einem Viertel der Partikel endet die konforma-
tive Entwicklung in der Ausbildung eines anderen spektroskopischen Zustands. Die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefithrten Messungen fanden bei 1,4 K statt. Wie
im Abschnitt 3.2.4 beschrieben, wurden die Proben schockgefroren. Durch diesen Prozess
werden von Molekiil zu Molekiil unterschiedliche Konformationen des Proteinriickgrats
festgehalten. Der jeweils eingefrorene Mikrozustand héngt dabei von der Vorgeschichte
ab. Im Einfrieren verschiedener Konformationssubzustédnde, deren Energiebarrieren bei
1,4 K nicht iiberwunden werden, liegt die Ursache fiir die beobachtete Heterogenitit ver-
schiedener PS I-Komplexe einer Spezies (vergl. Abschnitt 1.2.3).

Bei starker Verkiirzung der Akkumulationszeit von der Minutenskala auf die Sekunden-
skala zeigen die Fluoreszenzspektren der PS T aller drei untersuchten Spezies scharfe Lini-
en. Sie tauchen hauptséchlich in den Bereichen der Spektren auf, in denen sich bei langer
Akkumulation schmale Emissionsbanden bis ca. 200 cm™! (= ~ 10 nm) Breite ausbil-
den, die mitunter auch auf breitere Banden aufgesetzt sind. Dieses Phénomen zeigt sich
insbesondere bei ca. einem Viertel der untersuchten PS I-Komplexe von T. elongatus
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im Bereich der am weitesten rot verschobenen Fluoreszenzbande. Die ermittelte Zeit-
abhéngigkeit des Verbreiterungsprozesses von der Sekunden- auf die Minutenskala fiihrt
beim PS I von T. elongatus in allen drei untersuchten Spektralbereichen von A = 708 nm
iiber A = 723 nm bis A = 733 nm auf einen Faktor von ~ 10. Entsprechende Beispiel-
spektren werden in Abbildung 4.5 gezeigt. Die Zeitabhéngigkeit der Linienbreite beweist,
dass spektrale Diffusion die wesentliche Ursache der Linienverbreiterung ist. In der Regel
wird nach einer Zeitspanne von ca. einer Minute eine Séttigung der Verbreiterung er-
reicht, d.h. der zugéngliche Energiebereich des abstrahlenden Zustands ist begrenzt. Der
zugehorige Koordinatenbereich in der Energielandschaft besitzt demnach an den Rén-
dern Energiebarrieren, die unter den gegebenen Versuchsbedingungen nicht iiberwunden
werden konnen. Energiebarrieren innerhalb dieser begrenzten Region hingegen kénnen
offenbar passiert werden. Das zeigt, dass bei einer Temperatur von 1,4 K | kleinere* Kon-
formationsdnderungen stattfinden kénnen, d.h. das Maf§ an Freiheitsgraden im Protein
wird durch die niedrige Temperatur eingeschrinkt aber nicht génzlich eingefroren. Im
Abschnitt 5.3 wird spéter gezeigt, dass die Fluktuationen lichtinduziert sind.

In einigen auf der Minutenskala akkumulierten Spektren treten zwei oder mehr Linien ne-
beneinander im Abstand weniger Nanometer zueinander auf. Mittels der Aufnahme einer
Sequenz von kurz akkumulierten Spektren von ca. 1 s Lange klart sich, ob die Linien auch
auf der Sekundenskala simultan auftauchen. Héufig ergibt sich dabei das in Abbildung
4.7 oben dargestellte Bild, dass die Signale auf den verschiedenen spektralen Positionen
antikorrelieren. Dieses Verhalten deutet daraufhin, dass die Linien von einem einzigen
Emitter erzeugt werden. Eine andere Variante wére, dass zwei verschiedene Emitter ab-
wechselnd iiber den Energietransfer versorgt werden. Dabei muss ein Kanal vollstandig
geschlossen sein, wiahrend der andere aktiv ist. Diese Mo6glichkeit wird als unwahrschein-
lich erachtet, kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Falls die Sprungrate einer Linie
grofler als die inverse Akkumulationszeit von t > 1 s ist, kann anhand der Datenlage nicht
entschieden werden, ob die Emissionen der beiden Positionen korrelieren und somit auf
jeden Fall mindestens zwei Emitter verantwortlich sind. Auch dieses Verhalten wurde
héufig beobachtet.

In Abbildung 4.9 sind die Energiebereiche der scharfen Linien fiir die untersuchten PS I-
Komplexe der drei Spezies zusammengestellt. Beim PS I von T. elongatus zeichnen sich
zwei voneinander separierte Bénder ab. Das eine liegt bei ca. 703 nm < A < 713 nm
und das zweite bei grofleren Wellenlédngen als A > 723 nm. Im Spektralbereich zwischen
716 nm und 723 nm wurde keine scharfe Linie ermittelt. Zum Band A > 723 nm trégt
nur ca. ein Viertel der zum anderen Band beisteuernden Komplexe bei. Scharfe Lini-
en in der Region um 712 nm wurden am einzelnen PS I von 7. elongatus zum ersten
Mal von Jelezko et al. in Fluoreszenzanregung und Fluoreszenz nachgewiesen [Jel00]. Die
Autoren haben die Linien Null-Null-Ubergéingen zugeschrieben, d.h. die Linien als Null-
Phononen-Linien (ZPLs) interpretiert. Der spektralen Lage zufolge wurden die ZPLs dem
roten Chlorophyll-Verband C708 aus [Pal96, Pal98] zugeordnet. Die Existenz der ZPLs
in der Region um 708 nm wird durch das in dieser Arbeit systematisch gemessene Band
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703 nm < A < 713 nm in der Emission verifiziert. In der Darstellung von Abbildung 4.9
erkennt man, dass ein einzelner PS I-Komplex allein in seinem eingefrorenen iibergeord-
neten Konformationszustand nur einen Teil zum Band 703 nm < A < 713 nm beitragt.
Die gesamte spektrale Spanne der Bande wird aus den Emissionen mehrerer individueller
PS I-Komplexe ersichtlich. Die ZPLs, von denen das zweite Band A > 723 nm aufgespannt
wird, halten sich in der spektralen Region des von Palsson et al. als C719 deklarierten
roten Chlorophyll-Verbands auf [Pal96, Palo8]. Im Energiebereich des von Zazubovich et
al. zusétzlich angegebenen C715 aus [Zaz02b] wurden keine scharfen Linien beobachtet.

In Ref. [Ril07] wird behauptet, dass einzelne PS I-Komplexe von Synechocystis nur eine
breite strukturlose Fluoreszenzbande mit einem Maximum bei ca. 720 nm zeigen. Aus
dem Fehlen von ZPLs in der Region des in [Hay00] als C706 bezeichneten Chlorophyll-
Verbands wird auf einen effektiven Energietransfer zwischen den Verbénden C706 und
C714 aus [R&t00, Hay00] geschlossen, wobei eine Transferzeit von ~ 5 ps angegeben wird.
Entgegen diesen Mutmaflungen sehen wir scharfe ZPLs in der Fluoreszenz vom PS I von
Synechocystis. Die zugehorigen spektralen Energiebereiche sind in Abbildung 4.9 oben
rechts eingetragen. Die Emissionen enthalten keine spektrale Liicke wie die vom PS I von
T. elongatus, so dass, falls verschiedene rote Chlorophyll-Verbénde beteiligt sind, sich ihre
Bénder spektral iiberschneiden. Die ZPLs in der Region um A ~ 706 nm bzw. A\ ~ 708 nm
liegen im Bereich des von Gobets et. al. eingefithrten Verbands C708 [Gob94], der von
Rétsep et al. verifiziert wurde [R#t00] und, wie oben erwéhnt, von Hayes et al. als C706
bezeichnet wurde [Hay00]. Im fiir das PS I dieser Spezies stark rotverschobenen Ener-
giebereich A > 715 nm wurden nur bei ca. 20 % der Komplexe scharfe ZPLs beobachtet.
Die Fluoreszenz in dieser Region zeigt vorwiegend bis zu 20 nm breite Banden, bei denen
héufig eine starke spektrale Diffusion festgestellt wurde, wie in Abbildung 4.10 im rechten
Beispiel zu sehen ist. Diese Eigenschaft scheint fiir diesen Spektralbereich, &hnlich wie
beim PS I von T. elongatus, charakteristisch zu sein. Im Vergleich ist sie beim PS I von
Synechocystis starker ausgepragt, d.h. im stark rotverschobenen Bereich werden weniger
haufig scharfe ZPLs festgestellt und die spektrale Diffusion ist gréfler. Die Bande aus
Abbildung 4.10 rechts springt insgesamt bis zu ca. AX < 20 nm. Dabei erstreckt sich
die Region der Bewegung iiber den gesamten Emissionsbereich eines anderen Komplexes,
dessen Fluoreszenz im Bild links daneben dargestellt ist. Dieser zweite Komplex zeigt bei
unserer Zeitauflosung zwei simultan auftretende breite Banden. Ob die beiden Signale
antikorrelieren, kann nicht entschieden werden. Daher ist unklar, wie viele Emitter die
beiden Banden erzeugen. Beim erstgenannten Komplex hingegen fluktuiert eine einzelne
vollstdndige Bande innerhalb der Zeitauflosung. Dass bei 1,4 K eine spektrale Verschie-
bung iiber knapp 400 cm™! (= ~ 20 nm) von einer weit entfernt stattfindenden Stérung
ausgelost wird, ist unwahrscheinlich. Unter der Annahme einer lokalen Stérung spricht
das beobachtete Verhalten dafiir, dass die Fluoreszenz der Bande von einem einzigen
Emitter stammt. Denn bei zwei Beitragen ist kein spektrales Springen einer in sich ge-
schlossenen Bande zu erwarten, sondern vielmehr eine zumindest iiberlagerte Fluktuation
der spektralen Ausdehnung der Bande. Insgesamt konnten in der Region beider aus der
Ensemble-Spektroskopie bekannten roten Chlorophyll-Verbéinde C706/C708 und C714
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4.6 Diskussion

ZPLs nachgewiesen werden. Der Grund dafiir, dass die Autoren aus Ref. [Ril07] keine
ZPLs beobachtet haben, liegt in der Wahl ungeeigneter Messparameter, wie zu niedriger
Anregungsleistung und zu langen Akkumulationszeiten, wobei vermutlich zusétzlich das
Auflésungsvermogen ihrer Messapparatur nicht ausreichend ist.

Auch in der Fluoreszenz der roten Chlorophylle des PS I von Synechococcus sp. PCC 7002
wurden ZPLs beobachtet. IThre Rotverschiebung gegeniiber P700 fallt mit A < 705 nm
bei den meisten Komplexen im Vergleich zu den beiden anderen untersuchten Spezies
gering aus. Bei ca. 10 % der untersuchten Partikel wurden scharfe Linien im Bereich
712 nm < A < 723 nm beobachtet, d.h. trotz der kleineren Rotverschiebung der Fluores-
zenz insgesamt zeigen sich zumindest in Ausnahmefillen stdrker rotverschobene ZPLs.
Beim PS I von Synechococcus sp. PCC 7002 gibt es in der Literatur keine spektrale Ein-
ordnung der roten Chlorophylle. Der gréfite Teil der aufgetretenen ZPLs bildet ein Band
mit mittlerer Lage bei A >~ 698 nm. Im Vergleich zu den beiden anderen in dieser Arbeit
untersuchten Organismen wurden beim PS I dieser Spezies die stérksten spektralen Fluk-
tuationen festgestellt und, dass sich die unterschiedlichen Emissionsbanden auch stérker
gegenseitig durchmischen.

Die Untersuchung der Fluoreszenz von PS I-Monomeren hilft, die spektrale Vielfalt zu re-
duzieren. Das spektrale Grundmuster unterscheidet sich nicht von dem der PS I-Trimere,
was auf eine Intaktheit der Monomerprobe hinweist. Der mittlere spektrale Schwerpunkt
liegt um ~ 1 nm blauverschoben bei ca. Ayy = (726 £1) nm. Da im Monomer nur ein
Satz roter Chlorophyll-Verbénde vorliegt, kann das Durchmischen von jeweils drei glei-
chen Beitrdgen eines Verbandes zum Fluoreszenzspektrum, wie beim Trimer erwartet,
ausgeschlossen werden. Diese Eigenschaft ist ausschlaggebend, um einzelne Beitrige zur
Fluoreszenz anhand ihrer Polarisation zu isolieren. Nur Monomere bieten die Md&glich-
keit, die Anzahl der Emissionsbeitrége sinnvoll zu bestimmen und Merkmale zu ordnen,
d.h. welche Charakteristika wie hédufig in welchem Spektralbereich vorkommen. In Tabel-
le 4.1 sind Ergebnisse aus einer systematischen Polarisationsanalyse zusammengestellt.
Die grofite gefundene Anzahl von Polarisationsbeitrigen in der gegeniiber P700 rotver-
schobenen Region ist drei und die kleinste eins. Letztere Beobachtung kénnte dadurch
erklart werden, dass nicht bei jedem PS I-Komplex in seinem individuell eingefrorenen
iibergeordneten Konformationszustand alle enthaltenen roten Chlorophyll-Verbénde ab-
fluoreszieren, da entweder bestimmte Energietransferkanile bevorzugt bzw. andere ge-
stort werden oder die gesamte Anregungsenergie ungehindert bis zum energetisch tiefs-
ten Zustand laufen kann. Dies wére auch ein Hinweis darauf, dass zwischen den roten
Pigment-Verbédnden ein effektiver Energietransfer stattfinden kann. Das Ergebnis von
maximal drei Beitrdgen lasst darauf schlieBen, dass pro PS I-Monomer von 7. elongatus
genau drei Emitter zur roten Fluoreszenz beisteuern. Dieses Resultat stimmt dem Ergeb-
nis aus Ref. [Zaz02b] zu, in der ebenfalls von drei roten Zustédnden ausgegangen wird,
die sich aus zwei exzitonisch gekoppelten Dimeren und einem exzitonisch gekoppelten
Trimer von Chl a-Molekiilen zusammensetzen. Die Anzahl von sieben Chl a wurde mit-
tels Dekonvolution von Ensemble-Absorptionsspektren mit Gauflkomponenten bestimmt.
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4 Spektrale Gliederung der roten Chlorophyll-Verbidnde

Die Autoren gingen von insgesamt 96 Chl a pro Monomer aus [Jor01], wihrend in der
Studie [Pal96] noch von 110 Chl a ausgegangen wurde. Die dort gefundene untere Grenze
von neun roten Pigmenten ist somit mit dem Ergebnis in [Zaz02b] vertriaglich. Mit dem
Einzelmolekiil-Experiment ist iiber die Berechnungen aus den Ensemble-Experimenten
hinaus der direkte Nachweis von drei roten Zustédnden gelungen. Zusatzlich konnen di-
rekt Informationen iiber die Eigenschaften der Emitter gewonnen werden. Dabei spielt die
spektrale Dynamik eine entscheidende Rolle. Die einzelnen Emissionen eines Komplexes
lassen sich anhand ihrer spektralen Form in die beiden Kategorien ,,scharfe ZPL“ und
,breite Bande® einteilen. Beide Typen sind in ihrer spektralen Dynamik zwischen den
individuellen Komplexen heterogen und kommen sowohl im Spektralbereich A < 716 nm
als auch in der Region A > 716 nm vor. Moégliche Kombinationen werden aus Tabelle 4.1
ersichtlich. Im stark rotverschobenen Bereich wurden bei knapp 35 % der Monomere zwei
breite Banden gefunden. In ca. 14 % der Fille wurde eine breite rote Bande von einer
ZPL gleicher Polarisationsrichtung begleitet. In einem Fall von 81, der in Abbildung 4.13
gezeigt wurde, besitzt die ZPL eine andere Polarisationsrichtung als die breite Bande.
Dieses Ergebnis zeigt direkt, dass in der Region des C719-Verbands mindestens zwei der
drei zur Verfiigung stehenden Zustdnde emittieren konnen. Daher erscheint eine pau-
schale Zuordnung eines in Ref. [Jor01] vorgeschlagenen Kandidaten zum C719 eventuell
nicht sinnvoll. Der mit 65 % grofite Teil der Komplexe zeigt in dem Bereich nur einen
oder keinen Beitrag. Dies kénnte darauf hindeuten, dass zumindest ein roter Kandidat
existiert, der bevorzugt den energetisch tiefsten Zustand bildet. Jedoch gibt es an dieser
Stelle keinen Hinweis darauf, dass ein wesentlicher Teil der 65 % von ein und demselben
Pigment innerhalb PS I herriihrt.

Im Gegensatz zu der Fluoreszenz der Monomere zeigt die der PS I-Trimere hédufig mehr
als drei Polarisationsbeitrige im gegeniiber P700 rotverschobenen Spektralbereich. In der
Region A > 716 nm tauchen bei mehr als 90 % der Komplexe zwei oder mehr Beitrige
auf. Fiir die restlichen < 10 %, bei denen nur ein oder kein tiefster Zustand abfluores-
ziert hat (vergl. Abb. 4.16 links), liefert folgendes Phanomen eine Erklarungsmoglichkeit.
Héufig wird beobachtet, dass einer der roten Zustédnde nach einer gewissen Messzeit in
einen Dunkelzustand fallt oder in einen Zustand, der energetisch aulerhalb des spektra-
len Detektionsbereichs liegt, wie in Abbildung 4.12 am Beispiel eines Monomers und in
Abbildung 4.16 am Beispiel eines Trimers nachvollzogen werden kann, so dass danach ein
Polarisationsbeitrag fehlt. Geschieht dies von Beginn der Messung an, sind ein oder meh-
rere Emitter fiir die Messung nicht nachweisbar. Ein weiterer Erkléarungsansatz besteht in
einer bestimmten Orientierung der betreffenden Komplexe gegeniiber der optischen Ach-
se des Mikroskops. Kiirzlich wurde von Schlodder et al., basierend auf Ergebnissen der
Methode des Lineardichroismus in Kombination mit in Gel gepresster Probe, vorgeschla-
gen, dass die Ubergangsdipolmomente aller roten Chlorophyll-Verbéinde innerhalb der
Membranebene ausgerichtet liegen [Sch05]. Unter dieser Voraussetzung kann von jedem
individuellen PS I-Trimer, der aus der Membranebene an beliebiger Position betrachtet
wird, einheitlich linear polarisiertes Licht erwartet werden. Das Verhalten des weitaus
groBten Anteils (> 90 %) der Trimere deutet gemédfl der Studien [vdL93, Gob94] nicht
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darauf hin, dass bei der Trimerisierung des PS I der Spezies T'. elongatus und Synecho-
cystis bevorzugt ein gemeinsamer am meisten rotverschobener Zustand gebildet wird, wie
fiir die Spezies Arthrospira vorgeschlagen wurde [Kar99a, Kar99b, Kar04].

4.7 Zusammenfassung

Die Fluoreszenzemissionen einzelner PS I-Komplexe wurden dazu genutzt, um spektra-
le Eigenschaften und Anzahl der roten Chlorophyll-Verbénde zu bestimmen. Als Probe
dienten cyanobakterielle PS I-Trimere der Spezies T. elongatus, Synechocystis und Syn-
echococcus sp. PCC 7002, wobei vom Organismus 7. elongatus zusétzlich auch Komplexe
in monomerer Form untersucht wurden, die fiir eine zuverlissige Bestimmung der Anzahl
von roten Emittern im PS I von 7. elongatus mafigebend waren.

Die Rotverschiebung der Position des jeweils mittleren spektralen Schwerpunkts der ro-
ten Emissionen verringert sich von 7' elongatus iiber Synechocystis bis Synechococcus sp.
PCC 7002. Bei den PS I aller drei Spezies wurden im Spektralbereich der jeweiligen ro-
ten Chlorophylle scharfe Null-Phononen-Linien (ZPLs) beobachtet. Im Fall vom PS I von
Synechocystis werden hierdurch die Schlussfolgerungen aus der kiirzlich veréffentlichten
Ref. [Ril07] widerlegt, in der das Auftreten von ZPLs bestritten wurde. ZPLs wurden
sowohl im Bereich des in Ref. [Gob94, R4t00] als C708 bzw. C706 deklarierten Pigment-
Verbands als auch in dem des in Ref. [R4t00, Hay00] vorgeschlagenen C714 beobachtet.
Beim PS I von Synechococcus sp. PCC 7002 liegt der grofite Teil der aufgetretenen ZPLs
in einem Band mit mittlerer Lage bei A ~ 698 nm. Der zugehorige Chlorophyll-Verband
wurde daher als F698 bezeichnet. Die ZPLs vom PS I von T. elongatus bilden zwei spek-
tral voneinander getrennte Bénder in den Regionen, die zu den zentralen Lagen der in
Ref. [Pal96] vorgeschlagenen Chlorophyll-Verbinde C708 und C719 passen. Eine weite-
re gemeinsame spektrale Charakteristik der untersuchten PS I besteht in einer breiten
Bande, die haufig in der jeweils am stérksten rotverschobenen Region auftritt und deren
Gestalt zwischen den individuellen Komplexen stark variiert. Beide spektralen Strukturen
zeigen in der Regel eine starke Dynamik. Durch Aufsummieren der Spektren mehrerer
Komplexe kann das entsprechende Ensemble-Spektrum aus der Literatur im Wesentli-
chen reproduziert werden. Eine Abweichung besteht darin, dass im jeweiligen Bereich, in
dem am héufigsten ZPLs auftreten, bei den Summenspektren mehr Intensitéit auftrat als
bei den Ensemble-Spektren, was auf eine Selbst-Absorption und Wieder-Emission beim
Ensemble, wie in [Gib05] untersucht wurde, zuriickgefiihrt wird.

Mit Hilfe einer spektral aufgelosten Polarisationsanalyse der Fluoreszenz einzelner Mo-
nomere ist am PS I von 7. elongatus die Bestimmung der Anzahl von roten Emittern
gelungen. Pro Monomer sind drei rote Chlorophyll-Verbénde enthalten. Dieses Resultat
stimmt dem Ergebnis aus der Ensemble-Studie [Zaz02b] zu, in der aus einer Abschit-
zung der Anzahl der beitragenden Pigmente und der Oligomerisierung der ausgewéhlten
Kandidaten (aus Ref. [Jor01]) von drei roten Zusténden ausgegangen wird. Die Wellen-
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4 Spektrale Gliederung der roten Chlorophyll-Verbidnde

langenbereiche der Emissionen variieren stark und iiberschneiden sich héufig. Mindestens
einer dieser roten Zustdnde kann je nach selektiertem Komplex im Spektralbereich des
C708- oder des C719-Verbands emittieren. Somit erscheint eine pauschale Zuordnung der
aus der Studie [Jor01] bekannten Kandidaten eventuell nicht sinnvoll. Eine Zuordnung
konnte eher anhand spektraler Charakteristika, wie z.B. dem individuellen Diffusionsver-
halten, erfolgen.

Der groite Teil der PS I-Trimere zeigt im gegeniiber P700 rotverschobenen Spektralbe-
reich mehr als drei Polarisationsbeitrige und insbesondere in der am weitesten rotver-
schobenen Region zwei oder mehr Beitriage. Diese Eigenschaft weist nicht darauf hin, dass
bei der Trimerisierung des PS I der Spezies T. elongatus und Synechocystis bevorzugt
ein gemeinsamer am meisten rotverschobener Zustand gebildet wird, wie fiir die Spezies
Arthrospira vorgeschlagen wurde [Kar99a, Kar99b, Kar04].
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5 Energielandschaft der
Proteinumgebung

5.1 Einleitung

In diesem Kapitel werden Eigenschaften der Proteinumgebung der roten Zusténde un-
tersucht. Konformationséinderungen im Protein sind gleichzusetzen mit Reorganisationen
der Atome. Die eingelagerten Pigmente erfahren diese Verdnderungen als Fluktuationen
in den lokalen Kopplungen, die stark abstandsabhéngig sind. Dadurch werden die loka-
len optischen Ubergangsenergien veréndert, was die Pigmente zu empfindlichen Sonden
fiir Proteindynamik macht. In der Natur spielt dieser Mechanismus fiir einen Pigment-
Protein-Komplex eine Wichtige Rolle, um Funktionen zu modulieren oder Prozesse zu
regulieren. Im Kapitel 4 wurde bereits festgestellt, dass die Fluoreszenz eines einzelnen
PS I-Komplexes auch bei 1,4 K eine starke spektrale Dynamik zeigt. Diese wird in den
folgenden Abschnitten eingehend untersucht. Da der Messaufbau Null-Null-Uberginge
mit guter Genauigkeit spektral erfassen kann, wurde die spektrale Diffusion der emittier-
ten ZPLs dazu genutzt, direkt Verinderungen in der lokalen optischen Ubergangsenergie
von roten Zustdnden in ihrer Proteinbindungstasche zu verfolgen. Zunéchst wird an-
hand individueller PS I-Komplexe untersucht, wie die Energieabstdnde der beteiligten
Niveaus der roten Zusténde mit entsprechenden Fluktuationsraten korrelieren. Anschlie-
Bend wird gezeigt, dass die spektrale Dynamik in der Fluoreszenz durch die eingestrahlte
Anregungsenergie beeinflusst wird. Im letzten Teil werden Losungsmitteleffekte auf die
einzelnen PS I-Komplexe analysiert.

5.2 Korrelation zwischen Fluktuationsrate und
Energieanderung

5.2.1 PS I von T. elongatus

Die Dynamik in der Fluoreszenz eines einzelnen Emitters aus einem der roten Chlorophyll-

Verbénde kann dazu genutzt werden, iiber die individuelle Umgebung Informationen zu

erhalten. Eine elementare Voraussetzung besteht darin, dass der Messprozess geniigend
schnell ist, um die Dynamik zumindest teilweise zu erfassen. In Abbildung 5.1 oben
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links wird auszugsweise der spektrale Zeitverlauf einer emittierten Null-Phononen-Linie
(ZPL) eines einzelnen PS I-Trimers von T. elongatus gezeigt, die zur Fluoreszenz des
C719-Verbands beitragt. Die Intensitdt wird durch Falschfarben wiedergegeben. Wie im
Abschnitt 4.3.3 beschrieben, wurden nur bei ca. 25 % der untersuchten Komplexe ZPLs
beobachtet, die zur Fluoreszenz des C719 beisteuern. In der mittleren Teilabbildung sind
die ausgelesenen spektralen Positionen aufgetragen. Jeder rot eingezeichnete Ring spiegelt
dabei die mittlere Wellenldnge des Maximums der ZPL im Zeitintervall des entsprechend
akkumulierten Spektrums wieder. Die schattierten Bereiche im linken Bild wurden auf-
grund des schlechteren Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses nicht beriicksichtigt. Im rechten
Bild ist die Energieinderung in cm™!aufgetragen, die sich von Position zu Position er-
gibt. Unterteilt man nun die Sprungweite in zehn Bereiche gleicher Energie und ordnet
alle Spriinge ein, dann ergibt sich das unten dargestellte Bild. Die Auftragung zeigt, mit
welcher Haufigkeit Spriinge im entsprechenden Energieintervall aufgetreten sind. Die ge-
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wihlten Achsenskalierungen sind logarithmisch. Analog zur Studie am LH2 von Hofmann
et al. [Hof03] wurde eine Gliederung entsprechend der spektralen Sprungweite in vonein-
ander separierte Bereiche vorgenommen. Sie sind als T} — Ty; gekennzeichnet. Bei einer
Verfeinerung der Einteilung auf z.B. 20 oder 30 Energiebereiche ergibt sich kein grundle-
gend anderes Bild, d.h. lediglich die Ausdehnung und Lage der eingezeichneten Bereiche
werden leicht beeinflusst.

Die spektrale Diffusion, die schneller stattfindet als ein Messprozess, kann nicht direkt
erfasst werden, d.h. in unserem Fall bei der hauptséchlich verwendeten Akkumulations-
zeit von 1 s sind die Spriinge betroffen, die héufiger als einmal pro Sekunde geschehen.
Dieser Wert stellt eine untere Grenze der ,schnellen Sprungrate dar. Die zugehorige
obere Grenze der Sprungweite wird von der grofiten Linienbreite aller einzelnen Mess-
prozesse gebildet. Im unteren Teil der Abbildung 5.1 wird dieser Punkt durch die linke
obere Ecke des unteren Rechtecks Tyy; gekennzeichnet. Die obere Grenze der Sprungrate
kann iiber die Frequenz-Zeit-Unschéarfe anhand der Linienbreite v abgeschétzt werden.
Die Bestimmung von ~ fiir obige ZPL wird in Abbildung 5.2 gezeigt. Um zunéchst das
Signal-zu-Rausch-Verhéltnis zu verbessern, wurde ein Fenster a zehn Spektren mit einer
Schrittweite von eins {iber den Zeitverlauf bewegt. Bei jedem Schritt wurden die Spektren
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so gegeneinander verschoben, dass ein gemeinsames mittleres Maximum der ZPL gebil-
det wurde. Das neu entstandene Fenster wurde jeweils zu einem Spektrum aufsummiert.
An jedes dieser Summenspektren wurde eine Lorentzkurve angepasst. Die Maxima aller
Lorentzkurven wurden ebenfalls auf eine mittlere Position verriickt. Das Ergebnis ist in
Falschfarben dargestellt. Im unteren Teil kann aus der Projektion Ay = v ~ 6,0 cm™! ab-
gelesen werden, was einer maximalen Sprungrate von ca. 6/33 THz ~ 102 s~! entspricht.
Im Zeit-Regime t < 1 s kann nicht zwischen kleinen spektralen Spriingen langsamer Ra-
te und schneller Rate unterschieden werden. Jedoch kann zumindest festgestellt werden,
dass grofle spektrale Spriinge bei schneller Rate innerhalb des gewéhlten Messfensters
nicht beobachtet wurden.

Zusétzlich zu schnellen Fluktuationen innerhalb t < 1 s wurden auch Spriinge mit Ener-
giedinderungen Av < 6 cm™! mit einer zugehoriger Rate von ca. 0,9 s=! festgestellt, d.h.
spektrale Spriinge mit Energiedinderungen, die der Linienbreite entsprechen, finden den
schnellen Fluktuationen iiberlagert mit einer Haufigkeit nahe der Geschwindigkeit des
Messprozesses statt. Diese werden durch einen Datenpunkt in dem als Ty deklarierten
Bereichs reprisentiert. Spriinge mit einer Energieinderung zwischen ca. Av > 16 cm™!
und Ar < 48 ecm™! treten mit einer Rate von ca. 1,5-1072 —4-1072 s=! auf und wer-
den dem Bereich Ty zugeordnet. Eine Energieinderung von Ay ~ 120 cm ™! tritt mit der
Rate von 6 - 1073 s71 auf.

Die Abbildung 5.3 zeigt den spektralen Energiebereich, der héufig unter den gegebenen
Messbedingungen roten Zustédnden, die im Bereich um 708 nm fluoreszieren, zugénglich
ist. Oben links ist ein Ausschnitt des spektralen Verlaufs einer ZPL der mittleren Wellen-
lange von ca. A ~ 706 nm in Falschfarben dargestellt. Analog zur Abbildung 5.2 wird in
der rechten Teilabbildung die mittlere Linienbreite auf ca. v ~ 6,0 cm~! bestimmt. Die
Werte v der beiden hier gezeigten ZPLs aus verschiedenen Spektralbereichen stimmen
demnach iiberein. Die untere Darstellung wurde mit dem gleichen Auswerteverfahren
erstellt, wie in Abbildung 5.1 erklédrt wurde. Auch fiir diesen Emitter erscheint eine Glie-
derung der Korrelation zwischen der Fluktuationsrate und der spektralen Sprungweite
der ZPLs in voneinander separierte Bereiche Ty — Ty sinnvoll. Eine obere Abschétzung
der Rate innerhalb Ty wird geméfl obiger Rechnung anhand der Linienbreite gegeben.
Die untere Abschitzung liefert ein Datenpunkt bei einer Energie von ca. 3 cm™!
zugehoriger Rate von ca. 0,8 s71, d.h. die Sprungweite der Fluktuationen mit t > 1 s in
Ty betrégt nur die Hélfte der Linienbreite und des entsprechenden Wertes beim im Be-
reich > 719 nm emittierenden Zustand bei leicht geringerer Rate. Die iibrigen Bereiche
liegen verglichen mit der Einteilung des Zustands aus Abbildung 5.1 dichter zusammen,
d.h. der Energiebereich, der unter den Messbedingungen von dem emittierenden Zustand
erschlossen wird, ist stérker begrenzt und die Sprunghéufigkeit innerhalb der Bereiche
Ty und Ty ist hoher. Zum mittleren Bereich Ty tragt ebenfalls nur ein Datenpunkt bei.
Er entspricht einer Energie von ca. 9 cm™! mit zugehoriger Rate von ca. 9-1072 s71.
Dem Bereich Ty sind Spriinge einer Energieiinderung von ca. 15 cm™! < Av < 50 cm ™!
zugeordnet. Die zugehorige Rate liegt zwischen ca. 51073 s~ und 2,7- 1072 s~ 1.

mit
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200 Abbildung 5.3: Korrelation zwischen
der Fluktuationsrate und der spektralen
Sprungweite der ZPLs. Der rote Zustand
aus einem individuellen PS I-Trimer von
o T. elongatus emittiert in der Region
é) um 708 nm. Oben links wird ein Aus-
o schnitt aus der zugehorigen Spektrenfol-
o 7 ge in Falschfarben gezeigt. Die Zeitauf-
o l6sung betrigt 1 s. Oben rechts: Ana-
Ta log zur Abb. 5.2 wurde die Linienbrei-
te bestimmt. Sie betrédgt hier ebenfalls
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; : S getragen (Erliuterung s. Text und Abb
0,01 0.1 I 10" 5.1).
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5.2.2 PS | von Synechocystis

An den vorangegangene Abschnitt ankniipfend wird im Folgenden analog die Korrela-
tion zwischen der Fluktuationsrate und der spektralen Sprungweite der ZPLs der roten
Chlorophyll-Verbénde des PS I vom Cyanobakterium Synechocystis untersucht. In Abbil-
dung 5.4 links wird auszugsweise der spektrale Zeitverlauf zweier emittierter ZPLs gezeigt.
Die spektralen Fluktuationen beider Linien korrelieren nicht miteinander. Die Linie mit
der mittleren spektralen Lage bei ca. A ~ 704 nm steuert zur Fluoreszenz des C706/C708-
Verbands bei und die bei ca. A ~ 713 nm zu der des C714-Verbands. Beim PS I der Spezies
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Abbildung 5.4: Fluktuation und Linienbreite zweier ZPLs in der Fluoreszenz eines individuellen PS I-
Trimers der Spezies Synechocystis. Die spektralen Fluktuationen der Linien sind unkorreliert zuein-
ander, d.h. die Linien werden zwei verschiedenen Emittern zugeschrieben. Die Linie bei A ~ 704 nm
tréigt zur Fluoreszenz des roten Chlorophyll-Verbands C706/C708 bei und die bei A ~ 713 nm zu der
des C714. Links wird ein Ausschnitt aus der zugehorigen Spektrenfolge in Falschfarben gezeigt. Die
Zeitauflosung betrigt 1 s. Der rechte Teil zeigt die Bestimmung der jeweiligen Linienbreite analog
zum Verfahren in Abb. 5.2, wobei einzelne Spektren aufgrund schlechtem Signal-zu-Rausch-Verhéltnis
nicht beriicksichtigt wurden. Die Linienbreite der Linie bei A ~ 704 nm betrigt v ~ 6 cm~! und die
der Linie bei A ~ 713 nm liegt bei v ~ 8 cm™! (FWHM).

Synechocystis wurden scharfe ZPLs, die {iber lingere Zeitraume als t > 200 s stabil emit-
tiert wurden, selten beobachtet. Die Fluktuationen von Linien {iber t > 100 s im Bereich
zwischen 700 nm und 708 nm verhielten sich bei drei weiteren Stichproben von verschiede-
nen Komplexen dhnlich. In den beiden rechten Darstellungen der Abbildung 5.4 wurden,
wie zuvor im Abschnitt 5.2.1 erkldrt, die Linienbreiten auf v ~ 6 cm™! fiir A ~ 704 nm
und v ~ 8 em ! fiir A ~ 713 nm bestimmt. Uber die Frequenz-Zeit-Unschérfe kann dar-
aus die GroBenordnung der oberen Grenze der Sprungrate auf ~ 10'2 s71 abgeschitzt
werden.

In Abbildung 5.5 sind fiir die beiden ZPLs jeweils die Sprungweite iiber der Fluktuati-
onsrate aufgetragen. Wie fiir die einzelnen Emitter der roten Chlorophylle des PS I von
T. elongatus wurden die Gesamtenergiebereiche der Sprungweiten in je zehn gleichgrofie
Bereiche eingeteilt, in die jeweils alle spektralen Spriinge einsortiert wurden. In der linken
Teilabbildung wird das Ergebnis des zum C706/C708-Verband beitragenden Emitters ge-
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Abbildung 5.5: Auftragung der Sprungweite iiber der Fluktuationsrate fiir die beiden ZPLs aus Abb.
5.4. Wie im Abschnitt zuvor wurden die Gesamtenergiebereiche in je zehn gleichgrofle Intervalle einge-
teilt, in die jeweils alle spektralen Spriinge einsortiert wurden. Das linke Bild gehort zu der Linie bei

A ~ 704 nm und das rechte zu der bei A ~ 713 nm. Im Vergleich zum Ergebnis der roten Chlorophylle
des PS I von T. elongatus ergibt sich hier bei gleicher Gliederung eine eher fortlaufende Besetzung der
Energiebereiche b), d.h. in der Verteilung zeichnen sich keine deutlich voneinander getrennten Berei-
che ab. Die eingezeichneten Rechtecke a) basieren auf den in Abb. 5.4 bestimmten Linienbreiten (s.
Abschnitt 5.2.1).

zeigt und in der rechten das entsprechende des zum C714-Verband beitragenden Emitters.
Die schattierten Rechtecke a) basieren auf obiger Abschétzung aus den Linienbreiten. In
den Rechtecken b) sind die aus den Linienspriingen ermittelten Datenpunkte eingezeich-
net. Fiir die Linie bei A ~ 704 nm ergibt sich eine Kurve, deren Werte fiir den Energie-
bereich von ca. 3 ecm™! bis ca. 60 cm™! reichen, mit einer zugehorigen Sprungrate von ca.
0,5 s~ bis ca. 1072 s~'. Die Datenpunkte der Linie bei A ~ 713 nm liegen auf einer davon
leicht abweichenden Kurve. Sie verlduft von ca. 0,4 s~! bis ca. 4 - 1072 s~! mit den dazu-
gehorigen Energiebereichen von ca. 3 cm™! bis ca.55 ecm™!. Im Vergleich zur Korrelation
zwischen Fluktuationsrate und Sprungweite der ZPLs beim PS I von T. elongatus ergibt
sich hier bei gleicher Gliederung eine fortlaufende Besetzung der Energiebereiche, d.h.
in der Verteilung lassen sich keine deutlich voneinander getrennten Bereiche ausmachen,
wie bei den roten Pigmenten des PS I von T. elongatus, bei dem jeweils auch bei dreimal
feinerer Gliederung eine Separierung noch sinnvoll erscheint.
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5 Energielandschaft der Proteinumgebung

5.3 Ausléser der Fluoreszenzdynamik bei tiefer
Temperatur

Trotz der vorherrschenden 1,4 K Probentemperatur zeigt die Fluoreszenz der roten Chlo-
rophylle im PS I eine starke spektrale Diffusion. In der Abbildung 5.6 sind von oben nach
unten Sequenzen von Fluoreszenzspektren dreier verschiedener, einzelner PS I-Trimere
von Synechocystis dargestellt. Bei dem oberen und mittleren linken Bild befinden sich
jeweils auf der rechten Seite die entsprechenden, eingezeichneten Ausschnittsvergrofie-
rungen. Die Aufnahmen weisen horizontale, dunkle Bereiche auf, die sich jeweils iiber
verschieden lange Zeiten einiger Sekunden erstrecken. Diese Bereiche stammen daher,
dass die Anregung wéhrend dieser Zeiten jeweils vollstindig unterbrochen wurde. Wah-
rend der Beleuchtungszeiten treten deutlich sichtbare spektrale Spriinge der emittier-
ten Null-Phononen-Linien (ZPLs) auf, die in der Ausschnittsvergréerung oben rechts
exemplarisch mit Hilfe von weiflen Pfeilen markiert sind. Die senkrechten, roten Pfeile
markieren jeweils die spektralen Linienpositionen vor dem Abschalten der Anregungsbe-
leuchtung und nach dem Wiedereinschalten. Bemerkenswert dabei ist, dass die Linien bei
allen daraufhin untersuchten PS I-Komplexen (>20) nach der Anregungspause wieder an
der gleichen spektralen Position im Rahmen von maximal ca. 4+ 0,2 nm angesetzt haben.
Dabei ist wichtig zu beachten, dass die Dunkelphasen in der zeitlichen Linge variiert wur-
den. Die oben links abgebildete Spektrensequenz ist in dieser Hinsicht ein interessantes
Beispiel. Von der betrachteten ZPL dieses PS I-Komplexes wird die spektrale Position bei
ca. 696 nm stark bevorzugt. Die energetisch hoher gelegene Position <695,6 nm wird im
Vorfeld nur wenige Male und fiir maximal 15 s eingenommen. Die drei Phasen, in denen
der Laser ausgeschaltet war, dauerten jedoch jeweils ldnger als 25 s an. Dieses Verhalten
deutet darauf hin, dass bei 1,4 K ohne die Zufiihrung von Anregungsenergie energetische
Verinderungen der emittierenden Zustinde von mehr als 4 cm™! nicht stattfinden. Ein
direkter Beweis ist nicht moglich, da ohne Anregung keine Fluoreszenzemission gemessen
werden kann. Ferner fiihrt eine sehr geringe Anregungsleistung bei erforderlicher kurzer
Messdauer zu einem ungiinstigen Signal-zu-Rausch-Verhéltnis. Insofern liefern die durch-
gefiihrten Experimente, bei denen der Laser jeweils fiir einige Sekunden abgeschaltet wur-
de, einen guten Kompromiss. Besonders eindrucksvoll erscheint dabei, dass bei einigen
Komplexen beobachtet werden konnte, wie ein roter Zustand im offenbar ungiinstige-
ren Energiezustand gefangen wurde. Dazu betrachte man beispielsweise den Ausschnitt
oben rechts in der Abbildung 5.6. Hier wurde, &hnlich wie in [Rut06], der Laserstrahl
immer dann unterbrochen, wenn die beobachtete ZPL gerade in eine hoherenergetische
Position gesprungen war. Beim Wiedereinschalten des Lasers erkennt man gerade noch,
dass die spektrale Position erhalten blieb, bevor die Linie schliefllich wieder aus einem
niederenergetischeren Zustand emittiert wird.
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Abbildung 5.6: Einfluss der Anregung auf die Fluoreszenzdynamik einzelner PS I-Trimere
von Synechocystis. Wihrend der Spektren-Akquisition wurde die Anregung jeweils fiir mehre-
re Sekunden unterbrochen (horizontale, dunkle Bereiche). Bei dem Molekiil oben und dem in
der Mitte werden rechts jeweils die AusschnittsvergroBerungen gezeigt. Die vertikalen roten
Pfeile markieren jeweils die spektralen Linienpositionen vor dem Abschalten der Anregungs-
beleuchtung und nach dem Wiedereinschalten. Deutlich zu erkennen ist, dass die jeweilige
Linienposition nach der Anregungspause stets erhalten bleibt.
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Abbildung 5.7: Statistik {iber die Anzahl der
aufgetretenen Null-Phononen-Linien (ZPLs) im
spektralen Bereich der roten Chlorophylle beim
PST von T. elongatus in unterschiedlichen Lo&-
sungsmitteln. Die blauen Balken resultieren aus
den Messungen in HoO-Puffer und die roten ge-
horen zu Messungen in DoO-Puffer (s. Abschnitt
3.2.3). Die Verteilung wurde auf die Anzahl der
insgesamt beobachteten Linien relativiert.
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5.4 Auswirkung von schwerem Wasser im Losungsmittel

In der Spektroskopie an Proteinkomplexen kann man sich zu Nutze machen, dass an
bestimmten Gruppen in Proteinen ein Austausch von Wasserstoff gegen Deuterium er-
folgen kann, wodurch Eigenschaften des Proteins gezielt beeinflusst werden. In Proteinen
sind die NHy- und COOH-Gruppen wegen der Peptidbindung nicht titrierbar, so dass
der Aminoséurerest fiir das Séure-Base-Verhalten entscheidend ist. Bei der Seitenkette
héngt das Verhalten davon ab, ob sie selbst wieder als Protonenakzeptor oder -donator
wirken kann. Aminosduren mit titrierbarer Seitenkette sind z.B. Cystein, Tyrosin, Lysin,
Arginin, Histidin. Rein theoretisch ist zunéchst bei allen nicht an Kohlenstoff gebunde-
nen Wasserstoffatomen ein Austausch gegen Deuterium nicht auszuschlieen. Ob z.B. an
einer bestimmten OH-Gruppe das Wasserstoffatom tatséchlich austauschen kann, héngt
auch empfindlich vom pH-Wert der Losung ab und davon, wie lange inkubiert wird.
Ein Austausch, der bei der Praparation von PS I-Proben in DyO-Puffer mit Sicherheit
stattfindet, ist der Austausch von gebundenem Wasser. Das Ziel der Experimente mit
Proben in DyO-Puffer war, eine Verdnderung der strukturellen Fluktuationen iiber eine
Auswirkung auf die Fluoreszenzdynamik der roten Zustédnde als Sonde beobachten zu
kénnen.

5.4.1 Deuteriumeffekt beim PS | von T. elongatus

Die Fluoreszenz im spektralen Bereich der roten Chlorophylle wird durch Variation des
Losungsmittels, in dem die einzelnen PS [-Komplexe eingebettet sind, beeinflusst. Im
Folgenden werden Ergebnisse in HyO- und in DyO-Puffer vorgestellt. In der Abbildung
5.7 wird die spektrale Verteilung der aufgetretenen ZPLs im interessanten Spektralbe-
reich des PS T von T. elongatus gezeigt. Dafiir wurden sdmtliche beobachtete ZPLs in
ein spektrales Raster eingeteilt und in einem Balkendiagramm dargestellt. Die Vertei-
lung wurde auf die jeweils aufgetretene Gesamtlinienanzahl relativiert. Man erkennt, dass
sich bei den PS I-Komplexen in Dy;O-Puffer insbesondere die Liicke im Spektralbereich
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Abbildung 5.8: Statistik iiber das Sprungverhalten von ZPLs im spektralen Bereich der roten Chlo-
rophylle beim PS I von T. elongatus in unterschiedlichen Losungsmitteln. Im linken Bild sind die
absoluten Sprungweiten der ZPLs in den durch die gestrichelten Linien gekennzeichneten Spektral-
bereichen in einem Balkendiagramm aufgetragen. Dabei wurde jeweils iiber die mittleren Werte
aller Molekiile gemittelt. Im rechten Bild wird eine entsprechende Darstellung der mittleren Lini-
enbreiten in den verschiedenen Spektralbereichen gezeigt. Dafiir wurde eine Lorentzkurve an jede
ZPL auf den unterschiedlichen spektralen Positionen angepasst, wobei einige Spektren aufgrund un-
giinstigem Signal-zu-Rausch-Verhéltnis der Linie nicht beriicksichtigt wurden (s. Abschnitt 5.2.1).
Die Fehlerbalken geben die jeweilige Standardabweichung wieder.

716 nm < A < 723 nm fiillt (vergl. Abb. 4.9) und einige Linien im stark rotverschobenen
Bereich dazukommen. Dabei ist anzumerken, dass bei den PS I-Komplexen in HyO-Puffer
in der Region 716 nm < A < 723 nm héufig Fluoreszenzintensitit gemessen wurde, die je-
doch Teil einer breiten Bande darstellt. Der Quotient aus dem Verhéltnis aus Linienanzahl
ny, zu Molekiilanzahl ny; bei der Probe in HyO-Puffer und dem entsprechenden Verhéltnis
bei der Probe in DyO-Puffer belduft sich auf 1,12/1,43, d.h. bei letzterer Probe treten
insgesamt deutlich mehr Linien auf.

In Abbildung 5.8 wird das Sprungverhalten der ZPLs hinsichtlich ihres unter den ge-
gebenen Versuchsbedingungen zugénglichen Energiebereichs zusammengefasst. Um das
linke Balkendiagramm zu erhalten, wurde fiir jede iiber einen Zeitraum von mindestens
t > 70 s aufgetretene ZPL die mittlere absolute Sprungweite

=

1 -1
(lAv]) = N_1 Vi = Vil
j=1

ermittelt, wobei die v; fiir die IV spektralen ZPL-Positionen der entsprechenden Mess-
sequenz stehen. Die einzelnen Linienpositionen fiir jedes Spektrum wurden von einem
Algorithmus ermittelt, der nach einem lokalen Maximum sucht. Die Linienform der
scharfen Emissionslinien ist in der Regel sehr symmetrisch und bei der Anpassung ei-
ner Lorentzlinie weicht dessen Mitte nur in Ausnahmeféllen vom gefundenen Maximum
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ab. Als obere Grenze wird ein relativer Fehler der Methode von 10 % abgeschitzt. Al-
le untersuchten Linien wurden hinsichtlich ihrer mittleren Position in vier feste spek-
trale Regionen AD <704 nm, 704 nm < A® < 716 nm, 716 nm < A\® < 722 nm und
A® > 722 nm eingeteilt. Der Bereich A® beinhaltet ZPLs, die dem C708-Verband zuge-
schrieben werden, und der Bereich ¥ ZPLs, die dem C719-Verband zugeordnet werden.
Im Bereich A® befinden sich nach Abbildung 4.9 bei der Probe in H,O-Puffer keine
scharfen Linien. Nach dieser Einteilung wurde jeweils iiber alle Linien innerhalb eines In-
tervalls gemittelt. Die aufgetragenen Balkenhéhen entsprechen also den iiber die mittleren
absoluten Sprungweiten (|Av|) in ecm™' der Linien innerhalb der markierten spektralen
Bereiche gemittelten Werte ((JAv|)). Die blauen Balken gehoren wie oben zu den Mess-
ergebnissen der PS [-Proben in H,O-Puffer und die roten zu denen in D,O-Puffer. Die
Fehlerbalken beschreiben die jeweils zugehorigen Standardabweichungen

ny,—1

7 (A1) = | 3 3 (18w = {(lAv]))?

J=1

der entsprechenden Spektralbereiche. In der Region A(!) betragen die mittleren absoluten
Sprungweiten ((|Av|)) der ZPLs bei den PS I in beiden Lésungsmitteln zwischen 6 cm™*
und 7 cm™!. Bei den ZPLs im Bereich A liegt der Wert um 8 cm™'. Im Spektralbereich
A3 wird beim PS I in DyO-Puffer ein Wert von 10 cm™" festgestellt. Oberhalb der beim
PS I in H,O-Puffer vorhandenen spektralen Liicke fiir scharfe Linien im Bereich A® liegen
die Werte fiir ((|Av|)) fiir die beiden Losungsmittel mit ca. 8 cm™? fiir DoO-Puffer und ca.
14 cm™! fiir HoO-Puffer weiter auseinander. Bei Beriicksichtigung der jeweils mittleren

Standardabweichung betriigt der Unterschied ca. 1 cm™!.

Die Spriinge, deren Sprungrate Tﬂ’ui viel hoher lag als die Messrate Tequ), wurden analog
zum Auswerteverfahren in Abschnitt 5.2.1 indirekt iiber die Linienbreite erfasst. Dazu
wurden bei jeder ZPL die Spektren gegeneinander auf ein gemeinsames lokales Maximum
verschoben. Dann wurden jeweils 20 Spektren aufaddiert, wobei die Schrittweite eins be-
trug. An jedes dieser Spektren wurde eine Lorentzkurve angepasst und jeweils die Breite
FWHM notiert. AnschlieBend wurde fiir jede Linie die mittlere Breite bestimmt und in
obiges spektrales Raster eingegliedert. Das Ergebnis wird in Abbildung 5.8 auf der rechten
Seite prasentiert. Die Ausgleichungskurven stimmten in der Regel gut mit den Summen-
spektren iiberein. Ausnahmefille mit schwachem Signal-zu-Rausch-Verhéltnis innerhalb
weniger Sequenzen wurden in der Auswertung nicht berticksichtigt. Der Wert der mitt-
leren Linienbreite (y) fiir PS I in beiden Losungsmitteln liegt im Spektralbereich A1)
bei ca. 4 em™'. In den Regionen A® und A®* wurden leichte Unterschiede zwischen den
entsprechenden Werten in verschiedenen Losungsmitteln festgestellt. Die Werte () fiir
PS I in HyO-Puffer liegen um 7 cm™' und 10 em™! und die fiir PS I in DyO-Puffer um
5cm~t und 8 ecm™!. Bei letzteren Werten iiberschneiden sich die jeweiligen Standard-
abweichungen. Im Bereich des C708 betrigt die Abweichung bei Beriicksichtigung der

Standardabweichung ca. 1 cm™*.
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Abbildung 5.9: Statistik iiber das Sprungverhalten von ZPLs beim PS 1 von T. elongatus. Die
Balkendiagramme sind analog zu denen aus Abb. 5.8, jedoch sind hier zusétzlich Ergebnisse einer
volldeuterierten PS I-Probe eingetragen: Die griinen Balken gehoren zur volldeuterierten Probe in
H>O-Puffer und die gelben Balken zur volldeuterierten Probe in Dy O-Puffer.

Vom PS I des Cyanobakteriums 7. elongatus stand auch eine volldeuterierte Probe zur
Verfiigung. Bei dieser Probe befinden sich auch an Bindungsplidtzen von Wasserstoffa-
tomen, die durch die Préparation mit DsO-Puffer nicht austauschbar sind, stattdessen
Deuteriumatome. Die Dynamik in der Fluoreszenz dieser speziellen Probe wurde analog
zur Auswertung oben untersucht. In Abbildung 5.9 sind die zugehorigen Ergebnisse zu-
sammengetragen, wobei zum Vergleich nochmals die zuvor présentierten Ergebnisse aus
Abbildung 5.8 aufgefiihrt sind. Die mittlere absolute Sprungweite sowie die mittlere Li-
nienbreite der ZPLs im Bereich A < 704 nm beim volldeuterierten PS I zeigen sowohl in
H50- als auch in DyO-Puffer nur geringe Abweichungen von der protonierten Probe. Die
entsprechenden Werte liegen um ca. 6 cm™! und 4 cm™!. Im Spektralbereich des C708
weichen die Werte der volldeuterierte Probe in D,O-Puffer am deutlichsten von den ande-
ren Werten ab. Sowohl ({|Av|)) als auch () betragen weniger als 4 cm™'. In der Region
A®) 511t auf, dass auch die volldeuterierte PS I-Probe in HyO-Puffer dort keine scharfen
Linien zeigt. Im Bereich des C719 sind die Werte der volldeuterierte Probe im Vergleich
zu denen der protonierten Probe kleiner. Unter Beriicksichtigung der Standardabweichun-
gen betrigt die Differenz zwischen den Linienbreiten fiir HyO-Puffer knapp 2 cm~!. Im
Bereich der Verbédnde C708 und C719 nimmt die Sprunggeschwindigkeit der ZPLs der
volldeuterierten Probe in DyO-Puffer im Vergleich zur protonierten Probe in HyO-Puffer
ab.

5.4.2 Deuteriumeffekt beim PS | von Synechocystis

Im vorangegangenen Abschnitt wurde die Fluoreszenzdynamik der roten Chlorophylle
des PS I von T. elongatus auf Verédnderungen hin untersucht, die durch den Austausch
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Abbildung 5.10: Statistik iiber die Anzahl der
aufgetretenen Null-Phononen-Linien (ZPLs) im
spektralen Bereich der roten Chlorophylle beim
PS T von Synechocysis in unterschiedlichen Lo-
sungsmitteln. Die blauen Balken resultieren aus
den Messungen in HoO-Puffer und die roten ge-
horen zu Messungen in DoO-Puffer (s. Abschnitt
3.2.3). Die Verteilung wurde auf die Anzahl der
insgesamt beobachteten Linien relativiert.
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von Wasserstoff gegen Deuterium im Losungsmittel entstehen. Daran ankniipfend wer-
den nun nach dem gleichen Auswerteverfahren die Messdaten vom PS I von Synecho-
cystis analysiert. Am PS I dieser mesophilen Spezies tritt der Effekt einer Verringerung
der spektralen Diffusion, der im vorangegangenen Abschnitt am PS I der thermophilen
Art T. elongatus vorgestellt wurde, in ausgeprégterer Form auf. In der Abbildung 5.10
wird die spektrale Verteilung der vorgekommenen ZPLs im spektralen Bereich der roten
Chlorophylle gezeigt. Im gegeniiber P700 rotverschobenen Spektralbereich A > 700 nm
wurden in DyO-Puffer mehr als doppelt so haufig ZPLs beobachtet wie in HyO-Puffer.
Insbesondere treten in DyO-Puffer in der Region A > 720 nm scharfe Linien auf, wo in
H,O-Puffer nur Fluoreszenzintensitiat in der Form einer breiten Bande beobachtet wur-
de. Fiir den gesamten dargestellten Bereich betrigt der Quotient aus dem Verhéltnis aus
Linienanzahl zu Molekiilanzahl bei der Probe in HyO-Puffer und dem entsprechenden
Verhéltnis bei der Probe in DyO-Puffer 0,79/1,07.

In Abbildung 5.11 wird, wie im Abschnitt 5.4.1 fiir das PS I von T. elongatus beschrieben
wurde, das Sprungverhalten der ZPLs hinsichtlich ihres unter den gegebenen Versuchsbe-
dingungen zugénglichen Energiebereichs zusammengefasst. In den vier eingeteilten spek-
tralen Bereichen zeichnet sich eine Abnahme der entsprechenden Werte bei der Probe in
DyO-Puffer ab. Bei den ZPLs in der Region vor A < 703 nm liegt die mittlere absolute
Sprungweite beim PS I in HyO-Puffer bei ca. 11 em™!. Im D,O-Puffer ist der Wert mit ca.
L auf weniger als die Hilfte reduziert. Im Spektralbereich bis A < 710,5 nm liegen
die entsprechenden Werte niher beieinander. Sie betragen ca. 8 cm™! und ca. 7 cm™!. Bei
den ZPLs im Bereich A < 718 nm nehmen die Werte von ca. 15 cm™! auf ca. 8 cm™! ab
und im Bereich A > 718 nm von ca. 16 cm™! auf ca. 10 cm™!. Im Vergleich zur Abbildung
5.8 stellt man beim PS I von Synechocystis fest, dass sich die spektrale Diffusion, insbe-
sondere auch unter Beriicksichtigung der Standardabweichungen, durch den Austausch
von Wasserstoff gegen Deuterium im Losungsmittel stirker verringert.

5cm~

Im rechten Teil der Abbildung 5.11 wird die mittlere Linienbreite der einzelnen ZPLs
prasentiert. In den beiden Bereichen vor A < 710,5 nm verringert sich die Linienbreite
durch die Préparation in DyO-Puffer von ca. 5 cm™! auf ca. 3 cm™! und von ca. 7 cm™!
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Abbildung 5.11: Statistik iiber das Sprungverhalten von ZPLs im spektralen Bereich der roten
Chlorophylle beim PS I von Synechocysis in unterschiedlichen Losungsmitteln in Analogie zur
Abb. 5.8. Im linken Bild sind die mittleren absoluten Sprungweiten der ZPLs in den durch die
gestrichelten Linien gekennzeichneten Spektralbereichen in einem Balkendiagramm aufgetragen. Im
rechten Bild wird ein entsprechendes Diagramm der mittleren Linienbreiten in den verschiedenen
Spektralbereichen gezeigt. Aufgetragen sind mittlere Lorentzbreiten (FWHM). Die Fehlerbalken
geben die jeweilige Standardabweichung wieder.

auf ca. 4 cm™'. Bei den ZPLs im spektralen Intervall 710,5 < A < 718 nm wurde ein
umgekehrtes Verhalten ermittelt. Der zugehorige Wert erhoht sich durch die Préaparation
in DyO-Puffer von ca. 4 ecm™! auf ca. 5 em™!. In der Region A > 718 nm wurden im
Verhéltnis die kleinsten mittleren Linienbreiten gefunden, wobei sich die Werte im Bereich
von knapp iiber 2 cm™! fiir beide Losungsmittel im Rahmen der Standardabweichungen
decken.

5.5 Direkte Beobachtung von hierarchischen Rangen

Im vorangegangenen Abschnitt wurde gezeigt, dass sich insbesondere beim PS I der Spe-
zies Synechocystis eine Praparation in Dy O-Puffer stark auf die spektrale Dynamik in der
Fluoreszenz der roten Chlorophyll-Verbénde auswirkt. Daher bietet sich an, die Untersu-
chungen aus Abschnitt 5.2.2 zu wiederholen, um zu priifen, ob die Korrelation zwischen
der Fluktuationsrate und der spektralen Sprungweite der ZPLs bei der modifizierten Pro-
teinumgebung voneinander separierte Bereiche erkennen ldsst. Dazu wird in Abbildung
5.12 die Fluoreszenz eines stark rotverschobenen Zustands prasentiert. Beim PS I in HyO-
Puffer wurden in diesem Energiebereich keine scharfen Linien gefunden, wie im Abschnitt
5.4.2 gezeigt wurde. Beim PS T in DyO-Puffer stellen ZPLs in dieser Region keine Aus-
nahme dar. Zudem ist bei diesen Proben das Auftreten von zwei oder drei parallelen
Linien im Abstand weniger Nanometer besonders auffillig. Dieses Phdnomen wird im
gesamten roten Spektralbereich haufig beobachtet. Im rechten Teil der Abbildung sind
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Abbildung 5.12: Darstellung der Fluoreszenz eines roten Pigments, in der sich die Konformations-
dnderungen (CCs) seiner Proteinumgebung widerspiegeln. Die Emissionen stammen von einem in-
dividuellen PS I-Trimer der Spezies Synechocystis in DyO-Puffer. Links oben wird ein Ausschnitt
der zugehorigen Abfolge von Spektren gezeigt. Die Akkumulationszeit betrug 1 s. Links unten wird
der oben markierte Bereich vergroflert dargestellt. Rechts sind die ausgelesenen lokalen Maximum-
positionen der ZPLs aufgetragen. Dem {iiberlagert sind fiktive Energiefunktionen eingezeichnet. Die
Barrierenhohe richtet sich nach der Haufigkeit, mit der sie unter den Versuchsbedingungen iiberwun-
den wird, d.h. die Sprungweite sagt zunécht nichts iiber die Barrierenhéhe aus. Dennoch erkennt man
in den Spektren direkt eine Hierarchie in der Grofle der CCs, d.h. die selteneren CCs sind auch mit
grofleren Energieéinderungen im Spektrum verbunden. Im oberen Teil ist der héchste Rang zu sehen,
der beobachtet werden kann; darunter der zweithochste. Bei der Bestimmung eines dritten und evtl.
vierten Ranges stofit man an die Grenze der Auflosung des Spektrometers, so dass der in diesem
Regime grofle relative Fehler die Feststellung diskreter CCs verhindert.
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die ausgelesenen spektralen Positionen der lokalen Maxima der ZPL aufgetragen. Dabei
wurde das im Abschnitt 5.2.2 beschriebene Verfahren angewendet. Man erkennt deut-
lich drei voneinander abgetrennte Aufenthaltsbereiche, deren mittlerer Abstand zwischen
5 — 6 nm betridgt. Aus dem unteren Teil der Abbildung wird klar ersichtlich, dass inner-
halb des mittleren Bereichs wieder drei voneinander separierte Aufenthaltsbereiche der
ZPL zu finden sind. Der mittlere Abstand betrégt jeweils ca. knapp 1 nm. Das System
aus drei parallelen Linien wird in &hnlicher Form auf der héherenergetischen Position,
in der Spektrensequenz nach ca. 290 s, beobachtet. Im niederenergetischen Bereich, in
der Spektrensequenz nach ca. 190 s, wird eine schnellere Fluktuation festgestellt, die zur
spektralen Vermischung der Linien fiihrt, so dass die Linien teilweise nicht eindeutig von-
einander separiert werden konnen. Schnellere Fluktuationen ereigneten sich in stérkerer
Form auch im mittleren Spektralbereich nach ca. 240 s. Wihrenddessen sind keine kla-
ren Linienpositionen mehr erkennbar. Anscheinend unterliegt das sensible Gesamtsystem
noch einem weiteren iiberlagerten Prozess, der sich jedoch nur zeitweilig auswirkt und in
der folgenden Betrachtung nicht beriicksichtigt wird.

In die Darstellung ist eine fiktive Energiefunktion eingezeichnet, die qualitativ die Ande-
rung der optischen Ubergangsenergie des roten Emitters unter den gegebenen Versuchs-
bedingungen beschreibt. Die Barrierenhohe richtet sich nach der Haufigkeit, mit der sie
unter den Versuchsbedingungen iiberwunden wird, d.h. die Sprungweite sagt zunéchst
nichts iiber die Barrierenhohe aus. Dennoch erkennt man in den Spektren direkt eine
Hierarchie in der Grofle der Konformationsénderungen, d.h. die selteneren Konforma-
tionsénderungen sind auch mit grofleren Energieinderungen im Spektrum verbunden.
Offenbar bewirkt die Préparation in DyO-Puffer, dass sich in der Korrelation zwischen
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Abbildung 5.14: Ausschnitt aus den Fluo-
reszenzemissionen eines individuellen PS I-
Trimers der Spezies Synechocystis in DsO-
Puffer. Die zeitliche Auflésung betrigt 1 s.
Uberlagert eingezeichnet ist eine fiktive
Energiefunktion, die zwei hierarchische Ran-
ge enthélt. Man erkennt eine Bistabilitéit in-
nerhalb einer Tristabilitdt. Letztere ist mit
20 grofleren Energieinderungen im Spektrum
verbunden. Auf den gestrichelten Linien sind
10 klar erkennbare Ubergéinge zwischen ver-
schiedenen Linienpositionen markiert.
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der Fluktuationsrate und der spektralen Sprungweite der ZPLs voneinander separierte
Bereiche abzeichnen. Diese Verdnderung des Fluktuationsverhaltens wird auch nochmal
in Abbildung 5.13 gezeigt. Hier ist die Sprungweite iiber der Fluktuationsrate fiir die
ZPL aus Abbildung 5.12 aufgetragen. Insgesamt ergibt sich ein Bild, dass dem aus Ab-
schnitt 5.2.1 vom PS I von T. elongatus in HyO-Puffer dhnelt. Die Korrelation zwischen
der Fluktuationsrate und der spektralen Sprungweite konnte in vier hierarchische Rénge
Ty — Ty gegliedert werden. Dem obersten Rang Ty sind Spriinge einer Energieéinderung
von ca. 70 em™! < Ar < 280 cm™! zugeordnet. Die zugehorige Rate liegt zwischen ca.
3-10% s und 1,5- 1072 s7!. Zum zweiten und dritten Rang triigt jeweils nur ein Da-
tenpunkt bei. Sie entsprechen einer Energie von ca. 40 cm™! und 14 cm™! mit den zuge-
horigen Raten von ca. 7- 1072 s7! und 0,9 s~!. Der unterste Rang wird durch die mittlere
Linienbreite von v ~ 4,2 cm~'analog zur Vorgehensweise in Abschnitt 5.2.1 abgeschiitzt.

In Abbildung 5.14 wird die Fluoreszenz eines Zustands aus einem anderen spektralen
Bereich gezeigt. Die mittlere Position liegt bei knapp 698 nm, also nahe der Absorpti-
on von P700. Man erkennt ein System aus zwei parallelen ZPLs im Abstand von ca.
0,5 nm, das zwischen drei spektralen Positionen fluktuiert, die jeweils ca. 2 nm voneinan-
der entfernt liegen. Wahrend die ZPLs innerhalb des Systems auf den beiden Positionen
teilweise antikorrelieren und teilweise korrelieren, zeigt sich zwischen den Intensitdten
auf den drei Positionen des Systems ausschliellich eine Antikorrelation. Die Abweichung
innerhalb des Systems wird auf die Zeitauflosung des Messprozesses zuriickgefiihrt, d.h.
die Fluktuationen innerhalb des Systems haben eine hohere Rate als 1 s~!, withrend die
Rate der grofieren Spriinge von ca. 2 nm bei Werten < 1 s7! liegt. In die Darstellung ist
eine fiktive Energiefunktion eingezeichnet, die zwei hierarchische Rénge enthélt. Der obe-
re Rang entspricht einer Tristabilitéit, die der Pigment-Verband durch spektrale Spriinge
mit einer Weite von ca. 40 cm™! widerspiegelt. Der untere Rang beinhaltet eine Bista-
bilitdt, die im spektralen Verlauf schnelle Fluktuationen einer spektralen Verschiebung
von ca. 10 cm™'bewirkt. Innerhalb beider Rénge wurden die Zustinde mit unterschied-
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Abbildung 5.15: Die Formung der breiten roten Fluoreszenzbande. Die Emissionen stammen
von einem individuellen PS I-Trimer von Synechocystis in DoO-Puffer. Die Akkumulationszeit
betrug 1 s. Links oben wird die Spektrensequenz ausschnittsweise in einer 3D-Darstellung
gezeigt. Rechts oben ist die zugehorige 2D-Kontur dargestellt und rechts unten ihre zeitliche
Projektion. Links unten sind drei selektierte Spektren iiber 1 s aus der Sequenz aufgetragen.
Die Positionen sind (a) 23 s, (b) 203 s und (c) 98 s.

lichen Wahrscheinlichkeiten besetzt. Im oberen Rang war der Zustand begiinstigt, der
im Spektrum einen Aufenthalt der ZPL im mittleren Bereich bewirkt hat. Innerhalb der
Bistabilitat wurde der Zustand bevorzugt, der die niederenergetischere Linienposition zur
Folge hatte.

5.6 Entstehung der breiten roten Fluoreszenzbande

Im Abschnitt 5.4.2 wurde berichtet, dass die spektrale Dynamik in der Fluoreszenz durch
den Austausch von Wasserstoff gegen Deuterium im Losungsmittel beim PS I von Syn-
echocystis markant herabgesetzt wurde. Bei einigen individuellen Komplexen (ca. 10 %)
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wurden durch diesen Effekt in der breiten Fluoreszenzbande im stark rotverschobenen
Spektralbereich scharfe ZPLs beobachtet. Dabei zeigten die ZPLs in der Regel selbst eine
starke spektrale Diffusion innerhalb der jeweiligen Region der Bande. In einem Fall von
insgesamt 62 untersuchten PS I-Komplexen konzentriert sich die Intensitét fast vollstén-
dig in einer oder mehreren ZPLs, so dass in einem Spektrum mit einer Akkumulationszeit
von 1 s keine breite Bande erkennbar ist. Die Emissionen dieses Trimers sind in Abbildung
5.15 dargestellt. Man erkennt deutlich eine ,,S“-formige Diffusionsbewegung der Hauptin-
tensitét iiber den Zeitraum von {iber 280 s, die eine spektrale Ausdehnung von iiber 13 nm
bzw. 250 cm ™! im Bereich von ca. 714 — 727 nm besitzt. Aus diesem Grundmuster finden
viele spektrale Ausreifler der ZPLs statt, die den gesamten iiberstrichenen Spektralbereich
erfassen. Links unten sind drei Beispielspektren dargestellt, die aus der Sequenz dariiber
entnommenen wurden. Die Gesamtintensitit bleibt im Wesentlichen unveridndert, wobei
die Anzahl der spektralen Aufenthaltsorte der Linien variiert. Das Spektrum (c) zeigt
mindestens vier ZPLs. Im Spektrum (a) hingegen wird nur eine ZPL, bzw. im Spektrum
(b) werden zwei ZPLs beobachtet. Die Addition iiber alle 287 Spektren ergibt das mittlere
Spektrum im Bild rechts unten. Man erkennt eine breite rote Bande mit einem spektralen
Schwerpunkt bei ca. A\yy = (721 £ 1) nm wie bei dem Spektrum (b) aus Abbildung 4.2,
d.h. um ca. 6 nm rotverschoben gegeniiber der iiber alle Komplexe gemittelten Lage. Die
spektrale Form der Bande entspricht der typischen Struktur der breiten roten Bande, die
insbesondere an den PS I-Komplexen von Synechocystis in HoO-Puffer hdufig beobachtet
wurde (vergl. Abb. 4.2).

5.7 Diskussion

Experimente mit der Methode des spektralen Lochbrennens in Kombination mit einer
Hochdruckzelle haben am LH2 von Rhodopseudomonas acidophila ergeben, dass relative
Abstandsénderungen AR/R von ca. 0,01 % bis ca. 1 % zu spektralen Verschiebungen
der B800-Absorption von 1 — 100 em™! fiihren [Zaz02a]. Durch diesen experimentellen
Befund gestiitzt, interpretieren wir die spektrale Diffusion in der Fluoreszenz der roten
Chlorophyll-Verbénde einzelner PS I-Komplexe als Folge von Modulationen der Pigment-
Protein-Wechselwirkungen in der Umgebung der einzelnen roten Pigment-Verbande. Da-
bei spielt die wechselnde Anordnung von Wasserstoftbriickenbindungen, eine entscheiden-
de Rolle [Fow92, Ols94]. Am LH2-Komplex wurde mit der Methode der Einzelmolekiil-
Spektroskopie in Fluoreszenzanregung eine &hnliche spektrale Dynamik auf langerer Zeit-
skala festgestellt [Hof03]. Die Zeit fiir ein gerastertes Spektrum betrug 15 s. Hofmann et al.
haben zur Erklarung den im Abschnitt 1.2.3 erlauterten Ansatz des Modells der Energie-
landschaft aus [Fra91] angewendet. In Abbildung 1.8 wurde eine solche Energielandschaft
vereinfacht dargestellt, wobei eine willkiirliche Konformationskoordinate gewéhlt wurde.
Beim PS I von Synechocystis in DoO-Puffer konnte teilweise direkt in den Spektrense-
quenzen beobachtet werden, dass sich die Korrelation zwischen der Fluktuationsrate und
der spektralen Sprungweite der ZPLs in voneinander separierte Bereiche aufteilen l&sst.
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Abbildung 5.16: Teil der Proteinbin-
dungstasche von dem Bakteriochloro-
phyll (BChl 5) im Fenna-Matthews-
Olson-Protein (FMO) [Fen75]. Im Fall
(a) bildet das Ser 72 eine Wasserstoff-
briicke zum 3'-Acetyl. Im Fall (b) ist
das markierte Proton ,umgeklappt®
und die Bindung aufgebrochen. Die
Darstellung stammt von Thomas Ren-
ger.

3'-Acetyl

In den Abbildungen 5.12 und 5.14 ist jeweils ein Beispiel dargestellt. Man erkennt deut-
lich, dass ein System, innerhalb dem eine ZPL zwischen zwei oder drei Linienpositionen
wechselt, im Ganzen auf verschiedene spektrale Positionen springt. Zwischen den Raten
der beiden unterschiedlichen Prozesse liegen Groéflenordnungen. Dieses Ergebnis passt
sehr schon zum Bild einer in hierarchischen Réngen organisierten Energielandschaft, in
der die mittlere Barrierenhohe von oben nach unten abnimmt, wie in Abschnitt 1.2.3
beschrieben wurde.

Energielandschaft der roten Pigmente im PS | von T. elongatus

Zunéchst werden die Ergebnisse vom PS I der Spezies T. elongatus diskutiert. Die Ab-
bildungen 5.2 und 5.3 zeigen die Relationen zwischen den erschlossenen Energiebereichen
der Null-Null-Ubergiinge und den zugehérigen Zeitskalen fiir einen roten Zustand in der
Region > 719 nm und einen in der um 708 nm von zwei individuellen PS I-Komplexen.
Wir vermuten, dass das Sprungverhalten der ZPLs die ,, Abtastung eines Ausschnitts der
Energielandschaft der Proteinumgebung widerspiegelt. Der beobachtbare Ausschnitt wird
unter anderem durch die gegebenen Versuchsbedingungen begrenzt. In den aufgetragenen
Datenpunkten beider roter Zustidnde zeichnet sich eine Hierarchie von Réngen ab, in der
die durchschnittliche Hohe der Energiebarrieren von oben nach unten abnimmt. Beim
Emitter im Bereich > 719 nm fallen in den obersten und zweitobersten Rang Spriinge
zwischen wenigen diskreten spektralen Positionen, wie in Abbildung 5.1 zu sehen ist. Wir
vermuten, dass ihm spezielle Konstellationen der Proteinatome zugrunde liegen. In die-
sem Fall bildet die Proteinumgebung eine Bi- bzw. Tristabilitéit aus. Ubergéinge zwischen
diesen Niveaus bewirken im Fluoreszenzspektrum energetische Verschiebungen von bis zu
mehr als 115 cm™! im obersten bzw. von ca. 16 — 50 cm™! im zweitobersten Rang und
treten unter den gegebenen Versuchsbedingungen mit einer Rate von ca. 6 - 1072 s~ bzw.
ca. 2-1072 57! auf.
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In Abbildung 5.16 ist ein Szenario einer Bistabilitat dargestellt, das eine groie Verschie-
bung in der lokalen optischen Ubergangsenergie des Chromophors in seiner Proteinbin-
dungstasche bewirkt. Bei dem abgebildeten Molekiil handelt es sich allerdings nicht um
ein Chlorophyll a (Chl a) innerhalb von PS I, sondern um das Bakteriochlorophyll BChl 5
im Fenna-Matthews-Olson-Protein (FMO) [Fen75]. An diesem System wurden kiirzlich
bislang unveroffentlichte Rechnungen in der Arbeitsgruppe von Thomas Renger durchge-
fithrt. Unter alleiniger Beriicksichtigung der Elektrostatik ergaben sich fiir das markierte
Proton an der OH-Gruppe der Aminosédure Serin Ser 72 zwei stabile Minima, die durch
eine Barriere voneinander getrennt sind. Aufgrund der Hohe dieser Barriere wird das
eingezeichnete ,,Umklappen® des Protons fiir sehr unwahrscheinlich gehalten. Nichtsde-
stotrotz wurde der Unterschied in der zugehdrigen optischen Ubergangsenergie fiir dieses
Beispiel ausgerechnet. Er betrigt iiber 300 cm~!. Das Dimer A38-A39, das gemifl unserer
Vermutung in Ref. [Bre07] in der Region > 719 nm emittiert, befindet sich innerhalb des
PS T in einer ganz dhnlichen Situation. Uber den Sauerstoff an der Ketogruppe des Chl a
A38 besteht eine Wasserstoftbriicke zur OH-Gruppe des Ser 426. Eine Moglichkeit wé-
re, dass sich die Bindungslédnge zwischen Proton und Wasserstoftbriickendonator dndert,
d.h. dass das Proton auf der Verbindungslinie zwischen den beiden Sauerstoffatomen sei-
ne Position verdndert. Auch bei diesem Mechanismus sind Verdnderungen der optischen
Ubergangsenergie in der Gréfenordnung von 100 cm ™" denkbar. Gegenwértig existieren
jedoch keine konkreten Zahlen, so dass eine Zuordnung des roten Zustands aus Abbildung
5.1, der ein auftillig diskretes Sprungverhalten mit hoher Energiedifferenz zeigt, zu einem
der Kandidaten aus Ref. [Jor01], wie z.B. dem Dimer A38-A39, nicht moglich ist.

Die Uberwindung von Barrieren des untersten Rangs bewirkt im Pigment Verdnderungen
der optischen Ubergangsenergie von bis zu ca. 6 cm™'. In diesem Regime finden sowohl
schnelle spektrale Spriinge innerhalb t < 1 s als auch langsame mit einer Rate nahe der
reziproken Akkumulationszeit von 1 s=! statt. Die durch schnelle Konformationsinde-
rungen ausgelosten spektralen Verschiebungen wurden indirekt anhand der Linienbreite
der ZPLs nach oben abgeschétzt. Die zugehorige Rate wurde mittels der Energie-Zeit-
Unschirfe auf 10'? s7! taxiert. Der Wechsel zwischen den zugehérigen Mikrozustinden
der Proteinumgebung wirkt sich schwiécher auf die optischen Ubergangsenergie aus und
spiegelt somit nicht Fluktuationen in der Stérke einer Wasserstoftbriickenbindung wieder,
wie z.B. der aus Abbildung 5.16 oder der zwischen der Aminosdure Threonin [-Thr-23
und der Cy-Acetyl-Gruppe im BChl a [Ger93]. Von elektrostatischen Wechselwirkun-
gen mit Wassermolekiilen oder anderen polaren Gruppen in einiger Entfernung von der
Chl a-Bindungstasche kann angenommen werden, dass sie die spektralen Eigenschaften
des Pigments aufgrund ihrer starken Abstandsabhéngigkeit sehr schwach beeinflussen.
Folglich sind entweder nicht unmittelbar angrenzende oder lokale andersartige strukturel-
le Verdnderungen fiir diese spektralen Fluktuationen des roten Zustands verantwortlich.

Auch die Energielandschaft der Proteinumgebung der roten Zusténde in der spektralen
Region um 708 nm l&sst eine Hierarchie von Rédngen erkennen. Im Vergleich zu den stark
rotverschobenen Zusténden ist die spektrale Weite der Fluktuationen geringer und die Ra-
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te hoher, so dass die Rénge dichter beieinander liegen. Die gréfite Sprungweite im obersten
Rang betrigt nur etwa 50 cm™!, und die Rate reicht bis iiber 2 - 1072 s~1. Aufgrund der
kleineren Abstufungen und der hoheren Raten sind in den zeitlichen Verldufen der ZPLs
keine diskreten spektralen Positionen zu erkennen. Die Energielandschaften in den bei-
den Spektralbereichen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Barrierenhohen und haben
verschieden grofien Einfluss auf die optischen Ubergangsenergie des jeweiligen Emitters.

Eine statistische Auswertung des spektralen Sprungverhaltens der ZPLs zeigt, dass sowohl
langsame Fluktuationen, deren Rate 7, kleiner als die Messrate Tox

auch die schnellen Fluktuationen mit 75, > Towp der Emissionen im Bereich A > 719 nm
grofer sind als in der Region um 708 nm. Dieses iiber alle Komplexe gemittelte Ergeb-
nis spricht dafiir, dass die Proteinumgebung eines Zustands, der im Bereich A > 719 nm
emittiert, im Mittel groBere Verschiebungen der optischen Ubergangsenergie bewirkt als
die eines Zustands, der im Bereich um 708 nm emittiert. Das kann entweder bedeuten,
dass die Pigment-Protein-Kopplung ersterer roter Zustidnde stérker ist, oder dass die
Schwingungsfreiheitsgrade in der Umgebung eines Emitters aus dem C708-Verband stér-

ker eingeschrénkt sind.

von ca. 1 s7! ist, als

Die gleiche Auswertung an einer in DyO-Puffer préiparierten Probe hat ergeben, dass der
Austausch von Wasserstoff gegen Deuterium im Losungsmittel im Mittel eine Verkleine-
rung der Fluktuationen bewirkt. Bei den ZPLs im Spektralbereich um 708 nm ist der
Effekt bei den Fluktuationen mit Tf_ij{ < TE;%) jedoch vernachléssigbar gering im Rahmen
der Standardabweichungen. In der Region 716 nm < A < 722 nm, in der in HyO-Puffer
nur unstrukturierte Fluoreszenz beobachtet wurde, bewirkte der Austausch das Auftreten
von ZPLs. Insgesamt wird angenommen, dass nur in manchen Komplexen ein effektbrin-
gender Austausch von austauschbarem Wasser gegen schweres Wasser stattgefunden hat.
Dabei konnten auch zuféllig nur ein oder mehrere Spektralbereiche betroffen sein. Bei
einer volldeuterierten PS I-Probe in DyO-Puffer wird ein gesteigerter Effekt der Verklei-
nerung der Fluktuationen festgestellt. Der Deuteriumeffekt ist auf die gréfere Masse
eines Deuterons im Vergleich zu der eines Protons zuriickzufiithren. Die Verdnderung der
dadurch bedingten strukturellen Fluktuationen spiegelt sich in der Verdnderung der Fluk-
tuationen der optischen Ubergangsenergien der roten Zustinde wider. Offenbar spielen
Positionsdnderungen von Protonen fiir die beobachteten Fluktuationen eine wichtige Rol-
le.

Im Kapitel 4 wurde festgestellt, dass pro PS [-Monomer drei rote Zustdnde emittieren
und dass bei verschiedenen individuellen Komplexen im Bereich beider prognostizierter
Verbénde C708 und C719 zwei Emissionsbeitrage auftreten konnen. Wahrend im spek-
tralen Bereich um 708 nm héaufig scharfe ZPLs beobachtet wurden, zeigten sich in der
Region des C719 nur ca. bei einem Viertel der Komplexe scharfe ZPLs, stattdessen jedoch
héufig eine breite Bande. Bei einigen Komplexen iiberlagerten sich beide spektralen For-
men der Emissionen. Dies trat bei unterschiedlichen Komplexen sowohl im Bereich um
708 nm als auch im stark rotverschobenen Bereich auf. Die gewonnen Informationen iiber
die Energielandschaft des im Bereich > 719 nm fluoreszierenden Emitters beziehen sich
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Abbildung 5.17: Simulation zur Entstehung
10p TIRRTAT einer breiten Fluoreszenzbande. Die Linien-
. _‘.,Ll—-‘zjzlal'l,;u» AT . form der blau eingezeichneten Einzelspektren
wurde geméfl der Theorie aus Abschnitt 2.2.4
ausgerechnet. Dafiir wurde ein Huang-Rhys-
Faktor von S = 2 und eine mittlere Schwin-
gungsfrequenz von wy, = 20 cm™! mit zuge-
50 Realisierungen horiger Phononbreite von T = 20 cm~ ! an-
genommen. Dieser Huang-Rhys-Faktor ent-
spricht dem in der Literatur fiir den C714
im PS T von Synechocystis vorgeschlagenen
Wert [Zaz02b]. Die Realisierungen der Ein-
30t zelspektren sind spektral jeweils zufillig nor-

malverteilt. Die rot eingezeichneten Sum-

menspektren wurden jeweils antiproportio-
500 Realisierungen nal zur Anzahl der Linienpositionen normali-
siert. (Im Spektralbereich der roten Pigmen-
te entsprechen 200 cm~! ca. 10 nm.)
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nur auf rote Zustédnde, von denen scharfe Linien detektiert wurden. Die Energielandschaft
eines roten Zustandes, der eine breite Bande emittiert, bleibt unzugénglich. Um die Ent-
stehung der breiten Bande zu verstehen, wird an dieser Stelle ein Ergebnis vom PS I von
Synechocystis verwendet. Beim PS I dieser Spezies ist der Deuteriumeffekt ausgeprigter
als beim PS I von T. elongatus, d.h. die spektrale Diffusionsgeschwindigkeit der Fluo-
reszenz wird stédrker reduziert. In einem exemplarischen Fall von 62 Komplexen konnte
die Bildung einer typischen breiten Bande schrittweise auf der Sekundenzeitskala verfolgt
werden. Der Prozess wird in Abbildung 5.15 gezeigt. Vermutlich setzt sich ein Grofiteil
der Fluoreszenz aus einer ZPL mit mehreren diskreten Realisierungen zusammen, deren
Emissionen sich innerhalb der Akkumulationszeit von 1 s iiberlagern, wie im Abschnitt
4.3.2 erlautert wurde. Dafiir sprechen die drei aus der Sequenz entnommenen Beispiel-
spektren in der Teilabbildung unten links. Die Gesamtintensitdt bleibt im Wesentlichen
unverandert, wobei die Anzahl der ZPLs variiert. Das Spektrum (c) zeigt mindestens vier
Aufenthaltsorte. Im Spektrum (a) hingegen wird nur eine ZPL, bzw. im Spektrum (b)
werden zwei ZPLs beobachtet. Eine Zusammensetzung aus jeweils z.B. vier ZPLs ist un-
wahrscheinlich, wobei die Beitrédge von 2 — 3 ZPLs nicht ausgeschlossen werden konnen.
Dies gilt insbesondere, da es sich bei der Probe um PS I in trimerer Form handelt. Aus
Kapitel 4 ging jedoch hervor, dass der tiefste Zustand in einem Monomer auch wenig
rotverschoben emittieren oder sich in einem Dunkelzustand befinden kann, so dass eben-
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5.7 Diskussion

Abbildung 5.18: 3D-Schema fiir einen
moglichen Zusammenhang zwischen den
spektralen Regionen der roten Zustén-
de und den zugehorigen Fluktuations-
geschwindigkeiten der Fluoreszenz im
PST von T. elongatus. Die Verteilung
bei (a) spiegelt das typische Verhal-
ten im Bereich um 708 nm wieder. Der
Grofiteil der Fluktuationen findet dort
im Sekunden-Regime statt. Diese Regi-
on wird jedoch auch von der Verteilung
(c) erfasst, die schnelle Fluktuationen
mit Raten >1 s~! beinhaltet. Sie reicht
von ca. 700 nm bis >735 nm. Die Vertei-
lung bei (b) umfasst langsame Fluktua-
tionen im stark rotverschobenen Spek-
tralbereich, die dort seltener auftreten
als im Bereich um 708 nm.

Hiufigkeit (a.u.)

so die Moglichkeit besteht, dass die Bande von nur einer einzigen ZPL aufgebaut wird.
Der angenommene Verbreiterungsprozess fiir den Fall der Beteiligung von nur einer ZPL
wird in Abbildung 5.17 in drei Beispielen simuliert. Man erkennt, dass bei der Annahme
eines Huang-Rhys-Faktors von S = 2, wie in Ref. [Zaz02b] fir den C714 des PS I von
Synechocystis angegeben wird, bereits < 500 Realisierungen ausreichen, um eine &hnliche
breite Bande zu produzieren, wie sie in typischen PS I-Spektren gemessen wurde (vergl.
Abb. 4.1, 4.2 und 5.15).

Die durch den Deuteriumeffekt am PS I von Synechocystis iiber die breite Emissions-
bande gewonnenen Erkenntnisse werden nun im néchsten Schritt auf die Fluoreszenz
des PST von T. elongatus iibertragen, d.h. auch hier wird erwartet, dass breite Ban-
den durch schnell fluktuierende Emissionen mit Raten > 1 s~! entstehen, deren Profile
sich aus ZPL und PSB zusammensetzen. Dabei zeigt das Bsp. aus Abbildung 5.15, dass
die PSB keinen grofien Anteil an der Gesamtintensitit beinhalten muss. In Abbildung
5.18 wird ein 3D-Schema gezeigt, dass den angenommenen Zusammenhang zwischen den
spektralen Regionen der roten Zustédnde des PS T von T. elongatus und den zugehori-
gen Fluktuationsgeschwindigkeiten der Fluoreszenz veranschaulicht. Aufgetragen ist die
Haufigkeit oder Intensitéit iiber der Wellenldnge und der Fluktuationsrate. An der Ver-
teilung bei (a) kann abgelesen werden, dass im Bereich um 708 nm der Grofiteil der
Fluktuationen auf der Sekundenzeitskala stattfindet. Die Verteilung (c) tiberschneidet
diesen Spektralbereich zusétzlich, d.h. mit geringerer Haufigkeit tritt dort Fluoreszenz
mit schnellen Fluktuationen mit Raten > 1 s~! auf. Im stark rotverschobenen Spektral-
bereich iiberwiegen schnelle Fluktuationen, wobei auch Fluktuationen mit Raten < 1 s™!
vorkommen, die von der Verteilung (b) wiedergespiegelt werden. Welche der drei Emitter
sich in welchem Bereich aufhalten kénnen, bleibt unklar.
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5 Energielandschaft der Proteinumgebung
Energielandschaft der roten Pigmente im PS | von Synechocystis

Im Vergleich zum PS I von T. elongatus wird in der Energielandschaft der roten Chloro-
phylle vom PS I von Synechocystis keine klar abgestufte Hierarchie von Réngen festge-
stellt. In Abbildung 5.5 sind die Relationen zwischen den erschlossenen Energiebereichen
der Null-Null-Ubergiinge und den zugehdrigen Zeitskalen fiir einen roten Zustand in der
spektralen Region des C706- bzw. C708-Verbands und einen in der des C714-Verbands
dargestellt. Man erkennt bei gleicher Einteilung jeweils eine fortlaufende Besetzung der
Intervalle. Fiir die ZPL in der spektralen Region des C706- bzw. C708-Verbands ergibt
sich eine Kurve, deren Werte fiir den Energiebereich von ca. 3 cm™! bis ca. 60 cm™! rei-
chen mit einer zugehoérigen Sprungrate von ca. 0,5 s~! bis ca. 1072 s71. Bei der ZPL im
spektralen Bereich des C714-Verbands wird eine leicht davon abweichende Kurve ermit-
telt, die von ca. 3 cm™! bis ca.55 cm ™! mit einer Rate von ca. 0,4 s=! bis ca. 4- 1073 s7!
verlauft.

Im Mittel treten unter den gleichen Bedingungen beim PS I der Spezies Synechocystis im
Bereich A > 695 nm weniger ZPLs auf als beim PS I von T. elongatus. Die Verhéltnisse
von Linienanzahl zu Molekiilanzahl betragen 0,79 und 1,12. Eine statistische Auswertung
des Sprungverhaltens der ZPLs, die analog zu der beim PS I von 7. elongatus durchge-
fiihrt wurde, zeigt, dass ZPLs im Spektralbereich des C714-Verbands mit Raten < 1 s71
starker fluktuieren als in der Region des C706- bzw. C708-Verbands, wihrend sich fiir die
Fluktuationen mit Raten > 1 s™! das umgekehrte Verhalten ergibt. Ein Austausch von
Wasserstoff gegen Deuterium im Losungsmittel bewirkt, dass die Fluktuationen kleiner
werden. Als Folge nimmt die Zahl der aufgetretenen ZPLs, insbesondere der im stark
rotverschobenen Bereich, auf insgesamt im Mittel 1,07 Linien pro Molekiil zu, wie in Ab-
bildung 5.11 gezeigt wurde. Das wird so gedeutet, dass Fluoreszenz, die beim PS 1 in
HyO-Puffer als breite Bande detektiert wird, haufiger als scharfe ZPL zeitlich aufgelost
werden kann. Die mittleren absoluten Sprungweiten der ZPLs nehmen im Spektralbe-
reich A > 700 nm ab. Bei den in der Linienbreite enthaltenen Fluktuationen mit Raten
> 1 57! zeigt sich in der Region des C706- bzw. C708-Verbands ebenfalls eine Reduktion,
wahrend im Bereich des C714-Verbands nur ein schwacher Effekt festgestellt wird, wobei
die Linienbreite leicht zunimmt.

Da der Deuteriumeffekt die spektrale Diffusion von ZPLs teilweise stark verringert hat,
wurde die Energielandschaft individueller PS I-Komplexe auch in D,O-Puffer untersucht.
Die Ergebnisse wurden in Abschnitt 5.5 présentiert. Die Reduktion der Fluktuationen
bewirkt, dass eine Hierarchie von Réngen beobachtet wird, die der bei den roten Chlo-
rophyllen vom PS T von 7. elongatus in HoO-Puffer dhnelt. Der stark rotverschobene
Zustand aus Abbildung 5.12 verschiebt dabei seine optischen Ubergangsenergie bis zu
< 280 cm™!. Im héchsten und im zweithéchsten Rang zeigen sich jeweils drei Konforma-
tionssubzustédnde. Bei dem Emitter aus Abbildung 5.14 im Bereich um 700 nm beinhaltet
der hochste Rang ebenfalls drei Mikrozustédnde, von denen jeder in zwei Mikrozustéinde
des zweithochsten Rangs aufspaltet. Ein interessanter Bestandteil des Deuteriumeffekts
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beim PS I von Synechocystis besteht in der héufigen Bildung von Bi- und Tristabili-
tdaten. Vermutlich spielt der Austausch von Protonen durch Deuteronen an den polaren
Aminoséureseitenketten in der Umgebung der roten Chlorophylle die entscheidende Rolle
fiir die spektrale Veréinderung. Einen moglichen Ansatz zur Erklarung einer Bistabilitét
(Tristabilitét) bietet folgende Annahme: Ausgangspunkt ist ein Zwei-Niveau-System (two
level system: TLS), wie in Abbildung 5.19 gezeigt wird. Die zugrundeliegende Situation
in der Proteinbindungstasche kénnte z.B. dhnlich wie bei dem in Abbildung 5.16 dar-
gestellten (BChl 5) sein. Ein Proton geht tiber eine Wasserstoftbriicke eine Bindung mit
einem in der Nahe koordinierten Sauerstoff ein. Ganz in der Néhe befindet sich noch ein
zweiter Sauerstoff, so dass das Proton zwischen zwei moglichen Koordinationen wechseln
kann. Die Barriere in der Potentialhyperflache fiir den elektronischen Grundzustand ®¢
ist jedoch bei tiefer Temperatur uniiberwindbar. Hingegen kann die Barriere in der Po-
tentialhyperfliche fiir den elektronisch angeregten Zustand ®, durch Anregung hoherer
Schwingungsniveaus iiberwunden werden, wie der Pfeil (p;) andeutet. Aufler einer durch
Einstrahlung Arrhenius-aktivierten Ladungsverschiebung im Protein sind auch Tunnel-
prozesse denkbar. Uber Protonen-Tunneln in einem Enzym wird erstmals in Ref. [Cha89)
berichtet. Im Fall der in Abbildung 5.19 gezeigten Potentialhyperfliche fiir &, wird nun
angenommen, dass die Tunnelwahrscheinlichkeit fiir das Proton hoch ist, so dass sich
die urspriingliche Konformation wieder einstellt, wie der Pfeil (ps) andeutet. Das lokale
Minimum der Gesamtenergie fiir ®, ist nicht stabil. Ein elektronischer Ubergang mit der
Energie 3 ist sehr unwahrscheinlich. In Abschnitt 1.2.3 wurden die Auswirkungen beim
Austausch des Protons durch ein Deuteron beschrieben. Geméafl Gleichung 1.2 héngt die
Tunnelwahrscheinlichkeit reziprok exponentiell von der Wurzel der Masse des tunneln-
den Teilchens ab. Ist nun an der Stelle des Protons stattdessen ein Deuteron koordiniert,
wird die Tunnelwahrscheinlichkeit fiir den durch den Pfeil (py) markierten Prozess so
stark herabgesetzt, dass elektronische Ubergéinge der Energie  wahrscheinlich werden.
Nach erneuter elektronischer Anregung kann durch Anregung héherer Schwingungszu-
stiande die Barriere im Zustand ®, vom Deuteron iiberwunden werden, so dass wieder
elektronische Uberginge mit der Energie o stattfinden konnen. Im Spektrum wird da-
durch eine Doppellinie bewirkt, wobei eine der Positionen stérker bevorzugt sein kann,
wie z.B. beim roten Zustand aus Abbildung 5.14 zu sehen ist.

Die nachgewiesenen zeitabhingigen Verinderungen der optischen Ubergangsenergien der
roten Chlorophylle zeigt, dass bei einer Probentemperatur von 1,4 K Konformationsan-
derungen stattfinden konnen, d.h. das ein bestimmtes Mafl an Freiheitsgraden im Prote-
in erhalten bleibt. Im Abschnitt 5.3 wurde am PS I von Synechocystis untersucht, was
unter kryogenen Bedingungen die starke spektrale Fluoreszenzdynamik mit Fluktuatio-
nen von bis zu ~ 280 cm™! hervorruft. Die beobachtete Dynamik #hnelt der aus einer
Einzelmolekiil-Studie am bakteriellen Lichtsammelkomplex LH2 unter physiologischen
Bedingungen [Rut05]. In dieser wurden spektrale Verschiebungen des Fluoreszenzma-
ximums beobachtet, deren Weite und Héufigkeit linear von der Anregungsleistung ab-
héngen. Die Autoren fiithren die Spriinge auf lichtinduzierte Konformationséinderungen
des Proteins zuriick. Da die Spriinge in den meisten Fillen reversibel waren, also keine
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Abbildung 5.19: Energiehyperflichen entlang einer
Reaktionskoordinate fiir zwei elektronische Zusténde
zur Beschreibung eines intramolekularen Protonen-
transfers. Fiir den einfachen Fall, dass in einem System
aus Pigment und Proteinbindungstasche sich nur die
Kernkoordinate eines Protons, das zwischen zwei Posi-
tionen wechselt, dndert, wie in Abb. 5.16 gezeigt, ent-
steht fiir die Gesamtenergie ein Zwei-Niveau-System
(TLS). Die Barriere im elektronischen Grundzustand
® kann bei tiefer Temperatur nicht iiberwunden wer-
den. Im elektronisch angeregten Zustand ®, kann die
Barriere vom Proton nach Anregung eines vibronischen
Zustands iiberwunden werden (a). Die Energien der
.q elektronischen Ubergiinge a und 8 unterscheiden sich.
Reaktionskoordinate vi und vg kennzeichnen Schwingungsrelaxationspro-
zesse.

.

Energie

Zerstorung der Aggregate signalisiert wurde, schliefen die Autoren des weiteren darauf,
dass die starke Anregung konformative Zustdnde herbeifiihrt, die im Dunkeln weniger
zugénglich, wenn auch dem System intrinsisch sind. In unserem Fall wird bei ca. 680 nm
angeregt und das Emissionsmaximum liegt je nach Spezies im Bereich von ca. 725 nm,
d.h. unter der Voraussetzung, dass nichtstrahlende Prozesse auler dem Energietransfer
vernachléssigt werden koénnen, erhélt der Protein-Komplex pro eingefangenem Photon
einen Wirmeeintrag von ca. ~ 900 cm™t. Wie oben beschrieben, wird angenommen, dass
die lokale Proteinumgebung der roten Chlorophyll-Verbénde fiir die Fluktuationen der
jeweiligen optischen Ubergangsenergie entscheidend ist. Demnach gibt die GriBe der Sto-
kesverschiebung der roten Zustdnde an, wieviel vibronische Energie ins Protein fliefit.
Die Stokesverschiebung des C719 aus dem PS 1 von T. elongatus wurde beispielswei-
se auf ~ 200 cm™! bestimmt [Pal96] und die des C708 aus dem PS I von Synechocystis
auf ~ 120 cm~![Gob94]. Diese Energien liegen um ca. zwei Gréflenordnungen iiber kg7
Aus den Experimenten, in denen der Anregungslaser voriibergehend ausgeschaltet wurde,
geht hervor, dass die bei tiefer Temperatur beobachteten spektralen Spriinge scheinbar
durch Energieeintrag ausgelost werden, d.h. im Spektrum deutlich sichtbare Konforma-
tionsdnderungen, wie in [Rut06] bei physiologischer Temperatur, unter Tieftemperatur-
Bedingungen erst durch Lichteinstrahlung wahrscheinlich werden. Durch die kontinuier-
liche Laseranregung wird permanent thermische Energie an das Protein abgegeben. Am
einfachen Beispiel eines TLS, wie in Abbildung 5.19 dargestellt ist, kénnen die licht-
induzierten spektralen Spriinge in den optischen Ubergangsenergien aus Abbildung 5.6
erklart werden. Zunéchst wird iiber den elektronisch angeregten Zustand eine Konfor-
mationsédnderung ermoglicht, so dass sich die Gesamtenergie des Systems dndert. Die
Energie des elektronischen Ubergangs (3) liegt gegeniiber (o) deutlich blauverschoben.
Die Anregungsquelle wird abgeschaltet. In dieser Zeit reicht die vibronische Energie des
Proteins nicht aus, um damit die Konformation erneut zu &ndern, so dass die elektro-
nischen Zustédnde , gefangen* bleiben. Beim Reaktivieren der Anregungsquelle wird die
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Wahrscheinlichkeit fiir die inverse Konformationsdnderung stark erhoht, so dass diese
nach kurzer Zeit stattfindet. Das System nimmt in diesem Fall wieder seine Ausgangs-
energie ein. Bei den in Abbildung 5.6 dargestellten Féllen geniigt die Wahrscheinlichkeit
jeweils, damit auf der Sekundenzeitskala eine Konformationséinderung stattfindet. Da in
der Fluoreszenzdynamik der roten Chlorophylle in keinem Fall auf grofiere Fluktuationen
als 10 em™! (=0,5 nm) ohne Anregungsenergie geschlossen werden kann, scheinen Tun-
nelprozesse von Protonen in der Proteinumgebung der roten Pigmente ohne elektronische
Anregung keine ausschlaggebende Rolle zu spielen. Anders als beim Elektronen-Tunneln
ist der Nachweis von Protonen-Tunneln im Protein stark eingeschrénkt [Scr99].

5.8 Zusammenfassung

Die bereits im Kapitel 4 festgestellte spektrale Diffusion der ZPLs wurde systematisch
untersucht. Sie wird auf strukturelle Fluktuation in der Proteinbindungstasche der roten
Chlorophylle zuriickgefiihrt, die zu Verdnderungen in der Stérke der lokalen Wechsel-
wirkungen fithren und somit zu Fluktuationen der optischen Ubergangsenergie. Beim
PS T von T. elongatus wurde sowohl im Bereich um 708 nm als auch in der Region
oberhalb > 719 nm festgestellt, dass sich die Korrelation zwischen der Fluktuationsrate
und der spektralen Sprungweite der ZPLs in voneinander separierte Bereiche aufteilen
lasst. Das Ergebnis passt zum Bild einer in hierarchischen Réngen organisierten Ener-
gielandschaft, in der die mittlere Barrierenhéhe von oben nach unten abnimmt, wie z.B.
in Ref. [Fra9dl] beschrieben wird. Im direkten Vergleich wurden hingegen beim PS I der
Spezies Synechocystis zunichst keine voneinander separierten Bereiche in der Korrelati-
on zwischen Fluktuationsrate und spektraler Sprungweite der ZPLs gefunden. Bei den
PS I beider Organismen nimmt die mittlere spektrale Sprungweite der ZPLs mit wach-
sender Rotverschiebung zu.

Der Austausch von Wasserstoff gegen Deuterium im Losungsmittel hat bei den PS I bei-
der Organismen zu einem signifikanten Deuteriumeffekt gefiithrt. Er &uflerte sich in einer
Verringerung der spektralen Fluktuationen in der Fluoreszenz. Vom PS I von T. elon-
gatus wurden zusétzlich volldeuterierte Proben untersucht. Dabei wurde eine Steigerung
des Effekts beobachtet. Die Auswirkung des Austauschs spricht dafiir, dass die Positi-
onsénderung von Protonen einer der Hauptprozesse ist, mit denen im PS I die lokalen
optischen Ubergangsenergien der Pigmente feinabgestimmt werden. Ein interessanter Be-
standteil des Deuteriumeffekts beim PS I von Synechocystis ist die haufige Erzeugung von
Bi- bzw. Tristabilitdten. Diese kénnen durch die herabgesetzte Tunnelwahrscheinlichkeit
eines Deuterons im Vergleich zu der eines Protons erklart werden. Durch einen indirekten
Nachweis wurde gezeigt, dass spektrale Spriinge von ZPLs iiber 10 cm™! bei 1,4 K erst
durch die Einstrahlung von Energie wahrscheinlich werden. Daher scheinen unter kryoge-
nen Bedingungen Tunnelprozesse von Protonen in der unmittelbaren Proteinumgebung
der roten Pigmente ohne duflere Anregung sehr unwahrscheinlich. Durch den Austausch
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5 Energielandschaft der Proteinumgebung

von Wasserstoff gegen Deuterium im Lésungsmittel liefl sich beim PS I von Synechocys-
tis die Korrelation zwischen der Fluktuationsrate und der spektralen Sprungweite der
ZPLs, wie beim PS I von T. elongatus ohne entsprechenden Austausch, in voneinander
separierte Bereiche aufteilen.

Unter Ausnutzung des Deuteriumeffekts konnte beim PS T von Synechocystis zeitlich
aufgelost werden, wie eine breite Fluoreszenzbande durch die Fluktuation von einer oder
mehreren ZPLs schrittweise erzeugt wird. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass Fluk-
tuationen ein wichtiger Faktor fiir die Form und Breite von den typischerweise auf der
Sekundenskala beobachteten breiten Banden sind. Mit Hilfe dieser Information konnte
fiir das PS I von T. elongatus ein 3D-Schema entwickelt werden, das fiir die drei roten
Zustdnde einen moglichen Zusammenhang zwischen spektralem Emissionsbereich und
der Zeitskala der spektralen Fluktuationen herstellt. Danach sind im gesamten Spektral-
bereich der roten Zustinde sowohl langsame (< 1 s7!) als auch schnelle Fluktuationen
(> 1 s7!) mit einer von der spektralen Lage abhiingigen Wahrscheinlichkeit méglich.
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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

135



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
>721 nm tritt eine gleichméBiger verteilte Inten-
sitdt auf, die ebenfalls Fluktuationen zeigt. Auch
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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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6.2 Bestimmung der Elektron-Phonon-Kopplungsstérke aus der Linienform

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-

145



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
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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-

155



6 Charakterisierung der roten Zustédnde

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

156



6.4 Diskussion

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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6.5 Zusammenfassung

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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6 Charakterisierung der roten Zustédnde
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Zusammenfassung

Im Antennensystem von Photosystem I (PS I) existiert eine kleine Gruppe Chlorophyl-
le, deren optische Ubergangsenergien gegeniiber der erforderlichen Anregungsfrequenz
des Reaktionszentrums (RC) rotverschoben liegen. Sie werden daher allgemein als ,ro-
te Chlorophylle® bezeichnet. Sie iibernehmen eine Schliisselrolle in der PS I-Forschung.
Weder ihre Funktion in der Natur, noch der Mechanismus, der zu ihrer Rotverschiebung
fithrt, sind endgiiltig geklart. Bei kryogener Temperatur stellen die roten Chlorophylle
fiir die Anregungsenergie eine Falle dar, denn zum Energieiibertrag auf das RC fehlt
die vibronische Energie in der Proteinmatrix, die unter physiologischen Bedingungen ge-
nutzt wird. Die Erhéhung der Fluoreszenzquantenausbeute erméglicht der Einzelmolekiil-
Spektroskopie (SMS) den Zugang zum System. Ihr Vorteil gegeniiber konventionellen
Spektroskopiemethoden besteht darin, dass die Mittelung iiber ein Ensemble vermieden
wird. Um mit SMS die roten Pigmente im PS I zu untersuchen, wurde im Rahmen dieser
Arbeit ein konfokales Spektrometer aufgebaut, das die Fluoreszenz einzelner Molekiile
bei 1,4 K messen kann. Als Proben fiir die Ergebnisse in dieser Schrift dienten cyanobak-
terielle PS I-Komplexe der Organismen Thermosynechococcus elongatus (T. elongatus),
Synechocystis sp. PCC 6803 und Synechococcus sp. PCC 7002. In der Literatur wurden
die roten Chlorophylle der PS I von 7. elongatus und Synechocystis mittels Gauflscher
Zerlegung der Ensemble-Absorptionsspektren in Pigment-Verbéande unterteilt. Entspre-
chend den spektralen Positionen der Maxima bei 708 nm und 719 nm wurden die Ver-
bénde im PS I von T. elongatus als C708 und C719 bezeichnet und analog im PS I von
Synechocystis als C706/C708 und C714. Ein Ergebnis dieser Arbeit ist die Bestimmung
der Anzahl der roten Emitter im PS I von T. elongatus. Diese konnte mit Hilfe einer
spektral aufgelosten Polarisationsanalyse der Fluoreszenz von Monomeren auf drei fest-
gelegt werden. Mindestens einer dieser roten Zusténde kann je nach selektiertem Kom-
plex im Spektralbereich des C708- oder des C719-Verbands emittieren. Bei den PS I aller
drei Spezies wurden im Spektralbereich der jeweiligen roten Chlorophylle scharfe Null-
Phononen-Linien (ZPLs) beobachtet. Demnach konnten erstmals ZPLs beim PS I von
Synechocystis beobachtet werden. Dadurch wurden die Schlussfolgerungen einer kiirzlich
veroffentlichten Arbeit, in der das Auftreten von ZPLs bestritten wurde, widerlegt. Wah-
rend die ZPLs vom PS I von T. elongatus zwei spektral voneinander getrennte Bénder
in den spektralen Regionen der Verbédnde C708 und C719 bilden, treten die ZPLs vom
PS T von Synechocystis in den Bereichen der Verbiande C706/C708 und C714 auf, oh-
ne klare Separation voneinander. Beim PS I von Synechococcus sp. PCC 7002 liegt der
grofite Teil der aufgetretenen ZPLs in einem Band mit mittlerer Lage bei A ~ 698 nm.
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Zusammenfassung

Der zugehorige Chlorophyll-Verband wurde daher als F698 bezeichnet. Fiir die ZPLs der
PS T aller drei Spezies ist eine starke spektrale Diffusion charakteristisch. Sie wird auf
strukturelle Fluktuation in der Proteinbindungstasche der roten Chlorophylle zuriick-
gefiihrt, die zu Verdnderungen in der Stérke der lokalen Wechselwirkungen fiihren und
somit zu Fluktuationen der optischen Ubergangsenergien. Beim PS I von T. elongatus
wurde festgestellt, dass sich die Korrelation zwischen der Fluktuationsrate und der spek-
tralen Sprungweite der ZPLs in voneinander separierte Bereiche aufteilen ldsst. Dieses
Ergebnis passt zum Bild einer in hierarchischen Réngen organisierten Energielandschaft,
in der die mittlere Barrierenh6he von oben nach unten abnimmt. Im Vergleich wurden
hingegen beim PS I der Spezies Synechocystis zunéchst keine voneinander separierten
Bereiche in der Korrelation zwischen Fluktuationsrate und spektraler Sprungweite der
ZPLs gefunden. Der Austausch von Wasserstoff gegen Deuterium im Loésungsmittel hat
bei den PS I beider Organismen zu einem signifikanten Deuteriumeffekt gefithrt. Er &du-
Berte sich in einer Verringerung der spektralen Fluktuationen in der Fluoreszenz. Das
spricht dafiir, dass die Positionsdnderung von Protonen einer der Hauptprozesse ist, mit
denen im PS T die lokalen optischen Ubergangsenergien der Pigmente feinabgestimmt
werden. Ein interessanter Bestandteil des Deuteriumeffekts beim PS I von Synechocys-
tis ist die haufige Erzeugung von Bi- bzw. Tristabilitdten. Diese konnen durch die her-
abgesetzte Tunnelwahrscheinlichkeit eines Deuterons im Vergleich zu der eines Protons
erklart werden. Durch einen indirekten Nachweis wurde gezeigt, dass spektrale Spriinge
von ZPLs iiber 10 cm™! bei 1,4 K erst durch die Einstrahlung von Energie wahrschein-
lich werden. Daher scheinen unter kryogenen Bedingungen Tunnelprozesse von Protonen
in der unmittelbaren Proteinumgebung der roten Pigmente ohne &uflere Anregung sehr
unwahrscheinlich. Durch den Austausch von Wasserstoff gegen Deuterium im Losungs-
mittel lie} sich interessanterweise beim PS I von Synechocystis die Korrelation zwischen
der Fluktuationsrate und der spektralen Sprungweite der ZPLs, wie beim PS T von T.
elongatus ohne entsprechenden Austausch, in voneinander separierte Bereiche aufteilen.
Ein Auswerteverfahren zum Ausgleich von spektraler Diffusion wurde dazu genutzt, um
einen groflen Teil der zeitlichen Mittelung im Fluoreszenzsignal einzelner PS I-Komplexe
zu eliminieren. Dadurch konnten aus den Spektrensequenzen der PS I aller drei Spezies
spektrale Profile von roten Zustdnden nahe der homogenen Linienformen exzerpiert wer-
den. Theoretisch ldsst sich die Linienform eines Pigments in einem Proteinkomplex durch
die Spektraldichte beschreiben. Zur Simulation der Linienform wurde ein Algorithmus
verwendet, der die Pigment-Protein-Kopplung mit der Nédherung, dass die Fluktuation
der Ubergangsenergie linear von der Auslenkung der Kerne aus ihrer Gleichgewichtslage
abhéngt, und mit der Annahme einer lorentzférmigen Spektraldichte iterativ berechnet.
Bei den PS T aller drei oben genannten Spezies wurden selbst fiir stark rotverschobene
Zusténde iiberraschend kleine Huang-Rhys-Faktoren festgestellt, was bedeutet, dass die
elektronischen Ubergéinge nur schwach an die inter- und intramolekularen vibronischen
Freiheitsgrade koppeln. Dieses Ergebnis erweitert das Bild der roten Zustdnde auf die
Weise, dass fiir ihre starke Rotverschiebung keine starke Elektron-Phonon-Kopplung not-
wendig ist. Als alternative Ursache wurde die Anhebung der exzitonischen Aufspaltung
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durch einen hohen Beitrag des Dextermechanismus vorgeschlagen. Um zu untersuchen,
ob verschiedene rote Zusténde innerhalb eines PS I-Komplexes tiber Energietransfer (ET)
miteinander in Verbindung stehen, wurde das Korrelationsverhalten der Fluoreszenz von
unterschiedlichen roten Emittern analysiert. Mehrfach aufgetretene Antikorrelationen bei
sowohl dem PS I von T. elongatus als auch dem PS I von Synechocystis weisen darauf
hin, dass die roten Zustédnde jeweils entweder direkt iiber ET miteinander verbunden
sind, oder dass sie getrennt voneinander {iber 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 einer Polarisationsanalyse
an einzelnen Monomeren festgestellt, dass die Ubergangsdipolmomente der Emitter vom
C708 und C719 in einem Winkel nahe 90° zueinander stehen. Demnach wiirde man im
Falle eines direkten ETs zwischen den beiden Verbdnden erwarten, dass bei einer Anre-
gung mit linear polarisiertem Licht mit einer Wellenldnge von ~712 nm die Polarisation
der Fluoreszenz einen grofien Anteil enthélt, der nicht der Polarisation des eingestrahlten
Lichts entspricht. Dieses Verhalten geht aus einer Anisotropiestudie am Ensemble hervor.
Daher wird ein effizienter direkter ET zwischen Zustdnden des C708- und C719-Verbands
innerhalb eines Monomers fiir wahrscheinlich gehalten.
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Ausblick

Mit Hilfe des aufgebauten Einzelmolekiil-Spektrometers wurden im Rahmen meiner Ar-
beit eine Reihe weiterer Experimente durchgefiihrt, die in dieser Schrift keine Berticksich-
tigung fanden. Insbesondere drei davon werden hier vorab kurz erwahnt:

e In Abschnitt 3.2.4 wurden zwei spezielle Probenhalter vorgestellt, die fiir orien-
tierungsabhiingige Einzelmolekiil-Messungen entwickelt wurden. Ahnlich wie am
Ensemble [vA88, Sch05] wird eine Teilorientierung der Probe durch Zusammen-
pressen eines Gels erreicht. Messungen mit Komprimierungs-Richtung parallel und
senkrecht zur optischen Achse wurden an einzelnen PS I-Trimeren der Spezies T.
elongatus durchgefiihrt. Die Auswertung dieser Experimente hat ergeben, dass die
Probe, bei der die optische Achse bevorzugt in der Membranebene liegt, im Mittel
deutlich kleinere Winkel < 90° zwischen den Ubergangsdipolmomenten verschiede-
ner Emitter aufweist als die Probe, bei der die optische Achse bevorzugt senkrecht
auf die Membranebene zeigt. Bei dieser wurden héufig Winkel nahe 90° ermittelt.
In Ref. [Sch05] wird aus Experimenten mittels Lineardichroismus darauf geschlos-
sen, dass die Ubergangsdipolmomente der roten Chlorophylle in der Membranebene
ausgerichtet sind. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit dem Ergebnis meiner Ar-
beit.

e Bei NPHB-Experimenten wurde unter Ausnutzung des Stark-Effekts an den roten
Chlorophyllen die Lochbreite in Abhéngigkeit von der &ufleren Feldstérke bestimmt.
Um eine Stark-Verschiebung beim Einzelmolekiil-Experiment nachzuweisen, wurde
eine spezielle Mimik eines Probenhalters gestaltet, bei dem das Feld zwischen einer
Drahtspitze hinter der Probe und dem Objektiv angelegt wurde. Die Versuche sind
an der Bildung von Funkenstrecken durch das suprafluide Helium gescheitert, d.h.
die erreichten Feldstédrken bis zur Zerstorung des Objektivs und der Probe waren
zu gering, um einen Effekt zu messen.

e Durch Einstrahlen einer resonanten Mikrowelle kann eine Anderung der effektiven
Triplett Zerfallsrate bewirkt werden, was zu einer Anderung der Fluoreszenzin-
tensitat fithrt. Ein solches ODMR-Experiment (Optisch Detektierte Magnetische
Resonanz) kann an bestimmten Systemen auch am einzelnen Molekiil einen Effekt
nachweisen [JK93, JW93]. Dafiir wurde eigens ein Probenstab fiir die Einspeisung
von Mikrowellen in die Probe entwickelt, der den Kéltezyklus von Raumtempera-
tur bis 1,4 K schadlos und zuverlissig iibersteht. Am PS I wurde kein eindeuti-
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Ausblick

ger Effekt beobachtet. Vermutlich ist die Triplettausbeute zu gering, um mit der
ODMR-Methode am einzelnen PS I-Komplex einen Effekt zu messen.

Die Polarisationsanalyse an einzelnen Monomeren aus Abschnitt 4.4.1 hat erstmals eine
direkte und zuverlidssige Bestimmung der Anzahl von roten Emittern im PS I von T.
elongatus ermoglicht. Fir ein klares Ergebnis sind Komplexe in monomerer Form not-
wendig. Interessant wéren #dhnliche Studien an PS [-Monomeren anderer Organismen,
um z.B. insbesondere quantitativ zu kldren, wieviel weniger rote Emitter das PS I von
Synechocystis enthélt und wieviel mehr das PS 1 von Arthrospira. Am PS I von Synecho-
cystis in monomerer Form wiirde eine Polarisationsanalyse zusétzlich aufdecken, ob die
Ubergangsdipolmomente der zu den Verbénden C706/C708 und C714 gehorigen Emitter
parallel zueinander stehen. Daraus liefle sich ableiten, ob die Schlussfolgerung aus den
Ref. [Hsi04, Ril07], dass ein effizienter direkter Energietransfer zwischen C706 und C714
stattfindet, mit den Messungen aus Ref. [Gob94] vereinbar sind. Dort wird in einer Ani-
sotropieuntersuchung festgestellt, dass bei einer Anregung mit linear polarisiertem Licht
mit Wellenldngen von > 704 nm die Polarisation der Fluoreszenz im Wesentlichen der
Polarisation des eingestrahlten Lichts entspricht.

In einer Studie am LH2 wurden Messungen an einzelnen Komplexen in Abhéingigkeit
von der Anregungsleistung bei Raumtemperatur durchgefithrt [Rut05]. Danach nimmt
die Haufigkeit und die GroBle der Bewegung des Fluoreszenzmaximums linear mit der
Anregungsintensitit zu. Beim PS I sind sowohl die spektralen Eigenschaften als auch
das Photobleichverhalten stark heterogen. Eine Untersuchung des Sprungverhaltens in
Abhéngigkeit von der Anregungsintensitit fand in dieser Arbeit nur qualitativ an wenigen
Komplexen statt. Eine systematische Studie dieses Zusammenhangs erscheint lohnend.
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Summary

In this thesis the red-most absorbing chlorophylls of cyanobacterial Photosystem I (PS I)
have been investigated using single-molecule spectroscopy. The excitation energy of the-
se red-shifted chlorophyll spectral forms is lower than that of the primary donor P700
where the charge separation starts. At low temperatures, the red-most chlorophylls act
as a trap for the excitation energy due to a lack of vibrational energy for an uphill energy
transfer to P700. Under these conditions their fluorescence quantum yield is adequate for
single-molecule detection. A confocal spectrometer for low temperatures with sufficient
efficiency to detect single-molecule fluorescence was built in the course of this work for this
purpose. PS I samples from the species Thermosynechococcus elongatus (T. elongatus),
Synechocystis sp. PCC 6803 and Synechococcus sp. PCC 7002 were probed. In earlier stu-
dies based on ensemble techniques, the red-most chlorophylls were assigned to different
pools according to their absorption maximum. For PS I from 7. elongatus pools were
found at 708 nm and 719 nm, denoted C708 and C719, while for PS I from Synechocystis
pools were identified at 708 nm (706 nm) and 714 nm, denoted C708 (C706) and C714. In
this thesis a fluorescence polarization analysis on single PS I monomers from T. elongatus
shows that three pigment pools contribute to the red-shifted emission. From this analysis
it can be concluded that at least one of these states is able to emit either in the spectral
region of the C708 or C719 pool, varying from complex to complex. The PS T from all
three species exhibit intense zero-phonon lines (ZPLs) in the spectral regions of their
red-most chlorophylls. Thus, for the first time ZPLs of PS I from Synechocystis could
be observed, in contrast to an earlier proposition arguing against their existence. While
the ZPLs of PS I from T. elongatus form two spectrally separated bands corresponding
to the spectral ranges of the C708 and C719 pool, the ZPLs of PS I from Synechocystis
occur without a gap in between in the range of the C706/C708 and the C714 pools. The
PS T from Synechococcus sp. PCC 7002 mainly shows ZPLs in a band with center wave-
length at 698 nm, thus denoted as F698. A characteristic feature of all observed ZPLs
is intense spectral diffusion. This is ascribed to structural fluctuations in the vicinity of
the corresponding pigment pools which lead to changes of the local interaction strengths
and concomitantly to fluctuations of the site energies. For PS I from T. elongatus the
correlation between fluctuation rates and associated site energy changes shows separated
regions. This finding supports the concept of a protein energy landscape organized in
hierarchical tiers in which the average height of the energy barriers decreases from top to
bottom. However, for PS I from Synechocystis in the correlation between fluctuation rates
and associated site energy changes no clearly separated regions were found. The substi-
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Summary

tution of hydrogen for deuterium in the solvent led to significant reduction of spectral
fluctuations in the fluorescence of PS I from all three species. This suggests that proton
displacement is one of the main processes responsible for fine-tuning of site energies in
PS I. An intriguing feature of the deuterium effect on PS I from Synechocystis consists in
the creation of bi- and tristabilities. These can be explained by the decreased likelihood
for deuteron tunneling in contrast to proton tunneling. The occurrence of spectral jumps
of ZPLs above 10 cm™! in absence of external excitation was proved to be highly unli-
kely at 1.4 K. Consequently, at cryogenic temperatures proton tunneling in the vicinity
of the red pools is very unlikely without excitation. Interestingly, after substitution of
hydrogen for deuterium in the solvent in the correlation between fluctuation rates and
associated site energy changes a similar separation into regions was found in PS I from
Synechocystis as in native PS I from T. elongatus. An analysis coping with the effect of
spectral diffusion was applied to suppress temporal averaging in the fluorescence signal.
This permits to extract spectral profiles of the red-most states close to their homogeneous
line shapes. The line shapes of various red-most states were simulated, based on an algo-
rithm that calculates the pigment-protein coupling in linear approximation assuming a
Lorentzian spectral density. Surprisingly, even for far red-shifted states of the PS I from
all of the three above-mentioned species small Huang-Rhys factors were found, implying
only a weak coupling of the electronic transition to the bath of vibrational modes. This
finding sheds light on properties of the red-most states by indicating that no distinct
electron-phonon coupling is necessary for the strong redshift of these states. The increase
of the excitonic splitting by a large contribution of the Dexter mechanism is proposed as
an alternative for the strong redshift. To investigate the energy transfer pathway between
different states the correlation behavior between their fluorescence bands was analyzed.
The repeated observation of anticorrelations for PS I from 7. elongatus as well as from
Synechocystis indicate that either direct energy transfer between different pools of red-
most chlorophylls occurs or different red-most states are fed independently by one parent
excited state. Also a combination of both is possible. By a polarization analysis on single
PS I monomers from 7. elongatus the angles between the transition dipole moments of
emitters from C708 and C719 were determined to be near 90°. Hence, in case of direct
energy transfer between different red-most states one expects that on linear polarized
excitation at ~ 712 nm the polarization of the fluorescence would change. Exactly this
behavior occured in an earlier anisotropy study on bulk PS I. An efficient direct energy
transfer between states belonging to the pools C708 and C719 is thought to be likely.
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Anhang A

Beweis durch vollstéandige Induktion

Jv

Induktionsvoraussetzung: 0 (w) =57 r
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Induktionsbeweis:
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gemdf der in Abschnitt 2.2.4 eingefiihrten Funktion ©,. Die Fouriertransformation in den
Zeitraum ergibt:

~ 1 ! —i@
@j+1 (w) = % / dt @j+1<t) (§] t .

GeméfB dem Faltungssatz entspricht die Faltung zweier Funktionen dem Produkt der
Fouriertransformierten, somit gilt: ©,44 (t) = J(t) ©; ().

1T -
Daraus folgt 0,41 (@) = Dy / dt J(t) ©; (t) e ™" .
m

Die Spektraldichte wurde als lorentzférmig angenommen:
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y

Abbildung 6.12: Links: Aufsicht bzw. Projektion zweier Vektoren im festen Winkel zueinander. Der
Winkel zwischen den beiden Vektoren vy und vp betriigt als Bsp. 37°. Nach einer Anderung der
Orientierung des Systems aus vy und ve verkiirzen sich die Betrédge der Vektoren, und der Projek-
tionswinkel liegt bei 120°. Rechts: Schema zum Modell, mit dem die Winkelverteilung willkiirlich
orientierter Systeme aus zwei Vektoren wie v; und v5 im festen Winkel zueinander berechnet wurde.
vy verlduft entlang der x-Achse. vo wird um 180° um die x-Achse gedreht. Nach jeder dieser Drehungen
wird das Koordinatensystem schrittweise um die y-Achse gedreht. Die Gesamtdrehung um die y-Achse
betragt 90°.

Um die Faltung durchzufiihren, wird zunéchst J fouriertransformiert:

J(t) = 8 ewnt ¢~ 31

1 i ] 11 s .~
Daraus erhélt man: ©;4; (@) = > / qt S emt o3l G gemt o Filt] it
T
= QL STt / dt ei(j+1)wmt e—%(]‘+1)|t| efim
s
_ 9 Y+ 1)

_ .e.d.
7 @G Denl + GGFD)

Anhang B

Es seien v} und v, zwei Vektoren mit festem Winkel zueinander, wie in Abbildung 6.12 ge-
zeigt wird. Beide sollen denselben Ursprung haben und der Einfachheit halber der Lange
nach eins sein. Zur Beschreibung der Vektoren eignen sich rdumliche Polarkoordinaten.
Um das Problem weiterhin zu vereinfachen wird der Vektor 7 in Richtung der x-Achse
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Abbildung 6.13: Die Winkelverteilung willkiirlich orientierter Systeme aus zwei im festen Winkel zuein-
ander stehender Vektoren in Projektion. Die festen Winkel zwischen den Vektoren betragen 15°, 45° und
90°. Zur Berechnung wurde das im Text erklidrte und in Abb. 6.12 veranschaulichte Modell verwendet.
Das Maximum der Verteilungen liegt stets beim festen Winkel.

festgelegt. Der Vektor v wird nun zunéchst so dargestellt, dass er um die x-Achse, gleich-
bedeutend mit o7, um den Winkel ¢ rotieren kann und dabei stets seinen Winkel o zum
Vektor 7 beibehilt

COs v 1 0 0 Cos o COos v
Uy = Dy, 0 =1 0 cosp —sing 0 = | —sinasingp
sin «v 0 sing cosy sin o sin « cos

Zusatzlich soll sich das gesamte System um die y-Achse um den Winkel 9 drehen kénnen,
wahrend die Drehung um die z-Achse vollfithrt wird

costy 0 —sind cos acos ) — sin asin v cos
D, v, = 0 1 0 Uy = —sinasin @
sind 0 cosd cos asin ¥ + sin a cos ¢ cos ¥

Aus Symmetriegriinden geniigt es, ¢ von 0 bis 7 und ¥ von 0 bis 7/2 laufen zu lassen,
um die vollstdndige Verteilung sdmtlicher moglicher Winkel in der Projektion auf die
x-y-Ebene zu erhalten. Der in der Projektion gesehene Winkel ~ ergibt sich zu

cos o cos ¥ — sin asin v cos

cosy = :
\/(Cosozcosﬁ — sin asin ¥ cos ) + (— sin avsin )

Im Algorithmus wurde beriicksichtigt, dass bestimmte Orientierungen von Ubergangsdi-

polmomenten in der Messung nicht gesehen werden konnen, da die Betridge der Vektoren
in Projektion zu klein sind, d.h. die rdumliche Abstrahlung der Energie, der Poynting-
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Anhang

vektor S , ist bei einem Dipol proportional
‘g‘ = ec B ~sin’ 0,

wobei €y der Dielektrizitdtskonstanten, ¢ der Lichtgeschwindigkeit und E der elektrischen
Feldstéarke entsprechen und © in dem Fall den Winkel zur Dipolrichtung beschreibt. In den
Beispiel-Verteilungen der Abbildung 6.13 wurde angenommen, dass weniger als 20 % der
zum Dipol senkrechten Abstrahlung (© = 90°) eines einzelnen Ubergangsdipolmoments
nicht mehr detektiert werden kénnen. Die Werte dieser Grenze beeinflussen die Verteilung
jedoch nicht.

Anhang C

Skizzierung vom NPHB-Mechanismus:

Betrachtet werden zwei Potentialhyperflichen, eine fiir den elektronischen Grundzustand
und die andere fiir den ersten elektronisch angeregten Zustand in einem Chromophor. Die
Barriere im elektronischen Grundzustand kann nicht {iberwunden werden. Durch die ex-
terne Energiezufuhr der Frequenz wg erfolgt eine elektronische Anregung. Das betroffene
Elektron relaxiert zunéchst vibronisch ins nachstgelegene Minimum des elektronisch ange-
regten Zustands, welches dem Huang-Rhys-Faktor entsprechend auf der Kernkoordinate
verschoben liegt. Die Reorganisationsenergie beim Bakteriochlorophyll als Ansatz betragt
dabei ca. 40 cm™!. Durch die Schwingungsrelaxation kann eine Barriere im elektronisch
angeregten Zustand, die als flacher angenommen wird, iiberwunden werden, so dass nach
elektronischer Relaxation ein anderer elektronischer Grundzustand eingenommen wird.
Beim Auslesen fehlt schliellich ein Anteil der ,, gebrannten“ Frequenz im Spektrum.
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